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چکیده
عنوان  به  معمولاً  آویشن  های  گونه  است.  نعناعیان  خانواده  جنسهای  معروفترین  و  بزرگترین  از  یکی  آویشن  هدف:  و  سابقه 
جوشانده گیاهی، ادویه، چاشنی غذا و گیاه دارویی استفاده میشوند. گونه Thymus Pubescens اغلب میتواند در مناطق شمال و غرب 
 ایران رشد کند. توصیف گیاهان بوسیله نشانگرهای مولکولی یک راهکار مطلوب برای اصلاح و حفاظت از منابع ژنتیکی گیاهی است. 
تصادفی  آغازگر   30 بوسیله  بودند،  شده  جمعآوری  ایران  مختلف  نواحی  از  که   T.Pubescens توده  دوازده  روش ها:  و  مواد 
تغییرات  کمی  با  همکاران  و  خانوجا  روش  اساس  بر  ها  نمونه  از  ژنومی   DNA استخراج  شدند.  غربال  چندشکلی  ارزیابی  جهت 
گردید. ترسیم   UPGMA روش  بوسیله  دندوگرام  و  شد  محاسبه  جاکارد  تشابه  ضریب  بوسیله  ژنتیکی  تشابه  گرفت.   انجام 

باند  تعداد  میانگین  بودند.  چندشکل  باند   273 که  کردند  تولید  باند   360 شده  انتخاب  آغازگر   27 آغازگرها،  کل  از  یافته ها: 
تجزیه کلاستر  برآورد شد.  اطلاعات چندشکلی 0/35  میانگین محتوای  بودند.  باند چندشکل  بود که 10/11  آغازگر 13/33  برای هر 
نمودند. تقسیم  عمده  گروه   سه  به  را  توده   12 این  اصلی  مولفههای  به  تجزیه  همچنین  و   UPGMA الگوریتم  بوسیله   اطلاعات 

بحث: نتایج نشان داد که روش RAPD، برای برآورد تنوع ژنتیکی در جمعیت های آویشن کوهی مناسب و مفید است. در مجموع 
نیمرخ RAPD توده های آویشن را براساس توزیع جغرافیایی از همدیگر تمیز داد.

RAPD  چندشکلی، نشانگر ،Tymus Pubescens :كلمات کلیدی

مقدمه
نعناعیان است و دارای حدود  جنس آویشن متعلق به خانواده 
215 گونه علفی و درختچهای کوچک در دنیا است )21(. گونه 
در شمال  را  پراکنش  بیشترین   )T.Pubescens( کوهی  آویشن 
و غرب ایران دارد و هرچه به سمت جنوب و شرق ایران می­

این  کلی  به طور  میشود.  کاسته  گونه  این  پراکنش  از  رویم 
پوشش  تاج  لحاظ  به  و  است  مراتع  طبیعی  پوشش  جزو  گونه 
معطر  و  دارویی  نقش  بر  علاوه  دارد  که  وسیعی  و  گسترده 
می­ برخوردار  خاصی  اهمیت  از  نیز  خاک  حفاظت  در  بودن 

علت  به  گونه  این  اسانس،  عمده  ترکیبات  نظر  از   .)9(  باشد 

بالایی  از کیفیت نسبتاً  تیمول،  و  بودن مجموع کارواکرول  بالا 
و %14/1  تیمول  دارای %37/9  گونه  این   .)2( است  برخوردار 
کارواکرول میباشد )26(. البته محتوای فنلی گونه ها علاوه بر 
به طوری  قرار میگیرد  تاثیر شرایط محیطی هم  ژنوتیپ تحت 
که سه گونه T.pubescens ،T.kotschyanusو T.Caucasicus از 
لحاظ محتوای فنلی و خاصیت ضد میکروبی مورد بررسی قرار 
فنلی  محتوای  میزان  کمترین   T.pubescens گونه  که  گرفتند 
را نشان داد )24(. مطالعات تنوع زیستی مختلفی در این گونه 
انگشتنگاری در  اینکه در تحقیقی  از جمله  است؛  انجام گرفته 
تعدادی از گونه ها از جمله گونه T.Pubescens، بوسیله تکنیک 
TLC انجام گرفت و یک باند اختصاصی در این گونه به دست 

ارائه می­ گونه  این  برای شناسایی  مناسب  آمد که یک روش 
گیاه روی  بر  محدودی  اصلاحی  و  ژنتیکی  )7(.مطالعات   داد 
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دو  تحقیقی  در  است.  گرفته  صورت  کشور  در   T. pubescens

