
مقدمه
گزنه گياهي چند ساله که تا حدود يک و نيم متر رشد نموده و 
داراي برگ هاي آويزان و کمابیش متمايل به خاکستري است. 
شده  پوشانده  شکل  مخروطي  تارهاي  و  پرزها  توسط  گياه  اين 
پوست  و  به دست مي چسبد  لمس کردن ساقه  که در صورت 
از کرک  نيز پوشيده  اين گياه  را مي گزد هم چنين برگ هاي 
هاي گزنده مي باشد که توليد خارش و سوزش مي کند. ريشه 

اين گياه، خزنده و در ناحيه اي که سبز مي شود کم کم تمام 
گزنه  ريشه  عصاره  يا  ريشه خشک  گيرد)2(.  مي  فرا  را  منطقه 
براي درمان بزرگ شدگي پروستات نيز کاربرد دارد. برگ ها و 
ريشه هاي گزنه در درمان تکميلي ناراحتي هاي رماتيسمي مورد 
التهاب  درمان  براي  نيز  اوقات  وگاهي  گيرند  مي  قرار  استفاده 
گرفته  کار  به  کليه  درمان سنگ  و  پيشگيري  و  ادراري  مجاري 
از مواد معدني و ويتامين ها  مي شوند. برگ هاي گزنه سرشار 
 .)1( دارد  زيادي  استفاده  مورد  غذايي  مکمل  عنوان  به  و  بوده 
شناخته شده ترين این جنس ها، گزنه ها هستند که جزو گياهان 
پراکنده  زمين  کره  نواحي  اکثر  در  و  شوند  مي  محسوب  بومی 
اي است که در مناطق  اند. Parietaria officinalis ، گونه 
 ،Parietaria judaica رويد.  مي  وجنگلي  مرطوب  کمابیش 
گياهي صخره روي است که در شيار صخره ها واغلب در مناطق 

بررسي تنوع ژنتيکي گياه گزنه (Nettele( در بخش مرکزي مازندران با استفاده ازنشانگر 
RAPD مولکولي

 غلامرضا بخشی خانيکی *1، معصومه علی نژاد 2، سید کمال کاظمی تبار 3، رحمان حمیدی 4
1-       گروه زيست شناسي دانشگاه  آزاد اسلامی واحد پرند، تهران - ایران

2 -  گروه زيست شناسي علوم گياهي دانشگاه پیام نور تهران، تهران – ايران

3 - گروه کشاورزی دانشگاه مازندران، ساری – ایران

4 - دانشگاه علم و صنعت ایران، تهران - ایران

چکيده
سابقه و هدف: گزنه با نام علميUrtica  dioicaبه عنوان يکي از گياهان دارويي جهت درمان بسياري از بيماري ها به کار مي 
رود. اين گياه در درمان بيماري هاي گوارشي به کار رفته، هم چنين اثر ضد حساسيتي داشته و کاهنده ميزان قند خون و فشار خون مي 
باشد. به دليل اهميت مواد موثره گياهان دارويي در زمينه صنايع غذايي، آرايشي و بهداشتي باعث شده که توجه وتحقيق پيرامون اين 
دسته گياهان از نقطه نظر کشت، توليد و مصرف آن ها از اهميت خاصي برخوردار باشد. در اين تحقيق نمونه هاي گياه از ناحيه مرکزي 

استان مازندران جمع آوري و مورد ارزيابي در سطح DNA قرار گرفتند.

مواد و روش ها: به منظور بررسي ژنتيکي و به دست آوردن روابط خويشاوندي نمونه هاي گزنه، DNA ژنومي با استفاده از روش 
 PCR با الکتروفورز ژل آگارز 1 % بررسي شد. براي انجام واکنش DNA تغيير يافته استخراج گرديد. کميت و کيفيت نمونه هاي CTAB

از 6 آغازگر RAPD استفاده گرديد.
یافته ها: از مجموع 155 باند توليد شده در RAPD، 68/38% باندها چندشکلي بودند. آناليز داده ها با برنامه هاي NTSYS انجام و 

