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  چكيده

سـازي و  هاي اهلـي نخستين و مهمترين گاماز  هاي مختلف يك گونه گياه وحشيوع جمعيتارزيابي تن

) از گياهان اندميك ايران بـوده  .Thymus daenensis Celakگياه دارويي آويشن دنايي ( باشد.ميآن  نژاد اصلاح

هـاي  و لـذا ارزيـابي جمعيـت    بودهاي برخوردار ويژهاز اهميت  كه به لحاظ درصد اسانس و نيز تيمول بالاي آن

از  پژوهشبدين منظور در اين  رسد.سازي اين گونه گياهي امري ضروري به نظر ميمختلف آن در راستاي اهلي

، 2، ملايـر  1ملايـر   از اين گياه شامل هشت جمعيت جهت بررسي تنوع درون و بين جمعيتي ISSR آغازگر 13

 بانـد ايجـاد نمودنـد.    293كـه در مجمـوع   استفاده گرديـد   ميران پائين، زاغه و شازندميران بالا، خانهاراك، خانه

تنـوع درون   متغيـر بـود.   15/0تـا   08/0از هـا  آغـازگر  ) محاسبه شـده بـراي  PICمحتواي اطلاعات چندشكلي (

و تنها ها جمعيتربوط به درون درصد واريانس م 98بود، طوريكه ها جمعيتبسيار بيشتر از تنوع بين  هاجمعيت

جغرافيايي آنها نداشت.  ارتباط نزديكي با فاصلهها جمعيتفاصله ژنتيكي  .بودها جمعيتدرصد مربوط به بين  2

بيشـترين   بودنـد.  PICشازند داراي كمترين تنوع بر اسـاس شـاخص    جمعيتجوزان داراي بيشترين و  جمعيت

شازند و خانه ميران پايين و بيشـترين تشـابه ژنتيكـي بـين      جمعيتفاصله ژنتيكي بر اساس شاخص ني بين دو 

 نژاد آويشـن دنـايي  اصلاحسازي و اهليتواند در شد كه مي مشاهدهجوزان و خانه ميران بالا  با 1ملاير  جمعيت
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  قدمهم

