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  چكيده

cardiaca Leonurus )دم شير ( گياهي علفي پايا از خانوادهLamiaceae )ه و زير خانواد) نعناييانLamioideae   تنها گونه موجـود از

. ي قلبي به اين گيـاه داده اسـت  هاهميت فراواني جهت درمان بيماريوجود تركيبات ثانويه فراوان ا. در ايران است Leonurusجنس 

ورد م ـ ISSRدر ايـران بـا اسـتفاده از نشـانگر      يردم ش ـآوري شده گياه دارويي جمعيت وحشي جمع 6ژنوتيپ از  47در اين آزمايش 

مورد ارزيابي قرار گرفتند كـه از بـين    ISSRآغازگر  17هاي گياهي با دي ان اي ژنومي استخراج شده از نمونه. ارزيابي قرار گرفتند

بدسـت آمـد كـه از ايـن      اي.ان.دي نوار 126آغازگر انتخابي در كل  11از كاربرد . آغازگر قطعات چند شكل توليد كردند 11آنها 

ها بـرآورد  در ميان جمعيت)  10/0تا  06/0بين  محدوده(  18/0شاخص تنوع ژنتيكي ني با ميانگين  .شكل بودندچند  نوار 113تعداد 

وجود داشت، امـا واريـانس   %) 61(ها تجزيه و تحليل واريانس مولكولي نشان داد كه تنوع ژنتيكي به طور عمده در بين جمعيت. شد

سـطح   تاييـد كننـده  برآورد شد كه %) 61( 61/0به مقدار ) Gst( ها جمعيت ميان در ژنتيكي تمايز ضريب .بود% 39درون جمعيت تنها 

 UPGMA و به روش جاكاردها بر اساس ضريب تشابه تجزيه كلاستر ژنوتيپ. ها استدر ميان جمعيت ژنتيكي تمايز نسبتا بالايي از

بـا   6، درگـز  1و سـراب   3بـا خوانسـار    3هـاي درگـز   هصفر بـين نمون ـ معادل ميزان حداقل تشابه ژنتيكي در اين تحقيق  .انجام گرفت

   .بدست آمد 94/0ل معاد 4و ساري  3هاي ساري و حداكثر آن بين نمونه 3و  2كرمان 

  هاي مولكولي، چند شكلي، جريان ژني، نشانگريردم شگياه : كلمات كليدي

  مقدمه

cardiaca Leonurus )ــير ــانواده ) دم ش ــان( Lamiaceaeاز خ ــانواده  و ز) نعنايي ــر خ ــنس    Lamioideaeي ــود از ج ــه موج ــا گون تنه

Leonurus  ( نام جنس اين گياه ). 1375مظفريان، (در ايران استLeonurus  ( از يك بخشLeo )بـه معنـي شـير نـر و      )نلمه لاتـي ك

سـت كـه بـه دم    هاي پر از كرك و مو ااين نام گذاري به خاطر برگ. به معني دم تشكيل شده است) كلمه يوناني( Ouraيك بخش 

  . به معني قلب گرفته شده است  Kardiacaاز كلمه يوناني  Cardiacaنام گونه . شير شباهت دارد

گوش، كم و بيش تـو خـالي بـا    متر با ساقه مستقيم، منشعب، چهار 5/1تا  5/0گسترده به ارتفاع  هايدم شير گياهي علفي پايا با ريزوم

هـاي تـك سـلولي بـا     ها مخروطـي، متقابـل، پوشـيده از كـرك    برگ. گل در هر ساقه استچرخه  25تا  20بافت نسبتا چوبي شده و 

هاي عميق بـه طـوري   كوتيكول زگيل مانند يا مركب از دو تا چهار سلول با كوتيكول صاف، بزرگ و منقسم به سه لوب با بريدگي

هـاي تـك سـلولي بـا كوتيكـول      وشـيده از كـرك  هـا پ گل. كنندلوب جلوه مي 7تا  5هاي واقع در وسط ساقه آن منقسم به كه برگ

هـاي قسـمت فوقـاني سـاقه قـرار دارنـد       در زاويـه بـرگ  ) گـل  11تـا   8(هاي ارغواني كه به شكل مجتمع با خال قرمزنازك به رنگ 

