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 چکیده
شانگرهای پروتئینی و    نائین هاوندی گیاه توده مختلف 10ژنتیکی در این پژوهش، تنوع  ستفاده از ن  با ا

SRAP    شد سی  شی گیاه از برگ برر شد. نتایج پروفایل     DNAها، پروتئین و . در مرحله روی ستخراج  ا

شان داد.      15/64نوار با  20پروتئینی در مجموع  سطح  ارزیابی تنوع ژنتیکی  برایدرصد چندشکلی ن در 

DNA ،6 ترکیب آغازگری SRAP  نوار قابل امتیازدهی مشتتاهده شتتد.  583که در مجموع  شتتداستتتفاده

. بیشترین بود آغازگری مورد بررسیبرای ترکیبات  5/91با میانگین  نوار آن دارای چندشکلی 549تعداد 

درصتتدد در  21/84و کمترین چندشتتکلی   E1/M1درصتتدد در ترکیب آغازگری  12/99چندشتتکلی  

شه     E2/M2ترکیب  شد. آنالیز خو شاهده  صلی طبقه  4ها را در توده ،ایم شاخص کردبندی گروه ا های . 

و میانگین    27/0با مقدار   د h از جمله میانگین تنوع ژنتیکی نی    ،های ژنی تنوع ژنتیکی برای تمام مکان  

شانون     سطح بالایی از تمایز جمعیت        41/0مقدار  باد I شاخص  شد.  سبه  سطح  Gst=79/0محا د و 

بندی شتتتده برآورد شتتتد. تجزیه واریان       های گروه د بین جمعیت Nm=3/1مناستتتبی از جریان ژنی    

 42ها  د بیشتتتتر از واریان  میان جمعیتدرصتتتد 58واریان  درون جمعیتی   نشتتتان داد کهمولکولی 

پروتئین   در الگوی الکتروفورگرامبالایی هم طور کلی نتایج مطالعه حاضر، تنوع ژنتیکی  . بهاست د درصد 

بیشتتتر  کارآییبا تاکید بر  SRAPبا استتتفاده از نشتتانگرهای تفکیک شتتده نوارهای چندشتتکل در هم و 

شانگرهای  شان داد     SRAP ن شانگر پروتئین ن سبت به ن صله ژنتیکی   تواندمی که ن در انتخاب والدین با فا

نژادی یا بهبود به گیری ورگ های دودر برنامهیابی نقشتتهدر حال تفرق و های زیاد جهت تولید جمعیت

 پلاسم این گیاه استفاده شود.برای محافظت و مدیریت ژرم ،صفات مطلوب و همچنین

 

 SRAPتنوع ژنتیکی، ، پروتئین،Andrographis paniculata :واژگان کلید
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 مقدمه-1

شکلات   شیمیایی و بروز م شی از    اثرات جانبی داروهای  نا

ستفاده   روند  سبب شده که   الزامات زیست محیطی  آنها و ا

یل به بویژه در صتتتنایا داروستتتازی   از گیاهان دارویی      دل

در افزایش تقاضای مراکز طب سنتی و صنعت داروسازی      

 گستتترده در جهت توستتعهتحقیقات  و افزایش یافته جهان

ضروری   را گیاهان داروییگیری از بهرهبا زی پایدار کشاور

مختلف  های انجام مطالعات از جنبه ،بنابراین .[1] سازد می

ی بر استتاس  کیتنوع ژنتبررستتی  ،لیاز قب یشتتناختستتتیز

کمیت و    های فیزیولوژیک،  رشتتتد، ویژگیهای  شتتتاخص

ید متابولیت      همچنین  و  استتتان ثانویه و   های  کیفیت تول

شانگرهای پروتیئنی   سایی گونه   و مولکولی ن شنا های  برای 

  در این راستا . رسد می ی به نظرضرور  گیاهنژادی بهبرتر و 

  ایو تولید ارقام اصتتلاش شتتده با عملکرد و مواد موثره بالا 

حائز اهمیت  تولید انبوه  رایبمناستتب های پیاکوتگزینش 

آب و  کشتتور ایران از لحاج جارافیایی، اقلیمی و   .استتت 

و با رتبه بالا از نظر غنای گیاهی و         هوایی موقعیتی ممتاز 

اقلیم شتتناخته شتتده  13اقلیم از  11تنوع زیستتتی و دارای 

ست   سیاری از گونه های گیاهی   جهانی ا شگاه ب   از وو روی

تنوع اقلیم در به واستتطه  .[2]استتت دارویی گیاهان جمله

هان وجود     یاه دارویی در ج با   که  دارد ایران کمتر گ تقری

شابه آن در ایران  همان گونه و یا گونه شته   های م وجود ندا

کولاتتتا            . بتتاشتتتتد ی ن ی  پتتا ف گرا هی     1آنتتدرو از گیتتا

با نام فارسی نائین   . این گیاهاست   Acanthaceaeیخانواده

نام انگلیستتتی         با  ندی در ایران و    King of bittersهاو

سلطان تلخی  شهرت دارد  هاد در  نائین هاوندی  .[3]جهان 

یا، دارای برگ     پا یاهی علفی،  بل،     گ قا بدون کرک،   های مت

ستترشتتار از   اهیگ نی. اباشتتدمی دیستتف یهاصتتاو و با گل

  اهیگ نی. عصتتاره ااستتت ییفعال با خواص دارو باتیترک

  3دهای، فلاونوئ2دهایترپنوئید یعنیعمده  بیسه ترک یحاو

                                                 
1 Andrographis paniculata L. 
2 Diterpenes 
3 Flavonoids 
4 Stigmasterols 

فعال شتتناخته شتتده به  باتیبا ترک 4هااستتترول گمایو استتت

  یو داکستتت 6دی ، نئوآندروگرافولا 5دی گرافولاآندرو  یها نام 

شد می 7دیآندروگرافولا شان داده   قاتیتحق یطور کله. ببا ن

  ویژهبه یهاوند نینائ یداروئ اهیگ ییهوا یهااست که اندام

از جمله ضتتد  ییدارو خواصاز  یعیبا دامنه وستت آن، برگ

HIV  ضد ،H1N1   ،سهال   ت،یضد هپات ، ضد سرطان   ضد ا

   .[5و4] شوداستفاده می

ترین عوامتتل بقتتا      عنوان یکی از مهم      هتنوع ژنتیکی بتت       

هان در برابر تاییرات زیستتتتت        یا له گ موجودات از جم

  .[6]باشتتتد میبا این تاییرات  ستتتازگاری  و برای محیطی 

به کشف تنوع و ساختار ژنتیکی     ،مطالعه روی تنوع زیستی 

کند و این مطالعات استتتاس  یک جمعیت خاص کمک می  

ناختی،    های زیستتتتت مولکولی را برای درک ویژگی شتتت

سازگاری فراهم می    سیل  ز  اطلاع ابا  .[7]دکنفیلوژنی و پتان

پلاسم  ژرمتوان های بومی یک گیاه، میفاصله ژنتیکی توده 

های ژن بانک .کرداصلاحی فراهم  های مناسبی برای برنامه 

  ارزیابی دقیق و حفاظت از ذخایر، شناسایی و آوریجمابا 

یاز محققان را      توارثی و توده   های گیاهی، اطلاعات مورد ن

های متداول، اصلاش گیاهان زراعی  کنند. در روشتامین می

دارای های مطلوب از بین جواما بر اساس گزینش ژنوتیپ

گاهی از تنوع ژنتیکی     ،باشتتتد  میتنوع ژنتیکی  نابراین، آ ب

هان       پیش شتتترص اصتتتلی و اول یا گام در اصتتتلاش گ ین 

   .[6]باشدمی

ع   برای  ی  ت نوع   نی ت   ت ن گیتتاهی  هتتاتوده  نی ب  یک ی ژ از   ی 

در کنار نشتتانگرهای مبتنی بر   DNAمبتنی بر نشتتانگرهای 

فاده می     ویژگی یک استتتت یان    شتتتود.های مورفولوژ در م

-SRAP  Sequenceنشتتانگر  DNAمبتنی بر نشتتانگرهای 

related amplified polymorphism بار    که  د نخستتتتین 

  ،یستتادگ لیدلبه ،[8]افتیتوستتعه  روسیو کو یلتوستت  

پذیری  یاثربخشتتت نان، یاطم تی قابل  نه کم، تطبیق  و   ، هزی

5 Andrographolide 
6 Neoandrographolide 
7 14-Deoxy-11, 12-didehydroandrographolide 
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شش   سطح  پو شانگرها    ژنوم،زیاد در  سبت به ن   غالب ین

