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 يسبز با استفاده از نشانگرها رهيز ييدارو اهيمختلف گ يها تيجمع يكيژنت يابيارز
  DNAي مولكول

  *2نسب يبهمن فاضل و *1دهيفهم لايل. 1پوري جان لايل

 گروه اصلاح نباتات و بيوتكنولوژي ، دانشگاه زابل، دانشكده كشاورزي،زابل 1

  اصلاح نباتاتاعت و زرگروه  ، دانشگاه زابل، پژوهشكده كشاورزي،زابل 2

 16/11/96 :تاريخ پذيرش  24/8/96 :تاريخ دريافت

  چكيده

شرايط زيستگاهي براي انواع اين در كه داراي تنوع بالاي  رود يممنابع گياهان دارويي جهان به شمار  نيتر يغنايران يكي از 
 سبز رهيز يها تيجمع نيب يكيصله ژنتو فا يوندبدين منظور در اين تحقيق سعي خواهد شد تا روابط خويشا. گياهان است

بررسي  ISSRآغازگر  10و  RAPDآغازگر  10ي و با استفاده از آور جمعتعداد پنج جمعيت زيره سبز . مورد ارزيابي قرار گيرد
. خواهند شد ليوتحل هيتجز Popgene32و  NTsys pc2.1 ،GenAlex6.501ي افزارها نرمبا استفاده از  ها داده. خواهد شد

، شاخص نشانگري )27(تعداد باند  نيشتريب داراي TIBMBC03 آغازگركه  ريباند تكث 182در مجموع  RAPDنشانگر در 
تعداد  نيشتريب يدارا UBC809كه آغازگر  تكثيرباند  135در مجموع  ISSRو در نشانگر ) 5/0( يو شاخص چندشكل) 15/12(

 يشاخص تنوع ژن زانيم نيشتري، بRAPDدر نشانگر . بودند) 42/0( يو شاخص چندشكل) 56/7(، شاخص نشانگري )18(باند 
شاخص تنوع  زانيم نيشتريب زين ISSRسبز سبزوار و در نشانگر  رهيز تيمتعلق به جمع) 233/0(و شاخص شانن ) 32/0( ين
بر اساس نشانگر ) 144/0(ميزان تشابه  نيكمتر. سبز سبزوار بود رهيز تيمتعلق به جمع) 27/0(و شاخص شانن ) 18/0( ين يژن

RAPD انگرسبز كاشان و در نش رهيسبز سبزوار و ز رهيمربوط به ز ISSR سبز  رهيمربوط به ز) 085/0(ميزان تشابه  نيكمتر زين
) 117/0(ميزان تشابه  نيتوأم، كمتر ISSRو  RAPDبر اساس اطلاعات حاصل از نشانگر  نيسبز كاشان و همچن رهيسبزوار و ز
 نيمركز تنوع ا عنوان بهسبز سبزوار  رهينشان داد كه ز قيتحق نيا جيدر كل نتا. سبز كاشان بود رهيبزوار و زسبز س رهيمربوط به ز

 دتريو مف ديتنوع جد جاديو ا ياحتمال يها يتلاقجهت  ها تيجمع نيو دورتر شنهاديپ يبررس مورد يها تيجمعبر اساس  اهيگ
  . دشون يم يسبز كاشان معرف رهيسبز سبزوار و ز رهيز

  RAPD ،ISSRسبز،  رهيتنـوع ژنتيكي، ز :كليدي واژه هاي

  bfazeli@uoz.ac.ir, l.fahmideh@uoz.ac.ir :، پست الكترونيكي 054-31232180: نويسنده مسئول، تلفن* 

  قدمهم

منابع گياهان دارويي جهان به شمار  نيتر يايران يكي از غن
كه داراي تنوع بالاي شرايط زيستگاهي براي انواع  رود يم

 يطب سنت گذاران انياين گياهان است متأسفانه، با وجود بن
 شرفتيپ يبرا يكوشش گونه چيباستان، ه رانيدر ا ياهيو گ
در حد  ييها تيصورت نگرفته و فقط فعال نهيزم نيدر ا

صورت  هم به آن ياهيو درمان با مفردات گ يطب سنت
  .)36( نادرست وجود داشته است يگاه محدود و يليخ

روزافزون  ازيو ن رانيا تيجمع عيسر شيتوجه به افزا با
 ديتول هيعنوان ماده اول به ييدارو اهانيبه گ ييدارو عيصنا

دسته از  نيا يبر رو قيدارو، ضرورت مطالعه و تحق
استفاده مطلوب، . است افتهي تيهما شياز پ شيب اهانيگ
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بسيار  يو بهينه از اين منابع كه به لحاظ فناور يمنطق
است،  يشيمياي يتر از صنايع داروي و ساده تر نهيهز كم
و  يعمده بهداشت ياز نيازها يضمن تأمين بخش تواند يم

نموده  يارز جلوگير يجامعه از خروج مقادير متنبه يدرمان
بنابراين با اتخاذ . به بيگانگان شود يو مانع گسترش وابستگ

بر يك شناخت  يمناسب و مبتن يو راهكارها ها استيس
از وضعيت موجود اين منابع و كاربرد  انهيگرا واقع
و صحيح در تمام ابعاد اعم از كاشت،  يعلم يها روش

آن، چه  يو اقتصاد يصنعت يبردار داشت، برداشت و بهره
 يبه درك توان ينيزه، مصورت كشت مكا از طبيعت و چه به

گياهان  يدر خصوص نقش و بازده يو اصول يواقع
همچون ايران رسيد و  يرشد بهدر جوامع رو  يداروي

به  يمل يها هيعلاوه بر حفظ و حراست از اين سرما
  . )36(و توسعه پايدار جامعه نيز دست يافت يشكوفاي