  .  );Popescu, 2009; Ali and Nasir, 1990;1389اميد بيگي،  ;1369زرگري، (

ين، هيپروسيد، روتين و كامفرول از مهمترين تركيبات اين گياه هستند كه براي درمان و فلاونوئيدهايي از جمله كيورستين، كيورستر

  . )Trumbeckaite, 2006. (شودهاي قلبي عروقي استفاده ميپيشگيري بيماري
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ينـدهاي  با توجه به نياز براي تامين داروهاي گياهي با كيفيت مناسب و قابل اعتماد، روش هايي اصلاحي بـراي كشـت تجـاري و فرآ   

هـايي اصـلاحي، كشـت تجـاري و     هـاي بـراي روش  برنامـه ) 2010(و همكاران  Heuberger. پس از برداشت در دست بررسي است

مورد اسـتفاده در چـين از سـال     Leonurusهاي گياهي جنس فرآيندهاي پس از برداشت در شرايط جنوب آلمان براي انتخاب گونه

هاي اصلاحي، خصوصيات گياهي و شيميايي مواد آزمايشي، مقايسه اي، روشيشات مزرعهنتايج حاصل از آزما. توسعه دادند 1999

هـاي توليـد و مـواد گيـاهي بـه كشـاورزان       هـا، انتقـال روش  و وارداتي مواد گياهي با توجه به كيفيت دارويـي آن ) آزمايشي(تجربي 

توليد در مورد مزاياي توليد محلي مـواد گيـاهي مـورد     متخصص، كاربرد دارويي و در نهايت اطلاع رساني براي كاربران در زنجيره

از آنجـايي  . اسـتفاده كردنـد   Leonurusهـاي  روش انتخاب كلون براي اصلاح گونـه و همكاران از  Heuberger. بررسي قرار گرفت

. تر خواهد شداهكه اهلي كردن يك گياه دارويي فرآيندي طولاني است ولي اگر كار از يك ژنوتيپ مناسب آغاز شود فرآيند كوت

  .هاي مناسب استفاده از نشانگرهاي مولكولي استتعيين ارقام و تودهها براي يكي از مهمترين ابزار

 1994از سـال  . ك نشانگر مولكولي موارد مهمي مثل تكرار پذيري، سادگي و كم هزينه بودن آن را بايد در نظر داشتيدر گزينش 

هـاي يـاد شـده را بـه خـوبي بـرآورده سـازد        توانسـت هـدف  مطـرح شـد كـه مـي     ISSRميلادي نشـانگر مولكـولي جديـدي بـه نـام      

)Zietkiewicz et al., 1994.(  را كه بين دو ريز ماهواره قرار اي.ان.ديهايي از تواند قطعهبوده و مي آر .سي.پساين نشانگر استوار بر

جفـت بـاز تشـكيل شـده اسـت       25تـا   16اهواره كه خود از از يك ريز مبه عنوان آغازگر  ISSRنشانگرهاي . اند افزايش دهدگرفته

 Bornet and( كنـد تكثيـر مـي  چسـبد و آن را  مـي  اي.ان.دي '5يـا   '3نوكلئوتيـد بـه انتهـاي     4تـا   2ايـن آغـازگر بـا    . كنداستفاده مي

Branchard., 2001 .(  

Chen  ياز نشانگر مولكولو همكارانISSR     ژنوتيـپ   19جهت بررسـي تنـوع درLeonurus japonicus      يكـي ديگـر از گونـه مهـم

آناليز كلاسـتر توانسـت نمونـه را در    . چند شكلي نشان دادند نوار 117، نوار 164استفاده كردند كه در نتيجه توليد   Leonurusجنس

 Chen et( .نمونـه ارتبـاط داشـت    19سه گروه جاي دهد كه به طور قابل توجهي با ويژگي هاي مورفولوژيك و موقعيت جغرافيايي 

al., 2009.(  

  هامواد و روش

نـام،  . استان مختلف ايران اسـت  6جمعيت جمع آوري شده از  6نمونه گياهي از  47مواد گياهي مورد استفاده در اين آزمايش شامل 

