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با استفاده از نشانگر مولكولي ) Malva neglecta(هاي پنيرك بررسي تنوع ژنتيكي اكوتيپ
ISSR  

  2يروانيهومن ش و *1ياننور يعبدالمهد

   يشناس يستگروه ز، نور يامدانشگاه پايران، تهران، 

  كشاورزيگروه  ،نور يامدانشگاه پايران، تهران، 

  14/7/1397: تاريخ پذيرش  4/11/1396: تاريخ دريافت

  چكيده

 ها و مراتع مورد ارزيابيشده از بانك ژن سازمان جنگل يهته) Malva neglecta( يركپن يپاكوت 18 يكيتنوع ژنت يق،تحق يندر ا
قرار  يمورد بررس يكيتنوع ژنت ISSRنشانگر  15صورت گرفت و با   DNAاستخراج   CTABبا استفاده از روش . قرار گرفت

 يآغازگرها. باند يك شكل مشاهده شد 2كنند كه از اين تعداد،  يدباند تول 99 نستندمجموع توا در ISSRهاي آغازگر. گرفت
IS5  وIS6 يباند بيشترين تعداد و آغازگرها 11و  12با  ترتيببه UBC807  و UBC867 باند كمترين تعداد باند را نشان  4با
و شاخص ) EMR(چندگانه موثر  نسبت، )MI( يگر، شاخص نشان)PIC(محتواي اطلاعات چند شكلي  يهاشاخص. دادند

به  IS6و  IS5 يمحاسبه شده آغازگرها هايكه با توجه به شاخص يدنشانگرها محاسبه گرد يهكل يبرا) RP(قدرت تفكيك 
مشاهده شده براساس اطلاعات  يكيشباهت ژنت يزانم. يدمعرفي گرد يركعنوان بهترين آغازگرها جهت بررسي تنوع ژنتيكي پن

كمترين تشابه مربوط به . داشتند 84/0با ضريب  9Gيپ با اكوت 4G يپبيشترين تشابه را اكوت. بود 69/0نشانگرها برابر  نيا
- خوشه يهتجز يحاصل از گروهبند يجنتا. بود 57/0با ضرايب تشابه  8Gو  6Gبا  15G يپ، اكوت9G هاييپبا اكوت 1G يپاكوت

 يبه مختصات اصل يهگروه قرار داد كه بر اساس تجز 3را در  هاوتيپكارد اكبر اساس ضريب تشابه جا UPGMAبه روش  اي
)PCo (يمولكول يانسوار يهو تجز )AMOVA (يانسوار يگروهبند ينبر طبق ا يدگرد ييدكلاستر تا يهحاصل از تجز هايگروه 
درصد از تنوع كل  29تنها  هاگروه ينب يانسبرآورد شده سهم وار يانسبود، اما براساس وار دارمعني% 5ها در سطح گروه ينب

  .بود

  ISSR يرك،ماركر مولكولي، پن يكي،تنوع ژنت: واژه هاي كليدي

  Mehdi_Noorian@yahoo.com: الكترونيكي پست ،09184630902: مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
اي كشت گياهان دارويي و معطر، از ديرباز از جايگاه ويژه

هاي سنتي كشاورزي ايران برخوردار بوده است و در نظام
ها از نظر ايجاد تنوع و پايداري، نقش مهمي ايفا اين نظام

هاي اخير، به دليل جايگزين متاسفانه در سال. اندكردهمي
هاي زراعي اصلاح  شده داراي عملكرد و  شدن گونه

بومي و  ها و ارقامارزش اقتصادي  بالا، بسياري از اين گونه
هاي زراعي محلي به فراموشي سپرده شده و از سيستم

بنابراين بررسي وضعيت توليد گياهان . اندايران حذف شده

دارويي و معطر و نقش اين گياهان در ايجاد تنوع در بوم 
). 15(باشد هاي زراعي ايران، بسيار مورد اهميت مينظام

يك گياهي علفي  Malvaceaeاز تيره ) Malva( پنيرك
 .شناخته شده دارويي است ساله، دوساله يا پايا با خواص

گياهي علفي يكساله و داراي ساقه  Malva neglectaگونه 
 ).1(باشد متر ميسانتي 10- 40نيمه خوابيده به طول 

 Malva neglecta  هـاي مختلـف پنيـرك هماننـدگونـه

Wallrبه  يا گرددمي كشت دنيا مختلف در كشـــورهاي
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 اكسيداني خـواص آنتـي). 6(كند مي رشد خودرو طور
برخـي  توسـط ديگر دنيا نقاط در پنيرك مختلف هايگونه

پنيرك منبع غني از ). 18(ت محققين گزارش شده اس
بوده و به عنوان يكي از گياهان  Cو  A ،Bهاي ويتامين

