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  ISSRهاي رازيانه با استفاده از نشانگر مولكولي اكوتيپمطالعه تنوع ژنتيكي 
  مهرانوش قلي پورو  ، مصطفي امجديان، هومن شيرواني*محسن فرشادفر

  گروه كشاورزي، دانشگاه پيام نور، تهران

  13/8/96 :تاريخ پذيرش  26/8/95 :تاريخ دريافت

  چكيده

جهت . باشد كه در طب سنتي كاربرد فراوان داردمي) Fueniculum vulgare Mill(.نه ترين گياهان دارويي رازيايكي از قديمي
با  اكوتيپ 16 .هاي مختلف رازيانه اين تحقيق در دانشگاه پيام نور مركز كرمانشاه انجام گرفتاكوتيپتعيين ميزان تنوع ژنتيكي بين 

باند بيشترين تعداد و آغازگر  9و  10به ترتيب با  IS10و  IS13آغازگرهاي  .گرفت ارزيابي قرار مورد ISSRآغازگر 15استفاده از 
IS16  ميانگين درصد چند شكلي، محتواي اطلاعات چند شكلي . ندباند كمترين تعداد باند را تكثير نمود 3با)PIC(شاخص ، 

و  83/1، 36/0، درصد 00/91هاي مورد بررسي به ترتيب برابر اكوتيپدر بين ) EMR( مؤثر چندگانه نسبت شاخص و) MI( نشانگري
 اردبيل(هاي اكوتيپبيشترين تشابه را . بود 567/0ميانگين شباهت ژنتيكي مشاهده شده براساس اطلاعات اين نشانگرها برابر . بود 98/4
) 55/0) (3هرمزگان (و ) كرمانشاه(با ) 2 بانك ژن(و كمترين تشابه را ژنوتيپ ) 85/0) (لرستان(با ) 2 تهران(و ) 2 اردبيل(با ) 1

 تأييدمختصات اصلي گروه قرارداد كه اين نتيجه توسط تجزيه به  3ها را دراكوتيپاي بندي تجزيه خوشهنتايج حاصل از گروه. داشت
   .گرديد

    ISSRرازيانه، تنوع ژنتيكي، ماركر مولكولي،: كليدي واژه هاي

  m.farshadfar@pnu.ac.ir: پست الكترونيكي،  09183313221 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
از مهمترين و  Foemiculum Vulgare Millرازيانه 
چتريان  خانواده ترين گياهان دارويي و متعلق بهقديمي

Apiaceae هاي متعدد از آن به باشد كه در تمام فارماكوپهمي
ميوه رازيانه دوكي شكل . عنوان يك گياه دارويي مهم ياد شده

تمام . اي روشن استسبز يا قهوه با دو انتهاي باريك رنگ آن
باشد ولي ميوه آن بيشترين ميزان پيكر گياه حاوي اسانس مي

اسانس را داراست اسانس گياه در ساختمانهاي كانالي شكل 
اند و در سراسر گياه اي ايجاد شدهكه توسط سلولهاي غده

اند وجود دارد بيشترين كانالها در پوسته دانه موجود پراكنده
مطالعات بر روي خواص دارويي رازيانه نشان داده . )8(است 

- است كه اسانس اين گياه داراي فعاليت ضدميكروبي و آنتي

آگاهي تنوع ژنتيكي جمعيتها و . )3(اكسيداني قوي است 
ساختار جمعيتهاي درون يك گونه نه تنها فرآيندهاي تكامل 

 بلكه اطلاعات مفيدي را در ،كندو مكانسيم آن را بررسي مي

يك رويكرد . )10(نمايد مورد حفاظت بيولوژيكي فراهم مي
مهم در اصلاح نباتات افزايش تنوع ژنتيكي بين ژنوتيپهاي 
والديني براي تلاقي است تنوع ژنتيكي بين ژنوتيپهاي والديني 

تفاوتهاي مورفولوژيكي و فيزيولوژيكي  به وسيلهمعمولاً 
توجه به . )15(شود صفات مهم اقتصادي و كمي ارزيابي مي

صفات مورفولوژيك اغلب تعداد اين نكته مهم است كه 
دود بوده و ممكن است ارتباط ژنتيكي حقيقي بين مح

علاوه بر اين وقتي صفات  .ژنوتيپها را به خوبي نشان ندهد
د مقدار زيادي نمونه براي ارزيابي نشوكمي بررسي مي

