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  چكيدهچكيده
تواند جهت اصلاح شود منبع ارزشمندي از تنوع ژنتيكي است كه ميتنوع حاصل از كشت بافت كه سوماكلونال ناميده مي مقدمه:

  گياهان دارويي استفاده شود.  
عنوان يك عامل  تيلاسيون در ژنوم بهارزيابي كارايي نشانگرهاي مولكولي در تشخيص تنوع سوماكلونال و رخداد پديده م هدف:

  ده است. شمؤثر بر ايجاد تغييرات در سطح ژنوم و عملكرد متابوليتي گياه رازيانه انجام 
ژنومي هشت نمونه غيرنرمال كشت بافتي از نظر تيپ رشدي به همراه يك نمونه شاهد به روش دلاپورتا  DNA روش بررسي:

روش هضم آنزيمي متفاوت به اجرا درآمد. آناليز فيتوشيميايي با استفاده از دستگاه  با دو AFLPمراحل نشانگر  د.شاستخراج 
GC/Mass .انجام و درصد و اجزا اسانس مورد مقايسه قرار گرفت  

هاي مختلف هضم آنزيمي حاكي از وجود چندشكلي ميان تيمارها بود. همچنين بررسي الگوي باندي حاصل از روشنتايج  نتايج:
بندي نمود. نتايج آناليز درصد و تركيبات اسانس نشان طور جداگانه گروهه هاي غيرنرمال را باي، نمونه شاهد و نمونهتجزيه خوشه

توليد  Anetholeو  Limonene ،Fenchone ،Estragole داد كه در گياهان حاصل كشت بافت تركيبات ارزشمندي نظير
  د.شوتوليد مي Cineol, Terpineol و Decadienal 2,4د و در عوض تركيباتي نظير شونمي
ثر بوده و تغييرات فنوتيپي و ؤهاي باززا شده مبراي بررسي تنوع سوماكلونال در نمونه AFLPنتايج نشان داد ماركر  گيري:نتيجه

هاي مختلفي از ا اعمال تنشتوان بتواند پيامد آلكيلاسيون در ژنوم باشد همچنين با تكيه بر تنوع حاصله ميفيتوشيميايي گياهان غيرنرمال مي
  هاي زيستي و غيرزيستي نمود. هاي برتر از لحاظ عملكرد و مقاومت به تنشجمله سرما، گرما و شوري اقدام به شناسايي ژنوتيپ

  

  سوماكلونال، كشت بافت، متيلاسيونتنوع ، Foeniculum vulgar واژگان:گل
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...ارزيابي ژنتيكي و فيتوشيمي   

 

  مقدمهمقدمه
گياهي است  Foeniculum vulgarرازيانه با نام علمي 

علفي و معطر، به ارتفاع يك تا دو متر كه به حالت وحشي به 
باشد پرورشي، گياهي دو ساله مي صورته بشكل چندساله و 

نوع تركيب ترپني وجود  30. در اسانس رازيانه بيش از ]1[
توان به آنتول اشاره نمود ترين مواد مؤثره آن ميدارد كه از مهم

. از جمله شودتجاري محسوب ميكه يك ماده معطر با ارزش 
توان به استراگول، فنچون، هاي ثانويه اين گياه ميساير متابوليت

هاي مورد استفاده پينن اشاره نمود. قسمت βو  αليمونن، 
رازيانه ريشه، برگ و ميوه آن است كه در عمل كليه 

جمله خواص  گيرد. ازهاي گياه مورد استفاده قرار ميقسمت
اسپاسم عضلات و توان به رفع سوء هاضمه، ضددرماني آن مي
  .]2[ميكروب موضعي اشاره نمود همچنين ضد

وجود تنوع ژنتيكي يكي از عوامل مؤثر در موفقيت هر 
هاي هاي اخير كشت سلولبرنامه اصلاحي است. در سال

