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 دهیچك
باتوجه به مشاهده  .آید شمار می به اهانیگ یکیژنت رئذخا حفظ تیریمد و ینژاددر به مهم یهاتیفعال از یکیژنت تنوع شناخت     

شن یآو یتیجمع نیب تنوع ژنتیکی یمنظور بررس بهISSR  و RAPDنشانگر از در این تحقیق ، یرازیشن شیوآن یصفات در ب یگوناگون

، فارس ، بوشهربلوچستان و ستانی، سكرمان یهااز استان یكشورمناطق مختلف  15از شن یوآ یهابرگ. شدستفاده ا رانیادر  یرازیش

ده  وRAPD  نشانگرده  .انجام گردیدبا كمی تغییر  CTAB كمک روشبهرگ از ب DNAاستخراج  .شدند یآورجمع و خوزستان

-با كمک نرم استفاده شدند. وتحلیل تجزیهبرای  كرده بودند تولیدمراز ای پلیدر واكنش زنجیره یتركه باندهای واضح ISSRنشانگر 

ب یضر .شد رسم مربوطه دندروگرام (UPGMA)فاصله  نیانگیم تمیالگور و سیدا تشابه بیضر از استفاده با NTSYS-pc افزاز

 یباندها اندازه دامنه به نتایج حاصل، باتوجه .شکل گرفت یاصل یهاهمؤلفه به یبر اساس تجز یشد و پلات دوبعدمحاسبه ک یكوفنت

ایجاد  خوشه. گروه مجزا قرار گرفتند 3در  منطقه انتخاب شدهپانزده  .ر بودیمتغ باز جفت 3100 تا 120 نیب آغازگرها در شده دیتول

ج ینتا د.كردن دیتول 9/86 یشکل با درصد چندشکلچند نوار 207 مجموع در آغازگرها ی همخوانی داشت.یجغرافیا با شرایطشده 

–8460/0نیب یرازیش شنیآو توده یکیژنتكه تشابه  داشتن مطلب یاز ا حکایت NTYSIS افزارس نرمیداب تشابه یحاصل از ضر

. مشاهده شدذه یمشک و ایاند یهان نمونهین تشابه بیشتریرانشهر و بیرفت با ایج یهان تودهین تشابه بیكمتراست.  متغیر 4390/0

 دستبهدرصد  6/74ک یكوفنت بیضر و مشابه بودندگر یکدی با ای خوشهه یتجز نتایج حاصل ازو  یاصل یهاهمؤلفه به یتجز جینتا

 .هستند مناسباین توده  یتیجمع نیب تنوع ژنتیکی یبررس یبرا  ISSRو RAPD یهانشانگركه داد  نشاننتایج  مد.آ

 

 ای خوشهه یتجز، یلکولومنشانگر ،تنوع ژنتیکی ،یرازیشن شیآو :یديكل یهاواژه

 

 مقدمه 
از تیره  (.Zataria multiflora Bosis ) شیرازی آویشن

ای است كه بوته –ای، یک گیاه درختچه(Lamiaceae) نعناع
رشد و مناطق جنوبی ایران  افغانستان، پاكستان در

 نیا ییدارو یهااندام (. (Judy & Mahdavi, 2011كند می
بات موجود در اسانس یآن است و از ترك یهااه برگ و گلیگ
(. Eftekhar et al., 2011نالول را نام برد )یمول و لیتوان تیم

 عنوان به شود وآن در درمان آسم مصرف میبرگ جوشانده 
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و ضد  مدرداروی  ،یردستگاه ادرا ،كننده معدهعفونییک ضد
 ین درمان دردهایو همچن  (Ghasemi, 2004)التهاب
ها و كردن زخم ی، ضدعفونشراتح یدگی، گزیمسیرومات

 & Sefidkon د )ریگ یمورد استفاده قرار م یامراض جلد

Bidgoli, 2003است  یاصلاح یهانشیهمه گز ینوع مبان(. ت
دامنه  یکیازمند تنوع است و با بالا رفتن تنوع ژنتیو انتخاب ن
ن مشخصات و ییگر تعیدسوی شود. از یتر معیانتخاب وس

دهد تا در نمونهیگران امکان مپلاسم به اصلاحژرم یبندگروه
 كنند یخوددار یها از دوباره كارتیاز جمع یریگ
(Nematzadeh & Kiani, 2004.) و یکیژنت تنوع یبررس 

 یاژهیو تیاهم از هاگونه ریز و هاتهیوار نیب یکیمورفولوژ
 اسبمن یبندرده یهاستمیس وجود رو نیا از .است برخوردار

 دیمف هاتهیوار نیب در موجود یکیژنت تنوع یابیارز یبرا

 مطالعه نکهای باتوجه به .Diederichen & Fu)  (2006 ,هستند

 صفات نیا بر یطیمح عوامل ریتأث لیدل به کیمورفولوژ صفات

 و هایابیارز امروزه ،ستندین برخوردار ییبالا دقت از ییتنهابه
 در كه هستند یمعتبر یهاروش ازجمله یمولکول مطالعات

 Landry et) رندیگیم قرار استفاده مورد یکیژنت روابط نییتع

al., 1987تنوع و  یدر بررس یاطور گسترده به نی(. بنابرا
 یمولکول ینشانگرها ن ارقام مختلف ازیدر ب یکیفاصله ژنت

