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هاي گیاه بادرنجبویهبررسی  تنوع ژنتیکی بین و درون توده
)L.Melissa officinalis ( با استفاده از نشانگرهايITS

3و علی اصغر نصراله نژاد قمی2علی اشرف مهرابی،1پرویز حیدري

چکیده
در این تحقیق، جهت بررسی تنوع . باشدیان میعگیاهی دارویی، چند ساله و از خانواده نعنابادرنجبویه

اهان خارج از به عنوان گی(بادرشبو و ریحانتوده از گیاه بادرنجبویه به همراه دو توده از گیاهان 14ژنتیکی، 
ITSهاي بادرنجبویه از نواحی به منظور مطالعه تنوع درون و بین توده. مورد مطالعه قرار گرفت)گروه

، Taq1همچنین با استفاده از چهار آنزیم . جهت طراحی نشانگر استفاده شد)  انداز رونوشتهاي فاصلهتوالی(
EcoR v ،BssM1 وAspLE1نتایج نشان داد که آنزیم . تنوع موجود در توالی قطعات تکثیر شده بررسی شد
BssM . دهدرا در تعداد و طول قطعات حاصل از هضم نشان مییشتريها، چند شکلی بنسبت به دیگر آنزیم1

ترین بالا)N.J(نزدیکترین همسایه نتایج آزمون مانتل نشان داد که ماتریس عدم تشابه دایس و الگوریتم 
هاي بیشترین میزان عدم تشابه به روش دایس در بین توده.جهت آنالیز اطلاعات را دارندهمبستگی

هاي و کمترین میزان عدم تشابه بین تودهفاصله 44/0بادرنجبویه، استان اصفهان و توده استان قزوین با 
، زیتبر، رازیش، لامیا(در پنج توده بادرنجبویه . مشاهده شد که کاملاً مشابه هم بودندتهران و کرج،زنجان

جزات گروه مشها را در هتودهاي نتایج تجزیه خوشه.اي مشاهده شدتنوع درون توده) اصفهانو نیقزو
.بادرنجبویه داشتابITSفاصله ژنتیکی کمتري در توالی در مقایسه با بادرشبو تفکیک نمود و گیاه ریحان 

اي، تجزیه خوشه، تنوع ژنتیکیITSنشانگرهاي ، بادرنجبویه:کلیديهاي واژه

)hidarip@yahoo.com:نویسنده مسوول(، ساريدانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ،دانشجوي دکتري-1
دانشگاه ایلام،راستادیا-2

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی گرگان، استادیار-3
30/4/92: تاریخ پذیرش14/8/91:تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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مقدمه
1هاي گیاهی، نعناعیاندر میان تمام خانواده

ییهاي گیاهی داروداراي بیشترین گونه
، از جمله گیاهان این خانواده.باشندمی

زیاديواص بسیارکه خباشدمی2بادرنجبویه
ضد ،ضد نفخ،برتب،خاصیت مسکننظیر 

هاي ضروريروغن. داردویروسی و قارچی 
این گیاه به عنوان عوامل ضد تشکیل ) هااسانس(

هاي نشانگراز . )5،6(اندتومور شناخته شده
، مولکولی براي بررسی خصوصیات ژرم پلاسم

تجزیه ، مطالعه ژنوم، شناسایی ژنتیکی گیاه

نشانگرهاي .شودیماستفاده ...فیلوژنتیکی و 
خلی فاصله انداز بر مبناي نواحی دا3استیآي

مناطق مهم و جزء قرار دارندها رونوشت
هايوزومی هستند که در کنار مناطق ژنکروم

توان از آنها و می)1شکل(د نریبوزومی قرار دار
جهت 4)عمومی(همگانی آغازگرهايبه عنوان 

هابررسی روابط فیلوژنتیکی بین و درون گونه
اس جزء مناطقی از تینواحی آي.استفاده نمود