ند     هه  و  دارد یبرتر AFLPو  RAPD ،ISSRمان در د

سیار زیاد  در تعدادو با موفقیت طور گسترده  به گذشته    یب

های   شتتتناستتتایی منابا ژنتیکی گیاهی و توده    از مطالعات   

ستفاده قرار گرفته  طبیعی ،  SRAPتکنیک  .[10و9]اندمورد ا

ژنوم با  در اصل بر مبنای تکثیر اختصاصی نواحی کدکننده    

  GCاز  یغن یهااگزونکه استتت یی آغازگرهااستتتفاده از 

پرا  ترهتتا، ا    فوروارد  یمرهتتا ی   مو پرو ترون   ی د و  و  هتتان

د را هدو ریورس یمرهای پرا ATاز  یغن یستتترهایاستتتپ

  تیتتقتتابل یمولکول نشتتتتانگر نیا .[8و11]دهنتتدیقرار م

ها  گونه نیدر بچندشتتتکلی را از  ادییز زانیم صیتشتتتخ

دلیل  هب SRAP نشتتانگر که دهدیها نشتتان مدارد. گزارش

های کدکننده که با بروز صتتتفات موفولوژیکی  تکثیر توالی

  راتییرا با تا یهماهنگ نیشتر یبدر ارتباص مستقیم هستند،   

  از این. [12] به ستتایر نشتتانگرها دارد مورفولوژی نستتبت

طور موثری برای شتتناستتایی نشتتانگرهای  توان بهمزیت می

از طریق تلفیق نشتتتانگرهای   د informativeبخش  آگاهی 

یایی و مولکولی   فاده در   برایمورفولوژی/بیوشتتتیم استتتت

 بهره برد.نژادی مطالعات به

با توجه به اهمیت دارویی گیاه نائین هاوندی، هدو اصلی   

درون و بین   میزان تنوع ژنتیکی یابی ارزدر این پژوهش 

یت  ندی       هایی  جمع هاو نائین  یاه  فاده از       از گ با استتتت

به منظور شتتتناستتتایی  نشتتتانگرهای پروتئینی و مولکولی 

برتر برای   هتای ژنوتیتپ بخش و نشتتتتانگرهتای آگتاهی  

 .باشدمی اصلاحیهای همبرنا

 هامواد و روش -2

 یاهیگ یهانمونه 2-1

عداد  در مجموع  ندی از       10ت هاو نائین  یاه  توده مختلف گ

 شتتدمرکز تحقیقات گیاهان دارویی دانشتتگاه شتتاهد تهیه  

صادفی در   صورت طرش کاملا بهها توده این .د1 جدول  ت

های حاوی پومی  و خاک به نستتبت  گلدانستته تکرار در 

نه   2:1 قات گیاهان دارویی    در گلخا دانشتتتگاه    مرکز تحقی

 . ندشدکشت  1399در تابستان سال شاهد 

 نشانگرهای پروتئینی 2-2

 آنها یفیو ک یو سنجش کم نیپروتئ استخراج 2-2-1

یابی تنوع پروتئین   قدار   جهت ارز گرم برگ از هر  1ها، م

 ،ستتپ  .به خوبی پودر شتتدند با ازت مایاتوده انتخاب و 

ستخراج  میلی 5/2 ضافه  HEPESلیتر از بافر ا   به هر نمونه ا

 .شد

 

 های گیاه نائین هاوندیآوری بذر تودهمحل جما 1جدول 

Accession 

No. 
Region State Latitude Longitude Altitude (m) 

179 Kuala Langat Selangor 2.8038°N 101.4951° E 6 

216 Broga N. Sembilan 2. 5683°N 101.5423° E 71 

228 Felda Sendayan N. Sembilan 2.6813° N 101.8466° E 54 

249 Tanjung Ipoh N. Sembilan 2.7408° N 102.1836° E 104 

264 Kuala Kurau Perak 5.0164° N 100.4318° E 4 

265 Kuala Kurau Perak 5.0235° N 100.4355° E 5 

266 Kuala Kurau Perak 5.0164° N 100.4318° E 6 

314 Mentakab Pahang 3.4846° N 102.3503° E 39 

329 Tumpat Kelantan 6.1991° N 102.1694° E 5 

348 Besut Terengganu 5.8290° N 102.5524° E 9 
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  20مرتبه در  3-2و  شتتدند دقیقه ورتک  5برای ها نمونه

 .[13]دقیقه سانتریفیوژ شدند  20مدت هب دور بر دقیقههزار 

فاده از روش      بررستتتی کمی پروتئین با استتتت های محلول 

ها از  و برای بررسی کیفی پروتئین  [14]شد برادفورد انجام 

  میکرولیتر 20مقدار  استفاده شد.  SDS-PAGEالکتروفورز 

شده  از نمونه پروتئی ستخراج  بافر نمونه  میکرولیتر  4 در ن ا

  گراددرجه سانتی  100 دقیقه در دمای 3مدت هحل شد و ب 

فت. ستتتپ    نه  ،قرار گر هک     نمو چا های ژل  ها درون 

. الکتروفورز با  ندآمید بارگذاری شتتداکریل جداستتازی پلی

ستم الکتروفورز        90برای  90ولتاژ  سی ستفاده از  دقیقه با ا

Bio-Rad .به انجام رسید 

 SRAPنشانگرهای  2-3

 آن و کیفیت تکمیّ و تعیین DNAاستخراج  2-3-1

، در اوایل مرحله رشد رویشی  ژنومی DNAاستخراج  برای

شد     برگ تازه از هر نمونه بهگرم  1 شت  طور جداگانه بردا

ستخراج   یافته تاییر CTABروش و  ستفاده    DNAبرای ا ا

کمیت و کیفیت آن با  ، DNAپ  از استتتخراج  .[15]شتتد

وفتومتری و الکتروفورز ژل آگارز بررسی  راستفاده از اسپکت

با استتتتفاده از دستتتتگاه  محلول  DNA. میزان جذب شتتتد

سپکتروفتومتری   ست آمد. با   هب 280-260در طول موج ا د

کیفیت نوار    درصتتتد 1آگارز  استتتتفاده از الکتروفورز ژل  

DNA       صویر ژل، وجود شد. از روی ت شخص  هر نمونه م

DNAبه این ترتیب کهشتتدیت آن ارزیابی ، غلظت و کیف .  

ظت   قایستتتته    DNAغل نه از طریق م ی شتتتتدت هر نمو

های حاصتتتل با شتتتدت درخشتتتندگی  درخشتتتندگی نوار

 استاندارد تخمین زده شد. DNAهای نوار

 آغازگرهای مورد استفاده 2-3-2

عا  در این پژوهش  غازگر    6مجمو   SRAP  2ترکیتب آ

بالگری  از طریق ریورسد  4فوروارد و  یه  غر بات   اول ترکی

نوارهای چندشکل واضح و   بر مبنای تکثیرمختلف  آغازگر

انتخاب و    DNAهای  تکرارپذیر بر روی تعدادی از نمونه   

   د.2 جدول  شداستفاده ها نهایتا بر روی کل توده

 

 مورد استفاده SRAP اسامی و توالی آغازگرهای 2جدول 

 دمای اتصال 

 (گراددرجه سانتی 

 

