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 ، جنوب شرق ایران در .Ferula assa-foetida Lگیاه ع ژنتیکي سي تنوربر

 RAPDلينشانگر مولکوده از ستفاابا 

 

 4داراب حسنی ،3زادهباقیمین ، ا2، محمدرضا نقوی*1پورسعیده سرحدی
 اصلاح نباتات، واحد تاکستان، دانشگاه آزاد اسلامی، تاکستان، ایران  ارشدکارشناس 1
 استاد گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشکده کشاورزی دانشگاه تهران، کرج، ایران  2
 ن، کرمان، ایران  پیشرفته کرماژی تکنولوو محیطی م لمللی علوبین امرکز ژی، بیوتکنولووه گردانشیار  3

 استادیار گروه باغبانی مرکز تحقیقات کشاورزی کرج، کرج، ایران 4

 

 11/11/33 ؛ تاريخ پذيرش:      4/7/33 تاريخ دريافت:

 چکیده

 و ایران استپی بومی نواحی و (Apiaceae) چتریان تیرهگیاهی مرتعی متعلق به ( .Ferula assa-foetida L) آنغوزه

ی کرمان هاآنغوزه در جنوب شرق ایران )استانپلاسم ژرم نتیکی ع ژتنو، ین تحقیق. در ااست افغانستتان از هاییبخش

 33تازه و جوان گیاه آنغوزه از  های. برگفتگرار یابی قررد ارزمو  RAPDولی تشانگر مولکتنده از تفاتتساا تتبویزد( 

گر زغاآ 11 ازشد. م نجااز برگ ا تغییر یافته CTABروش به  DNAاج ستخر. اگردیدآوری رویشتتتگاه مختلم جم 

قطعه  111، گرزغااد آتعداز این ند. دتولید کری بهتری هاارگر نوزغاآ 13اد تعد، شدده ستفاا PCRکه در واکنش فی دتصا

نالیز آجهت  شتتده وهی دزمتیااربندی هر جمعیت اراستتاس حرتتور یا عدم حرتتور در نوکه بمد  آچندشکل بدست 

له تفاصدایس به ماتریس تشابه ده از ضریب ستفاابا  NTSYS-pcافزار متوسط نر ،یكو فر تشدند. ماتریس صب نتخاا

اساس ین ابر شد. سم رمربوطه ( دندوگرام UPGMAفاصله )ین یتم میانگرلگوده از اتفاتساا تپس بتسو د تتدیل شتتتب

شت. دانی افیایی همخواجغرع با تنوای اندازهابی شدند. کلاستر حاصله تا تجایوه رتگ 1دری تسربررد وتمجمعیت  33

که ن داد تحقیق نشاحاصل از این نتایج د. مشابه بو باًتر تقریتکلاسیه ایج تجزتا نتتتبتتلی صی اهانتایج تجزیه به مؤلفه

 باشد. ب میتمناسجغرافیاییی مختلم هاجمعیتین تبنوع ژنتیکی تیابی ای ارزرب RAPDده از تکنیك ستفاا
 

 1RAPD،تنوع ژنتیکی ،تنوع جغرافیایی، : آنغوزههای کلیدیواژه

 

  

                                                             
   saeedeh.sarhadipour@gmail.com نویسنده مسئول:*
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 مقدمه

