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چکیده
مـریم  اکوتیپ17تنوع ژنتیکی مریم نخودي گیاهی است از خانواده نعناعیان و کاربرد وسیعی در صنعت داروسازي دارد. 

آغازگر 15مورد بررسی قرار گرفت. از ISSRآوري شده از سراسر استان کرمانشاه با استفاده از نشانگر مولکولی نخودي جمع
ISSR دهی بودند. آغازگرهاي هاي قابل امتیازنوارعدد داراي 12میان آنهاکه از شداستفادهISSR  82در مجموع توانسـتند

اکوتیـپ برابـر   17. میانگین تعداد نوار تولید شده توسط هر آغازگر بـراي  مشاهده شدباند چند شکل 80تولید کنند، که نوار
ISSRنوار) را نشان دادند. نشانگر 4کمترین تعداد نوار (IS3نوار) و آغازگر 12بیشترین تعداد نوار (IS6آغازگر .بود83/6

نتایج نشان هاي گونه مریم نخودي مناسب بودند. ها چندشکلی مطلوبی نشان داد و تمام آغازگرها براي بررسیدر بین اکوتیپ
8Gو)ثـلاث (13G،)غـرب لانیگ(7G،)صحنه(12Gهايبا اکوتیپرا بیشترین فاصله ژنتیکی)صحنه(1Gداد که اکوتیپ

گروه قرار گرفته و تنوع ژنتیکی با تنوع چهارها در نشان داد که اکوتیپايخوشهبندي حاصل از تجزیه . گروهداشت)دالاهو(
) و تجزیه بـه  AMOVAبندي با استفاده از تجزیه واریانس مولکولی (همچنین نتایج حاصل از گروه.جغرافیایی تطابق نداشت

.شدیید أ) تPCoمختصات اصلی (

، تجزیه به مختصات اصلیتجزیه واریانس مولکولی، ايتجزیه خوشه، مریم نخودي: کلیديهايواژه

مقدمه
گیاهـان  ویـژه بـه طی سالیان متمادي داروهاي طبیعی 

شد و دارویی، در برخی موارد تنها راه درمان محسوب می

سـازي  در صـنعت دارو در عین حال مواد اولیـه در آنهـا   
اي . توجه به گیاهان دارویی که بخش عمدهشداستفاده می

دهـد و ارائـه اطلاعـات    از طب سنتی ایران را تشکیل می
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درست و علمی درباره پرورش و نگهـداري و اسـتفاده از   
اي هاي جدید روز به روز اهمیـت ویـژه  آنها بر پایه یافته

گونـه  340بیش از تاکنونمریم نخوديجنسازیابد.می
گونــه و در اســتان 12در ایــران .اســتی شــدهیشناســا

ــه (  ــار گون ــاه چه .T. polium, Tکرمانش oriental,

T. oliverianum, T. parvifolium( از این جنس رویش
ــیش از  ــه 2000دارد. ب ــت گون ــال اس ــف س ــاي مختل ه

Teucriumعنـوان بـه از آن کهشدهشناختهداروییگیاه
التیـام دهنـدگی   وبرتب،ضد درد،ضد التهاب،ضد تشنج

Pacifico(شودمیزخم استفاده  et al., بررسـی  .)2012
ژنتیکــی در ذخــائر تــوارثی موجــود از و تحلیــل تنــوع 

- نژادي است که امکان گروههاي بهمهمترین مراحل پروژه

- نـژاد ها را فراهم آورده و بـه بندي و توصیف دقیق نمونه

هـایی کـه   هـا و نمونـه  تشخیص زیر مجموعهگرها را در 
آینـده هـاي اصـلاحی   آنها در برنامـه ثر ؤمامکان استفاده 

,Mohammadi & Prasanna)کند یاري می،وجود دارد

هاي مفیـد و قـوي در   هاي مولکولی ابزار. نشانگر(2003
ارزیــابی روابــط خویشــاوندي، انتخــاب گیاهــان برتــر و 

د.نباشهاي مختلف میونهبررسی شباهت یا تفاوت بین نم
 ـکمتر تحـت  DNAهاي مولکولی وابسته به نشانگر ثیر أت

ــی   ــرار م ــیط ق ــرایط مح ــدش ,Chawla(گیرن 2000 .(
توانسـته اسـت بسـیاري از    DNAنشانگرهاي مبتنی بـر  

ــوژیکی و     ــانگرهاي مورفول ــه نش ــوط ب ــکلات مرب مش
Shokrpour)بیوشیمیایی را برطرف کنند  et al., 2008) .