 آغازگر توالی
 ترکیب

 آغازگر
 شماره

M* E* 

50 5´- GAC TGC GAC GAA TT ATT–3´ 5´- GAC TGC GTA CGA ATT AAT–3´ 
Em1Me1 1 

50 5- TGA GTC CAA ACC GG AGC–

3´ 
5´- GAC TGC GTA CGA ATT AAT–3´ 

Em1Me2 2 

50 5´- TGA GTC CAA ACC GG TTG–

3´ 
5´- GAC TGC GTA CGA ATT AAT–3´ 

Em1Me4 3 

50 5´- TGA GTC CAA ACC GG AGC–

3´ 
5´- GAC TGC GTA CGA ATT TGC–3´ 

Em2Me2 4 

50 5´- TGA GTC CAA ACC GG AAT–

3´ 
5´- GAC TGC GTA CGA ATT TGC–3´ 

Em2Me3 5 

50 5´- TGA GTC CAA ACC GG TTG–3´ 5´- GAC TGC GTA CGA ATT TGC–3 Em2Me4 6 

میکرولیتر   20در حجم  SRAP-PCRهای تکثیری  واکنش SRAP-PCRهای واکنش 2-3-3

گرم    50  نو لی     DNA، 4/0 نتتا ی هر کتتدام از     م مولار از 
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ها،     غازگر حد   5/1آ بافر  Taqآنزیم پلیمراز وا  ،PCR    با

چرخه   انجام شتتتد.  د dNTPsمولار میلی X1 ،2/0غلظت  

شامل یک مرحله وا  دمای   سازی اولیه در سرشت   حرارتی 

  سیکل  35سپ    دقیقه و 5مدت به گرادسانتی درجه  95

درجه   95 در ثانیه و 30مدت بهستازی  سترشتت   واشتامل  

  50ثانیه و دمای  45با زمان ، اتصتتتال آغازگر گرادستتتانتی

ترتیب  زمان و دمای توستتعه رشتتته بهو  ،گرادستتانتیدرجه 

سعه نهایی به  گرادسانتی درجه  72ثانیه و  60 مدت بود. تو

تفکیک انجام شتد.   گرادستانتی درجه  72دقیقه در دمای  5

طریق  از  SRAP-PCRهای قطعات تکثیر شتتده در واکنش

همراه  میکرولیتر  5به میزان هر تیوب محتویات ز ورالکتروف

د  Biotium -Nucleic Acid Gel Stain  ®GelRed ژل رد با 

.  انجام شتتد TAE1Xبافر حاوی درصتتد  8/1ژل آگارز  در

  با ستتتایز مارکراز برای تخمین طول قطعات تکثیر شتتتده 

 Solisشرکت   ساخت  .DNA bp100  071100050اندازه 

Biodyne  500، 400، 300، 200 ،100 دارای قطعات د که ،

باز     3000و  2000، 1500، 1000، 800، 700، 600 جفت 

شد.    ستفاده  دقیقه با   180مدت بهها الکتروفورز نمونه بود ا

شد ولت  75جریان    UVتحت نور  DNAو قطعات  انجام 

و   شتتدند مشتتاهده Gel Documentationتوستت  دستتتگاه 

 .انجام شدبرداری از ژل عک 

 ی مولکولیهاآنالیز داده 2-4

با شدت و    یباندها، تنها هاداده ینریبا  یماتر جادیا یبرا

ضوش   سب  و   100که دارای اندازه بیش از و بدون ابهام منا

د  0  عدم وجود  ای د 1صتتتورت وجود  به بودند   جفت باز  

محاسبه   )NPB (8چندشکل یشدند. تعداد باندها امتیازدهی

با    SRAP های نشتتتانگرکدام از  هر  ایجاد تمایز   توانایی و 

  ی، محتوا )PPB (9یندشتتکلچ یمحاستتبه درصتتد باندها 

ندشتتتکل     عات چ ما    ،)PIC (10یاطلا ، )DP (11زیقدرت ت

                                                 
8 number of polymorphic bands 
9 percentage of polymorphic bands 
10 polymorphic information content 
11 discriminating power 

و  )H (13ین یکیتنوع ژنتشاخص   ،)MI (12شاخص نشانگر  

 . شدبرآورد   )RP( 14کیقدرت تفک

  ،غالب ینشتتانگرها یبرای چندشتتکل درجه شینما جهت

 :[10]دش محاسبه ریاستفاده از فرمول ز با  PICشاخص
PIC = 2 fi × (1 – fi)                          (1) 

 

هنگام   در ام iنشتتتانگر  قطعه  فراوانی fiاین فرمول  که در 

ام در حالت عدم iقطعه نشتتانگر  یفراوان (fi - 1) ووجود 

   .[16]باشدمی وجود نوار

هر  یانعکاس اطلاعات چندشتتکل  یکه برا MI شتتاخص 

محاسبه    ریصورت ز به شود در نظر گرفته میجفت آغازگر 

   :[17]شد
MI = PIC × NPB                             (2) 

 

صل    شی نوارهای حا ستفاده از فرمول   )Ib (15آگاهی بخ با ا

 :  [18]شد یریگاندازه ریز
Ib = 1 − (2 × |0.5 − 

pi|)                                         (3) 

 

جمعیت مورد   فراوانی نوار تکثیر شتتتده در  pi که در آن 

 .استبررسی 

 :محاسبه شد ریصورت زبه RPشاخص 
RP = ΣIb     (4) 

 

دو   نیب زیتما  جاد یا احتمال  انگری بکه  د DP  زیقدرت تما  

با  و  یمورد بررستتت تی در جمع یتصتتتادفبا گزینش  فرد 

از طریق   باشتتدمیمتفاوت  ینواربند یاستتتفاده از الگوها

iMEC    شد سبه  سبه تعداد آلل    برای .[19]محا د،  Naمحا

  ،دIد، شتتتاخص اطلاعات شتتتانون  Ne  هاآللتعداد موثر 

مورد   یتیگوستتید، هتروزHeمورد انتظار   یتیگوستتیهتروز

ظار   یب  نا انت قاد د و uHe  ار   انی د در مPhiPT  Fst ریم

12 marker index 
13 Nei’s genetic diversity 
14 resolving power 
15 band informativeness 
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مه   از  ییای جاراف یها گروه فاده    GenAlex 6.51برنا استتتت

   .[20]شد

 بی ضتتترپلاستتتم، بندی در ستتتطح ژرم انجام گروه  برای

تکرار  1000با  Neighbor Netبه روش   P Distanceفاصله

 Bootstrap زیآنال از طریق یبندصحت گروهدست آمد و هب

 PCoA  principalهمچنین، آنتتالیز          .شتتتتد یبررستتت 

coordinates analysis عنوان مکمتتل روش تجزیتته      بتتهد 

شه  صیف بهتر رواب  ژنتیکی میان توده خو   هایای برای تو

 . شدانجام مورد بررسی 

یه  یل داده تجز یپ های  وتحل های   پروتئینی و مولکولی ژنوت

تجزیه واریان ، مقایستتته میانگین،       شتتتامل  مورد مطالعه   

شخیص و تجزیه به عامل خوشه تجزیه  ها  ای، تجزیه تابا ت

  .انجام شد JMPو  SPSSافزار  با استفاده از نرم

 نتایج و بحث -3

 هابررسی کمی پروتئین 3-1

شان داد که  واریان  تجزیهنتایج  بین   یداراختلاو معنی ن

در محتوای پروتئین کل  براستتتاسهای مورد آزمایش توده

که نشان دهنده وجود   سطح احتمال یک درصد وجود دارد

های مورد مطالعه از نظر مقدار کمی پروتئین      تنوع بین توده

 نتایج مقایسه میانگین میزان پروتئین کل . د3 جدول  است 

  نشتتتان آندروگرافی  پانیکولاتاگیاه  مختلف های بین توده

 مختلف بر استتاس میزان پروتئین کلهای داد که بین توده

داری وجود دارد. کمترین میزان پروتئین کل   معنیاختلاو 

گرم بر گرم وزن تر گیاهید در توده شتتتماره     میلی 26/0 

شترین  264 گرم بر گرم  میلی 39/0  میزان پروتئین کل و بی

 .مشاهده شد 216وزن تر گیاهید در توده شماره 

 

 

 SDS-PAGEتعداد نوارهای پروتئینی حاصل از الکتروفورز  3جدول 

 کد توده

 تعداد نوارهای

 پروتئینی

 کد توده

 تعداد نوارهای

 پروتئینی

 کد توده

 تعداد نوارهای

 پروتئینی

 کد توده

 نوارهایتعداد 

 پروتئینی

179 17 249 16 266 16 348 14 

216 17 264 16 314 17   

228 18 265 18 329 17   

 

