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Abstract 

    Background and objectives: As a member of the Lamiaceae family native to Europe, Asia, 

and North Africa, Vitex agnus-castus is a popular medicinal plant. Despite much research, it is 

always essential to verify the safety of this valuable species, as it is among the world's best-

selling plants. Several species in the genus Vitex do not exhibit recognizable morphologies, 

confusing their identification. The medicinal use of V. agnus-castus differs from that of other 

species. For effective pharmaceutical performance, the identification of this species is essential. 

This study used morphological, micromorphological, and molecular approaches to identify this 

medicinal plant. 

Methodology: A total of 17 populations of the target species were investigated in Maraveh 

Tappeh, a city in the Golestan province located in the eastern region. Pollen samples were 

collected directly from the natural habitat of the target area. After acetolysis, 30-40 pollen grains 

were photographed from the polar and equatorial views with a light microscope and 40 and 100 

magnification and with the help of a Canon digital camera. In order to study the seed 

morphology, fully ripe fruits were collected from each studied population during the fruiting 

season. Twenty seeds from each population were kept for photography with light microscopy 

and Scanning electron microscopy (SEM). Electron micrographs were prepared from suitable 

seeds and pollen at the Razi Metallurgical Research Center (RMRC) using an SEM electron 

microscope. Leaf cells from herbarium samples were extracted from DNA using a DNA 

extraction kit. Plastid trnL-trnF sequences and nrDNA ITS region sequences were used as 

barcodes. Polymerase chain reaction (PCR) was performed in 20 microliters with desired 

primers and a specific temperature program in a thermocycler. After performing the polymerase 

chain reaction, in order to ensure the amplification of fragments, the final product was 

electrophoresed. Strong single bands were sent to Codon Genetics Company in Tehran for 

sequencing. 

Results: Pollen grains of all species are small (12-28 micrometers). According to Ertman's 

classification, Ghazan ghayeh pollen grains are prolate spheroidal (elongated spherical), and 

Ghoshe Tappeh pollen grains are subprolate (semi-elongated). All pollen grains are tricolporate. 

Ghazan ghayeh ornamentation is micro-perforated, while Ghoshe Tappeh ornamentations are 

reticulated-micro-perforated. With an average length of 3.84 mm and width of 1.52 mm, 

Ghazan ghayeh seeds are the largest. They are all almond-shaped, but in the Ghazan Ghayeh 
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population, the outer surface of the seed is hollow; in the Ghoshe Tappeh population, the 

surface is wrinkled and striated. The trnL-trnF gene locus was found to have a multiplication 

success rate of 85% in the examined plants. There were 516 nucleotides in the amplified 

fragment in this species. For final registration, the sequence was sent to the GenBank. A 675 

nucleotide fragment amplified from this species' ITS marker was sequenced, and the 

chromatograms were compared with the NCBI database. The gene bank has been notified of the 

sequence determination. The results showed the highest similarity (98%) with the Vitex agnus-

castus species reported from America. 

Conclusion: Local herbal medicines are gaining popularity in different countries and play a 

significant role in treating diseases today. In order to make medicinal plants more accessible, we 

need to pay more attention to trust, marketing, and consumption. Barcoding and molecular 

approaches serve this purpose effectively. To compare plant samples available on the market 

with natural medicinal plants using DNA barcoding of correctly identified medicinal species. 

Hence, the sequences used in this study are essential for barcoding Vitex agnus-castus. The 

medicinal species has been correctly identified and can be used as a standard for evaluating the 

plants available on the market. 

 

Keywords: ITS nuclear barcode, trnL-trnF chloroplast barcode, Seed, pollen, Vitex. 
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 چکیده
و پراکنده  ترانهيمد يبوم، Lamiaceae رهيمحبوب متعلق به ت ييدارو اهيگ ک( يVitex agnus-castusانگشت ) گياه پنج :سابقه و هدف
 يهمواره بررس اد،يز قاتي؛ با وجود تحقاستدر جهان  ييدارو اهانيگ نيتر جزو پرفروش اهيگ. اين ستقايو شمال آفر ايدر اروپا، آس

از  يصيقابل تشخ یاند، مورفولوژ شناخته شده Vitex سردهحال حاضر در   گونه که در نيچند. است تيگونه باارزش حائز اهم نيا
ها  گونه ريبا سا V. agnus-castus ييکاربرد دارو آنجا که  ازشود.  يم يي آنهادر شناسا يدهند که منجر به سردرگم يخود نشان نم
در  يکل یکردهايرودر اين مطالعه از ست. يمؤثر ضرور ييعملکرد دارو یبرا  گونه نيمناسب ا ييشناسا ن،يبنابرا، متفاوت است

 .استفاده شد ميکرومورفولوژی و مولکولي و يکيمورفولوژ یها کيازجمله تکن ييدارو اهيگاين  ييشناسا
 .شد ياستان گلستان بررس يشرق هيتپه واقع در ناح در شهرستان مراوه از گونه مورد نظر تيجمع 17مطالعه، اين در  :ها مواد و روش

 30-40از  ،پس از استفاده از روش استوليز .آوری گرديد نظر جمع  طور مستقيم از رويشگاه طبيعي منطقه مورد های گرده به نمونه
 انجامبرداری  يجيتال عکسو با کمک دوربين د 100و  40بزرگنمايي با گرده از نماهای قطبي و استوايي با ميکروسکوپ نوری  دانه
شد. از  یآور جمع دهي وهيمورد مطالعه در فصل م های تياز جمع کياز هر دهيرس لاًکام های وهيدانه، م شناسي ختيمطالعه ر برای. شد

