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 چکيده

از تنوع ژنتیکی بررای اصرلاح پنبره     میگونه( ذخایر عظی 42)حدودا  Gossypiumهای جنس گونه

 آغرازگر جفرت  Gossypium ،33زراعی هستند. برای تعیین روابط ژنتیکی درون و بین گونه ای جنس 

(Primer) ده تاییRAPD   لوئیرد زراعری  رقم از دو گونره دی   13رویGossypium herbaceum L. 

(A1)   وGossypium arboreum L. (A2)  11و ( ژنوتیپ از دو گونه تتراپلوئیدAD )Gossypium 

hirsutum L. استفاده گردید. با استفاده از مارکر RAPD ً( ترا از  %2/16) 366باند تکثیر که  422 کلا

هرا محاسربه گردیرد و براسراه آنهرا      تمرام گونره   این باندها چند شکلی بودند. تشرابهات ژنتیکری برین   

هرا یکری برود. در    بین گونهمیترسیم گردید که با روابط تاکسونو UPGMAدندروگرام مربوطه به روش 

 ای برر بندی ژنتیکی استنتاج و تایید شد. تجریه خوشره برخی موارد روابط خویشاوندی به خوبی با گروه

از ژرم پلاسرم بررای   میطور بالقوه ذخایر مهکه بهمیتیکی ارقااساه تشابهات ژنتیکی برای شناسایی ژن

  .صفات کیفی الیاف هستند صورت گرفت اصلاح پنبه خصوصاً

 

 1تشابه ژنتیکی، روابط خویشاوندی، Gossypiumهای جنس ، گونهDNA: انگشت نگاری كلیدی واژگان

                                                 
 .areo.irramezani@mr :نويسنده مسئول*
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 مقدمه
مولکولی و بیوتکنولوژی صورت گرفته های شگرفی که در زمینه بیولوژی های اخیر پیشرفتدر سال

است ابزار قدرتمندی را برای مطالعات ژنتیکی تفصیلی گیاهان عالی من جملره گیاهران زراعری فرراهم     

در مری باشرد کره انقرلاظ عظی    DNAترین و مفیدترین این ابرزار نشرانگرهای   آورده است. شاید اساسی

نتیکری بوجرود آورده اسرت. امرروزه اسرتفاده از ایرن       ویژه در شناسایی ارقام و ذخایر ژاصلاح نباتات و به

گیری از این ابرزار توانمنرد مطالعرات ژنتیر      نشانگرها گسترش چشمگیری یافته و از موارد عمده بهره

 باشد.  میتکاملی و روابط خویشاوندی، طبقه بندی موجودات زنده و اصلاح نباتات 

رود، ولی برا توجره بره    میدر قرن بیستم به شمار اصلاح نباتات بر پایه  ژنتیکی، یکی از فنون موفق 

های اصلاحی برای افزایش بازده در واحرد سرطو و   بایست کارآیی روشمیافزایش  روز افزون جمعیت، 

هرای جدیردی در جهرت ترییرر سراختار ژنتیکری گیاهران مرورد اسرتفاده          زمان بهبود یافته و تکنیر  

د مرواد غرذایی و الیراف برا کیفیرت بهترر، اسرتفاده از        هرای افرزایش سرریع تولیر    قرارگیرند. یکری از راه 

باشد که با عنوان ی  علم  چند بعدی، دستاورد جدید دانشرمندان  میهای بیوتکنولوژی گیاهی تکنی 

های مختلف شناسی جهت استفاده مستقیم از علم ژنتی  در سطوح سلول است. روشو محققان زیست

تواننرد ترییراتری  را از   مری در سطو بافت، سرلول و مولکرول،    ورزی گیاهانوسیله دستبیوتکنولوژی به

هرای کلاسری  اصرلاح    پذیر سازند که از طریرق روش لحاظ نوع و فراوانی در ریخته ارثی گیاهان امکان

لکولی در دو دهه اخیر با سررعت حیررت   وباشد. دانش زیست شناسی ممینباتات غیرممکن و یا مشکل 

هرا، ابرزار   شماری گردیده است. این  پیشررفت های بیها و نوآوریپیشرفتانگیزی باعث ایجاد تحولات، 

انرد. شراید   قدرتمندی را برای مطالعات ژنتیکی تفصیلی گیاهان عالی از جمله گیاهان زراعی فراهم کرده

هرای قابرل ثبرت اطلاعرات     باشرند، کره تفراوت   DNA ترین و مفیدترین این ابزارها، نشانگرهای اساسی

هرای گرزینش   باشند. بسریاری از پیيیردگی  می( بین دو یا چند موجود DNAهای بازی لیژنتیکی )توا

کره برا      DNAتوان از طریق گزینش مستقیم ژنوتیپ و با استفاده از نشانگرهای میبراساه فتوتیپ را 

 صفات مورد نظر پیوستگی دارند، برطرف نمود.

