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 Plantago psyllium گياه دارويي مختلف هاي اكوتيپ يكيتنوع ژنت يابيارزبندي و  گروه
 ISSRبا استفاده از نشانگر 

  2و مهدي رحيمي *1مهدي رمضاني
  نخبگان و جوان پژوهشگران باشگاه اهواز، واحد اسلامي، آزاد دانشگاه اهواز، 1

  كرمان، دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و فناوري هاي پيشرفته، پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي، گروه بيوتكنولوژي 2

  22/4/94 :تاريخ پذيرش  28/4/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

مورد ارزيابي مولكولي و  ISSRنشانگر  12با استفاده از  Plantago psylliumگونه  مختلف اسفرزه اكوتيپ 17ژنتيكي  تنوع
مورد مطالعه  هاي اكوتيپن ياز تنوع بالا ب يانس حاكيه واريج تجزينتا .مرفولوژي قرار گرفت يابيمورد ارز ،صفت نههمچنين با 

. گروه قرار دهد سهدر  يزراع يها را بر اساس دادهمختلف  اكوتيپ 17انست تو UPGMAبه روش  يا ه خوشهيتجز. بود
، كه از بين دنبه وجود آورنوار چندشكل  91تعداد  ندتوانستآغازگر  12نشان داد كه ها  اكوتيپ يمولكول يابين ارزيهمچن

با تعداد  UBC817و  UBC811 ،UBC813غازگرهاي نوار و بعد از آن، آ 14با  UBC814آغازگرهاي مورد استفاده، آغازگر 
 PIC. باند كمترين تعداد نوار چندشكل را ايجاد نمودند 7با تعداد  UBC876و  UBC824باند بيشترين و آغازگرهاي  13

 يبراساس نشانگرها UPGMAاي به روش  تجزيه خوشه .متغير بود 10/4تا  91/0از  MIو  44/0تا  27/0نشانگرها بين 
بندي  گروه. بودند اكوتيپ 1و  1، 3، 9، 3به ترتيب شامل  كه گروه قرار داد پنجرد مطالعه را در مو اكوتيپ 17، يمولكول
   .ك مطابقت داشتيولوژمورفها با صفات  اكوتيپ يبند با گروه يتا حد متوسط يمولكول يها با نشانگرها اكوتيپ

   .ISSR، ينشانگر مولكول ،يكيتنوع ژنت ،يا ه خوشهيتجز، اسفرزه :هاي كليدي واژه

  mramezani206@gmail.com : ، پست الكترونيكي 09195580076: تلفن مسئول،نويسنده * 

  مقدمه
امروزه گياهان دارويي از گياهان مهم اقتصادي هستند كه به 

يا فرآوري شده در طب سنتي و مدرن صنعتي  خام صورت
 اهانيگ، همچنين گيرند مي وري قرار بهرهمورد استفاده و 

نظر از  و همچنين داشتن مواد مؤثره از لحاظ دارويي
با . )15( هستندمتفاوت با يكديگر شناسي  خصوصيات گياه
هاي جديد علوم شيمي و داروسازي، مواد  توجه به پيشرفت

مؤثره لازم در معالجات پزشكي به صورت مصنوعات 
اين مواد مصنوعي باعث  .شوند اي عرضه مي كارخانه

كاهش اهميت گياهان دارويي نشده و نه تنها از ميزان 
كشت و توليد اين گياهان كاسته نشده، بلكه توليد و 

در حال حاضر يك سوم . ها افزايش يافته است مصرف آن

داروهاي مورد استفاده با منشأ گياهي هستند و اين ميزان 
ت يران با موقعيكشور ا. )1( مسلماً رو به افزايش است

را در خود  ياهيگونه گ 7500ش از ي، بييخاص آب و هوا
قاره  يتمام ياهيبرابر پوشش گ 2-3داده است كه  يجا

 ييگونه دارو 750ش از يشود كه ب يم ينيب شياروپاست و پ
. )11و  10، 4( ران وجود داشته باشديا ياهيدر پوشش گ

 و متعلق به خانواده  Plantago اسفرزه از جنس

Plantaginaceae  اين . گونه مي باشد 250داراي حدود
جنس داراي پراكنش جهاني است اما منشاء اوليه آن هند و 

اسفرزه با اسم دو گونه مهم  .)10و  8( پاكستان مي باشد
از ) Plantago ovata(و  )Plantago psyllium( يعلم
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مي باشند  رانيدر ا Plantagoجنس جمله گونه هاي مهم 
به آن  يدر زبان بلوچ .ديرو يماطق مختلف ايران كه در من

و  رانيدر بلوچستان ا اهيگ نيو ا نديگو يبرنجاسك م
را  اهيگ نيتخم ا ها چكه بلو كند يپاكستان به وفور رشد م

 ماريجهت رفع اسهال با ماست مخلوط كرده و به خورد ب
  .)7( موثر است اريدهند كه بس يم

از نظر  ياهيگ يها تياهان و جمعيدر گ يكيتنوع ژنت
 يد غذا بستگيو تول يكشاورز. مورد توجه است يكاربرد

. پرمحصول دارد ياهيگ يها پيبه استفاده از ژنوت
نش يبراساس گز ياهان زراعيمتداول اصلاح گ يها روش
ود و موج يكين تنوع ژنتيمورد علاقه از ب يها پيژنوت

از صفات ممكن و مورد علاقه  يا تعداديهمه  يدستورز
 باشد يم يته تجاريك واريد يپ به منظور توليك ژنوتيدر 

اهان يدر گ يكيتنوع ژنت يبررس يكاربردها. )17(
ت، مطالعه و حفاظت يك جمعي، ژنتيكيلوژنتيف يها يبررس
زا  يماريدر عوامل ب يكيگسترش ژنت يها يو بررس يكيژنت
 ياهيگ يها تيدر جمع يكيتنوع ژنت. باشند يم ياهيگ

