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Extended abstract 

Introduction 

Viola sp. (2n= 2x= 20) is the largest genus within the violet family, commonly known as medicinal plants due to 

its extensive use in traditional medicine. Recently, the cyclotide compounds found in the violet family have 

attracted considerable attention. Cyclotides are stable plant proteins with a circular peptide backbone crosslinked 

by a cystine knot of disulfide bonds, which can be used as scaffolds in drug design. The types of cyclotides are 

directly influenced by the kind of species and ecotypes, making it essential to maintain diverse genotypes of Viola 

species. Furthermore, assessing genetic variation aids researchers in utilizing plants for various purposes and helps 

prevent their extinction. The advancement of biotechnology, combined with other life sciences like bioinformatics, 

has increasingly highlighted the role of markers in identifying hereditary differences in DNA sequences. The iPBS 

molecular marker (Inter Primer Binding Sites) is one of the markers that amplifies repetitive mobile sequences 

(retrotransposons). The iPBS molecular marker was used as a method for identifying LTR sequence diversity and 

directly observing polymorphism among different plant varieties. There is no report of using this marker in the 

violet family so far. Therefore, this study aims to use iPBS marker to identify the genetic diversity among different 

ecotypes of violets. 

Materials and methods 

In this study, 21 ecotypes of the genus Viola were collected during the peak flowering period (mid-March to mid-

April) from various locations in the Mazandaran and Gilan provinces of Iran. The complete plant samples were 

transferred to the herbarium of the Natural Resources Research Division at the Isfahan Agricultural and Natural 

Resources Research and Education Center (SFAHAN), and herbarium codes were registered. Fresh leaf samples 

for DNA extraction were also stored in liquid nitrogen at -80°C. For the molecular study, DNA was extracted 

using a modified CTAB method with 3% PVP for plants with high secondary metabolism. Samples were purified 

with RNase A and stored at -20°C. DNA quantity was measured using a biophotometer, with quality assessed by 

0.8% agarose gel electrophoresis. A concentration of 25 nanograms per sample was prepared for PCR reactions. 

PCR was carried out using an Eppendorf 5331 Gradient MasterCycler. Optimal annealing temperatures were 

determined using a gradient from 45 to 50°C. DNA Green Viewer dye was used for staining, and samples were 

placed in a horizontal electrophoresis device. Gels were imaged under UV light, and bands were scored as present 

(1) or absent (0), creating a binary matrix for statistical analysis using NTSYSpc ver2.2 software. A distance matrix 
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based on Nei's analysis was used for clustering with the UPGMA method. Some indices including observed alleles, 

effective alleles, Shannon's index, and AMOVA were calculated using GenAlEx6-5 software. 

Results and discussion 

The genetic diversity of violet plant populations was examined using 12 iPBS primers, resulting in 214 bands, 199 

of which were polymorphic. The highest number of bands was produced by iPBS13, and the lowest by iPBS9, 

with band sizes ranging from 300 to 1500 bp. The polymorphism information content (PIC) for each iPBS primer 

was calculated, with an average polymorphism of 92.3%. The mean PIC was 0.35, with the highest being 0.45 for 

iPBS 9 and iPBS21, and the lowest being 0.24 for iPBS10. Higher PIC values indicate greater allele numbers and 

increased polymorphism frequency. The marker index (MI) for each primer, based on the number of polymorphic 

bands, averaged 5.64, ranging from 1.61 to 8.1. The highest MI was for iPBS21, indicating its high discriminatory 

power. Cluster analysis grouped the ecotypes into four clusters, with significant genetic diversity observed among 

the ecotypes. The clustering was independent of geographical regions, suggesting that ecotype similarities within 

species led to their grouping. This classification can be useful in taxonomic studies and breeding programs. 

Population structure analysis showed that V. alba had the highest and V. sieheana the lowest values for 

polymorphic bands, effective alleles, expected heterozygosity, observed heterozygosity, and Shannon's index. The 

average heterozygosity was 0.15. AMOVA indicated that within-species genetic diversity was higher than 

between-species diversity. The Fst index, indicating interspecies differentiation, was significant at 1%. Genetic 

distance analysis revealed the highest genetic distance (0.53) between V. odorata and V. ignobilis, and the lowest 

(0.19) between V. alba and V. reichenbachiana. The dendrogram grouped the species into three major clusters, 

with V. odorata in the first group, V. alba and V. reichenbachiana in the second, and V. ignobilis and V. sieheana 

in the third. 

Conclusion 

According to the results of this experiment, there was a significant relationship between V. odorata and V. alba, 

supported by their placement in the same group in the dendrogram, the lowest genetic distance, and the highest 

gene flow. These species had the highest levels of polymorphism, number of alleles, effective alleles, Shannon's 

index, and heterozygosity ratio. They are recognized for their fragrance and ornamental use alongside medicinal 

applications. The highest diversity among collected ecotypes was intra-species, explained by the higher likelihood 

of intra-species crossings. Given the high gene flow and close relationship in the dendrograms, V. odorata and V. 

alba are closely related and should be considered in future studies. 
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iPBSنشانگر مولکولی استفاده از ( با .Viola sp) یایران های بنفشههتنوع ژنتیکی برخی از گون بررسی

3و بهروز شیران   ،*2، محمد ربیعی    1فرانه روشن

نباتات و بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شهرکرد، شهرکرد اصلاح دانشجوی کارشناسی ارشد، گروه  -1

 نباتات و بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شهرکرد، شهرکرد استادیار، گروه اصلاح  -2

 نباتات و بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه شهرکرد، شهرکرد استاد، گروه اصلاح  -3

(31/06/1403 ؛ تاریخ انتشار برخط:27/05/1403: ؛ تاریخ پذیرش20/05/1403؛ تاریخ آخرین ویرایش:  04/04/1403 )تاریخ دریافت:

 چکیده 

ی در طراحی سیکلوتید  دلیل داشتن ترکیباتبهگیاهان زینتی است که    ازجملهمتعلق به خانواده بنفشگان  (  .Viola spp)  گیاه بنفشه

