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 1392سال دوازدهم، دوره چهارم، شماره مسلسل چهل و هشتم، پاييز

 فصلنامه گياهان دارويي

 

 
  
  

در تعيين تنوع ژنتيكي و فيتوشيميايي بين  Modified RAPDو  RAPDمقايسه كارايي نشانگر 
  (Foeniculum vulgar) مختلف گياه رازيانه يها جمعيت

  
  

4اردشير قادري، 3، علي مهرآفرين2، منصور قربانپور1ليا شوشتري ،1عليرضا اطمينان
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  چكيده
  

نايع متعلق به خانواده چتريان است كه داراي كاربردهاي فراواني در ص (Foeniculum vulgar)ي رازيانه يگياه دارو :مقدمه
  .باشد ي و غذايي مييدارو

در ارزيابي تنوعات  RAPDي نشانگر يبه منظور افزايش كارا RAPD - PCRثير هضم آنزيمي محصول أدر اين مطالعه، ت :هدف
 .ژنومي مورد بررسي قرار گرفت

توسط  PCR ، بخشي از محصولRAPDآغازگر  9جمعيت رازيانه با استفاده از  15ژنومي  DNAپس از تكثير  :روش بررسي
هضم شده و بدون هضم، با استفاده از الكتروفورز  PCRسپس محصول . هضم قرار گرفت مورد EcoRIو  MseI دو آنزيم برشي

 هاي مورد مطالعه، از معيار ميزان اطلاعات چند شكلي براي تعيين كارآيي نشانگرها در تفكيك ژنوتيپ. دشژل آگارز تفكيك 
(PIC) هاي  دهنده آن در جمعيت همچنين درصد اسانس و اجزاي تشكيل .استفاده شد اي  خوشهتجزيه ها از  بندي نمونه و براي گروه

  .دشسنج جرمي تعيين  فوق با استفاده از دستگاه كروماتوگرافي گازي متصل به طيف
براي هضم  MseIر مانند هضم شده و هضم نشده نشان داد كه استفاده از يك آنزيم چهاربازب PCRمقايسه الگوي باندي محصول  :نتايج

. استاندارد افزايش دهد RAPDميزان چندشكلي را نسبت به روش  تواند تا حد قابل توجهي مي RAPD-PCRقطعات حاصل از تكثير 
  . بندي نمود تري گروه ها را به صورت مناسب تغييريافته، جمعيت RAPDهاي حاصل از روش  همچنين تجزيه كلاستر بر اساس داده

را تا حد  RAPDتواند كارايي نشانگر مولكولي  مي PCRبه عنوان يك نتيجه كلي، هضم آنزيمي مناسب محصول  :گيري نتيجه
از سوي ديگر نتايج نشان داد كه ميان عملكرد اسانس و تنوع ژنتيكي  .قابل توجهي در بررسي تنوعات در سطح ژنوم بهبود بخشد

 .موجود همبستگي وجود ندارد

  RAPD، ، هضم آنزيميتنوع ژنتيكياسانس،  ،Foeniculum vulgar :واژگان گل


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 دوازدهم، دوره چهارم، دارويي، سال  فصلنامه گياهان
  1392شماره مسلسل چهل و هشتم، پاييز 

 

...مقايسه كارايي نشانگر   

 

  مقدمه
ي از ييك گياه دارو (Foeniculum vulgar)رازيانه 

خانواده چتريان است كه داراي كاربردهاي فراواني در صنايع 
اين گياه علفي معطر داراي ارتفاع . باشد ي و غذايي مييدارو

ورت چندساله يك تا دو متر بوده، در رويشگاه طبيعي به ص
ترين مواد  از مهم. ]1، 2[باشد  ساله مي 2صورت زراعي ه ولي ب

پارامتوكسي (آنتول . توان به آنتول اشاره كرد مؤثره رازيانه مي
يك تركيب ) فنيل پروپن، پروپنيل آنيسول و يا ايزو استراگول

. شود آروماتيك است كه به طور وسيعي در طبيعت يافت مي
باشد كه مقدار  درصد مي 6تا  4به مقدار  رازيانه داراي اسانس

آن بر حسب محل رويش  دهنده تشكيلاسانس و تركيب مواد 
نوع تركيب  30در اسانس رازيانه بيش از . گياه متفاوت است

ترين آنها آنتول، فنچون، ليمونن و  ترپني وجود دارد كه مهم
 قسمت مورد استفاده رازيانه ريشه،. ]1[باشد  متيل كاويكول مي

