موضوع: ارزيابي تنوع مورفولوژيكي، ژنتيكي و فيتوشيميايي جمعيت​هاي آويشن كوهي ايران

(Thymus kotschyanus)

رشته
علوم باغباني گرايش: گياهان دارويي، ادويه‎اي و نوشابه‎اي
بیان مسأله
   آويشن از دير باز به علت داشتن عطر و خواص دارويي در همه جاي دنيا مورد استفاده قرار گرفته شده است، در سير تكاملي اين گياه، تكامل آن از طريق طبيعت و انسان انجام گرفته است. با انجام مطالعات فلورستيكي حدود 250 گونه آويشن در جهان و 18 گونه آويشن در ايران مورد شناسايي قرار گرفته است (جم زاده، 1388) كه از اين تعداد، قبلا 14 گونه و زيرگونه توسط رشينگر
 (1982) گزارش شده بود. 
ايران با وجود داشتن 11 اقليم از 13 اقليم جهاني، دامنه تغييرات دمايي بالا (50 درجه) شرايط متفاوت اکولوژيکي، زيست محيطي، 300 روز آفتابي در سال و همچنين با وجود آن که 6/22 درصد از 7500 گونه گياهي فلات بزرگ ايران، دارويي و صنعتي است ولي به دليل نبود آگاهي کافي مردم و عدم وجود مطالعات کمي و کيفي مناسب حداکثر از 300 گونه استفاده مي شود، ميزان 7500 گونه تقريباً سه برابر پوشش گياهي قاره اروپا است(بي نام، 1388). 

به طوري که در جهان، به ويژه در کشورهاي توسعه يافته با مضرات داروهاي شيميايي شناخت کافي دارند و گرايش به مصرف گياهان دارويي در حال افزايش است. در ايران پيشرفت چشم گيري در توليد و مصرف آنها ديده نمي شود. بررسي ابعاد اقتصادي– اجتماعي توليد و مصرف گياهان دارويي مويد نکات بسيار مهمي است با وجودي که برآورد مي شود حجم تجارت جهاني گياهان دارويي و فرآورده هاي آن 100 ميليارد دلار در سال است ولي فقط حدود 07/0 درصد آن سهم ايران است( 60 ميليون دلار) کشوري با بيش از 2300 گونه گياهي با ظرفيت بالقوه گياهي بسيار بالا که حدود 800 گونه آنها دارويي است و از اين تعداد نيز 100 گونه از اقلام قابل توجه در امر توليد دارو، لوازم آرايشي و ... مي باشد که چنين وضعيتي قابل قبول نيست (بي نام، 1388).  

اسانس آويشن در رديف 10 اسانس معروف دنياست که جايگاه اقتصادي خاصي در تجارت جهاني دارد، در بين داروهاي توليد شده گياه آويشن در جهان بعد از نعناع در رتبه دوم قرار دارد (فخرطباطبايي، 1385). 

کشور ايران با موقعيت خاص آب و هوايي، گذشته درخشان در زمينه دانش گياهان دارويي، وجود تنوع گونه اي و ژنتيکي فراوان و وجود 600 گونه گياه دارويي از خانواده هاي مختلف در ايران که اين رقم بيش از پنج برابر کل گياهان دارويي تمامي کشورهاي قاره ي اروپاست (قاسمي، 1389)، شرايط بسيار مطلوبي براي توسعه دانش گياهان دارويي در جهان برخوردار است. به رغم اين توان بالقوه سطح زير کشت گياهان دارويي در سال 1388 حدود 40049 هکتار بوده است، بر اساس اين آمار ميزان توليد گياهان دارويي در عرصه ها، 65876 تن مي باشد. از نظر تنوع گونه هاي زير کشت، اين ارقام به حدود 40 گونه محدود مي شود( بي نام، 1388).
   گياهان دارويي منبع غني از مواد مؤثره اصلي براي ساخت بسياري از داروها مي باشند. اين مواد اگرچه اساساً با هدايت فرايندهاي ژنتيکي ساخته مي شوند، ولي ساخت آن ها به طور بارزي تحت تأثير عوامل محيطي قرار مي گيرد. کيفيت و ميزان متابوليت هاي يک گياه در رويشگاه ها و مناطق مختلف تغيير مي يابد که دليل اين امر نوسان فعاليت هاي متابوليکي گياه در اثر عوامل مختلف محيطي است. زماني که برخي عوامل محيطي تغيير يابند، بايد موجود زنده به هر نحوي با محيط جديد سازگار شود که اين سازگاري بر فرآيندهاي بيوشيميايي و فنوتيپي استوار است (اميدبيگي، 1388). در پي اين اصل، همچنان اين روند سازگاري ادامه دارد و در شرايط اقليمي و اکولوژي متفاوت اين متابوليت ها در گياهان مختلف کم و بيش دستخوش تغيير مي شوند، لذا گونه هاي يکسان و متفاوت اين گياهان در شرايط اقليمي و اکولوژي خاص از نظر کميت و کيفيت مواد موثره تيپ ها و مونه هاي متفاوت و متنوعي را تشکيل مي دهند، که اين تنوع خود منجر به تفاوت در دامنه فعاليت هاي دارويي و بيولوژيک نيز مي شود. انعطاف پذيري ژنتيکي جمعيت هاي گياهي بروز اين تنوع را امکان پذير ساخته چنان که به تدريج تحت تاثير نيروي تکامل، در مناطق جغرافيايي مختلف جمعيت هايي از يک گونه بوجود مي آيند که از نظر فعاليت هاي بيولوژيکي، فيزيولوژيکي، شيميايي، بوتانيکي و نهايتاً ژنتيکي از يکديگر متمايزند. زماني که گياه در ابتدا با تغييرات محيطي خاص روبرو مي شود، تغييراتي در رفتار فيزيولوژيکي آن در جهت سازگاري به محيط جديد ايجاد مي شود که اين تغييرات معمولاً ناپايدارند ولي اگر اوضاع محيطي مذکور در محل رويش گياه پايدار شود، نسل هاي بعدي در جهت سازگاري به محيط جديد انتخاب مي شوند و اين سازگاري به تدريج به صفات موروثي و قابل انتقال به نتاج تبديل مي شوند. اکثر عوامل محيطي ابتدا روي متابوليسم اوليه گياه تأثير مي گذارند و متعاقباً متابوليسم ثانوي نيز تحت تأثير قرار مي گيرد که نحوه تأثير عوامل مختلف مي تواند به شکل تغيير در تناسب اندام هاي گياهي، عملکرد متابوليت ها در واحد وزن خشک و نسبت اجزاي متابوليت هاي ثانويه در گياه باشد (برنات
، 2008).