ها و  از دانه الکتروني های ميکروگراف شد. داری نگه يالکترون کروسکوپيبا لوپ و م برداری عکس برایدانه  20 تيهر جمع
برگ  های ز سلولا DNA  استخراجتهيه شد.  SEMالکتروني  توسط ميکروسکوپ تهران یراز یژرمتالوهای مناسب در مرکز  گرده
 يکلروپلاست trnL-trnF و یا ژنوم هسته nrDNA ITSاز توالي ناحيه . انجام گرديد ياهيگ تيبا استفاده از ک يوميهربار های نمونه

و برنامه دمايي مشخص در  نظر موردهای با آغازگرميکروليتر  20ای پليمراز در حجم  واکنش زنجيره .ديعنوان بارکد استفاده گرد به
 ييقطعات، محصول نها رياز تکث نانياطم به منظور حصول، ای پليمراز واکنش زنجيرهپس از انجام . شد ترموسايکلر انجام دستگاه

حاصل، با  یديکرومات یها يتوال .ديکدون در تهران ارسال گرد کيرکت ژنتبه ش يتوال نييتع برای قوی باندهای تک. شدالکتروفورز 
  .شدبررسي ها  گونه شباهت زانيداده شدند و م قيتطب NCBIژني سايت اطلاعات موجود در بانک 

ارتمن در  بندیشکل دانه گرده طبق طبقهاشند. ب ميکرومتر( مي 12-28ها از لحاظ اندازه کوچک ) های گرده تمام گونه دانه :نتایج
( دهکشيمهين) Subprolate تپه از نوع قوشه یها تجمعي و در (دهيکش یکرو) Prolate spheroidalبه شکل  قايه قازانهای  جمعيت
در  زمنفذداريرای و شبکه قايه قازان تيدر جمع زمنفذدارياز نوع ر نياگز ناتي. تزئباشنديم اريسه ش یگرده دارا هایتمام دانه .هستند

 متر ميلي 52/1متر و عرض  يليم 84/3طول  نيانگيبا م قايه قازان تيمربوط به جمع ها دانه نيبزرگتر .هستند تپه قوشه تيجمع
 هایتيدر جمع يدار است؛ ول حفره قايه قازان تيدانه در جمع يسطح خارج ناتياما تزئ هستندشکل  ي. از نظر شکل همه بادامباشديم

% 85 يمورد بررس ياهيگ یها در نمونه trnL-trnF يدر مکان ژن ريتکث تيموفق زانيم و مخطط است. دهيتپه سطح دانه چروک قوشه
طول قطعه  ارسال شد. ييمنظور ثبت نها بود. توالي آن به بانک ژن به دينوکلئوت 516گونه  نيشده در ا ريمحاسبه شد. طول قطعه تکث
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حاصل، با اطلاعات موجود در  یها شد و کروماتوگرام يابي يتوال دينوکلئوت ITS 675اين گونه با استفاده از نشانگر شده در  ريتکث
 . داده شدند قي( تطبNCBI) يعاتبانک اطلا

 يقيحق يابيبازار رو ازاين دارند.ها  یماريدر درمان ب یا مختلف نقش سازنده یدر کشورها يمحل ياهيگ یامروزه داروها :یریگ جهینت
 DNA یکه بارکدگذار یطور کند. به يمحقق م يهدف را به درست نيا نگيطلبد. بارکد يم یشتريتوجه ب ييدارو اهانيو مصرف گ

موجود در بازار با  ياهيگ یها نمونه سهيمقا یاستاندارد برا کي عنوان بهتوانند  ياند، م شده ييشناسا حيکه صح ييدارو یها گونه
 نيانگشت مهم است. ا پنج ييدارو اهيگ یاربارکدگذ یبرا قيتحق نيکاررفته ا هب یها يتوال نياستفاده شوند. بنابرا يقيحق ييدارو اهانيگ

 موجود در بازار استفاده شود. اهانيگ يابيارز یعنوان استاندارد برا تواند به ياست و م  شده ييشناسا يدرست به ييدارو   گونه
 

 .Vitex ، دانه، گرده،trnL-trnF يبارکد کلروپلاست، ITSای  هستهبارکد  های کلیدی: واژه
 

 مقدمه
سهولت استفاده و مقرون  ليدل هاست که به قرن ييدارو اهانيگ   
عنوان  ، بهسنتز شده ييايميش یبا داروها سهيبودن در مقا صرفه به

مختلف در سراسر  یها یماريب تيريدر مد یابزار ارزشمند
انگشت  گياه پنج. (Nigam et al., 2018) شود مياستفاده  جهان

(Vitex agnus-castus L.به )  ،عنوان يکي از گياهان بومي ايران
و  اياروپا، آس ،ترانهيمدبا پراکنش در   Lamiaceaeتيرهمتعلق به 
با فرم  اهيگ نيا(. Rani & Sharma, 2013) ستقايشمال آفر
از نوع   برگ شيآرا ،یرنگ خاکستر ی بها درختچهزيستي 

گل  شيبه بنفش با آرا ليمتما يها آب رنگ گل ،یا مرکب پنجه
بوده و از نوع سته  یکرو زيآن ن وهيگرزن است و م خوشه

در فلور . دباش يبر سفت م قسمت درون یو دارا خشک مهين
است که گياه مورد  ( ذکر گرديدهGhahreman, 2003ايران )

گياهان بومي ايران بوده و دارای پراکنش در  ءمطالعه جز
 های خراسان، گلستان و البرز است. استان
 با و است  يمشهور در سطح جهان اهيگ کي نيا

  ،مثال عنوان به شود، يمختلف شناخته م یها نام
Fruit de gattilier  (یفرانسو ،)Sauzgatillo  (يياياسپان ،)

