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با  Acorus calamus (Acoraceae)گیاه وج  باززایی شده  وطبیعی های نمونه تنوع ژنتیکی ه مطالع

 ISSRمولکولی  هاینشانگر
 

 3و سارا شریفی سلطانی 2تبار، سید کمال کاظمی،* 1پورعباس قلی

 

 شناسی، دانشکده علوم، دانشگاه پیام نور، تهران گروه زیست  ،دانشیار -1

 نباتات و پژوهشکده بیوتکنولوژی گیاهان دارویی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری، ساری صلاح ا گروه    ، دانشیار  -2

 نژادی و بیوتکنولوژی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری، ساریدانشجوی دکتری، گروه به  -3
 

 (22/11/1399 تاریخ پذیرش: – 03/03/1399 )تاریخ دریافت:

 

 چکیده 

بر خواص دارویی  علاوه  کهاست    Acoraceaeآبزی و معطر از تیره  چندساله، نیمه  گیاهی(  Acorus calamus)وج  ارویی  گیاه د

آفاتکشاورزی )  صنایع بهداشتی، غذایی و  متعدد، در  تنوع ژنتیکی مطالعه مقایسهمنظور  به این تحقیق  .  کاربرد دارد  (دفع  ای 

مولکولی    هایاین گیاه با استفاده از نشانگرندان  لَسک و اَلِفون، پِسه جمعیت ارزِ  فت بااز کشت   های طبیعی و باززایی شدهنمونه

ISSR  های مورد مطالعه تولید  را در نمونه  بیشترین تعداد نوارهای چندشکل  آغازگر  9  آغازگر استفاده شده،  15از    .انجام شد

های چندشکلی برای  سو درصد لوک بودند.    دشکلینچ  نوار(  درصد  62/ 65)  52، تعداد  هتولید شد  نوار  83مجموع    از.  کردند

( برای دو گروه  Hضریب تنوع ژنتیکی نی )  بود و  درصد  55/ 42و    درصد  43/ 37  بیترتبهشده    گیاهان گروه طبیعی و باززایی 

 ± 0/ 033ترتیب هان گروه طبیعی و باززایی شده بهبرای گیا  (Iمحاسبه شد. ضریب شانون ) 239/0نمونه طبیعی و باززایی شده 

های جمعیت  های طبیعی و باززایی شده، بیشترین تشابه ژنتیکی بین نمونهدر بین نمونه .محاسبه شد 0/ 299 ± 0/ 031و  0/ 251

( نمونه0/ 63الندان  بین  آن  مقدار  کمترین  و   )( پلسک  جمعیت  شد.0/ 44های  مشاهده  از  (  حاصل    انس یوار  تحلیل  نتایج 

ها  گروه  نیدرصد در ب  6ها و  ه مربوط به درون گروهدش  افت ی  یکیژنت  راتییتغ  درصد  94  نشان داد که(  AMOVA)  یمولکول

های طبیعی بیشتر  شده گیاه وج در مقایسه با نمونه  های باززاییبه شده، میزان تنوع ژنتیکی نمونههای محاساخصمطابق ش  .بود

این  گیاهان  بنابراین    ،الندان مشاهده شدجمعیت  در  های طبیعی و باززایی شده  نمونه  کمترین میزان واگرایی ژنتیکی بین.  بود

 تواند مناسب باشد.سازی و پرورش در ایران میجمعیت برای اهلی

 Acorus calamus ،دارویی گیاه، نی  تنوع ژنتیکیضریب سازی، تشابه ژنتیکی، اهلی :کلیدی  واژگان
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 مقدمه

سال  دارویی  اخیر    ی ها در  خاطر گیاهان  بالای   به    پتانسیل 

  طور ویژه ه ی ب در بازارهای جهان   بهداشتی و اقتصادی   درمانی، 

گرفته  قرار  توجه  نیز  مورد  ایران  کشور  پیشینه  اند.  به  توجه  با 

در   گیاهان  از  استفاده  و  سنتی  طب  زمینه  در  غنی  تاریخی 

از    . ت س ای شده ا تحولات گسترده در این زمینه شاهد  درمان،  

از منابع ارزشمند در گستره   طرف دیگر گیاهان دارویی یکی 

که در صورت شناخت علمی،    وسیع منابع طبیعی ایران هستند 

توانند نقش مهمی در  برداری صحیح، می و بهره   توسعه، کشت 

جامعه  باشند.   یی زا اشتغال   و   سلامت  روزافزون    داشته  رشد 

گیاهان  این  نتیکی  ژ تنوع    ، گیاهان دارویی   ی ها فراورده   ی تقاضا 

رویه از طبیعت، تخریب زیستگاه و  برداری بی خاطر بهره ه ب   را 

نظارت  بدون  تهدید    ، تجارت  معرض  است در  داده    قرار 

 (Bhagat, 2011 .)    این فرسایش  از  جلوگیری    منابع برای 

با  اعمال رویکرد    ژنتیکی  انقراض،  ارزش و در معرض خطر 

د  جدید  گی مدیریتی  پرورش  و  کشت  زمینه  دارویی  ا ر  هان 

در    مورد توجه قرار گیرد. باید    جدی   موضوعی کاملًاعنوان  ه ب 

بافت گیاهان دارویی  کشت استفاده از تکنیک رویکرد  این راستا 

دسترسی به گیاه سالم و عاری از بیماری برای کشت    بر علاوه 

  اهمیت دارد نیز  ، از نظر حفاظت از گیاهان دارویی  در مزرعه 

 (Bhagat, 2011 .) 