عرصه انواع مختلفي از نشانگرها در . )6(ژنوتيپ لازم است 
اند اصولاً كاربرد بندي و به نژادي بكار رفتهعلوم ژنتيك رده

آنها تفاوت چنداني با يكديگر ندارد ولي هر كدام مزايا و 
معايب خاص خود را دارند مطالعات در سطح جمعيت نشان 

زيادي در تشخيص تنوع در  كارآيي DNAدهد كه نشانگر مي
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تنوع در اين  اين سطح دارند و اطلاعات زيادي در تشخيص
يك نشانگر  ISSR نشانگر ). 13(كنند ميسطح را فراهم 

تواند تفاوتهاي افراد با است كه مي PCRمبتني بر 
خويشاوندي را به سرعت از يكديگر جدا كند و ثابت شده 
است كه نشانگر مولكولي مفيدي در مطالعات انگشت نگاري 

اين  .گذاري ژن استي بررسيهاي فيلوژنتيكي و نشانمژنو
تكنيك از يك آغازگر منفرد طراحي شده براساس توالي 

 اضافه نوكلئوتيد انتخابي  4تا  2با  3'يا  5'زيرماهواره كه در  
كند و براي طراحي آغازگر به اطلاع شده است استفاده مي

علت طول نسبتاً به ISSRنشانگر  .قبلي از ژنوم نياز ندارد
تر از تر قابل اطمينانبلندتر آغازگرها و دماي اتصال بالا

RAPD براي  خصوصاًگسترده  به طورتواند است و مي
). 13(ارزيابي ژرم پلاسم گياهي و تنوع ژنتيكي استفاده شود 

براي آشكارسازي چند شكلي ژنتيكي بين  ISSRنشانگرهاي 
نژادها از طريق توليد تعداد زيادي نشانگر ميكروساتلايتي 

 ايران كشور در .)1(هستند  توزيع شده در سراسر ژنوم مفيد
 نسبت رازيانه به گياه اصلاح زمينه در شده انجام تحقيقات
 محدود دارد، مختلف صنايع در دارويي گياه اين كه اهميتي

 به دستيابي منظور به بيشتر تحقيقات انجام بنابراين. باشد مي
تحقيق حاضر با  رسيده و  نظر به ضروري اصلاح شده ارقام

هاي اكوتيپع ژنتيكي در سطح مولكولي در هدف بررسي تنو
  .مختلف رازيانه از مناطق مختلف ايران، انجام گرفت

  مواد و روشها
منظور ارزيابي تنوع ژنتيكي با استفاده از نشانگر مولكولي  به

ISSR  رازيانه اكوتيپ 16تعداد )Foeniculum vulgare ( از
تحقيقات جنگلها و مراتع كشور تهيه  مؤسسهبانك ژن 

مشخصات مواد ژنتيكي مورد مطالعه، با ذكر كد . گرديد
نشان داده  1آوري در جدول و محل دريافت يا جمع اكوتيپ

  . شده است
  اكوتيپ رازيانه انتخاب شده از بانك ژن منابع طبيعي 16فهرست   -1جدول 

 شماره منطقه كد بانك ژن شماره منطقه كد بانك ژن

  1 مازندران  13662 9 2 تهران 18870
 2 كرمانشاه 14584 10 سيستان و بلوچستان 22084

 3 لرستان 14650 11 1 هرمزگان 24482

 4 مركزي 14726 12 1 بانك ژن 25197

 5 يزد 15513 13 2 هرمزگان 26860

 6 1 اردبيل 18615 14 3هرمزگان  26866

 7 2 اردبيل 18618 15 قزوين  29667

 8 1 تهران 18869 16 2 بانك ژن 30406
  

ي اكوتيپها برايتغيير يافته  CTABبه روش  DNAاستخراج 
در آزمايشگاه بيوتكنولوژي دانشگاه پيام نور  مورد بررسي

 50تا  20بعد از انتقال . )12( انجام گرفت كرمانشاه مركز
 800، تيوببه  با ازت مايع گرم نمونه خرد شدهميلي

م گر CTAB، 16/36گرم  4(ميكروليتر از بافر استخراج 
NaCl، 15/3  گرمTris-HCl، 48/1  گرمEDTA، 400 