   لذا همان طور که گفته شد جمعيت هاي وحشي يک گونه در شرايط اقليمي و اکولوژي متفاوت از نظر مورفولوژي، تيپ رشدي و شيميايي ناهمگن هستند. بنابراين براي استفاده اصولي و صنعتي از اين گياهان لازم است که هويت و ماهيت آنان از مناظر مختلف ژنتيکي، شيميايي و توليدي بررسي شود. اگر نياز است يک گونه دارويي بنا به اهميت اقتصادي و بويژه در معرض خطر قرار گرفتن جمعيت هاي آن گونه، به سيستم هاي کشاورزي وارد شود و اهلي گردد، بايد در نظر داشت که اولين و مهمترين استراتژي اهلي کردن شامل بررسي دقيق جنبه هاي شيميايي، ژنتيکي، اکوفيزيولوژيکي و همچنين پتانسيل توليد جمعيت هاي گياهي گونه مورد نظر مي باشد. شناسايي جمعيت هاي مختلف و گزينش افراد برتر از لحاظ خصوصيات رشدي و تيپ شيميايي در بين جمعيت هاي طبيعي گياهان دارويي اولين و مهمترين مرحله در طي اهلي کردن اين گياهان است. در مورد گياهان دارويي بايد اذعان داشت که 75-60 درصد ارقامي که امروزه در کشت و صنعت ها کشت و توليد مي شوند از طريق روش هاي ساده انتخاب در بين جمعيت هاي وحشي يا توده هاي بومي بدست آمده اند که البته کارايي انتخاب به وجود و شناخت دقيق تنوع بستگي دارد (برنات، 2002؛ نمت
، 2000).  
   بطور كلي برنامه هاي اوليه بهنژادي يك رقم، ايجاد يا اطلاع از ميزان تنوع موجود در ارقام زراعي و خويشاوندان وحشي گونه مي باشد. با توجه به ماهيت صفات ارزشمند، متخصصين بهنژادي استراتژي خود را بر اساس ميزان تنوع، ماهيت و وراثت پذيري صفات مورد نظر انتخاب مي كنند. خاصيت تركيب پذيري مواد ژنتيكي اين فرصت را فراهم مي كند تا بهنژادگر بتواند به شناسايي والد برتر در يك تلاقي پي ببرد (اهدايي، 1370 ؛ عبد ميشاني و همكاران، 1378).

روش هاي مختلفي براي برآورد تنوع ژنتيکي
 در گونه هاي گياهي وجود دارد که شامل صفات مورفولوژيکي و در ضمن استفاده از نشانگرهاي مولکولي نيز به عنوان ابزاز قوي بسيار مناسب است. با توجه به اينکه روش هاي مورفولوژيکي، بيوشيميايي و مولکولي هر کدام داراي مزايا و معايب خاص خود را دارند. لذا در خصوص كم و كيف استفاده آن ها براي بررسي تنوع ژنتيکي، بين محققين اختلاف نظر وجود دارد. برخي عقيده دارند که اکثر نشانگرهاي مولکولي عمده تغييرات ژنومي را در قسمت هاي غير رمز کننده ژنوم تعيين مي كنند. بنابراين از اين نظر ممکن است نتوان ارتباط مستقيم بين تنوع مولکولي و مورفولوژيکي ايجاد کرد (محمدي، 1385 و احمد زاده، 1386). بعضي ديگر معتقد هستند که تعيين تنوع فقط بر اساس صفات مورفولوژيکي اطلاعات كافي در جهت برآورد تشابهات و يا اختلافات بين ژنوتيپ ها و يا جمعيت هاي مختلف را ممكن است، فراهم نكند اگر چه در جاي خود ارزشمند است. با اين وجود استفاده داده هاي مورفولوژيکي، بيوشيميايي و مولکولي مي تواند توصيف و تفسير مناسب و جامعي از تنوع بيولوژيکي ارقام، گونه ها و جنس هاي گياهي را فراهم نمايد (محمدي، 1385).

   بر اساس شرايط اكو- جغرافيايي بسيار متنوع ايران، براي بسياري از گونه هاي گياهي تنوع ژنتيكي فراواني بين ارقام بومي و خويشاوندهاي وحشي آن ها وجود دارد. البته اين تغييرات براي گونه هاي كه مركز ژنتيكي آن ها ايران مي باشد، اهميت بيشتري دارد. البته شناسايي صفاتي كه در تنوع گونه هايي مختلف نقش مؤثري دارند، و تعيين ارتباط و همبستگي بين صفات و همچنين تببين ارتباط بين الگوي تنوع و پراكنش جغرافيايي براي بهنژادگران بسيار حائز اهميت است. بنابراين تعيين روابط خويشاوندي فنتيك
 و فيلوژنتيك
 گونه‌هاي جنس آويشن به منظور ايجاد تلاقي بين گونه‌اي و تهيه گونه هاي حد واسط به منظور ايجاد ارقام تجاري ارزشمند جديد بسيار اهميت دارد. 
اهمیت و ضرورت مسأله
   آويشن کوهي Thymus kotschyanus Boiss. & Hohen.)) يکي از گونه هاي بومي جنس آويشن در ايران است. با توجه به اهميت اقتصادي گياه دارويي آويشن، بررسي و مقايسه كارايي نشانگر هاي مولكولي، بيوشيميايي و مورفولوژيكي در تفكيك جمعيت هاي آن اهميت دارد.
اهداف پژوهش
در اين ارتباط بررسي و مقايسه كارايي نشانگر هاي مولكولي، بيوشيميايي و مورفولوژيكي در تفكيك جمعيت هاي آويشن کوهي و شناسايي صفات مورفولوژيكي، بيوشيميايي و مولكولي که در تمايز جمعيت ها و اندازه گيري مقدار تشابهات آن ها در مسير تكاملي اين جمعيت ها مورد توجه قرار گرفته و همچنين پيشنهاد خطي مشي مناسب برنامه هاي بهنژادي براي بهبود تيپ هاي شيميايي موجود از اهداف مهم اين پژوهش مي باشد.
مرور منابع و پیشینه تحقیق:

انگشت نگاري RFLP در بسياري از مطالعات اوليه روي گياهان دارويي در شناسايي کلون هاي حاصل از ريزازديادي بومادران توسط والنر
 و همکاران (1996) مورد استفاده قرار گرفته است. اين تکنيک قابليت تکرار و نيز قابل اعتماد است و لي نيازمند مراحل مختلف کار و نيز مقدارDNA  زياد مي باشد.معرفي نشانگرهاي مولکولي مبتني بر PCR در اوايل دهه 1990، نقطه عطفي در زمبنه انگشت نگاري DNA بود. اين روش ها با استفاده از پرايمر هاي تصادفي که نواحي خاصي از DNA ژنومي را به صورت تصادفي تکثير مي کنند و با استفاده از روش هاي الکتروفورز و رنگ آميزي قابل انجام اند. RAPD روشي که به وسيله ويليامز
 و همکاران (1990) توسعه يافت از جمله مشهورترين تکنيک هاي مطالعه DNA با استفاده از PCR است و اما اين تکنيک داراي يک عيب اساسي است و آن عدم تکرار پذيري نتايج به ويژه بين آزمايشگاه هاي مختلف است. بنابراين ارزش RAPD و تکنيک هاي مرتبط براي بررسي روابط ژنتيکي و شناسايي ژنوتيپ ها مورد بحث است، با اين وجود هزاران مطالعه RAPD روي صد ها گونه مختلف طي 15 سال گذشته به چاپ رسيده است. که در بين آنها مي توان به گونه هاي مهم دارويي چون بومادران (والنر و همکاران، 1996)، آرتميزيا (سانگوان
 و همکاران، 1999)، گل انگشتانه (نباوئر
 و همکاران، 2000) و اکيناسه (نيري
 و همکاران، 2003) اشاره کرد.