یکی از گیاهان  (.Ferula assa-foetida L)آنغوزه 

ای است مرتعی است و اهمیت آن به سبب وجود ماده

شتتتود که ارزش استتتخراج میکه از ریشتتا این گیاه 

. آنغوزه شیره (13۳1عسکری, )دارویی و صنعتی دارد 

ه یا زدن ریشاز تیغگیاهی یا صمغ اولئورزینی است که 

پایین ستتاقه و یا قط  ستتاقه گیاهان مولد از ناحیا یقه 

شتتتود.  معمور هر ستتته روز یکبتتار گیتاه اتارج می

ترشتتحات نرم وستتفید آن جم  آوری میگردد که در 

 امیدبیگی)شود ای، سخت و ترد میمجاورت هوا، قهوه

.بررستتی میزان عناصتتر موجود در گیاه آنغوزه (1313

نشتان داده است که عناصری از قبیل آهن، استرانسیم، 

روی و مس به میزان قابل توجهی در این گیاه موجود 

بوی بد اسانس آنغوزه  .(Toderich et al., 2002)است 

 2S14H7Cهای مربوط به ترکیبات سولفوره آن به فرمول

استتتت. این استتتانس در مقتابل هوا به  2O20H11Cو 

شود و شامل دو نوع ترپن، پینن و سترعت اکسیده می

ترپن با بوی روند و ترکیبات که مجموعاً یك سزکوئی

 دهند نوع مرغوب آنغوزهدرصتد آن را تشکیل می 51

درصد  3-۳درصد صمغ،  21درصتد رزین،  52دارای 

آزاد و به مقدار  1درصتد فرولیك اسید 21/1استانس، 

. (131۳زرگری, )بتاشتتتد بستتتیتار جزئی وانیلین می

، 2هتمتینین ترکیبتتات جتتدیتتدی نویر آزافوئتیتتدین

، از B 1، آزافوئتیدنولA4، آزافوئتیدنول 3فروکولیستتتین

های سزکوئی ترپنوئیدی از رزین صمغ گروه کومارین

 Bandyopadhyay et)است آنغوزه جداسازی گردیده 

al., 2006; Murray, 2002) فعالیت پروتئاز ویروس .

 Cستتتبب تستتتهیل تکریر ویروس هپاتیت  C هپاتیت

های آنغوزه شتود. عصتاره متانولی حاصتل از ریشهمی

 5PR-HCVاثر بتتازدارنتتدگی بر روی فعتتالیتتت دارای

ی این گیاه هابرگ. (Hussein et al., 2000)باشتتد می

باشد. همینین ساقه به ضتد کرم، ضد نف  و معرق می

شود. صمغ آنغوزه عنوان مقوی کبد و مغز استتفاده می

اشد بز بارداری مؤثر میبرای سقط جنین و جلوگیری ا

(Koerper and Kolls, 1999) آنغوزه همینین ستتبب .

شتتتود کتاهش فشتتتار اون و رقیق شتتتدن اون می

(Sammbamurty, 2006) . تتکنیتتك RAPD از نوع

سط تو 1993است که در سال  PCRنشتانگر مبتنی بر 

ویلیتامز و همکاران ابداع شتتتد. این تکنیك مبتنی بر 

شود و نیازی به انجام می DNAتکریر قطعات تصادفی 

 بتتاشتتتتدالگو نمی DNAآگتتاهی و اطلاع از توالی 

(Agarwal et al., 2008; Maciel et al., 2001).  در این

از  PCRروش بر الاف ستتتایر روشتتتهای مبتنی بر 

نوکلئوتید که توالی آن  13تا  1آغتازگر منفرد به طول 

هر  گردد.به طور ااتیاری تعیین می شتتود استتتفاده می

آغتازگر بخش قابل توجهی از یك مکان ژنی را تکریر 

چند شتتتکلی تکریر یافته  DNAنمتایتد کته به آن می

(RAPDمتتتی ) گتتتویتتتنتتتد(Williams, 1990) .

 13تتتا 1 آغتتاز گرهتتایی بتتا طول  RAPDدرتکنیتتك

نوکلئوتید به کار می رود و محصورت تکریر شده  که 

الگو گرفته است بر روی ژل  RAPDاز توالی قطعات 

آگتارز، بعتد از رنتم آمیزی بتا اتیتدیوم بروماید قابل 

. در این روش (Gupta, 2010) باشتتندتشتتخیم می

کلون و ستتپس توالی  ابتدا RAPDقطعات حاصتتل از 

از اطلاعات حاصل از توالی یابی، جهت وند ویابی می 

 RAPDطراحی و ستتتاات آغازگرها که به انتها قطعه 

 کنند. آمده مکمل باشد، استفاده میدست به

 

 

                                                             
1- Ferulic acid 

2- Assafoetidin 

3- Ferocolicin 

 

4- Assafoetidnol A 

5- Assafoetidnol B 

6- Hcv protease 
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 ی کرمان و یزدهاه آنغوزه از استانشدآوری جم ی هادهتوجغرافیایی منطقه و کد  -1ول جد

 کد نمونه آوری نمونهمحل جم  کد نمونه آوری نمونهمحل جم 

 1 ماهان )کرمان( 15 مسینانشهربابك)کرمان(

 2 کرمان 1۳ هتکنزرند)کرمان(

 3 بیکران راین )کرمان( 11 معدنکوهگچ چترود)کرمان(

 4 ااتیارآباد )کرمان( 19 دشت ااک زرند)کرمان(

 1 کوهبنان)کرمان( 23 اواجه گلی راور)کرمان(

 5 راویزشهربابك)کرمان( 21 سیرچ)کرمان(

 ۳ مهریز) یزد( 22 راین)کرمان(دودران 

 1 دوربید )یزد( 23 نراب راین)کرمان(

 9 درگاهان تفت)یزد( 24 طزنج مهریز)یزد(

 13 کوهپایه)کرمان 21 فخر اباد )یزد(

 11 باغبرزی)کرمان( 25 هنزا )یزد(

 12 هینمان)کرمان( 2۳ تفت )یزد(

 13 قلعه عسکر بافت)کرمان( 21 جیرفت)کرمان(

 14 چترود)کرمان( 29 بردسیر)کرمان(

 11 دارسینویه)کرمان( 33 سیرجان)کرمان(

 