هاي گياه مورد  برگ و ميوه آن است ولي معمولاً كليه قسمت
  .گيرد استفاده قرار مي

هاي  هاي مربوط به تنوع صرف نظر از اهميت ارزيابي
هاي  شناسي، اهميت تنوع ژنتيكي در برنامه اكولوژيكي و ريخت

ارزيابي تنوع . اصلاحي در تمام تحقيقات ذكر شده است
: يل عمده حائز اهميت استژنتيكي در سطح گونه به سه دل

با ميزان تنوع ژنتيكي  ارتباط درجه تغييرات تكاملي )الف
تكميل و مطابفت با ) جهتروزيگوسيتي  )بمشاهده شده 

خزانه ژن جهاني كه نماينده تمام اطلاعات موجود درباره 
با دانستن روابط ژنتيكي بين ]. 3[فرآيندهاي بيولوژيكي است 

توان به عنوان راهنمايي براي  بندي مي گياهان، از اطلاعات رده
ها و  تفاده از آنها در تلاقيگيري از منابع ژنتيكي در اس بهره
نشانگرهاي مولكولي . ]4[ هاي مفيد استفاده كرد سازي ژنجدا

مولكولي كه اختلافات قابل گزينشي  توان از هر نوع داده  را مي
دست ه دهند، ب بين دو موجود زنده را در دسترس قرار مي

هاي مختلفي براي آشكارسازي اين اختلافات و  تكنيك. آورد
  دليل عدم وجود نشانگرهاي ه ب. اند توسعه يافته ها چندشكلي

ها، يكي از گياهان دارويي و يا تعداد كم آن ريزماهواره در
در گياهان دارويي،  DNAپركاربردترين نشانگرهاي 

  با يك در هر بار تكثير . است RAPDو  ISSRنشانگرهاي 

  

شود و الگوهاي نواري  آغازگر، يك قطعه در يك فرد تكثير مي
عدم نياز به  .شود حاصل به صورت غالب امتيازدهي مي

جهت ساخت پرايمرها در كنار  DNAتعيين توالي  ي ويشناسا
هزينه كمتر و سرعت عمل زيادتر نسبت به ساير نشانگرهاي 

DNA  ده كه شسببRAPD يقات كاربرد فراواني در تحق
ژنوميكس داشته باشد اما در اين ميان، اين نشانگر داراي 

تري  ينيمعايبي نظير توان شناسايي چندشكلي در حد بسيار پا
بنابراين . باشد مي AFLPدر مقايسه با نشانگرهاي ديگري نظير 

افزايش توان اين نشانگر در تعيين نقاط پلي مورف در سطح 
DNA ي اين نشانگر را در يراتواند كا افراد مورد مطالعه مي

هاي  يكي از راه. بررسي تنوعات ژنتيكي بسيار افزايش دهد
مورفيسم، هضم آنزيمي قطعات حاصل از تكثير و  افزايش پلي

سپس تفكيك قطعات هضم شده بر روي ژل الكتروفورزي 
بر اين اساس، اهداف اصلي در اين پژوهش را  .]16[ باشد مي
در افزايش كارايي  DNAمي ثير هضم آنزيأتوان بررسي ت مي

RAPD بررسي امكان تشخيص نقاط چندشكلي بيشتر با ،
با   DNAهاي هضم آنزيمي در تكثير استفاده از سيستم

محاسبه ميزان چندشكلي و تعيين ميزان ، .RAPDپرايمرهاي 
  .هاي برشي بيان نمود افزايش آن در زمان استفاده از آنزيم

  
  ها مواد و روش

  مواد گياهي
آوري  ن تحقيق تعداد پانزده جمعيت رازيانه جمعدر اي

شده از مناطق مختلف ايران مورد استفاده قرار گرفت كه محل 
 1 و شكل شماره 1 شماره ها در جدول آوري جمعيت جمع

  .ارايه شده است
  

 توليد گياهچه كشت بذور و 

  مقدار ، سهرهازني بذ سازي جوانه به منظور بهينه

)ppm 200، ppm 150 ،ppm 100(  دوره سه جيبرليك اسيد و
براي شكست خواب بذور و  )روز 15و  7صفر، ( سرمادهي
  به صورت يك آزمايش فاكتوريل  زني آنها سازي جوانه يكنواخت
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 هاي مورد بررسي مشخصات جمعيت -1جدول شماره 