   ندوشن و همکاران(1384) با مطالعه تنوع ژنتيكي در سه گونه از گياه آويشن (Thymus) با استفاده از الكتروفورز پروتئين هاي ذخيره اي بذر نشان دادند که بذر 9 جمعيت از سه گونه T. pubscens, T. kotschyanus و T. persicus از مناطق شمال و شمال غرب تهيه شدند و از الكتروفورز به روش SDS-PAGE جهت مطالعه پروتئين هاي ذخيره اي بذر استفاده شد. باندهاي حاصل از كليه جمعيت ها از جهت حضور و عدم حضور و فاصله از مبدا ارزيابي شد و اطلاعات حاصل مورد تجزيه خوشه اي قرار گرفت. جمعيت ها به چهار گروه تقسيم بندي شدند كه در گروه اول جمعيت هاي گونه T. kotschyanus و در گروه دوم جمعيت جمع آوري شده از ارتفاع 2200 متري متعلق به گونه T. persicus از زنجان قرار گرفتند. در گروه سوم نيز دو جمعيت ديگر از گونه T. persicus جمع آوري شده از ارتفاعات 2400 و 2600 متري متعلق به زنجان جاي گرفتند اما در گروه چهارم نمونه هاي متعلق به گونه T. pubscens قرار گرفتند.
موضوع بررسي تنوع و جريان ژني در ارتباط با حفاظت امري بسيار مهم است چنانکه تنوع و جريان ژني گونه اي پرونوس (Prunus africana) با استفاده از نشانگرهاي RAPD توسط داوسون و پوول
 (1999) و نيز براي گونه هاي وحشي و اهلي شده جين سينگ آسيايي با استفاده از توالي هاي ITS و AFLP توسط زوو
 و همکاران (2005) بررسي شده است. به منظور ارزيابي تنوع ژنتيکي در يک گونه سريعا در حال انقراض سنب الطيب (Valleriana wallrothi) در ايتاليا، هشت جمعيت با استفاده از نشانگرهاي AFLP و SSR، کلروپلاست مورد مطالعه قرار گرفتند که بر خلاف طبيعت دگرگرده افشان سنب الطيب، نتايج داده هاي AFLP جمعيت هاي اين گونه را از يکديگر متمايز نمودند که نشان از اثر قابل توجه چرا و کشاورزي در تفرق ژنتيکي جمعيت هاي اين گونه گياهي مي باشد( گراسي
 و همکاران، 2004).
   ويرا
 و همکاران (2001) به مطالعه تنوع ژنتيکي بر اساس ترکيب شيميايي اسانس، فلاونوئيدها و نشانگرهاي RAPD در 12 جمعيت ريحان (Ocimum gratissimum) پرداختند، در اين مطالعه گروهبندي بر اساس ترکيبات اسانس جمعيت هاي مورد مطالعه منجر به شناسايي شش تيپ شيميايي مختلف گرديد. از طرفي مطالعه و طبقه بندي ترکيبات فلاونوئيدي شش تيپ شيميايي، نتايجي منطبق با آنچه در مورد ترکيبات اسانس مشاهده شد، ارائه نمود. در حاليکه کاربرد نشانگرهايRAPD، 12 جمعيت ريحان را به سه گروه طبقه بندي کرد. اين تفاوت بين نشانگرهاي ژنتيکي و نشانگرهاي شيميايي به سهم متفاوت کنترل ژنتيکي و محيطي در ايجاد و بروز تيپ هاي شيميايي بر مي گردد.

   اسکولا
 و همکاران (1999) با استفاده از نشانگرهاي RAPD، به منظور متمايز کردن دو جمعيت مريم گلي (Salvia fruticosa) به طور موفقيت آميز استفاده کرده اند. همچنين از ترکيبات اسانس در تفسير نتايج بهره يافته اند. 
گوناريس
 و همکاران (2002) اطلاعات حاصل از آغازگرهاي RAPD را به همراه نشانگرهاي بيوشيميايي همچون ترکيبات اسانس براي شناسايي گونه هاي مرزنگوشOriganum vulgare و O. onites و هيبريد Origanum x intercedens آن ها مورد استفاده قرار دادند. 

   نتايج روستايي و همکاران (1388) با بررسي تنوع ژنتيکي 25 جمعيت از پنج منطقه مختلف جمع آوري شده از نشانگر RAPD استفاده شد که 80 آغازگر استفاده شد که 16 آغاز گر بيشترين چند شکلي را نشان 
دادند. اندازه باندها از 250 تا 2500 جفت باز تفاوت داشتند آناليز کلاستر نمونه هاي آويشن باغي و دنايي را در ضريب تشابه 23/0 به دو گروه مجزا تقسيم کرد و در بين نمونه هاي آويشن دنايي نمونه ها درضريب تشابه 42/0 به دو گروه تقسيم بندي شدند.
 سانگوان و همکاران (1999) با کاربرد 101 نشانگرهاي RAPD براي بررسي تنوع ژنتيکي آرتميزيا به کار بردند و در جستجوي بوته هايي با ميزان بالاي توليد آرتميزين در جمعيت ها بودند که 97 نشانگر چند شکلي نشان دادند، تنوع ژنتيکي قابل توجهي در اين توده وجود داشت که اين تجزيه نشان مي دهد بهبود ژنتيکي براي صفات شيميايي امکان پذير مي باشد و روابط بين ارقام در مقياس هاي مختلف ممکن است بررسي شود.

   روستايي و همکاران (1388) با تجزيه ارتباطي بين صفات مورفولوژيکي و نشانگرهايRAPD  در آويشن دنايي نشان داد که با استفاده از روش رگرسيون گام به گام بين ده صفت مورفولوژيکي با 184 باند چند شکل RAPD، نشانگرهاي مرتبط با هر صفت شناسايي شد با هر صفت چندين نشانگر همبستگي نشان داده نشانگرهاي که بالاترين R2 را داشت به عنوان موثرترين نشانگر براي آن صفت محسوب مي شود. در مجموع از بين ده صفت بررسي شده بيشترين R2 مربوط به 15 نشانگر بود که با صفت تعداد گل آذين صددرصد همبستگي نشان داد. 
کيونگ لي
 و همکاران (2003) نشانگرهاي AFLP را در مطالعه تنوع ژنتيکي توده هاي کشت شده و وحشي پريلا (Perilla frutescens) مورد استفاده قرار دادند. در مطالعه اي ديگر توسط نگي
 و همکاران (2000) نيز به مطالعه تنوع و ارتباط ژنتيکي درون و بين گونه اي جنس پنيرباد
 بوسيله نشانگرهاي AFLP پرداختند.
 لابرا
 و همکاران (2004) به مطالعه تنوع ژنتيکي ارقام ريحان (Ocimum basilicom) با استفاده از صفات مورفولوزيک، ترکيبات اسانس و نشانگرهاي AFLP پرداختند. آن ها نتيجه گرفتند که آناليز ترکيبي اين نشانگرها روش مناسب براي تفکيک ژنوتيپ ها و ارتباط دادن ژنوتيپ انها با صفات زراعي 
مي باشد
گلتا
 و همکاران (2005) تنوع ژنتيکي 39 ژنوتيپ فلفل دلمه اي را با نشانگرهاي مورفولوژيک و AFLP ارزيابي نمودند. در اين مطالعه همبستگي مثبت و معني دار بين نشانگرهاي AFLP و مورفولوژيک در تفکيک ژنوتيپ ها گزارش شده است. تلفيق اطلاعات مولکولي و فيتوشيميايي براي تشخيص جمعيت ها روش مطلوب در مورد گياهان دارويي مي باشد و همچنين برخي تحقيقات در دهه اخير که مويد اهميت نشانگرهاي AFLP در بررسي تنوع ژنتيکي گياهان دارويي هستند عبارتند از: داتوره (ماسي
 و همکاران، 1999 )، خشخاشPapaver bracteatum )کارولان
 و همکاران، 2002)،  Solanum nigrum (جاکوباي
 و همکاران، 2003)، Echinacea purpurea (عزيز و سايو
، 2008)، Taxus wallichiana (موهاپاترا
 و همکاران، 2009)،  Carthamus tinctorius (ژانگ
 و همکاران، 2009)، Echinacea tennesseensis (موراءس
 و همکاران، 2011)، Valeriana jatamansi (راج کومار
 و همکاران، 2011). 
نشانگرهاي ISSR تکرارهاي ريزماهواره چهار تا 12 واحدي هستند که از يک انتهاي شان دو تا چهار نوکلئوتيد اختياري دارند. آغازگرهاي فوق امکان تکثير قطعاتي از DNA را فراهم مي آورند که بين دو ريزماهواره قرار داشته و به اندازه کافي به هم نزديک هستند ( پروست و ويلکينسون
، 1999)، وراثت پذيري بالاي جايگاه هاي ISSR، توزيع گسترده آن ها در ساسر ژنوم
شباهت آن ها به وراثت مندلي، تکرارپذيري بالا، عدم نياز به اطلاعات قبلي در مورد ژنوم سبب استفاده روزافزون اين نشانگر شده است. ISSR ها به خاطر طول بلند آغازگرهاي آن اجازه انتخاب دماي واسرشته سازي بالاتري را مي دهد، که داراي تکرارپذيري بيشتري است. اين نشانگر معمولا به عنوان نشانگرهاي غالب در نظر گرفته مي شود (گوپتا و وارشني
، 2000؛ سيک
 و همکاران، 2008)، ولي در تشخيص و مطالعات هموزيگوت ها از هتروزگوت ها به عنوان نشانگر همبارز دسته بندي مي شود (پروست و ويلکينسون، 1999؛ تسومورا
 و همکاران، 1996). ISSR ها انگشت نگاري هايي با چند شکلي بالا توليد مي کنند ( روبيو- مورگا
 و همکاران، 2010).
   نشانگر ISSR يکي از مهمترين نشانگرهاي DNA مي باشد که در دهه گذشته به منظور بررسي تنوع ژنتيکي جمعيت هاي طبيعي استفاده شده است. در داخل خانواده نعناع، تکنيک ISSR براي بررسي تنوع ژنتيکي در درون و در ميان جمعيت گونه هاي Artemisia capillaries (شافاي
 و همکاران، 2009)، Salvia miltiorrhiza (سونگ
و همکاران، 2010)،  Stachys sp(کوشيوا
و همکاران، 2006)، Hesperozygis ringens (فارکارو و اچيورگاراي، 2006)، و Lamiophlomis rotata (ليو و همکاران، 2006) مورد استفاده قرار گرفته است.

