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  1چکیده

هاي دارویی بسیاري  الکلی با ویژگی)] گیاهی نوشیدنی غیرCamellia sinensis (L.) O.Kuntzeگیاه چاي [ دف:سابقه و ه
روي ژنوم هسته این گیاه است که در قرن گذشته وارد ایران شده و در منطقه شمال کشور کشت شده است. مطالعات زیادي 

باشد. در این پژوهش براي اولین بار با استفاده  ن گیاه بسیار محدود میصورت گرفته است اما بررسی روابط ژنوم اندامکی در ای
  پلاسم چاي موجود در ایران مورد بررسی قرار گرفت.  از ژنوم کلروپلاست، تنوع بخشی از ژرم

  

 نمونه گیاه چاي از شش جمعیت (منطقه شرق چایکاري (نشتارود)، منطقه مرکز 35تعداد  پژوهشدر این  :ها مواد و روش
هاي  هاي وارداتی از ژاپن و کلون هاي وارداتی از گرجستان، کلون چایکاري (لاهیجان)، منطقه غرب چایکاري (فشالم)، ژنوتیپ

هاي جوان  برداري از برگ وارداتی از سریلانکا) موجود در سه کلکسیون پژوهشکده چاي مورد بررسی قرار گرفتند. در ابتدا نمونه
  ها استخراج شد. با استفاده از پنج جفت پرایمر عمومی کلروپلاست معرفی شده  کل آن DNAو  و کاملاً توسعه یافته انجام

)DT ،LF ،HK ،SC  وrbcL) و چهار آنزیم برشی (BglII ،HinfI ،AluI  وPstIمراز اي پلی ) با کار برد روش واکنش زنجیره- 
روپلاست این گیاهان مورد بررسی قرار گرفتند. ) تنوع موجود در ژنوم کلPCR -RFLPتفاوت طول قطعات حاصل از هضم (

  ها، استفاده شدند. اي و جمعیتی داده براي آنالیز خوشه POPGENEو  NTSYSهاي  برنامه
  

مراز تکثیر شده و با استفاده از  اي پلی از ژنوم کلروپلاست گیاه چاي در واکنش زنجیره bp6980در این بررسی حدود  :ها یافته
  ، DT/HinfI ،DT/AluI ،LF/PstIترکیب آغازگر /آنزیم ممکن، چهار ترکیب  20رسی گشتند. از هاي برشی بر آنزیم

HK/HinfI ها را در هفت گروه هاپلوتایپی ( حالت چند شکلی نشان داده و این چهار ترکیب نمونهH1 ،H2 ،H3 ،H4 ،H5 ،
H6  وH7حذف و اضافه در محدوده  هاي  دلیل رخ دادن جهش ها به بندي ) قرار دادند. تمام این گروهbp40 -10  .ایجاد شده بود

 45/0و  25/0، 46/0ترتیب  ) بهGstها ( ) و تفاوت ژنتیکی بین جمعیتHs)، میانگین تنوع بین جمعیتی (Htحداکثر تنوع ژنتیکی (
  دست آمد. هب
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ها  آوري نمونه ین مناطق مختلف جمعگونه ساختار ژنتیکی مدونی ماب چاي نشان داد که هیچ  نمونه 35نتایج بررسی گیري:  نتیجه
تفاوت طول قطعات حاصل از  - مراز اي پلی چنین این نتایج تأیید نمودند که امکان کاربرد روش واکنش زنجیره هم .وجود ندارد

 هاي چاي و ارقام آن وجود دارد. ) براي بررسی تنوع ژنتیکی و شناسایی ژنوتیپPCR -RFLPهضم (
  

    Camellia پرایمر عمومی کلروپلاست، هاپلوتایپ،، برشی آنزیم کلیدي: هاي واژه
  

  مقدمه
 )Camellia sinensis (L.) O. Kuntze( گیاه چاي

، Camellia، جنس Theaceaceمتعلق به خانواده 
شامل دو یا سه واریته  است و معمولاً Theaبخش 

  ، C. sinensis var. assamicaشناسی:  گیاه
C. sinensis var. pubilimba )8 و گاهی (  

C. sinensis var kucha ر ت بیش). 7باشد ( می
نوشیدنی  چاي). 31هاي چاي دیپلوئید هستند ( کلون
بخشی، تلخی  هاي آرامش که با ویژگی ی استسالم

 وروداگرچه ). 4(شود  میملایم و طعم گسی شناخته 
دلیل تکثیر  اما بهندارد گیاه چاي به ایران سابقه طولانی 

پلاسم  ژرم ،یاه در اوایل کشت تجاري آنبذري این گ
بسیار غنی از این گیاه در کشور ایران ایجاد شده است 
که شناخت ژنتیکی عمیقی از این مخزن ژنی وجود 

هاي شناسایی، مدیریت و حفاظت  بررسی ندارد.
جهت ها  پلاسم هاي چاي موجود در ژرم ژنوتیپ

گیاهان  استفاده مناسب از اینبراي اطمینان  دستیابی به
  حیاتی است.هاي اصلاحی امري  در برنامه

ها توسط نشانگرها از  پلاسم شناسایی ژرم
هاي گذشته آغاز شده و امروزه نیز ادامه دارد.  زمان

گیري  روش سنتی براي شناسایی ارقام یا اندازه
وابستگی در میان گروه گیاهان، بر اساس ارزیابی 

است که این روش   هبود ریخت شناسیهاي  ویژگی
تأثیر عوامل محیطی و باغی قرار گیرد  تواند تحت می

 هاي کاربردي هاي اخیر اجراي برنامه در سال). 32(
هاي جدید مولکولی  علت پیشرفت و معرفی تکنیک به

قرار گرفته است. این  پژوهشگرانمورد استقبال 

در به پژوهشگران اند  نشانگرهاي مولکولی توانسته
و ساختار  )2( ها یف واگرایی جمعیتشرح و توص