معطر با خواص    گیاهی   ، ( Acorus calamus) ارویی وج  د گیاه  

  غذایی و در صنایع بهداشتی و آرایشی،  دارویی متعدد است که 

آفات  است   دفع  شده  ذکر  آن  برای  فراوانی    کاربردهای 

 (Motley, 1994; Mozaffarian, 2013; Kumar et al., 2014 ) .  

  رن ق س از حدود نیم یعی پ صورت طب ه حضور این گونه گیاهی ب 

 Gholipour) ه است  یید شد أ گزارش آن در ایران ت آخرین  از  

and Sonboli, 2013 ) با   آبزی، نیمه علفی چندساله،    گیاه   . وج  

برگ   ریزوم  و  منشعب  و  شمشیری ضخیم  تیره  بلند    های  از 

Acoraceae   است   (Gholipour and Sonboli, 2013 )  .  تاکنون

  یت کوچک ع بندان( با اندازه جم آب سه رویشگاه )   در   این گیاه 

از   کمتر  )ساری(  مازندران    در استان   مترمربع   50در مساحت 

در زمینه ترکیبات شیمیایی    انجام شده   شناسایی شد. مطالعات 

در    تنوع   وجود   ، این گیاه در ایران   کروموزوم تعداد  اسانس و  

شیمیایی  کروموزو   اسانس   ترکیبات  اعداد  سه  م و  این  بین  ی 

 ,Gholipour et al., 2015; Gholipour)   د ان دا را نش جمعیت  

و    ی خت ی ر   ات ی براساس خصوص اغلب    ان دارویی اه ی گ (.  2019

  ن ی شوند، اما ممکن است در ب ی م   ی بند رده شناسایی و    ی ظاهر 

وجود داشته باشد که مورد توجه قرار    ی ک ی ژنت   ی ها تفاوت   ها آن 

  ن ی ا  ی ک ی ژنت  ی ها ی صورت مطالعه گوناگون  ن ی در ا  ، نگرفته باشد 

  ی با روش سنت   ها آن   ی بند تواند به رده ی م ه  ک این   بر علاوه   اهان ی گ 

کند  اهلی   حفاظت   ی برا ،  کمک  همچنین  های  نمونه سازی  و 

 Ginwal et al., 2011; Rana)   است ژنتیکی برتر گیاه نیز مفید  

et al., 2013; Kasture et al., 2016 ) . 

هان وجود  دلایل زیادی برای ارزیابی دقیق تنوع ژنتیکی در گیا   

توان به حمایت صحیح از تنوع ژنتیکی  لایل می د دارد. از این  

حفظ و    ، (، شناسایی Dwevdi and Gaibriyal, 2009گیاهان ) 

بانک  در  توارثی  ذخایر  ) نگهداری  ژن   ,.Zheleva et alهای 

 ,.Laurentin, 2009; Amiri et al) نژادی  های به برنامه  (، 2007

2017; Tahani et al., 2019  )  رتر  ب و انتخاب صحیح والدهای

تلاقی  ) برای  کرد. Tahir and Karim, 2011ها  اشاره   )  

ISSR   (Inter simple sequence repeat  )نشانگرهای مولکولی 

تغییرپذیری   چندشکلی   خاطر ه ب  و    و  تکثیر  قابلیت  بالا،  بسیار 

بالا،   ژنوم    ی فراوان   و   ارزان نسبتاً  قیمت  تکرارپذیری  در  زیاد 

ن یکی    ، گیاهان  مهم  از  گوناگونی  رزیابی  ا برای  شانگرهای 

جمعیت  گیاهی  ژنتیکی  می به های   ;Pai, 2005)   آید شمار 

Abdul Kareem et al., 2012; Rana et al., 2013 .)    تنوع و

جمعیت ساختار   دارویی  ژنتیکی  گیاه  خطر  های  معرض  در 

نشانگرهای    Acorus calamus  انقراض  از  استفاده  با  هند  در 

 ,.Ginwal et alی ) ت و ریزماهواره کلروپلاس   RAPDمولکولی  

مولکولی  ،  ( 2011  ,.ISSR   (Abdul Kareem et alنشانگر 

2012; Rana et al., 2013 )   نشانگرهای مولکولی   و RAPD  و  

ISSR   (Liao and Hsiao, 1998; Kasture et al., 2016; Devi 

et al., 2018 )   شدند نشانگر   مطالعه  بودن  مفید  بر    های که 

تنوع    ISSR  مولکولی  ارزیابی  جمعیت ژ در   .Aهای  نتیکی 

calamus   داشتند.   د ی تأک 

زمینه  در  از    ارزشمند   دارویی   اه ی گ   ن ی ا   ریزازدیادی   مطالعاتی 

در شیشه  انبوه    ر ی تکث   با هدف ریزوم  ریزنمونه    بافت کشت   طریق 
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گیاهچه استفاده    و  حاصل  از  مزرعه در  های  در  آن  با    کشت 