عنوان يكي از منابع بالقوه تنوع ژنتيكي سودمند در  گياهي به
وع ايجاد شده در شرايط كشت ده است. تنشگياهان مطرح 

نامند كه حاصل طيف وسيعي از بافت را تنوع سوماكلونال مي
اي، تغيير در آرايش هاي نقطهها، شامل جهشجهش

تغيير  داشت) و (شامل وارونگي، حذف و اضافه كروموزومي
ها در تعداد آنها است. احتمال تغييرات ژنتيكي در هسته سلول

يابد و اين تغييرات كشت افزايش ميمعمولاً با زياد شدن سن 
ويژه  به شرايط كشت و نيز تركيبات محيط كشت به

هاي رشدي، نوع ريزنمونه و تعداد دفعات واكشت كنندهتنظيم
بستگي دارد. بنابراين تنوع سوماكلونال فرآيندي است كه نه 

گذارد بلكه نهايت مورفولوژي گياه اثر ميدر ها و تنها روي ژن
. بسياري از ]3[شود در بيان ژن و كنترل آن نيز مي باعث تغيير

ها ها با تغييرات ژنتيكي و در واقع با تغيير الگوي بيان ژنپديده
توانند سبب ناپايداري ژنتيكي شوند. در ارتباط هستند و مي

ها كه در گياهان نقش بسيار مهمي در ايجاد يكي از اين پديده
. از ]4[است  DNAسيون نمايد، متيلااين تغييرات ايفا مي

تواند هاي محيطي ميسوي ديگر تغييرات محيطي و انواع تنش
ژنتيكي را به همراه وقوع متيلاسيون در تغييرات ژنتيكي و اپي

DNA هايي وجود دارد كه بيان گزارش .]5[داشته باشد  در پي  

  

كند تنوع سوماكلونال وابسته به پديده متيلاسيون است و مي
وقوع متيلاسيون در نوكلئوتيدهاي سيتوزين روي عمدتاً با 

. با توجه به اينكه تنوع سوماكلونال بيشتر در اثر ]6[دهد مي
هاي ارزيابي دهد بنابراين بايد از تكنيكها رخ ميوقوع جهش

ها در كشت بافت استفاده مناسبي براي تشخيص اين جهش
ده كرد. تحقيقات متعددي به منظور كشف اين تنوع انجام ش

به دليل دقت بالا و   DNAاست كه استفاده از نشانگرهاي 
فراهم نمودن امكان بررسي تعداد زيادي نمونه در زمان كوتاه 

. استفاده از ]7[باشد ها مياز جمله بهترين اين روش
در بررسي تنوع سوماكلونال تحت شرايط  DNAنشانگرهاي 

ميان دهنده الگوي باندي متفاوت مختلف كشت بافت، نشان
ها با ميزان تغييرات ژنتيكي است. تعداد واكشت ها بودهكالوس

ها رابطه مستقيم داشته و از طرفي تركيبات هورموني در كالوس
تواند سبب بروز تغييرات ژنتيكي در سطح محيط كشت مي

 AFLP. استفاده از نشانگر مولكولي ]8[شود  DNAمولكول 
اصل از كشت بافت در بررسي تنوع سوماكلونال در گياهان ح

درصد چند شكلي را در بين گياهان باززا  94/2گياه مارچوبه، 
طور كلي گزارش شده است كه ه . ب]9[شده نشان داده است 

ايجاد فنوتيپ غيرطبيعي در گياهان باززا شده در شرايط كشت 
بافت با ايجاد تغييرات بزرگ در سطح ژنوم پيوستگي ندارد 

هايي از بروز متيلاسيون در قسمتبلكه اين تغييرات به دليل 
تواند تغييرات متيلاسيون ژنوم مي .]10[دهد ژنوم رخ مي

وجود آورد كه ممكن است ه فنوتيپي جديد و قابل توارثي را ب
هدف  .]5[برداري باشد عنوان يك صفت مطلوب قابل بهره به