که استفاده  طوري به کمک شایانی کنند،) 15جمعیت (
هاي  روشها به سرعت در حال افزایش است.  از آن

، RAPDمانند  PCRمتعددي بر مبناي استفاده از 
ISSR ،SSR ،SRAP  وAFLP  تا به امروز براي

هاي گیاهان استفاده شده  پلاسم بررسی و شناسایی ژرم
براي بررسی تنوع ژنتیکی و مطالعات  است. در گیاهان

هاي مختلف وراثت و میزان  دلیل روش فیلوژنیک به
پلاستی و کلرواغلب از نشانگرهاي  ها جهش آن

). ژنوم کلروپلاست در 34(شود  میاي استفاده  هسته
ر موارد در گیاهان نهاندانه داراي وراثت مادري ت بیش

شدگی بسیار بالاي  حفاظت) که این ویژگی و 6(است 
فیلوژنی بسیار را براي بررسی و مطالعات  این ژنوم آن
طور  هبکلروپلاستی  اندامک ژنوم سازد. مستعد می

تک کپی   اصلی شامل منطقه عمده از چهار منطقه
، منطقه تک کپی )Large Single Copy( بزرگ

 توالیو دو منطقه  )Small Single Copy( کوچک
 است) Invert Repeat Region( وستکراري معک

  منطقهشدگی  که میزان حفاظت . با توجه به این)14(
 تر از نواحی دیگر ژنوم کلروپلاستی کمتک کپی بزرگ 

تر  سطوح پایین همنظور مطالع توان از آن به است، می
تر تمایل بر  و بیشنمود تاکسونومی در گیاهان استفاده 

شده بر مبناي این این است که از آغازگرهاي طراحی 
چنین در دسترس بودن  ). هم1( نواحی استفاده شود

پرایمرهاي عمومی کلروپلاست که قادر به تکثیر 
با استفاده از واکنش  کلرپلاست ژنوم مناطق خاصی از
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 .)33و  16، 14، 3( ) هستندPCRاي پلیمراز ( زنجیره
اهداف براي اندامکی را  DNAامکان کشف تنوع 

دلیل  است. به  فراهم نموده لوژنتیکتاکسونومی و فی
والدي اندامک کلروپلاست و میزان کم  وراثت تک

جهش رخ داده در این ژنوم نسبت به ژنوم هسته، این 
آل اطلاعات  عنوان یک منبع ایده به DNAمولکول 

ژنتیکی در مطالعات فیلوژنتیک و ژنتیک جمعیت 
 شدگی بالاي با توجه به حفاظت). 9شود ( شناخته می

ژنوم کلروپلاست امکان استفاده از پرایمرهاي عمومی 
معرفی شده براي تکثیر نواحی این ژنوم در گیاهان 

، 29، 25، 22، 20، 13، 9، 5، 1ود دارد (متفاوت وج
که براي مشخص شدن تنوع موجود در بین ) 35، 34

هاي کم هزینه  این قطعات تکثیر شده یکی از راه
هت هضم این قطعات هاي برشی ج استفاده از آنزیم

هاي موجود در  تکثیر شده و مشخص نمودن تفاوت
باشد که از این طریق تنوع نقطه به نقطه این  ها می آن

گردد. از مزایاي این روش نیز  قطعات مشخص می
جویی در زمان و هزینه، عدم نیاز به  توان به صرفه می

ها (امکان استفاده از اطلاع از توالی خاص براي پرایمر
پذیري بالا تکرار ،یمرهاي عمومی کلروپلاست)پرا

هاي بزرگ به  اشاره نمود. این روش با شکستن جامعه
هاي کوچک و مهیا کردن شرایط براي بررسی  جمعیت

ها  تر مانند ریزماهواره ها توسط نشانگرهاي دقیق نمونه
 که طوري هب ،باشد تر بسیار مناسب می در حجم کاري کم

هاي داخل یک گروه با  فقط کافی است که نمونه
این روش  .)19( یکدیگر مقایسه و بررسی شوند

تفاوت طول قطعات  -اي پلیمراز واکنش زنجیره
عنوان  چنین به ، همPCR-RFLP1حاصل از هضم 

 CAPs(2(قطعات تکثیر شده شکسته توالی تفاوت 
ها یا  از روش مقایسه توالی .)21( شود شناخته می

                                                
1- Polymerase Chain Reaction–Restriction 
Fragment Length Polymorphism 
2- Cleaved amplified polymorphic sequences 
(CAPS) 

 PCRدر واکنش  آنالیز هضم قطعات تکثیر شده
طور  هکلروپلاست ب DNAتوسط نشانگرهاي عمومی 

مطالعه  ،)34 و 29ها ( اي براي شناسایی گونه گسترده
و  20 ،18 ،1(تنوع ژنتیکی و فیلوژنی در بین گیاهان 

)، مطالعات 25هاي سوماتیکی ( ، شناسایی دورگ)22
) و 5)، شناسایی زادگاه مادري (35ساختار جمعیتی (

استفاده شده  )13داد هیبریدهاي طبیعی (شناسایی اج
  است.

) ارزیابی سودمندي 1این پژوهش با دو هدف (
براي محصولات تکثیر  PCR-RFLPکاربرد روش 

) بررسی میزان تنوع این 2کلروپلاست و ( شده ژنوم
  ژنوم در گیاه چاي صورت گرفته است.