سطح پلوئیدی )دیپلوئید و تتراپلوئید( با عدد پایه کروموزومی 
15 برای این گونه گزارش گردیده است )17(. میرزایی ندوشن و 
 T. pubescens همکاران با تجزیه علیت در صفات موثر بر اسانس
میزان  اسانس،  و  مورفولوژیکی  صفات  بین  که  نمودند  گزارش 
همبستگی روابط قابل توجه است )8(. محافظت از تنوع زیستی 
یکی از مهمترین دغدغه های بشر میباشد. نشانگرهای مولکولی 
یک ابزار ارزشمندی را برای توصیف و ارزیابی تنوع ژنتیکی درون 
گونهها فراهم کردهاند )32(. نشان داده شده است که نشانگرهای 
در   .)5( میدهند  نشان  را  تنوع  از  متفاوتی  کلاسهای  مختلف، 
میان انواع نشانگرهای مولکولی، RAPD یک روش ارزان و سریع 
و بدون نیاز به اطلاعات اولیه در مورد ژنوم مورد نظر است )4(. 
تعیین  میتواند در  میکند که  فراهم  را  اطلاعاتی   RAPD آنالیز 
تمایز گونه ها و روابط فیلوژنتیکی در سطح مولکولی کمک کند 
)29(. در این گونه چندین تحقیق در مورد تنوع ژنتیکی براساس 
نشانگرهای مولکولی هم انجام گرفته از جمله اینکه در تحقیقی 
 T. migricus ،تنوع ژنتیکی این گونه با گونه های آویشن دنایی
و T.kotschyanus بوسیله نشانگر RAPD مورد آنالیز قرار گرفت 
)1(. در تحقیقی دیگر گونه T.pubescens با 14 گونه مختلف 
 RAPD نشانگر  بوسیله  ژنتیکی  تنوع  شناسایی  جهت  آویشن 
تشابه  بیشترین  تحقیق  این  در  که  گرفت  قرار  بررسی  مورد 
ژنتیکی را با گونه T.leucotrichus نشان داد )30(. در پژوهشی 
دیگر تنوع ژنتیکی سه گونه T. kotschyanus ،T. pubscens و 
T.persicus بوسیله الکتروفورز پروتئینهای ذخیرهای بذر انجام 

گرفت که نمونه های گونه T.pubescens همگی در یک کلاستر 
این  از  قرار گرفتند )18(.هدف  گونهها  بقیه  به  نسبت  جداگانه 
 Thymus توده های مختلف  بین  ژنتیکی  روابط  برآورد  تحقیق 
Pubescens  جمعآوری شده از نواحی متفاوت ایران به منظور 

بهره ‌برداری های اصلاحی بود.
مواد و روش ها

تعداد 12 توده از بانک ژن موسسه تحقیقات مراتع و جنگلهای 
کرج که از مکانهای مختلف ایران بودند جمع آوری شد)جدول1(.
جدول1- فهرست توده های T.Pubescens  و جزئیات مکان جمع آوری

Collection site State
1 C1 Siahkal Gilan Iran
2 C2 Zanjan Zanjan Iran
3 C3 Ghazvin Ghazvin Iran
4 C4 Piranshahre Azarbaijangharbi Iran
5 C5 unknown Unknown Iran

6 C6 unknown Unknown Iran
7 C7 Zanjan Zanjan Iran
8 C8 Maragheh Azarbaijansharghi Iran
9 C9 Gharehchaman Azarbaijansharghi Iran
10 C10 Saghez Kordestan Iran
11 C11 Zanjan Zanjan Iran
12 C12 Tehran Tehran Iran

های  توده  از  کدام  هر  برگهای  از  ژنومیک   DNA استخراج 
دستورالعمل  براساس   )20( تغییرات  کمی  با   T.Pubescens

 DNA کمیت  گرفت.  انجام  خانوجا)11(  روش  به  استخراج 
ژنومیک استخراج شده بوسیله دستگاه بیوفتومتر با اندازهگیری 
DNA هم مورد  نانومتر محاسبه شد و خلوص  جذب در 260 
 ،PCR واکنش  انجام  جهت   DNA ذخیره  گرفت.  قرار  بررسی 
 DNA رسانده شد. خلوص  میکرولیتر  بر  نانوگرم  به حجم 10 
  %0/8 آگارز  ژل  روی  بر  ها  نمونه  بارگذاری  بوسیله  همچنین 
 λ  ،DNA نشانگر  با یک  مقایسه  با  آن هم  و غلظت  انجام شد 
دستگاه  یک  در   PCR واکنش  گرفت.  قرار  ارزیابی  مورد   )25(
حجم  با   2 جدول  در  موجود  دستورالعمل  طبق  ترموسایکلر 
 )31( همکاران  و  ویلیامز  روش  براساس  میکرولیتر   25 نهایی 

