
 اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران پژوهشي تحقيقات ژنتيك و-دو فصلنامة علمي

 )1388 (1-14، صفحة 1، شمارة 17جلد 

 
 ايران با استفاده از )L. Hyoscyamus niger(دانه  هاي بنگ بررسي تنوع ژنتيكي برخي از توده

 RAPDنشانگرهاي مولكولي 
 

 4پورو متين محمدي3، حسن مداح عارفي 2اعيل حسني ، محمد اسم*1ئي كندهمحمد جواد يوسفي هري
گروه علوم باغباني پرديس كشاورزي و منابع طبيعي        ،  گياهان باغي و ژنتيك مولكولي    بيوتكنولوژي  ارشد   يكارشناسدانشجوي سابق     سنده مسئول مكاتبات،  ي نو -1

 javadyousefi_138@yahoo.com: پست الكترونيك ، كرجدانشگاه تهران
 ، كرجشگاه تهراننپرديس كشاورزي و منابع طبيعي داگروه علوم باغباني يار استاد - 2

 ، تهرانها و مراتع كشور سسه تحقيقات جنگلؤم پژوهشي، يار استاد-3

 ده كشاورزي دانشگاه زابل دانشك،پزشكي  گروه گياه،گياهيشناسي  بيماري ارشد  كارشناسيدانشجوي سابق -4
 

 24/7/1387 :پذيرشتاريخ                  12/4/1387: دريافت تاريخ 

 دهيچك
 شده از نقـاط مختلـف كـشور بـا     يآور جمع)L. Hyoscyamus niger( دانه بنگ توده مختلف 19در اين مطالعه تنوع ژنتيكي 

 يا رهي ـ اسـتخراج و واكـنش زنج      ي ژنـوم  DNA،  جـوان  يها  ز برگ ان منظور   يبه ا .  بررسي شد  RAPD يمولكول نشانگر   استفاده از 
 ـ انجام گرد مورد مطالعهيها توده يژنوم يDNA  بر روي RAPD آغازگر 16با استفاده از ) PCR(مراز يپل  ي نـوار بانـد  208د و ي

DNA ـ )1(براساس وجود  ي باندينوارها. چند شكلي نشان دادندباندها %) 31/94( تا از196 نمود كهد  يتول  ا عـدم وجـود بانـد    ي
ب تـشابه جاكـارد مـاتريس تـشابه         يضربا استفاده از    . شدانجام  ها    ه داده يتجز NTSYS-pcافزار   و با استفاده از نرم     يكد گذار  )0(

در دنـدروگرام  .  انجـام و دنـدروگرام آن ترسـيم گرديـد    UPGMAبـه روش    اي     تجزيه خوشـه    آن  اساس و بر شد  محاسبه  ها    توده
نـشان  ها    ر توده ين تفاوت را با سا    يشتريتوده اصفهان ب  ت  يدر نها .  شدند بندي   طبقه ي گروه اصل  4 مورد مطالعه در     يها تودهحاصل،  

زان تـشابه   ي ـ بـا م   1 -اهكلي و س  2 - رودبار يها ان توده ين شباهت م  يشتريمجزا قرار گرفت و ب      كاملاً يكه در گروه   يطوره   ب ،داد
 . نـشان داد ي مورد بررس ـيها ن تودهيرا در ب يدر حد متوسط يكي وجود تنوع ژنتالعهمطن يج اي نتايبه طور كل.  مشاهده شد  80/0

 يهـا  ان توده ي در م  يكي تنوع ژنت  يابيرز و ا  ينگار  انگشت ي برا ي روش مناسب  RAPD است كه    آنانگر  يق ب ين تحق يج ا ين نتا يهمچن
 .باشد  ميدانه بنگ

 
  RAPD ،ي مولكولر، توده، نشانگيكي، تنوع ژنتدانه بنگ: يديكلهاي  واژه

 
 مقدمه
، يكي از Hyoscyamus niger با نام علمي دانه بنگ

است كه ) Solanaceae(زميني  گياهان شاخص تيره سيب
پيش ها  انگيز خود از سال به دليل خواص دارويي شگفت
اهميت . )Duke, 1989 (در طب سنتي كاربرد داشته است

 آلكالوئيدهايي ي به دليل وجود تروپانيبالاي اين گياه دارو

كه از باشد   ميسكوپولامينآچون هيوسيامين و  هم
از ارزش  شود و  مين گونه استحصاليمختلف اهاي  اندام
از جمله خواص . است برخورداريي بالاي و اقتصادييدارو
بر آنها بخشي   آراماثرتوان به   ميدهايلوئا تروپان آلكييدارو

هاي  رزشدستگاه عصبي مركزي، تسكين پاركينسون، ل
كننده   حس اسپاسم، اثر بي آنتي آور،  خواب زمان پيري،
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 ,Chevalier (اشاره كرد 1عمومي، بازكننده مردمك چشم

اين گياه با ارزش دارويي در  .)Strauss, 1989و  1996
 به ،رويد  ميبسياري از نقاط كشورمان به صورت خودرو

