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  دهيچك
 ه محدوديهمسا يكشورها از يكمتعداد ران و يآن به ا يعيشگاه طبيرو است وان ياز خانواده چتر ساله و چند ياه علفياه گيس هريز
و  ITS2 هيناح و شد آوري جمع مختلف كشوراه از مناطق ين گياپ يران، نه اكوتياه ايس هريز يكيژنتتنوع  يابيبا هدف ارز. شود مي

 MegAlignافزار  نرمتوسط  ClustalWبه روش  ها يتوال .شد ين تواليير و تعيتكثآنها  يرو  ITS1-5.8s rRNA- ITS2 هين ناحيهمچن
ن يرا ب يكم يكيع ژنتتنو، جينتا. دنديم گرديترس ها يس تفاوت و تشابه تواليك و ماتريلوژنيشده و دندروگرام روابط ف يساز رديف هم
ي ، تنوع كمترييايميوشيك و بيمورفولوژ يسندگان با استفاده از نشانگرهاين نويشيپسه با مطالعه يدر مقانشان داد كه  ها پياكوت

ه گايپا هاي يتوالسه شده با يمقا ITS1-5.8s rRNA- ITS2ه يناح ي، تواليپ دانشگاه مشهد و كلات نادرين، در دو اكوتيهمچن. داشتند
ن درصد شباهت را يشترياه بيس، برنج، سورگوم و انگور سيدوپسيآرابمانند  ياهانيبا گ، BLASTت يدر سا ref-seq genomicداده 
، ييايميك و شيصفات مورفولوژ ي ازج حاصل از تعداد قابل توجهيبا نتا ITSج حاصل از نشانگر يباتوجه به عدم شباهت نتا .ندداشت

چندان مناسب به نظر  يا درون گونه يكيتنوع ژنت يبررس يبرا ITS2در مجموع، نشانگر . نبودقابل توجه  ها پين اكوتين تفاوت بيا
  . اه استفاده گردديس هريز يكيتنوع ژنت يبررس يبرا يمولكول ير نشانگرهايگردد از سا مي شنهاديرسد و پ ينم

  
   ITS.يابي ي، تواليعيطبپلاسم  ژرم، يكيتنوع ژنتاه، يس هريز: كليدي هاي واژه

  
  مقدمه

 امروزه كه هستند ارزشمنديهاي  گونه دارويي گياهان
 و گرفتــه قــرار جهــان پيشــرفته كشــورهاي توجــه مــورد

 بـراي  خطر بي داروهاي به تبديل براي اوليه مواد عنوان به
اصــلاح  ).Omidbaigi, 2005( شــوند مــي تلقــي انســان

 ـفيت و كيش كميافزا با هدف يياهان دارويگ ته ت آن دس ـي
 ـگ مـي  صـورت اهـان  ين گيدر امؤثره از مواد  كـه در   ردي

. دارنـد  يت خاصياهم يو عطرساز يي، غذاييع دارويصنا
 ـ   يارين راه مراحـل بس ـ ياما در ا ن و يوجـود دارد كـه اول

 ـگ يكير ژنتيذخا آوري ن آنها جمعيترمهم اه مـورد نظـر،   ي
ات و تنـوع  ين خصوص ـييون و تعيكلكس يحفظ و نگهدار

 ,Omidbaigi(باشد  مي شده آوري جمع ياه نمونه يكيژنت
2005; Azimzadeh et al., 2008.( 
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 ـيا هريز"مانند  يگريد يها نام ياه دارايس هريز ، "يران
 يباشد و نـام علم ـ  مي "يكوه هريز"ز يو ن "يكرمان هريز"

 ,Peter( اســت Bunium persicumاه يــن گيــح ايصــح
پسـند،   ، علفـي، معتـدل   گياهي چندساله هايس هريز ).2004

 ـچتر هاز خـانواد گشـن   بدون كـرك، منشـعب و دگـر     اني
 يـي دارو هاستخراج مواد موثر يوه كه منبع اصليم. باشد مي
 ـفندقـه دو قسـمتي   باشد از نـوع   ياه ميگن يا  آكـن  ديا ي
)diachene( باشد مي )Ghahreman, 1999 .(  

 يآب و هوا  يد كه دارايرو مي ييها اه در مكانين گيا
متـر   3100تـا   1800خشك و ارتفاعات معتدل تا گرم و 

 ،ده از بـرف داشـته باشـد   يپوش ـ يا و زمستانياز سطح در
 ـرا بذر ايز. رويد مي  ـن گي د و يشـد  ييسـرما  هاه بـه دور ي