 Anu et al., 2001; Ahmed et)   انجام شد در جهان    ت ی موفق 

al., 2007; Sandhyarani et al. 2011; Verma and Singh, 

2012; Babar et al., 2020 .)    پس از بازیابی گیاه دارویی وج

ایران  انبوه منظور  به گیاه  این  بافت  کشت   ، در  ها  چه اه ی گ   تولید 

پرورش    ی برا  و  در  در  کشت  نمودن  ایران  برطرف  راستای 

  حفاظت   مچنین ه و    از طبیعت برداری آن  های بهره محدودیت 

شد   گیاه  طریق    . انجام  از  گیاه  این  رویشی  تکثیر  به  توجه  با 

تهیه   دانه،  تولید  عدم  و  فصل    گیاهچه ریزوم  در  کشت  برای 

  شود. اساسی در زراعت آن محسوب می   مسائل مناسب یکی از  

راستا  این  ژنت ای  مقایسه مطالعه    ، در  جمعیت تنوع    های یکی 

بازز بیعی و گی ط  ا اهان  این گیاه    بافت کشت ز  ایی شده حاصل 

با  ژنتیکی  گنجینه  این  بهتر  شناخت  برای  ایران  در    دارویی 

ن  ا ارزش و همچنین مقایسه تنوع ژنتیکی گیاهان طبیعی با گیاه 

است.   برخوردار  زیادی  اهمیت  از  منابع  باززایی شده  بررسی 

تنوع  زمینه  در  ی  علمی موجود نشان داد که تاکنون مطالعه علم 

های طبیعی در ایران  اده از نمونه وج با استف   گیاه دارویی ژنتیکی  

مطالعه  تحقیق  این  هدف  است.  نشده  تنوع    ای مقایسه   انجام 

های طبیعی و باززایی شده این گیاه با استفاده از  ژنتیکی نمونه 

 است.   ISSRمولکولی    های نشانگر 

 ها مواد و روش 

  یی باززا   ی ها اهچه ی گ ی و  اهان طبیع گی تنوع ژنتیکی    ی اب ی ارز   ی برا 

  سه ی حاصل در مقا  اه ی گ  ی ک ی تنوع ژنت   ی احتمال   زان ی م  ن یی تع و  شده 

استفاده شد. نمونه    ISSR  ی مولکول   های از نشانگر   ، ی با والد اصل 

از  تازه  حدود    گیاهان   برگ  اندازه  سه  متر  سانتی   15-25با 

پِارزِ   ت ی جمع  اَلِ فون،  و  وان  عن ه ب   ی ع ی طب   شگاه ی از رو ندان  لَ سک 

بافت  حاصل از کشت   ی ها نمونه و از    )گروه اول(   والد   ن اها ی گ 

  ی گراد نگهدار ی درجه سانت   -80  ی و در دما   ه ی ته )گروه دوم(  

ریزنمونه   . ( 1)جدول    شد  از  استفاده  آزمایش    های با  ریزوم، 

آزمایشگاه  کشت  در  گیاهان سه جمعیت مذکور  اصلاح  بافت 

به  گروه  و  مولکولی  علوم ان د   بیوتکنولوژی نژادی    شگاه 

شد. برای    انجام   1398ساری در سال  و منابع طبیعی  کشاورزی  

برگ   ، DNAاستخراج   گیاهچه از  باززایی  های  از  های حاصل 

 استفاده شد. متر  سانتی   15-25با اندازه حدود    مستقیم 

نمونه    2 از  باززا   ی ع طبی گیاهان    تازه   برگ گرم  از    یی و  شده 

مراه  به ه   ی ن ی چ ن  هاو   ک ی وج در    اه ی گ   ت ی سه جمع   بافت کشت 

از    DNAمنظور استخراج  به   . د ی پودر گرد   ی ب خو به   ع ی ما   تروژن ی ن 

اندک   CTABروش    Doyle and)   د ش استفاده    رات یی تغ   ی با 

Doyle, 1987; Ginwal and Mittal, 2010 ) .   کم   ت ی ف ی ک   ت ی و 

DNA    آگارز ژل  از  استفاده  با  شده  و    0/ 8استخراج  درصد 

اسپکتروفتومتر   Eppendorf AG 22331مدل    دستگاه 

(Eddinburge)    در این    . نانومتر بررسی گردید   260  موج طول در

در مرحله    ISSRآغازگر مخصوص واکنش    15تحقیق از تعداد  

بالا    چندشکلی   با آغازگر    9  ت ی در نها که    استفاده شد غربالگری  

(.  2)جدول    انتخاب شدند   ISSRبرای انجام آزمایش مولکولی  

آغازگر  استفاده    ی ها تمام  آر   از مورد  تهیه  ن ی شرکت  گستر  ژن 

میکرولیتر    12ژنومی در حجم نهایی    DNAکثیر  کنش ت د. وا شدن 

  Master Mix  (µl 6 ،)O2H  (µl  3.25 ،)Primer   (µl 0.75شامل 

غلظت   و  µM 10با   )DNA   (µl  2    غلظت   انجام   (  ng 50با 

 شرکت سیناکلون استفاده گردید.   Master Mixها از  واکنش 

 