,ISSR(هـاي بـین ریزمـاهواره   تـوالی  Inter Simple

Sequence Repeat(تصادفی نشانگرهاي مولکولی نیمه
ــانگر    ــه نش ــبت ب ــه نس ــتند ک RAPD)Randomهس

Amplified Polymorphic DNA (باشند کارآمدتر می
(Sicard et al., تکثیر در این نشانگر در حضور .(2005

,SSR)ریـز مـاهواره   هـاي یک آغازگر مکمل با تـوالی 

Simple Sequence Repeat) از . شـود میهدف انجام
بین دو ریـز  DNAاي از منظور تکثیر قطعهبهاین نشانگر 

ماهواره که در ژنوتیپ یک گونه در حالت عکس یکدیگر 
Surve(شـود اند، استفاده مـی قرار گرفته et al., 1995.(

یک نشانگر غالب است، امـا  RAPDمانند ISSRنشانگر 
پـذیري بـالایی داشـته،    نسبت به آن تکثیرپذیري و تنـوع 

الگـوي  ISSRسریع بوده و روشی آسان اسـت. نشـانگر   
کند، کـه  تولید میRAPDتري نسبت به نشانگري پیچیده

براي تعیین خصوصیات نژادهـاي بانـک ژن و تشـخیص    
Archakشـود ( ارقام نسبتاً خویشاوند استفاده می et al.,

). این تکنیک به طراحی آغازگر نیاز ندارد و میزان 2003
تـري نسـبت بـه    چندشکلی بیشتر و آشکارسازي راحـت 

Terzopoulosدیگــر نشــانگرهاي مولکــولی دارد ( &

Bebeli, ــه).2008 ــوعدر مطالع ــیتن ــیژنتیک ازبرخ
استفادهباایران(Teucrium polium)کلپوره هايجمعیت

- تنوع مطلوبی در بین جمعیتRAPDمولکولی نشانگراز

، همچنین کـارایی نشـانگر   شدهاي مورد بررسی مشاهده 
RAPDگـزارش  زیـاد  ها از یکـدیگر  در تفکیک جمعیت

صورتی که تنوع ژنتیکی بـا تنـوع جغرافیـایی تـا     هب،شد
Pesarakluحدودي تطبیق داشت ( et al., هـدف ). 2013

هاي مریم اکوتیپبررسی تنوع ژنتیکی بین ،تحقیقاز این
و تطابق تنوع ژنتیکی ISSRنخودي با استفاده از نشانگر 

ها در راسـتاي  اکوتیپآمده با پراکنش جغرافیایی دستبه
باشد.بهبود ذخایر ژنتیکی کشور می

اهمواد و روش
مریم گیاه داروییازاکوتیپ17در تحقیق انجام شده 

Teucriumنخودي ( poliumاسـتان آوري شـده از  ) جمع
بخش تحقیقات منابع طبیعی مرکز ن امحققکرمانشاه توسط 

تحقیقــات کشــاورزي و منــابع طبیعــی اســتان کرمانشــاه 
.)1(جدول شددر گلدان کشت DNAمنظور استخراج به

ــهDNAاســتخراج  )(1993و همکــارانTorresروشب
در آزمایشگاه بیوتکنولوژي دانشگاه پیام اکوتیپهربراي
50تـا  20بعـد از انتقـال   . شـد انجام کرمانشاهمرکزنور 
800، لولـه بـه  بـا ازت مـایع  گرم نمونه خـرد شـده  میلی

گرم CTAB،36/16گرم 4میکرولیتر از بافر استخراج (
NaCl،15/3 گرمTris-HCl،48/1  گـرمEDTA،400

-میکرولیتر  mercaptoetchanol 8با=pH( هـا لولهبه
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گرمحمام آبها در ساعت نمونهمدت یکاضافه شد و به
هر نمونه مقدار بهسپس .قرار داده شدند65℃با دماي

) 24:1ایزوآمیل الکـل ( - میکرولیتر محلول کلروفرم800
تـا محلـول   دقیقه بهم زده شـد دومدت بهاضافه گردید و 

10مـدت  بـه ها را نمونهپسس. یکنواخت شودلولهداخل 
فاز رویی به ودور در دقیقه، سانتریفیوژ 13000دقیقه با 

600مقـدار  لولـه هـر  بـه وشـد تمیـز منتقـل   لولـه یک 
مدت یکبهو میکرولیتر محلول ایزوپروپانول سرد اضافه

