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  R-ISSR گرهاي مختلف نعناع با استفاده از نشانمطالعه روابط ژنتیکی برخی از گونه
  

Study of Genetic Relationships of Some Mint Species Using R-ISSR 
Markers 

  
  ١مهدي رحیم ملک

  
  چکیده

با اسـتفاده   M. piperataو   M. spicata،M. longifolia در این مطالعه روابط ژنتیکی شانزده نمونه جمعیتی متعلق به سه گونه
نـوارآن   146نـوار را تکثیـر نمودنـد کـه      155 دوازده ترکیـب آغـازگري  . مورد بررسی قرار گرفت، R-ISSRجدید و ترکیبی  گراز نشان

بـر  اي نمـودار خوشـه  . بـود  19/94هاي مورد بررسـی شـده   در مجموعه ژنوتیپمیانگین درصد چندشکلی تعیین شده . چندشکل بودند
هـاي اصـلی هماهنـگ    بـه مولفـه  تجزیه و  ها را در دو گروه کلی طبقه بندي نمودژنوتیپ UPGMA روشو  جاکارد تشابه یباساس ضر

اي از دو گونـه دیگـر جـدا    در تجزیه خوشه M. piperataهاي متعلق به گونه ژنوتیپ. را تایید نمود ايتجزیه خوشهنتایج ) PCoA(شده 
اي در مقایسـه بـا تنـوع بـین گونـه     %)  01/73(اي بیشـتر  نشان دهنده تنوع درون گونـه ) AMOVA(س مولکولی شدند و تجزیه واریان

کـه  باشد و نتایج این پـژوهش نشـان داد   می  M. spicataو  M. aquatica گونه دو از طبیعی هیبرید یک M. piperata .بود%) 99/26(
  و M. spicataشـباهت بـالاي دو گونـه    . بـه ارث رسـیده اسـت    M. piperataدر گونـه   M. spicataخصوصیات ژنتیکی کمتري از گونه 

M. longifolia توان به هیبریداسیون طبیعی در طی تکامل جنس نعناع مرتبط دانسترا می .  
  

  تنوع ژنتیکی، هیبریداسیون طبیعی، نعناع، پونه و نعناع فلفلی: کلیدي هايواژه
  

  

                                                 
  دانشگاه صنعتی اصفهاندانشکده کشاورزي،  استادیار گروه زراعت و اصلاح نباتات، .1
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  مقدمه
 Mentha نعناع، پونه و نعناع فلفلی متعلق بـه جـنس  

L.  خانوادهو  Lamiaceaeو مختلـف  هايگونه از د کهنباشمی 
اند کـه هرکـدام داراي   شده تشکیل واریته زیادي بسیار تعداد

-برگ دلیل دارا بودن به نعناع. هستندخواص دارویی فراوانی 
 شـمار بـه  خـوردنی  هـاي سبزي طعم، جزء و عطر خوش هاي
 از برخـی  چاشـنی  آن شـده  خـرد  و شده خشک برگ .آیدمی

این گیاه داراي خواص بهداشتی، دارویی  .است ایرانی غذاهاي
از نظر دارویی اسانس . )Zargari 1992( و غذایی فراوانی است

نعناع مقـوي معـده و داراي خاصـیت بادشـکن، ضـد تشـنج،       
هاي معـده، تسـکین   محرك، نیرو بخش،کاهش دهنده تراوش

 ;Arnold 1997( دهنده درد زخم معـده و سـوزش آن اسـت   

Zeinali Badi 2004( . دارا بودن سـطوح   دلیلجنس نعناع به
هـا، داراي تنـوع   پلوییدي متفاوت و هیبریداسیون بـین گونـه  

هـاي  که این تنوع امکان انتخاب ژنوتیـپ  ژنتیکی بالایی است
رتر از لحاظ خصوصیات مختلـف از جملـه اسـانس را فـراهم     ب

از طرفی تعیین میزان تنوع  .)El-zaher et al. 2005( نمایدمی
هاي نعناع دیدگاهاي هاي مختلف در گونهژنتیکی در جمعیت

نژادي و توسعه ذخـایر ژنتیکـی ایـن    جدیدي براي انتخاب، به
   .کندگیاه ایجاد می

هـاي زیـاد در    بـه پیشـرفت  با توجـه  در دو دهه اخیر 
هـا بـراي    گرهاي مختلف مولکولی، استفاده از ایـن روش نشان