دندروگرام بر پايه روش UPGMA ترسيم شد.
نتیجه گیری: به طور کلي بررسي تنوع ژنتيکي در گزنه با استفاده از نشانگر RAPD نشان داد که اين مارکر در شناسايي نواحي 

چندشکلي و تخمين فاصله ژنتيکي مي تواند مفيد باشد. 
PCR ،RAPD ،گزنه، تنوع ژنتيکيUrtica dioica :کلمات کليدي
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به طور نسبی خشک رشد مي کند. منطقه رويش گزنه در ايران 
در ييلاق هاي اطراف تهران، شميرانات، کرج، جنگل هاي شمال 
ارسباران ودر دامنه سهند در آذربايجان است. گزنه بيش تر در 
نواحي مرطوب به طور خصوص مناطق شمالي ايران به حد فراوان 
مي رويد. نوع خودروي آن اغلب در اماکن مخروبه، باغ ها، نقاط 
مرطوب خارج از شهر، نواحي سايه دار و در کنار پرچين ها وجاده 
ها مي رويد )3(. خواص فراوان اين گياه باعث شده تا از لحاظ 
تنوع ژنتيکي و تعيين ميزان روابط خويشاوندي مورد بررسي قرار 
گيرد. RAPD يک روش ملکولي معمول در آناليز انگشت نگاري 
موارد  و  ملکولي  بندي  طبقه  مختلف،  هاي  ژنوتيپ  DNAبراي 
ديگر مي باشد)4(. هدف از این تحقیق بررسي تنوع ژنتيکي گياه 
گزنه (Nettele( در بخش مرکزي مازندران با استفاده ازنشانگر 

مولکولي RAPD می باشد.
مواد و روش ها

جهت انجام اين تحقيق 9 نمونه از گياه دارويي گزنه از مناطق 
قائم شهر، کياکلا، جويبار،  بابل،  )آمل،  مازندران  استان  مختلف 
ساري، نکا، بهشهر و گلوگاه( جمع آوري گرديد. جهت به دست 
آوردن DNA از بافرها و محلول هاي CTAB استفاده شد. کد و 
توالي آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق در جدول 1 آمده 

است.
جدول1. کد و توالي آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق )آغازگرهاي 1 

تا 3 باندهاي واضح و تکرارپذير نشان دادند(.

کد پرايمرتوالي پرايمررديف

1GGCACTGAGGOPG-02

2GAGCCCTCCAOPG-03

3AGCGTGTCTGOPG-04

4GTGCCTAACCOPG-06

5GAACCTGCGGOPG-07

6 TCACGTCCACOPG-08

استخراج DNA باروش CTAB گياهان دارويي)7( با اندکي تغيير 
به شرح ذيل انجام شد: ابتدا برگ هاي تازه و جوان نمونه هاي 
مقطر  آب  وسيله  به  را  مازندران  منطقه   9 از  شده  آوري  جمع 
 DNA شستشو داده تا بافت هاي گياهي عاري از آلودگي شده و
آن ها با ميزان خلوص بالاتري به دست آيد. پس از خشک کردن 
را جدا  نمونه  از هر  برگ  با کاغذ خشک کن حدود 4  ها  برگ 
از  نيتروژن مايع پودر و پس  کرده درون هاون چيني به کمک 
ليتري درسریع ترین زمان در فريزر  انتقال به تيوپ 1/5 ميلي 
20- درجه سانتي گراد قرار داده شد. به هر نمونه 800 ميکروليتر 
بافر استخراج اضافه شد و به مدت 90 دقيقه در دماي 65 درجه 

