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فنولوژیک و -با استفاده از صفات مورفو (Plantago ovataاسفرزه ) هایاکوتیپ یکیتنوع ژنتبررسی 

 ISSRنشانگرهای 
 

 و مهدی رحیمی *مهدی رمضانی
 

 ايران اهواز، اسلامي، آزاد دانشگاه اهواز، واحد نخبگان، و جوان پژوهشگران باشگاه
 

 (04/05/1396 تاريخ پذيرش: - 23/01/1396 )تاريخ دريافت:
 

 چکیده
 زانیکنترل قند خون و م نیو همچن یکاهش التهاب معده و عفونت ادرار یاست که برا ياهی( گPlantago ovataاسفرزه )

با استفاده از  (Plantago ovata) اکوتیپ مختلف اسفرزه 22و تنوع ژنتیكي  يلوژنیروابط ف شود.يکلسترول در بدن استفاده م

 هاداده نتايج تجزيه واريانس ي مورد ارزيابي قرار گرفت.كيو فنولوژ يكيمورفولوژنه صفت  و همچنین ISSRنشانگر  12

را بر اکوتیپ مختلف  22توانست  UPGMAای به روش های مورد مطالعه بود. تجزيه خوشهحاکي از تنوع بالا بین اکوتیپ

 91آغازگر توانستند تعداد  12نشان داد که ها وتیپهای زراعي در دو گروه قرار دهد. همچنین ارزيابي مولكولي اکاساس داده

با  UBC811نوار و بعد از آن، آغازگر  11با  UBC813از بین آغازگرهای مورد استفاده، آغازگر  .نوار چندشكل به وجود آورند

محتوای اطلاعات  .نوار کمترين تعداد نوار چندشكل را ايجاد نمودند 4با تعداد  UBC824نوار بیشترين و آغازگر  10تعداد 

ای به روش تجزيه خوشه متغیر بود. 13/4تا  90/0( از MI) شاخص نشانگری و 45/0تا  26/0( نشانگرها بین PIC) چندشكل

UPGMA 15و  3، 2، 1، 1اکوتیپ مورد مطالعه را در پنج گروه قرار داد که به ترتیب شامل  22مولكولي،  هایبراساس داده 

با  ها با صفات مورفولوژيک تفاوت داشت.بندی اکوتیپها با نشانگرهای مولكولي با گروهی اکوتیپبنداکوتیپ بودند. گروه

 هايي که فاصله زيادی با هم دارند در برنامه اصلاحي اسفرزه استفاده نمود.توان از اکوتیپتوجه به نتايج مي

 ای، چندشكلي، نشانگر مولكولياسفرزه، تجزيه خوشه: واژگان کلیدی
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 رمضانی و رحیمی ... با استفاده از صفات  اسفرزه هایاکوتیپ یکیتنوع ژنتبررسی 

 مقدمه
امروزه گیاهان دارويي از گیاهان مهم اقتصادی هستند که 

يا فرآوری شده در طب سنتي و مدرن  خام به صورت

همچنین  .گیرندمي وری قرارصنعتي مورد استفاده و بهره

از  و همچنین داشتن مواد مؤثره از لحاظ گیاهان دارويي

هستند شناسي با يكديگر متفاوت خصوصیات گیاهنظر 

(Rao and  Ravishankar, 2002) با توجه به .

های جديد علوم شیمي و داروسازی، يک سوم پیشرفت

رد استفاده با منشأ گیاهي هستند و اين میزان داروهای مو

کشور . (Omidbaigi, 2012) مسلماً رو به افزايش است

گونه  7500ايران با موقعیت خاص آب و هوايي، بیش از 

برابر پوشش  2-3گیاهي را در خود جای داده است که 

شود که بیش بیني ميگیاهي تمامي قاره اروپاست و پیش

گونه دارويي در پوشش گیاهي ايران وجود داشته  750از 

 ,.Kurian and Sankar, 2007; Matsuo et al) باشد

 و متعلق به خانواده  Plantago. اسفرزه از جنس(2008

Plantaginaceae   گونه مي باشد. اين  250دارای حدود

جنس دارای پراکنش جهاني است اما منشاء اولیه آن هند 

 ,Kurian and Sankar, 2007; Singh) و پاکستان مي باشد

 Plantagoگونه  ،های مهم اسفرزهيكي از گونه .(2011

ovata های کم است که گیاهي يكساله و پوشیده از کرک

باشد. ساقه گیاه کوتاه و غالبا خمیده است. و بسیار نرم مي

ای هستند. اسامي ها کامل خطي باريک يا سرنیزهبرگ

، blond psyllium ،Indian wheatرايج اين گیاه شامل 

Spogel  وIspaghula  است(Khan and  Abourashed, 

قزوين، . اين گونه در ايران در نواحي شمال )(2011

منجیل، رودبار، فیروزکوه(، غرب )همدان، مهران(، جنوب 

)بندرعباس، میمه، بین بوشهر و شیراز، کرمان( و شرق 

 .(Ghahreman, 1975))خراسان( گسترش دارد 

های گیاهي از نظر تنوع ژنتیكي در گیاهان و جمعیت

است. کشاورزی و تولید غذا بستگي  کاربردی مورد توجه

های گیاهي پرمحصول دارد. به استفاده از ژنوتیپ

های متداول اصلاح گیاهان زراعي براساس گزينش روش

های مورد علاقه از بین تنوع ژنتیكي موجود و ژنوتیپ

همه يا تعدادی از صفات ممكن و مورد علاقه  دستورزی

 باشدته تجاری ميدر يک ژنوتیپ به منظور تولید يک واري

(Das née Pal and Raychaudhuri, 2003) کاربردهای .

های بررسي شامل بررسي تنوع ژنتیكي در گیاهان

فیلوژنتیكي، ژنتیک جمعیت، مطالعه و حفاظت ژنتیكي و 

زا گیاهي های گسترش ژنتیكي در عوامل بیماریبررسي

های گیاهي ممكن است باشند. تنوع ژنتیكي در جمعیتمي

از طريق سازوکارهای متفاوتي نظیر جهش، نوترکیبي 

اجرت و جريان ژن، رانده شدن ژنتیكي و جنسي، مه

از بررسي تنوع ژنتیكي در گیاهان با گزينش ايجاد شود. 