ر جهش، ينظ يمتفاوت يق سازوكارهايطرممكن است از 
ان ژن، رانده شدن ي، مهاجرت و جريجنس يبينوترك
در  يكيتنوع ژنت ياز بررس. جاد شودينش ايو گز يكيژنت
توان به مقدار  يم يمولكول يها اهان با استفاده از روشيگ

با  امروزه .)2(برد  يپ ياهيگ يها تيتنوع موجود در جمع
و قدرت تمايز، قطعيت  DNAي توجه به توسعه نشانگرها

ها همچنين بدلبل اينكه يك روش سريع در  و فراواني آن
اي از نشانگرهاي  طور گسترده باشد، به برنامه اصلاحي مي

استفاده از . )19(شود  ژنتيكي در كشاورزي استفاده مي
دليل عدم نياز به اطلاعات قبلي در  به ISSRنشانگرهاي 
آسان  SSRسه با نشانگرهاي هاي هدف در مقاي مورد توالي

طور موثر جهت مطالعه تنوع  تواند به است و بنابراين مي
  .)19( اسفرزه استفاده شوند پيژنتيكي اكوت

 ISJ و RAPD با استفاده از دو سيستم نشانگري يقيتحقدر 

هاي وحشي اسفرزه  بومي و جمعيت اكوتيپ 22رابطه بين 

ارزيابي قرار  آوري شده از مناطق مختلف ايران مورد جمع
باند پلي  RAPD  ،142 آغازگر تصادفي 35. گرفت

باند براي هر  05/4مورفيك توليد كردند كه به طور متوسط 
 هاي بدست امده از باندهاي اغازگر بود با توجه به داده

DNA حاصل از ماركرهاي RAPD  و با استفاده از ضريب
 هاي تشابه جاكارد ، ماتريس ضرايب تشابه بين جمعيت

دامنه ضرايب تشابه بين  .)3( مختلف اسفرزه تشكيل گرديد
بود بالاترين ضريب تشابه  45/0با ميانگين  75/0تا  19/0

ترين  از استان ايلام و پايين WP103 , WP104 مربوط به
از  LP011 از اصفهان و WP105 ضريب تشابه مربوط به

 95 اغازگر نيمه تصادفي، 14در مرحله بعد . بندرعباس بود
. اند براي هر آغاز گر توليد كرده 78/6باند با ميانگين 

. بود ET38 و IT4 بيشترين و كمترين چندشكلي مربوط به
تا  17/0در آغازگرهاي نيمه تصادفي ضريب تشابه بين 

بود پايين ترين ضريب تشابه را  49/0با ميانگين  83/0
 هاي اكوتيپو بالاترين را  WP101 و WP111 هاي اكوتيپ

WP103 و WP104 3( از ايلام به خود اختصاص دادند.( 
پ مختلف يژنوت 38 يبا بررس) 9(كومار و همكاران 

 يشده بود بررس يآور اسفرزه كه از نقاط مختلف هند جمع
و  يمولكول يبا استفاده از نشانگرها يبند گروه. كردند
با هم اختلاف  يكيبا استفاده از صفات مورفولوژ يبند گروه

  . را نشان دادند يمتفاوت يجياداشتند و نت

 لازم است ژني، خزانه از مؤثرتر و تر جامع وري بهره جهت

 تنوع ژنتيكي ارزيابي و گري غربال بيني، پيش به قادر كه

 هاي خويشاوندان ژنوتيپ و طبيعي هاي اكوتيپ در احتمالي

 اطلاعات دست آوردن به براي رابطه اين در .باشيم اسفرزه

هاي  بررسي ،مختلف اسفرزه يها پياكوت در موجود
 نماينده تواند نمي و بوده محيط از متأثر كه مورفولوژيكي

 از استفاده بنابراين .رسد نمي نظر به كافي باشند كامل ژنوم

 DNAسطح  در را شكلي چند كه ينشانگرهاي مولكول
 هاي داده مكمل هاي روش عنوان تواند به مي نمايند، آشكار

 طور به را اسفرزه يها پياكوتژنتيكي  روابط مورفولوژيكي،

 تنوع بررسي تحقيق اين بنابراين موضوع .كند تعيين كاراتر
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 نشانگر از استفاده با مختلف اسفرزه يها پياكوت ژنتيكي

  .است زراعي صفات و ISSRمولكولي 

  مواد و روشها
 گونه اسفرزهمختلف   پياكوت 17، ن پژوهشيا ياهيمواد گ

Plantago psyllium L. بانك ژن  ازكه  )1جدول ( بود
 17ن يا. شده بودند تهيهها و مراتع  قات جنگليموسسه تحق

بهشت كشت يارد 10خ يدر مزرعه در تارمختلف   پياكوت
مورد مطالعه، از طرح هاي   پياكوت يابيارز يبرا و دنديگرد

تعداد . ديبا سه تكرار استفاده گرد يكامل تصادف يها بلوك
و به صورت  يع تصادفيسفرزه با توزامختلف   پياكوت 17

ش يهر واحد آزما. كشت شدند) ميكشت مستق(بذر 

متر و يسانت 50با فاصله خطوط  يمتر 2خط  3متشكل از 
پس از كاشت اسفرزه . متر بود يسانت 25 يا ن بوتهيفاصله ب

ن يكبار و پس از يتا زمان سبز شدن بذور، هر سه روز 
انجام  يبه روش غرقاب ياريكبار آبيمرحله هر هفت روز 

جوان از هر  يها ، برگيدر مرحله چند برگ .گرفت
قرار داده شد تا در  -20زر يت برداشته شد و در فريجمع

صفات مورد  .رديصورت بگ DNAزمان مناسب استخراج 
تعداد  جمله از رشد خصوصيات كمي تحقيق اين در يابيارز

رتفاع ا ،كامل يدگيتعداد روز تا رس، يگلده% 50روز تا 
وزن ، تعداد دانه در سنبله، طول سنبله، تعداد سنبله، بوته
  . بودند عملكرد دانهو  وزن هزار دانه، سنبله