. از داردين زدن خواب و جوانه هگذراندن دور يبرا يطولان
ــا ــامل اي ــدتا ش ــاطق عم ــن من ــاطق از  يران و بعضــي من

كســتان و شــمال يافغانســتان، پاكســتان، تاج يكشــورها
ــتان ــي هندوس ــ م  Hanelt et؛ Panda, 2004(د نباش

al.,2001 ؛Panwar et al., 1993 ؛Panwar, 2000(. 
جنوب ايران و  پراكنش گياه در مركز، شمال شرق، شرق و

هاي فارس، كرمـان، خراسـان، سـمنان، تهـران،      در استان
بلوچسـتان،   غربي، قزوين، سيسـتان و  اصفهان، آذربايجان

 ـن، هرمزگان، كردستا  ـ زد،ي شـده تـوران و    حفاظـت  همنطق
 Akbarinia, 2004; Jahansooz(د باش ارتفاعات الوند مي

et al., 2008; Asgarzadeh et al, 2004.( 
تـه و  ياه تاكنون مورد اصلاح قرار نگرفتـه و وار ين گيا
و  ياز آن منتشر نشده است و تنها به صورت وحش ـ يرقم

در اندك  .كند مي د رشدخو يعيطب يشگاهايخودرو در رو
بذر  هيز منبع تهيرد نيگ مي انجام يكه كشت زراع ييمكانها

  . باشد مي اهيگ يعيطب يشگاهايهمان رو
 ـو ادو ي، عطـر دارويـي اه كـاربرد  يس هريز . دارداي  هي

 معـده،  زخـم  درمـان  شـامل  گياه اين مهم دارويي خواص
 و چربــي كــاهش بــر، اســتخوان، تــب شكســتگي درمــان
خـون،   قنـد  هدهنـد  كـاهش  آلـرژي،  ضـد  ن،خو كلسترول

ــيكشــي، ضــد م كشــي، انگــل خاصــيت حشــره و  يكروب
هـاي دسـتگاه ادراري،    سـنگ  هكننـد  ، برطـرف يكش ـ قارچ
، تشنج ضد آسم و ديابت،ضد آور، ضد نفخ و اسهال، اشتها

هاي خـون، كبـد و    فعاليت آنزيمداراي تأثيرات مطلوب بر 
؛  ;Avicenna, 1984 ( سـت ها اين آنـزيم  روند متابوليسم

Sekine et al., 2007 ؛Seyed et al., 1986 ؛Hanelt et 
al., 2001 ؛Peter, 2004 ؛Panda, 2004(. 
 اكسايشي ضد خاصيتاه يگ نيگر، اسانس ايد ياز سو

 پنيـر  و شـكلات  نوشـابه،  غذا، يها دهنده طعم در و داشته
 فـراوان  كـاربرد  غذايي و دارويي صنايع در شده و استفاده
  .)Pourmortazavi et al., 2005( دارد

انجـام شـده   ره مطالعـات  يبات اسانس زيترك هنيدر زم
 هدهنـد  ليگزارش نـوع و مقـدار مـواد تشـك    شتر شامل يب

 ـثانو يهـا  تين متابوليد ايو چون تول عصاره هستند ه بـه  ي
ــأثير شــدت تحــت  ــرات ــيط محيش ــي يط ــ م ــد، ب ن يباش

 ـز همؤثرمختلف از مواد  يها گزارش  يفـات اه اختلايس ـ هري
 Foroumadi et؛ ,.Thappa et al 1991(شود  مي مشاهده

al., 2002 ؛Ghorbanian, 2009.( ــد و  Majeed در هن
Sharma )2006 (ـمورفولوژ يبا استفاده از نشانگرها  ك ي

از . نمودنـد  ياه را بررس ـيس هريز يكيتنوع ژنت RAPDو 
 يآغـازگر الگـو   RAPD ،37 يآغـازگر تصـادف   40ان يم

بانـد چندشـكل    168آغازگر  36ن داده و ر نشايقابل تكث
 يهـا  نشان داد كه نمونـه  RAPDدندروگرام . د نمودنديتول

كسـان  يهـاي   خوشـه كسـان در  ي يهـا  مربوط بـه مكـان  
ماچـال  يالـت ه يا 2كـه از   ييها نمونه. شوند مي بندي دسته

ــامو ــرادش و ج ــم- پ ــعيكش ــد در  آوري ر جم ــده بودن ش
 ـجداگانـه تفك  يهـا  گروه  ـ . ك شـدند ي ب يودن ضـر بـالا ب