)آوري نمونه شهر جمع( منشاء جمعيت شماره   

 1 كاشان

كرمان 2 

اصفهان 3 

اردبيل 4 

دماوند 5 

ساوه 6 

كرج 7 

شيراز 8 

 9 تبريز

گناباد 10 

همدان 11 

تهران 12 

بابل 13 

يزد 14 

 15 مشهد

  
  

  
  

  هاي رازيانه مورد استفاده بر روي نقشه ايران آوري جمعيت نمايش محل جمع -1شكل شماره 
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...مقايسه كارايي نشانگر   

 

  مورد بررسي قرار گرفت و در نهايت با استفاده از تركيب 
ppm 200 بذور مورد نظر  روز سرمادهي، 15ليك اسيد و جيبر

كشت و در  ظروف كوچكسپس بذور تيمار شده در . تيمار شد
هاي  پس از توليد گياهچه. دششرايط كنترل شده نگهداري 

  .هاي تازه انجام شد ژنومي از برگ DNAمناسب، استخراج 
  

  ژنومي DNAاستخراج 
اي  هفته 4تا  3هاي  ژنومي از گياهچه  DNAبراي استخراج

از هر  DNAاستخراج . حاصل از كشت بذرها استفاده شد
هاي  از هر جمعيت، نمونه. صورت بالك انجام شده جمعيت ب
  بوته برداشت و بلافاصله با استفاده از روش  8تا  4برگي از 
  .دشاز آنها انجام  DNAبا اندكي تغييرات، استخراج ] 5[دلاپورتا 

  
  GC-MSو  GCآناليز 

بذر گرم  100گيري به روش تقطير با آب از  عمل اسانس
هر كدام از پانزده جمعيت مورد مطالعه با استفاده از دستگاه 

هاي  اسانس] 6[دقيقه انجام گرفت  160كلونجر به مدت 
به ها  حاصل به منظور مقايسه عملكرد متابوليكي جمعيت

با ستون  Knauer, Germanyبا مشخصات  GC-MSدستگاه 
C18 (Perfectsil Target, ODS3, 5 μm, 250 × 4.6 

mm, Teknokrome, Germany)  با دتكتور  

  

(K-250, Knauer, Germany)  دشتزريق. 

  
 PCRانجام واكنش 

 اساس روش ويليامز و همكاران بر RAPD- PCRواكنش 
تمامي مواد مورد نياز براي واكنش از . انجام گرفت] 7[

حجم نهايي  د وشسيناژن خريداري هاي فرمنتاز و  شركت
  ).2جدول شماره (شد درنظر گرفته ميكروليتر  25واكنش 
  

  نوكلئوتيدي 10آغازگرهاي 
پرايمر تصادفي  15با توجه به بررسي منابع، در اين تحقيق از 

پرايمر باندهاي پلي مورف قابل امتيازدهي و  9استفاده شد اما تنها 
صل از اين بنابراين تنها الگوهاي باندي حا. مشخصي ايجاد نمودند

مشخصات اين . پرايمرها مورد بررسي و تجزيه آماري قرار گرفت
  .ارائه شده است 3پرايمرها در جدول شماره 
مدل  Bioradاز دستگاه  DNAهاي  براي تكثير نمونه

iCycler هاي دمايي واكنش  چرخه. استفاده شدPCR  در
 DNAتكثير پس از . ارائه شده است 4جدول شماره 

توسط دو  PCRرد بررسي، بخشي از محصول هاي مو نمونه
صورت جداگانه مورد هضم ه ب Eco RIو  Mse Iآنزيم 

  .آنزيمي قرار گرفت
  

  
 PCRغلظت مواد استفاده شده در واكنش  -2جدول شماره 

 ميكروليتر 25غلظت نهايي در حجم واكنش  )ميكروليتر(مقدار مصرفي ها دهنده واكنش

  برابر PCR )×10(  5/2 1بافر
  مولار ميلي2/0 5/0 )مولارميلي 10(دزوكسي نوكلئوتيدها 

  مولار ميلي 14/1 57/0 )مولار ميلي 50(كلريد منيزيوم 
  ميكرومولار2/0 5/0  )ميكرومولار 10(آغازگر 
DNA  واحد 1 2/0 )واحد در ميكروليتر 5(پليمراز  

  - 73/19  آب دو بار تقطير
DNA )5 انوگرمن5 1 )نانوگرم در ميكروليتر  

   25 كل
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 هانام آغازگرها و توالي آن –3جدول شماره 