به دليـل  از طرفي  انحصاريگياهان دارويي 

 بـومي زيسـت نيازهاي پراكنش جغرافيايي محدود و 

ــد و   ــه دارن ــي ك ــر خاص ــي ديگ ــل از طرف ــه دلي ب

هاي رويه و غير اصولي و نيز آسيبهاي بيبرداشت

هاي ناشي از انسان خشكسالي)، آسيب لاقليمي (مث

ها، تغيير كاربري مراتع زدن مراتع و جنگل(مثل آتش

سـاخت و سـاز و چراهـاي     هاي زراعي يـا به زمين

دائم در معرض خطر انقـراض و نـابودي    ،رويه)بي

قرار دارنـد. برخـي از ايـن گياهـان داراي پتانسـيل      

به تـنش هـاي    مقاومت بالاييدارويي بالايي بوده و 

هـاي آهكـي   زنده مثل خشكي، شوري و خـاك غير

توجيه اقتصادي تواند ميآنها  كردنو لذا اهلي دارند

سازي ). اهليAlibrahim et al., 2004( شته باشددا

ــه تنهــا   آنهــااز انقــراض توانــد مــيايــن گياهــان ن

، بلكه تامين كننده نيازهاي دارويـي  نمايدجلوگيري 

تواند سود اقتصادي بالايي را با كشور نيز بوده و مي

و از  ايجاد كـرد كشور  برايصادر كردن اين گياهان 

ايجـاد  نيـز  ا بـالايي ر  زاييطرف ديگر زمينه اشتغال

نخستين گام در راستاي ). Najafi et al., 2005( كند

، ارزيـابي تنـوع درون   خـاص  كردن يـك گيـاه  اهلي

بـه   گونـه گيـاهي   هاي مختلـف آن اي جمعيتگونه

، فيتوشـيميايي و  شناسـي ريخـت  نشانگرهاي كمك

 شـباهت و تفـاوت  ميـزان   شناساييجهت  مولكولي

نسبت  معيتهاي هر جبرترينيز و  ها،بين جمعيت

 باشدمي بسته به هدف اصلاحگر هابه ساير جمعيت

)Nemeth, 2000(.    كاربرد نشـانگرهاي مختلـف در

هاي مختلف از طرفي باعث افزايش ارزيابي جمعيت

گـردد و از  سرعت و دقت انتخاب جمعيت برتر مي

. دهدرا كاهش ميسازي هاي اهليطرف ديگر هزينه

ن از نشـانگرهاي  بسته به امكانات موجـود مـي تـوا   

، از شناسـي ريختمختلفي استفاده كرد. نشانگرهاي 

ترين نشانگرها بوده كه بـه آسـاني قابـل    جمله ساده

ارزيابي هستند و توارث آنها اغلب به صورت غالب 

باشد. اين نشانگرها ممكن است تحت و مغلوب مي

تاثير شرايط محيطي قرار گيرند و در طي زمان تغيير 

 ,.Naghavi et alخيلي دقيق نيستند ( پيدا كنند، لذا

هـا،  پـروتئين  شامل). نشانگرهاي بيوشيميايي 2004

ــدرات ــدها،   كربوهي ــي، آلكالوئي ــات فنل ــا، تركيب ه

كه در واقع محصـول   ها هستندترپنوئيدها و اسانس

تواند بيانگر تنـوع  ژن بوده و تنوع در آنها ميتظاهر 

يي نيـز  در توالي ژنوم باشـد. نشـانگرهاي بيوشـيميا   

توانند نشـانگرهاي  تحت تاثير محيط بوده و لذا نمي

خيلي دقيقي به حساب آيند و نيز ارزيابي برخـي از  

 ,.Vicente et alباشـند ( بـر مـي  آنها خيلـي هزينـه  

بر پايه بررسـي   DNA). نشانگرهاي مبتني بر 2004

باشند. به مي DNAشكلي مستقيم ژنوم و تعيين چند

هاي كنتـرل كننـده   ايي ژنكمك اين نشانگرها شناس

پذير است. فراواني فـوق  صفات كمي و كيفي امكان

ها، عدم تاثير پذيري آنها از شرايط العاده اين نشانگر

ــه    ــان ب ــود، امك ــي موج ــارجي و داخل ــي خ محيط
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كارگيري آنها در مراحل نخست رشد گياهان، فراهم 

گياهـان در خـارج از    پـژوهش روي نمودن امكـان  

دقت و قابليت مطلوب تفسير فصل و محل كاشت، 

ها، امكان نتايج، همبارز بودن بسياري از اين نشانگر

هـاي منقـرض شـده،    استفاده از آنها در مورد گونـه 

سهولت تشخيص افراد خالص از ناخالص، سهولت 

دهــي و تجزيــه تحليــل نتــايج، دسترســي بــه امتيـاز 

اي قـوي بـراي تجزيـه و تحليـل و     هاي رايانهبرنامه

ــري  ــير س ــاربرد   تفس ــاي ك ــه مزاي ــايج، از جمل ع نت

مي باشند. استفاده از هر  DNAنشانگرهاي مبتني بر 

سه نشانگر بطور همزمان مـي توانـد نتيجـه بهتـري     

 ,.Naghavi et al., 2004; Barzan et alفراهم كند (

2015; Saghalli et al., 2016.(  يكي از نشانگرهاي

ــه  ــه در ده ــولي ك ــه  مولك ــورد توج ــر م ــاي اخي ه

. است 1ISSRگران قرار گرفته است، نشانگر حاصلا

به عنوان يـك تكنيـك    ISSR استفاده از نشانگرهاي

ــين نشــانگرهاي ملكــولي   ،2SSR حــد واســط در ب
3RAPD  4وAFLP    مطرح شده است. ايـن تكنيـك

تنوع ژنتيكي به كـار   هايپژوهشبه طور وسيعي در 

 زيرا اولاً نيازي به اطلاعات قبلي از تـوالي  .مي رود

ژنــوم نــدارد و ثانيــاً هزينــه ايــن روش نســبت بــه  

تر و اجراي آن  پائين AFLPو  SSRهايي نظير روش

                                                 
1 - Inter simple sequence repeat  

2 - Simple sequence repeats   

3 - Random amplified polymorphic DNA 

4 - Amplified fragment length polymorphism 

 Aga & Bekele, 2005 .(ISSRتر است (نيز راحت

داراي تكرارپذيري و پايـداري بـالاتري نسـبت بـه     

 نظيـر  PCRبرخي ديگـر از نشـانگرهاي مبتنـي بـه     

RAPD  تـر بـودن   است كه دليل اين موضوع طويـل

 ,.Su et alاست ( ها و بالا بودن دماي اتصالآغازگر

 )2009( .Rahimmalek et alدر پژوهشـي   ).2009

توده  17در بررسي تنوع ژنتيكي و تمايز جغرافيايي 

تعـداد   ISSRآغازگر  13دنايي با استفاده از  نآويش

بانـد چنـد    228 باند مشاهده كردند كه تعـداد  356

هــا، شــده از داده شــكل بودنــد. دنــدروگرام توليــد

هاي بررسي شده را در دو گروه ژنتيكي متمايز توده

قرار داد و انشعاب ژنتيكي آنها ارتباط قوي با مناطق 

در پژوهشي  جغرافيايي و رويشگاهي آنها نشان داد.

) بـه منظـور ارزيـابي تنـوع     Bigdeloo )2010 ديگر

 گياه دارويي آويشـن  جمعيتيژنتيكي درون و برون 

استفاده كرد كـه از   ISSR ز نشانگر ملكوليكرماني ا

بانـد بـا    127آغازگر بكار رفتـه، تعـداد    12مجموع 

بانـد   22وضوح بالا توليد گرديد كه از ايـن تعـداد   

باند داراي چند شكلي بودنـد. در   105يك شكل و 

ــوع ژنتيكــي   ــه  31بررســي تن ــك بوت  Thymusت

caespititus آوري شده از سـه منطقـه كـوروا،    جمع

 11ريس و گارسيوسـا (پرتغـال) بـا اسـتفاده از     فلو

 127به ترتيـب   RAPDآغازگر  17و  ISSRآغازگر 

باند چند شكل توليد شد. اطلاعات بدسـت   199و 

آوري شـده از منـاطق كـوروا و    آمده گياهـان جمـع  

ــان   ــه اي از گياهـ ــروه جداگانـ ــوريس را در گـ فلـ
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ــع ــرار داد   جم ــا ق ــه گارسيوس ــده از منطق آوري ش