  
 ها مواد و روش

نمونه  35، پژوهشمنظور انجام این  به: مواد گیاهی
هاي پژوهشکده چاي (واقع  چاي از کلکسیونبرگ 

آوري  جمعدر نشتارود، لاهیجان، سیاهکل و فشالم) 
ژنوتیپ از جمعیت منطقه  هشتها شامل  نمونه .شد

هشت ژنوتیپ از جمعیت ، (نشتارود) شرق چایکاري
، هشت ژنوتیپ از (لاهیجان) منطقه مرکز چایکاري

 ژنوتیپ سه، (فشالم) جمعیت منطقه غرب چایکاري
وارداتی از گرجستان، سه کلون وارداتی از ژاپن و 

). 1(جدول  کلون وارداتی از سریلانکا بود پنج
آوري  عنوان نمونه جمع هاي جوان کامل شده به برگ

درجه  - 80در دماي تا زمان استفاده شدند و 
 گراد قرار گرفتند. سانتی
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  ه در این مطالعهمورد استفادهاي چاي  نمونه -1 جدول
Table 1. Tea samples used in study. 

 نام علمی
Scientific name 

  زادگاه
Origin 

  کد پژوهشکده چاي
TRC No. 

  کد
code 

 نام علمی
Scientific name 

  زادگاه
Origin 

  کد پژوهشکده چاي
TRC No. 

  کد
code 

C. sinensis سریلانکا  
Sri Lanka 

KEN G19 C. sinensis گرجستان  
Georgia 

  برگ درشت 101
101 larg leaf 

G1 

C. sinensis فشالم  
Fashalam 

280 G20 C. sinensis گرجستان  
Georgia 

  برگ ریز 101
101 smal leaf 

G2 

C. sinensis 
  فشالم

Fashalam 
269 G21 C. sinensis 

  گرجستان
Georgia 

102a 
102a 

G3 

C. sinensis 
  فشالم

Fashalam 
276 G22 C. sinensis 

  ژاپن
Japan 

  اویس
OWASE 

G4 

C. sinensis 
  فشالم

Fashalam 
449 G23 C. sinensis 

  ژاپن
Japan 

  سایاما کائوري
SAYAMA KAORI 

G5 

C. sinensis 
  فشالم

Fashalam 
261 G24 C. sinensis 

  ژاپن
Japan 

  یابوکیتا
YABOKITA 

G6 

C. sinensis 
  فشالم

Fashalam 
285 G25 C. sinensis 

  لاهیجان
Lahijan 

468 G7 

C. sinensis 
  فشالم

Fashalam 
399 G26 C. sinensis 

  لاهیجان
Lahijan 

440 G8 

C. sinensis 
  فشالم

Fashalam 
277 G27 C. sinensis 

  لاهیجان
Lahijan 

444 G9 

C. sinensis 
  نشتارود

Nashtarood 
121 G28 C. sinensis 

  لاهیجان
Lahijan 

100 G10 

C. sinensis 
  نشتارود

Nashtarood 
114 G29 C. sinensis 

  لاهیجان
Lahijan 

455 G11 

C. sinensis 
  نشتارود

Nashtarood 
37 G30 C. sinensis 

  لاهیجان
Lahijan 

548 G12 

C. sinensis 
  نشتارود

Nashtarood 
183 G31 C. sinensis 

  لاهیجان
Lahijan 

591 G13 

C. sinensis 
  نشتارود

Nashtarood 
58 G32 C. sinensis 

  لاهیجان
Lahijan 

703 G14 

C. sinensis 
  نشتارود

Nashtarood 
34 G33 C. sinensis 

  سریلانکا
Sri Lanka 

DN G15 

C. sinensis 
  نشتارود

Nashtarood 
160 G34 C. sinensis 

  سریلانکا
Sri Lanka 

3015 G16 

C. sinensis 
  نشتارود

Nashtarood 
262 G35 C. sinensis 

  سریلانکا
Sri Lanka 

DG39 G17 

    C. sinensis 
  سریلانکا

Sri Lanka 
3020 G18 
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از روش  DNAجهت استخراج : DNAاستخراج 
) با اندکی تغییر استفاده 10دلاپورتا و همکاران (

استخراج شده از  DNAگردید. جهت تعیین کمیت 
روش اسپکتوفتومتر و دستگاه نانودراپ استفاده شد و 

استخراج شده در ژل آگارز  DNAبراي تعیین کیفیت 
  ولت الکتروفورز شد. 100و ولتاژ  درصد 8/0

 هفتدي.ان.ا استخراج شده توسط : PCRواکنش 
، DT ،LF ،HKجفت آغازگر عمومی کلروپلاست (

B1B2 ،SC ،rbcL  وSfM) (14 با شرایط  )21 و
اي پلی مراز  . مخلوط واکنش زنجیرهزیر تکثیر گردید

میکرولیتر از ترکیب دو  30ها در حجم  براي نمونه
 مولار از هر میلی 2/0مولار کلرید منیزیم،  میلی

dNTP یک واحد آنزیم تک ،DNA مراز پلی 
)recombinant, Fermentas, Canada ،(سه میکرولیتر 

برابر غلظت)  10اي پلیمراز ( از بافر واکنش زنجیره
نانوگرم از هر آغازگر (رفت و  10بدون کلرید منیزیم، 

ژنومی از هر نمونه  DNAنانوگرم  30) و برگشت
اي  هاي واکنش زنجیره تهیه شد. پس از تهیه حجم

سازي  ها در شرایط یک چرخه واسرشت پلیمراز نمونه
مدت چهار دقیقه،  بهگراد  درجه سانتی 95اولیه در دماي 

درجه  95در  سازي چرخه شامل واسرشت 30سپس 
زگر در دماي ثانیه، اتصال آغا 45مدت  گراد به سانتی

ثانیه و  45مدت  ) به2مناسب براي هر آغازگر (جدول 
مدت  گراد به درجه سانتی 72تکثیر و بسط در دماي 

) قرار 2لازم بسته به طول قطعه تکثیري (جدول 
گرفت و در نهایت یک چرخه تکثیر نهایی در دماي 

  .دقیقه اعمال گردید 10مدت  گراد به درجه سانتی 72

  
  .، اندازه قطعات و کیفیت تکثیرPCRها، شرایط واکنش  رهاي عمومی کلروپلاست، توالی آنآغازگ -2جدول 

Table 2. Chloroplast universal primers, their sequence, PCR conditions, size of amplified fragment and quality 
of amplification.  