   روابط ژنتيکي 21 جمعيت از گونه T. caespititius جمع آوري شده از فلوريس
، سايو جورگي
، تريسرا
 و گارسيوسا 
در شمال سرزمين پرتغال با روش مولکولي با استفاده از 10 آغازگر ISSR بررسي گرديد که در مجموع 176 باند چند شکل توليد شد. براساس الگوهاي ISSR، افراد به چهار خوشه جداگانه تقسيم شدند (ليما
 و همکاران، 2009).
   در بررسي تنوع ژنتيکي 31 تک بوته T. caespititus جمع آوري شده از سه منطقه کوروا
، فلوري سرا گارسيوسا با استفاده از 11 آغازگر ISSR و 17 آغازگر RAPD بترتيب 127 و 199 باند چند شکل توليد شد. اطلاعات بدست آمده گياهان جمع شده از مناطق کوروا و فلوري سرا در گروه جداگانه اي از  گياهان  جمع شده از منطقه گارسي وسا قرارداد (تريندادي
 و همکاران، 2009).

بررسي تنوع ژنتيکي و تمايز جغرافيايي 17 توده آويشن دنايي (T. daenensis subsp. daenensis) با استفاده از 15 آغازگر ISSR مورد مطالعه قرار گرفت. در اين تحقيق 256 باند توليد گرديد که تعداد 228 باند چند شکل بودند. دندروگرام توليد شده از داده ها، توده هاي بررسي شده را در دو گروه ژنتيکي متمايز قرار داد و انشعاب ژنتيکي آن ها ارتباطي قوي با مناطق جغرافيايي و رويشگاهي آن ها نشان داد (رحيم ملک
 و همکاران، 2009).
   فرج پور و همکارن (1388) با بررسي تنوع ژنتيکي Achilla با نشانگرهاي ISSR و RAPD نشان دادند که دندروگرام آن ها را به پنج گروه تقسيم بندي کرد و تا حد زيادي الگوي توزيع منطقه اي را پوشش داد. بيکي و همکاران (1392) با بررسي تنوع وراثتي 16 رقم زراعي و گونه هاي خودرو جنس زعفران (Crocus)  با کاربرد 14 نشانگر ISSR ارزيابي کردند که نتايج نشان داد که 208 باند پلي مورفيسم توليد شد که نژادگان زعفران را در پنج گروه طبقه بندي کرد. همچنين نتايج PCOA همسو با گروهبندي بود نتايج فوق سودمندي بالاي نشانگرهاي ISSR را براي تفکيک و روابط ژنتيکي زعفران بيان مي کند. کومار
 و همکاران (2014) با بررسي تنوع ژنتيکي گياه دارويي Justicia adhatoda   با 18 نشانگر RAPD و 20 آغازگر ISSR نشان دادند که در مجموع 432 باند توليد شد که 404 باند چند شکل بودند.

در تحقيقي توسط نگان
 و همکاران (1999) تلاش کردند تا با استفاده از تجزيه توالي DNA ژن  5, 8 S rRNAريشه هاي متعلق به شش گونه جين سينگ را از يکديگر و نيز از دو گونه مشابه معمول در تقلبات مواد گياهي Phytolaca acinosa  و Mirabilis jalapa متمايز کنند. اما ميزان بالاي همگني توالي DNA اين ناحيه در بين گونه هاي جين سينگ (99%) همچنين ساير گونه هاي مرتبط مشاهده شد، در عوض با استفاده از توالي دو ناحيه جدا کننده داخلي امکان تمايز بهتر گونه ها وجود داشت و براي توسعه پروتکل شناسايي اين گونه ها بر مبناي نشانگرهاي RFLP مورد استفاده قرار گرفت. در مطالعه ديگر آرتيوکووا
 و همکاران (2004) نمونه هاي مختلف تهيه شده جين سينگP. ginseng  و P. quinquefolius از چين، کره، کانادا و امريکا را بااستفاده از نشانگرهاي AFLP آناليز کردند. يکي از باندهاي AFLP که فقط در P. ginseng را تشخيص داده بود از ژل پلي آکريل آميد جدا شد و پس از کلون کردن، توالي يابي گرديد و بر اساس توالي ميني ساتلايت موجود در اين توالي پرايمري طراحي گرديد که توانست به خوبي اين دو گونه جين سينگ را از يکديگر متمايز نمايد.
   لاوو
 و همکاران (2001) توالي ناحيه STS را براي تمايز 16 گونه متعلق به ارکيده هاي دندروبيوم و برخي گونه هاي مرتبط همانند فوليدوتا (Pholidota) مورد استفاده قرار دادند. در اين مطالعه تاييد گونه ها با وجود ميزان پايين تنوع STS درون گونه اي به آساني قابل انجام بود. در تحقيقي ديگر زانگ
 و همکاران (2003) اطلاعات توالي STS را به منظور توسعه ريزآرايه DNA اليگونوکلئوتيدي مورد استفاده قرار دادند. توالي هدف با رنگ فلورسنت برچسب دار شده و حضور توالي هدف هيبريد شده بوسيله اسکنر ليزري کانوني 
تشخيص داده شد اين ريزآرايه قادر به شناسايي پنج گونه دندروبيوم که داراي خواص دارويي هستند بود. همچنين قادر بود حضور گونه دندربيوم نوبيل Dendrobium nobile را در فرمولاسيون دارويي حاوي نه گياه مختلف تشخيص دهد.
   روش شناسايي گونه مبتني بر ريزآرايه DNA همچنين بوسيله کارلز
 و همکاران (2005) مورد استفاده قرار گرفت. اين محققين تراشه سيليکوني را طراحي کردند که قادر بود بين 20 گونه رايج و سمي تاتوره مورد استفاده در طب سنتي چين تمايز ايجاد کند. کاوشگر هاي ثابت شده روي تراشه بر اساس توالي ژن 5SrRNA و در دو مورد بر اساس توالي ژن RNA ناقل اختصاصي لئوسين طراحي شده بودند. در اين روش حتي دو گونه خيلي نزديک گياه تاتوره (Daturea inoxia و D. metel) از خانواده سيب زميني علي رغم تفاوت دو نوکلئوتيد از يکديگر متمايز شدند.