  نام آغازگر توالي آغازگر
5´-GTCCCGTGGT-3´OPJ12 
5´-CAGGCCCTTC-3´OPA-01 
5´-TTTGCCCGGA-3´OPB-16 
5´-AGGGAACGAG-3´ OPB-17 
5´-GATGACCGCC-3´OPD-05 
5´-ACCGCGAAGG-3´OPD-01 
5´-TCTGTCGAGG-3´K-05 
5´-GTGCAACGTG-3´K-10 
5´-CTCCTGCCAA-3´K-15 

  
  PCRنظر گرفته شده براي تكثير  پروفايل دمايي در -4جدول شماره 

 مرحله درجه حرارت زمان تعداد چرخه

  سازي اوليه واسرشت 94 دقيقه5 1
  سازيواسرشت 94 ثانيه30 
  اي تك رشته DNAاتصال آغازگر به  دماي آغازگر ثانيه30 35
  آغازگر)توسعه(بسط  گراددرجه سانتي72 ثانيه45 
 نهايي) توسعه(بسط  گراددرجه سانتي72 دقيقه5 1

  
  انجام الكتروفورز

  

 )TBE  )lxدرصد و بافر 5/1در اين آزمايش از ژل آگارز 
هاي تكثير شده DNA ترتيب كه ابتدا از  بدين. استفاده شد

بافر بارگذاري در درون  µL5  برداشته و همراه با µL 5ميزان 
. درصد قرار داده شد 5/1هاي ايجاد شده در ژل اگارز  چاهك

ساعت  5/2تا  2ولت و به مدت  110الكتروفورز با ولتاژ 
آميزي در محلول اتيديوم  سپس ژل جهت رنگ. صورت گرفت

به ) ليتر آب مقطر 1ميكروليتراتيديوم در  25(برمايد تهيه شده 
ر داده شد و از دستگاه ژل داكيومنت دقيقه قرا 30 - 45مدت 

  .دشجهت نمايان شدن باندها و عكسبرداري استفاده 
  

  هاي آماري تجزيه
قبل و بعد از هضم  RAPDالگوي نواري نشانگرهاي 

عدم (صورت صفر ه هاي مورد مطالعه، ب آنزيمي در ژنوتيپ
براي تعيين . ، امتيازدهي شد)وجود نوار(و يك ) وجود نوار

هاي مورد  مقايسه نشانگرها در تفكيك ژنوتيپكارآيي و 
 استفاده شد (PIC) مطالعه، از معيار ميزان اطلاعات چند شكلي

piاز فرمول اين شاخص. ]8[
2  PIC= 1-  محاسبه شد كه در

هاي مورد  فراواني وجود نشانگر در ژنوتيپ piاين فرمول، 
همچنين براي تعيين روابط ژنتيكي  .]9[ باشد مطالعه مي

هاي مورد مطالعه در هر دو روش نشانگري از ضرايب  وتيپژن
اي با استفاده از  شباهت دايس و جاكارد و تجزيه خوشه

  .استفاده شد DARwinو  NTSYSpcافزارهاي  نرم
  

  نتايج 
  هاي الكتروفورزي نشان داد كه از بين  بررسي ژل

آغازگر باندهاي پلي مورف و  9آغازگر مورد مطالعه تنها  15
هاي تكثير  امتيازدهي ايجاد نمودند و بنابراين تنها نمونهقابل 

د و شيافته با اين آغازگرها وارد مرحله هضم آنزيمي 
هاي آماري تنها بر اساس باندهاي پلي مورف حاصل از  تجزيه
  اطلاعات مربوط به ميزان چندشكلي . آغازگر انجام شد 9اين 

  

ي در جدول مورد استفاده در هر دو روش نشانگرهاي آغازگر
در استاندارد  RAPDدر روش . ارائه شده است 5شماره 
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...مقايسه كارايي نشانگر   

 

تعداد باند  كه بيشترين ايجاد شدباند چند شكل  58مجموع 
باند و كمترين  10با  OPB-17مربوط به آغازگر  چند شكل

. باند چند شكل بود 4با  OPJ12 مربوط به آغازگرتعداد 
برابر نيز  ازگرآغبه ازاي هر  ميانگين تعداد باندهاي چند شكل

و  MseIاما در استفاده از آنزيم برشي . به دست آمد 4/6با 
مورفيسم به  هضم آنزيمي قطعات حاصل از تكثير، ميزان پلي

به طوري كه پس از هضم . برابر افزايش يافت 6/1ميزان 
در و سپس تفكيك قطعات بر روي ژل،  PCRآنزيمي محصول 

