
 

 اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران پژوهشي تحقيقات ژنتيك و-دو فصلنامه علمي

 )1394( 1- 12، صفحه 1 ، شماره23جلد 

  
  ) Salvia leriifolia( گياه دارويي نوروزك يها جمعيتارزيابي تنوع ژنتيكي برخي از 

  ISSRبا استفاده از نشانگر مولكولي 
  

  5زاده شفارودي سعيد ملك و 4، فاطمه سفيدكن3، محمد كافي*2ثانوي مدرسمحمد  ، سيد علي1منصوره احمدي
  دانشجوي دكتري، گروه زراعت، دانشگاه تربيت مدرس، تهران. 1
  نويسنده مسئول مكاتبات، استاد، گروه زراعت، دانشگاه تربيت مدرس، تهران. 2

  modaresa@modares.ac.ir: پست الكترونيك    

  استاد، گروه زراعت، دانشگاه فردوسي، مشهد. 3
  ها و مراتع كشور، تهران تحقيقات جنگلمؤسسه استاد، بخش تحقيقات گياهان دارويي، . 4
  نژادي گياهي، دانشگاه فردوسي، مشهد استاديار، گروه بيوتكنولوژي و به. 5

  13/02/1394: تاريخ پذيرش                                19/11/1393: تاريخ دريافت
  

  چكيده
. خراسان و سمنان است يها استان يبوم و انيچندساله از خانواده نعنائدولپه و  ياهيگ) Salvia leriifolia( نوروزك

 اهانيرا در زمره گ اهيگ نيا ت،يفيو علوفه با ك شهيدر برگ و ر ييدرصد روغن در مغز دانه، مواد مؤثره دارو 56وجود 
 جمعيت 10ژنوتيپ مربوط به  44اين تحقيق با هدف بررسي تنوع ژنتيكي  .دهد يقرار م يا علوفهو  ييدارو ،يبالقوه روغن

 13از . انجام شد ISSRهاي خراسان رضوي، خراسان جنوبي و سمنان با استفاده از نشانگر مولكولي  گياه نوروزك از استان
 834UBC يريقطعات تكث كه در بين آنها عنوان آغازگرهاي برتر انتخاب شدند آغازگر مورد استفاده، شش آغازگر به
تنوع ژنتيكي بالايي توسط آغازگرهاي برتر، آمده  دست به جيبر اساس نتا .داشترا  يبيشترين تعداد آلل و حداكثر چندشكل

هاي مربوط به  جمعيت، ها جمعيت يبند گروهبر اساس  .هاي نوروزك مورد بررسي وجود داشت جمعيتدرون و بين 
خوبي  به ISSR نشانگرچه اگر. گرفتندقرار اي  هاي جداگانه هودر گر و سمنانرضوي، خراسان جنوبي هاي خراسان  استان

هاي مختلف يك  و پراكنده بودن ژنوتيپاي  ها را آشكار كند، اما بر اساس نتايج تجزيه خوشه جمعيتتوانست تفاوت بين 
 فاصلهها با  جمعيتفواصل ژنتيكي بين توان نتيجه گرفت كه  طور كلي مي بهها،  جمعيتهاي ساير  در بين ژنوتيپ جمعيت

   .مطابقت نداشت نوروزكهاي طبيعي  رويشگاهجغرافيايي موجود در 
  
  .بندي مولكولي گروههاي ساده تكراري،  نشانگرهاي مولكولي، نواحي بين توالياي،  گونه تنوع درون :هاي كليدي واژه

  
  مقدمه

ــروزه اهم ــام ــانيگ تي ــيدارو اه ــب ا ي ــيو ط و  يران
 يا منطقه ،ياهداف مل شبرديآن در پ ياتيشناساندن نقش ح

 ييتحقق سلامت و نشاط جوامع، خودكفـا  يبرا يو جهان

 ،ييغـذا  تي ـامن ،ياشتغال، توسـعه اقتصـاد   جاديا ،ييدارو
بر  يجهان يو حضور فعال در بازارها يكيژنت ريحفظ ذخا

 ـ  .ستين دهيپوش يكس و اهميـت  از ارزش  يگياهـان داروي
ــ ــگير    يخاص ــان و پيش ــت و درم ــأمين بهداش از  يدر ت



  ...ارزيابي تنوع ژنتيكي برخي از                                                                                                                                                                  2

 Salvia ينوروزك با نام علم ـ. ها برخوردار هستند بيماري

leriifolia ان ي ـدولپه و چنـد سـاله از خـانواده نعنائ    ياهيگ
Lamiaceae ران ي ـ، تنهـا در ا اهين گيا يها ه شگايرو. است

، سـمنان و  ي، خراسان جنوبيخراسان رضو يها در استان
. )Rechinger, 1982( استاز كشور افغانستان  ييها بخش

 يهـا  نـام  مختلـف بـه   يهـا  شـگاه يران در روينوروزك در ا
خوانــده  يگــاو چبِلــه، چبِلَــك، چپلــه، جبلــه و دم يمحلــ

-56( از روغـن  يغن اريمنبع بس اهين گية امغز دان .شود يم
 يطبـاخ  ياست كه برا) درصد 30( نيو پروتئ) درصد 50

 ينوروزك حـاو  يها برگ. باشد يمطلوب م يخوار و خام
 دياس ـ يحـاو آن فسفر و آهن بوده و دانه و بـرگ   م،يكلس