اند. این تکنیر   بوده RFLPاند، مبتنی بر گرفته که مورد استفاده قرار DNAبیشترین نشانگرهای 

دارای معایبی نظیر طولانی بودن روش، استفاده از مود رادیواکتیو، هزینه و زحمت زیاد و عدم تشخیص 

های زراعی بوده و لذا استفاده از آن، در بسریاری از آزمایشرگاه هرا    چند شکلی کافی در بسیاری از گونه

در ژنتیر    1213( در اواسرط دهره   PCRای پلیمرراز ) جیرره دارای محدودیت است. کشرف واکرنش زن  

 ملکولی انقلابی ایجاد کرد.  

گیاهران یرا سرایر موجرودات زنرده       DNA هرای ی  روش عملی با کاربرد وسیع برای تعیین ویژگی

بررای تولیرد   هرای تصرادفی کوتراه    با پرایمرهای الیگونوکلوئوتیدی اسرت دارای تروالی   PCRاستفاده از 
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هرای جدیرد   آورییکی از فن RAPDتکنی   است، RAPDژنتیکی است. این اساه روش نشانگرهای 

وسیله ویلیامز و همکاران ابداع گردیده است. مزایرای ایرن   به 1223است که در سال  DNAنشانگرهای 

نمونره اسرت و در مروارد مختلفری در ژنتیر  و       DNAروش سهولت، سررعت و نیراز  بره مقردار کرم      

ده شده است. مشکل عمده این روش علاوه بر غالبیت آن عدم تکرارپذیر بودن نترای   نباتات استفااصلاح

مربوط به باندهای تکثیر شده است. ماهیت فرآیند تکثیر با پرایمر های کوتراه بردین ترنیرس اسرت کره      

( عمرل  Templateالگرو )  DNAعنوان یر   های زیادی در ژنوم از این پتانسیل برخوردارند که بهمکان

الگرو،   DNAو لذا مجموعه حاصل ممکن اسرت در اثرر هرر نروع ترییرری در روش آمراده کرردن        کنند 

اسرت  تحت تاثیر قرار بگیرد. این بدان معنی  PCRترکیبات موجود در واکنش و شرایط استفاده شده در

ی الگو ممکن است موجس تولید محصولات متفاوتی شرود.   DNAکه برای مثال ترییر غلظت پرایمر یا 

نتای  قابل اعتماد بستگی به استاندارد نمودن شرایط یا شناسایی ترکیبری از شررایط دارد کره برا     کسس 

 وجود ترییر در متریرهای کلیدی به نتای  ثابت منجر شود. 

شرود )اقبرال   مری ژل آگراروز اسرتفاده     PCRهای حاصرل از برای بررسی فرآورده RAPDدر روش 

تروان از آن در  مری موجود بین ارقام مناسس اسرت و حتری    (. این روش برای تعیین تنوع1222و 1224

 (.1224 ،های با دگرگشنی متریر مانند چاودار استفاده کرد )اقبال و ریبورنهای گونهتشخیص واریته

تنروع ژنتیکری ژرم پلاسرم پنبره را      RAPDنشرانگر   11( با اسرتفاده از  1226تاتیننی و همکاران )

فنوتی ی را مقایسه نمودند. آنها گزارش نمودند که دندروگرام حاصل بررسی و تنوع در سطو مولکولی و 

و  G.hirsutumو داده هرررای مرررر فولررروژیکی دو گونررره تتراپلوئیرررد   RAPDاز اطلاعرررات نشرررانگر 

G.barbadense بندی نمود. قهبرا در دو کلاستر جدا ط 

ر ارزیابی تنوع ژنتیکری  د RAPDتصادفی ده تایی برای آنالیز  آغازگر 53( 1222) اقبال و همکاران

استفاده نموده و گرزارش کردنرد    G. arboreumو  G.hirsutumرقم تجارتی پنبه از دو گونه  22بین 

 رقم پلی مورفیسم نشان دادند. 22در همه  آغازگر 42که 

ژنوتیرپ از گونره    26پرایمرر تصرادفی ده ترایی     23( برا اسرتفاده از   2333بزدی و همکاران )میقاس

پرایمر برای همره ایرن ارقرام     21نموده و گزارش نمودند که  RAPDرا آنالیز  G.hirsutumتتراپلوئید 

باند پلی مورفی  بودند. همينین ضرایس  212باند حاصل  232پلی مورفیسم نشان داده و از تعداد کل 

 درصد بود.  15-35ها در محدوده تشابه اغلس ژنوتیپ

 رقرم از گونره دی لوئیرد    2را برر روی   RAPDترایی، آنرالیز   ده گرآغاز 26( با استفاده از 2333وفایی تبار )