5اندژنوم هستند که در طی تکامل حفظ شده

)4،10.(

یبوزومیريهادر کنار ژنيریو محل قرارگاستیآيمناطق - 1شکل

هاي اس جهت بررسی  سویهي تیآاز نواحی 
زا و همچنین روابط  جدید عوامل بیماري

شد خویشاوندي در بین جانوران استفاده 
نواحی یابیدر پژوهشیاز طریق توالی. )1،4،12(

Erysipheاس تنوع درون گروهی تیآي

aquilegia)7 ( جنسهايتنوع گونههمچنینو
Fasciolidae)2( مورد مطالعه قرار گرفت و

ها توانایی لازم جهت استینتایج نشان داد آي
با .باشندها را از یکدیگر دارا میتفکیک زیر گونه

و هضم قطعات تکثیر استیآيتکثیر نواحی 
).14(باقلا از هم تفکیک گردیدنمونه20شده، 

یابی مناطق فولوژي و توالیوربا بررسی تنوع م
یان عاز خانواده نعناSalvia، جنس استیآي

، که بادرنجبویه فاصله ژنتیکی شدبندي گروه
با توجه به ). 15(زیادي با جنس مذکور داشت 

هاي انجام شده در زمینه مصارف داروئی بررسی
تواند به بادرنجبویه، این گیاه میو صنعتی گیاه 

راي مطالعات و عنوان یک گیاه ارزشمند ب
1- Labiateae 2- Melissa 3- Internal transcribed spacer (ITS)
4- Universal 5- Conserve
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31....... ................................................................................................................1393بهار و تابستان / 13شماره / سال ششم/ پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

بنابراین به . مطرح باشدهاي اصلاحی پژوهش
نژادي گیاهی به منظور اهلی سازي و حفظ 
ذخایر ژنتیکی این گیاه ارزشمند، امري ضروري 

با توجه به مطالب فوق و اینکه .رسدبه نظر می
نه دو رشته کوه زاگرس نواحی کوهستانی در دام

لبرز و نواحی مرکزي ایران مناطق پراکنش و و ا
. شودمحسوب میگیاهان داروییهاي تنوع توده

این تحقیق روي گیاه بادرنجبویه براي دستیابی 
وضعیت و ساختار تنوع ژنتیکی درون و بین به

امکان تمایز، هاي بادرنجبویه و همچنین توده
سطح به کمکهاتودهبندي و تعیین روابط طبقه

هاي ژناستیآيهاي د شکلی در نشانگرنچ

اهداف مهم دیگري هستند که در ریبوزومی از 
.شونداین تحقیق دنبال می

هامواد و روش
به مختلف گیاه بادرنجبویهتوده14ر بذ
گیاهان خارج از (ریحان و بادرشبو توده همراه دو

از بانک بذر، باغ گیاهشناسی ایران واقع 1)گروه
ها و مراتع ایران تهیه شدموسسه جنگلدر
ها و جوانه بعد از کشت همه نمونه. )1جدول(

متري، از سانتی10زدن آنها و رسیدن به ارتفاع 
.استخراج شدDNAها همه نمونه

بادرنجبویه استفاده شده در این تحقیقهاي مشخصات توده- 1جدول 

اي از هر توده بررسی تنوع درون تودهجهت 
ها از بوتهDNAدو بوته انتخاب و استخراج 

. نشان داده شدند2و 1صورت گرفت و با اعداد 
ژنومی بر اساس روش DNAروش استخراج 

CTABکمیت وکیفیت . )9(صورت گرفت
فاده از روش ــبا استDNAاي ـههـنمون

280و260هاي اسپکتروفتومتري در طول موج

8/0نانومتر و الکتروفورز ژل آگاروز با غلظت 
20با حجم PCRواکنش.درصد تعیین گردید

نش ـبافر واکترـکرولیـل دو میر، شامــمیکرولیت
PCR ، یک میکرولیترMg CL2،یک میکرولیتر

