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Matricaria aurea(هاي بابونه تودهژنتیکیبررسی تنوع  (Loefl.) Sch. Bip. ( با
تصادفینیمهآغازگرهاي تصادفی واستفاده از 

3و حسین زینلی2، محمود سلوکی1هادي مهدیخانی

چکیده
اي فـراوان آن  که ناشی از کاربردهجهانی استدر عرصه تجارت ییاهان دارویگرین مهمتیکی ازبابونه

هـاي بـومی بابونـه بـا اسـتفاده از      تودهیبه منظور ارزیابی تنوع ژنتیک. ستای و بهداشتی یع دارویدر صنا
Matricaria aureaتوده بومی بابونه متعلق بـه گونـه   16تصادفی، نیمهآغازگرهاي تصادفی و  (Loefl.) Sch.

Bip. تصـادفی آغازگر 22. تفاده قرار گرفتآوري شده بود مورد اسجمعکه از نقاط مختلف کشورRAPDو
15هاي توالیبا)ET(اگزون و) IT(هدف اینترون هايمکاناساسطراحی شده برتصادفیآغازگر نیمه22
شـکل تولیـدي توسـط    چنـد نوارهـاي دامنـه تعـداد   . قرار گرفـت استفادهي موردجفت نوکلئوتید18و 

براي تعیـین تشـابه بـین    . بود6-21تصادفی بین زگرهاي نیمهو توسط آغا5-13بین ي تصادفیآغازگرها
بـا  UPGMAبـه روش  هـاي بـومی  هدتـو بندي و گروهشداز ضریب تشابه جاکارد استفاده هاي بومیهدتو

هاي بابونه را به اساس هر دو گروه آغازگرها، تودهاي برتجزیه خوشه.شدانجام NTSYSافزار نرماستفاده از
اساس ماتریس تشابه در هر دو گروه آغازگرها، توده تبریز کمترین میزان تشـابه را  بر. یم کردگروه تقسسه

تصـادفی  مـه تصـادفی و نی دو گروه آغـازگر بین آماري مقایسه. مورد مطالعه داشتهاي بومی هدتوبا سایر 
. شـکلی وجـود دارد  آغازگر از نظر تشکیل نوار و ایجاد چنـد گروهداري بین دو معنیاختلافنشان داد که 
.  از آغازگرهاي تصادفی بیشتر بودشکلی در ایجاد چندتصادفینیمهآغازگرهايیی آتوانایی و کار

ايتجزیه خوشه،RAPDتصادفی، ، آغازگرهاي نیمهیبابونه، تنوع ژنتیک: هاي کلیديهواژ

مقدمه
طور کلـی بـه دو نـوع گیـاه گفتـه      بابونه به

ــی ــودمـ ــر دو شـ ــه هـ ــانواده کـ ــک خـ از یـ

Matricaria(ولی از دو جـنس متفـاوت    sp. و
Anthemis sp. (در اروپا و آمریکا چون . هستند
ــه ــاً خــواص مشــابهی هــر دو گون را دارا تقریب

) hmehdikhani@gmail.com:ولوده مسسننوی(، شجوي دکتري دانشگاه فردوسی مشهددان-1
زابلدانشگاه دانشیار-2

استادیار مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی اصفهان-3
21/12/91: تاریخ پذیرش15/6/90: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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این گیاه . شودمیبه هر دو بابونه گفته هستند
از دیــر بــاز در طــب ســنتی مــورد توجــه      

Matricaria. )16(دارد بوده و مصارف دارویی 

aureaــاهی اســت ــکگی ــاع ی ــه ارتف ســاله، ب
سانتیمتر با ساقه راست کـه گـاهی در   20-10

هـاي  و فقـط داراي گـل  قاعده منشـعب اسـت   
ایـن گیـاه داراي خـواص    ). 10(اسـت دیسکی 
ضـد ،کننـده عفـونی ضـد ،تشـنج ضـد دارویی
ومحـرك معـده  و، تقویتیيآلرژضد،التهاب

).14،18(استنفخضد
ــابی و ت ــوع  ارزی ــین تن ــعی ــط یژنتیک توس

ــوژیک ــانگرهاي مورفولـ ــیمینشـ یایی و ، بیوشـ
لکـولی  وهـاي م روش. شـود مـی مولکولی انجام 

ــا روش ــراه ب ــاري هم ــره آم ــد متغی ــاي چن ،ه
پتانسیل قابـل تـوجهی جهـت بررسـی روابـط      

ژنتیکــیســیر تکــاملی و تنــوع ،خویشــاوندي
نشــانگرهاي مبتنــی بــر .)17(دنــگیاهــان دار

DNA ،نگرهاي مبتنی بر ویژه نشابهPCRبه ،
شکلی بالا، از ابزارهاي مناسب بـراي علت چند
تکنیـک . روندبه شمار میژنتیکیع برآورد تنو