توان به مقدار تنوع های مولكولي مياستفاده از روش

 .(Henry, 1997)های گیاهي پي برد موجود در جمعیت

و قدرت  DNAبا توجه به توسعه نشانگرهای  امروزه

ها همچنین بدلبل اينكه يک تمايز، قطعیت و فراواني آن

ای طور گستردهباشد، بهروش سريع در برنامه اصلاحي مي

 Arif)شود زی استفاده مياز نشانگرهای ژنتیكي در کشاور

et al., 2010) . استفاده از نشانگرهایISSR دلیل عدم به

های هدف در مقايسه نیاز به اطلاعات قبلي در مورد توالي

طور تواند بهآسان است و بنابراين مي SSRبا نشانگرهای 

اسفرزه استفاده  پیثر جهت مطالعه تنوع ژنتیكي اکوتؤم

 .(Zietkiewicz et al., 1994) شوند

 و RAPD با استفاده از دو سیستم نشانگریتحقیقي در 

ISJ  اکوتیپ  22رابطه بین شناسي و نشانگرهای گیاه

مورد ارزيابي قرار گرفت.  Plantago ovataگونه اسفرزه 

نوار پلي مورفیک تولید  RAPD  ،142 آغازگر تصادفي 35

 غازگر بود.آنوار برای هر  05/4کردند که به طور متوسط 

 45/0با میانگین  75/0تا  19/0رايب تشابه بین دامنه ض

و   WP103 هایبین اکوتیپبالاترين ضريب تشابه . بود

WP104 بین ترين ضريب تشابه از استان ايلام و پايین

از  LP011اکوتیپ  از اصفهان و WP105اکوتیپ 

 غازگر نیمه تصادفي،آ 14بندرعباس بود. در مرحله بعد 

به بیشترين و کمترين چندشكلي  اند.نوار تولید کرده 95

بود. در   ET38 و IT4 نشانگرهای مربوط بهترتیب 

تا  17/0ضريب تشابه بین  ISJ آغازگرهای نیمه تصادفي
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ترين ضريب تشابه را پايین .بود 49/0با میانگین  83/0

 هایو بالاترين را اکوتیپ WP101 و WP111 هایاکوتیپ

WP103  وWP104  ختصاص دادنداز ايلام به خود ا .

های نتايج نشان داد که گروه بندی با استفاده از داده

 RAPDهیچ تشابهي با گروه بندی با نشانگر  ISJنشانگر 

. در (Vahabi et al., 2008)و صفات زراعي نداشت 

مختلف اسفرزه اکوتیپ  80مطالعه ای ديگر تنوع ژنتیكي 

با صفات بیومتری و نشانگر  Plantago ovataگونه 

اکوتیپ براساس صفات  80بررسي شد.  RAPDمولكولي 

. (Singh et al., 2009)گروه قرار گرفتند  7بیومتری در 

ژنوتیپ  38 ،(Kumar et al., 2014)کومار و همكاران 

که از نقاط را  Plantago ovataمختلف اسفرزه گونه 

بررسي کردند. گروه ،آوری شده بودمختلف هند جمع

بندی با ای مولكولي و گروهبندی با استفاده از نشانگره

استفاده از صفات مورفولوژيكي با هم اختلاف داشتند و 

نتايجي متفاوتي را نشان دادند. همچنین در بررسي ديگری 

با  Plantago ovataگونه اکوتیپ اسفرزه  18وع ژنتیكي نت

 35مورد بررسي قرار گرفت.  RAPDنشانگر مولكولي 

نوار  198لید کردند که نوار تو 302آغازگر مورد استفاده 

 29/0تا  07/0( بودند. معیار تشايه از %5/65چند شكل )

متغیر بود و اکوتیپ ها براساس گروه بندی با روش 

اکوتیپي  1و  7، 10سلسله مراتبي تجمعي در سه گروه 

 .(Rohilla et al., 2012)قرار گرفتند 

 لازم است ژني، خزانه از مؤثرتر و ترجامع وریبهره جهت

 تنوع ژنتیكي ارزيابي و گریغربال بیني، پیش به قادر که

 وندانهای خويشاژنوتیپ و طبیعي هایاکوتیپ در احتمالي

 اطلاعات دست آوردن به برای رابطه اين در باشیم. اسفرزه

های بررسي مختلف اسفرزه، یهاپیاکوت در موجود

 نماينده تواندنمي و بوده محیط از متأثر که مورفولوژيكي

 از استفاده بنابراين رسد.نمي نظر به کافي باشند کامل ژنوم

 DNAسطح  در را شكلي چند که نشانگرهای مولكولي

 هایداده مكمل هایروش عنوان تواند بهمي نمايند، آشكار

 به را اسفرزه یهاپیاکوتژنتیكي  روابط مورفولوژيكي،

با توجه به اين که اسفرزه يک گیاه  کند. تعیین کاراتر طور

 ژنتیكي تنوع ،تحقیق اين دردارويي مهم است، بنابراين 

 با Plantago ovataگونه  مختلف اسفرزه یهاپیاکوت

بررسي  زراعي صفات و ISSRمولكولي  نشانگر از استفاده

اين تنوع در اصلاح دست آمده از اطلاعات بهاز شد تا 

 اين گیاه بهره برد.