خانوجا
 (2000) نشانگرهاي RAPD را براي شناسايي گونه هاي نعناع مورد استفاده قرار داد اين مطالعه نشان داد که رقم کارويانا از گونه نعناع (Mentha gracilis) ممکن است که از هيبريداسيون طبيعي بين گونه نعناع (M. arvensis L.) و گونه نعناع (M. spicata) مشتق شده استف علاوه بر اين آن ها با برخي از پرايمرهاي RAPD توانستند باندهاي اختصاصي گونه شناسايي کنند که مي تواند براي شناسايي و تاييد گونه هاي نعناع مورد استفاده قرار گيرند، همچنين شاساني
 و همکاران (2005) نشانگرهاي RAPD و AFLP را به صورت هدفمند براي شناسايي هيبريد هاي بين و درون گونه اي نعناع به عنوان هدفي در برنامه هاي تلاقي توسعه دادند.

   گيلمور
 و همکاران (2003) کارايي نشانگرهاي ميکروساتلايت را براي شاهدانه در مطالعات جرم شناسي مورد بررسي قرار دادند. بر اساس تجزيه واريانس مولکولي بين دو گروه اصلي شاهدانه، 25 درصد از کل تنوع ژنتيکي مربوط به انواعي است که براي توليد فيبر استفاده مي شوند و شش درصد مربوط به آن هايي که براي توليد دارو استفاده مي شوند. اين نتايج نشان داد که انگشت نگاري DNA با استفاده از ميکروساتلايت ها مي تواند در تعيين تيپ زراعي، منشاء جغرافيايي و محل توليد اين محصولات دارويي تکثير شده به 
صورت کلون، کمک نمايد. ولي بين الگوي روابط بين توده هاي مختلف از يک طرف و ميزان تتراهيدروکامابينول از طرف ديگر هماهنگي يافت نشد.

واگنر و همکاران (2004) توانستند با بررسي مولکولي توارث کامازولن و بيزابولوئيدها در ژنوتيپ هاي بابونه با استفاده از نشانگرهاي RAPD و AFLP، نشانگرهاي مولکولي پيوسته با اين ترکيبات را شناسايي کنند که در برنامه اصلاحي مورد استفاده قرار گيرد. 
باسيفيکو و همکاران (2006) با استفاده از نشانگرهاي مولکولي توانستند تيپ هاي مختلف هيدروکانابينول را در شاهدانه متمايز نمايند که هم در برنامه هاي اصلاحي و هم در زمينه هاي جرم شناسي مفيد مي باشد. 
مثال ديگر در اين مورد توسعه نشانگرهاي مولکولي براي عطر برنج است که توسط برادبيري و همکاران (2005) انجام شده است. عطر برنج به علت حذف هشت جفت باز و چند شکلي در سه نوکلئوتيد در زن کد کننده بتائين آلدئيد هيدروزناز-2، ايجاد مي شود. نشانگر DNA توسعه يافته براي تشخيص برنج معطر از غير معطر مي تواند جهت غربالگري با کارايي بالا استفاده شود.

بااوم و همکاران (2001) در روشي متفاوت براي نشانمند کردن ژن ها با هدف ايجاد نشانگر براي صفات با وراثت چند ژني 52 گياه اکيناسه (Echinacea purpurea) را با 232 نشانگر AFLP غربال کردند. اين گياهان همچنين از نظر ميزان ماده موثره شيکوريک اسيد و تتران با آناليز HPLC مورد بررسي قرار گرفتند. آناليز رگرسيون و همبستگي کانونيک براي بررسي روابط بين باندهاي DNA و ترکيبات شيميايي مورد استفاده قرار گرفت. که در نتيجه حدود 22 باند DNA که مي توانند براي پيش بيني هاي بعدي طيف فيتوشيميايي گياهان مورد استفاده قرار گيرند، در اين آناليز يافت شد.

سان و همکاران (1999) با استفاده از نشانگرهاي RAPD نشان دادند که اين گياه غالبا از سيستم خود باروري برخوردار است. آرنولداشميت (2000) نشانگرهاي مولکولي RAPD را به منظور بررسي سيستم توليد مثلي گل راعي و تشخيص گياهان حاصل از توليد مثل جنسي از آپوميکسي مورد استفاده قرار دادند
روش تحقیق:

بررسي هاي مورفولوژيكي  
مواد گياهي

   مواد گياهي اين مطالعه شامل 15 جمعيت‎ آويشن کوهي متعلق به هفت استان ايران موجود در كلكسيون گياهان دارويي مرکز تحقيقات کشاورزي و منابع طبيعي استان مرکزي بودند که مورد ارزيابي قرار گرفتند. مشخصات کلکسيون با عرض جغرافيايي 33 درجه و 53 دقيقه شمالي و طول جغرافيايي 50 درجه و 29 دقيقه شرقي با ارتفاع از سطح دريا 1732 متر و داراي زمستان‌هاي سرد - مرطوب و تابستان‌هاي گرم و خشک مي باشد. 

   در سال هاي 1390 الي 1393 آزمايش هاي مشاهده اي در خصوص جمع آوري اطلاعات صورت گرفت و در سال 1393 ضمن ارائه عمليات زراعي دقيق مانند آبياري و كنترل علف هاي هرز، جمعيت هاي مختلف آويشن کوهي در زمان گلدهي از نظر صفات مورفولوژيكي كمي اندازه گيري، صفات كيفي به صورت مشاهده اي يادداشت برداري و برگ لازم جهت استخراج DNA برداشت گرديد.
ارزيابي صفات مورفولوژيک
   اندازه گيري صفات كمي و كيفي به روش هاي متفاوت و مناسب هر يک انجام شد. برخي صفات به كمك وسايل آزمايشگاهي اندازه​گيري و بعضي نيز بر اساس نمره​دهي
 انجام شد. 

صفات کمي

    بر اساس فلورا ايرانيكا 15 صفت کمي بوسيله كوليس ديجيتالي، دوربين دوچشمي و خط كش اندازه گيري شدند و براي هر صفت 6-4 بوته در نظر گرفته شد. 
.تجزيه هاي آماري شامل محاسبه ضرايب همبستگي ساده، تجزيه به مولفه هاي اصلي به روش واريماکس و آزمون چند دامنه اي دانکن جهت مقايسه ميانگين‏ استفاده شد. گروهبندي با مربع فاصله اقليدسي و بر اساس روش UPGMA صورت گرفت. تجزيه داده هاي كمي با نرم افزار Excel , SPSS Ver 11.5 و TYSY Ver 2.02  انجام شد. گروهبندي و تمايز جمعيت ها با توجه به اين ويژگي ها مورد بحث قرار گرفتند.
اندازه گيري برخي صفات کمي:

اندازه‌گيري وزن هزاردانه: نمونه‌اي به وزن تقريبي دو گرم را توزين نموده، دانه‌هاي شكسته و مواد خارجي آنرا جدا شده و بعد دانه‌ها را شمارش كرده و وزن آنها را تعيين مي کنيم. با استفاده از فرمول زير وزن هزار دانه تعيين گرديد.
     1000   ×                            
    = وزن هزار دانه
تعيين قوه رويشي (قوه ناميه): ابتدا تعداد 90 عدد بذر را بطور تصادفي از بذر خالص (نمونه‌اي كه خلوص آن تعيين شده و ممكن است داراي دانه‌هاي لاغر، ريز و چروكيده باشد) جدا نموده و در 3 تكرار 30‌ تائي به روش بين كاغذ در ظروف مناسب قرار داده و سپس آن ها را در ژرميناتور با دماي ثابت 20 درجه سلسيوس به مدت حداكثر 7 روز نگهداري کرده تا عمل كشت انجام شود. ميانگين تعداد جوانه‌هاي عادي در 3 تكرار مشخص كننده درصد قوه رويشي  بود.
اندازه گيري وزن خشک: براي مقايسه وزن تر، بوته هاي آويشن کوهي از مزرعه نمونه برداري شدند، سپس با ترازوي ديجيتالي توزين شدند. نمونه ها را در داخل آون در دماي 70 درجه سانتيگراد بمدت 48 ساعت قرار گرفت و پس از خشک شدن مجددا توزين شدند.

