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   ان داروییگیاه نژاديبهدر  )MAS( نشانگر مولکولی استفاده از روش انتخاب هدایت شده با  
  علی عزیزي

 .سینا، همدانگروه علوم باغبانی، دانشگاه بوعلیعضو هیئت علمی 
 

 چکیده
یري از فرسایش ذخائر هاي طبیعی و جلوگ رویشگاههايتوسعه گیاهان دارویی، جهت بهره برداري صحیح از مرتبط با در راهبردهاي 

اثر برداشت بی رویه، امروزه بحث اهلی سازي، کشت و اصلاح گیاهان دارویی، اهمیت زیادي پیدا کرده  این نوع گیاهان در نتیکیژ
فرایند انتخاب در برخی . اولین قدم در راه بهنژادي گیاهان دارویی، انتخاب توده هاي مناسب جهت کشت و پرورش میباشد. است

است و این نوع و کیفیت ماده موثره  ،در بسیاري موارد یزیرا هدف از کشت گیاهان داروی بودهدارویی یک مسئله بغرنج گیاهان 
دار، مقدار گیاه لازم جهت استخراج از در برخی موارد، مثلا در گیاهان اسانس. صفات فیتوشیمیایی از نظر ظاهري قابل تشخیص نیستند

فرایند  دشواري مهم خوداین . نیز کفاف نمیدهد زیاد است که حتی کل پیکر گیاه انتخاب شوندهآن قدر  اسانس، روشهاي متداول
به . ل شویمبنابراین در فرایند گزینش گیاهان برتر باید به انتخاب غیرمستقیم متوس. این نوع گیاهان میباشددر برنامه هاي بهنژادي انتخاب 

این نشانگرها میتوانند . ي کنندراین زمینه یا ا صفات فیتوشیمیایی پیوستگی داشته و ما را درباشیم که ب یبه دنبال نشانگرهای دیگر عبارت
 واکنش زنجیره اي پلیمراز بر یمبتن DNA یمولکول ياستفاده از نشانگر ها .باشند )ژنی( ا مولکولیی ، شیمیایی)ریختی(مورفولوژیکی 

)PCR( یو اصلاح یکیجهت مطالعات ژنت یروش مطمئن اه،یو اندام گ فیزیولوژیک ، سنشیرو طیمح طیمتاثر نبودن آنها از شرا لیبه دل 
 هاي خاص واز نرم افزار  موثره در گیاهان دارویی یاصل باتیو ترک یمولکول يهانشانگر نیب یوستگیوجود پ یبه منظور بررس. باشد یم

 نشانگرشده با  تیتواند در اصلاح به روش انتخاب هدا یم ها پژوهشاین نوع  يها افتهی. دوشمیاستفاده  ونیرگرس يآمار هاي مدل
   . دنداشته باش کاربرد اهانیگاین  يبرا یمولکول يها
  

 بهنژادي، گیاهان دارویی، انتخاب هدایت شده، نشانگر مولکولی :کلمات کلیدي

  
  

 مقدمه
به شمار  بیستمدر قرن  بشر موفقستاوردهاي بزرگترین دبر پایه اصول ژنتیکی یکی از  ي محصولات کشاورزي نژادگیاهان و به صلاحا

صرفه جویی می رود ولی با توجه به افزایش روز افزون جمعیت باید کارآیی روش هاي اصلاحی براي افزایش بازده در واحد سطح و 
در مورد  .یردمورد استفاده قرار گگیاهان  ساختار ژنتیکیشناسایی و دست ورزي و تکنیک هاي جدید در جهت  بدزمان بهبود یادر 

کشورهاي  امروزه از اهمیت بالایی برخوردار شده است زیرا در حال حاضر حتی در ،اهلی سازي به عنوان اولین قدم گیاهان دارویی،
که  گیاهان دارویی بازار، از رویشگاه هاي طبیعی و به صورت گیاه وحشی برداشت میشود % 90بیش از  ،توسعه یافته و در حال توسعه

