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  هاي بابونه ايران ارزيابي تنوع ژنتيكي درون و بين جنسي ژنوتيپ

 )  Matricaria spp, Anthemis spp (نشانگر مولكولي  باRAPD 
  

  )2(، حسني محمد اسماعيل )1(محي الدين پيرخضري 
   استاديار گروه علوم باغباني دانشگاه تهران-2ني ، دانشگاه تهران،  دانشجوي كارشناسي ارشد گروه علوم باغبا-1

  
  چكيده

 آغازگر تصادفي 100.  ژنوتيپ بابونه ايران استفاده شد19 براي تعيين سطوح تنوع بين RAPD در اين مطالعه نشانگر 
 باند ايجاد كردند كه 218اين آغازگرها .  تا از آنها چند شكلي مشخص نشان دادند16 بكار رفت كه PCRبراي واكنش 

، با استفاده از ضريب RAPDتجزيه كلاستر ژنوتيپ ها بر اساس باندهاي چند شكل .  تا از آنها چند شكل بودند217
بود و جنس ها وگونه /. 13و /. 81بالاترين و پايين ترين تشابه به ترتيب . تشكيل شد UPGMAتشابه جاكارد و روش 

 r/. = 96(  بالا است ضريب همبستگي كوفنتيكي بين ماتريس تشابه و دندروگرام نسبتاً. ها به خوبي از هم تفكيك شدند
 نشان داد كه ابزار مناسبي براي RAPDنشانگر . كه همبستگي خوب بين ماتريس تشابه و دندروگرام را نشان مي دهد) 

   .مطالعه روابط ژنتيكي بابونه ها است
  

   ,RAPD، Matricaria spp, Anthemis sppنه، نشانگر مولكولي ، تنوع ژنتيكي، بابو: واژه هاي كليدي

  
  مقدمه

 2 گونـه و بـراي ماتريكاريـا         47براي جنس آنتميس    . بابونه ها گياهاني شامل چندين جنس و گونه  از تيره كاسني هستند            
مـصرف  ). 1988تيلر(د  تعدادي از بابونه ها گياهان دارويي مهمي هستن       ). 1986رشينگر  (گونه در ايران گزارش شده است       

دو گياه بابونـه آلمـاني و       ). 1992سالامون( كشور آمده است     26بابونه از گذشته دور در جهان مستند و در فارماكوپه هاي            
بيشترين بررسي هاي علمي بر روي آنها صورت گرفته اسـت و            . رومي متداولترين گياهان دارويي در بين بابونه ها هستند        

در برنامـه هـاي اصـلاحي دانـستن         ). 1986مان و استابا  ( تا از آنها مشترك است       20ايي شده كه     تركيب در آنها شناس    120
روشها متداول انگشت نگاري ژنتيكـي ماننـد ايـزوزايم هـا و نـشانگرهاي               . اطلاعات و طبيعت تنوع ژنتيكي ضرري است      

 نشانگرهاي مولكـولي چنـد شـكلي   در بين ). 1993گپس (هستندژنتيكي ابزار نيرومندي براي مطالعات ، DNAمبتني بر 

DNA    حاصل از تكثير تصادفي )RAPD (       بدليل سادگي و سرعت بطور گسترده در بررسيهاي تنوع ژنتيكـي، فيلـوژني و
بكار رفته   ) 1990، ولش و مكللن     1990ويليامز وهمكاران (سيستماتيك، نقشه هاي پيوستگي ژنتيكي و نشاندار كردن ژنها          

 و  2001تاويانـا   ( نتيكي بابونـه هـا بـر اسـاس صـفات مورفولـوژيكي و تركيبـات شـيميايي                 بيشتر مطالعات تنوع ژ   . است
بررسي بين جنـسها  تاكنون  . بوده است ) 2002 و گوما  2006مك كي   (و خواص درماني عمدتا بابونه آلماني       ) 2006مارينهو

تجزيـه برخـي ژرم پلاسـم       مطالعه حاضر با هـدف      .  گزارش نشده است   DNAبر اساس نشانگر  و گونه هاي بابونه ايران      
  .  صورت گرفتRAPDبابونه هاي ايراني و تعيين روايط خويشاوندي آنها با نشانگر 

  مواد و روش ها
 توده گونـه هـاي مختلـف جـنس          13 توده بابونه آلماني از رويشگاههاي طبيعي استانهاي فارس و بوشهر و             6تعداد   بذر 