 مواد و روش ها

مختلف اسفرزه گونه  پیاکوت 22، اين پژوهشمواد گیاهي 

Plantago ovata  بانک ژن موسسه  ( که از1بود )جدول

 اينتهیه شده بودند. تع ها و مراتحقیقات جنگل

دانشگاه تحقیقاتي در مزرعه مختلف  هایپیاکوت

کشت کرمان  یشرفتهپ یو فناور يصنعت یليتكم یلاتتحص

های کامل تصادفي گرديدند و برای ارزيابي، از طرح بلوک

مختلف  پیاکوت 22با سه تكرار استفاده گرديد. تعداد 

ت اسفرزه با توزيع تصادفي و به صورت بذر )کش

 2مستقیم( کشت شدند. طول و عرض هر کرت آزمايشي 

متر بود و هر اکوتیپ در سه رديف کشت شد که  5/1و 

ها در هر سانتیمتر و فاصله بین بوته 50ها فاصله رديف

متر بود. پس از کاشت اسفرزه تا زمان سانتي 25رديف 

ين مرحله هر اسبز شدن بذور، هر سه روز يكبار و پس از 

  بار آبیاری به روش غرقابي انجام گرفت.هفت روز يك

های جوان از هر جمعیت در مرحله چند برگي، برگ

قرار داده شد تا در زمان  -20برداشته شد و در فريزر 

صفات مورد صورت بگیرد.  DNAمناسب استخراج 

 جمله از رشد خصوصیات کمي تحقیق اين ارزيابي در

ان کاشت تا گلدهي )تعداد روز از زم %50تعداد روز تا 

درصد بوته های هر کرت(، تعداد روز تا  50گلدهي 

 رسیدگي)تعداد روز از زمان کاشت تا رسیدگي کامل 

، ارتفاع بوته )میانگین ارتفاع ساقه هر کرت( یبوته ها

اصلي بوته از سطح خاک تا انتهای ساقه در هر کرت(، 

تعداد سنبله )میانگین تعداد سنبله های هر بوته در هر 

، طول سنبله )میانگین طول سنبله های هر کرت(، کرت(

تعداد دانه در سنبله )میانگین تعداد دانه سنبله در بوته(، 

وزن سنبله )میانگین وزن سنبله های هر بوته(، وزن هزار 

 دانه )میانگین وزن صد دانه در هر کرت( و عملكرد دانه 
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 رمضانی و رحیمی ... با استفاده از صفات  اسفرزه هایاکوتیپ یکیتنوع ژنتبررسی 

 Plantago ovataنه مختلف گو یهاپیآوری اکوتاسامي و مناطق جمع -1جدول 
Table 1. The names and regions of different collected ecotypes species of Plantago ovata 

شماره 
 اکوتیپ

Ecotype 
No. 

 استان
Province 

 منطقه
Region 

ارتفاع از 
 سطح دريا
Above sea 

level 

شماره در 
 بانک ژن
Number 

gene bank 

شماره 
 اکوتیپ

Ecotype 
No. 

 ستانا
Province 

 منطقه
Region 

 ارتفاع
Height 

شماره در 
 بانک ژن
Number 

gene bank 

 ايلام 1
Ilam 

 دهلران
Dehloran 

150 3328 12 
 لرستان

Lorestan 
 بروجرد

Borujerd 
0 14559 

2 
 ايلام
Ilam 

 780 10752 13 
 لرستان

Lorestan 
 خرم آباد

Chorramabad 
0 14810 

3 
 ايلام
Ilam 

 0 14617 14 
 يزد

Yazd 
 شاهديه

Shahediyeh 
1220 15482 

4 
 گلستان

Golestan 
 مینودشت

Minudasht 
400 4273 15 

 يزد
Yazd 

 طبس
Tabas 

730 33930 

5 
 گلستان

Golestan 
 کلاله

Kalaleh 
410 12860 16 

 يزد
Yazd 

 شاهديه
Shahediyeh 

1210 37249 

6 
 گلستان

Golestan 
 اينچه برون

Incheh Borun 
0 13794 17 

 کزیمر
Markazi 

 1895 13561 

7 
 گلستان

Golestan 
 آق قلا

Aqqala 
8 13924 18 

 مرکزی
Markazi 

 اراک
Arak 

0 14628 

8 
 گلستان

Golestan 
 گنبد

Gonbad 
15 19932 19 

 خوزستان
Chuzestan 

 بهبان
Behbahan 

361 35665 

9 
 هرمزگان

Hormozgan 
 حاجي آباد
Hajjiabad 

1100 31488 20 
 اصفهان
Isfahan 

 فريدون شهر
Fereydunschahr 

0 11223 

10 
 هرمزگان

Hormozgan 
 بندرعباس

Bandar Abbas 
 فارس 21 31563 1300

Fars 
 شیراز

Shiraz 
0 12298 

11 
 هرمزگان

Hormozgan 
 میناب
Minab 

 همدان 22 22867 50
Hamadan 

 0 12614 

 

)به استثنای  بودند. تمامي صفات مورد ارزيابي

بوته از هر واحد آزمايشي مورد اندازه 5در  (دانه عملكرد

تمامي  رفتند و برای ارزيابي عملكرد دانه،گیری قرار گ

طور به پیاکوتهای هر واحد آزمايشي برای هر بوته

جداگانه با ترازوی حساس وزن شدند و میانگین وزن آن

دست آمد و سپس عملكرد در متر ها بر حسب گرم به

های خارج از تیپ ابي، بوتهقبل از ارزيمربع محاسبه شد. 

جهت انجام  رتحذف، سپس میانگین مشاهدات در هرک

تجزيه  های آماری مورد استفاده قرار گرفت.تجزيه

-SAS (SASافزار ها با استفاده از نرمواريانس داده

Institute, 2011) .انجام شد 
 یدام یمبنا ای صفات بربر یپيو فنوت یپيژنوت يانسوارا

 يشيآزما یو خطا تیمارها( MSمربعات ) یانگینم ياضير

بر  ضريب تغییرات ژنوتیپي، فنوتیپيو آزمايشي طرح 

 ند: اسبه شدمح 5تا  1اساس روابط 

𝜎𝑒 1رابطه 
2(𝑥) = 𝑀𝑆𝑒(𝑥) 

𝜎𝑔 2رابطه 
2(𝑥) = (𝑀𝑆𝑡(𝑥) − 𝑀𝑆𝑒(𝑥))/𝑟 

𝜎𝑝 3رابطه 
2 = 𝜎𝑔

2(𝑥) + 𝜎𝑒
2(𝑥) 

𝐶𝑉𝑔(𝑥) 4رابطه  =
𝜎𝑔(𝑥)

𝑥̅
× 100  

𝐶𝑉𝑝(𝑥) 5رابطه  =
𝜎𝑝(𝑥)

𝑥̅
× 100 

 هایپیاکوتهای برگ جوان از نمونه DNAاستخراج 

مورای و  CTABبا استفاده از روش  اسفرزهمختلف 

با اندکي  (Murray and  Thompson, 1980)تامپسون 

 DNAرای تعیین کمیت و کیفیت ب. تغییرات انجام گرفت

 %6/0از دستگاه اسپكتروفتومتری و الكترفورز ژل آگارز 

)جدول   ISSR آغازگر 12 از آزمايش اين در استفاده شد.