)Trindade et al., 2009 .(آويشن دنايي )Thymus 

daenensis Celak.(    انحصـاري از گياهـان دارويـي 

درصد اسانس بالا و نيز ميزان  ايران بوده كه به دليل

هاي ي اسانس آن در مقايسه با ساير گونهتيمول بالا

 اي برخـــوردار اســـتآويشـــن از اهميـــت ويـــژه

)Barazandeh & Bagherzadeh, 2007( . از

ين گونه پراكنش وسيعي در ايـران داشـته   ا هآنجائيك

با اغلب شـرايط آب   كه نشان از سازگاري بالاي آن

رسـد كـه   لـذا بـه نظـر مـي     ،باشدمي ايران و هوايي

نيـز  هاي دارويي اين گيـاه و  شناخت بيشتر پتانسيل

بتواند از انقـراض آن  سازي آن كمك به فرايند اهلي

ار و كــوكشــتزمينـه   همچنــينجلـوگيري كــرده و  

 پـژوهش زيادي را فراهم آورد. در ايـن   زايياشتغال

ايـن گونـه بـا    هـاي  تنوع ژنتيكي برخي از جمعيـت 

مورد ارزيابي قـرار گرفتـه    ISSRاستفاده از نشانگر 

  است.

  

  هامواد و روش

در ابتدا مناطق پـراكنش آويشـن دنـايي بـا     

 ,Jamzadشناسايي گرديد ( استفاده از منابع مختلف

بــين آنهــا، ســه اســتان مركــزي،  . ســپس در)2009

. بــه كمــك نــرم ندهمــدان و لرســتان انتخــاب شــد

مـدل  و نقشـه هـاي    google earth ،GISافزارهاي 

خصوصيات جغرافيـايي هـر منطقـه     1 رقومي ارتفاع

                                                 
1 - Digital Elevation Model 

 1391. در اوايـل مـرداد   )1(جدول  استخراج گرديد

به مناطق مورد نظر مراجعه كرده و بذور مربوط بـه  

آوري ي گرديد. بذرهاي جمـع آورهر جمعيت جمع

شده در گلخانـه گـروه علـوم و مهندسـي باغبـاني      

هـاي  در گلـدان  تهـران  پرديس كشاورزي دانشـگاه 

سـانتيمتر) و   6و عـرض   9يكبار مصـرف (ارتفـاع   

) تكثيـر  1:1بستر كشت ماسه بادي و پيت (نسـبت  

  شدند.

هاي گياهي نمونه DNAبه منظور استخراج 

) Doyle & Doyle, 1990از روش دويل و دويـل ( 

كميــت و  ،DNAاســتفاده شــد. پــس از اســتخراج 

كيفيت آن با اسـتفاده از دو روش اسـپكتروفتومتري   

(دستگاه نـانودراپ) و الكترفـورز ژل آگـارز مـورد     

بررسي قرار گرفت. با استفاده از دسـتگاه نـانودراپ   

 260در طـول مـوج    DNA ميـزان جـذب محلـول   

ــدار  ــده و مق ــت آم ــانومتر بدس ــر   DNA ن در ه

ميكروليتــر بــر حســب نــانوگرم در هــر ميكروليتــر 

محلول توسط برنامه نرم افزاري دسـتگاه بـراي هـر    

نمونه گزارش شد و بـا اسـتفاده از الكتروفـورز ژل    

هـر نمونـه    DNA آگارز يك درصـد، كيفيـت بانـد   

مشخص شـد. آغازگرهـاي مـورد اسـتفاده در ايـن      

بودند كـه از شـركت سـيناژن     ISCSسري  پژوهش

آغازگرهـاي مـورد اسـتفاده در     هيه شـدند. تـوالي  ت

  آمده است.  2جدول 
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  .پژوهشمشخصات جغرافيايي مناطق مورد  -1جدول 
Table 1- Geographical characteristics of studied regions. 

  استان
Province  

  منطقه جمع آوري
Collecting site  

ارتفاع از سطح 

  دريا (متر)
Altitude (m)  

  )Nرافيايي (عرض جغ
Latitude (N)  

  )Eطول جغرافيايي (
Longitude (E)  

 همدان

Hamedan  

 "Malayer 1 1844 34° 15' 00" 48° 35' 59 1ملاير 
 "Malayer 2  1891 34° 14' 49" 48° 35' 30 2ملاير 

 "Jowzan  1843 34° 15' 05" 48° 58' 25 جوزان

 مركزي

Markazi  

 "Arak  2032 33° 59' 35" 49° 32' 56 اراك
 "Khane mirane bala  2865 33° 59' 04" 49° 34' 04 خانه ميران بالا
 "Khane mirane paien  2250 34° 59' 14" 49° 34' 05 خانه ميران پايين
 "Shazand  1979 33° 54' 14" 49° 23' 48 شازند

  لرستان
Lorestan  

 "Zaghe  1825 33° 45' 03" 49° 01' 06 زاغه

  .ذوب آنهاآغازگرها، توالي و دماي  -2جدول 
Table 2- Primers, sequences and melting temperature. 