 مذكور ینشانگرها ازجمله شود. میاستفاده  PCR بر یمبتن
 یبران نشانگرها یا ،اشاره كرد RAPD و ISSR توان بهیم

مورد استفاده  یعیطور وس به یکیل تنوع ژنتیوتحل هیتجز
 ,.Sicard et al) اندو كارآمد گزارش شده قرارگرفته

2005;Williams  et al., 1990.) نشانگر مولکولی  

RAPDمقدار  به ازین مانند ییایمزا یدارا DNAدر كم یژنوم 

 سهولت ها،یتوال یقبل اطلاعات به ازین عدم ،یابیارز هر

 یهایبررس به جینتا میتعم تیقابل و یریگاندازه و یابیارز

 تجهیزات به نیهمچن .(Sarkhosh et al, 2007) باشدیم گرید

 ,.Justus et al) ندارد ازین هم رادیواكتیو مواد و قیمت گران

 و ISSR ین نشانگرهایبشده انجام سه ی(. بر اساس مقا2004
RAPD  مشخص شد كهISSR  نسبت به RAPDییكارا 

ل همزمان یوتحل هی، تجزیریتکرارپذبالا،  دقت .دارد یشتریب

 نیینه پایار بالا، هزی، تنوع بسیژن یاهگاهیاز جا یادیتعداد ز
هستند كه  ISSR یلکولونشانگر م یها یژگیاز و و سهولت

وع تن یدر بررس یاطور گسترده به باعث شده است از آن
 & Souframanien)شود  فادهاستاهان یگ یکیژنت

Gopalkrisha, 2004 (كه. از زمانیRAPD  و ISSRعنوان  به
شناخته شدند در تخمین تنوع ژنتیکی  یلکولوم نشانگر

  به توانیآنها م ازجمله كه اندگیاهان مورد استفاده قرار گرفته
 ییه داروایگ ،(Hasandokht et al., 2015) مطالعه زعفران

شن یآوو   (Modarres-Sanavy et al., 2015)نوروزك
(Safarnejad et al., 2012) همچنیناشاره كرد . Sarkhosh 

به بررسی  RAPDبا استفاده از نشانگر  )2006 ( و همکاران
 آغازگر 27و از  رقم انار در ایران پرداختند 24ی تنوع ژنتیک

از آنها چند  وردم 158قطعه تولید شد كه  256استفاده شده 
در شناسایی  RAPD. این آزمایش نشان داد كه بودندشکلی 

با استفاده از كه  یارقام انار نشانگر كارایی است. در پژوهش
 Ulmus) نارون یکیژنت تنوع یبه بررس RAPDنشانگرهای 

america L.)  زان یكه مگزارش شده است پرداخته شد
 ار بالاستیبسن گونه یمختلف ا یهاتیدر جمع یچندشکل

Seid Tabatabaie et al., 2007)).  در تحقیق Farsaniو 
-نمونه ژنوتیپ 23 تنوع ژنتیکی ی( به بررس2008) همکاران

رقم دو رگه با  4و   Cynodon dactylonهای گیاه چمنی
پرداخته  ISSRنشانگر  14شناسی و استفاده از صفات ریخت

از آنها مورد  305نوار تولید شد كه  336در مجموع  .شد
 ،بندی شدندها در چهار گروه طبقه. ژنوتیپبودندچندشکل 

دیپلوئید متعلق به یک گروه ارقام تریپلوئید و كه  یطور به
كه  گرید یپژوهشدر  و از جمعیت تتراپلوئید جدا شدند. بودند

ژنوتیپ پسته از هفت كشور با استفاده  69بین  2006در سال 
نتایج  انجام شد  AFLPو ISSRو RAPD های از نشانگر

دهنده این مطلب بود كه سه نشانگر توانستند تنوع در بین نشان
وگرام حاصل از تركیب رهای مذكور را نشان دهند. دندتوده

های سه نشانگر دو گروه اصلی ایجاد كرد كه یکی شامل نمونه
 Kafkas et) نددهای مدیترانه بوایران و گروه دوم شامل نمونه

al., 2006). از استفاده با كاهو توده 44 یکیژنت تنوع 
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ج یشد. نتا یبررس AFLPو  RAPD ، ISSRینشانگرها
 4 و RAPD  آغازگر 7 از نوار 216مجموع  در كه دادنشان

 تعداد، نیا از مد وآدست  به AFLPتا  5و  ISSR آغازگر

 درصد 90 از شیب هاتوده نیو ب بودند شکل چند نوار 196

در  .(Jang et al., 2007) ده شدید یشکل چند
مطالعه در ( 2012و همکاران )  Karimi Shahriپژوهشی
بر اساس  یچند رقم انگور استان خراسان رضو یکیتنوع ژنت

دند یجه رسین نتیبه ا ،RAPD و ISSR یلکولوم ینشانگرها
گر جدا شدند كه یکدیرقم انگور در دو گروه بزرگ از  15كه 

. خراسان در دو گروه متفاوت قرارگرفتند یارقام تركمن و بوم
ارزش با ییاه دارویک گی یرازیشن شیبا توجه به آنکه آو

تنوع  یو بررس دارد یادیت زیاهم آن پلاسماست و حفظ ژرم
نش یپلاسم و گز ژرم یسامانده یتواند برایم آن یکیژنت

د یدر حال تفرق مف یهاتید جمعیتول ین مناسب برایوالد
شن یآو یهاپیاكوت یکیتنوع ژنتق ین تحقیادر ن یابنابرباشد، 

  و RAPD  انگرهایشن از استفادهران با یجنوب ادر  یرازیش

ISSRقرار گرفت یمورد بررس. 
 