، مطالعات ژنتیـک  هاتر شناسه گونهبندي و تعیین دقیق دسته 
هاي در حال انقـراض کـاربرد فراوانـی    جمعیت و بررسی گونه

-Rگـر  گرهاي مولکولی جدید، نشاناز بین نشان .داشته است

ISSR  2005 (و همکاران یی ط توس 2005در سال.Ye et al (
گـر تصـادفی بـوده و از تکـرار پـذیري و      ایـن نشـان  . ارایه شد

باشـد و در دامنـه وسـیعی از     چندشکلی بالایی برخوردار مـی 
گــر در واقــع ترکیبــی از دو ایــن نشــان. گیاهــان کــاربرد دارد

بـا توجـه بـه ماهیـت     . اسـت  ISSRو نشـانگر   RAPDنشانگر 
ها امکان تکثیـر منـاطق   مذکور، تلفیق آنگر متفاوت دو نشان

گرهـا بـه تنهـایی    خاصی از ژنوم که توسط هـر یـک از نشـان   
چنـین جنبـه کـاربردي در    . نمایدپذیر نبود را فراهم میامکان

هـاي ژنتیکـی   مطالعات تنوع ژنتیکـی، تکـاملی و تهیـه نقشـه    
 نمایدامکان پوشش بهتر ژنوم و اطلاعات جامع تر را فراهم می

)Ye et al. 2005 .( گـر بهینـه   تنها عیب استفاده از این نشـان
 ISSRو  RAPDسازي دماي اتصـال مناسـب در آغازگرهـاي    

بنابراین در ایـن روش بایـد آغازگرهـاي    . زمان استطور همبه
ISSR       را انتخاب نمـود کـه داراي تعـداد نوکلئوتیـد کمتـري

باشــند تــا بــا آغازگرهــاي ) نوکلئوتیــد 10در حــدود (باشــند 
RAPD در دماي اتصال مناسب تکثیر شوند.  

مطالعات ژنتیکـی انجـام شـده در     Menthaدر جنس 
کشور ایران اغلب در زمینه سیتوژنتیک، مورفولوژیک وعناصر 

 ).Zeinal-badi 2004; Vali  2010(هـا بـوده اسـت    غذایی آن
-تنها مطالعه مولکولی در ایران، بررسی روابط ژنتیکـی نعنـاع  

باشـد  مـی   RAPDگر مولکولی ستفاده از نشانهاي ایرانی با ا
)Momeni et al. 2006 .(هاي خارجی سایر مطالعات در نمونه

  و همکــــــارانوینینــــــگ . انجــــــام شــــــده اســــــت
)et al. 2005 Vining(  گونهM. longifolia   یا پونه را با توجـه

عنـوان یـک مـدل    به خصوصیات ژنتیکی و وحشی بـودن، بـه  
معرفـی    Menthaمناسب براي مطالعـات ژنتیکـی در جـنس    

تـوان بـه اسـتفاده از    از سایر مطالعات در این زمینه می. نمود
-در بررسی روابط ژنتیکی گونه AFLPو  RAPDگرهاي نشان

 .Khanuja et al. 2000; Shasany et al(هاي نعنـاع در هنـد   

گر با استفاده از نشاناي ، بررسی هیبریدهاي بین گونه)2005
AFLP )Gobert et al. 2002(    بررسی روابـط ژنتیکـی هفـده ،

 RAPDگـر  نمونه جمعیتی متعلـق بـه آمریکـا توسـط نشـان     
)Fenwick & Ward 2001(هاي ، ارزیابی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ

 .El-zaher et al(گـر آیـزوزایم   مصـري بـا اسـتفاده از نشـان    

ــط ژنتیکــی )2005 ــه  15، مطالعــه رواب  .Mجمعیــت از گون

pulegium    در کشـور تـونس)Fadhel & Boussaid, 2004( ،
بـا   Menthaنمونـه از هشـت گونـه      38بررسی تنوع ژنتیکـی 

 .Fang et al(در کشـور چـین    RAPDگـر  اسـتفاده از نشـان  

و مطالعه تنوع ژنتیکی دو گونه در کشور پاکسـتان بـا   ) 2010
اشــاره ) RAPD )et al. 2011 Shinwariاســتفاده از نشــانگر 