اه و تعداد بذر در هر يارتفاع گمانند  يصفات يبرا راتييتغ
 ـا يدهنده مقـدار تنـوع بـالا    اه مشاهده شد كه نشانيگ ن ي

 هـا  تيجمعاي  ه خوشهيتجز. بود ها تين جمعيصفات در ب
 يهـا  تيشامل جمع 1گروه . داد يگروه عمده جا 2را در 

شـــامل  2و گـــروه  Khrewو  Sangla ،Gurez منـــاطق
  .بود Harwanو  Kaplaمناطق  يها تيعجم

، بــا )2008( و همكــاران Pezhmanmehrق يــدر تحق
 ـپ زياكوت 23 يكيتنوع ژنت RAPDاستفاده از نشانگر  ره ي

 ـپ زياكوت 3پ از كشور پاكستان و يك اكوتيران، ياز ا  هري
 يبررس ـ يبـرا  يآغازگر تصادفپانزده . ديگرد يسبز بررس

 ـشكل تولچندباند  230نوع انتخاب شدند كه ت . د نمودنـد ي
و   Jaccardب تشـابه  يبا استفاده از ضـر اي  خوشه هيتجز
گروه قـرار   9را در  ها تيبود كه جمع UPGMAتم يالگور
 ـت از استان كرمان همراه با يجمعهشت . داد  ـك جمعي  تي
 ـت از اسـتان خراسـان در   يجمع 3استان سمنان و از    ك ي
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 ـن كرمان، گر استايت ديجمع 6اما . گروه قرار گرفتند ك ي
ن ياسـتان قـزو   از تيك جمعياستان اصفهان و از ت يجمع

 ـهركدام در  گـروه جداگانـه    8و  ك گـروه قـرار گرفتـه   ي
  .ل دادنديتشك

و همكـاران   Jahansooz، يگـر يد يق مولكوليدر تحق
طـول قطعـات    يبا استفاده از نشانگر چند شـكل  ،)2008(

 ـت زيجمع 20 يكيتنوع ژنت) AFLP(ر يحاصل از تكث  هري
مـورد   يب آغازگريتركهفده . كردند يران را بررسياه ايس

 75(بانـد   228بانـد شـدند كـه     303د ياستفاده باعث تول
. پ چندشــكل بودنــديــاكوت 20ن يبــ) هــا بانــد از درصــد

ــدروگرام باســاس روش  UPGMAتم يو الگــور  Diceدن
ت از يك جمعي. م نموديتقس يگروه اصل 4ها را به  تيجمع

 ـاستان كرمان در   8امـا  ؛ گرفـت  يك گـروه مجـزا جـا   ي
 ـگر استان كرمان همراه بـا تمـام جمع  يت ديجمع  يهـا  تي
 ـن و اصـفهان در  يسـمنان، خراسـان، قـزو    يها استان ك ي
ت از اسـتان  يجمع 2گروه سوم را . گر قرار گرفتنديگروه د

گر يت ديجمع 2با  ياديز يكيل دادند كه نزديكرمان تشك
  .دادند مي ليم را تشكن استان داشتند كه گروه چهارياز هم
 DNAدر  ITS يـابي  بـا اسـتفاده از اطلاعـات تـوالي     

پلاستيدي  DNA يابي اي و همچنين توالي ريبوزومي هسته
ــواحي( ــين ) psbA-trnH intergenic spacer ن و همچن

 ،)تعداد لپه و پهنـاي درز ميـوه  (نشانگرهاي مورفولوژيك 
Degtjareva  ـ يكيلوژنتيروابط ف ،)2009(و همكاران  ن يب

 ـج اينتـا . را مطالعه نمودند Buniumاز جنس  گونه 39 ن ي
 ـتنهـا   يدارا  Buniumق نشـان داد كـه جـنس    يتحق ك ي
ل شـده  يتشـك  ياصـل  شـاخه  ريست و از دو زيشاخه نريز

ك و يـــفولوژر، مويج مطالعـــات مولكـــولينتـــا. اســـت
را در روابط  يمشابه يق الگوهاين تحقيك در ايولوژيكار
تأييـد  را  يكـديگر ج ينشان دادند و نتا ها گونه يكيلوژنتيف

 هريق زين تحقيمورد مطالعه در ا يها از گونه يكي. نمودند
  .شده بود آوري كستان جمعيتاج هاه بود كه از منطقيس