 هامواد و روش
  ياهيمواد گ

 رویشگاه 15از  یرازیشن شیمختلف آو یهاپیاكوت
منطقه استان كرمان  8مل ران شایمختلف جنوب كشور ا

، اب، كهنوج، بلوكیرفت، رودبار، فاریگنج، جعه، قلهی)ارزوئ
ران شامل یا یجنوب یهاگر از استانیمنطقه د 7منوجان( و 

، فارس (ی، بوشهر )كاكرانشهر(ی)ا بلوچستانو  ستانیس
ذه( یو امشک ی( و خوزستان )اندآبادروزیلامرد و ف )داراب،

 نقطههر منطقه از سه  یهانمونه (.1 جدول) شدند یآورجمع
 یب شدند براینکه با هم تركآو بعد از  یآور متفاوت جمع

فصل بهار در  ها نمونه ؛آماده شدند شیآزما یمراحل بعد
لوژیکی زیوفیو  یکیلوژمورفوصفات و از لحاظ  یآور جمع

 دادند. گر تفاوت نشان یکدی با

 
  یرازيشن شيآو شده یآور جمع یها توده ييايجغراف مناطق –1جدول 

 هشماره نمون
 ییایت جغرافیموقع

 )طول و عرض(
 ی نمونهآور محل جمع

 ارزوئیه 28˚ 27́ 42˝-56̊ 07́ 45˝ 1

 كرمان

 جیرفت 28˚ 40́ ″33-˚57 44́ 92˝ 2

 كهنوج 27˚ 56́ 61˝-57˚ 41́ 61˝ 6
 قلعه گنج 27˚ 26́ 04˝-57˚ 30́ 32˝ 8
 منوجان 27˚ 11́ 34˝-57˚ 22́ 43˝ 9
 بلوك 28˚ 13́ 52˝-˚57 30́ 45˝ 10
 رودبار 28˚ 13́ 52˝-˚57 30́ 45˝ 13

 فاریاب 28˚ 05́ 03˝-57˚ 13́ 13˝ 14
 لامرد 27˚ 20́  72˝- 53˚10́ 74˝ 4

 فیروزآباد 28˚ 50́  07˝- 52˚34́ 85˝ 5 فارس
 داراب 28˚ 45́ 92˝- 54˚ 33 ́ 85˝ 11
 خوزستان اندیمشک 32˚ 28́  48˝-48˚ 20́ 12˝ 3
 ایذه 31˚ 50́ 49˝-49˚ 52́ 26˝ 7
 سیستان و بلوجستان ایرانشهر 27˚ 41́ 08˝-60˚ 41́ 08˝ 12
 بوشهر كاكی 28˚ 20́ 21˝- 51˚31́ 25˝ 15
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 مراز  يپل ای رهيو واكنش زنج DNAاستخراج 
اسانس  یادیزدارای مقادیر شن ینکه برگ آویبا توجه به ا

-از ،تیمول و كارواكرول استازجمله  ثانویه هایو متابولیت

ژنومی  DNAاستخراج مطلوب منظور  به CTABروش رو نیا
 میزان .انتخاب شد DNA یشووبا تغییراتی در مراحل شست

به هر منطقه جداگانه با هم تازه مربوط  یهابرگگرم از  4/0
 از دستگاه .استخراج آماده شدمنظور  به ومخلوط شده 

ده استخراج ش DNA منظور سنجش كیفیت  به الکتروفورز
  (Syber green)نیگربریبا سا% 1 رزژل آگا .استفاده شد

 ژل یرو DNA  یهانمونهتر آماده شد و یکرولیما 2مقدار  به

 یاسپکتوفتومتراز ن یهمچنند. برده شدک درصد ی آگارز
سنجی  منظور كیفی به (-201EZمدل ، Perkin-Elmerدستگاه)

ی كه یهامونهنكه  یورط به .استفاده شد های استخراجی نمونه
کل روتی نبودند را حذف كرده و پیدارای خلوص بالا

. با بار دیگر انجام شدیکها  برای این نمونه DNAاستخراج 
مقدار مراز به ای پلیچرخه واكنش زنجیرهتوجه به آنکه 

 انجام شد  DNAیازس قیاز دارد رقین DNAاز غلظت  ینیمع
 ای پلیمراز جیرهواكنش زنو  ( Mastercycler ،Peglabمدل )

 Wanntorp) شد انجام راتییتغ یاندك با Wanntorp روش به

et al., 2006)یتصادف آغازگر 15 . تعداد RAPD 13 و 
پاسارگاد سنتز شركت ماكرو ژن كره  شركتاز  ISSR آغازگر

مورد استفاده در  باتیترك زانیم. ه شدیته  PCRانجام برای
PCR بود كه  تریکرولیم 25 حجم هر دو آغازگر در یبرا
 5/2نانوگرم(،  25) یژنومDNA  تریکرولیم 5 شامل