سـپس  .داده شدندقرار- 20℃ساعت در فریزر در دماي
در دقیقـه  دور 13000دقیقـه بـا   15مـدت  بـه هـا نمونه

وو بعد از آن فاز مایع بـه آرامـی خـالی    شدسانتریفیوژ
سرد اضافه و %80میکرولیتر اتانول 600مقدار لولههر به

شدو به آرامی فاز مایع خالی مدت یک سانتریفیوژ کوتاه 
هـا  لولهدر پایان نیز .شود)دو بار تکرار باید(این مرحله

بـه هـر   بعدتا خشک شوند و دادهقرار را در دماي اتاق 
میکرولیتـر آب دو بـار تقطیـر اسـتریل     100میـزان  لوله

.شداضافه 
استخراج شده با استفاده DNAبررسی کیفیت و کمیت 

انجـام  درصد آگارز و دستگاه اسـپکتوفتومتر  8/0از ژل 
چرخـه شـامل )2(جدول اي پلیمراز . واکنش زنجیرهشد

95دمـاي دراولیهسازيواسرشتمرحلهیکباحرارتی
حرارتیچرخه35ودقیقه5مدتبهوگرادسانتیدرجه

سـازي واسرشـت دمايوزماننیز،چرخههردرکهبود
اتصـال زمـان گـراد، سانتیدرجه95وثانیه30ترتیببه

متفـاوت آغـازگر هـر برايآندمايوثانیه30آغازگر
60ترتیـب بهنیزرشتهتوسعهدمايوزمانهمچنینبود.
5مـدت بهنهاییتوسعه. بودگرادسانتیدرجه72وثانیه
ایـن در.شـد انجـام گرادسانتیدرجه72دمايدردقیقه

یک TBEواکنشبافربادرصددوآگارزژلازآزمایش
ابتـدا نمونـه در ژل، منظـور تزریـق  به. شداستفادهدرصد
تکثیرهايDNAبهگذارينمونهبافرمیکرولیترپنج میزان
بـه نمونـه هـر ازمیکرولیتـر 10میزانبعدواضافهشده

وبارگـذاري آگـارز ژلدرشدهایجادهايچاهکدرون
وانجام گردیـد حرکتساعت5/2میزانو100ولتاژبا

برمایـد اتیـدیوم محلـول درآمیـزي رنگبرايراژلبعد
قراردقیقه30- 45مدتبه) لیترمیکرودرمیکروگرمیک(

نشـد نمایـان بـراي Gel Documentدسـتگاه ازوداده
) 1PICي اطلاعات چند شکلی (امحتو. شداستفادههانوار

ــول ــق فرم 2از طری 



n

i

PI
1

1PICــد ــبه ش محاس
)Hou et al., 2005(.

MI= PICاز رابطه)2MI(شاخص نشانگريهمچنین

× Eآمد دستبه)Powell et al., شاخص نسبت .)1996
× EMR= NPB) از رابطـه  4EMR(مـؤثر  چندگانـه   β

)Kumar et al., از رابطه)RP5(قدرت تفکیکو) 2009
RP=∑IB شــدمحاســبه)Altıntas et al., در .)2008

Ntsys،DARwinهـاي افزارپایان نیز با استفاده از نرم 6

GenAlExو  اي، تجزیه ماتریس تشابه، تجزیه خوشه6.2
.انجام شدبه مختصات اصلی و تجزیه واریانس مولکولی 

______________________________
1- Polymorphic information content
2- Marker Index
3- Effective multiplex ratio
4 - Resolving power
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هاي مورد استفاده در تحقیقاکوتیپمشخصات -1جدول 
ردیفآوريمنطقه جمععرض جغرافیاییطول جغرافیاییسطح دریااز ارتفاع 

G1مله نمازگاه-صحنه1750474151342964
G2گنجوره-سرپل600463100341560
G3گنگیرسد -سومار550455432335718

G4ویس-روانسر1750465122343112
G5(تازه آباد)ارتفاعات دالاهو-سرپل1800460211343663
G6ماراب-سرپل870460027342508
G7سه راهی ایلام-گیلان غرب1450461821335758
G8هووه رو- دالاهو1700461026341149
G9مله گهواره(سه راه)- دالاهو1700461026341149
G10گندم بان-نفت شهر365453631342149
G11ناوتنگ- دالاهو1570461270341767
G12کلکان نسار-صحنه1720470850344729
G13ازگله-ثلاث1200460495344536
G14دشت دیره-گیلان غرب650455008342301