Tm 
 توالي

Sequence 
 آغازگر

Primer 
43.4 5′-ACACACACACACACACT-3′ ISCS77 

50.7 5′-AGAGAGAGAGAGAGAGYA-3′ ISCS87 
50.7 5′-GAGAGAGAGAGAGAGAC-3′ ISCS64 
44.6 5′-GAGAGAGAGAGAGAGAA-3′ ISCS65 
50.7 5′-CACACACACACACACAG-3′ ISCS70 
50.7 5′-GAGAGAGAGAGAGAGAYC-3′ ISCS58 
50.7 5′-CACACACACACACACART-3′ ISCS51 
41 5′-GAAGAAGAAGAAGAAGAA-3′ ISCS43 

48.8 5′-CACACACACACACACARG-3′ ISCS47 
58.8 5′-ACACACACACACACACYG-3′ ISCS32 
57.6 5′-DBDBCCACCACCACCACCA-3′ ISCS18 
58.8 5′-TCTCTCTCTCTCTCTCTCC-3′ ISCS7 
58.8 5′-DBDBCACCACCACCACCAC-3′ ISCS17 
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تـرين دمـاي   براي به دست آوردن مناسـب 

تسـت   DNAاتصال هر آغازگر، با اسـتفاده از يـك   

انجـام   1سـايكلر گراديان دمايي توسط دستگاه ترمـو 

  شد.

ــره   ــنش زنجي ــام واك ــراي انج ــراز اي پليب م

)PCR 5/7ميكروليتـــري شـــامل   15) مخلـــوط 

، dNTPsميكروليتر كيت آمـاده آمپليكـون (شـامل     

PCR buffer ،Taq DNA Polymerase  وMgCl2 

ــر  5/2ميكروليتــر آغــازگر،  2)،  ــا  DNAميكروليت ب

ميكروليتـر آب   3نانوگرم در ميكروليتر و  30غلظت 

هـا توسـط   دوبار تقطير شده آماده شد. سپس نمونـه 

توسـط   PCRسانتريفيوژ به خوبي مخلـوط شـدند.   

 C1000Touchمدل  Bio-Radدستگاه ترمو سايكلر 

با شرايط زير انجـام شـد: واسرشـت سـازي اوليـه      

DNA  ژنومي در دمايC°94 35 دقيقـه،  5 مدت به 

 C°94 دمـاي  ثانيـه  50 شـامل  چرخه هر كه چرخه

 آغـازگر  اتصال براي ثانيه 50 سازي، واسرشت براي

 C°72دقيقـه دمـاي    5/2واسرشت شـده،   DNA به

دقيقـه دمـاي    5جديد و  DNA رشته گسترش براي

C° 72 بود نهايي گسترش براي.  

ميكروليتر از هر نمونه  PCR ،8پس از اتمام 

ميكروليتر بافر بارگذاري در هر چاهـك   3به همراه 

آميزي از درصد ريخته شد. براي رنگ 5/1ژل آگارز 

از  PCRقطعات محصول ژل رد، براي تخمين طول 

                                                 
1 - Thermocycler 

 TBEو براي الكتروفـورز از بـافر    kb 1سايز ماركر 

دقيقـه بـا    180استفاده گرديد. الكتروفورز به مـدت  

ولت انجام گرديد. پس از مدت زمان  75ولتاژ ثابت 

ذكر شده، عكسبرداري از ژل به كمـك دسـتگاه ژل   

ــدل  انجــام  UVP BioDoc-1tTM systemداك م

  گرفت. 

رها، ميزان تنـوع درون و بـين   ارزيابي آغازگ

، رسم نمـودار  هاجمعيت، فاصله ژنتيكي هاجمعيت

هـاي هماهنـگ   بر اساس مولفهها جمعيتدو بعدي 

ــزار  ــرم اف انجــام  GenALEx 6.4اصــلي توســط ن

گرفــت. محتــوي پلــي مورفيســم نســبي آغازگرهــا 

)PIC ( 2 فرمـول  با اسـتفاده ازpi∑-1PIC=   توسـط 

كه در اين  بدست آمد PowerMarker 3.0نرم افزار 

ام هر جايگاه ژني بـراي كليـه   iبرابر با آلل  pفرمول 

شاخص تنوع ژنتيكي شانون بـا   باشد.ها ميژنوتيپ

محاسبه گرديـد   iln p ip - =H استفاده از فرمول

تعـداد كـل    nام و iفراواني آلل  ip كه در اين فرمول

 ت.هـاي مشـاهده شـده در آن مكـان ژنـي اس ــ    آلـل 

 iH = فرمولشاخص تنوع ژني ني نيز با استفاده از 

2pij -1       بدسـت آمـد كـه در ايـن فرمـولijp 

 هاست.مجموع آلل nو  iبراي نشانگر  jفراواني آلل 

هـاي  بـر اسـاس داده  هـا  جمعيـت اي تجزيه خوشـه 

به كمك نرم افـزار   ISSRمولكولي حاصل از تجزيه 

PopGen32   ط بـين نشـانگرهاي   انجام شـد و ارتبـا

ISSR  هـاي  جمعيـت  شناسـي ريختو خصوصيات
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خطـي  نيـز بـا اسـتفاده از رگرسـيون      پژوهشمورد 

 SPSS21چندگانه گام به گام بـه كمـك نـرم افـزار     

  بدست آمد.