Mönchspfeferfrüchte (پنجيآلمان ،)-و (يانگشت )فارس 
Frutto di Agnocasto (گييايتاليا .)دارا  ليانگشت به دل  پنج اهي

 یها در زنان، به نام يجنس ليدهنده م کاهش تيبودن خاص
است  افتهيشهرت  زيدرخت عفت و فلفل کاهن ن مانند يمختلف

(Newall et al., 1996 ؛Daniele et al., 2005.) 
ها و  انگشت همراه با گل ها و ساقه درخت پنج برگ

استفاده  نيگزيجا يياهداف دارو یبرا ده،يرس یها دانه

 یدرخت، دارا نيا یها وهياست که م ني. اعتقاد بر اشوند يم
ها  هستند. برگ يمثل ديتول یها ستميس یبرا یمقو بيترک کي

دارند  قرار یکمتردارند، اما در درجه  يمشابه ريتأثنيز 
(Blumenthal, 2000م .)یها وهي Vitex agnus-castus طور  به

درمان نفخ و اسهال  ر،يحجم ش شيافزا یغذا برا عنوان به يسنت
 يو اختلالات قاعدگی آکنه، نابارور ،يائسگي نه،يو درد س

 يي. آژانس دارو(Girman, et al., 2003) است شده مياستفاده 
 ميجمله تنظ از یاديبهداشت آلمان موارد ز ونيسيو کم روپاا

 یرا برا ياز قاعدگ شيو درمان سندرم پ يچرخه قاعدگ
. در (Gilman, 1994) اند گزارش کرده اهيگ نيا يياستفاده دارو

سلامت،  یارتقا یبرا اهيگ نيا ديمختلف مف یها ظرفيتمورد 
 دان،ياکس يگزارش شده است. ازجمله آنت یاريبس یها داده

 ،يکروبيزا، ضد م ضد جهش ک،يتوتوکسيس ،يمنيکننده ا ليدتع
 ,.Mari et al) ضد قارچ، ضد درد، ضد صرع و ضد التهاب

 (.Nigam et al., 2018؛ Chan et al., 2018؛ 2015
 تيدرباره اهم اهان،يگ یبند در مطالعات رده شناسان اهيگ

 ،مثال عنوان بهاند.  اين گياه مطالعاتي را انجام داده يشناس ختير
در سطح  ،ياهيگ یها بر( گونه بذر )درون يخارج  پوششبه 

 ,.Salmaki et al) دارند يفراوان ديکأتگونه و سرده )جنس(، 

2008).  
متفاوت در مورد  يشناس اهيهای گ موارد وجود نام يدر برخ

 يها، در نواح گونه نيب یشباهت ظاهر يگاه نيهمچن اه،يگ کي
 (.Chen et al., 2010) باشد يساز م مختلف جهان، مشکل

 ها گونه ييشناسا یبرا روشي ساده DNA یروش بارکدگذار
 ,.Guo et al) استبا استفاده از يک توالي کوتاه ژنتيکي 
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ها با سرعت، دقت و هزينه پاييني،  (. در اين روش گونه2011
گردند. امروزه پيشرفت در علم  شناسايي و تفکيک مي
يک ابزار  عنوان به DNAبارکدگذاری بيوانفورماتيک سبب شده 

ای ناشناخته، ه جديد برای مطالعه روابط تکاملي، شناسايي گونه
 استفادههای خويشاوندی  بررسي تنوع زيستي و ترسيم درخت

 rbcL ،trnH-psbAتاکنون بارکدهای  (.Shneyer, 2009شود )
 Chenاند ) داشته اهانيگيي شناسابيشترين کاربرد را در  ITSو 

et al., 2010 .)يداخل يسيدهنده رونو فاصله (ITS يک )
و  دهد يي را نشان ميبالا يتوال ميتقسای است که  نشانگر هسته

شود  يم ريدهنده تکث گل اهانياز گ يعيوس فيسرعت در ط به
(Kress & Erickson, 2007.) 

تاکنون مطالعات مولکولي و بيوسيستماتيکي محدودی بر 
  توان به مطالعه انگشت انجام شده است که مي روی گياه پنج

Phoolcharoen و Sukrong (2013) در اين  ،اشاره کرد
يابي و  توالي psbA-trnH و بارکد matKمطالعه ژن 

را شناسايي کنند  Vitexوتحليل شدند تا پنج گونه مختلف  تجزيه
( 2019و همکاران ) Sevindik شوند. که در پزشکي استفاده مي

برای  RAPDتنوع ژنتيکي با استفاده از نشانگرهای   مطالعه
 ترکيه انجام دادند.  دررا انگشت  های پنج تعدادی از جمعيت

ميکروبي،  متمرکز بر اثر ضدشده  انجامبيشتر مطالعات 
بوده است  Vitexگيری و خواص دارويي  عصاره

(Wollenweber & Mann, 1983 ؛Saden-Krehula & 

Kustrak, 1991 .)Souto  گياه (، 2020) همکارانو
 اهانيگ نيتر و پرمصرف نيتر را جزو پرفروش انگشت پنج
که با وجود  نمودند بيانکردند و  يدر جهان معرف ييدارو
  گونه نيا يهمواره بررس وان،يانسان و ح یرو اديز قاتيتحق

  .است تيباارزش، حائز اهم
( 2016همکاران )و  Khoshsima ديگر، پژوهش يکدر 

در دو انگشت را  پنجگونه  يکياکولوژ های يژگياز و يبرخ
به روش  یبردار مهم آن در استان قم با نمونه يشگاهرو

نشان داد که  يکل يج. نتاکردند بررسي سيستماتيک -يتصادف
گونه فسفر،  ينا يشگاهيرو يکعوامل مؤثر در تفک ينمهمتر

