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 RAPDارزيابي تنوع ژنتيكي زنبق هاي بومي ايران با استفاده از نشانگرهاي 

 
  )1(، حميد رضا بيات )1(، وحيد رحيمي )3(ي ، شيرين ديانت)4(، عليرضا بابايي )2(، رضا اميري ) 1(روح االله حيدري هايي 

 عضو هيات علمي گروه زراعت و -2 دانشجويان كارشناسي ارشد رشته اصلاح گياهان باغي، دانشگاه تهران ،پرديس ابوريحان، -1
ن، پرديس ابوريحان، ، دانشگاه تهرا)باغباني( عضو هيات علمي گروه توليدات گياهي-3اصلاح نباتات، دانشگاه تهران ،پرديس ابوريحان، 

   عضو هيات علمي گروه باغباني، دانشگاه تربيت مدرس-4
  

 نمونه زنبق متشكل ازنمونه هاي وحشي 16 براي بررسي تنوع ژنتيكي و قرابت RAPDدر اين مطالعه از نشانگرهاي 
مورد آزمون قرار  استخراج شده از برگ DNA آغازگر تصادفي روي نمونه هاي 14در اين آزمايش تعداد . استفاده شد

 باند در كل ژنوتيپ ها تكثير 722در مجموع .  آغازگر بين ژنوتيپ ها چند شكلي مطلوب نشان دادند12گرفتند كه تعداد 
تجزيه خوشه اي ژنوتيپ ها با استفاده از ضريب تشابه جاكارد و به روش .  باند چند شكل بودند680شد كه از بين آنها 

UPGMAژنوتيپ ها در دو گروه مجزا و در ضريب تشابه 23/0 خوشه اي در ضريب تشابه در تجزيه.  انجام گرفت 
 به راحتي به منظور گروه بندي ژنوتيپ هاي مختلف RAPDنشانگرهاي .  ژنوتيپ ها در هفت گروه قرار گرفتند35/0

  .زنبق مي تواند بكار رود و يك تكنيك مناسب در راستاي اين هدف باشد
  

  مقدمه
پذيري ژنتيكي به شدت محصولات زراعـي و بـاغي را تحـت تـأثير قـرار داده       فرسايش ژنتيكي و آسيب  امروزه دو عامل    

 توجه به ذخاير ژنتيكي و استفاده بهينه از اين ذخاير و تنوع موجود در جهت                اصلاحگراست، لذا از مهمترين وظايف يك       
هاي طبيعي هر كـشور       ي از گرانبهاترين سرمايه   پلاسم گياهي يك    در نتيجه ذخيره ژرم   . بهبود كمي و كيفي محصولات است     

شود و كشور ايران از اين لحاظ كشوري غني و داراي موقعيـت منحـصر بـه فـرد از نظـر تنـوع ژنتيكـي در                             محسوب مي 
گل زنبق به لحاظ تنوع در رنگ و شكل گل و برگها، زمان به گل رفـتن،                 . باشد  هاي مختلف گياهي از جمله زنبق مي        گونه

اد ازطريق اندامهاي زيرزميني، چند ساله و دائمي بودن تنوع كارائي به صـورت گـل شـاخه بريـده، گلـداني،                      سهولت ازدي 
اين گل در منازل، فضاي سبز، پاركها و نيز توليد عطرو اسانس  از دير باز مورد توجـه بـوده و بـه عنـوان                   . باغچه اي دارد  

ل برخورداري از تنوع آب و هوائي داراي فلور گيـاهي غنـي مـي               كشور ايران به دلي   . سمبلي براي زيبائي به كار رفته است      
بنابراين شناسائي و بررسي تنوع زنبق هاي بومي ايران در عرصه هاي مختلف از جمله پرورش، توليد و تكثيـر مـي                      . باشد

حـشي از   تواند نقش به سزائي در پرورش و صادرات اين محصول ايفا نمايد بدين منظور نمونه هاي مختلف زنبق هاي و                   
نقاط مركزي، شمالي و غربي كشور جمع آوري گرديد و پس ازكـشت در كلكـسيون تحقيقـاتي گـروه توليـدات گيـاهي                        

به عنوان يك   ) 1990ولش و مك كللند،      (DNAنشانگرهاي  . مورد بررسي قرار گرفتند   ) دانشگاه تهران (پرديس ابوريحان 
ي خود را ثابت نموده اند، زيرا اينها از نـشانگرهاي مرفولوژيـك             ابزار ارزشمند براي ارزيابي هاي ژنتيكي موجودات كاراي       

با كشف واكنش زنجيره اي پليمراز جهـشي عظـيم در اسـتفاده از ايـن                . دقيق تر بوده و تحت تاثير محيط قرار نمي گيرند         
 بوده  PCRر  ، يكي از تكنيكهاي مبتني ب     RAPDنشانگر  . نشانگرها براي ارزيابي ژنتيكي موجودات مختلف به وجود آمد        

احمـد و  ( كه در مطالعات مختلف از جمله تنوع ژنتيكي و نقـشه يـابي ژنـومي بـسيار مـورد اسـتفاده قـرار گرفتـه اسـت                  
عدم نياز به اسـتفاده از مـواد خطرنـاك    . اين روش ساده بوده و نياز به اطلاعات قبلي از توالي ژنوم ندارد         ). 2006همكاران

 ژنومي مـورد نيـاز در ايـن روش از ديگـر             DNA طراحي آغازگر و همچنين ميزان كم        مانند مواد راديواكتيو، عدم نياز به     
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به همين دليل استفاده از اين تكنيك در سالهاي اخير در مطالعات مختلف ژنتيكـي رشـد زيـادي داشـته                     . محاسن آن است  
  .است