  Plantago psylliumمختلف گونه يهاپيآوري اكوتاسامي و مناطق جمع-1جدول  
شماره در ارتفاع منطقه  استان  رديف

  بانك ژن
شماره در   ارتفاع  منطقه  استان رديف

  ك ژنبان
 21252 62  گناوه  بوشهر 10 2390 1920 تهران  تهران 1

 15803 0  خرم آباد  لرستان 11 3968 980 كرج  البرز 2

 29719  2-    گيلان 12 3331 150 دهلران  ايلام 3

 30910 329  رودبار  گيلان 13 8401 1370  خلخال  اردبيل 4

 32773 942  بهبهان  خوزستان 14 30196 1339 مشكين شهر  اردبيل 5

 22058 400  ايرانشهر  سيستان و بلوچستان 15 37951 1176  مشكين شهر  اردبيل 6

 35571  3-  ساري  مازندران 16 31536 1100 بندرعباس  هرمزگان 7

 37496 0  قاين  خراسان جنوبي 17 21228 430  دشتستان  بوشهر 8

        21251 700 دشتستان  بوشهر 9
هر واحد آزمايشي  بوته از 5تمامي صفات مورد ارزيابي در 

گيري قرار گرفتند و براي ارزيابي عملكرد بذور  مورد اندازه
طور  به  پياكوتهاي هر واحد آزمايشي براي هر  تمامي بوته

ها  جداگانه با ترازوي حساس وزن شدند و ميانگين وزن آن
دست آمد و سپس عملكرد در متر مربع  بر حسب گرم به

هاي خارج از تيپ حذف،  هقبل از ارزيابي، بوت. محاسبه شد
جهت انجام  رتسپس ميانگين مشاهدات در هرك

تجزيه واريانس  .هاي آماري مورد استفاده قرار گرفت تجزيه
استخراج  .انجام شد) SAS )16افزار  ها با استفاده از نرم داده

DNA اسفرزهمختلف   هاي پياكوتبرگ جوان  يها از نمونه 
با ) 12(تامپسون  موراي و CTABبا استفاده از روش 

ن ييتع يبرا. ر انجام گرفتيرات طبق مراحل زييتغ ياندك
و  ياز دستگاه اسپكتروفتومتر DNAت يفيت و كيكم

 12 از آزمايش دراين .استفاده شد% 6/0الكترفورز ژل آگارز 

 يا رهيواكنش زنج. دير استفاده گرديتكث يبرا ISSR آغازگر
 DNAتر يكروليم 2 يتر با اجزايكروليم 10مراز در حجم يپل

 تريل كرويم 1/0تر آغازگر، يل كرويم 6/0نانوگرم،  50الگو 
 تريل كرويم 1م، يزيد منيكلر تريل كرويم dNTP ،3/0مخلوط 

 Taq DNA polymeraseم يتر آنزيل كرويم 2/0و  PCRبافر 
سازي دقيقه واسرشته 4ل چرخه حرارتي شام. انجام شد
ام شد كه هر سيكل به انجسيكل  35، سپس C94°اوليه در 

 40به مدت  C94°سازي در واسرشتهبود كه  صورتاين 
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 TMدماي  مرحله اتصال آغازگر در انجام شد سپسثانيه 
بود و در ثانيه  40به مدت  )بسته به آغازگر متفاوت بود(

انجام  دقيقه 2 به مدت C72°مرحله بسط در دماي  نهايت
بسط انتهايي در دقيقه  5سيكل  35شد و در نهايت بعد از 

نگهداري  C4°سپس در دماي  انجام شد و C72°دماي 
واكنش  يآغازگر در ط هر  اتصال ينه برايبه يماد. گرديد
PCRگراد  يدرجه سانت 4 ييف كردن محدوده دماي، با تعر

 يبالاتر از دماگراد يدرجه سانت 3و  TM يتر از دما نييپا
TM ب يش يبلوك ها يدارار كليدستگاه ترموسا يبرا
 Generay Biotechبود كه شركت  TM يهمان دما، ييدما
  .ف كرده بوديتعر ISSR يآغازگرها يبرا

ا عدم وجود يحاصل به صورت وجود  ينواربند يالگوها
نشانگر در  الل هر ين برايهمچن. شدند يازدهينوار امت

 ينامگذار... و  3، 2، 1مورد مطالعه به صورت  يها پيژنوت
هر  يكيژنت يو پارامترها يآلل ياوانبرآورد فر يو برا
. استفاده شدند ها  اكوتيپ يكيز فاصله ژنتيگاه و نيجا
 يه نشانگرهايها و كل اكوتيپه يكل يها برا س دادهيماتر

  .ل شديمورد مطالعه تشك

 ها مختلف با روشمختلف  هاي  پياكوتن يب يكيفاصله ژنت
تجزيه خوشه اي و همچنين معيارهاي مختلف فاصله و 

ه يارقام با تجز يبند گروهدر نهايت محاسبه و  شباهت 
 يبرا دايس تشابه بيو ضر UPGMAبه روش  يا خوشه

و فاصله  UPGMAو روش  ISSR نشانگر يها داده
انجام شد و سپس  يزراع يها داده يبرا يدسياقل

ه محاسبات با يكل. ديمربوطه رسم گرد يها دندروگرام
  . انجام شد)NTSYS )14و   SPSS 22استفاده از نرم افزار 

  جينتا
 يها بلوكبراساس طرح  انسيوار هيحاصل از تجز جينتا
در  دار يتفاوت معنكه نشان داد ) 2 جدول( يامل تصادفك

وجود  صفات مورد مطالعهن يدر ب درصد 1سطح احتمال 
مختلف  يها اكوتيپن يب يبر تنوع بالا يليكه خود دل دارد

