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 چکیده
ی این هانمونهدارد. با توجه به تنوع بالا بين مهمي در سلامت زنان از مهمترین گياهان دارویي است که نقش یکي انگشت گياه پنج

 توليد باند 74 توانستنددرمجموع  ISSR ی. آغازگرهاشد يبررس ISSR آغازگر 13 از استفاده باژنوتيپ  19تعداد  ژنتيکي گياه، تنوع

 %95 برابر يبررس مورد هایژنوتيپ بين در چندشکلي درصد ميانگين. بودند شکل چند مابقي و شکلیك باند 4 تعداد، این از که کنند

 آغازگرها سایر برای ( و89%) IS11( و 83%) UBC824 (80% ،)IS14 (83% ،)UBC851 آغازگرهای برای چندشکلي درصد که بود

 آغازگرهای انگشت،پنج بررسي تنوع ژنتيکي برایآغازگرها  نیترمناسب ،هاشاخص کليه اساس برمجموع  در .بود %100 با برابر

IS16 ،IS5  وUBC807 متغير 593/0 تا 195/0 از دایس ضریب از استفاده با يبررس مورد هایژنوتيپ ژنتيکي فاصله. معرفي شدند 

. داد قرار گروه 3 در ها راژنوتيپ دایس، فاصله یباضر اساس بر UPGMA روش به یاخوشه تجزیه دندروگرام از حاصل نتایج. بود

کاملاً  ایخوشه تجزیه نتایج دیاگرام با این کهداده شدند  پراکنش دوم و اول تجزیه به مختصات اصلي روش اساس بر هاژنوتيپ

 .شد یيدتأ مولکولي واریانس تجزیه از استفاده با ها،یبندگروه از حاصل نتایج همچنين. مطابقت داشت

 

 Vitex، گياه دارویي، ISSRتنوع ژنتيکي، نشانگر  کلیدی: هایواژه
 

 مقدمه
و  بوده توجه مورد سنتي طب در دیرباز از Vitexگياه      

 لاتين کلمه از برگرفته نام این. است داشته دارویي مصارف
Vitilium دليل به آن نامگذاری که بافته نوار معني به 

های دیگر نام و باشد مي گياه این هایشاخه پذیریانعطاف
 درخت "Monks pepper" هاراهبه فلفل: شامل آن

 است آشوبدل و کوهي فلفل انگشت،پنج بنگرو، پاکدامني،
)1994,Donald & Brown). کلمه  از پاکدامني درخت

 است شده مشتق Castus"آن لاتين و "Hagnos"یوناني
(1972,Palmer & Pitman.) علمي هایبررسي و مطالعات 

 ترپنوئيدها، دی آلکالوئيدها، فلاونوئيدها، دهدمي نشان
 استروئيدال یهاهورمون مادهپيش و کاستيسين ویتکسين،
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 اندشده شناسایي انگشتپنج گياه شيميایي ترکيبات درون
(2008et al.,  Ziaee) این دهدمي نشان بيشتر مطالعات 

 سطوح تغييرات و گذاشته يرتأث هيپوفيز غده روی ترکيبات
 و توضيح ترکيبات این با ارتباط در توانمي را آن هورموني

 (.2008et al.,  Ziaee) کرد توجيه
بررسي و تحليل تنوع ژنتيکي در ذخائر توارثي موجود 

نژادی است که امکان های بهپروژهترین مراحل مهماز 
و  کردهها را فراهم نمونهبندی و توصيف دقيق گروه

هایي که نمونهها و مجموعهنژادگرها را در تشخيص زیربه
وجود  آیندههای اصلاحي برنامهدر آنها  مؤثرامکان استفاده 

 .( Prasanna, &Mohammadi 2003کند )یاری مي ،دارد
های به نسبت بالایي چندشکليجوامع طبيعي  بيشتردر 

 DNAهای وجود دارد که در اثر تغييرات کوچکي در توالي
های بازی، حذف و تبادل ینجایگزای نقطههای جهش مانند

اند و فنوتيپ مشخصي هم ندارند. اطلاع از ميزان شدهحادث 
منظور کاهش های مختلف، بهنمونهچندشکلي یا تفاوت بين 

خائر توارثي نگهداری شده در بانك ژن و ذهای نمونهحجم 
بررسي خلوص بذر بسيار مفيد خواهد بود. بررسي و تعيين 

های مهم برای انتخاب شاخصاز ميزان تنوع ژنتيکي یکي 
های روشهای اصلاحي است. یکي از برنامهوالدین در 

موفقيت  .گزینش همراه با آزمایش نسل است اصلاح گياهان،
در گزینش، بستگي به تنوع با ایجاد نوترکيبي ژنتيکي و 

ها احتمال گونهژنتيکي بين  فاصلههتروزیس دارد. با افزایش 
sPeter یابد. )ميافزایش های تلاقي برنامههتروزیس در 

1989Martinelli, and.)  
دليل دارا بودن کاربردهای فراوان در به DNAنشانگرهای

ای مورد گستردهامروزه در سطح  انواع مطالعات مولکولي،
های مختلف علوم زیستي قرار پژوهشگران شاخه استفاده