 آوري جمـع  زيره مختلف يها نمونه ژنتيكي تنوع تعيين
 و كشــور در گيــاه ايــن مختلــف يهــا رويشــگاه از شــده
 در قدم اولين توارث، قابل صفات براساس آنها بندي گروه
 گيـاه  اين حاضر مطالعه در دليل همين به. باشد مي راه اين
 ـ هوسـيل  كشـور بـه  اي  تغذيه و دارويي اقتصادي، مهم ك ي

 .فتگر  قرار ژنتيكي ارزيابي مورد يمولكول نشانگر
 

  ها مواد و روش
  ياهيمواد گ

مؤسسـه  اه در خزانه يس هريكشت شده ز يها برگ غده
بهشـت مـاه   يو مراتـع كشـور، در ارد   هـا  گـل قات جنيتحق

 هدرج - 20زر يد و بلافاصله به فريگرد آوري جمع 1388
منتقـل   يگراد جهت اسـتفاده در مطالعـات مولكـول    يسانت
 ـاكوت 9شـده شـامل    يبررس يها نمونه .ديگرد  پ بودنـد ي

 . )1جدول (
  

  ي مورد استفاده در مطالعات مولكوليها خصوصيات اكوتيپ - 1جدول 
ــ اع از ارتفـــ

  سطح دريا
 )متر(

 جغرافياييطول  عرض جغرافيايي
  هنام نمون  استان  شرايط آب و هوايي منطقه

  )آوري محل جمع(
ــد  كــــ

  درجه  دقيقه  درجه  دقيقه  نمونه
  1  يزد  يزد خشك-گرم 31 54  54  17 2000
  2  ثقفي اصفهان  نيمه خشك-نيمه گرم 33 47  55  05 1600
  3  جوپار كرمان  نيمه خشك–نيمه گرم 29 28  55  41 3200
  4  الموت قزوين  نيمه مرطوب-سرد 36 15  50  03 2300
  5  عسگري خراسان  نيمه مرطوب-نيمه گرم 36 15  58  38 2300
  6  سيرچ كرمان  نيمه خشك–نيمه گرم 30 48  56  34 2650
  7  شيراز شيراز  نيمه خشك–نيمه گرم 35 35  53  33 1700
  8  كلات نادري خراسان  نيمه مرطوب–نيمه گرم 36 16  59  38 2600
  9  كرمان كرمان  نيمه خشك–نيمه گرم 33 47  55  05 2000
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  DNAاستخراج 
 ـبا استفاده از ك DNAاستخراج   اسـتخراج  يت تجـار ي

 Wizard (   شـد انجـام   A1120مـدل   Promegaشـركت  

Genomic DNA Purification Kit, Promega Co, USA.(. 
  ITS يها مريپرا

، در PCRواكـنش   يبرا مناسب يمرهاين پراييتع يبرا
 ITS2 و ITS1 يهـا  يتـوال  GenBank گاه دادهيپا تيسا

 يهـا  يتـوال . شدند ييشناسا  Buniumشناخته شده جنس
شـده و   يبررس  Primer3 نيافزار آنلا مزبور به كمك نرم

 ييمر رفت و برگشت در هـر كـدام شناسـا   يك جفت پراي
ــد ــرا .ش ــتكث يب ــي ــوال ،ITS1 هر قطع ــتيپرا يت ــر رف   م

5′-AAGCCTGCGATAGCAGTACG-3′ برگشـت   و
5′-TTATTTTCCTTGGCGCATTC-3′ بود.  

  بــه صــورت  مــر رفــت يپرا يتــوال ITS2 يبــرا 
5′-CCAACCATCAACTCCTTGAGA-3′ و برگشت 

 TGTGCTATCCAAGGGTCCTC-3′-′5 بــه صــورت
 .بود

  
 )PCR(مراز يپلاي  رهيواكنش زنج

ــرا ــابي ياز تــوال يمولكــول همطالعــ يب ــرا ITS2 ي  يب
 ـز يكيسنجش تنوع ژنت واكـنش  . شـد اه اسـتفاده  يس ـ هري

ــزنج ــق  يپلاي  رهي ــراز طب ــتورالعمل م و  Degtjarevaدس
 يبـرا   PCRمحصـولات  .گرديـد انجام ) 2009(همكاران 

درصد  2ژل آگاروز  يرو ر موفق،ينان از تكثيحصول اطم
  .شدند يجداساز
 ـن تحقين در ايهمچن رفـت   مـر يق بـا اسـتفاده از پرا  ي

ITS1 برگشت مر يو پراITS2ان دويم هي، ناح ITS   تكثيـر
 S rRNA 5.8و ژن  ITS1 ،ITS2شد كـه شـامل نـواحي    