شد و بعد   بردارینمونهمختلف بنفشه از مناطق شمالی ایران  اکوتیپ  21 از این پژوهش  . درقابل استفاده است  داروهاو ساخت 

در    ،دست آمدهنتایج به  بر اساس.  قرار گرفتندمورد ارزیابی تنوع ژنتیکی    iPBSمولکولی   ، با استفاده از نشانگرDNAاز استخراج  

( PIC) ، محتوای اطلاعات چندشکلیمیانگین درصد چندشکلی مشاهده شده .حاصل شد iPBS نشانگر نوار برای 214مجموع 

بین  نیز    Neiشاخص فاصله ژنتیکی  مقادیر    .محاسبه شد  5/ 64درصد و    0/ 35،  درصد  92/ 31ترتیب  به  (MI)و شاخص نشانگر  

نظر های بنفشه ایران است و بهاکوتیپ توجه بین قابلتنوع ژنتیکی  بیانگرقرار داشت. نتایج حاصل از این پژوهش  0/ 66صفر و 

 هایتجزیه و تحلیل. نتایج مربوط به  برای ارزیابی تنوع ژنتیکی در این گونه مناسب باشد  iPBSنشانگر    استفاده از  رسد کهمی

داد  یاگونهدرونو    ایگونهینب تنوع    61که   نشان  به  مربوط  تنوع  از  پلی  ی اگونهدروندرصد  میزان  بیشترین  مورفیسم است. 

V. albaو    V. odorataهای  )چندشکلی(، تعداد آلل، تعداد آلل مؤثر، شاخص شانون و نسبت هتروزیگوسیتی مربوط به گونه

طور شان داد که این دو گونه کمترین فاصله ژنتیکی را با هم دارند. به بود. بررسی فواصل ژنتیکی نی و ترسیم دندروگرام هم ن

iPBSاستفاده از نشانگر    که  توان گفت می  آمده از این آزمایشدست  بهبا توجه به اطلاعات تاکسونومیکی موجود و نتایج  کلی  

ها شد که در  ها و گونهثر اکوتیپ ؤدارد. نتایج این آزمایش باعث تفکیک م  Violaکارایی بالایی در مطالعات سیستماتیک جنس  

تواند مورد استفاده قرار گیرد. مطالعات اصلاحی نیز می

، فاصله ژنتیکی ایگونهینبهای تجزیه و تحلیلمورفیسم، پلی کلیدی:واژگان 
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 مقدمه

علمیگیاه   نام  با   کروموزوم   20  دارای   .Viola sppبنفشه 

(2n= 2x= 20  )رده    و (، Magnoliposida)  هایادولپهاز 

و  (  Violaceae(، تیره بنفشگان )Violalesسان )راسته بنفشه

. این  (Inceer et al., 2007)  باشد( میViolaجنس بنفشه )

)گسترده ه گیا بنفشگان  تیره  جنس  ( Violaceaeترین 

ثانویه    جمله  از .(Anca et al., 2009)  باشدمی ترکیبات 

که    اشاره نمود سیکلوتیدهاتوان به  می  شاخص در این گیاه  

استقوی    ضدسرطانیاثرات   شده  گزارش  آن    برای 

(Gharari et al., 2019.)    موجود این گیاه    یسیلیکسال اسید

آنتی و  واثرات ضدالتهابی  داشته  ترکیبات    برای  اکسیدانی 

  گزارش شده است، فعالیت ضدویروسی  این گیاه نیز  فنلی

(Khajuria et al., 2019.)  