  

  نتايج و بحث

آغـازگر مـورد اسـتفاده     13 پـژوهش در اين 

باند ايجـاد نمودنـد.    293قرار گرفت كه در مجموع 

بانـد   22باند چند شكل و تعداد  271از اين تعداد، 

) توسـط  34يك شكل بودند. بيشترين تعداد بانـد ( 

) توسـط  18و كمترين تعداد باند ( ISCS64آغازگر 

بدســـت آمـــد.  ISCS17و  ISCS87آغازگرهـــاي 

) تعـداد بانـد   15) و كمترين (34همچنين بيشترين (

و  ISCS64چند شكل به ترتيب توسط آغازگرهاي 

ISCS17 .ميانگين تعـداد كـل بانـدهاي     بدست آمد

و ميـانگين   5/22مشاهده شده به ازاي هـر آغـازگر   

 8/20تعداد باندهاي چند شكل به ازاي هر آغـازگر  

ــا  )% 100بــود. بيشــترين درصــد چنــد شــكلي (  ب

، ISCS64 ،ISCS65 ،ISCS43آغازگرهـــــــــاي 

ISCS47  وISCS32   بدست آمد و كمترين درصـد

بدسـت   ISCS7 آغازگر توسط) ٪ 81چند شكلي (

هـا  آمد. ميانگين چنـد شـكلي در مجمـوع آغـازگر    

). اندازه باندهاي تشكيل 3بود (جدول  % 92حدود 

ده در محـدو  پـژوهش شده توسط آغازگرهاي مورد 

 Bigdeloo در پژوهشي .جفت باز بودند 500تا  50

هـاي  آغازگر تنوع جمعيت 12) با استفاده از 2010(

ابي قرار داد كـه  مختلف آويشن كرماني را مورد ارزي

 127آغازگر بكار گرفته شده، تعـداد   12از مجموع 

 22باند با وضوح بالا مشاهده كرد و از ايـن تعـداد،   

باند داراي چند شكلي بودند.  105باند يك شكل و 

بيشترين درصـد چنـد شـكلي توسـط      ويهمچنين 

درصـد (آغــازگر   94آغازگرهـاي مـورد اســتفاده را   

IS14 صد (آغازگرهاي در 63) و كمترين راIS23  و

IS24 .گزارش كرد (Mondak )2013   تنـوع چنـد (

 ISSRگونه مختلف آويشن را با استفاده از نشـانگر  

ــه كمــك  ــرار داد و   12ب ــابي ق آغــازگر مــورد ارزي

بيشترين چند شكلي بدست آمده توسط آغازگرهاي 

درصد گزارش كرد. محتـواي   4/70مورد استفاده را 

 13محاسبه شده بـراي  ) PICاطلاعات چندشكلي (

تـا   08/0از  11/0آغازگر مورد اسـتفاده بـا متوسـط    

متغير بود. ميزان اطلاعات چند شكلي، يكي از  15/0

هاي مختلف هاي مهم جهت مقايسه نشانگرشاخص

باشد. مقادير بالاي اين از لحاظ قدرت تمايز آنها مي

معيار دلالت بر چند شـكلي بـالا و وجـود آلـل يـا      

ر در يك جايگاه نشانگري اسـت كـه در   هاي نادآلل

 ,Mondakتفكيك و تمايز افراد نقش بسزايي دارد (

ــر اســاس نتــايج بدســت آمــده،  2013 ). بنــابراين ب

با داشتن  ISCS17و  ISCS70 ،ISCS7آغازگرهاي 

نقــش بيشــتري در تميــز    PICبيشــترين مقــدار  

هــاي آويشــن دنــايي در مقايســه بــا ســاير ژنوتيــپ

  آغازگرها داشتند.
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 هـاي جمعيـت بكار رفته در  ISSRتوالي و درصد چند شكلي مشاهده شده توسط آغازگرهاي   -3جدول 

  .مختلف آويشن دنايي
Table 3- Sequence and observed polymorphism percentage by used ISSR primers in 

different populations of Thymus daenensis Celak.   

 آغازگر
Primer 

آغازگرتوالي   

Primer sequence 

تعداد كل 

باندهاي 

 مشاهده شده
Total 

observed 

bands 

 تعداد باندهاي 

 چند شكل

Number of 

polymorphic 

bands 

 درصد 

 چند شكلي

Polymorphism 

percentage  

  محتوي 

پلي مورفيسم 

 )PICنسبي (

Polymorphism 

information 

content  
ISCS77 5′-ACACACACACACACACT-3′ 25 21 84 0.14 
ISCS87 5′-AGAGAGAGAGAGAGAGYA-

3′ 18 17 94.4 0.08 
ISCS64 5′-GAGAGAGAGAGAGAGAC-3′ 34 34 100 0.09 
ISCS65 5′-GAGAGAGAGAGAGAGAA-3′ 21 21 100 0.09 
ISCS70 5′-CACACACACACACACAG-3′ 20 17 85 0.15 
ISCS58 5′-GAGAGAGAGAGAGAGAYC-

3′ 20 18 90 0.12 
ISCS51 5′-CACACACACACACACART-3′ 21 19 90.5 0.09 
ISCS43 5′-GAAGAAGAAGAAGAAGAA-

3′ 24 24 100 0.09 
ISCS47 5′-CACACACACACACACARG-3′ 25 25 100 0.08 
ISCS32 5′-ACACACACACACACACYG-3′ 22 22 100 0.11 
ISCS18 5′-DBDBCCACCACCACCACCA-

3′ 24 21 87.5 0.11 
ISCS7 5′-TCTCTCTCTCTCTCTCTCC-3′ 21 17 81 0.13 
ISCS17 5′-DBDBCACCACCACCACCAC-

3′ 18 15 83.3 0.14 

 Mean 22.5 20.8 92 0.11    ميانگين

  