 .(,et al; Farshadfar 1996Gupta,. 1995)گيرند مي
 شامل که است PCR بر مبتني آغازگر یك ISSRنشانگر 

 دو ميان تکثيرپذیر فاصله در حاضر DNA قطعه یك تکثير
 مخالف جهات با فرد به منحصر ریزماهواره تکراری يهناح
 bp طول با هاميکروستلایت ازمعمولاً  تکنيك این. باشدمي
 که یآغازگر تك واکنش یك آغازگر عنوانبه 16-25

 بين هاتوالي تکثير برای را ژنومي چندگانه هایلوکوس
 بهره ،گيردمي هدف مختلف هایاندازه با ایماهوارهریز
 آغازگر عنوانبه استفاده مورد ماهوارهریز تکرارهای .بردمي
 هایآغازگر. باشند نکلئوتيدی پنج یا چهار، سه، دو تواندمي

. شوند متصل DNA از نقطه هر به توانندمي استفاده مورد
 باز چهار تا یك به خود 5′ یا 3′ انتهای در معمولاً گرچه
 et al.,Sarla ) یابندمي گسترش آنها اساس بر و بوده متصل

بررسي تنوع ژنتيکي در  هدف از انجام این پژوهش (.2002
با استفاده از نشانگر  انگشتگياه دارویي پنج ژنوتيپ19

 باشد.مي ISSRمولکولي 

 
 هامواد و روش

سسه ؤم( از 1انگشت )جدول بذر گياه پنج ژنوتيپ 19
تحقيقات جنگلها و مراتع کشور همراه با شناسنامه و 
 .مختصات محل رویش گياه تهيه و در گلخانه کاشته شدند

ژنومي از برگ آنها در  DNAاستخراج  ها،نمونهبعد از رشد 
دانشگاه پيام نور مرکز کرمانشاه  بيوتکنولوژی آزمایشگاه

 .شدانجام 
 برای ( et alTorres ,.1993(به روش  DNAاستخراج 

 برگگرم ميلي 50تا  20بعد از انتقال . شدانجام  ژنوتيپ هر
ميکروليتر از بافر  800، تيوببه  با ازت مایع خرد شده

گرم  NaCl، 15/3گرم  CTAB، 36/16گرم  4استخراج )
HCl-Tris، 48/1  گرمEDTA،400  ميکروليتر -

mercaptoetchanol  8با=pH)  اضافه شد و  هاتيوببه
 65℃ با دمای حمام آبها در ساعت نمونه مدت یكبه

ميکروليتر  800سپس به هر نمونه مقدار  .قرار داده شدند
( اضافه گردید و 1:24ایزوآميل الکل )-محلول کلروفرم

 تيوبتا محلول داخل  دقيقه بهم زده شد دومدت به
دقيقه با  10ها را به مدت نمونه پسس. یکنواخت شود

 تيوبفاز رویي به یك  ودور در دقيقه، سانتریفيوژ  13000
ميکروليتر  600مقدار  تيوببه هر  و دیتميز منتقل گرد

ساعت در  مدت یكو به محلول ایزوپروپانول سرد اضافه
به  هانمونهسپس  .داده شدند قرار -20℃ فریزر در دمای

و  گردید سانتریفيوژدر دقيقه دور  13000دقيقه با  15مدت 
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 600مقدار  تيوببه هر  وبعد از آن فاز مایع به آرامي خالي 
سرد اضافه و یك سانتریفيوژ کوتاه  %80ميکروليتر اتانول 

)این مرحله دو بار  شدو به آرامي فاز مایع خالي  انجام شد

 داده قرارها را در دمای اتاق تيوبدر پایان نيز  .د(شتکرار 
ميکروليتر آب  100ميزان  تيوببه هر  بعدتا خشك شوند و 

 د.یگرددو بار تقطير استریل اضافه 
 

 مورد بررسی هایژنوتیپلیست  -1جدول 

 کد ژنوتیپ   کد بانک ژن آوریمنطقه جمع   جغرافیایی عرض طول جغرافیایی به متر سطح دریا ارتفاع از