 - باند در هر آغازگر 4/10با متوسط  باند چند شكل 94مجموع 
مربوط به  تعداد باند چند شكل كه بيشترين ايجاد شد آنزيم

باند و كمترين  14با  MseIبه همراه آنزيم  OPB-17 آغازگر
  با  MseIبه همراه آنزيم  OPJ12 مربوط به آغازگرتعداد، 

لازم به ذكراست هضم آنزيمي محصول  .باند چند شكل بود 7
PCR  با آنزيم شش بازبرEcoRI  هيچ تغييري در الگوي

  ).6جدول شماره (باندي به وجود نياورد 
در جدول  (PIC)مقادير محتواي اطلاعات چند شكل 

تحقيق مورد استفاده در اين  RAPDهاي براي آغازگر 7شماره 

نتايج به دست آمده نشان داد كه در نشانگر  .شده است ارائه
RAPD لاعات چند شكل استاندارد، بيشترين مقدار محتواي اط

حداكثر مقدار . باشد مي K-15مربوط به آغازگر ) 46/0(
 5/0برابر با  RAPDدر نشانگرهاي غالب مانند  PICشاخص 

محتواي اطلاعات شاخص مقدار بنابراين با توجه به . باشد مي
اين پرايمر براي به دست آمده در اين بررسي  چند شكل

دهندة كارآيي  نشان بالا PICتوان گفت اين ميزان  مي ،)46/0(
بوده در اين تحقيق  مطالعهمورد  هاي جمعيتبالا در تمايز 

مطلوب جهت مطالعات مشابه  به كارگيري آن بنابرايناست و 
آنزيم برشي نيز  -در تركيب آغازگر  .باشد پذير مي و امكان

 MseIبه همراه هضم آنزيمي با  OPB-17تركيب آغازگر 
بود كه برتري اين  PICشاخص  )44/0(داراي بيشترين مقدار 

 -هاي آغازگر  آنزيم را نسبت به ساير گروه- تركيب آغازگر 
  نشان مورد استفاده در اين تحقيق  هاي جمعيتدر تمايز آنزيم 

  ).7جدول شماره (دهد  مي
  

  
  مقايسه دو سيستم نشانگري از نظر تعداد باندهاي چند شكل ايجاد شده - 5جدول شماره 

 تعداد باند چند شكل ايجاد شده  گرآغاز نام  رديف

RAPDModified RAPD 
1  OPJ124  7 
2  OPA-015  9 
3  OPB-168  11 
4  OPB-1710  14 
5  OPD-057  11 
6  OPD-015  10 
7  K-056  11 
8  K-108  12 
9  K-155  9 

4/6  ميانگين   4/10  
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  ي حاصل از دو روش مورد مطالعهاطلاعات مربوط به ميزان چندشكل -6جدول شماره 
RAPD Modified RAPD پارامتر 

 تعداد آغازگر  9  9
 مورفتعداد باند پلي  94  58
 مورف در هر آغازگرحداقل تعداد باند پلي  7  4
 مورف در هر آغازگرحداكثر تعداد باند پلي  14  10

 مورف در هر آغازگرمتوسط تعداد باند پلي  4/10  4/6

  
  مقايسه دو سيستم نشانگري از نظر ميزان شاخص محتواي اطلاعات چندشكل - 7جدول شماره 

 PICنام آغازگررديف
RAPD Modified RAPD 

1OPJ1242/0 41/0  
2OPA-0141/0 40/0  
3OPB-1632/0 33/0  
4OPB-1737/0 44/0  
5OPD-0537/0 39/0  
6OPD-0132/0 36/0  
7K-0532/0 30/0  
8K-1031/0 42/0  
9K-1546/0 34/0  

38/0 37/0ميانگين  

  
دست ه ب شاخص محتواي اطلاعات چند شكل ميانگين

و هنگام هضم  37/0برابر با  RAPDبراي آغازگرهاي آمده 
ه ب 38/0آنزيمي قطعات تكثير يافته توسط آغازگرها برابر با 

اسب بودن مجموع مقادير حاصله بيانگر من كهست آمد د
از  ها جمعيتآغازگرهاي مورد استفاده در متمايز نمودن 

  در بررسي تنوع ژنتيكي  در همين رابطه .باشد يكديگر مي
ي بذرالبنج با استفاده يجمعيت از سه گونه مختلف گياه دارو 18