از اين تحقيق مطالعه تنوع سوماكلونال و كميت و كيفيت 
هاي رشد يافته هاي باززا شده از كالوسچهاسانس در گياه
هاي رشدي بوده است كنندههاي مختلف تنظيمتحت اثر غلظت

  با  AFLPكه اين موارد با استفاده از نشانگرهاي مولكولي 
كارگيري دو سيستم هضم آنزيمي مختلف و آناليز اسانس با  به

  مورد ارزيابي قرار گرفته است. GC-MS دستگاه
  

  هاهامواد و روشمواد و روش
  در اين تحقيق، ابتدا محيط القاي كالوس با استفاده از چهار 
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 و همكاران شوشتري

 

سازي هاي مختلف هورموني بهينهريزنمونه متفاوت در غلظت
هاي حاصل از ريزنمونه سازي كالزايي، كالوسد. پس از بهينهش

هاي صورت ماهانه و متوالي در محيطه برگ براي سه مرتبه ب
 NAAت از دو اكسين هاي متفاوكشت مختلف حاوي غلظت

تيمار مختلف شامل  18دند. بدين ترتيب شواكشت  D-2,4و 
(يك، دو و سه ماهه) در شش غلظت  سه دوره زماني واكشت

هاي د. كالوسش) حاصل 1شماره  مختلف (جدولاكسين 
صورت جداگانه به محيط باززايي ه حاصل از هر تيمار ب

و  D-2,4ليتر  گرم درميلي 1/0سازي شده (حاوي مناسب بهينه

) انتقال داده شدند. پس از توليد BAPگرم در ليتر يك ميلي
هاي ها در محيط باززايي، گياهچهها و رشد كافي آنگياهچه

داراي فنوتيپ غيرنرمال كه حاصل از هشت تيمار مختلف 
اي انتخاب و براي صورت مشاهدهه ب )2 شماره بودند (جدول

گياهچه شاهد به همراه يك نمونه  DNAاستخراج 
هاي حاصل از كشت بذرهاي رازيانه در محيط كشت (گياهچه

MS .پايه) مورد استفاده قرار گرفتند 

  

  
  هاي واكشت كالوسهاي مورد استفاده براي محيطغلظت اكسين -1 شماره جدول

   NAAغلظت
(mg/lit)  

   D-2,4غلظت
(mg/lit) 

  محيط واكشت

0  2  1  
0  4  2  
0  6  3  
2  0  4  
4  0  5  
6  0  6  

  
  

  هاي باززا شده غيرنرمال از نظر تعداد واكشت و غلظت هورموني محيط كشت مورد استفاده در مرحله كالزاييويژگي نمونه -2 شماره جدول

 NAAغلظت  تعداد واكشت  نمونه شماره

(mg/l)  
 D-2,4غلظت

(mg/l)  
  وضعيت گياهچه

  غير نرمال  4  0  2  1
  غير نرمال  6  0  2  2
  غير نرمال  2  0  3  3
  غير نرمال  4  0  3  4
  غير نرمال  6  0  3  5
  غير نرمال 0  6  2  6
  غير نرمال  0  4  3  7
  غير نرمال  0  6  3  8
  شاهد  -  -  -  9
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...ارزيابي ژنتيكي و فيتوشيمي   

 

  نتايج نتايج 
در اين آزمايش از بين آغازگرهاي درنظر گرفته شده براي 

تركيب  5تركيب آغازگري شامل  10مجموع در تحقيق، 
از هضم (جهت تكثير قطعات حاصل  Eو  Mآغازگري 

EcoRΙ  وIMse و (تركيب آغازگري  5M  وB  جهت تكثير)
) استفاده شد. IMseو  Bgl IΙقطعات حاصل از هضم 

 مورف كاملاًباندهاي پلي بر اساس فقط هاامتيازدهي ژل
انجام گرفت. بررسي  صورت صفر و يكه ب مشخص و مطمئن