 گونه جنس 13 )1998 (و همكاران Khatamsaz كهيطور
Hyoscyamus نين بي كه از ااند هران گزارش كرديرا از ا، 

ن موضوع نشان دهنده ي او ران هستندي اي گونه انحصار7
 .ران استيدانه در ا پلاسم بنگ ژرميغنا

يكي از مـوارد بـسيار مهـم در زمينـه كـار بـا گياهـان                 
كـه جنبـه      به طوري  ،سازي اين گياهان است     اهلي ،دارويي

كل قابـل تـوجهي مـورد توجـه         اقتصادي اين مهم بـه ش ـ     
 از ايـن حيـث كـه سـالانه مقـادير قابـل       ،باشد  ميها  دولت

تواند وارد كشورهاي داراي ايـن مقولـه          مي ارزاي    ملاحظه
بـا ايـن توصـيف، در       . مهم مرتبط با گياهان دارويي گـردد      

گونه رقم زراعي براي كشت و كار معرفـي          ايران هنوز هيچ  
هـاي    محـل رويـشگاه  نگرديده و برداشـت آن همچنـان از      

در ارتباط با ايـن موضـوع بخـش         . گيرد  مي طبيعي صورت 
پلاسم اين گياه دارويي با ارزش ممكن        ژرمقابل توجهي از    

است از بين رفته و كشورمان را از مزاياي استفاده از ارقام            
 يابيارز .اصلاح شده با كميت و كيفيت بالاتر محروم سازد       

 ياهيمختلف گ هاي    تي جمع يكي ژنت يشاونديروابط و خو  
هـاي    از جملـه گـام     ياصلاحهاي    ح برنامه ي صح يدر اجرا 

ن طـور اطلاعـات     يهم ـ. د برداشته شـود   يست كه با  اي  هياول
از جملـه    ياهي ـگهاي    تي جمع يكينه تنوع ژنت  يمز در   يكاف

 ,Vejdani(باشـد    مـي  موفقيك برنامه اصلاحيملزومات 

1997، Mirzaie-Nodoushan et al,. 2002  ،Bernath, 

1996  ،Bernath, 1996(.مهـم،  وضـوع ن مي در ارتباط با ا 
و بـومي بـودن   ) Khatamsaz, 1998( قابل توجـه  پراكنش

 مناسبي را جهت اجـراي هـر چـه           در ايران، بستر   دانه  بنگ

                                                 
1  - Mydriatique 

 اين گيـاه بـا      يساز يژه اهل يو هو ب اصلاحي  هاي    برنامه بهتر
 .ارزش فراهم كرده است

جه در زمينه ژنتيك چشمگير و قابل توهاي   پيشرفت
 يكيمولكولي، ابداع انواع مختلف نشانگرهاي ژنت -سلولي

همراه داشته است ه را ب DNA بر يمبتن يژه نشانگرهايو هب
هاي   از گونهياريپلاسم بس ژرم يكي تنوع ژنتيابيكه در ارز

 ي از نشانگرهايكي .اند مورد استفاده قرار گرفته ياهيگ
 & ,Abdemishani (باشد  ميRAPDمهم نشانگر 

Nejatboushehri, 1993 ، Gupta et al., 1999 و 
Kumar, 1999(  و بررسي تنوع  در يبه شكل موثركه 

 قرابت ژنتيكي و به عبارتي ديگر ارزيابي پتانسيل  زانيم
 مختلف مثل ييداروهاي  گونهموجود در ذخيره ژني 

نبوئر و همكاران،  ().Digitalis obscura L(انه انگشت
 Ocimuum basilicum L. ()De Masi et(حان ير ،)1999

al., 2006 ( مرزه)Satureja hortensis L.()  Hadian et 

al., 2008 ( يره پارسيزو) Bunnium persicum( 

)Pezhmanmehr, 2008و  Majeed, 2005 ( مورد استفاده
 در رابطه با ياريقات بسي تاكنون تحق.قرار گرفته است

اهان ي در گيشاونديروابط خو و يكي تنوع ژنتيبررس
 RAPD ي با استفاده از نشانگرهاSolanaceaeخانواده 
تنوع ) Ziraba )2003  و Stedje  نمونه به طور .شده است

هاي   شامل گونهSolanumت جنس ي جمع18 در يكيژنت
S. anguiviو S. aethiopicumي را توسط نشانگرها 

RAPDمختلف  هاي  نمونهين بررسيدر ا.  كردندي بررس
 آغازگر 16ش يحاصل از آزماهاي  ن جنس براساس دادهيا

RAPDشدند و بندي ، توسط دندروگرام حاصله گروه 
 . آنها مطالعه شديكي و نزدي و دوريكيزان تنوع ژنتيم

 از ييها  تودهيكيمطالعه تنوع ژنت) 2009 (يوسفي
را با استفاده از ران يا )Hyoscyamus niger (دانه بنگ
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كه در  يطور ه ب،د قرار داي مورد بررسSDS-PAGEروش 
 يي بالا نسبتاًيكيتنوع ژنت يمورد بررسهاي  ن تودهيب

