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با استفاده از نشانگر  (Thymus daenensis subsp)ارزيابي تنوع ژنتيكي توده هاي آويشن دنايي،
 RAPDمولكولي
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  اصفهان
تنوع زنتيكـي    RAPDدر اين پژوهش با استفاده از نشانگر مولكولي . آويشن دنايي گياهي معطر، دارويي و بومي ايران است

نـوار   104در مجمـوع  . گرفت پرايمر مورد بررسي قرار 9ژنوتيپ جمع  آوري شده از مناطق مختلف جغرافيايي كشور با  25
الگوي نواربندي بر اساس وجود و عدم وجـود نوارهـا    .نوار چند شكلي  نشان دادند%) 91( 95ايجاد شد و از اين تعداد نوار 

بـه منظـور   . تجزيـه و تحليـل شـدند   ) 02/2نسخه ( NTSYSها توسط نرم افزار  به ترتيب با عدد يك و صفر مشخص وداده
محاسبه شدند و سپس آزمون تطـابق   SM ، جاكارد و  ي بين نمونه ها، ضرايب تشابه مختلف  مانند دايسارزيابي تشابه ژنتيك

د و الگـوريتم  جاكـار در نهايت دندروگرام بر اساس ضـريب تشـابه   . مانتل با هدف گزينش بهترين ضريب تشابه انجام گرفت
UPGMA اني با توزيـع جغرافيـايي ژنوتيـپ هـا داشـت بـود       گروه كه تطابق فراو 8دندوگرام ايجاد شده شامل  .ترسيم شد

نتايج اين پزوهش نشان مي دهد كه تنوع . بطوريكه ژنوتيپ هاي متعلق به يك استان شباهت بيشتري نسبت به يكديگر داشتند
زاگرس  زنتيكي آويشن دنايي در استان هايي كه در مركز زاگرس وجود دارند بيشتر از استان هايي است كه در دامنه رشته كوه

  .قرار دارند
 RAPDآويشن دنايي، تنوع ژنتيكي، : وازه هاي كليدي

 :مقدمه

يكي از بزرگترين خانواده هاي گياهي است كه داراي پراكنش جهاني مي باشد و داراي   Lamiaceaeخانواده نعناعيان 
آويشن دنايي با نام ). 1(جنس و دو تا پنج هزار گونه از بوته هاي معطر و درختچه هاي كوتاه است 200حدود 
اسانس آويشن ماده اي . است (Lamiaceae)ازخانواده نعناع  ازجمله گياهان بومي ايران  Thymus daenensisعلمي

است با نام تيمول به رنگ زرد يا قهوه اي با  بوي مطبوع قوي، طعم تند، پايدار و خنك كننده كه از تقطير برگ ها و سر 
ژنوتيپ هاي آويشن در ايران گسترش وسيعي دارند و در دامنه هاي البرز، دامنه هاي . ي شودشاخه هاي گلدار آن استخراج م

آويشن دنايي يكي از گونه هاي بومي ايران مي باشد كه از اهميت دارويي . زاگرس ونواحي جنوبي و غربي ايران مي رويند
ارد و جمعيت هاي آن در كشورهاي ديگر توسعه نظر به اينكه آويشن دنايي فقط در ايران وجود د. بالايي برخوردار است

نيافته اند، تخريب زيستگاههاي آن به دلايل مختلف ميتواند باعث حذف يا كوچك شدن جمعيت هاي طبيعي اين گونه در 
لذا بررسي جمعيت هاي كوچك و جمعيت هايي كه فاصله ژنتيكي زياد از يكديگر دارند، مي تواند ديدگاه . كشور گردد
     .حفاظت از ژرم پلاسم اين گونه در حال انقراض داشته باشد موثري در

براي تشخيص و ارزيابي تنوع يكي از پيشرفت هاي  DNAنشانگرهاي ملكولي و به كارگيري چند شكلي كشف و توسعه    
ه اي نشانگري مبتني بر واكنش زنجير  RAPDيا به اختصار DNAنشانگر ملكولي . بزرگ در ژنتيك ملكولي بوده است

از مزيت هاي اين روش مي توان به ). 7(ابداع شد) 1990(است كه اولين بار توسط ويليامز و همكاران  PCRپليمراز يا 
اين نوع نشانگر غالب بوده و از تكرارپذيري كمي . سهولت استفاده و عدم نياز به اطلاعات قبلي نسبت به ژنوم  را اشاره كرد

 ل سهولت و هزينه كم در موجودات مختلف به ويژه در گياهان به وفور مورد استفاده قراربرخوردار است با اين وجود به دلي

تنها . انجام شده است در زمينه روغن و اسانس آن صورت گرفته است  T. daenensisبيشتر مطالعاتي كه روي . مي گيرد
 با استفاده از نشانگر مولكولي  T.daenensisمطالعه مولكولي كه بر روي اين گياه صورت گرفته بررسي تنوع ژنتيكي 

ISSRرحيم ملك و ). 4(نوار چند شكل مشاهده گرديد 256آغازگر استفاده شده  15در اين مطالعه از . بوده است
كوه دنا و اطراف (در نواحي زاگرس مركزي: تنوع ژنتيكي آويشن دنايي را در ژنوتيپ هاي متعلق به دو منطقه) 4(همكاران

آنها در مطالعه خويش به اين نتيجه رسيدند كه . مورد بررسي قرار دادند) شمال غربي و جنوب غربي(س و دو حد زاگر) آن
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در اين تحقيق با استفاده . تنوع ژنتيكي آويشن دنايي در زاگرس مركزي  بيشتر از دو حد شمال غربي و جنوب غربي مي باشد