  قدرت تکثیر
Degree of 

amplification** 

  شده ثیراندازه تک
  در تنباکو

Amplified 
fragment size 

in tobacco (bp) 

 PCRشرایط 
PCR conditions 

  *توالی
Sequence* 

مخفف پرایمر 
  کلروپلاست
Abbrev. of 

cpDNA primers 
  زمان بسط

Extension 
time 

(min.) 

  دماي اتصال
Annealing 

temperature 
(°C) 

+ 1213 2 54.5 F: ACCAATTGAACTACAATCCC 
R: CTACCACTGAGTTAAAAGGG DT 

+ 1050 2 56 F: CGAAATCGGTAGACGCTACG 
R: ATTTGAACTGGTGACACGAG LF 

+ 1831 3 61 F: ACGGGAATTGAACCCGCGCA 
R: CCGACTAGTTCCGGGTTCGA HK 

+ 1611 2:30 56 F: GGTTCGAATCCCTCTCTCTC 
R: GGTCGTGACCAAGAAACCAC CS 

+ 1431 2:30 55 F: TGTCACCAAAAACAGAGACT 
R: TTCCATACTTCACAAGCAGC rbcL 

na 1512 2:30 53 F:TGCCTTGGTATCGTGTTCATAC 
R: CYTGTCTTYTTGTAGTTGGAT B1B2 

na 1254 2 62 F: GAGAGAGAGGGATTCGAACC 
R: CATAACCTTGAGGTCACGGG SfM 

* :F  آغازگر رفت وR آغازگر برگشت  
 تکثیر نامناسب na: + تکثیر مناسب و **
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هضم و برش : هضم و برش توسط آنزیم برشی
اي پلیمراز توسط  شده در واکنش زنجیرهقطعات تکثیر

و  BglII ،HinfI ،AluIچهار آنزیم برشی محدودگر 
PstI کننده بر اساس دستور العمل شرکت تولید 

)Fermentas, Canada ( صورت گرفت. ترکیب مواد
بافر  µl2آنزیم برشی،  µl2در واکنش هضم شامل 

العمل افر براي هر آنزیم بر اساس دستورهضم (نوع ب
و  PCR µl10باشد)، محصول  شرکت متفاوت می

µl18 شی بر اساس یونیزه بود. دماي هر آنزیم برآب د
ساعت  8مدت  العمل شرکت تنظیم شد و بهدستور

این شرایط مورد برش قرار  تحت PCRمحصول 
  گرفت.

هر  PCRمحصول : ها داده تجزیهالکتروفورز و 
قبل از هضم جهت بررسی تنوع موجود یا آغازگر 

میکرولیتر از  5نواخطی قطعات به نسبت حجم  یک
، سه میکرولیتر بافر بارگذاري PCRمحصول واکنش 

در ژل  )سیناژن، ایران( و دو میکرولیتر ماده ژل رد
ولت  70ساعت و نیم در  2مدت  به درصد 1آگارز 

براي تخمین  kb1و سایز مارکر  الکتروفورز شدند
اندازه قطعات استفاده گردید. بعد از پایان مدت زمان 

 10برش و هضم، محصول واکنش هضم با ترکیب 
میکرولیتر از محلول واکنش هضم، سه میکرولیتر بافر 

براي بررسی  ردبارگذاري و دو میکرولیتر ماده ژل 
مدت  به درصد 3 آگارز ژلقطعات برش خورده روي 

شدند و عکس ولت الکتروفورز  70چهار ساعت در 
 بنفش صورت پذیرفت. از دوءبرداري زیر نور ماورا

براي تخمین طول قطعات  bp50 و kb1 سایز مارکر
  گردید.حاصل از هضم استفاده 

از دست آمده  هآماري نتایج ب تجزیهبراي 
و  POPGENE version 1.31افزارهاي  نرم

NTSYSpc version 2.0  استفاده شد و دندروگرام
. رسم گردید Diceو ضریب  UPGMAتوسط روش 

ها بر اساس روش  براي مشخص نمودن هاپلوتایپ

) عمل 20برده شده توسط خیاوي و همکاران ( کار هب
  شد.

  
  نتایج و بحث

عمومی آغازگر جفت  هفت تکثیرقدرت 
و  DT ،LF ،HK ،B1B2 ،SC ،rbcLکلروپلاست (

SfM ( بر روي پنج نمونه گیاه چاي که در این مطالعه
مورد بررسی قرار گرفت تا بهترین  ند،وجود نداشت

تنوع ژنوم کلروپلاست گیاه ها براي بررسی آغازگر
جفت  هفتاز این  گیرند.قرار  استفادهمورد چاي 

، DT ،LF ،HKآغازگر جفت پنج  آزمون شدهآغازگر 
SC  وrbcL  داراي تکثیر مطلوب بودند. براي بررسی

دلیل تولید  به) B1B2و  SfMدیگر (آغازگر دو جفت 
هاي لازم براي  ویژگیچند باندي یا عدم ایجاد باند 

اندازه . شدندحذف را نداشته و  پژوهشانجام این 
، DTهاي آغازگرشده با جفت تخمینی قطعات تکثیر

LF ،HK ،SC  وrbcL 1030، 1160 ترتیب به ،
از بود که مجموع این جفت ب 1570، 1340، 1880

از کل ژنوم کلروپلاست را  bp6980شده قطعات تکثیر
 هاي هاي تخمین زده شده با اندازه اندازهشدند.  شامل می

   گزارش شده توسط منابع دیگر در گیاهان متفاوت
دهد که این  تفاوت جزئی نشان می) 27، 20، 14، 1(

شدگی بالاي ژنوم کلروپلاست را  ع حفاظتموضو
نتایج مشابهی در مورد پرایمرها در کند.  یید میأت