 يها و جهش DNA يص تواليتشخبراي ن كار يا. باشد مي
 ـا ياحتمال  ـن ژن در زي  ـا يبـرا . اه بـود يس ـ هري  2ن كـار  ي
را انتخـاب  ) يمشـهد و كـلات نـادر    يها پياكوت(پ ياكوت

  .ر گرديديفوق تكث PCRبا روش  آنهاي DNA نموده و
  

   يابي يتوال
 ـدر ا  ـن تحقي  ـبراسـاس پروتكـل ك   يـابي  يق تـوال ي ت ي

از  )1/3نسـخه  (  BigDyeخاتمه دهنده يكليس يابي يتوال

 Applied Biosystems ) BigDye® terminatorشركت 
v3.1 cycle sequencing kit ( يهـا  دسـتگاه  هليبـه وس ـ 

ــژنت ــالي ــس ال يا 3130و  3130زر يك آن  Applied(ك
Biosystems 3130 and 3130xl Genetic Analyzers 

  . شدانجام ) 
  

  ها دادهتجزيه و تحليل 
ن يج الكتروفورز موئيگراف نتا يچشم هپس از مشاهد

  Sequencing Analysis Softwareافــزار  نــرمتوســط 
) 3/2 هنسـخ (  Chromasافزار نرمن يو همچن) 1/5 هنسخ(

توسـط   ClustalWبـه روش   ها يوالت ،حاتيو انجام تصح
ج حاصـل  ينتا .شدند سازي رديف هم MegAlignافزار  نرم
 ـلوژنيشامل دنـدروگرام روابـط ف   سازي رديف هماز  ك و ي
  . بودند ها يس تفاوت و تشابه تواليماتر

ــ ــوال يســاز رديــف هــم، نيهمچن ــاكوت 2 هــاي يت پ ي
گـاه  يپا هـاي  يبا تـوال ) يمشهد و كلات نادر هاي پياكوت(
 BLAST )NCBIت يدر ســا  ref-seq genomic هادد

Genomic Reference Sequences ( شدانجام .  
  
  جيتان

 ITS2 يابي يتوال
 ـاكوت يبرا ITS2 يآمدن توال پس از به دست  يهـا  پي

بـا   MegAlignافـزار   نـرم ران، دندروگرام بـا  ياه ايس هريز
 ـرسـم گرد  ClustalWاستفاده از روش  در  .)1شـكل  (د ي

بـه هفـت گـروه     هـا  پياكوت، رسم خط برشبا  هين تجزيا
 يعسگر يها پيك شامل اكوتيگروه . م شدنديتقس ياصل

گـروه    ،)استان خراسـان ( يو كلات نادر) استان خراسان(
گروه سـه شـامل    ،)نياستان قزو(پ الموت يدو شامل اكوت

 ـح يو مس) استان خراسان(دانشگاه مشهد  يها پياكوت زد ي
و ) اسـتان كرمـان  (رچ يشامل س ـ گروه چهار ،)زدياستان (
 ـگـروه پـنج تنهـا اكوت    ،)استان فـارس (راز يش پ كرمـان  ي
 ـگروه شش تنها اكوت ، و)استان كرمان( )جوپار(  ـي  يپ ثقف
بـراي   Carum carviگونـه   .شد  را شامل )استان اصفهان(

 ـاه در ايس ـ هريز يها پيسه با اكوتيمقا  ـن تجزي ه اضـافه  ي
كثر فاصـله قـرار   جداگانـه بـا حـدا    يد كه در گروه ـيگرد

  . گرفت
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  MegAlignافزار  نرم با ClustalWسياه ايران به روش  هي زيرها اكوتيپ ITS2توالي  هدندروگرام مقايس -1شكل 
  

شود  مي مشاهده ها پياكوت يها يس فاصله تواليدر ماتر
ن يدر ا. است MegAlignافزار  نرم يها ياز خروج يكيكه 
قطر  يپ، اعداد بالايكوتا يهر جفت توال يبرا سيماتر
ر قطر يو اعداد ز يا همساني زان شباهتيدهنده م نشان

ان يشا). 2جدول ( است ا تنوعي زان تفاوتيدهنده م نشان
پ يهر جفت اكوت ين دو عدد برايذكر است كه مجموع ا

  .ستين 100شه يهم

  
  )يكينزد( )درصد تشابه( رانيا سياه هيري زها اكوتيپ يبرخ ITS2 هتوالي ناحي نوعو ت يهمسانماتريس درصد  - 2جدول 

