
 
 

 وزارت جهاد کشاورزی

 سازمان تحقیقات، آموزش و ترویج کشاورزی

 ها و مراتع کشور مؤسسه تحقیقات جنگل

 
 

 (Fraxinus excelsior)ون  منتخب های نحوه تعیین پایه

  بذر باغ تشکیل برای

 با روش مولکولی
 
 
 
 

 نگارندگان:

 اصل بنائی محمدی و فرزاد یوسف

 ها و مراتع کشور اعضای هیئت علمی موسسه تحقیقات جنگل

 

1404 



 مصوب شماره دستورالعمل به منتج طرح عنوان

 برای ون منتخب های پايه ژنتیکی های قرابت ارزيابی

 چمستان تحقیقات ايستگاه در بذر باغ تشکیل
980656-09553-028-09-09-12 

 

 تشکیل برای (Fraxinus excelsior) ون منتخب های پايه تعیین نحوهعنوان دستورالعمل: 
 مولکولی روش با بذر باغ

 نگارش:
 مؤسسه طبیعی، منابع فناوری زيست تحقیقات بخش پژوهش، استاديار -محمدی یوسف

 .ايران تهران، کشاورزی، ترويج و آموزش تحقیقات، سازمان کشور، مراتع و ها جنگل تحقیقات
 مؤسسه طبیعی، منابع فناوری زيست تحقیقات بخش پژوهش، استاديار -اصل بنائی فرزاد

 .ايران تهران، کشاورزی، ترويج و آموزش تحقیقات، سازمان کشور، مراتع و ها جنگل تحقیقات
 فاطمه عباسپور مدیر داخلی:

 اصغر احمدیویراستار ادبی: 
 مريم نوبختآرا:  صفحه

های  مراتع کشور، اداره ترويج و انتقال يافتهها و  مؤسسه تحقیقات جنگل تهیه شده در:
 فناوری بخش تحقیقات زيست /تحقیقاتی
کرج، خروجی پیکانشهر، شهرک سرو آزاد، خیابان شهید گودرزی، بلوار -تهران بزرگراهنشانی: 
 .ها و مراتع کشور شناسی ملی ايران، مؤسسه تحقیقات جنگل باغ گیاه

 www.rifr-ac.ir :سایت وب  021-44787282-5: تلفن  13185-116 :صندوق پستی
 الکترونیکیشمارگان: 

  1404 - اول: انتشار سال و نوبت

 علمی مدارک و اطلاعات مرکز در 15/02/1404 تاریخ در 67297 شماره به نشریه این

 .است رسیده ثبت به کشاورزی

 



 

 

 

 

 

 

 

 دستورالعمل مخاطبان: 
 های  علمی بخش  کارشناسان، پژوهشگران و اعضای هیئت

نژادی گیاهی مؤسسات تحقیقاتی و  فناوری، جنگل، ژنتیک و به زیست

 ها  دانشگاه
 

 شوید: شما با مطالعه این دستورالعمل با موارد زیر آشنا می 

  نحوه استخراجDNAای پلیمراز و آشکارسازی  ، واکنش زنجیره

وتحلیل  های آن و معرفی نشانگرهای مورد استفاده در تجزیه فراورده

مورد استفاده در مطالعات تجزیه  SSRمولکولی و بهترین نشانگرهای 

 های مناسب برای تشکیل باغ بذر ون تنوع ژنتیکی ون و تعیین پایه

 

 
 

 

 

 

 



 

 

 فهرست
 1.......................................................................................... دهیچک

 2 .......................................................................................... مقدمه

 5 ............................................................................. کار انجام مراحل

 DNA ............................................................................... 5 استخراج

 10 ....................... مرازیپل یارهیزنج واکنش و DNA کیفیت و کمیت تعیین

 PCR .................................................. 12 محصولات یعمود الکتروفورز

 19 .......................................... هاداده هیتجز و هاهیپا یمولکول یدهازیامت

 19 ................................ ون یبرا استفاده مورد ینشانگرها نیبهتر یمعرف

 21 ............................................................... هاهیپا یکیژنت یبندخوشه

 22 ........................................................................... یکل یریگجهینت

 23 .......................................................................................... منابع

 

 
 

 

 

 



 1/    ون منتخب های نحوه تعیین پایه

 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 چکیده

ها، همیشه نبود يا کمبود بذر اصلاح شده با تنوع  در موضوع بازسازی و گسترش جنگل

ژنتیکی بالا يکی از مهمترين عوامل محدودکننده بوده است. از سوی ديگر، هزينه بالای 

های مختلف جنگلداری از تولید بذر و کاشت تا برداشت جنگل،  های لازم در زمینه فعالیت

کاری  ها در مورد کیفیت بذرهای مورد استفاده در موضوع جنگل گلموجب شده تا مديران جن

 نگرانی داشته باشند. 

هايی که در راستای بهبود شرايط نامناسب و جلوگیری از پسروی ژنتیکی   يکی از اولین گام

ای  های درختی و درختچه شود، احداث باغ بذر گونه های جنگلی برداشته می درختان و درختچه

های با کیفیت، در تأمین  تشکیل باغ بذر علاوه بر تأمین بذرهای تکرارپذير و نهالجنگلی است. 