G. arboreum  رقم از گونه تتراپلوئید  15وG.hirsutum     آغرازگر  26انجام داده و گزارش نمرود کره تمرام 

درصد آنها پلی مورفی  بودنرد. وی همينرین    11باند تولید شده  321مورفیسم نشان داده و از بین ارقام پلی

 د که ارقام تتراپلوئید سطوح بالاتری از تشابه را نسبت به دی لوئیدها نشان دادند.گزارش نمو
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های زراعری  برای بررسی  تنوع ژنتیکی  در بین ی  سری از ژنوتیپ  RAPDتحقیق از تکنی  در این

های دنیا و همينرین ایرران   ( که بیشترین سطو زیر کشت پنبه.Gossypium  hirsutum  Lپنبه آپلند )

 نمونره از دو گونره دی لوئیرد    13 ( و.Gossypium barbadense Lدهنرد، پنبره مصرری )   میتشکیل را 

G.herbaceum L., G. arboreum L. سعی گردید دو هدف زیر بررسی شود: استفاده شد و 

 های زراعی پنبه.پلی مورفیسم موجود بین و درون گونه تعیین -1

 ای. ای و بین گونهگونه تعیین فاصله ژنتیکی و خویشاوندی ژنتیکی درون -2

 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی    الف(

و  G.herbceum ،G. arboreum G.hirsutum نمونره از چهرار گونره زراعری     21 ،1313مراه  در بهمن

G.barbadense (2و 1 هایجدول )ثانیره، برا    5-13مردت  سولفوری  غلیظ بره کرك زدایی در اسید پس از

 دان در گلخانه در مجاورت آزمایشگاه کشت گردید.در داخل گل ضدعفونی وقارچکش 
 

 پنبه تتراپلوئید مورد بررسی هایژنوتیپ مشخصات -1 جدول
 منشاء گونه نام انگلیسی رقم شماره
 ترکیه Nazili-84 G. hirsutum 14-نازیلی 1
 آمریکا Sea Island × Acala Sj2 G. hirsutum سی آیلند × 2آکالا اه جی  2
 آمریکا Sea Island G. hirsutum سی آیلند 3
 آمریکا Bakhtegan G. hirsutum *بختگان 4
 استرالیا Narabray G. hirsutum نارا برای 5
6 43342 43347 G. hirsutum یونان 
2 312-111 818-312 G. hirsutum یونان 
1 43233 43200 G. hirsutum یونان 
 بلرارستان Mehr G. hirsutum *مهر 2
 اس انیا Crema G. hirsutum ماکر 13
 ایران Sahel G. hirsutum *ساحل 11
 ایران Varamin G. hirsutum *ورامین 12
 ایران Ultan G. hirsutum *اولتان 13
 استرالیا Super Okra G. hirsutum سوپر اکرا 14
 ترکیه Irma-323 G. hirsutum 323–ایرما  15
 یونان Sindos-80 G. hirsutum 13-سیندوز 16
 مراکش Dr.Omoumi G. barbadense دکتر عمومی 12
 مصر Termus-14 G. barbadense 14-ترمس 11
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، Wilt Coker-100× 539، ورامین هیبریدی ازWilt Coker-100× 349ساحل هیبریدی از

از حاصل میاست که منشاء همه آنها آمریکا است. رقم دکتر عمو Acala Sj2بختگان حاصل از گزینش 

که  B-433از کشور مراکش مهر حاصل از گزینش از رقم  2و تادلا  6گزینش دو رقم الیاف بلند تادلا 

که منشاء آن  C1211منشاء آن بلرارستان است و اولتان از تلاقی رقم ساحل با رقم کلوستر و زودره 

 روسیه است حاصل شده است.
 

 دیپلوئید مورد بررسی هایپنبه مشخصات -2 جدول

 بومی گونه نام انگلیسی توده هشمار

 ایران Baharan-e-Mehriz G.herbaceum بهاران مهریز 1

 ایران Alyaf-Rangi G.herbaceum الیاف رنگی 2

 ایران Sorkhe-e-Semnan G.herbaceum سرخه سمنان 3

 ایران Garmsar G.herbaceum گرمسار 4

 ایران Kerman G.herbaceum کرمان 5

 Ghozeh va Barg قرمز قمقوزه و برگ  6

Ghermez-e-Qom G.herbaceum ایران 

 ایران Aria G.herbaceum آریا 2

 ایران Kashmar G.herbaceum کاشمر 1

 ایران Banafsh-e- Kerman G.herbaceum بنفش کرمان 2

 هندوستان Arboreum G.arboreum آربورئوم 13

 