 

 
 

 و 329: 7، 228: 6، 264: 5، 249: 4، 348: 3، 216: 2، 179: 1مارکر،  M:؛ SDS-PAGEپروفایل پروتئینی حاصل از الکتروفورز  1شکل 

 د.kDaاعداد سمت چپ وزن مولکولی   265: 8
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 هابررسی کیفی پروتئین 3-2

ین        ئ ت پرو پروفتتایتتل  برگ      از  حلول در  م توده   10هتتای 

تا      پانیکولا ندروگرافی   به روش      مورد  آ عه  طال -SDSم

PAGE  نوار قرائت شد. بیشترین تعداد نوار   18در مجموع

 نوارد و کمترین آن 18  265و  228های  پروتئینی در توده

  د. در پروفایل1شد  شکل نوارد مشاهده  14  348در توده 

  150تتتا  15پروتئینی، دامنتته وزن مولکولی نوارهتتا بین 

احیه  نکیلودالتون متایر بود و نوارها تنوع متمایزتری در سه 

تون،        15 ل لودا تون و        37تتتا  20کی ل لودا   100تتتا  50کی

 دادند. کیلودالتون نشان

 بررسی معیارهای تنوع ژنتیکی 3-3

نوار   11، پروتئینی نوار 18از مجموع نتایج نشتتتان داد که   

شکل با محتوای اطلاعاتی چندشکلی       1/48  درصدد چند 

شان داد و میزان تنوع ژنی آن   14/0 ست آمد.  هب 184/0ن د

شابه جاکارد برای تمام حالت      10های ممکن بین ضریب ت

  د. بیشتتتترین4توده مورد مطالعه محاستتتبه شتتتد  جدول    

هت ژنتیکی بین توده     با د و  95/0  249و  228، 179شتتت

شابه بین   شد  67/0  266و  216، 264کمترین ت  .د مشاهده 

ها مستتتتقل از    تشتتتابه ژنتیکی بین توده  ،بر این استتتاس

ها که از نظر آوری آنها بود، زیرا برخی تودههای جمامکان

جارافیایی نزدیک هستتتتند، الگوی نوارهای پروتیئنی آنها      

ها که فاصتتله جارافیایی  در مقابل برخی توده متفاوت بود.

های فراوانی با یکدیگر نشتتان  نستتبتا دوری دارند شتتباهت

. در برخی مطالعات مشتتتابه دیگر که بر روی تنوع       دادند 

نه  ایذخیرههای  نئیپروت یاهی   در گو جام شتتتده    اهای گ ن

بر طبق   .[21]، نتایج مشتتابهی گزارش شتتده استتت استتت

مطالعات حستتن و همکاران چندشتتکلی مشتتاهده شتتده بر  

استتتاس ایزوزایم و پروتئین بذر ریحان در مطالعات تنوع       

سطح گونه و زیرگونه قابل      سونومی در  ژنتیکی، رواب  تاک

. نتایج مطالعه حاضتتر، تنوع قابل قبولی در باشتتدمیاعتماد 

گوی    ل ین     ا ئ ی      برگ  محلول در    هتتای پروت ف آنتتدروگرا
نشتتان داد. این تنوع ممکن استتت به عواملی از    پانیکولاتا

جمله شتتترای  جارافیایی، فصتتتل کشتتتت، ارتفاع، میزان   

ها  تنوع پروتئین .[22]بارندگی و دمای سالیانه وابسته باشد 

صادفی   ست. وجود      نداردماهیت ت سته ا و به بیان ژنوم واب

های  این تنوع فرصت مناسبی را برای تعیین چندشکلی ژن   

کند. بهبود  مهم در راستتتتای اهداو اصتتتلاحی فراهم می   

ویژه  وستتتیله گزینش صتتتفات مطلوب بهژنتیکی گیاهان به

های متفاوت  دلیل زیستگاه صفاتی که اساس ژنتیکی آنها به  

 .[23]کندیت پیدا میباشد، در این حوزه، اهممی

 

 هابر اساس نتایج آنالیز پروتئین آندروگرافی  پانیکولاتاهای تشابه جاکارد بین تودهماتری   4جدول 
 348 329 314 266 265 264 249 228 216 179 کد توده

179 00/1  
         

216 81/0  00/1  
        

228 90/0  90/0  00/1  
       

249 95/0  86/0  95/0  00/1  
      

264 84/0  67/0  75/0  80/0  00/1  
     

265 89/0  71/0  80/0  85/0  94/0  00/1  
    

266 81/0  90/0  81/0  86/0  67/0  71/0  00/1  
   

314 89/0  80/0  89/0  85/0  83/0  79/0  71/0  00/1  
  

329 80/0  80/0  89/0  85/0  74/0  79/0  71/0  79/0  00/1  
 

348 80/0  80/0  80/0  85/0  74/0  79/0  80/0  70/0  89/0  00/1  
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 ژنومی DNAکیفیت سنجی استخراج  3-4

یت استتتتخراج     نداشتتتتن   DNAجهت تعیین کیف ژنومی، 

و پروتئینی و عدم شتتکستتتگی، از ژل   RNAهای آلودگی

از   DNAدرصتتد استتتفاده شتتد. کیفیت مناستتب    1آگارز 

تایج    هب  مدن ن ناشتتتی   کاذب  دستتتتت آ های   از   تکثیر

  دکند و کاهش تکرارپذیری جلوگیری میغیراختصتتاصتتی 

 .د2 شکل 

 ژنومی DNAکمیت سنجی استخراج  3-5

هتتای نمونتته   DNAبرای تعیین غلظتتت منتتاستتتتب از           

  SRAPانجام مراحل بعدی    ، برای پانیکولاتا  آندروگرافی   

شد  جدول       ستگاه نانو دراپ خوانده  س  د مقدار آنها تو

  ژنومی امکان  DNAد. وجود کمیت و کیفیت مناستتتب     5

 د.کناستفاده بهینه آن را در مرحله بعدی فراهم می

 

 
 درصد 1استخراج شده برخی از نمونه های استخراچ شده در آگارز  DNAکیفیت  2شکل

 

 توس  دستگاه نانودراپ کولاتایپان  یآندروگرافهای استخراج شده توده DNAکمیت  5جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 ای پلیمراز بررسی صحت واکنش زنجیره 3-6

ب    یه  یل تکثیر تعداد زیاد قطعات      هدر مرحله تکثیر اول در دل

شد.       PCRخلال  شان داده  سبی ن سمیر منا روی ژل آگارز ا

دلیل حضور آغازگرهای  هدر مرحله بعدی  تکثیر انتخابید ب

با دو یا ستتته نوکلئوتید انتخابی حجم قطعات تکثیر یافته          

 کند.کاهش پیدا می

 

 

 

،  PCRبررستتی کیفیت و اطلاع از بهینه بودن شتترای   برای

تدا توستتت         ها اب غازگر یب آ گارز   الگوی نواری ترک ژل آ

ترکیب آغازگرهایی که دارای       ،الکتروفورز شتتتد. ستتتپ 

الگوی نواری مناستتتب بودند برای تفکیک کامل قطعات        

ستتاز   ستترشتتته  آمید وااکریل تکثیر یافته توستت  ژل پلی

شد. پ  از اتمام الکتروفورز عمودی  ها از ژل ،الکتروفورز 

قطعات تکثیر   الگوی نواری 3تهیه شد. در شکل تصاویری 

A260/A230 A260/A280 ( غلظتng/µl) توده A260/A230 A260/A280 ( غلظتng/µl) توده 

65/2  95/1  0/712  265 55/2  85/1  0/601  179 

30/2  81/1  0/364  266 62/2  93/1  5/741  216 

43/2  88/1  0/549  314 60/2  95/1  5/729  228 

58/2  91/1  0/628  329 46/2  84/1  5/545  249 

33/2  83/1  0/343  348 47/2  84/1  5/565  264 

M        1       2        3       4        5       6        7        8      9       10 
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10       9       8       7        6       5       4        3        2        1        L 