 کند.  تنوع ژنتیکی کافی برای مطالعات آينده نیز نقش مهمی ايفا می

( از Fraxinus excelsior) ون منتخب های پايه ژنتیکی های ارزيابی قرابتدر اين راستا 

، DNAدر اين نشريه، با نحوه استخراج  بذر است. باغ مهمترين مطالعات پژوهشی برای تشکیل

ای پلیمراز، الکتروفورز عمودی، معرفی بهترين نشانگرهای چند شکل برای  واکنش زنجیره

های مناسب  های منتخب و انتخاب پايه بندی پايه بررسی تنوع ژنتیکی و مطالعات ون، خوشه

 .شد خواهید برای تشکیل باغ بذر ون در ايستگاه چمستان آشنا

 

های کلیدی:واژه ، وننشانگرهای مولکولیماهواره،  ، ريزتنوع ژنتیکی باغ بذر، 

  



 ون منتخب های نحوه تعیین پایه/    2

 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 مقدمه

از   Fraxinus excelsiorعلمی نام ، با2اروپايی يا1 معمولی گنجشک درخت ون يا زبان

 تا ايبری شبه جزيرۀ شرق از در اروپا دارد. پراکنش اروپا سراسر در که بوده  Oleaceae خانوادۀ

نروژ،  در آن حد ترين شمالی تا اروپا جنوب ای مديترانه مناطق روسیه و از مرکزی های بخش

 هايی گزارش بنا بر هیرکانی( و رويشی ايران )ناحیۀ و قفقاز مناطق در دارد. در آسیا نیز پراکنش

از  گونه اين پراکنش حد ترين شرقی ايران دارد. بومی وجود طور به گونه اين نیز آفريقا شمال در

 (.Dobrowolska et al., 2011گردد ) می محسوب گنجشک زبان

 بريتانیا مناطق پست در دريا سطح از متر 450 از آن رويش حد ارتفاعی بیشترين و کمترين

از  متر 2200 ارتفاع تا ايران در که است. درحالی جنوب سوئیس در واقع والیز در متر 1650 تا

 کاری جنگل برای را گونه اين که هايی ازجمله ويژگی. (Fraxigen, 2005دارد ) وجود دريا سطح

 استقرار سهولت آبی، های تنش تحمل شرايط زياد، رشد داده، سرعت قرار زيادی مورد توجه

 که نحوی است؛ به آن چوب تجاری و ارزش استقرار اولیۀ مراحل در بالا مانی نهال، زنده و نونهال

 فرانسه، سوئد، دانمارک، دارد. آلمان، همزمان طور به را هايی ويژگیچنین  درختی گونه کمتر

 در هستند که مناطقی ازجمله و ساير کشورها اسلواکی بلغارستان، رومانی، چک، بلژيک، اتريش،

  (.Beck et al., 2016دارند ) زيادی توجه گونه اين به ها کاری جنگل

ها  های جنگلی، سنگ بنای گسترش و بازسازی منطقی و علمی جنگل امروزه باغ بذر گونه

شود و برای دستیابی به يک منبع مطمئن و تکرارپذير بذر اصلاح شده درختان و  قلمداد می

جمله ضروريات انکارناپذير است. باغ بذر حلقه اتصال  های جنگلی، تشکیل باغ بذر از درختچه

های گیاهی از سوی ديگر محسوب  نژادگران گونه از يک سو و پژوهشگران و بهبین جنگلداران 

                                                      
1
. Common ash 

2
. European ash 



 3/    ون منتخب های نحوه تعیین پایه

 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

صورت طبیعی يا مصنوعی انجام شود )میرزايی ندوشن،  ها شايد به شود. بازسازی جنگل می

های طبیعی جنگلی، محاوط  ها، بذر مورد نیاز از توده (. در بازسازی مصنوعی جنگل1394

های جنگلی، گاهی بذر از تک  شود. در تأمین فوری بذر گونه میبذرگیری و يا از باغ بذر تأمین 

شود.  هايی با شرايط عمومی مناسب، انتخاب می درختانی که ظاهر مناسبی دارند يا از توده

آوری شده، منجر به پسروی  همین موضوع به دلیل يکنواختی و شباهت ژنتیکی بذرهای جمع

های  های جنگلی به انواع تنش حساس بودن گونههای بازسازی شده و در نهايت  ژنتیکی جنگل

(. Mohammadi and Gheytaranpour, 2022شود ) زيستی و غیرزيستی و کاهش عملکرد می

ترين راه، احداث باغ بذر و تولید بذر کافی و با  بنابراين در تأمین نیازهای درازمدت، عاقلانه

ای مستقر در آنهاست. علاوه بر اين، ه کیفیت ژنتیکی، فیزيکی و فیزيولوژيکی مناسب از پايه

امروزه تغییرات شديدی که در دما، رطوبت و ترکیبات شیمیايی جو و خاک کره زمین اتفاق 

ها اضافه  های گذشته در تقويت و توسعه جنگل افتاده است، میدان و عرصه جديدی را به چالش

ه برای مقابله با چنین تغییراتی، کرده است. بنابراين ايجاد باغ بذر برای تولید بذرهای اصلاح شد

 باشد.  بسیار حائز اهمیت می

بقای نسل بیشتر گیاهان ضامن بذر ثمره اصلی فرايندهای مهم تکاملی و لقاح بوده که 

تفاوتی از تغییرات مبا عمر طولانی شرايط  است کهجنگلی  های تچهجمله درختان و درخ از

گران  باشد که اصلاح می  ل اطلاعات مهم ژنتیکیبذر حام. کنند تجربه می را محیطی و اقلیمی

ها  کاری که در جنگل صورتی در. برند های مختلف از آن سود می ها به شکل درختان و درختچه

