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 دهكيچ

با  A. wilhelmsii وA. vermicularis  ايران شاملهاي دو گونه بومادران اكسشن 16 كييق، تنوع ژنتين تحقير اد
 انتخاب شد، نگاريانگشتآغازگر كه براي  ششمورد بررسي قرار گرفت. از مجموع  ISSR آغازگر هفتاستفاده از 

ارد با ب تشابه جاكيه كلاستر بر مبناي ضريبر اساس تجز .بودند چند شكل هاآنبدست آمد كه اكثر  باند 46
در  گونههر  هايژنوتيپ بنديدستهن يا در شدند. بنديدستهگروه  دوها به پيژنوتUPGMA تم ياستفاده از الگور

ش ين آزمايكرد. هدف از ا تأييدتجزيه به مختصات اصلي نتايج تجزيه كلاستر را ك گروه جداگانه قرار گرفتند. ي
ش ين آزمايج اينتا طوركليبهبود.  ISSRتنوع ژنتيكي بين و درون دو گونه بومادران با استفاده از ماركر  بررسي

  .بودبومادران  بين و درون اين دو گونهكي يحاكي از تنوع بالاي ژنت
  تجزيه به مختصات اصلي، تجزيه كلاستر، A. vermicularis، A. wilhelmsii ،ISSR كلمات كليدي:

 
  مقدمه

يخ بوده و هاي مختلف در طول تارترين گياهان دارويي مورد مصرف توسط جوامع و تمدنبومادران از قديمي
خواص متعدد  يلبه دلمادران رويد. بوصورت وحشي ميبهپراكندگي وسيعي در جهان دارد. اين گياه در برخي نقاط كشور 

سيا آوپا و غرب ومي اربدارويي، آرايشي و بهداشتي و غذايي از گياهان دارويي بسيار مهم در سطح دنيا بوده است. اين گياه 
  ).1997 ،يگيدبي(اماست 

بومادران سبب  كردهدمز دارنــد. اســتفاده ا يــيت دارويبومــادران خاصــ هايبرگو  يشـير رويك، پهاگل
 هاجمعيتتيكي بين افراد يا اطلاع از فاصله ژن .شودميسه صفرا كي هاينارسايي يـز سـبب مـداوايو ن فشارخوناهش ك

از  مؤثر گيرينمونهرثي و پارامترهاي مهم در سازماندهي ذخاير توا ازجمله موردنظر هايگونهو آگاهي از روابط خويشاوندي 
  ). 2002مكاران، ه(شارما و  شودميمحسوب  اصلاحي هايبرنامهبهتر از تنوع در  برداريبهرهها و ژنوتيپ

 ايگونهبينطح درون و سدر دو  گياهي هايتودهجهت آشكارسازي تنوع و روابط ژنتيكي  مولكولي هايروشاستفاده از 
  .از كارايي بالايي برخوردار است

دارويي آن،  هاينهگوو ضرورت حفاظت و نگهداري  مختلف جنس بومادران هايگونهدر اين مطالعه با توجه به اهميت 
ي بين ژنتيك ، با هدف مطالعه روابط A. wilhelmsii وA. vermicularis دو گونه بومادران شامل ژنتيكي  بررسي تنوع

  .ه صورت گرفته استع وابستمتناسب با نياز صناي هايرقمتوليد  سازي و اصلاح، اهلي منظوربهمختلف آن  هايجمعيت
 

  هامواد و روش
 و مراتع تهيه گرديد هاجنگلاز بانك ژن موسسه  A. wilhelmsii وA. vermicularis شانزده اكسشن از دو گونه 

پس از ثبت گيري انجام شد. نمونه هاآنتازه  هايبرگاز  cm10و در مرحله  شدهكشتدر گلخانه  هانمونه). 1-(جدول
ها تا جداگانه در كاغذ آلومينيوم پيچيده شده و توسط نيتروژن مايع منجمد گرديدند. نمونه طوربههاي برگي مشخصات ، نمونه

هاي برگي با روش موري از نمونه DNAاستخراج  گراد نگهداري شدند.درجه سانتي -80در فريزر  DNAزمان استخراج 
 DNAت يفكيت و يمكدرصد انجام گرفت.  CTAB (2متيل آمونيوم برومايد ( ترياستيل) با استفاده از هگزا 1980تامسون (