در اصلاح گیاهان دارویی به طور کلی  .)1(باعث فرسایش ذخائر ژنتیکی و در نهایت انقراض نسل برخی گیاهان ارزشمند شودمیتواند 
گی هاي مهم ژیکی از وی. هدف بهنژادگر، تولید واریته هایی با عملکرد مناسب و داراي ماده موثره مطلوب با میزان قابل قبول می باشد

ارویی باید داراي آن باشد، یکنواختی مورفولوژیکی و فیتوشیمیایی است که این صفات در جمعیت هاي دیگري که یک واریته گیاه د
در میان روشهاي اصلاحی متداول براي گیاهان دارویی مثل سایر . یاهان دارویی، مشاهده نمیشودگ اکثروحشی به علت دگرگشن بودن 
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، )Introduction( هاي متنوع محلی، معرفی واریته هاي جدید از خارجتوده رد )Selection(انتخابي روشهامحصولات کشاورزي، میتوان 
و چندبرابر کردن ) Mutation( ، القاء جهش مصنوعی براي تولید ژنوتیپ هاي جدید)Hybridization( گیري براي ایجاد تنوعدورگ

کن بهنژادي گیاهان محسوب میشود کاملا به عامل تنوع اساسی ترین رانتخاب که . )2(را نام برد )Polyploidization( تعدادکروموزوم ها
سبک هاي متعددي از انتخاب تاکنون ابداع شده است که انتخاب توده اي  مثبت . ژنتیکی درون و بین جمعیت هاي گیاهی وابسته است

ي گزینش، نیاز به یافتن تفاوتها بین ما برا. ن جمله اندآو منفی، انتخاب تک بوته، انتخاب بالک یا همگانی، انتخاب شجره اي و غیره از 
گزینش بر اساس  .از فنوتیپ به عنوان نشانگر تفاوت سود میجوییم ،افراد هستیم که در حالت کلاسیک در تکنیک هاي مختلف انتخاب

ی تحت مکفنوتیپ با یک مشکل بزرگ مواجه است و آن اثر متقابل محیط و ژن است یعنی در بسیاري موارد فنوتیپ صفات ظاهري و 
بسیار  )یا کموتیپی در گیاهان دارویی(گیري و داده برداري از برخی صفات فنوتیپی در ضمن، اندازه. )6(تاثیر محیط قرار میگیرند

روشهاي  اسانس بامثلا در مورد گیاهان معطر، مقدار گیاه لازم جهت استخراج  .بر، پرهزینه و گاهی غیر قابل اعتماد استسخت، زمان
گرم ماده خشک از آن گیاه است که حتی در مواردي کل پیکر یک تک  گیاه انتخاب شونده نیز کفاف این امر را  20داقل متداول، ح

باید به انتخاب غیرمستقیم  ،بنابراین در فرایند گزینش گیاهان برتر. این یک مشکل بزرگ در انتخاب این نوع گیاهان میباشد. نمیدهد
این . باشیم که با صفات فیتوشیمیایی پیوستگی داشته و ما را در این زمینه یاري کنند یدنبال نشانگرهای به ت دیگربه عبار. متوسل شویم

با امکان اندازه گیري اي نشانگرهاي مورفولوژیکی ویژه ،در برخی مطالعات .یا مولکولی باشند) ریختی(نشانگرها میتوانند مورفولوژیکی 
هم با درصد اسانس داراي همبستگی هستند و هم اندازه گیري آنها ساده  ،در نعناع فلفلیکه مثلا مانند قطر ساقه گزارش شده اند آسان، 

  . )3(اسانس بالا را با استفاده از پیمایش اندازه قطر ساقه ردیابی کنیمدرصد با  است و ما میتوانیم گیاهان
  

   ي مولکولینشانگرها
در تعیین  پیشرفت. یرت انگیزي باعث ایجاد تحولات بی شمار گردیده استدانش زیست شناسی ملکولی در دو دهه اخیر با سرعت ح