های هنگفتی که  ها و هزينه بخش وسیعی از تلاش ،از بذر مناسب استفاده نشود (با هر هدفی)

  .شدخواهد  نتیجه بیشود  در اين راه صرف می
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

کاری  هايی با توانمندی ويژه مناطق مورد جنگل رو تولید بذر مناسبی که بتواند نهال ايناز 

مرطوب  ها، اعم از مناطق مرطوب، نیمه کاری ناپذير در جنگل های اجتناب از ضرورت ،تولید نمايد

 (.1402)قمری زارع و همکاران،  و خشک است

ولی پرداخت نشده است. شايد يکی از متأسفانه در کشور ما به موضوع باغ بذر به صورت اص

ها و  سازمان جنگل 1398در سال های اقتصادی در کشور است.  دلايل آن، سطح کم جنگل

مراتع کشور برنامه توسعه و احیاء زيست بوم زاگرس را تصويب نموده و بنا دارد با شناسايی 

اراضی هکتار  120000 ها محوطه بذری و جمع آوری بذر از آنها نسبت به احیاء بیش از ده

بوم زاگرس،  زيستهمسو با برنامه  ،از سويی ديگر. از طريق بذرکاری و نهال اقدام نمايدجنگلی 

 2 ساله حداقل 10های ايران در نظر دارد در افق  ای با عنوان توسعه و احیاء جنگل در برنامه

هیرکانی، ارسبارانی، جمله  های ايران در نواحی مختلف رويشی از هکتار به سطح جنگل میلیون

 (.Espahbodi et al., 2011کند )سندی اضافه  -عمانی و صحارا -تورانی، خلیج -ايران

 ،ها، مراتع و آبخیزداری سال از سابقه سازمان جنگل 50گذشت بیش از  با وجوددر ايران 

ها و  پايه تکبا فنوتیپ برتر در خارج از شمال و  یهاي پايه تک ،مین بذرأهنوز منبع اصلی ت

اگرچه انگشت شمار باغ بذرهايی در ناحیه هیرکانی . باشد های بذری در شمال کشور می محوطه

 . شود ولی هنوز از بذر آنها استفاده نمی ،ايجاد گرديد

های  های هیرکانی و لزوم ايجاد باغ بذر گونه بنابراين با توجه به اهمیت درخت ون در جنگل

ها، تدوين دستورالعمل فنی برای بررسی تنوع  های توسعه و احیا جنگل مهم و تدوين برنامه

 های منتخب ون در راستای تشکیل باغ بذر حائز اهمیت است.  ژنتیکی پايه

  



 5/    ون منتخب های نحوه تعیین پایه

 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 مراحل انجام کار

 DNA جاستخرا

ی )شاداب، ظاهر سالم، هرس فنوتیپ مناسبپايه ون که از  18دستورالعمل از  در اين

و از سه ناحیه پل سفید، دهمیان و سنگده در استان مازنداران برخوردار بودند  طبیعی، چیره(

متر و ارتفاع آنها  سانتی 8/57تا  6/10های مادری  آوری شده بودند، استفاده شد. قطر پايه جمع

 های مادری میانسال بودند.  (. اکثر پايه1متر متغییر بود )جدول  29تا  8/7از 

ق جنگلی جنوب شهر پل سفید سوادکوه معروف به پايه مورد بررسی دو پايه در مناط 18از 

کاری شده اطراف روستای دهمیان سوادکوه و  جنگل سرت، نه پايه مادری در مناطق جنگل

 کاری شده روستای سنگده ساری واقع بودند. هفت پايه مادری در مناطق جنگل

هايی که  اهکیلومتری رويشگ 15در نهالستان لاجیم واقع در فاصله  ی،پس از بوجاربذرها 

تحت استراتیفه  ی،مادر های هيپا کیبه تفک ،در ماسه مرطوبهای مادر در آن قرار داشتند،  پايه

 قرار گرفتند.

و  قهیدق 5درجه و  53در مختصات  یسار یجنوب غرب یلومتریک 30در  مینهالستان لاج 

متر از  672فاع ثانیه عرض شمال و در ارت 35دقیقه و  15درجه و  36ثانیه طول شرقی، در  58

 100هايی به ابعاد  در کرت یمادر هيپا کیشده، به تفک گذاری هيلا یسطح دريا قرار دارد. بذرها

متر از هم و نیز روی خطوط کاشت با فاصله  سانتی 20رديف با فاصله  5متر در  سانتی 150در 

ها مورد  صورت هفتگی نهال عدد بذر کاشته شد. به 50متر کاشت گرديد. در هر کرت  سانتی 15

لستان انجام شد. برای های هرز و آبیاری طبق روال معمول نها بازديد قرار گرفتند. وجین علف

نهال نمونه برگ تازه تشکیل شده  4های مورد نظر از  های مولکولی از هر يک از کرت بررسی

 برای بررسی های مولکولی تهیه گرديد و در محتوای سیلیکاژل به آزمايشگاه منتقل گرديد. 
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 های مادری اطلاعات کمی و مختصات جغرافیایی پایه -1جدول 