داوريي موثر در كاهش عوارض سرماخوردگي به ويژه 
هاي تنفسي، مجاري ادراري و بسرفه، همچنين در التها
نتايج مطالعات . باشدهاي پوستي ميگوارشي و نيز جوش

انجام دشه بر روي خواص ضد ميكروبي پنيرك حاكي از 
آن است كه اين گياه داراي خواص ضد باكتريايي، ضد 

هاي انساني قارچي و ضد ويروسي عليه بسياري از پاتوژن
  ). 19(باشد مي

ان ناشي از استفاده از داروهاي به دليل عوارض فراو
شيميائي مصنوعي، استقبال چشمگيري از داروهاي طبيعي 

 تنوع از دقيق آگاهي ).12(با منشاء گياهي شده است 
ذخائر  حفظ ضمن گياهي پلاسم ژرم در موجود ژنتيكي
 هاي در برنامه را ها آن از استفاده قابليت گياهي، ژنتيكي

 از فاصله كسب اطلاع همچنين. كند مي تعيين اصلاحي

خويشاوندي  روابط و ها جمعيت و افراد بين نسبي ژنتيكي
 هاي جمعيت تهيه و پلاسم ژرم سازماندهي امكان ها، آن بين

را  ها ژن يابيو مكان ژنتيكي ي نقشه ترسيم مناسب براي
 كمبود كه معتقدند نژادگران به بيشتر ).25( سازد مي فراهم
 مختل آينده در را لاحياص هاي پيشرفت ژنتيكي تنوع
 براي گياهان در ژنتيكي تنوع ارزيابي). 17( كند مي

 حياتي توارثي، ذخاير از حفاظت و اصلاحي هاي برنامه
 براي گياهي گونه در ژنتيكي تنوع سطح از اطلاع و بوده

 اهميت از مناسب دو رگ به رسيدن جهت والدين انتخاب
تواند به  ميتنوع ژنتيكي ). 20( است خوردار بر زيادي

وسيله تخمين فاصله ژنتيكي با استفاده از اطلاعات شجره 
به ). 22(يا با استفاده از نشانگرهاي مولكولي شناسايي شود 

هاي  منظور تخمين اين تنوع انواع مختلفي از سيستم 
شود كه از  نژادگران گياهي استفاده مي نشانگري توسط به

شناختي و  توان به نشانگرهاي ريخت ها مي جمله آن
نشانگرهاي . اشاره كرد DNAمولكولي شامل بيوشيميائي و 

DNA  امكان شناسايي مستقيم تنوع توالي ژنومي را در بين
تواند در تكميل اطلاعات  كنند كه مي گياهان فراهم مي

 ISSR نشانگر ). 21(نامه مورد استفاده قرار گيرند  شجره
هاي فاوتتواند تاست كه مي PCRيك نشانگر مبتني بر 
از يكديگر جدا كند و ثابت  سرعت بهافراد با خويشاوند را 

شده است كه نشانگرهاي مولكولي مفيدي در مطالعات 
-هاي فيلوژنتيكي و نشانانگشت نگاري ژنومي بررسي

گذاري ژن است اين تكنيك از يك آغازگر منفرد طراحي 
  4تا  2با  3'يا  5'كه در   ماهواره يرزشده براساس توالي 

كند و براي نوكلئوتيد انتخابي قلاب شده است استفاده مي
طراحي آغازگر به اطلاع قبلي از ژنوم نياز ندارد نشانگر 

ISSR  به علت طول نسبتاً بلندتر آغازگرها و دماي اتصال
تواند بطور است و مي RAPDتر از بالاتر قابل اطمينان

تنوع گسترده خصوصا براي ارزيابي ژرم پلاسم گياهي و 
براي  ISSRنشانگرهاي ). 26(ژنتيكي استفاده شود 

آشكارسازي چندشكلي ژنتيكي بين نژادها از طريق توليد 
تعداد زيادي نشانگر ميكروساتلايتي توزيع شده در سراسر 

تحقيقات زيادي در ارتباط با وجود ). 5(ژنوم مفيد هستند 
تنوع ژنتيكي در بين گياهان دارويي با استفاده از 

صورت  ISSRگرهاي مولكولي خصوصا نشانگر نشان
ها بيانگر كارايي اين گرفته است و نتايج حاصل اين بررسي

، 8(باشد نشانگر در مطالعه تنوع ژنتيكي گياهان دارويي مي
 زمينه در شده انجام تحقيقات ايران كشور در). 26، 14، 9

 در گياهان اين كه اهميتي نسبت گياهان دارويي به اصلاح
 انجام بنابراين. باشد مي محدود دارد، مختلف صنايع

 اصلاح شده ارقام به دستيابي منظور به بيشتر تحقيقات
رسد، لذا تحقيق حاضر با هدف بررسي  مي نظر به ضروري