 41/0را برابر با  PICمتوسط شاخص  RAPDاز نشانگرهاي 
نوع ژنتيكي لوبيا با استفاده از در مطالعه ت .]10[ گزارش نمودند

مقدار شاخص  SSRو نيز نشانگر  AFLPتركيب پرايمري  20
PIC  براي آغازگرهايAFLP  با متوسط  37/0تا  03/0بين

با متوسط  7/0تا  03/0بين  SSRو براي آغازگرهاي  29/0
  .]11[ دشگزارش  47/0

 )GS(تشابه ژنتيكي از بررسي ميزان  حاصلنتايج 
صورت جداگانه و نيز ه مختلف در هر دو روش ب هاي جمعيت

 با در نظر گرفتن مجموع باندهاي هر دو روش نشانگري در
متوسط ميزان تشابه ژنتيكي . ده استش ارائه 8جدول شماره 

درصد و در  3/63استاندارد برابر  RAPDبين افراد در نشانگر 
RAPD 4/62برابر  )تكثير همراه با هضم آنزيمي(يافته  تغيير 

در نشانگر  ها جمعيتبين  يميزان تشابه ژنتيك. درصد بود
RAPD  بيشترين ميزان . متغير بود 91/0تا  24/0از استاندارد
و ) 7شماره جمعيت (از كرج جمعيت بين يك ) 91/0(تشابه 
دست آمد و ه ب) 11شماره جمعيت (از همدان جمعيت يك 

با يك  از اردبيل 4شماره جمعيت ميان ) 24/0(كمترين تشابه 
نتايج  در. مشاهده شد) 6شماره جمعيت (از ساوه جمعيت 

  تغير يافته، تغييرات ميزان تشابه  RAPDحاصل از روش 
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  دو سيستم نشانگردر هاي رازيانه  مقايسه تشابه ژنتيكي جمعيت - 8جدول شماره 
  تشابه ژنتيكي سيستم نشانگري

Modified RAPDRAPD 
  حداقل 24/0 4/0
  حداكثر 91/0 89/0
  ميانگين 633/0 624/0

  
با  89/0تا  4/0مورد مطالعه بين دو مقدار  هاي جمعيتژنتيكي 
) 89/0(بيشترين ميزان تشابه  .دست آمده درصد ب 4/62متوسط 

تهران جمعيت و ) 7شماره جمعيت (كرج جمعيت بين 
جمعيت ميان ) 40/0(و كمترين تشابه ) 12شماره جمعيت (

 )8شماره جمعيت (از شيراز جمعيت يك  از بابل با 13شماره 
بين اين دو منطقه و  ييفاصله جغرافيابا توجه به . مشاهده شد

آنها داراي بيشترين  هاي جمعيتنيز نزديكي تهران و كرج كه 
هاي حاصل از روش  رسد داده ميزان تشابه بودند به نظر مي

RAPD ش اساس پراكن ها را بر يافته بهتر توانسته ژنوتيپ تغيير
تشابه  معمولاًهرچند . جغرافيايي از يكديگر متمايز نمايد

هاي  تواند دليلي بر نزديكي رويشگاه ژنتيكي بالاي دو فرد نمي
مورف بيشتري كه  اما با توجه به تعداد باندهاي پلي .آنها باشد

ده است و پوشش شيافته حاصل  تغيير RAPDدر روش 
ان نتايج حاصل از تو تري را به دنبال داشته مي ژنومي مناسب

  .استاندارد ترجيح داد RAPDاين روش را بر نتايج 
هاي مورد  جمعيت UPGMA با روش اي خوشه تجزيه

استاندارد، در سه گروه به ترتيب  RAPDمطالعه را در روش 
بندي، جمعيت  در اين دسته. قرار دادجمعيت  1و  3، 11شامل 
يك كلاستر به صورت تكي در ) از شهرستان اردبيل( 4شماره 

در يك  8و  2، 3هاي شماره  جمعيت. جداگانه قرار گرفت
ها در يك گروه كلي  بندي شدند و ساير جمعيت گروه دسته

 .هاي مجزايي قابل تقسيم بودند قرار گرفتند كه به زير گروه
 RAPDهاي حاصل از روش  تجزيه كلاستر بر اساس داده

ها بر اساس  بندي جمعيت هايي با دسته تغيير يافته، تفاوت
ها را به  داشت و در برخي موارد جمعيت RAPDهاي  داده

به عنوان مثال در . بندي نمود تري گروه صورت مناسب
كه هر دو داراي  3و  1بندي اخير، دو جمعيت شماره  دسته