 گروه 3مشاهده شد و توسط دندروگرام حاصل در 
 بندي ج بدست آمده از گروهيبراساس نتا . شدندبندي طبقه
، فواصل ين بذري پروتئيبا استفاده از نشانگرهاها  توده
 احتمالاً)  متفاوتٔ منشايداراهاي  هتود(ها   تودهييايجغراف

 .تواند باشد ينمها   تودهيكي ژنتيكيا نزدي ي بر دوريليدل
هاي  نيپروتئ) 2000( همكاران و Sheidai نيهمچن

ران را با استفاده يااز  Hyoscyamus گونه جنس 12 يبذر
ت ي در نها. مورد مطالعه قرار دادندSDS-PAGE  روشاز 

 . شدندبندي  طبقهي گروه اصل3در مورد مطالعه هاي  گونه
ن يهمچن ـو    پـراكنش قابـل توجـه      ليدلابه   بنا بر اين    

ن مطالعه يارزش، هدف از ا   با يين گونه دارو  ي بودن ا  يبوم
بـه  ران  ي ا دانه  بنگهاي     از توده  ي برخ يكي ژنت ينگار انگشت

 يبـا اسـتفاده از نـشانگرها       يك ـي تنـوع ژنت   يمنظور بررس ـ 

RAPD هر  يق بتواند گام  ين تحق يد كه ا  ين ام ي با ا  باشد  مي 
 بـا   يـي اه دارو ي ـن گ ي ـ ا يسـاز  ي در جهت اهل    كوچك چند

 .ارزش بردارد
 

 هامواد و روش
 ياهي مواد گ-1

 توده از بانـك     16ق بذر مربوط به     ين تحق ي انجام ا  يبرا
پاكـان بـذر     ز شركت ه ا  تود 2 و بذر    ايران يعيژن منابع طب  

) سرخ كوه(شمر   شهرستان كا  ازز  يك توده ن  ير  و بذ  اصفهان
مـورد مطالعـه در     هـاي      تـوده  ييايپراكنش جغراف  ،ه شد يته

 با هورمون جيبرلين    ها پس از تيمار بذر    .آمده است  1شكل
هاي حاصل در گلخانه گروه       دار شدن آنها، گياهك    و جوانه 

 بعـد . علوم باغباني پرديس كشاورزي كرج كشت گرديدند      
. اده شـد   اسـتف  DNAهاي تازه آنها جهت استخراج        از برگ 

 . آمده است1هاي مورد مطالعه در جدول دانه ليست بنگ
 

 
 دانه مورد استفاده در اين مطالعه  توده بنگ19 پراكنش جغرافيايي-1شكل
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 مورد مطالعه ) H. niger (دانه هاي بنگ  توده-1جدول
 منبع نام توده شماره

2 -رودبار 1   منابع طبيعي ايرانژن بانك  

1 -سياهكل 2   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
2 -مركزي 3   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
  منابع طبيعي ايرانژن بانك  خلخال 4
1 -تالش 5   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
  منابع طبيعي ايرانژن بانك  اروميه 6
1 -گلستان 7   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
2 -تالش 8   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
3 -كلسياه 9   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
2 -قزوين 10   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
1 -قزوين 11   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
2 -سياهكل 12   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
  منابع طبيعي ايرانژن بانك  فومن 13
2 -گلستان 14   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
1 -مركزي 15 بع طبيعي ايران مناژن بانك    
1 -رودبار 16   منابع طبيعي ايرانژن بانك  
سرخ كاشمر، كوه  كاشمر 17  
 شركت پاكان بذر اصفهان شيراز 18
 شركت پاكان بذر اصفهان اصفهان 19

 
مراز يپلاي  رهيانجام واكنش زنج و DNA استخراج -2
)PCR( 

همكاران  و  Sharpجوان براساس روشهاي  از برگ
)1988 (DNA به منظور مشخص .  استخراج شديومژن

 DNA 5) تيجمع(  هر تودهيكيتژنرات ييزان تغيكردن م
اه منتخب از هر توده پس از استخراج مخلوط شد و يگ

 براساس روش PCRهاي  واكنش.  قرار گرفتتجزيهمورد 
Williams  ده  آغازگر 55از . انجام شد) 1990(و همكاران

  شركت E و A ،B ،C ،Dهاي  نوكلئوتيدي تصادفي سري

TIB MOLBIOL16 عدد براساس تعداد و ثبات قطعات 

 در PCRهاي  واكنش). 3جدول(افته انتخاب شدند ير يتكث
 تر يكرولي م1 از يمخلوط(تر يكرولي م15 معادل يحجم

DNA1تر، يكرولي نانوگرم در هر م10 با غلظت يومژن 
 2/0 با غلظت RAPD يتر آغازگر تصادفيكروليم
 5/7 و شده سترونتر آب مقطر يكرولي م5/5ر، كرومولايم
 در 1ريتكثهاي  نديافر. انجام شد) PCRت يتر كيكروليم