نشتتتان داده   Em2Me3ته ترکیبات آغازگری مربوص به     یاف 

کیلو باز تا   10وستتیا بیش از دامنه شتتده استتت. نوارها در 

ها  باز قابل تفکیک بودند. برخی از تودهجفت  300کمتر از 

در محتدوده بتا وزن مولکولی کمتر، نوارهتای بستتتیتار      

قابل   به وضتتوش 3که در شتتکل چندشتتکل نشتتان دادند  

 .باشدمیمشاهده 

های تکثیر یافته  این چندشتتکلی در نوارها مربوص به توالی 

صورت حضور و یا عدم حضور     و ممکن است به  باشد می

ب  گاه    هنوار  جای یل اختلاو در  نگ  اتصتتتال   های  دل پرایمی

در محل  توکلئوتیدها اضافه شدن  یا حذو وآغزگرد در اثر 

 .[24]اتصال آغازگر یا درون قطعه قابل تکثیر باشد

کی           برای  ی ت ن نوع ژ ت بی  ی      توده   10ارزیتتا ف آنتتدروگرا

ب  ترکیب آغازگری، دارای الگوی نواری مناس 6، پانیکولاتا

نوار قابل     583شتتتد که در مجموع  استتتتفاده  و واضتتتح 

نوار دارای   549این تعداد،   امتیازدهی مشتتتاهده شتتتد. از   

  نوار برای ترکیبات آغازگری 5/91چندشکلی و با میانگین  

درصدد در   12/99بیشترین چندشکلی    مورد بررسی بود.  

  21/84و کمترین چندشتتتکلی    E1M1ترکیب آغازگری   

 مشاهده شد. E2M2درصدد در ترکیب 

د، شتتاخص نشتتانگر   PIC  محتوای اطلاعات چندشتتکلی

 MIنی       د نوع ژ ت ترکیتتب آغتتازگری         DIو  هر  برای  د 

 MIد، PIC  48/0، بیشترین شدصورت جداگانه محاسبه  هب

و   E2M3د در ترکیتتب آغتتازگری DI  29/0د و 28/26 

یب    DIو  PICکمترین  به ترت یب  25/0و  19/0  د در ترک

غازگری   ما، کمترین     هب  E2M2و  E1M1آ مد. ا دستتتت آ

مشاهده شد. میانگین     E2M2د در 79/13شاخص نشانگر    

MI های آغازگری مقدار بالایی را نشتتان داد که  در ترکیب

های  تخمین چندشکلیبیانگر سودمندی نشانگر در تمایز و 

 د.6باشد  جدول موجود در قطعات تکثیر یافته می

با استتتتفاده از   Hibiscus tiliaceusدر پژوهشتتتی بر روی 

جمعیت   9فرد از  125نوار در  566هشتتت ترکیب آغازگر 

شکلی آن       صد چند شد که در صد بود   52/88تولید  و  در

  88/47و  38/71ها بین درصتتد چندشتتکلی درون جمعیت

   .[25]متایر بوددرصد 

های   د در بررستتتی جمعیت 1391رضتتتایی و همکاران    

ستفاده   شانگر  گوناگون گل راعی با ا نوار   SRAP ،235از ن

درصتتتد آنها چندشتتتکل بودند و   97مشتتتاهده کردند که 

  38/0با میانگین  45/0و  31/0بین دو مقدار  PICشاخص  

تا   29/0ا از ه. میزان تشتتابه ژنتیکی جمعیتشتتدمحاستتبه 

 متایر بود.  89/0

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 8/1در مرحله تکثیر انتخابی قطعات برش یافته توس  ژل آگارز  Em2Me3ترکیب آغازگری الگوی نواری قطعات تکثیر یافته  3شکل 

 .348: 10و  329: 9، 314: 8، 266: 7، 265: 6، 264: 5، 249: 4، 228: 3، 216: 2، 179: 1 استاندارد مارکر L: DNA؛درصد 
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 SRAPمربوص به چند شکلی نشانگر های پارامتر 6جدول 

ترکیب 

 آغازگری
N Np %P PIC MI DI 

E1M1 114 113 12/99  19/0  28/26  28/0  

E1M2 80 77 25/96  02/0  04/17  28/0  

E1M4 86 82 35/95  36/0  55/17  27/0  

E2M2 95 80 21/84  36/0  79/13  25/0  

E2M3 114 108 74/94  48/0  60/22  27/0  

E2M4 94 89 68/94  23/0  77/19  29/0  

12/99 549 583 کل  303/0  03/117  62/1  

50/91 17.97 میانگین  52/16  05/0  5/19  27/0  

N کل نوارها: تعداد ،Np :تعداد نوارهای چند شکل ،%P :درصد چندشکلی ،PIC ،محتوای اطلاعات چندشکلی :MI :شاخص نشانگر ،DI :تنوع ژنی 
 

نه   به  چه نمو کدیگر         طور کلی هر به ی عه  طال های مورد م

با قدرت بیشتتتر تشتتخیص ی تر باشتتند، نشتتانگرهاینزدیک

ند بود.       یاز خواه ندشتتتکلی مورد ن کاران    Beljaچ و هم

د کارایی و قدرت تفکیک نشتتتانگرهای مولکولی       2003 

SSR ،SRAP  وEST-SSR   را در ارقام زیتون مورد مقایسه

قرار دادند و بیشتتتترین تعداد نوار چندشتتتکلی و کمترین  

ستی ق  شانگر  میزان هتروزیگو   SRAPابل انتظار، در مورد ن

حاصتتل شتتد. همچنین، بیشتتترین میزان شتتاخص نشتتانگر  

به   بالای این         SRAPمربوص  یت تفکیک  قابل که خود  بود 

 .[26]رساندنشانگر را به تایید می

لل فراوانی  3-7 یب      ها آ با ترک های مرتبط  یار های  و مع

 SRAPآغازگر 

  .باشتتتدمیمتایر  SRAPدر نشتتتانگر غالب  هاآللفراوانی 

و   E2M3 د در ترکیب  99/1بیشتتتترین فراوانی آلل موثر   

  برایبدستتتت آمد.    E1M1د در ترکیب  11/1کمترین آن  

در طول ژنوم  هاآللبررستتی توزیا مناستتب و یکنواخت  

شانون برای کل توده   تنوع ژنتی شاخص  ها در هر کی نی و 

 E2M3ترکیب آغازگری محاستتبه شتتد. ترکیب آغازگری  

  و 69/0و  50/0ها را به ترتیب با مقدار بیشتترین شتاخص  

غازگری    یب آ قدار      E1M1ترک با م ها را  و   1/0کمترین آن

ترکیب آغازگر   در داشتتت. بالا بودن این دو شتتاخص 2/0

E2M3 با فراوانی آللیدهد که این ترکیب آغازگر نشان می 

ها را بهتر از ستتتایر  مناستتتب توانستتتته تنوع بین کل توده

 .د7 جدول  دهدهای آغازگری نشان ترکیب

 هافاصله ژنتیکی بین توده 3-8

ها به ترتیب در مقادیر شتتباهت و فاصتتله ژنتیکی بین توده

نشتتتان داده شتتتده استتتت. .    7پایین و بالای قطر جدول 

و   216های د بین توده373/0بیشتتترین شتتباهت ژنتیکی   

  هاید بین توده035/0بود. کمترین شتتباهت ژنتیکی   249

ها  تشتتابه توده د. دلیل8مشتتاهده شتتد  جدول  265و  329

شد. ای     می سبتاً نزدیک به هم با شرای  جارافیایی ن ن  تواند 

توان به حضتتتور دو نوع تاییرات تکاملی  تشتتتابهات را می

سازگار ب     ست، که از این منبا  ا  سازگار با محی  مرتب  دان

سبتا زیاد می    صله ژنتیکی ن  در توان برای انتخاب والدینفا

 .کردهای اصلاحی استفاده برنامه
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 SRAPهای تنوع ژنتیکی مربوص به نشانگر میانگین شاخص 7جدول 