هاي مختلف  تنوع ژنتيكي در سطح مولكولي در اكوتيپ
 يكيژنت اديبا فواصل ز ايهنمونه يتلاقپنيرك در جهت 
تواند مي باتيترك شيو افزا سيهتروزبراي دستيابي به 

 توان از اين اطلاعات نيز جهتمفيد باشد، در نهايت مي
 رها براي حفظ ذخاينمونه رويشگاهحفاظت در محل 

  .استفاده نمودبانك ژرم پلاسم  جاديگونه و ا نيا يكيژنت
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  مواد و روشها
گياه دارويي  از اكوتيپ 18 بذرهاي در تحقيق انجام شده

منظور ارزيابي تنوع ژنتيكي با استفاده از نشانگر  بهپنيرك 
ها و از بانك ژن موسسه تحقيقات جنگل ISSRمولكولي 

مشخصات مواد ژنتيكي مورد . گرديدمراتع كشور تهيه 
آوري در مطالعه، با ذكر كد اكوتيپ و محل دريافت يا جمع

  . نشان داده شده است 1جدول 
  فاده در اين تحقيقهاي مورد استمشخصات اكوتيپ -1جدول 

 اكوتيپ استان شهرستان كد بانك ژن

 G1  يزد يزد 10534

 G2  گستان  گنبد 12926

 G3  همدان نهاوند 14342

 G4  يزد  شاهديه 15504

 G5  يزد تفت 15843

 G6  يزد  صدوق 15922

 G7 آذربايجان شرقي هريس 20011

 G8  يزد صدوق 21113

 G9  يزد بافق 21122

 G10  سمنان سمنان 21601

 G11  هرمزگان بندر عباس 22521

 G12 هرمزگان قشم 22900

 G13 هرمزگان ميناب 22903

 G14  كرمان كرمان 26408

 G15  سمنان دامغان 30789

 G16  يزد طبس 33487

 G17  ايلام دهلران 34327

 G18  ايلام دهلران 34338
  

 هر براي )24(تغيير يافته  CTAB به روش DNAاستخراج 
بررسي كيفيت و كميت . انجام گرفتآزمايشگاه  در اكوتيپ
DNA  درصد آگارز و  8/0استخراج شده با استفاده از ژل

اي واكنش زنجيره. وفتومتر صورت گرفتردستگاه اسپكت
 DNAنانوگرم  50(ميكروليتر  20 حجم در) PCR(پليمراز 

، dNTPهر  از مولارميلي MgCl2 ،05/0مولار ميلي 2الگو، 
 Taq DNAآنزيم  آغازگر، يك واحد ميكرومول 2/0

Polymerase به مقدار  واكنش بافر وx1 (چرخه. انجام شد 

 دماي در اوليه سازي واسرشت مرحله يك شامل حرارتي
 چرخه 35 و دقيقه 5 مدت به و گرادسانتي درجه 95

- واسرشت دماي و زمان نيز، چرخه هر در كه بود حرارتي

 زمان گراد،سانتي جهدر 95 و ثانيه  30 ترتيب به سازي
 متفاوت آغازگر هر براي آن دماي و ثانيه 30 آغازگر اتصال

 رشته توسعه دماي و زمان همچنين ).درجه 60تا  52(بود 
 توسعه. بود گرادسانتي درجه 72 و ثانيه 60 ترتيب به نيز

 انجام گرادسانتي درجه 72 دماي در دقيقه 5 مدت به نهايي
 محصولات پليمراز ايزنجيره واكنش اتمام از بعد  .شد

 TBE واكنش بافر با درصد 2 آگارز ژل از روي بر واكنش
به منظور تزريق نمونه در . ندشد الكتروفورز يك درصد

 هايDNA  به گذارينمونه بافر ميكروليتر 5 ميزان ابتدا ژل،
 نمونه هر از ميكروليتر 10 ميزان سپس و اضافه شده تكثير

 و بارگزاري آگارز ژل در شده ادايج هايچاهك درون به
 و گرفت صورت حركت ساعت 5/2 ميزان و 100 ولتاژ با

 برمايد اتيديوم محلول در آميزيرنگ جهت را ژل سپس
 قرار دقيقه 30- 45 مدت به) ليترميكرو در ميكروگرم يك(

 باندهانمايش  جهت Gel Document دستگاه از و داده
  .شد استفاده

 PIC= Polymorphic(لي محتوي اطلاعات چند شك

information content (از طريق فرمول 
2

1

1PIC 



n

i

Pi اينجا محاسبه شد، در p با برابر 

است  هااكوتيپ كليه براي لوكوس هر باندهاي مجموع
 )MI= Marker Index( شاخص نشانگريهمچنين ). 16(

تعداد كل  Nبدست آمد كه  MI= PIC × N×B از رابطه
. )11(نسبت چندشكلي براي هر آغازگر بود  β باندها و