اضافه  هاببه تيو )pH=8با  -mercaptoetchanolميكروليتر 
 65 با دماي حمام آبيها در ساعت نمونه شد و به مدت يك

سپس به هر نمونه مقدار  .قرار داده شدندراد گدرجه سانتي 

ضافه ا) 24:1(ايزوآميل الكل -ميكروليتر محلول كلروفرم 800
تا محلول  هم زده شده دقيقه خوب ب 2گرديد و به مدت 

ها را به مدت نمونه از آن پس. يكنواخت شود بداخل تيو
فاز رويي به  ودور در دقيقه، سانتريفيوژ  13000دقيقه با  10

 600مقدار  تيوببه هر  و ديتميز منتقل گرد بيك تيو
 دت يكو به م ميكروليتر محلول ايزوپروپانول سرد اضافه

داده  قرار درجه سانتي گراد - 20 ساعت در فريزر در دماي
دور  13000دقيقه با  15ها را به مدت تيوبسپس  .شدند

به  وو بعد از آن فاز مايع به آرامي خالي  گرديد سانتريفيوژ
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سرد اضافه  درصد 80ميكروليتر اتانول  600مقدار  تيوبهر 
رامي فاز مايع و به آ گرفتو يك سانتريفيوژ كوتاه صورت 

ها تيوبدر پايان نيز ) گرديداين مرحله دو بار تكرار ( شدخالي 
تا خشك شوند و بعد به هر  قرار گرفترا در دماي اتاق 

- ميكروليتر آب دو بار تقطير استريل اضافه  100ميزان  تيوب

استخراج شده با  DNAبررسي كيفيت و كميت . ديگرد
تگاه اسپكتوفتومتر درصد آگارز و دس 8/0استفاده از ژل 
 2اي پليمراز طبق جدول واكنش زنجيره. صورت گرفت
 واسرشت مرحله يك شامل حرارتي چرخه .صورت گرفت

 دقيقه 5 مدت به و گرادسانتي درجه 95 دماي در اوليه سازي
 نيز، چرخه هر در كه بود حرارتي چرخه 35 آن به دنبال و

 درجه 95 و هثاني  30 ترتيب به سازيواسرشت دماي و زمان
 هر براي آن دماي و ثانيه 30 آغازگر اتصال زمان گراد،سانتي
 نيز رشته توسعه دماي و زمان همچنين .بود متفاوت آغازگر

 نهايي توسعه. بود گرادسانتي درجه 72 و ثانيه 60 ترتيب به
 در .شد انجام گرادسانتي درجه 72 دماي در دقيقه 5 مدت به
يك  TBE واكنش بافر با درصد 2 آگارز ژل از آزمايش اين

 ميزان ابتدا به منظور تزريق نمونه در ژل،. شد استفاده درصد
 اضافه شده تكثير هايDNA  به گذارينمونه بافر ميكروليتر 5
 چاهكهاي درون به نمونه هر از ميكروليتر 10 ميزان سپس و

 5/2 ميزان و 100 ولتاژ با و بارگزاري آگارز ژل در شده ايجاد
- رنگ جهت را ژل سپس و گرفت صورت حركت ساعت

- ميكرو در ميكروگرم يك( برمايد اتيديوم محلول در آميزي

 Gel دستگاه از و داده قرار دقيقه 30- 45 مدت به) ليتر

Document محتوي . شد استفاده نوارها شده نمايان جهت
 PIC= Polymorphic information(اطلاعات چند شكلي 

content ( از طريق) 1بطه را:(PIC=1 2

1



n

i
PI محاسبه شد 

 كليه براي لوكوس هر نوارهاي مجموع با برابر p اينجا در
 Marker( شاخص نشانگريهمچنين ). 5( است  هااكوتيپ

Index = MI( )2 از رابطه :MI= PIC × N× β(  كهN  تعداد
به  نسبت چندشكلي براي هر آغازگر بود βكل باندها و 

 Effective( مؤثرشاخص نسبت چندگانه . )9(آمد  دست

multiplex ratio EMR= ( از)3 رابطه: EMR= NPB × β( 

شكل چند نوارهاي تعداد ضربدر) β(چندشكلي  درصد كه از
)NPB( آمد به دست )در پايان نيز با  .محاسبه گرديد) 7

ماتريس تشابه،  DARwin 6 و Ntsysهاي استفاده از نرم افزار
مورد  )PCo( تجزيه به مختصات اصلي و ايتجزيه خوشه