 Dogan (1998) و Mert. است يکيالکتر هدايتماسه و 
-Vitex agnusانگشت )  اه پنجيگ کياکولوژ آت یها جنبه

castus دند و گزارش کردند نمو يبررس ترانهيدر غرب مد( را
 ترانه،يدر غرب مد اهيگ نيخاک محل رشد ا اتيکه خصوص

و  مياز کربنات کلس یشور، عار ريغ ،ييايقل يو کم يخنث يلوم
 .است تروژنياز فسفر و ن يو غن يمواد آل یدارا م،يپتاس

 گرم و خشک یبه آب و هوا نسبت انگشت  پنج گياه
سازگاری بالايي دارد و از نظر دارويي پراهميت است. با توجه 

ي و کيستماتيوسيب ،حضور نهيدر زمگزارشي تاکنون به اينکه 
انگشت در استان گلستان ارائه نشده است؛  مولکولي از گياه پنج

ي و مولکول دانه ،گردهشناسي  بررسي ريزريختبه   مطالعهاين 
 کي عنوان به تواند يمطالعه م نيا جينتا پردازد. اين گياه مي

 اهيگ ذکرشده اتياز خصوص يآگاه برایمرجع مناسب 
 باشد. تانگش پنج

 

 ها مواد و روش
تپه در  و قوشه قايه قازان یمنطقه مورد مطالعه دو روستا   

استان گلستان  يشرق هيتپه واقع در ناح شهرستان مراوه
شمال ترين شهر  (. اين شهرستان در شرقي1 )شکل باشد مي

است. آخرين امتداد رشته   واقع شده ترکمنستان ايران در مرز
های سرسبز و هيرکاني شمال ايران  کوه البرز شرقي و جنگل

ای به نام گليداغ در  به ارتفاعات جنوب اين شهر در منطقه
تپه از شمال به کشور  شهرستان مراوه .شود اين شهر ختم مي

بجنورد استان خراسان ترکمنستان، از شرق به شهرستان 
از جنوب به شهرستان کلاله و از غرب به شهرستان  ،يشمال

 متر يليم 330 يتوسط بارندگم .شود يم يگنبد کاووس منته
 1/17مناطق برابر  نيمتوسط سالانه در ا یدما زانيو م

درجه  47حداکثر آن در مردادماه ) ،گراد سانتيدرجه 
( گراد سانتيدرجه  -7) ماه ( و حداقل آن در بهمنگراد سانتي

آن  نيشتريو ب ماه یدر د ريتبخ زانيم ني. کمترباشد يم
اندک باران در  زشيبا توجه به ر که استمربوط به مردادماه 

کاهش رطوبت در فصل  اد،يو تعرق ز ريو تبخ رماهيت
 نيگفت که ا توان يم بنابراين؛ باشد ميتابستان محسوس 

گرم و  یها معتدل و تابستان یها زمستان یمراتع دارا
ابتدا با  ،ها آوری نمونه به منظور جمع. باشند يم يطولان

مراجعه به منابع موجود ازجمله فلور ايران تيره نعناعيان و 
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پراکنش اين گونه در  ،های ايران کتاب درختان و درختچه
ای  است، سپس با پايش منطقه شدهاستان گلستان ارزيابي 

با توجه به بعد انگشت مشخص گرديد و  رويشگاه گياه پنج
 برداری انجام شده است.  انتخاب و نمونه ،شرايط دو رويشگاه
نظر بررسي شد  جمعيت از گونه مورد  17در اين مطالعه، 

های مختلف  ها از زيستگاه (. اين جمعيت1)جدول 
( Ghahreman, 2003آوری و با کمک فلور ايران ) جمع

شده در  های مطالعه مامي نمونه(. ت2شناسايي گرديد )شکل 
( نگهداری GKUHهرباريوم دانشگاه گنبد کاووس )

 شوند.  مي
 

 
 منطقه مورد مطالعه در استان گلستان تیموقع -1شکل 

Figure 1. Region location studied in Golestan province 
 

 انگشت مطالعه پنج مورد های جمعیت اطلاعات جغرافیایی -1جدول 

Table 1. Geographical data of Vitex agnus-castus populations studied 
Voucher 

number* 
Longitude and latitude Altitude (m) Location No. 

803898 43˚53´51˝-41˚99´82˝ 342 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghazan ghayeh 1 

803899 43˚52´43˝-41˚99´93˝ 343 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghazan ghayeh 2 

803900 43˚55´08˝-41˚99´94˝ 340 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghazan ghayeh 3 

803901 43˚55´41˝-41˚99´50˝ 347 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghazan ghayeh 4 

803902 43˚48´62˝-42˚00´09˝ 352 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghazan ghayeh 5 

803903 43˚55´77˝-41˚99´68˝ 347 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghazan ghayeh 6 

803904 43˚54´34˝-41˚99´79 346 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghazan ghayeh 7 

803905 43˚55´13˝-41˚99´47˝ 340 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghazan ghayeh 8 

803906 43˚48´68˝-42˚00´09˝ 352 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghazan ghayeh 9 

803907 43˚55´28˝-41˚99´81˝ 339 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghazan ghayeh 10 

803914 43˚44´00˝-41˚96´50˝ 296 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghoshe Tappeh 11 

803915 43˚43´45˝-41˚96´49˝ 300 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghoshe Tappeh 12 

803916 43˚43´57˝-41˚96´49˝ 303 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghoshe Tappeh 13 

803917 43˚43´94˝-41˚96´48˝ 306 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghoshe Tappeh 14 

803918 43˚44´11˝-41˚96´43˝ 307 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghoshe Tappeh 15 

803919 43˚43´94˝-41˚96´46˝ 305 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghoshe Tappeh 16 