 ارتفاع )متر( (cm)قطر پایه  ارتفاع از سطح دریا ناحیه ها پایه

P1 PS 950 34.4 19.5 

P2 PS 951 48.4 29 

P3 D 1198 23.1 15.5 

P4 D 1218 19.5 13.6 

P5 D 1218 10.6 8.5 

P6 D 1221 29.60 12.7 

P7 D 1222 23.10 14.5 

P8 D 1219 58.7 23.8 

P9 D 1215 16.9 7.8 

P10 D 1229 35.8 13.2 

P11 D 1231 21.5 14.7 

P12 S 1441 16.2 10.5 

P13 S 1428 22 15.5 

P14 S 1296 16.4 8.7 

P15 S 1256 20.5 17.5 

P16 S 1197 31.4 12.4 

P17 S 1197 14.2 8.5 

P18 S 1187 11.78 10.2 


 

PS: ،پل سفید D: ،دهمیان
 

S:
 

 سنگده

 

( به شرح زير 2( )جدول 1984)سقای معروف و همکاران،  CTABبه روش  DNAاستخراج 

 (.1انجام شود )شکل 

 های برگی در حضور ازت مايع پودر و به تیوب  گرم از نمونۀ میلی 100حدود  (1

 65میکرولیتر بافر استخراج استريل گرم )حدود  800لیتری استريل حاوی  میلی 2

منتقل و پس از چند بار وارونه کردن در زير  PVPلیتر  میکرو 40گراد( و  درجۀ سانتی

 میکرولیتر بتا مرکاپتواتانول به هر تیوب اضافه شود. 3هود، 



 7/    ون منتخب های نحوه تعیین پایه

 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

گراد قرار داده شوند.  درجۀ سانتی 65ماری در دمای  مدت يک ساعت در بن ها به تیوب (2

پودر طور کامل با  ها به آرامی وارونه شوند تا بافر استخراج به بار نمونه دقیقه يک 10هر 

 برگی مخلوط شود.

دقیقه در هوای اتاق قرار  15-20مدت  ماری، به ها را پس از خارج کردن از بن نمونه (3

 دهید تا خنک گردد.

( به آنها اضافه و 1-24ايزوآمیل الکل )به نسبت  -ها، محلول کلروفورم حجم نمونه هم (4

 دقیقه به آرامی وارونه شوند. 10مدت  ها به نمونه

دور در دقیقه سانتريفوژ شود و قسمت  7000دقیقه با سرعت  15 مدت ها به نمونه (5

 300لیتری استريل جديد منتقل گردد و  میلی 5/1های  ها به تیوب مايع بالايی لوله

گراد( برای حل کردن  درجه سانتی 4سرد )نگهداری شده در دمای  NaClمیکرولیتر 

 تیوب اضافه شود. %( به هر100میکرولیتر اتانول خالص ) 800ها و  پروتئین

دور در دقیقه  3000دقیقه با سرعت  5مدت  ها به ، تیوبDNAپس از رؤيت کلاف  (6

 سانتريفوژ شوند.

 2و  1های شستشوی  پس از تشکیل رسوب، محلول رويی تیوب تخلیه و از محلول (7

 دقیقه برای شستشوی رسوب استفاده شود. 10مدت  ( هريک به4و  3)جدول 

در دمای اتاق برای خشک شدن قرار داده شده و پس  DNAهای حاوی رسوب  تیوب (8

 ,TE،[Tris(10Mm)میکرولیتر  200ها، به هر لوله  از خشک شدن کامل نمونه

EDTA(1mM)]  مدت يک شب در دمای اتاق قرار داده  ها به اضافه گردد و تیوب

 کاملاً حل شود.  DNAشوند تا رسوب 

( به هر تیوب اضافه و mg/ml 10) RNase %10، دو میکرولیتر RNAبرای حذف  (9

 قرار داده شود. oC37ماری در دمای  ساعت در بن 2مدت  به
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 CTABاجزاء بافر استخراج  -2جدول 

 استوک غلظت نهایی لیتر میلی 200حجم 

20 ml 100 mM Tris 1 M  pH = 5/7  

28 ml 700 mM  NaCl 5 M 

20 ml 50 mM  EDTA 5/0  M   pH =8 

2g 1%  CTAB 

130 ml  H2O 

 

 1اجزاء محلول شستشوی  -3جدول 

 استوک لیتر میلی 100حجم 

76 ml Absolute EtOH 

8 ml  NaOAc 5/2  M 

16 ml dH2O 

 

 2اجزاء محلول شستشوی  -4جدول 

 استوک لیتر میلی 100حجم 

76 ml Absolute EtOH 

1 ml  NH4OAc 

23 ml dH2O 
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 الف ب

 د ج

  DNAمراحل استخراج  -1شکل 

 الف( تشکیل سه فاز در مرحله استخراج،

 ، DNAب( تشکیل کلاف  

 ج( دستگاه الکتروفورز مورد استفاده،  

  درصد 8/0الکتروفورز شده در ژل آگارز  DNAد( 
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 پلیمراز ای زنجیره واکنش و DNA کیفیت و کمیت تعیین

، PCRاستخراج شده در انجام واکنش   DNAهای  با توجه به اهمیت کمیت و کیفیت نمونه

بررسی کمیت و کیفیت با روش الکتروفورز ژل آگارز و اسپکتروفتومتری تعیین شود. پس از 

گرم در میکرولیتر برای استفاده در واکنش  نانو 25ها، آنها به مقدار  تعیین کمیت نمونه

میکرولیتر با اجزای  20حجم  ای پلیمراز در ای پلیمراز رقیق شوند. آنگاه واکنش زنجیره زنجیره

 انجام شود. 5مندرج در جدول 
 

 ها در تجزیة ریزماهواره PCRاجزای مورد استفاده برای  -5جدول 

 میکرولیتر 20مقدار برای  اجزای مخلوط

 میکرولیتر 10 محلول واکنش آماده

DNA 4 میکرولیتر 

 میکرولیتر 1 نانوگرم در میکرولیتر( 10آغازگر رفت )