در بن ماري قرار داده شد. در طي اين مدت هر ده دقيقه يک 
بار، لوله ها به حالت افقي به آرامي تکان داده شدند. به هر نمونه 
نسبت  به  ترتيب  به  وايزوآميل الکل  کلروفرم  ميکروليتر   600
تا  ورتکس  از  استفاده  بدون  آهستگي  کرده و به  اضافه   )24:1(
30 دقيقه به صورت افقي بالا و پايين کرده )invert( و سپس 
به مدت 15 دقيقه سانتريفيوژ شدند.   13000 rpm با سرعت 
بخش شفاف و بالايي حاوي DNA به ميکروتيوپ جديد منتقل 
شد. دوباره مقدار برابر حجم، کلروفورم و الکل ايزوآميل به نسبت 
)24:1( اضافه شد و با سرعت rpm 12000 به مدت 10 دقيقه 
سانتريفيوژ شد. بخش شفاف بالايي حاوي DNA به ميکروتيوپ 
جديد منتقل شد. به محلول حاوي DNA يک دوم حجم کلريد 
سديم 5 مولار اضافه شد و به آرامي به حالت افقي تکان داده شد. 
سپس دوسوم حجم ايزوپروپانول 20- درجه سانتي گراد اضافه 
شد. ميکروتيوپ را به آرامي به صورت افقي بالا و پايين کرده تا 
نيم  به مدت  از آن ميکروتيوپ  DNA تشکيل شود پس  کلاف 
 DNA ساعت در فريزر 20- درجه سانتي گراد نگهداري شد تا
رسوب خوبي بدهد. در مرحله بعد سانتريفيوژ محلول در 12000 
گرفت.  صورت   DNA رسوب  جهت  دقيقه   10 مدت  به   rpm
با   DNA سپس خارج کردن محلول رويي و شستشوي رسوب 
اتانول 70% به اندازه 2 ميلي ليتر در دو مرحله. قرار دادن تيوپ 
ها به صورت در باز در دماي اتاق تا اتانول به طور کامل تبخير 
شود و رسوب DNA خشک گردد. پس از تبخير کامل اتانول، 50 
ميکروليتر آب دوبار تقطير به DNA اضافه شد. نمونه ها در دماي 
واکنش  نگهداري گرديد.  استفاده  زمان  تا  4 درجه سانتي گراد 
واکنش  انجام  براي  شد.  انجام  ميکروليتر   25 حجم  در   PCR
ابتدا محلول اصلي واکنش را با هم مخلوط کرده )ايجاد مخزن 
مخلوط( سپس 2 ميکروليتر از DNA را داخل تيوپ ريخته و بعد 
اضافه   DNA تيوپ حاوي  به  را  از محلول اصلي  23 ميکروليتر 
گرديد. براي تکثير از دستگاه ترمو سايکلر با اين شرايط استفاده 
شد: 1- دناتوره شدن اوليه )5 دقيقه، 95 درجه سانتي گراد(، 2- 
دناتوره شدن بعدي )1دقيقه، 94 درجه سانتي گراد(، 3- اتصال 
)1 دقيقه، 32 درجه سانتي گراد(، 4- سنتز )2 دقيقه، 72 درجه 
سانتي گراد(، 5- سنتز نهايي )8 دقيقه، 72 درجه سانتي گراد(.

از مرحله 2 تا 4، 35 سيکل تکرار شد. براي مشاهده محصولات 
TBE ×1 تحت  بافر  آگارز 1/5% و در  نمونه ها روي ژل   PCR
ولتاژ 90 به مدت 120 دقيقه الکتروفورز انجام شد. رنگ آميزي با 
اتيديوم برومايد به مدت 15 دقيقه انجام شد. براي عکس برداري 
گرديد.  IO8ايلوميناتور استفاده  مدل  ترانس  دستگاه  از  ژل،  از 
نمونه هاي مختلف بر اساس باندهاي پديدار شده روي ژل آگارز 
با منظور نمودن يک براي حضور باند و صفر براي غياب باند مشابه 
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مقايسه شدند. در برنامه Microsoft Excel ماتريس صفرو يک 
تهيه و براي انجام محاسبه های بعدي انتخاب شدند. براي تجزيه 
 )10(NTSYS )v.2/02( از نرم افزارRAPD  و تحليل داده هاي
استفاده شد. ماتريس ايجاد شده توسط برنامه Excel به نرم افزار 
NTSYS جهت محاسبه شباهت ژنتيکي انتقال داده شد. ماتريس 
ميانگين  الگوريتم  از  استفاده  با   SAHN تشابه در کلاستربندي 