از خانواده ) cuminum cyminum( يسبز با نام علم رهيز
 هيثانو يهاتيو سرشار از متابول) apiaceae( انيرچت

 يجعفر ي از خانواده ساله كياست  ياهيسبز گ رهيز. است
 متر يسانت 50تا  15از  يطيمح طيو ارتفاع آن برحسب شرا

 جنوبيو  يمركز مناطق بومي سبز هيرز. )44( است ريمتغ
 ،تركيه ن،پاكستا ،هند جملهاز  ركشو چندو در  بوده سياآ
از لحاظ ارزش  اهيگ نيا شود يم كشت سپانياو ا مصر ان،يرا

 شود يكشور محسوب م ييدارو اهيگ نيتر مهم ياقتصاد
دارا بودن  ليسبز به دل رهيز ياقتصاد تياهم. )22(
كم، عدم  يآب ازيفصل رشد كوتاه، ن لياز قب يها يژگيو

 هيتوج ،يمحصولات كشاورز ريآن با سا رشدتداخل فصل 
 گريو د يمحصولات كشاورز گريبت به دآن نس ياقتصاد

اسانس . )28( بودن آن است يو صادرات يمحصولات زراع
 من،يآلورون، س ن،يتانن، رز رينظ يباتيشامل ترك اهيگ نيا

اسانس  ي دهنده ليتشك يماده اصل. فلاندون و كارون است
  .)40( است نوليمكو اي كيدكومنيآلده

ستفاده در مديريت دلايل اهميت بررسي تنوع ژنتيكي، ا از
افزايش دقت  ها، نههزي كاهش باهدف ژنتيكي يها مجموعه

 بنابراين. است اصلاحي يها و قابليت استفاده در برنامه
براي  ژهيو به نباتات اصلاح علم اساسي يها هيپا از يكي

 حلگياهان دارويي، دسترسي و آگاهي از ميزان تنوع در مرا
  .)6( اصلاحي است يها مختلف پروژه

 فيتوص يرا برا يابزار ارزشمند كي يمولكول ينشانگرها
 اند ها فراهم كرده درون گونه يكيتنوع ژنت يابيو ارز

از تنوع را  يمختلف سطوح مختلف ينشانگرها كه يطور به
  .)17( دهند ينشان م

) RAPD )Random Amplified Polymorphic DNA فن 
به  ازمنديو ن عي، ارزان، سرPCR بر ياز نوع نشانگر مبتن

 نيدر ا. ستينظر ن در مورد ژنوم مورد هياطلاعات اول
از آغازگر  PCRبر  يمبتن يها روش ريروش برخلاف سا

طور  آن به يكه توال دينوكلئون 13تا  1منفرد به طول 
هر آغازگر بخش . گردد ياستفاده م شود يم نييتع يارياخت
ه آن كه ب دينما يم ريرا تكث يمكان ژن كياز  يتوجه قابل

DNA افتهي ريتكث يچندشكل )RAPD (نديگو يم )48(.  

روش  كي، )ISSR )Inter Simple Sequence Repeat فن
 DNAقطعه  كي رياست كه شامل تكث PCRبر  يمبتن

 زير يتكرار هيدو ناح انيم ريپذ ريموجود در فاصله تكث
از  ،فن نيا. فرد با جهات مختلف است ماهواره منحصربه

عنوان  ، بهbp 25-16 با طول) ماهواره زير( ها ماهواره زير
چندگانه  يهاكه لوكوس يواكنش تك آغازگر كي رآغازگ
با  يا ماهواره زير نيب يها يتوال ريتكث يرا برا يژنوم
 يتكرارها. برد يبهره م رديگ يمختلف، هدف م يها اندازه

دو،  توانند يعنوان آغازگر، م ستفاده بها ماهواره مورد زير
مورد  يآغازگرها. باشند يديپنج نوكلئوت اير سه، چها

. متصل شوند DNAاز  يا به هر نقطه توانند يم ادهاستف
تا چهار باز  كيخود به  5׳ اي 3׳ ياگرچه معمولاً در انتها

  .)20( ابندي يها، گسترش م متصل بوده و بر اساس آن

 يدر مورد استفاده از نشانگرها يمختلف قاتيتحق تاكنون
RAPD  وISSR تنوع  يصورت جداگانه جهت بررس به

، )4(ي باغ شني، آو)8( انهيمختلف مثل راز اهانيگ يكيژنت
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 رهيز ،)16( يگل مي، مر)31( ، نعنا)51(ي كوه شنيآو
شده   گزارش )13(  اهيس رهيو ز )9(، گزنه )19(يپارس
  .است

 ييدارو اهانيگ نيتر سبز از مهم رهيزبا توجه به اينكه 
 است هيثانو يهاتيار از متابولسرشو كشور محسوب 

فصل رشد  لياز قب يها يژگيدارا بودن و ليبه دل )44(
 ريآن با سا رشدكم، عدم تداخل فصل  يآب ازيكوتاه، ن

 گريآن نسبت به د ياقتصاد هيتوج ،يمحصولات كشاورز
و  يمحصولات زراع گريو د يمحصولات كشاورز

 يتصاداز لحاظ ارزش اقو .)28( بودن آن است يصادرات
ر د )22( شود يكشور محسوب م ييدارو اهيگ نيتر مهم
مختلف  يها تيجمعسعي خواهد شد  قيتحق نيدر ا جهينت
سبز از لحاظ ميزان تنوع، شباهت و  رهيز ييدارو اهيگ

و  RAPD يمولكول يبا استفاده از نشانگرها فاصله ژنتيكي
ISSR گيرندقرار  يابيمورد ارز.  