 . ارائه شده است 1هاي گياهي در جدول شماره آوري نمونهعلامت اختصاري و محل جمع

  يردم شهاي هاي مورد مطالعه جمعيتهاطلاعات مربوط به رويشگا. 1جدول 

- محل جمع  استان  رديف

  آوري

ارتفاع از سطح 

  )متر(دريا 

  عرض جغرافيايي  طول جغرافيايي

E  2600  مادون  كرمان  1  56 °50'31/49"  N  29 °18'36/71"  

E  2194  درگز خراسان شمالي  2  58 °42'1/47"  N  37 °34'42/91"  

E  1850  طالقان  البرز  3  50 °45'34/51"  N  36 °10'27/80"  

E  2210  خوانسار  اصفهان  4  50 °17'57/65"  N  33 °15'50/63"  

E  1687  سراب  اردبيل  5  47 °31'40/24"  N  37 °55'59/28"  

E  2170  ساري  مازندران  6  53 °12'3/58"  N  36 °3'37/78"  

چند بار شستشو با آب مقطر و پس از . يخ به آزمايشگاه منتقل شدآوري و در مجاورت هاي برگي در بهار جمعدر رشد بهاره، نمونه

گـراد تـا زمـان اسـتخراج     درجـه سـانتي   -80ها، با اسـتفاده از ازت مـايع منجمـد و در فريـزر بـا دمـاي       خشك كردن آب روي برگ

  .نگهداري شد اي.ان.دي
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  :اي.ان.دياستخراج 

از زغال فعـال در مرحلـه اضـافه كـردن بـافر جهـت        استفاده( )Pirttila et al., 2001(تغيير يافته پيرتيلا و همكاران با استفاده از روش 

 8هـاي جـوان، سـالم و تـازه     از بـرگ  )حذف تركيبات فنلي و استات پتاسيم در بين دو مرحله شستشو با كلروفـورم ايزوآميـل الكـل   

 ز دسـتگاه بـا اسـتفاده ا  اي.ان.ديكميـت و كيفيـت   . اسـتخراج شـد  اي.ان.ديبـه طـور جداگانـه     يردم ش ـجمعيت گيـاه   6از هر  يپژنوت

و نـانوگرم در ميكـر   10(هـا  نمونـه  اي.ان.ديها غلظـت يكسـان از   تعيين شد و به كمك آن% 1و الكتروفورز در ژل آگارز  نانودراپ

  .  آماده شد) ليتر

  ):آر.سي.پس(اي پليمراز شرايط واكنش زنجيره

اي براي بررسي واكنش زنجيـره . انجام شد) Bio Rad, i Cycler, USA(اي پليمراز با استفاده از دستگاه ترموسايكلر واكنش زنجيره

آغـازگر بـه    11از ايـن  . آغازگر نوارهاي چند شكلي توليد نمودنـد  11ها آغازگر تصادفي استفاده شد كه در ميان آن 17مراز از پلي

ليتـر   ميكـرو  3شـامل   آر .سـي .پـس هـر مخلـوط واكـنش    . اسـتفاده شـد   يردم ش ـاي بررسي تنـوع گيـاه   مناسب بر عنوان آغازگرهاي

ليتـر كيـت    ميكـرو  7پيكـو مـول و    10ليتـر از آغـازگر بـا غلظـت      و ميكـر  2ليتـر،  و نانوگرم در ميكـر  10ژنومي با غلظت  اي.ان.دي

بـار تقطيـر اسـتريل حجـم     و ليتـر آب مقطـر د  و ميكر 3بود كه در نهايت با اضافه كردن از شركت سيناژن  X2با غلظت  آر .سي.پس

 5براي واسرشت سـازي اوليـه بـه مـدت      C°94هاي حرارتي شامل چرخه. ليتر رسانده شدو ميكر 15به  آر .سي.پسمخلوط واكنش 

دماي اتصال بسته بـه نـوع   ( به مدت يك دقيقه  C°55-49به مدت يك دقيقه، دماي اتصال  C°92چرخه به صورت  35دقيقه، تعداد 

دقيقه براي تكميـل بسـط    7به مدت  C°72در نهايت يك چرخه و  به مدت دو دقيقه براي تكثير قطعات C°72و ) آغازگر متغيير بود