943 °47  ′56  ″00  °33  ′28  ″38  1G 20245 لرستان 

1174 °46  ′12  ″21  °35  ′22  ″37  2G 20278 مریوان-کردستان 

1385 °48  ′13  ″14  °33  ′39  ″39  3G 23163 لرستان 

1430 °48  ′12  ″48  °33  ′39  ″77  4G 23172 الشتر -لرستان 

50 °56  ′16  ″35  °27  ′11  ″20  5G 25574 بندرعباس -هرمزگان  

1000 °55  ′55  ″05  °28  ′17  ″15  6G 25658 آبادحاجي –هرمزگان  

60 °56  ′54  ″41  °27  ′04  ″05  7G 25697 ميناب -هرمزگان  

100 °57  ′10  ″42  °27  ′26  ″02  G 8 26870 روداب-هرمزگان  

500 °56  ′21  ″35  °27  ′46  ″48  9G 26878 بندرعباس –هرمزگان  

1350 °54  ′95  ″00  °33  ′40  ″00  10G 28297 بيابانك و خور –اصفهان  

4261  °51  ′27  ″90  °32  ′36  ″93  G 11 28328 آبادنجف –اصفهان  

1400 °52  ′22  ″52  °28  ′53  ″05  G 12 31016 فيروزآباد –فارس  

887 °49  ′50  ″01  °31  ′42  ″60  G 13 31396 لكمباغ-خوزستان  

800 °51  ′50  ″21  °30  ′16  ″47  G 14 31966 گچساران -کهکيلویه و بویراحمد  

870 °50  ′36  ″37  °30  ′57  ″02  G 15 31972 شتدده -بویراحمد کهکيلویه و  

389 °46  ′52  ″79  °32  ′51  ″51  16G 34100 دهلران -ایلام  

1041 °50  ′30  ″44  °34  ′44  ″40  17G 37724 جعفریه -قم  

738 °45  ′56  ″30  °33  ′55  ″10  18G 38282 ایوان -ایلام 

966 °46  ′44  ″22  °33  ′33  ″32  19G 38941 شيروان -ایلام 

          

استخراج شده با استفاده از  DNA و کيفيت بررسي کميت
. انجام شددرصد آگارز و دستگاه اسپکتوفتومتر  8/0ژل 

 یك شامل حرارتي چرخه بصورتای پليمراز واکنش زنجيره
 و گرادسانتي درجه 95 دمای در اوليه سازیواسرشت مرحله
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 چرخه هر در که بود حرارتي چرخه 35 و دقيقه 5 مدتبه
 95 و ثانيه 30 ترتيببه سازیواسرشت دمای و زمان نيز

 آن دمای و ثانيه 30 آغازگر اتصال زمان گراد،سانتي درجه
 توسعه دمای و زمان همچنين بود. متفاوت آغازگر هر برای
. بود گرادسانتي درجه 72 و ثانيه 60 ترتيببه نيز رشته

 گرادسانتي درجه 72 دمای در دقيقه 5 مدت به نهایي توسعه
 بافر با درصد دو آگارز ژل از آزمایش این در .شد انجام

منظور تزریق نمونه به .شد استفاده یك درصد TBE واکنش
 به گذارینمونه بافر ميکروليترپنج  ميزان ابتدا در ژل،

DNAاز ميکروليتر 10 ميزان بعد و اضافه شده تکثير های 
 آگارز ژل در شده ایجاد ایهچاهك درون به نمونه هر

انجام  حرکت ساعت 5/2 ميزان و 100 ولتاژ با و اریذبارگ
 برماید اتيدیوم محلول در آميزیرنگ برای را ژل بعد و شد

 قرار دقيقه 30-45 مدت به( ليترميکرو در ميکروگرم یك)
 نوارها نشد نمایان برای Gel Document دستگاه از و داده

 . شد استفاده

 ( از طریق فرمول1PICی اطلاعات چند شکلي )امحتو

2

1

1PIC 



n

i

PI ( 2005محاسبه شد et al.,Hou .)  

2) شاااخص نشااانگری 
MI) از رابطااه 𝑀𝐼 = 𝑃𝐼𝐶 × 𝐸  

  (Powell et al., 1996)بدست آمد 

( از رابطااه 3EMR)مااؤثر نساابت چندگانااه  شاااخص
EMR = NPB × β  (Kumar et al., 2009 ) 
RP از رابطااه (4RP) قاادرت تفکيااك = ∑IB  محاساابه

.( et alAltıntas ,.2008)گردیاااااااااد 

                                                           

1- Polymorphic information content 

2- Marker Index 

3- Effective multiplex ratio 

4- Resolving power 

  Ntsys، 6DARwinهای افزاردر پایان نيز با استفاده از نرم 
ای، تجزیه باه ماتریس تشابه، تجزیه خوشه 6.2GenAlExو 

 . انجام شدمختصات اصلي و تجزیه واریانس مولکولي 
 

 نتایج
 13مورد مطالعه با استفاده از  هایژنوتيپ ژنتيکيتنوع   

در مجموع  ISSR آغازگرهای .شدبررسي  ISSRآغازگر 
باند  4 ،باند توليد کنند که از این تعداد 74توانستند 

شکل مشاهده شد و سایر باندها چند شکل بودند. یك
 19ميانگين تعداد باند توليد شده توسط هر آغازگر برای 

، 859UBCآغازگرهای . آمددست به 89/3برابر  ژنوتيپ
5IS  6وIS  841باند بيشترین و آغازگرهای  10باUBC ،

844UBC ،848UBC 857 وUBC  باند کمترین  3با
( بيشترین باند 3G) ژنوتيپتعداد باند را تکثير نمودند. 