803920 43˚43´94˝-41˚96´46˝ 309 Golestan.Mareveh Tappeh. Ghoshe Tappeh 17 

*: GKUH (Gonbad Kavous University Herbarium) 
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 استان گلستان در انگشت پنج اهیگ یها نمونه یآور جمع -2شکل 

Figue 2. Vitex agnus-castus samples collecting in Golestan province 
 

 
 شناسی دانه و گرده ریخت مطالعات ریز

طور مستقيم از  های گرده به برای مطالعه دانه گرده، نمونه    
پس از  .آوری گرديد رويشگاه طبيعي منطقه مورد نظر جمع

دانه  30-40(، از Erdtman, 1943استفاده از روش استوليز )
 گرده از نماهای قطبي و استوايي با ميکروسکوپ نوری

VANOX AHBS3  و با کمک  100و  40بزرگنمايي با و
مگاپيکسل(  8و  a63)مدل  Canonدوربين ديجيتال 

دانه،  شناسي ختيمطالعه ر برای. انجام شدبرداری  عکس
مورد مطالعه  های تياز جمع کي از هر دهيرس لاًکام های وهيم

 برایدانه  20 تيشد. از هر جمع یآور جمع دهي وهيدر فصل م
 شد. دارینگه يالکترون کروسکوپيبا لوپ و م برداری عکس
 تهران یراز یژرمتالوهای مناسب در مرکز  ها و گرده از دانه

 //VEGA لمد SEMالکتروني  ميکروسکوپتوسط 

TESCAN-LMU  22تحت ولتاژKV, 15 KV 
های مربوط به  گيری اندازهتهيه شد.  الکتروني های ميکروگراف

(، نسبت E(، طول محور استوايي )Pصفات طول محور قطبي )
P/Eافزار  گرده توسط نرم ، ضخامت و نوع تزئينات اگزين دانه

Image tools  و  3نسخهAxio vision  انجام  3/4با نسخه

بندی ارتمن  تعيين اندازه و شکل گرده از طبقه شد. برای
(Erdtman, 1943) شناسي از سايت معتبر  و برای واژه

  ( استفاده گرديد.paldat.org) PalDatشناسي  گرده
 

 یمطالعات مولکول
 یا ژنوم هسته nrDNA ITSپژوهش از توالي ناحيه  نيا در   
 ديعنوان بارکد استفاده گرد به يکلروپلاست trnL-trnF و

استخراج  تي. روش استخراج بر مبنای روش ک(2)جدول 
DNA نيژن چ انيشرکت ت ياهيگ (TIANGENا ).به  ست

مدل از دستگاه نانودراپ  DNA تيفيو ک تيکمّ نييمنظور تع
W-C-One-ND آغازگرهای مورد استفاده  يتوال .استفاده شد

ای پليمراز  ش زنجيرهواکن ارائه شده است. 2در جدول 
(PCR در حجم )واسرشتگي ميکروليتر و برنامه دمايي  20

 30و  قهيدق 2به مدت  گراد سانتيدرجه  94اوليه در دمای 
 94)واسرشتگي در دمای  PCRچرخه واکنش  32ثانيه؛ 
اتصال آغازگرها در دمای  ه؛يثان 60به مدت  گراد سانتيدرجه 

بسط اوليه در دمای  قه،يدق 2به مدت  گراد سانتيدرجه  49
نهايي  بسط يان( و در پاقهيدق 2به مدت  گراد سانتيدرجه  70
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 موردهای با آغازگر، قهيدق 5به مدت  گراد سانتيدرجه  72در 
 ,Eppendorf, Germany; Astecترموسايکلر ) دستگاه و نظر

Japan واکنش پس از انجام . شد انجام اهکچ 96( دارای
قطعات،  رياز تکث نانياطم منظور حصول به، ای پليمراز زنجيره

 توسط قوی باندهای تک. شدالکتروفورز  ييمحصول نها
حاصل از  های تعيين توالي گرديد. تواليکدون  کيشرکت ژنت

شده و  يبررس Finch TV 1.4 افزار نرم کمکبا  ين توالييتع
 یديکرومات یها يتوال درآمدند. FASTAصورت قالب  به

 NCBIژني سايت حاصل، با اطلاعات موجود در بانک 
با  .شدبررسي ها  گونه شباهت زانيداده شدند و م قيتطب

و  Neighbor joining روش، p-distanceاستفاده از فاصله 
های مورد بررسي  مربوط به نمونه Bootstrappingبار  1000

 ,.MEGA 7 (Tamura et alافزار  توسط نرم در بارکدها

افزار  ترسيم گرديد. در اين نرمدرخت خويشاوندی ( 2011
 شد. ریيگ ها اندازه يتوال سهيپارامترهای لازم برای مقا هيکل
 

 نتایج
 شناسی مطالعات گرده

نشان داده که تمام  SEMهای گرده  گيری دانه نتايج اندازه   
از . هستندميکرومتر(  12-28ها از لحاظ اندازه کوچک ) گونه

از ديد استوايي به شکل بيضوی و از ديد معمولاً نظر شکل 

باشند. ميانگين طول محور قطبي در  ای شکل مي قطبي دايره
ميکرومتر و طول محور استوايي  92/17، قايه قازانجمعيت 

 های گيری شده است. در جمعيت ميکرومتر اندازه 80/13
ميکرومتر و طول  80/19تپه، ميانگين طول محور قطبي  قوشه

ميکرومتر است. اندازه دانه گرده  37/14محور استوايي 
باشد. نسبت طول  تپه کوچکتر مي نسبت به گرده قوشه قايه قازان

گيری  ( در اندازهP/Eمحور قطبي به طول محور استوايي )
؛ بنابراين است 24/1برابر  قايه قازانجمعيت در ها  ميکروگراف