 هااد و روشمو

 33ی تازه و جوان  گیاه آنغوزه از هابرگ: مواد گیاهی

ی کرمان و یزد ها( در استان1 )جدول رویشگاه مختلم

های مناسبی از تغییر پذیری انتخاب گردید تا نمونه

 جمعیت در شرایط رویشگاهی مختلم فراهم گردد. 

بستتیاری از DNA جهت استتتخراج  :DNAاستخررا  

 در این آزمایش از ،شودگیاهان از برگ گیاه استفاده می

استفاده  DNAبرگ جوان گیاه آنغوزه برای استتخراج 

شتتتد. بتاتوجته بته اینکه برگ آنغوزه دارای مقادیری 

 یهای ثانویه همراه با پروتینهااستتتانس و متتابولیت

چندین دستتتتورالعمل مختلم بمنوور ،زیادی استتتت

ارزیابی استتخراج مناسب مورد آزمایش قرار گرفت تا 

 ,Doyle) در قالب( miniperp-CTAB) شدر نهایت رو

و  DNAتغییراتی در مراحل شتتستتت و شتتو با ( 1990

 ژنومی DNAمیزان مواد، جهتتت استتتتخراج مطلوب 

روش مورد استتتتفتاده قرار گرفت. مراحل  انتختاب و

گرم  13 ابتدا مقدار مورد استفاده بدین شرح است که:

شتتتده از هر نمونته با کمك ترازو  جتدا برگ تتازه،

استریل به  ون کاملاًها دیجیتالی وزن شتده و در داال

طور کامل پودر شتتتده استتتت. این کمك ازت مای  به

مرحله چندین بار به سرعت و با دقت کافی انجام شد. 

مدت بافر استخراجرا که به از Ml 1/1سپس بلافاصله 

 ،بوده استگراد درجه سانتی 51 دقیقه در بن ماری 13

تا  1/3دهیم به مدت به آن اضافه می کنیم و اجازه می

 گراددرجه ستتتانتی 51 در بن ماری دمایستتتاعت  1

دقیقه یك بار محلول را به  1بماند. در این فاصتتله هر 

آرامی ستتتروته کرده تا بافر به تمامی ستتتطوح نمونه 

 24دسترسی داشته باشد. بعداز آن سانتریفیوژ در دمای 

 rpm دقیقه با دور 13بته متدت  گراددرجته ستتتانتی

بار قرار  ستتپس مایعی که در قستتمت ،انجام 13333

گرفته را برداشتتته و در یك میکروتیوت تمیز ریخته و 

( اضافه 24:1) به همان مقدار ایزوآمیل الکل و کلروفرم

 دقیقه بادست اوب به هم می زنیم. 11شتد به مدت 

 و دورگراد درجه ستتتانتی 4دقیقه در دمای  13مدتبه

rpm13333.سه در این مرحله  ستانتریفیوژ انجام شتد

یی وشفاف حاوی روشود که فاز تشتکیل میفاز مجزا 
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و ن یئت فاز وسطی حاوی پروتاسیدهای نوکلئوتید اس

زو ای فاز سوم حاوی کلروفروم است. مخلوط کلروفرم:

ها و آمیتل الکتل بتاعت  تته نشتتتین شتتتدن پروتئین

به همین علت فاز رویی شفاف  شود.ساکاریدها میپلی

ی آنغوزه دیتده می شتتتود.با توجه به اینکه گیاه داروی

دارای ترکیبتتات زیتتاد فنولی بود در این مرحلتته بتته 

در این  کنیم.اضتتتافه می SDSی جدید هامیکروتیوت

های جدید انتقال مرحلته فتاز رویی را به میکروتیوت

داده و مرحله قبل را باردیگر به همان روش ذکر شده 

در  ی موجودهاشتتود. بستتته به میزان پروتئینتکرار می

می توان این مرحله را چندین بار  مرحلته استتتتخراج

مای   طورکامل حذف شوند.ها بهانجام داد تا نااالصی

 1با مورریته   Naclی را برداشتتته و به همان میزانیرو

و دوبرابر حجم آن ایزوپروپانول ستترد اضتتافه شتتد 

در  کنیم.ستتتاعت در یخیال نگهداری می24مدت به

مدت به rpm  13333مرحله بعد در دمای اتاق با دور

ت از ی را با دقیفاز رو دقیقه سانتریفیوژ انجام شد. 11

 مدتروی رسوب برداشته و رسوب را برای دو بار به

در دمای اتاق با دور  درصد ۳3اتانول  ml 1دقیقه با 13

م کنیستانتریفیوژ انجام شد. اتانول را حذف می13333

ستتتاعتت در دمای اتاق  1/3متدت و رستتتوب را بته

 سپس مخلوط یب گذاشته تا اشك شود.صورت اربه

TE  HCl 10Mm]Tris-  1بتاpH=EDTA 1Mm بتتا 

1pH=  ماکرولیتر اضافه  133سرد یخیالی را به میزان

با   3Mماکرولیتر استتتات ستتدیم 113کرده به همراه 

PH=6.5  ماکرولیتر ایزوپروپانول ستترد مخلوط  133و

قرارداده  -23در فریزر ستتتاعت  24 مدتبته کرده و

 Tris-Hclیك میلی لیتر از TE 1:13شد.برای تهیه بافر

مورر  EDTA 1/3لیتر از میلی 2/3یتتك مورر را بتتا 

ترکیتب گردیتد و بتتا افزودن آب مقطر دیونیزه حجم 

 PH=8 میلی لیتر رستانده شتتد. ستتپس 133محلول به 

تنویم و محلول حاصتل برای مصرف اتو کلاو گردید 

ستتانتریفیوژ را در دور  ای اتاق نگهداری شتتد.و در دم

                                                             
1- Optical density 

rpm 13333  دقیقه انجام می دهیم. فاز  11بته متدت

اتانول  1mlروی را حذف کرده و رستوب بار دیگر با 

شتتستتت وشتتو داده شتتد. اتانول را دور ریخته و  ۳3%

ساعت  گذاشته تا کاملاً اشك  1/3مدت رسوب را به

اضتتافه شتتد.  TEماکرولیتر  ۳1شتتود. در نهایت به آن 

 TEاستتخراجی االم باشتد به راحتی در  DNAاگر

اوب کاملاً شفاف و   DNAحل می شتود یك نمونه

 بدون هیچ گونه مواد زائد در داال میکروتیوت است.

شمی تچه شاهدتجهت م: DNAکیفیت و تعیین کمیت 

 نمونهرز فوولکتر، اجیاتخرتتتتتساDNA  عیتتتتتتضو

DNAو شد م نجااد تص/  در3 1رز اتگی روی ژل آها

در UV  روتیر نزماید وبرم تیدیوابا ی میزآنماز رپس 

در دند. تتتتشه مشاهد Gel  Documentation دستتگاه

ل تتقابرز اتتگدر ژل آ DNAستگی تتشکروش ن تتیا

روی ژل ر تتتبه شکسته شد DNAست ای تتتتتتسربر

رت یا به صوو سمیر الکه یا رت وتتته صتتتبرز اتتتگآ

ت تکیفید. شومیه اهدمولکولی کم مشوزن قطعههایی با 

دارد. همیت ا PCRم اتتتتتنجدر ا DNAتتتتتت کمیو 

ه تتتمرحلنده از اتتتباقیماد وتتتمد وتتتجو ونااالصی 

ارد از ثر می گذاکنش واین اقت و دبر عمل اج ستخرا

تعیین کمیت ای بری فتومترو سپکتررو از روش ان تیا

ای رتتبه استفاده شد. دتتشاستخراج   DNAت تکیفیو 

 Carry50فتومتروسپکتر ه اتگاتتسر از دکان تیم  ااتتنجا

منوور بتتدینشد. استتتتفتتاده  Varianساات کمپانی 

اوبی ص ه الوتک 1/81OD=260/280-2های با نمونه

 1/1از ر تتتتکمتی هاسبتتتتتدند. نتتتتشب نتخا، اشتنددا

، تئینورتپظ اتلحاز ا تهنهست که نمواین ه اهنددننشا

د تندارصی تنااال UVی هاهدتکننب یگر جذدیا و فنل 

در  RNAد وتجه ودتتهندنشان 2از  بارتر هایسبتنو 

یخته دور رنامناسب ی ین نمونههااست. بنابرل اوتمحل

رت وتتتص اتتتههتتتین نموناج در استخرا رهباو دوشد 

زیر بطه از را DNAتعیین غلوت ای رتتتتت. بتتتتگرف

 ده شد:ستفاا



 ...،در جنوب شرق ایران .Frula assa-foetida Lع ژنتیکي گیاه سي تنوربر

27 

 DNAغلوت  OD260(nm)=(ng/µl)قت×ر×عکس 13  

 

چراه واکنش زنجیره ای پلی : 1(PCR) دسخورالعمل

 با (2335همکاران )و  Wanntorبه روش PCR) مراز )

تصادفی  آغازگر 11 شد. تعداد استفاده تغییرات اندکی

RAPD فاده است سیناژن در این تحقیق محصول شرکت

،   dNTPsمخلوط،  Taq DNAPolymeraseیم آنز شد.