بررسي ضرايب  .دباش مناسب مي اكوتيپو انتخاب 
كه صفت  )2جدول ( تغييرات فنوتيپي صفات نشان داد

عملكرد دانه و به دنبال آن وزن هزار دانه بالاترين ضريب 
  . تغييرات فنوتيپي را دارا بود

هاي بين  ها و تفاوت اي از ميزان شباهت براي اينكه ايده
دست آيد،  هاي مورد مطالعه از نظر كليه صفات به اكوتيپ

هاي مختلف تجزيه  اي ارقام به روش خوشهتجزيه 
ها،  اي مانند متوسط فاصله بين و درون گروه خوشه

ها و روش حداقل واريانس  نزديكترين و دورترين همسايه
وارد و غيره با معيارهاي مختلف فاصله انجام شد و 

  .ها مورد مقايسه قرار گرفت بندي حاصل از آن گروه

 
  هاي كامل تصادفي صفات مورد مطالعه طرح بلوك جدول تجزيه واريانس -2جدول 

 منابع تغييرات
درجه 
 آزادي

  ميانگين مربعات
 تا روز تعداد

  گلدهي% 50
 تا روز تعداد

  كامل رسيدگي
 ارتفاع
  بوته 

 تعداد سنبله
طول 
 سنبله

تعداد دانه 
 در سنبله

 عملكرد دانه وزن هزار دانه وزن سنبله

  2  تگرار
70.81** 25.08** 

11.61
ns 

0.18** 
0.17*

* 
3.75ns 0.11ns 0.15** 

11142.41*
* 

*156.53  16  تيمار 
* 

75.55** 
40.29

** 
0.49** 

0.51*
* 

200.87*
* 

51.73*
* 

0.51** 5077.21** 

 336.75 0.019 0.61 7.56 0.016 0.014 3.98 0.49 0.81  32  خطا 
  )درصد(ضريب تغيرات 

% C.V. 
1.37 0.75 10.07 2.81 6.08 3.31 1.01 9.74 7.73 

 33.21 29.30 5.41 9.74 20.6 9.52 18.50 10.90 5.31  (%)ضريب تغيرات فنوتيپي

 ،ns  درصد 1و  5دار در سطوح احتمال  دار و معني به ترتيب غيرمعني **و.  
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  دوسيو معيار فاصله اقلي UPGMAها بر اساس صفات مورفولوژي به روشاكوتيپبنديگروه -1شكل 
  .نشان داده شده است 1ها در جدول  اكوتيپشماره 

  
جايي كه روش متوسط فاصله بين كلاستر  از آن

)UPGMA ( با معيار فاصله اقليدوسي بهترين نتيجه را با
بندي ارقام  نشان داد، بنابراين گروه84/0ضريب كوفنتيك 

روش متوسط فاصله بين كلاستر مورد مطالعه با 
)UPGMA (ي انجام شده و لذا تنها اصله اقليدوسمعيار ف و

براي تعيين  ).1شكل (نتايج اين روش گزارش گرديد 
 38، ناحيه )گروه 4( 32تعداد گروه ها نيز، برش از ناحيه 

انجام شد و صحت گروه ) گروه 2( 48و ناحيه ) گروه 3(
بندي هر يك از نواحي برش داده شده با تجزيه تابع 

ت كه تعداد سه گروه با تشخيص مورد بررسي قرار گرف
درصد به عنوان بهترين  91در حدود بندي  هصحت گرو

با برش دندروگرام . تعداد گروه براي اين روش انتخاب شد
 8و  5، 4ب يد كه به ترتيجاد گرديگروه ا سه، 38در فاصله 
   .شد يرا شامل م اكوتيپ

در مجموع  ،ISSRآغازگر  12در اين پژوهش استفاده از 
باند چندشكل  91ا نتيجه داد كه از  بين آنها باند ر 129
هاي چندشكل به ازاي هر آغازگر  و ميانگين مكان بودند

از بين  ).3 جدول(بدست آمده است  58/7معادل 
 14با تعداد  UBC814آغازگرهاي مورد استفاده، آغازگر 

و  UBC811 ،UBC813باند و بعد از آن، آغازگرهاي 
UBC817  شترين تعداد باند و باند بي 13با تعداد

باند كمترين  7با تعداد  UBC876و  UBC824آغازگرهاي 
باند  11ن تعداد يهمچن). 3 جدول(تعداد را داشتند 

 يچندشكل براباند  10و  UBC813چندشكل براي آغازگر 
 ين تعداد باند براي، كمترمشاهده شد UBC811 آغازگر
لي درصد چندشك. ه شددمشاهد بان 4با  UBC824 آغازگر

 UBC824درصد براي  14/57از  ها اكوتيپبدست آمده در 
درصد . متغيير بود UBC813درصد براي  84/ 62تا 

درصد، تنوع  90/69دست آمده در اين تحقيق  چندشكلي به
  .)3 جدول(كند  ها را توجيه مي اكوتيپژنتيكي 

محتواي اطلاعات چندشكل، به تفكيك براي هر يك از 
در جدول  محاسبه و نتايج مربوطه آغازگرهاي مورد مطالعه

در اين  )PIC(محتواي اطلاعات چندشكل . ارائه شد 3
محتواي اطلاعات  و ميانگين 44/0تا  27/0تحقيق بين 

 ).3 جدول(بود  36/0چندشكل 

دهي صفر و يك انجام  ها بر اساس رتبه بندي ژنوتيپ گروه
هاي مختلف تجزيه خوشه  اي به روش تجزيه خوشه. شد

عيار هاي مختلف شباهت انجام شد و در نهايت اي و م
بر اساس ضريب دايس با ضريب  UPGMAروش 

بندي از  درصد بهترين روش گروه 87كوفنتيك در حدود 
هاي مورد بررسي بود و ميزان تشابه بين ارقام  بين روش