انجام گرفت.
جدول 2- مواد مورد نیاز برای واکنش PCR و غلظتهای آنها

 مواد 
واکنش

غلظت 
پایه

مقدار برای حجم نهایی غلظت نهایی
lμ25

PCR 2×101×بافر/Lμ5
کلرید 
منیزیم

mM501/50میلیمول/Lμ75

dNTP  mM
10

0/mM  20/Lμ5

.pآغازگر
mol10

0/p.mol4Lμ1

-Taq
 DNA
پلیمراز

unit51/Unit250/lμ25

آب مقطر 
استریل

-------
------

---

--------
---

Lμ19

DNAng100/ng4Lμ1

در مجموع 30 آغازگر از شرکت فزاپژوه تهران در این پژوهش 
مورد آنالیز قرار گرفت که در جدول 3 لیست آغازگرهای مورد 
استفاده آورده شده است. الگوهای نشانگر براساس حضور )1( یا 
عدم حضور )0( باند برای هر جایگاه امتیازدهی شدند. محدوده 
جهت  شد.  انتخاب   300  bp تا   bp1500 از  باندها  کدگذاری 
کلاستربندی نمونه ها، ماتریس فواصل ژنتیکی نی اندازهگیری 
الگوریتم  براساس  داروین  نرمافزار  بوسیله  دندوگرام   ،)23( شد 
UPGMA ترسیم شد )28(. همبستگیهای کوفنتیک همچنین 

1392،  بررسی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره سیزدهم، زمستان 
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فاصله  ماتریس  و خروجی  ورودی  بین  وابستگی  آزمایش  برای 
NTSYS ویرایش  نرمافزار  MXCOMP در  برنامه  )15( توسط 
به   T.Pubescens توده   12 میان  ارتباط  گرفت.  انجام   2/02
تکنیک  شد.  کشیده  تصویر  به  دندوگرام  در  گرافیکی  صورت 
از  یکسری  میکند  کمک   )PCA( اصلی  مولفههای  به  تجزیه 
متغیرها به تعداد کمی تبدیل شوند به این صورت که ژنوتیپهای 
یا سه  بعدی  دو  فضای  یک  به صورت  میتوان  را  مطالعه  مورد 

بعدی به تصویر کشید )14(. 

RAPD جدول3-آغازگرهای 10 نوکلئوتیدی برای نشانگر
توالی آغازگر

                    3’
5’

 کد
 مشخصه
آغازگر

توالی آغازگر
5’ 	3’

 کد
 مشخصه
آغازگر

ACGGCGTATGE19AGGGGTCTTGA051
AACGGTGACCE20GTGATCGCAGA102
TGCCGAGCTGOPA-

2
GGACTGGAGTB043

CAGCACCCACOPA-
13

TGCTCTGCCCB064
GTTTCGCTCCOPB-

1
GTCCACACGGB06*5

TGCGCCCTTCOPB-
5

GTAGACCCGTB116
GGTGACGCAGOPB-

7
GGAGGGTGTTB157

GTCCACACGGOPB-
8

GTCGCCGTCAD038
CTGCTGGGACOPB-

10
TGAGCGGACAD059

TCTCAGCTGGOPH-
16

GGTCTACACCD1010
CACTCTCCTCOPH-

17
GGGGTGACGAD1311

GAATCGGCCAOPH-
18

CATCCGTGCTD1512
CTGGGGCTGAGGTGCGGGAAE0213
AGAGCCGTCAOPY-

7
GGTGACTGTGE1614

CCGACAAACCOPZ-
10

GGACTGCAGAE1815

یافته ها 
 از 30 آغازگر اولیه 27 آغازگر چندشکلی قابل قبولی را نشان 
دادند و برای آنالیزهای بعدی انتخاب شدند. جزئیات آغازگرهای 
چندشکلی،  درصد   ،PCR محصولات  تولید  برای  شده  انتخاب 
 )MI( نشانگر  شاخص  و   )PIC( چندشکلی  اطلاعات  محتوای 
باندی که در میان  از کل 360  در جدول 4 آورده شده است. 
باند چندشکل )75/83%( و 87  تمام تودهها تکثیر شد، 273 
باند یک شکل )24/17%( بودند. تعداد باندهای چندشکل از 4 
میانگین  گردید.  برآورد   )B06 وB06*( باند  تا 17   )D13( باند 
باند بود و درصد  باند چندشکل برای هر آغازگر 10/11  تعداد 
تا   OPY7 و   E18  ،D13 آغازگرهای  برای   %50 از  چندشکلی 