یافتن  ،این امر دستاوردشاید بهترین . زمینه مناسبی جهت مطالعات ژنتیکی فراهم آورده اند در موجودات زنده، DNAقابل ثبت  هايتفاوت
در . توالی ژنومی می باشدتفاوت موجود بین  واقعیکی در نشانگر ژنت ،طبق تعریف علمی .باشد افرادژنتیکی بین تفاوتهاي نشانگرهاي 

باشد و همچنین توانایی به ارث رسیدن  داشته تمایز بین آنها وجودعین حال نشانگر ژنتیکی باید در دو فرد متفاوت باشد که توانایی 
 يخص شده است که استفاده از نشانگر هامشامروزه با پژوهش هاي انجام شده،  .داشته باشد که بتوان در چند نسل از آن استفاده کرد

و  یکیجهت مطالعات ژنت یروش مطمئن ،مورد ارزیابی اهی، سن و اندام گشیرو طیمح طیمتاثر نبودن آنها از شرا لیبه دل DNA یمولکول
ی بر آن تقسیم و غیر مبتن) PCR(خود به دو دسته مبتنی بر واکنش زنجیره اي پلیمراز DNAنشانگرهاي مولکولی  .باشد یم یاصلاح
در ایران مطالعات اولیه بر روي  ).4(ابداع و توسعه یافته اند که هرکدام مزایا و معایبی دارند هاامروزه بسیاري از این نشانگر. میشوند

جهت تهیه نقشه کامل  جدید، یابی نشانگرهاي ژنتیکیردبراي  ها در حال حاضر تلاشو شروع شد  1976نشانگرهاي ژنتیکی در سال 
  .در اولویت قرار داردادامه داشته و تیکی در اکثر گیاهان زراعی ژن
  

  دارویی  کاربرد نشانگرهاي مولکولی در اصلاح گیاهان
عنوان معیار کیفی در مورد   توانند به تنها می) بندي گیاهان بر اساس ترکیبات شیمیایی موجود در گیاه طبقه(مطالعات شیموتاکسونومیکی 

کمک آن به  که به) شیمیایی(ی این ترکیبات، استفاده از نشانگرهاي ویژه مورد استفاده قرار گیرند و براي تعیین کم هاي ثانویه، متابولیت
شیمیایی  پروفیلکه استفاده از  ییکی از عوامل مهم .هاي گیاهان دارویی را از یکدیگر تشخیص داد، یک الزام است آسانی بتوان گونه
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علت به  نبه ایاین ابهام، . است  (Chemical Fingerprinting)  نگاري شیمیایی هاي حاصل از انگشت دادهسازد، ابهام در  را محدود می
توان فاکتورهاي درونی  که از جمله این فاکتورها می دهند فاکتورهاي دیگري، پروفیل شیمیایی یک گیاه را تغییر می وجود می آید که

کردن و  خشکتکنیک هاي مختلف ، زمان دقیق برداشت داشت، شت،اکش هاي روچون عوامل ژنتیکی و فاکتورهاي برونی چون 
جهت شناسایی یک گیاه  ،عنوان یک نشانگر براي اینکه یک ترکیب شیمیایی به ).5(شرایط انبارداري گیاهان دارویی را ذکر نمود
که همۀ گیاهان دارویی، داراي یک  حالیگونۀ گیاهی خاص باشد، در  همان منحصر بهدارویی خاص، مورد استفاده قرار گیرد، باید 

عنوان نشانگر و یا ترکیب دارویی خاص مدنظر  هاي شیمیایی که به همچنین بین بسیاري از مولکول. فرد نیستند ترکیب شیمیایی منحصربه
  .مشهودتر جلوه میکندپوشانی وجود دارد؛ این موضوع در مورد ترکیبات فنولی و استرولی  هستند، هم

هاي گیاهان  مشکلی که در شناسایی گونه. توان یافت که ذکر شد، در هرگیاه یک نشانگرشیمیایی منحصر به فرد را نمیطور  همان
هاي گیاهشناسی  وجود نام علاوه بر تاثیر پذیري این صفات از محیط، وجود دارد،هم مرفولوژیک  مرسومدارویی با استفاده از صفات 