از نظر اندازه و قدرت  کلروپلاست DNAبررسی 
در گیاه  عنوان مثال، . بهمشاهده گردیده تکثیر آغازگرها

را گزارش  B1B2عدم مفید بودن آغازگر  درمنه
گیاه سیب این آغازگر  که در در حالی )،1( نمودند

اید را تکثیر نم bp1740اي با طول  توانسته است قطعه
 مورد استفاده قرار گیرد PCR-RFLPو در بررسی 

دلیل رخ دادن این حالت در گیاهان متفاوت  ).19(
هاي محدود حذف/اضافه  تواند به رخدادن جهش می

هاي اتصال آغازگر در گیاهان متفاوت  در محل
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رسی تنوع کلروپلاستی گیاه چاي با در بر. بازگردد
، LFهاي در رابطه با آغازگر CAPsاستفاده از روش 

SfM  وDT از نظر اندازه قطعات  نتایج مشابهی را
در واکنش  و قدرت تکثیر آغازگرها شدهتکثیر

که با توجه ) 18( شده استگزارش  اي پلیمراز زنجیره
با شده توان به درستی قطعات تکثیر وع میبه این موض

 پنچدست آمده  هبا توجه به نتایج ب اطمینان نگریست.
داشتند براي هضم با  مناسب پرایمري که قدرت تکثیر

هیچ حالت  آنزیم برشی و بررسی انتخاب گردیدند.
پلیمراز اي  زنجیرهشکلی در محصولات واکنش  چند

حاصل با استفاده از هر یک از جفت آغازگرهاي مورد 
  آزمایش مشاهده نشد.

توجه به اندازه قطعات تکثیر شده در این مطالعه با 
bp6980  در مقایسه که شده تکثیر کلروپلاستاز ژنوم

جنس توالی کلی ژنوم کلروپلاست ارائه شده براي  با
Camellia  که در محدودهbp157166-156607 

کل ژنوم  درصد 44/4حدود  )23( گزارش شده است
ز ترکیب ا گیاه چاي مورد بررسی قرار گرفته است.

آنزیم  چهارو ها توسط آغازگر شدهقطعه تکثیر پنج
حالت  20از ) PstIو  BglII ،HinfI ،AluIبرشی (

، DT/HinfI ،DT/AluIترکیب  چهارممکن  هضم
LF/PstI ،HK/HinfI شکلی نشان دادند.الت چندح 
و جایگاه برش  چهاربا دارا بودن  HK-HinfIترکیب 

شکلی ید حالت چندجایگاه تولدر دو تولید پنج قطعه 
الت چند شکلی و جایگاه حنمود که جایگاه اول سه 

دوم دو حالت چند شکلی را نشان دادند. سه ترکیبات 
) تنها در LF/PstIو  DT/HinfI ،DT/AluIدیگر (

شکلی نمودند. سایر ترکیبات یک جایگاه تولید چند
مطالعات در  ممکن نیز تولید حالت چندشکلی نکردند.

با ) 27، 34( گیاه گیلاس و )20( ه سیبکلروپلاست گیا
 تفاوت -اي پلیمراز استفاده از روش واکنش زنجیره
دلیل  )PCR-RFLPطول قطعات حاصل از هضم (

هاي حذف  شکلی رخدادن جهشمشاهده حالات چند

ا . بشده استبیان  bp50-20و اضافه در محدوده 
زه که در مطالعه حاضر نیز تفاوت اندا توجه به آن

شکلی را نشان مشاهده شده که حالت چندقطعات 
توان بیان کرد که دلیل  دادند در این محدوده بود می می

 مشاهده حالات چندشکلی در بررسی ژنوم کلروپلاست
هاي محدود و کوتاه  گیاه چاي نیز رخ دادن جهش

bp50-20 با که  اي در مطالعه. حذف و اضافه است
براي  PCR-RFLPهدف بررسی کاربرد روش 

صورت گرفته گیاه چاي رسی ژنوم کلروپلاست بر
زگرهاي بررسی ابا آغآغازگرهاي مشابهی ) 9( است

دست  هکه نتایج ب ،مورد استفاده قرار گرفتحاضر 
آمده در بررسی حاضر از نظر قدرت تکثیر آغازگرها 

باشد که این موضوع نشان  می ها نتایج مطالعه آن مشابه
 خصوص بهست شدگی بالاي ژنوم کلروپلا از حفاظت

ها آغازگر طراحی شده است  در نواحی که از روي آن
دارد زیرا این آغازگرها جهت تکثر نواحی بین ژنی 

نواحی  تري را نسبت به بیشاند که تنوع  طراحی شده
، در بخش مقایسه قطعات هضم دهند نشان میژنی 

آنزیم برشی مابین  -آغازگر شده نیز برخی ترکیبات
 هایی اما تفاوت ،اند مشابه رو پیش هشپژو) با 9مطالعه (

بر اساس نتایج  ،دوش میدیده مده آدست  هدر نتایج ب
 -ترکیبات آغازگر اکثرً ) در9گزارش شده توسط (

دست آمده  هب شکلیچندتعداد قطعات  آنزیم برشی
کار  هب گیاهان دلیل این امر تنوع بالاترتر است که  بیش
ها تنوع را در  زیرا آن .باشد می ها آنتوسط شده برده 

عنوان  و کشور چین به اند سطح رقم بررسی نموده
و  ترین مخازن ژنتیکی گیاه چاي در جهان یکی از غنی

اما بررسی حاضر تنوع  باشد می زادگاه آن مطرح
گرفته در سطح ژنوتیپ مورد بررسی قرار کلروپلاستی 

هاي  يپلاسم چا که منشا تمام ژرم جایی و از آناست 
 ،باشد تحت کشت در ایران محدود به واردات آن می