  . ارزيابي قرار گرفت
  بهينه سازي شده  ISSRاجزا واكنش -2 جدول

  ميكرو ليتر 20جهت تهيه   اجزا يك نمونه

  ميكرو ليتر 3/12  آب دوبار تقطير
  ميكرو ليتر PCR)10x(  2بافر

MgCl2)50ميكرو ليتر 5/1  )مولار ميلي  
  ميكرو ليتر 4/0 )مولارميلي 10(مخلوط نوكلئوتيدي 

  ميكرو ليترهر يك 5/1  )مولارميكرو10(آغازگر
Taq  ميكرو ليتر 3/0  )واحد در ميكروليتر 5(پليمراز  

DNA 2 ميكرو ليتر  
  ميكرو ليتر 20 جمع

  

  نتايج
 ISSRآغازگر  15با استفاده از  هاي رازيانهاكوتيپژنتيكي  تنوع

در مجموع  ISSRهاي آغازگر. مورد بررسي قرار گرفت
باند يك شكل  7 ،باند توليد كنند كه از اين تعداد 86توانستند 

ميانگين تعداد . مشاهده شد و ساير باندها چند شكل بودند
 37/5برابر  اكوتيپ 16باند توليد شده توسط هر آغازگر براي 

 9و  10به ترتيب با  IS10و  IS13آغازگرهاي  .آمد به دست
باند كمترين تعداد  3با  IS16غازگر باند بيشترين تعداد و آ

 68(بيشترين باند ) 1 بانك ژن( اكوتيپ. باند را تكثير نمود
را در بين ) باند 30(كمترين باند ) 2 بانك ژن( اكوتيپو ) باند

 16الگوي باندي  1 هاي مورد بررسي داشتند شكلاكوتيپ
 UBC869مورد بررسي به ترتيب با استفاده از آغازگر  اكوتيپ

  . دهدنشان ميرا 

هاي استفاده شده در جدول آمده براي آغازگر به دستنتايج 
ميانگين درصد چند شكلي در بين . ارائه شده است 3

بود كه درصد چند  00/90هاي مورد بررسي برابر اكوتيپ
 60( IS9، )درصد UBC866 )50شكلي براي آغازگرهاي 

 و براي) درصد 80( IS14و ) درصد 75( UBC864، )درصد
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. بود درصد 100ساير آغازگرها ميزان چند شكلي برابر 
هاي در آغازگر) PIC( محتواي اطلاعات چند شكليميانگين 

مربوط  PICبود كه بيشترين ميزان  36/0مورد بررسي برابر 
 UBC807 )48/0( ،UBC844 )42/0( ،IS16به آغازگرهاي 

بود كه اين )  40/0( IS10و ) 40/0( UBC848، )درصد 41(
 PICها بر اساس شاخص ازگرها بهتر از ساير آغازگرآغ

 IS9آغازگر . دنها را مشخص كناكوتيپتوانست فاصله ژنتيكي 
توانايي خوبي در جداسازي   PICبا كمترين ميزان) 15/0(

به  EMRو  MIهمچنين ميانگين شاخصهاي . ها نداشتاكوتيپ
ا ر EMRو  MIبيشترين ميزان . بود 98/4و  83/1ترتيب برابر 
 و كمترين ميزان را آغازگرهاي  IS13و  IS10 آغازگرهاي  

IS9  وUBC866 داشتند.  

  
  UBC869تصوير ژل الكتروفورزي اكوتيپهاي مورد بررسي براي آغازگر  -1شكل 

  در آغازگرهاي مورد استفاده EMRو  PIC ،MIتعداد مكان تكثير شده، تعداد مكان چند شكل، درصد چند شكلي،  - 3جدول 