( در Erdtman, 1943ارتمن )بندی  شکل دانه گرده طبق طبقه
)کروی کشيده(  Prolate spheroidalشکل  اين گونه به

. است 33/1نيز  تپه شهقو های در جمعيت P/Eباشد. نسبت  مي
تپه از  های قوشه ها شکل گرده در جمعيت با توجه به اين نسبت

تمام (. 3باشد )جدول  مي کشيده( )نيمه Subprolateنوع 
يا  اريسه ش یمختلف دارا یها تيگرده در جمع یها دانه

Tricolpate 68/16 قايه قازان تيجمع در اري. طول شباشديم 
. باشديتپه کمتر م قوشه یها که نسبت به جمعيت است کرومتريم

 ،قايه قازان تيدر جمع (Distance of colpi) ارهايش نيفاصله ب
 کرومتريم 25/8تپه  قوشه یها تيو در جمع کرومتريم 98/7

و  قايه قازان تيدر جمع زمنفذدارياز نوع ر نياگز ناتي. تزئاست
 (.3 )شکل باشديتپه م قوشه تيدر جمع زمنفذدارير- ایشبکه

 
 

 زپلیمرا ای زنجیره های واکنش برای شده استفاده پرایمرهای توالی -2جدول 
Table 2. Sequence of primers used for polymerase chain reactions 

Sequence Direction Primer 
5'–GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGG–3' Forward ITS5m 

5'–TCCTCCGCTTATTGATATGC–3' Reverse ITS4 
5’-GGTTCAAGTCCCTCTATCCC-3’ Forward trnLe 

5’-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3’ Reverse trnFf 

 

 انگشت با استفاده از میکروسکوپ الکترونی های مختلف پنج جمعیت گیری شده دانه گرده صفات اندازه -3جدول 

Table 3. Pollen traits of different Vitex agnus-castus populations measured by scanning electron microscopy 

Ornamentation Exin 

(µm) 

Distance of 

colpi 

(µm) 

Length of 

colpi 

(µm) 
P/E Ex 

(µm 
Px 

(µm) 
Population 

micro-perforated 2.51 7.98 16.68 1.24 13.95 17.31 Ghazan ghayeh 
reticulated-micro-

perforated 2.81 8.25 21.17 1.33 14.37 19.80 Ghoshe Tappeh 

P: Polar axis, E: Equatorial axis, and P/E: ratio of polar axis to equatorial axis.  
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 ,E, Fتپه ) ( و قوشهA, B, C, and Dقایه ) قازان های جمعیت در یالکترون کروسکوپیم توسطانگشت  پنج اهیگ  گرده ریتصاو -3شکل 

G, and H )کرونیم 2و  1۰ی ها یینما با بزرگ ییو استوا یقطب دیاز د 

Figure 3. Vitex agnus-castus pollen images by scanning electron microscopy in Ghazan ghayeh (A, B, C, and D) 
and Ghoshe Tappeh (E, F, G, and H) populations from polar and equatorial views with 10 and 2 micron 

magnifications 
 

 شناسی دانه مطالعات ریزریخت
ها مربوط به  مطالعه دانه نشان داد که بزرگترين دانه   

متر و عرض  ميلي 84/3با ميانگين طول  قايه قازانجمعيت 
تپه دارای طول  های قوشه باشند. جمعيت متر مي ميلي 52/1

هستند متر  ميلي 30/1متر و عرض  ميلي 70/2حدود 
باشند و بين  شکل مي (. از نظر شکل همه بادامي4)جدول 

ها تفاوت وجود ندارد اما تزئينات سطح خارجي دانه  جمعيت
سطح  قايه قازان جمعيتهای متفاوت است. در  بين جمعيت

سطح دانه  تپه های قوشه دار است؛ ولي در جمعيت دانه حفره
های مورد  های جمعيت چروکيده و مخطط است. بنابراين دانه

بررسي از لحاظ اندازه و تزئينات سطح خارجي از يکديگر 
 (.4 )شکلهستند متمايز 
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 انگشت با استفاده از میکروسکوپ الکترونی های مختلف پنج جمعیتگیری شده دانه  صفات اندازه -4جدول 

Table 4. Seed traits of different Vitex agnus-castus populations measured by scanning electron microscopy 

Ornamentation Shape Length/ Width 
Width 

(mm) 

Length 

(mm) 
Population 

hollow almond 2.52 1.52 3.84 Ghazan ghayeh 

wrinkled almond 2.07 1.30 2.70 Ghoshe Tappeh 

 

 

 یمطالعات مولکول
 trnL-trnF بارکد

در  trnL-trnFي در مکان ژن ريتکث تيموفق زانيم   
طول % محاسبه شد. 85 يمورد بررس ياهيهای گ نمونه

توالي آن  بود. دينوکلئوت 516گونه  نيشده در ا ريقطعه تکث
ارسال  ييمنظور ثبت نها به (NCBIاطلاعاتي )به بانک 

 .گرديد
شده از بانک  های استفاده اطلاعات مربوط به توالي

 جينتاارائه شده است.  5( در جدول NCBIاطلاعاتي )
های مورد  نمونه trnL-trnF( توالي BLASTn) رديفي هم

در درخت بررسي را به گياهان همان گونه نسبت داد. 