  .انجام شد

  :آر .سي.پسمحصول  اي.ان.ديالكتروفورز 

بـارگيري و   TBEدرصد تهيه شـده در بـافر    2/1هاي ژل آگارز اي پليمراز، محصول واكنش در چاهكپس از انجام واكنش زنجيره

 kb1بدين صورت كه براي تخمين طول قطعات تكثيـر شـده از سـايز مـاركر     . ولت الكتروفورز شد 110دقيقه و شدت  150به مدت 

 آر.سـي .پـس حاصـل از   اي.ان.ديهـا  استفاده شد و در بقيـه چاهـك   و آخر در چاهك اول )Fermentas( فرمنتازمربوط به شركت 

دقيقـه در محلـول اتيـديوم     20ت آميزي، ژل بـه مـد  پس از الكتروفورز به منظور رنگ. شد يبارگذارهاي هر جمعيت مربوط به بوته

دستگاه ژل ( از ژل يبردار عكسليتر قرار گرفته و پس از شستشو با آب مقطر در دستگاه مخصوص ميكروگرم در ميلي 5/0برومايد 

  .برداري شدندمشاهده و عكس اي.ان.دينوارهاي تكثير يافته  اشعه فرابنفشتحت نور  ،)داك

  :ها و آناليز آماريتجزيه داده

عدد يك و به عدم حضور آن  نوارها به حضور يك از انجام مراحل آزمايشگاهي، براي بررسي مراحل چند شكلي بين نمونه پس

و  NTSYSpc (Ver 2.02)ها با استفاده از نرم افزار بعد از تشكيل ماتريس صفر و يك، ماتريس تشابه ژنوتيپ. عدد صفر داده شد

. تجزيه پلات به صورت  سه بعدي صورت گرفت. محاسبه گرديد UPGMAروش استفاده از ضريب تشابه جاكارد و به 

ني، (ها به روش ني ماتريس فاصله جمعيت. ترسيم شد TreeViewدندروگرام بدست آمده از ماتريس تشابه با استفاده از نرم افزار 

هاي آللي با كمك آناليز ني همه مكان تنوع ژنتيكي براي. صورت گرفت PopGene, Ver 1.31و با استفاده از نرم افزار ) 1972

  ).2جدول شماره ( د زير محاسبه ش روشبه ) Rp(قدرت تفكيك آغازگرها ). 1972ني، (محاسبه شد 

Rp= ∑ Ib 

Ib= 1 – (2 ×  | 0.5  - p | )  
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  نتايج و بحث

  چند شكلي ژنتيكي
 ISSRاز نشانگرهاي مولكولي  يردم شتي گياه دارويي ارزيابي تنوع ژنتيكي درون و بين جمعي تشخيص ودر اين تحقيق به منظور 

 113يك شكل و  نوار 13از اين تعداد، . با وضوح بالا توليد گرديد نوار 126آغازگر بكار رفته،  11از مجموع . استفاده گرديد

گر بدست آمد كه تعداد به ازاي هر آغاز نوار 4/11به طور ميانگين تعداد ). 2جدول شماره(داراي چند شكلي بودند  نوار%) 89(

تكثير  نوارو بيشترين تعداد  نوار 5با تعداد  ISCS-11تكثير شده با آغازگر  نوارتعداد  ينتر كم. چند شكل بودند ها آناز  نوار 2/10

با  ISCS-07چند شكل مربوط به آغازگر  نواربيشترين تعداد . حاصل گرديد نوار 17 اب ISCS-14و ISCS-07شده با آغازگرهاي 

به  ISCS-05بالاترين قدرت تفكيك به آغازگر  .بود ييرتغجفت باز  1500تا  250ي تشكيل شده از نوارمحدوده . بود نوار 17تعداد 

 .اختصاص يافت 6/5مقدار 

  يردم شهاي طبيعي جمعيت ISSRنوع، توالي و درصد چند شكلي آغازگرهاي مورد استفاده در آناليز . 2جدول 