 يبرا قرار گرفتند. يمورد بررس %1ژل آگارز  يتروفروز افقي روكو ال يتروفتومتركاستخراج شده با استفاده از دو روش اسپ
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(فرج پور و  بودند استفاده شدمورفيسم خوبي نشان داده كه در مطالعات گذشته پلي ISSRآغازگر  7ش تعداد يانجام آزما
  . )2012همكاران، 

  آمده است. 3و  2در جداول  يببه ترتو شرايط تكثير جزاي واكنش زنجيرهاي پليمراز ا
  اطلاعات مربوط به شش پرايمر استفاده شده در اين تحقيق. 1-جدول 

MI PIC 
درصد پلي
  مورفيسم

تعداد باند پلي
  مورفيسم

تعداد كل 
  باندها

حرارت درجه 
  پرايمر  توالي  آنيلينگ

51/3  39/0  82 9 11  51 (CA)8-GT ISSR1 
68/1  42/0  57 4 7 35  (GA)8-G ISSR2 
8/2  40/0  87 7 8 51 (GT)8-C ISSR3 
38/1  46/0  50 3 6 51 (AC)8-TG ISSR4 
05/1  21/0  71 5 7 50 (GATA)5 ISSR5 
46/2  41/0  86 6 7 51 (TCT)6 ISSR6 
  كل   46 34   
  16/72  67/5  67/7   ميانگين   

  
  آر يس يبراي تهيه محلول پايه پ هاآنهر يك از  و مقدارمواد لازم  2-جدول

  مواد  غلظت پايه  غلظت نهايي  مقدار براي هر واكنش  نمونه 20مقدار براي 
162 µl 8/1  µl -  -  آب مقطر  
30 µl 5/1  µl 1 X 10 X بافر پي سي ار  
16 µl 8/0 µl 1 mM 50mM كلريد منيزيم  
6 µl 3/0 µl 2/0 mM 10 mM  يدينوكلئوتمخلوط  

40 µl 2 µl 6/0  µM 10 µM پرايمر  
40µl 2 µl 5 ng/10 µl 5 ng/10 µl دي ان اي الگو  
6 µl 3/0  µl 5 Unit/ µl 5Unit/ µl آنزيم تك  

300 µl 15 µl   جمع  
  

  آر يس يبسط) در هر يك از دورهاي حرارتي پزمان و دماي لازم براي سه مرحله (باز شدن، اتصال و  3-جدول
  94  دقيقه 5  1  مرحله انجام شده  1

  92  ثانيه DNA    45شروع باز شدن رشته   
  50-53  دقيقه DNA  35  1شدن  يارشتهتك  2

  72  دقيقه 2    اتصال آغازگر  
  72  دقيقه 5    بسط آغازگر  
  94  دقيقه 5  1  تكميل بسط  3
  

  نتايج و بحث
ناسب براي بررسي تنوع بومادران هاي معنوان پرايمربهگذشته  هايبررسيكه در  ISSRدر اين تحقيق از هفت پرايمر 

  ). 1- )، استفاده شد (جدول2012(فرج پور و همكاران،  اندشدهشناخته
باند بدست آمد كه  46ا  از يكي از پرايمرها در اين تحقيق باندي مشاهده نشد كه از آزمايش حذف گرديد. با آناليز بانده

) را 4مورف (داد باند پلي) را پرايمر اول و كمترين تع9مورف (مورف بود. بيشترين تعداد باند پليدرصد) پلي 16/72باند ( 34
  پرايمر دوم توليد كردند. 
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را بود. اول دار را پرايمنشانگر كه بالاترين شاخص  هرچندرا پرايمر چهارم داشت،  يچندشكلبيشترين شاخص اطلاعات 
ايمر چهارم ود دو برابر پرپرايمر اول حدنشانگر اما شاخص  باشديماين دو پرايمر نزديك  يچندشكلشاخص اطلاعات  ازآنجاكه

  سم شناخته شد.مورفير اين تحقيق براي توليد باند پليبهترين پرايمر مطالعه شده د عنوانبهاست، اين پرايمر 
 84اول حدود  مؤلفههاي حاصل از نشانگرهاي مولكولي نشان داد چهار اده از دادهتجزيه به مختصات اصلي با استف