 اينهای مربوط به  گونه، بارکداين براساس  شاوندیيخو
تنوع  (.5شدند )شکل  کيتفک گريکدياز  يدرست جنس به

 مورد  ونهگ trnL-trnFي شباهت توالن زاي)م يدرون گروه
موجود در سايت  جنس خود های هم گونه مطالعه با 

NCBI )89متغير  های % محاسبه شد. تعداد جايگاه
(SNP با استفاده از اين توالي در اين گياه )عدد  8

برای شناسايي  بارکداين از  توان يم نيبنابراشمارش شد. 
 تيبا مز بارکدهای گياهي استفاده کرد. در واقع اين  نمونه

 ييکارا کينزد های گونه زيبرای تماني بالا ميزان جايگزي
 . دارد ييبالا
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 ,E, F, Gتپه ) ( و قوشهA, B, C, and Dقایه ) قازان های جمعیتدر یالکترون کروسکوپیمتوسط  انگشت پنج اهیگ دانه ریتصاو -4شکل 

and H )کرونیم 2و  1۰ی ها یینما با بزرگ ییو استوا یقطب دیاز د 

Figure 4. Vitex agnus-castus pollen images by scanning electron microscopy in Ghazan ghayeh (A, B, C, and D) 
and Ghoshe Tappeh (E, F, G, and H) populations from polar and equatorial views with 10 and 2 micron 

magnifications 
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 .Vitex spp( مربوط به NCBIهای بانک اطلاعاتی ) توالیاطلاعات  -5 جدول
Table 5. Database sequence information (NCBI) on Vitex spp. 

Barcode Accession number Species 
ITS MG822403.1 Vitex rotundifolia 
ITS DQ499150.1 Vitex lucens 
ITS DQ499149 Vitex cofassus 

ITS MT227710 Vitex negundo 

trnL-trnF DQ304787.1 Vitex negundo 

trnL-trnF DQ304786.1 Vitex negundo 

trnL-trnF MK797715.1 Vitex trifolia  

trnL-trnF  OK064552.1 Vitex rotundifolia 

trnL-trnF MK187249.1 Vitex doniana  

trnL-trnF AJ505539.1 Vitex trifolia 

 

 

 
 trnL-trnFی بارکد توال یفیبر همرد یمبتن Vitexهای مختلف جنس  ( گونهNeighbor-joining) یشاوندیدرخت خو -5 شکل

Figure 5. Neighbor-joining tree of different Vitex species based on trnL-trnF barcode sequence alignment  
Numbers on branches are posterior probability based on Bayesian inference analysis (Values <50% were not shown). 

 

 

 ITS بارکد
با  ITSشده با استفاده از نشانگر  های تکثير تمام توالي   

اين شده در  ريطول قطعه تکثيابي شدند.  موفقيت توالي
 یها شد و کروماتوگرام يابي يتوال دينوکلئوت 675گونه 
(  NCBI) يعات، با اطلاعات موجود در بانک اطلاحاصل

توالي آن به بانک ژن . در نهايت داده شدند قيتطب
(NCBI به منظور ثبت نها )ارسال شد. يي 

مورد مطالعه در بين ساير  گونههمچنين جايگاه 
با رسم درخت فيلوژني حاصل از  Vitexهای جنس  گونه

 جينتا(. 6ای مشخص گرديد )شکل  نشانگر هسته
از دو منطقه   شده یآور جمع ی نمونه يتوال ،رديفي هم

 را به همان جنس و همان گونه اهيگ مورد مطالعه، اين
(Vitex agnus-castus) نسبت داد . 
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 ITSی بارکد توال یفیبر همرد یمبتن Vitexهای مختلف جنس  ( گونهNeighbor-joining) یشاوندیدرخت خو -6شکل 

Figure 6. Neighbor-joining tree of different Vitex species based on ITS barcode sequence alignment  
Numbers on branches are posterior probability based on Bayesian inference analysis (Values <50% were not shown). 

 
 بحث

و خطر کاهش و انقراض گونه  ها ستگاهيز بيتخر ليدله ب    
و ثبت  يشناس اهيمطالعه گ، Vitex agnus-castus ياهيگ
ارزشمند  اهيگ نيدر جهت حفاظت از ا يستيز یها يژگيو

نظر ه ب یضرور موضوعي نهيبه تيريدر چهارچوب مد ييدارو
شناسايي  ييکارا ،يمولکول یکردهايبا استفاده از رو .رسد يم
 اين در. رديگ يقرار نم يطيمح طيشرا ايسن  ريتحت تأث اهانيگ
 اهانيگ ييشناسا یاست که برا يروش خوب DNA بارکد ،نيب

  شده است. شنهاديپ DNA یها يتوال سهيمقا قياز طر
شناخته  Vitexگونه که در حال حاضر در جنس  نيچند

دهند که  ياز خود نشان نم يصيقابل تشخ یاند، مورفولوژ شده
 ,.Nigam et al) شود يآنها م ييدر شناسا يمنجر به سردرگم

 ريبا سا V. agnus-castus ييآنجا که کاربرد دارو  . از(2018
 یبرا  گونه نيمناسب ا ييشناسا ن،يبنابرا ،ها متفاوت است گونه

 یکردهايمطالعه از رو نيست. در ايمؤثر ضرور ييعملکرد دارو
 یها کيازجمله تکن ييارود اهانيگ ييدر شناسا يکل

 اياستفاده شد که مزا ی و مولکوليکرومورفولوژيم ي،کيمورفولوژ
 یها یگرده در بازساز یمورفولوژ دارند. يمتفاوت بيو معا

گزارش شده است  ديمف Lamiaceae رهيت یبند و رده يکيلوژنتيف
(Salmaki et al., 2008a.) گرده  یها نشان داد که تمام دانه جينتا

هستند؛ شکل گرده در  اريش سه یدارا ت،يدر هر دو جمع

با اندازه کوچک و در  دهيکش یکرو قايه قازان یها تيجمع
های  وجود دانه. باشند يبا اندازه بزرگتر م دهيکش مهيتپه ن قوشه