خـوراك   خوش يها جزو علوفه ليدل نيهم به ،چرب است
 يحـاو اه ي ـن گي ـا يهـا  بـرگ  نيمچن ـه. شود يمحسوب م

و  يبهداشت ،ييمحصولات دارو ديدر تول كهاسانس هستند 
ــا يشــيآرا ــ يكاربرده ــه. دارد يعيوس ــايي در  ب ــل توان دلي

 160متــر و شــعاع  ســانتي 90گســتراندن ريشــه تــا عمــق 
 شيدر حفاظت از خاك در برابر فرسـا اين گياه متر،  سانتي

خـواص   ينوروزك داراهمچنين  .دارد يا ژهيو گاهيجا زين
هاي مختلفـي در   است و گزارش ياريارزشمند بس ييدارو

 يتمـام  .گيـاه وجـود دارد   ني ـارتباط با خـواص درمـاني ا  
 يها، بـذرها و حت ـ  ها، سرشاخه اعم از گل اهيگ يها قسمت

مـورد اسـتفاده قـرار     يـي منظـور مصـارف دارو   بـه  ها شهير
   .رنديگ يم

بندي ذخاير  از آنجا كه شناخت تنوع ژنتيكي و طبقه
هاي  توارثي، امري بنيادي براي طراحي موفق برنامه

مديريت حفظ و دن كر نژادي بوده و در آسان به
هاي ژنتيكي نقش بسزايي دارد،  نگهداري مجموعه

ضرورت پيدا  يكيتنوع ژنت يابيارز نهيمطالعه در زم
وجود تنوع  ).Dastmalchi et al., 2011( كند مي

ژنتيكي و تعيين روابط ژنتيكي مواد گياهي از نظر 
هاي  جمعيتانتخاب تركيب والديني مناسب براي توليد 

  ي اصلاحي مؤثر، پاسخ بهها برنامهمناسب، طراحي 
پذيري ژنتيكي  مدت و كاهش آسيب گزينش طولاني

 انواع .)Troyer et al., 1998( باشد مي حائز اهميت

 و بندي رده ژنتيك، علوم عرصه در نشانگرها از مختلفي
 چنداني تفاوت آنها كاربرد اصول. اند رفته كار به نژادي به
 خاص معايب و مزايا كدام هر ولي ندارد، يكديگر با

دهد  ينشان م جمعيتمطالعات در سطح . را دارند خود
ص تنوع يدر تشخ ياديز ييكارآ DNA ينشانگرهاكه 

را فراهم  يادين سطح دارند و اطلاعات زيدر ا
 است PCRبر  مبتني روش يك ISSR نشانگر. آورند يم

 را نزديك خويشاوندي با افراد هاي تفاوت تواند مي كه
 كه است شده ثابت و كند جدا يكديگر از سرعت به

 نگاري انگشت مطالعات در مفيدي مولكولي نشانگر
. است ژن گذاري نشان و فيلوژنتيكي هاي بررسي ژنومي،

 اساس بر شده طراحي منفرد آغازگر يك از تكنيك اين
 4 تا 2 با ،3′ يا 5′ انتهاي در كه ريزماهواره توالي

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

 از يكي كه RAPD مشابه مزايايي ISSR نشانگر
 نشانگر .دارد ،است مولكولي نشانگرهاي ترين هزينه كم

ISSR دماي و آغازگرها بلندتر نسبتاً طول علت به 
 تواند مي و است RAPD از تر اطمينان قابل بالاتر، اتصال

 گياهي پلاسم ژرم ارزيابي براي خصوصاً گسترده طور به
 نيا. )Wang et al., 2009( شود استفاده ژنتيكي تنوع و

 و كاربرد ناشناخته، يها ژنوم مطالعه در ژهيو به روش
 روش اين). Reddy et al., 2002( دارد ياديت زياهم

 با افراد ژنتيكي تركيب از آساني و سريع ارزيابي
 و سرعت علت به و دهد مي ارائه نزديك خويشاونداني

 تعداد ژنتيكي تنوع ارزيابي در تواند مي كار سهولت
). Wang et al., 2009( رود كار به گياهان از زيادي

 قيمت ارزان و كارآمد و اعتماد قابل آن نتايج همچنين
 نبودبا توجه به بنابراين ). Semagn et al., 2006( است

 بر روي ISSRگزارشي مبني بر كاربرد نشانگر مولكولي 
عنوان اولين  هاي نوروزك، پژوهش حاضر به جمعيت

تنوع بررسي و  ييشناسا زمينه و با هدفاين مطالعه در 
   .انجام شدنوروزك  يها جمعيت يكيژنت
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  ها مواد و روش
  مواد گياهي

 يهـا  جمعيتاز تازه  آوري نمونه برگ جمعمنظور  به
بهشـت  ي، اواسـط ارد DNAاسـتخراج   ا هدفنوروزك ب

ن ي ـا ياصـل  يهـا  شگاهيبه رو يبا مراجعه حضور 1391
 50ها داخـل فـالكون    نمونه .شدانجام  يريگ اه، نمونهيگ

 ـ  يخ نگهـدار ي ـدر  يتـر يل يليم ن زمـان  يشـدند و در اول
شـگاه  يگـراد در آزما  يدرجـه سـانت   - 20زر يممكن به فر

 .دندش ـمنتقـل  دانشـگاه فردوسـي مشـهد     يوتكنولوژيب
 يياي ـت، طول و عـرض جغراف ياطلاعات مربوط به موقع

