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چکیده

ضروريولازماصلاحیمطالعاتبرايگونه،یکمختلفهايوجود تنوع ژنتیکی بالا در بین ژنوتیپ

ببرند.بهرهعملکرد،حداکثروهیبریدبهترینبهرسیدنبرايژنتیکیتنوعازبتوانندنامحققتااست

شود. بررسیمختلفصفاتاساسبرگونهیکمختلفهايتنوع ژنتیکی بین ژنوتیپدبایبنابراین 

استفاده از صفات مورفولوژیکی براي بررسی تنوع ژنتیکی، به دلیل معایب نشانگرهاي مورفولوژیکی 

مولکولی براي بررسی تنوع ژنتیکی بین از نشانگرهاين امحققامروزه دلیلهمین کمرنگ شده است و به

گل محمدي یکی از مهمترین گیاهان تجاري کنند.میاستفادهگیاهیگونهیکمختلفهايژنوتیپ

شود و تولید ارقام سازگار به آرایشی استفاده میوکه در صنایع غذایی، دارویی، عطرسازياست

نحوه استخراج بادر این نشریه دارد.ارزشمندهگیااینتولیددرسزاییبهاهمیتمختلف،هاياقلیم

DNAبراي بررسی و بهترین نشانگرهاي چند شکل اي پلیمراز، الکتروفورز افقی، عمودي، واکنش زنجیره

.شدخواهیدآشناتنوع ژنتیکی و مطالعات ژنومیکس گل محمدي 

SSR، نشانگرهاي مولکولی، گل محمدي، تنوع ژنتیکی: هاي کلیديواژه
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مقدمه 

نیاز مهمتریکیوشودیشناخته میگل رز دمشقعنوان به)MillRosa damascenaمحمدي (گل 

جنوب ا،یتالیاجنوب،فرانسهجنوب مراکش، ،یبیهند، لن،یچطور گسترده در که بهمعطر استاهانیگ

,and Kumar(شودطور ویژه در بلغارستان، ترکیه و ایران کشت میو بهنیاوکرا،هیروس 2016Sharma( .

باشدز داراي اهمیت میی نییی و دارویاز نظر غذاواست دارمعطر و اسانسهايگونهءجزاین گیاه

)Nunes, and Migue, 2017(.

علمی گونه اگرچه نام. شناسان اختلاف نظر وجود داردبین گیاهگل محمدي درأمنشمورددر

)damascena( 1دمشقیرز آنانگلیسیو نام)Damask Rose (کشور سوریه اشاره به شهر دمشق در

,Lioydدانند (آن را سوریه نمیأمنششناسان گیاهبیشتراما،دارد 1997Ellen, ). برخی از;2004

طور این مورد بهدرانآناي ازعدهدانند وایتالیا میجنوب اروپا وگل محمدي راأمنششناسان گیاه

,Lioyd(اند دهکرمستقیم به ایران اشاره  چهار استان فارس، کرمان، اصفهان و 1396در سال ).1997

هاي اول هکتار از نظر سطح زیر کشت مقام1132و 2418، 3700، 8013ترتیب با شرقی بهآذربایجان

3233غربی با تولید حدود گل در واحد سطح استان آذربایجان. اما از نظر تولیداندداشتهتا چهارم را 

.در واحد سطح داشته استرا کیلوگرم در هکتار بالاترین تولید 

20678هکتار بود که از این مقدار 20684سطح زیر کشت آن در ایران 1395-96در سال زراعی 

99دهد که بیش از هکتار مربوط به کشت دیم بود. این مقادیر نشان می6هکتار مربوط به کشت آبی و 

تن بود 32208کشور درصد مربوط به کشت آبی است. در همین سال میزان کل تولید گل محمدي در

99ز دیگر بیش اعبارتتن از گل محمدي دیم بدست آمد. به14تن از گل محمدي آبی و 32194که 

).1396نام، (بیدرصد به کشت آبی تعلق داشت 

1 - Damask rose
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انجام هاي مختلف گل محمدي وع ژنتیکی ژنوتیپشماري بر روي مطالعه تنتاکنون مطالعات انگشت

اي با ) مطالعه2013فاروق و همکاران (. باشدضد و نقیض مییاست که نتایج این مطالعات نیز گاهشده

12آوري شده از پاکستان و ایران و همچنین ژنوتیپ گل محمدي جمع22هدف بررسی تنوع ژنتیکی 