 :DNA 3تگیری كمیو اندازه 2سازی، خالص1( استخراجب

 : استخراج 4ترکیبات بافر -
I. 0.1 M Tris-HCl, PH=8.0 

II. 1.0 M  NaCl  

III. 0.02 M  EDTA, PH=8.0 

IV. 2% (w/v) cTAB  

V. 2% (w/v) Polyvinlypyrrolidone-40 

VI. 1 mM 1,10-Phenanthrolin 

VII. 0.2% (v/v) -mercaptoethanol 

 :DNA سازی مواد خالص -

                                                 
1- Extraction    

2- Purification 

3- Quantification  

4- Buffer  
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I. Chloroform : isoamyl alcohol (CIA,24:1, v/v) 

II. Isopropanol 

III. 70% ethanol 

IV. 100% ethanol 

V. Low salt Tris-EDTA 

VI. Cleaning solution: 

0.05 M Tris-HCl, PH=8.0 

0.05 M EDTA, PH=8.0 

2% (w/v) cTAB  

2.05% (w/v) NaCl 

0.02% (w/v) 1,10-Phenanthrolin 

VII. 80% ethanol + 15 mM ammonium acetate 

VIII. RNase A 10mg/ml  

 

 دو رو ش جدیرد از  2مادیفیکیشرن یر   در این مطالعه از :  DNA و خالص سازی 1مراحل جداسازی

 .)نتای  در دسرت انتشرار(   ( استفاده گردید2331 ؛ لی و همکاران،2333)ژانگ و استوارت،  3مینی پرپ

گرم برداشت شده و  1/3ای شش گیاه از هر نمونه حدود های ل هزنی از برگروز پس از جوانه 13حدود 

 صورت بال  داخل ی  کروزه چینی با استفاده از ی  دسته هاون در ازت مایع آسیاظ شرده به بلافاصله

لیترر از برافر اسرتخراج    میلی 5/3س س  لیتری ریخته شد،میلی 5/1و داخل ی  لوله میکرو سانتریفیوژ 

د، بعد از گردید تا به خوبی مخلوط گرد 4تکسرثانیه وُ  63 تا 43 ودرظ لوله بسته شده  روی آن ریخته

یر  حجرم مسراوی از کلروفررم:      گراد در حمام بن ماریدرجه سانتی 65در دمای  ی  ساعتنگهداری 

 دقیقره سرانتریفیوژ گردیرد.    13 گرراد بررای  درجه سانتی g×12333 ،4ایزو آمیل الکل اضافه شده و در 

لیترر ایرزو   میلری  5/3منتقل شده و روی آن  لیتریمیلی 5/1قسمت مایع فوقانی لوله به ی  لوله جدید 

نگهداری گردید. سر س   -23ی  ساعت در دمای ریخته و برای  (گرادسانتیدرجه  -23) سرد پروپانول

پرس از   د.تریفیوژ شده و قسمت مایع حرذف شر  دقیقه سان 13برای  گرادسانتیدرجه  g×12333 ،4در 

 333ده و در ء خشر  شر  خرلا  DNA، پلرت  درصرد  133و  23شستشوی متوالی به ترتیرس در اترانول  

 سوس انسیون گردید. Low salt Tris-EDTA میکرولیتر بافر

DNA     5/3استخراجی س س در معرض ی  مرحله تمیزسازی اضافه به شرح ذیل قررار گرفرت: برا 

و پس از   5مدت ی  ساعت هم زده شدمیلی لیتر از محلول تمیز کننده مخلوط شده ودر دمای اطاق به

                                                 
1- Isolation  

2- Modification  

3- Mini Prep   

4- Vortex  

5- Shaken 
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با  DNA 1دقیقه سانتریفیوژ گردید. بعد از حذف قسمت مایع، پلت 5مدت آن محلول در دمای اطاق به

شستشو شرد.   %133لیتر اتانول میلی 5/3مول استات آمونیوم و میلی 15+ %13اتانول  لیتر ازمیلی 5/3

-Low salt Trisمیکرولیترر برافر    333در خرلاء خشر  شرد و مجردداً     سازی شده،خالص DNAپلت 

EDTA ید.سوس انسیون گرد 

کنترل کیفیت، با استفاده ازروش اس کتروفتومتری : استخراجی DNAو كیفیت  گیری كمیتاندازه

نرانومتر قرائرت و ثبرت گردیرد،      213و  263جذظ محلرول در دو طیرف   برای هر نمونه صورت گرفت،  

( برای هر نمونه بدست آورده شد. اگرر نسربت در   A260A/280نانومتر ) 213به  263س س نسبت جذظ 

داد که جذظ فقط توسرط اسریدهای نوکلكیر  صرورت گرفتره و میرزان       میبود، نشان  1/1-2محدوده 

DNA   مطلوظ بوده و از کیفیت خوبی بررایPCR       برخروردار برود و از آن در کارهرای بعردی اسرتفاده

شرد. پرس از   میر غیر این صورت نمونه مورد نظر را بیرون ریخته و نمونه دیگری استخراج دگردید، می