  توالي آغازگر آغازگركد 
هاي تعداد مكان

 تكثير شده

هاي نتعداد مكا
 چند شكل

درصد چند 
 شكلي

PIC MI EMR 

UBC857 5'-ACACACACACACACACYG-3' 00/8  00/8  100%  33/0  62/2  00/8  

UBC848 5'-CACACACACACACAARG-3' 00/5  00/5  100%  40/0  00/2  00/5  

UBC869 5'-GTTGTTGTTGTTGTTGTT-3' 00/4  00/4  100%  36/0  42/1  00/4  

IS15 5'- GGATGGATGGATGGAT-3' 00/5  00/5  100%  37/0  85/1  00/5  

UBC866 5'-CTCCTCCTCCTCCTCCTC-3' 00/6  00/3  50%  24/0  36/0  50/1  

UBC807 5'-AGAGAGAGAGAGAGAGT-3' 00/4  00/4  100%  48/0  91/1  00/4  

UBC856 5'-CCGCCGCCGCCGCCGCCG-3' 00/6  00/6  100%  34/0  04/2  00/6  

IS11 5'-ACACACACACACACACC-3' 00/6  00/6  100%  39/0  33/2  00/6  

UBC844 5'-CTCTCTCTCTCTCTCTRC-3' 00/6  00/6  100%  42/0  53/2  00/6  

IS14 5'- GACAGACAGACAGACA-3' 00/5  00/4  80%  36/0  15/1  20/3  

IS9 5'- CTCTCTCTCTCTCTCTG-3' 00/5  00/3  60%  15/0  28/0  80/1  

IS16 5'-DBDACACACACACACACA-3' 00/3  00/3  100%  41/0  22/1  00/3  

IS13 5'- AGAGAGAGAGAGAGAGYT-3' 00/10  00/10  100%  33/0  34/3  00/10  

IS10 5'- GAGAGAGAGAGAGAGARc-3' 00/9  00/9  100%  40/0  64/3  00/9  

UBC864 5'-CCGCCGCCGCCGCCGCCT-3' 00/4  00/3  75%  36/0  80/0  25/2  

نگينميا   73/5  27/5  91%  36/0  83/1  98/4  

Y=(C,T), V=(A,C,G), D=(A,G,T), B=(C,G,T) 
  )EMR(نسبت چندگانه مؤثر و  )MI( شاخص نشانگري، )PIC(محتواي اطلاعات چند شكلي 
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تشابه ژنتيكي : بررسي ميزان تشابه ژنتيكي بين اكوتيپها
از هاي مورد بررسي با استفاده از ضريب تشابه دايس اكوتيپ

ميانگين تشابه بين   ،)4جدول (متغير بود  85/0تا  55/0
بود كه پايين بودن تشابه ژنتيكي ياد شده  56/0ها برابر اكوتيپ
هاي اكوتيپژنتيكي خوب و قابل قبولي در بين دهنده تنوعنشان

بيشترين . باشدهاي مورد بررسي ميرازيانه بر اساس آغازگر

با ) 2 تهران(و ) 2 اردبيل(با ) 1 اردبيل(هاي اكوتيپتشابه را 
با ) 2 بانك ژن( اكوتيپو كمترين تشابه را ) 85/0) (لرستان(
نمودار توزيع . داشت) 55/0) (3هرمزگان (و ) كرمانشاه(

ها در اكوتيپفراواني نشان داد كه بيشترين فاصله در بين 
  ).2شكل (باشد مي 48/0و كمترين فاصله در  29/0محدوده 

  بر اساس ضريب دايس استفاده شده ISSRماتريس تشابه اكوتيپها براي پرايمرهاي  -4جدول 
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 1 مازندران

84/0 كرمانشاه  1 

82/0 لرستان  80/0  1 

81/0 مركزي  76/0  80/0  1 

77/0 يزد  75/0  85/0  77/0  1 

78/0 1 اردبيل  71/0  76/0  79/0  67/0  1 

74/0 2 اردبيل  73/0  76/0  74/0  71/0  85/0  1 

67/0 1 تهران  72/0  68/0  68/0  71/0  77/0  79/0  1 

81/0 2 تهران  75/0  85/0  80/0  80/0  66/0  67/0  64/0  1 

70/0 سيستان   81/0  78/0  78/0  74/0  67/0  70/0  64/0  79/0  1 

69/0 1 هرمزگان  75/0  71/0  74/0  75/0  68/0  65/0  82/0  72/0  73/0  1 

/71 1 بانك ژن  69/0  68/0  73/0  67/0  70/0  76/0  73/0  68/0  68/0  68/0  1 

70/0 2 هرمزگان  69/0  71/0  71/0  68/0  74/0  80/0  84/0  66/0  70/0  75/0  84/0  1 

70/0 3هرمزگان   74/0  66/0  66/0  66/0  75/0  72/0  83/0  66/0  72/0  79/0  76/0  84/0  1 