ر مي تواند نتايج مطرح شده در مطالعه قبلي را بهبود بخشيد ، از جمعيت هاي بيشتر و استفاده از نشانگرهاي چند شكل بيشت
به منظور  ارايه   RAPDبنابراين هدف از اين تحقيق بررسي تنوع ژنتيكي توده هاي وحشي آويشن با استفاده از نشانگر 

  .راهكارهاي حفاظت ژنتيكي در توده هاي در حال انقراض اين گياه مي باشد
  مواد و روش

پس از نمونه گيري نمونه هاي برگي  نمونه جمعيتي گياه آويشن دنايي تهيه گرديد، 25ي از برگ هاي جوان نمونه هاي برگ
ژنومي با استفاده از روش موري   DNAاستخراج . منتقل شده و تا زمان استخراج در اين دما نگهداري شدند  - 80به دماي 
به .استفاده گرديد%  7/0از ژل آگارز   DNAكميت و كيفيت در اين آزمايش براي تخمين زدن . گرفت صورت)   3(تامسون

 DNAدقيقه شروع باز شدن  4:به صورت زير انجام شد RAPDآغازگر 9دنبال آن واكنش زنجيره اي پليمراز با تعداد 
˚C94 40 ا دقيقه تك رشته اي شدن  (دورDNA  ˚C 92،1  دقيقه اتصال آغازگر بهDNA  تك رشته اي˚C 40 ،2  دقيقه
 μl2 :از طرفي مواد مورد نياز براي واكنش زنجيره اي پليمراز به صورت .C 72˚بسط   دقيقه تكميل  C 72( ،5˚سط آغازگر ب

DNA  از ،μl8.7 ،آب دوبار تقطير μl 7/0 ،كلريد منيزيم μl 1.5PCR  ،بافر μl 3. /dNTPs ، μl1.5 ،آغازگر μl3/0 
نتايج نوارهاي چند شكل حاصل بر اساس وجود و عدم وجود نوارها   يلپليمراز به منظور تجزيه و تحل Taq DNAآنزيم 

 UPMGAژنوتيپ ها با استفاده از ضريب تشابه جاكارد و الگوريتم  گروه بندي.به ترتيب با يك و صفر نشان داده شدند
 .انجام شد

  نتايج و بحث
خوانسار ،قهيز،چادگان،پشتكوه،كهرويه و (ان استان مختلف تهيه شد به تر تيب اصفه 4در اين پزوهش نمونه هاي برگي از 

مارگون ، (،فارس )زاغه، مرادآباد و دروتخت(، لرستان)صمصامي،دوراهان و امام قيس(،چهارمحال بختياري )اورگان
نوار آن بين نمونه  95نوار حاصل شد كه از بين آن 104در مجموع  RAPDآغازگر تصادفي  9با استفاده از).  كمهروكوليكش

-´5توالي CGS-23و پرايمر ´CAGCACCCA-3-´5با توالي CGS-31پرايمر.شكلي نشان دادند ها چند

CCACCGCCA-3 پس از انجام آزمون تطابق . نوار داراي بيشترين و كمترين تنوع را دارا بودند 8و  14به ترتيب با تعداد
در . در مقايسه با ضرايب بدست آمد% 75مانتل و بررسي ضرايب كوفتتيك بيشترين ضريب همبستگي توسط ضريب جاكارد، 

گروه جداگانه طبقه بندي شدند، نتايج نشان داد كه ژنوتيپ هايي كه از شهرهاي يك استان جمع  8اين تحقيق ژنوتيپ ها در 
آوري شده اند شباهت بيشتري نسبت به يكديگر دارند و اين احتمال مي رود كه  تنوع ژنتيكي گياه آويشن دنايي در مركز 

تغييرات % 22مولفه اول  3بر اساس نتايج تجزيه به مولفه هاي اصلي . وه زاگرس بيشتر از دامنه هاي كوه زاگرس استرشته ك
به طور كلي نتايج حاصل از اين تحقيق نشان داد .را توجيه ميكند كه نشان دهنده ي پراكندگي نشانگرها در طول ژنوم است

با توجه به اينكه برخي از ژنوتيپ ها متعلق به  .ژنتيكي نشانگر مناسبي استبراي بررسي تنوع  RAPDكه استفاده از نشانگر 
استان هاي مختلف در يك گروه طبقه بندي شده اند ، و همچنين مرز هاي استاني نمي تواند عاملي براي جدا شدن گونه ها 

تري در الگوي طبقه بندي نمونه ها از يكديگر باشد، لذا اين احتمال وجود دارد كه نحوه گسترش رشته كوه زاگرس عامل مهم
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Abstract 
Thymus daenensis is a medicinal, aromatic plant endemic to Iran. In this study, Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) was used to detect genetic polymorphism in 25 T. 
daenensis accessions collected from different geographic regions of Iran. Nine primers used 
produced 104 bands in which 95 were polymorphic. Banding patterns were transformed into 
binary data of presence–absence and matrices were processed using NTSYS pc 2.02 software 
program. Mantel correspondence test was conducted to choose the best similarity coefficient. 
The dendrogram was constructed using Jaccard coefficient and UPGMA algorithm. A 
principal coordinate analysis confirmed the results of clustering. The generated dendrogram 
revealed eight major groups mainly in accordance with geographic distribution of genotypes 
such that genotypes from one province were genetically more similar to each other than those 
from other provinces. Accessions collected from central Zagros Mountain showed higher 
genetic variation than those collected from peripheral provinces.  
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