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 در مولكولي هايتكنيك اصلي كاربردهاي از يكي

 هايمجموعه در ژنتيكي تنوع سطح برآورد و بررسي

ها براي استفاده بهينه از آنها در پلاسمي و جمعيت ژرم
 Mohammadi)  استنباتات اصلاح و ژنتيكي مطالعات

)& Prasanna, 2003. نشانگر مولكولي RAPD  يك ابزار
هاي مفيد براي ارزيابي تنوع ژنتيكي و ساختار جمعيت

 ;Fracarro et al., 2005(باشد اهان معطر و دارويي ميگي

konate et al., 2007; Messaoud et al., 2007; Solouki 
et al., 2008; Zheng et al., 2008 (در خانواده نعناع كه 

 .مورد استفاده قرار گرفته است يمؤثر به شكل زني
با استفاده از ) 2003(و همكاران   Momeni،ازجمله

 گونه جنس نعناع 17 روابط ژنتيكي RAPDنشانگر 
)Mentha (در تحقيقي ديگر.را مطالعه نمودند  Vieira و 

 از Ocimumهاي جنس گونهبراي تمايز ) 2003(همكاران 
بررسي تنوع .  استفاده كردندRAPDيكديگر از نشانگر 

 )Satureja hortensis( نمونه مرزه تابستانه 28ژنتيكي در 
 و همكاران Hadianتوسط نشانگر با استفاده از اين 

 و Trindade  همچنين.ه استنيز انجام شد) 2008(
 تك بوته از گونه 31تنوع ژنتيكي ) 2008(همكاران 

از سه آوري شده جمع) Thymus caespititius(آويشن 
مورد بررسي قرار دادند  RAPDجزيره را به كمك نشانگر 

 ز اين نشانگرابا استفاده ) 2010( و همكاران Boussaid و

در  كلپوره جمعيت 7تنوع ژنتيكي و ساختار به بررسي 
 كلپوره  جمعيت7 آنها  مطالعهدر. پرداختندكشور تونس 

، RAPD آغازگر 8هاي حاصل از آزمايش  دادهبراساس
بندي شدند و ميزان توسط نمودار درختي حاصل گروه

 .گرديدآنها مطالعه تنوع ژنتيكي 
كلپوره  گياه و اهميت دارويي  وسيعبا توجه به پراكنش

، هدف اصلي در اين پژوهش بررسي تنوع ژنتيكي در ايران
بر حفظ تأكيد منظور  ايران بههاي كلپوره برخي از جمعيت

 .باشد ميRAPDمنابع ژنتيكي با استفاده از نشانگر 
 

 هامواد و روش
 مواد گياهي

 سه منطقه شامل شش گياه كلپوره از هايجمعيت
آب شهرستان ششروستاي ( استان گلستانمنطقه از 

تپه و جنگل ايشان شهرستان مراوهكريم روستاي راميان،
روستاي (، دو منطقه از استان خراسان شمالي )گلستان

جوزك شهر آشخانه، منطقه گرماب شهرستان مانه و 
) شهرستان شاهرود(و يك منطقه از استان سمنان ) سملقان
اتيلن ها در ظروف پلي نمونه).1جدول (آوري شد جمع

هاي مولكولي  انجام تجزيهبراي يخ به آزمايشگاه حاوي 
 .منتقل شدند

 

 برداري گياه كلپوره موقعيت جغرافيايي مناطق نمونه-1جدول 

 طول جغرافيايي عرض جغرافيايي )متر(ارتفاع از سطح دريا  موقعيت منطقه جمعيت

 54˚ 57́ 36˚ 25́ 1450 شاهرود 1
 55˚ 43́ 37˚ 39́ 305 هتپمراوه 2
 56˚ 26́ 37˚ 43́ 600 گرماب 3
 56˚ 38́ 37˚ 25́ 1235 آشخانه 4
 56˚ 00́ 37˚ 20́ 940 جنگل گلستان 5
 55˚ 27́ 36˚ 55́ 1370 راميان 6
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 اي پليمراز و انجام واكنش زنجيرهDNAاستخراج 
 با هاي جوان گياهژنومي از برگ DNAاستخراج 

انجام ) CTAB )Khanuja, et al., 1999استفاده از روش 

 استفاده RAPD  تصادفي آغازگر8در اين آزمايش از  .شد
 و Boussaidآزمايشهاي  براساساين آغازگرها شد كه 