از هر میکرولیتر dNTP 1x ،25/0مخلوط 
Taqزیمواحد آنیکآغازگر رفت و برگشت، 

)smartaqیک میکرولیتر ،)کلونشرکت سینا
1- Out group
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280و260هاي اسپکتروفتومتري در طول موج

8/0نانومتر و الکتروفورز ژل آگاروز با غلظت 
20با حجم PCRواکنش.درصد تعیین گردید

نش ـبافر واکترـکرولیـل دو میر، شامــمیکرولیت
PCR ، یک میکرولیترMg CL2،یک میکرولیتر
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DNA زهیونیدل یبا آب استرواکنشالگو و حجم
با PCRط یشرا. دیرسمیکرولیتر20به 

کر یرمال سابا ن)2جدول(ییدمايهاچرخه
.دیانجام گردCyclerІ-مدل Bio-Radشرکت

ق ین تحقیمورد استفاده در اينشانگرها
ا موجود در بانک ژن و باستیآيیبر اساس توال

و ) 2جدول(یطراح1نرم افزار الیگواستفاده از
در کل سه . دندیه گردیست تهیاز شرکت تکاپوز

طراحی شد که هر کدام شامل یک نشانگرنوع 
بود3و یک آغازگر برگشت2آغازگر رفت

پنج، PCRپس از انجام واکنش ).2جدول(
پنجبه همراه PCRمیکرولیتر از محلول 

هاي ژل میکرولیتر بافر بارگذاري در چاهک
. ریخته شد4ايبیتیدرصد در بافر 5/1آگاروز 

ولت 90ساعت با جریان دوها به مدت نمونه
دقیقه 30سپس ژل به مدت . الکتروفورز شدند

رنگ آمیزي µg/l5/0در محلول اتیدیوم بروماید 
تحت نور DNAشد و قطعات تکثیر یافته 

5شاهده و عکسبرداري از ژلماوراءبنفش م

جهت بررسی چند شکلی در . صورت گرفت
هاي برشی از آنزیماستیآيداخل مناطق

جهت بالا بردن اطمینان از انتخاب . استفاده شد
افزار آنلاین هاي برشی، از نرمصحیح آنزیم

webcutterهاي انتخاب شد و آنزیماستفاده
جایگاه برش استیآيشدند که در داخل مناطق 

هر آنزیم برشی با ). 3جدول (را داشته باشند
شد و بعد از تهیه بافر واکنش، رقیق Aبافر نوع 
واحد PCR ،10میکرولیتر محصول 15به هر 

یک شب در آنزیم برشی اضافه گردید و به مدت
. شدنگهداري )3جدول (دماي مربوطه

ژل باسپس محصول برش بوسیله الکتروفورز
الگوي الکتروفورزي .آکریلامید تفکیک گردیدپلی
هاي تکثیر شده و برش خورده روي ژل استیآي

عدم وجود (صورت صفر هاکریل آمید تهیه و ب
. دهی شدنمره) وجود باند(و یک ) باند

EXCELافزار ها در نرمدهی تودهاطلاعات نمره

افزار ذخیره و به فرمت قابل استفاده در نرم
DARwin 2006تبدیل شد.

مورد استفادهينشانگرهایتوال- 2جدول 

1- Oligo software 2- Forward 3- Reverse 4- Tris Boric Acid EDTA (TBE) 5- Gel ducument
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برشیمورد استفاده به همراه جایگاه برش و دماي بهینه فعالیت آنهاهايآنزیم-3جدول 
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3 ……AGCT…..5
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3 ……CTATAG…..5
گراددرجه سانتی37
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34..........................................................................................................................................................هاي گیاه بادرنجبویهتنوع ژنتیکی بین و درون تودهبررسی

)ب(و نشانگر شماره سه ) الف(تکثیر شده با نشانگر شماره دو ITSنواحیچند شکلی در طول - 3شکل 