  .نمود
گر جدیـد  تاکنون گزارشی در رابطه با استفاده از نشان

در ایران در هـیچ گیـاهی گـزارش نشـده      -ISSR Rمولکولی 
موجود در سطح جهان نیز به ندرت وجود  هاياست و گزارش

 هـاي با توجه به پیچیدگی روابط ژنتیکی نعنـاع گـزارش  . دارد
-این امکـان را فـراهم مـی    R-ISSRگر جدید تر با نشانجامع

نماید که روابط ژنتیکی، مطالعات تکاملی و مقایسـه وضـعیت   
. تر بررسی گـردد تر و جامعطور دقیقهاي مهم بهژنتیکی گونه

، بررسـی قرابـت ژنتیکـی بـین و     پـژوهش بنابراین اهداف این 
هـاي جمعیتـی متعلـق بـه سـه گونـه       اي در نمونهدرون گونه

منظـور ارزیـابی تنـوع ژنتیکـی و     بـه آوري شده در ایران جمع
در -ISSR  Rهـاي  گـر ها بـا اسـتفاده از نشـان   خویشاوندي آن

ایـن اطلاعـات   . باشـد راستاي بهبود ذخایر ژنتیکی کشور مـی 
هاي جدیدي به منظورکارآمد نمودن انتخـاب،  تواند دیدگاهمی
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پیشبرد اهداف اصلاحی فراهم نماید و در پایان، نتایج تجزیـه  
مورفولوژیـک در   هـاي اي مولکولی با سـایر گـزارش  هو تحلیل

گـر  شـوند و کـارایی نشـان   ها مقایسه میجهت رد یا تایید آن
در یـک گیـاه مهـم    براي اولین بار در کشـور   R-ISSRجدید 

  .گردداقتصادي بررسی می
  

 هامواد و روش
هاي جوان شانزده نمونـه جمعیتـی از سـه گونـه     برگ

 M. longifolia ،)نعنـاع ( [M. spicata مختلف جـنس نعنـاع  

کـه از منـاطق مختلـف    ])نعناع فلفلـی ( M. piperataو ) پونه(
ــع ــراي  کشــور جم ــد ب ــه  DNAاســتخراج آوري شــده بودن ب

آزمایشگاه بیوتکنولوژي دانشگاه صنعتی اصفهان انتقال یافتند 
گـرم در ازت   5/0ها پس از توزین به مقـدار   نمونه ).1جدول (

در دمـاي   DNAمایع منجمد گردیدند و تا قبـل از اسـتخراج   
ژنومی  DNAاستخراج . گراد نگهداري شدنددرجه سانتی -80

کـه در  ) Pirtilla et al. 2001( و همکارانپریتیلا  مطابق روش
ــع روش ــه   واق ــر یافت ــون تغیی ــوري و تامس  & Murry( م

Thampson 1984( ،کمیــت و کیفیــت . انجــام گرفــت اســت
DNA دست آمده بـا اسـتفاده از دسـتگاه اسـپکتروفوتومتر     به

، مخلوط نوکلئوتید Taq DNA polymeraseآنزیم  .کنترل شد

)dNTPs ( و بافرPCR  از شرکتRoche   2مقـدار  . تهیـه شـد 
ــر از  ــا غلظــت   DNAمیکرولیت ــه شــده ب ــانوگرم در  10تهی ن

میکرولیتـر از مخلـوط    13بـه  ) DNAنانوگرم  20(میکرولیتر 
ــنش  ــامل PCRواکـ ، )Taq DNA polymerase )U 1شـ

ــاي  ــدام ISSRو  RAPDآغازگره ــر ک ــد )pmol 10( ه ، کلری
ــزیم  ــد )mM2( ،dNTPs )mM2/0(منی ــافر %)2(، فرمامی ، ب

PCR )X1 (ه گردیــد و در و آب دوبــار تقطیــر اســتریل اضــاف
. میکرولیتـر رسـید   15بـه   PCRنهایت حجم محلول واکنش 

 Mastercyclerدر دستگاه ترموسایکلر اپندورف  PCRواکنش 

gradient      94اي در دقیقـه  2با برنامـه حرارتـی یـک سـیکل 
درجــه  94ثانیـه در   45ســیکل بـا   40گـراد و  درجـه سـانتی  

بـر حسـب    گـراد درجه سانتی 42-39دقیقه در 1گراد، سانتی
گراد و مرحله تکثیر درجه سانتی 72نوع آغازگر، دو دقیقه در 