 Acorus calamusی گیاهی مطالعه شده اهباریومی و کد نمونههر آوری، اطلاعاتمحل جمع -1جدول 
Table 1. Localities, herbarium information and code of studied accessions of Acorus calamus 

 کد 

Code 

 رویشگاه
Locality 

 شماره هرباریومی 
Hebarium number 

Lane 1 Mazandaran, Sari, Arzefon village, Malepeshte Ab-bandan, 3 Nov. 2017, 331 m, Gholipour A. SPNH-5919 

Lane 2 Mazandaran, Sari, Shahid Rajaii dam road, Pelesk village, Ab-bandane Pelesk, 5 June. 2018, 660 m, Gholipour A. SPNH-5991 
Lane 3 Mazandaran, Sari to Kiasar road, before kiasar, Alandan, Ab-bandane Alandan, 9 June. 2018, 1350 m, Gholipour A. SPNH-5997 
Lane 4 Regenerated plantlet of Arzefon population --- 

Lane 5 Regenerated plantlet of Pelesk population --- 

Lane 6 Regenerated plantlet of Alandan population --- 
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 ;Ahlawat et al., 2010)   بر اساس منابع اطلاعاتی موجود

Abdul Kareem et al., 2012  از پس  و    ی هاشیآزما( 

واکنش   برای  بهینه  دمایی  برنامه  صورت  هب  PCRاولیه، 

اولیه  واسرشت  دمای    4  مدتبه)سازی  در   (، C94˚دقیقه 

دقیقه   2و    C60˚دقیقه    C94  ،1˚دقیقه    1)سیکل    35

˚C72)    مرحله نهایی  و   تنظیم   (C72˚در  دقیقه    7)بسط 

-Palmدر دستگاه ترموسایکلر مدل  PCRهای  آزمایش  شد.

Cycler GP-001   (Corbet Research, Australia)    انجام

واکنش  .  گرفت  در  شده  تکثیر  محصولات  بررسی  برای 

PCR    درصد استفاده شد. در این تحقیق از    2از ژل آگارز

شرکت سیناکلون استفاده  از     bp 100وزن مولکولی  نشانگر

آگارز    شد. ژل  رنگآمیزی،  در    15  مدتبهبرای  دقیقه 

اتیدیوم حاوی  غلظت  ظرف  با  قرار    µgml  5 /0-1بروماید 

شد مشاهده  داده  برای  آشکارساز  نوار.  دستگاه  از    UVها 

شد.    UVItec BTS-15.Mمدل   از استفاده  استفاده    با 

ژلها    Gel documentدستگاه   از  م  انجاعکسبرداری 

تجزیه    نواریالگوی    . گرفت  از  اساس    ISSRحاصل  بر 

وجود عدم  یا  نمونه  نوار  وجود  در  بخاص  صورت  هها، 

یا صفر   هر  دهی  نمرهیک  ترتیب  بدین  عنوان هب  نوارشد. 

بر   نمونه  هر  برای  و  شد  منظور  جداگانه  لوکوس  یک 

( )  و (  1اساس حضور  امتیازباند  (0عدم حضور  و  ،  دهی 

  از   استفاده  با  هانوار  یازدهی امت  شد.  لی ها تشکداده  سیماتر

Total lab gel analysis  (http://totallab.com  )  افزارنرم 

شد. نمونه  انجام  بین  شباهت  از  ماتریس  استفاده  با  ها 

تشابه   شد.    هیته  Simple matchingو    Jaccardضرایب 

  افزار نرمآزمون مانتل از  تشابه و    سیمحاسبه ماتر  منظوربه

NTSYS v.2.02  گرد تدیاستفاده   ی هامؤلفه به    ه یجز. 

.  انجام شد  Gen-Alex v.2.02  افزاربا استفاده از نرم  یاصل

ژن تنوع  فراوان  یشاخص    افزار نرم   توسط  هانوار  ی و 

Popgen v.32 ندمحاسبه شد  (Yeh et al., 1999) . 