از هاي تكثير شده با استفاده هاي باندي حاصل از نمونهالگوي
تفاوت محسوسي را بين نمونه  Mو  Bتركيبات پرايمرهاي 

هاي غيرنرمال مشخص ننمود. به بيان ديگر نرمال و نمونه
صورت مونومورف بودند. اما در ه الگوهاي باندي حاصل ب

هاي تكثير شده با هاي باندي حاصل از نمونهبررسي الگوي
  اي حظه، تنوع قابل ملاMو  Eاستفاده از تركيبات آغازگرهاي 

  

 د (شكلشباززا شده غير نرمال مشاهده هاي در بين نمونه
  ).1 شماره

اطلاعات مربوط به ميزان پلي مورفيسم تركيب اين 
و  Mارائه شده است. آغازگرهاي  4ها در جدول شماره آغازگر

E  كه بيشترين ايجاد نمودندباند چند شكل  23در مجموع 
  ط به جفت آغازگر مربوشده  مشاهده تعداد باند چند شكل

E-CG/M-35  مربوط به جفت تعداد باند و كمترين  7با
ميانگين تعداد  باند چند شكل بود. 2با  E-CG/M-20 آغازگر

 6/4برابر با به ازاي هر تركيب آغازگر نيز  باندهاي چند شكل
در بررسي تنوع سوماكلونال در گياهان حاصل از  .دست آمده ب

 AFLPاستفاده از ماركر مولكولي كشت بافت گياه مارچوبه با 
گياه باززا شده  42درصد در بين  94/2چند شكلي به ميزان 
 .]9[ده است شمورد بررسي گزارش 

  

  
  E-CG/M-GCتكثير شده با استفاده از تركيب آغازگري  DNAهاي الگوي باندي اصل از الكتروفورز نمونه – 1شكل شماره 

  گرم در ليتر؛ميلي D  =4-2,4گرم در ليتر، = صفر ميلي NAA، 2 تعداد واكشت -1دهنده ) به ترتيب نشان2ه ها (براساس جدول شمارشماره چاهك
   گرم در ليتر؛ميلي D  =2-2,4گرم در ليتر، = صفر ميلي NAA، 3تعداد واكشت -3گرم در ليتر؛ ميلي D  =6-2,4گرم در ليتر، = صفر ميلي NAA، 2 تعداد واكشت -2
  گرم در ليتر؛ ميلي D  =6-2,4گرم در ليتر، = صفر ميلي NAA، 3 تعداد واكشت -5گرم در ليتر؛ ميلي D  =4-2,4گرم در ليتر، = صفر ميلي NAA، 3واكشت تعداد -4
گرم در ليتر؛ ميلي 4 = صفر D-2,4، گرم در ليترميلي NAA  =4، 3 تعداد واكشت -7گرم در ليتر؛ = صفر ميلي D-2,4گرم در ليتر، ميلي NAA  =6، 2 تعداد واكشت -6

  شاهد؛ -9گرم در ليتر؛ = صفر ميلي D-2,4گرم در ليتر، ميلي NAA  =6، 3 تعداد واكشت -8

9  8   7   6   5   4  3   2  1 9  8   7   6   5   4  3   2  1 
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  پرايمرهاي مورد استفاده (PIC) اطلاعات مربوط به تعداد باند چندشكل و محتواي اطلاعات چندشكل -4جدول شماره 
PIC تركيب آغازگر تعداد باند چندشكل 

53/0  7 E-CG/M-35 
41/0  6 E-CG/M-22 
43/0  5 E-CG/M-GC 
38/0  3 E-CG/M-17 
34/0  2 E-CG/M-20 

  

به عنوان قدرت  (PIC) محتواي اطلاعات چند شكل معيار
تشخيص نشانگر، نه تنها به تعداد نشانگرهاي چند شكل در هر 