 
  :مواد و روش ها
د كه از نقاط مركزي، شمالي و غربي كشور جمع  ژنوتيپ گياهي مختلف زنبق هاي وحشي استفاده ش16در اين تحقيق از 
پس از كشت ژنوتيپ هاي مذكور در كلكسيون تحقيقاتي گروه توليدات گياهي پرديس ). 1387ديانتي، (آوري گرديده اند

 به روش دويل و DNAاستخراج .  نمونه گرفته شدDNAاز برگ آنها براي استخراج ) دانشگاه تهران(ابوريحان
 در ژل آگاروز DNA با استفاده از روش اسپكتروفتومتري و الكتروفورز DNAكميت و كيفيت .  شدانجام) 1987(دويل

در ضمن براي رقيق سازي .  آماده شدDNA نانوگرم در ميكروليتر از 10 درصد تعيين گرديد و به كمك آنها غلظت8/0
 آغازگر سري 12 از RAPDآزمايش براي انجام .  از آّب مقطر دو بار تقطير استريل استفاده شدDNAنمونه هاي 

كه ) PCR) Amplicon, Denmarkبراي انجام واكنش زنجيره اي پليمراز، از كيت مخصوص . اوپرون استفاده شد
 ميكروليتر از اين محلول PCR 5/7براي انجام هر واكنش . حاوي مواد مورد نياز براي اين واكنش مي باشد استفاده شد

 DNAريخته شده و همراه با آغازگر و )  ميلي ليتري5/0تيوب هاي  ( PCRي مخصوص برداشته شده و درون تيوب ها
مخلوط شده و سپس توسط آب دو بار تقطير استريل )  نانوگرم در ميكروليتر رقيق شده بود10كه قبلاً به غلظت (ژنومي 

  .  ميكروليتر رسانده شد15به حجم 
 ژل داك عكس برداري شد، پس از مشاهده و ثبت قطعات حاصل بوسيله دستگاه محصولات PCR بعد از انجام واكنش 

. از تكثير، فقط قطعات توليدي شفاف و واضح كه از تكرار پذيري بالايي برخوردار بودند براي امتياز دهي به كار رفتند
يس تشابه ماتر.  منتقل شدNTsys (ver 2.02) شد و براي انجام آناليز به نرم افزار Excleنتايج بدست آمده وارد 

و با استفاده از ضريب تشابه جاكارد محاسبه شد و تجزيه خوشه اي با استفاده از روش توسط اين نرم افزار ژنوتيپ ها 
UPGMAانجام شد .  

 
  :نتايج و بحث

 آغازگر آن داراي باند هاي چند شكل بوده و به منظور تجزيه و تحليل 12 آغازگر مورد استفاده در اين آزمايش 14از بين 
 1دندروگرام حاصل از تجزيه خوشه اي در شكل .  جفت باز بودند، وارد تجزيه شدند200باند ها كه در محدوده بيش از 

  .مشاهده مي شود

Coefficient
0.23 0.38 0.53 0.68 0.83

          

 1 
 2 
 7 
 5 
 14 
 8 
 9 
 10 
 3 
 6 
 4 
 15 
 11 
 12 
 13 
 16 

  
. UPGMAدندروگرام حاصل از تجزيه خوشه اي ژنوتيپ هـا بـا اسـتفاده از ضـريب تـشابه جاكـارد و روش                       : 1شكل  
  : ها عبارتند ازژنوتيپ
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1:(i.reticulata),2:(i.songarica),3:(i.meda),4:(i.persica), 5:(i.germanica), 6:(i.persica), 
7:(i.songarica), 8&9,10:(i.imbricata),11:(i.barnomea.spdamavandica),12:(I.caspica), 

13:(I.spuriaSubspmusulmanica), 14:(i.germanica), 15:(I.persica), 16:(i.pesoudocorus) 
 گروه جدا گانه قرار گرفتند كه زنبق مردابي به تنهايي در يك گروه قرار گرفت اما در             2 زنبق ها در     23/0در ضريب تشابه    

زنبـق  .   گروه متفاوت قرار گرفتند كه زنبق هاي بومي ايران در يك گروه قرار گرفتند              7 ژنوتيپ ها در     35/0ضريب تشابه   
i.barnomea.sp damavandica شود بيشترين تشابه را با  كه تنها در ايران يافت ميI.caspicaكمتـرين  .  نشان داد

و بيشترين تشابه بين ژنوتيپ هاي زنبق هاي آلمـاني          09/0 به ميزان    i.pesoudocorus و   I.caspicaضريب تشابه بين    
 RAPDتكثيـر   . است كه از نقاط متفاوتي جمع آوري شده اند و داراي رنگ هاي مختلفي مي باشـند، بدسـت آمـد                    83/0
 مدارك بيشتري   RAPD زنبق درجه بالايي از تنوع ژنتيكي را بين گونه هاي زنبق  آشكار ميكند   بررسي نتايج                    DNAاز

احمـد و   (مبني بر اينكه اين تكنيك روش ساده و قابل اعتماد براي شناسايي  روابط نزديك گونه هـا اسـت، ارائـه ميكنـد                       
  ).2006همكاران 
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Abstract 
RAPD markers were used to determine the genetic diversity level and phylogenetic relationships 
among 16 genotypes of  Iris spp included wild cultivar iris. In this study 14 random primers were 
used for PCR reaction on the template DNAs extracted from leaves, which 12 showed good 
amplification and polymorphism. Totally, 722 bands were produced, and 680 bands were 
polymorphic. Cluster analysis of the genotypes was performed using Jaccard’s similarity 
coefficient and UPGMA method. In similarity measure of 0.23 on the denrogram, the 16 
genotypes of cyclamen were divided into two groups and seven groups in similarity measure of 
0.30. RPAD markers showed to be a useful technique for studying the genetic diversity of this 
important ornamental plant.   
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