منـاطق مـورد مطالعـه در    بـراي  ا ي ـو ارتفاع از سطح در
  .است ارائه شده 1جدول 

  
  استفادهمورد نوروزك  يها جمعيت يآور جمع محلمشخصات  -1 جدول

  ييايعرض جغراف  منطقه/ شهر  استان
  )هيقه، ثانيدرجه، دق(

  ييايطول جغراف
  )هيقه، ثانيدرجه، دق(

ا يارتفاع از سطح در
  )متر(

  1075  59° 99' 98" 36°27'95" يكوهسنگ-مشهد  يخراسان رضو
  1128  57° 20' 17" 36°30'63" ستگاه آبخوانيا-سبزوار  يخراسان رضو
  1122  57° 85' 50" 35°32'95" برجكيروستا-بردسكن  يخراسان رضو
  1396  58° 56' 92" 35°31'03" قوچ پلنگيروستا-كاشمر  يخراسان رضو
  1328  58° 23' 18" 34°50'08" بجستان  يخراسان رضو
  1276  58° 38' 89" 34°50'24" يروزيخارفيروستا-يهلال  يخراسان رضو
  1381  58° 31' 44" 34°48'65" رودگز-بجستان  يخراسان رضو
  1540  58° 13' 09" 34°21'94" كلاته خوار-فردوس  يخراسان جنوب
  990  57° 34' 35" 35°18'97" درونه  يخراسان رضو
  1325  56° 88' 63" 35°36'07" گرماب  سمنان

  
  DNAاستخراج 

 10نمونه متعلق به  44از  ژنومي DNAاستخراج 
جوان نوروزك و هاي تازه و  استفاده از برگ، با جمعيت

با اندكي  )CTAB)Doyle & Doyle, 1987 كمك روش  به
استخراج شده  DNAكيفيت و كميت . انجام شدتغييرات 

ژل آگارز با با استفاده از دستگاه نانودراپ و الكتروفورز 
  .يك درصد تعيين شد

  
   DNAتكثير قطعات

در دستگاه  )PCR( مرازيپل يا رهيواكنش زنج
واكنش  طيشرا يساز نهيبه يبرا. انجام شد كلريترموسا

مختلف هر كدام  يها غلظت ،يريتكرارپذ شيمنظور افزا به
الگو مورد   DNAواكنش، مقدار آغازگر و  باتياز ترك

 ييبا حجم نها PCRمخلوط  هيته يبرا .قرار گرفت يابيارز
 ژنومي  DNAميكروليتر  1مقدار  به هيمواد اول تر،يكروليم 25

lµ/ng 100 ،2  آغازگرميكروليتر lµ /Pmol10 ،5/2 
، dNTPs mM10ميكروليتر  PCR x10 ،5/0 بافرميكروليتر 

 پليمراز  Taq ميكروليتر Mg Cl2 mM25 ،3/0ميكروليتر  1
lµ/unit 5  با هم ميكروليتر آب مقطر استريل  7/17و

 Li et( آغازگر استفاده شد 13از  همچنين .مخلوط شدند

al., 2008( شده است ارائه 2در جدول  شانمشخصات كه. 
 يساز مرحله واسرشتصورت  مورد استفاده به ييدما برنامه
 5و مدت زمان  گراد يدرجه سانت 94 يدمادر  يمقدمات

 گراد يدرجه سانت 94 يدمابا  يساز مرحله واسرشتقه، يدق
 با توجه ن مرحلهيا يدما كه مرحله اتصال، هيثان 55مدت  به
ر بود، يمتغ گراد يدرجه سانت 2/60تا  4/41 از نوع آغازگر به
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 گراد يدرجه سانت 72مرحله بسط دما ، هيثان 45مدت  به
در ها  بسط رشته ليتكم اي ييبسط نهاو  قهيدق 2مدت  به
تعداد  .بود قهيدق 5مدت  به گراد يدرجه سانت 72 يدما

ميكروليتر  5سپس  .مرتبه بود 35ز ين 4تا  2مراحل  چرخه
 x 5/0 TAEدرصد حاوي  2روي ژل آگارز  PCRمحصول 

گرم  ميلي 100ميكروليتر به ازاي  GreenViwer )10و رنگ 
هر  يبه ازا( ولت 100بارگذاري و با اختلاف پتانسيل ) ژل
 2مدت  به )ولت 7متر فاصله دو الكترود تانك،  يسانت

ها  داك از ژل با استفاده از ژلبعد الكتروفورز و ساعت 
   .برداري شد عكس

  
  نوروزك يها جمعيت يكيتنوع ژنت يمورد استفاده در بررس ISSR يمشخصات آغازگرها -2جدول 

  )5 →́  3 ́( يتوال  فيموت  آغازگرنام   فيرد
  نه شده ياتصال به يدما
  )گراد يدرجه سانت(