مربوط به طول مروج   جذظهایی که نسبت جذبی آنها در محدوده مورد نظر بود، از اعداد انتخاظ محلول

 : زیر استفاده گردید از رابطه DNA )کمیت( نانومتر جهت محاسبه میزان غلظت 263

 ) میکرولیتر/ نانوگرم ( DNA= غلظت  نانومتر 263عدد جذظ در × ضریس رقت × 53

هرم ضرریس تصرحیو     53د دفعاتی است که محلول پایه رقیق شده است. عردد  ضریس رقت، میزان تعدا

، از آظ منرانوگر  13برای یکسان نمودن غلظت همه نمونه ها به  (.1224اقبال و رایبورن، دستگاه است )

 :شدزیر استفاده  رابطهتقطیر شده طبق  استریل دوبار

2V2W  =1V1W 

 که در رابطه فوق:

1W غلظت =DNA لیهدر محلول او 

2Wمیزان =DNA  مورد نظر در محلول نهایی 

1Vه باید برداشته شودمحلول اولی که ازمی= حج 

2V)حجم کل محلولی که باید تهیه شود )محلول نهایی = 

 

                                                 
1- Pellet  



 3131(، 3( شماره )2های پنبه ایران جلد )شمجله پژوه                                                                                    72

  RAPDو آنالیز  DNA 1( تكثیرج

 2/3هرای اسرتریل   در لولره  DNAبه تفکیر  هرر آغرازگر و نمونره      PCRهای : واکنشPCRواكنش 

 تهیه شده با غلظت DNAمیکرو لیتر  5انجام گردید. برای هر مخلوط واکنش مقدار  PCR لیتریمیلی

اضرافه گردیرد کره در     3میکرولیتر از مخلوط اجزای  موجود در جدول  23میکرولیتر، به  نانوگرم بر ده

 مورد استفاده قرار گرفت.   PCRمیکرولیتری  برای انجام  25نهایت این مخلوط  واکنش 

 
 .PCRمیكرولیتری  22دار مواد مورد نیاز برای یك واكنش مق -3 جدول

 مقدار لازم برای هر نمونه )میکرولیتر( اجزای واکنش

 12/16 آظ دوبار تقطیر شده استریل

 10X PCR 5/2بافر 

 ,dATP, dTTP, dGTPاز هر ی  از  M 233)شامل dNTPمخلوط 

dCTP) 
5/3 

 mM 25/3 کلرید منیزیم

 33/3 آغازگر

 1/3 پلی مراز DNA ت 

DNA 1 ی الگو 

 25 جمع

 

( بره  Gradiant Master Cycler -Ependorf) 2دستگاه ترمو سرایکلر های تکثیر در ی  واکنش

 شرح ذیل صورت گرفت:
 ی  چرخه :

 DNAشروع واسرشت سازی                
 گرادسانتیدرجه  24 دقیقه 2

 چرخه: 45

   DNAت  رشته ای شدن              

 DNAاتصال آغازگر به                

 بسط آغازگر               

 

 ثانیه 15

 ثانیه 33

 ثانیه 23

 

 گرادسانتیدرجه  24

 گرادسانتیدرجه  43

 گرادسانتیدرجه  22

 ی  چرخه:

 بسط  نهایی                 

 

 دقیقه 5

 

 گرادسانتیدرجه  22

 

 نگهداری شد. گرادسانتیرجه د 4تا انجام الکتروفورز ژل آگارز در  PCRو محصولات تکثیر 
                                                 
1- Amplification  

2- Thermocycler   
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 : 1الكتروفورز ژل آگارز

 .استفاده شد %5/1برای انجام الکتروفورز از ژل آگارز 

 

 برای ،برای هر نمونه آغازگر RAPDحاصل از  نتای  پس از انجام الکتروفورز : RAPDهای آنالیز داده

ها در ی  جدول دو طرفه ثبرت و ضرریس   داده .امتیازدهی شد( 3) ( و عدم وجود عدد1وجود باند عدد )

با استفاده از  RAPDس س بر اساه ضرایس تشابه بدست آمده از نتای   محاسبه گردید. 2تشابه جاکارد

 ای انجام و دندروگرام مربوطه ترسیم گردید.  تجزیه خوشه UPGMAروش 

 

 نتایج

حقیرق بره نحرو مطلروبی     با استفاده از روش مورد استفاده در ایرن ت  DNA سازیاستخراج و خالص

هرر دو میرزان    %1/3صورت گرفت .نتای  حاصل از دو روش اسر کتروفوتومتری و اسرتفاده از ژل آگرارز    

استخراجی را تایید نمود. لذا این روش اقتصادی، سریع و کرم خطرر  اسرتخراج     DNAکمیت وکیفیت 

DNA  تایی برای آنرالیز دهآغازگر  33 گردد.میبرای پنبه معرفیRAPD   رد اسرتفاده قررار گرفرت    مرو