G15هفت آشیان-اسلام آباد1700463339342131
G16خراجیان-روانسر1550464315344733
G17مله سیاه طاهر-ثلاث1361461200344529

بهینه سازي شدهISSRاجزا واکنش-2جدول
میکرولیتر20تهیه براياجزا یک نمونه
3/12آب دوبار تقطیر

PCR)10x(2بافر 
MgCl2)505/1مولار )میلی

4/0مولار)میلی10مخلوط نوکلئوتیدي (
5/1مولار)میکرو10(آغازگر 

Taq) 3/0واحد در میکرولیتر)5پلیمراز
DNA2
20جمع

نتایج
مورد مطالعه با هايپیاکوتژنتیکیتنوعبررسی پیرو 

شددیتولنوار82در مجموع ،ISSRآغازگر 12استفاده از 
نوار80یک شکل مشاهده شد و نواردوکه از این تعداد 

شده توسط هر دیتولنوارتعداد نیانگیبودند. مشکلچند
IS6آغازگر .بود83/6برابر پیاکوت17يآغازگر برا

کمترین IS3) و آغازگر نوار12(تعداد نواربیشترین تعداد 
2Gپیاکوت) را نشان دادند. نوار4(تعداد نوارتعداد 
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14(نوارنیکمتر1Gپیاکوت) و نوار59(نواربیشترین 
1داشتند. شکل یمورد بررسهايپیاکوتنی) را در بنوار

مورد بررسی با استفاده از آغازگرپیاکوت17ينوارالگوي 
IS13هايآمده براي آغازگردستبه. نتایج دهدرا نشان می

درصد نیانگیارائه شده است. مسهاستفاده شده در جدول 
12/98برابر یمورد بررسيهاپیاکوتنیچند شکلی در ب

IS11بود که کمترین درصد چند شکلی را آغازگرهاي 

) داشتند و دیگر آغازگرها با 91/91%(IS5) و 5/87%(
درصد چند شکلی نیشتریچند شکلی داراي ب%100داشتن 
بودند.

در )PIC(ي اطلاعات چند شکلیامحتومیانگین 
بود که بیشترین 372/0هاي مورد بررسی برابر آغازگر
مربوط به )PIC(ي اطلاعات چند شکلیامحتومیزان 

، 453/0میزان بهترتیب بهIS12و IS3 ،IS7آغازگرهاي 
اختصاص داشت، بنابراین این آغازگرها 405/0و 420/0

توانستند PICها بر اساس شاخص بهتر از سایر آغازگر
، IS10ها را مشخص کنند. آغازگر اکوتیپفاصله ژنتیکی 

IS11 وIS5 با کمترین میزانPIC)330/0، 318/0ترتیب به
ها نداشتند. اکوتیپ) توانایی خوبی در جداسازي 338/0و 

IS5و IS6آغازگرهاي )MI(در مورد شاخص نشانگر

داراي IS3و IS14ترتیب بیشترین میزان و آغازگرهاي به
براي شاخص نسبت کمترین میزان شاخص نشانگر بودند.

بیشترین و IS5و IS6آغازگرهاي ) EMR(ثر ؤمچندگانه 
در .ندکمترین میزان را به خود اختصاص دادIS3آغازگر 

بیشترین IS6و IS5آغازگرهاي نیز)RP(شاخص تفکیک
شاخص را کمترین میزان IS14و IS9میزان و آغازگرهاي 

،با کمترین میزانIS14و IS9،IS10 ،IS11هاي ند. آغازگرداشت
دیگر البته ها نداشتند. اکوتیپتوانایی خوبی در جداسازي 

ها در حد متوسط بودند. آغازگر

IS13مورد بررسی با استفاده از آغازگر اکوتیپ17الگوي باندي -1شکل

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17   L
3000bp

1200bp

500bp

100bp
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هاي ...بررسی تنوع ژنتیکی اکوتیپ140

هاي محاسبه شدهمورد استفاده و شاخصISSRهاي آغازگر-3جدول 

کیقدرت تفک نسبت چندگانه 
ثرؤم يشاخص نشانگر اطلاعات چند يامحتو

یشکل
درصد چند 

شکلی
هاي چند نتعداد مکا

شکل
هاي تعداد مکان

تکثیر شده توالی آغازگر نام 
آغازگر

RP EMR MI PIC PPB% NPB NSB Primer Sequence

823/4 4 813/1 453/0 100 4 4 5'- GAGAGAGAGAGAGAGAYC-3' IS3

705/8 091/9 384/3 338/0 91/90 10 11 5'- AG AG AG AG AG AG AG AGC-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'- CT CT CT CT CT CT CT CTG-3' IS9