1 807UBC  (AG)8T AGAGAGAGAGAGAGAGT 5/42  
2 808UBC  (AG)8C AGAGAGAGAGAGAGAGC  8/46  
3 810UBC  (GA)8T GAGAGAGAGAGAGAGAT 9/42  
4 811UBC  (GA)8C GAGAGAGAGAGAGAGAC 3/43  
5 812UBC  (GA)8A GAGAGAGAGAGAGAGAA 4/44  
6 814UBC  (CT)8A CTCTCTCTCTCTCTCTA 4/41  
7 815UBC  (CT)8G CTCTCTCTCTCTCTCTG 45  
8 834UBC  (AG)8YT AGAGAGAGAGAGAGAGYT 8/49  
9 840UBC  (GA)8YT GAGAGAGAGAGAGAGAYT 9/52  
10 841UBC  (GA)8YC GAGAGAGAGAGAGAGAYC 7/45  
11 855UBC  (AC)8YT ACACACACACACACACYT 2/60  
12 864UBC  (ATG)6 ATGATGATGATGATGATG  3/51  
13 868UBC  (GAA)6 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 8/47  

 
  ها آوري داده جمع

كه  ييالكتروفورز حاصل از آغازگرها يها ر ژليتصو
كرده بودند، با توليد چندشكل با وضوح مناسب  يباندها

و  Total Lab Tl 120 v. 2009افزار  نرماستفاده از 
ا عدم يسپس به حضور . شد هيتجز دستي صورت به

ك باند در هر نمونه، با استفاده از اعداد صفر و يحضور 
 NTeditافزار  ت با استفاده از نرميو در نها يازدهيك امتي

v1.07c ها با  نمونه يكيشباهت ژنت. ل شديس تبديماتر  به
، روش NTSYSpc v2.02افزار  استفاده از نرم

SIMQUAL  ب تشابه يضروJaccard  با و  شدمحاسبه
مورد وگرام ردند، UPGMAاي به روش  تجزيه خوشه

با كمك  .گرديدها حاصل  بندي نمونه استفاده در دسته
به دو روش جاكارد ب عدم تشابه يضر DARwinافزار  نرم
 يها تميس با الگوريس محاسبه و دندروگرام هر ماتريو دا

UPGMA ،Complete linkage ،Single وWPGMA  
ك آنها محاسبه و روش يكوفنتب يسپس ضرا. م شديترس

ن يهمچن. ن شدييتع س و دندروگرام مناسبيمحاسبه ماتر
 با استفاده از) AMOVA( يانس مولكوليوار تجزيه
 ISSR اينكه  با توجه به. شدانجام  GenAlEx 6.1افزار  نرم

اطلاعات ميزان شود،  يغالب محسوب م يجزو نشانگرها
 )1( استفاده از معادلهاز آغازگرها با  يكهر چندشكلي 

  ). Hourai & Ferchichi, 2008( محاسبه شدزير 
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  PIC = 1-p2-q2)                       1( معادله
 يفراوان qباند و وجود  يانگر فراوانيب pن معادله يدر ا

   .فقدان باند بود
  

  نتايج 
، نتايج حاصل از يالكتروفورزتصاوير با ارزيابي اوليه 

باند چند شكل با وضوح كافي شامل  آغازگرهاي فاقد
807UBC، 811UBC، 812UBC، 814UBC، 840UBC، 
841UBC  855وUBC از ادامه بررسي حذف شدند .
آغازگر مورد مطالعه، شش  زدهيس انياز م گريعبارت د به

 يند و چندشكلكرد ريتكث يخوب الگو را به  DNAآغازگر، 
  ). 3 جدول( را نشان دادند يمطلوب
  

  اطلاعات يد شده، درصد و محتوايتول يها ها، تعداد آلل آلل يدامنه اندازه مولكول -3جدول 
  منتخب ISSR يآغازگرها يچندشكل

  آغازگرنام 
  اتصال يدما

  )گراد يسانت  درجه(
  ها تعداد آلل

 يباندها يتعداد و فراوان
  چندشكل

اطلاعات  يمحتوا
  يچندشكل

 يها دامنه اندازه آلل
  مشاهده شده

  )ديجفت نوكلئوت(
808UBC 8/46 15 10%)66( 46/0 1700 -100  
810UBC  9/42 17 12%)70( 40/0 1500 -200  
815UBC  45  13 9%)69( 46/0 1500 -200  
834UBC  8/49 21 20%)95( 49/0 2600 -100  
864UBC  3/51 18 10%)55( 46/0 2000 -300  
868UBC  8/47 17 12%)70( 45/0 2500 -200  
  100- 2600  40/0 - 49/0 55%-95% 13-21    راتييبازه تغ

  ---  45/0 )71(%16/12 83/16    نيانگيم
  

  
  )ب( 864UBCو ) الف( 815UBC يهاآغازگرنمونه نوروزك مربوط به  44 در ISSRنشانگر  يباند يلگوا - 1شكل 
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 يازدهيقابل امت نوار 101برتر در مجموع  يآغازگرها
 100-2600كردند كه اندازه آنها در محدوده  يجادا

مختلف  يدر آغازگرها يدرصد چند شكل. باز بود جفت
درصد  95شده  يجادا يحداكثر چندشكل. متفاوت بود

و حداقل  8YT(AG)با فرمول  834UBCمربوط به آغازگر 
با  864UBCدرصد بود كه مربوط به آغازگر  55آن 

 يجادا يچندشكل ينو كمتر يشترينب. بود 6(ATG) فرمول
و با  يتكرار يدبا دونوكلئوت يآغازگرهادر  يبترت شده به

حاصل از  يباند يالگو. مشاهده شد يتكرار يدنوكلئوت سه
نشان داده  1  در شكل 864UBCو  815UBC هايآغازگر

  .استشده 
 يمحتواشده و  ييشناسا يها علاوه بر تعداد آلل

هر  ياطلاعات چندشكل زانيم) PIC( چندشكل اطلاعات
آمده  3 آن در جدول جيكه نتا شدمحاسبه  زيآغازگر ن