( که در گیاهان ديگر تعداد نوار بیشتری داده بودند 3

(Bahari et al., 2015; Mohsen-Zade et al., 2012; 

ShazdehAhmadi and Kharrazi, 2016)  برای تكثیر

 انتخاب و استفاده گرديد.
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میكرولیتر با اجزای  10ای پلیمراز در حجم واکنش زنجیره

 6/0، (نانوگرم 50)با غلظت الگو  DNAمیكرولیتر  2

 dNTP (10مخلوط  لیتریكروم 1/0لیتر آغازگر، میكرو

، مولار(میلي 50)کلريد منیزيم یترلیكروم 3/0، مولار(میلي

 Taqلیتر آنزيم میكرو 2/0و PCR (X10 )بافر  لیتریكروم 1

DNA polymerase (Unit 5 ) .چرخه حرارتي انجام شد

 35، سپس C94°سازی اولیه در دقیقه واسرشته 4ل شام

بود که  صورتانجام شد که هر سیكل به اين سیكل 

انجام شد سپس ثانیه  40به مدت  C94°سازی در واسرشته

)بسته به آغازگر  TMدمای  مرحله اتصال آغازگر در

مرحله  بود و در نهايتثانیه  40به مدت  متفاوت بود(

در  .انجام شد دقیقه 2 به مدت C72°بسط در دمای 

دقیقه بسط انتهايي در دمای  5سیكل  35نهايت بعد از 

°C72 سپس در دمای  انجام شد و°C4  گرديد. نگهداری

، PCRآغازگر در طي واکنش  هر  مای بهینه برای اتصالد

گراد پايیندرجه سانتي 4 با تعريف کردن محدوده دمايي

 TMبالاتر از دمای درجه سانتیگراد  3و  TMتر از دمای 

، های شیب دماييدارای بلوکر برای دستگاه ترموسايكل

برای  Generay Biotechبود که شرکت  TMهمان دمای 

 تعريف کرده بود. ISSR آغازگرهای

الگوهای نواربندی حاصل به صورت وجود يا عدم وجود 

نوار امتیازدهي شدند. همچنین برای هر الل نشانگر در 

و ...  3، 2، 1های مورد مطالعه به صورت ژنوتیپ

نامگذاری و برای برآورد فراواني آللي و پارامترهای 

استفاده  هاژنتیكي هر جايگاه و نیز فاصله ژنتیكي اکوتیپ

ها و کلیه ها برای کلیه اکوتیپشدند. ماتريس داده

نشانگرهای مورد مطالعه تشكیل شد. درصد چند شكلي 

نشانگر  ، محتوای اطلاعات چندشكل يک6براساس رابطه 

(Polymorphism Information Content)  براساس رابطه

 (Effective Multiplex Ratio) نسبت چندگانه موثر، 7

( Marker Index) شاخص نشانگری، 8س رابطه براسا

 Number ofموثر ) های¬تعداد آلل، 9براساس رابطه 

effective allel شاخص شانون، 10( براساس رابطه 

 12 و شاخص تنوع ني براساس رابطه 11براساس رابطه 

 Hartl and Clark, 1997; Lynch and)محاسبه گرديدند 

Walsh, 1998; Nei, 1972; Powell et al., 1996; 

Shannon, 2001). 

6رابطه   (
𝑛𝑝

𝑛
) ∗ 100 

7رابطه   
1 − ∑ 𝑝𝑖

𝑛

𝑖=1

 

8رابطه   
EMR= np× β 

9رابطه   
PIC×EMR 

10رابطه   
1

∑ 𝑝𝑖
2 

11رابطه   
− ∑ 𝑝𝑖𝑙𝑛𝑝𝑖

𝑛

𝑖=1

 

12رابطه   −𝑙𝑛
𝐽𝑥𝑦

√𝐽𝑥𝐽𝑦
 

 nام و i(، فراواني آلل nاز يک تا  i) ،Piدر اين روابط 

نسبت  β و ، تعداد کل نوارهای چندشكلpn، تعداد آلل

به  Jxyو  Jx ،Jy و تعداد نوار چند شكل به تعداد کل نوار،

مي  yو  xترتیب میانگین حسابي همه آلل ها برای فرد 

 باشد. 

ها مختلف با روشلف مخت هایپیاکوتفاصله ژنتیكي بین 

تجزيه خوشه ای و همچنین معیارهای مختلف فاصله و 

بندی ارقام با تجزيه شباهت محاسبه و در نهايت گروه

و ضريب تشابه دايس برای  UPGMAای به روش خوشه

و فاصله  UPGMAو روش  ISSRهای نشانگر داده

های زراعي انجام شد و سپس اقلیدسي برای داده

مربوطه رسم گرديد. کلیه محاسبات با های دندروگرام

 PAST (Hammer et al., 2001)استفاده از نرم افزار 

 انجام شد. 