 تریکرولیم dNTPs ،1 تریکرولیم X10 ،75/0تر بافر یکرولیم

 تریکرولیم Taq  ،2میآنز میکرولیتر  5/0، یآغازگر تصادف

 شركت از زه شده بود كهیونیآب د 25/13م، یزیمن دیكلر
ها بلافاصله نمونه PCRپس از انجام  .ه بودندتهیه شدفن یندا

تا زمان انجام  -20خارج و در دمای سایکلر ترمالاز دستگاه 
پذیری بررسی تکرار برای داری شدند.الکتروفورز نگه

 كه آغازگرها در برخی از PCRعمل  RAPD ینوارها
 .شدصورت تصادفی انتخاب شده بودند دوباره انجام  به

ک یهربرای  نشیآو مختلف یهاپیژنوت یریمحصولات تکث

 برده روی ژل آگارز بر  ISSRو RAPD یآغازگرهااز 
روی ژل  بر RAPD آغازگربرای هر  PCRمحصولات . ندشد
و دقیقه  90مدت  به 75لتاژ با و TBEآگارز و بافر  درصد 1

 ISSR آغازگرمراز مربوط به محصولات زنجیره واكنشی پلی
مدت  به 80با ولتاژ  TBEو بافر  درصد 5/1روی ژل آگارز 

 یژن كشخط از ییابتدا یهادر چاهک برده شد. دقیقه 120
 پس شده استفاده شد. لیتشک یباندها اندازه نیتخممنظور  به

 توسط مختلف الگوهای نواردهی با ژل از، نوارها مشاهده از

  عکس تهیه شد. Genesnap (Ver (6.08.09 افزار منر
 
 ها داده یل آماريوتحل هيتجز

 13و از آغازگر  10تعداد  یفتصاد RAPD گرآغاز 15 از
 تری داشتندآغازگر كه باندهای واضح 10تعداد  ISSR آغازگر

آمار هیتجز یبرا .شدند انتخاب لیوتحل هیزتج برای (2)جدول 
 و مشخص كرده را واضح یهانوارها لژ تمام ها، ابتدا درداده ی
 از یکهر ندازها bp 100 استاندارد اندازه نشانگر به توجه با

 استاندارد یلمولکو وزن براساس چاهک هر واضح در ینوارها

 حضور عدم ایحضور  .شد تعیین Genetools افزارتوسط نرم

 با بیترت به آغازگر 20 هر یبرا شده مشاهده ینوارها از ریکه

ای هایی كه دارای مجموعه، مکانشدامتیازدهی  1 و صفر اعداد
 .های چندشکل معرفی شدندعنوان مکان به از صفر و یک بودند

-NTSYS  افزار نرم یورود بخش ،NTeditبه  ها داده سپس

 نینگمیا تمیرالگو از استفاده با ای خوشه هیتجز .شد داده انتقال
 افزاركمک نرم به یساد تشابه بیرضو  (UPGMA) فاصله

((Ver 2.02pc  NTSYS-مربوطه دندروگرام و شد حاصل 

ها با استفاده از ژنوتیپ، ای خوشهه بر تجزیه علاو .شد رسم
-افزارنرمبا استفاده از )   (PCAهای اصلیهمؤلفتجزیه به 

NTSYS  ابزارك Eigen یب همبستگی. ضرشدند یبند گروه 
و خوشه به  یورود یهاداده یش وابستگیآزما یک برایكوفنت

 حاصل یبعددو ن پلاتیهمچن ،محاسبه شدخوشه از  یخروج

 یهاه مؤلفهبه یكمک تجز به NTSYSافزار  توسط نرم آناز 
 شد. میستر یاصل
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 مورد استفاده  ISSRو  RAPDيلكولوم ینشانگرها –2جدول 

 

 جینتا
آغازگر  20 ییآغازگر ابتدا 28ن پژوهش از مجموع یدر ا
كه   ISSRآغازگر 10و  RAPD یآغازگر تصادف 10شامل 

 شد كه حاصل نوار 238انتخاب شدند. در مجموع  ،دادند نوار
. دست آمدبه 9/11ک از آغازگرها ین سهم هریانگیطور م به

ن سهم یانگیطور م به بودند كه یچندشکل یدارا نوار 207تعداد 
 شمارش ینوارها كل شد و از 35/10ک از آغازگرها یهر

 ین درصد بالای. بنابراعدد تک باند بودند 31 تعداد شده،
 یرازیشن شیمختلف آو یهاتین جمعیدر ب 9/86 یچندشکل
 تعداد مجموع در RAPD یتصادف آغازگر 10 از ه شد.نشان داد

دست آمد كه در  به جفت باز( 2500تا120 محدوده) نوار 91
 نشان دادند. از یشکلکتنوار  3 و ینوار چندشکل 88میان ن یا

 محدوده (نوار 147 تعداد مجموع در  ISSRیتصادف آغازگر 10
نوار  119میان ن یدست آمد كه در ا به جفت باز( 3100 تا150

(. 3)جدول  نددنشان دا یشکل نوار تک 28و  یچندشکل
 نیشتریبد. د كردنیتول نوار 20 تا 3 نیب مختلف یآغازگرها