647/5 7 228/2 318/0 100 7 7 5'- GA GA GA GA GA GA GA GA Rc-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'-TGTGTGTGTGTGTGTGG-3' IS12

529/5 5 937/1 388/0 100 5 5 5'- AG AG AG AG AG AG AG AGYT-3' IS13

588/2 5 840/1 368/0 100 5 5 5'- GACA GACA GACA GACA-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

157/5 518/6 455/2 372/0 20/98 67/6 83/6 میانگین
Y=(C,T), V=(A,C,G), D=(A,G,T), B=(C,G,T)
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ماتریس تشابه  
هاي مورد بررسی با استفاده از اکوتیپتشابه ژنتیکی 

متغیر بود (جدول 777/0تا 187/0ضریب تشابه دایس از 
بود که پایین 505/0برابر ها اکوتیپ)، میانگین تشابه بین 4

ژنتیکی بالا در بین دهنده تنوعبودن تشابه ژنتیکی نشان
هاي مورد بررسی هاي مریم نخودي بر اساس آغازگراکوتیپ

) سد گنگیر-سومار(3Gاکوتیپباشد. بیشترین تشابه را می
اکوتیپو 777/0با ضریب ) گنجوره-سرپل(2Gاکوتیپبا 
2G)گنجوره- سرپل ( 12باG)با ) کلکان نسار-صحنه

و بیشترین فاصله داشتند. کمترین تشابه770/0ضریب 
هاي اکوتیپبا ) مله نمازگاه-صحنه(1Gاکوتیپمربوط به 

12G)کلکان نسار-صحنه( ،7G)سه راهی -گیلان غرب
) هووه رو-دالاهو(8Gو ) ازگله-ثلاث(13G، )ایلام

و 277/0، 245/0، 187/0ترتیب با ضرایب تشابه به
بود.285/0

اي  تجزیه خوشه
روش بــهاي نمــودار درختــی حاصــل از تجزیــه خوشــه

UPGMA هـا در  اکوتیپبر اساس ضریب تشابه دایس براي

گـروه  چهارها در اکوتیپکه در آنارائه شده استدوشکل
هووه -دالاهو(8Gهاي اکوتیپقرار گرفتند. گروه اول شامل 

) ماراب-سرپل(6Gو) دیرهدشت-گیلان غرب(14G،)رو
هـاي ایـن گـروه    اکوتیـپ متوسط ضریب تشـابه بـراي   .بود

،)سه راهی ایلام-گیلان غرب(7Gهاي اکوتیپبود. 626/0
12G)کلکان نسـار -صحنه( ،2G) 3و ) گنجـوره -سـرپلG

، که متوسط ضریب تشـابه  گروه دوم بود) سد گنگیر-سومار(
آمد. گروه سوم شـامل  دستبه689/0اکوتیپبراي این سه 

اسـلام  (15G، )گنـدم بـان  -فت شـهر ن(10Gاکوتیپچهار 
11Gو ) ملــه نمازگــاه-صــحنه(1G، )هفــت آشــیان-آبــاد

بـود. متوسـط ضـریب تشـابه ایـن گـروه       ) ناوتنگ-دالاهو(
-روانسـر (4Gهاي اکوتیپبود. گروه چهارم شامل 555/0
، )خراجیـان -روانسـر (16G، )ازگلـه -ثـلاث (13G، )ویس

17G)ملــه ســیاه طــاهر-ثــلاث( ،5G)ارتفاعــات -ســرپل
وبـود ) مله گهواره(سه راه)-دالاهو(9Gو ) (تازه آباددالاهو

-اکوتیـپ بود. بنابراین 598/0میانگین تشابه براي این گروه 

هـاي گـروه   اکوتیـپ هاي گروه دوم داراي بیشترین تشابه و 
سوم داراي کمترین تشابه بودند.  