  .متغير بود 82/0تا  22/0براساس ضريب دايس از 
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 براي نشانگرهايو شاخص شانون  ين يتعداد آلل موثر، تنوع ژن،ت چندگانه موثر، شاخص نشانگريمحتواي اطلاعات چندشكل، نسب -3 جدول
ISSR  اسفرزه مورد مطالعه يها اكوتيپدر 

  آغازگرها  رديف
 كل تعداد
  باند

تعداد باند 
  چندشكل

درصد 
 چندشكلي

محتواي 
اطلاعات 
  چندشكل

نسبت 
  رچندگانه موث

شاخص 
  نشانگري

تعداد 
 آلل موثر

ژني  تنوع
 ني

شاخص 
 شانون

1UBC811 13 10 76.92 0.36 7.69 2.77 1.56 0.52 0.39 
2UBC812 11 8 72.73 0.30 5.82 1.75 1.43 0.48 0.3 
3UBC813 13 11 84.62 0.44 9.31 4.10 1.79 0.60 0.42 
4UBC814 14 9 64.29 0.27 5.79 1.56 1.37 0.46 0.18 
5UBC815 10 8 80 0.40 6.40 2.56 1.67 0.56 0.29 
6UBC816 11 763.640.344.451.51 1.52 0.51 0.33 
7UBC817 13 9 69.23 0.31 6.23 1.93 1.45 0.48 0.26 
8UBC823 11 8 72.73 0.37 5.82 2.15 1.59 0.53 0.3 
9UBC824 7 457.140.402.290.91 1.67 0.56 0.35 

10UBC825 8 5 62.50 0.39 3.13 1.22 1.64 0.55 0.36 
11UBC826 11 7 63.64 0.38 4.45 1.69 1.61 0.54 0.31 
12UBC876 7 571.430.413.571.46 1.69 0.56 0.31 

 0.32 0.53 1.58 1.97 5.41 0.36 69.90 7.58 10.75  ميانگين

 

 5و  4، 3، 2نمودار از نواحي مختلف براي تشكيل تعداد 
گروه برش داده شد و صحت گروه بندي با انجام تجزيه 
تابع تشخيص مورد بررسي قرار گرفتند كه در نهايت تعداد 

ن درصد بهتري 96پنج گروه با صحت گروه بندي در حدود 

و برش نمودار  UPGMAبراساس روش . تعداد گروه بود
اكوتيپ مورد مطالعه در پنج گروه قرار  17، 5/0 از ناحيه
 ).2شكل (گرفتند 

  

 .و ماتريس تشابه دايس UPGMAهاي اسفرزه مورد مطالعه بر اساس روش  اكوتيپبندي  گروه -2شكل 

  بحث
توان  ميتلف نشان داد كه ضريب تغيرات براي صفات مخ

هاي  نژادي استفاده نمود و گزينش از اين صفات در به
مؤثري در بين ارقام مورد مطالعه جهت بهبود و اصلاح اين 

همچنين كمترين ضريب تغييرات فنوتيپي . صفات انجام داد

و بعد از آن وزن سنبله مربوط به صفات روز تا رسيدگي 
صفات ديگر از طريق بود و اصلاح اين صفات نسبت به 

گزينش در جمعيت مورد مطالعه با موفقيت كمتري همراه 
پارامتر ضريب تغييرات يكي از مهمترين و با . خواهد بود

ها بوده و  هاي برآورد تنوع در جمعيت ترين شاخص ارزش
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گيري  به دليل اين كه اين معيار تحت تأثير واحد اندازه
گيرد و از اين نظر از  صفت و يا دامنه تغييرات آن قرار نمي

معيارهاي ديگر تنوع نظير دامنه تغييرات اهميت بيشتري 
هاي مطلوب را  توان با اعتماد بيشتري گزينش دارد و مي

براي اصلاح صفاتي كه ضريب تغييرات بالاتري دارند، 
  . انجام داد

با انجام تجزيه خوشه اي براساس صفات سه گروه تشكيل 
و  13، 12، 11هاي شماره  گروه اول شامل اكوتيپشد كه 

 16و  10، 9، 8، 7هاي  گروه دوم شامل اكوتيپ. بود 16
و  15، 6، 5، 4، 3، 2، 1هاي  بود و در گروه سوم اكوتيپ

) G11(بيشترين فاصله بين اكوتيپ لرستان . قرار گرفتند 17
كمترين فاصله هم بين اكوتيپ  .ديده شد) G10(و بوشهر 

بندي ارقام تا  گروه. ديده شد) G6(و اردبيل  )G5( اردبيل
نحوي كه  به. خواني داشت حدي با منشأ جغرافياي خود هم

در هاي مربوط به يك استان يا استان هاي همجوار  اكوتيپ
هاي  دليل قرار گرفتن اكوتيپ. يك گروه قرار گفتند

هاي همجوار در يك گروه مي تواند به دليل شرايط  استان
هاي همجوار باشد كه  ايي تقريبا شمابه استانآب و هو

ها از لحاظ صفات ظاهري مشابه  باعث شده اين اكوتيپ
هم بوده و سازگاري به اين مناطق مشابه باعث شباهت اين 

تواند پيش نيازي  اين تحقيقات مي. ها شده باشد اكوتيپ
شمار رود و صفات مطرح  گيري به هاي دورگ براي برنامه

گيري در انتخاب والدين  ها به منظور تصميم شده براي گروه
توان  به اين ترتيب براي اصلاح جمعيت مي. باشد مفيد مي

هاي گروه اول با دوم يا سوم تلاقي داد و  بعضي از اكوتيپ
ضمن اينكه با تلاقي . هاي مورد نظر را ايجاد نمود دورگ

منظور بهبود و  توان به اكوتيپ گروه اول با دوم و سوم مي
تنوع  نييتعي براي قيدر تحق .ح صفات اقدام نموداصلا

 تيجمع 18از  پيژنوت 180 ينيپروتئ يالگو ژنتيكي از
-SDSبر اساس الگو . استفاده شد يابانيب يگندم علف