74/0 قزوين   73/0  72/0  72/0  71/0  69/0  75/0  79/0  68/0  74/0  78/0  78/0  78/0  78/0  1 

63/0 2 بانك ژن  55/0  60/0  64/0  59/0  58/0  61/0  63/0  64/0  57/0  59/0  64/0  71/0  55/0  67/0  1 

  

  
  نمودار توزيع فراواني فواصل ژنتيكي بين اكوتيپهاي رازيانه -2 شكل
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اي به گرام حاصل از تجزيه خوشهدندرو: ايتجزيه خوشه
ا هاكوتيپبر اساس ضريب تشابه دايس براي  UPGMAروش 

گردد كه ملاحظه مي همچنان. ارائه شده است 3در شكل 
هاي اكوتيپگروه اول شامل . گروه قرار گرفتند 3ها در اكوتيپ

 تهران(، )يزد(، )مركزي(، )لرستان(، )كرمانشاه(، )مازندران(

به ) 2 بانك ژن( اكوتيپ. بود) سيستان و بلوچستان(و ) 2
 اكوتيپ 8شامل گروه سوم . تنهايي در  گروه دوم قرار گرفت

بانك (، )1 هرمزگان(، )1 تهران(،  )2 اردبيل(، )2 بانك ژن(
  . بود) قزوين(و  )3هرمزگان (، )2 هرمزگان(، )1 ژن

  
  براي اكوتيپهاي  مورد مطالعه ISSRدندروگرام حاصل از داده هاي نشانگر  -3شكل 

هاي حاصل اس دادهبر اس): PCo(تجزيه به مختصات اصلي 
هاي مورد بررسي تجزيه به مختصات اصلي براي از آغازگر

و مختصات اول محور ، كه نتايج نشان داد ها انجام شداكوتيپ
درصد از واريانس موجود را  27/17و  51/20دوم به ترتيب 

درصد از واريانس با اين  87/37توضيح دادند و در مجموع 
ختصات اول و دوم دياگرام بر اساس م. دو محور بيان گرديد

، كه اين دياگرام با )4شكل (ها رسم گرديد اكوتيپپراكنشي 
ها به سه اكوتيپاي كاملا مطابقت داشت و نتايج تجزيه خوشه
 . گروه تقسيم شدند

  بحث
 قابل  تنوع مشاهده گرديد  ISSRهاي با استفاده از آغازگر

ه اين اي در بين اكوتيپهاي رازيانه وجود دارد كملاحظه
باشد كه در بين ژنوتيپها موضوع تاييد كننده مطالعات قبلي مي

و همكاران  Bahmani .از نظر مولكولي تنوع وجود دارد
ايران به  رازيانه ژنوتيپ 25اي بر روي در مطالعه) 2012(

نشانگر  10آنها با استفاده از  ژنتيكي تنوع منظور بررسي
RAPD هاي ايرانيانهانجام دادند گزارش نمودند كه راز 

 خوبي به RAPD نشانگر و هستند بالايي ژنتيكي تنوع داراي

 تشابهات و جغرافيايي توزيع بر اساس را رازيانه ژنوتيپهاي

   .)2( است كرده تفكيك هم از اقليمي

، يكي از شاخصهاي مهم )PIC(محتوي اطلاعات چند شكلي 
به  جهت مقايسه نشانگرهاي مختلف، از نظر قدرت تمايز آنها

مقادير بالاي اين معيار، دلالت بر چندشكلي . رودشمار مي
زياد در يك جايگاه نشانگري دارد كه در تفكيك و تمايز 

  ).11(دارد  سزايي افراد نقش به

0

0.05
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  بر اساس محور مختصات اصلي اول و دوم ISSRباي پلات اكوتيپها براي نشانگر  -4شكل 

  
، نسبت )MI( شاخص نشانگريكلي و بر اساس  حالت در

محتوي اطلاعات چند  و شاخص) EMR( مؤثرچندگانه 
، رازيانهها براي بررسيهاي ترين آغازگرمناسب) PIC(شكلي 

 UBC848و  IS10 ،IS16 ،UBC844 ،UBC807آغازگرهاي 
گردد براي آناليز مجموعه ژرم پلاسم تعيين شد و پيشنهاد مي