فاصله UPGMA براي ايجاد يک دندرو گرام وارد شد.
نتايج 

با استفاده از 6 آغازگر RAPD تکثير قطعات DNA ژنومي گزنه 
باندهاي  آغازگر   3 تنها  که  قرارگرفت  ارزيابي  مورد   PCR در 
PCR، تعداد  انجام واکنش  با  واضح و تکرارپذير را نشان دادند. 
155 قطعه DNA تکثير شده قابل ارزيابي در نمونه ها به دست 
بيش  بودند.  باندها چند شکل   %  68 معادل  باند  که 106  آمد 
ترين  کم  و   )61/84%(  OPG-03 پرايمر  را  چندشکلي  ترين 
چندشکلي را پرايمرOPG-02  از خود بروز داد )شکل های 2 
و 1(. هم چنين پرايمرOPG -04 نيز با اختلاف کمي نسبت به 
نشانگر OPG-03 دومين مرتبه چندشکلي را به خود اختصاص 
داد )شکل 3(. پس از انتقال داده ها و ساخت ماتريکس فاصله 
استفاده  با  نهایت دندروگرام  و در  تشابه رسم  ماتريس  ژنتيکي، 
اندازه  منظور  به   .)4 )شکل  آمد  دست  به   UPGMA روش  از 
گيري و تعيين فواصل ژنتيکي، دوري يا نزديکي، خويشاوندي يا 
عدم خويشاوندي نمونه هاي گياهي موجود در يک کلکسيون از 
روش دسته بندي خوشه اي استفاده مي شود. براي اين ضرايب 
هر چه فاصله ژنتيکي بين دو دسته از کلاسترها بيش تر باشد 
نمونه هايي که در آن دو دسته قرار مي گيرند از هم دورترند. 
دندروگرام ترسيم شده در فاصله ژنتيکي 48 % دو گروه اصلي 
را بين 9 نمونه مشخص کرد. در گروه اول شهرهاي آمل، بابل 
و کياکلا با هم در يک گروه قرار گرفتند که گزنه هاي شهرهاي 
از نظر  را  ترين شباهت  با ضريب تشابه 85% بيش  بابل  و  آمل 
الگوي باندي دارا مي باشند. هم چنين گزنه هاي شهرهاي آمل و 
بابل نسبت به شهر کياکلا با ضريب تشابه 61% از نظر شباهت در 
رده بعدي قرار گرفتند. گروه دوم که خود به سه زيرگروه تقسيم 
شده است شامل نمونه هاي شهرهاي: 1- جويبار، 2- ساري، نکا، 
گلوگاه و 3- قائمشهر و بهشهر مي باشد. گزنه هاي شهرهاي نکا 
و گلوگاه با ضريب تشابه 70% بيش ترين شباهت را با هم از نظر 
تنوع ژنتيکي دارا مي باشند. هم چنين گزنه ساري نسبت به اين 
دو شهر با ضريب تشابه 66% در رده بعدي قرار مي گيرد. نمونه 
هاي قائمشهر و بهشهر داراي شريب تشابه 62% بوده و جويبار با 
ضريب تشابه 53% در فاصله بيش تري نسبت به اين دو زيرگروه 
قرار گرفته است. در نهايت گزنه آمل و بابل با بيش ترين شاخص 

و  فاصله  ترين  بيش  داراي  نمونه جويبار  با  به هم  تشابه نسبت 
نمونه   .)%  47( باشند  مي  حاصل  دندروگرام  در  ژنتيکي  تنوع 
داراي   %71 تشابه  ضريب  با  اي  نقطه  در  شهرها  کليه  گياهي 

شباهت نسبي يا بيش ترين تنوع مي باشند.
	

	

 
شکل 1. الگوي باندي RAPD به دست آمده با آغازگر M .OPG-02، نشان 

دهنده مارکر وزني Ladderمي باشد.

شکل 2. الگوي باندي RAPD به دست آمده با آغازگر M .OPG-03، نشان 

دهنده مارکر وزني Ladder مي باشد.