بـراي   .گـراد انجـام شـد   درجه سانتی 72دقیقه در  3نهایی با 
-هاي مورد مطالعه بـا اسـتفاده از نشـان    ارزیابی افراد جمعیت

هـاي   آغازگرها روي ژنوتیـپ  پژوهش،در این  R-ISSRگرهاي 
 12مختلف نعناع مورد بررسـی قـرار گرفـت و از ایـن میـان،      

آغازگر ترکیبی با چندشـکلی بـالا و الگـوي نـواري مشـخص      
انتخـاب   R-ISSRگـر  هاي حاصـل از نشـان   داده هجهت تجزی

  ). 2جدول ( شدند
  

هاي مورد استفاده در پژوهش حاضرآوري ژنوتیپ شماره، گونه و مکان جمع: 1جدول   
Table 1: Number, species and location of genotypes included in the present study  

  شماره ژنوتیپ
Genotype number  

  گونه
Species  

  کد نمونه
Accession code  

  آوريمحل جمع
Location  

1  M. spicata Spk1 Kashann 
2  M. spicata SPk2 Kashann 
3  M. spicata SPk3 Kashann 
4  M. spicata SPe1 Isfahan  
5  M. spicata SPe2 Isfahan 
6  M. spicata SPm1 Mahalat 
7  M. longifolia Le1 Isfahan 
8  M. piperata Pft1 Tehran 
9  M. piperata Pfk1 Kashann  
10  M. spicata SPm2 Mahalat 
11  M. spicata SPk4 Kashann 
12  M. longifolia Lk1 Kashann 
13 M. spicata SPe3 Isfahan 
14 M. spicata SPk5 Kashann 
15 M. spicata SPk6 Kashann 
16 M. spicata SPe4 Isfahan  
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  مورد استفاده در این مطالعه R-ISSRهاي آغازگري دماي اتصال و توالی آغازگري ترکیب:2جدول 
Table 2: Annealing temperature and primer sequence of primer combinations of R-ISSR used in the 

present study  
  شماره آغازگر

Primer 
Number  

  ترکیب آغازگري
Primer 

combination  

  دماي اتصال
Annealing 

temperature  
  هاي آغازگريتوالی ترکیب

Sequences of primer combinations  
1  A1 &  C2  39  5′-TGCTCTGCCC-3′    &  5′-(GT)6-Y*R-3′  
2  A2 & C2  39  5′-GGTGACGCAG-3′     &  5′-(GT)6-YR-3′ 
3  A3 & C2  40  5′-TCCGCTCTGG-3′      &  5′-(GT)6-YR-3′ 
4  A4 & C2  41  5′-GAAGCCAGCC-3′     &  5′-(GT)6-YR-3′ 
5  A5 & C2  40  5′-CAGTGCCGGT-3′      &  5′-(GT)6-YR-3′  
6  A6 & C2  40  5′-ACCGGCTTGT-3′      &  5′-(GT)6-YR-3′ 
7  A7 & C2  40  5′-CAGACTGGTC-3′     &  5′-(GT)6-YR-3′ 
8  A8 & C2  40  5′-AGGCCAGAGG-3′    &  5′-(GT)6-YR-3′ 
9  A9 & C2  40  5′-GGAGCCTCAG-3′     &  5′-(GT)6-YR-3′ 
10  A10 & C2  40  5′-GACTAGGTGG-3′     &  5′-(GT)6-YR-3′ 
11  B1 & C2  42  5′-GGGAATTCGG-3′     &  5′-(GT)6-YR-3′ 
12  B2 & C2  41  5′-TGCTGCAGGT-3′      &  5′-(GT)6-YR-3′ 

   Y= G/C                                                      *: type of degenerate nucleotide: Y= G/C   نوع نوکلئوتیدهاي هرز *:

  
 ISSR 10آغازگر  ،هاي آغازگريدر همه ترکیب

تکرار  RAPDبه همراه آغازگرهاي متنوع ) C2(نوکلئوتیدي 
-قبل از این مرحله لازم بود که بیشترین و با وضوح. شدمی

که تاکنون نظر به این .ترین الگوي نواري انتخاب شوند
در جنس نعناع  R-ISSR گرگزارشی در استفاده از نشان

ي را ISSRوجود ندارد لذا براي شروع لازم بود آغازگرهاي 
 10در حدود (انتخاب نمود که داراي تعداد نوکلئوتید کمتري 