  تعداد كل  )°C(دماي اتصال   ازگرتوالي آغ  آغازگر رديف

  قطعات تكثير شده

  تعداد قطعات

  چند شكل

  درصد چند

  شكلي

قدرت 

 تفكيك

1 ISCS-01  5'TCCTCCTCCTCCTCCTCCC3'  9/52  7  6  85%  4/2  

2 ISCS-02  5'TCTCTCTCTCTCTCTCTCC3'  53  8  6  75%  0/3  

3 ISCS-05  5'ACACACACACACACACC3'  52  15  14  93%  6/5  

4 ISCS-07  5'TTGTTGTTGTTGTTGTTGC3'  55  17  17  100%  8/3  

5 ISCS-08  5'GACAGACAGACAGACA3'  51  16  14  87%  6/4  

6 ISCS-09  5'GAGAGAGAGAGAGAGAA3'  51  9  6  66%  3/2  

7 ISCS-11  5'TCTCTCTCTCTCTCTCG3'  8/49  5  3  60%  4/0  

8 ISCS-13  5'TCTCTCTCTCTCTCTCRT3'  51  9  9  100%  9/2  

9 ISCS-14  5'ACACACACACACACACYT3'  1/51  17  16  94%  2/4  

10 ISCS-15  5'ACACACACACACACACYG3'  7/54  14  13  92%  0/3  

11 ISCS-16  5'GAAGAAGAAGAAGAAGAA3'  49  9  9  100%  4/4  

 -  %89  2/10  4/11  -  ميانگين 

 -  -  113  126  -  جمع كل 

  

هـاي ايـن   ، نشان از تنوع بالاي اين گياه و توانايي زياد آغازگرهـا در تفكيـك جمعيـت   %)89(درصد چند شكلي بالاي بدست آمده 

از  ISCS-10و  ISCS-09ي دهد كليه آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيـق بـه جـز آغازگرهـا    نتايج حاصل نشان مي. گونه است

شـكل بـالاي   د درصـد چن ـ . هاي گياه دم شير برخوردار هسـتند شكلي بالايي در بين جمعيتد قدرت تفكيك بالا و توانايي توليد چن

هـاي گيـاه   در اين گيـاه دانسـت كـه نشـان از تنـوع بـالا بـين ژنوتيـپ        ) دگرگشن(به دليل نحوه گرده افشاني  توان يمبدست آمده را 

 . دم شير استدارويي 

 
 ISCS-05آغازگر . شير جمعيت گياه دم 6الگوي نواري حاصل از قطعات تكثير : 1شكل شماره 

Smo321 Smo321 
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  :هاي مورد آزمايشگروهبندي نمونهو  تشابه ژنتيكيميزان 

كنيـك عـدم   انگيـزه انتخـاب ايـن ت   . هاي دم شير بسيار موفقيت آميز بـود در طبقه بندي و مطالعه تنوع ژنتيكي ژنوتيپ ISSRتكنيك 

 3هاي درگز بين نمونه صفرميزان حداقل تشابه ژنتيكي در اين تحقيق . در مورد جنس و گونه دم شير بوداي.ان.دياطلاعات از توالي 

عـدم تشـابه   . بدست آمد 94/0معادل 4و ساري  3هاي ساري حداكثر آن بين نمونهو  3و 2با كرمان  6درگز  ،1و سراب  3خوانسار  با

-هاي خوانسار و سراب حكايت از فاصله زياد ژنتيكي جمعيت درگز از جمعيـت هاي مربوط به جمعيت درگز با جمعيتبين ژنوتيپ

هـا و  تنـوع ژنتيكـي بـالاي بـين جمعيـت      Bootstrapدندروگرام بدست آمده از ماتريس تشابه با استفاده از نرم افـزار   .هاي فوق دارد

 100پايـداري   ضـريب بـه طـوري كـه در    . كنـد هـاي مـورد بررسـي را تاييـد مـي     هاي درون جمعيتن ژنوتيپيكنواختي و شباهت بي

در  هـا ديگـر جمعيـت  هـاي مربـوط بـه جمعيـت درگـز از      جدايي ژنوتيپ. گروه اصلي تقسيم جاي داد 2ها را در ژنوتيپگروهبندي 

 توان به طور قطع به دليل جدايي در زير گونـه فاحش را ميهاي ديگر با تفاوت و تفكيك اين جمعيت از جمعيت100سطح پايداري 

)subsp. Persicus (اختلافـات اساسـي در صـفات    . و هوايي، توپوگرافي و خـاك منطقـه دانسـت    و اختلافات اساس در شرايط آب