 .(4جدول)
 

 آغازگرهای تصادفی ده تایی مورد استفاده در این تحقیق. -4 جدول

 ( 5' → 3''توالی )  آغازگر شماره
تعداد کل قطعات 
 (Tتکثیر شده )

تعداد قطعات دارای 
 (P) چند شکلی

 درصد چند شکلی
133( ×P/T) 

1 OPA-03 AGTCAGCCAC 2 2 133 
2 OPA-06 GGTCCCAGAC 13 2 23 
3 OPA-07 GAAACGGGTG 14 12 16 
4 OPA-11 CAATCGCCGT 16 14 11 
5 OPB-01 GTTTCGCTCC 16 15 24 
6 OPB-03 CATCCCCCTG 13 12 22 
2 OPB-04 GGACTGGAGT 12 2 25 
1 OPB-05 TGCGCCCTTC 23 11 23 
2 OPB-07 GGTGACGCAG 15 11 23 
13 OPB-08 GTCCACACGG 21 12 11 
11 OPB-09 TGGGGGACTC 15 13 12 
12 OPB-10 CTGCTGGGAC 2 5 22 
13 UB-12 CCTGGGTCCA 14 14 133 
14 UB-16 GGTGGCGGGA 11 13 21 

                                                 
1- Agarose gel electrphoresis  

2- Jaccard's Coefficient of Similarity 
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 -4ادامه جدول   
15 UB-17 CCTGGGCCTC 13 13 133 
16 UB-18 GGGCCCTTTA 12 12 12 
12 UB-23 CCCGCCTTCC 15 15 133 
11 UB-25 ACAGGGCTCA 14 14 133 
12 UB-28 CCGGCCTTAA 21 12 52 
23 UB-29 CCGGCCTTAC 2 1 12 
21 UB-30 CCGGCCTTAG 14 14 133 
22 UB-31 CCGGCCTTCC 13 2 23 
23 UB-32 CCGCGTGGAA 2 2 133 
24 UB-34 CCGGCCCCAA 11 11 133 
25 UB-74 GAGCACCTGA 15 14 23 
26 UB-78 GAGCACCAGT 12 1 62 
22 UB-79 GAGCTCGTGT 11 12 62 
21 UB-91 GGGTGGTTGC 14 13 21 
22 UB-95 GGGGGGTTGG 23 12 15 
33 UB-96 GGCGGCATGG 12 12 133 
 -- 366 422 -- -- کل
 11 2/12 1/14 -- -- مبانگبن

 

آغازگر تصرادفی   33تعداد کل قطعات تکثیر شده و همينین تعداد باندهای چند شکل را برای  1شکل 

 دهد.مینمونه مورد بررسی نشان  21مورد استفاده در 

 

 
 آغازگر تصادفی. 33تعداد كل قطعات تكثیر شده به همراه تعداد باندهای چند شكل برای  -1 شكل
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 شکلی آغازگر مورد استفاده چند 33از تعداد قطعات تکثیر شده با آغازگرهای مختلف، متفاوت بود. 

  UB-28درصد مربوط بره آغرازگر    52ندشکلی کمترین چ درصد بود. 133آغازگر  2مورفیسم( در )پلی

بیشرترین قطعره   برود.   درصرد  11نمونره پنبره    21بوده و میانگین چندشکلی در همه آغازگرها بر روی 

عرردد و مربروط برره   2و کمتررین   OPB-08و  UB-28مربروط برره دو آغرازگر    عرردد و 21 تکثیرر شرده  

بررسی فاصله ژنتیکی و یرا خویشراوندی   آغازگر برای  33بود. از این  OPB-10و  OPA-03آغازگرهای 

-UBو  UB-12 ،UB-17وسیله آغازگرهای دست آمده بهها استفاده شد. الگوهای باندی بهبین ژنوتیپ

 نشان داده شده است.  4تا  2در شکل های  25

5’ 3’

CCT GGG TCC A UB12

1 2 3 4 5  6 7 8 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 M

 
 

. باشدمیهای پنبه مورد بررسی نمونه 22 تا 1های شماره UB-12الگوی باندی بدست آمده با آغازگر  -2شكل 

 های تتراپلوئید.ژنوتیپ 22تا  11های های دیپلوئید و نمونهژنوتیپ 13تا  1 هاینمونه
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5’ 3’

CCT GGG CCT C UB17

1 2 3 4 5  6 7 8 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 M

 

باشد. میهای پنبه مورد بررسی نمونه 22تا  1های شماره UB-17الگوی باندی بدست آمده با آغازگر  -3شكل 

 های تتراپلوئید.ژنوتیپ 22تا  11های و نمونه های دیپلوئیدژنوتیپ 13تا  1های هنمون

5’ 3’