 834UBCمربوط به آغازگر  PICمقدار  نيشتريب. است
 810UBCآن مربوط به آغازگر  نيو كمتر 49/0برابر 

با توجه به اينكه در پژوهش حاضر . بود 4/0معادل 

 يبيشترين تعداد آلل و حداكثر چندشكل 834UBCآغازگر 
و بر اساس اينكه تعداد ) 3جدول ( كرد جاديرا ا PICو 
را براي تخمين   بودن آن هاي هر مكان ژني، مناسب آلل

 Haji( دهد مي نشان جمعيتتنوع و پراكندگي ژنتيكي يك 

et al., 2011( ، 834توان آغازگر  ميبنابراينUBC  را
 يبراي مطالعات بعد ISSRترين آغازگر  عنوان مناسب هب

 .نوروزك پيشنهاد كرد يها جمعيت يكيتنوع ژنت نهيدر زم
 استفاده با نيز جغرافيايي هاي جمعيت بين ژنتيكي شباهت

 PopGen 32افزار  كمك نرم و به Jaccard تشابه ضريب از
 بين تشابه ژنتيكي بيشترين آن اساس بر كه شد محاسبه

با درونه و  بردسكن از شده آوري جمع يها     جمعيت
 يكين فاصله ژنتيشترين بيهمچن. بود 94/0ب تشابه يضر

ب تشابه يبا ضر هلاليو  بردسكن يها جمعيتمربوط به 
 تشابه ماتريس اساس بر نيز ها نمونه بندي گروه. بود 75/0

افزار  با استفاده از نرمUPGMA روش  و آمده دست به
NTSYSpc v2.02 از حاصل وگرامردند كه شد انجام 

   .است آمده 2شكل  در آن اي خوشه تجزيه
  

  
افزار  نوروزك با استفاده از نرم جمعيت 10 مربوط به نمونه 44 يكيبط ژنتحاصل از روا يها وگرام و گروهردند - 2شكل

NTSYSpc v2.02  بر اساس روشUPGMA ب تشابه يو ضرJaccard حاصل از  يها داده يرو  
  مورد استفاده ISSR برتر آغازگرشش 
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آمده از  دست به ب عدم تشابهياضر ن بر اساسيهمچن
س و جاكارد، ي، در هر دو روش داDARwinافزار  نرم

كاشمر و  يها جمعيتن يب عدم تشابه بين ضريكمتر
 يها جمعيتن يب بين ضرين مقدار ايشتريو بسبزوار 

ن ين بهترييمنظور تع به .بجستان و بردسكن وجود داشت
 يها داده يس و دندروگرام مناسب برايروش محاسبه ماتر

ب ياه نوروزك، ضريدر گ ISSRحاصل از نشانگر 
آمده  دست به س عدم تشابهين ماتريبك يكوفنت يهمبستگ

حاصل از  يها دندروگرامس و جاكارد با يروش دادو از 

ج نشان ينتا). 4جدول (محاسبه شد مختلف  يها تميالگور
س عدم ي، ماتريمورد بررس يها تميداد كه در همه الگور

با  يشتريتشابه مربوط به روش جاكارد مطابقت ب
ب ين مقدار ضريشتريبكه  طوري به. دندروگرام داشت

تم يجاكارد و الگور روش مربوط به) r=9/0(ك يكوفنت
UPGMA آمده  دست به جين بر اساس نتايبنابرا. بود

س عدم تشابه روش جاكارد، و ين روش محاسبه ماتريبهتر
رسم دندروگرام، روش  يتم براين الگوريتر مناسب

UPGMA بود.  
  
  

  مختلف يها تميجاكارد در الگورس و يك دو روش دايكوفنت يب همبستگيسه ضرايمقا -4 جدول
  تميالگور  روش

UPGMAComplete linkageSingleWPGMA  
  86/0 86/0 84/0 89/0  سيدا

  87/0 87/0 85/0 9/0  جاكارد
  

  

  
    PopGen 32افزار  نوروزك با استفاده از نرم جمعيت 10نمونه مربوط به  44 يا ه خوشهيتجز -3شكل

  UPGMAبه روش ) Nei( ين يكيبر اساس فاصله ژنت
  

 هـاي  اغلـب ژنوتيـپ   ،يا خوشهاساس نتايج تجزيه  بر
ــه ــه  جمعيــتيــك   مربــوط ب ــين   ب ــده در ب صــورت پراكن

قـرار  . قرار گرفتنـد  ها جمعيتساير   هاي مربوط به ژنوتيپ
تنـوع   هدهنـد  نشـان هاي مجـزا،   در گروهها  گرفتن ژنوتيپ

هـا و شـباهت ژنتيكـي بـين      جمعيتژنتيكي بالا در درون 

ــت ــا  جمعي ــوده ــا .ب ــهتجز يجنت ــاوار ي ــوي  لينس مولك
 نتيكـي تنـوع ژ  نيـز ) 5جـدول  ( سيمورد برر هاي جمعيت

تأييـد  هـا را   جمعيت بينها و شباهت  جمعيتدرون  يبالا
  .درك 
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  نوروزك جمعيت 10نمونه مربوط به  AMOVA (44( يانس مولكوليه واريتجز -5 جدول
  دار يسطح معن  انسيدرصد وار  ن مربعاتيانگيم مجموع مربعات يدرجه آزاد  رييمنبع تغ