  و روشها مواد
سبز از بانك ژن  رهيز اهيگ تيجمع 5 تعداد :گياهي مواد

و با ) 1جدول (ها و مراتع كشور تهيه  سازمان جنگل
در آزمايشگاه  ISSRو  RAPDاستفاده از نشانگر 

 يفناور ستيژنتيك پژوهشكده ز يو مهندس يبيوتكنولوژ
قرار  يابيمورد ارز 1396دانشگاه زابل در سال  يكشاورز
  .گرفتند

 يبر مبنا يژنوم DNA استخراج:  DNAو تكثير  استخراج
روش تك بوته و از هر   به )14( همكاران و روش دلاپورتا

  .شد نجامجمعيت سه بوته در مجموع پانزده جميعت ا

كه در ساير گياهان  RAPD آغازگر 10 تعداد: RAPD فن
اين تحقيق انتخاب  برايخانواده چتريان جواب داده بودند 

بر اساس  مرازيپل يا رهيزنج واكنشو  )2جدول (
قرار  بهبا كمي تغيير  )48(ويليامز و همكاران دستورالعمل 
) پيكو مولار 10( آغازگرها تريل كرويميك  :زير انجام شد

 مستر تريل كرويم 5/5 ؛مولار كرويم 25/0 نهايي غلظت با

 تريل كرويم 1 ،)دانمارك امپليكون شركت()x2( كسيم
DNA )10 دي يونايزر آب با و) تريل كرويمدر  نانوگرم 
و سپس چرخه حرارتي  تريل كرويم 15 تا نهايي حجم

 94 در اوليه سازيواسرشته كه يك چرخه  صورت نيبد
چرخه  40 به مدت پنج دقيقه، گراد يسانتدرجه 

به مدت  گراددرجه سانتي 94 در DNA شدن يا رشته تك(
 دماي در يارشتهتك DNA به آغازگر اتصال دقيقه؛ يك

درجه  72 در آغازگر بسط و دقيقه به مدت يكجه در 5/35
 در نهايي يك چرخه بسط و) دقيقه گراد به مدت دوسانتي

جهت . دقيقه انجام شد 10 مدت گراد بهدرجه سانتي 72
با  يآميزرنگدرصد و  5/1الكتروفورز از ژل آگاروز 
  .استفاده از ژل رد انجام شد

نوع اطلاعاتي با توجه به اينكه تاكنون هيچ :  ISSR فن
زيره و حتي خانواده  ISSRمبني بر شناسايي نشانگرهاي 
 آغازگر 10تحقيق از  اين چتريان وجود نداشت لذا در

ISSR حجم واكنش ). 3جدول (شد استفاده  فرنگي گوجه
 روش يا اساس حرارتي بر هاي چرخهو  مراز يپل اي زنجيره

انجام با كمي تغيير به شرح زير  )47(ببلي  و ترزوپولوس
  :شد

 1شامل؛  تريل كرويم 15 مرازيپل اي زنجيرهحجم واكنش 
 25/0با غلظت نهايي ) پيكو مولار 10(آغازگر  تريل كرويم

دانمارك امپليكن (مسترميكس  تريل كرويم 5/7ميكرو مولار، 
)x2(( ،1 تريل كرويم DNA )10  و ) تريل كرويمنانوگرم در
حرارتي شامل؛ آب دي يونايزر و سيكل  تريل كرويم 5/5

گراد درجه سانتي 94سازي اوليه در  واسرشتهيك چرخه 
شدن  يا رشتهتك(چرخه  40دقيقه؛  5واحد به مدت 

DNA  دقيقه، اتصال  1گراد به مدت درجه سانتي 94در
جدول (مخصوص در دماي  يارشتهتك DNAآغازگر به 

درجه  72دقيقه، بسط آغازگر در دماي  1به مدت ) 3
و يك چرخه بسط نهايي در ) دقيقه 5/1به مدت  گرادسانتي
 جهت .دقيقه بود 10گراد به مدت درجه سانتي 72دماي 
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  .استفاده از ژل رد انجام شدآميزي با رنگ و درصد 5/1 آگاروز ژل از الكتروفورز
  
  

 مورد استفاده در تحقيق هاي يتجمعمشخصات  -1 جدول

 موقعيت جغرافيايي يآورجمعمحل اسم علمي اسم فارسي هكد نمون

 N, 57° 25′ 48″; E, 36° 7′ 12″ سبزوار Cuminum cyminum زيره سبز 1

 N, 36° 12′ 0″; E, 58° 48′ 0″ نيشابور Cuminum cyminum زيره سبز 2

 N, 51° 23′ 24″; E, 32° 22′ 48″ گز بر خوار Cuminum cyminum زيره سبز 3

 N, 51° 39′ 0″; E, 32° 37′ 48″ اصفهان Cuminum cyminum زيره سبز 4

 N, 51° 34′ 48″; E, 33° 58′ 48″ كاشان Cuminum cyminum زيره سبز 5

  
  

 )48(مورد استفاده  RAPDنام، توالي و دماي اتصال آغازگرهاي  -2جدول 

  رديف نام آغازگر 5׳→3׳توالي  )گراددرجه سانتي(دماي اتصال 
5/35 TGC TCG GCT C TIBMBA02 1 

5/35 GTG CGA GAA C TIBMBA03 2 

5/35 GGA CGA CCG T TIBMBA06 3 

5/35 TCG GCA CCG T TIBMBB16 4 

5/35 ACA CCG TGC C TIBMBB17 5 

5/35 GGC TTG ACC T TIBMBC03 6 

5/35 GAG GCG ATT G TIBMBC05 7 

5/35 GGT CTT CCC T TIBMBC08 8 

5/35 CCT CCA CCA G TIBMBC12 9 

5/35 CTG GTG CTC A TIBMBC16 10 

  
  

  )47(مورد استفاده  ISSRنام، توالي و دماي اتصال آغازگرهاي  -3جدول 
  رديف نام آغازگر 5׳→3׳توالي  )گراددرجه سانتي(دماي اتصال 