در بود كه ISSR-P8  ر شده مربوط به آغازگریقطعات تکث تعداد
شکل نوار تک 4نوار چندشکل و  16شامل نوار  20 مجموع

 -RAPD غازگر به آ تعداد نوار مربوط نیكمتر ود كرد یتول

D18   انیم . درد كردیچند شکل تولنوار  3كه در مجموع بود 

 نوار نیشتریبISSR-828 آغازگر  شده، انتخاب یآغازگرها

 داد نشان آغازگرها ریسا با سهیمقا در را نوار( 5) لشک تک
 .(1 شکل)

 100تعداد زیادی از آنها   RAPDاز میان نشانگرهای
و OPD11 توان به نشانگر كه میدرصد چندشکلی نشان دادند 

J های اشاره كرد و در میان نشانگرISSRآغازگرهای ، 
 ISSR-7 ،ISSR-19  درصد چند شکلی،  5/87با  807و

 (. 3بالاترین درصد چندشکلی را داشتند )جدول 

RAPD ذوب یدما )5'-3'آغازگر )  یتوال  

گراد( ی)سانت  

ISSR ذوب یدما )5'-3'آغازگر )  یتوال 

 گراد( ی)سانت
OPA01 CAG GCC CTT C  32 ISSR-8 CTC TCT CTC TCT CTC TG  4/52  

OPA18 AGG TGA CCGT 
 

AGG TGA CCG T 
 

32 UBC862 AGC AGCGC AGC AGC AGC  60 

OPD11 AGC GCC ATT G  32 UBC 826 ACA CAC ACA CAC ACA CC 
 

4/52  

376 CAG GAC ATC G  32 UBC 807 AGA GAG AGA GAG AGA GT 
 

50 

J CCT CAC CTG T  32 ISSR-7 ACA CAC ACA CAC ACA CT 
 

50 

UBC110 TAG CCC GCT T  32 ISSR-25 ACT TCC CCA CAG GTT AAC ACA 
 

4/59  

UBC1 CCT GGG CTT C 
 

34 ISSR-19 CTA GCT AGC TAG CTA G 
 

2/48  

A02 TGC CGA GCT G 
 

34 UBC828 TGT GTG TGT GTG TGT GA 
 

50 

D18 GAG AGC CAA C 
 

32 UBC864 ATG ATG ATG ATG ATG ATG 
 

47 

394 TCA CGC AGT T 
 

30 P8-ISSR ACA CAC ACA CAC ACA CG 
 

4/52  
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كش ژني و : خط1چاهك  .فورزالكترو از پسشيرازی  آويشن تودهدر   RAPD-394نشانگر با شكلي ايجاد شده چند نوارهای -1 شكل
 1ها بر اساس جدول ( مربوط به نمونه15تا  1)شماره  16تا  2های  چاهك

 
  ISSRو RAPDنشانگر  از استفاده نمونه آويشن شيرازی با 15 در چندشكلي درصد و نوارهای تك شكل و چندشكل تعداد- 3 جدول

 درصد چند شكلي د كل نوارهاتعدا چندشكل نوار تعداد شكل تك نوار تعداد آغازگر رديف
1 OPA01 0 9 9 100% 
2 OPA18 2 6 8 75% 
3 OPD11 0 11 11 100% 
4 394-RAPD 0 13 13 100% 
5 J-RAPD 0 9 9 100% 
6 UBC1 0 11 11 100% 
7 A02 1 6 7 7/85% 
8 D18-RAPD 0 3 3 100% 
9 UBC110 1 10 11 9/90% 

10 376-RAPD 0 9 9 100% 
11 ISSR-8 2 12 14 7/85% 
12 UBC862 2 13 15 67/86% 
13 UBC 826 4 6 10 60% 
14 UBC 807 2 14 16 5/87% 
15 ISSR-7 2 10 12 3/83% 
16 ISSR-25 2 13 15 7/86% 
17 ISSR-19 2 14 16 5/87% 
18 UBC 828 5 8 13 35/61% 
19 UBC864 2 14 16 5/87% 
20 P8-ISSR 4 16 20 80% 

 ----------- 238 207 31 كل
 %9/86 9/11 35/10 ---------------- میانگین



 

 

 
 مختلف حاصل از ضريب تشابه دايس هاینمونه بين ژنتيكي شباهت ميزان -4جدول 

زآبادفيرو لامرد انديمشك جيرفت ارزوئيه  گنجقلعه ايذه كهنوج   كاكي فارياب رودبار ايرانشهر داراب بلوك منوجان 

631/0 1 ارزوئیه  764/0  795/0  791/0  667/0  736/0  717/0  687/0  624/0  652/0  729/0  618/0  630/0  755/0  

631/0 جیرفت  1 488/0  588/0  590/0  707/0  548/0  607/0  688/0  822/0  744/0  439/0  723/0  741/0  777/0  

764/0 اندیمشک  488/0  1 658/0  658/0  581/0  846/0  819/0  598/0  524/0  550/0  789/0  523/0  554/0  680/0  

795/0 لامرد  588/0  658/0  1 815/0  587/0  623/0  683/0  581/0  578/0  532/0  693/0  552/0  585/0  625/0  

791/0 فیروزآباد  590/0  658/0  815/0  1 589/0  675/0  729/0  629/0  558/0  536/0  641/0  578/0  612/0  667/0  