تري نسبت  که تعداد قطعات چندشکل کماین موضوع 
 کاملاً که دست آید ه) ب9به مطالعه چن و همکاران (
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 .ده نمودهتري را مشا تنوع کم دو بای قبول است قابل
و قطعات حاصل  HKشده توسط آغازگر قطعه تکثیر

 1در شکل  SC/AluIو  HK/HinfIاز هضم ترکیبات 
  اند. نشان داده شده

هاي  چند شکلی نمونه هاي بر اساس این حالت
ت هاپلوتایپی متفاوت قرار حال هفتمورد بررسی در 

هاي شناسایی شده و  ایپهاپلوت 3 جدولگرفتند. 
ها را  هاي مورد بررسی در آن گیري نمونهنحوه قرار
ت دس هب 3دول طور که از ج دهد. همان نشان می

هاي تحت کشت در ایران  که نمونه جایی ید از آنآ می

شرق اسیا و بر اساس منابع ثبت نشده  أداراي منش
هاي  اي در کنار ژنوتیپ هیچ نمونه ،کشور چین هستند

ته این بوارداتی از گرجستان قرار نگرفته است. ال
هاي مورد  ضوع دلیل بر عدم تشابه بین نمونهمو

زیرا دامنه مطالعه  .باشد ها نمی بررسی و آن ژنوتیپ
حاضر براي بیان این مطلب محدود است و براي بیان 

در  جملاتی با این شدت نیاز به بررسی ژنوم هسته
از سوي دیگر تفاوت  ،باشد کنار ژنوم کلروپلاست می

ایجاد شده تنها به تعداد محدودي جهش حذف و 
  گردد. اضافه باز می

  

  
 اند. (ب) که در ژل آگارز مشخص شده SC/AluI(الف) و  HK/HinfIآنزیم برشی  -الگوي برش دو ترکیب پرایمر -1شکل 
  باشند. می G14 و G11 ،G1 ،G2 ،G3 ،G5 ،G32 ،G33 ،G6 ،G22 ،G24 ،G3هاي  ترتیب نمونه ها بر اساس شماره به چاهک

Fig. 1. The cutting pattern of two Primer-Restriction enzyme combinations HK/HinfI (a) and SC/AluI (b) were 
shown in agarose gel. Wells (based on the number) are G11, G1, G2, G3, G5, G32, G33, G6, G22, G24, G3 and 
G14 respectively. 

  
  .ها رسی در آنهاي مورد بر گیري نمونههاي شناسایی شده و نحوه قرار ایپهاپلوت -3جدول 

Table 3. Identified haplotypes and including samples.  

 هاپلوتایپ
haplotypes  

  ها کد نمونه
Samples cod  

H1 S1, S2 & S3 

H2  S4, S22 & S23 

H3  S5, S6 & S24 

H4  S7, S8, S16, S26, S27, S30 & S31  
H5  S9, S10, S20, S21, S25, S28, S34 & S35  
H6  S11, S14, S17, S18 & S19  
H7  S12, S13, S15, S29, S32 & S33  
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و  H1 ،H2سه هاپلوتایپ شناسایی شده اول (
H3ترین  ) هر کدام با پوشش سه نمونه کوچک

و نکته مهم در  هاي شناسایی شده بودند هاپلوتایپ
هاي  دست آمده جدا شدن نمونه هاین سه هاپلوتایپ ب

هاي کشور  هکشورهاي گرجستان و ژاپن از نمون
هاي  چند در هاپلوتایپ باشد. هر سریلانکا و ایران می

H2  وH3 هاي ایران  ترتیب دو و یک نمونه از ژنوتیپ به
تواند به رابطه ژنتیکی  قرار دارد که این موضوع می

گیاهان چاي تحت کشت در کشور ژاپن با مخزن 
ژنتیکی چاي کشورهاي چایخیز مانند چین و سریلانکا 

که منشا گیاهان چاي ایران نیز ایز این منابع باز گردد 
باشد. چهار هاپلوتایپ دیگر داراي تعداد عضو مشابه  می

کلون وارداتی از کشور سریلانکا تعدا سه  بودند. از پنح
در کنار دو ژنوتیپ ایرانی  H6کلون در هاپلوتایپ 

تنها یک  H7و  H5قرار گرفتند در دو هاپلوتایپ 
 H4گرفت و در هاپلوتایپ  کلون سریلانکایی قرار

  هاي سریلانکایی مشاهده نشد.  اي از کلون هیچ نمونه

ي حاصل از ها دست آمده از داده هدر دندروگرام ب
PCR-RFLP  ها  ) مشخص است که کل نمونه2(شکل
) تقسیم Bو  Aبه دو گروه اصلی ( 30از حد تشابه 

 H1 ،H6هاپلوتایپ  سهشامل  Aشدند که گروه اصلی 
 40در حد تشابه  . خود این زیرگروه مجدداًدبو H7و 

جا مشاهده گردید  ) که در اینA-2و  A-1تقسیم شد (
هاي  که تنها نمونه H1هاپلوتایپ ) A-1( گروه اولکه 

که تنها  H7گرجستان را در برداشت در کنار هاپلوتایپ 
قرار گرفت که این  ،هاي ایرانی را در بر داشت نمونه

هاي  جه جدا شدن کامل نمونهموضوع در تضاد با نتی
باشد و نشان از رابطه  هاي ایران می گرجستان از نمونه

زیرا تنها تفاوت  .باشد ها می ژنتیکی مابین این نمونه
مابین این دو هاپلوتایپ رخ دادن یک جهش حذف و 

آنزیم  -آغازگراضافه در قطعه اول حاصل از ترکیب 
  باشد. می HK/HinfIبرشی 

 

 
  

با کاربرد ضریب  UPGMAهاي چاي ایران و چند کلون وارداتی توسط آنالیز  دست آمده براي برخی ژنوتیپ هروگرام بدند - 2شکل 
Diceباشد). می 1 ها بر اساس جدول . (شماره 