 محلول برابرغلوت(، و 13) PCR bufferاضتتافه  به

MgCl2 شتترکت ستتینا ژن تهیه شتتدند. مقدار از μl 1 

با   2MgClاز  μl 2 الگو تهیه شتتده و مقدار  DNAاز

 Mmبا غلوت dNTP از μl 1/2 مقدار ،mM 13غلوت 

 غلوت با TaqDNApolymerase  μl 3/3مقدار  ،1/2

unit/μl1مقدار ،μl  2 غلوت با ازپرایمر Mμ 2 مقدار 

μl 1/2 ،ازPCR Buffer  برابر 13 غلوت دارای KCl   

500 mM]  وTris-HCl[(pH=8/4) مقدار و  μl۳/14 

 در PCR 15μlبود. مخلوط  یلاستتتر آب دوبار تقطیر

مدل  استتتتفاده مورد تحقیق ترموستتتایکلرهتای این

Mastercycler نیکمپا ساات ساده و گرادیانت درنوع 

Eppendorf بهینه برای هر آغازگر  بودند. دمای اتصال

به  و دست آمدبا استتفاده از ترموستایکلر گرادیانت به

 1-۳طور متوسط این ترتیب مشاهده شد که این دما به

درجته کمتر از دمای ذوب هر آغازگر استتتت. برنامه 

 یکسان بود آغازگرها همه داده شده برایPCR دمایی 

آغازگر به  اتصتتال دمای آنها ولی قستتمت متفاوت در

DNA رفت: گ انجام صورتبدین بود. تکریر رشته تك

درجه  94در دمتای  DNAین آغتاز واستتترشتتتت-1

 -2دقیقه )یك سیکل( انجام شد  4مدت بهگراد سانتی

 1به مدت گراد درجه سانتی 94 چهل سیکل در دمای

 در دمای ایرشتته تك DNAبه  آغازگر اتصتال دقیقه،

 دقیقه، 1 مدتبه آغازگر هر به بهینه مربوط اتصتتتال

 2مدت به  گراددرجه ستتانتی ۳2 بستتط آغازگر دمایی

درجه  ۳2تکمیل بستتط در دمایی  -3دقیقه انجام شتتد 

دقیقته )یك ستتتیکل( انجام  1متدت بته گرادستتتانتی

ستتتاعت  4بیش از که   PCRپتذیرفت. پس از انجام 

بلافاصله از دستگاه  اارج شده  هاکشد نمونهطول می

تتا زمان انجام الکتروفورز نگهداری  -23در دمتای  و

 منوور بررستتتی تکرارپذیری نوارهایشتتتونتد. بهمی

RAPD عمتل PCR طور تحت شتتترایط یکستتتان به

نور و  هتتای موردDNAتصتتتادفی بر روی برای از 

برای از پرایمرها دوباره انجام شتتتد که تکرارپذیری 

.(2)جدول  ح تائید شدباندها به واض

 

 

 و توالی مربوط به آنها RPDنام پرایمرهای  -2جدول 

 دمای آنالینم توالی نام پرایمر ردیم

1 OPNO1 CTCACGTTG(9) 32 

2 OPDO3 GTCGCCGTC(9) 4/41 

3 H GGTCAACCCT(10) 32 

4 TIBMB19 TTGCGGACA(9) 3۳ 

1 OPC12 TGTCATCCC(9) 4/41 

5 398 CAGTGCTCTT(10) 33 

۳ TIBMBA14 CTTTGCGCA(9) 3/3۳ 

1 TiBMBA11 CCACCTTCA(9) 32 

9 UBC9 CCTGCGCTTA(10) 3/3۳ 

13 OPK10 GTGCAACGT(9) 3۳ 

                                                             
1- Polymerase chain reaction 
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: PCR ی تکثیر شده حاصل ازهاالکخروفورز فراورده

برروی ژل  RAPDبرای هر پرایمر  PCRقتطعتتات 

مدت به 99با ولتاژ  TBE ( و بافرW/V)  %1آگتاروز 

برای نشانگرها  PCRدقیقه انجام شد. محصورت  143

( Loading 6Xبا بافر ) 1بته  1مختلم بته نستتتبتت 

 ( از ستتته مادهLoading dye 6Xمخلوط شتتتد. بافر )