بـرداري   اضـح در زمـان نمونـه   هـا بـه طـور و   اين زير گونه از قبيل ارتفاع ساقه، تعداد ساقه اصلي و فرعي و تراكم بوته يكيمورفولوژ

در سـطح پايـداري   كرمان هاي خوانسار، ساري و هاي مربوط به جمعيتاز ژنوتيپ سرابهاي جمعيت جدايي ژنوتيپ. مشخص بود

بـا سـه    سـراب توان به تفـاوت فـاحش در شـرايط اقليمـي منطقـه      تعلق دارند مي) Cardiaca(را با توجه به آنكه به يك زير گونه  99

فقـط در باغـات و در پـاي درختـان رشـد       ها نمونهبسيار به هم شبيه بود چرا كه  طالقاناقليم منطقه خوانسار و . گر نسبت دادمنطقه دي

هـا،    يپژنوتبه دليل دگرگشني بين  .بود كرمان، طالقان و خوانساركردند ولي شرايط آب و هوايي منطقه ساري متفاوت از مناطق مي

هـاي  تـوان از ژنوتيـپ  بر ايـن اسـاس مـي   . به وضوح قابل مشاهده استها منطقه با گياهان بين جمعيت يك يردم شبين گياهان  فاصله

اين تنوع بـالا در  . يري استفاده كردگ  دو رگمناطق مختلف كه داراي صفات مطلوبي هستند و از نظر ژنتيكي دو از هم هستند براي 

به وضوح قابل مشـاهده  % 92با درصد چند شكلي  )Helena et al., 2009( بين ديگر گياهان دگرگشن خانواده نعناع از جمله آويشن

  . است

  :هااي نمونهآناليز منطقه

ارزيابي   به كمك ميانگين شاخص تنوع ژنتيكي ني و شاخص اطلاعاتي شانون مورد  شير دمهاي بررسي تنوع در درون جمعيت

ها، بيشترين و در نسبت به ساير جمعيت) h  ,15/0 =I=  10/0(سراب  نتايج نشان داد كه تنوع ژنتيكي درون جمعيت. قرار گرفت

شاخص تنوع ژنتيكي ني و شاخص اطلاعاتي شانون روندي مشابه با  .بوده است ترين كم) h ,10/0  =I=  06/0( خوانسار جمعيت

هاي چند شكل آن جمعيت افزايش نواردرصد  Iو  hاي كه با افزايش دو پارامتر به گونه دهدميهاي چند شكل نشان نواردرصد 

 Nm = 0.5(و برآورد جريان ژني %) 61( 61/0به مقدار  )Gst, Gst=(Ht-Hs)-/Ht( ها جمعيت ميان در ژنتيكي تمايز ضريب .يابدمي

(1_ Gst)/Gst(35/0ها برابر بدل شده در هر نسل در ميان جمعيت و ، به طور متوسط تعداد مهاجرت رد )اردي با فرض تعادل ه%) 35

تواند به دليل فاصله زياد بين هاي دم شير است كه مينشان از تبادل پايين ژن در بين جمعيت Nmمقدار پايين  .محاسبه شدواينبرگ 

   .هاي اين گياه باشدرويشگاه

  :اي مناطقتجزيه خوشه

. باشدها ميبندي افراد و جمعيتروهدر بررسي تنوع ژنتيكي و گ يرهمتغهاي آماري چند ترين روشاي يكي از متداولتجزيه خوشه

 ينتر متداول. بندي قبلي در مورد مواد ژنتيكي مورد مطالعه وجود نداشته باشدشود كه الگوي گروهاين روش در مواردي استفاده مي

ها ژنوتيپاي مناطق تطابق كامل با دندروگرام حاصل از تفكيك تجزيه خوشه. باشدمي UPGMAاي براي تجزيه خوشه الگوريتم

همساني را  ينتر كمهاي خوانسار و طالقان و بررسي ماتريس تشابه در اين مطالعه بيشترين همساني را در بين توده. كندرا تاييد مي
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ها نسبت به يكديگر هاي كرمان و سراب  نشان داد كه به ترتيب حاكي از ميزان نزديكي و دوري ژنتيكي اين جمعيتدر بين توده