 EMR= Effective(شاخص نسبت چندگانه موثر 

multiplex ratio ( از رابطهEMR= NPB × β درصد كه از 
 )NPB(شكل چند باندهاي تعداد ضربدر) β(چندشكلي 

 RP= Resolving( قدرت تفكيك و) 12( آمد بدست

power( از رابطه RP=∑IB محاسبه گرديد .RP=∑IB در 
 باند داراي افراد نسبت Piو  IB=1-[2×(0.5-Pi[(رابطه 
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با استفاده از نرم  هاي حاصل،داده در پايان نيز .)4(است 
براي محاسبه ماتريس تشابه و  NTSYSpc 2.02eهاي افزار

جهت تجزيه كلاستر و تجزيه  DARwin 6 آزمون مانتل،
اريانس براي تجزيه و GenAlEx 6.2 و هاي اصليبه مؤلفه

  .مولكولي مورد ارزيابي قرار گرفت

  نتايج
تنوع   ISSRآغازگر  15با استفاده از  :مورفيسمبررسي پلي

هاي ها مورد بررسي قرار گرفت كه آغازگرژنتيكي اكوتيپ
ISSR  باند توليد كنند كه از اين  99در مجموع توانستند
باند چندشكل  97باند يك شكل مشاهده شد و  2تعداد 
ميانگين تعداد باند توليد شده توسط هر آغازگر  .بودند
بيشترين تعداد  IS6آغازگر  .بود 5/5اكوتيپ برابر  18براي 
 و  UBC807و آغازگرهاي ) باند 12تعداد (باند 

UBC867 را نشان دادند) باند 4تعداد (كمترين تعداد باند .
كمترين  1Gو اكوتيپ ) باند 65(بيشترين باند  2Gاكوتيپ 

. هاي مورد بررسي داشتندرا در بين اكوتيپ) باند 25(باند 
اكوتيپ مورد بررسي با استفاده از  18الگوي باندي  1شكل 
  .دهدرا نشان مي IS7 آغازگر

هاي استفاده شده در جدول نتايج بدست آمده براي آغازگر
ارائه شده است كه با توجه به اين جدول، ميانگين درصد  2

 12/98هاي مورد بررسي برابر چند شكلي در بين اكوتيپ
 IS11بود، كمترين درصد چند شكلي را آغازگرهاي 

داشتند و ديگر آغازگرها با %) 91/91( IS5و %) 5/87(
 .چند شكلي داراي بيشترين ميزان بودند% 100داشتن 
-در آغازگر) PIC( محتوي اطلاعات چند شكليميانگين 

ميزان  بود كه بيشترين 336/0هاي مورد بررسي برابر 
مربوط به آغازگرهاي ) PIC( محتوي اطلاعات چند شكلي

IS3 ،UBC807 ،UBC847 و UBC848  به ترتيب با
اختصاص داشت، بنابراين  40/0و  405/0 0،/420، 453/0

ها بر اساس شاخص اين آغازگرها بهتر از ساير آغازگر
PIC ها را مشخص كنندتوانستند فاصله ژنتيكي اكوتيپ .

به ( PICبا كمترين ميزان   IS5و  IS10، IS11آغازگر 

توانايي خوبي در ) 338/0و  330/0، 318/0ترتيب 
در مورد شاخص نشانگر . ها نداشتندجداسازي اكوتيپ

)MI ( آغازگرهايIS6  وIS5  به ترتيب بيشترين ميزان و
داراي كمترين ميزان  UBC869و   UBC807آغازگرهاي

ت چندگانه موثر براي شاخص نسب. شاخص نشانگر بودند
)EMR ( آغازگرهايIS6  وIS5  داراي بيشترين و

. كمترين ميزان را به خود اختصاص داد  UBC807آغازگر
نيز ملاحظه شد كه آغازگرهاي ) RP(در شاخص تفكيك 

IS5  وIS6  داراي بيشترين ميزان و آغازگرهايIS9  و
IS14 هاي آغازگر. داراي كمترين ميزان بودندIS9، IS10 ،
IS11  وIS14  با كمترين ميزان توانايي خوبي در

ها در حد ها نداشتند و ديگر آغازگرجداسازي اكوتيپ
  . متوسطي بودند

هاي مورد بررسي با تشابه ژنتيكي اكوتيپ: ماتريس تشابه
متغير بود  84/0تا  57/0استفاده از ضريب تشابه دايس از 

بود كه  69/0ها برابر ، ميانگين تشابه بين اكوتيپ)3جدول (
ژنتيكي كم در بين دهنده تنوعبالا بودن تشابه ژنتيكي نشان

-هاي مورد بررسي ميهاي پنيرك بر اساس آغازگراكوتيپ

با   9Gبا اكوتيپ  4G بيشترين تشابه را اكوتيپ. باشد
كمترين تشابه و بيشترين فاصله . داشتند 84/0ضريب 

با  15Gتيپ ، اكو9Gهاي با اكوتيپ 1Gمربوط به اكوتيپ 
6G  8وG  بود 57/0با ضرايب تشابه.  