نمونتته(،  DNAگلیستتترول )برای افزایش چگتتالی 

ا )مواد رنگی هستند که ب بروموفنل بلو و زایلن سیانول

ی رنگی، پیشتتترفتتت نمونتته در ژل ایجتتاد نوارهتتا

دهند(، تشکیل شده است. برای الکتروفورز را نشان می

گرم از پودر آگارز در  1ترتیب بته %1تهیته ژل آگتارز 

در دااتل یتتك  =X1 TBE ،1PHلیتر بتافر میلی 133

در ارلن مخلوط شد و به کمك حرارت حل گردید تا 

دستتت آمد. ستتپس شتتانه محلول شتتفافی به نهایت

الکتروفورز بر ستتینی مخصتتوص قرار گرفت و ژل در 

دقیقه  13-11)پس از بستن ژل،  ستینی ریخته شتد و

 X1طول کشید تا ژل بسته شود( و برداشتن شانه، بافر 

TBE ،1PH=  را دردااتل تانك دستتتتگاه الکتروفورز

با ستتتمپلر به  هامتاکرولیتر از نمونه 1ریختته، حتدود 

 این در استتفاده موردمنتقل شتدند. دستتگاه  هاچاهك

شرکت  از E 132  مدل افقی الکتروفورز نوع از تحقیق

Consort بلژیك بود، که مدتrun   دقیقه  143شتتدن

منوور برآورد جرم مولکولی محصورت واکنش به .بود

تتتا انتتدازه  (Ladder) زنجیره پلی مراز از نشتتتتانگر

bp133 تهیه شتتده از شتترکتFermentase 5ه میزان ب 

 (μg/ml13) بااتیدیوم برومایدماکرولیتر استفاده شد. ژل

شتستتتشتتو، درون  آمیزی و بعد ازرنم دقیقه11مدتبه

 تحت Syngeneمدل  Gel Documentaion دستتتتگاه

 مشاهده گرفت و در صتورت قرار بنفش اشتعه ماورا 

 مختلفت هایفرمت با ژل از نور، این زیر در نوارها

عکس تهیه  Genesnap  (Ver 6.08.04) افزارمنر وسط

 .(2 و 1)شکل  شد

 

 
 

ی هامربوط به جمعیت UBC9گیاه آنغوزه با استفاده از پرایمر  RAPDحاصل از مطالعه  PCRمحصول  ژل الکتروفورز افقی -1شکل 

 .)استان کرمان و یزد(
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مربوط به  OPDO3گیاه آنغوزه با استفاده از پرایمر  RAPD حاصل از مطالعه PCRژل الکتروفورز افقی محصول  -2شکل 

 ی )استان کرمان و یزد(هاجمعیت

 