هـاي مولكـولي   نتايج تجزيـه واريـانس داده  

در هـا  جمعيـت نشاندهنده تنوع بسيار بـالاي درون  

بـود، طوريكـه از كـل    هـا  جمعيـت مقايسه بـا بـين   

 تنـوع ژنتيكـي  درصـد   98واريانس مشـاهده شـده،   

درصد مربوط به  2و تنها ها جمعيتمربوط به درون 

).  بطور كلي در مورد 4بود (جدول ها جمعيتبين 

هاي وحشي، فاصـله جغرافيـايي و جريـان    جمعيت

هـا تعيـين كننـده فاصـله ژنتيكـي      ژني بين جمعيت

شن به علت جريان ژني هاي دگرگباشد. در گونهمي

ها كم بوده و در عـوض  بالا، فاصله ژنتيكي جمعيت

ها بالا است. در مورد تنوع ژنتيكي در درون جمعيت

ــين  ايــن گونــه هــا در صــورتي كــه جريــان ژنــي ب
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هـا تحـت تـاثير عوامـل غيرطبيعـي چـون       رويشگاه

رويـه، چـراي   ها در اثر چراي بـي تخريب رويشگاه

ود، فاصـله ژنتيكـي   مفرط و ساير عوامـل قطـع ش ـ  

يابـد و بـه علـت    هاي منقطـع افـزايش مـي   جمعيت

پـس  هـا  موژني و افتـراق بـين جمعيـت   وافزايش ه

 ,Hamrick & Godtژنتيكي رخ خواهد داد ( رفتگي

1989 .(Bigdeloo )2010  بـرروي ) در مطاله خـود 

جمعيت آويشن كرماني بـا   7ژنوتيپ مربوط به  70

كرد كـه تنـوع    گزارش ISSRآغازگر  12استفاده از 

درصد و تنوع بين  67ژنتيكي درون جمعيتي حدود 

) با Yavari )2009بود. همچنين  33جمعيتي حدود 

جمعيت آويشن آذربايجاني بـا اسـتفاده از    6مطالعه 

، ميـزان تنـوع درون جمعيتـي را    RAPD نشانگر 21

درصد گزارش  24درصد و تنوع بين جمعيتي را  76

 ISSRنشـانگر   12 ) به كمكMondak )2013كرد. 

تنوع درون و بـين جمعيتـي چنـد گونـه آويشـن را      

مورد ارزيابي قـرار داد و ميـزان تنـوع بـين و درون     

  درصد گزارش كرد. 73و  27جمعيتي رابه ترتيب 

  

  .هاي آويشن دناييجمعيت) AMOVAتجزيه واريانس مولكولي ( -4جدول 
Table 4- Molecular variance analysis of Thymus daenensis Celak. Populations. 

 منبع تغييرات
Source of variation 

 درجه آزادي

Degree of 

freedom 

 ميانگين مربعات
Mean of 

squares 

واريانس 

 تخميني
Estimated 

variance 

 ژنتيكي واريانس

(%) 
Genetic variance 

(%) 
 Among populations  7 26.71 0.428 2  هاجمعيت بين

 Within هاجمعيتدرون 

populations  
49 23.72 23.72 98 

 Total 56 - 24.14 100كل 

  

از هــا جمعيــتبــراي ارزيــابي تنــوع درون 

هـاي  هاي مشاهده شده، تعداد آللميانگين تعداد آلل

موثر، شاخص تنوع شانون و درصد بانـدهاي چنـد   

شكل استفاده گرديد و ميـزان فاصـله ژنتيكـي بـين     

) Nei, 1973از شـاخص نـي (  با استفاده ها جمعيت

بدست آمد. بر اساس نتايج بدست آمـده، بيشـترين   

 جمعيـت هاي مشـاهده شـده مربـوط بـه     تعداد آلل

شـازند بـود.    جمعيـت جوزان و كمترين مربوط بـه  

جوزان  جمعيتهمچنين بيشترين تعداد آلل موثر در 

مشـاهده گرديـد. در    1ملاير  جمعيتو كمترين در 

زان بــالاي دگرگشــني و گيــاه آويشــن بــه دليــل ميــ

ــي ــزان   تلاقـ ــه اي، ميـ ــين گونـ ــاي درون و بـ هـ
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هتروزيگوسيتي و تنوع بالاست. بر اساس شـاخص  

شـــانون و نيـــز هتروزيگوســـيتي بدســـت آمـــده، 

جوزان و زاغه داراي بيشترين تنـوع و  هاي جمعيت

شازند كمترين تنوع را داشت. نتايج درصد  جمعيت

ــالا    ــوع ب ــود تن ــز وج ــكل ني ــد ش ــدهاي چن در بان

ــايين در هــاي جمعيــت جــوزان و زاغــه  و تنــوع پ

ــت ــدول  جمعيــ ــان داد (جــ ــازند را نشــ  )5شــ

  .هاي تنوعها بر اساس شاخصدرون جمعيت ژنتيكي تنوع -5جدول 
Table 5- Genetic diversity within populations based on diversity indices. 