باند( را در  21( کمترین باند )13G) ژنوتيپباند( و  50)
الگوی  1 شکل .مورد بررسي داشتند هایژنوتيپبين 

ترتيب با استفاده از بهرا مورد بررسي  ژنوتيپ 19باندی 
 .دهدمينشان  11IS آغازگرهای

 



 183                                                                                         2 ، شماره27اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ایران جلد  تحقيقات ژنتيك و نشریه علمي

 
 11IS آغازگر های مورد بررسی برایژنوتیپتصویر ژل الکتروفورزی  -1شکل 

 

استفاده شده در  آغازگرهای برای آمدهدستبه نتایج
ميانگين درصد چندشکلي در  ارائه شده است. 2جدول 

درصد  بود که 04/95ی مورد بررسي برابر هاژنوتيپبين 
 824UBC (%80 ،)14ISچندشکلي برای آغازگرهای 

(%83 ،)851UBC (%83 و )11IS (%88 و برای سایر )
محتوای  بود. درصد 100ميزان چندشکلي برابر  آغازگرها

( از صفر تا نيم در نشانگرهای PIC)1اطلاعات چندشکلي 
غالب متغير است و هرچه این عدد بزرگتر باشد بيانگر 

مورد استفاده یا مارکر  آغازگربالا بودن قابليت بالای 
ميانگين . باشدميها ژنوتيپمورد استفاده در غربال نمودن 

PIC  بود که  36/0ی مورد بررسي برابر آغازگرهادر
16IS (%40 ،)مربوط به آغازگرهای  PICبيشترین ميزان 

                                                           

1  - Polymorphiim information content 

5IS (%47 و )807UBC (%49 بود که این آغازگرها )
 ندتوانست PICبر اساس شاخص  آغازگرهابهتر از سایر 

ند. آغازگرهای نرا مشخص ک هاژنوتيپفاصله ژنتيکي 
824UBC (%29 و )857UBC (%24 با کمترین ميزان )
PIC  ندنداشت هاژنوتيپتوانایي خوبي در جداسازی .

، 6ISبود که آغازگرهای  58/4برابر  RPميانگين شاخص 
5IS ،11IS  859وUBC  بيشترین ميزان و آغازگرهای
9IS  824وUBC .همچنين  دارای کمترین ميزان بودند

 91/1ترتيب برابر به EMRو  MIی هاشاخصميانگين 
را آغازگرهای  EMRو  MIبود. بيشترین ميزان  02/5و
5IS، 6IS  859وUBC همچنين کمترین ميزان  ،داشتند

 بود. 824UBC و 848UBC آغازگرهای مربوط به

        1   2   3   4  5   6   7   8   9 10  11 12 13 14 15 16 17 18 19 L 
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 در آغازگرها RPو  PIC ،MI ،EMRتعداد مکان تکثیر شده، تعداد مکان چند شکل، درصد چندشکلی،  -2جدول 

 کد آغازگر
 هایمکان تعداد

 تکثیرشده

 هایمکان تعداد

 چندشکل

 درصد

 چندشکلی

PIC 

 اطلاعات محتوی

 چند شکلی

MI 
 شاخص

 نشانگری

EMR 
 نسبت شاخص

 مؤثر چندگانه

RP 

 قدرت

 تفکیک

IS6 9 9 100 0/4 3/59 7/58 9 

UBC824 5 4 80 0/29 0/93 3/2 2/11 

UBC841 3 3 100 0/38 1/15 3 2/42 

UBC859 9 9 100 0/35 3/14 9 7/05 

UBC807 5 5 100 0/49 2/44 5 4/42 

UBC857 3 3 100 0/24 0/71 3 2/42 

IS11 9 8 88/8 0/32 2/29 7/11 8/21 

UBC844 3 3 100 0/38 1/15 3 4/11 

IS14 6 5 83/3 0/36 1/5 4/17 4/95 

IS5 9 9 100 0/47 4/19 9 6/74 

UBC848 3 3 100 0/29 0/86 3 2/84 

IS9 4 4 100 0/37 1/5 4 2/11 

UBC851 6 5 83/3 0/35 1/44 4/17 3/16 

 4/58 5/02 1/91 0/36 95 5/38 5/69 ميانگين

 

 
 هایپژنوتژنتیکی بین فاصله بررسی میزان 

مورد بررسي با استفاده از  هایژنوتيپفاصله ژنتيکي     
متغير بود )جدول  593/0تا  درصد 195/0ضریب دایس از 

این بود که  409/0برابر  هاژنوتيپميانگين فاصله بين  .(3
خوب و قابل قبول در بين  ژنتيکيتنوع دهندهنشان موضوع

. باشدميمورد بررسي  آغازگرهایبر اساس  هاژنوتيپ
( و خوزستان لكمباغ 13G) یهاژنوتيپبيشترین فاصله را 

(17G  و کمترین فاصله را 593/0( )قم )16) ژنوتيپG 
 ( داشت. 195/0( )ایلام-شيروان 19G( با )ایلام-دهلران

 



 

 استفاده شده بر اساس ضریب دایس ISSRبرای پرایمرهای  هاژنوتیپماتریس تشابه  -3جدول 
 1G 2G 3G 4G 5G 6G 7G 8 G 9G 10G 11 G 12 G 13 G 14 G 15 G 16G 17G 18G 19G منشاء نام