ضرایب کوفنتیک محاسبه شده با آزمون مانتل- 4جدول 

هاي بادرنجبویهساختار تنوع توده
بیشترین میزان عدم تشابه در روش دایس 

هاي بادرنجبویه، بین توده استان براي توده
مشاهده شد و اصفهان و توده استان قزوین 
زنجان، هاي تودهکمترین میزان عدم تشابه بین 

مشابه هم مشاهده شد که کاملاًتهران و کرج
که ) 5جدول(نتایج نشان داد .)5جدول (بودند

هاي ق به تودهتعلاي مبیشترین تنوعدرون توده
که این نتایج مشخص . باشدمیرازیشولامیا

ها داراي تنوع بیشتري نسبت نمود که این توده

براي دیگر . باشندهاي دیگر میبه سایر توده
بالایی ) توده(ها تنوع درون جمعیت توده

. مشاهده نگردید
هاي بادرنجبویهبندي تودهگروه

توده بادرنجبویه به همراه دو 14گروه بندي 
توده خارج از گروه با استفاده از ماتریس عدم 

نزدیکترین تشابه روش دایس و بوسیله الگوریتم 
ها در فاصله ژنتیکی نشان داد تودههمسایه

از طریق ).2شکل (باشندنزدیکی به همدیگر می
ها در هشت کلیه تودهمحاسبه تابع تشخیص، 

EcoRهضم شده با آنزیم ITS، چند شکلی در نواحی)الف(تکثیر با نشانگر شماره یک - 2شکل  V)ب ( وTaq 1)ج.(
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35....... ................................................................................................................1393بهار و تابستان / 13شماره / سال ششم/ پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

محاسبه متوسط فاصله . قرار گرفتندمجزاگروه 
ها جهت برآورد میزان نزدیکی خالص میان گروه

ها به همدیگر نشان داد که دو گروه چهار و گروه
عدم تشابه داراي کمترین فاصله 15/0یک  با 

و بیشترین فاصله بین گروه سه  ) بیشترین قرابت(
فاصله وجود 88/0با ) بادرشبو(و گروه هشت 

هاي بادرنجبویه بندي بین تودهدر گروه.داشت
، )بدون در نظر گرفتن دو توده خارج از گروه(

فاصله داراي 42/0هاي سه و شش با گروه
.بودند) قرابت کمتر(بیشترین فاصله بین گروهی

ها این تودهاستیآيهاي در واقع بین توالی
بیشترین فاصله درون .تفاوت کمی وجود دارد

07/0باشد که گروهی مربوط به گروه یک می

فاصله یا عدم تشابه درون گروهی را دارا 
بندي قرابت توجه به این گروهبا.باشدمی

هاي شمال هاي زاگرس مرکزي با نمونهتوده
غرب و شمال شرق کشور و همچنین تنوع اندك 

هاي مرکز کشور حاکی از تنوع بیشتر در نمونه
آوري در مناطق زاگرس مرکزي است که در جمع

. ژرم پلاسم بایستی به این نکته توجه شود
، )4شکل (دندوگرام با توجه به همچنین 

هاي اصفهان و شیراز با هم فاصله زیادي نمونه
اصفهان و ایلام نیز دارند و همچنین بین نمونه

فاصله ژنتیکی زیادي است پس مناطق اصفهان 
نیز به عنوان مرکز ثانویه این گیاه بایستی مورد 

.توجه قرار گیرد

اساس ماتریس برارج از گروه با استفاده الگوریتم نزدیکترین همسایههمراه با دو توده ختوده بادرنجبویه،14يگروه بند- 4لشک
عدم تشابه دایس
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36...........................................................................................................................................................هاي گیاه بادرنجبویهتنوع ژنتیکی بین و درون تودهبررسی