و به این نتیجه رسیدند که تنوع ژنتیکی ندانجام دادSSRآغازگرجفت 10رقم تجاري را با استفاده از 

در این مطالعه تنوع ژنتیکی بالایی در بین . هاي مورد مطالعه وجود داردبالایی در بین ژنوتیپ

SSRنشانگر9) از 2007در تحقیقی دیگر، بابایی و همکاران (. نشدهاي ایران و پاکستان مشاهده ژنوتیپ

. ها و مراتع کشور استفاده کردندتحقیقات جنگلسسه ؤمژنوتیپ ایرانی در 40وع ژنتیکی براي بررسی تن

دیده ها خوشه قرار گرفتند و تنوع ژنتیکی بالایی در بین خوشه9ژنوتیپ مورد نظر در 40در این مطالعه 

وتیپ گل ژن12یبراي بررسی تنوع ژنتیکRAPDنشانگر22) از 2006طبائی عقدایی و همکاران (. شد

ها تنوع ژنتیکی استفاده کردند و ژنوتیپکشور ها و مراتع تحقیقات جنگلسسه ؤممحمدي موجود در 

آقااوغلو و . استشدهدر مطالعات دیگر نتایج ضد و نقیضی با مطالعات قبلی مشاهده . مناسبی نشان دادند

9و AFLPنشانگر23از )2004و همچنین بایدار و همکاران (RAPDنشانگر14) از 2000همکاران (

هاي مختلف گل محمدي ترکیه استفاده کردند و هیچ سی تنوع ژنتیکی بین ژنوتیپربراي برSSRنشانگر

. ها مشاهده نکردندبین ژنوتیپرا تنوع ژنتیکی 

مراتع کشور اجراي یک طرح جامع تحقیقاتی تحقیقات جنگلها وسسه ؤم، 1380دهه ل یاوادر 

ده کراي و استانی براي گل محمدي آغاز پروژه تحقیقاتی ستادي، منطقه40ک به با نزدیرا کاربردي 

هاي تحقیقات مولکولی و سیتوژنتیکی، خصوصیات مورفولوژیکی، تمام جنبهاًتقریباست. این طرح جامع 

هاي زراعی و باغی و غیره جنبهها،ی، خصوصیات کمی و کیفی اسانس کلنیفنولوژیکی، فیتوشیمیا

. با )1(شکل هاي منتخب معرفی شده استعنوان ژنوتیپژنوتیپ به9ا دربرگرفته و در نهایت مرتبط ر



4 / معرفی نشانگرهاي ریزماهواره ژنومی گل محمدي

یک دستورالعمل فنی یکپارچه براي مطالعات مولکولی گل محمدي دبایتوجه به موارد مطرح شده، 

شود. نوشته 

تحقیقات جنگلها و مراتع کشورمؤسسه کلکسیون گل محمدي - 1شکل 

کارمراحل انجام 
DNAاستخراج

نه ژنوتیپ گل محمدي که طی تحقیقات وسیع و با استفاده از صفات دستورالعمل ازدر این

منتخبهايعنوان ژنوتیپتحقیقات جنگلها و مراتع کشور بهسسه ؤمبه وسیلهمورفولوژیکی و عملکردي 

DNAهاي گل محمدي از این روش براي استخراج نوتیپژ. براي بقیه استفاده شد، اندشدهمعرفی

استفاده شود. 

درجۀ - 80از گیاهان مادري انتخاب و پس از انجماد در ازت مایع، به فریزر جوانهاي برگینمونه.1

د.گراد منتقل گردسانتی
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) به شرح زیر انجام 1) (جدول 1984(سقاي معروف و همکاران، CTABبه روش DNAاستخراج .2

شود.

لیتري استریل میلی2هايبرگی در حضور ازت مایع پودر و به تیوبگرم از نمونۀمیلی100حدود .3

لیتر میکرو40گراد) و درجۀ سانتی65میکرولیتر بافر استخراج استریل گرم (حدود 800حاوي 

PVPمیکرولیتر بتا مرکاپتواتانول به هر تیوب 3کردن در زیر هود، منتقل و پس از چند بار سروته

.شوداضافه 

دقیقه 10گراد قرار داده شوند. هردرجۀ سانتی65ماري در دماي ها به مدت یک ساعت در بنتیوب.4

طور کامل با پودر برگی مخلوط شود.هند تا بافر استخراج بوها به آرامی سروته شیکبار نمونه

تا خنک دهنددقیقه در هواي اتاق قرار20-15ماري، به مدت پس از خارج شدن از بنراها نمونه.5

شوند.