 میکرولیتر 1 نانوگرم در میکرولیتر( 10برگشت ) آغازگر

 میکرولیتر 4 آب مقطر استريل

 

گراد  درجۀ سانتی 94سازی اولیه در دمای  های حرارتی شامل يک چرخۀ واسرشته  چرخه

مدت يک دقیقه،  گراد به درجۀ سانتی 94سازی در دمای  چرخه با واسرشته 35دقیقه،  5مدت  به

مدت يک  گراد )با توجه به آغازگر( به درجۀ سانتی 50-60( در دمای 6اتصال آغازگر )جدول 

مدت دو دقیقه و در نهايت يک چرخۀ بسط نهايی  گراد به درجۀ سانتی 72دمای دقیقه، بسط در 

  دقیقه باشد.  7مدت  گراد به  درجۀ سانتی 72در دمای 
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 مورد استفاده SSRاطلاعات نشانگرهای  -6جدول 

 دمای

 اتصال
 نشانگر توالی آغازگر مستقیم توالی آغازگر معکوس

54 ATCAACTGAAGATGACGACG AGCAGCATTTATGAATGTTC FE1 

50 TACAAGGTGATATCACTTCT TCTTTATCATCAAAAAATAA FE2 

55 GCTGTTTCAGGCGTAATGTG TTCATGCTTCTCCGTGTCTC FE3 

54 TCCGAGTGATGCCTACTCTA GGATTGAGATTCAATTTGCA FE4 

55 AGCGTTGTCCTTAACTTTT TGTAGCTCAGGATTGGCAAT FE5 

50 AAATATCCGGTGCTTGTGTA TTGAGCAACATGTAATTATG FE6 

50 TAGTTCTACTACTTCAAGAA GATAGCACTATGAACACAGC FE7 

50 GATGGACGGGCATTCTTAAT TTTTTGGAACCCTTGATTTT FE8 

52 CAACATACAGCTACTAATCA TTTAACAGTTAACTCCCTTC FE9 

52 TGCTCGCATATGTGCAGATA CTGTTCAATCAAAGATCTCA FE10 

56 GGACCCAAACACACTGTCG AGTAGCCCACTGCCACTAGC FE11 

56 TGGAGAGATTTAGCAGCAAGC TCTTCAATGCCTCTACTCAGTAA

CC 

FE12 

56 TGGATGAATGCTATGGGTCC GCTTCCCAATACTAAACTCAGA

CG 

FE13 

56 GATTGAGGTAAGAGACTGAAATG

G 

ATAGGATGCCATACATGCCG FE14 

56 CACTCCACAAGCTAAAGAGGG ACAGAGGTTGAAGTGGCAG FE15 
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 PCR محصولات عمودی الکتروفورز

 یبه نشانگرهاط مربوه تکثیر شد DNA تقع قطعادر واکه  PCR تتفکیک محصولاای بر

 شد. ده ستفاا )دیعمورز فوولکترا(مید آ کريلا پلیرز ژل فوولکتراز ا ،هستنداره يزماهور

با و ست اکم ر ها معمولاً بسیا ارهيزماهوه رتکثیر شدت طولی بین قطعاف ختلاا ايرز

مختلف تمايز ت بین قطعاد و به خوبی تفکیک کررا  آنهاان تو نمیرز گاژل آسیله وبه رز فوولکترا

 .قائل شد

اد و مودرصد استفاده شود.  8تا  6 میدآ کريلا پلیژل در نتیجه حتماً از الکتروفورز عمودی با 

 .سته امدآ 7در جدول  میدآ کريلا پلیژل ساختن ای برز نیارد موی ها لمحلو

 

 میدآ کریلا پلیژل ساختن ای برز نیارد موی ها لمحلواد ومو -7جدول 

 دهستفارد اموان میز ژلساخت هر ای برز نیارد مواد مو

 لیتر میلی 12 صددر 40مید آ کريلل امحلو

 لیتر میلی 10X TBE 6بافر 

 میکرولیتر 400 (APS)ت پر سولفام مونیول آمحلو

 میکرولیتر 40 (TEMED)مین دی آتیلن امتیل ا تتر

 برسد لیتر میلی 60نهايی به ل که حجم محلوای  ازهندابه  مقطرآب 
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 ود.شده ماآ يرر زستودطبق ژل ساختن ای برزم لای ها لمحلوا بتدا

 

 صددر 40 میدآ کریلا لمحلو تهیه

 لیتر میلی 100مقطر به حجم آب مید با آ کريلابیس در پوم گر 2و مید آ کريلدر اپوم گر 38

مید به علت آ کريلدر اشت که پودابايد توجه شود. به خوبی حل  همزنسیله وبه  ه وساندر

  .دفلجی شود يجااست باعث اممکن ده و بوک خطرنار بسیا، توکسیکروشتن خاصیت نودا

ای هواز آن در حاصل د که گرد شو سعیو  گرددده ستفااماسک از بايد آن با ر کام هنگادر 

 .دپخش نشواف طرا

 

 TBE 10X بافر تهیه

آب با  EDTAم گر 44/7و  (Tris-Base)تريس بیس م گر 8/107، يکرسید بوم اگر 55

 شود.کامل حل ر طو به همزنسیله وبه ه و ساندرحجم يک لیتر  مقطر به

 