آوری اطلاعات در حوزه تنوع ژنتیکی گیاهان دارویی  جمع

به محققان رشته علوم پزشکی در طب سنتی، پزشکی جدید 

کند تا با مطالعات بیشتر، متخصصان داروسازی کمک می و  

 Eghlima et)  برداری از منابع ژنتیکی نماینداقدام به بهره

al., 2021)  .علاوه در صورت احتمال خطر انقراض و یا  به

می  کمک  ژنتیکی  تنوع  اطلاعات  ژنتیکی،  تا فرسایش  کند 

تهدیدات اصلاحی،    های علمی وروش  یریکارگبهبتوان با  

نمود برطرف  گیاه  حیات  از  را   Golkar and)  فوق 

Nourbakhsh, 2019)  . برترتولید ژنوتیپ  ، های مطلوب و 

گونه   یک  در  ژنتیکی  مواد  صحیح  انتخاب  طریق  از  تنها 

ارزیابی مداوم ژنوتیپ  بسیار متنوع و  برتر د گیاهی  ر  های 

 .(Gorji et al., 2011) است  پذیرهای مختلف امکانمحیط

فرصت فناوری جدید  یافتن  های  برای  را  خوبی  های 

نژادی ایجاد  های بهالگوهای تنوع ژنتیکی برای پیشبرد برنامه

های نسل  یابیامروزه با توسعه سریع فناوری توالی اند.کرده

توالی  ژنومیجدید،  برای   هایروش و یابی  بالا  کارایی  با 

آسان   ایجاد نشانگرها، را  جدید  استنشانگرهای     کرده 

(MirMohammadi Maibody and Golkar, 2019)  . از

ویژگی توارث  جمله  از  پیروی  خوب  نشانگر  یک  های 

و   بودن  چندشکلی  محیط،  به  وابستگی  عدم  مندلی، 

.  (Jamshidi-Kia et al., 2017)   ن است نتایج آ  یریتکرارپذ

ز  اiPBS    (Binding Sites  Inter Primer  )انگر مولکولینش

میجمله   توالینشانگرهایی  تکثیر  موجب  که  های  باشد 

( متحرک  میRetrotransposonsتکراری  نشانگر    .دگرد( 

 Kalendar and)  شولمنتوسط کالندر و    iPBSمولکولی  

Schulman, 2014)    یافت و تحت عنوان روشی گسترش 

توالی تنوع  شناسایی   LTR  (Long Terminalهای  برای 

Repeat Sequences: LTR  )  ی چندشکلو مشاهده مستقیم  

  هرچند .  قرار گرفت میان ارقام مختلف گیاهان مورد استفاده  

نشانگر   از  خانواده    iPBSتاکنون  به  مربوط  مطالعات  در 

بنفشه استفاده نشده است اما با استفاده از نشانگرهای دیگر، 

های  گونه  ؛مناطق اروپا  V.odorataهای  گونهتنوع ژنتیکی  

V.alba  اروپا،  مناطق  در از  آذربایجان ی  و    قفقاز 

(Marcussen, 2006)  های  گونه؛V.suavis   در اسپانیا و اروپا  

(Nadeem et al., 2018)هایگونه  ؛   V.section melanium 

)  در اروپا    گونه   ؛(Yockteng et al., 2003مناطق 

V.wittrockiana  (Yang and Yeh, 1992)گونه   ؛

V.riviniana (Marcussen, 2003) های و گونهV.tricolor  

مورد بررسی قرار    V.cornuta  (Bennouna et al., 2019)و  

از   است.  مولکولی   طرفی،گرفته  نشانگر  از    iPBSاستفاده 

ژنتیکی   در تنوع  گندم  35  بررسی   ,.Gao et al)  واریته 

  ؛ (Babaei et al., 2014)  زراعی زعفران   اکوتیپ   28  ؛(2014

  گونه گندم وحشی   70  ؛(Elisafenko, 2015)  توده بامیه  66

(Kizilgeci et al., 2022)63رقم محلی لوبیا ترکی و    40  ؛ 

 مؤثرنیز    (Haliloğlu et al., 2022, 2023)  ژنوتیپ گندم نان

گزارشی مبنی بر استفاده    ینکهبه ا  با توجه  . واقع شده است 

گیاه بنفشه ارائه   ارزیابی تنوع ژنتیکی  در  iPBSاز نشانگر  

کارایی این نشانگر در گیاهان تأیید    همچنین  ونشده است  

های  اکوتیپ   تحقیق حاضر جهت بررسی تنوع ژنتیکیدیگر،  

 انجام گردید.  یبنفشه ایران چند گونه مختلف

 ها واد و روشم

اکوتیپ از    21  در پژوهش حاضر آوری نمونه گیاهی:جمع

ایران    درکه  در زمان اوج گلدهی گیاه بنفشه    violaجنس  

 طنقا  باشد، از می  ماهماه تا نیمه فروردینحدود نیمه اسفند

گیلان و  مازندران  استان   شدند.  آوریجمع  مختلف 
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گیاه  هانمونه کامل  منابع   بهی  تحقیقات  بخش  هرباریوم 

و منابع طبیعی  کشاورزی    و آموزش طبیعی مرکز تحقیقات

اصفهان   دادهاستان  پسشد    انتقال  اطلاعات    و  ثبت  از 

ثبت  آن  هرباریومکد  (،  1جدول  )  رویشگاهی   . شدها 

ها انجام ر اساس رنگ و شکل گلگیری بشناسایی و نمونه

در   DNAجهت استخراج  مورد نیاز  برگی  های  شد. نمونه

مایع   آزمایشگاه  ازت  دمایبه  در  و  درجه   -80  منتقل 

 گراد نگهداری شدند.سانتی

بنفشه:   DNAاستخراج   گیاه  از  کل  انجام  به   ژنومی  منظور 

  روش   یله وس به های برگی  نمونه   ی ژنوم   DNA  مطالعه مولکولی، 

CTAB   استخراج   تغییریافته (  ,.Saghai-Maroof et alشد 

نمونه   . ( 1984 آنزیم  تمامی  با  شده  استخراج    RNase Aهای 

دمای    ی ساز خالص  در  سانتی   - 20و  نگهداری  درجه  گراد 

 . ند شد 

های استخراج شده با  نمونه   DNAکمیت    :   DNA  تعیین کمیت 

نانوگرم    برحسب )اپندروف آلمان(   استفاده از دستگاه بیوفتومتر 

گرفت.  قرار  بررسی  مورد  میکرولیتر  شده    بر  قرائت  نسبت 
OD 260

 OD 280 
بازه  ها  نمونه    این    1/ 7- 2در  شد؛  مقدار  تعیین 

مطلوب    دهنده نشان  که    DNAکیفیت  است  شده  استخراج 

 د. باش مناسب می   PCRای  زنجیره  جهت انجام واکنش 

کیفیت  ی تع  نمونه :  DNAین  توسط    DNAهای  کیفیت 

تعیین شد.    TBE  1Xدرصد در بافر    0/ 8  آگارز الکتروفورز ژل  

ساخت شرکت    داک ژل در دستگاه    DNAنتیجه بررسی کیفیت  

UVITech    .های منفرد نوار وجود تک  با توجه به  ارزیابی شد

بدون   چاهک  هر  زیر  کیفیت زمینه پس   گونه یچ هدر  ای، 

شد    DNAمطلوب   تأیید  از   . ( 1)شکل    استخراجی  بعد 

 25غلظت    ها ، از تمامی نمونه DNA  بررسی کمیت و کیفیت 

واکنش   انجام  جهت  دمای  PCRنانوگرم  در  و  تهیه   ،20- 

 گراد نگهداری شدند. درجه سانتی 

پلیمراز زنجیره واکنش   اساس    PCR  واکنش   : ( PCR)   ای  بر 

  انجام شد.   ( Williams et al., 1990)   ویلیام و همکاران روش  

در پژوهش  که    iPBS  های آغازگر   توالی   GCتوجه به درصد    با 

مورد    ، ( Kalendar and Schulman, 2014)   کالندر و همکاران 

دلیل  )به   بالاتر   GC  با محتوای آغازگر    12  ، بود  استفاده قرار گرفته 

قوی  تهران    ( تری اتصال  سیناکلون  شرکت  داده  از  سفارش 

  ز دستگاه ترموسایکلر مدل ا   PCRانجام واکنش  منظور  به  . ند د ش 

Master cycler Gradiant 5331    اپندروف شرکت  ساخت 

به    PCRآلمان استفاده شد. اجزای مورد استفاده برای واکنش  

میکرولیتر    1آب دیونیزه،    لیتر میکرو   7  میکرولیتر شامل   20حجم  

DNA    10با غلظت    آغازگر میکرولیتر    2نانوگرم،    25با غلظت  

و   با    AMPILIQONمسترمیکس  میکرولیتر    10میکرومولار 

از    هرکدام بهترین دمای اتصال  جهت تعیین    . بود   X10غلظت  

  گراد استفاده شد درجه سانتی   50تا    45یانت  د ا آغازگرها از گر 

از آغازگرها مشخص شد.    هرکدام که در نهایت دمای اتصال  

  هرکدام توالی آغازگرهای مورد استفاده و دمای اتصال مربوط به  

 .ارائه شده است   2در جدول  

رصد که  د  1/ 4نهایی با ژل آگارز  محصولات    تحلیل آماری:

بقیه غلظت  به  آزمایش ما نسبت  بهتر  در  ها باعث تفکیک 

  یزی آمرنگشد مورد ارزیابی قرار گرفتند. جهت  نوارها می

از   رنگژل  پارس    DNA Green Viewer  یماده  )شرکت 

در دستگاه    TBE 1Xبافر    ها درنمونه  استفاده شد وتوس(  

گرفت شرکت  )  افقی  الکتروفورز قرار  پژوهش(  در ندپایا   .

( منتقل  UVTTech)شرکت    داک ژلپایان کار، ژل به دستگاه  

نور  تصویربرداری  و   شد  UVزیر  نوارهای سپس    ،انجام 

ای از نوارهای مورد بررسی قرار گرفتند. نمونهشده    یکتفک

وجود الگوی نواری  ارائه شده است.    2تکثیر یافته در شکل  

ماتریس    مشخص شد.  0امتیاز    آن با  و عدم حضور  1امتیاز    با

ورودی برای تجزیه آماری با  عنوان  به  صفر و یک حاصل

 Gogoi) استفاده شد  NTSYSpc ver2.2افزار  استفاده از نرم 

et al., 2018)  همچنین نی،  .  ژنتیک  فاصله  از  استفاده  با 

استفاده از    با  UPGMAبه روش    ایخوشهتجزیه و تحلیل  

شد  NTSYSpc ver2.2افزار  نرم   ,Nei and Li)  انجام 

های مشاهده شده، تعداد (. در این ارزیابی تعداد آلل1979

ثر، شاخص شانون برای هر جمعیت و همچنین  ؤ های مآلل

مولکولی   واریانس  اختصار  تحلیل  به    AMOVAیا 

(Analysis Molecular Variance بر اساس روش پیکال )

همکاران   از    (Peakall and Smouse, 2006)و  استفاده  با 

 .انجام گردید GenAlEx6-5 افزارنرم 
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 های بنفشه آوری شده از گونههای جمعاطلاعات جغرافیایی مربوط به جمعیت  -1جدول 
Table 1. Geographical information of the collected populations of Viola spp. 

ارتفاع از سطح  
 )متر(  دریا

Altitude 
 (m) 

 عرض

 جغرافیایی

latitude  
(UTM) 

 طول 

 جغرافیایی

Longitude 
(UTM) 

 کد 

 نمونه

Sample 
 code 

 منطقه 

Location 
 استان

Province 
 گونه

Species 

 شماره

 نمونه
Sample No. 

312 4019593 670443 V. odorat1  پلنگ دره 
Palang dareh 

 مازندران 

Mazandaran 
Viola odorata 1 

232 4034568 596603 V. odorata2 
 کشپل پارک 

Park-kashpol 
 مازندران 

Mazandaran 
Viola odorata 2 

29 4046280 574108 V. odorata3 
 صلاح الدین کلا 

Salahodin kola 
 مازندران 

Mazandaran 
Viola odorata 3 

5 4048245 571515 V. odorata4 
 سی سنگان 

Sisangan 
 مازندران 

Mazandaran 
Viola odorata 4 

1569 4172009 309127 V. odorata5 
 لاکه تاشون 

Lale takshon 
 یلانگ

Gilan 
Viola odorata 5 

629 4177629 317526 V. odorata6 
 دول هنارنج

Nareng dol 
 یلانگ

Gilan 
Viola odorata 6 

312 1019593 670443 V. alba1  پلنگ دره 

Palang dareh 
 مازندران 

Mazandaran 
Viola alba 7 

8 4048824 600055 V. alba2 پارک جنگلی نور 

Park nor 
 مازندران 

Mazandaran 
Viola alba 8 

5 4048245 571512 V. alba3  سی سنگان 

Sisangan 
 مازندران 

Mazandaran 
Viola alba 9 

8 4172009 309127 V. alba4  لاکه تاشون 

Lake tashon 
 یلانگ

Gilan 
Viola alba 10 

629 4177629 317526 V. alba5 دول هنارنج 

Nareng dol 
 یلانگ

Gilan 
Viola alba 11 

5871 4166807 304096 V. alba6 هونی هاسب 

Asbe honi 
 یلانگ

Gilan 
Viola alba 12 

5871 4166807 304096 
V. 

reichenbachia1 
 هونی هاسب

Asbe honi 
 یلانگ

Gilan 
Viola reichenbachiana 13 

4583 4168131 306718 
V. 

reichenbachia2 
 فوشه معدن 

Foshe maadan 
 یلانگ

Gilan 
Viola reichenbachiana 14 

5974 4164459 301523 
V. 

reichenbachia3 
 دو خاله کوه 

Do khale koh 
 یلانگ

Gilan 
Viola reichenbachiana 15 

458 4168131 306718 V. ignobilis1  فوشه معدن 

Foshe maadan 
 یلانگ

Gilan 
Viola ignobilis 16 

5871 4166807 304069 V. ignobilis2 هونی هاسب 

Asbe honi 
 یلانگ

Gilan 
Viola ignobilis 17 

312 4019593 670443 V. ignobilis3  لرزره 

Larzreh 
 یلانگ

Gilan 
Viola ignobilis 18 

232 4034568 596603 V. sieheana1  لاکه تاشون 

Lake tashon 
 یلانگ

Gilan 
Viola sieheana 19 

29 4046280 574108 V. sieheana2 پارک درستکار 

Park dorostkar 
 یلانگ

Gilan 
Viola sieheana 20 

5 4048245 571515 V. sieheana3 
 دول هنارنج

Nareng dol 
 یلانگ

Gilan 
Viola sieheana 21 
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 مورد استفاده در تکثیر نواحی ژنومی گیاه بنفشه iPBS  یآغازگرها یتوال -2جدول 
Table 2. The sequences of iPBS primers used for amplification of genomic regions of violet plant 