بر  UPGMAاي به روش تجزيه خوشه: ايتجزيه خوشه
ارائه  2ها در شكل اساس ضريب تشابه دايس براي اكوتيپ

ها در سه گردد اكوتيپهمچنانكه ملاحظه مي. شده است
، 1G ،2Gهاي گروه اول شامل اكوتيپ. گروه قرار گرفتند

3G ،4G ،7G ،6G 10وG كه متوسط ضريب تشابه بود ،
گروه دوم شامل . بدست آمد 65/0 اكوتيپبراي اين سه 
براي اين گروه . بود 18Gو  5G، 8G ،98Gچهار اكوتيپ 

گروه سوم شامل . بود 48/0متوسط ضريب تشابه اين گروه 
 17Gو  11G ،12G ،13G ،14G ،15G ،16Gهاي اكوتيپ

بنابراين . بود 58/0 بود كه ميانگين تشابه براي اين گروه
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  . گروه دوم داراي كمترين تشابه بودندهاي هاي گروه اول داراي بيشترين تشابه و اكوتيپاكوتيپ

  
 bp 1500تا  100با سايز  DNA Leader ، اولين چاهك از سمت چپ  IS7اكوتيپ مورد بررسي با استفاده از آغازگر  18الگوي باندي  -1شكل 

  .باشدمي

  هاي محاسبه شدهمورد استفاده و شاخص ISSRهاي آغازگر -2جدول 

قدرت 
 تفكيك

نسبت 
چندگانه 
  موثر

شاخص 
  نشانگري

محتوي 
اطلاعات 
  چند شكلي

درصد 
چند 
  شكلي

تعداد 
هاي مكان

 چند شكل

تعداد 
هاي مكان

 تكثير شده

  نام آغازگر  توالي آغازگر

823/4  4 813/1  453/0  100 4 4  5'-AGAGAGAGAGAGAGAGT-3' UBC807 

705/8  091/9  384/3  338/0  91/90 10 11 5'- AGAGAGAGAGAGAGAGC-3' IS5 

294/9  12 551/4  379/0  100 12 12 5'-ACACACACACACACACC-3' IS6 

529/3  5 103/2  421/0  100 5  5 5' GTGTGTGTGTGTGTGTC 3' IS7 

941/2  6 076/2  346/0  100 6 6 5'- CTCTCTCTCTCTCTCTG-3' IS9 

647/5  7 228/2  318/0  100 7  7 5'- GAGAGAGAGAGAGAGARc-3' IS10 

411/7  125/6  313/2  330/0  5/87 7  8 5'-ACACACACACACACACC-3' IS11 

529/3  6 435/2  406/0  100 6 6 5'-AGAGAGAGAGAGAGAGCC-3' UBC847 

529/5  5 937/1  388/0  100 5 5 5'-CCGCCGCCGCCGCCGCCG-3' UBC856 

588/2  5 840/1  368/0  100  5  5  5'- GACAGACAGACAGACA-3' IS14 

4 6 048/2  341/0  100  6  6  5'- GGATGGATGGATGGAT-3' IS15 

882/3  7 726/2  390/0  100 7 7 5'-DBDACACACACACACACA-3' IS16 

35/5  8 62/2  33/0  100 8 8 5'-ACACACACACACACACYG-3' UBC857 

36/3  5 2 40/0  100 5 5 5'-CACACACACACACAARG-3' UBC848 

78/4  4 42/1  36/0  100 4 4 5'-GTTGTTGTTGTTGTTGTT-3' UBC869 

55/5  34/6  44/1  36/0    ميانگين  6/6 46/6  12/98 
Y=(C,T), V=(A,C,G), D=(A,G,T), B=(C,G,T)  

L   1    2    3     4    5    6    7  8    9  10   11  12   13  14  15   16  17 18  

bp1500  

bp1000  

bp500  
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  بر اساس ضريب دايس استفاده شده SCoTها براي پرايمرهاي ماتريس تشابه ژنوتيپ -3جدول 

 G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12 G13 G14 G15 G16 G17 G18 اكوتيپ
G1 1 