 و بحث   نتایج

ح :  ISSRپروفیل   نتایج  مجموع    ، اصله براساس  آغازگر    15از 

ISSR   تعداد    استفاده بیشترین    9شده،  های  نوار تعداد  آغازگر 

  (. 2های مورد مطالعه تولید کردند )جدول  را در نمونه   چندشکل 

نمره نوار اندازه  تغییرات    دامنه  اساس  دهی شده  های    نشانگر بر 

مولکولی   تا  جفت   250از    ، بازی جفت   3000تا    100وزن  باز 

در   نوار  9/ 2میانگین  با   ، نوار   83در مجموع    از بود. ب جفت   3000

شد آغازگر  هر   کل    . تولید  برای  نوار از  شده  شمارش  های 

(  درصد   62/ 65)   نوار   52مختلف، تعداد  های  جمعیت های  نمونه 

تعداد    چندشکل  بودند.    شکل یک (  درصد   37/ 35) نوار    31و 

تعداد  به  میانگین  ا   نوار   5/ 7طور  آغازگر،  به  هر    ل چندشک زای 

  ISSR-43مربوط به آغازگر  تکثیر شده    نوار . بیشترین تعداد  بودند 

  ISSR-32بوط به آغازگر  تکثیر شده مر  نوار و کمترین  نوار  16با 

تعداد   از    22/ 2  (. 1  شکل و    2جدول  )   بود   نوار   4با  درصد 

، در  داشتند را  (  درصد   100)   چندشکلی درصد  آغازگرها بیشترین  

،  شکل یک   نوار ا تولید تعدادی  ب   ها آن درصد از    77/ 8  که   ی حال 

 . کمتری را نشان دادند   چندشکلی 

چندشکلی برای گیاهان گروه   های درصد لوکوس تنوع ژنتیکی: 

درصد و    55/ 42درصد و    43/ 37ترتیب  طبیعی و باززایی شده به 

درصد    49/ 40  ±   6/ 02های چندشکلی  میانگین درصد لوکوس 

نمونه طبیعی و  ( برای دو گروه Hبود. ضریب تنوع ژنتیکی نی ) 

شده   )   0/ 239باززایی  شانون  ضریب  شد.  برای  Iمحاسبه   ،)

و   0/ 251 ± 0/ 033ترتیب گیاهان گروه طبیعی و باززایی شده به 

ضریب    0/ 299  ±  0/ 031 این  کل  مقدار    0/ 275  ±   0/ 022و 

 (. 3محاسبه شد )جدول  

های  های مورد مطالعه براساس ماتریس داده ضرایب تشابه نمونه 

ISSR   از    و   های مختلف محاسبه گردید ش با رو نتایج حاصل 

های  در بین نمونه   . ارائه شده است   4  جدول روش جاکارد در  

بیشترین تشابه ژنتیکی بین جمعیت پلسک با    ، طبیعی مطالعه شده 

 ( ) 0/ 7الندان  ارزفون  با  پلسک  و  بین  0/ 7(  تشابه  کمترین  و   )

باززایی    های مشاهده شد. در بین نمونه   ( 0/ 56ارزفون و الندان ) 

(  0/ 57شده بیشترین تشابه ژنتیکی بین جمعیت پلسک با الندان ) 

الندان )  ارزفون و  مشاهده شد. در    ( 0/ 44و کمترین تشابه بین 

نمونه  بین  ژنتیکی  تشابه  میزان  از  مجموع  بیشتر  طبیعی  های 

های طبیعی و  بود. در بین نمونه  بافت کشت های حاصل از نمونه 

تش  بیشترین  شده،  نمونه باززایی  بین  ژنتیکی  جمعیت  ابه  های 

های جمعیت پلسک  ( و کمترین مقدار آن بین نمونه 0/ 63الندان ) 

 ( مشاهده شد. 0/ 44) 

http://totallab.com/
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 باشد. می  1ها بر اساس جدول نام نمونه. ISSR-43و  ISSR-9 هایژنومی توسط آغازگر DNAالگوی تکثیر  -1 شکل
Figure 1. Banding pattern of reproduced genomic DNA by ISSR-9 and ISSR-43 primers. Samples names are 

according to table 1. 
 

 گیاه وج ISSRهای هر یک از آغازگرهای مورد استفاده در آنالیز نوارو وضعیت  رادفنوع، ت -2جدول 
Table 2. Type, sequence and reproduced bands of each primer in ISSR analysis of Acorus calamus 

 نام آغازگر 
Primer 

 ( '5-'3)   ترادف 
Sequence (5'-3') 

 ها تعداد کل نوار 
Total bands 

number 

 تعداد نوارهای چندشکل 

No. of polymorphic 

bands 

 درصد باندهای چندشکل 
Percentage of polymorphic 

bands 
ISSR-1 GAGAGAGAGAGAGAGAGAA3 10 5 50 
ISSR-8 CTCTCTCTCTCTCTCTG 8 8 100 
ISSR-9 AGAGAGAGAGAGAGAGC 14 6 42.8 
ISSR-11 GAGAGAGAGAGAGAGAC 7 3 42 
ISSR-24 CCCGGATCCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGT 9 6 66.6 
ISSR-32 GATCGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGGGAGG 4 4 100 
ISSR-36 HBHAGAGAGAGAGAGAG 7 6 85.7 
ISSR-39 VHVGTGTGTGTGTGTGT 8 3 37.5 
ISSR-43 GGGTCGGGTCGGGTC 16 11 68.75 

 (Total  ) 62.65 52 83  کل 

 
 انحراف استاندارد(  ± میانگین(. )A. calamusهای مورد مطالعه گیاه وج )های تنوع ژنتیکی گروهشاخص -3جدول 

Table 3. Genetic diversity indices in studied groups of Acorus calamus (mean values  ± standard error).   
 ها گروه 