هاي  هاي گیاهان دارویی مفید، با گونه ممکن است گونه این شرایطدر . ختلف جهان استمتفاوت در مورد یک گیاه در نواحی م
بنابراین، با توجه به مشکلات موجود در زمینۀ شناسایی . شوند گرفتهاند، اشتباه  دیگري که از لحاظ مرفولوژیکی به گیاه اصلی شبیه

هاي  استفاده از این تکنیک  ،  DNAرفت محققین در زمینۀ ایجاد نشانگرهايهاي سنتی و با توجه به پیش گیاهان دارویی با استفاده از روش
عدم وابستگی به سن و  ،  DNAنشانگرهاياز جمله مزایاي . هاي دارویی محسوب شود گونه شناساییتواند ابزاري قدرتمند در  نوین می

آید، کاملاً به همان  دست می یک گیاه دارویی به DNA پروفیلی که از انگشت نگاري. شرایط فیزیولوژیکی و محیطی گیاه دارویی است
عنوان مادة آزمایشی در آزمایشات نشانگرهاي مولکولی، علاوه بر بافت تازه،  به DNA همچنین براي استخراج. گونه اختصاص دارد

 نشانگرتعداد زیادي . ت نداردتوان از بافت خشک نیز استفاده نمود و از این رو، شکل فیزیکی نمونه براي ارزیابی آن گونه، اهمی می

DNA  مبتنی بر هیبریداسیون مانندمولکولی هاي  توان به روش که از آن جمله میتاکنون ابداع شده و توسعه یافته اند(RFLP) هاي  ، روش
وارد کاربرد برخی م  .اشاره کرد  (ITS)یابی مانند هاي مبتنی بر توالی و روش   (SSR, ISSR, AFLP,RAPD) مانند RCR مبتنی بر

  :در زمینۀ گیاهان دارویی DNAنشانگرهاي 
 

  ) Genotyping(تنوع ژنتیکی و تعیین ژنوتیپ  پیمایش -الف 
   )Authentication(َ شناسایی گیاهان داروییدر گونه دقیقتعیین هویت  -ب
  کمک نشانگر  مناسب به) Chemotype(هاي  انتخاب کموتایپ -ج
  

  .)7،8,9(را میتوان نام برد
  
  
  

  )Marker Assisted Selection: MAS(انتخاب هدایت شده با نشانگر  
نشانگرها با  نیا کهیهدف است به طور اهیدر گ یمولکول ينشانگرها ییشناسا ،یاصلاح يمهم در برنامه ها يها ياز از استراتژ یکی

بهنژادگر  ، به کارگیري نشانگرهاي مولکولی .)10(دهند ياریبرتر  اهانیداشته باشند و ما را در انتخاب گ یوستگیپ يصفات مهم اقتصاد
در توالی   از تفاوت  عبارتست  مارکر یا نشانگر مولکولی. اه انجام دهدگرا قادر میسازد تا به جاي انتخاب در مزرعه، گزینش را در آزمایش
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  در تنوع  داري بطور معنی  که  است یا ژنهائی  ژن  به  متعلق  ویژه  قطعه  این  است  مندلی  توارث  داراي  تفاوت  این  که   DNA نوکلئوتیدهاي
  ارتباط  یک  ،نمایند و عملکرد نتاج می  دریافت  از والدین  نتاج  که  اي ویژه قطعه  بین  است  ممکن  هستند و در نتیجه  سهیم  گیاهان  بین

خود نشانگر   بنابراین     .کرد  اند انتخاب کرده  دریافت  از والدین  که  کروموزومی  قطعه  را براساس  نتاج  توان می  در نتیجه .شود  مشاهده
 مربوطه،  QTLبه  مجاور متصل  یا توالی  گیاهعملکرد   روي ثیرگذارتا  ژن  با یکپیوستگی آن  ولی  ثیر استتا بی  گیاهعملکرد   معمولا روي