1G 0 لرستان                   

2G 0 0/324 مریوان                  

3G 0 0/293 0/256 لرستان                 

4G 0 0/311 0/250 0/263 الشتر                

5G 0 0/429 0/356 0/391 0/397 بندرعباس               

6G 0 0/405 0/299 0/402 0/333 0/370 آبادحاجي              

7G 0 0/323 0/387 0/415 0/547 0/474 0/475 ميناب             

8G  0 0/382 0/433 0/373 0/514 0/425 0/419 0/545 روداب            

9G 0 0/491 0/280 0/452 0/419 0/415 0/467 0/368 0/541 بندرعباس           

10G 0 0/364 0/437 0/455 0/282 0/410 0/210 0/341 0/288 0/403 بيابانك و خور          

11G  0 0/263 0/300 0/446 0/300 0/417 0/333 0/360 0/435 0/433 0/437 آبادنجف         

12G  0 0/463 0/479 0/544 0/516 0/474 0/449 0/478 0/417 0/439 0/500 0/500 فيروزآباد        

13G  0 0/547 0/393 0/581 0/478 0/49 0/435 0/517 0/552 0/508 0/493 0/509 0/439 لكمباغ       

14G  0 0/525 0/571 0/479 0/291 0/460 0/353 0/524 0/360 0/520 0/41 0/273 0/314 0/405 گچساران      

15G  0 0/214 0/433 0/513 0/333 0/241 0/521 0/316 0/465 0/277 0/470 0/349 0/375 0/385 0/390 شتدده     

16G 0 0/275 0/373 0/485 0/377 0/350 0/279 0/486 0/467 0/457 0/317 0/415 0/247 0/347 0/403 0/407 دهلران    

17G  0 0/250 0/393 0/358 0/594 0/440 0/410 0/429 0/500 0/425 0/529 0/500 0/375 0/470 0/290 0/467 0/494 قم   

18G 0 0/471 0/343 0/493 0/460 0/565 0/263 0/433 0/364 0/440 0/527 0/44 0/419 0/516 0/415 0/493 0/509 0/541 ایوان  

19G 0 0/258 0/400 0/195 0/301 0/360 0/483 0/362 0/389 0/282 0/484 0/403 0/387 0/297 0/432 0/273 0/379 0/391 0/397 شيروان 
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 ایخوشهتجزیه 
 تشابه شاخص بهترین کردن مشخص برای تحقيق این در    

 ینترمناسب ترسيم برای الگوریتم بهترین تشخيص و
 شامل تشابه یهاشاخص نتایج، گزارش برای دندروگرام

و  (UPGMA)ی اتصال ميانگين هاروشدایس و جاکارد با 
محاسبه و بر اساس ضرایب کوفنتيك  (NJ)اتصال مجاور 

 جیبا توجه به نتا حاصل از آزمون مانتل مقایسه شدند.
در آزمون  دایسو شاخص  UPGMA تمیآمده الگوردستبه

دندروگرام  (.%87) نشان داد یکوفنتيك بالاتر بیمانتل ضر

بر اساس  UPGMAای به روش حاصل از تجزیه خوشه
ارائه شده   2ها در شکلژنوتيپدایس برای  فاصلهضریب 

گروه  3ها در ژنوتيپگردد ملاحظه مي طورکههمان است.
(، 1G( ،)2Gهای )ژنوتيپقرار گرفتند. گروه اول شامل 

(3G( ،)4G( ،)5G( ،)6G( ،)8G( ،)10G( ،)14G و )
(15G)  .هایژنوتيپبود (12G( ،)16G( ،)17G( ،)18G و )
(19Gدر گروه دوم قرار گرفت )ژنوتيپ 4گروه سوم در . ند 
(7G( ،)9G( ،)11G( و )13G) (4)جدول  قرار گرفتند. 

 
 جغرافیایی أمنشبر اساس  هاخوشهها در بندی ژنوتیپگروه -4 جدول

 3خوشه  2خوشه  1خوشه 

1G 12 لرستان G7 يروزآبادف -ارسفG ميناب-هرمزگان 

2G 16 مریوانG  9 دهلران -ایلامG بندرعباس-هرمزگان 

3G 17 لرستانG  11 جعفریه-قم Gآبادنجف-اصفهان 

4G 18 الشتر -لرستانG 13 ایوان -ایلام Gلكمباغ-خوزستان 

5G 19 بندرعباسG شيروان -ایلام  

6G آبادحاجي   

8 G روداب   

10G بيابانك و خور   

14 G -گچساران   

15 G -شتدده   

 

 تجزیه به مختصات اصلی
مورد بررسي  آغازگرهایحاصل از  هایدادهبر اساس 

کاه  انجاام شاد هاژنوتيپتجزیه به مختصات اصلي برای 
ترتيب و دوم بااهمختصااات اول محااور نتااایج نشااان داد 

جياه درصد از واریاانس موجاود را تو 19/18و  21/22
درصد از واریانس با این دو محور  41، در مجموع نمودند

باار اساااس  هاااژنوتيپدیاااگرام پراکنشااي بيااان گردیااد. 
( که این دیاگرام 3مختصات اول و دوم رسم گردید )شکل