گراد( دمای اتصال )سانتی  
Annealing temperature (°C) 

آغازگر   توالی (´3→´5)  

Primer sequences (5´→3´) 

 iPBSآغازگر 
iPBS primer 

49 GCTCCGATGCCA iPBS 1 

49 CTCACGATGCCA iPBS 2 

49 GCTCATCATGCCA iPBS 8 

45 AGAACGGCTCTGATACCA iPBS 9 

45 TCAACGGCTCTGATACCT iPBS 10 

49 TCGCATCAACCA iPBS 12 

48 TAGATGGCACCA iPBS 13 

48 ACGAAGGGACCA iPBS 14 

49 GGTCCTCATCCA iPBS 15 

48 CCATTGGGTCCA iPBS 17 

48 GCAACAACCCCA iPBS 19 

45 GAACCCTTGCCGATACCA iPBS 21 

 

 
 ( 1 مطابق جدول 21 تا 1)نمونه درصد  0/ 8بنفشه با ژل آگارز گیاه های استخراج شده نمونه DNAکیفیت  -1شکل 

Figure 1. The quality of extracted DNA of violet samples using 0.8% agarose gel (L: size marker). (Samples 1-

21 according to Table 1) 

 

 
 ( 1مطابق جدول  21تا  1)نمونه  بنفشهگیاه  اکوتیپ مختلف   21در  21IPBS از آغازگرهای تکثیر یافته با استفاده نوار -2شکل 

Figure 2. iPBS-PCR amplification products of 21 viola sp ecotypes amplified by marker iPBS21. (Samples 1-21 

based on Table 1) 
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 نتایج و بحث 

تنوع ژنتیکی  در مطالعه حاضر،    محاسبه شاخص مولکولی: 

مورد    iPBSآغازگر   12های گیاه بنفشه با استفاده از جمعیت 

از    که   شد نوار حاصل    214در کل تعداد  .  گرفت   بررسی قرار 

به    نوار مربوط حداکثر    بود. مورفیسم  پلی   نوار   199  ها میان آن 

13iPBS     9به    نوار و حداقلiPBS    دامنه انتخاب نوارها بین    و

  ( PICمحتوای چندشکلی )   بود. مقدار باز  جفت   1500تا    300

تعداد نوارها و نوع    همراه به    iPBSبرای هر نمونه از آغازگر 

  92/ 3مورفیسم  پلی   . میانگین ( 3محاسبه شد )جدول    آغازگر 

که میانگین نوارهای چندشکل به  در حالی  درصد مشاهده شده 

برابر   سنجش  واحد  هر  پژوهش   19/ 31ازای  این  در  بود. 

دیده شد که بیشترین مقدار آن مربوط به   PIC  ،35 /0میانگین  

و کمترین آن مربوط   0/ 45به میزان     21iPBS و  9آغازگرهای  

مقدار شاخص هرچه    بود.   0/ 24به میزان    10iPBSبه آغازگر  

PIC   تر ها زیاد همان میزان تعداد آلل شد به به یک نزدیک با

می  بوده  افزایش  جمعیت  در  چندشکلی  فراوانی   یابدو 

 (Nadeem et al., 2018 )  .  مقدارPIC   آمده در این دست  به

توسط   شده  ارائه  گزارش  به  نسبت   محمدیآزمایش، 

 (Mohammadi et al, 2003 ( بنگدانه  در   )30 /0PIC=  ،)

اقلو و همکاران )  ( در گندم Haliloğlu et al., 2023حلیل 

 (17 /0 =PIC)  ( در  Haliloğlu et al., 2022و   لوبیا( 

 (19 /0PIC=   )  بود بیشتر. 