6/47 GACAGACAGACAGACA UBC-112 1 

8/51 GAGAGAGAGAGAGAGAC UBC-811 2 

6/47 ACTGACTGACTGACTG UBC-820 3 

8/51 AGAGAGAGAGAGAGAGC UBC-808 4 

8/51 CACACACACACACACAG UBC-818 5 

9/32 GATAGATAGATAGATA UBC-872 6 

9/32 ATGATGATGATG UBC-864 7 

8/51 AGAGAGAGAGAGAGAGG UBC-809 8 

1/50 ACACACACACACACACT UBC-857 9 

6/47 GACTGACTGACTGACT UBC-827 10 
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 الگوهاي يبنديازامت تحقيق اين در: هاداده ليحلو ت هيجزت
براي هر ) عدم وجود(و صفر ) وجود( صورت يك به انديب

 دهش ريتكث يباندهاصفاتي همچون تعداد . شد انجامباند 
)AB=Amplified Bands(چندشكل  ، تعداد باندهاي)PB= 

Polymorphic Bands(مؤثر  باند ، تعداد)Ne=Effective 

number of alleles(چندشكلي ، درصد )PP= Percent of 

Polymorphic( شاخص چندشكلي ،)DI= Diversity 

Index(شانن  ، شاخص)I= Shannon's Information 

index( ني و شاخص )h= Nei's gene diversity (اندازه -

 يك تا صفر بين آن ميزان كه چندشكلي شاخص. ي شدريگ

با استفاده از فرمول  )3( است



n

i
jpDI

1

21 )Pj 

) يمورد ارزياب يهانوتيپام در تمام ژ jباند  يفراوان
، )MI ()24(شاخص نشانگري  ضمناً. )11( دش محاسبه

و تنوع  )32(ني  ، شاخص تنوع)26(شاخص تنوع شانن 
و  ISSRو درون جمعيتي بر اساس هر دو نشانگر  بين

RAPD  افزار نرمبا استفاده از POPGENE 1.32  محاسبه
  .شد

 كارايي ي دهنده نشان) Marker Index( نشانگري شاخص
 MI=EMR * DI (orفرمول  از استفاده و بااست  نشانگر

PIC)  كه در آنEMR بيانگر و بوده مؤثر چندگانه نسبت 
 ژنوم يك در موجودچند شكل  ژني يها گاهيجا تعداد
 EMR= Naفرمول  از استفاده با EMR. آمد به دست است

* β  كه در آنNa و  چند شكل يها مكان تعدادß نيز 
 ها است مكان كل تعداد بهچند شكل  يها مكان نسبت

  .)24(محاسبه شد 

- نرماستفاده از  با و Nj الگوريتمبر اساس  يا خوشه تجزيه

ني و لي  بر ماتريس تشابه مبتني Darwin 6.0.12 افزار
 دندروگرام هر براي ضمناً .شد انجام )21( و جاكارد )33(

 افزارمنربا استفاده از  مانتل آزمون توسط كوفنتيك ضريب
NTSYS-pc v.2.1  ديمنظور تائ به همچنين .آمدبه دست 

ي آزمون كوفنتيك و بوتسترپينگ كلاستر بند آناليزهاي
  .صورت گرفت

  نتايج و بحث
 RAPDآغازگر  10 از: و شاخص چندشكلي چندشكلي

-زيره تمام در آغازگر 9 تعداد تحقيق، اين در استفاده مورد

 نشان خود از ناسبم يچندشكل و شده تكثير سبز هاي
 كه شد شناسايي باند 182 مجموع در. )1شكل (دادند 
 آغازگر و تعداد كمترين باند 3 با TIBMBC08 آغازگر

TIBMBC03 يباندها ميان در را تعداد بيشترين باند 27 با 
 كل در باند تعداد ميانگين. داشتند آغازگر هر توسط توليدي

 در كه نتايجي با و )4 لجدو(بود  11/13 برابر هاهگايجا
گزارش  زيره براي 66/13 ميانگين با )36(قبلي  مطالعات

  .داشت شده مشابهت

با ميزان شاخص نشانگري ، بيشترين RAPDدر نشانگر 
 و كمترين TIBMBC03مربوط به آغازگر  15/12ميزان 
مربوط به آغازگر  09/0ميزان شاخص نشانگري با  ميزان

TIBMBC08  بيشترين  .گرديدمشاهده  4/5و ميانگين
 مربوط به آغازگر) 5/0( شاخص چندشكليميزان 

TIBMBB03 04/0(شاخص چندشكلي  ميزان و كمترين (
 37/0و با ميانگين كل  TIBMBC08مربوط به آغازگر 

 ، شاخصمؤثرهبيشترين ميزان تعداد باند . مشاهده گرديد
و  58/0، 71/1به ترتيب  ني تنوع شاخص و شانن تنوع
، TIBMBB17ب متعلق به آغازگرهاي به ترتي 41/0

TIBMBC05  وTIBMBC08 باند و كمترين ميزان تعداد 
 ترتيب به ني و شاخص تنوع شانن شاخص تنوع ،مؤثره

بود  TIBMBB16متعلق به آغازگر  29/0و  45/0، 47/1
  ).4جدول (

 تحقيق اين در استفاده مورد ISSR آغازگر 10 تمام ضمناً
 از مناسبي يچندشكل و شده يرتكث سبز هايزيره تمام در

 شناسايي باند 135 مجموع در. )2شكل (دادند  نشان خود
 آغازگر و تعداد كمترين باند 3 با UBC112 آغازگر كه شد

UBC809 يباندها ميان در را تعداد بيشترين باند 18 با 
 كل در باند تعداد ميانگين. داشتند آغازگر هر توسط توليدي

 در كه نتايجي با و) 5جدول (ود ب 9/9 برابر هاگاهيجا
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 4/10 ميانگين و باند 15 تا 6 از )43(قبلي  مطالعات
چندشكلي بالاي داشت ضمنا  مشابهت بود شده گزارش