  .)2 جدول (شدندهمكاران انتخاب 

 
 هاي كلپورهي مشاهده شده در نمونهچندشكل و درصد چندشكل تعداد نوارهاي -2جدول 

 يچندشكلدرصد  تعداد كل نوارها چندشكلتعداد نوار  گرتوالي آغاز نام آغازگر
TP01 5'CCCGGCATAA3' 15 15 100 
TP02 5'TCGTTCCGCA3' 6 6 100 
TP03 5'CCTCTCGACA3' 6 6 100 
TP04 5'AAGCCCGAGG3' 4 6 66 
TP05 5'ACTCCTGCGA3' 6 9 66 
TP06 5'CCACACTACC3' 8 8 100 
TP07 5'CTGCTTAGGG3' 9 11 81 
TP08 5'ACGCCAGTTC3' 7 7 100 
 - 68 61 - مجموع
 71/89 5/8 6/7 - ميانگين

 
 ميكروليتـر   25  معـادل   در حجمي  PCR هايواكنش

)DNA    نـانوگرم  50 بـا غلظـت       ميكروليتـر  2 به حجم  ،
 بـا غلظـت      ميكروليتـر  dNTP (2(مخلوط نوكلئوتيدي   

ــي2/0 ــولار ميل ــر م ــر2، پرايم ــا غلظــت  ميكروليت  1 ب
 Taq DNAآنــزيم ميكروليتــر از 125/0 ،ميكرومـولار 

polymerase  ،5/2ميكروليتــر از بــافر واكــنش X 10 ،
 و آب مـولار  ميلـي 2با غلظـت  MgCl2   ميكروليتر5/1

و در دسـتگاه ترموسـايكلر       انجـام شـد   ) مقطر اسـتريل  
مناسـب   با برنامـه دمـايي   BIO RAD محصول شركت

 واكـنش  انجـام  از پـس  . گرفت قرار3  جدولبراساس

PCR، هــاي ژل آگــاروز محصــول واكــنش در چاهــك
 140 بارگيري و به مـدت       TBEتهيه شده با بافر     % 5/1

 از پس.  ولت الكتروفورز شد60 دقيقه و شدت جريان

 اتيـديوم  محلـول  در دقيقـه  15 مدت به ژل مرحله، اين

آميـزي شـد و     رنگليتر  گرم بر ميلي   ميكرو 5/0برومايد  
فاده از دسـتگاه    پس از شستشـو بـا آب مقطـر بـا اسـت            

 نوارهاي تكثير يافته    UVتحت نور   عكسبرداري از ژل    
DNAمشاهده و عكسبرداري شدند . 
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 PCR زمان و دماي لازم براي مراحل واكنش -3جدول 
 )º C (درجه حرارت  زمان تعداد دوره مرحله انجام شده مرحله

 94  دقيقهDNA 1 2شروع باز شدن رشته  1
 94 ثانيه DNA  30اي شدن  تك رشته 2

 36  دقيقه1 45 اتصال آغازگر 
 72  دقيقه2  بسط آغازگر 
 72  دقيقه10 1 تكميل بسط 3

 

 محاسبات آماري

) 0(يا عدم وجود ) 1( وجود براساسنوارهاي باندي 
ي ماتريس صفر و يك با پس از تهيه. كدگذاري شدند

ده و با استفا) 02/2نسخه  (NTSYS-pc افزار نرماستفاده از 
 و يب تشابه جاكارد ماتريس تشابه محاسبه گرديداز ضر

 انجام و UPGMAاي به روش  آن تجزيه خوشهبراساس
 . آن ترسيم گرديدنمودار درختي

 
 نتايج

 DNA بر روي RAPD آغازگر تصادفي 8با استفاده از 
 تشكيل شد  نوار68 در مجموع ،هاي كلپورهژنومي نمونه

چندشكلي نشان )  درصد71/89 (نوار 61كه در اين ميان 
شكل  هاي ايجاد شده تكنوار از كل نوار 6 و تنها دادند

  آغازگر5 استفاده شده  آغازگر8از  .)3جدول (بودند 
ايجاد ) مورفيك پلي (چندشكل درصد 100هاي نوار

در بين آغازگرها بيشترين نوار باندي تكثير شده . كردند
 كه باشدده مي تكثير ش نوار15 با TP01مربوط به آغازگر 
 4 نيز با TP04 آغازگر . بودندچندشكل هاتمامي اين نوار

 را به خود اختصاص  تعداد نوار كمترينچندشكل نوار
هاي  ژنومي نمونهDNA  الگوي باندي حاصل از تكثير.داد

 و TP01 ،TP02 ،TP03كلپوره مربوط به آغازگرهاي 
TP04استنشان داده شده 2 و 1 يها  در شكل . 