هايبراي اکوتیپISSRهاي نشانگر اي دادهتجزیه خوشهاز نمودار درختی حاصل -2شکل 
UPGMAمورد مطالعه با استفاده از ضریب دایس و روش 
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هاي ...بررسی تنوع ژنتیکی اکوتیپ142

)PCoتجزیه به مختصات اصلی (
،مورد بررسیهاي هاي حاصل از آغازگربر اساس داده

بر ، که ها انجام شداکوتیپتجزیه به مختصات اصلی براي 
ها رسم اکوتیپاساس مختصات اول و دوم دیاگرام پراکنشی 

اي کاملا ه خوشهیج تجزیاین دیاگرام با نتا. )3گردید (شکل 
ها به چهار گروه تقسیم شدند. با اکوتیپمطابقت داشت و 

سه راهی - (گیلان غرب7Gهاي اکوتیپ،توجه به نمودار
گنجوره) و -(سرپل2Gکلکان نسار)، -(صحنه12G،ایلام)

3Gبا بیشترین تشابه در یک گروه قرار سد گنگیر) - (سومار
15، گندم بان)- فت شهرن(10Gهاي اکوتیپداشتند و 

Gاسلام آباد) - ،(1هفت آشیانG)و مله نمازگاه-صحنه (
11G)قرار داشتنددر یک گروه هم ) ناوتنگ-دالاهو.

گیلان (14G،)هووه رو- دالاهو(8Gهاي اکوتیپهمچنین 
با تشابه بالا در ماراب)-(سرپل6G) ودشت دیره-غرب

ویس)، - (روانسر4Gهاي اکوتیپیک گروه قرار داشتند و 
13Gثلاث)- ،(16ازگلهGروانسر) - ،(17خراجیانG

(تازه ارتفاعات دالاهو- سرپل(5G)، مله سیاه طاهر-ثلاث(
در گروه چهارم (سه راه)) مله گهواره-(دالاهو9G) و آباد

قرار گرفتند.

بر اساس محور مختصات اصلی اول و دومISSRها براي نشانگر باي پلات اکوتیپ-3شکل 
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بر اساس ضریب دایساستفاده شدهISSRها براي پرایمرهاي اکوتیپماتریس تشابه -4جدول 
اکوتیپ صحنه سرپل سومار روانسر سرپل سرپل گیلان غرب دالاهو دالاهو نفت شهر دالاهو صحنه ثلاث گیلان غرب اسلام آباد روانسر

سرپل 328/0
سومار 380/0 777/0
روانسر 484/0 384/0 470/0
سرپل 387/0 635/0 742/0 537/0
سرپل 372/0 477/0 589/0 625/0 623/0

گیلان غرب 245/0 627/0 608/0 419/0 637/0 472/0
دالاهو 285/0 528/0 545/0 425/0 500/0 631/0 309/0
دالاهو 458/0 537/0 578/0 566/0 707/0 539/0 5454/0 387/0

شهرنفت 516/0 368/0 424/0 555/0 492/0 434/0 300/0 355/0 509/0
دالاهو 418/0 477/0 461/0 500/0 467/0 482/0 416/0 385/0 444/0 521/0
صحنه 187/0 770/0 727/0 376/0 612/0 531/0 623/0 641/0 428/0 268/0 455/0
ثلاث 277/0 395/0 394/0 682/0 485/0 549/0 430/0 440/0 500/0 461/0 470/0 361/0

گیلان غرب 357/0 693/0 703/0 524/0 666/0 591/0 423/0 657/0 578/0 508/0 507/0 652/0 437/0
اسلام آباد 611/0 395/0 450/0 634/0 542/0 470/0 307/0 400/0 535/0 717/0 549/0 305/0 590/0 500/0
روانسر 444/0 444/0 507/0 634/0 628/0 509/0 338/0 440/0 607/0 717/0 588/0 388/0 545/0 593/0 681/0
ثلاث 468/0 543/0 512/0 461/0 666/0 483/0 473/0 327/0 716/0 480/0 516/0 457/0 509/0 506/0 581/0 727/0
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هاي ...بررسی تنوع ژنتیکی اکوتیپ144

)AMOVA(تجزیه واریانس مولکولی
بندي تجزیه تجزیه واریانس مولکولی بر اساس گروه

ها در اکوتیپکه طوريبه)، 5اي انجام شد (جدول خوشه
در بین PhiPTبر اساس آماره .گروه قرار گرفتند4داخل 

،دار وجود داشتاختلاف معنی%1ها در سطح گروه

نتایج شد.صورت صحیح انجام بهبندي عبارت دیگر گروهبه
ها تنوع بیشتر از بین آمده نشان داد که در میان گروهدستبه

ها برابر باشد. بر این اساس تنوع در درون گروهها میگروه
. شدمشاهده %29ها تنوع برابر و در بین گروه71%