 (APS) تسولفا پر ممونیوآ لمحلو تهیه

به ر چند باه و ساندر لیتر میلیمقطر به حجم يک آب با ت پر سولفام مونیودر آپوم گر 1/0

، نمايیدده ستفاو انه تهیه رت روزابه صورا  APSل ست محلوابهتر شود. تا حل ن داده تکا میآرا

 ژلن شده پلیمريزن مات زمدو کاهش يافته آن يی راکال محلو ينا ماندن باقیرت صوا در يرز

 .دشو مید ياز
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 ژل و هستگاد زیسا دهماآ

 BIOشرکت  Sequi-Gen GTعمودی مورد استفاده در اين دستورالعمل  رزفوولکتره استگاد

RAD ژل، از ساختن هر ای بر .هدی دجاد خوژل را در  يکده، ستفار اهر بادر ند امیتو بود که

ه، ستگای دها پیچو ها  هسیله گیروبه را ها  شیشه .شودده ستفااشکل  مستطیلیشیشه د عددو 

 (Spacerانداز ) فاصلهاز  متری ژل، ضحامت يک میلید يجاای ابرو شته داهم نگه ر کنادر 

 10X TBE لیتر میلی 6اه صد به همردر 40مید آ کريلل امحلو لیتر میلیدوازده  .گرديدده ستفاا

ه اندسرلیتر  میلی 60به آن مقطر حجم آب با و يخته ر لیتر میلی 100يک بشر به ظرفیت در 

ده و ضافه کرا TEMEDلیتر ومیکر 40و  APSلیتر ومیکر 400، حاصلل سپس به محلو .شود

به ط مربو شانهو يخته ه رستگادشیشه دو بین ی فضادر می آرابه ل را محلو .کنیدط مخلو

ده ما، ژل آقیقهد 15 تا 10ن مات زمدن طی شداز پس  گیرد.ار قردر آن ساخت چاهک 

اری از مقدن شدای  له، از ژمیدآ کريلن اشده پلیمريزن از طمئن شدمای بران تو می .ودش می

بین د در موجودن ژل بوده ماای آبر ریمعیاان به عنو، سته اته بشر باقی مانددر که ل محلو

  .دکرده ستفاه استگای دها شیشه

بخش وی ژل و حای ها شیشهاز مجموعه متشکل ن ژل، شدده مان از آطمینااز ابعد 

ل داده و درون آن نتقارز افوولکتراتانک درون به و  هشدا جدآن يرين زصفحه از  آنهاه ندارنگهد

به را  10X TBEبايد ، 1X) (TBEرز فوولکتراتهیه بافر تانک ای بر .گرددپر  1X TBEبا بافر 

لیتر  میلی 900سیله وبه  10Xبافر  لیتر میلی 100مثلاً  .دقیق کررمقطر آب با  10نسبت يک به 

ی ژل را بالادر ها  گرفتن شانهار محل قراف طراقتی که بافر و .سیدربه حجم يک لیتر مقطر آب 

 ای در لبه ژل قرار داد. از طرف دندانهرا می شانه آرابه ان تو می، بر گرفت در
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 ژل یها چاهک در ها نمونه اریگذربا

بارگذاری است، حاوی رنگ  PCRبا توجه به اينکه محلول واکنش آماده مورد استفاده در 

درون سیله سمپلر و هر نمونه بهاز لیتر ومیکر 3نیازی به استفاده دوباره از رنگ بارگذاری نیست. 

  .شوداری گذرها با چاهک

، به هر نمونهط مربوی مولکولی باندهاوزن تقريبی ی گیر ازهندو اتخمین محل باندها ای بر

ين م اتمااز ابعد  .گردداری گذربا Ladder DNAلیتر ومیکر 3ژل هر ی ها چاهکاز يکی درون 

ود لکتراکه  ریطو به ،دهصل کرو Supply) (Power تغذيهبه منبع را بط ی راها سیم، مرحله

ژ لتاو و شودصل وپايینی به قطب مثبت ود لکترو ابه قطب منفی ی ژل به قسمت بالاط مربو

، )ساعت 2ود حد(رز وفولکترن امات زمد متمااز ابعد  .ددلت تنظیم گرو 300ه روی ستگاد

 .شودا بط جدی راها سیمش و خاموه ستگاد

 

 ها ژل یمیزآ نگر

ده ستفاه انقرات نیتری میزآ نگاز روش ر، روی ژلبر د موجوی باندهازی سارشکار آبه منظو

م تیديوابا ی میزآ نگرمثل (يگر ی دها روشنسبت به روش ين ی اها مزيتاز يکی  .ودش

  .باشد میآن کمتر  خطر، )مايدوبر

متصل د دارد، جودر آن و DNAت که قطعااز ژل هايی  به محله نقرات نیترروش، ين در ا

و  هالمحلو .شوند میه يددنگی ه رتیری ها باند صورت بهها  ين محلزی، اسا رشکااز آپس ه و شد

 .سته امدآ 8ول جدی ژل در میزآ نگای ربرز نیارد مواد مو
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 ی ژلمیزآ نگای ربرز نیارد موی ها لمحلواد و مو -8جدول 

 مقدار مورد نیاز استفاده مورد مواد

 محلول تثبیت

 لیتر میلی 3 اتانول

 میکرولیتر 200 اسید استیک

 آمیزی محلول رنگ

 گرم 2/0 نیترات نقره

 محلول آشکارسازی

 گرم 3 سود

 میکرولیتر 400 فرمالدئید

 