667/0 كهنوج  707/0  581/0  587/0  589/0  1 527/0  625/0  625/0  742/0  688/0  607/0  812/0  750/0  836/0  

736/0 ایذه  548/0  846/0  623/0  675/0  527/0  1 839/0  565/0  488/0  538/0  676/0  558/0  568/0  674/0  

گنجقلعه  717/0  607/0  819/0  683/0  729/0  625/0  839/0  1 600/0  552/0  578/0  709/0  615/0  628/0  720/0  

687/0 منوجان  688/0  598/0  581/0  629/0  625/0  565/0  600/0  1 637/0  713/0  602/0  758/0  778/0  808/0  

624/0 بلوك  822/0  524/0  578/0  558/0  742/0  488/0  552/0  637/0  1 809/0  500/0  652/0  736/0  752/0  

652/0 داراب  744/0  550/0  532/0  536/0  688/0  538/0  578/0  713/0  809/0  1 500/0  705/0  771/0  783/0  

729/0 ایرانشهر  439/0  789/0  693/0  641/0  607/0  676/0  709/0  602/0  500/0  500/0  1 548/0  532/0  624/0  

618/0 رودبار  723/0  523/0  552/0  578/0  812/0  558/0  615/0  758/0  652/0  705/0  548/0  1 681/0  820/0  

630/0 فاریاب  741/0  554/0  585/0  612/0  750/0  568/0  628/0  778/0  736/0  771/0  532/0  681/0  1 820/0  

755/0 كاكی  777/0  680/0  625/0  667/0  836/0  674/0  720/0  808/0  752/0  783/0  624/0  820/0  820/0  1 
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  NTYSISافزارنتایج حاصل از ضریب تشابه دایس نرم
كه تشابه ژنتیکی توده آویشن  داشتاز این مطلب  حکایت

( كه كمترین 4متغیر بود )جدول  4390/0–8460/0بین 
های جیرفت با ابه یا دورترین فاصله ژنتیکی بین تودهتش

ایرانشهر و بیشترین تشابه ژنتیکی یا كمترین فاصله ژنتیکی  
 های اندیمشک و ایذه بود.بین نمونه

شده در  یآورنمونه جمع 15از دندروگرام  با استفاده 
شدند كه گروه  یبند میسه گروه تقس  به 72/0ب تشابه یضر

ن یا ،روزآباد بودی، لامرد و فهی: ارزوئواول شامل سه عض
 .دشم یر گروه تقسیدو ز  به 79/0ب تشابه یگروه در ضر

رگروه دوم یروزآباد و زیرگروه اول شامل لامرد و فیک زی
 815/0تشابه  یآباد داراروزیه بود. لامرد و فیشامل ارزوئ

گنج و قلعه ذه،یمشک، ای: اندعضو 4گروه دوم شامل  بودند.
دو   به 73/0ب تشابه ین گروه در ضریا ،ر بودرانشهیا
ذه یا مشک،یرگروه اول شامل اندیزكه د یگردم یرگروه تقسیز

 مشک ویاندرانشهر بود، یرگروه دوم شامل ایزگنج و و قلعه

گر بودند و گروه یکدیبا  846/0ن تشابه یشتریب یذه دارایا
اب، كهنوج، یرفت، رودبار، فاری، جیعضو: كاك 8سوم شامل 

ن عضو بود یشتریب یگروه سوم دارا و بلوك، داراب، منوجان
كه  دیگردم یرگروه تقسیدو ز  به 725/0ب تشابه یو در ضر

رگروه دوم یرفت، بلوك و داراب و زیرگروه اول شامل جیز
تشابه  یرفت و بلوك دارایج .گروه بود یه اعضایشامل بق

 یآور جمع یهانمونه كه ییآنجا از (.2شکل) بودند 822/0
 ای ک گروهی در، بودند همان مناطق  یبوم یهاشده توده

 یهاكه نمونه یشکل به ،گرفتند قرار هم به کینزد یهاگروه
در  داشتند وقرار  ییایافک منطقه جغریذه در یمشک و ایاند

مواردی یافت شد كه ن حال یشدند. با ا یبند ک گروه طبقهی
 ،وجود نداشتمطابقتی  ییایط جغرافیها و شران گروهیب

كه از لحاظ جغرافیایی ذه یرانشهر و ایاعنوان مثال دو توده  به
گروه ک یدر لکولی واز لحاظ مستند ینهم نزدیک بهاد یز

   .(2 شکل)  ندقرار گرفت

 

 
 و  RAPDهای آویشن شیرازی بر اساس نشانگرهای در بین اكوتیپ  Diceضریب تشابه بر اساس(UPGMA)  دندروگرام –2 شكل

ISSR:ارزوئیه، لامرد، فیروزآباد، اندیمشک، ایزه، قلعه گنج، ایرانشهر، جیرفت، بلوك، داراب، كهنوج، رودبار، كاكی، منوجان، فاریاب( )از بالا به پایین 

 
-بر روی داده (PCA)های اصلی  نتایج تجزیه به مؤلفهاز 

 شکلبعدی )یک پلات دو ISSR و RAPDهای حاصل از 
ه اصلی كه مؤلفسه . شد ترسیمبعدی و یک پلات سه (3
با استفاده از  كردنداز میزان كل تنوع را ایجاد شترین سهم بی