در دماي اتصال  RAPDباشند تا با آغازگرهاي ) نوکلئوتید
به حالت گرادینت در  PCRسپس . مناسب تکثیر شوند

د تا بهترین دما گزارش و دماهاي مختلف اتصال بررسی ش
در مرحله بعدي ). 2جدول (براي بررسی نهایی استفاده شود 

گرهاي چندشکل با الگوي نواري مناسب روي کل نشان
و ) 1( صورت حضوربندي نوارها به امتیاز .ها بررسی شدنمونه

براي هر نوار صورت گرفت و سپس وجود ) صفر(عدم حضور 
مورد استفاده در تمامی چندشکلی در آغازگرهاي مختلف 

بعد از انجام واکنش تکثیر . ها مورد بررسی قرار گرفتژنوتیپ
حضور و عدم حضور هر نوار خاص  ،ISSRبا کمک آغازگرهاي 

هاي مورد مطالعه مشخص شد براي ژنوتیپ صفرو  1با اعداد 
 به یستون هاي خام، اعداد و براي تشکیل ماتریس داده

اختصاص  هاي نعناع ژنوتیپ به يسطراعداد و  DNAنوارهاي 
منظور تعیین فاصله ژنتیکی، رسم ماتریس مذکور به. یافت

هاي هماهنگ شده با استفاده  لفهوم هاي و تجزینمودار خوشه
در . مورد استفاده قرار گرفت NTSYS 2.02از نرم افزارهاي 

بر ) PCoA( هماهنگ شدههاي  لفهواین مطالعه، تجزیه به م
تشابه جاکارد هت به دست آمده از ضریب اساس ماتریس شبا
تجزیه . انجام گردید NTSYS pc 2.02افزار  با استفاده از نرم

روي سه گونه مورد مطالعه با ) AMOVA( واریانس مولکولی
  .انجام شد Arlequin ver.3.1استفاده از نرم افزار 

  
  نتایج و بحث

 146ترکیب آغازگري در مجمـوع   12 پژوهشدر این 
 از سه گونه مذکور نمونه جمعیتی نعناع 16نوار چندشکل در 

شـکلی تعیـین    میانگین درصد چنـد ). 3جدول(ایجاد نمودند 
هـاي مـورد   در مجموعـه ژنوتیـپ   R-ISSRگـر  شده بـا نشـان  

ــی  ــود 19/94بررس ــورز . ب ــاي الکتروف ــاهري الگوه ــاي ظ   نم
R-ISSR   تفاوت ژنتیکی گونـهM. piperata    را در مقایسـه بـا

ــان داد    ــر نش ــه دیگ ــکل (دو گون ــازگري ). 1ش ــب آغ   ترکی
A6 & C2 چندشـکل   تـرین تعـداد نـوار   رغم داشتن کـم علی

 A9 & C2و آغازگر ) 100(ترین درصد چندشکلی بیشداراي 
ــرین درصــد چندشــکلی کــم ــین . را داشــتند )23/69(ت در ب

بیشترین نوار چنـد  A2 & C2 آغازگرهاي انتخاب شده آغازگر 
تـرین نـوار چندشـکل    کم A6 & C2و آغازگر ) نوار 18(شکل 

 ـ. آغازگرها نشان دادنـد  را در مقایسه با سایر) نوار 5( دسـت  هب
 R-ISSRگـر ترکیبـی   آوردن الگوي نواري واضح بـراي نشـان  

بسیار مشکل بود و دلیل آن اساس متفـاوت دو آغـازگر مـورد    
کـه  با توجه به این. باشدوم میاستفاده و محل تکثیر آن در ژن

یکی از آغازگرها ناحیه تکرار شونده در ژنـوم و آغـازگر دیگـر    
نمایـد لـذا انتظـار توزیـع     نواحی تصادفی در ژنوم را تکثیر می

  گرهـا در ژنـوم موجـودات وجـود داشـت     تري از نشانمناسب
)Ye et al. 2005 .(  
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 R-ISSR  گرهاي نعناع با استفاده از نشاننوتیپژتعداد نوارهاي چندشکل، تک شکل و درصد چندشکلی : 3جدول 
Table 3: Number of polymorphic bands, monomorphic and polymorphism percent of mint 

genotypes with R-ISSR markers 
1  A1 & C2 15  1  14  93.33  
2  A2 & C2  19  1  18  94.73  
3  A3 & C2  18  1 17  94.44  
4  A4 & C2  18  2  16  88.88 
5  A5 & C2  9  1  8  88.88  
6  A6 & C2  5  0  5  100  
7  A7 & C2  12  1  11  91.66  
8  A8 & C2  12  1  11  91.66  
9  A9 & C2  13  4  9  69.23  