PAGE و  يمنطقه اصل 3در باند پروتييني  46، تعداد
از  يارياگرچه بس. ديمشاهده گرد يا منطقه نيب يها قسمت

 زانيم يول شتندوجود دا تهاياز جمع ياريباندها در بس

كاملاً  تهايجمع يباندها در برخ يبرخ نيتراكم پروتئ
 يابانيب يگندم علف تيجمع 18در  كهيبطور. متفاوت بود

ر اساس  .شد ييكاملاً متفاوت شناسا ينيپروتئ يپنج الگو
و  ل،يهمدان و اردب يتهايحضور و عدم حضور باندها جمع

 انيرا درم يكيفاصله ژنت نيشتريه بزهرا، ك نيهمدان و بوئ
كه از  يدورگ جاديا يمورد مطالعه داشتند برا تيچمع 18

 يبرخوردار باشد برا ييبالا يكيتنوع ژنت ليپتانس
بر اساس الگو  كهيدرحال. شدند يمعرف يريگ دورگ
 نيدوبدو ب يرنگ باندها، تلاق زانيحاصل از م ينيئپروت
 يمعرف يريگ دورگ يپنج فرم مشاهده شده برا يتهايجمع
 يفنل يدهاياس يبرخ ديگر اي در مطالعه .)5( شدند

، در برگ )Bو  A يدهاياس كيانوليسالو د،يسا كينيرزمار(
بار  نياول يبرا رانيا يخودرو گلي¬ميگونه مر 4 شهيو ر

 جيبر طبق نتا. و سنجش شدند يجداساز HPLCبه روش 
 دياس كينيرمقدار رزما نيشتريبا ب S. verticillataحاصل، 

 99/5±19/0 و 53/41±88/0 بيبه ترت(  شهيدر برگ و ر
منبع  نتري¬ي، به عنوان غن)خشك زنبر گرم و گرم¬يلمي
  .)6( شد ييشناسا يفنل دياس نيا

شاخص هاي تنوع ژنتيكي براساس نشانگرها و اصلاعات 
 در PICبالاترين ميزان مربوط به نشانگرها نشان داد كه 

به UBC876 و بعد از آن  44/0ان به ميزUBC813آغازگر 
دهنده كارايي بالاي اين  تعيين شد كه نشان 41/0ميزان 

مورد استفاده در اين تحقيق  هاي آغازگرها در تمايز اكوتيپ
قدرت تفكيك ) PIC(ميزان اطلاعات چند شكل . باشد مي

هاي چندشكل و فراواني  واسطه تعداد آلل يك نشانگر را به
دهد  جمعيت تحت مطالعه نشان ميها در  نسبي اين آلل

منظور تعيين كارايي نشانگرها در بروز چندشكلي،  به ).15(
) EMR(و نسبت چندگانه موثر  )MI(شاخص نشانگري 

براي آغازگر ) EMR(بيشترين ميزان . محاسبه شد
UBC811 )69/7 ( و كمترين ميزان براي آغازگرUBC824 

متغير  10/4تا  91/0بين  MIميزان ). 3 جدول(بود ) 29/2(
 و UBC813 ،UBC811 ،UBC815آغازگرهاي . بود

UBC823  واحد  15/2و  56/2، 77/2، 10/4به ترتيب با
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بودند كه كارايي  )MI(داراي بيشترين شاخص نشانگري 
دهد  در بروز چندشكلي نشان مي بالا اين آغازگرها را

  ).3 جدول(

متفاوت  هاي موثر در بين نشانگرهاي مطالعه شده تعداد آلل
 58/1هاي موثر در كل جمعيت  ميانگين تعداد آلل. بود
بيشترين ). 3جدول (متغير بود  79/1تا  39/1دست آمد و ب

، UBC813تعداد آلل موثر به ترتيب مربوط به آغازگرهاي 
UBC876 ،UBC815  وUBC824 ها  در بين كل اكوتيپ

از آنجاي كه يكي از معيارهاي مهم در ). 3جدول (بود 
هاي موثر  خاب آغازگرهاي مناسب و سودمند، تعداد آللانت

توان از اين آغازگرها براي مطالعات بعدي  ، مي)20(است 
هاي اسفرزه استفاده  منظور بررسي تنوع ژنتيكي اكوتيپ به

ها براي ارزيابي تنوع ژني در  يكي از مهمترين شاخص. كرد
باشد  ها، شاخص تنوع ژني ني مي بين ارقام و جمعيت

ز برآورد شاخص ني نشان داد كه ميزان تنوع ژني ا). 13(
و آغازگرهاي ) 3 جدول(متغير بود  60/0تا  46/0

UBC813 ،UBC876 ،UBC824 ،UBC815  وUBC825 
آغازگر . بترتيب بيشترين تنوع ژني را نشان دادند

UBC814ميانگين . كمترين ميزان تنوع ژني را نشان داد
ضريب . بود 53/0ه تنوع ژني در جمعيت مورد مطالع

ها است  شانون بيانگر ميزان چندشكلي در بين ژنوتيپ
بود كه  32/0در اين تحقيق ميانگين ضريب شانون ). 18(

هاي مورد بررسي  نشان دهنده تنوع متوسط در اكوتيپ
  و UBC813 ،UBC811 ،UBC825آغازگرهاي . است

UBC824 بودند، اين نشان  شاخص شانونداراي بيشترين
تواند تنوع ژنتيكي  اشاره مي دكه آغازگرهاي مور دده مي

داراي UBC814درون جمعيتي را بهتر توجيه كند و آغازگر 
با  تحقيقيدر  ).3 جدول(باشد  كمترين شاخص شانون مي

 22رابطه بين  ISJ و RAPD استفاده از دو سيستم نشانگري
اكوتيپ بومي و جمعيت هاي وحشي اسفرزه جمع آوري 

 35. مختلف ايران مورد ارزيابي قرار گرفتشده از مناطق 
باند پلي مورفيك توليد  RAPD  ،142 آغازگر تصادفي