 در گلخانه گروه علوم باغباني دانشگاه       85تع كشور تهيه و در آبان ماه        آنتميس از بانك ژن موسسه تحقيقات جنگلها و مرا        
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تغييـر يافتـه   ) 1980( از برگهاي تازه بـه روش مينـي پـرب مـوري وتامـسون          DNAاستخراج  . كرج كشت گرديد  -تهران
و فورز  درصد در دستگاه الكتر   /. 8 استخراجي با بردن روي ژل آگارز        DNAكميت و كيفيت    . بصورت بالك انجام گرفت   

 نانو گرم بر مـاكرو ليتـر تهيـه          10 كار به غلظت     DNA استوك   DNAاز  .بررسي گرديد  و همچنين با دستگاه اسپكترومتر    
ــاي از       ــين ژنوتيپه ــكلي  ب ــي چنــد ش ــراي بررس ــد ب ــصادفي  100گردي ــازگر ت  TIB نوكلوتيــدي ســري  10 آغ

MOLBIOL(BA,BB,BC,BD,BD)شــكل روي ســه ژنوتيــپ بــا بررســي توليــد بانــدهاي چنــد .   اســتفاده شــد
 تا توليـد بانـدهاي چنـد        18 آغازگر   100از  . آغازگرهاي مطلوب شناسايي و براي كليه نمونه ها مورد استفاده قرار گرفتند           

 در  PCR واكنشهـر .  اسـتفاده شـد    PCR در دسـتگاه     DNAشكل با تكرار پذيري بالا نمودند كه براي تكثيـر قطعـات             
محـصول  Amplicon(  پليمــراز با نام تجارتي  دي ان ايTaqلوط آنزيــم ، شامل مخµl15  با حجم RAPDنشانگر 

  ,، PCR ، mM 5/1MgCl2بـافر واكـنش   شـامل   2.0X  )  ايـران -كشور دانمارك تهيه شده از شركت آريا طب ژن 

(dNTPs   ماكرو ليتر    1 ماكرو ليتر و   1 ماكرو ليتر،  آغازگر      7,5به ميزان )ng 10( DNA     ليتر آب مقطر    ماكرو   5,5  الگو و
 سيكل  5، تعداد   92 دقيقه 1 و C94° دقيقه در دماي     3 با چرخه هاي دمايي بصورت يك سيكل         PCRشرايط   . استريل بود 
 C37°  دقيقه،    3 به مدت  C92° سيكل به صورت     35 دقيقه و تعداد     1 به مدت    C72° دقيقه و    1 به مدت    C39°به صورت   

 دقيقه بـا اسـتفاده از دسـتگاه ترمـال           7 به مدت    C72°ر نهايت يك سيكل    دقيقه و د   1 به مدت    C72°  ثانيه و     45به مدت   
 TBE بـافر  در درصـد  5/1محصول حاصل در چاهكهـاي ژل آگـاروز       .  انجام گرديد  I-cycler  مدل Bio-Radسايكلر  

يقـه در   دق30پس از اين مرحله ژل به مدت .  ولت الكتروفورز شدند70 دقيقه با جريان  130نمونه ها به مدت     . ريخته شد 
 دقيقه، بعد توسط دستگاه ژل      10آميزي شد و سپس شستشو درآب مقطر به مدت            رنگ µg/L5/0محلول اتيديوم برومايد    

بعد از تشكيل ماتريس رتبه هاي يـك  .  مشاهده و عكس برداري شدندUVتحت نور   داك قطعات تكثير يافته دي ان اي 
 و استفاده از ضريب تشابه جاكاردمحاسبه NTsys (Ver 2.02) افزار و صفر، ماتريس تشابه ژنوتيپ ها با استفاده از نرم

  . بدست آمدUPGMAدر نهايت تجزيه خوشه اي بر اساس ماتريس فواصل انجام شد و دندروگرام به روش . گرديد
 

  نتايج و بحث
ه توليد كردند كـه    قطع 218آغارگر تصادفي در مجموع       16 بين ژنوتيپ ها با استفاده از          DNAبراي بررسي چند شكلي     

 TIB( عدد 27 تا TIB BE15)( عدد 7تعداد قطعات تكثير شده با آغازگرهاي از  %).99,5(  قطعه چند شكل بود 217

BD16 (   جفت  300-3500اندازه قطعات تكثير شده در تمام آغازگر ها در محدوده            . قطعه در پرايمر بود    13,6با ميانگين 
ضريب همبستگي كـوفتينكي كـه نـشان دهنـده          . اند دهي در نظر گرفته نشده است      تفاوت در شدت ب   . باز تخمين زده شد   