 جمعيت

Population 
Na Ne H He PA % Pol 

1ملاير   
Malayer 1 

0.056 ± 0.96  0.009 ± 1.1  0.01 ± 0.13 
 0.006 ± 

0.077 
7 44.3  

2ملاير   
Malayer 2 

 0.055± 0.77  0.011 ± 1.1  0.011 ± 0.13 
 0.007 ± 

0.078 
0 34.8  

 جوزان

Jowzan 
 0.055± 1.22  0.012 ± 1.14  0.011 ± 0.18 

 0.007 ± 
0.105 

10 57.6  

 اراك
Arak 

 0.056± 0.92  0.012 ± 1.13  0.012 ± 0.15 
 0.008 ± 

0.094 
3 42.6  

 خانه ميران بالا

Khane miran bala 
 0.055 ± 0.79  0.01 ± 1.1  0.011 ± 0.13 

 0.007 ± 
0.079 

4 36.1  

 خانه ميران پايين

Khane miran 

paien 
 0.056 ± 0.93  0.011 ± 1.13  0.012 ± 0.16  0.007± 0.096 12 42.6  

 زاغه
Zaghe 

 0.055 ± 1.2  0.011 ± 1.13  0.011 ± 0.17 
 0.007 ± 

0.102 
19 56.3  

 شازند

Shazand 
 0.044± 0.4  0.015 ± 1.11  0.013 ± 0.09 

 0.009 ± 
0.065 

3 15.7  

 ميانگين
Mean 

 0.02 ± 0.904  0.004± 1.12  0.004 ± 0.147 
 0.004 ± 

0.087 
7.2 41.3  

Naتعداد آلل مشاهده شده : ،The number of observed alleles، Ne  تعداد آلـل مـوثر : ،The number of effective alleles    

H شاخص شـانون : ،Shannon’s index    He مـورد انتظـار   : هتروزيگوسـيتي ،Expected heterozygosity   PA هـاي اختصاصـي،   : آلـل

Private alleles    Polچند شكلي : ،Polymorphism.  
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اسـاس شـاخص نـي     نتايج بدست آمده بـر 

ــت  ــه در جمعي ــورد نشــان داد ك ــاي م ــژوهشه ، پ

بيشترين تفاوت و فاصله ژنتيكـي بـين دو جمعيـت    

) و كمتـرين  036/0شازند و خانه ميران پايين بـود ( 

فاصله ژنتيكي يا به عبـارتي ديگـر بيشـترين تشـابه     

 1و جوزان و نيز ملاير  1ملاير  جمعيتژنتيكي بين 

).  بطـور كلـي   007/0( و خانه ميران بالا ديـده شـد  

ــت ــي، داراي   جمعي ــر اســاس شــاخص ن شــازند ب

بـود  هـا  جمعيـت بيشترين فاصله ژنتيكـي بـا سـاير    

و  شناســيريخــت). نتــايج خصوصـيات  6(جـدول  

عملكردي نيز بيانگر اين واقعيت بود، چرا كـه ايـن   

بطــور كلــي داراي رشــد كــم و عملكــرد  جمعيــت

. در بـود  هـا جمعيـت پايينتري در مقايسـه بـا سـاير    

هاي مختلـف  ) روي جمعيتYavari )2009مطالعه 

آويشن آذربايجاني، بيشترين فاصله بين جمعيت ها، 

ــين    13/0 ــت. همچن ــده اس ــزارش ش  Bigdelooگ

چنــد جمعيــت آويشــن  روي پــژوهش) بــا 2010(

 23/0هـا را  كرماني، بيشترين فاصـله بـين جمعيـت   

ــرد. ــزارش ك ــا Mondak )2013 در پژوهشــي گ ) ب

هـاي  هـاي مختلـف از گونـه   معيتج پژوهش روي

كه فاصله ژنتيكي بين نمود مختلف آويشن گزارش 

متغيـر بـود. يكـي از     406/0تا  032/0ها از جمعيت

منـدي  معيارهاي انتخاب والدين براي تلاقي و بهـره 

از پديده هتـروزيس در گياهـان دگرگشـن، فاصـله     

باشد. معمولاً هـر چـه والـدين از لحـاظ     ژنتيكي مي

ــي فا ــوع و   ژنتيك ــند، تن ــته باش ــتري داش ــله بيش ص

هتروزيس بيشتري در نتـاج مشـاهده خواهـد شـد.     

ــايج   ــر اســاس نت  وحاضــر  پــژوهشبطــور كلــي ب

، در گيـاه آويشـن   پژوهشـگران هـاي سـاير   پژوهش

چندان زياد  هاجمعيتاختلاف و فاصله ژنتيكي بين 

بـه دليـل    هـا جمعيـت ها در درون نبوده ولي تفاوت

هـاي  ه و وقوع هيبريداسـيون دگرگشن بودن اين گيا

ــين  ــهدرون و ب ــه  بالاســت. ياگون ــه ب ــايج تجزي نت

ــه ــگ اصــلي دادهمولف ــاي مولكــولي هــاي هماهن ه

ها نشان داد كه سه مولفـه هماهنـگ اصـلي    جمعيت

هـاي  درصد از تغييـرات داده  02/96اول در مجموع 

، مولفـه  02/67مولكولي را توجيه كردند. مولفه اول 

ــه 27/20دوم  ــد از كــل   74/8ســوم  و مولف درص

  تغييرات مولكولي را تبيين نمودند.
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  .هاي آويشن دنايي بر اساس شاخص نيجمعيتفاصله ژنتيكي  -6جدول 
Table 6- Genetic distance of Thymus daenensis Celak. Populations based on Nei index. 