  ).3ولجد(باشد مي

  يردم شگياه   ميزان تشابه بين شش جمعيت مورد مطالعه. 3جدول 

  ساري  سراب  خوانسار  طالقان  درگز  كرمان  جمعيت مورد بررسي

           1/00  كرمان

         1/00 0/77  درگز

       1/00 0/78 0/88  طالقان

     1/00 0/94 0/79 0/88  خوانسار

   1/00 0/88 0/87 0/79 0/85  سراب

  00/1 0/84 0/85 0/83 0/76 0/82  ساري

 
  ير مورد مطالعه بر اساس ماتريس تشابه دم شبندي شش جمعيت گروه. 2شكل 

  :ي مولكوليهاتجزيه واريانس داده

 درونو تنـوع موجـود در   % 61هـا در حـدود   دهـد تنـوع بـين جمعيـت    نشان مـي ) AMOVA(ها نتايج حاصل از تجزيه واريانس داده

   .)4جدول (باشد مي% 39ها در حدود جمعيت

و درصـد تنـوع ژنتيكـي    ) Gst% (9/61ها درصد تنوع ژنتيكي در ميان جمعيت ،AMOVAتحليل و  تجزيه و شاخص تنوع ژنتيكي ني

نتـايج   .هـاي گيـاه دم شـير اسـت    يتعها بيشتر از درون جمدهد تنوع ژنتيكي در ميان جمعيت، نشان مي)Fst% (1/38ها درون جمعيت

هاي چند ساله و دگرگشن تنوع ژنتيكي بالاتري در درون جمعيت نسبت بـه گياهـان يـك    دهد گونهها نشان ميدهحاصل از آناليز دا

تواند دليل تنـوع بـالاي درون و   ها ميفاصله زياد رويشگاهسيستم گرده افشاني و ). Nybom., 2004(دهند نشان مي خودگشنساله و 

  .  هاي دم شير باشدبين جمعيت

  يردم شهاي جمعيت) AMOVA(هاي مولكولي يج تجزيه واريانس دادهنتا:  47جدول 

  درصد واريانس  واريانس تخميني  ميانگين مربعات  مجموع مربعات  درجه آزادي  منابع تغييرات

  %61  80/9  87/82  39/414  5  هابين جمعيت

  %39  14/6  14/6  07/252  41  هادرون جمعيت

  %100  94/15    46/666  46  كل
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  گيري كلينتيجهبحث و 

. داردهـا بسـتگي   از توزيـع تنـوع ژنتيكـي در گونـه     مناسـبي درك  به در معرض خطر هايگونه جمعيت حفاظت از ومديريت موفق 

 ازيكـي   .كـرد گياه دارويي دم شير فـراهم خواهـد    كشت حفاظت و هاياستراتژي براي توسعهرا  ژنتيكي اطلاعات مهمما  هاي يافته

ها، استراتژي حفاظت با توجه به تنوع ژنتيكي بالاي ميان و درون جمعيت. است ژنتيكي تنوع حفظ ،تطبيع حفاظت از اصلي اهداف

-و تهيه زيستگاه با اندازه جمعيت مناسـب مـي   دنناروش درون جا بيشتر به بازگرد .بايد شامل هر دو روش درون جا و برون جا باشد

باشـد كـه   بـا يكـديگر مـي    هـا  آنزيـاد   تواند ناشي از فاصله زياد جغرافيايييم هاجدا افتادن رويشگاه درگز از ديگر جمعيت. پردازد

همـين امـر ايـن جمعيـت را از نظـر تاكسـونومي از ديگـر        . شـود هـاي ديگـر مـي   موجب كاهش جريان ژني اين رويشگاه با رويشگاه

قبيل ارتفاع ساقه، تعـداد سـاقه اصـلي     از يكيمورفولوژدر صفات  persicusگونهجمعيت درگز متعلق به زير . دكنها جدا ميجمعيت

-دهـد كـه مـي   سطح بالاي تنوع ژنتيكي اين جمعيت نشان مي. ها متمايز استها به طور واضح از ديگر جمعيتو فرعي و تراكم بوته