-ژنوتیپ بعدیبعدی و سهدست آمده از پلات دو به اطلاعات

گروه اول شامل  .شدند بندیگروه متفاوت گروه 3ها در 
، رانشهری، امشکیگروه دوم اند آباد،روزیه، لامرد و فیارزوئ

، رفتی، جیاب، كهنوج، كاكیو گروه سوم فارگنج و قلعهذه یا
بندی با  این گروه .بودند منوجان و رودبار، بلوك، داراب

 ضریبمطابقت داشت.  دندروگرام ازبندی حاصل گروه
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  .برآورد شد درصد 60/74 خوشهاز  یو خروج خوشهبه  یورود یهاداده یش وابستگیآزما یبرا كوفنتیک همبستگی
 

 
 ISSRو  RAPDنشانگرهای  از با استفاده های اصلي بعدی حاصل از تجزيه به مؤلفهدوپلات  -3 شكل

 (1ها بر اساس جدول  مربوط به نمونه 15تا  1شماره ) 

 

 بحث 
 RAPD و  ISSRیلکولوم ینشانگرهااز ق ین تحقیدر ا

شن یمختلف آو یها پین اكوتیدر ب یکیژنتمطالعه تنوع  یبرا
 3 شکلهمان طور كه در  .شدران استفاده یدر ا یرازیش

 یور را بریشتری ب یپراكندگ یرازیشن شیمشخص است آو
ه یک پایدهنده  نن نشایدهد كه اینشان م PCAپلات 

ج یج حاصل از دندروگرام و نتای. نتاع استیوس یکیژنت
ن موضوع یا گر مطابقت داشتند.یکدیبا  PCAحاصل از 

ه یشده در تجز مشخص یکیمشخص كننده روابط ژنت
اهان دگرگشن یگ (.Shashidhara , 2002) است ای  خوشه

جاد یا یلکولوم یها كمک نشانگر را با یقادرند تنوع مناسب
 15 ق همهین تحقیدر ا ،Godt, 1989 (Hamrick & كنند )

هستند  ییبالا یکیتنوع ژنت یشده دارا یآورپلاسم جمع ژرم
ن جنس یدر ا یشندگرگ یسطح بالا از یناشتواند یكه م
 MirzaeiNodoushan et al., 2007 ;  Lopez-Pujol) باشد

et al., 2004   ) .یلکولونشانگر م  ISSRو طور گسترده به 
 یهانقشه ک،یلوژنتی، فیکیژنت تنوع مطالعات در زیآمتیموفق
 یهاگونه از یعیوس در دامنه یتکامل یولوژیب و یکیژنت

 (،Cheghamirza et al., 2004) است هشد استفاده یاهیگ
شمشاد در  یهاتیجمع یکیتنوع ژنت یمحققان با بررس

كه دند یجه رسین نتیبه ا ISSR یران با نشانگرهایشمال ا
 ییبالا نسبتاً یکی، شباهت ژنتNeiب تشابه یضر براساس

ن یها وجود داشت. كمترتین جمعیب (درصد 74-درصد 88)
گز و گرگان  ندرت بین جمعیدرصد( ب 2/13) یکیفاصله ژنت

ت گرگان ین جمعیدرصد( ب 1/30) یکین فاصله ژنتیشتریو ب
توان یم ق،ین تحقیج ایبا توجه به نتا و نوشهر مشاهده شد.

شمشاد قابل اعتماد و  یکیتنوع ژنت یدر بررس ISSRگفت 
 .(Ahmadikhah,2008) كاراست

 یکیژنت تنوع یبررس مورد در یمشابه یها گزارش

و  وجود ندارد  ISSRو RAPD نشانگر با یرازیشن شیآو
مختلف  یهاگونه یکیدر مورد تنوع ژنت یكم های گزارش

و  Echeverrigarayدر مطالعه . شن موجود استیآو
 یباغ شنیآو یوارهایكولت یرو ( بر2001همکاران )

(Thymus vulgaris L.) ییبالا یهمبستگ كه ه شدداد نشان 

 RAPD  ینشانگرها زا حاصل یکیژنت فواصل سیماتر نیب
  .دارد وجود ییایمیتوشیف ینشانگرها فواصل سیماتر و

 یآغازگر تصادف 10آغازگر شامل  20ق یتحق نیدر ا
RAPD  آغازگر 10وISSR  آغازگر 10 از د.یاستفاده گرد 

دست آمد كه  به نوار 91 تعداد مجموع در RAPD یتصادف
نشان  یشکلنوار تک 3 و ینوار چندشکل 88 میانن یدر ا
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 شده یآورنمونه جمع 15و با استفاده از  دندروگرام  دادند
صورت  به جینتا یبررس شدند. یبند میسه گروه تقس  به

ل را یوتحل هیاست كه تجز یار سودمندیدندروگرام روش بس
و همکاران  Ismaeili قیتحقدر . كندیع و آسان میسر

شن یوتوده آ 12 یکیتنوع ژنت یمنظور بررس به كه( 2013)
 RAPDنشانگر  27بر اساس  Thymus pubescensگونه 

نوار  273 ن تعدادیاز ا كه شد دینوار تول 360، انجام شد
دند یجه رسین نتیبه ادست آمده  به جیاز نتا و چند شکل بود 