 2 شده براساس جدول يزير كلر برنامهيدستگاه ترموسا
، محصول واكنش در PCRپس از انجام واكنش  .انجام شد
 2TBE ه شده با بافريته% 5/1ژل آگاروز هاي  چاهك

                                                 
1 - Amplification 
2 - Tris Borate- EDTA 
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 ولت 70ان يقه و شدت جريق د140 و به مدت يريبارگ
به منظور محاسبه اندازه قطعات حاصل، در . الكتروفورز شد

 اختصاص kb1ن چاهك سمت چپ به ماركر يهر ژل اول
، ژل به يزيآم پس از الكتروفورز به منظور رنگ. داده شد

كروگرم در ي م5/0د يوم برمايديقه در محلول اتي دق20مدت 

 و خطرناك يل سميل به دلاط كاميت احتيبا رعا(تر يل يليم
قرار گرفته و پس از شستشو با آب مقطر با ) بودن آن

 UV از ژل تحت نور يبردار استفاده از دستگاه عكس
 . شدنديبردار  مشاهده و عكسDNAافته ير ي تكثينوارها

 
 PCRهاي حرارتي  هر يك از دوره) باز شدن، اتصال و بسط ( مرحله 3 زمان و دماي لازم براي -2جدول

      درجه حرارت                زمان             دوره        تعداد                    مرحله انجام شده        مرحله    

 94          دقيقه         DNA                1                        4     شروع باز شدن رشته                 1
 94 دقيقه                 DNA                                              1اي شدن   تك رشته                    2

  37 دقيقه                1                         35                            اتصال آغازگر                           
 72        دقيقه         2                                                                      بسط آغازگر               

 72 دقيقه                 10                         1                               تكميل بسط                        3
 

 يمحاسبات آمار -3
 تا 250 جاد شده در محدودهيا ي بانديدر نوارها

 و عدم )كيعدد ( جفت باز به حضور هر باند 2000
س يه ماتري داده شد و پس از ته)عدد صفر(حضور باند 

 NTSYS-pc, Versionافزار  ك، با استفاده از نرمي صفر و

2.021) Rohlf, 1998 ( ب تشابه يضربا استفاده از و
محاسبه شد و براساس ها  س تشابه تودهيماتر جاكارد

س تشابه، دندروگرام ين ماتريحاصل از اي ا ه خوشهيتجز
 .ديم گردي ترسUPGMAبه روش 

 
 جينتا

هاي   نمونهي بر روRAPD آغازگر 16ش يحاصل آزما
DNAنوار از 196 نوار بود كه 208ر ي استخراج شده، تكث 

                                                 
1 - Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis 
System 

 )%69/5( نوار 12 نشان داده و تنها يچند شكل) %31/94(آنها 
  ).3جدول(ودند  ب2ك شكلي ،جاد شدهي اياز كل نوارها

ميزان چند شكلي به دست آمده در الگوهاي باندي در 
تعداد باندهاي چند شكل . اين تحقيق در حد متوسط بود

 17 تا 6ها از   در بين تودهRAPDحاصل از آغازگرهاي 
باند متغير بود كه بيانگر قدرت متفاوت نشانگرها در 

ر د. هاي مورد بررسي است شناسايي چند شكلي در نمونه
بين آغازگرها بيشترين نوار تكثير شده توسط آغازگر 

TIBMBD-19 15 نوار تكثير شده ايجاد شد كه 17 با 
عدد آنها چند شكل بودند و كمترين نوار تكثير شده 

 نوار تكثير يافته بود 6 با TIBMBD-16مربوط به آغازگر 
 پروفيل باندي مربوط به . نوار چند شكل بودند6كه هر 

 كه چند شكلي TIBMBE-24 و TIBMBE19دو آغازگر 
 . آمده است3 و2مطلوبي را نشان دادند در شكل

 
 

                                                 
2 - Monomorph 
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  و مشخصات آغازگرهاي تصادفي مورد استفاده فهرست -3جدول

 توالي بازي آغازگر رديف
 تعدادكل قطعات تكثير شده

)a( 
 تعداد قطعات چند شكل

)b( 
درصد چند شكلي 

)100b/a×(  
1 TIBMBA-19 5´TGCTCGGCTC3´ 9 9 100 
2 TIBMBA-13 5´GTGCGAGAAC3´ 14 14 100 
3 TIBMBA-14 5´GGACGACCGT3´ 16 15 94 
4 TIBMBA-20 5´GGAACTCCAC3´ 10 10 100 
5 TIBMBB-10 5´CTTCGGTGTG3´ 12 12 100 
6 TIBMBB-14 5´AAGTGCCCTG3´ 12 11 91 
7 TIBMBC-03 5´GGCTTGACCT3´ 16 16 100 
8 TIBMBC-14 5´ACACCGTGCC3´ 13 11 85 
9 TIBMBC-20 5´GGCTTGACCT3´ 15 14 93 
10 TIBMBD-16 5´GAGGCGATTG3´ 6 6 100 
11 TIBMBD-19 5´GAGGCGAGA3´ 17 15 88 
12 TIBMBE-08 5´GGTCTTCCCT3´ 14 14 100 
13 TIBMBE-12 5´AACGTCGAGG3´ 11 9 81 
14 TIBMBE-18 5´CCTCCACCAG3´ 16 15 94 
15 TIBMBE-19 5´CTGGTGCTCA3´ 12 10 83 
16 TIBMBE-24 5´GAGCGTAATC3´ 15 15 100 