ها به مدت ) به آنها اضافه و نمونه1:24ایزوآمیل الکل (به نسبت - ها، محلول کلروفورمحجم نمونههم.6

دقیقه به آرامی سروته شوند.10

ها به و فاز مایع بالایی لولهشوددور در دقیقه سانتریفوژ 7000دقیقه با سرعت 15ها به مدت نمونه.7

سرد (نگهداري شده NaClمیکرولیتر 300و گردد میکرولیتري استریل جدید منتقل 5/1هاي تیوب

) به %100میکرولیتر اتانول خالص (800ها وگراد) براي حل کردن پروتئیندرجه سانتی4در دماي 

اضافه شود.هر تیوب

دور در دقیقه سانتریفوژ شوند.3000دقیقه با سرعت 5ها به مدت ، تیوبDNAپس از ظهور کلاف .8

) 3و 2(جدول 2و1هاي شستشوي پس از تشکیل رسوب، محلول رویی تیوب تخلیه و از محلول.9

دقیقه براي شستشوي رسوب استفاده شود.10به مدت یکهر
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دماي اتاق براي خشک شدن قرار داده شده و پس از خشک شدن در DNAهاي حاوي پلیت تیوب.10

ها و تیوبشداضافه ]TE،)]1mM(EDTA),10Mm(Trisمیکرولیتر 200ها، به هر لوله کامل نمونه

حل شود.لاًکامDNAتا رسوب شدندبه مدت یک شب در دماي اتاق قرار داده 

ساعت 2مدت) به هر تیوب اضافه و بهRNase10%)ml/mg10، دو میکرولیتر RNAبراي حذف .11

قرار داده شود.Co37ماري در دماي در بن

CTABبافر استخراج ءاجزا-1جدول 

استوكغلظت نهایی لیترمیلی200حجم 
20 ml100 mMTris 1 M pH = 5/7
28 ml700 mMNaCl 5M
20 ml50 mMEDTA 5/0 M pH =8
2gr1%CTAB

130 mlH2O

1محلول شستشوي ءاجزا- 2جدول 

استوكلیترمیلی100حجم 
76 mlAbsolute EtOH

8 mlNaOAc 5/2 M

16 mldH2O

2محلول شستشوي ءاجزا- 3جدول 
استوكلیترمیلی100حجم 

76 mlAbsolute EtOH

1 mlNH4OAc

23 mldH2O
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اي پلیمرازو واکنش زنجیرهDNAتعیین کمیت و کیفیت 

، بررسی PCRاستخراج شده در انجام واکنش DNAهاي کمیت و کیفیت نمونهبا توجه به اهمیت 

د. پس از تعیین کمیت والکتروفورز ژل آگارز و اسپکتروفتومتري تعیین شکمیت و کیفیت با روش 

ند.واي پلیمراز رقیق شگرم در میکرولیتر براي استفاده در واکنش زنجیرهنانو25ها، آنها به مقدار نمونه

د.وانجام ش4میکرولیتر با اجزاي مندرج در جدول 20اي پلیمراز در حجم واکنش زنجیرهآنگاه 

هاماهوارهدر تجزیۀ ریزPCRاجزاي مورد استفاده براي - 4جدول 
میکرولیتر20مقدار براي اجزاي مخلوط

میکرولیتر10مسترمیکس قرمز 
DNA4میکرولیتر

میکرولیتر1نانوگرم در میکرولیتر)10آغازگر مستقیم (
میکرولیتر1نانوگرم در میکرولیتر)10آغازگر معکوس (
میکرولیتر4آب مقطر استریل

5گراد به مدت درجۀ سانتی94سازي اولیه در دماي چرخۀ واسرشتههاي حرارتی شامل یک چرخه

گراد به مدت یک دقیقه، اتصال آغازگردرجۀ سانتی94سازي در دماي چرخه با واسرشته35دقیقه، 

72به مدت یک دقیقه، بسط در دماي ) به آغازگر(با توجهگراددرجۀ سانتی50- 60در دماي )5(جدول 

گراد به درجۀ سانتی72یک چرخۀ بسط نهایی در دماي در نهایتگراد به مدت دو دقیقه و درجۀ سانتی