صله 
د فا

رص
د

)
شابه

دم ت
ع

(
 

  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10     

1    3/88   4/69   5/88   3/84   5/88   6/86   2/91   5/85   0/89   1  الموت
2  7/12     7/71   0/92   8/85   6/87   8/86   5/96   1/88   2/90   2  يعسگر
3  6/41   4/36     0/71   1/71   3/70   7/73   6/73   2/71   5/72   3  مكارو
4  5/12   5/8   3/38     7/87   7/89   0/86   9/90   3/86   8/87   4  يكلات نادر
5  6/17   7/15   1/37   6/13     8/82   7/86   8/88   8/84   4/86   5  كرمان
6  5/12   6/13   3/40   1/11   7/19     6/87   8/90   3/87   6/94   6  مشهد
7  8/14   6/14   0/33   5/15   6/14   6/13     0/92   9/91   2/92   7  يثقف
8  3/9   6/3   4/33   7/9   2/12   9/9   5/8     4/95   2/95   8  رازيش
9  1/16   0/13   1/37   2/15   0/17   0/14   6/8   8/4     1/94   9  رچيس
10  0/12   5/10   8/35   4/13   1/15   7/5   3/8   0/5   2/6     10  زدي
  1  2  3  4  5  6  7  8  9  10     

  
 
  ITS1-5.8s rRNA- ITS2 ينواح يابي يتوال

در دو اكوتيپ دانشگاه مشهد و كـلات نـادري نـواحي    
ITS1 ،ITS2 5.8وS rRNA   ج ينتـا  .گرديـد  يـابي  تـوالي
 ـاكوت دو يهـا  يتوال سازي فيدر هم دانشـگاه مشـهد و    پي

گـاه  يپا يهـا  ياه، با تواليس هريشده ز يررسب يكلات نادر
نشان داد كـه   BLASTت يدر سا ref-seq genomicداده 

اهـان  يدر گ يبا چنـد تـوال   يكيپ روابط نزدين دو اكوتيا

ترتيـب دنـدروگرام    بـه  4و  3ي هـا  ر شـكل د. گر دارنديد
 ـاكوت يتـوال  سـازي  رديف همحاصل از  ي دانشـگاه  هـا  پي

افت شده توسـط  ياه يچند گ يمشهد و كلات نادري با توال
BLAST ــان داده ــي نش ــود م ــه   .ش ــوط ب ــات مرب اطلاع

، درصـد  هـا  شـامل نـام گونـه    4و  3يها ي شكلها توالي
 .ده استآم 4و  3ي ها درصد شباهت در جدولو پوشش 
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  اكوتيپ زيره سياه 7شيميايي براي - يكژاي داده هاي مورفولو دندروگرام حاصل از تجزيه خوشه -2 شكل
  
  

 
  اهيبا چند گ سياه هريمشهد ز پياكوت ITS2-5.8S rRNA- ITS1  يتوال سازي رديف هم -3 شكل

  
  

  .بودند رديف هم يدار يمعن صورت بهكه  مشهد پياكوت ITS2-5.8S rRNA - ITS1  يتوالبا شده  رديف همي ها يي توالها ويژگي - 3 جدول

اه و شماره كروموزوميگ يعلمنام  كد اكسشن از كليامت   
يپوشش توال

)درصد(  
)درصد( يحداكثر همسان  

NC_012874.1 Sorghum bicolor, 5هكروموزوم شمار  1743 27 94 

NC_008395.1 Oryza sativa, 2 هشماركروموزوم  255 27 94 

NC_003074.8 Arabidopsis thaliana, 3هكروموزوم شمار  255 27 93 

NC_003071.7 Arabidopsis thaliana, 2هكروموزوم شمار  255 27 93
NC_012870.1 Sorghum bicolor, 1هكروموزوم شمار  255 27 93 

NC_012010.2 Vitis vinifera, 4 هكروموزوم شمار  220 29 88
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  اهيبا چند گ سياه هريز نادري كلات پياكوت ITS2-5.8S rRNA  -ITS1  يتوال سازي رديف هم -4 شكل
  

  .بودند رديف هم يدار يمعن صورت به ينادر كلات پياكوت ITS2-5.8S rRNA  - ITS1  يتوالكه با  ييها يي توالها ويژگي - 4 جدول