 31/94 12,25 13 - - ميانگين
 - 196 208 - - كل
 

 
 

ومي ژن DNA الگوي باندي حاصل از تكثير -2شكل
 TIBMBE19توسط آغازگر ) 19 تا 1(دانه  هاي بنگ توده

 

 
ومي ژن DNA الگوي باندي حاصل از تكثير -3شكل

 TIBMBE-24توسط آغازگر ) 19 تا 1(دانه  هاي بنگ توده
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 RAPDمبتني بر نشانگر  H. nigerهاي  ه توده ماتريس تشاب-4جدول

 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 توده بذري

1          2-رودبار  1                   
2        1-سياهكل  80/0  1                  
3         2-مركزي  37/0  38/0  1                 
4            خلخال  61/0  63/0  32/0  1                
5           1-تالش  74/0  74/0  45/0  57/0  1               
6             اروميه  50/0  54/0  49/0  39/0  44/0  1              
7        1-گلستان  41/0  43/0  43/0  33/0  35/0  41/0  1             
8           2-تالش  77/0  73/0  47/0  58/0  80/0  49/0  37/0  1            

9       3-سياهكل  78/0  78/0  43/0  68/0  72/0  51/0  38/0  77/0  1           
10        2-قزوين  69/0  70/0  48/0  58/0  72/0  48/0  41/0  75/0  77/0  1          
11        1-قزوين  68/0  67/0  45/0  53/0  68/0  47/0  43/0  68/0  76/0  67/0  1         

12      2-سياهكل  43/0  43/0  38/0  45/0  46/0  36/0  59/0  42/0  44/0  45/0  39/0  1        
13             فومن  71/0  70/0  46/  50/0  80/0  50/0  42/0  76/0  72/0  69/0  72/0  40/0  1       

14       2-گلستان  40/0  37/0  43/0  33/0  34/0  47/0  72/0  39/0  43/0  44/0  40/0  58/0  36/0  1      
15       1-مركزي  40/0  43/0  52/0  33/0  51/0  49/0  39/0  45/0  46/0  49/0  43/0  33/0  48/0  39/0  1     
16        1-رودبار  66/0  68/0  39/0  67/0  61/0  48/0  36/0  65/0  75/0  58/0  67/0  41/0  61/0  39/0  45/0  1    
17           كاشمر  49/0  44/0  25/0  50/0  39/0  39/0  29/0  46/0  56/0  44/0  49/0  32/0  42/0  29/0  26/0  61/0  1   
18            شيراز  65/0  68/0  45/0  52/0  69/0  51/0  44/0  73/0  68/0  70/0  68/0  41/0  73/0  41/0  45/0  61/0  43/0  1  

19         اصفهان   30/0  25/0  29/0  41/0  23/0  26/0  43/0  27/0  33/0  29/0  33/0  38/0  24/0  41/0  24/0  36/0  32/0  28/0  1 
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ــه منظــور  اســتفاده از مــاتريس تــشابه مــي توانــد ب
هـا در ميـان       ها و تفـاوت     شناسايي و درك بهتر شباهت    

بررسـي  . هـاي مـورد بررسـي بـسيار مـؤثر باشـد             توده
دهـد    نشان مي ) 4جدول(ماتريس تشابه در اين مطالعه      

آوري   دانـه جمـع     كه بيشترين تشابه بين دو نمونه بنـگ       
و % 80 با ميزان تشابه     1 - و سياهكل  2 -شده از رودبار  

دانـه فـومن و اصـفهان بـا           كمترين تشابه نيز بين بنـگ     
دهنـده    ترتيب نـشان    وجود دارد كه به   % 23ميزان تشابه   

هـا نـسبت بـه        ميزان نزديكي و دوري ژنتيكي اين توده      
به عبارت ديگر ميزان تشابه محاسـبه       . باشد  يكديگر مي 

اي چنـد   دانه، براساس بانده    هاي بنگ   شده در بين توده   
 قــرار داشــت و 81/0 تــا 23/0اي از  شــكل در گــستره

 . بود52/0ميانگين تشابه نيز برابر 
 ييج به صورت دنـدروگرام و نمودارهـا       ي نتا يبررس
سـازد    مـي  ع و آسان را ممكـن     يل سر يه و تحل  يكه تجز 

 دندروگرام حاصل   با استفاده از  .  است يروش سودمند 
مـورد  هـاي      تـوده  40/0در ضريب مـشابهت     ،  )4شكل(