Fig. 2. Dendrogram obtained for some Iranian tea genotypes and some imported clone using UPGMA analysis 
with Dice coefficient. 
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هاي  ) که شامل هاپلوتایپBگروه اصلی دیگر (
H2 ،H3 ،H4  وH5 بر خلاف گروه اول اصلی  ،بود

)A از یکدیگر جدا شده و در دو  56) در سطح تشابه
  هاي فرعی  ) قرار گرفتند. گروهB-2و  B-1گروه (

B-1 هاي  شامل هاپلوتایپH2  وH3  و گروه فرعی
B-2 هاي  شامل هاپلوتایپH4  وH5  بود. نکته مهم

هاي ژاپنی که  ) جدا شدن نمونهBدر این گروه (گروه 
از سایر  ،قرار داشتند H3و  H2هاي  در هاپلوتایپ

هاي ایرانی بود. در این گروه تنها یک نمونه  نمونه
تواند نشان از  می سریلانکایی قرار داشت که این مورد

بر اساس  هاي ایرانی که فاصله والد مادري مابین نمونه
اند،  از منشا چینی ذکر شده منابع منتشر نشده عموماً

باشد. البته این موضوع با توجه به هاپلوتایپ 
تنها دو نمونه  ازیر ،قبول است نیز قابل H6هاپلوتایپ 

چاي ایرانی در کنار سه کلون وارداتی از سریلانکا 
جا لازم است اشاره گردد جهت  اند. در این قرار گرفته

  هاي بسیار  واردي با این دقیق نیاز به بررسیبیان م
تر و با استفاده از دو  روي منابع ژنتیکی بسیار گسترده

کلی طور هباشد. ب اي و اندامکی می دسته نشانگر هسته

از یکدیگر جدا  80ها در سطح تشابه  تمام هاپلوتایپ
  صورت تکی قرار گرفتند. هشده و ب

ها امکان  وتایپیکی از کاربردهاي شناسایی هاپل
و ها فراهم کردن شرایط شناسایی برخی ارقام، ژنوتیپ

موهانتی و که  طوري هب ،باشد می ها حتی جمعیت
) نیز نتایج 34و همکاران ( ) و تورکچ27همکاران (

هاي مورد بررسی  مشابهی را براي شناسایی برخی نمونه
اند که در این بررسی با توجه به  خود گزارش نموده

وارداتی از گرجستان و سه کلون نمونه  سهاینکه 
فردي نشان  منحصربهحالت هاپلوتایپی  وارداتی از ژاپن

  .ها استفاده نمود توان از آن براي شناسایی آن می ،دادند
هاي میانگین تعداد نوار مشاهده شده  شاخص

)naثر (ؤ) کل، میانگین تعداد نوار مne میزان ،(
  ن شاخص ) کل، میزاhشاخص تنوع ژنتیکی نی (

)، Htحداکثر تنوع ژنتیکی ( ،)Iتنوع ژنتیکی شانون (
) و تفاوت ژنتیکی بین Hsجمعیتی ( میانگین تنوع بین

جهت بررسی میزان تنوع ژنتیکی ) Gstها ( جمعیت
ها محاسبه گردید  ها و زیرجمعیت درون جمعیت

 ). 5 و 4 هاي (جدول
  

  اد نوار مؤثر، شاخص تنوع ژنتیکی نی و شاخص تنوع ژنتیکی شانون در تعداد نمونه، تعداد نوار مشاهده شده، تعد -4جدول 
  .ها و کل جمعیت زیر جمعیت

Table 4. Sample size, observed number of alleles, effective number of alleles, Nei's gene diversity and 
Shannon's information index in each population and all samples. 

  شاخص تنوع ژنتیکی شانون
Shannon's Information 

index (I) 

  شاخص تنوع ژنتیکی نی
Nei's gene diversity 

(h) 

  تعداد نوار مؤثر
Effective number of 

alleles (ne) 

  شده تعداد نوار مشاهده
Observed number 

of alleles (na) 

  اندازه نمونه
Sample 

size 
  جمعیت

population 

0.41 0.28 1.48 1.73 8 
  فشالم

Fashalam 
  لاهیجان 8 1.90 1.83 0.43 0.61

Lahijan 
0.48 0.34 1.64 1.73 8 

  نشتارود
Nashtarood 

  گرجستان 3 1.00 1.00 0.00 0.00
Georgia 

  سریلانکا 5 1.90 1.67 0.38 0.55
Sri Lanka 

  ژاپن 3 1.18 1.14 0.08 0.11
Japan 

  کل 35 2.00 1.86 0.45 0.64
Total 
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 .ها جمعیتها، تنوع بین زیر ، تنوع درون زیرجمعیت ي تنوع کل جمعیتها شاخص -5جدول 
Table 5. Total genetic diversity (Ht), the genetic differentiation within population (Hs) and the genetic 
differentiation among population (GST). 

  ها جمعیتتنوع بین زیر
The genetic differentiation 
among population (GST) 

  ها جمعیتتنوع درون زیر
The genetic differentiation 

within population (hS) 

  تنوع کل
Total genetic diversity 

(hT) 
  اندازه نمونه

Sample Size 
 

  میانگین 35 0.46 0.25 0.45
Mean. 