RAPDســریع، آســان و نســبتاً ارزان  روشــی
تصـادفی است که در این روش از آغازگرهـاي  

بدون نیاز به داشتن اطلاعات اولیه و قبلـی در  
روش . شـود مورد توالی ژنوم گیاه استفاده مـی 

RAPDباشـد کـه از جملـه    مـی داراي معایبی
پذیري نتـایج بـه دلیـل    تکرار توان به عدم می

استفاده از آغازگرهـاي کوتـاه و دمـاي اتصـال     
ی از رخپایین که موجب تکثیر غیر اختصاصی ب

همچنـین . اشـاره نمـود  می شـود DNAطنقا
حساسیت زیاد به آلـودگی و تغییـرات شـرایط    

PCRو تمایل ایـن  هانوارتیازدهی ، دشواري ام

، از معایـب دیگـر   روش به تکثیر بخش تکراري
.)13(استاین روش 

، RAPDبا توجه به مشکلات و معایب روش 
بـا  PCRهاي دیگـر مبتنـی بـر    بهبود سیستم

استفاده از تک آغازگرهـا، قـدم بسـیار مهمـی     
به . شودمحسوب میبراي جایگزینی این روش 

یافته بـر مبنـاي   ي تغییرهاروشهمین منظور
از یکـی انـد کـه   شدهطراحیRAPDسیستم 

هـــا، اســـتفاده از آغازگرهـــایی   ایـــن روش
اســــاس اســــت کــــه مکــــان آنهــــا بــــر

باشـد  مـی 1اگزون-نواحی برش اتصال اینترون
در سـال  )31(توسـط وینینـگ و لانگـریج   که

پیشنهاد شد و بعداً توسط رافالسـکی و  1991
آغازگرهـــاي. فـــتبهبـــود یا)21(همکـــاران

الگوي RAPDتصادفی در مقایسه با روشهنیم
تولیـد شکلی بـالاتري چندپذیر باتکرارنواري

مجاور هايتوالیاستفاده از ).7،15(می کنند
هـدف بـراي اتصـال    اینترون به عنـوان مکـان  

ــاي  ــث PCRآغازگره ــادباع ــروه از ایج دو گ
و مکـان هـدف   2ناگزومکان هدف آغازگرهاي

نشـانگرهاي مبتنـی   ). 20(شده است3نرواینت
قادرند نقاط مختلفی از ژنوم را تکثیر DNAبر

ــاط     ــه نق ــوط ب ــت مرب ــن اس ــه ممک ــد ک کنن
رمـز هـاي غیـر  یا قسـمت ) اگزون(کننده رمز

نواحی ETآغازگرهاي . باشند) اینترون(کننده 
نـواحی اینترونـی   ITاگزونی ژنوم و آغازگرهاي

ز ایـن نظـر قابـل    کننـد و ا ژنوم را تکثیـر مـی  
).5(شناسایی هستند

رابطه خویشاوندي )8(وجا و همکارانانخ
استفاده با نعناعمختلف گونه دویازده نمونه از 

تعداد . را بررسی کردندآغازگر تصادفی 60از
1- Intron-Exon Splice Junction 2- Exon Targeting 3- Intron Targeting
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49/93(نوار 589بدست آوردند کهنوار630
اع این یازده نمونه نعن. بودندشکل چند) درصد

مویدتایج ن.وه اصلی قرار گرفتنددر دو گر
بندي لکولی در گروهویی نشانگرهاي مآکار

واگنر و همکاران.هاي مختلف نعناع بودگونه
هاي جمعیتبیندرون وژنتیکیتنوع )29(

18با استفاده از را بابونه کشت شده در آلمان 
AFLPيآغازگرترکیب16وRAPDآغازگر

م رقچهارامل شیمواد ژنتیک.بررسی کردند
اینبردلاینچهار رقم دیپلوئید، دوتتراپلوئید، 

در مجموع .جمعیت اصلاحی بودنددو و
هايبراي نشانگرنوار445شاملنوار1952

RAPD هايبراي نشانگرنوار1507وAFLP

، نوار1097و 342که به ترتیب تولید شد
.بودندشکلچند

، یکـی ژنتبررسی تنوع برايRAPDتکنیک 
ارقام در بررسی روابط خویشاوندي و شناسایی

از قبیل کنگر فرنگی مختلفداروییگونه هاي
خشـخاش  ، )1(گل راعـی  ، )25(، درمنه )11(
،4(نعناع ، )9(گل محمدي ، )3(، موسیر )28(

ــانی و) 12 ــه آلمـ ــور )27،29(بابونـ ــه طـ بـ
همچنـین  . استفاده شـده اسـت  آمیزيموفقیت