ISSR سعت مناطق وا ميتوان به در پزوهش حاضر ر
  .)1(نسبت داد جغرافيايي نمونه برداري شده

  

  

  
  TIBMBC05ا استفاده از آغازگر ب RAPD در نشانگر رشدهيتكث ينوار يالگو -1 شكل

  )DM2300بيانگر سايز ماركر  Mمورد استفاده و هاي جمعيتبيانگر  ها شماره(
  
  

  
  UBC857با استفاده از آغازگر  ISSRدر نشانگر  رشدهيتكث ينوار يالگو -2 شكل

  )DM2300بيانگر سايز ماركر  Mمورد استفاده و هاي جمعيتبيانگر  ها شماره(
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 ،)DI( چندشكلي شاخص، )PP( چندشكلي درصد ،)Ne(مؤثر  باند تعداد ،)PB( يچندشكل باند تعداد ،)AB( رشدهيتكث باند ادتعد -4جدول 
 RAPDدر نشانگر  )MI( نشانگري شاخص و) h( ني شاخص ،)I(شانن  شاخص

MI DI h I PP Ne PB AB آغازگر 

52/3  44/0  3/0  46/0  100 5/1  8 8 TIBMBA02 

7  5/0  36/0  54/0  100 62/1  14 14 TIBMBA06 

6/3  38/0  29/0  45/0  61/86 47/1  11 13 TIBMBB16 

17/8  43/0  40/0  58/0  100 71/1  19 19 TIBMBB17 

15/12  45/0  38/0  57/0  100 67/1  27 27 TIBMBC03 

15/6  41/0  40/0  58/0  100 69/1  15 15 TIBMBC05 

09/0  04/0  41/0  60/0  75 75/1  3 4 TIBMBC08 

8/3  38/0  39/0  57/0  100 66/1  10 10 TIBMBC12 

18/4  38/0  32/0  49/0  100 54/1  11 11 TIBMBC16 

با ميزان شاخص نشانگري ، بيشترين ISSRدر نشانگر 
 ميزان و كمترين UB809مربوط به آغازگر  56/7ميزان 

مربوط به آغازگر  33/0ميزان شاخص نشانگري با 
UBC112  ميزان بيشترين  .گرديدمشاهده  61/3و ميانگين

 مربوط به آغازگرهاي )42/0(ي چندشكلشاخص 
UBC809 وUBC857  ي چندشكلشاخص  ميزان و كمترين

 34/0و ميانگين كل  UBC812مربوط به آغازگر ) 11/0(
 ، شاخصمؤثرهبيشترين ميزان تعداد باند . مشاهده گرديد

و  64/0، 84/1به ترتيب  ني تنوع شاخص و شانن تنوع
و كمترين ميزان  UBC808ترتيب متعلق به آغازگر به 45/0

 ني و شاخص تنوع شانن شاخص تنوع ،مؤثره باند تعداد
 UBC872متعلق به آغازگر  27/0و  41/0، 45/1 ترتيببه

  ).5جدول (بود 

تاكنون مقادير مختلفي براي چندشكلي و شاخص 
، )1(عبدالهي مندولكاني مثلاًچندشكلي گزارش شده است 

، ماكافري و 51/0ميانگين  )12( ، بريان و همكاران3/7
پراساد و ، 56/0و با ميانگين  8/0تا  07/0از  )27( همكاران
هاي دي فقط براي موتيف( 9/0، ميانگين )37( همكاران

و با ميانگين  1تا  4/0از  )52(، ژو و همكاران )نوكلئوتيدي
گزارش  3/0ميانگين  )10( و بوهن و همكاران 833/0
 توانمينتايج اين تحقيق  علاوههباز تمام نتايج بالا . اندداده

ند عدد ثابتي تواي نميچندشكلنتيجه گرفت كه شاخص 
داشته باشد و بستگي به عواملي مثل تعداد باند توليدي 
توسط هر جايگاه داشته و حتي تعداد ژنوتيپ، تعداد 

رادر  كهيطوربه. )37( دارند چندشكليآغازگر و شاخص 
ميانگين شاخص چندشكلي را در تحقيقي  )41(و همكاران 

ن و همي 63/0آغازگر در گندم را  15ژنوتيپ و  18با 
- به 54/0عدد بود  6ها مقدار را زماني كه تعداد ژنوتيپ

  . آوردند دست

از شاخص نشانگري و  ISSRنسبت به  RAPD نشانگر
 دتوانميبود و  برخوردارشاخص تنوع شانن و ني بالاتري 

تصادفي بوده اما  RAPD نشانگربه اين دليل باشد كه 
 نيمه تصادفي و چون نشانگرهاي تصادفي ISSRنشانگر 
در  كنند يمدر صورت تكثير تعداد باند بيشتر تكثير  معمولاً
توانسته تعداد باند بيشتر و پيرو آن شاخص  RAPDنتيجه 

  .نشانگري بالاتري نيز داشته است

ژنوتيپ زيره  5ضريب تشابه ژنتيكي در بين : ريب تشابهض
در  دشدهيتولباند  182سبز مورد استفاده با توجه به كل 

محاسبه  )33(ر اساس روش ني و لي ، بRAPDنشانگر 
گرديد و بيشترين ميزان تشابه مربوط به زيره سبز نيشابور 

و كمترين ميزان تشابه ) 526/0(برخوار و زيره سبز گز 
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كاشان وار و زيره سبز هاي زيره سبز سبزمربوط به ژنوتيپ
از طرفي . مشاهده گرديد 364/0با ميانگين ) 144/0(

باند توليد شده  135توجه به كل  ضريب تشابه ژنتيكي با
نيز  )33(بر اساس روش ني و لي ، ISSRدر نشانگر 