Groups 

 ضریب نی 
Nei's 

genetic diversity 

 ضریب شانون 
Shannon's 

information index 

 های چندشکلی درصد لوکوس 
Percentage of  

polymorphic loci 

 های متمایز تعداد آلل 
Number of different 

alleles 

 مؤثر های  تعداد آلل 
Number of effective 

alleles 
 های طبیعی نمونه 

Wild samples 
0.239 0.251 ± 0.033 43.37 1.337 ± 0.071 1.3  ± 0.042 

 های باززایی شده نمونه 
Rgenerated samples 

0.239 0.299 ± 0.031 54.42 1.53 ± 0.06 1.326 ± 0.038 

 میانگین 
Mean 

0.239 0.275 ± 0.022 49.4 ± 6.02 1.434 ± 0.047 1.313 ± 0.028 
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ماتریس بین  همبستگی  تعیین  آنالیز برای  از  حاصل  های 

استفاده  هداده مانتل  آزمون  از  تشابه،  ماتریس  اساس  بر  ا 

)جدول   نسبتاً  5شد  همبستگی  آزمون  این  اساس  بر   .)

که نشان    های تشابه مختلف وجود داردبالایی بین ماتریس

 اند.ها نتایج تقریباً یکسانی را ارائه دادهدهد ماتریسمی

  که   ( AMOVAمولکولی )  واریانس  تجزیه   از  حاصل  نتایج

ت  در با    هاگروه  بین  و  داخل  شده  مشاهده  غییراتآن 

محاسبه می  بندیدسته  ژنتیکی  هایفاصله  از  استفاده   شود، 

 ژنتیکی   درصد تغییرات  94  تحقیق  این  نتایج  اساس  برشد.  

به  یافت مربوط    بین   در  درصد  6  و  هاگروه  درون  شده 

 .(6 بود )جدول  هاگروه

تجزیه خوش:  اییتجزیه خوشه از  ایی  هدندروگرام حاصل 

روش   داده  UPGMAبا  ماتریس  اساس    ISSRهای  بر 

  ج نتای   اساس  نشان داده شده است. بر  2در شکل  تعیین و  

ا هب در  آمده  ضر  نیدست  بر   ب یمطالعه  جاکارد    تشابه 

 نیبالاتر  یدارا  UPGMA  بندیخوشه  روش  اساس

نشان(  87/0)  کیکوفنت   یهمبستگ  ب یضر که   دهنده  بود 

و   هایسیماتر  نیببالا    همبستگی  و  خوب  برازش تشابه 

نها متشابه    ب ضری   اساسبر  ییدندروگرام  باشد یجاکارد 

وج  نمونه  .(5)جدول   گیاه  از  شده  مطالعه  در سطح  های 

حدود   تشابه  اصلی    0/ 57ضریب  خوشه  دو     Bو   Aدر 

در سطح ضریب تشابه    خود  نوبهبه  A. خوشه  توزیع شدند

است.  تجزیه شده  A2و  A1به دو زیر خوشه  0/ 67حدود 

 های طبیعی ارزفون و پلسکجمعیت   های مربوط بهنمونه

.  قرار گرفتند A1زیرخوشه   با نشان دادن بیشترین تشابه در 

و   A2زیرخوشه   الندان  جمعیت  طبیعی  نمونه  از  متشکل 

نمونه باززایی شده جمعیت ارزفون است. در خوشه اصلی  

B  جمعیت نمونه شده  باززایی  الندان های  و  پلسک  های 

 دارند. حضور

 

 باشد. می   1ها بر اساس جدول  نام نمونه   . ISSR  های گیاه وج بر اساس نشانگر ایی شده  ز طبیعی و باز های  نمونه   جاکارد   ضرایب تشابه   -4جدول  
Table 4. Jaccard similarity coeficient of natural and regenerated accessions of Acorus calamus based on ISSR markers. Name of 

samples are according to table 1 
 نمونه

Sample Lane 1 Lane 2 Lane 3 Lane 4 Lane 5 Lane 6 

Lane 1 1      
Lane 2 0.70 1     
Lane 3 0.56 0.70 1    
Lane 4 0.59 0.68 0.71 1   
Lane 5 0.51 0.44 0.56 0.56 1  
Lane 6 0.54 0.60 0.63 0.55 0.57 1 

 

 ISSRمولکولی    های بر اساس نشانگر های مختلف  دست آمده با روش ه ب   ضرایب تشابه ستگی بین  ب هم   -5جدول  
Table 5. Correlation between similarity coefficients obtained by different methods based on ISSR molecular markers 

Similarity index/Method UPGMA Complete linkage Single linkage 
Dice 0.865 0.846 0.750 

Jaccard 0.874 0.858 0.761 
Simple 0.833 0.831 0.66 

 

 ISSRمولکولی  هاینشانگر از استفاده با  گیاه دارویی وج یهات یجمع مولکولی واریانس تجزیه -6جدول 
Table 6. Analysis of molecular variance (AMOVA) of populations of Acorus calamus using ISSR markers data 

 منابع تغییرات 

Source of variation 
 درجه آزادی

df 

 مجموع مربعات 

SS 

 میانگین مربعات 

MS 
 درصد واریانس

% Variance 
 ها بین گروه

Between Groups 
1 16.33 16.333 6% 

 ها درون گروه

Within Groups 
4 54.667 13.667 94% 

 کل 

Total 
5 71.000 30 100% 
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  مطابق   ها نام نمونه   . UPGMAگیاه دارویی وج با روش  در    ISSRمولکولی    های های نشانگر ای داده دندروگرام حاصل از تجزیه خوشه   -2شکل  