 نتایج و بحث
های براساس طرح بلوک يانسوار يهاز تجز حاصل يجنتا

در  داريتفاوت معن( نشان داد که 2کامل تصادفي )جدول 

در بین صفات مورد مطالعه وجود  درصد 1سطح احتمال 

های مختلف ین اکوتیپب یبر تنوع بالا یليکه خود دل دارد

باشد. بررسي ضرايب و انتخاب اکوتیپ مناسب مي

تغییرات ژنوتیپي صفات تغییرات فنوتیپي و ضرايب 

( نشان داد که صفت وزن هزار دانه و به دنبال 2)جدول 
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آن عملكرد دانه بالاترين ضريب تغییرات فنوتیپي و 

توان از اين صفات در بهبنابراين ميژنوتیپي را دارا بود. 

های مؤثری در بین ارقام نژادی استفاده نمود و گزينش

ن صفات انجام داد. مورد مطالعه جهت بهبود و اصلاح اي

همچنین کمترين ضريب تغییرات فنوتیپي و ژنوتیپي 

و بعد از آن وزن سنبله مربوط به صفات روز تا رسیدگي 

بود و اصلاح اين صفات نسبت به صفات ديگر از طريق 

گزينش در جمعیت مورد مطالعه با موفقیت کمتری همراه 

و با خواهد بود. پارامتر ضريب تغییرات يكي از مهمترين 

ها بوده و های برآورد تنوع در جمعیتترين شاخصارزش

گیری به دلیل اين که اين معیار تحت تأثیر واحد اندازه

گیرد و از اين نظر صفت و يا دامنه تغییرات آن قرار نمي

از معیارهای ديگر تنوع نظیر دامنه تغییرات اهمیت بیشتری 

مطلوب را های توان با اعتماد بیشتری گزينشدارد و مي

برای اصلاح صفاتي که ضريب تغییرات بالاتری دارند، 

 انجام داد. 

های بین ها و تفاوتای از میزان شباهتبرای اينكه ايده

دست آيد، های مورد مطالعه از نظر کلیه صفات بهاکوتیپ

های مختلف تجزيه خوشهای ارقام به روشتجزيه خوشه

ها، نزديكترين و وهای مانند متوسط فاصله بین و درون گر

ها و روش حداقل واريانس وارد و غیره دورترين همسايه

بندی حاصل با معیارهای مختلف فاصله انجام شد و گروه

 ها مورد مقايسه قرار گرفت.از آن

جايي که روش متوسط فاصله بین کلاستر از آن

(UPGMA با معیار فاصله اقلیدوسي بهترين نتیجه را با )

)ساير روش ها ضريب  نشان داد72/0ضريب کوفنتیک 

بندی ارقام مورد ، بنابراين گروهتری داشتند(کوفنتیک پايین

 و( UPGMAروش متوسط فاصله بین کلاستر )مطالعه با 

ي انجام شده و لذا تنها نتايج اين معیار فاصله اقلیدوس

 (.1روش گزارش گرديد )شكل 

 

 هجدول تجزيه واريانس صفات مورد مطالع -2جدول 

Table 2. ANOVA of studied traits 

منابع 

 تغییرات
S.o.V. 

درجه 

 آزادی
D.F. 

 میانگین مربعات
Mean square 

 تا روز تعداد
 گلدهي 50%

Days to 50% 
flowering 

 تا روز تعداد
 کامل رسیدگي

Days to 
maturity 

 ارتفاع
 بوته

Plant 
height 

 تعداد

 سنبله 
Number of  

spikes 

طول 
 سنبله

Spikes 
length 

تعداد دانه 
 در سنبله

Number of 
grains per 

spike 

 وزن 

 سنبله
Spike 
weight 

 وزن هزار دانه
1000-Grain 

weight 

 عملكرد

 دانه 
Grain 
 yield 

 تكرار
replication 

2 137.15** 38.05** 6.11ns 0.24** 0.26** 5.72ns 0.002ns 0.25** 16618.92** 

 تیمار
trait  

21 95.00** 66.68** 23.13** 0.28** 0.27** 132.44** 65.33** 0.31** 12474.45** 

 خطا 
error 

42 0.83 1.22 4.23 0.02 0.02 2.48 0.67 0.02 298.18 

 رات )درصد(یضريب تغی
 % C.V. 

1.33 1.16 10.47 2.78 5.72 4.52 1.08 8.04 4.45 

 )%(رات فنوتیپيیضريب تغی
%Phenotypic C.V. 

8.29 5.04 16.51 7.13 13.80 7.88 6.24 20.65 16.99 

 )%(رات ژنوتیپيیضريب تغی
%Genotypic C.V. 

8.19 4.91 12.77 6.57 12.55 7.66 6.15 19.02 16.40 

ns  درصد 1دار در سطوح احتمال دار و معنيبه ترتیب غیرمعني**  و. 

respectively.significant and significant at the 1% level, -: non** andns  
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 (Ecotype nameنام اکتوتیپ )

ها در شماره اکوتیپ. و معیار فاصله اقلیدوسي UPGMAها بر اساس صفات مورفولوژی به روش بندی اکوتیپگروه -1شكل 
 نشان داده شده است. 1جدول 

Figure 1. Grouping of ecotypes based on morphological traits using UPGMA and standard Euclidian distance. 
Number of ecotypes are shown in Table 1. 

 

گروه(،  4) 50ها نیز، برش از ناحیه برای تعیین تعداد گروه

گروه( انجام شد و  2) 104گروه( و ناحیه  3) 80ناحیه 

بندی هر يک از نواحي برش داده شده با صحت گروه

تجزيه تابع تشخیص مورد بررسي قرار گرفت. صحت 

درصد، سه گروه  82بندی با چهار گروه در حدود گروه

در بندی دو گروه درصد و صحت گروه 91در حدود 

درصد بود که تعداد دو گروه به عنوان بهترين  96حدود 

با برش تعداد گروه برای اين روش انتخاب شد. 