بررسی درتصادفی مهنیسودمندي آغازگرهاي
جـو  هـاي گیـاهی از قبیـل   گونـه ژنتیکیتنوع 

، )22(چـاودار  ، )7(زمینـی  سیب،)30(وحشی 
شـده  گـزارش )24(شبدر ایرانـی  و) 15(لوبیا 
.است

ارویی که بابونه یکی از گیاهان دبا وجود این
، اما هنوزشودمیبا ارزش بازار جهانی محسوب

هاي بومی موجود دهه تواطلاعات کافی در زمین
کشــور وجــود نداشــته و کشــت زراعــی آندر 

همچنین مطالعـات انجـام   . متداول نشده است
روي لکـولی وبا اسـتفاده از نشـانگرهاي م  شده

ایـن تحقیـق بـا هـدف    . باشدمیبابونه محدود 
جمـع بابونـه  هـاي  تـوده ژنتیکـی ارزیابی تنوع 

از نقاط مختلف کشور با آغازگرهاي آوري شده
تصادفی و بررسی سودمندي و ادفی و نیمهصت
شـکلی  یی ایـن آغازگرهـا در ایجـاد چنـد    آارک

.انجام گرفت

هامواد و روش
مواد گیاهی
این آزمایش شاملگیاهیمواد 

توده بومی بابونه متعلق به گونه 16
Matricaria aurea (Loefl.) Sch. Bip.بود

دارویی گیاهاندر کلکسیون توده بومیکه دو
اصفهان کشت و کشاورزيتحقیقاتمرکز

دیگر شامل توده بومی14و دمی شنگهداري
از نقاط مختلف آوري شده هاي بومی جمعتوده

توده بومی، در ایستگاه 16بذور .کشور بود
در اصفهان کشاورزيتحقیقاتتحقیقاتی مرکز

ارزیابی یا طرحآگمنتح آزمایشیقالب طر
و صفات مورفولوژیکتکشمقدماتی عملکرد

براي تعیین درصد ). 1جدول(بررسی شد
هاي هر کرت آزمایشی گرم از گل50اسانس، 

آبباتقطیربه روشگیرياسانسانتخاب و 
انجامساعت4مدتبهکلونجردستگاهتوسط
مختلف پس از انجام هاي ذور تودهب.گرفت

اي جهت بررسی مولکولی ارزیابی مزرعه
آزمایشگاه ژنتیک آزمایش در. ي شدآورجمع

به منظور بررسی تنوعدانشگاه زابللکولیوم
بومی براساس هايموجود بین تودهیژنتیک
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. گرفتانجام تصادفیتصادفی و نیمهآغازگرهاي

مورد استفادهتوده بومی بابونه16مورفولوژیکی برخی صفاتآوري و نام، محل جمع- 1جدول 

DNAاستخراج

) 2(دویل و دویل به روشDNAاستخراج
تغییر یافته و ) 29(همکارانکه توسط واگنر و 

به منظور تکثیر.انجام شدشده بودبهینه
DNAهاي هر توده بومی، مشترك بین بوته

بوته از هر توده بومی به مقدار10هايبرگ
و در )19(مساوي با یکدیگر مخلوط شدند 

گرم از بافت برگی هر توده میلی100نهایت 
ژنومی مورد DNAبومی جهت استخراج 

با DNAکمیت و کیفیت. استفاده قرار گرفت
UV-vis 6405از اسپکتروفتومتر مدل استفاده

از کلیه . و الکتروفورز ژل آگارز تعیین شد
نانوگرمی در 25، محلول پایه DNAهاينمونه

استفاده PCRهر میکرولیتر تهیه و در واکنش 
.  شد

)PCR(اي پلیمراز واکنش زنجیره
از دستورالعمل واگنر و PCRبراي انجام 

درواکنش تکثیر .استفاده شد) 29(همکاران
75شامل انجام شد کهمیکرولیتر25حجم 
میکرولیتر بافر 5/2ژنومی، DNAنانوگرم