 گـروه اول    ؛ شـدند  بندي  طبقه گروه اصلي    4مطالعه در   
، 3 -، سياهكل 1 -، سياهكل 2 -رودبار: هاي شامل توده 

، 1 -، قـزوين  2 -قـزوين ،  2 -، فـومن، تـالش    1 -تالش
 گـروه دوم شـامل      ،كاشـمر ،  1 -رودبارشيراز، خلخال،   

اروميه، گـروه سـوم     ،  1 -، مركزي 2 -مركزي: هاي توده
 2 -، سـياهكل  2 -، گلستان 1 -انگلست :هاي  شامل توده 

ايـن    كـه  باشـد   مـي  اصفهانو گروه چهارم شامل توده      
هـاي    تـوده  مجـزا نـسبت بـه        ˝ك دسته كاملا  يدر  توده  

 كه در دندروگرام مشخص     يياز آنجا . گر قرار گرفت  يد
 توسط دنـدروگرام،    دانه  بنگهاي     توده يبند است، گروه 

رد مـو هـاي      را در تـوده    يدر حد متوسـط    يكيتژنتنوع  
همـان طـور كـه در دنـدروگرام         . دهد  مي  نشان يبررس

شده آوري     جمع دانه  بنگهاي     توده بيشترمشخص است   
به غيـر از تـوده      (لان  يمختلف استان گ  هاي    شگاهياز رو 

گر و در   يكدي در كنار    باًيتقر) 1 - و رودبار  2 -سياهكل
ن موضـوع در مـورد      يا. اند   مجاور قرار گرفته   هاي  هدست
ز ي ن ين، گلستان و مركز   ي به استان قزو   مربوطهاي    توده

مربـوط بـه    هـاي     كـه تـوده    يشـود، بـه طـور       مي دهيد
ك ي ـ نزد ييهـا  گروه و زير گروه    در   ياد شده هاي    استان

 بيـشتر  بنـدي   ن گـروه  يهمچن ـ.  شـدند  بندي  به هم دسته  
هـاي    لان در كنار هم و در كنار توده       ياستان گ هاي    توده

موجود هاي     از شباهت  ين ممكن است حاك   ياستان قزو 
قرار گرفتن تـوده مربـوط بـه اسـتان          . ن آنها باشد  يدر ب 

ن ياسـتان قـزو   هـاي      تـوده  يك ـيدر نزد ) رازيش ـ(فارس  
 .ن موضوع استيز نشانگر همي ناحتمالاً
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 RAPDدانه براساس ماتريس تشابه حاصل از  توده بنگ19هاي   دندروگرام حاصل از تجزيه كلاستر داده-4شكل

 
زان تشابه يبا ماصفهان و كاشمر هاي  قرار گرفتن توده

 از يمجزا حاكگروه و زيرگروه در  48/0 و 40/0ترتيب  به
. ستها ر تودهين با سايبا هم و همچنها  ن تودهيتفاوت ا

 -اهكلي و س2 -، گلستان1 -گلستانهاي   تودهبندي گروه
ر ياد نسبت به ساي زك گروه و با تفاوت نسبتاًيدر نيز  2

ن سه توده را نسبت به هم و تفاوت ياشباهت ها  توده
. دهد  مينشانها  ر تودهي آنها را نسبت به ساي بالانسبتاً
ه يدهد كه توده اروم  مين دندروگرام مربوطه نشانيهمچن

نسبت  49/0ب مشابهت يو در ضراد ي ز نسبتاًيز با تفاوتين
شده بندي  مجزا گروهزيرگروهي گر در يدهاي  به توده
س تشابه ين ماتري بيكيب كوفنتيق ضرين تحقيدر ا. است

دهد روش   ميباشد كه نشان  مي=92/0rو دندروگرام 
UPGMAبوده استين مورد روش مناسبي در ا . 

 بحث
 ياهيگهاي  پلاسم ژرماز اي   تنوع در مجموعهيابيارز

ت يريز مدي و نياصلاحهاي   مهم در برنامهيگام
آورد تنوع ن راستا بريدر ا. ديآ  ميپلاسم به حساب ژرم
 به در ي، به شكل قابل توجهياهيك جامعه گي در يكيتژن

نكه يك محقق و اي ي براييها كيدسترس بودن ابزار و تكن
 مورد ياصلاحهاي  با برنامهها  كيتكن ن ابزار ويچطور ا

گر انتخاب ياز طرف د.  داردينظر همسو باشند، بستگ
 يكيتژنوع ازمند تنوع است و با بالا رفتن تنيز ني نيپيوتژن

عت و هم بطور يك جامعه حدود انتخاب هم در طبيدر 
ن يبا توجه به رابطه مثبت ب. شود  ميعتري وسيمصنوع

