
٧٠ 
  دانشگاه صنعتي اصفهان،1390شهريور ماه  17تا  14 ،هفتمين كنگره علوم باغباني ايران

  
 ISSRبررسي تنوع ژنتيكي گياه دارويي آويشن با استفاده از نشانگر مولكولي 

  )2( ، عليرضا زبرجدي)2(ي عبداله نجف ،)1( ولي اله يوسفي
  شاهاستاديار، عضو هيئت علمي دانشگاه رازي كرمان -2 دانشجوي كارشناسي ارشد اصلاح نباتات دانشگاه رازي كرمانشاه -1

ها و مراتع و متعلق به مناطق مختلـف   اكوتيپ آويشن دريافت شده از مؤسسه تحقيقات جنگل 14در اين تحقيق تنوع ژنتيكي 
بانـد ظـاهر شـده     83هفت آغازگر انتخاب شده براي تجزيه، از كل . بررسي شد  ISSRجغرافيايي ايران با استفاده از نشانگر

بـا   UBC-876 بيشترين تعداد باند چند شكل ايجاد شده متعلق به آغـازگر . ليد كردندچند شكل تو%) 18/95(باند  79تقريباً 
ها به سه گـروه   بر اساس تجزيه كلاستر با استفاده از ضريب تشابه ژنتيكي جاكارد اكوتيپ. بود% 8/95درصد چند شكلي برابر

هـاي   كمتـرين تشـابه ژنتيكـي بـين اكوتيـپ     . كـرد هاي اصلي، نتايج تجزيه كلاستر را تائيد  تجزيه به مولفه. مجزا تقسيم شدند
   .بود) 88/0( 27814با  27800هاي  و بيشترين تشابه ژنتيكي بين اكوتيپ) 19/0( 27814و  13206

  ، تجزيه كلاستر، تنوع ژنتيكي، گياهان داروييISSRآويشن، نشانگر: كلمات كليدي
   :مقدمه

ترين گياهان  شده و يكي از شناخته Thymus vulgarisنام علمي با  Lamiaceaeآويشن گياهي خشبي و چندساله از تيره 
آويشن گياهي آفتاب دوست و مقاوم به خشكي بوده و عموماً گياهي معطر است كه تقريبا در همه جاي . باشد دارويي مي

ا رسيدن به هدف نهايي از آنجايي كه اصلاح نبات بر پايه ايجاد تنوع با گزينش انواع مطلوب ت). 5(جهان كاربرد دارويي دارد 
اي و ارزيابي  آزمايشات مزرعه). 1(استوار است، داشتن تنوع ودامنه وسيعي از ذخاير توارثي در اصلاح نباتات ضروري است 

تواند پرهزينه باشد ولي نشانگرهاي مولكولي ابزار قدرتمند در جايگزين  برخي صفات مثل كيفيت و پايداري عملكرد مي
هاي ژني و نواحي ژنومي در گياهان زراعي در  استفاده از نشانگرها براي رديابي مكان. شناختي هستند كردن مقايسات زيست

  ). 3(هاي اصلاحي مرسوم شده  است  بيشتر برنامه
  : ها مواد و روش

سه نمونه خارجي مورد مطالعه قرار گرفته است كه از موس 1نمونه آويشن بومي ايران و  13در اين تحقيق تنوع ژنتيكي 
غربي، يزد،  هاي اردبيل، آذربايجان هاي بومي ايران از استان اند لازم به ذكر است كه نمونه ها و مراتع تهيه شده تحقيقات جنگل

رني بذور در شرايط مزرعه و گلدان، بعد از  دليل عدم جوانه به. اند آوري شده اصفهان، لرستان، كردستان، گيلان و مركزي جمع
ها جوان و تازه هستند اقدام  ، در مراحل اوليه رويش گياه كه برگMSاي در محيط كشت  رون شيشهكشت بذور در شرايط د

استخراج ) 1980(روش مري و تامسون  هاي گياهي به نمونه DNAسپس . هاي مختلف شد برداري از برگ توده به نمونه
درصد استفاده شده و غلظت نهايي  8/0از روش اسپكتروفتومتري وژل آگارز  DNAبراي تعيين كميت و كيفيت  .گرديد

DNA   10هر نمونه بهng/μl اي پليمراز بر اساس روش ويليامز و همكاران و با  اندكي تغيير  واكنش زنجيره. رسانده شد
 DNAو  MgCl2ها بر اساس سطوح مختلف  سازي مقدار و نسبت اجزاي مخلوط واكنش، مخلوط جهت بهينه. انجام شد

، mM50كلريد منيزيم µl 1 DNA (10ng/µl) ،µl4/1ميكروليتر حاوي  25با حجم نهايي  PCRواكنش . آزمون شدند
µl5/2 آغازگرµM10 ،µl 5/2 PCR )×10( ،µl 4/0dNTPs(10mM)، U1 آنزيمTaq DNA polymerase  با استفاده