 .در تحقيقات بعدي استفاده گردند زيانهراديگر اكوتيپهاي 
Zahid   اي كه به منظور بررسي در مطالعه) 2009(و همكاران

انجام  RAPDتنوع ژنتيكي در گياه رازيانه با استفاده از ماركر
پرايمر  24پرايمر مورد استفاده  30دادند نتيجه گرفتند كه از 

  ).14(باشدمورفيسم ميداراي پلي

Hasani  30 روي بر   تحقيقي  با انجام) 2011(و همكاران  

نمونه بذر رازيانه جمع آوري شده از مناطق مختلف ايران و 
چندين كشور اروپايي به منظور ارزيابي تنوع ژنتيكي ژرم 

نتيجه گرفتند از  AFLPمولكولي پلاسم با استفاده از نشانگر 
نوار چند شكلي نشان  250نوار مشاهده شده،  1127مجموع 

  .)4( داد

بود كه پايين بودن  567/0ميانگين تشابه بين اكوتيپها برابر 
ژنتيكي بالا در بين اكوتيپهاي دهنده تنوعتشابه ژنتيكي نشان

بر اساس . باشدهاي مورد بررسي ميبر اساس آغازگر رازيانه
اي اكوتيپها در سه گروه قرار گرفتند، كه پراكنش تجزيه خوشه

ي با تنوع جغرافيايي تطابق اكوتيپها بر اساس تنوع ژنتيك
شايد علت اين موضوع جدايي منشاء جغرافيايي  .نداشت

اكوتيپها و ايجاد و تجمع جهشهاي ژنتيكي مجزا باشدكه 
در .  نسبت به يكديگر شده است  باعث ايجاد تنوع در آنها

حالي كه در تعداد ديگري از اكوتيپها چنين تطابقي ديده نشده 
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منشاء مشترك، مهاجرت و انتقال   دليل  تواند بهكه اين امر مي
  .باشد

اي با دياگرام حاصل از پراكنش نتايج حاصل از تجزيه خوشه
اكوتيپها بر اساس مقدار مختصات اول و دوم حاصل از 

به  تجزيه. تجزيه به مختصات اصلي مطابقت نشان داد
اي مختصات اصلي به عنوان روشي مكمل براي تجزيه خوشه

- ه بهينه و استخراج حداكثر اطلاعات از دادهمنجر به استفاد

در مجموع بر اساس آغازگرهاي مورد . شودهاي مولكولي مي

استفاده و با توجه به ماتريس تشابه، تجزيه كلاستر و تجزيه 
گردد از اكوتيپهايي كه حداكثر به مختصات اصلي پيشنهاد مي

ند هاي مورد استفاده را داشتفاصله ژنتيكي بر اساس نشانگر
هاي اصلاحي در جهت استفاده از حداكثر هتروزيس در برنامه

در تحقيقي بر روي ) 2011(و همكاران  Hasani. استفاده شود
گزارش كردند  AFLPرازيانه با استفاده از نشانگر مولكولي 

ميزان شباهت ژنتيكي مشاهده شده براساس اطلاعات اين 
   ).4( درصد بود 60نشانگر برابر 
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The study of genetic diversity in Foeniculum vulgare using ISSR 
molecular marker 

Farshadfar M., shirvani H., Amjadian M. and Gholipour M. 

Dept. of Agriculture, Payame Noor University, Tehran, I.R. of Iran  

Abstract 

Fennel (Foeniculum vulgare Mill.) is one of the well-known medicinal and aromatic plants. 
To determine variability between 16 Iranian Fennel ecotypes based on molecular markers, 
an experiment was carried out based on completely randomized design with three 
replications at Payame Noor University of Kermanshah, Iran, in 2014. Ecotypes were 
evaluated based on 15 ISSR primer markers. All of the ISSR primers showed 77 visible 
bands. The ISSR13 and ISSR10 primers had the most number of bands with 10 and 9 bands 
respectively. The mean polymorphic information content (PIC=0.36), marker index (MI= 
1.83), Effective multiplex ratio (EMR= 4.98) and polymorphism percentage (91%) indices 
were calculated for all primers. Total genetic similarity based on these primers was 0.567 
percent. Cluster analysis classified all ecotypes to three groups. This clustering was 
confirmed by principal coordinate (PCo) and analysis of molecular variance (AMOVA).  

Key words: Fueniculum vulgare, Genetic variabilit, ISSR 