ترکیب 

 آغازگری
N Na* Ne* H* I* Ht Hs Gst Nm* 

E1M1 130 2 1135/1  1019/0  2097/0  2159/0  0862/0  6009/0  3321/0  

E1M2 130 2 1813/1  1549/0  2899/0  1019/0  0554/0  5464/0  5954/0  

E1M4 130 2 8857/1  4697/0  6625/0  1549/0  0923/0  4041/0  7372/0  

E2M2 130 2 5703/1  3632/0  5493/0  4697/0  2400/0  4890/0  5224/0  

E2M3 130 2 9882/1  4970/0  6902/0  3632/0  1477/0  5934/0  3427/0  

E2M4 130 2 4506/1  3107/0  4896/0  4970/0  1846/0  6286/0  2955/0  

Mean 130 2 5319/1  3162/0  4818/0  3004/0  1343/0  5287/0  4708/0  

Na ،تعداد آلل :Ne ،آلل موثر :I ،شاخص شانون :PIC ،محتوای اطلاعات چندشکلی :H ،درجه هتروزیگوتی :I ،شاخص شانون :Ht هتروزیگوتی مورد :

    : جریان ژنیNm: شاخص تمایز ژنی، Gst: هتروزیگوتی مشاهده شده، Hsانتظار، 
 

 SRAPنشانگر های اساس دادهبر  آندروگرافی  پانیکولاتاهای تودهشباهت و فواصل ژنتیکی  ماتری  8جدول 

 348 329 314 266 265 264 249 228 216 179 کد جمعیت

179 *** 827/0  790/0  731/0  835/0  723/0  763/0  773/0  752/0  790/0  

216 190/0  *** 702/0  689/0  736/0  699/0  737/0  721/0  704/0  743/0  

228 236/0  354/0  *** 893/0  815/0  857/0  839/0  833/0  840/0  878/0  

249 314/0  373/0  113/0  *** 841/0  792/0  804/0  765/0  788/0  819/0  

264 181/0  307/0  204/0  173/0  *** 754/0  807/0  792/0  786/0  780/0  

265 324/0  359/0  155/0  234/0  282/0  *** 879/0  923/0  966/0  933/0  

266 270/0  305/0  175/0  218/0  214/0  129/0  *** 940/0  914/0  935/0  

314 258/0  328/0  183/0  267/0  233/0  080/0  062/0  *** 940/0  936/0  

329 286/0  351/0  175/0  238/0  240/0  035/0  090/0  062/0  *** 941/0  

348 236/0  297/0  131/0  200/0  248/0  069/0  068/0  066/0  061/0  *** 

 آندروگرافیس پانیکولاتاهای تودهای تجزیه خوشه 3-9

شه  صله      تجزیه خو ضریب فا ستفاده از    Distanceای با ا

P به روشNeighbor Net  آمد و  دستتتت هتکرار ب 1000با

  شتتدبررستتی  Bootstrapتوستت  آنالیز بندی صتتحت گروه

ها  بندی نستتبت به ستتایر روشروش گروه د. این4  شتتکل

بالاتر       یک  بالا بودن   r=99/0دارای ضتتتریب کوفنت د بود. 

شان دهنده برازش     سیار ضریب کوفنتیک ن نمودار  خوب  ب

های  تودهای، براساس نتایج تجزیه خوشه   .باشد میحاصل  

بندی شتتتدند.  گروه طبقه به ستتته  آندروگرافی  پانیکولاتا

توده و گروه   2توده، گروه دوم شتتامل  4گروه اول شتتامل 

 توده بود.   4سوم شامل 

ای برخی  تجزیه خوشتتته الدینی و همکاران   در مطالعه زین  

نه  به روش     گو ناع  یپ  UPGMAهای نع های مورد   ژنوت

که در این گروه گروه  3در بررستتتی را  ندی   قرار داد  ب

هتتای مختلف از جن  نعنتتاع در یتتک گروه قرار  گونتته

  Rahim Malekهای مشابه در پژوهش گزارش .[27]گرفت

از گیاه    یهای دیگر روی گونه  د نیز،Shasany  29د و 28 

های بین  نعناع انجام شتتتد که دلیل این پدیده وجود تلاقی   

    .اعلام شدای طبیعی در گیاه نعناع گونه
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 SRAPنشانگر های اساس دادهبر  آندروگرافی  پانیکولاتاتوده  10ای با دندروگرام تجزیه خوشه 4شکل 

 

 آندروگرافی  پانیکولاتاهای تودهدر  SRAPهای نشانگر تجزیه واریان  مولکولی داده 9جدول 
 % .df SS MS Est. Var منبا تاییر

جمعیت بین  9 823/264  593/10  662/1  42 

200/237 50 درون جمعیت  281/2  281/2  58 

023/502 59 کل   943/3  100 

 تجزیه واریانس مولکولی 3-10

در تجزیه واریان  مولکولی، درصد تاییرات محاسبه شد.     

کل تاییرات،   به بین توده   42از   58ها و  درصتتتد مربوص 

، د. همچنین9وابستتته بود  جدول ها درصتتد به درون توده

با   Fstها توستتت  آماره فاصتتتله ژنتیکی میان و درون گروه

 محاسبه شد.  02/0مقدار 

  یبررستت برای و همکاران Tiwariکه توستت   یادر مطالعه

فاده از     کولاتا یپان   یآندروگراف  اهی گ یکیتنوع ژنت با استتتت

،  انجام شتتد CBDPو  RAPD ،ISSR ،SCoT ینشتتانگرها

  یآورجما یها در توده یکیاکولوژ-آگرو کی عدم تفک 

 هیتجز ن،یهمچن. [30]منطقه هند گزارش شتتد 5شتتده از 

مده تا  یمولکول ان ی وار را در درون  راتییدرصتتتتد ع

که در خصتتوص تنوع   یگرینشتتان داد. مطالعه د تیجمع

با    نیمنطقه در چ  7نمونه از   103 یبر رو اهی گ نیا یکیزنت

، نشتتان  شتتدانجام  SNPو  SRAP یاستتتفاده از نشتتانگرها

  نیا لیبود. دل یپلاستتم مورد بررستتدهنده تنوع کم در ژرم

و منشتتا مشتتترک   اهیگ نیا یودبارورواستتطه ختنوع کم به

   .[31]گزارش شد یمورد بررس یهانمونه

لدینی و زین کاران   ا تنوع ژنتیکی برخی  در بررستتتی هم

شکلی مجموع      ،های جن  نعناعگونه صد چند میانگین در

.  [27]کردند گزارش  70/94را بررستتتی مورد های  ژنوتیپ 

تا   17/0میزان تشتتابه براستتاس ضتتریب تشتتابه جاکارد از  

های  متایر بود که نشتتتان دهنده تنوع بالا در ژنوتیپ   56/0

یان  مولکولی       یه وار عه بود. تجز طال درصتتتد   98مورد م

درصد تاییرات را    2ا و هتاییرات را برای تنوع درون گونه

دلیل  همشتاهده شتد ب  ها نشتان داد. در این مطالعه  بین گونه

نه رگ وجود دو ناع،      گیری بین گو مل نع کا ای در دوران ت

ای  ای بیشتتتتر از شتتتباهت درون گونهشتتتباهت بین گونه

 .باشدمی

ها در نتیجه وجود  توزیا تنوع ژنتیکی درون و بین جمعیت

های   جریان ژنی در میان افراد یک جمعیت یا بین جمعیت      

ستگی       مختلف است و گسترش جریان ژنی در یک گونه ب

به اندازه و درجه ایزوله بودن جمعیت و جابجایی گرده و         

یان    های دگرگشتتتن   ها دارد. در جمعیت  جمعیت بذر درم

به فوا  یان ژنی بین     تنوع  یایی و میزان جر صتتتتل جاراف

در  جریان ژنی بالابا توجه به  ها وابستتته استتت وجمعیت
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شن گونه ها  ، بنابراین میزان تنوع کم بین جمعیتهای دگرگ