شياره که در اين گياه مشاهده شد، پيشتر نه تنها  گرده کشيده و سه
(، بلکه در برخي Munsif et al., 2007در اعضای اين جنس )

 ،Stachys، Verbenaهای خويشاوند آن ) از اعضای جنس ديگر
Hymenocrater ،Lantana نيز گزارش شده است )(Erkara, 

؛ Tabaripour et al., 2019؛ Salmaki et al., 2008b؛ 2007
Tabaripour, 2022اهميت شکل دانه گرده در   دهنده ( که نشان

 باشد. شناسايي اين گياه ميتأييد کمک به 
نشان  Lamiaceae یکرومورفولوژيم یروبر مطالعات 

های مختلف  جنس شناسي ريزريخت یها يژگيکه و دهد مي
 هستند ديمف یبند طور بالقوه در سطوح مختلف طبقه ، بهآن

(Salmaki et al., 2008a طبق نتايج اين مطالعه .)نيا دانه 
 .نداردتفاوت وجود  ها تيجمع نيو بشکل بوده  يبادام اهيگ

Khalaf ( در عراق، بذر بالغ گياه 2019و همکاران )
بيان  شکل يضيب یکروای تيره تا سياه و  انگشت را قهوه پنج

توجه به   تحقيق همخواني دارد. بااين کردند که با نتايج 
 یها تيجمع یها دانهتوان گفت که  های بدست آمده، مي داده

 ناتياندازه و تزئ حاظاز ل رويشگاه،ي در دو مورد بررس
در که  صورتي هستند، در  زيمتما گريکدياز  يسطح خارج

که در  يحال در ،دار است سطح دانه حفره قايه قازان تيجمع
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که  و مخطط است دهيتپه سطح دانه چروک قوشه یها تيجمع
رسد به دليل شرايط اقليمي و دسترسي کمتر اين  نظر ميه ب

پوشش (، 2019و همکاران ) Khalaf د.منطقه به آب باش
که دانسته  يشش وجه ايپنج  ييها متشکل از سلول رابذر 
 و شده است تر ميعمدتاً ضخ يداخل يمماس یها وارهيدر د

که  است ميضخ يفرع یوارهايد ،يجانب یوارهاينسبت به د
و همکاران  Otalakoskهای اين تحقيق مطابقت دارد.  با داده

 ها ضخامت دانه Vitex megapotamica ( در بررسي2020)
 ليوتحل هيتجزکه بيان نمودند را متغير گزارش کردند و 

در مزرعه  اهيبر شناخت گ علاوه يکيمورفولوژ یها يژگيو
 . کند يکمک منيز  ها گونه يشناس به دانش بوم
کشور ترکيه با بررسي مولکولي که انجام دادند، محققان 

 نيروابط ب نييتع یبرا یديابزار مفرا  RAPD ینشانگرها
 Sevindik etبيان کردند ) Vitex agnus-castus یها پيژنوت

al., 2019 .)ژن ای که در تايلند انجام شد، در مطالعه matK و 
و  يابي يتوال psbA-trnH ژني نيفاصله ب DNA یبارکدها

که در را  تکسيشدند تا پنج گونه مختلف و ليوتحل هيتجز
 یها يتوال از همچنين کنند. ييشوند شناسا ياستفاده م يپزشک
 یها گونه رياز سا V. glabrata گونهتفکيک  یبرا matKژن 

Vitex .نتايج گويای کاربردی بودن نشانگرها و  استفاده شد
 Phoolcharoenژني استفاده شده در اين تحقيق بود ) نقاط بين

et al., 2013.)  يمتفاوت يمختلف، مناطق ژنوم مطالعاتدر 
که  رسد يشده است و به نظر م پيشنهاد ینشانگرگذار یراب

 ييدارو اهانيگ ييشناسا یبرا توانند يم يمناطق ژنوم بيشتر
مورد ینشانگرها يتوال .(Techen et al., 2014) شونداستفاده 

حفاظت شده  یها يتوال ساسبرا ديبا ،يياستفاده در شناسا 
 DNA یها يتوال ريد تا تکثند و کوتاه باشنشو يطراح

ر د (.Kress & Erickson, 2007) پذير باشد امکان دهيد بيآس
و  ژنوم یطول بالا دليله ب ITSنشانگر  قات،ياز تحق یاريبس

نشانگر مکمل در نظر گرفته  عنوان به کنواخت،ي ريتکامل غنيز 
 یعنوان نشانگر به ITS، نشانگر مطالعهاين در  يول شود؛ يم

ناحيه نشان داده شد. اين  ،يمورد بررس گونه یمناسب برا
نشدني، بسيار ناهمگون است؛  داشتن بخشهای ترجمه دليل به

اين خصوصيت اين ناحيه را به ابزار ارزشمندی بـرای 
های  تفکيک گونهها و  بارکدينگ مولکولي و شناسايي گونه

 .است کردهمرتبط و نزديک تبديل 
در کشورهای مختلف  يمحلگياهي  یداروهاامروزه 

ای در درمان  اند و نقش سازنده مورد توجه قرار گرفته بسيار
 طوری به (.Sheidai et al., 2019) کنند مي ءها ايفا بيماری

 ييشناسا صحيحکه  ييدارو یها گونه DNA یبارکدگذارکه 
 سهيمقا یبرا یاستاندارد عنوان بهتوانند  مياند،  شده

 حقيقي ييدارو اهانيموجود در بازار با گ ياهيگ یها نمونه
 قيتحق نيبکاررفته در ا یها يتوال ني. بنابرااستفاده شوند

 . استمهم  انگشت پنجگياه دارويي  یبارکدگذار یبرا
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، کمال انجام اين تحقيق برایدانشگاه گنبدکاووس پايه علوم 
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