 هاژنوتيپمطابقت داشت و  کاملاً ایخوشهبا نتایج تجزیه 
 دندبه سه گروه تقسيم ش
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 مورد مطالعههای ژنوتیپبرای  ISSRهای نشانگر دندروگرام حاصل از داده -2شکل 

 
 بر اساس محور مختصات اصلی اول و دوم ISSRبرای نشانگر  هاژنوتیپپلات بای -3شکل 
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 تجزیه واریانس مولکولی
تجزیه  بندیگروهتجزیه واریانس مولکولي بر اساس     
در  هاژنوتيپکه طوریبه(، 5انجام شد )جدول  ایخوشه
در بين  PhiPTبر اساس آماره  .گروه قرار گرفتند 3داخل 

 ،وجود داشت دارمعنياختلاف  درصد 5در سطح  هاجمعيت

 .بود شدهبه صورت صحيح انجام  بندیگروهدیگر عبارتبه
تنوع بيشتر  هاخوشهآمده نشان داد که در ميان دستنتایج به

ساس تنوع در درون باشد. بر این ايم هاگروهاز بين 
 درصد 8برابر  هاخوشهو در بين  درصد 92برابر  هاخوشه

 مشاهده گردید.
 

 ISSRتجزیه واریانس مولکولی بر اساس نشانگر  -5جدول 

 PhiPT درصد از واریانس واریانس برآورد شده میانگین مربعات مجموع مربعات درجه آزادی منابع تغییرات

 *0/078 0/08 1/12 19/81 39/63 2 بين گروه

  0/92 13/31 13/31 213 16 درون گروه

  1 14/43  252/63 18 کل

 دارمعني درصد 5اختلاف در سطح  :*

   بحث
وسيله تواند بههای گياهي ميتغييرات ژنتيکي در جمعيت   

جهش، نوترکيبي ژنتيکي، مختلف از قبيل های سازوکار
 بهشدگي ژنتيکي و گزینش مهاجرت، جریان ژني، رانده

توان این يم تنوع مبنای گزینش است، ید. از آنجا کهآوجود 
 از استفاده تنوع را در گياهان وحشي جستجو کرد. با

ها وجود ژنوتيپ بين درای ملاحظه قابل تنوع ISSR نشانگر
نشانگر  این اساس بر يمطلوب چندشکلي و( 2)جدول  داشت

 بر رویRahim Malek (2011 ) در مطالعه مشاهده گردید.
 .M. piperata، M گونه سه به متعلق جمعيتي نمونه شانزده

longifolia و M. spicata و جدید نشانگر از استفاده با 
های مورد بررسي بصورت کامل از گونه ISSR-R ترکيبي

 یکدیگر تفکيك شدند.
 از یکي (،PICاطلاعات چندشکلي )ی امحتو
 نظر از مختلف مقایسه نشانگرهای برای مهمهای شاخص

 معيار، این بالای مقادیر رود.مي شماربه آنها تمایز قدرت
 که داشته نشانگری یك جایگاه در زیاد چندشکلي بر دلالت

 بنابراین، دارد. سزایينقش به افراد تمایز و تفکيك در

 برای ( بالاPICی اطلاعات چندشکلي )ابا محتو نشانگرهای

هستند  مفيد نزدیك خویشاوندی هایژنوتيپتمایز 
(2008 et al.,Thimmappaiah ).  

بهترین شاخص برای انتخاب آغازگر مناسب، شاخص 
زیرا هم از تعداد افراد دارای نوار  ،است (Rp(قدرت تفکيك 

( Rpپذیرد. قدرت تفکيك )ير ميتأثو هم از تعداد آلل 
پارامتری است که توانایي تفکيك آغازگرهای انتخابي را 

  (. et al.,Kayis 2010دهد )نشان مي
( یك برآورد مناسب برای کارآیي MIشاخص نشانگر )

آمده دستآغازگرها است که به تعداد نوارهای چندشکلي به
شود و به پوشش بالای ژنوم توسط نشانگر نسبت داده مي

(7199 et al.,Milbourne  ،بالا بودن شاخص نشانگر .)
نشان از فراهم کردن اطلاعات بيشتر از ژنوم با توجه به 

  توليد تعداد نوار چندشکلي بيشتر است.
ین ترمناسب ،هاشاخصدر مجموع بر اساس کليه 

 16IS، 5IS آغازگرهایانگشت، ي پنجبررسبرای  آغازگرها
 و Zanganehپژوهش  در تعيين گردید. 807UBCو 

 با ایراني یانهراز ژنوتيپ 17 ژنتيکي تنوع ،(2017)همکاران 
. مورد بررسي قرار گرفت ISSRنشانگر  5 از استفاده

 يژنوم DNAقطعه  51 تعداد کل در ISSR نشانگرهای
 ميانگين. نمود آشکار را چندشکل باند 45 که کردند تکثير
 ، ميانگينآغازگر هر ازای به شکل چند باند هر تکثير

 ترتيببه (MI) مارکری شاخص و (PIC) چندشکلي محتوای
 نتایج اساس بر دندروگرام .گردیدمحاسبه  92/5و  47/9
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UPGMA  بندیگروه. در گردید رسم جاکارد ماتریسو 
 سه به بررسي مورد هایژنوتيپ ،ISSRنشانگر  از حاصل

 .شدند بندیطبقه اصلي گروه
ها در این مطالعه برابر يپژنوتميانگين فاصله بين 

 يبرای تلاق قيتحق نیا جبود. استفاده از نتای 409/0
 سیدر جهت هتروز يکيژنت ادیهای با فواصل زنمونه

مؤثر  اريبس توانديم باتيترک شیمنظور اصلاح و افزابه
 هایژنوتيپبالای درون  يکيبا توجه به تنوع ژنت باشد.