 یمیزآ نگر یها لمحلو ساخت

 تثبیت لمحلو

 200مقطر به حجم آب ستیک با اسید الیتر ومیکر 200و صد در 96ل تانوا لیتر میلی 3

 .شوداری نگهدل يخچای مادر د ه وساندر لیتر میلی

 

 یمیزآ نگر لمحلو

ف در مصرن مازتا ه و ساندرلیتر  میلی 200مقطر به حجم آب با ه نقرات نیتردر پوم گر 2/0

محیط و ها  سلبان، تا بدد قت کردبايد ه نقرات با نیترر کام هنگادر  شود.اری نگهد ليخچا

باقی ح سطوروی بر ار پايدرت صو بهه، نقرات نیتراز حاصل ه نگ تیرا ريرز .دنشوده لواف آطرا

 .ماند می
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 با روش مولکولی بذر باغ تشکیل برای

 زیسارشکاآ لمحلو

حل م هنگادر  .دهیدل نتقال ابه يخچاده و حل کرآب  لیتر میلی 200در را د سوم گر 3

د، شوم نجااشیمیايی د ير هوزين عمل ا در صورت امکاند و قت کردبايد  ،د در آبسودن کر

لیتر ومیکر 400د، سول محلوده از ستفااز الحظاتی قبل  .باشد میک حاصل خطرناز گاا يرز

ی و میزآ نگرعمل ن شدم نجاابهتر ای برشود. ط مخلو به خوبیده و ضافه کرآن ابه  ئیدفرمالد

ل يخچای مادر دکه ی مقطراز آب  ستابهتر  ،یمیزآ نگر هنگامدر ها ژل گی رپای از جلوگیر

 .دشوده ستفاا ،هشداری نگهد

 

 یمیزآ نگر حلامر

 .شیشه متصل بمانداز دو به يکی ژل تا ده کرا هم جده ژل را از برگیرند درشیشه دو  (1

شیشه متصل به ژل به می آراسپس به  .دنشوره پار ژل ين کاا هنگامد در قت کرد بايد

 .يابدل نتقاا ) ترجیحاً پلاستیکی(يک ظرف 

روی قیقه د 6تا  5ت مد به دهیدزه جاو ايخته وی ژل رحاف ظررا در تثبیت ل محلو (2

ت ين مدم اتمااز اپس  .شته باشدداقیقه چرخش دور در د 80ود شیکر با سرعت حد

 اًبايستی حتمر ين کاای ابر .شوده نددابرگرد صلی خوف اتثبیت به ظرل محلون، ماز

ا ير، زستکش لاتکس پوشیدرا روی د )فمصرر يکبا(پلاستیکی  ستکشديک لايه 

ل محلودن خالی کر هنگامدر مید آ کريلژل الاتکس با  ستکشس دتمارت صو در

نگ ه رسیای ها لکهروی ژل بر ی، میزآ نگن رپايا ازپس د، صلی خوف اظردر تثبیت 

 .دشو مید يجاا

شیکر با سرعت  رویقیقه بر د 2ت مد بهو يخته ژل ر بر روی مقطرآب  لیتر میلی 200 (3

 .شوديخته دور رمقطر ن، آب مازين م اتمااز ابعد  .دهیدار قبلی قر
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پس گیرد. ار شیکر قرروی قیقه بر د 10ت مد بهو يخته ی روی ژل رمیزآ نگل رمحلو (4

 .شوده نددابرگرد صلی خوف ابه ظرل محلون، مات زين مدن اطی شداز 

ار شیکر قر رویقیقه بر د 2ت مد بهو يخته روی ژل ربر مقطر آب  لیتر میلی 200 (5

 .شوديخته دور رمقطر ن، آب مازين م اتمااز ابعد  .گیرد

میانگین ر وط بهو  ودضافه شژل ابه ئید، فرمالددن ضافه کراز اپس زی، سا رشکال آمحلو (6

باشد ای  ازهنداين مرحله بايد به ن امات زمد .گیردار شیکر قرروی قیقه د 15ت مد به

ل حد طواز بیش ن مازين اگر البته ا .شوندر شکاروی ژل آبر د موجوی باندها که

 .باشند  نمیه ها قابل مشاهد بانده و شده حد سیااز بیش ی ژل ها باند ودهمحد، بکشد

 .شوديخته زی دور رسارشکال آمحلو، باندها نشدر شکااز آبعد 

شیکر با سرعت  رویقیقه بر د 2ت مد بهو يخته روی ژل ربر مقطر آب  لیتر میلی 200 (7

  .شوديخته دور رمقطر ن، آب مازين م اتمااز ابعد  .گیردار قبلی قر

شیکر با روی قیقه ديک ود حدت مد بهو يخته وی ژل رحاف ظردر را تثبیت ل محلو (8

ن، مات زين مدم اتمااز اپس  .شودداده قیقه چرخش دور در د 85داً حدو سرعت

های مختلف بر اساس  ای از تفکیک بین پايه عکسبرداری از ژل انجام شود. نمونه

 قابل مشاهده است.  2در شکل  SSRنشانگر 

 

 
 درصد قطعات تکثیری  8آمید  اکریل پلیژل ای از  نمونه -2شکل 
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 ها ها و تجزیه داده پایهدهی مولکولی    امتیاز

صورت الگوی نشانگرهای همبارز )حروف انگلیسی(  الگوی نواری نشانگرهای ريز ماهواره به

و ... در نظر گرفته شود.  a ،b ،cطوريکه برای وجود قطعه مورد نظر، حروف  امتیازدهی شود. به