بودند، با ضريب ) استان اصفهان(منشاء جغرافيايي يكسان 
كه بر  اليدرصد، در يك گروه قرار گرفتند در ح 75تشابه 

اين دو جمعيت هم منشاء در دو گروه  RAPDهاي  اساس داده
اگر چه در اغلب موارد  .بندي شده بودند جداگانه دسته

بر اساس منشاء هاي مورد مطالعه،  بندي جمعيت دسته
اي از موارد  صورت گرفته است، اما در پاره آنهاجغرافيايي 

رافيايي با مربوط به يك ناحيه جغجمعيت مشاهده شد كه دو 
هاي  ها بر اساس داده جمعيتبندي  فاصله مكاني اندك در دسته

به عنوان . اند مولكولي در دو گروه كاملاً جدا از هم قرار گرفته
  جمعيت و ) اردبيل( 4شماره جمعيت توان به دو  مثال مي
ها   جمعيتبا اينكه هر دو اين . اشاره نمود) تبريز( 9شماره 

ده و مربوط به دو شهر نزديك به هم متعلق به يك اقليم بو
هاي انجام شده چه بر  باشند اما در تمامي تجزيه كلاستر مي

هاي  استاندارد و چه بر اساس داده RAPDهاي  اساس داده
RAPD بندي  هايي مجزا از يكديگر طبقه تغير يافته در گروه
نيز چنين  )2006(مارتينز و همكاران ). 2شكل شماره (شدند 

هاي مختلف لوبيا با استفاده از  بندي ژنوتيپ در گروه نتايجي را
به طور كلي،  ].12[نمايند  گزارش مي AFLPنشانگرهاي 

بندي افراد  هاي بسيار زيادي در خصوص عدم انطباق گروه گزارش
بندي آنها بر اساس مناطق  هاي مولكولي با گروه بر اساس داده

وع ژنتيكي در توان به بررسي تن جغرافيايي وجود دارد كه مي
Daucus carota ]13 [هاي  بررسي تنوع ژنتيكي برخي از جمعيت

با استفاده از  )Bunium persicum(ايراني گياه دارويي زيره ايراني 
و بررسي تنوع ژنتيكي ] AFLP ]14و  RAPDنشانگرهاي 

Matricaria chamomilla ]15 [اشاره نمود.  
نس شناسايي تركيب مختلف در اسا GC/MS 34در آناليز 

  و  Estragoleو  E-Anetholeشد كه به ترتيب 
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D(+)-Fenchone  وLimonene  بيشترين درصد اسانس را
بالاترين  14در اين ميان جمعيت . به خود اختصاص داده بودند

  و  Estragole (12.8%) (%2.9)درصد اسانس 

D(+)-Fenchone (8.75%)  وLimonene (6.75%)  و
جمعيت  E-Anethole (62.3%)دار بالاترين مق 3جمعيت 

  ).7،6،5،4،3هاي شماره  شكل(

 

  

  
هاي مورددندروگرام حاصل از تجزيه كلاستر اكسشن -1-2شكل شماره 

 RAPDهاي نشانگرمطالعه بر اساس داده
هاي  دندروگرام حاصل از تجزيه كلاستر اكسشن - 2- 2شكل شماره 

  تغيير يافته RAPDهاي نشانگر  مورد مطالعه بر اساس داده

  

  
  هاي مورد مطالعه در اسانس رازيانه جمعيت Limoneneمقايسه ميانگين درصد ماده  -3شكل شماره 
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...مقايسه كارايي نشانگر   

 

  

  
  هاي مورد مطالعه در اسانس رازيانه جمعيت Estragoleمقايسه ميانگين درصد ماده  -4شكل شماره 

  

  
  هاي مورد مطالعه رازيانه جمعيتدر اسانس  E-Anetholمقايسه ميانگين درصد ماده  -5شكل شماره 
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  هاي مورد مطالعه در اسانس رازيانه جمعيت D(+)-Fenchoneمقايسه ميانگين درصد ماده  -6شكل شماره 

  

  
  هاي مورد مطالعه در جمعيت) گرم بذر 100گرم در (درصد اسانس بذر رازيانه  -7شكل شماره 
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...مقايسه كارايي نشانگر   

 

   بحث
د كه هضم در مجموع، نتايج به دست آمده نشان دا

با استفاده از يك  RAPD-PCRقطعات حاصل از تكثير 
هاي  آنزيم برشي مناسب با تعداد برش بالا همانند آنزيم