 OPZ10 وOPB5 ،OPA2 ،D05 ،B06 برای آغازگرهای  %100
متفاوت  توانایی  موجود  نتایج  بنابراین  )جدول4(.  بود  متغیر 
آغازگرها را در مشخص کردن تنوع در مطالعه تودهها نشان داد 
)شکل1(. یک ماتریس تشابه ژنتیکی از شاخص تشابه جاکارد 
گردید؛  محاسبه  تودهها  میان  در  تفاوتها  کمیت  تعیین  جهت 
 0/77 تا   0/1 محدوده  در  تودهها  بین  ژنتیکی  تشابه  ماتریس 
قرار داشت )جدول5(. ضریب همبستگی نسبتاً بالایی که بدست 
آمد )r=0.87( نشان داد که تجزیه خوشهای توانسته است بخوبی 
دادهها را برازش کند. دندوگرام توده های T.Pubescens بر پایه 
 )Bootstrap samples( با 100 بار نمونهبرداری RAPD اطلاعات
برای تعیین کارایی روشهای مورد استفاده، ترسیم شد )شکل2(. 
همه تودهها در ابتدا در سه گروه اصلی قرار گرفتند. گروه یک 
شامل نمونه های C3،C1 ،C4و C12؛ گروه دو شامل توده های 
 ،C9 ،C11 نمونه های بالاخره گروه سوم  و   C5 وC6 ،C2 ،C7

C8و C10 بود.

جدول4- نام و اطلاعات چندشکلی آغازگرها

%PPICPrimerMI%PPICPrimer
540.36E203.9820.28B041
1000.4OPA25.78850.34B06*2
900.28OPA87.141000.42B063
620.29OPA132.28630.33B114
640.35OPB16.54840.41B155
1000.36OPB53.28500.41D036
900.29OPB75.71000.38D057
870.36OPH162.08660.35D108
780.38OPH171.88500.47D139
550.23OPH183.82840.35D1510
810.44OPI132.7770.39E0211
500.32OPY71.48550.3E1612
1000.37OPZ101.65500.33E1813

2.06720.26E1914میانگین0.35

PIC: polymorphism information content. %P: percentage 

of polymorphism, MI: marker index

T.Pubescens در میان توده های RAPD شکل1- چندشکلی نمایان شده

بوسیله دو آغازگر B06)الف( و OPZ10)ب(. M: نشانگر اندازه؛ C: کنترل 

.T.Pubescens منفی؛ خطوط 1 تا 11: کد توده های

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره سیزدهم، سید محمود ضابطی و همکاران
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شکل2- دندوگرام توده های T. Pubescens برپایه اطلاعات RAPD. اعداد روی شاخه ها )Bootstrap( با 100 تکرار می باشند.

.T.Pubescens جدول 5- ماتریس تشابه ژنتیکی در میان توده های
C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11 C12

C1 1
C2 0.11 1
C3 0.33 0.15 1
C4 0.35 0.20 0.29 1
C5 0.17 0.24 0.21 0.26 1
C6 0.14 0.17 0.17 0.17 0.26 1
C7 0.14 0.25 0.17 0.19 0.19 0.23 1
C8 0.73 0.21 0.10 0.10 0.15 0.12 0.16 1
C9 0.15 0.25 0.13 0.20 0.15 0.14 0.19 0.31 1
C10 0.77 0.19 0.11 0.11 0.16 0.14 0.12 0.26 0.29 1
C11 0.14 0.27 0.10 0.16 0.16 0.13 0.18 0.23 0.34 0.24 1
C12 0.20 0.20 0.21 0.24 0.16 0.11 0.21 0.17 0.19 0.12 0.17 1

برای تجسم جزئیات ارتباط ژنتیکی بین توده های T.Pubescens آزمون PCA برای 273 باند تولید شده توسط 27 آغازگر RAPD انجام 
گرفت. نتایج آنالیز نمودار دوبعدی در شکل3 نشان داده شده است.

RAPD بوسیله نشانگرT.Pubescens شکل3- تجزیه به مولفه های اصلی توده های
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از  حاصل  دندوگرام  گروه بندی  با  آمده  به دست  گروه بندی 
تجزیه خوش های مطابقت داشت.