10  A10 & C2  11  1  10  90.90  
11  B1 & C2  14  3  11  78.57  
12  B2 & C2  19  3  12  84.21  
  -   146  19  155 -   جمع

  94.19  12.16  1.58  12.91    میانگین

  
  

  
 100گر ستون اول نشان. هاي جمعیتی نعناع مورد استفاده در این مطالعهدر نمونه A8 & C2گر ترکیبی الگوي نواري نشان: 1شکل 

 .1هاي مورد مطالعه بر اساس جدول ترتیب متعلق به ژنوتیپبه 1- 16هاي  جفت بازي و ستون
Fig 1: Banding pattern of A8 & C2 in different mint accessions included in this study. The first lane is 100bp ladder and 

other 16 lanes belong to 1-16 genotypes in Table 1, respectively  

  

  
  UPGMA هاي جمعیتی نعناع با استفاده از ضریب تشابه جاکارد و بر اساس الگوریتماي نمونهنمودار خوشه: 2شکل

Fig 2: Dendrogram of mint genotypes using Jaccard similarity coefficient based on UPGMA algoritm  
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بـراي انتخـاب بهتـرین     )Mantel 1967( منتـل آزمـون  
از بین ضرایب جاکـارد، تطـابق سـاده و     .ضریب تشابه انجام شد
، ضـریب تشـابه جاکـارد داراي    UPGMAدایس بر اساس روش 

کـوفنیتیکی بـود و بـراي    ) =92/0r(بالاترین ضریب همبستگی 
بـا  . نعناع مورد مطالعـه انتخـاب گردیـد    هاي بندي ژنوتیپ گروه

لعه از سه گونه استفاده شده بود ولی که در این مطاتوجه به این
ها را در دو گـروه طبقـه بنـدي    ژنوتیپاي حاصل نمودار خوشه

ــود  ــکل (نم ــپ). 2ش ــی   ژنوتی ــاع فلفل ــه نعن ــق ب ــاي متعل   ه
M. piperata )Pft1 وPfk1 ( اي در گـروه دوم  در تجزیه خوشـه

گـروه اول شـامل دو زیـر    . به خوبی از دو گونه دیگر جدا شـدند 
هاي مربوط بـه گونـه   که در زیر گروه اول ژنوتیپ باشدگروه می

M. spicata  و یک نمونه از گونهM. longifolia   قرار گرفت کـه
در زیر ). 2شکل (در زیر گروه اول جدا شد  M. spicataاز گونه 

و یک نمونه ازگونـه   M. spicataهاي گونه گروه دوم نیز ژنوتیپ
M. longifolia  ایـن زیـر گـروه نمونـه     قرار گرفته بودند ولی در

در . خـوبی جـدا نشـده بـود    بـه  M. longifoliaمتعلق بـه گونـه   
ها در اکثر مـوارد بـر اسـاس    نمونه M. spicataمجموع در گونه 

که در گونـه  نواحی جغرافیایی در کنار هم قرار گرفتند در حالی
M. longifolia نتایج نشان . شدوضعیت ناهماهنگی مشاهده می

  .M و M. spicataیکــی زیــادتر دو گونــه دهنــده شــباهت ژنت
longifolia  در مقایسه با گونهM. piperata است.  

بـراي  ) PCoA(هاي اصلی تعدیل شـده  تجزیه به مولفه
سه مولفه اصلی اول در ). 3شکل (ها انجام شد تفسیر بهتر داده

عــدد پــایین . از تغییــرات را توجیــه نمودنــد% 85/29مجمــوع 
  گرهـاي توزیـع بسـیار مناسـب نشـان    حاصل شده نشان دهنده 

R-ISSR  ـ  - هدر طول ژنوم است که این نتیجه بر خلاف نتـایج ب
بـه تنهـایی در    ISSRو  RAPDگرهـاي  دست آمده براي نشـان 

ــت   ــف اســــــــــــ ــان مختلــــــــــــ   گیاهــــــــــــ
)Koohi et al. 2006; Sayed – Tabatabaie et al. 2007.( 