ه . ببلكه به فراواني هر نشانگر نيز بستگي داردجفت آغازگر 
بيشتر باشد جفت آغازگر يك براي  PICمقدار كلي هرچه  طور
هاي مورد كارآيي بالاي آن در تمايز ژنوتيپ يهدهندنشان

   .]15[باشد مياستفاده 
شود در بين مشاهده مي 4شماره  طور كه در جدول همان

آغازگرهاي مورد استفاده، بيشترين مقدار شاخص محتواي اطلاعات 
 E-CG/M-GCه تركيب آغازگرهاي ) مربوط ب43/0چند شكل (

باشد. با در نظر داشتن اين موضوع كه حداكثر مقدار شاخص مي
در نشانگرهاي غالب مانند  (PIC) محتواي اطلاعات چند شكل

AFLP  محتواي شاخص مقدار . با توجه به ]16[است  5/0برابر با

توان مي ،جفت آغازگراين براي دست آمده ه ب اطلاعات چند شكل
كارآيي بالاي آن در تمايز  يهدهندنشانبالا  PICگفت اين ميزان 

توان آن را ميبوده و بنابراين مورد استفاده در اين تحقيق  هاينمونه
  .جهت مطالعات مشابه پيشنهاد نمود

بر اساس ضريب  UPGMAاي به روش تجزيه خوشه
بندي هاي دستهاي مورد بررسي را به گونهتشابه جاكارد، نمونه
هاي طور جداگانه در يك گروه و نمونهه نمود كه نمونه نرمال ب

بندي شدند كه غيرنرمال همگي در داخل يك گروه كلي دسته
بندي هايي نيز قابل دستهالبته در داخل اين گروه به زير گروه

باشند. با توجه به شكل دندروگرام حاصل، تفاوت آشكار مي
طور واضح قابل ه اي غيرنرمال بهنمونه نرمال با ساير نمونه

  ).2 شماره (شكل باشدمشاهده مي

  
  UPGMA) بر اساس ضريب تشابه جاكارد و الگوريتم 9 (شماره بندي هشت نمونه غيرنرمال و نمونه نرمالدسته -2 شماره شكل
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نتايج حاصل از مقايسه درصد اسانس و تركيبات 
اهد نشان داد دهنده آن در هشت تيمار غير نرمال و شتشكيل

كه در شرايط كشت بافت، تركيباتي كه در گياه رازيانه داراي 

). همچنين در 5اند (جدول شماره باشند توليد نشدهمياهميت 
اين شرايط درصد اسانس به طور چشمگيري كاهش نشان داده 

  ).3است (شكل شماره 

 
  شاهد (نرمال) هاي باززاشده وتركيبات عمده اسانس حاصل گياهچه -5جدول شماره 

  گياهچه باززا شده
BA)1-D)+(1mg-2,41-(0.1mgl 

 نام تركيب KI  شاهد

86/2 96/1 	 914 α	–	Pinene	
91/3 94/0 	 969 β‐Pinen	
 - 03/7   1036  Limonen  
64/15  -   1042  1,8	Cineol  
93/6 71/0   1093  Trepinen  
 - 95/6   1101  Fenchone  
41/6 63/0   1152  Camphor  
32/6 23/0   1168  4‐Terpineol  
82/7  -   1194  ‐Terpineolα  
 - 52/13   1242  Estragole  
 - 81/49 	 1276 E	Anethole	
21/32  -  	 1326 2.4‐Decadienal	

 - 74/0 	 1493 Germacrene	

 
 

 
  ميزان درصد اسانس در تيمارهاي غيرنرمال و شاهد -3شكل شماره 
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  بحث
ورد بررسي در مرحله هاي مژنومي نمونه DNA از آنجا كه

و  EcoRΙهضم دوگانه آنزيمي با استفاده از تركيب دو آنزيم 
IMse  برش داده شده و به سازگارسازهاي متناسب متصل شده