  خطا استاندارد - 0.00 0.00 -
St. Dev 

 
با کاربرد کلروپلاست  روي در مطالعات دیگر

)، Htحداکثر تنوع ژنتیکی ( PCR-RFLPروش 
) و تفاوت ژنتیکی Hsجمعیتی ( میانگین تنوع بین

 توسط جهانگیرزاده) محاسبه شده Gstها ( جمعیت بین
 ،467/0=Ht( Malus) در جنس 17( و همکاران خیاوي

445/0=Hs  048/0و =Gst خیاوي و همکاران ،(
، Ht=444/0گزارش شده است (میزان  )20(

382/0=Hs  1409/0و =Gst(  موهانتی و همکاران و
 Prunusهاي وحشی و برخی ارقام  ) در جمعیت27(

avium )40/0=Ht ،37/0=Hs  08/0و =Gst .بود (
)، میانگین Htبا مقایسه میزان حداکثر تنوع ژنتیکی (

 ها جمعیت ) و تفاوت ژنتیکی بینHsجمعیتی ( تنوع بین
)Gst) 46/0) محاسبه شده در پژوهش حاضر=Ht ،

25/0=Hs  45/0و =Gst با میزان محاسبه شده (  
گردد نتایج  مشخص می ذکر شدههاي  در پژوهش

شده  شدت حفاظت هدست آمده براي این ژنوم ب هب
ع ژنتیکی قبول بوده و این روش براي بررسی تنو قابل

  اندامک کلروپلاست در گیاه چاي قابل استفاده است.
  دست آمده و مقایسه آن با  به Gstبا توجه به 

 Malus هاي هاي محاسبه شده در جنسGstباقی 
)04/0 =Gst) (17 ،(Malus )14/0 =Gst) (20 ،(

Prunus avium )08/0 =Gst) (27 و (Prunus 

spinosa )19/0 =Gst) (26د که گرد ) مشخص می

) حساب شده Gstتنوع ژنتیکی درون جمعیت (
هاي  و حتی نسبت به برخی گونه باشد می تر بیش

  ) Querus petraea )90/0 =Gstجنگلی مانند 
)30 ،(Fagus sylvatica )83/0 =Gst) (11 و (

Argania spinosa )60/0 =Gst) (27تر  ) بسیار کم
کر شده هاي ذ که در تمام گونه باشد. با توجه با آن می

Gst  بسیار محاسبه شده توسط ژنوم کلروپلاست
محاسبه شده توسط استفاده از ژنوم  Gstتر از  پایین

ها با کاربرد  جمعیت (تفاوت ژنتیکی بینهسته 
توان بیان نمود  ) می30باشد ( اي) می مارکرهاي هسته
اي در مقایسه با توارث سیتوپلاسمی  که توارث هسته

دهد زیرا جریان  ي میتري رو با سازماندهی کم
اي توسط  هاي هسته هاي سیتوپلاسمی برخلاف ژن ژن

  گردد. عامل پخش شدگی بذرها محدود می
بود مقایسه با سایر مطالعات مشابه از دلایل کم

عدم بررسی تنوع ژنتیکی کلروپلاست گیاه توان به  می
 مطالعات معدود هاي مشترك در تعداد کم نمونهچاي، 

هاي متنوع براي تکثیر نواحی ، پرایمرانجام شده
هاي برشی که  متفاوت ژنوم کلروپلاست و تعدد آنزیم

آنزیم برشی  - باعث ایجاد ترکیبات زیاد پرایمر
نیز بررسی این له در أمس اشاره کرد که این ،شوند می

  مشاهده گردید.
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 ها با تعریف مسیرهاي کلی شناسایی هاپلوتایپطور هب
ی و همچنین تقسیم بندي تکاملی و توزیع جغرافیای

تر باعث  هاي کوچک هاي بزرگ به گروه جمعیت
هاي ژنتیکی  تر شدن کارهاي مطالعاتی و بررسی راحت

) و SSRها ( بر مانند ریزماهوارهبا نشانگرهاي زمان
) AFLPتفاوت طول قطعات حاصل از تکثیر (

ویژه  گردد. البته امروزه با پیشرفت علوم مولکولی به می
بی سریع قطعات مطالعات فیلوژنتیکی و یا توالی

سمت استفاده از این روش تغییر مسیر داده  مولکولی به
علت مشکلاتی که در انجام  چند به است. هر

بر بودن)  یابی وجود دارد (هزینه بالا و زمان توالی
اي  ز هر دو روش واکنش زنجیرهشود ا توصیه می

  تفاوت طول قطعات حاصل از هضم  -مراز پلی
PCR-RFLP صورت ترکیبی استفاده  هیابی ب و توالی

که در حالتی که نتایج مقداري  صورتبه این  ،گردد
  یابی استفاده گردد. دهند از توالی پیچیدگی نشان می

  
  ري کلیگی نتیجه

گونه ساختار  نتایج این بررسی نشان داد که هیچ
هاي مناطق مورد بررسی  ژنتیکی مدونی مابین نمونه

که امکان  چنین این نتایج تأیید نمود جود ندارد؛ همو
براي  ژنوم کلروپلاست PCR-RFLPکاربرد روش 

هاي چاي و ارقام آن وجود  بررسی تنوع مابین ژنوتیپ
یابی به نتایج دقیق نیاز به  البته جهت دست دارد.

هاي بررشی  تر نشانگرها و آنزیم کاربرد تعداد بیش
، تنوع ژنتیکی در روش با استفاده از این. استم

DNA مشاهده شد اما  چايهاي  اندامکی بین ژنوتیپ
هاي   اي نبود که قادر باشد ژنوتیپ گونه این تنوع به

رسد  نظر می نماید. به تفکیکمناطق مختلف را از هم 
هاي برشی،  شاید با افزایش تعداد آغازگرها و آنزیم

ین چنین نتایج ا یافت. هم بتوان به این تفکیک دست
در  کشت شدهچاي هاي  بررسی نشان داد که ژنوتیپ

صورت جنسی  که اکثراً درگذشته به دلیل آن ایران به
 باشند. اند، داراي تنوع ژنتیکی بالایی می تکثیر شده

رو  کارهایی مشابه بررسی پیش کلی جهت انجام طور هب
پذیر و با دقت بالا هاي تکرار مناسب است از روش

استفاده گردد تا  1cpSSRشده یا مانند روش استفاده 
صورت  هگیري ب نتایج در کارهاي اصلاحی دورگه

 کار برده گردد. هتر در انتخاب والدین ب دقیق
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