 از كليامت كروموزوم هاه و شماريگ يعلمنام   كد اكسشن
 يپوشش توال

 )درصد( 
  يحداكثر همسان

 )درصد(

NC_012874.1 Sorghum bicolor, 91 28 1288 5 هكروموزوم شمار 

NC_003074.8 Arabidopsis thaliana, 91 27 220 3هكروموزوم شمار 

NC_003071.7 Arabidopsis thaliana, 91  27 220 2هكروموزوم شمار 

NC_008395.1 Oryza sativa, 90 28 224 2 هكروموزوم شمار 

NC_012870.1 Sorghum bicolor, 90 28 220 1 هكروموزوم شمار 

NC_012010.2 Vitis vinifera, 86 29 196 4 هكروموزوم شمار 

 
  بحث

دندروگرام حاصـل  سندگان، ين نويشيپ هج مطالعينتادر 
 يبـرا  ييايميش- كيژمورفولو يها دادهاي  خوشه هياز تجز

. نمــودم يبــه ســه دســته تقســرا  هــا پيــاكوتپ، يــاكوت 7
 ـدر ايـن تجزيـه براسـاس مكـان جغراف     ها پياكوت و  يياي
مشـابه قـرار    يهـا  در گـروه  ييآب و هـوا ط مشـابه  يشرا
ب يدر ضـمن ضـر   .)Azimzadeh et al., 2008( نـد گرفت

 ييانگر كـارا ين دندروگرام بيك بالا در ايكوفنت يهمبستگ
 ـاكوت بنـدي  روش به كار رفته در گروه يبالا  بـود  هـا  پي

(Romesburg, 1990).  
بـا اسـتفاده از    MegAlignافـزار   نرمدر دندروگرام با 

شد،  مشاهده 2 ، همان گونه كه در شكلClustalWروش 

 ـسـه مورفولوژ ينسبت به مقا ها پياكوت  ييايميوش ـيك و بي
روش  جينتـا در مجموع  .دادندنشان  ينسبتا متفاوت يالگو

 يبرااي  خوشه هيج تجزيه نتايتا حدودي شبفقط  يمولكول
 يها پياكوتالبته . باشد مي ييايميك و شيصفات مورفولوژ

 ييايميوشيك و بيدر مطالعات مورفولوژ يراز و عسگريش
  .حضور نداشتند

ــر ــتگيض ــا يب همبس ــاترن ييپ ــا سيم ــابه ه ي تش
 - حاصــل از نشــانگرهاي بيوشــيميايي   يهــا اكوتيــپ

ــد نشــان ،ITS2مورفولوژيــك و نشــانگر  ــابق و  هدهن تط
و  ييايميش - كيمورفولوژ يار كم نشانگرهايبس يخوان هم

ITS2 ج حاصـل از دو  نتـاي  يتوان تفـاوت بـالا   مي و بود
   .روش را استنباط نمود
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ــو ــرفتن اكوت يالگ ــقرارگ ــا پي ــاطق   ه ــاس من براس
مشابه كـه در   يها ك در گروهيط اكولوژيو شرا ييايجغراف
دست آمـده بـود، در    به ييايميك و شيسات مورفولوژيمقا

تـوان   مي ن نكته رايا. نشدتأييد چندان  ITSنتايج نشانگر 
 ـ ياه ـ ل دانست كه تفـاوت ين دليبه ا در ژنـوم   ITS هقطع

 ـ اي  شـده  حفاظـت  يموجودات، اگرچه توال ن يدر سـطح ب
امـا   ،(Degtjareva et al., 2009)د يآ مي شمار بهاي  گونه

 Bunium(اه يســ هريــز يهــا پيــن اكوتيبــ هــاي تفــاوت
persicum( قابل توجـه   چندان اي گونه دروناختلافات ا ي

ر يادهنـد كـه س ـ   مـي  نشـان گزارشـها  ن حال، يبا ا .نيست
تنــوع  هاســتفاده شــده در مطالعــ يمولكــول يهــا نشــانگر
ــه درون ــدر زاي  گون ــ هري ــارايس ــول يياه از ك ــل قب  يقاب

ــوده ــوردار ب ــد برخ  ;Majeed & Sharma, 2006( ان
Jahansooz, 2008; Pezhmanmehr et al., 2008.(  در

در  يصـفات مـورد بررس ـ   يمجموع با توجه به تعداد بالا
 ـج ايتوان نتا مي ،ييايميش - كيبخش مورفولوژ ن بخـش  ي

 ITS2جه گرفت كه نشانگر يگونه نتنيدانسته و ا تر را معتبر
 چنـدان مناسـب  اي  گونـه  درونژنتيكي تنوع  يبررس يبرا

در  ،)2009(و همكـاران    Degtjarevaدر ضـمن   .نيست
،  Buniumگونه از جنس 47ن يك بيلوژنيروابط ف يبررس