مورفيسم را  تواند تا حد قابل توجهي ميزان پلي چهاربازبر مي
توان  را مي EcoRIعدم مؤثر بودن آنزيم برشي . افزايش دهد

زيم شش بازبر به نقاط هدف محدودتر اين آنزيم كه يك آن
هاي چهاربازبر مرتبط دانست زيرا يك  باشد نسبت به آنزيم مي

برابر كمتر از  16آنزيم شش بازبر به طور متوسط به ميزان 
يك آنزيم چهاربازبر قادر به شناسايي محل برش و هضم 
آنزيمي است كه با توجه به محدود بودن طول قطعات تكثير 

هضم قطعات ) زبا 3000كمتر از ( RAPDشده در روش 
همچنين . تكثيرشده با آنزيم شش بازبر بعيد خواهد بود

توان با تركيبات آنزيمي مختلف و مناسب، تنوع بيشتري را  مي
قابل مشاهده نمود كه اين موضوع بخصوص در مطالعه 

از . تواند بسيار حائز اهميت باشد هاي كمتر متنوع مي جمعيت
تر بين افراد يك سوي ديگر با شناسايي نقاط چندشكل بيش

تري  بندي افراد را به صورت صحيح توان گروه جمعيت مي
اي  نظر از پاره به عنوان مثال در اين بررسي، صرف. انجام داد

هاي مورد بررسي  بندي نمونه دسته نتايج استثناها، به طور كلي
تغير  RAPDهاي مولكولي حاصل از روش  بر اساس داده

تجزيه  بيانگر آن بود كه )نزيميتكثير همراه با هضم آ(يافته 
خوبي ه بآنها ها را بر اساس منشاء جغرافيايي  نمونه، كلاستر

اين نتايج به طور نسبي با نتايج يوسفي و  .تفكيك كرده است
هاي متعلق  دهنده قرار گرفتن توده كه نشان) 1388(همكاران 

به مناطق جغرافيايي نزديك به يكديگر در يك گروه و يا زير 
باشند  هاي مولكولي مي هاي نزديك به هم بر اساس داده گروه

  توان  بنابراين به عنوان يك نتيجه كلي مي]. 16[مطابقت دارد 
  
  

  

 PCRاستنباط نمود كه هضم آنزيمي مناسب محصول 
را تا حد قابل توجهي در  RAPDتواند كارايي نشانگر  مي

  .بررسي تنوعات در سطح ژنوم بهبود بخشد
يح مواردي از عدم مطابقت بين در توض همچنين

هاي مولكولي و منشاء  بندي انجام شده بر اساس داده گروه
توان اين طور بيان نمود كه اين گونه  جغرافيايي مي

ها ممكن است در نتيجه زمينه ژنتيكي منحصر به  بندي گروه
هاي خاص  ها و در نتيجه دارا بودن ويژگي فرد اين جمعيت

هاي  سوي ديگر قرار گرفتن جمعيت از. در توالي ژنوم باشد
متعلق به دو ناحيه جغرافيايي دور از يكديگر در يك گروه بر 

تواند به عواملي  هاي مولكولي نيز مي اساس تجزيه داده
همچون جابجائي ژرم پلاسم، تعداد ناكافي آغازگرها در 
بررسي تنوع ژنتيكي و يا پراكنش بسيار وسيع يك گياه در 

به بيان ديگر . مورد مطالعه مربوط باشد محدوده جغرافيايي
تواند دليلي بر دوري يا نزديكي  ها نمي فواصل جغرافيايي توده
 5و  14هاي  از آنجا كه جمعيت]. 15[ زمينه ژنتيكي آنها باشد

بالاترين و كمترين مقادير مواد مؤثره را در اسانس دارا بوده و 
فته در يك از سوي ديگر بر اساس مطالعه مولكولي انجام گر

توان اظهار داشت ميان عملكرد  اند مي گروه قرار گرفته
متابوليتي و تنوع ژنتيكي همبستگي وجود نداشته و تفاوت در 

  .عملكرد بيشتر تحت شرايط محيطي است

  
  گيري نتيجه

به طور كلي نتايج به دست آمده نشان داد كه براي استفاده 
كشت درون  ثانويه در  متابوليت توليداز تمامي ظرفيت 

ها و ساير  اي رازيانه نياز به استفاده از القاكننده شيشه
  .باشد هاي زيستي و غير زيستي ضروري مي محرك
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