  01/0** 16 957/27 6/251  9  ها جمعيتنيب
درون
 هاجمعيت

34  55/525 457/15 84   

    100  15/777  43 كل
  %1دار در سطح  ياختلاف معن: **            

  
هاي بجستان، هلالي و  جمعيت  هاي مربوط به ژنوتيپ

 قرابترودگز در كنار هم قرار گرفتند كه اين مسئله بيانگر 
 .باشد مي ها جمعيتهاي مربوط به اين  ژنتيكي در ژنوتيپ

 گرماب از استان سمنان جمعيتچهار ژنوتيپ مربوط به 
و در بين در دو گروه منفك از يكديگر  به طور مساوينيز 

 .قرار گرفتندهاي استان خراسان رضوي و جنوبي  جمعيت
و  )گرماب جمعيت( استان سمنان هاي مربوط به جمعيت

طور جداگانه نسبت به  به) فردوس( استان خراسان جنوبي
بندي  گروهاستان خراسان رضوي  هاي مربوط به جمعيت
 ييايجغراف يمحدوده پراكندگبا بندي  كه اين گروه شدند
اگرچه ماركر مولكولي  .ها انطباق بيشتري داشت نمونه
ISSR بين  وجود تنوع ژنتيكيخوبي توانست  به

اما در تفكيك  را آشكار كند، ي نوروزكها جمعيت
بر اساس نتايج . ها از يكديگر كاملاً موفق نبود جمعيت

هاي مختلف يك  اي و پراكنده بودن ژنوتيپ تجزيه خوشه
، )2شكل ( ها جمعيتهاي ساير  در بين ژنوتيپ جمعيت

ها  جمعيتتوان نتيجه گرفت كه فواصل ژنتيكي بين  مينيز 
هاي طبيعي  رويشگاهجغرافيايي موجود در  فاصلهبا 

  .نوروزك مطابقت نداشت
  
  بحث

هـاي   جمعيـت كـي برخـي از   در اين تحقيق تنـوع ژنتي 
 ISSRبومي گياه دارويي نـوروزك بـا اسـتفاده از نشـانگر     

بردن بـه سـاختار    پيكه  طوري به. مورد بررسي قرار گرفت
مديريت پايدار حيـات   هاي گياهي براي تنوع ژنتيكي گونه

طبيعي از اهميت بالايي  هاي خصوص در اكوسيستم هآنها ب
از  يكـــي). White et al., 2007( برخـــوردار اســـت

موجودات زنـده   يكه در مطالعات تنوع ژنتيك يينشانگرها
 ISSR نشـانگر . است ISSRو گياهان كاربرد دارد، نشانگر 

موجـود و   DNAاست كه قطعـه   PCRبر  يمبتن ينشانگر
ماهواره را كه در جهت مخالف هم  زيقابل تكثير بين دو ر

 ,Terzopoulos & Bebeli( كنـد  يقـرار دارنـد، تكثيـر م ـ   

 كي ـارزش  انگري ـب PIC د گفـت كـه  ي ـبابنابراين  ).2008
ــرا ــدر  يچندشــكل صيتشــخ ينشــانگر ب ــت كي  جمعي

شده و نحوه  ييشناسا يها بر اساس تعداد آللكه  باشد، يم
و در حال حاضر  دشو ميمحاسبه  جمعيتپراكنش آنها در 

نشـانگرها شـناخته    يابيآماره ارزش ـ نيعنوان پركاربردتر به
 يآغازگرهـا  PIC نيانگي ـم). Nagy et al., 2012( شود يم

 نكـه يا  بود كه با توجه به 45/0مطالعه  نيمورد آزمون در ا
 Nagy et( اسـت  5/0غالـب   يدر نشانگرها PICحداكثر 

al., 2012( ،يكه مجموعه آغازگرها داشتاز آن  حكايت 
مورد  يها جمعيتدر ژنوم  يمناسب يانتخاب شده پراكندگ

) 2007( و همكـاران  Naghaviدر ضـمن   .داشـتند  يبررس
د مطالعـه شـباهت   هـاي مـور   چه نمونهاظهار داشتند كه هر
تـري   هم داشته باشند، نشانگرهاي قـوي  ژنتيكي بيشتري به

با . مورد نياز خواهد بودبراي تشخيص چندشكلي در آنها 
بـا   834UBCآغـازگر  اينكـه در مطالعـه حاضـر      توجه به
بــالايي را ايجــاد توانســت چندشــكلي  8YT(AG)فرمــول 

آغـازگر  تـوان نتيجـه گرفـت كـه ايـن       مي رو ، از ايننمايد
سـاير آغازگرهـا در تعيـين تنـوع      توانايي بالاتري نسبت به

در  PIC از طرف ديگر دامنه. ژنتيكي در گياه نوروزك دارد
بـود كـه    49/0تا  4/0بين مورد استفاده، آغازگر برتر شش 
 بالاي ايـن آغازگرهـا  دهنده انتخاب صحيح و كارايي  نشان
درصد باندهاي چندشكل اينكه    با توجه بهطوركلي،  به .بود
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دهـد،   ميهر تغيير محيطي نشان    سازگاري پاييني نسبت به
تعيـين مقـدار تنـوع و    عنـوان شاخصـي بـراي     تواند به مي

 .)Hao et al., 2006( در نظر گرفته شودفرسايش ژنتيكي 
 ,Nei( مبناي ضريب ني برماتريس تشابه ژنتيكي  اساس بر