 در آن، يرات تكامليي و مقدار وقوع تغيكيتژنزان تنوع يم
ك جامعه ي اصلاح يكيتژن بهبود يين كارآي بيرابطه مشابه
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.  صفت مورد علاقه موجود استي برايكيتژنو تنوع 
ست ي ضروريكيتژن ذخائر ين حفظ و نگهداريابرابن
)Rout & Chrungoo 2007 ، Abdi & Maddah-Arefi, 

 ).Bernath,  2002 و 2002
 در حد متوسط يكيتژن از تنوع يحاك ين بررسياج ينتا
 قابل يچند شكل .مورد مطالعه بودهاي  ن تودهيدر ب

انگر ي به دست آمد كه بي بانديدر الگوهااي  ملاحظه
 تنوع يبه منظور بررس RAPDك ياسب بودن تكنمن
ج ين نتايهمچن. باشد  ميدانه بنگمختلف هاي   تودهيكيتژن
 با تنوع يياي مطابقت تنوع جغرافياديش تا حد زين آزمايا

 را نشان داد RAPDهاي   به دست آمده از دادهيمولكول
ز يهم و ن لان در كنارياستان گهاي   تودهبيشتربندي  دسته(

ن ين گواه همي و قزوياستان گلستان، مركزاي ه توده
 و يكيتژنهاي  قرابتانگر يكه ممكن است ب) موضوع است

هاي   از تودهين برخي موجود بياحتمالهاي  يشاونديخو
ج بدست ي مشابه با غالب نتايبطور نسب. مورد مطالعه باشد

و  Majeed )2005( ،Hadian ن مطالعه، يآمده در ا
 يه دندروگرام حاصل از نشانگرهايابر پ) 2008(همكاران 

RAPDو مرزه يره پارسيزهاي   تودهبندي ب دستهيترت ه، ب 
هاي  رگروهي مشابه را در گروه و زييايمتعلق به نقاط جغراف

 .ك به هم گزارش نمودندينزد
 از دندروگرام يكوچكهاي   از موارد، بخشيدر برخ

ست  به دي با تنوع مولكولييايعدم مطابقت تنوع جغراف
 نمونه ،به عنوان مثال.  را نشان دادRAPDهاي  آمده از داده

گر يكاملا متفاوت و دور از داي   در دسته2 -اهكليس
گر ي ديلان قرار گرفته است و از سوياستان گهاي  نمونه
باشند مانند   مي نسبتا دورييايظر جغرافن كه از ييها نمونه

دروگرام در در دن% 67زان تشابه ي با م1 -خلخال و رودبار
ن يهمچن .اند  شدهبندي ك زيرگروه و در كنار هم دستهي

شده از آوري  جمعهاي  قرار گرفتن برخي از توده
ي مجزا و ها يك استان در گروه و زيرگروههاي  رويشگاه

در مجاورت ها  برخي استانهاي   تودهبندي همچنين گروه
پلاسم، تعداد كم  ژرم ييهم ممكن است ناشي از جابجا

ن يع اي بخاطر پراكنش وسا احتمالاًي و RAPD يمرهايپرا
يي كه از ها گر تودهياز طرف د. ران باشديگونه در ا
شده و در آوري  مختلف يك استان جمعهاي  رويشگاه

اين اند   شدهبندي مجاور هم گروههاي  دندروگرام در دسته
سته  نتوانRAPDهاي  ز وجود دارد كه نشانگرياحتمال ن

ممكن است با استفاده از (ك كند ي تفكآنها را از هم
 بالاتر از هم يري با دقت و تكرارپذي مولكولينشانگرها

، )2008( Pezhmanmehr  محققاني نظير).ك شونديتفك
Nebauer  1999(و همكاران( ،De Masi  و همكاران

ره ي زيكيتژن تنوع يرو ب بريترت هدر مطالعاتشان ب) 2006(
هاي   نشانگر با استفاده ازحاني انگشتانه و ر، گليپارس

RAPDن پراكنش ي بيفي گزارش كردند كه ارتباط ضع
ن ي در بيكيتژنحاصل از مطالعات بندي   و گروهييايجغراف
ش ين آزمايج ايمورد مطالعه وجود دارد كه با نتاهاي  توده
 كه در بالا به آن اشاره يحاتي با توجه به توض.رت دارديمغا

هاي  تودهبندي  ه از طبقهج بدست آمديشد براساس نتا
 از دانه بنگهاي  ن تودهي بي نسبيهمبستگ(مورد مطالعه 

، RAPD يبا استفاده از نشانگرها) يياينظر پراكنش جغراف
 بر يليتواند دل  ميها  تودهيياياد فواصل جغرافيبه احتمال ز

هاي   آنها باشد و در برنامهيكيتژن يكيا نزدي يدور
نش بر ي باشد، گزيي بالايكيتژن از به تنوعي كه نينژاد به
 .ديجه خواهد رسي به نت احتمالاًيياي تنوع جغرافيمبنا

هاي  براساس داده) PCO (يه به مختصات اصليتجز
ره است كه يچند متغهاي  كيگر از تكني ديكي يمولكول