هاي بادرنجبویهماتریس عدم تشابه به روش دایس براي توده- 5جدول 

داراي میزان عدم هاي قزوین و اصفهانتوده
.ها بودندتشابه بیشتري نسبت به سایر توده

زیاد در گیاهان یک گونه داشتن فاصله ژنتیکی 
هاي پرعملکرد ویک مزیت جهت تولید هیبرید

در دو گیاه ). 1(مشاهده هتروزیس بیشتر است 
باندهاي عدادت) بادرشبو و ریحان(خارج از گروه 

تولیدهاي بادرنجبویه کمتري با تودهمشترك
در جایگاه تواند به علت تفاوت که میدنردک

اثر تغییرات کروموزومی دریاها برش توالی

ها، معکوس شدن و یا جهش جابجایی: مانند
طبق دندروگرام بدست آمده ). 13(باشد
هاي ارومیه، تبریز و اردبیل در یک خوشه توده

هاي این و با توجه به اینکه تودهقرار گرفتند 
مشابهی مناطق داراي شرایط آب و هوایی تقریباً

در طول زمان استیآينواحی هستند پس 
توده سه که از ). 3(اند تغییرات زیادي نکرده

استان ایلام جمع آوري شده با توده چهار از 
استان کرمانشاه قرابت زیادي با هم دارند و با 
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اثر تغییرات کروموزومی دریاها برش توالی

ها، معکوس شدن و یا جهش جابجایی: مانند
طبق دندروگرام بدست آمده ). 13(باشد
هاي ارومیه، تبریز و اردبیل در یک خوشه توده

هاي این و با توجه به اینکه تودهقرار گرفتند 
مشابهی مناطق داراي شرایط آب و هوایی تقریباً

در طول زمان استیآينواحی هستند پس 
توده سه که از ). 3(اند تغییرات زیادي نکرده

استان ایلام جمع آوري شده با توده چهار از 
استان کرمانشاه قرابت زیادي با هم دارند و با 
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هاي بادرنجبویهماتریس عدم تشابه به روش دایس براي توده- 5جدول 

داراي میزان عدم هاي قزوین و اصفهانتوده
.ها بودندتشابه بیشتري نسبت به سایر توده

زیاد در گیاهان یک گونه داشتن فاصله ژنتیکی 
هاي پرعملکرد ویک مزیت جهت تولید هیبرید

در دو گیاه ). 1(مشاهده هتروزیس بیشتر است 
باندهاي عدادت) بادرشبو و ریحان(خارج از گروه 

تولیدهاي بادرنجبویه کمتري با تودهمشترك
در جایگاه تواند به علت تفاوت که میدنردک

اثر تغییرات کروموزومی دریاها برش توالی

ها، معکوس شدن و یا جهش جابجایی: مانند
طبق دندروگرام بدست آمده ). 13(باشد
هاي ارومیه، تبریز و اردبیل در یک خوشه توده

هاي این و با توجه به اینکه تودهقرار گرفتند 
مشابهی مناطق داراي شرایط آب و هوایی تقریباً

در طول زمان استیآينواحی هستند پس 
توده سه که از ). 3(اند تغییرات زیادي نکرده

استان ایلام جمع آوري شده با توده چهار از 
استان کرمانشاه قرابت زیادي با هم دارند و با 
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اي توجه به اینکه توده سه داراي تنوع درون توده
هاي رود که منشاء تودهباشد، احتمال میمی

.کرمانشاه از ایلام باشند
ها استیآيبررسی موجود نشان داد که 

هاي درون ها و ژنوتیپتوانایی تفکیک زیر گونه
. یک جمعیت را از یکدیگر دارا هستند

همانطوریکه قبلا ذکر شد نواحی فاصله انداز 
هاي هاي ریبوزومی  جزء توالیهاي ژنرونوشت

اي در طی هستند که بصورت حفاظت شده
موضوع با استفاده تکامل باقی مانده است این 

عنوان نشانگر در هاس باقلا بتینمودن از توالی آي
به ).14(هاي بادرنجبویه آشکار شد تفکیک توده