هاي گيري نمود كه تركيب آنزيمتوان اين طور نتيجهبودند، مي
EcoRΙ  وIMse  ،در مرحله هضمDNA هاي مختلف را نمونه

يگر برش داده است. با توجه به صورت متفاوتي از يكده ب
گونه ها حاصل از يك گياه واحد بوده و هيچاينكه تمامي نمونه

توان علت الگوهاي اختلاط ژنتيكي روي نداده است، مي
متفاوت برش آنزيمي را به تغييراتي نسبت داد كه در طي 

هاي متفاوت مراحل مختلف كشت بافت، تحت غلظت
ي متوالي، ممكن است در هاكننده رشدي و واكشتتنظيم

ديگري نيز حاكي از  هايساختار ژنوم رخ داده باشد. گزارش
آن است كه ميزان تغييرات ژنتيكي در هسته سلول معمولاً با 

شود ها بيشتر ميزياد شدن سن كشت و افزايش تعداد واكشت
ويژه ه و ميزان و نوع اين تغييرات به تركيبات محيط كشت ب

  . ]3[د بستگي دارد هاي رشكنندهتنظيم
با توجه به اينكه آنزيم چهار باز بر مورد استفاده در هر دو 

است،  يكسان انتخاب شده (MSe I) سيستم هضم آنزيمي
تفاوت الگوهاي هضم را بايد در تفاوت ميان دو آنزيم شش باز 

هاي اين جستجو نمود. در مقايسه ويژگي Bgl IΙو  EcoRΙبر 
آنزيمي حساس به  EcoRΙه آنزيم شود كدو آنزيم مشخص مي

متيلاسيون بوده و در صورت وقوع متيلاسيون در توالي 
  نخواهد بود. آنزيم  DNAشناسايي آن، ديگر قادر به برش 

Bgl IΙ  بر خلافEcoRΙ گونه حساسيتي به انواع هيچ
اين به عنوان يك متيلاسيون روي داده در ژنوم نداشته، بنابر

سيون حتي در صورت متيله شدن حساس به متيلاآنزيم غير
اش باز هم قادر به برش بازهاي موجود در توالي شناسايي

اي از آنزيمي خواهد بود. از آنجا كه متيلاسيون ژنوم عامل دسته
با در نظر  .]5[تغييرات فنوتيپي جديد و قابل توارث است 

هاي مورد استفاده در هاي آنزيمگرفتن اين موضوع و ويژگي
وجود آمده در ه توان تغييرات فنوتيپي بمي مرحله هضم،

باشد را به گياهان غير نرمال، كه نتيجه تغييرات سوماكلونال مي
  وقوع متيلاسيون در ژنوم نسبت داد كه اين امر با نتايج 

  

هاي نخل روغني تحقيقات مشابه ديگر مانند آناليز گياهچه
 AFLPحاصل از كشت بافت با استفاده از ماركر مولكولي 

. بر اساس نتايج اين تحقيق، تنوع ]10[ مطابقت دارد
سوماكلونال يا همان تنوع ايجاد شده در شرايط كشت بافت با 

باشد. از سوي ديگر، نوع پديده متيلاسيون ژنوم در ارتباط مي
عنوان  ماركر انتخابي براي تعيين اين تنوع بسيار مهم است. به

ستم هضم آنزيمي با دو سي AFLPمثال، استفاده از ماركر 
هاي مختلف تفاوت محسوسي را بين نمونه نرمال و نمونه

هاي كه در بررسي الگو طوري غيرنرمال مشخص نمود به
هاي تكثير شده با استفاده از تركيبات باندي حاصل از نمونه

هاي اي در بين نمونه، تنوع قابل ملاحظهMو  Eآغازگرهاي 
اي نيز، يه خوشهد. تجزشباززا شده غيرنرمال مشاهده 

بندي نمود كه نمونه اي دستههاي مورد بررسي را به گونهنمونه
هاي غيرنرمال طور جداگانه در يك گروه و نمونهه نرمال ب