باند براي هر اغازگر بود با  05/4كردند كه به طور متوسط 

حاصل از  DNA هاي بدست امده از باندهاي توجه به داده
و با استفاده از ضريب تشابه جاكارد ،  RAPD ماركرهاي

هاي مختلف اسفرزه  به بين جمعيتماتريس ضرايب تشا
با  75/0تا  19/0دامنه ضرايب تشابه بين . تشكيل گرديد

 WP103 بود بالاترين ضريب تشابه مربوط به 45/0ميانگين 

, WP104  از استان ايلام و پايين ترين ضريب تشابه مربوط
در . از بندرعباس بود  LP011 از اصفهان و WP105 به

باند با ميانگين  95 يمه تصادفي،اغاز گر ن 14مرحله بعد 
بيشترين و كمترين . اند براي هر آغازگر توليد كرده 78/6

در آغازگرهاي . بود ET38 و IT4 چند شكلي مربوط به
با ميانگين  83/0تا  17/0نيمه تصادفي ضريب تشابه بين 

 WP111 هاي بود پايين ترين ضريب تشابه را اكوتيپ 49/0

از  WP104 و WP103 هاي كوتيپو بالاترين را ا WP101 و
  ).3( ايلام به خود اختصاص دادند

و  44/0به ميزان UBC813آغازگر  در PICبالاترين ميزان 
 تعيين شد كه نشان 41/0به ميزان UBC876 بعد از آن 

 هاي دهنده كارايي بالاي اين آغازگرها در تمايز اكوتيپ
ين كارايي منظور تعي به. باشد مورد استفاده در اين تحقيق مي

و  )MI(نشانگرها در بروز چندشكلي، شاخص نشانگري 
بيشترين ميزان . محاسبه شد) EMR(نسبت چندگانه موثر 

)EMR ( براي آغازگرUBC811 )69/7 ( و كمترين ميزان
 MIميزان ). 3 جدول(بود ) UBC824 )29/2براي آغازگر 

، UBC813آغازگرهاي . متغير بود 10/4تا  91/0بين 
UBC811 ،UBC815 و UBC823  10/4به ترتيب با ،

واحد داراي بيشترين شاخص  15/2و  56/2، 77/2
در  بودند كه كارايي بالا اين آغازگرها را )MI(نشانگري 

  ).3 جدول(دهد  بروز چندشكلي نشان مي

هاي موثر در بين نشانگرهاي مطالعه شده متفاوت  تعداد آلل
 58/1معيت هاي موثر در كل ج ميانگين تعداد آلل. بود
بيشترين ). 3جدول (متغير بود  79/1تا  39/1دست آمد و ب

، UBC813تعداد آلل موثر به ترتيب مربوط به آغازگرهاي 
UBC876 ،UBC815  وUBC824 ها  در بين كل اكوتيپ

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1396، 2، شماره 30جلد                                      )                                     مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

از آنجاي كه يكي از معيارهاي مهم در ). 3جدول (بود 
ر هاي موث انتخاب آغازگرهاي مناسب و سودمند، تعداد آلل

توان از اين آغازگرها براي مطالعات بعدي  ، مي)20(است 
هاي اسفرزه استفاده  منظور بررسي تنوع ژنتيكي اكوتيپ به

ها براي ارزيابي تنوع ژني در  يكي از مهمترين شاخص. كرد
باشد  ها، شاخص تنوع ژني ني مي بين ارقام و جمعيت

ز برآورد شاخص ني نشان داد كه ميزان تنوع ژني ا). 13(
و آغازگرهاي ) 3 جدول(متغير بود  60/0تا  46/0

UBC813 ،UBC876 ،UBC824 ،UBC815  وUBC825 
آغازگر . بترتيب بيشترين تنوع ژني را نشان دادند

UBC814ميانگين . كمترين ميزان تنوع ژني را نشان داد
ضريب . بود 53/0تنوع ژني در جمعيت مورد مطالعه 

ها است  بين ژنوتيپشانون بيانگر ميزان چندشكلي در 
بود كه  32/0در اين تحقيق ميانگين ضريب شانون ). 18(

هاي مورد بررسي  نشان دهنده تنوع متوسط در اكوتيپ
  و UBC813 ،UBC811 ،UBC825آغازگرهاي . است

UBC824 بودند، اين نشان  شاخص شانونداراي بيشترين
تواند تنوع ژنتيكي  اشاره مي دكه آغازگرهاي مور دده مي
داراي UBC814رون جمعيتي را بهتر توجيه كند و آغازگر د

با  تحقيقيدر  ).3 جدول(باشد  كمترين شاخص شانون مي
 22رابطه بين  ISJ و RAPD استفاده از دو سيستم نشانگري

اكوتيپ بومي و جمعيت هاي وحشي اسفرزه جمع آوري 
 35. شده از مناطق مختلف ايران مورد ارزيابي قرار گرفت

باند پلي مورفيك توليد  RAPD  ،142 صادفيآغازگر ت
باند براي هر اغازگر بود با  05/4كردند كه به طور متوسط 

حاصل از  DNA هاي بدست امده از باندهاي توجه به داده
و با استفاده از ضريب تشابه جاكارد ،  RAPD ماركرهاي

هاي مختلف اسفرزه  ماتريس ضرايب تشابه بين جمعيت
با  75/0تا  19/0ه ضرايب تشابه بين دامن. تشكيل گرديد

 WP103 بود بالاترين ضريب تشابه مربوط به 45/0ميانگين 

, WP104  از استان ايلام و پايين ترين ضريب تشابه مربوط
در . از بندرعباس بود  LP011 از اصفهان و WP105 به

باند با ميانگين  95 اغاز گر نيمه تصادفي، 14مرحله بعد 

بيشترين و كمترين . اند زگر توليد كردهبراي هر آغا 78/6
در آغازگرهاي . بود ET38 و IT4 چند شكلي مربوط به