   ها امری طبیعی است.و تنوع زیاد درون جمعیت

 گیرینتیجه -4
صل از مطابق  شانگرهای  نتایج حا شترین   ، SRAP آنالیز ن بی

و کمترین شتتباهت بین   249و  216های توده شتتباهت بین

توان نتیجتته گرفتتت کتته  می بود. 265و  329هتتای توده

ندی توده گروه بهتر و   ،مولکولیهای  بر استتتاس دادهها  ب

زیرا تنوع   ،تر از نتایج نشتتتانگرهای پروتئینی استتتت   معتبر

شه انعکاس واقعی از تنوع ژنتیکی   پروتئینی شد نمیهمی   با

از چند شتتکلی   پروتئینیهای ویژگی "معمولا ستتوییو از 

سبتا اندکی برخوردارند.  تواند نمی پروتئینیتنوع  ،بنابراین ن

به تنهایی انعکاس دهنده تنوع ژنتیکی کلی باشتتد که برای  

مه   نا یپ    های  بر جاد ژنوت ید   های  اصتتتلاحی جهت ای جد

یاز استتتت مورد  پانیکولاتا  آندروگرافی    تنوع مولکولی   .ن

شان دادن  دلیل هب سر ژنوم طی زمان در اثر    ن سرا تفاوت در 

قرار  هایی مانند جهش، حذو و جابجایی و غیره و       پدیده  

شدی و محیطی   نگرفتن  شرای  ر ارجحیت  از ، تحت تاثیر 

علاوه بر   .ژنتیکی برخوردارند بیشتتتتری در مطالعات تنوع   

شانگرها مانند پروتئین، ایزوزایم،       این، جستجوی گسترده ن

ابزار و همچنین  کمی، های مولکولی و ویژگیرهای نشتتانگ

هتتای  جمعیتتتچشتتتم انتتدازی وستتتیا از تنوع ژنتیکی 

پانیکولاتا    ندروگرافی   به    را  آ هداو  تای ا نژادی در راستتت

هد کرد.   بالا، ب   فراهم خوا خاب    رای با وجود موارد  انت

سب های توده شرای  جارافیایی   منا سازگارتر با  بهتر   ،تر و 

نوع مورفولوژیکی،          ت یزیولوژیکی و          استتتتت کتته از  ف

صتتورت مکمل  بهفیتوشتتیمیایی و نشتتانگرهای پروتئینی  

پلاستتم و رابطه ژرماستتتفاده شتتود. آگاهی از تنوع یکدیگر 

تواند کمکی ارزشمند در  می ژنتیکی در میان مواد اصلاحی 

استتتراتژی بهبود و اصتتلاش گیاهان باشتتد. با توجه به نتایج  

س به شترین تنوع مربوص به درون  می ت آمدهد توان گفت بی

ست و از این اکوتیپ ها ها جمعیت عنوان منبا  توان بهمی ا

اصلاحی استفاده    های مختلف در برنامههای بالقوه برای ژن

  افشانی گرده هایی با دگرگونهتوان در می کرد. این نتیجه را

 بالا انتظار داشت.  

توان گفت تنوع ژنتیکی  آمده میدستتت با توجه به نتایج به

نائین هاوندی وجود دارد مورد مطالعه های تودهزیادی بین 

تواند در نتیجه وجود جریان ژنی در می و این تنوع ژنتیکی

 مختلف باشتتتدهای میان افراد یک جمعیت یا بین جمعیت

به می که  بالقوه برای ژن توان  مختلف در های  عنوان منبا 

صلاحی  های برنامه ستفاده کرد. بنابراین از آنها ا با توجه   ،ا

یپ     که برخورداری از ژنوت حداکثر       به این با  لدینی  های وا

دستتتت  هبرای ب از لحاج صتتتفات مختلف   تفاوت ژنتیکی  

نژادی مناسب و   های بهیزای انجام برنامه آوردن هتروزی ،

توان گفت که بررستتتی تنوع  می ضتتتروری استتتت، موفق،

نه  خ  ژنتیکی بین گو نه ها و انت های دور از هم برای   اب گو

 رسیدن به هتروزی  بالا مفید خواهد بود.

 منابع -5

تانلو ع،   [ 1] طب      1396دل آزاد خ، جعفری او گاه  جای د. 

سنتی و گیاهان دارویی در ایران، کنفران  بین المللی علوم  

 .1-19کشاورزی، گیاهان دارویی و طب سنتی،مشهد. 

یا ا   [2]  د. نقش 1393  شتتتتاکری م، ترحمی ش، علی ن

هان دارویی در بهره   یا تاثیر آن   گ نابا طبیعی و  برداری از م

در توستتعه پایدار منابا طبیعی، دومین همایش ملی گیاهان  

 .1-14دارویی و کشاورزی پایدار، همدان. 

های رشد  د. واکنش شاخص 1392طالعی د ، عمر و،   [3]

یاه دارویی        چای کمپوستتتتت در گ به ستتتطوش مختلف 

 Andrographis paniculata L   همایش    د نائین هاوندی ،

 .1-7ملی گیاهان دارویی آمل. 
[4] Valdiani, A., Mihdzar, A.K., Tan, S.G., Talei, D., 

Puad, M.A., Nikzad, S. (2012) Nain-e Havandi 

(Andrographis paniculata) present yesterday, absent 

today: A plenary review on underutilized herb of 

Iran’s pharmaceutical plants. Molecular Biology 

Reports, 39:5409–5424. 

[5] Hossain, S., Urbi, Z., Karuniawati, H., 

Mohiuddin, R.B., Moh Qrimida, A., Allzrag, 

A.M.M., Ming, L.C., Pagano, E., Capasso, R. 

(2021). Andrographis paniculata (burm. F.) wall. Ex 

Nees: An updated review of phytochemistry, 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

11
5.

14
01

.1
3.

3.
10

.7
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 b
io

t.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

4-
16

 ]
 

                            13 / 16

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222115.1401.13.3.10.7
https://biot.modares.ac.ir/article-22-57770-en.html


 و همکاران طالعی ... ارزیابی تنوع ژنتیکی 

27 

antimicrobial pharmacology, and clinical safety and 

efficacy. Life, 11(4):348-386. 
سی، م.، باقری، ع،    ]6[ صلاش نباتات،     1377فار صول ا د. ا

 .230انتشارات جهاد دانشگاهی مشهد، صفحه 

[7] Saeed, S., and Khan Barozai, M.Y. (2012). A 

review on genetic diversity of Wild plants by using 

different genetic markers. Pure and Applied Biology 

1: 68-71.  

[8] Li, G. and Quiros, C.F. (2001). Sequence-related 

amplified polymorphism (SRAP), a new marker 

system based on a simple PCR reaction: its 

application to mapping and gene tagging in Brassica. 

Theoretical and applied genetics, 103(2), 455-461. 

[9] Ojwang, R.A., Muge, E.K., Nyaboga, E.N., 

Mbatia, B.N. and Ogoyi, D.O. (2021). Genetic 

diversity and relationships among populations of 

jackfruit, an underutilized nutrient-rich climate-

smart fruit tree crop in Kenya and Uganda. Journal 

of Crop Improvement, 1-19. 

[10] Yi, L., Dong, Z., Lei, Y., Zhao, J., Xiong, Y., 

Yang, J., Xiong, Y., Gou, W. and Ma, X. (2021). 

Genetic Diversity and Molecular Characterization of 

Worldwide Prairie Grass (Bromus catharticus Vahl) 

Accessions Using SRAP Markers. Agronomy, 

11(10), 2054. 

[11] Robarts, D.W. and Wolfe, A.D. (2014). 

Sequence‐related amplified polymorphism (SRAP) 

markers: A potential resource for studies in plant 

molecular biology1. Applications in plant sciences, 

2(7), 14-17. 

[12] Ferriol, M., Pico, B., de Cordova, P.F. and 

Nuez, F. (2004). Molecular diversity of a germplasm 

collection of squash (Cucurbita moschata) 

determined by SRAP and AFLP markers. Crop 

Science, 44(2), 653-664. 

[13] Talei, D., Valdiani, A., and Puad, M.A. (2013). 

An effective protein extraction method for two‐
dimensional electrophoresis in the anticancer herb 

Andrographis paniculata Nees. Biotechnology and 

applied biochemistry 60: 521-526.  