بحث
ارزش  )با  اول  کلاستر  میشود،  دیده  شکل2  در  که  همانطور 
غربی  و  شمالی  استانهای  از  هایی  نمونه   )%87  Bootstrap

نمونه  سه  گروه  این  در  را  شباهت  بیشترین  هستند.  ایران 
مناطقی  از  همگی  که  دارند  غربی  آذربایجان  و  قزوین  گیلان، 
همچنین  و  شدهاند  جمعآوری  متر(   1500( یکسان  ارتفاع  با 
مشترک  ژرمپلاسم  یک  دارای  ها  نمونه  این  میرود  احتمال 
دو  به  خود   )%91  Bootstrap ارزش  )با  دوم  کلاستر  باشند. 
ارزش  )با   I گروه  های  نمونه  که  میشود،  تقسیم   II Iو  گروه 
مشابهی  مناطق  در  زنجان  استان  از  دو  هر   )%83 Bootstrap

عرض  و  ׳49   23" جغرافیایی  طول  به  متر   1400 ارتفاع  با 
جغرافیایی "16 ׳36 جمعآوری شده  اما نمونه های گروه II )با 
ارزش Bootstrap 78%( مکان جمعآوریشان نامعلوم است ولی 
بالا است )78%( این احتمال را   چون ریشه کلاسترشان نسبتاً 
میتوان داد که این دو نمونه از یک خزانه ژنی نسبتاً مشابه منشا 
نمونه   )%74  Bootstrap ارزش  )با  سوم  کلاستر  در  گرفتهاند. 
هایی از مناطق سردسیر ایران وجود دارد که این تشابه اقلیمی 
میتواند دلیلی بر شباهت این نمونه ها باشد. همچنین نزدیکی 
استانهای این نمونه ها احتمال وجود یک مخزن ژنی مشترک را 
تقویت میکند. با توجه به اینکه درون هر کلاستر مقادیر ریشه 
میدهد  نشان  را  موضوع  این  میشود  مراتب کمتر  به  کلاسترها 
که مجموعههای ژرمپلاسم مورد مطالعه از لحاظ ژنتیکی تفاوت 
موجود   T.Pubescens ژرمپلاسم  مجموعه  دارند.  زیادی  نسبتاً 
در این تحقیق دارای تنوع ژنتیکی نسبتاً بالایی هستند که می­

تواند به سطح بالای دگر گشنی در این جنس نسبت داده شود 
این  با   RAPD بوسیله  داده شده  نشان  بالای  تنوع   .)12 ،19(
موضوع که گیاهان دگرگشن قادرند تنوع قابل توجهی را حفظ 
کنند، همخوانی دارد. این موضوع بارها در مطالعات نشانگرهای 
مولکولی تایید شده است )10، 8، 13(. نگهداری از تنوع ژنتیکی 
بالا درون جمعیتها بوسیله سیستمهای ژنتیکی گونهها از قبیل 
اصلاح­ توجه  مورد  غیره  و  دگرگشنی  و  جهش  ژنی،  جریان 

است  مشخص   3 شکل  در  که  همانطور   .)16( میباشد  گران 
T.Pubescens پراکندگی بیشتری را بر روی پلات PCA نشان 

کل  در  است.  وسیعی  ژنتیکی  پایه  یک  بازتاب  این  که  میدهد 
بر  دندوگرام  از  حاصل  نتایج  با   PCA از  آمده  دست  به  نتایج 
تایید کننده  این موضوع  UPGMA مطابقت داشت.  پایه روش 
 .)27( میباشد  تجزیه کلاستر  در  ژنتیکی مشخص شده  روابط 
بر  اکولوژیکی و جغرافیایی دو عامل مهم هستند که  تفاوتهای 
استراتژیهای نمونهبرداری و اصلاح گیاهان تاثیر میگذارد )22(. 
تغییر در تنوع ژنتیکی درون گونهها معمولاً ارتباط به محدوده 
و  پراکندگی  جفتگیری،  مثل، سیستم  تولید  روش  جغرافیایی، 
باروری بذر دارد )6(. تنوع ژنتیکی برآورد شده در این تحقیق 
میتواند به علت تمام این عاملهای ذکر شده باشد. این نتایج با 
نتایجی که باقرزاده و همکاران به دست آوردند مطابقت داشت، 
آنها پایه ژنتیکی وسیعی را در آویشن گزارش کردند )3(. نتایج 
مطالعه موجود نشان داد که T.Pubescens در داخل ایران دارای 
یک پایه ژنتیکی گسترده است. از الگوی کلاستربندی و روابط 
ژنتیکی به دست آمده بوسیله نشانگرهای RAPD، اصلاحگران 
انتخاب کنند و  ژنوتیپهایی را در کلاسترهای مختلف میتوانند 

آنها را در برنامههای اصلاحی بعدی به کار ببرند.
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