G2 73/0  1 

G3 75/0  79/0  1 

G4 78/0  86/0  68/0  1 

G5 70/0  75/0  60/0  79/0  1 

G6 68/0  67/0  78/0  68/0  63/0  1 

G7 70/0  68/0  73/0  67/0  59/0  73/0  1 

G8 65/0  70/0  71/0  65/0  73/0  71/0  67/0  1 

G9 57/0  68/0  67/0  63/0  68/0  67/0  71/0  70/0  1 

G10 78/0  79/0  71/0  84/0  70/0  75/0  70/0  65/0  60/0  1 

G11 68/0  79/0  65/0  75/0  67/0  65/0  63/0  68/0  60/0  75/0  1 

G12 70/0  78/0  73/0  76/0  75/0  73/0  68/0  70/0  65/0  76/0  76/0  1 

G13 65/0  70/0  62/0  75/0  67/0  65/0  60/0  68/0  67/0  68/0  71/0  76/0  1 

G14 62/0  73/0  62/0  71/0  70/0  62/0  67/0  62/0  63/0  75/0  68/0  70/0  75/0  1 

G15 63/0  71/0  70/0  67/0  59/0  57/0  68/0  57/0  59/0  70/0  70/0  68/0  67/0  70/0  1 

G16 65/0  70/0  71/0  71/0  67/0  71/0  63/0  62/0  67/0  75/0  78/0  79/0  75/0  71/0  79/0  1 

G17 67/0  73/0  68/0  78/0  63/0  68/0  60/0  59/0  63/0  75/0  78/0  70/0  75/0  71/0  70/0  81/0  1 

G18 67/0  75/0  63/0  79/0  75/0  67/0  68/0  76/0  68/0  76/0  76/0  68/0  70/0  67/0  71/0  70/0  70/0  1 

  

  
، UPGMAهاي مورد مطالعه با استفاده از ضريب دايس و روش براي اكوتيپ ISSRهاي نشانگر اي دادهنمودار حاصل تجزيه از خوشه -2شكل 

  باشدها ميبيانگر شباهت و نزديكي اكوتيپ) Node(اعداد روي نمودار 
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هاي بر اساس داده: )PCo(تجزيه به مختصات اصلي 
بررسي تجزيه به مختصات  هاي موردحاصل از آغازگر
محور ، كه نتايج نشان داد ها انجام شداصلي براي اكوتيپ

درصد از  27/19و  51/24و دوم به ترتيب مختصات اول 
 78/43واريانس موجود را توضيح دادند و در مجموع 

بر اساس . درصد از واريانس با اين دو محور بيان گرديد
ها رسم وتيپمختصات اول و دوم دياگرام پراكنشي اك

اي ، كه اين دياگرام با نتايج تجزيه خوشه)3شكل (گرديد 
ها به سه گروه تقسيم تا حدودي مطابقت داشت و اكوتيپ

  . شدند

تجزيه واريانس : )AMOVA(تجزيه واريانس مولكولي 
اي انجام شد بندي تجزيه خوشهمولكولي بر اساس گروه

ار گرفتند بر گروه قر 3ها در داخل ، كه اكوتيپ)5جدول (
اختلاف % 5ها در سطح در بين گروه PhiPTاساس آماره 

بندي به صورت دار وجود داشت به عبارت ديگر گروهمعني
نتايج بدست آمده نشان داد كه . صحيح انجام گرفته است

بر اين . باشدها ميها تنوع بيشتر از بين گروهدر ميان گروه
ها و در بين گروه% 71ها برابر اساس تنوع در درون گروه

  . مشاهده گرديد% 29تنوع برابر 

  

  
  بر اساس محور مختصات اصلي اول و دوم ISSRها براي نشانگر باي پلات اكوتيپ -3شكل 
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  ISSRتجزيه واريانس مولكولي بر اساس نشانگر  -4جدول 

PhiPT 
 منابع تغيير درجه آزادي مجموع مربعات ين مربعاتميانگ  واريانس برآورد شده  درصد از واريانس

S.O.V Var% Est. Var. MS SS Df 
29/0 * 29%  002/5 90/32 70/98  بين گروه 2

 71%  109/12  10/12  42/157  درون گروه 15 

 100%  111/17    12/266  كل 17 

  دارمعني% 1اختلاف در سطح   **

  بحث و نتيجه گيري
به دليل  ISSRكه نشانگر  زارش شدهدر مطالعات بسياري گ

خصوصياتي نظير تكرار پذيري بالا، عدم نياز به دانستن 
توالي براي يافتن آغازگر و عدم نياز به دانستن اطلاعات 

هاي مناسب به اوليه در مورد توالي ژنوم يكي از گزينه
 اين در ).27و  13( باشدمنظور بررسي تنوع ژنتيكي مي

 تواناين نشانگر مي از  استفاده با هك شد مشخص تحقيق نيز

بر اساس  .ساخت مشخص را ژنتيكي الگوي كم، زمان در
اي در نتايج همانطور كه مشاهده گرديد تنوع قابل ملاحظه

هاي پنيرك وجود داشت و چند شكلي مطلوبي بين اكوتيپ
و  Celkaدر بررسي  .مشاهده شد ISSRبر اساس نشانگر 

و   ISSRاز نشانگرهاي مولكولي با استفاده ) 7(همكاران 
ISJ  گونه مختلف پنيرك صورت گرفت،  24كه بر روي

بالا گزارش گرديد به نحوي  ISSRكارايي نشانگر مولكولي 
. ها كاملا از يكديگر تفكيك شدندكه در اين بررسي گونه