باشد. دقیقه 7مدت 

PCRالکتروفورز محصولات 

، چون اختلاف طول قطعات براي نشانگرهاي مورد استفاده در انجام شدهبر اساس مطالعات 

از اًحتم. در نتیجه نیستمختلف دبه تمایز افراهاي مختلف ناچیز بود، الکتروفورز ژل آگارز قادر ژنوتیپ
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3درصد استفاده شود. تفاوت الکتروفورز افقی (ژل آگارز 8تا 6الکتروفورز عمودي با ژل آکریلامید 

قابل مشاهده است.    2شکل درصد) در 8درصد) با الکتروفورز عمودي (ژل آکریلامید 

معکوس و دماي اتصال آغازگرهااسامی، توالی آغازگرهاي مستقیم و -5جدول 
دماي 
اتصال

نشانگرتوالی آغازگر مستقیمتوالی آغازگر معکوس

545ATCCGAACCCCGACCTGAC35CAGATTCGCCGTAGCCCTTAC3RD1

55AATTGTGGGCTGGAAATATGATCATGTGCAGTCTCCTGGTRD2
53GAGCAAGCAAGACACTGTAAAGAGAATTGAAAAGGGCAAGRD3
58GATCCGCCGTTTCCAGTCAGGTAATTTGCGGATGAAGRD4
50TCACAGACAGGACCACCTATGTGGATTTTCAGAGATACGCRD5
56GCGTCGTTCGCTTTGTTTGCCATCACTAACGCCACTAAARD6
55CACACATGCACAACTCAGAGAAACAGGCCTCTGTTCACCATCRD7
55GCAACAAGAACCAGCACAGACGGTGGAGAGGATGATGTGRD8
59CCTCATCGACAGAGTCGTCAACTCCTCCAAAGCTTCACCARD9
59CTCAAGCTGAAGCTCGGAGTCGCCCTAGTCTGCTCTCTCTCRD10
58GTCAATGTAGTCCGGTTCGGGCACTCTTGACGTTGTCCATRD11
59AGTGGAGGGCAGTCTCTGAAGGCCTAGCAAAGCAACAAACRD12
59

9
CAGAAGCTAATAAATTAACAAT

CACCA
CAGCGAAAAGAACAAGGACCRD13

59CTCGCTGATCTTGTCCATCATCTTTCGGTTCAGAAAGTTCGRD14

60TGCCAGCTTCAGTCTCACCTACAACCAACCCAAGAACTCGRD15

60TCAAATGTACCTTGCGCTTGCAACTGGGTTGGGTCAGTCTRD16
60GCGAATGATGGTGGAGAGTTAGAGGTTTAGGGCAGCCATTRD17
59GTTGGAGAAGAAGCCGTGAGCTACTCCAATGTCCGCTTCCRD18

60TGGAAGCAAGAAAAGGCAGTCGAGGAAAAACCCAAAATCCRD19

59AAGATCTTCTCTCCGGCCTTGGCGTCTCTCACATCTCAAARD20

60ATGCCACCAGAACCTTGAACGCCGTAATTCGTGGAAAGAARD21

60GCAATAGACTTGGCAGCCTCCCTAAAGCTTAAGCCCCCAARD22

60AGGCATGTAATGCTGTGGGTTCTGAGCACGACTCAACAGGRD23

59CAGATCCAAACCGAACCCTATTCTTGAGCTAAAAGTGCATCGRD24

59CTTAAATGCGCCACCAATTTAGAAAAGCGAAAGCACAAGCRD25

55GGGCAGAGAAGAAGTTGACGGCCACCATAGCCAGAGACATRD26

55AACCAAGGTTTCCAGTTCCAGACATCACCACCACCACAAGRD27

55GCACAGTCTCCACCTGACAATGGTTTGGGGTTTTGTGTCTRD28

53TCTCTTTCCCTCCTCACTCTTTAATCCAAGGTCAAAGCTGRD29

52
9

GAGCAAGCAAGACACTGTAAAGAGAATTGAAAAGGGCAAGRD30
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تفکیک قطعات. سمت راست (الکتروفورز افقی)، سمت چپ (الکتروفورز عمودي)- 2شکل 

معرفی بهترین نشانگرهاي مورد استفاده براي گل محمدي

قطعه چند شکل 16با تولید RD5و RD18هاي دهد که نشانگرنشان میانجام شدهمطالعات 

براي مطالعات مولکولی گل محمدي استفاده شود. همچنین نشانگرهاي بنابراین،بهترین نشانگر بوده

RD10 ،RD11 ،RD12 وRD14 مونومورف بوده و قابل استفاده در سنجش مولکولی تنوع در گیاه گل
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