 

 
 

  و آغازگر) 6 تا 1شماره  (TP01 هاي كلپوره توسط آغازگر ژنومي نمونهDNAالگوي باندي حاصل از تكثير  -1كل ش
TP02)  12 تا 7شماره .(M : نمونه : 10 و 4نمونه گرماب؛ : 9 و 3تپه؛ نمونه مراوه: 8 و 2نمونه شاهرود؛ : 7 و 1ماركر؛ 

 نمونه راميان: 12 و 6نمونه جنگل گلستان؛ : 11 و 5آشخانه؛ 
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 و آغازگر) 6 تا 1شماره  (TP03 هاي كلپوره توسط آغازگر ژنومي نمونهDNA الگوي باندي حاصل از تكثير -2شكل 
TP04)  12 تا 7شماره (M : نمونه آشخانه؛ : 10 و 4نمونه گرماب؛ : 9 و 3تپه؛ نمونه مراوه: 8 و 2نمونه شاهرود؛ : 7 و 1ماركر؛

 نمونه راميان: 12 و 6ستان؛ نمونه جنگل گل: 11 و 5
 

آورده شـده    4 جـدول كـه در    بررسي مـاتريس تشـابه      
در  هامحدوده تشابه ژنتيكي ژنوتيپ دهد كه   نشان مي است  
ميانگين تشابه نيز   قرار داشت و     58/0 تا   33/0 اي از گستره
 جمعيــت كلپــورهبــين  بيشــترين تشــابه . بــود48/0برابــر 
 و كمتـرين تشـابه      58/0به   با ميزان تشـا    تپه و گرماب   مراوه
مشاهده  33/0 با ميزان تشابه      راميان و آشخانه   جمعيتبين  

نزديكـي و دوري    دهنـده ميـزان     ترتيب نشـان   كه به گرديد  
 از  پـس .باشد ها نسبت به يكديگر ميژنتيكي اين جمعيت

 شاهرود و جنگل گلستان در هايجمعيتاي، خوشه تجزيه

تپه، گرماب و   مراوههاي   جمعيت و   خوشه قرار گرفتند  يك  
 جمعيـت  كـه  ، درحـالي  خوشه ديگر واقع شدند   آشخانه در   

 هـا جمعيـت با ساير  داشتن بيشترين تفاوت    به علت   راميان  
 . )3 شكل (در گروهي مجزا قرار گرفت

 همبستگي بـين    بيانگردر محاسبه ضريب كوفنتيكي كه      
 85باشد، مقدار ماتريس تشابه و نمودار درختي حاصل مي

r =دهنده همبستگي مناسب مـاتريس   آمد كه نشاندست ب
 .باشدنمودار درختي ميتشابه و 

 

 هاي كلپوره با استفاده از ضريب تشابه جاكارد ماتريس تشابه نمونه-4جدول 
 راميان جنگل گلستان آشخانه گرماب تپهمراوه شاهرود نمونه

      1 شاهرود
     1 5/0 تپهمراوه

    1 58/0 44/0 گرماب
   1 57/0 52/0 48/0 آشخانه

  1 54/0 54/0 47/0 55/0 جنگل گلستان
 1 39/0 33/0 40/0 43/0 47/0 راميان
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  و ضريب جاكاردUPGMAهاي كلپوره با استفاده از روش اي جمعيت تجزيه خوشه-3شكل 
 
 بحث

ارقام  و هاجمعيت بين ژنتيكي شباهت ميزان تعيين
هاي برنامه برايرا  ايپايه اطلاعات گياهان،مختلف 
دهد  ميدستب ژنتيكي ذخاير از حفاظت و اصلاحي

.(Hamrick & Godt, 1989)  حكايت حاضر نتايج بررسي
هاي مورد از تنوع ژنتيكي در حد مطلوب در بين جمعيت

باندي  در الگوي ايي قابل ملاحظهچندشكل. داشتمطالعه 
 RAPDدست آمد كه بيانگر مناسب بودن تكنيك ب
هاي مختلف كلپوره  معيتمنظور بررسي تنوع ژنتيكي ج به
به بررسي ) 2006( و همكاران Liuاي در مطالعه .باشدمي

 از Lamiophlomis rotate جمعيت از گياه 8تنوع ژنتيكي 
 RAPD با استفاده از نشانگر خانواده نعناع بومي تبت

درون هر جمعيت گزارش پرداختند كه تنوع بالايي را در 
با ) Boussaid )2010  وChograni  همچنين.نمودند

 جمعيت 8استفاده از اين نشانگر تنوع بين و درون 
از خانواده نعناع  .Lavandula multifida Lاسطوخودوس 

 كه تنوع وسيعي در هر جمعيت را بررسي كردنددر تونس 
) 2010 ( و همكارانBoussaid  همچنين.گزارش نمودند

تنوع ژنتيكي و ساختار  RAPD نشانگربا استفاده از نيز 
مورد بررسي قرار در كشور تونس   كلپوره راجمعيت گياه