PCR مولار، میلی10تریس (برابر 10با غلظت
، )8برابر pHمولار با میلی20کلرید پتاسیم 

نامشماره
ژن

وتیپ

محل
جمع

آوري

روز تا
گل

روز تا پایاندهی
گل

دهی

ارتفاع
گیاه

تعداد
تعداد گلپنجه

در بوته

عملکرد
تعداد شاخهگل در بوته

گل
دهنده

ک
وزن خش

100
گل

درصد
س

اسان

17725843/73310821/46/139/32/0شهرضاشهرضا- اصفهان1
19426367/922/18/4114/22/1295/475/0کلکسیون1- اصفهان2
19426367/1062/16/3138/18/96/34/0کلکسیون2- اصفهان3
19427308/942/22/7529/24/1304/36/0اصفهان3- اصفهان4
18726562/856/11/5796/15/1151/34/0شهرکرد1- شهرکرد5
19425315/1048/18/3337/18/1006/41/0فریدونشهرفریدونشهر- اصفهان6
19225827/1222/28/15007/52/1836/33/1یزدیزد7
19425518/1048/32/8099/36/1198/42/0زابلزابل-سیستان8
19325883/63239/32608/133044/0گیلانگیلان9
18025888/852/28/7653/2123/34/0شهرکرد2- شهرکرد10
19427336/8514/3739/11172/335/0سردشتسردشت-آذربایجان11
18726555/857/12/5896/22/1115/35/0تهرانتهران12
19126373/1002/13437/16/1104/46/0رشترشت-گیلان13
19326161/842/16/499/28/1286/59/0ارومیهارومیه-آذربایجان14
1942628/921/28/4241/25/1259/47/0تبریزتبریز15
19025905/945/12/3985/1139/465/0شهرکرد3- شهرکرد16
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، 10مولار، آغازگرهاي میلی6کلرید منیزیم 
پیکومول، 5نوکلئوتیدي با غلظت 18و 15
، )dNTPs(نوکلئوتیدي مولار مخلوط یلیم4/0
Taqواحد آنزیم 5/1 DNA پلیمراز و آب دو

چرخه دمایی شامل یک . بار تقطیر استریل بود
40درجه سانتیگراد، 94اي در دقیقه3چرخه 
94ثانیه در 30اي شامل سه مرحلهچرخه

درجه 42-67ثانیه در 40درجه سانتیگراد، 
60و) براي هر آغازگر متفاوت بود(سانتیگراد 

درجه سانتیگراد و مرحله پایانی به 72ثانیه در 
22. درجه سانتیگراد بود72دقیقه در 8مدت 

نیمهآغازگر22وRAPDتصادفیآغازگر 
از دو گروه آغازگرهاي مکان هدف تصادفی

با)ET(و مکان هدف اگزون ) IT(اینترون 
ي موردجفت نوکلئوتید18و 15هاي توالی

واکنش .)3و 2ول اجد(قرار گرفتاستفاده
سه بار DNAاي پلیمراز براي هر نمونه زنجیره

هاي تکرارپذیر براي تکرار شد و فقط نوار
هاي بومی مورد استفاده قرار ارزیابی توده

.گرفتند
در محصولات تکثیري پس از بارگذاري

ژل آگارزتوسط الکتروفورز مجزا هايچاهک

0.5xدر بافر درصد1 TBEولتاژ ثابت در
50اندازهنشانگراز.تفکیک شدندولت 100

bp DNA Ladder, Gene 50(جفت باز 

Ruler ( تشخیص نوارهاي مختلف و براي
الگوهاي . شداستفادهها از یکدیگرتفکیک آن

اتیدیوم توسطآمیزيرنگنواري پس از 
زیر نور خوان در به کمک دستگاه ژلبروماید

در نهایتوشدندمشاهده، ماوراءبنفش
.)1شکل (انجام شدنوارهااز برداريعکس

هاتجزیه و تحلیل داده
وجود هـر نـوار  عدم یابراساس وجود نوارها

.شدنددهیامتیازبا اعداد صفر و یک ترتیببه 
هـا از ضـریب   براي تعیین تشابه بـین ژنوتیـپ  

بنـدي گـروه . اسـتفاده شـد  ) 6(تشابه جاکـارد  
صورت UPGMAاستفاده از روش ها باژنوتیپ
بنـدي  خوشهبراي تعیین نکویی برازش. گرفت

با ماتریس تشـابه و محاسـبه همبسـتگی بـین     
ماتریس تشابه با دنـدروگرام مربوطـه، ضـریب    

محاسـبات  . همبستگی کوفنتیک محاسبه شـد 
NTSYS-pcافـزار با استفاده از نرمآماري ver

.)1شکل (انجام شد) 23(2.02
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16در  آغازگرهاي تصادفیشکلی تولید شده توسطتکثیر شده و چندشکل و درصد چندنوارتعداد - 2جدول 
مورد استفادهتوده بومی

تصادفیتوسط آغازگرهاي نیمهر شده و چند شکل و درصد چند شکلی تولید شدهتکثینوارتعداد-3جدول 
توده بومی16در 

نام
آغازگر

توالی نوکلئوتیدي
)5'_ 3'(

تعداد نوار 
تکثیر شده

تعداد نوار
چندشکل

درصد 
چندشکلی

IT1CGGCAGGTCAGGTAAGT141386/92
IT2GCAGAGGGCCAGGTAAGT171347/76
IT4CGCGGAGAGCAGGTAAGT141386/92

IT33GATGCCCCAGGTAAG141386/92
IT34GCGGCATCAGGTAAG1313100
IT36GTCGACCCAGGTAAG222145/95
ET35ACCTACCTGCCGCAG161575/93
ET36ACCTACCTGGGGCTC161325/81
ET37ACTTACCTGAGGCGCGAC13123/92
ET38ACTTACCTGCTGGCCGGA1212100
ET39ACTTACCTGGCCAGCTGC141042/71
ET40ACTTACCTGCCTGCCGAG111091/90
ET41ACTTACCTGGCACGCCTC11982/81
ET42ACTTACCTGCCTACGCGG8675