ه تگر کزاتغآ 13اددتفی تعدصاتگر تزغاآ 11 از 

در شدند. ب نتخاانالیز آجهت ، شتندی داهی بهتردباند

با توجه به ده و شخم کرتمرا ح تضی واباندهاا دتبتا

ام از ر کدتهازه ندارد استاندا bp 133 نشانگرازه ندا

اساس  ك برتچاهستون زیر ر تهدر ضح ی واباندها

ن تیاد. تشخم شتمارد ستاندامولکولی ل و وزن وتط

ی هام ژلتمادر  (Genetools) افزارمط نرتل توستعم

ازه ندتیب اترفت. بدینپذیرم نجااگر زاتغآ13ه تبط مربو

یك متغیر ان عنوبهی  چند شکل در هر آغازگر باندها

هر ر حروم یا عدر روتنور گرفته شد. حدر مستقل 

یك از ر تهای رتبه دتشه مشاهدی باندهاام از کد

هی زداتمتیاد  یك و صفر ادتعاا تبتیب ترگر بهزغاآ13

 ماتریسیك  Excel افزارمنرو بر این اساس در شدند 

تهیه ده ستفارد اموی گرهازغاای آیك برو صفر اد عداز ا

افزار منرورودی بخش  NTeditبه  اتهدادهشد. سپس 

NTSYS ده از ستفااشد. ماتریس فاصلهبا ل داده نتقاا

-NTSYS) افزارمرتتك نته کمتسبتیدا ضریب تشابه 

pc (Ver 2.02 ه کلاستر با تی، تجزدتتل شتتحاص

م نجا( اUPGMAمیانگین فاصله )یتم رلگوده از استفاا

ر وتمنوبه .بدست آمدمربوطه ام  گرروندو دشد 

اتریس تتمام و گررودتتندین تستگی بتتی همبتسربر

فنتیك محاسبه شد. ریب همبستگی کوتتضتشابه، 

 مانجا (PCA) صلیی اهاتجزیه به مؤلفهآنالیز همینین 

و مولفه اول آن از دل تحاصت دو بعدیپلاگرفت و 

 .سم شدر
 

 نخايج

گر زاتغآ 13 طتتتوس DNAتته قطع 12۳ مجموعاً

 9نها از بین آتکریر شد که ، نالیزای آبره شدب اتتتنتخا

 111و ند دیك شکل بوده تو 33م تمادر بین قطعه 

ند که حاکی ن دادشکلی نشاتتتدنها چنقطعه باقیمانده آ

بین در د شکل تتتتتتچنت اتتتتتتقطعباری صد از در

ت قطعااد ت. تعدتتتساه تتتمطالعرد وتتتمی اتتتههتتتنمون

د. بووت متفای مختلم اتتتتتتگرهزغاآبا ه شدتکریر

گر زغاآبه ط مربوه دتتتشتتتر قطعه تکریاد بیشترین تعد

UBC9  آغازگربه ط مربوو کمترین OPCL2 د. وتتتتتتب

در گرها زغام آاتتتمه در دتتشت تکریر اتتقطعازه دتتنا

شد. زده ین تتتتخمز اتتتت بتتتجف233-1133وده محد

( %31) سطح تشابهدر یه کلاستر زتجاز ایج حاصل تنت

 -1س کلادر  .(3)شتتتکل  هددمین نشاس را کلا 1
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ی هی نمان، قلعه عسکر وطزنج مهریز قرار هاجمعیت

ی راویز شهر هاشامل جمعیت -2 گرفته است، کلاس

بابك، ستتیرچ، مستتینان شتتهر بابك، کوه کچ چترود، 

کوهپایه، دودران راین، اواجه گلی راور، دارستتینوییه، 

مهریز، تفت یزد، کوهبنان، ااتیارآباد، بن در چترود، و 

در برگیرنتتده  -3 شتتتود، کلاسبتیتکران راین، می

ی دشتتت ااک زرند و بردستتیر استتت و هاجمعیت

ی فخر آباد مهریز یزد، هاشتتتامتل جمعیت -4 کلاس

هریز یزد، باغ جیرفت، هتکن زرند، ستتتیرجان، هنزا م

نراب راین و کرمان  دوربید، برزی، درگتاهتان تفتت،

تنها جمعیت ماهان قرار دارد.  -1 استتتت و در کلاس

ه شود برا شتامل می هاکه بیشتترین ژنوتی  -2کلاس

شتود که زیر گروه اول شامل دو زیر گروه تقستیم می

راویز شتتهر بابك استتت و زیرگروه دوم بقیه اجزا  به 

 2 شوند. زیر کلاسابك را شتامل میجزراویز شتهر ب

ر بیشتد. شواود به چندین زیر گروه دیگر تقستیم می

ع ند که تنودمتمرکز بو 2ره شماس کلادر  هادتو

 عمنطبق بر تنودی یازتا حد  اتهدهین توا کررامولکولی 

ع تنواز شت که د داجوو اردی نیزما مود. افیایی بواجغر

ل دو اتتمران وتتعنهتتد. بتتندکرنمیتبعیت فیایی اجغر

یك دفیایی نزاجغر نوراز ه تتگرچکرمان  توده ماهان و

س کلالی در دو وتتتتمولکظ اتتتلحاز ما ابه یکدیگرند 

ی اصلی هاایج تجزیه به مؤلفهتنتار گرفتند. گانه قراجد

دی اتیزد تا حتتر تته کلاستته تجزیتتبط با نتایج مربو

ها دهتورد برای از مودر لبته داشتتتتت. انی اهمخو

 1ی نیز بعدت دو پلادر شت. د داجوویی هتتاوتتفا

 (.4)شکل  س قابل مشاهده استکلا

 
 با قطعات بدست (UPGMA) ای با روشدندوگرام حاصل از تجزیه اوشه -3 شکل

 RAPDآغازگر در مطالعه  13آمده از 
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 RAPDدر مطالعه   PCAاستفاده از دو مولفه اول آنالیزجمعیت مطالعه شده با  33نمودار رسته بندی -4شکل 

 