 آمـد،  دسـت  بـه  PopGene 32 افـزار  توسط نرم كه )1972
 از شده آوري جمعي ها     جمعيت بين تشابه ژنتيكي بيشترين

كه اين تشـابه   بود 94/0ب تشابه يبا ضر درونهو  بردسكن
چـه   اگـر  .كم بين آنهـا انطبـاق داشـت   با فاصله جغرافيايي 

ژنتيكـي  خوبي توانسـت تفـاوت    به ISSRماركر مولكولي 
ها را آشكار كند، اما بر اسـاس نتـايج تجزيـه     جمعيتبين 

هــاي مختلــف يــك  اي و پراكنــده بــودن ژنوتيــپ خوشــه
طور كلـي   ها، به جمعيتهاي ساير  در بين ژنوتيپ جمعيت

ها بـا   جمعيتتوان نتيجه گرفت كه فواصل ژنتيكي بين  مي
 آنهـا طبيعـي   هـاي  رويشـگاه جغرافيايي موجـود در   فاصله

ز تنـوع  ين يانس مولكوليوار تجزيهج ينتا. مطابقت نداشت
 ـ  يك ـيهـا و تنـوع ژنت   جمعيتدرون  يبالا يكيژنت ن يكـم ب

بـين  كـم   ژنتيكـي  تفـاوت البتـه  . ها را اثبات كـرد  جمعيت
واند ناشـي  ت مي ها و قرار گرفتن آنها در يك گروه جمعيت

يكسـان،  جغرافيـايي   از نزديك بودن زمان پيـدايش، مبـدأ  
احتمـالي، اشـتقاق    هـاي  هاي ژنتيكي و خويشاوندي قرابت

 Hartl( مشترك باشد ها از يكديگر و داشتن اجداد جمعيت

& Clarck, 1994(.  نتـايجي مشـابه     ديگري نيز بهمحققان
. اين پژوهش دسـت پيـدا كردنـد   آمده در  دست به با نتايج

تنـوع  ) 2009(و همكـاران   Ehteshamniaعنـوان مثـال    به
طبيعي گردوي ايراني  جمعيت 5ژنوتيپ از  96ژنتيكي در 

مكان ژني ريزماهواره  11در استان گلستان را با استفاده از 
آمـده   دسـت  بـه  بر اسـاس نتـايج  . مورد بررسي قرار دادند

هـاي مولكـولي بـا     ها با اسـتفاده از داده  جمعيتبندي  دسته
انطبـاق پيـدا   جغرافيـايي   بندي آنها براساس موقعيت دسته
همبسـتگي بـين فواصـل     ندار نبـود  معنـي بنـابراين  . نكرد

دهنـده   ها و فواصل ژنتيكي آنهـا نشـان   جمعيتجغرافيايي 
هاي جدا از هم از طريق  جمعيتوجود ارتباط ژنتيكي بين 

ــت  ــي اس ــان ژن ــه  ).Alikhani et al., 2014( جري البت
با منشأ جغرافيـايي   گياه جو هاي بومي گرفتن ژنوتيپنقرار

پـراكنش جغرافيـايي وسـيع آنهـا و      با مشترك در كنار هم 
نيروهاي تكاملي بـر سـاختار ژنتيكـي آنهـا      تأثير همچنين 
ك يــدر  .)Abdollahi-Sisi et al., 2012(اســت مــرتبط 
 يتنـوع ژنتيك ـ ) 2014( و همكـاران  Mohammadi مطالعه

ــا اســتفاده از را  Aegilops cylindrica جمعيــت 13  17ب
آمده  دست به بر اساس نتايج. دندكر بررسي ISSRآغازگر 

  بـه  هي ـو تجز يا خوشـه  يبنـد  گروه يها روشتوسط آنها 
طور كامل از هم  ها را به جمعيتنتوانست  ياصل هاي مؤلفه

و تنـوع   يبـين تنـوع مولكـول    ارتبـاط  تفكيك كند و عـدم 
 يبـالا  يژنتيك ـ دهنده تنوع را نشان داد كه نشان ييجغرافيا

بندي با منشأ  عدم مطابقت الگوي گروه .بودها  جمعيت نيا
توانـد دو دليـل داشـته     ، مييا خوشهجغرافيايي در تجزيه 

باشد، دليل اول كافي نبودن تعداد نشانگرهاي استفاده شده 
هـا، و عامـل دوم    و در نتيجه عدم پوشش تمـامي ژنوتيـپ  

سـم پـس از   پلا هـا در ژرم  شدگي سري مضاعف وجود يك
مـدت و اسـتفاده مجـدد، كـه باعـث بـروز        ذخيره طولاني

هـاي   يكسري اشتباهات و در نتيجه عدم تفكيـك ژنوتيـپ  
البتـه  ). Chen et al., 2012( شـود  يكسان از يكـديگر مـي  

نيز انطباق فواصل ژنتيكي بـا فواصـل     ها پژوهشبرخي از 
ــايي را اثبــات كرد ــدجغرافي ــه .ن ــال ب ــوان مث و  Karimi عن

تنــوع و سـاختار ژنتيكــي   يدر پژوهش ـ) 2009( همكـاران 
ژنوتيـپ در اسـتان    82گـردو مشـتمل بـر     جمعيـت چهار 