نام
آغازگر

تعداد نوار )'3 _'5(توالی نوکلئوتیدي
تکثیر شده

ارتعداد نو
درصد چندشکلیچندشکل

OP-F-01ACGGATCCTG131161/84
OP-M-02ACAACGCCTC151133/73
OP-M-04GGCGGTTGTC99100
OP-M-06CTGGGCAACT131092/76
OP-N-05ACTGAACGCC121033/83
OP-C-05GATGACCGCC10550
OP-C-11AAAGCTGCGG10770
OP-F-03CCTGATCACC9778/77
OP-C-04CCGCATCTAC121033/83
OP-Q-16AGTGCAGCCA12975
OP-N-16AAGCGACCTG141386/92
OP-N-15CAGCGACTGT13123/92
OP-N-14TCGTGCGGGT11873/72
OP-N-12CACAGACACC99100
OP-N-06GAGACGCACA121033/83
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تصادفیو نیمه)M06(تصادفیتوده بومی بابونه با استفاده از دو آغازگر16نواري ایجاد شده در الگوي- 1شکل
)ET37(.)M : ،اندگذاري شدهشماره1اساس جدول هاي بومی  برتودهنشانگر اندازه(.

نتایج و بحث 
شکلی حاصل از نشانگرهامقایسه چند
بینتشکیل شدهنوارهايدامنه 

در نوارهاجفت باز بود و اغلب 400- 1500
جفت بازي قرار داشتند600-1000محدوده 
آغازگر استفاده شده در این 44از بین 

که الگوي نواري آغازگر29، آزمایش
تکرار پذیر داشتند انتخاب و براي ارزیابی مواد

آغازگر 15. ژنتیکی مورد استفاده قرار گرفتند
شکلی و عدم ایجاد چندبه دلیل عدم دیگر 

در .شدندحذف تکرار پذیري نتایج آزمایش
گر تصادفی و آغاز15آغازگر انتخابی، 29بین 
در . تصادفی بودندآغازگر دیگر نیمه 14

نوار تولید شد که به ازاي هر 369مجموع 
متوسط تعداد نوار براي . نوار بود72/12آغازگر 

رهاي و براي آغازگ6/11آغازگرهاي تصادفی 
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نوار 369از . نوار بود93/13تصادفی نیمه 
شکلی نشان دادند که چندنوار 314تولیدي 

83/10شکلی به ازاي هر آغازگر چندمیزان 
نوار 4/9آغازگرهاي تصادفی بود که براينوار 

نوار 35/12تصادفی نیمه و براي آغازگرهاي
09/85شکلی در مجموع درصد چند.بود

ي تصادفی که براي آغازگرهاشددرصد برآورد
نیمه تصادفی براي آغازگرهايو03/81
واگنر و در مطالعه ). 3و 2ول اجد(بود 72/88

آلمانیجمعیت بابونه12روي)29(همکاران
16همراه با آغازگر تصادفی22با استفاده از 

، درصد چندAFLPجفت آغازگر براي نشانگر 
درصد 08/80شکلی براي آغازگرهاي تصادفی 

گزارش درصد AFLP67و براي نشانگرهاي 
ي بیانگر توانایی بالابررسینتایج . شد

شکلی در آغازگرهاي تصادفی در ایجاد چند
باشد و با نتایج به دست آمده از این بابونه می

.آزمایش مطابقت دارد
تصادفی رسد که آغازگرهاي نیمهبه نظر می

یی آاز کاریدر مقایسه با آغازگرهاي تصادف
شکلی در بابونه بیشتري در ایجاد چند

مقایسه آماري بین به علاوه . برخوردار هستند
تصادفی نشان مهو گروه آغازگر تصادفی و نی