صفات کيفي

  12 صفت کيفي بر اساس اطلاعات موجود در فلورا ايرانيكا مورد مطالعه  قرار گرفتند که شامل: شکل برگ، غده هاي رنگي برگ، رنگ سطح فوقاني برگ، وضعيت کرک ساقه، رنگ ساقه گلدار، رنگ ساقه سال قبل، شکل برگه، رنگ کاسه گل، وضعيت کرک کاسه، رنگ جام گل و کرک دهانه جام بودند. پس از ارزيابي مشاهده اي، بر اساس وجود صفت در جمعيت ها عدد يك و عدم وجود عدد صفر در نظر گرفته شد، سپس با نرم افزار Excel و NTYSIS 2.02 تجزيه و گروهبندي شدند. گروهبندي جمعيت ها بر اساس صفات كيفي از طريق تجزيه خوشه اي با استفاده از الگوريتم UPGMA و ضريب تشابه دايس انجام گرفت.
بررسي هاي فيتوشيميايي  
مواد گياهي
   از اندام هوايي 15 جمعيت آويشن کوهي به روش علمي در مرحله گلدهي نمونه​برداري انجام گرديد و سپس نمونه​ها در سايه و در دماي اتاق خشک و در پاکت​هاي کاغذي نگهداري شدند. نمونه​ها جهت تعيين درصد اسانس گياه به آزمايشگاه آناليز فيتوشيميايي پژوهشكده گياهان دارويي جهاددانشگاهي-کرج انتقال داده شدند. اين مطالعه در قالب طرح بلوک‎هاي کامل تصادفي در سه تکرار و با 15 تيمار (جمعيت هاي آويشن کوهي) انجام شد 
استخراج اسانس
     به منظور تعيين ميزان اسانس در گياه، مقدار 50 گرم از اندام هوايي خشک توليد شده در هر رديف آزمايشي، به​ صورت تصادفي انتخاب شدند. هر نمونه بعد از آسياب شدن، به درون يك بالن يك ليتري ريخته و مقدار 300 ميلي ليتر آب به آن اضافه شد. سپس به مدت 4 ساعت، با استفاده از روش تقطير با آب به وسيله دستگاه كلونجر، اسانس گيري صورت گرفت (سفيدکن و عسگري، 2002). اسانس بدست آمده توسط سولفات سديم بدون آب، آب​گيري شد و در نهايت، درصد و عملكرد اسانس تعيين گرديد (بريتيش فارماکوپا
، 1993).

روش​هاي تجزيه دستگاهي
   جهت تجزيه نمونه هاي اسانس و اندازه گيري دقيق تركيبات موجود در آن، از دستگاه كروماتوگراف گازي (GC) و كروماتوگراف گازي متصل به طيف سنج جرمي (GC/MS) استفاده شد.

دستگاه کروماتوگرافي گازي

   دستگاه گازکروماتوگراف استفاده شده از نوعAgilent 6890  با ستون به طول 30 متر قطر داخلي 25/0 ميليمتر و ضخامت لايه 25/0 ميکرومتر از نوعHP-5MS  بود. برنامه دمايي ستون به اين نحو تنظيم گرديد: دماي ابتدايي آون 50 درجه سانتي گراد و توقف در اين دما به مدت 5 دقيقه گراديان حرارتي سه درجه سانتيگراد در هر دقيقه افزايش دما تا 240 درجه سانتي گراد با سرعت 15 درجه در هر دقيقه  افزايش دما تا 300 درجه سانتيگراد و سه دقيقه توقف در اين دما، دماي اتاقک تزريق 290 درجه سانتي گراد بود و از گاز هليوم به عنوان گاز حامل با سرعت جريان (فلو) 8/0 ميلي متر در دقيقه استفاده گرديد.
دستگاه کروماتوگراف گازي متصل به طيف​سنج جرمي

   طيف نگار جرمي مورد استفاده مدلAglent 5973  با ولتاژ يونيزاسيون 70 الکترون ولت روش يونيزاسيون EI و دماي منبع يونيزاسيون 220 درجه سانتيگراد بود. شناسايي طيف ها به کمک شاخص بازداري آنها و مقايسه آن با شاخص​هاي موجود در کتب مرجع و مقالات و با استفاده از طيف هاي جرمي و ترکيبات استاندارد و استفاده از اطلاعات موجود در کتابخانه کامپيوتري صورت گرفت. طيف هاي بدست آمده از طريق مقايسه با طيف هاي جرمي ترکيب هاي استاندارد شناسايي شدند و سپس با استفاده از محاسبه شاخص هاي بازداري (RI) و با تزريق هيدروکربن هاي نرمال مورد تاييد قرار گرفتند. درصد هر يک از ترکيبات نيز با توجه به سطح زير منحني آن در طيف کروماتوگرام حاصل از GC با روش Area Normalization بدست آمد (مرادي و همکاران، 2011).
  داده هاي حاصل از آزمايش بر اساس طرح آماري مورد استفاده، توسط نرم افزار SAS مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند و از آزمون چند دامنه اي دانکن جهت مقايسه ميانگين‏ استفاده شد و رسم نمودارها نيز توسط نرم افزار Excel انجام شد.

بررسي هاي مولکولي
نمونه برداري و استخراج DNA 

   نمونه برگ ها براي استخراج DNA در نظر گرفته شد. براي استخراج DNA، حدود 50 گرم از برگ هاي جوان و تازه آويشن برداشته و در داخل فويل آلومينيوم قرار داده تا زمان استخراج در فريزر 20- درجه سانتي گراد نگهداري گرديد. براي استخراج DNA از روش دويل و دويل
 1990 مورد استفاده قرار گرفت.
محلول هاي لازم جهت استخراج DNA 
   محلول هاي لازم جهت استخراج  و شستشو DNA بر اساس غلظت و ماده شيميايي به شرح زير مي باشد که در تهيه بافر استخراج، مواد با غلظت هاي لازم از استوك هاي اصلي برداشته و اتوكلاو گرديد، سپس در حجم مورد نياز استفاده شد. 
بافر استخراج:  CTAB3% (w/v)، تريس اسيدکلريدريک 50 ميلي مولار با 8pH=، کلريد سديم 4/1 مولار، اتيلن دي آمين تترا استيک اسيد 10 ميلي مولار با 8pH=، بتامرکاپتواتانول 1 %(v/v) ، پلي وينيل پيروليدن 2 % (w/v).

سديم دودسيل سولفات 10%

کلرفرم – ايزوآميل الکل: 24 به 1 (v/v) 

   براي تهيه اين محلول يک حجم از ايزوآميل الکل با 24 حجم از کلروفرم مخلوط شده و به دور از نور در يخچال نگهداري شد.
بافر CTAB5% (w/v) به همراه NaCl 7/0 % (w/v)
ايزوپروپانول

اتانول 70% و 96%

استات پتاسيم 5 مولار با 5/5pH=
مراحل استخراج DNA 

   استخراج DNA  بترتيب شامل مراحل زير است:

- توزين 30 ميلي گرم نمونه برگي خشک.