درصد اين واريانس را توجيه كرد. با توجه به زياد بودن اين  55اول  مؤلفه). 2- (جدول كنندميدرصد از واريانس را توجيه 
، 53/11 به ترتيبدوم تا چهارم  هايمؤلفهباشد.  هاگونهمقدار واريانس توجيه شده به نظر اين واريانس مربوط به تفاوت بين 

  درصد از واريانس كل را توجيه كردند.  26/8و  46/8
  مولكولي هايدادهيه به مختصات اصلي حاصل از نتايج تجز 4-جدول

4PCOA  3PCOA  2PCOA  1PCOA    
  مقدار ويژه  696/0  144/0  106/0  103/0
  واريانس نسبي  67/55  53/11  46/8  26/8
  واريانس تجمعي  67/55  20/67  66/75  92/83

  
 UPGMAاكارد و روش از ضريب تشابه ج ISSRها، بر اساس الگوهاي باندي اي ژنوتيپترسيم نمودار خوشه منظوربه

بالاي روش به  شد، كه نشان دهنده كارايي 92/0استفاده شد. ضريب كوفنتيك ماتريس ضرايب جاكارد و ماتريس كوفنتيك 
ا دو گونه مورد بررسي بها مطابق اكسشنكه  دهدميكار برده شده در ترسيم دندروگرام دارد. مشاهده دندروگرام حاصل نشان 

  ).1-(شكل اندشدهيكتفكدر دو گروه مجزا 
هاي اين گونه بين دو اكسشن قرار گرفتند. بيشترين تشابه بين اكسشن A. vermicularisهاي گونه اكسشن اول در گروه

از استان كردستان نيز ضريب تشابه بالايي داشتند.  شدهآوريجمعاز استان آذربايجان غربي بود. دو اكسشن  شدهآوريجمع
 .Aهاي گونه قرار داشت. در گروه دوم كه اكسشن هاي اين گونهساير اكسشنر فاصله دوري نسبت به اكسشن ديواندره د

wilhelmsii  .دهدميكه نتايج نشان  طورهمانقرار گرفته بودند، بيشترين ضريب تشابه بين اكسشن بانه و طارم سفلي بود 
  .باشدميها آوري اكسشنجمعدندروگرام تا حدودي بر اساس الگوي منطقه 

اول توجه  مؤلفهه كه اين ضريب با درصد واريانسي ك اندرسيدهبه همديگر  53/0دندروگرام در ضريب دو گونه در  
عدني بدست و مواد م فيتوشيميايي مولكولي، مورفولوژيك، هايدادهكه توسط  هاييماتريسبرابر است. يك مقايسه بين  كردمي

نجام شد، نتايج حاكي از آن ) ا1967ايسه توسط تست مانتل (مانتل، نشان داده نشده است). اين مق هادادهآمده بود انجام شد (
  نيست. دارمعنيمولكولي  هايدادهبا  هامقايسهاز  يكهيچبود كه 
مولكولي و  هايدادهاتريس م) بين دو r=-01/0ي (دارمعني) ضريب همبستگي غير 2009محجوب و همكاران ( 

  ش كردند.گزار Aegilops geniculataمورفولوژيكي در 
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 ISSRبومادران با نشانگر  موردمطالعههاي دو گونه اكسشنبراي  آمدهدستبهدندروگرام  1-شكل
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Abstract 

Sixteen accessions of two Achillea species (A. vermicularis and A. wilhelmsii ) collected from 
provinces in Iran, were analyzed using inter-simple -sequence -repeat (ISSR) markers to evaluate their 
variability. A total of six ISSR primers generated 46 amplified fragments, most of which were 
polymorphic. The Jaccard similarity indices, as based on the ISSR profiles, were subjected to a complete 
linkage analysis, and the dendrogram revealed two groups. The results of the clustering showed that the 
accessions were separated based on the species. Principal coordinate analysis (PCoA) confirmed the 
results of the clustering. The objective of the present study was the identification of the genetic diversity 
among two Achillea species genotypes using ISSR markers. In general, the results of this experiment 
showed that there was a high genetic diversity among and within the two Achillea species. 
Keywords: A. vermicularis, A. wilhelmsii, ISSR, Cluster analysis, Principal coordinate analysis. 

 
 
 
 