محاسبه و  GenALExافزار  های ژنتیکی با نرم مشخصات آللی نشانگرهای تکثیر شده و شاخص

با   UPGMAپايه منتخب با روش  18بندی  ماتريس تشابه ضرايب ژاکارد و خوشه

 های پايه بین ژنتیکی تنوع مختلف، های پايهبندی  و پس از خوشه انجام  NTSYSافزار نرم

 .گردد گیری نتیجه و بررسی مختلف

 

 معرفی بهترین نشانگرهای مورد استفاده برای ون

مورد  SSRنشانگر  15، از PCRدست آمده از الکتروفورز عمودی محصولات  به اساس نتايج بر

پايه منتخب ون که از سه ناحیه دهمیان، سنگده و پل  18استفاده در بررسی قرابت ژنتیکی 

های ون نواحی  تری نسبت به بقیه پايه آوری شده بودند و دارای صفات مطلوب سفید جمع

آلل  SSR ،57نشانگر  10قطعه انجام شد. در مجموع برای  تکثیر SSRنشانگر  10بودند، در 

آلل چند  10با  FE3طوريکه نشانگر  پايه منتخب ون شناسايی گرديد، به 18چند شکل در 

آلل چند شکل کمترين تعداد آلل چند شکل را به خود  2با  FE5شکل، بیشترين و نشانگر 

طور  اختصاص دادند. بنابراين، برای مطالعات مولکولی ون اين موارد در نظر گرفته شود. به

دهد که  شناسايی گرديد. نتايج نشان می SSRآلل چند شکل برای هر نشانگر  7/5میانگین 

با داشتن  FE5باشند و آغازگر  چند شکلی میدرصد  100تمامی آغازگرهای تکثیر شده دارای 

پايه منتخب  18برای دو آلل تکثیر شده، بیشترين فراوانی آللی را در  527/0و  472/0  فراوانی

ون دارد. شاخص تعداد آلل مؤثر، شاخص شانون، هتروزيگوسیتی مشاهده شده و 

 (. 9جدول هتروزيگوسیتی مورد انتظار در نشانگرهای تکثیر شده بررسی گرديد )
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و کمترين  FE3آلل، مربوط به نشانگر  9نتايج نشان داد که بیشترين تعداد آلل مؤثر با 

باشد. همچنین کمترين و بیشترين  می FE5آلل مربوط به نشانگر  99/1تعداد آلل مؤثر با 

مشاهده گرديد. در اين مطالعه کمترين  FE3و  FE5شاخص شانون نیز در نشانگرهای 

و بیشترين هتروزيگوسیتی مورد  FE5مشاهده شده و مورد انتظار در نشانگر هتروزيگوسیتی 

 FE15و  FE2 ،FE9 ،FE13صورت مشترک در  و به FE3انتظار و مشاهده شده به ترتیب در 

 گزارش شد. 
 

 شده ارزیابی آغازگرهای های ژنتیکی شاخص -9 جدول

تعداد آلل  آغازگر

(Na) 

تعداد آلل 

 (Ne) مؤثر

شاخص 

 (I)شانون 

هتروزیگوسیتی 

مشاهده شده 

(Ho) 

هتروزیگوسیتی 

 (He)مورد انتظار 

FE1 5 4.2 1.509 0.778 0.767 

FE2 8 6.6 1.963 1.000 0.849 

FE3 10 9.0 2.248 0.778 0.889 

FE4 9 7.4 2.084 0.944 0.866 

FE5 2 1.9 0.692 0.389 0.498 

FE9 3 2.9 1.096 1.000 0.665 

FE10 7 6.0 1.881 0.722 0.835 

FE13 4 3.6 1.335 1.000 0.725 

FE14 5 4.2 1.509 0.778 0.767 

FE15 4 3.6 1.335 1.000 0.725 

 0.759 0.839 1.565 4.996 5 میانگین
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 ها بندی ژنتیکی پایه خوشه

پايه منتخب ون با روش  18بندی  پس از محاسبه و تشکیل ماتريس ضرايب تشابه، خوشه

UPGMA  آورده شده است. با در نظر گرفتن ضريب تشابه  2انجام شد و نتايج آن در شکل

، P9 ،P6 ،P3 ،P5 ،P4های  ، پايهIکه در کلاد  طوری کلاد اصلی تشکیل شده است. به 3، 80/0

P7 ،P8 ،P10 و ،P11 اند. همچنین در کلاد  قرار گرفتهII های  پايهP12-P18  و در نهايت در

 قرار گرفتند.  P2و  P1ی ها پايه IIIکلاد 

و  P5 ،P6 ،P9 ،P2 ،P7 ،P12های  دست آمده و برای تشکیل باغ بذر از پايه اساس نتايج به بر

P13  و در نهايتP1  .استفاده شود 

 

 
 UPGMAهای منتخب ون با روش  بندی پایه خوشه -2شکل 

  

III 

II 

I 
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 گیری کلی نتیجه

گیری  توان موارد زير را برای نتیجه با توجه به مطالب ذکر شده در دستورالعمل حاضر، می

 کلی در نظر گرفت. 

 جای ژل آگارز آکريلامید به استفاده از ژل پلی 

 ها توانايی نشانگرهای مورد استفاده در تفکیک پايه 

 های منتخب وجود چندشکلی متوسط برای نشانگرهای مورد استفاده در پايه 

 های منتخب ون وجود تفاوت ژنتیکی در بین پايه 
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