- پودركردن نمونه برگي در حضور ازت مايع در هاون چيني اتوکلاو شده .
- انتقال نمونه ها به لوله هاي سانتريفيوژ 2 ميلي ليتري و افزودن 850 ميکروليتر بافر استخراج گرم شده (65 درجه سانتيگراد) به هر نمونه.

- افزودن 3 ميکروليتر مرکاپتواتانول  به هر نمونه.
- قرار دادن نمونه در حمام آبگرمC˚65 به مدت 30 دقيقه به همراه چندين مرتبه سروته کردن لوله ها.

- اضافه کردن 170 ميکروليتر استات پتاسيم و پنج دقيقه به صورت مرتب لوله ها را سروته مي کنيم.
- اضافه كردن 600 ميکروليتر مخلوط كلروفرم ايزوآميل الکل به نسبت 24 به 1 تا هر لوله تا پر شود و چندين مرتبه سروته کردن لوله ها.
- سانتريفيوژ با 13000 دور در دقيقه به مدت 10 دقيقه در دماي 25 درجه سانتي گراد.
- برداشتن روشناور و انتقال به لوله سانتريفوژ 2 ميلي ليتري جديد با استفاده از سمپلر.

- اضافه كردن 300 ميکروليتر مخلوط كلروفرم ايزوآميل الکل به نسبت 24 به 1 تا هر لوله تا پر شود
- سانتريفيوژ با 13000 دور در دقيقه به مدت 5 دقيقه در دماي 25 درجه سانتي گراد.
- تکرارمرحله 10.
- اضافه كردن 800 ميکرليتر ايزوپروپانول خالص سرد (حدود 20- درجه) به سوپرناتانت جدا شده و چندين مرتبه سروته کردن لوله ها و نمونه ها به مدت 20 دقيقه در دماي 20- نگهداري مي شوند.
- سانتريفيوژ با 13000 دور در دقيقه به مدت 15 دقيقه در دماي 25 درجه سانتي گراد.
- حذف کل اتانول داخل لوله ها به آرامي،طوري كه رسوب در لوله باقي بماند و لوله ها حاوي پليت را به مدت 30 دقيقه در معرض جريان هوا قرار مي دهيم تا رسوب حاصله خشك شود.
- اضافه کردن 800 ميکروليتر استات آمونيوم 5/2 مولار با الکل مطلق به نسبت 3 به 7 و چندين مرتبه سروته کردن لوله ها به آرامي و نگهداري به مدت 25 دقيقه در دماي 20-.
- سانتريفيوژ با 13000 دور در دقيقه به مدت 10 دقيقه در دماي 4 درجه سانتي گراد.
- حذف مايع رويي و اافه کردن 600 ميکروليتر الکل 70 درصد به هر تيوپ.
- سانتريفيوژ با 6000 دور در دقيقه به مدت 5 دقيقه در دماي 4 درجه سانتي گراد.
- حذف کل اتانول داخل لوله ها به آرامي، طوري كه رسوب در لوله باقي بماند و لوله ها حاوي پليت را به مدت 20 دقيقه در معرض جريان هوا قرار مي دهيم تا رسوب حاصله خشك شود.
- اضافه كردن 50 ميكروليتر آب مقطر دو بار تقطير استريل به لوله ها و قرار دادن نمونه به مدت 24 ساعت در يخچال در دماي 4 درجه ساتيگراد تا توده DNA داخل آب حل شود و در نهايت به فريزر منتقل مي کنيم.
تعيين غلظت و کيفيت DNA
   جهت اندازه گيري غلظت DNA از روش اسپكتوفتومتري استفاده شد. براي تعيين غلظت DNA استخراج شده از دستگاه اسپکتوفتومتر ((Nono Drop – ND – 1000  استفاده شد. ابتدا دستگاه به وسيله آب مقطر كاليبره شده و سپس 2 ميكروليتر DNA با دستگاه مذكور اندازه گيري شد و جذب نور در طول موج هاي 260-280 نانومتر قرائت گرديد. ميزان جذب در طول موج 260 ناتومتر نشان دهنده مقدار جذب نور توسط DNA بوده و طول موج 280 نانومتر نشاندهنده ميزان جذب پروتئين ها است. نسبت جذب نمونه ها در طول موج 260 و 280 نانومتر، خلوص DNA را نشان مي دهد. اين نسبت بايد در يك نمونه DNA خالص حدود 2/0±8/1 باشد. غلظت DNA بر حسب نانوگرم بر ميكروليتر محلول بيان مي گردد. در نمونه هاي بررسي شده، نمونه هايي مورد قبول واقع شدند كه غلظت DNA آن ها بالاتر از 150 نانوگرم بر ميكروليتر بودند. به منظور تعيين كيفيت DNA استخراج شده پنج ميكروليتر از محلول DNA با يك ميكروليتر بافر رنگ مخلوط گرديد و از ژل آگارز 8/0 درصد عبور داده شد.

انگشت نگاري DNA با استفاده از تكنيك ISSR
انتخاب آغازگرها
   به منظور انجام واكنش زنجيرهاي پليمراز (PCR) براي تعيين تنوع ژنتيكي جمعيت هاي آويشن کوهي با استفاده از نشانگر ISSR، 19 آغازگر ISSR از روي تحقيقات انجام شده بر روي جنس آويشن مورد بررسي قرار گرفتند. بر اساس تكثير موفقيت آميز، تكرار پذيري، توليد قطعات پلي مورفيك و وضوح قطعات تكثير شده، 19 آغازگر براي مطالعات مولكولي انتخاب شدند. 

آماده سازي مخلوط PCR و تكثير قطعات DNA
 مقادير حجمي هر يك از مواد به كار رفته در يك واكنش PCR در حجم نهايي 25 ميكروليتر از مخلوط واكنش PCR شامل 75/3 ميكروليتر DNA  ژنومي، 5/2 ميكروليتر بافر PCR X 10، 5/1 ميكروليتر mMdNTPs5/2، 1 ميكروليتر آغازگر تصادفي، 2/0 ميكروليتر (1U) آنزيم  DNA Taqپليمراز، 2 ميكروليتر كلريد منيزيم 25 ميلي مولار و 05/14 ميكروليتر آب ديونيزه انجام شد. كليه مواد به كار رفته از شركت فرمنتاز
 تهيه شد. كليه مواد فوق به جزء DNA ژنومي در يك ميكروتيوب 5/1 ميلي ليتري استريل ريخته و توسط ميكروپيپت با نوك استريل چند بار به آرامي هم زده شده تا به خوبي مخلوط گردد. براي احتياط بسته به تعداد نمونه در هر برنامه حرارتي PCR، اين مخلوط در حدود 10 درصد بيش از حجم مورد نياز تهيه و تمام مراحل تهيه واكنش PCR روي يخ انجام شد.
   از آنجائيكه تكثير قطعات DNA به شرايط بسيار مناسب براي PCR نياز دارد، لازم بود كه براي يافتن بهترين دماي اتصال
 بر اساس دماي ذوب
 آغازگر طيفي از دماها مورد بررسي قرار گرفت. براي اين منظور ابتدا با استفاده از پنج جمعيت آويشن الگو دماهاي مختلف در برنامه حرارتي هر يك از آغازگرها با دماي اتصال گراديانت مورد بررسي قرار گرفتند. 
محلول هاي مورد نياز در الکتروفورز ژل آگاروز
بافر(10X)TBE
   از استوک هاي 10 برابر (10X) غلظت (شركت فرمنتاز) رقت يك برابر براي الکتروفورز استفاده شد.
محلول اتيديم برمايد

    يک محلول پايه با غلظت 10 ميلي گرم بر ميلي ليتر اتيديم برومايد تهيه شد و براي رنگ آميزيDNA ، 3 ميكروليتر مورد استفاده قرار گرفت (اين ماده فوق العاده سمي و جهش زا مي باشد). 