استیآيیناقص از نواحیابییعلت توال
نشانگر دو یطراحيالگوها(حان یه و ریبادرنجبو

ر شده یدر طول قطعات تکثیچند شکل) و سه
استیآيتغییر در داخل مناطق .دیمشاهده گرد

باعث تفاوت در جایگاه برش آنزیم و ایجاد چند 
تواند در اثر این تغییرات می. شکلی گردید

شرایط آب و هوایی یک منطقه نسبت به منطقه 
هاي و باعث گردید توده)  3(دیگر متفاوت باشد 

از مناطق مختلف از یکدیگر تفکیک گردند 
هاي تودهبا توجه به نتایج بدست آمده ).4شکل (

داراي تنوع بیشتري اصفهانو شیراز، تبریز، ایلام

بنابر نظریه ها هستند نسبت به سایر توده
واویلوف، منشاء یا خواستگاه اولیه گیاهان متعلق 
به مراکزي است که بیشترین تنوع را دارا هستند

پلاسم آوري ژرمدارد در جمعضرورتلذا ). 1(
این مناطق جغرافیایی کشور توجه به درنجبویه با

يهانکه اکثر ژنیبا توجه به ا.بیشتري شود
يهاها، آفات، تنشيماریعامل مقاومت به ب

ت محصول معمولاً یفیعامل کيهاو ژنیطیمح
ن یشوند، بنابرایافت میدر مراکز تنوع 

ح و ینژادگران با در دست داشتن اطلاعات صحبه
ییتوانند با کارآیاه میهر گیکیژنتق از تنوع یدق
یکیاز منابع ژنتيبردارنسبت به بهرهيشتریب

ر یذخايآورماً به جمعیده و مستقیمبادرت ورز
ن یبه علاوه چن. از اقدام کنندیمورد نیتوارث

منجر به توجه به نژداگران و یاطلاعات
به مسئله یاهیاندر کاران حفظ  منابع گدست

شود که مورد یو باعث مشده یستیتنوع ز
.رندیاستفاده قرار گ

تشکر و قدردانی
شناسی ایران بانک بذر، باغ گیاههمکاري از 

و آزمایشگاه بیوتکنولوژي دانشگاه ایلام تشکر 
.گرددمی
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Genetic Diversity of Balm (Melissa Officinalis L.) Landraces and
Genetic Relationship Within and Between Them using ITS Markers

Parviz Haidari1, Ali Ashraf Mehrabi2 and Ali Asghar Nasrollah Nejad Ghomi3

Abstract
The lemon balm (Melissa officinalis L.) a perennial medicinal plant, of Labiateae family

is grown in the most parts of Iran and it has shown the sedative, hypnotic, analgesic,
antiviral and antimicrobial effects. In present study, genetic diversity of 14 landraces of
balm with two out group landraces (basil and moldavian balm) was investigated. Study
variation within and between landraces of balm ITS (Internal Transcribed Spacer) region
was used to design markers. Also four enzymes Taq1, EcoR v, BssM1 and AspLE1 were
used for investigating polymorphism in ITS region. Enzyme BssM1 showed the
polymorphism in number and length of digested fragments better than other enzymes.
Mantel test results showed that the most correlation was existed between of dice
dissimilarity matrix and Neighbor joining algorithm for data analysis. Among balm
landraces highest degree of dissimilarity (0.44) was observed from Esfahan and Qazvin
landraces and the lowest from 1, 6 and 10 landraces were quite identical. Diversity was
observed just for five of landraces (3, 7, 8, 9 and 11). Results of cluster analysis separated
landraces on eight groups and Basil genetic distances were less than moldavian balm to the
balm and highest distance between groups 3 and 6 with 0.42 and the most similarity was
between groups 1 and 4 (dissimilarity=0.15).
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