. بـود /. 81تـا  /. 12نتايج ماتريس تشابه  بين . بدست آمد) r  =/.96( 0همبستگي بين ماتريس تشابه و دندوگرام مي باشد
ن روابط ژنتيكي بين ژنوتيپها      بمنظور تعيي  PCoتجزيه  ). 1شكل  (تجزيه كلاستر روابط ژنتيكي بين گونه ها را نشان ميدهد         

بـين  /. 12 حـداقل تـشابه   PCoAبـر اسـاس   .  نتـايج بـالا را تاييـد كردنـد    PCo     انجام گرفت كـه تجزيـه كلاسـتر و   
chamomilla Matricaria و Anthemis tinctoria بـالاترين تـشابه بــين تـوده هـاي بابونـه آلمـاني      .   بـودM. 

chamomilla)  ( ونه روميو سپس بين توده هاي باب) nobilis A. ( مشاهده شد، اين دو بابونه /. 26تا /. 2 در سطوح
تـا  /. 61 در دامنـه  M. chamomillaتشابه بين تـوده هـاي   ). 1986مان واستابا (در تركيبات اسانس نيز تشابهاتي دارند 

در  M. aurea  و  M. chamomillaمشاهده شد اما تشابه بين گونه هاي/. 62 در سطح M. aureaبود و براي /. 81
.  مـشاهده شـد   A. hyalineو   A. altissima بيشترين تشابه بين گونه هاي جنس آنتميس بين. بود/. 27تا /. 18دامنه 

 گونـه   عدر مجمـو   . قادر است گونه هاي مختلف بابونه را بخوبي از هم تفكيك كنـد             RAPD تجزيه كلاستر نشان داد كه    
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  قـرار گرفتنـد و زيـر كلاسـتر      M. chamomilla توده A 6در كلاستر .  گرفتندهاي مورد بررسي در پنج كلاستر قرار
در  . گونه ها و جنـسها بخـوبي متمايزنـد   C وBدر كلاستر . پراكنش جغرافيايي توده هاي فارس و بوشهر را تفكيك نمود

در كلاستر هـاي  . ندقرار گرفت) ناشناخته براي بانك ژن( A. spو   ,D A. pyretrum , A. odonostephana كلاستر
Eو  F گونه  Anthemis nibilis    اين گونه در نـواحي مختلـف ايـران بطـور     . قرار گرفته است/. 19 با تشابه ژنتيكي

   اين مطالعه نشان داد كـه  . گسترده ميرويد و بيشترين تنوع را در بين گونه هاي مورد بررسي به خود اختصاص داده است
RAPD ين تنوع ژنتيكي و روايط خويشاوندي در ژنوتيپ هاي بابونه استابزار مناسبي جهت تعي.  

 :منابع 
Mann, C., and staba, E.j., 1986. The Chemistry, Pharmacology, and Commercial Formulation of 

Chamomile. Herbs Spices and Medicinal plants. p: 235-279 
Marinho, M.P.  De Biaggi, L.V.  Klezia Morais S. B.  Cid Aimbire, M. S.  Almeriane, M. W.S., 

2006,  Comparison of chemical constituents of (Chamomilla recutitaL.) rauschert essential oil 
and its anti-chemotactic activitry. Braz. Arch. Boil. Technol. 49 (5), 

Salamon, I., 1992. Chamomile, A Medicinal Plant. The Herb, Spice, and Medicinal Plant Digest, 
10:1-4. 

Williams, J. G. K A. R., Kubelik, K. J., Livak, J. A., Rafalski and Tingey, S. V., 1990. DNA          
polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic markers. Nucleic Acids Res., 
18, 6531–6535. 

 

F

E

D

C
B

A

 UPGMA توده بابونه با استفاده از ضريب تشابه جاكارد و روش19 دندروگرام حاصل از تجزيه كلاستر -1            
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Abstract 
In this study RAPD markers were used to determine the diversity level among 19 Iranian 
chamomile genotypes. One hundred decamer random primers were used for PCR reactions, among 
which 16 showed reliable polymorphic patterns. These primers produced 218 bands, of which 217  
were polymorphic. Cluster analysis of the genotypes was performed based on data from 
polymorphic RAPD bands, using Jaccard’s similarity coefficient and UPGMA clustering method. 
The highest and lowest similarities detected between genotypes were 0.81 and 0.13, respectively. 
Genuses and species at cluster analysis were considerably separated. Cophenetic correlation 
coefficient between similarity matrix and cophenetic matrix of dendrogram was relatively high 
(r=0.96) showing the goodness of fit of the dendrogram. RAPD markers showed to be a useful tool 
for studying the genetic relationship of chamomiles. 
 
Keywords: Genetic diversity, chamomile, Matricaria spp, Anthemis spp, RAPD markers,  
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