بر اساس تعداد نوارهای    ( MI)   رای هر آغازگر شاخص نشانگر ب 

  و   1/ 61، مقدار آن بین  5/ 64چندشکلی تعیین شد که با متوسط  

داشت.   8/ 1 کارایی    قرار  از  مناسبی  برآورد  شاخص  این 

با نشانگر نسبت داده   به پوشش بالای ژنوم  آغازگرهاست و 

که  تعلق داشت    iPBS  21حداکثر شاخص نشانگر به   شود. می 

های مورد مطالعه  گونه در    iPBS  21بیانگر قدرت تفکیک بالای  

برای تعیین تنوع ژنتیکی    iPBSنشانگر مولکولی  .  بود گیاه بنفشه  

دسترسی  و  ارقام  بین  ارتباطات  انتخاب  و  در  مهمی  نقش  ها 

  این  کنند. در محیطی ایفا می  یرات تأث والدین هدفمند مستقل از 

نشانگرهای   گونه   iPBSمطالعه،  شناسایی  به  بنفشه  قادر  های 

 (Viola spp. در سطح مولکولی بودند که کمک قابل )  توجهی

تاکنون مطالعه خاصی بر روی    نماید. ها می در شناسایی گونه 

انجام نشده است.    iPBS  نشانگر های بنفشه با استفاده از  گونه 

مقدار چندشکلی و شاخص  به  مربوط  به  مقادیر  مربوط  های 

ها که در  در تمایز و آشکارسازی چندشکلی   نشانگر توانایی این  

است،   3جدول   شده  می   وضوح به   ارائه  که  نشان  دهد 

نشانگرهای توانمندی در شناسایی    iPBSهای  رتروترنسپوزون 

بنفشه می گونه  اقلو و همکاران د. بررسی ن باش های    های حلیل 

 (Haliloğlu et al., 2022 )    گندم    پلاسم ژرم ژنوتیپ از    63روی

 آغازگر  34که  4نشان داد  iPBS ی نان با استفاده از آغازگرها 

iPBS   چندشکلی    نوار   1231در مجموع  استفاده شده در مطالعه

چندشکلی کنند می ایجاد   اطلاعات  محتوای   .   (PIC )    مطالعه

 0/ 048بین    ( Haliloğlu et al., 2022)   حلیل اقلو و همکاران 

 (iPBS 2087 )    0/ 303و   (iPBS 2382  )  متغیر    0/ 175با میانگین

بود که در مقایسه با پژوهش ما مقدار میانگین محتوای اطلاعات  

استفاده   با چندشکلی کمتر بود. در پژوهش دیگری روی برنج 

  ؛ شد چندشکلی ایجاد    نوار   135در مجموع  iPBS از آغازگرهای  

 Dwiningsih and)   بود   47/ 5  آن   که میانگین درصد چندشکلی 

Alkahtani, 2022 ) چندشکلی اطلاعات  محتوای  مطالعه    . 

با   ( iPBS 2240)  0/ 241و  ( iPBS 1854)  0/ 078بین   مذکور

در  0/ 195میانگین   که  بود  این  متغیر  ما  پژوهش  با  مقایسه 

 iPBSهای غالبی همچون  برای نشانگر .  باشد می مقدار کمتر  

استفاده از ضریب نی در .  شده است فاصله ژنتیکی نی توصیه  

-های ژنی هتروزیگوت در ارقام هیبرید به شکلتعیین مکان 

که در تخمین فاصله کند در صورتی های متفاوتی عمل می

در   می   های ین لا ژنتیکی  یکسانی  نتیجه   دهداینبرد 

 (Kwiatkowska et al., 2019 ). 

طبقه  اکوتیپ برای  مختلف  بندی  تجزیه  گیاه  های  از  بنفشه 

مورد بررسی با استفاده از    های ای استفاده شد. اکوتیپ خوشه 

نمونه  .  ( 3شدند )شکل  بندی  گروه دسته   4  در   iPBSهای  داده 

تنهایی  ( به V.odorataآوری شده از پلنگ دره مازندران ) جمع 

با توجه به اطلاعات ارائه شده  در یک گروه مجزا قرار گرفت.  

، این اکوتیپ فاصله جغرافیایی بیشتری از دیگر  1در جدول  

ه باعث شده تغییرات ژنتیکی روی  ئل ها دارد و این مس اکوتیپ 

از   مستقل  اکوتیپ  این  در  متوالی  سالیان  طی  در  داده 

باشد.  اکوتیپ  دیگر  نیز    های خوشه سایر  در  های  دیگر 

گونه بندی گروه  نوع  اساس  بر  متعادلی  تشخیص    ، های  قابل 



 1403/  1شماره  / 11 جلد / های ژنتیک گیاهیپژوهش

97 

دندروگرام    است.  دسته  مطابق  اکوتیپ سوم در  پنج   ،  
V.odorata  ، 6و   5،  4  های اکوتیپ  V.alba ،   های گونه  

V.reichenbachin    وV.ingnobilis    دسته در    چهارم و 

 . قرار گرفتند   V.alba  3و   2،  1  های اکوتیپ 

قابل ژنتیکی  اکوتیپ تنوع  بین  بنفشه توجهی  مختلف  های 

معطر وجود دارد که در سطح مطالعات مولکولی قابل تمایز  

به توجه  با  است.  تشخیص    ای خوشهتجزیه    نتایج   و 

مستقل از مناطق    ها،اکوتیپ های  بندیکه دسته  خص شدمش

ها موجود در هر گونه جغرافیایی است و شباهت اکوتیپ 

های تا حدی مستقل شد. هها در گرو باعث قرار گرفتن آن

این گروه و  ها میبندیاز  تاکسونومیکی  مطالعات  در  توان 

انتخاب گونه خصوص های بنفشه به ها و اکوتیپ همچنین 

 استفاده کرد.  نژادیهای بهبرنامهدر 

بیشترین و    4مطابق جدول    ساختار جمعیت:   تجزیه و تحلیل 

  ثرؤ های م (، تعداد آلل PPB)   تعداد نوارهای چندشکل کمترین  

 (Ne  ،) انتظار قابل   یگوسیتی هتروز   (He ) ،    هتروزیگوسیتی

گونه  به   ( I)   شانون   شاخص و  (  H0)   مشاهده شده  به  ترتیب 

V.alba    و گونهV.sieheana    متوسط درجه  یافت اختصاص .

که سه    بود   0/ 15های مورد بررسی  هتروزیگوسیتی در گونه 

  V.reichenachianaو    V.sieheana  ،  V.ignobilisگونه  

 (. 4)جدول    دادند   اختصاص به خود  کمترین مقدار را  

 AMOVA   (Analysisتجزیه واریانس مولکولی یا به اختصار  

Molecular Variance  روش اساس  بر  همکاران (  و    پیکال 

 (Peakall and Smouse, 2006 )    انجام گردید. نتایج نشان داد

تر  در نشانگر مورد استفاده، بیش   ی ا گونه درون که تنوع ژنتیکی  

  Fst(. همچنین میزان شاخص  6است )جدول    ای گونه ین ب از  

  1است در سطح    ای گونه ین ب که بیانگر تمایز    5مطابق جدول  

نشان    6سی فواصل ژنتیکی در جدول  برر  دار شد. درصد معنی 

نشانگر  می  اساس  بر  که  فاصله    iPBSدهد  میزان  بیشترین 

  V. ignobilisو    V. odorataبین دو جمعیت    ( 0/ 53)   ژنتیکی 

آن  کمترین  گونه    ( 0/ 19)   و  دو   .Vو    V. albaبین 

richenbachiana   .میزان قرابت و  جهت بررسی    وجود دارد

بررسی   مورد  جوامع  ژنتیکی  تفاوت  فواصل  از  استفاده  با 

ارائه شده در شکل   ترسیم شد. نتیجه    4حاصله، دندروگرام 

های مورد بررسی در سه  حاصله حاکی از آن است که گونه 

،    گروه اول در    V. odorata  اند.  گونه گروه بزرگ قرار گرفته 

V. alba    وV. reichenbachiana   روه دوم و  در گV. ignobilis  

   اند. در گروه سوم قرار گرفته   V. siehanaو  

 
 های بنفشه مورد استفاده در این تحقیق جهت شناسایی میزان چندشکلی بین اکوتیپ   iPBS  اطلاعات مربوط به آغازگرهای   - 3جدول  

Table 3. Data of iPBS primers used in the present study for detecting extent of polymorphism among several 

ecotypes of Viola sp. 