محاسبه و بيشترين ميزان تشابه مربوط به زيره سبز كاشان 
و كمترين ميزان تشابه مربوط ) 647/0(زيره سبز اصفهان  و

وار و زيره سبز كاشان هاي زيره سبز سبزبه ژنوتيپ
اما ضريب ؛ شاهده گرديدم 323/0با ميانگين ) 085/0(

باند توليد شده در  217تشابه ژنتيكي با توجه به كل 
محاسبه و بيشترين ميزان تشابه ، ISSRو  RAPDنشانگر 

و ) 547/0(اصفهان مربوط به زيره سبز كاشان و زيره سبز 
- هاي زيره سبز سبزكمترين ميزان تشابه مربوط به ژنوتيپ

 به دست 346/0ميانگين با ) 117/0(كاشان وار و زيره سبز 
  ).8جدول (آمد 

ني و  ژني تنوع بيشترين ميزان شاخص، RAPDدر نشانگر 
متعلق به  233/0و  32/0به ترتيب  شانن اطلاعات شاخص

 تنوع جمعيت زيره سبز سبزوار و كمترين ميزان شاخص
 23/0و  21/0به ترتيب  شانن اطلاعات ني و شاخص ژني

و در ) 6جدول (ن بود متعلق به جمعيت زيره سبز كاشا
ني و  ژني تنوع بيشترين ميزان شاخصنيز  ISSRنشانگر 
متعلق به  27/0و  18/0 به ترتيب شانن اطلاعات شاخص

 تنوع جمعيت زيره سبز سبزوار و كمترين ميزان شاخص
و  113/0به ترتيب  شانن اطلاعات ني و شاخص ژني
  .)7جدول (بود متعلق به جمعيت زيره گز برخوار  115/0

بنا بر نظريه واويلوف، منشأ يا خاستگاه اوليه گياهان متعلق 
لذا . )2( به مراكزي است كه بيشترين تنوع را دارا هستند

- ژنو پيدا كردن ژرم پلاسم  يآور ضرورت دارد در جمع

  .توجه بيشتري شودمفيد به زيره سبز سبزوار  هاي

 تتغييرا آن مولكولي كه در واريانس تجزيه از حاصل نتايج
 از با استفاده جمعيت اجزا بين و داخلشده  مشاهده
اساس  محاسبه و بر شودمي يبند دسته ژنتيكيهاي فاصله

 تغييرات درصد RAPD، 79اطلاعات حاصل از نشانگر 

 بين در درصد 21و ها جمعيت درون شده يافت ژنتيكي

و بر اساس اطلاعات حاصل از ) 9جدول ( هاجمعيت
ISSR ،77 درون شده يافت ژنتيكي تتغييرا درصد 

 مشاهده شد هاجمعيت بين در درصد 23و ها جمعيت
  .)10جدول (

 ريتأثگزارش گرديده كه ضريب تشابه تا حدودي تحت 
 مثلاً. گيردتعداد ژنوتيپ، تعداد آغازگر و غيره قرار مي

در زيره سبز با استفاده از نشانگر  )35(پاراشهر و همكاران 
ISSR  از  )46( ، سيدلر و همكاران94/0تا  63/0تشابه را از

، 57/0، ميانگين )10(، بوهن و همكاران 78/0تا  33/0
 ، آگراما و توينسترا44/0ميانگين  )27( ماكافري و همكاران

  .دست آوردندبه 43/0ميانگين  )3(

 ژنتيكي تفاوت شدن انباشته سبب عامل اكولوژيكي چندين
 از مختلف ياييجغراف يهامكان. شودمي دو جمعيت بين

طول  و عرض جمله از اكولوژيكي يهايژگيو نظر برخي
عوامل  اين. اندمتفاوت رطوبت و دما جغرافيايي،
سبب  و شوند يم خوانده يياياكو جغراف فاكتورهاي
به  توجه با. شوند يم جمعيت دو بين در ژنتيك گوناگوني

ي برا بيشتر جغرافيايي مناطقهاي جمعيت از استفاده نتايج،
  .است لازم موجود الگوي تأييد

ايجاد تركيبات ژني جديد،  علت به دگرگشن يها گونه در
 بالا و فشار شرايط محيطي حاكم بر منطقه، ژني جريان

 خاص شده لذا فاصله هايژنمنجر به تثبيت يك سري 
بين  تنوع عوض در و بوده پراكنده هاجمعيتدرون  ژنتيكي
 به خودگشن يها گونهدر اما  )39( استكم  نسبتاً جمعيت

 هر جمعيت، تغييرات درون متفاوت هايالل وجود دليل
و در كل هم در  )38(وجود دارد ها جمعيتدرون  بيشتري

در اكثر حالات تنوع  دگرگشنگياهان خودگشن و هم 
درون جمعيت بيشتر از تنوع بين جمعيت بوده ولي اين 

  .است دگرگشنبيشتر از  خودگشنميزان تنوع در گياهان 

  



 1397، 1، شماره 31جلد                                        )                                     مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

9 

 ،)DI( چندشكلي شاخص ،)PP( چندشكلي درصد ،)Ne(مؤثر  باند تعداد ،)PB( يچندشكل باند تعداد ،)AB( رشدهيتكث باند تعداد -5جدول 
  ISSRدر نشانگر  )MI( نشانگري شاخص و) h( ني شاخص ،)I(شانن  شاخص