ACA GGG CTC A UB25

1 2 3 4 5  6 7 8 10 M 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M 20 21 22 23 24 25 26 27 28 M

باشد. میهای پنبه مورد بررسی نمونه 22تا  1های شماره UB-25آغازگر  الگوی باندی بدست آمده با -4شكل 

 .های تتراپلوئیدژنوتیپ 22تا  11ای ههای دیپلوئید و نمونهژنوتیپ 13تا  1های نمونه
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ها بر اساه وجود یا عدم وجود باند بدست اساه ضرایس تشابه جاکارد بین نمونه ماتریس تشابه بر

 دهد.میدامنه ترییرات ضرایس تشابه را براساه سطو پلوئیدی نشان  5آمد. جدول 

 
 و سطح پلوئیدی نمونه های پنبه.( در دRAPDدامنه تغییرات ضرایب تشابه براساس نتایج ) -2جدول 

 دی لوئید با دی لوئید 

(2X,2X) 

 دی لوئید با تتراپلوئید

(2X,4X) 

 تتراپلوئید با تتراپلوئید

(2X,2X) 

 51/3 23/3 65/3 حداقل

 26/3 44/3 23/3 حداکثر

 22/3 34/3 22/3 میانگین

 

ابهات بدسرت آمرده از   بر اساه تشر  UPGMAبه روش ای نتای  تجزیه خوشهدندروگرام حاصل از 

های پنبه در دو گروه عمرده براسراه   این اساه نمونه آورده شده است که بر 5شکل  در RAPDآنالیز 

 اند.بندی شدهسطو پلوئیدی طبقه

 

 
 آغازگر تصادفی. 33با استفاده از  UPGMAدندروگرام ارقام پنبه بر اساس روش  – 2شكل 
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 بحث

آغازگر تصرادفی نشران دهنرده تعرداد مطلروظ بانرد        33فاده از با است RAPDنتای  حاصل از آنالیز 

بطرور  بانرد( برود، کره بره     366شکلی ایجراد شرده )   باند( و همينین تعداد باند چند 422تشکیل شده )

 .(4 )جدول درصد پلی مورفیسم مشاهده گردید 11آغازگر تصادفی  33متوسط در کل 

انرد کره ایرن دو گرروه همران دو      کلی تقسیم شده های پنبه به دو گروهنمونه 5در دندروگرام شکل 

 سطو پلوئیدی یعنی دی لوئید وتتراپلوئید ارقام پنبه است. 

 میکره برو   G.arboreum، تر  نمونره گونره    نمونه دی لوئیرد قررار دارد   13در داخل گروه اول که 

مختلرف  منراطق  میکره برو   G.herbaceumنمونه گونره   2هندوستان است در ی  کلاستر جداگانه از 

ها با اسرتفاده از صرفات مرفولروژیکی کره در فصرل      بندی نمونهایران است قرار دارند. این مطلس با گروه

از نظر صرفات   G.herbaceumایران از گونه میهای بوچهارم بخش دوم آورده شده مطابقت دارد. توده

ل خروبی نشران   هرای غیرزنرده تحمر   های محیطی خصوصرا ترنش  کیفی الیاف ضعیف بوده ولی به تنش

قدرت سازگاری پرایینی داشرته ولری صرفات تکنولروژیکی       G.arboreumدهند. ولی گونه دی لوئید می

از نتای  حاصل از این بررسی و همينین خصوصیات مرفولروژیکی   باشد.میالیاف آن در حد قابل قبولی 

توان با اسرتفاده  میشود که میهای این دو گونه به یکدیگر چنینی استنباط این ارقام و تشابه کم نمونه

با توجه به اینکه هرر   توان صفات مطلوظ این دو گونه دی لوئید را به اشتراك گذاشت.میگیری از دورگ

  گیرد.میدو گونه از نظر سطو پلوئیدی مشابه هستند لذا تلاقی آنها به آسانی صورت 

از  14Termusو  میرقرم دکترر عمرو   انرد، دو  نمونه تتراپلوئید قرار گرفته 11در داخل گروه دوم که 

   G.hirsutumنمونره مربروط بره گونره     16در ی  کلاستر مجزا قررار گرفتره و    G.barbadenseگونه 

این نتای  با اختلاف هرای  اند. براساه اختلافات و تشابهات با یکدیگر در کلاسترهای متفاوت قرار گرفته

 )رجوع شود به فصل چهارم بخش اول(. ارقام گونه جزیی از صفات مرفولوژیکی این ارقام نیز بدست آمد

G.barbadense صفات تکنولوژیکی مطلوظ بندی شدهجزو ارقام دیرره پنبه طبقههای پیما، یا پنبه ،

کره   باشرند. در حرالی  مری و مربوط به نواحی گرمسیری جهان نیرز   الیاف خصوصا طول الیاف بالا داشته