[14] Bradford, M.M., (1976) A rapid and sensitive 

method for the quantitation of microgram quantities 

of protein utilizing the principle of protein-dye 

binding. Analytical Biochemistry 72, 248-254. 

[15] Aras, S., Duran, A. and Yenilmez, G. (2003). 

Isolation of DNA for RAPD analysis from dry leaf 

material of some Hesperis L. specimens. Plant 

Molecular Biology Reporter, 21(4), 461-462. 

[16] Ebrahimi, M.A. (2019). The relationship of 

ISSR markers to agronomic traits in rice under 

flooding and drought conditions. Journal of Cellular 

and Molecular Research (Iranian Journal of 

Biology), 32(1), 87-97. 

[17] Powell, W., Morgante, M., Andre, C., Hanafey, 

M., Vogel, J., Tingey, S. and Rafalski, A. (1996). 

The comparison of RFLP, RAPD, AFLP and SSR 

(microsatellite) markers for germplasm analysis. 

Molecular breeding, 2(3), 225-238. 

[18] Prevost, A. and Wilkinson, M.J. (1999). A new 

system of comparing PCR primers applied to ISSR 

fingerprinting of potato cultivars. Theoretical and 

applied Genetics, 98(1), 107-112. 

[19] Amiryousefi, A., Hyvönen, J. and Poczai, P. 

(2018). iMEC: online marker efficiency calculator. 

Applications in plant sciences, 6(6). 

[20] Smouse, R.P.P. and Peakall, R. (2012). 

GenAlEx 6.5: genetic analysis in Excel. Population 

genetic software for teaching and research—an 

update. Bioinformatics, 28(19), 2537-2539. 

[21] Ciaffi, M., Lafiandra, D., Porceddu, E., 

Benedettelli, S. (1993). Storage protein variation in 

wild emmer (Triticum turgidum ssp.) dicoccoides 

from Jordan and Turkey. Theoretical and applied 

genetics 86: 518-525.  

[22] Vollmann, J., Christina, N.F., Helmut, W., and 

Peter, R. (2000). Environmental and genetic 

variation of soybean seed protein content under 

Central European growing conditions. Journal of the 

Science of Food and Agriculture 80: 1300-1306.  

[23] Ghafoor, A., and Muhammad, A. (2008). 

Multivariate analyses for quantitative traits to 

determine genetic diversity of blackgram Vigna 

mungo L. Hepper germplasm. Pakistan Journal of 

Botany 40: 2307-2313.  

یاضتتی، ب. و ق، حستتینی ستتالکده،   نقوی، م.، قره ]42[ 

 .د. نشانگرهای مولکولی، انتشارات دانشگاه تهران1392 

[25] Tang, T, Yang Z, Shuguang J and Suhua S. 

(2003). Genetic diversity of Hibiscus tiliaceus 

(Malvaceae) in China assessed using SRAP markers. 

Annals of Botany 92: 409-414.  

[26] Belaj, A., Satovic, Z., Cipriani, G., Baldoni, L., 

Testolin, R., Rallo, L., Trujillo, I. (2003). 

Comparative study of the discriminating capacity of 

EST-SSR, SRAP and SSR markers and of their 

effectiveness in establishing genetic relationships in 

olive. Theoretical and Applied Genetics.  107: 736-

744. 

لدینی آ، فرشتتتادفر م، صتتتفری ه، مرادی و،    ]72[ زین ا

د. مطتتالعتته رواب  ژنتیکی برخی از  1392شتتتیروانی ه   

فاده از نشتتتانگر       گونه  با استتتت ناع  .  ISSRهای مختلف نع

فصلنامه علمی تتت پژوهشی زیست فناوری گیاهان زراعی.   

 .11-21د. 5 3
[28] Rahimmalek, M. (2011). Study of genetic 

relationships of some mint species using R-ISSR 

markers. Agricultural Biotechnology, 10(1), 11-17.  

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

11
5.

14
01

.1
3.

3.
10

.7
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 b
io

t.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

4-
16

 ]
 

                            14 / 16

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Belaj+A&cauthor_id=12819908
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Satovic+Z&cauthor_id=12819908
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Cipriani+G&cauthor_id=12819908
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Baldoni+L&cauthor_id=12819908
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Testolin+R&cauthor_id=12819908
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rallo+L&cauthor_id=12819908
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Trujillo+I&cauthor_id=12819908
https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222115.1401.13.3.10.7
https://biot.modares.ac.ir/article-22-57770-en.html


 1401 تابستان ،3، شماره 13 دوره  مدرس تیترب دانشگاه یفناور ستیز

28 

[29] Shasany, A.K., Shukla, A.K., Gupta, S., 

Rajkumar, S. and Khanuja, S.P.S. (2005). AFLP 

analysis for genetic relationships among Mentha 

species. Plant Genetic Resources Newsletter. 

[30] Tiwari, G., Singh, R., Singh, N., Choudhury, 

D.R., Paliwal, R., Kumar, A. and Gupta, V. (2016). 

Study of arbitrarily amplified (RAPD and ISSR) and 

gene targeted (SCoT and CBDP) markers for genetic 

diversity and population structure in Kalmegh 

[Andrographis paniculata (Burm. f.) Nees]. 

Industrial Crops and Products, 86, 1-11. 

[31] Chen, R., Wang, X.Y., Song, Y.N., Zhu, Y.F., 

Wang, P.L., Li, M. and Zhong, G.Y. (2014). Genetic 

diversity analysis of Andrographis paniculata in 

China based on SRAP and SNP. China journal of 

Chinese materia medica, 39(23), 4559-4565. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

11
5.

14
01

.1
3.

3.
10

.7
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 b
io

t.m
od

ar
es

.a
c.

ir
 o

n 
20

25
-0

4-
16

 ]
 

                            15 / 16

https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222115.1401.13.3.10.7
https://biot.modares.ac.ir/article-22-57770-en.html


 و همکاران طالعی ... ارزیابی تنوع ژنتیکی 

29 

Assessment of the genetic diversity among Nain-e Havandi 

medicinal plant accessions based on protein and SRAP 

markers  
 

Daryush Talei1, Mojtaba Khayam Nekouei2,*, Saeid Kadkhodaei3 

 

1Associate Professor, Medicinal Plants Research Center, Shahed University, Tehran, Iran 
2Associate Professor, Faculty of Biological Science, Tarbiat Modares University, Tehran, Iran 

3Assistant Professor, Agricultural Biotechnology Research Institute, Tehran, Iran 

 
 

mojtabakhayam@gmail.com 

 

 

Receipt: 2021/06/14   Accepted: 2021/12/19 

 

Abstract 
In this study, the genetic diversity of 10 different accessions of Andrographis 

paniculata was investigated using protein and SRAP markers. In the 

vegetative stage, protein and DNA were extracted from the leaves. The results 

of the protein profile indicated a total of 20 bands with 64.15% polymorphism. 

To evaluate genetic diversity at the DNA level, 6 SRAP primers were used 

and a total of 583 scalable bands were observed. A total of 549 bands had 

polymorphism with an average of 91.5 for the studied primers. The highest 

polymorphism (99.12%) and the lowest polymorphism (84.21%) were 

observed in E1/M1 E2/M2 primers, respectively. Cluster analysis produced 

four main clusters. Genetic diversity indices were calculated for all gene loci, 

including the average genetic diversity of Nei’s (0.27) and the mean of 

Shannon’s index with a value of 0.41. High level of population differentiation 

(Gst = 0.79) and good level of gene flow (Nm = 1.3) were estimated between 

the grouped populations. Molecular analysis of variance showed that intra-

population variance (58%) was higher than inter-population variance (42%). 

Overall, the results of the study showed a high genetic diversity in both protein 

electrophoresis pattern and in polymorphic bands separated using SRAP 

markers with emphasis on the greater efficiency of SRAP markers than protein 

markers, which can be selected in parents with genetic distance. It is widely 

used to produce dispersing and mapping populations in hybridization 

programs and to breed or improve desirable traits, as well as to protect and 

manage the germplasm of this plant. 
 

Keywords: Andrographis paniculata, Genetic diversity, Protein, SRAP 
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