 باشد. می   1جدول  
Figure 2. UPGMA dendrogram of cluster analysis of ISSR marekers data in Acorus calamus. Name of samples are according to 

table 1. 
ژنتیکی   ساختار  و  تنوع  راهبردهای  اطلاعات  توسعه  برای 

گونه  بسیار  حفاظت  انقراض  تهدید  معرض  در  گیاهی  های 

گو  هستند.  گونه اساسی  سازگاری  برای  ژنتیکی  با  ناگونی  ها 

زیست  گونه شرایط  و  هستند  حیاتی  که  محیطی    اندازه  به ای 

ییرات شرایط  تغ تواند با  کافی تنوع ژنتیکی نداشته باشد، نمی 

 ( شود  سازگار  نشانگرهای  (.  Schaal et al., 1991محیطی 

ب  نشانگر  ه مولکولی  تنوع    ISSRخصوص  ارزیابی  برای 

های مختلف از جمله  ژنتیکی درون و بین جمعیتی در گونه 

 Ginwal) ( مورد استفاده قرار گرفت  A. calamusگیاه وج ) 

et al., 2011; Abdul Kareem et al., 2012; Kasture et al., 

پژوهش   . ( 2016 این  نمونه   در  ژنتیکی  طبیعی  تنوع  و  های 

استفاده از  با    گیاه دارویی وج   بافت کشت های حاصل از  نمونه 

مولکولی   بار   ISSRنشانگرهای  اولین  مطالعه    برای  ایران  در 

داد   . شد  نشان  پژوهش  این  لوکوس   نتایج  های  درصد 

م  در  طبیعی  گروه  گیاهان  در  گیاهان  ب   قایسه چندشکلی  ا 

( کمتر  درصد   55/ 42و    درصد   43/ 37ترتیب  باززایی شده )به 

از    های باززایی شده در نتیجه میزان گوناگونی در نمونه   ؛ است 

طبیعی   دلایل  والدهای  از  یکی  است.  موضوع  بیشتر  این 

اثر  توان می  محیط    ی ها کننده م ی تنظ د  شرایط  در  رشد  مختلف 

 Noormohammadi)   های باززایی شده باشد کشت روی نمونه 

et al., 2014 ) .   ( عبدالکریم و همکارانAbdul Kareem et al., 

جنوب و شمال  های  ژنتیکی جمعیت   در مطالعه تنوع   ( 2012

هند  لوکوس   ، A. calamus  گونه   شرق  درصد  های  میزان 

گزارش    درصد   7/ 77و    درصد   42/ 72ترتیب  چندشکلی را به 

)   نمودند.  نی  ژنتیکی  تنوع  دو Hضریب  برای  نمونه  گ   (  روه 

شده   باززایی  و  )   0/ 239طبیعی  شانون  ضریب  برای  Iو   )

  0/ 251  ±  0/ 033ترتیب  گیاهان گروه طبیعی و باززایی شده به 

پژوهش    0/ 299  ±  0/ 031و   در  همکاران  بود.  و  عبدالکریم 

 (Abdul Kareem et al., 2012 )   شانون  تنوع ژنتیکی    شاخص

 (I ( و نی )H برای )  ه مورد مطالعه حی های چهار نا تمام جمعیت  

و   SD=  0/ 31)   0/ 2946ترتیب  به   )2005 /0   (211 /0  =SD  )  

ژنتیکی    شاخص   شدند. محاسبه   ) تنوع  ) Iشانون  نی  و   )H  )

جمعیت   برای  برای  تمام  هند  سرتاسر  از  شده  مطالعه  های 

 0SD/ 11)   0/ 33( و   = 0SD/ 13)   0/ 50ترتیب  به   ISSRنشانگر  

ر اساس مطالعات  ب   (. Kasture et al., 2016شدند ) ( گزارش   =

شده   بین جمعیت انجام  ژنتیکی  تنوع  این  میزان  مختلف  های 

تکثیر رویشی این  یکی از دلایل اصلی آن  که    پائین است گونه 

 ;Abdul Kareem et al., 2012شد ) با می گیاه از طریق ریزوم  

Kasture et al., 2016 .) 

تنوع ژنتیکی گیاهان   اهداف پژوهش حاضر مقایسه  از  یکی 

ریزازدیادی   عی طبی  برای  وج  گیاه  شده  باززایی  کشت و  و    ، 

های  ن گیاه در ایران بود. مطابق شاخص های حفاظتی ای برنامه 

آنالیز خوشه  و  نی  نمونه   ، ای شانون،  ژنتیکی  تنوع  های  میزان 

نمونه  با  مقایسه  در  گیاه وج  بیشتر  باززایی شده  طبیعی  های 
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ویی باارزش  ار برای کشت این گیاه د این نتایج  براساس  است.  