در سطح احتمال (داريمعنیاختلافداد که 
بین دو گروه آغازگر از نظر تشکیل )درصد5

در سطح (داري اختلاف بسیار معنینوار و
شکل از نظر تعداد نوار چند) رصدد1ل احتما

به این ترتیب . شکلی وجود داردچنددرصدو
بیشترتواناییبراساس نتایج تجزیه آماري نیز 

شکلی در ایجاد چندتصادفیآغازگرهاي نیمه
در مطالعه خود ) 5(گاول و همکاران .شدتأیید 

با استفاده از آغازگرهاي روي گندم و تریتیکاله 
نمودند که گزارش تصادفیهنیمتصادفی و 

پذیري وتصادفی از تکراررهاي نیمه آغازگ
RAPDشکلی بیشتري نسبت به روش چند

در )24(سمیعی و همکاران . برخوردارند
با جمعیت شبدر ایرانی20مطالعه خود روي 

تصادفی متوسط استفاده از آغازگرهاي نیمه 
تصادفی را آغازگر نیمه تعداد نوار براي هر 

در پایان نتیجه .نوار گزارش نمودند1/11
یی آتصادفی کارگرفتند که آغازگرهاي نیمه

توانند بالایی در ایجاد چند شکلی دارند و می
هاي مختلف جمعیتبراي بررسی تنوع ژنتیکی

رافالسکی و همکاران.شبدر استفاده شوند
اینبرد ذرت گزارش لاین12با مطالعه ) 21(

، RAPDازگرهايآغکه برخی ازکردند
ي با اطلاعات کم و یا فاقد نوارگوهاي ال

که با استفاده از در حالی. کردنداطلاعات تولید 
چندنواريالگوي تصادفینیمهآغازگرهاي

در پایان نتیجه .کردندرا مشاهده شکل
تصادفی از توانایی نیمهآغازگرهايگرفتند که

هاي باشکلی در بین ژنوتیپایجاد چند
اساس نتایج بر.نزدیک برخوردارنداونديخویش

دست آمده از این تحقیق و گزارشات به 
رسد که آغازگرهاي گیاهان مختلف به نظر می

تصادفی در مقایسه با آغازگرهاي تصادفی نیمه
شکلی ایجاد چنداز توانایی بیشتري در 

.برخوردارند
تولید کردنـد کـه  نوارIT،94آغازگر شش

چنــد شـکلی نشــان  ) درصـد 49/91(نـوار 86
شکل چندنوار33/14ونوار67/15که دادند

نوارET ،101آغازگر8.بودبه ازاي هر آغازگر 
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چنـد )درصد14/86(نوار87تولید کردند که
88/10ونـوار 63/12کـه شکلی نشان دادنـد 

به نظـر  .بودبه ازاي هر آغازگر شکل چندنوار
ــا در مITرســد کــه آغازگرهــايمــی قایســه ب

در بابونـه  بیشتري شکلی چندETآغازگرهاي
توان تکثیـر  میتولید کردند که علت این امر را 

بـه عـلاوه   . ها دانسـت کننده ژننواحی غیر کد
مقایسه آماري بین دو گروه آغـازگر نشـان داد   

داري بین دو گروه آغـازگر از  که اختلاف معنی
با توجه بـه  .شکلی وجود دارددرصد چندنظر

ظ تکـاملی کمتـر   ینکه نواحی اینتـرون از لحـا  ا
هـاي مختلـف   و به بروز جهشاندحفاظت شده

هـا  سیت بیشـتري دارنـد و اینکـه جهـش    حسا
شـکلی در  چنـد ترین عامل ایجاد کننـده مهم

توســط نشــانگرهاي ژنتیکــیمطالعــات تنــوع 
شـکلی  چنـد مولکولی هستند به همین دلیـل  

ITاي بیشتر در نواحی اینترون توسط آغازگره

از طرف دیگر نواحی از ژنـوم  . استمورد انتظار 
ــودن ژن    ــد نم ــت ک ــه قابلی ــد  ک ــا را ندارن ه

ژنوم یک گیـاه  درصد95بیش از ) هااینترون(
ITکـه آغازگرهـاي   ) 26(دهنـد  میرا تشکیل 

دهند مینواحی را مورد هدف و تکثیر قراراین
لذا این دسـته از آغازگرهـا احتمـال بیشـتري     

،8(خواهند داشـت  DNAقطعاتبراي تکثیر
ــانی از  ). 15،21 ــات روي گیاه ــایج آزمایش نت

) 5(گندم و تریتیکاله،)24(جمله شبدر ایرانی
بیانگر این موضوع است کـه  نیز ) 22(و چاودار

تولیــد شــکلی بیشــتري چنــدITآغازگرهــاي 
)7(زمینـی در سـیب کـه  در حـالی کننـد، می

در ETوITاي بـین آغازگرهـاي   تفاوت عمـده 
.مشاهده نشدشکلیایجاد چند

تولیـد  نوار81،نوکلئوتیدي15آغازگر پنج 
شکلی چند)درصد59/92(نوار 75کردند که 

بـه ازاي هـر آغـازگر    نوارنشان دادند که تعداد 
شکل بـه ازاي هـر   چندنوارو میزان نوار2/16

،نوکلئوتیدي18آغازگر 9.بودنوار 15آغازگر 
97/85(نـوار  98تولیـد کردنـد کـه    نوار114