 آغازگر
Primer 

نوار تعداد   
Total band 

number 

چندشکل  نوارتعداد   
Polymorphic band 

number 

 درصد چندشکلی 
Polymorphism 

percentage 

چندشکلی محتوای اطلاعات   
Polymorphism  

information content 

 مؤثر نسبت چندگانه 
Effective  

multiplex ratio 

 شاخص نشانگر
Marker  
index 

iPBS 1 16 16 100.00 0.38 16.00 6.03 

iPBS 2 22 20 90.91 0.38 18.18 6.84 

iPBS 8 20 19 95.00 0.40 18.05 7.15 

iPBS 9 27 27 100.00 0.45 27.00 12.07 

iPBS 10 15 10 66.67 0.24 6.67 1.61 

iPBS 12 20 19 95.00 0.28 18.05 5.02 

iPBS 13 11 9 81.82 0.26 7.36 1.94 

iPBS 14 19 17 89.47 0.31 15.21 4.64 

iPBS 15 18 16 88.89 0.38 14.22 5.46 

iPBS 17 15 15 100.00 0.36 15.00 5.33 

iPBS 19 13 13 100.00 0.27 13.00 3.47 

iPBS 21 18 18 100.00 0.45 18.00 8.10 

 کل 
Total 

214 199 92.31 0.35 15.56 5.64 
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 UPGMAبه روش  iPBS   های های مختلف بنفشه مورد مطالعه بر اساس ماتریس فاصله نی حاصل از داده اکوتیپ بندی  دسته   - 3شکل  
Figure 3. Cluster analysis of 21 ecotypes of Viola sp. produced by the UPGMA method based on Nei’s genetic distance 

of iPBS marker datasets 
 

 iPBSنشانگر  حاصل ازدر پنج گونه گیاه بنفشه  های تنوع ژنتیکیشاخص -4جدول 
Table 4. Genetic diversity parameters among five species of Viola sp. obtained from iPBS marker   
 جمعیت 

Population 

 درصد چندشکلی 
Percentage of polymorphic loci 

 تعداد آلل 
Na 

 تعداد آلل مؤثر 
Ne 

 شاخص شانون
I 

 نسبت هتروزیگوسیتی
He 

V. odorata 60.87% 1.435 1.410 0.344 0.233 
V. alba 78.26% 1.739 1.566 0.456 0.314 

V. reichenachiana 26.09% 1.043 1.112 0.124 0.078 
V. ignobilis 21.74% 1.087 1.116 0.113 0.073 
V. sieheana 17.39% 0.826 1.001 0.100 0.070 

Mean 40.87% 1.226 1.269 0.229 0.155 
 

 iPBSهای بنفشه با استفاده از نشانگر مولکولی گونهتجزیه واریانس  -5جدول 

Table 5. Molecular analysis of variance of Viola species based on iPBS marker 
 منابع تغییرات 

Source of variation 
 درجه آزادی 

Df 
 میانگین مربعات 

MS 
 واریانس 

Estimated variance 
 درصد واریانس

Percent of E.V. 
 شاخص تمایز

Fst 
 احتمال 

P- value 
 ایگونهبین

Among Species 
4 10.5 1.8 39% 0.38 0.001 

 ای گونهدرون
Within Species 

16 2.9 2.9 61%   

 

 iPBSهای حاصل از نشانگر  های بنفشه با استفاده از داده فاصله ژنتیکی نی )قطر بالا( و میزان شاخص جریان ژن )قطر( بین گونه   - 6جدول  

Table 6 . Pairwise Nei’s genetic distance (top diameter) and the amount of gene flow index (diameter) between violet 

species using the data obtained from the iPBS marker 
هاگونه  

Species 
V.odorata V. alba V. reichenachiana V. ignobilis V. sieheana 

V. odorata - 0.383 0.416 0.538 0.447 
V. alba 0.40 - 0.192 0.252 0.383 

V. reichenachiana 0.33 2.19 - 0.383 0.366 
V. ignobilis 0.23 2.31 0.21 - 0296 
V. sieheana 0.28 0.54 0.18 0.21 - 
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 بنفشه   گیاه   مورد بررسی   های گونه برای    iPBSدست آمده از نشانگر  ه ژنتیکی ب   اصله ماتریس ف دندروگرام حاصل از    - 4شکل  

Figure 4. Clustre analysis of five studied species of Viola sp produced by the UPGMA method based on Nei’s genetic 

distance of iPBS marker datasets 
 

های مختلف بنفشه در جدول  بین گونه   ( Nm)   میزان جریان ژنی 

نشان داده شده است. میزان جریان ژنی به سطح تمایز ژنتیکی    6

گونه  است بین  وابسته    . ( Abolghasemi et al., 2020)   ها 

های حاصل از  بیشترین مقدار جریان ژنی با در نظر گرفتن داده 

  مشاهده  V. sieheanaو   V. albaبین دو گونه ، iPBSنشانگر 

هایی که  های مختلف نشان داد که ژنوتیپ ژنوتیپ   بررسی   شد. 