در  بافت  های باززایی شده حاصل از کشت با استفاده از نمونه 

مطالعات  ایران   شیمیایی  ای  مقایسه انجام  ترکیبات  زمینه  در 

 ها ضروری است. این نمونه 

  غیرجنسی   دمثل ی تول با توجه به اینکه گیاه وج بیشتر با روش  

ن  های این پژوهش نشا یافته شود،  از طریق ریزوم تکثیر می   و 

های طبیعی سه جمعیت  دهنده وجود تنوع ژنتیکی بین نمونه 

وجود این تنوع ژنتیکی در  .  باشد می ارزفون، پلسک و الندان  

است،  جمعیت  برخوردار  زیادی  اهمیت  از  گونه  یک  های 

با شرایط    که   ی طور به  یستگاهی متغیر و  ز در سازگاری گیاه 

  ارزفونو    ان های طبیعی جمعیت الند نمونه دارد.    ر ی تأث آن    بقاء 

نشان  ژنتیکی    فاصله بیشترین   یکدیگر  به  نسبت    ند. اد د را 

ارتفاع   در  ارزفون  جمعیت  دریا    331گیاهان  سطح  از  متر 

رویشگاه گیاهان جمیعت الندان در    که ی حال رویش دارند، در  

باشد. این تفاوت در  متر بالاتر از سطح دریا می   1350ارتفاع  

می   توپوگرافیکی موقعیت   این  وا ت رویشگاه  دلایل  از  یکی  ند 

باشد.   م گوناگونی  و  جمع   بات ی ترک   زان ی نوع    ی ها ت ی اسانس 

  ی ها ت ی جمع   ی ها با نمونه   ن ی و همچن   گر ی کد ی وج با    اه ی گ   ی ران ی ا 

  ر یی و تغ  ی ک ی عوامل ژنت  احتمالاً که تفاوت دارند،   ا ی نقاط دن   گر ی د 

اساس   اه ی گ   شگاه ی رو  در  بر  از سطح  م   ا ی ارتفاع  نوع    زان ی بر  و 

 (. Gholipour et al., 2015هستند )   مؤثر   اه ی گ   یی ا ی م ی ش   بات ی ترک 

د  طرف  ) ی قل   گر ی از  مطالعه  Gholipour, 2019پور  در   )

تفاوت  A. calamusگونه    ی ران ی ا   ی ها ت ی جمع   ی کروموزوم   ،

همچن   ی ران ی ا   ی ها ت ی جمع   ن ی ب   ی کروموزوم  نمونه    ن ی ب   ن ی و 

 با هند را گزارش نمود.   ران ی ا 

بیشترین پژوهش  این  نتایج  اساس  با  یم  بر  تشابه  زان 

نمونه    0/ 63ضریب   با  الندان  جمعیت  طبیعی  نمونه  بین 

شد مشاهده  جمعیت  این  شده  حالی  ؛باززایی  که  در 

با ضریب   نمونه طبیعی و    0/ 44کمترین میزان تشابه،  بین 

)جدول   گردید  مشاهده  پلسک  شده جمعیت  (.  4باززایی 

نمونه بین  بالا  تشابه  نمونهضرایب  و  طبیعی  های  های 

الندان  بافت کشت از    صلحا ژنتیکی    جمعیت  تنوع  بیانگر 

بین   مجموع    .است   هاآنپائین  جمعیت در  بین  های  در 

های  مورد مطالعه کمترین میزان واگرایی ژنتیکی بین نمونه

این   بنابراین  شد،  مشاهده  الندان  شده  باززایی  و  طبیعی 

اهلی برای  میجمعیت  ایران  در  پرورش  و  تواند سازی 

 . مناسب باشد
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Abstract 
Sweet flag (Acorus calamus) is a perennial, semi-aquatic and aromatic plant of the family Acoraceae 

that, in addition to its multiple medicinal properties, is used in health, food and agricultural industries 

(as pest control). This research was conducted to comparasion study of genetic diversity of natural and 

regenerated plants from tissue culture of Arzefon, Pelesk and Alandan populations of Sweet flag by 

using ISSR molecular markers. Out of 15 screened primers, 9 primers produced the most polymorphic 

bands. Totally, these primers generated 83 bands, of which 52 bands (62.65%) were polymorphic. The 

percentage of polymorphic locus for natural and regenerated plants was 43.37% and 55.42%, 

respectively, and Nei’s genetic diversity (H) was calculated to be 0.239 for the two studied groups. 

The Shannon’s index (I) for natural and regenerated plants was estimated to be 0.251 ± 0.033 and 

0.299 ± 0.031, respectively. Among the natural and regenerated groups, the highest genetic similarity 

was observed between the samples of Alandan population (0.63), and the lowest value was observed 

between the samples of Pelesk population (0.44). Analysis of molecular variance (AMOVA) showed 

that 94 % of genetic variation attributed to whithin groups and 6 % to between groups. Based on the 

results, the genetic diversity of the regenerated plants was higher than the natural plants. According to 

the results of the present research, the lowest rate of genetic divergence was observed between natural 

and regenerated plants of Alandan populatiuon, so the plants of this population could be suitable for 

domestication and cultivation in Iran. 

Keywords: Domestication, Genetic similarity, Nei’s genetic diversity, Medicinal plant, Acorus calamus 
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