 32تنوع ژنتيكي ) 8(و همكاران  Domblides همچنين
را با استفاده ) ده چتريانمتعلق به خانوا(نمونه گياه جعفري 

 2/10بررسي كردند و به طور متوسط   ISSRآغازگر  6از 
آنها نشان دادند اين نشانگر . مورف مشاهده كردندباند پلي

از كارايي بالايي براي بررسي تنوع ژنتيكي اين گياه 
  .برخوردار است

 هايشاخص از يكي ،)PIC(محتوي اطلاعات چند شكلي  
 تمايز قدرت نظر از مختلف، شانگرهايمقايسه ن جهت مهم
 بر دلالت معيار، اين بالاي مقادير .رودمي شمار به آنها

 در كه دارد نشانگري يك جايگاه در زياد چندشكلي
 بنابراين،. دارد سزايي نقش به افراد تمايز و تفكيك

 بالا) PIC(محتوي اطلاعات چند شكلي با  نشانگرهايي

هستند  مفيد نزديك اونديخويش هايتمايز ژنوتيپ براي
 آغازگر انتخاب شاخص براي همچنين بهترين) 19(

 از هم زيرا باشد،مي) RP(تفكيك  قدرت شاخص مناسب،

 .)4(دارد  آلل تاثيرپذيري تعداد هم و باند داراي افراد تعداد
محتوي اطلاعات  هايكلي و بر اساس شاخص حالت در

-مناسب) RP(تفكيك  قدرت و شاخص) PIC(چند شكلي 

هاي گونه پنيرك، آغازگرهاي ها براي بررسيترين آغازگر
UBC807 ،IS5 ،IS6 ،IS7  وIS12  تعيين شد، و پيشنهاد

هاي گردد براي آناليز مجموعه ژرم پلاسم ديگر اكوتيپمي
و  Ma yanming .پنيرك در تحقيقات بعدي استفاده گردند

 24كي اي جهت بررسي تنوع ژنتي در مطالعه) 14(همكاران 
استفاده كردند كه در  ISSRآغازگر   38ي زيره سبز از  توده

ميزان . آغازگر توليد قطعات چندشكل نمودند 12اين ميان 
بود و بر اساس  33/0چندشكلي در اين تحقيق برابر با 

در اين . بهترين آغازگرها را معرفي نمودند PICشاخص 
بود كه بالا   69/0ها برابر مطالعه ميانگين تشابه بين اكوتيپ

ژنتيكي كم در بين دهنده تنوعبودن تشابه ژنتيكي نشان
-هاي مورد بررسي ميهاي پنيرك بر اساس آغازگراكوتيپ

نرم افزاري براي آناليز تنوع ) DARwin(داروين . باشد
اين نرم افزار بيشتر روي . ژنتيكي و فيلوژنتيكي است

بر فاصله  هاي مبتنيتوصيف ساختار تنوع بر مبناي روش
وجود دارد كه به  Nodeدر اين برنامه تعدادي . تأكيد دارد

. دهدها را نشان ميترتيب شباهت و نزديكي اكوتيپ
Hammad )10 ( در بررسي تنوع ژنتيكي برخي جمعيت

و آيزوزايم  ISSRهاي پنيرك بااستفاده از نشانگر مولكولي 
ه ها بر اساس اطلاعات حاصل از اين نشانگرها اقدام ب
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گروه بندي جمعيت هاي مورد مطالعه با استفاده از ضريب 
- بر اساس تجزيه خوشه. نمودند UPGMAدايس و روش 

كه پراكنش ، ها در سه گروه قرار گرفتنداي اكوتيپ
ها بر اساس تنوع ژنتيكي با تنوع جغرافيايي تطابق اكوتيپ
كه ممكن است علت اين موضوع جدايي منشاء . نداشت

هاي ژنتيكي ها يا ايجاد و تجمع جهشوتيپجغرافيايي ژن
مجزا در سطح ژنوم باشد كه باعث ايجاد تنوع در آنها  

در حالي كه در تعداد ديگري . نسبت به يكديگر شده است
تواند ها چنين تطابقي ديده نشده كه اين امر مياز ژنوتيپ

نتايج . به دليل منشاء مشترك، مهاجرت و انتقال باشد
اي با دياگرام حاصل از پراكنش خوشه حاصل از تجزيه

ها بر اساس مقدار مختصات اول و دوم حاصل از اكوتيپ
در نهايت بر . تجزيه به مختصات اصلي مطابقت نشان داد

هاي حاصل از تجزيه اساس تجزيه واريانس مولكولي گروه
در بررسي ) 7(و همكاران  Celka .اي مشاهده شدخوشه

نه مختلف پنيرك با استفاده از گو 24روابط ژنتيكي ميان 
از تجزيه واريانس ،  ISJو   ISSRنشانگرهاي مولكولي 