هـاي اصـلی هماهنـگ    اي و تجزیه به مولفـه نتایج تجزیه خوشه
در این تجزیـه  ). 3شکل (در اکثر موارد با هم توافق داشت ده ش

از دو  M. piperata و تحلیل نیز جدا شدن گونـه نعنـاع فلفلـی   
در ایـن مطالعـه الگـوي طبقـه بنـدي      . گونه دیگر بـدیهی بـود  

مشـاهده   M. longifoliaو M. spicataهـاي  در گونـه  1مشـبک 
- نیز به چشـم مـی   هاوجود چنین الگویی در برخی گزارش. شد

وجود هیبریداسیون طبیعـی در  ). Shasany et al. 2005(خورد 
 تواند یک دلیل احتمالی بـراي ایـن پدیـده باشـد    گیاه نعناع می

)Arnold 1997; Gobert et al. 2002 .( طور این پژوهشدر این
هـاي  با سایر گونـه  M. piperataشود که گونه نتیجه گیري می

                                                 
1. Reticulated classification 

کـه  یبریداسیون کمتـري دارد؛ در حـالی  مورد مطالعه احتمال ه
احتمـال هیبریداسـیون    M. longifoliaو  M. spicataدو گونـه  

ــد  ــدیگر دارن ــا یک ــه . بیشــتري ب ــر گون ــباهت ژنتیکــی کمت   ش
 M. piperata بــا گونــهM. spicata در مقایســه بــا گونــهM. 

gracilis     2001(وارد  وفنویـک  در کشور آمریکـا در گـزارش (
خود  پژوهشنیز در ) 2000(و همکاران  خانوجا. نیز وجود دارد

هـا در  بنـدي گونـه  بندي مشـبک و مخلـوط شـدن گـروه    طبقه
هاي مختلف نعناع را بـه هیبریداسـیون در طـول تکامـل     جنس

الگـــوي مورفولوژیـــک و . جـــنس نعنـــاع مـــرتبط دانســـتند
در مقایسه با دو گونـه   M. piperata فیتوشیمیایی متفاوت گونه

ایی این گونه را در مقایسه با دو گونه دیگـر را  دیگر به نوعی جد
 ,Zeinal-badi, 2004; Vali( کنـد در طول تکامـل تقویـت مـی   

نیز در اغلب موارد   M. spicataهاي متعلق به گونهنمونه) 2010
  ).2شکل (بر اساس نواحی جغرافیایی طبقه بندي شدند 

دست آمده از تجزیه و تحلیل مولکـولی  هنتایج بمقایسه 
که ازهمین شـانزده ژنوتیـپ    )1388( ولی نتایج مورفولوژیک با

استفاده شده در این آزمـایش و در سـه گونـه مـذکور اسـتفاده      
 M. piperata؛ همانند نتایج مولکولی گونه نعناع فلفلی شده بود

  M. longifoliaهـاي پونـه  ژنوتیپ. را از دو گونه دیگر جدا نمود
در مطالعه مورفولوژیک در زیر گروه جدایی قـرار گرفتنـد ولـی    

بنـدي  در یک گروه طبقه M. spicata هاي گونههمراه ژنوتیپبه
به عبارت دیگر نتایج مورفولوژیـک الگـوي طبقـه بنـدي     . شدند

تري را در مقایسه با نتایج مولکولی نشان داد ولی در مشبک کم
ر موارد تایید نمود و شباهت هاي مولکولی را در اکثمجموع داده

نظـر  . را نشـان داد  M. longifoliaو   M. spicataبیشتر دو گونه
 دو از طبیعـی  هیبرید یک واقع در M. piperataکه گونه به این
ــه ، )Vali 2010( باشــدمــی  M. spicataو M. aquatica گون

یکی از والدین این گونه هیبرید محسـوب   M. spicataبنابراین 
رفـت  طور که در الگوي الکتروفـورز انتظـار مـی   و همانشود می

) 1شـکل  (نشـان داد  M. spicata الگوي نواري متفاوتی با گونه 
) 3شـکل  ( PCoAو ) 2شـکل  (اي که بالطبع در نمودار خوشـه 

) 2006(و همکـاران   مومنی .جدا شد M. spicataکاملاً از گونه 
در  M. aquaticaرا بـه گونـه    M. piperataشباهت بیشتر گونه 