نـوار شکلی نشان دادند که تعـداد  چند) درصد
نـوار و میـزان  نـوار 67/12به ازاي هر آغـازگر  

. بـود 89/10شـکل بـه ازاي هـر آغـازگر     چند
آغـازگر نشـان داد   مقایسه آماري بین دو گروه

داري بین دو گروه آغـازگر از که اختلاف معنی
شکل و درصد ار چندنظر تشکیل نوار، تعداد نو

اساس بربه این ترتیب . شکلی وجود داردچند
ــتر      ــایی بیش ــز توان ــاري نی ــه آم ــایج تجزی نت

نوکلئوتیــدي در ایجــاد چنــد15آغازگرهــاي 
زمینـی  ر سیبد.شکلی در بابونه تأیید گردید

نوکلئوتیـدي و در چـاودار   18آغازگرهاي )7(
شکلی نوکلئوتیدي، چند15آغازگرهاي )22(

. ري تولید کردندبیشت
هابین تودهژنتیکیتنوع 

ــا اســتفاده از آغازگرهــاي   نتــایج مطالعــه ب
تصادفی نشـان داد کـه بیشـترین تشـابه بـین      

فریدونشهر -و اصفهان3-با اصفهان1-اصفهان
کمترین تشـابه بـه ترتیـب بـین     . به دست آمد

سردشـت بـا ضـریب    -تبریز و آذربایجان غربی
-و گـیلان 2-هرکرد، تبریز بـا ش ـ 14/0تشابه 

در مجمـوع  . بـود 15/0رشت با ضریب تشـابه  
هاي تودهتبریز کمترین میزان تشابه را با سایر 

دامنــه ضــریب تشــابه . عــه داشــتمــورد مطال
بـود و  14/0-71/0هـا بـین   تـوده بین ژنتیکی

بـرآورد  39/0ی ژنتیک ـمیانگین ضریب تشـابه  
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عـه بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي     نتایج مطال. شد
تصادفی نشان داد که بیشترین تشابه بینهنیم

فریدونشهر و یـزد بـا ضـریب تشـابه     -اصفهان
ــفهان71/0 ــفهان1-و اص ــریب 3-و اص ــا ض ب

کمتـرین تشـابه بـه    . وجود داشت70/0تشابه 
رشت و تبریـز بـا   -ترتیب بین گیلان با گیلان

بـا  2-و تبریز بـا شـهرکرد  19/0ضریب تشابه 
نـه ضـریب تشـابه    دام. بود21/0ضریب تشابه 
بـود و  19/0-71/0هـا بـین   تـوده ژنتیکی بین 

بـرآورد  44/0میانگین ضریب تشـابه ژنتیکـی   
) 27(در مطالعــه ســلوکی و همکــاران . گردیـد 

جمعیت بابونه آلمـانی ضـریب تشـابه    25روي 
ــین  ــه 15/0-63/0ژنتیکــی ب گــزارش شــد ک

بـرآورد  35/0میانگین ضریب تشـابه ژنتیکـی   
13روي )29(گنر و همکاران در مطالعه وا. شد

جمعیت بابونه آلمانی ضریب تشابه ژنتیکی بـا  
و بـــا 68/0-95/0بـــین RAPDاســـتفاده از 
ــین AFLPاســتفاده از  گــزارش 74/0-88/0ب

هـاي بـومی   تنوع ژنتیکی زیاد در جمعیت.شد
ها منابع ژنتیکی دهد که این جمعیتنشان می

ر جهـت  هاي برتبا ارزشی براي انتخاب ژنوتیپ
.دنباشهاي اصلاحی میاستفاده در برنامه

به منظور آزمون نکویی بـرازش دنـدروگرام   
ــی در    ــابه ژنتیک ــاتریس تش ــا م ــده ب ــم ش رس

هــاي مــورد بررســی ضــریب همبســتگی تــوده
براي r=93/0کوفنتیک محاسبه شد که میزان 

براي آغازگرهـاي  r=94/0آغازگرهاي تصادفی، 
ــادفی و   ــه تص ــامی  r=96/0نیم ــراي تم 29ب

آغازگر برآورد شد که نکویی برازش دندروگرام 
. )2شکل (کندمیبا ماتریس تشابه را تأیید

ي تصادفی و غازگرهامجموع آتوده بومی بابونه با استفاده از 16اي دندروگرام حاصل از تجزیه خوشه- 2شکل 
.نیمه تصادفی
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بــالا بــودن ضــریب همبســتگی کوفنتیــک 
ها از تودهبیانگر ارائه صحیح روابط موجود بین 

در مطالعــه . طریــق ترســیم دنــدروگرام اســت
ــاران   ــلوکی و همک ــت 25روي )27(س جمعی

بابونــه آلمــانی، ضــریب همبســتگی کوفنتیــک 
86/0=r ه واگنــر و  در مطالعــ. بــرآورد شــد