برای  هانمونه رویشگاهکشور، حفاظت در محل  انگشتپنج
پلاسم و بانك ژرم جادیگونه و ا نیا يکيژنت رحفظ ذخای
. شوديم هيتوص اهيگ نیامناسب ر يتکثی هاروشاستفاده از 

( و خوزستان لكمباغ 13G) هایژنوتيپبيشترین فاصله را 
(17G  16( و کمترین فاصله را ژنوتيپ )593/0( )قمG 

. ند( داشت195/0( )ایلام-شيروان 19G( با )ایلام-دهلران
که حداکثر فاصله  هایييپاز ژنوت گردديم پيشنهادبنابراین 
بر اساس نشانگر مورد استفاده داشتند در جهت را ژنتيکي 

های اصلاحي استفاده استفاده از حداکثر هتروزیس در برنامه
 ای بررسيمطالعه در (2012)همکاران و  Gravand , .شود
 با ،ایراني نعناع هایتوده ایگونه بين و درون نتيکيژ تنوع

 خصوصيات برخي و ISSR مولکولي نشانگر از استفاده
 مراکز بين ژنتيکي تشابه بيشترین .گرفت انجام مورفولوژیك

 تشابه کمترین و غرب با مرکزی مناطق ،نعناع آوریجمع
 ایخوشه نمودار. بود جنوب با مرکزی مناطق بين ژنتيکي

 مورفولوژیك صفات اساس بر را نعناع هایگونه يپژنوت 50
 . کرد تقسيم گروه 3 به

ها در ژنوتيپی اخوشهبر اساس نتایج حاصل از تجزیه 
بندی هایي از خوشههمچنين بخش .گروه قرار گرفتند 3

حاصل از دندروگرام، بيانگر آن است که تنوع ژنتيکي با 
در برخي موارد مطابقت و در برخي  آنهامنشأ جغرافيایي 

متعلق به های گروه اول شامل ژنوتيپ .موارد مطابقت نداشت
 و اصفهان بویراحمد و يلویهگکهلرستان، هرمزگان، کردستان، 

متعلق به مناطق فارس، ایلام  هایبود. در گروه دوم ژنوتيپ
( 7G( ،)9G( ،)11Gژنوتيپ ) 4گروه سوم در  وبودند و قم 

متعلق به خوزستان، هرمزگان و اصفهان قرار  (13Gو )

این حالت ممکن است به دليل جابجایي فيزیکي  گرفتند.
انتقال  صورتبهتواند این جابجایي مي پلاسم باشد.ژرم

و حيوانات  هاانسانای به منطقه دیگر توسط از منطقه بذرها
در  (2016)همکاران  و Ahmadi همچنين .انجام شود

که گياهي ( Salvia leriifoliaنوروزک ) بر روی پژوهشي
 از استفاده با است نعناعيان خانواده از چندساله و دولپه

تجزیه  اساس بررا مطالعه کردند.  ISSR مولکولي نشانگر
 رضوی، خراسان یهااستان به مربوط یهاتيجمع ،کلاستر

 قرار یاجداگانه یهاگروه در سمنان و جنوبي خراسان
 بين تفاوت توانست خوبيبه  ISSR نشانگر اگرچه. گرفتند

 تجزیه نتایج اساس بر اما کند، آشکار را هاتيجمع
 جغرافيایي فاصله با هاتيجمع بين ژنتيکي فواصل ،یاخوشه
 نداشت مطابقت نوروزک طبيعي یهاشگاهیرو در موجود

(2016et al.,  Ahmadi). 
 برای مکمل روشي عنوانبه اصلي مختصاتبه  از تجزیه

 حداکثر استخراج و بهينه استفاده به که منجر ایخوشه تجزیه
در  .گردديماستفاده  ،شودمي مولکوليهای دادهاز  اطلاعات
درصد از واریانس با این دو محور بيان گردید،  41مجموع 

دهناده پراکاانش نشان تااوانديموضوع به نوبه خود ما نیا
ساطح ژنوم و  یمختالف بار رو یگستارده آغااازگرها

 در تحقيق دیگری باشد. انگشتپنج یهاهمه کروموزوم
Biabani (2016) منظور ارزیابي تنوع ژنتيکي گياه به

 10 . همهکرد استفاده ISSR آغازگر 10 از ،آویشن دنایي
 يهکل برای واضح نوارهای و بالا چندشکلي آغازگر،
 یهتجز نتایج .دادند نشان 77شماره  ژنوتيپ بجز هاژنوتيپ
 روش و جاکارد تشابه ضریب اساس بر ایخوشه