MI DI H I PP Ne PB AB آغازگر 

38/2  34/0  45/0  64/0  100 84/1  7 7 UBC808 

56/7  42/0  421/0  6/0  100 76/1  18 18  UBC809 

07/4  37/0  336/0  51/0  100 55/1  11 11 UBC811 

33/0  11/0  329/0  50/0  100 54/1  3 3 UBC112 

68/4  39/0  320/0  48/0  100 54/1  12 12 UBC818 

6/3  36/0  322/0  49/0  100 51/1  10 10 UBC820 

8/1  3/0  374/0  537/0  100 68/1  6 6 UBC827 

32/6  42/0  394/0  57/0  11/94 71/1  16 17 UBC857 

88/2  36/0  42/0  61/0  100 75/1  8 8 UBC864 

48/2  35/0  27/0  41/0  88/88 45/1 8 9 UBC872 
  

) h( ني شاخص و )I(شانن  شاخص ،)Ne(مؤثر  باند ، تعداد)PP(درصد چندشكلي  ،)PB( يچندشكل باند تعداد ،)AB(كل باندها  تعداد -6جدول 
  RAPDدر نشانگر 

 AB PB PP Ne h I كد جمعيت

1  182 114 64/62 35/1 32/0  333/0  
2  182  89  90/48  2/1  21/0  23/0  
3  182 99 40/54 25/1 24/0  26/0  
4  182  90  45/49  21/1  25/0  23/0  
5  182 110 44/60 379/1  21/0  23/0  

  

) h( ني شاخص و) I( شانن شاخص ،)Ne( مؤثر باند تعداد ،)PP( چندشكلي درصد ،)PB( چندشكلي باند تعداد ،)AB( باندها كل تعداد -7جدول 
  ISSR نشانگر در

 AB PB PP Ne h I كد جمعيت

1  135  62  93/45  33/1  18/0  27/0  
2  135  40  63/29  2/1  131/0  180/0  
3  135 21 56/15 07/1  113/0  115/0  
4  135  19  07/14  12/1  126/0  129/0  
5  135  60  44/44  27/1  162/0  154/0  

  

  توأمو  RAPD ،ISSRاز روش ني و لي و نشانگرهاي  آمده دست بهبر اساس ماتريس تشابه  مورد استفادهزيره سبز هاي جمعيتدورترين  -8جدول 
  جمعيت هادورترين  مورد استفادهنشانگر  ميزان تشابه

144/0  RAPD زيره سبز كاشان -زيره سبز سبزوار  

085/0  ISSR زيره سبز كاشان -سبز سبزوار  زيره  

177/0  ISSR-RAPD  زيره سبز كاشان -زيره سبز سبزوار  
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 RAPDزيره سبز بر اساس اطلاعات نشانگر هاي جمعيت مولكولي واريانس تجزيه -9جدول 

  منابع تغييرات درجه آزادي مجموع مربعات  ميانگين مربعات  درصد واريانس  
  يتبين جمع 4 267/240 067/60** 21
  درون جمعيت 10  667/34  467/33** 79
  جمع كل 14 933/574  

  )P<0.01(در سطح يك درصد  معني دارتفاوت **: 
  ISSRزيره سبز بر اساس اطلاعات نشانگر هاي جمعيت مولكولي واريانس تجزيه - 10جدول 

  منابع تغييرات درجه آزادي مجموع مربعات  ميانگين مربعات  درصد واريانس  
  بين جمعيت 4 933/270 733/67** 23
  درون جمعيت 10 667/134  467/13** 77
  جمع كل 14 600/405  

  )P<0.01(در سطح يك درصد  معني دارتفاوت **: 
مولكولي بر اساس  واريانس تجزيه در تحقيق حاضر نتايج

 و تنوع 79 جمعيت ها درون ژنتيكي تنوع( RAPDنشانگر 
 ISSRsناشنگر و بر اساس ) درصد 21 هاجمعيت بين

 هاجمعيت بين و تنوع 77 جمعيت ها درون ژنتيكي تنوع(
 گياهان جمعيت در درون بالا تنوع وجود. بود )درصد 23

 .Mشباهت بيشتر گونه ( RAPDنشانگر  از استفاده با ديگر

piperita  را با گونهM. aquatic ()31( و نشانگر ISSR ؛
 ، نعناع)5(ول ي، مازودار و و)30(، لاله واژگون )7(شويد 

  است شده گزارش )23(و مرزه  )25(، سيب شرقي )42(

 جمعيت مواردي درون تنوع بيشتر توجيه در مؤثر عوامل از
بذر،  با ازدياد بودن، سالهگياه، يك خودگشن بودن جمله از

 ژنوتيپي و اللي موقعيت ي،موردبررساللي  يهامكان تعداد
 نمود ذكرتوان مي را جمعيت اندازه تلاقي و نوع جمعيت،

 دليل دخالت بهها جمعيت در ژنتيكي تنوع بررسي )36(
 تلاقي خويشاوندي، پيوستگي، جمله از عامل چندين

 دهنده ليتشكافراد  در موجود يها تفاوت و مهاجرت
  .)29(است  ييهايدگيچيپ دارايها جمعيت

و بين  آناليز واريانس مولكولي تنوع دروندر تحقيقي نيز 
درصد از كل تنوع  6و  94ترتيب را به سيب شرقي جمعيتي
ملاحظه در  ، كه بيانگر تنوع درون جمعيتي قابلندنشان داد
رغم عليبوده و بيان كردند كه هاي اين گونه جمعيت

زياد  شرايط رويشگاهي متفاوت و فاصله جغرافيايي

تواند حاكي از سطح اين مسئله مير ها از يكديگجمعيت
هاي ژن و تبادل ژنتيكي بين جمعيت ريانبالاي برقراري ج

  .)25(سيب جنگلي شمال ايران باشد

 تلاقي در هنگام بيشتر ژنتيكي با توجه به اينكه فاصله
 ي ژنيهامكان افزايش سبب ها،لاين ياها جمعيت

 شودميهتروزيس  اثر احتمال بردن بالا و هتروزيگوت
 تصفا با است ممكن ژنتيكي فاصله از طرفي ؛ و)34(

 يهايبررس از پستوان مي جهينت در باشد مطلوب مرتبط
لذا بر . )7(كرد استفاده بهنژادي يهابرنامهدر  هاآن از بيشتر،