ضریب همبستگی RAPDبراي )29(همکاران 
ضـــریب AFLPو بـــراي r=93/0کوفنتیـــک 

.گزارش شدr=1همبستگی کوفنتیک 
تنوعارزیابیبرايRAPDنشانگرهاي

اطلاعاتگونههیچکهگیاهیذخایرژنتیکی
وجودآنهابینتنوعوژنومیDNAبراياولیه

اطلاع.باشندمیکارآمدوسادهابزاريندارد،
برايوحشیهايگونهژنتیکیروابطاز

آنهادرموجودژنتیکیتنوعازموفقوريبهره 
ژنتیکیذخایرتنوعارزیابی.ستاضروري

هايژنبروزبرايبالاییشانسازگیاهی که
نیازهايپیشازباشندمیبرخوردارمفید

حفاظت،جهتدرریزيبرنامهبرايضروري
آنهاازپایداربرداريبهرهوکردناهلی
.باشدمی 

روي ) 27(در مطالعه سـلوکی و همکـاران   
ــانی 25 ــه آلمــ ــت بابونــ ــه ،جمعیــ تجزیــ

ژنوتیـپ را  UPGMA،25خوشه اي بـه روش  
ژنوتیـپ در  19کـه  گروه تقسیم کـرد پنجبه 

ژنوتیـپ دیگـر در   6یک گروه قـرار گرفتنـد و   
در .تنـد ژنوتیپی قرار گرفیک و دوچهار گروه 

ــه )29(واگنــر و همکــارانمطالعــه  روي بابون
، UPGMAاي بـه روش  تجزیه خوشـه آلمانی، 

روه اصلی تقسـیم کـرد کـه    ها را به دو گنمونه
ها مطابقـت  پلاسمبندي با منشأ ژرماین تقسیم

اي وجود شت ولی با ترکیبات شیمیایی رابطهدا
بـه مقایسـه دو دنـدروگرام    همچنـین . نداشت

AFLPو RAPDاز دو نشــانگربدســت آمــده

پرداختند و اعلام کردند که ارتباط خوبی بـین  
واگنــر و همکــاران.دو دنــدروگرام وجــود دارد

لکـولی  وگزارش کردند که نشـانگرهاي م ) 29(
دهی ها قبل از مرحله گلبراي گزینش ژنوتیپ

در رابطــه بــا عملکــرد اجــزاء تشــکیل دهنــده 
در .اشـد توانـد مناسـب ب  مـی در بابونـه  اسانس 

مجموع نشانگرهاي مولکولی اسـتفاده شـده در   
اسـایی  این تحقیق وسیله سودمندي بـراي شن 

. باشـد بابونه مـی هايتودهسریع و قابل اعتماد 
بهتر است از تعداد آغازگر بیشتري بـه منظـور   

.تري از ژنوم استفاده شودپوشش سطح وسیع

و قدردانیتشکر 
که بودجه و از مسئولین محترم دانشگاه زابل 

را فـراهم  امکانات لازم جهت انجام این تحقیق
همچنـین از  . شـود مینمودند تشکر و قدردانی 

مسـئول  جمعـه س امـام مهنـد همکاري آقـاي  
گاه آزمایشگاه و خانم سارانی کارشناس آزمایش ـ

.شـود مـی لکـولی تشـکر و قـدردانی   ومژنتیک
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Study of Genetic Diversity in Chamomile Landraces (Matricaria aurea
(Loefl.) Sch. Bip.) Using Random and Semi-Random Primers

Hadi Mehdikhani1, Mahmood Solouki2 and Hossein Zeinali3

Abstract
Chamomile is one of the important medicinal plants in commerce that has many

applications in drug and sanitary industries. In order to evaluate the genetic diversity of
different chamomile landraces (Matricaria aurea (Loefl.) Sch. Bip.) based on random
and Semi-random primers, 16 landraces that collected from different areas of Iran were
selected. Twenty-two random primers for RAPD marker and Twenty-two semi-random
primers from IT (intron-targeting) and ET (exon-targeting) primers with 15-mer and 18-
mer were used in this study. Genetic similarity between landraces was estimated using
Jaccard's similarity coefficient. Cluster analysis was conducted with UPGMA method
using NTSYS-pc ver 2.02 software. The number of polymorphic bands generated by
random primers varied from 5-13 and varied from 6-21 for semi-random primers.
According to the cluster analysis on both random and semi-random primers, 16
populations were classified into three groups. Based on similarity matrix, Tabriz
landrace had minimum similarity with other landraces. Compare between random and
semi-random primers showed that semi-random primers had more ability in produce
polymorphism.

Keywords: Chamomile (Matricaria aurea (Loefl.) Sch. Bip.), Genetic diversity,
Semi-random primers, RAPD, Cluster analysis
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