ران یشده از مناطق مختلف ا یآورمختلف جمع یهاكه توده
 یها همؤلف ه بهیشوند و تجزیم یبندمیدر سه گروه عمده تقس

، م نمودندیتوده را در سه گروه تقسن دوازده یا یاصل
 یدیار مفیابزار بس  RAPDنشانگركه  نددان نشان دیهمچن

 است. T. pubescensشن گونه یآو یکیتنوع ژنت یدر بررس
 ،عناببر روی ( 2014و همکاران )  Ghouth قیدر تحق

 و یمك صفات اساس بر رانیا یهاعناب یبندمنظور گروه به
قرار گرفت.  یمورد بررسISSR  وRAPD  ینشانگرها

 را هاپیاكوت نیا یكم صفات بر اساس یاخوشه هیتجز جینتا

 تنوع یكل طور به ،كرد یبنددسته یاصل گروه شش تا سه در

 یجنوب خراسان و اصفهان مازندران، استان سه ران دریا عناب
ران یا در موجود تنوع كل اًتقریب یجنوبخراسان  و شد دیده

 ,Ghouth). ردیگیبرمدر  تنوع یمركز هسته کی عنوان به را

et al.,2014) قیدر تحقVen Katachalam   ( و همکاران
 ، تشخیصDNAچندشکلی  یآشکارساز منظور به (2008

 از هند موز یتجار رقم 21 بین فیلوژنتیک روابط و ژنوتیپ

 ISSRآغازگر  12 و RAPD ینوكلئوتید 10 آغازگر 50
و  15/60 ترتیب به ارقام این آغازگرها بین .كردند استفاده

 RAPD و  ISSRیبرا چندشکل را یباندها درصد 73/56

 و مشابهند نشانگر دو این دهد می نشان كه كردند آشکار

 .دارند بالایی تشخیص قدرت
  Zataria multiflora.پ از یاكوت 15ق یتحق نیا در

Boiss تعداد .قرار گرفت ید بررسمور یکیژنت تنوع از لحاظ 

 تشابه دامنه و ISSR وRAPD شکل  چند یاد نوارهایز

 در را ییبالا یکیژنت تنوع وجود مذكور، یهاتوده عینسبتاً وس

 یطور كل به داد. نشان یرازیشن شیآو یتهایان جمعیم
خوب شکل  یبندقات انجام شده و گروهیباتوجه به تحق

همچنین نشان دادن دامنه و  یرازیشن شیآو یهاگرفته توده
كه  نشان داد ین بررسیج اینتا هاخوب تنوع در این توده

 یبررس یراب یدیار مفیابزار بس یلکولوم ینشانگرها
شن یآو یها پیتر اكوت قیدق ییو شناسا یکیات ژنتیخصوص

-گروه تفکیک، در بالایی ییتوانان یو همچند تنهس یرازیش

ن نشانگرها یبا ا د.دارن هاگونه درون یجداساز و یبند
 ییایجغراف یو مطابقت آنها با الگوها ها پیتوان تنوع اكوت یم

كه اطلاعات حاصل از  یطور به ،مشخص كرد یخوب به را
دست  به اطلاعات یبرا یتواند مکمل یم یلکولوقات میتحق

 نسبتاً ن تنوعیو همچن باشد یکیلوژمورفواز مطالعات مده آ

 وجود مطالعه شن موردیآو مختلف یهاتوده نیب در یخوب

 و اصلاح ارقام جهت در تنوع نیا از توانیم ، بنابرایندارد
و بانک  ین حفظ در كتابخانه ژنیبهتر و همچن ارقام دیتول
  .جست بهره  یبذر
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Abstract 
     Assessment of genetic diversity and germplasm classification of plant species are important 

activities in plant improvement and management of genetic resources. Regarding observed 

variation on various traits of Zataria multiflora Bosis. random amplified polymorphic DNA 

(RAPD) and inter-simple sequence repeat (ISSR) markers were used to assess genetic diversity 

of the species in Iran. Leaves were collected on thyme plants of 15 different regions of Kerman, 

Sistan and Balochistan, Boushehr, Fars, and Khuzestan provinces. Leaf DNA extraction was 

carried out by cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB) method with small modifications. 

Ten RAPD markers and 10 ISSR markers with sharper bands in polymerase chain reaction 

(PCR) were used for data analysis. NTSYS-pc software and dice similarity coefficient, as well 

as Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages (UPGMA) were used to draw the 

related dendrogram. Cophenetic correlation coefficient was calculated and a two-dimensional 

graph was created based on principle component analysis (PCA) results. Range of the bands 

produced by the primers varied from 120 to 3100bp. The 15 selected regions were classified 

into three separate groups. The established clusters were in a good harmony with geographical 

conditions. Entirely the markers produced 207 bands with polymorphism percentage of 86.9. 

The results of the dice similarity coefficient produced by NTYSIS suggested that genetic 

similarity of thyme varied between 0.4390–0.8460. The most genetic similarity was observed 

between Andimeshk and Eizeh samples and the least similarity was observed between Iranshahr 

and Jiroft samples. Results of principle components analysis and cluster analysis were similar. 

Cophenetic correlation coefficient was 74.60%. The results suggested that RAPD & ISSR 

markers are useful for investigating genetic variability of Zatraia multiflora germplasm. 
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