قادر    DNAدر سطح  تنوع  و با شناسائی  را پیمایش میکنیم  ژنتیکی  تنوع تقیمامس  ژنتیکی از نشانگر  ما با استفاده. کند را ارزشمند می  آن
و فنوتیپ ها   ژنتیکی  از نشانگرهاي  حاصل  اطلاعات  ترکیب  مناسب  راه حل      .کنیم  دو فرد را بررسی  ژنتیکی  صحیح  تفاوت بود  خواهیم

  و کاهش  دقت  افزایش  باعثی در فرایند انتخاب مولکول ينشانگرهااستفاده از  .)11,12, 10(باشد میویژه   آماري  روشهاياستفاده از 
  انتخاب  روشهاي  به  نسبت  صفت  نشانگر در یک  کمک  به  انتخاب  مزیت     .گردد می  انتخاب  به  پاسخ  و نهایتا افزایش ها  فاصله نسل
  .دارد  صفت  پذیري وراثت  به  بستگی ،فنوتیپ  براساس

  :نشانگر در موارد زیر مفید است  براساس  انتخاب 
و   مشکل  آن  گیري اندازه  که  صفاتی  -3. گیاه بروز کند  زندگی یا اواسط در ابتدا  صفت  -2. باشد  کم  صفت  پذیري  وراثت -1

  .وجود نباشدمحاضر   جمعیت  والدین از  یاطلاعات  - 4 .است  پرهزینه
    

  مستقیم  اطلاعات  کلی  راه  از سه. دهد را کاهش می  آن  سودمندي  که  است  نوترکیبی  در احتمال  نشانگر فقط  راساسب  انتخاب  نقطه ضعف    
ثراست  اصلاحی  هاي در برنامه ،ژنها  از سطح  آمده  بدست   دهند که  دهند و اجازه  را کاهش  نسلی  توانند فاصله نشانگرها می -1: موِ

 -3 .می دهد  افزایش  تخمین  بیشتر براي  اطلاعات  کردن  را با فراهم  انتخاب  دقت -2 .گیرد  صورت  زندگی از  زودتري  در مراحل  انتخاب
  .کند می  فراهم  انتخاب  کاندیدا براي تعداد زیادي  را از میان  اصلی  کاندیدهاي  انتخاب  و اجازه  داده  را افزایش  انتخاب  نشانگر شدت

که با مقدار آن   DNAشناسایی نشانگرهاي. نیز براي کنترل کیفی یک گیاه دارویی مهم است مادة شیمیایی فعال گیاهی بینی غلظت یش
هاي  تفاوت بین کموتایپ. تواند جهت کنترل کیفی و کمی مواد گیاهی، مؤثر واقع شود همبستگی دارند، می ،ترکیب دارویی خاص

توانند جهت تعیین  می  DNA حاصل از نشانگرهاي داده هايهمچنین،. یی فعال آنها است، مقدار مادة شیمیایک گیاه دارویی مختلف
هاي اخیر مطالعات زیادي  در سال. کار روند هاي مختلف یک گونه گیاه دارویی به بین کیموتایپ  )خویشاوندي(روابط فیلوژنتیکی 

ها و خویشاوندان نزدیک گیاهان  ات فعال دارویی در بین گونهو تنوعات کمی وکیفی ترکیب DNA منظور تعیین رابطۀ بین نشانگرهاي به
 هاي آنالیزي دیگر، چون هاي مولکولی و تکنیک کارگیري توأم تکنیک از طرفی، به. دارویی، صورت گرفته و یا در حال انجام است

GC ،  TLC و HPLC کیفی و کمی ترکیب دارویی مورد نسبت به یک گونۀ دارویی خاص و به تبع آن کنترل  تواند شناخت ما را ، می
  .، افزایش دهدتجارينظر در سطح 

  
  اسانس مرزنجوش  تیمول و کارواکرول در باتیبا ترک پیوستگی نشانگرهاي مولکولی: مطالعه موردي