داده و تنوع ژنتيكي بالايي درون جمعيت اين گياه بدست 
 دهد مي نشان مطالعه اين از حاصل نتايجهمچنين، . آوردند

 رويش مشابه اكولوژيك در شرايط كه هاييجمعيت كه

 جغرافيايي فاصله كه هاييجمعيت همچنين و دارند

 ژنتيكي هايشباهت داراي دارند، با همديگر نزديكي

 . هستند بيشتري
و  گرماب ،تپهمراوه هايجمعيت بين ژنتيكي شباهت

 شرايطو  كم جغرافيايي فاصله براساستوان مي راآشخانه 

 از. كرد تفسير هاجمعيت اين بر حاكم مشابه اكولوژيك

 با بقيه اميانجمعيت ر ژنتيكي تفاوت ديگر، طرف

 اكولوژيك به شرايط توانمي را بررسي مورد هايجمعيت

 از اين جمعيت دور بسيار فاصله جغرافيايي و متفاوت

 .ارتباط داد هاجمعيت بقيه
 در) 1993(همكاران و  Alpertاي  در مطالعه

وحشي نشان  فرنگي توت از ايمختلف گونه هايجمعيت
 فاصله با ميزان هاجمعيت ژنتيكي شباهتدادند كه 
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 كه بدين نحو دارد؛ همبستگي كاملاً آنها بين جغرافيايي

هستند،  كم جغرافيايي فاصله يادار كه هاييجمعيت
 كه ايدر مطالعه .دادند نشان  راژنتيكي شباهت بيشترين

با استفاده از گياه برنج  مختلف يهابر روي جمعيت
صورت گرفته ارتباط SSR و  RAPD هاينشانگر
ديده شباهت ژنتيكي داري بين فاصله جغرافيايي و  معني

 و Nosrati  همچنين(He et al., 2004). شده است
هاي وحشي اسپرس جمعيت  بررسيدر )2011(همكاران 
نشان دادند كه  RAPD ربا استفاده از نشانگزراعي 
هايي كه در شرايط اكولوژيك مشابه رويش دارند جمعيت

ه جغرافيايي نزديكي با هايي كه فاصلو همچنين جمعيت
 .ژنتيكي بيشتري هستندهمديگر دارند، داراي شباهت 

با هاي گلستان و شاهرود شباهت ژنتيكي بين جمعيت
ها از نظر جغرافيايي با توجه به دور بودن اين جمعيت

يا پلاسم و  ممكن است به دليل جابه جايي ژرم ،يكديگر
 . باشدRAPDآغازگرهاي محدود تعداد 

 روشRAPD  كه نتايج اين تحقيق ثابت كرد در نهايت
 ارزيابي تنوع ژنتيكي در ميان جمعيت كلپوره        مناسبي براي 

منظـور    گياه كلپـوره بـه     اصلاحيهاي  در برنامه كه   باشدمي
تعيين سريع، دقيق و صحيح تنوع ژنتيكي و بررسي روابط          

  .باشـد  قابـل اسـتفاده مـي   خويشاوندي ايـن گيـاه دارويـي     
 

كارگيري شود با ب تحقيقات آينده پيشنهاد ميدر بنابراين
و همچنين نشانگرهاي RAPD  آغازگرهاي بيشتر

 به بررسي SSR از قبيل تردقيقمولكولي با كارايي 
جهت حفاظت از هاي بيشتري از گياه كلپوره جمعيت

اين گياه دارويي هاي اصلاحي پلاسم و برنامهژرم
 .پرداخته شودارزشمند 

 
 

 سپاسگزاري
مسئولين محترم دانشگاه گلستان جهت فراهم آوردن از 

 .گرددهزينه انجام اين پژوهش تشكر و قدرداني مي
 



 1 شمارة ،21 جلد ايران جنگلي و مرتعي گياهان اصلاح و ژنتيك تحقيقات لنامةفص دو
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Abstract 

Genetic diversity of 6 populations of Teucrium polium L., collected from different locations 
of Iran, was 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 8 RAPD primers. Sixty eight bands were obtained of which, 61 bands 
(89.71%) were polymorphic. All amplified fragments in each sample were scored based on 
presence (1) or absence (0). Matrix of genetic similarity was calculated by Jaccard's similarity 
coefficient. Cluster analysis was carried out according to UPGMA algorithm using NTSYS-pc 
software. The genetic similarity between genotypes ranged from 0.33 to 0.58. Results showed 
the population Ramian had maximum difference with other populations and classified in a 
separate group. Maximum similarity was observed between populations Garmab and Maraveh-
Tappeh. Our results showed an appropriate level of genetic diversity among the investigated 
populations. Moreover, our data indicated that the RAPD method is a suitable approach for 
assessing genetic diversity of T. polium populations with high accuracy. 
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