ISSRتجزیه واریانس مولکولی بر اساس نشانگر -5جدول 

PhiPTدرصد از واریانسواریانس برآورد شدهمیانگین مربعاتمجموع مربعاتDFمنابع تغییر

292/0%370/9890/32002/529بین گروه **

%1342/15710/12109/1271درون گروه
%1612/266111/17100کل

دار% معنی1در سطح اختلاف**

بحث
ISSRتکنیکازاستفادهباکهشدمشخصتحقیقایندر

ينخودمیمرهايپیاکوتژنتیکیالگويکم،زماندرتوانمی
يهابا استفاده از آغازگر.کردمشخصهمدیگربهنسبترا

ISSR نیبدریمطلوبیو چند شکلتنوع قابل ملاحظه
ياریدر مطالعات بس.شدمشاهدهينخودمیمريهاپیاکوت

مانندیاتیخصوصلیدلبهISSRکه نشانگر شدهگزارش
افتنیيبرایتوالدانستنبهازینعدمبالا،يریتکرارپذ
یتوالمورددرهیاولاطلاعاتدانستنبهازینعدموآغازگر

یکیتنوع ژنتیمنظور بررسبهمناسب يهانهیگزازیکیژنوم
Zietkiewiczباشدیم et al., ساختار و یبررسدر).(1994

ییدارواهیتوده مختلف گ8از بوته77یکیتنوع ژنتسهیمقا
ISSR198آغازگر 18) با استفاده از ينخودمیلپوره (مرک

184تعداد نیکه از اشدمشاهدهيبندازیمکان قابل امت
Noruzi Gharatapeمکان چند شکل بودند ( et al., 2012.(

- شاخصازیکی)، PIC(یاطلاعات چند شکليامحتو

قدرتنظرازمختلف،نشانگرهايمقایسهبرايمهمهاي
بردلالتمعیار،اینبالاي. مقادیر رودمیشماربهآنهاتمایز

تفکیکدرکهداردنشانگريجایگاهیکدرزیادچندشکلی
بانشانگرهاییبنابراین،. داردسزاییبهنقشافرادتمایزو

تمایزبرايبالا)PIC(یاطلاعات چند شکليامحتو

هستندمفیدنزدیکخویشاونديبا هايژنوتیپ
)Thimmappaiah et al., شاخص براي). بهترین2008

-) میRPتفکیک (قدرتشاخصمناسب،آغازگرانتخاب

آلل تعدادازهموبانددارايافرادتعدادازهمزیراباشد،
Altıntas(داردثیرپذیريأت et al., 2008(.

ي اطلاعات امحتويهاکلی و بر اساس شاخصحالتدر
) RPتفکیک (قدرتشاخص) و PIC(چند شکلی 

هاي گونه مریم نخودي، ها براي بررسیترین آغازگرمناسب
و پیشنهاد تعیین شد،IS12و IS3 ،IS5 ،IS6 ،IS7آغازگرهاي 

هاي اکوتیپپلاسم دیگر گردد براي آنالیز مجموعه ژرممی
در بررسی. شوندمریم نخودي در تحقیقات بعدي استفاده 

مختلف نعناع با استفاده از هاياز گونهیبرخیکیروابط ژنت
و(RP)تفکیک قدرتهاي بر اساس شاخصISSRنشانگر 

براي) آغازگرهاي برتر PIC(ي اطلاعات چند شکلی امحتو
Zinodiniپلاسم نعناع معرفی شد (آنالیز ژرم et al., 2013.(

البتـه  .بـود 505/0هـا برابـر   اکوتیپمیانگین تشابه بین 
ژنتیکی بالا در بین دهنده تنوعپایین بودن تشابه ژنتیکی نشان

هاي مورد بررسی هاي مریم نخودي بر اساس آغازگراکوتیپ
ها در چهار گـروه  اکوتیپاي باشد. بر اساس تجزیه خوشهمی

ها بر اساس تنوع ژنتیکی بـا  اکوتیپپراکنش که ، قرار گرفتند
. نتـایج حاصـل از تجزیـه    تنوع جغرافیـایی تطـابق نداشـت   
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ها بـر اسـاس   اکوتیپاي با دیاگرام حاصل از پراکنش خوشه
مقدار مختصات اول و دوم حاصل از تجزیـه بـه مختصـات    

اصـلی مختصـات بـه  یـه تجزاصلی مطابقـت نشـان داد. از   
شـود  استفاده میايخوشهتجزیهبرايمکملروشیعنوانبه
هـاي از دادهاطلاعاتحداکثراستخراجوبهینهاستفادهبهو 

گونــهازجمعیـت 8در مطالعـه  .شــودمـی منجـر مولکـولی 
Teucrium polium   با استفاده از نشـانگر مولکـولیISSR