ه ايجاد گرديد که به ، دو گرو104دندروگرام در فاصله 

(. گروه 1شد )شكل اکوتیپ را شامل مي 16و  6ترتیب 

بود.  17و  11، 9، 5، 3، 1های شماره اول شامل اکوتیپ

های مورد مطالعه بود. ی اکوتیپگروه دوم شامل بقیه

( و G5کلاله )-بیشترين فاصله بین اکوتیپ گلستان

کمترين  ديده شد. 01/257( با فاصله G7قلا )آق-گلستان

و همدان  (G13) آبادخرم-فاصله هم بین اکوتیپ لرستان

(G22 با فاصله )بندی ارقام تا حدی گروهديده شد.  95/8

نحوی که خواني داشت. بهبا منشأ جغرافیای خود هم

تا های همجوار های مربوط به يک استان يا استاناکوتیپ

 روهحدودی در يک گروه قرار گفتند. به عنوان مثال در گ

دو اکوتیپ از استان ايلام، دو اکوتیپ از استان  اول

های های استانهرمزگان بود. دلیل قرار گرفتن اکوتیپ

همجوار در يک گروه مي تواند به دلیل شرايط آب و 

های همجوار باشد که باعث شده هوايي تقريبا مشابه استان

ها از لحاظ صفات ظاهری مشابه هم بوده و اين اکوتیپ

ها سازگاری به اين مناطق مشابه باعث شباهت اين اکوتیپ

تواند پیش نیازی برای اين تحقیقات ميشده باشد. 

شمار رود و صفات مطرح شده گیری بههای دورگبرنامه

در انتخاب والدين  گیریها به منظور تصمیمبرای گروه

توان باشد. به اين ترتیب برای اصلاح جمعیت ميمفید مي

های گروه اول با دوم را تلاقي داد و بعضي از اکوتیپ

 های مورد نظر را ايجاد نمود. دورگ

در مجموع ، ISSRآغازگر  12در اين پژوهش استفاده از 

نوار چندشكل  91ها نوار را نتیجه داد که از بین آن 129

های چندشكل به ازای هر آغازگر بودند و میانگین مكان

(. از بین 3بدست آمده است )جدول  58/7معادل 

 14با تعداد  UBC814آغازگرهای مورد استفاده، آغازگر 

، UBC811( و بعد از آن، آغازگرهای 2نوار )شكل 

UBC813  وUBC817  نوار بیشترين تعداد  13با تعداد

نوار  7با تعداد  UBC876و  UBC824نوار و آغازگرهای 

 11(. همچنین تعداد 3 جدولکمترين تعداد را داشتند )

نوار  10و  UBC813نوار چندشكل برای آغازگر 

کمترين  .مشاهده شد UBC811آغازگر چندشكل برای 

ه شد. دمشاه نوار 4با  UBC824 تعداد نوار برای آغازگر

 14/57ها از درصد چندشكلي بدست آمده در اکوتیپ
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 UBC813درصد برای  84/ 62تا  UBC824درصد برای 

دست آمده در اين تحقیق متغیر بود. درصد چندشكلي به

ها را توجیه ميتنوع ژنتیكي اکوتیپ بود که درصد 91/69

محتوای اطلاعات چندشكل، به تفكیک  (.3کند )جدول 

آغازگرهای مورد مطالعه محاسبه و نتايج برای هر يک از 

ارائه شد. محتوای اطلاعات  3 در جدول مربوطه

و  45/0تا  26/0در اين تحقیق بین  (PIC)چندشكل 

 (.3 جدولبود ) 37/0محتوای اطلاعات چندشكل  میانگین

و  45/0به میزان  UBC813آغازگر  در PICبالاترين میزان 

تعیین شد که نشان 42/0به میزان  UBC876بعد از آن 

 هایتمايز اکوتیپ دهنده کارايي بالای اين آغازگرها در

منظور تعیین باشد. بهمورد استفاده در اين تحقیق مي

کارايي نشانگرها در بروز چندشكلي، شاخص نشانگری 

(MI)  و نسبت چندگانه موثر(EMR .محاسبه شد )

( و 23/8) UBC811( برای آغازگر EMR)بیشترين میزان 

 جدول( بود )UBC824 (31/2کمترين میزان برای آغازگر 

متغیر بود. آغازگرهای  13/4تا  90/0بین  MIمیزان  (.3

UBC813 ،UBC811 ،UBC815 و UBC823  به ترتیب

واحد دارای بیشترين  21/2و  62/2، 67/2، 13/4با 

بودند که کارايي بالا اين  (MI)شاخص نشانگری 

 (.3 جدولدهد )در بروز چندشكلي نشان مي آغازگرها را

انگرهای مطالعه شده های موثر در بین نشتعداد آلل

های موثر در کل جمعیت متفاوت بود. میانگین تعداد آلل

(. 3متغیر بود )جدول  77/1تا  38/1دست آمد و از ب 59/1

بیشترين تعداد آلل موثر به ترتیب مربوط به آغازگرهای 

UBC813 ،UBC876 ،UBC815  وUBC824  در بین کل

از معیارهای که يكي  ي(. از آنجاي3ها بود )جدول اکوتیپ

مهم در انتخاب آغازگرهای مناسب و سودمند، تعداد آلل

توان از ، مي(Hartl and  Clark, 1997)های موثر است 

منظور بررسي تنوع اين آغازگرها برای مطالعات بعدی به

های اسفرزه استفاده کرد. يكي از مهمترين ژنتیكي اکوتیپ

ها برای ارزيابي تنوع ژني در بین ارقام و جمعیتشاخص

. برآورد (Nei, 1972)باشد يها، شاخص تنوع ژني ني م

 62/0تا  45/0ز شاخص ني نشان داد که میزان تنوع ژني ا

، UBC813 ،UBC876( و آغازگرهای 3 جدولمتغیر بود )

UBC824 ،UBC815  وUBC825  بترتیب بیشترين تنوع

کمترين میزان تنوع  UBC814ژني را نشان دادند. آغازگر 

  ژني ني را نشان داد.

در تحقیقات ديگر نیز میزان اين شاخص برای اين 

نشانگرها بالا بود و کارايي بهتر اين نشانگرها را نشان داده 

 ,.Bahari et al)شد که در تطابق با نتايج اين تحقیق بود 

2015; Mohsen-Zade et al., 2012; ShazdehAhmadi 

and  Kharrazi, 2016). 