شکل 3. الگوي باندي RAPD به دست آمده با آغازگر M .OPG-04، نشان 

دهنده مارکر وزني Ladder مي باشد.
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Coefficient
0.47 0.57 0.66 0.76 0.86

          

 amol 

 babol 

 kiyakola 

 qaemshahr 

 behshahr 

 sari 

 neka 

 galugah 

 juybar 

شکل 4. دندروگرام به دست آمده از روش UPGMA براي 9 نمونه گزنه با 

RAPD استفاده از نشانگر

بحث 
گياهان دارويي به علت دارا بودن متابوليت هاي ثانويه مانند پلي 
فنل ها و پلي ساکاريدها که به شدت با اسيدهاي نوکلئيک باند 
شده، مشکل هایي را در طي استخراج DNA و تکثير از طریق 
PCR به همراه دارند به همین دلیل DNA با کيفيتي از آن ها 
استخراج نمي شود، هم چنين ترکیب های مزبور به طور مستقيم 
و غير مستقيم از فعاليت آنزيم سهايي چون پليمرازها، ليگازها و 
آنزيم هاي برشی جلوگيري مي کنند )7(. افزودن PVP نيز به 
حذف تانن ها و ساير پلي فنوليک ها از بافت کمک کرده و رنگ 
قهوه اي رسوب DNA را از بين مي برد. در مطالعه های ( 11( 
هم PVP در حذف پلي فنل ها موثر گزارش شده است. حضور 
 CTABبه عنوان دترجنت در بافر استخراج، برای جداکردن پلی 
ساکاریدها از DNA استفاده می شود. هم چنین NACL موجود 
در بافر، سبب حذف پلی ساکاریدها و نیز باعث بالا بردن حلالیت 
آن ها در اتانول می شود که باعث جلوگیری از رسوب مواد همراه 
 .)9 ( است  شده  اثبات  نیز  های  تحقیق  در  که  است   DNA با 
نتايج اين تحقيق نشان داد که روش استفاده شده براي استخراج 
با  مقايسه  در  تغيير(  اندکي  با  دارويي  گياهان   CTAB(  DNA
روش هاي ديگر مانند روش دلاپورتا)6( ساده، سريع، کم خطر 
بافت  از   DNA استخراج  براي  تواند  و مي  بوده  تر  و کم هزينه 
برگي گياهاني که داراي متابوليت هاي ثانويه زيادي هستند مورد 
با   DNA توجهی  قابل  مقدار  روش،  این  با  گيرد.  قرار  استفاده 
اين  نشان می دهد  آید که  به دست می  بالا  و خلوص  کیفیت 
که  آروماتيک  و  دارويي  گياهان   DNA استخراج  براي  پروتکل 
حاوي متابوليت هاي ثانويه پلي ساکاريدها و پلي فنل ها هستند، 
مفید می باشد. هم چنین نتايج آناليز PCR - RAPD نشان داد 
  OPG-03و OPG-02 که بيش ترين تعداد باندها را پرايمرهاي
دارا بودند که با نتايج دیگران مطابقت دارد )5(. تعداد باندهاي 
تکثير شده توسط نشانگر RAPD  155باند بوده است. که از اين 
تعداد  106باند پلي مورف بودند. در نتايج کومار و همکاران)8(،از 
کل تعداد باندهاي تکثير شده توسط هر نشانگر، 35 باند توسط 
نشانگر RAPD پلي مورف بودند. با توجه به دندروگرام به دست 

آمده، نمونه هاي آمل و بابل بيش ترين تشابه را نسبت به هم و 
با شهر جویبار دارای بیش ترین فاصله و تنوع ژنتیکی را دارا می 
باشند که اين نشان دهنده قرابت و نزديکي اين دو گونه )آمل و 
بابل( و دوری آن ها نسبت به نمونه جویبار از نظر مولکولي مي 
باشد که با توجه به موقعیت جغرافیایی آن ها مطابقت دارد. نتايج 
به دست آمده نشان داد که استفاده از اين مارکرها در شناسايي 
نواحي چندشکلي و تعيين فاصله ژنتيکي مي تواند مفيد باشد.  

سپاسگزاري
مهندس  آقايان  از  را  خود  تشکر  مراتب  مقاله  اين  نويسندگان 
اين پروژه  انجام  به دليل کمک در روند  پيمان سليماني منفرد 
و مهندس شاهواري کارشناس آزمايشگاه اصلاح نباتات دانشگاه 

کشاورزي و منابع طبيعي ساري اعلام مي دارند.
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