- جمعيت به مربوط تشابه ميزان اين اساس چون كمترين

بوده و يشترين  Vikimaو  French breakfast تربچههاي 
  French breakfastتنوع درون جمعيتي مربوط به جمعيت 

ذكر كرد كه جهت هر نوع تلاقي و  توانميبود در نتيجه 
 Frenchاصلاح گياه دارويي تربچه بهتر است جمعيت 

breakfast ي پدري يا مادري و يا هاهيپايكي از  به عنوان
  .دهنده ژن انتخاب كرد

 RAPD ،ISSRاي در روش تجزيه خوشه: ايتجزيه خوشه
سه گروه مختلف هاي زيره سبز را در جمعيتو توام، 

ها از لحاظ موقعيت و مشاهده شد جمعيتبندي كرده طبقه
در  ).5و  4، 3شكل (جغرافيايي از همديگر تفكيك شدند 

وار قرار هاي زيره سبز نيشابور، سبزگروه اول جمعيت
گرفتند و در گروه دوم جمعيت زيره سبز گز برخوار و در 
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ان قرار هاي زيره سبز اصفهان و كاشگروه سوم جمعيت
هاي كه از لحاظ گرفتند كه در هر سه گروه جمعيت

يي نزديك به هم بودند در يك گروه قرار ايجغرافموقعيت 
لازم به ذكر است كه جمعيت زيره سبز گز برخوار . گرفتند

كه در يك گروه جداگانه قرار گرفته داراي بيشترين ميزان 
داده  داده نشان(بود  هاجمعيتباند تكثيري در بين تمام 

  ).نشده است

  يريگ جهيتن

دو نشانگر غالب بوده و  ISSRو  RAPDبا توجه به اينكه 
و آسان بودن جهت انجام و قابليت  نهيهز كمبر اساس 

ي مختلف نسبت به هاشگاهيآزمادر  ISSRتكرار بودن 
RAPD از اين دو نشانگر بسيار در تحقيقات مختلف ،

كه  اندافتهيدرن استفاده شده است و از طرفي برخي محققي
ISSR  ي نسبت به تردهيچيپالگوي نشانگرRAPD  توليد

برخي ديگر نيز  نيهمچنو  )53, 50, 49, 45( كنديم

-يمي توليد تردهيچيپالگوي نشانگر  RAPDكه  اندافتهيدر
 RAPDدر اين تحقيق نيز تا حدودي  )24, 18, 15( كند

  .تنوع بيشتري توليد نمود ISSRنسبت به 

- گر از اهداف اين تحقيق انتخاب دورترين جمعيتيكي دي

 دتريمفي احتمالي و ايجاد تنوع جديد و هايتلاقها جهت 
وار و زيره سبز كاشان دورترين كه زيره سبز سبز است
ي تنوع اهشاخصهمچنين بر اساس . بودند اهتيجمع

مركز تنوع اين گياه بر اساس  عنوان بهشانن و ني، سبزوار 
  .گردديمي پيشنهاد ررسب دموري هاتيجمع

كه در اين تحقيق  ISSRآغازگرهاي لازم به ذكر است كه 
 )47(ي فرنگ گوجهقرار گرفت برگرفته از  استفاده مورد

بودند و توانستند در زيره سبز نيز تكثير شوند كه اين خود 
 شده حفاظتدليلي بر روند تكاملي و مناطق  توانديم

  .ي باشدنگفرگوجهمشترك بين زيره سبز و 

  
  

  
با  NJ، ماتريس تشابه ني و لي و روش RAPDزيره سبز بر اساس نشانگر  هاياي جمعيتتجزيه خوشه - 3شكل 

  .Darwin نرم افزار
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با  NJماتريس تشابه ني و لي و روش ، ISSRهاي زيره سبز بر اساس نشانگر اي جمعيتتجزيه خوشه - 4شكل 

  Darwin نرم افزاراستفاده از 

  
ماتريس تشابه ني و لي و روش ، ISSRو  RAPDزيره سبز بر اساس نشانگر  هاياي جمعيتتجزيه خوشه - 5شكل 

NJ  نرم افزاربا استفاده از Darwin  
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Abstract 

Iran is one of the richest sources of medicinal plants in the world with high variability in 
habitat conditions for a variety of these plants. Therefore, in this study tries to kinship 
and genetic distance between populations is assessed cumin. A total of five population 
of cumin were collected and then were analyzed using 10 RAPD primers and 10 ISSR 
primers.  To analysis of data will be used NTsys pc2.1, GenAlex6.501 and Popgene32 
software. The RAPD primers gave 182 Amplified bands that TIBMBC03 primer had 
the highest bands (24), marker index (12.15) and diversity index (0.5) and The ISSR 
primers gave 135 Amplified bands that UBC809 primer had the highest bands (18), 
marker index (7.56) and diversity index (0.47). In RAPD marker, the highest Nei 
diversity (0.32) and Shanoon diversity (0.333) was belong to cumin of Sabzvar and also 
in ISSR marker the highest Nei diversity (0.18) and Shanoon diversity (0.27) was 
belong to cumin of Sabzvar. According to RAPD marker, the lowest value of similarity 
(0.114) between Sabzvar and Kashan Cumin and also in ISSR primer, the lowest value 
of similarity was observed (0.085) between Sabzvar and Kashan Cumin. Moreover, 
according to both ISSR and RAPD analysis, the lowest genetic similarity was 0.117 
between Sabzvar and Kashan Cumin. The results of this study showed that Sabzevar 
cumin is recommended as a center of plant diversity on the basis of studied populations 
and the farthest population to earliest possible crosses and create a variety of genetic 
diversity were cumin of Sabzevar and Kashan. 

Key words: Genetic diversity, Cuminum cyminum, RAPD, ISSR 