را بودن می باشد که به علت دا  Lamiaceaeیک گیاه معطر، ادویه اي و دارویی از خانواده نعناع  .Origanum vulgare Lمرزنجوش  
در میان اهداف به نژادي از دیدگاه دارویی در . خواص ضدمیکروبی و آنتی اکسیدانی ، در صنایع غذایی و دارویی کاربرد فراوان دارد

گیاه مرزنجوش، بالا بردن بازده محصول اسانس و افزودن درصد مونوترپن هاي کارواکرول و تیمول، همواره مورد توجه اصلاحگران 
تعداد چهل و دو مرزنجوش ثبت شده در ژرم پلاسم اروپا  )9(اي که نویسنده و همکاران انجام دادنددر مطالعه  ).5(است این گیاه بوده
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تعداد سه آغازگر براي . مورد بررسی قرارگرفت SAMPLو  AFLPواقع در گترزلبن کشور آلمان با استفاده از دو نشانگر مولکولی 
هدف از  .همچنین اسانس تمام گیاهان استخراج و مورد آنالیز قرار گرفت. ژنوم انتخاب شد هرکدام از این نشانگر ها جهت پیمایش

 477در مجموع  . مرزنجوش بود اهیاسانس گ باتیو ترک SAMPLو  AFLP یمولکول ينشانگرها نیب یوستگیهرگونه پ افتنیپژوهش، 
ماده اصلی شناسایی شد  18اسانس ها مجموعا  GC-MSنالیز با استفاده از آ. یافت شد SAMPL  263 و AFLP 214باند چندشکل شامل 

به منظور بررسی وجود پیوستگی بین نشانگر هاي مولکولی و . که در اکثر اسانس ها کاواکرول و تیمول مواد غالب اسانس بودند
استفاده ) ترکیبی  مدل خطی 2مدل خطی عمومی و  3( مدل آماري رگرسیون  5با  TASSELترکیبات اصلی اسانس از نرم افزار 

با  SAMPL 4 و  AFLP3  مجموعا هفت نشانگر شامل ،نشانگر مولکولی بررسی شده  477نتایج  نشان داد که از میان تمام  ).12(شد
اي پیوستگی قابل ملاحظه SAMPL-3_60که در میان این نشانگرها،  .کارواکرول و تیمول موجود در اسانس  مرزنجوش پیوستگی دارند

در همه پنج مدل  SAMPL-3_60نشانگر . تیمول در اسانس دارد که می تواند جهت مطالعات بعدي مورد توجه قرار گیرد با درصد
بنابراین پیشنهاد میشود  .)1جدول (آماري به کار رفته پیوستگی معنی داري با واریانس فنوتیپی صفت درصد تیمول در اسانس نشان داد

گیاهان دارویی خانواده نعناع جهت پیشبرد روشهاي هوشمند و استراتژي هاي انتخاب هدایت شده این نشانگر در برنامه هاي اصلاحی 
د در اصلاح به نمی توان ها پژوهشنوع یافته هاي این  .مورد استفاده آزمایشی قرار گیرد) Marker Assisted Selection: MAS(با نشانگر 

  .دنگیاهان دارویی خانواده نعناع  کاربرد داشته باشروش انتخاب هدایت شده با مارکر هاي مولکولی براي 
 

  بخشی از واریانس فنوتیپی دو صفت درصد کارواکرول و درصد تیمول اسانس که با نشانگر ها قابل توجیه هستند  R2 -1جدول 
Locus CAC   THC  
AFLP-2_31 0,13 0,1 0,08 0,09 0,03 

AFLP-2_44 ─ 0,15 0,1 0,09 0,02 ─ 0,17 0,17 0,13 0,03 

AFLP-3_6 0,19 0,12 ─ 0,1 0,1 

SAMPL-3_43 0,15 0,16 0,14 0,1 0,07 

SAMPL-3_49 0,1 0,16 0,12 0,08 0,05 

SAMPL-3_55 0,18 0,14 0,13 0,08 0,07 

SAMPL-3_60 0,23 0,19 0,19 0,17 0,09 

The R2 values ,, the significance of marker at P < 0.01  

CAC carvacrol content THC thymol content 
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