 

 
های های روی شكل نشان دهنده شمارهشماره. های مورد مطالعهدر اکوتیپ UBC814الگوی نواربندی آغازگر  -2شكل 

 ها است.اکوتیپ
Figure 2. Banding pattern of UBC814 primer in the studied ecotypes. The numbers on the shape represent the 

ecotype numbers. 
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 مطالعه استفاده در اين مورد ISSR نشانگرهای خصوصیات -3 جدول
Table 3- ISSR markers characteristics used in this study 

 رديف
No. 

 آغازگرها
Primers 

 کل تعداد

 نوار
Total 

bands 

تعداد نوار 

 چندشكل
No. of 

Polymorphic 
bands 

درصد 

 چندشكلي

% 
Polymorphism 

محتوای 

ت اطلاعا

 چندشكل
PIC 

نسبت چندگانه 

 رموث
EMR 

شاخص 

 نشانگری
Marker 

index 

تعداد آلل 

 موثر
No. of 

effective 

allel 

تنوع ژني 

 ني
Nei 

شاخص 

 شانون
Shannon 

1 UBC811 13 10 76.92 0.37 8.23 2.67 1.55 0.51 0.39 

2 UBC812 11 8 72.73 0.31 5.94 1.69 1.43 0.49 0.32 

3 UBC813 13 11 84.62 0.45 9.86 4.13 1.77 0.62 0.43 

4 UBC814 14 9 64.29 0.26 5.92 1.62 1.38 0.45 0.17 

5 UBC815 10 8 80.00 0.40 6.35 2.62 1.69 0.55 0.28 

6 UBC816 11 7 63.64 0.33 4.52 1.50 1.50 0.52 0.34 

7 UBC817 13 9 69.23 0.32 6.33 1.91 1.44 0.47 0.27 

8 UBC823 11 8 72.73 0.38 5.71 2.21 1.62 0.54 0.31 

9 UBC824 7 4 57.14 0.41 2.31 0.90 1.69 0.57 0.36 

10 UBC825 8 5 62.50 0.38 3.18 1.19 1.63 0.55 0.37 

11 UBC826 11 7 63.64 0.38 4.39 1.78 1.64 0.55 0.30 

12 UBC876 7 5 71.43 0.42 3.58 1.51 1.72 0.58 0.31 

 میانگین
Average 

10.75 7.58 69.91 0.37 5.53 1.98 1.59 0.53 0.32 

 

بود.  53/0میانگین تنوع ژني در جمعیت مورد مطالعه 

ها ضريب شانون بیانگر میزان چندشكلي در بین ژنوتیپ

. در اين تحقیق میانگین ضريب (Shannon, 2001)است 

بود که نشان دهنده تنوع متوسط در اکوتیپ 32/0شانون 

، UBC813های مورد بررسي است. آغازگرهای 

UBC811 ،UBC825 و  UBC824  دارای بیشترين

که آغازگرهای  ددهبودند، اين نشان مي شاخص شانون

وع ژنتیكي درون جمعیتي را بهتر تواند تناشاره مي دمور

دارای کمترين شاخص  UBC814آغازگر  .توجیه کند

( که اين نتايج در تطابق با نتايج 3 جدولباشد )شانون مي

 Bahari et al., 2015; Mohsen-Zade)محققین ديگر بود 

et al., 2012). ران در مطالعه وهابي و همكا(Vahabi et 

al., 2008)  آغازگر تصادفي  35نیزRAPD  ،142  نوار

نوار  05/4پلي مورفیک تولید کردند که به طور متوسط 

همچنین در مطالعات ديگری نیز  برای هر اغازگر بود.

درصد به  %5/65ین درصد چندشكلي نشانگرها میانگ

ها نشان اين گزارش .(Rohilla et al., 2012)دست آمد 

با توجه به چندشكلي بالای نشانگرها مي توان دهد که مي

ها در مطالعه تنوع ژنتیكي استفاده نمود که در تطابق از آن

 با نتايج اين تحقیق بود.

فاصله ژنتیكي بین دو موجود به منزله تفاوت قابل توجیه 

بین آن دو موجود با استفاده از تنوع آللي است. به عبارت 

های ژني بین ان تفاوتديگر فاصله ژنتیكي بیانگر میز

ها است که با استفاده از برخي کمیتها يا گونهجمعیت

های مولكولي باشد. دادهگیری ميهای عددی قابل اندازه

ای دهي صفر و يک انجام شد. تجزيه خوشهبر اساس رتبه

ای و معیارهای مختلف های مختلف تجزيه خوشهبه روش

بر اساس  UPGMAشباهت انجام شد و در نهايت روش 

درصد  78ضريب جاکارد با ضريب کوفنتیک در حدود 

های مورد بررسي بندی از بین روشبهترين روش گروه

بود و میزان تشابه بین ارقام براساس ضريب جاکارد از 

ها براساس متغیر بود. گروهبندی اکوتیپ 67/0تا  11/0

-لرستان) G13 های مولكولي نشان داد که اکوتیپداده

، 67/0( با ضريب تشابه شاهديه-يزد) G14( با ادخرم آب

با  (گنبد-گلستان) G8( با دهلران-ايلام) G1اکوتیپ 

 G3با  گنبد(-)گلستان G8، اکوتیپ 65/0تشابه  بيضر

آق -گلستان) G7و اکوتیپ  64/0تشابه  بيبا ضر (ايلام)

 62/0تشابه  بيبا ضر (شیراز-فارس) G21( با قلا

( با ايلام) G2 اشتند. اکوتیپبیشترين شباهت را باهم د

G18 (اراک-مرکزی )کمترين  11/0تشابه  بيبا ضر

شباهت را با يكديگر داشتند. با توجه به مقادير تشابه بین 

گیری کرد که تلاقي بین ارقامي که توان نتیجهارقام مي

کمترين تشابه را دارند )بیشترين فاصله(، بهترين نتیجه را 

و يا دستیابي به حداکثر تفكیک در  در دستیابي به هیبريدها
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 رمضانی و رحیمی ... با استفاده از صفات  اسفرزه هایاکوتیپ یکیتنوع ژنتبررسی 