مولكولي به منظور بررسي سهم تنوع در درون و بين گونه 
تنوع ) 9(و همكاران   Gajera همچنين. ها استفاده نمودند

ژنوتيپ گونه گياهي در معرض خطر  20ژنتيكي 
Mangifera indica  آغازگر  21را با استفاده ازISSR 

بررسي كردند و با استفاده از داده هاي مولكولي اقدام به 
طبق بررسي هاي انجام شده . ها نمودندگروهبندي ژنوتيپ

هاي پنيرك مورد مطالعه وجود ، تنوع ژنتيكي بين اكوتيپ
هاي نماينده توده هاي داشت و از آنجا كه اين اكوتيپ

ا در بين كل پنيرك موجود در بانك ژن مي باشند لذ
هاي موجود در بانك ژن نيز تنوع قابل ملاحظه اي اكوتيپ

بنابراين اين مطلب را كه در اكثر مطالعات . وجود دارد
مربوط به ارزشيابي تنوع درون گونه اي، تنوعي اندك بين 

اند و يا گاهي هيچگونه تنوعي وجود هاي يافتهاكوتيپ
ض براي نداشته است، نمي توان به عنوان يك پيش فر

در مجموع در اين مطالعه و بر . هرگونه در نظر گرفت
هاي مورد استفاده و همچنين با توجه به اساس آغازگر

ماتريس تشابه، تجزيه كلاستر و تجزيه به مختصات اصلي 
 1Gكمترين تشابه و بيشترين فاصله مربوط به اكوتيپ 

) مربوط به هرمزگان( 12Gهاي با اكوتيپ) مربوط به يزد(
كه حداكثر فاصله  هااين اكوتيپگردد از مي د كه پيشنهادبو

داشتند در  را هاي مورد استفادهژنتيكي بر اساس نشانگر
هاي اصلاحي جهت استفاده از حداكثر هتروزيس در برنامه

درون  پايين يكيبا توجه به تنوع ژنتهمچنين . استفاده شود
مراتع كه از بانك ژن جنگلها و  كشور پنيرك هايپيژنوت

ها نمونه رويشگاه، حفاظت در محل كشور تهيه شده بود
بانك ژرم  جاديگونه و ا نيا يكيژنت ربراي حفظ ذخاي

 هيتوص اهيگ نيامناسب ر يتكثهاي استفاده از روشپلاسم و 
هاي خود در بررسي) 3، 2(فرشادفر و همكاران  .شوديم

بر روي گياهان دارويي رازيانه و مريم نخودي نتايج 
  .شابهي را گزارش نمودندم

  سپاسگزاري

شده  پژوهش با حمايت مالي دانشگاه پيام نور انجاماين 
از اين بابت از مسئولان مربوطه تشكر و قدرداني كه  .است
كليه حقوق مادي و معنوي آن متعلق به  ضمندر . دشـومي

  .دباشدانشگاه پيـام نـور مي

  منابع
جلد سوم،انتشارات دانشگاه  گياهان دارويي). 1387(، .زرگري، ع -1

 352- 350، صفحه 1810تهران، شماره 

. 1397. ، قلي پور،م.، امجديان، م.، شيرواني، ه.محسن فرشادفر، ف -2
 نشانگر از استفاده با رازيانه هاي اكوتيپ ژنتيكي تنوع مطالعه

مجله زيست شناسي (مجله پژوهشهاي گياهي . ISSR مولكولي
 ).زودآيند(، )ايران

. م.، نوريان، ع.، امجديان، م.، شيرواني، ه.ادفر، فمحسن فرش -3
 نخودي مريم گونه هايژنوتيپ ژنتيكي تنوع بررسي. 1397

)Teucrium polium (نشانگر از استفاده با ايران غرب در 
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Abstract 

In this research, the genetic diversity of 18 malva (Malva neglecta) from the gene bank 
of forests and rangelands was evaluated. DNA extraction was performed using CTAB 
method, and genetic variation was investigated with 15 ISSR markers. All of the ISSR 
primers showed 99 visible bands in which four bands were similar patterns. The IS5 and 
IS6 primers had the most number of bands with 12 and 11 bands respectively, while 
UBC807 and UBC867 with two bands showed the least band numbers. The 
Polymorphic information content (PIC), marker index (MI), EMR and RP indices were 
calculated for all primers. With this point of view, IS5 and IS6 were the best primers to 
identify variability among these Malva. Total genetic similarity based on these primers 
was 69 percent. The greatest genetic similarity was between G4 with G9 ecotype. The 
lowest genetic distance was between G1 and G9 ecotype. Cluster analysis based Jakard 
coefficient by UPGMA was classified all genotype to tree groups and this clustering 
was confirmed by principal coordinate (PCo) and analysis of molecular variance 
(AMOVA). Portion of between group variance was just 29 percent of total variance.    
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