به  C°94اوليه سازي  واسرشت: با شرايط تكثير زير صورت گرفت CORBETT researchاز دستگاه ترموسايكلر مدل 
ثانيه و بسط  40به مدت  C°55-44ثانيه، اتصال در  30به مدت  C°92سازي در  سيكل واسرشت 40دقيقه، و  4مدت 

تفكيك و با محلول % 2/1قطعات حاصل برروي ژل آگارز . دقيقه7به مدت  C°72ثانيه و بسط نهايي در 90به مدت  C°72در
ندها بر اساس حضور و عدم حضور در هر نمونه امتيازدهي شده و ماتريس دو سپس با. آميزي شدند اتيديوم برومايد رنگ

 NTSYSpc version 2.02eافزار  ها با استفاده از نرم طرفه ارقام و متغيرها بر اساس صفر و يك تشكيل شده و آناليز داده
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ورت گرفت و در نهايت هاي اصلي بر اساس ضريب تشابه جاكارد ص تجزيه كلاستر و تجزيه به مولفه. انجام گرفت
  .دندروگرام و پلات دو بعدي رسم گرديد

  :نتايج و بحث
چند %) 18/95(باند  79ظاهر كرده كه تقريباً  bp 2600تا  200اي بين  باند در دامنه 83مجموعاً ، آغازگرهاي مورد استفاده

% 8/95با درصد چند شكلي برابر  UBC-876 بيشترين تعداد باند چند شكل ايجاد شده متعلق به آغازگر. شكل وجود داشت
و  13206هاي  و كمترين تشابه ژنتيكي بين اكوتيپ) 88/0( 27814با  27800هاي  بيشترين تشابه ژنتيكي بين اكوتيپ .بود

 UPGMAاي به روش  تجزيه خوشه .اي برخوردارند هاي مورد مطالعه از تنوع قابل ملاحظه بود لذا اكوتيپ) 19/0( 27814
نشان داد ) rcoph<7/0=712/0>8/0(تريس تشابه جاكارد انجام شده و محاسبه ضريب همبسبتگي كوفنتيك و براساس ما

در نتيجه نشانگر . ها بوده و تطابق خوبي با ماتريس تشابه دارد بندي اكوتيپ داراي كارايي بالا در گروه UPGMAالگوريتم 
ISSR چند شكلي مشخص شده . باشد هاي آويشن مي يكي در اكوتيپبه عنوان يك روش ارزيابي ساده براي آناليز تنوع ژنت

هاي اصلاحي براي حداكثر كردن استفاده از منابع ژنتيكي مورد استفاده قرار  توان در برنامه هاي آويشن را مي در ميان اكوتيپ
  .داد

  ها بر اساس ضريب تشابه جاكارد نتايج حاصل از تجزيه كلاستر و تجزيه به مختصات اصلي اكوتيپ - 1شكل
    

  
  
  
 
  
  
  

  ISSRآغازگر  7اسامي و مشخصات  -1جدول

  5'- 3'توالي   نام آغاز گر
دماي اتصال 

 آغازگر

كل  تعداد
  باندها

تعداد باند 
  چندشكل

درصد 
  چندشكلي

UBC-
822 TCTCTCTCTCTCTCTCA 55 8  6  75%  

UBC-
876 GATA GATAGACA GACA 49 24  23  8/95%  

UBC-
811 GAGAGAGAGAGAGAGAC 50 10  10  100%  

UBC-
834 AGAGAGAGAGAGAGAGTT 54  15  12  80%  

UBC-
815 TCTCTCTCTCTCTCTCG 52  11  10  9/90%  

S3 GAGAGAGAGAGAGAGAT 43  4  4  100%  
S1 GGGTGGGTG 44  11  11  100%  
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Evaluation of genetic diversity in ecotypes of Thymus sp. using ISSR markers 
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Abstract 
We used inter simple sequence repeat (ISSR) markers to detect genetic polymorphism in 
Thymus sp. using 14 accessions belong to different geographic regions in Iran received from 
gene bank RIFR (Research Institute of Forest and Rangelands). The 7 primers chosen for 
analysis revealed 83 bands, of which 79 (95.18%) were polymorphic. The most polymorphic 
primer was UBC-876 with 95.8% polymorphism.  Jaccard’s similarity indices based on ISSR 
profiles were subjected to UPGMA cluster analysis. The generated dendrogram revealed 3 
major groups. A principal components analysis confirmed the results of clustering. The 
lowest genetic similarity was observed between 27814 and 13206, with similarity coefficient 
0.19. 27800 and 27471 were the most similar accessions genetically, with coefficient 0.88. 
Keywords: Thymus sp., ISSR marker, Cluster analysis, Genetic diversity, Medicinal plants 
 