 بحث

ی چند شتتکل هادر تحقیق حاضتتر تعداد زیاد نوار

RAPD ی آنغوزه وجود تنوع ژنتیکی هتادر میتان توده

ی بومی آنغوزه جنوب هابتاریی را در میتان جمعییتت

 12۳ مجموعاً .شتترق ایران )کرمان و یزد( نشتتان داد

ای بره شدب اتنتخاگر زاتغآ 13 طتتوس DNAتته قطع

 قطعه چند 111گرزغااد آتعدکه از این ، تکریر شد، نالیزآ

ه دتتتشتتترقطعه تکریاد بیشترین تعد ،مدآشکل بدست 

 آغازگربه ط مربوو کمترین  UBC9گر زغاآبه ط مربو

opc12 سطح در یه کلاستر زتجاز ایج حاصل تنت د.وتتب

که کلاس دو  هددمین نشاس را کلا 1( %31) تشابه

 مولکولیع که تنو شودرا شامل می هابیشترین ژنوتی 

فیایی اجغرع منطبق بر تنودی یازتا حد  اتهدهین تواکررا

هقان کوهستتتتانی و همکاران به بررستتتی تنوع د د.بو

ین ا ژنتیکی زیره ستتیاه استتتان کرمان پردااتند که در

 4۳تعداد  RAPDغازگر آ 23استتتتفتاده از  تحقیق بتا

مورد بررستتی  (Bunium persicum) جمعیت از گونه

گروه قرار داده  13قرار گرفتند که براستتتاس نتایج در 

ای . در مطالعه(2331 ،باقیزادهو  کوهستتتتانی)شتتدند 

ومی ی بهادیگر در بررستتی ارزیابی تنوع ژنتیکی توده

 ،RAPDملکولی بابونه اروپایی براستتاس نشتتانگرهای 

شتتامل  (Matricarria chamomileتوده از گونه ) 21

آغازگر  22کمك  توده اروپتایی بتا 1توده بومی و  23

آغازگر ایجاد چند  11مورد بررستتتی قرارگرفتت کته 

ای شتکلی نمودند و دندوگرام حاصل از تجزیه اوشه

دهنده گروه مجزا را تشتکیل داده که نشتان 1 ،حاصتل

عتدم تبعیتت تنوع ژنتیکی از تنوع جغرافیتتایی در این 

یاماگاشتتی و . (1315 ،اانیمهدی)مطالعه بوده استتت 

به  RAPD آغازگر 21( با استتتفاده از 2331همکاران )

مالو اری هاشتناسایی ارقام و روابط ژنتیکی بین گونه

باند پلی مورفیك تشتتتکیل  444پردااتند. در مجموع 

منیراان و همکاران  (.Yamagishi et al., 2005) شد

پلاستتم در پاکستتتان به بررستتی ژرم (2311در ستتال )

(Brassica napus بر پایه مارکرهای ملکولی پردااته )

و به این نتیجه رستتیدند که مارکرهای ملکولی همانند 

RAPD یی در بررستی تنوع ژنتیکی شلغم توانایی بار

 .(Khan et al., 2011) دارند

 

 گیری نهايییجهخن

ی بومی آنغوزه را هاتوانستتت توده RAPDتکنیك 

از هم تفکیك کند و این روش ابزاری مناستتتب برای 

در مجموع  ،استتتت مطالعه تنوع درون توده ای آنغوزه

 یهادهتد که تنوع باریی برای گونهنتتایج نشتتتان می

(Frula assa-foetida )ی کرمان و یزد هابومی استتتان
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جغرافیایی ی نزدیك به هم از نور هاحتی در اکوتیت 

وجود دارد درک چنین تنوع ژنتیکی در متتدیریتتت و 

 در مطالعهی آنغوزه مفید باشد. هاحفاظت ژرم پلاستم

 33 تعداد RAPDحاضتر با استفاده از نشانگر ملکولی 

ی مختلم گونه آنغوزه در هاتنمونته مربوط به جمعی

دو استان کرمان و یزد مورد بررسی ژنتیکی قرار گرفت 

آغازگر به کار برده شد که حاصل آن  13منوور و بدین

ی انجام شده هاقطعه چند شکلی بوده است. آنالیز 12۳

در ارتباط با حرتتتور و عدم حرتتتور این قطعات در 

تتا انتدازهتای نشتتتان دهنتده تنوع ژنتیکی  هتانمونته

م با تنوع جغرافیایی رویشگاه است ی مختلهاجمعیت

ی آنغوزه اهو مجموع مطالعات انجام شده بر روی توده

برای بررسی  RAPDدهد که نشانگر مولکولی نشان می

دامنه  مناسب بوده توانسته هاتنوع ژنتیکی بین این توده

اوبی هو تودهتا را بوستتتیعی از تنوع را نشتتتان داده 
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