 ك راين تكنيا.  دارديكيتژنه تنوع ي در تجزياديكاربرد ز
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. نش افراد بكار برد پراكيش دو بعدي نمايتوان برا مي
دهنده تشابه  ه از پلات نشانيك ناحيتجمع افراد در 

  PCOيها ن مولفهيهمچن. باشد  مي آن افراديكيتژن
 مورد استفاده در سطح يع نشانگرهايدهنده نحوه توز نشان

 با استفاده دانه بنگهاي   تودهيش تجمعيآرا. باشند  ميومژن
 5 در شكلRAPD بر نشانگر ي مبتنيكيتژناز شباهت 

ن نمودار مطابق يدر اها  ع تودهيتوز. نشان داده شده است
ن يدندروگرام حاصل در اهاي  در شاخهها  ع تودهيبا توز

 جهت نشان دادن يگريباشد و در واقع ابزار د  ميشيآزما
 مكمل ي به عنوان روشدتوان  ميست كهها پراكنش توده

لفه ؤن دو ميهمچن. به شمار روداي  ه خوشهي تجزيبرا
و % 11/21ب برابر با ي به ترتPCO2 و PCO1 يعني ،اول
ان يانس كل را بياز وار%) 61/33 ˝مجموعا% (49/12

 ي مورد استفاده داراRAPD ي نشانگرهايعني. كردند
 يابيو در ارزاند  وم بودهژن در سطح ي مناسبع نسبتاًيتوز

 .اند  مناسب عمل كردهدانه بنگهاي   تودهيكيتژنتنوع 

 

 
 RAPDدانه براساس نشانگرهاي  هاي بنگ  توده(PCO)پلات دو بعدي مختصات اصلي  -5لشك

 
 با توجه به احتمال ،همان طور كه در بالا اشاره شد
 بندي  در گروهRAPDناكارآمدي تعداد كم نشانگرهاي 

يك هاي  شده از رويشگاهآوري  جمعهاي  توده از يبرخ
گيري نشانگرهاي اين نياز وجود دارد كه با بكار ،استان

ا ي AFLPمثل با دقت و تكرارپذيري بالاتر  DNAگر يد
SSR اطلاعات بيشتر و ها  ميزوزاي مثل آييا نشانگرهاي

هاي  دقيقتري در ارتباط با ميزان تنوع موجود در بين توده

ن يج اي نتايبه طور كل. آيد به دست دانه بنگمختلف 
 يار مناسب ابزRAPD يق ثابت كرد كه نشانگر مولكوليتحق

ن ي در بيشاوندي و روابط خويكيتژنن تنوع ييجهت تع
 دانه بنگ ياصلاحهاي   بوده و در برنامهدانه بنگهاي  توده

 ي و بررسيكيتژنح تنوع يق و صحيع، دقين سرييجهت تع
 .ه استي قابل توصيياه داروين گي ايشاونديروابط خو



12 ...دانه هاي بنگ بررسي تنوع ژنتيكي برخي از توده

ه با توجه به بومي بودن و پراكنش قابل توج ،انيدر پا
 يلي تكميقاتي تحقي كارهايبرادانه در ايران،  بنگ

 :دنشو  ميارائه زيرپيشنهادهاي 
اه ارزشمند در ين گي ايساز ي اهلدر زمينهقات يتحق -1

 .رسد  مي به نظريكشور ضرور
 با ي مولكولي با نشانگرهايكيتژنعتر يقات وسيتحق -2
در جهت ها  ميزوزاي و آAFLP ،SSRشتر مثل ي بييكارا
ار سودمند يتواند بس  ميقتر آني دقبندي  ن تنوع و گروهييتع

 .باشد
 با استفاده از دانه بنگ يكيتژن تنوع ي بررس-3

تواند   مي،يكي مرفولوژو مطالعات ي مولكولينشانگرها
 قرار اندر اختيار محققنه ين زمي در اياطلاعات جامعتر

 .دهد
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Abstract 
Genetic diversity of 19 accessions of Hyoscyamus niger L., collected from different parts of 

Iran, were evaluated using random amplified polymorphic DNA (RAPD) data. Total Genomic 
DNA was extracted from young leaves of plants and Polymerase Chain Reaction (PCR) was 
performed using Sixteen RAPD primers and produced a total of two hundred and eight bands, 
with one hundred and ninety six polymorphic bands (94.31%) between single plants of the 
investigated accessions. RAPD products were scored for presence (1) or absence (0) of each 
amplicon evaluated using Binary method and subsequently genetic similarity was calculated by 
employing Dice index and cluster analysis was carried out according to UPGMA algorithm 
using NTSYS-pc software. Accession of Isfahan showed maximum difference with other 
accessions and classified in separate group and maximum similarity was observed between 
accessions of Roodbar- 2 and Siahkal- 1 with 0.80 similarity. Results showed a moderate level 
of genetic diversity among investigated accessions. The results also indicated that RAPD 
approach seemed to be best-suited for fingerprinting and assessing genetic diversity among H. 
niger accessions with high accuracy. 
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