 جمعيت

Population  

 1ملاير 

Malayer 

1  

 2ملاير 

Malayer 

2  

 جوزان

Jowzan  
 اراك

Arak  

خانه ميران 

 بالا

Khane 

miran 

bala  

خانه ميران 

 پايين

Khane 

miran 

paien  

 زاغه

Zaghe  

 شازند

Shazan

d  

  1ملاير 
Malayer 1 

0                

 2ملاير 
Malayer 2  

0.010  0              

 جوزان

Jowzan  
0.007  0.009  0            

 اراك

Arak  
0.008  0.009  0.008  0          

 بالا خانه ميران

Khane miran bala  
0.007  0.011  0.009  0.008  0        

 خانه ميران پايين

Khane miran paien  
0.009  0.020  0.012  0.012  0.012  0      

 زاغه

Zaghe  
0.009  0.008  0.008  0.010  0.010  0.015  0    

 شازند

Shazand  
0.029  0.029  0.025  0.031  0.029  0.036  0.026  0  

ــتترســيم  ــر اســهــا جمعي ــه ب اس دو مولف

هماهنگ اول به صورت يك نمودار دو بعدي (بـاي  

، اراك و 1ملايـر  هـاي  جمعيتپلات) نشان داد كه 

خانه ميران بالا در يك گروه، جوزان، زاغه و شازند 

خانـه ميـران پـايين  و    هاي جمعيتدر يك گروه و 

هر كـدام در گـروه مجزايـي قـرار گرفتنـد       2ملاير 

هـا بـر اسـاس    معيتتجزيه خوشه اي ج ).1 (شكل

ــا  داده هــاي مولكــولي نيــز نتــايجي نســبتا مشــابه ب

هـاي  ها بر اساس تجزيه به مولفهپراكندگي جمعيت

ــت  ــدگي جمعي هــا در هماهنــگ اصــلي داد و پراكن

هــاي مختلــف ارتبــاط نزديكــي بــا فاصــله  خوشــه

  ).2جغرافيايي آنها نداشت (شكل 
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  .تجزيه به مولفه هاي اصليها با استفاده از جمعيتگروه بندي  -1شكل 

Figure 1- Populations grouping using of principal components analysis. 

  

بـر  هـا  جمعيـت به طور كلـي، گـروه بنـدي    

هاي مولكولي تطـابق چنـداني بـا گـروه     اساس داده

نداشـت. دلايـل   هـا  جمعيـت  شناسـي ريخـت بندي 

جمله  تواند در اين زمينه مطرح باشد. ازمتعددي مي

اينكه ممكـن اسـت نـواحي ژنـومي مـورد بررسـي       

توســط نشــانگرهاي مولكــولي متفــاوت از نــواحي 

مورد بررسي  شناسيريختژنومي رمزكننده صفات 

باشد. همچنين با توجه به اينكه دو مولفه هماهنـگ  

درصد تغييـرات مولكـولي را    87اصلي اول بيش از 

ــر يكنواخــت   ــد، حــاكي از پوشــش غي تبيــين كردن

 باشـد در سطح ژنوم مـي  پژوهشگرهاي مورد نشان

)Mohammadi et al., 2002(.  

  

  سپاسگزاري

دانيم كه از دانشگاه تهران به بر خود لازم مي

هاي مالي و نيز از آقايـان دكتـر فـواد    خاطر حمايت

، فاتحي، دكتر رحمت محمدي، دكتـر يـاور وفـايي   

و دكتر عبداالله خديوي به خاطر  دكتر هديه بدخشان

نهايـت تشـكر و    پـژوهش اين  در اي علميهكمك

  .سپاس را داشته باشيم

  

  

  

  



)7139ستان تاب، 2، شماره 10مجله بيوتكنولوژي كشاورزي (دوره   

72 
Journal of Agricultural Biotechnology; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 

  

  
 .UPGMAروش  با استفاده از هاي مولكوليداده ايتجزيه خوشه -2شكل 

Figure 2- Cluster analysis of molecular data using UPGMA method. 
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Abstract 

Evaluation of diversity among different populations of wild species is one of the first and 

most important steps in domestication and breeding process. Thymus daenensis Celak. is an 

endemic medicinal plants of Iran with high essential oil percentage and thymol content and 

therefore, in order to domestication of this plant species, evaluation of different populations is 

necessary. In this study were used 13 ISSR primers for evaluation of within and among diversity 

of eight populations of this plant species (Malayer 1, Malayer 2, Arak, Jowzan, Khane e Miran 

Bala, Khane e Miran Paien, Zaghe and Shazand) that total of 293 bands were generated by these 

primers. The calculated PIC for primers varied from 0.08 to 0.15. Genetic diversity within 

populations was higher than between populations. 98% of variance belonged to within 

populations and only 2% of variance belonged to among the populations. The genetic distance of 

the populations had no correspondence with geographical distance. The populations of Jowzan 

and Shazand had the highest and the lowest diversity based on PIC index, respectively. The 

highest genetic distance based on Nei's index was observed between Shazand and Khane e Miran 

Paien populations and the highest genetic similarity was observed between Malayer 1 to Jowzan 

and Khane e Miran Bala populations that could be importance in domestication and breeding of 

this plant species. 

Keywords: Thymus daenensis Celak., Endemic, Diversity, ISSR. 
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