محلول بافر بار گذاري(6X)
بدليل داشتن چگالي بالا از برگشت محصول PCR به سطح ژل جلوگيري كرده و با ايجاد رنگ در نمونه ميزان حرکت آن را نشان مي دهد. در اين تحقيق براي انتقال محصولات PCR به ژل، نسبت  5 به 1 از نمونه (6X Loading dye) از شرکت تاکارا
 مخلوط شد و داخل چاهک هاي ژل بارگذاري شد. در چاهک وسط نشانگر استاندارد به ميزان 2 ميكروليتر قرار گرفت تا اندازه محصولات PCR قابل بررسي و ارزيابي شود. 

الکتروفورز محصولات PCR
  5/1گرم آگارز ساخت شركت مرك (Merck) آلمان در 100 ميلي ليتر بافرTBE(1X) اضافه گرديد، و سوسپانسيون براي حل شدن حرارت داده شد. زماني كه دماي ژل به حدود 55 درجه سانتگراد رسيد 5 ميكروليتر اتيديوم برومايد به آن اضافه شد. آنگاه درون سيني مخصوص ژل به طوريكه حباب هوا داخل ژل ايجاد نشود ريخته شده و شانه چاهك ها در محل خود قرار گرفت. بار گذاري نمونه هاي DNA در ژل به مدت 5/1 ساعت با ولتاژ 75 ولت انجام شد و سپس توسط دستگاه ژل داك
 عكس گرفته شد.

تجزيه و تحليل آماري
رتبه بندي داده هاي حاصل از الكتروفورز

   پس از تهيه عكس، با استفاده از نرم افزاز Photo Capt وزن هر يك از باندهاي  DNAكه به خوبي قابل رؤيت بودند براي تمام جمعيت ها مشخص شد. تا از روي آن  و بر اساس باندهاي مشترك روي ژل جدول توافقي صفر و يك تشكيل گردد پس از تعيين وزن باندهاي DNA در تمام گونه ها براي ايجاد ماتريس شباهت بين گونه ها و با توجه به اينكه نشانگر ISSR جزء نشانگرهاي غالب بوده كه در نمره دهي وجود (يك) يا عدم وجود ( صفر) باند امتياز دهي شد(گوپتا و وارشني
، 2000؛ سيک
 و همکاران، 2008). سپس اعداد وارد برنامه Excel شد، و با نرم افزار2.02  NTYSIS تجزيه و تحليل گرديدند. نشانگر 1Kb به كار رفته در اين تحقيق روي ژل آگاروز باند توليد مي كرد. اندازه باند هاي اين نشانگر از بالا به پايين به ترتيب 1000، 800، 600، 400، 200 (bp) بود.
ميزان اطلاعات چند شكل(PIC)

   ميزان اطلاعات چند شكل، پارامتر نشان دهنده ميزان چند شكلي يك نشانگر بوده و معياري براي قدرت تمايز هر جفت آغازگر مي باشد. اين مقدار براي هر آغازگر با نرم افزار  Excel محاسبه شد، با توجه به اين كه RAPD جزء نشانگرهاي غالب محسوب مي شود از فرمول زير محاسبه مي گردد(محمدي، 1385).

‍‍ PIC=∑[2Pi(1-Pi)] فرمول (3-1)

Pi مقدار فراواني آلل ها براي نشانگر هاي غالب است.

ضريب كوفنتيك
 
   يكي از روش هاي مقايسه كارايي الگوريتم هاي مختلف خوشه بندي تخمين ضريب همبستگي كوفنتيك مي باشد كه در آن همبستگي بين ماتريس شباهت دايس با ماتريس كوفنتيك كه بر اساس دندروگرام كه به عنوان خروجي تجزيه مي باشد، برآورد مي گردد. اين ضريب با نرم افزار NTYSYS ver 2.02e محاسبه گرديد.
تجزيه به مولفه هاي اصلي و محورهاي اصلي (PCA)
 و (PCOA)

   تجزيه به مولفه هاي اصلي و تجزيه خوشه اي، از روش هاي چند متغيره خطي است كه داراي كاربرد زيادي در تجزيه تنوع ژنتيكي دارد. تجزيه به مولفه هاي اصلي روشي براي كاستن حجم داده ها به منظور روشن ساختن روابط بين دو يا چند متغير و توجيه تغيرات كل داده هاي اصلي و اوليه به وسيله تعداد محدودي از متغير هاي مستقل به نام مولفه هاي اصلي مي باشد. تجزيه به محورهاي اصلي نيز نوع ديگري از تكنيك چند متغيره مي باشد كه در بررسي هاي مربوط به تنوع ژنتيكي هدف عمده از اين تجزيه ترسيم روابط افراد و نمايش آنها در ساختار فضايي بر اساس محورهاي اصلي مي باشد. تجمع افراد در چنين نمودارهايي نشان دهنده دسته افراد مشابه است. نكته قابل توجه اين است كه در تجزيه به محورهاي اصلي ما بيشتر به دنبال نمايش گرافيكي افراد مي باشيم در حالي كه در تجزيه به مولفه هاي اصلي، هدف ايجاد الگوهايي در متغيرها مي باشد (محمدي، 1385). تجزيه به مولفه هاي اصلي  بر روي داده هاي صفات كمي با نرم افزار SPSS ver 11.5 و PCOA داده هاي مولكولي با استفاده از نرم افزار NTYSYS ver 2.02e محاسبه شد.

نسبت چند گانه موثر(EMR)
 و β (درصد باند چند شكل)

   نسبت چندگانه موثر، بيانگر تعداد جايگاه هاي ژني چند شكل موجود در يك ژرم پلاسم مي باشد (Powel et al., 1996). اين مقدار براي هر آغازگر با نرم افزار Excel محاسبه شد. شاخص نشانگري بيانگر ميزان چند شكلي است و بعنوان شاخصي جهت برآورد كارايي يك نشانگر در يك ژرم پلاسم ناشناخته استفاده گردد(Pawel et al., 1996). اين مقدار براي هر آغازگر با نرم افزارExcel محاسبه شد.

EMR= np×β  فرمول (3-2)
np= تعداد كل باند چند شكل. 

(= np/np+nnp β) نسبت تعداد باند چند شكل به تعداد كل باند مي باشد (Powel et al., 1996).
تجزيه رگرسيون گام به گام صفات مورفولوژيک، فيتوشيميايي و داده هاي مولکولي

براي حذف تعدادي از متغيرها در مدل و تصميم گيري براي تشكيل مدل نهايي، روش هاي مختلفي وجود دارد. يكي از روش ها براي انتخاب بهترين مدل، رگرسيون گام به گام مي باشد. در رگرسيون گام به گام مي توان در طي مراحل نسبت به حذف يا افزودن متغيرها براي انتخاب مدل نهايي اقدام نمود. ابتدا همه متغيرها وارد مدل مي شوند و آنهايي كه معني دار نباشند از مدل حذف مي شوند. تعدادي از متغيرها معني دار مي شوند. تجزيه رگرسيون گام به گام با در نظر گرفتن مکان هاي نشانگري به عنوان متغيرهاي مستقل و صفات مورفولوژيک و فيتوشيميايي به عنوان متغييرهاي وابسته با نرم افزار SAS انجام شد.
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