UPGMA، که داد قرارگروه  15 در را بررسي مورد يپژنوت 
 مطابقت اصلي هایمؤلفه به تجزیه از آمده دستبه نتایج با

 .داشت
 توانميتجزیه واریانس مولکولي  کاربردهایهمچنين از 

ها و تعيين حد مطلوب يپژنوتتعيين تفاوت ژنتيکي بين  به
به این صورت که در  اشاره کرد، ایخوشهخوشه در تجزیه 

عنوان یك جمعيت و هر گروه در نقطه برش دندروگرام به
عنوان افراد جمعيت در نظر گرفته های درون آن بهيتجمع
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و برای هر نقطه برش یك تجزیه واریانس انجام  شودمي
به وجود آید،  هاگروهیز بين که بيشترین تما اینقطهگيرد. مي
 عنوان نقطه مناسب برش دندروگرام انتخاب خواهد شد.به

تنوع بيشتر  هاگروهآمده نشان داد که در درون دستنتایج به
 هاگروهباشد. بر این اساس تنوع در درون يم هاگروهاز بين 
 درصد 8تنوع برابر  هاگروهو در بين  درصد 92برابر 

 (2015)همکاران و  Nikkerdar در بررسي مشاهده گردید.
 Fueniculum)توده ایراني رازیانه  16تنوع ژنتيکي بين 

vulgare 1آغازگر  15( با استفاده ازSCoT  مورد ارزیابي
ای به خوشهبندی تجزیه گروهنتایج حاصل از  .گرفت قرار

را ها تودهبر اساس ضریب تشابه جاکارد  UPGMAروش 
که بر اساس تجزیه به مختصات اصلي  گروه قرار داد 4در 

(PCo( و تجزیه واریانس مولکولي )AMOVA )های گروه
بندی گروهطبق این . گردید یيدتأ ای خوشهحاصل از تجزیه 

دار بود، اما معنيدرصد  5ها در سطح گروهواریانس بين 
ها گروهبراساس واریانس برآورد شده سهم واریانس بين 

 کل بود. درصد از تنوع 24تنها 
 

 کلی گیرینتیجه
 بين درای ملاحظه قابل تنوع ISSR نشانگر از استفاده با     

 این اساس بر مطلوبي چندشکلي ومشاهده شد  هاژنوتيپ
، هاشاخصنشانگر مشاهده گردید. در مجموع بر اساس کليه 

 آغازگرهایانگشت، ي پنجبررسبرای  آغازگرهاین ترمناسب
16IS، 5IS  807وUBC  با توجه به تنوع  .شدندتعيين
حفاظت  کشور، انگشتپنج هایبالای درون ژنوتيپ يکيژنت

 نیا يکيژنت ربرای حفظ ذخای هانمونه رویشگاه در محل
ر يتکثی هاروشاستفاده از پلاسم و بانك ژرم جادیو ا گونه

را  ژنتيکي بيشترین فاصله. شوديم هيتوص اهيگ نیامناسب 
( قم  17G( و )خوزستان لكمباغ 13G) هایژنوتيپ

( ایلام-دهلران 16G( و کمترین فاصله را ژنوتيپ )593/0)
 پيشنهادبنابراین  .ند( داشت195/0( )ایلام-شيروان 19Gبا )

                                                           

1- Start codon targeted 

بر را که حداکثر فاصله ژنتيکي  هایييپاز ژنوت گردديم
اساس نشانگر مورد استفاده داشتند در جهت استفاده از 

. بر های اصلاحي استفاده شودبرنامهحداکثر هتروزیس در 
گروه  3ها در ی ژنوتيپاخوشهاساس نتایج حاصل از تجزیه 

بندی حاصل از هایي از خوشههمچنين بخش .قرار گرفتند
دندروگرام، بيانگر آن است که تنوع ژنتيکي با منشأ 

در برخي موارد مطابقت و در برخي موارد  آنهاجغرافيایي 
الت ممکن است به دليل جابجایي این ح مطابقت نداشت.
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Abstract 

Chaste tree (Vitex agnus-castus) is one of important medicinal plant that plays a key role in 

the women health. Due to high variation within the specimens of this plant, genetic diversity 

between 19 genotypes was investigated using 13 ISSR primers. The ISSR primers were able to 

produce a total of 74 bands, of which four were single bundle, and the rest were polymorphic. 

The mean of polymorphism percentage among the genotypes was 95%. The polymorphism rate 

observed for primers of UBC824 (80%), IS14 (83%), UBC851 (83%) and IS11 (89%) and for 

other primers were 100%. In total, based on all the indices, the most suitable primers for 

assessment of genetic diversity of  Vitex agnus-castus were IS16, IS5, and UBC807. Genetic 

distance of the genotypes ranged from 0.195 to 0.593 using Dice coefficient. The results of 

cluster analysis using UPGMA method based on Dice coefficient, the genotypes classified into 

three groups. Based on the first and second coordinates, the distribution diagram of the 

genotypes were in agreement with the results of cluster analysis. The results of grouping was 

also confirmed the analysis of molecular variance. 
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