بندي شدند. به عنوان يك همگي در داخل يك گروه كلي دسته
توان علت الگوهاي متفاوت برش آنزيمي را به نتيجه كلي مي

در طي مراحل مختلف كشت بافت، تغييراتي نسبت داد كه 
هاي متوالي، ممكن تحت شرايط متفاوت هورموني و واكشت

است در ساختار ژنوم رخ داده باشد همچنين وقوع چنين 
اي اي امكان ويژهتغييرات ژنتيكي در شرايط كشت دورن شيشه

سازد هايي با خصوصيات جديد را فراهم ميدر ايجاد ژنوتيپ
هاي زيستي و توان با اعمال تنشاز آن ميكه به منظور استفاده 

هاي غيرزيستي مختلف اقدام به شناسايي و انتخاب ژنوتيپ
مورد نظر نمود. از سوي ديگر تحقيقات گذشته به منظور توليد 

هاي  ثانويه نشان داده است كه درصد توليد اسانس در متابوليت
 اي كاهشطور قابل ملاحظهه اي رازيانه بكشت درون شيشه

. اين كاهش ناشي از خاموشي ]17 ،18، 19[دهد نشان مي
هاي ثانويه به هاي پايين دست مسيرهاي بيوسنتز متابوليتژن

دليل تمايز نيافتگي در كشت درون شيشه و همچنين نبود 
هاي ثانويه كننده مسيرهاي بيوسنتزي متابوليتهاي القاءسيگنال

ق نيز بيانگر اين دست آمده در اين تحقيه باشد. نتايج بمي
اي موضوع بود كه با وجود توليد اسانس در كشت درون شيشه

همچنين  هاي ثانويه ارزشمند بسيار كم بود.عملكرد متابوليت
اي نتايج ساير تحقيقات نشان داد كه تنها در گياهان باززا شده
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. ]19[توليد شده است  Anetholeاند متابوليت كه به گل رفته
رسد د اسانس در كشت درون شيشه به نظر ميتوجه به تولي با

كه با كاربرد اليسيتورهايي مانند متيل جاسمونات، كيتوزان و 

هاي نوردهي بايستي در راستاي توليد و افزايش ميزان دوره
  هاي مهم گام برداشت.متابوليت
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Abstract 
 

Background: The genetic diversity among plants derived from tissue culture is called 
somaclonal variation, which provides a valuable source of genetic variation for the improvement 
of medicinal plants. 
Objective: The present study was conducted to investigate the efficiency of molecular markers 
in detection of somaclonal variation and to assess the importance of DNA methylation in 
occurrence of genomic changes. 
Methods: The genomic DNA of a normal plant and eight abnormal regenerated plants from 
calluses cultured in different conditions were extracted using modified Delaporta method. The 
AFLP procedure was performed with application of two different double digestion methods using 
restriction enzymes. The digested fragments were ligated to appropriate adaptors and 
amplification was carried out using appropriate primers. Also percentage and component of 
essential oil were indicated by GC/MS analysis. 
Results: Analysis of banding patterns showed high differences in amount of polymorphism 
detected between two different double digestion methods. According to the results of cluster 
analysis based on the Jaccard's similarity coefficient, all tested plants divided into two main 
group. While the first group contained only normal sample, other abnormal samples were placed 
in the second group. Phytochemical analysis showed that the important secondary metabolites 
such as Limonene, Fenchone, Estragole ,Anethole didn’t produce in invitro culture condition. In 
contrast some metabolites like Cineol, Terpineol, 2,4 Decadienal produce just in invitro culture.    
Conclusion: The results indicated that the used method has the potential to be used for 
assessment of somaclonal variations in regenerated plants. Additionally, considering characters of 
served enzymes in this study, phenotypic variations in abnormal plants that are resulted from 
somaclonal variation can be related to genome methylation.  
 

Keywords: Foeniculum vulgar, Methylation, Somaclonal variation, Tissue culture 
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