. كردنـد  بررسـي  ISSRنشـانگر   11با استفاده از را همدان 
هـا بـا اسـتفاده از     جمعيـت  بنـدي  دستهنشان دادند كه آنان 
آنهـا بـر اسـاس موقعيـت      يبند مولكولي با دسته يها داده

ــايي انط ــدا كــردجغرافي ــاق پي ــ .ب  و Shuorvazdi نيهمچن
 پي ـژنوت 551 يك ـيتنـوع و سـاختار ژنت  ) 2014( همكاران

 ني ـو لا يرقم تجار 21مختلف و  يجو از كشورها يبوم
 زمـاهواره يجفـت آغـازگر ر   41 با اسـتفاده از را  ياصلاح

بـا اسـتفاده از    يا خوشـه  هي ـتجز .دادند قرار يابيمورد ارز
ــور ــر و Minimum Evolutionم تيالگ ــله بيض   فاص

P-distance كـه   كـرد  منتسـب  گـروه  سـه   به را ها پيژنوت
هـا   پي ـژنوت يياي ـجغراف منـاطق  بـا  يحـدود  تـا  يبند گروه

منظـور   بـه ك ي ـب كوفنتين مقدار ضـر ييتع .داشت مطابقت
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س و دندروگرام مناسـب  ين روش محاسبه ماترين بهترييتع
 اه نـوروزك، ي ـدر گ ISSRحاصل از نشانگر  يها داده يبرا

) r=9/0(ك ي ـب كوفنتين مقـدار ضـر  يشـتر ينشان داد كه ب
ــور  ــارد و الگ ــه روش جاك ــوط ب ــود UPGMAتم يمرب . ب

ن روش محاسبه يآمده بهتر دست به جين بر اساس نتايبنابرا
تم ين الگوريتر روش جاكارد و مناسب ،س عدم تشابهيماتر
   .بود UPGMAرسم دندروگرام، روش  يبرا

هاي  ويژگي  با توجه به، ذكر است  لازم بهت يدر نها
درون  يبالا يكيو تنوع ژنت خاص گياه نورزك

در محل براي  حفاظتدر درجه اول ، آن يها جمعيت
از طرف . شود مي گونه توصيه حفظ ذخاير ژنتيكي اين

ان يمصرف آجيلي دانه نوروزك توسط بومز يگر نيد
هاي  ف برگيتعل ،ها مانند ملخ يهجوم آفات خطر ،منطقه
را  ارزشمنداه ين گيا ،و كندرشدبودن  ها توسط دامگياه 

جلب  نيهمچن. در معرض خطر انقراض قرار داده است
جوان براي مطالعه خصوصيات محققان شدن توجه 

اين گياه نيز سبب شده است كه ... دارويي، روغني و 
آوري از  اين گياه بيش از پيش در معرض جمعبذرهاي 

هر  مذكور لزوم توجه موارد. طبيعت قرار داشته باشد
خارج از  ينگهدار و ربط به حفظيذمسئولان  شتريچه ب

. كند اثبات ميز يناه ارزشمند را ين گير ايو تكثمحل 
حفاظت در صورتي كه اقدامات لازم در زمينه بنابراين 

براي اين گونه  پلاسم   خارج از محل و ايجاد بانك ژرم
انجام نشود، هاي مختلف  جمعيت بذرهايبا استفاده از 

ن نعمت يا يك شاهد نابودينده نزديمتأسفانه در آ
نكه گزارش يبا توجه به ادر آخر  .م بوديخواه يخداد

 يدر بررس ISSR ن گزارش از كاربرد نشانگريحاضر اول
ران است، ينوروزك در ا يها جمعيت يتنوع و پراكندگ

متشكل از  يجمعيت يها رو يتوان با امتداد بررس يم
 ينوروزك و با استفاده از آغازگرها يها جمعيت يتمام

 يا متشكل از قطعات تكراريد يجد يها يشتر با تواليب
ب يا با تركي ق وين تحقيج ايانتخاب شده بر اساس نتا

 يتر اشباع ينشانگر يالگو  منتخب، به يآغازگرها
جاد بانك يابراي  و با استفاده از آنها دا كرديدست پ

اه ارزشمند و در معرض يگ نياحفظ ور منظ به يكيژنت
 هاي بومي نوروزك آوري جمعيت اقدام به جمع انقراض
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Abstract 
    Nowruzak (Salvia leriifolia) is a dicotyledonous and perennial plant from Lamiaceae family, 
which is grown in Khorasan and Semnan provinces of Iran. About 56 percent oil in kernel, 
essence, and secondary metabolites in its roots and shoots, and its qualitative forage make it 
suitable as a potential oil seed, medicinal and forage crop. This study was conducted to 
investigate genetic diversity of 44 genotypes taken from 10 populations of Nowruzak from 
Khorasan Razavi, South Khorasan and Semnan provinces. We used 13 Primers of Inter Simple 
Sequence Repeat markers, of which 6 primers were selected as the best primers. The most 
polymorphic alleles and PIC created by UBC834 with formula (AG)8YT. Results showed that 
there was high genetic diversity within and between the studied plant populations. According to 
the results of grouping of the populations, they were classified in separate groups. However, 
ISSR markers could reveal differences between the populations, but the results of cluster 
analysis of the different populations illustrated that the genetic distances between the 
populations of Nowruzak were not matched with their geographic distances.  
 
Keywords: Intra-species diversity, molecular markers, ISSR, molecular grouping. 

 
  