با ميانگين  83/0تا  17/0نيمه تصادفي ضريب تشابه بين 
 WP111 هاي بود پايين ترين ضريب تشابه را اكوتيپ 49/0

از  WP104 و WP103 هاي و بالاترين را اكوتيپ WP101 و
  ).3( دادندايلام به خود اختصاص 

فاصله ژنتيكي بين دو موجود به منزله تفاوت قابل توجيه 
به عبارت . بين آن دو موجود با استفاده از تنوع آللي است

هاي ژني بين  بيانگر ميزان تفاوتديگر فاصله ژنتيكي 
ها است كه با استفاده از برخي  ها يا گونه جمعيت
بندي  گروه. باشد گيري مي هاي عددي قابل اندازه كميت
بر . دهي صفر و يك انجام شد ها بر اساس رتبه ژنوتيپ

 G6 ،G1با  G5اساس آغازگرهاي بررسي شده، اكوتيپهاي 
بيشترين شباهت را  G9با   G8و  G13با  G2 ،G12با 

كمترين شباهت را با يكديگر  G7با  G14  اكوتيپ .داشتند
توان  با توجه به مقادير تشابه بين ارقام مي. داشتند

گيري كرد كه تلاقي بين ارقامي كه كمترين تشابه را  جهنتي
در دستيابي به ، بهترين نتيجه را )بيشترين فاصله(دارند 

هاي پس  هيبريدها و يا دستيابي به حداكثر تفكيك در نسل
، 3هاي يك تا پنج به ترتيب شامل  گروه. خواهد شد F1از 
 آغازگرهاي مورد استفاده. اكوتيپ بودند 1و  1، 3، 9

. ها را به خوبي از هم جدا كنند توانستند تمامي اكوتيپ
نتايج آزمون مانتل نشان داد كه همبستگي بين روش گروه 
بندي با صفات مورفولوژيك و نشانگرهاي مولكولي نشان 

مباشد  51/0داد كه ضريب همبستي بين اين دو روش در 
ها با نشانگرهاي  بندي اكوتيپ كه نشان مي دهد كه گروه

ها با صفات  بندي اكوتيپ ولي به طور متوسط با گروهمولك
با ) 9(كومار و همكاران  .مورفولوژيك مطابقت داشت

ژنوتيپ مختلف اسفرزه كه از نقاط مختلف هند  38بررسي 
بندي با استفاده از  آوري شده بود، نشان دادند كه گروه جمع

بندي با استفاده از صفات  نشانگرهاي مولكولي و گروه
وژيكي با هم اختلاف داشتند و نتايجي متفاوتي را مورفول

  .نشان دادند
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  يكل يريجه گينت

 دست در بهاگران هايگنجينه عنوان به گياهي ژنتيك ذخاير

 ذخاير اين از برخي. باشداو مي نيازهاي خدمت در و بشر

 دستكاري با برخي و داشته وجود وحشي و طبيعي بصورت

 انسان كه اطلاعاتي. اندگرفته شكل سال هزاران طي انسان

 و مكان يا نحوه گياهان، مصارف و كاربردها خصوص در
 زراعي توليد و كشت هايروش يا و هاآن جمع آوري زمان

 نيز، كرده كسب جهان مختلف مناطق در هاقرن طي آنها

 تنوع پايش. است آورده وجود به را پرارزش هايگنجينه

 ژن هايبانك بوسيله ژنتيكي ذخاير اين از حفاظت و ژنتيكي
 انتخاب و بوده ها¬تنوع مبناي همه گزينش. گيردمي انجام

 بالا با كه است بديهي. باشد¬نوتيپي نيز نيازمند تنوع ميژ

 وسيع نيز انتخاب حدود جامعه يك در ژنتيكي تنوع رفتن
انتخاب براساس نشانگرهاي مولكولي يك  .دشو¬مي تر

اطلاعات ژنتيكي  روش سريع در برنامه اصلاحي بوده و
هاي اصلاحي  بدست آمده از نشانگرهاي مولكولي در برنامه

ايج اين بررسي حاكي از نت. كنند نقش مهمي را ايفا مي
هاي مورد بررسي اسفرزه  وجود تنوع بالا در يبن جمعيت

اسفرزه از مناطق  هاي اكوتيپبا توجه به اينكه . است
نها متفاوت مختلف جغرافيايي هستند و تركيبات اسانس آ

باشد  است، وجود تنوع ژنتيكي تاييد كننده اين مطلب مي
تنها به واسطه اثر  يها پيكه اختلافات فيتوشيميايي اكوت

باشد، بلكه توسط عوامل ژنتيكي هم كنترل  محيطي نمي
  .شوند مي
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Grouping and estimation of genetic diversity of different ecotypes 

of medicinal plant of Plantago psyllium using ISSR marker 
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Abstract 

The genetic variations of 17 ecotypes of sand plantain were evaluated by 12 ISSR 
markers and nine morphological traits. Analysis of variance showed high variability 
among studied cultivars. Cluster analysis could put 17 different ecotypes of sand 
plantain into the three groups using UPGMA method based on field data. The 
assessment of ecotypes based molecular markers showed that the 12 primers could be 
amplified 91 polymorphic bands, the maximum number (14) was produced by UBC814 
and primers UBC811, UBC813 and UBC817 with 13 bands were in the next steps 
respectively. The minimum band number (7) was produced by UBC824 and UBC876 
respectively. PIC value was varied from 0.27 to 0.44 and MI was 0.91 to 4.10. Cluster 
analysis using UPGMA based molecular markers, placed 39 ecotypes in the study in 
five groups, include 3, 9, 3, 1 and 1 ecotypes respectively. Grouping of ecotypes with 
molecular markers is moderate matched with classification of the ecotypes based 
morphological traits. 

Keywords: Sand plantain, Cluster analysis, Genetic diversity, Molecular marker, ISSR. 
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