وع بايست اين زيستگاه مورد حفاظت قرار شديدي قرار گيرد و با توجه به انـدازه بسـيار كوچـك ايـن جمعيـت برداشـت از آن ممن ـ      

مشابه و افزايش جريان ژني موجب نزديكي اين دو رويشگاه از نظر ژنتيكي  نسبتاًنزديكي دو جمعيت خوانسار با شرايط اقليمي . شود

بـا شـرايط   هـا  و سـازگاري ژن خوپـذيري ايـن جمعيـت     .هاي متفاوتي تعلـق دارنـد  شده است هر چند از نظر تاكسونومي به زير گونه

دوري رويشگاه كرمان از  .شگاه طالقان شده استيتبادل مواد رويشي موجب شباهت بسيار آن با رو حتمالاًااقليمي منطقه خوانسار و 

سراب و نيز شرايط متفاوت اقليمي ميزان تبادل ژني بين اين دو جمعيت را كاهش داده و موجب فاصله زياد ايـن دو جمعيـت از نظـر    

دهند و از فراواني بيشتري برخوردار هستند حفاظت برون جا ي نشان ميهايي كه تنوع كمتردر خصوص جمعيت. ژنتيكي شده است

مـع آوري بـذر و   ج .هاسـت گونه اين براي پلاسم ژرم بانك يك ايجاد و دقيق طراحي به نياز جا برون حفاظت براي. شودتوصيه مي

ها از پارامترهاي حفاظـت بـرون   جمعيت هاي مختلف به رويشگاه مناسب و افزايش مصنوعي جريان ژني بينانتقال دانهال از جمعيت

هـاي رو بـه انقـراض درگـز، طالقـان، خوانسـار،       هاي انجام شده در خصوص جمعيتبا توجه به بررسي .ها استجا براي اين جمعيت

د ساري و كرمان به علت مبارزه و حذف اين گياه توسط كشاورزان در اثر عدم آگاهي از خواص دارويي اين گياه و مشكلات ايجـا 

بيشـتر در  ، اطلاعات اين برعلاوه . هاي اصلاحي اين گياه قرار دارديت برنامهوكننده گياه مذكور در باغات حفاظت درون جا در اول

هـايي  در نهايت با شناسايي و انتخـاب جمعيـت   .مورد نياز است موجود در جامعه شود، تنوع حفظموجب تواند كه مي، كشت مورد

هـاي جمعيـت درگـز بـا     تلاقـي ژنوتيـپ  . توان براي انجام كارهاي اصـلاحي اسـتفاده كـرد   يادي دارند ميكه از نظر ژنتيكي فاصله ز

  .تواند گزينه مناسبي براي توليد هيبريدهايي با عملكردهاي مورد نظر باشدهاي ديگر ميجمعيت
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Evaluation of genetic variability of medicinal plant Leonurus cardiaca populations in Iran using 

ISSR molecular markers 
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Motherwort ( Leonurus cardiaca ) a herbaceous perennial plant of Lamiaceae family is the only 
species of the genus Leonurus in Iran. There are many plant secondary compounds that are used to 
treat heart disease. In this study, ISSR molecular markers were used to evaluate genetic diversity 
among 47 accessions from six wild populations of motherwort in Iran. Totally 17 random primers that 
were tested initially where 11 produced polymorphic and high resolution bands. In total, 126 DNA 
fragments were obtained, from which 113 were polymorphic. The Nei’s gene diversity (He) was 
estimated to be 0.18 within populations (ranging from 0.06 to 0.10). Analysis of molecular variance 
(AMOVA) showed that the genetic variation was mainly found within populations (61%), but variance 
among populations was only 39%. In addition, Nei’s differentiation coefficients (Gst) was found to be 
high (0.61), confirming the relatively high level of genetic differentiation among populations. Mantel 
test revealed a significant correlation between genetic and geographic distances.  Cluster analysis of 
genotype based on the Dice similarity coefficient and UPGMA method was performed. The mins and 
maxs populations values of genetic similarity was recorded between Dargaz1, Khansar3 and Sarab1, 
Dragaz6 and Keman2 and 3 (0) and Sari 3 and Sari 4 (0/94) respectively.  
Keywords: Leonurus cardiaca, Molecular markers, Polymorphism, Gene flow 
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