خواهد شد. نمودار از نواحي مختلف  1Fهای پس از نسل

گروه برش داده شد و  5و  4، 3، 2برای تشكیل تعداد 

بندی با انجام تجزيه تابع تشخیص مورد صحت گروه

بندی به ترتیب بررسي قرار گرفتند که درصد صحت گروه

هايت تعداد پنج درصد بود که در ن 96و  77، 86، 86

بندی بیشتر انتخاب شد. گروه با صحت درصد گروه

، 39/0 و برش نمودار از ناحیه UPGMAبراساس روش 

اکوتیپ مورد مطالعه در پنج گروه قرار گرفتند )شكل  22

 15و  3، 2، 1، 1های يک تا پنج به ترتیب شامل (. گروه3

امي اکوتیپ بودند. آغازگرهای مورد استفاده توانستند تم

ها را به خوبي از هم جدا کنند. نتايج آزمون مانتل اکوتیپ

بندی با صفات نشان داد که همبستگي بین روش گروه

 ،نشانگرهای مولكوليبندی با روش گروهمورفولوژيک و 

ها بندی اکوتیپدهد که گروهباشد که نشان ميمي 42/0

ها بندی اکوتیپنشانگرهای مولكولي با گروهاستفاده از با 

 صفات مورفولوژيک نتايج متفاوتي داشتند.استفاده از با 

نیز با بررسي  (Kumar et al., 2014)کومار و همكاران 

ژنوتیپ مختلف اسفرزه که از نقاط مختلف هند جمع 38

بندی با استفاده از شان دادند که گروهآوری شده بود، ن

بندی با استفاده از صفات نشانگرهای مولكولي و گروه

مورفولوژيكي با هم اختلاف داشتند که با نتايج اين تحقیق 

 همخواني داشت.

 دست در بهاگران هایگنجینه عنوان به گیاهي ژنتیک ذخاير

 ايرذخ اين از باشد. برخياو مي نیازهای خدمت در و بشر

دستكاری با برخي و داشته وجود وحشي و طبیعي بصورت

 انسان که اند. اطلاعاتيگرفته شكل سال هزاران طي انسان 

 و مكان يا نحوه گیاهان، مصارف و کاربردها خصوص در

 زراعي تولید و کشت هایروش يا و هاآن جمع آوری زمان

 نیز، کرده کسب جهان مختلف مناطق در هاقرن طي آنها

 تنوع است. پايش آورده وجود به را پرارزش هایجینهگن

 هایبانک بوسیله ژنتیكي ذخاير اين از حفاظت و ژنتیكي

 و بوده هاتنوع مبنای همه گزينشگیرد. مي انجام ژن

 که است بديهي .باشدنوتیپي نیز نیازمند تنوع ميژ انتخاب

 نیز انتخاب حدود جامعه يک در ژنتیكي تنوع رفتن بالا با

انتخاب براساس نشانگرهای مولكولي  .دشومي تر سیعو

يک روش سريع در برنامه اصلاحي بوده و اطلاعات 

های ژنتیكي بدست آمده از نشانگرهای مولكولي در برنامه

نتايج اين بررسي کنند. اصلاحي نقش مهمي را ايفا مي

های مورد بررسي حاکي از وجود تنوع بالا در يبن جمعیت

اسفرزه از  هایاکوتیپا توجه به اينكه اسفرزه است. ب

مناطق مختلف جغرافیايي هستند و ترکیبات اسانس آنها 

متفاوت است، وجود تنوع ژنتیكي تايید کننده اين مطلب 

تنها به  یهاپیباشد که اختلافات فیتوشیمیايي اکوتمي

باشد، بلكه توسط عوامل ژنتیكي واسطه اثر محیطي نمي

 .شوندهم کنترل مي

 اسگزاریسپ
اين پژوهش با حمايت مالي باشگاه پژوهشگران جوان و 

گان مقاله از نخبگان واحد اهواز انجام شده است. نويسند

برای  باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان واحد اهواز

حمايت مالي و معنوی و اجرای اين پژوهش سپاسگزاری 

 نمايند.مي
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 (Ecotype nameاکتوتیپ ) نام
نشان  1در جدول  هاپیشماره اکوت. UPGMAهای مولكولي با استفاده از روش ها بر اساس دادهبندی اکوتیپگروه -3شكل 

 .داده شده است
Figure 3. Grouping ecotypes based on molecular data using the UPGMA method. Ecotype Numbers of are shown 

in table 1. 
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Abstract 
Ispaghula (Plantago ovata) is used to reduce gastrointestinal and urinary tract infections, as well as 

control blood glucose and cholesterol levels in the human body. The phylogeny and genetic diversity 

of 22 different ecotypes of Ispaghula were evaluated using 12 ISSR markers and nine morphological 

and phenological traits. Analysis of variance showed that there were significant differences among 

cultivars for all traits. Cluster analysis grouped 22 different ecotypes of Ispaghula in two groups using 

UPGMA method based on field data. The assessment of genetic diversity among ecotypes based 

molecular markers showed that the 12 primers amplified 91 polymorphic bands. The maximum 

number of bands (11) was produced by UBC813 and primers UBC811 with 10 bands were in the next 

steps, respectively. The minimum band number (4) was produced by UBC824. Polymorphism 

information content (PIC) value was varied from 0.26 to 0.45 and Marker index (MI) was varied from 

0.90 to 4.13. Cluster analysis using UPGMA based on molecular markers, placed 22 ecotypes in the 

study in five groups, include 1, 1, 2, 3 and 15 ecotypes, respectively. Grouping of ecotypes with 

molecular markers was different with classification of the ecotypes based morphological traits. 

According to the results, ecotypes that are far apart can be used in the breeding program of Ispaghula. 

Keywords: Cluster analysis, Ispaghula, Polymorphism, Molecular marker. 
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