گـزارش   RAPDگـر  با اسـتفاده از نشـان   M. spicataمقایسه با 
  بنابراین نتایج پـژوهش حاضـر تفـاوت بیشـتر دو گونـه     . نمودند

M. piperata  وM. spicata  گـر  را با استفاده از نشـانR-ISSR 
بخشد کـه  نماید و این فرضیه احتمالی را استحکام میتایید می

ــه خصوصــیات ژنتیکــی کمتــري ا ــه M. spicataز گون   در گون
M. piperata به ارث رسیده است.  
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  هاي نعناي مورد مطالعهدر نمونه R-ISSRهاي نشانگر بر اساس فراوانی داده) PCoA(هاي اصلی هماهنگ شده تجزیه به مولفه: 3شکل 

Fig3: Principle Coordinate analysis based on R-  ISSR data in studied mint genotypes 
  

یک گونه وحشی است که امکان  M. longifoliaگونه 
برخی  .ها وجود داردهیبریداسیون طبیعی در آن با سایر گونه

ــزارش   از پلوئیــد آمفــی گونــه را یــک M. spicata هــاگ
 M. longifolia×M. suaveolens  انـد  دانسـته)Zeinal-badi, 

2004; Vali, 2010( عنـوان دلیـل   توان این پدیده را بـه می که
. دانسـت  M. longifolia و  M. spicataشباهت بالاي دو گونه 

و در نتیجه میزان هیبریداسـیون  ) 2005(و همکاران  وینینگ
بــه دلیــل خصوصــیات  M. spicataطبیعــی در آن بــا گونــه 

ــد مشــابه ــه هیبری ــر گیاهشناســی و ژنتیکــی بیشــتر از گون  ت
M. piperata  تجزیـه واریـانس مولکـولی     .اسـت)AMOVA (

روي سه گونه مورد مطالعه نشـان داد کـه بـا وجـود اخـتلاف      
بیش ) درصد 01/73(ها  ها، تنوع درون گونه دار بین گونهمعنی

ایـن  ). 4جـدول  (اسـت  ) درصـد  99/26(هـا   از تنوع بین گونه
به  M. piperataتواند از شباهت کمتر گونه هیبرید نتیجه می

تنوع درون بیشـتر  . حاصل شده باشد M. spicataگونه والدي 
هـاي جمعیتـی   تواند به دلیل تنوع بالاي ژنی در نمونهنیز می

  .نتیجه شده باشد M. spicataگونه 

نشان داد کـه   پژوهشطور کلی نتایج حاصل از این به
ــراي طبقــه R-ISSRگــر جدیــد اســتفاده از نشــان بنــدي و ب

-گـر مناسـبی مـی   نعناع نشانها و هیبریدهاي شناسایی گونه
گر به دلیل چندشـکلی بـالا و توزیـع بسـیار     این نشان. باشند

اي نزدیک علاوه بـر بررسـی   تواند در آیندهمناسب در ژنوم می
هـا در مطالعـات نقشـه ژنتیکـی کـاربرد      قرابت ژنتیکـی گونـه  
در مجموع نتایج ایـن مطالعـه عـلاوه بـر      .فراوانی داشته باشد
یکی سه گونه نعنـاع، کـارایی مناسـب یـک     بررسی روالبط ژنت

گر جدید را براي بررسی روابـط ژنتیکـی گیاهـان تاییـد     نشان
  .نمود

  
  سپاسگزاري

توسط دانشـگاه   پژوهشامکانات مالی و تجهیزات این 
وسـیله مراتـب   صنعتی اصفهان فراهم گردیده است، که بـدین 

  .گرددقدردانی اعلام می

  R-ISSR گربا استفاده از نشان هاي مورد مطالعه تجزیه واریانس مولکولی بین ودرون گونه: 4جدول 
Table 4: Analysis of molecular variance (AMOVA) among and within species using R-ISSR marker 

 Source of منبع تغییرات
variation  

  آزادي درجه
Degree of 
freedom  

  مجموع مربعات
Sum of 
squares  

  اجزاء واریانس
Variance 

components  

  درصد تغییرات
Percentage of 

variation  
  سطح احتمال

P-value  
  > Among species(  2 50.77  4.26  26.99  0.001( هابین گونه
  > Within species(  13 149.91  11.53  73.01  0.001( هادرون گونه

    -  Total(  15 200.68  15.79( کل
  :منابع

 .متن انگلیسی مراجعه شود 4- 3هاي جهت ملاحظه منابع به صفحه
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