تنوع بالایی بر اساس آغازگرهاي مورد توسط سایر محققان 
بنـدي  بـراي گـروه  ايخوشـه بررسی مشـاهده و از تجزیـه   

,Tabtibها استفاده شد (جمعیت 2014.(
هاي حاصل از بر اساس تجزیه واریانس مولکولی گروه

ها در مشاهده شد که واریانس بین گروه،ايخوشهتجزیه 
س برآورد شده دار بود، اما بر اساس واریانمعنی%1سطح 

از تنوع کل بود. از %29ها تنها سهم واریانس بین گروه
تعیین تفاوت بهتوان هاي تجزیه واریانس مولکولی میکاربرد

ها و تعیین حد مطلوب خوشه در تجزیه ژنتیکی بین جمعیت
اي اشاره کرد، به این صورت که در هر گروه در نقطه خوشه

هاي درون و ژنوتیپعنوان یک جمعیتبهبرش دندروگرام 
شود و براي هر عنوان افراد جمعیت در نظر گرفته میبهآن 

اي نقطهالبته شود،مینقطه برش یک تجزیه واریانس انجام 
عنوان نقطه بهوجود آید، بهها که بیشترین تمایز بین گروه

Excoffierمناسب برش دندروگرام انتخاب خواهد شد ( et

al.,1992( . در مطالعهTabtib)2014 جمعیت8) بر روي
مریم نخودي نتایج تجزیه واریانس مولکولی نشان داد که 

باشد، ها میجمعیتها بیشتر از بین جمعیتتنوع در درون 
و در بین %77ها برابر جمعیتبصورتی که تنوع در درون 

.شدگزارش %23ها برابر جمعیت
هاي مورد استفاده و با در مجموع بر اساس آغازگر

و تجزیه به ايخوشهتجزیه در توجه به ماتریس تشابه، 
مختصات اصلی کمترین تشابه و بیشترین فاصله مربوط به 

12Gهاي ) با اکوتیپمله نمازگاه-صحنه(1Gاکوتیپ

سه راهی ایلام)، -(گیلان غرب7Gکلکان نسار)، -(صحنه
13Gو -(ثلاث (8ازگلهG)که ؛بود) هووه رو-دالاهو

که حداکثر فاصله ژنتیکی هااکوتیپاین از د شومیپیشنهاد

داشتند در جهت راهاي مورد استفادهبر اساس نشانگر
هاي اصلاحی استفاده استفاده از حداکثر هتروزیس در برنامه

) تنوع2013و همکاران (Pesaraklu. در بررسیشود
Teucriumکلپوره (هايجمعیتازبرخیژنتیکی polium (

شدارزیابی RAPDمولکولی نشانگرهايازاستفادهباایران
هاي مورد بررسی مشاهد که تنوع مطلوبی در بین جمعیت

کارایی بالایی در RAPDکه نشانگر دند کر، و گزارش شد
صورتی که تنوع هب،ها از یکدیگر داردتفکیک کردن جمعیت

بق داشت. اژنتیکی با تنوع جغرافیایی تا حدودي تط

سپاسگزاري
است شده این پژوهش با حمایت مالی دانشگاه پیام نور انجام 

شـود. در  مربوطه تشکر و قدردانی میمسئولان که از این بابت از 
کلیه حقوق مادي و معنوي آن متعلق به دانشگاه پیـام نـور  ضمن

باشد.می
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Genetic variability of Teucrium polium ecotypes using ISSR molecular markers
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Abstract:
Golden germander (Teucrium polium L.) is an important medicinal plant of the Labiatae

family. Genetic variability was studied on 17 ecotypes of Teucrium polium collected from
Kermanshah, Iran, based on ISSR molecular markers. Twelve ISSR primers out of 15 primers
could be scored. ISSR primers produced 82 bands, of which polymorphism was observed on 80
bands. Average number of bands was 6.83 for each primer. Primer IS6 showed the highest
number of bands (12 bands) and IS3 showed the lowest number of bands (4 bands). The results
indicated that ecotype G1 had the most genetic distance with G12, G7, G13 and G8. Based on
cluster analysis the ecotypes were grouped into four clusters. Genetic diversity of ecotypes did
not match with the geographical diversity of the ecotypes. Also results of grouping by analysis
of molecular variance (AMOVA) and coordinate analysis (PCo) were confirmed.

Key words: Analysis of molecular variance, coordinate analysis, cluster analysis, Teucrium
polium
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