 آپلند، عمدتا جزو ارقام زودره و متوسط ره پنبه قررار گرفتره و  های یا پنبه G.hirsutum ارقام گونه

ولری صرفات تکنولروژیکی الیراف آنهرا ماننرد        باشرند میدر دامنه وسیعی از شرایط محیطی قابل کشت 

 No-200 ،Sindoz-80 ،43342. ارقام زودره تر پنبه های آپلنرد مثرل مهرر،    باشدمیهای پیما نپنبه

و  میدسیر در این تحقیق در دسته های دورتر از پنبه های پیما )دکتر عمرو همه با منشاء اروپایی و سر

14Termusهينین ارقام سراحل و بختگران   اند. ( که دارای منشاء آفرقایی و گرمسیر هستند، قرار گرفته

در ی  دسته قرار گرفتره و  میکه از ارقام تجاری ایران هستند و متحمل به بیماری پژمردگی ورتیسیلیو

 اند. های نزدی  به آنها ارقام متحمل دیگر نیز قرار گرفتهنی در دستههمينی
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توان استنباط کررد کره نشرانگر    میهای مختلف پنبه بندی گونههای انجام شده برای گروهاز بررسی

های آماری چند متریره مانند تجزیره کلاسرتر خواهرد توانسرت بررای      به همراه روش RAPDمولکولی 

اوندی، تنوع ژنتیکی و جررافیایی پنبه مورد استفاده قرار گیرد. با توجره بره تطرابق    بررسی روابط خویش

شباهت ها و اختلافات بدست آمده از دو روش مولکولی و مرفولروژیکی و همينرین منشراء جررافیرایی     

 اعتماد کرد. 5توان به نتای  بدست آمده از دندروگرام شکل میدسته های مختلف 

توان اذعان داشت کره  میهای مورد استفاده مشخص است، لذا ه اغلس ژنوتیپبا توجه به اینکه شجر

 ها بر اساه این روش ترا حرد زیرادی بره واقعیرت نزدیکنرد.      دست آمده بین ژنوتیپهای بهخویشاوندی

ای توان چنین فرض کرد که اگر چنین آنالیزی به نمونه های دیگر پنبه برا اطلاعرات شرجره   میبنابراین 

های مختلف تعمیم داده شود، احتمال فراهم کردن تصویری از روابط خویشراوندی  ا از منشاءناشناخته ی

 ژنتیکی آنها وجود دارد.

تواند در نقشه ژنتیکری جمعیرت هرا بررای     میسطو چند شکلی نمایان شده به وسیله این نمونه ها 

 د.نشانمند نمودن صفات مهم اقتصادی مانند صفات تکنولوژیکی الیاف به کار رو

روابط ژنتیکی درون و بین  و یا سایر مارکرها RAPDمحققین زیاد دیگری نیز با استفاده از تکنی  

؛ 1222؛ اقبرال و همکراران،   1226تاتیننی و همکاران، ) اندرا تعیین نموده Gossypiumای جنس گونه

 .(2333؛ وفایی تبار، 2331لی و همکاران، 

مقردم  رمضانی) در موارد زیادی گزارش شده استای پنبه هدرون گون های بین وهتروزیس در تلاقی

هرای ژنتیکری   توان بر اسراه فاصرله  میهای زراعی پنبه های اصلاح گونهلذا در پروژه (.2336و طلعت، 

را که دارای کمترین تشابه هستند با هم تلاقری داده و از هترروزیس بهرره     میحاصل از این بررسی، ارقا

و  G.barbadenseتوجره بره قابلیرت برالای تلاقری برین دو گونره تتراپلوئیرد         برد. برر ایرن اسراه برا     

G.hirsutum (2336مقدم و طلعت، رمضانی )توان خصوصیات مطلروظ ایرن دو گونره بره اشرتراك      می

های دی لوئید و تتراپلوئید از یکدیگر و استفاده از تکنیر   گذاشته شود. همينین با توجه به دوری گونه

های دی لوئید های محیطی از گونهوان نسبت به انتقال صفات مطلوظ مقاومت به تنشتمینجات جنین 

 به تتراپلوئید اقدام نمود.
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Abstract 

Gossypium species (about 49 species) are vast resources of genetic diversity for 

improvement of cultivated cotton. To determine  intra- and  inter-specific genetic 

diversity and  relationships, it was  employed 30 RAPD's random decamer primers 

on twenty eight cotton accessions from 2 diploid cultivated species (G.arboreum, 

G.herbaceum) and 2 tetraploid cultivated species (G.hirsutum, G.barbadense). A 

total of 422 RAPD bands were amplified of which 88% (366) were polymorphic. 

Similarity indices estimated on the basis RAPD markers and cluster analysis based 

on similarity values showed high correspondence between RAPD marker system 

and known taxonomic relationships.  
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