دارای فاصله ژنتیکی کم بوده و برعکس    ، در یک منطقه هستند 

هایی که از نظر جغرافیایی دور هستند کمترین شباهت را  آن 

انجام هیبریداسیون و نیز جریان    فرضیه دارند و این موضوع  

 . بخشد ژنی در فواصل جغرافیایی کم را قوت می 

همکاران  یراًاخ و    (Marcussen et al., 2022)  مارکوسن 

رده  تعیین  جهت  جامعی  انجام مطالعه  خانواده  این  بندی 

جنس   اندداده آن،  اساس  بر  جنس    Violaکه  زیر  دو  به 

Neoandinium    وViola   ًهر زیرجنس به تعدادی    و متعاقبا

زیربخش تقسیم می اساسشوند.  بخش و  مطالعه،    بر  این 

جدول  گونه طبق  تحقیق  این  در  استفاده  مورد   7های 

طور که  همان   (. Marcussen et al., 2022)   شوند بندی می گروه 

می  گونه  مشاهده  دو   Violaو    Viola richenachiaشود 

sieheana    متفاوتی قرار   دلیل تعدد به   . گیرند می در زیربخش 

بنفشه  زیاد خانواده  زیرمجموعه  وقوع  گیاهان  و  گان 

متعاقباً  و  مختلف  اینتروگرسیون،    هیبریدهای  پدیده 

رده و  شناسایی  در  متعددی  گیاهان  مشکلات  این  بندی 

طبقه بروز  باعث  که  دارد  توسط بندیوجود  متعدد  های 

گیاهیمتخصصین   است.    تبارشناسی  اساس  شده  بر 

جدول  تقسیم نظر   V. ignobilisگونه    7بندی  از 

است،   V. alba  و  V. odorataتاکسونومیکی مشابه دو گونه  

در گروهی مجزا قرار گرفته است. فواصل    4اما در شکل  

های مورد بررسی با استفاده  دست آمده برای گونههژنتیکی ب

نشانگر   نشان    iPBSاز  فاصله  میهم  بیشترین  که  دهد 

موضوع    این  است.  V. odorata  و   V. ignobilisژنتیکی بین

بررسی  می جهت  تاکسونومیکی  آتی  مطالعات  در  تواند 

 (.7)جدول تر این گونه مدنظر قرار گیرددقیق
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 ( 2022های مورد بررسی در این مطالعه بر اساس نظر مارکوسن و همکاران )بندی انجام شده برای گونهرده -7 جدول
Table 7. The classification of violet species investigated in this study based on Marcussen et al. (2022) 

 زیربخش
Sub-section 

 بخش
Section 

 زیرجنس
Sub-genus 

 نام علمی
Scientific name 

Viola Viola Viola Viola odorata 

Viola Viola Viola Viola ignobilis 
Viola Viola Viola Viola alba 

Rostratae Viola Viola Viola richenachia 
Rostratae Viola Viola Viola sieheana 

 

گونه    توجه قابلنکته   دو  بین  زیاد  ارتباط  وجود  دیگر 

V.odorata    وV.alba    بر اساس نتایج حاصل از این تحقیق

  بر اساس باشد. قرار گرفتن این دو گونه در یک گروه  می

مطابق جدول  3دندروگرام ترسیم شده شکل   کمترین   6، 

و   ژنتیکی  این  فاصله  بر  گواه  ژنی  جریان  میزان  بیشترین 

است.   میزان    برعلاوهموضوع  نظر  از  گونه  دو  این  این، 

مورفیسم، تعداد آلل، تعداد آلل مؤثر، شاخص شانون، پلی

هتر جدول  نسبت  دارا   4وزیگوسیتی  را  میزان  بیشترین 

به گونه،  دو  این  گونهبودند.  کنار  عنوان  در  که  معطر  های 

گیاه زینتی توسط مارکوسن و  عنوان  بهکاربردهای دارویی  

یید قرار گرفته  أمورد ت  (Marcussen et al., 2022)  همکاران

بررسی تنوع ژنتیکی  منظور بهاست. در پژوهش دیگری که 

  20با استفاده از    V. alba  و   V. odorataنژادهای دو گونه  

آوری شده نمونه گیاهی جمع  37از    ISSRنشانگر مولکولی  

خوشه تجزیه  شد،  انجام  ایران  شمال  اساس  در  بر  ای 

تجزیه و  و بر اساس شاخص دایس و    UPGMAالگوریتم  

چهار    تحلیل به  را  استفاده  مورد  نژادهای  همسایه،  اتصال 

اس ضریب تشابه  همچنین بر اس  ،گروه مجزا تفکیک نمود

  91ی، دو گونه مورد مطالعه شباهت ژنتیکی بالای  ژنتیکی ن

  نشان دادند را  (درصد 9)  نتیکی بسیار کمدرصد و فاصله ژ

(Cheon et al., 2019).    راد و شفیعی  ه  مطالعدر(Rad and 

Shafiei, 2010)  هدف با  روابط  طبقه  که  تعیین  و  بندی 

های بنفشه موجود در مناطق شمال ایران و  فیلوژنتیکی گونه

بود  دریای خزر گرفته  معطر  ،  صورت    V. odorataبنفشه 

 شد.منطقه خزری معرفی در بیشترین گونه رایج عنوان به

بیشترین  های مطالعه حاضر نشان داد که  طور کلی یافتهبه

اکوتیپ بین  تنوع  جمع میزان  نوع های  از  شده  آوری 

مس گونه درون  این  بود.  احتمال  ئل ای  اینکه  به  توجه  با  ه 

تلاقی  درونوقوع  تلاقی گونه های  از  بیشتر  های ای 

با این حال، مطالعات   ای است قابل توجیه است. گونه بین 

های بسیاری وجود دارد مبنی بر اینکه بسیاری از زیرگونه 

 ایگونه ین ب های  موجود در خانواده بنفشگان، حاصل تلاقی 

نیز ( Marcussen et al., 2022)   است پژوهش  این  در   .

 40حدود    iPBSبا توجه به نشانگر    ای گونه ینب میزان تنوع  

به  بود.    درصد توجه  نیز با  و  ژنی  جریان  بالای  مقادیر 

دندروگرام  در  نزدیک  گونه ارتباط   و   V. odorata  ها، دو 

V. alba   می که  هستند  نزدیکی  قرابت  در  دارای  بایست 

  . د نگیر قرار    مدنظر مطالعات آتی  
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