تا  203ن يآن را ب ياه باز تعداد جفت ITS2 يابي يدر توال
 ـ ها ين درصد اختلاف تواليهمچن. گزارش كردند 226 ن يب

 ـ   يدر صـورت . درصد بود 3/30تا  0 ش يكـه در مطالعـه پ
 ـ ITS2 ي، تفاوت بازهايرو  ـن اكوتيب  Bunium يهـا  پي

persicum ـاكوت(جفت باز  158ن يب   193تـا  ) رازيپ ش ـي
 ـ ها ن تفاوتيهمچن. بود) يپ ثقفياكوت(جفت باز   8/2ن يب

 ـاكوت(درصد  4/14و ) زديمشهد و  يها پياكوت(  يهـا  پي
   .ر بودنديمتغ) رچيو س يعسگر
 5.8Sو ITS2نـواحي   يها يتوال سازي رديف همج ينتا

rRNA   وITS1 پ دانشـگاه مشـهد و كـلات    يدر دو اكوت
 ـنشان داد كـه ا  يكديگربا  ينادر  ـن دو اكوتي پ بـه هـم   ي
 ـ    ينزد واحي بـا  ك بوده و تفـاوت زيـادي از لحـاظ ايـن ن

درصـد   99 سازي رديف همدرصد پوشش . يكديگر ندارند
ج يهمان گونه كـه در نتـا   .درصد بود 92زان شباهت يو م
گـاه داده  يپا يهـا  يپ بـا تـوال  يدو اكوت يها يتوال هسيمقا

ref-seq genomic ت يدر ســاBLAST، گــاه داده يبــا پا
در  ITS1و  5.8S rRNA و ITS2 يمشخص اسـت، تـوال  

ــا ــدو اكوت ني ــه  پي ــا Bunium persicumگون ــه  ران،ي ب

 ،) Arabidopsis thaliana( سيدوپس ـيآراب مانند ياهانيگ
و  ) Sorghum bicolor( سورگوم ،) Oryza sativa( برنج

 ـاالبتـه  . باشـد  مـي  هيشب ) Vitis vinifera( اهيانگور س  ني
   .بود شتريدانشگاه مشهد ب پيشباهت در اكوت

 ـبا توجـه بـه ا    ref-seqگـاه داده  ين نكتـه كـه در پا  ي
genomic يبدون محدودكردن موجودات زنده قابل بررس 

تـوان از   مـي  ،شـده انجـام  تجزيه و تحليل ن ياهان، ايبه گ
و  5.8S rRNAو  ITS2قطعـات   يتوال يكيشباهت و نزد

ITS1  وانات، ير حيك نبودن با ساياه و نزديگ ن چهاريااز
ن يفت كه اجه را گرين نتي، ايانسان و موجودات تك سلول

ار حفاظـت  ياهـان بس ـ يبخصوص گ ها وتيوكاريه در يناح
  . باشد مي شده و مشابه

 
  كلي گيري نتيجه

 ITSبا توجه به عدم شباهت نتايج حاصل از نشـانگر  
صفت مورفولوژيـك  ي با نتايج حاصل از تعداد قابل توجه

در ژنـوم   ITSقطعـه   يها ن نكته كه تفاوتيميايي و ايو ش
اي  گونـه  نيبي حفاظت شده در سطح اه يموجودات، توال

 Bunium(اه يس هريز يها پين اكوتيب ها ن تفاوتيبوده و ا
persicum (تـوان   مي ار قابل توجه نيست، در مجموعيبس

تنوع  يبررس يبرا ITS2جه گرفت كه نشانگر ين گونه نتيا
  .باشد نمي چندان مناسباي  درون گونه يكيژنت

 ـا DNAاستخراج اه جهت يبرگ گ گيري نمونه يبرا ن ي
 ـگ ينييتازه و سبز روشن پـا  يها شه از برگياه، هميگ اه ي

گـردد تـا    گيـري  نمونـه  شوند، ظاهر ميبهار  يكه در ابتدا
ــا يمشــكل ــفيك در رابطــه ب ــرا DNAت ي اســتفاده در  يب
شـه  يهم امـده و يپبش ن يمولكول يشناس ستيز يها پروژه

 هدرج ـ - 80زر يبلافاصله در فر ها برگ گيري بعد از نمونه
گردد كـه   مي پيشنهاد ،نيهمچن .دنشو ينگهدارگراد  يسانت

بـراي   AFLPو  ISSRي ها مثل نشانگر ها از ساير نشانگر
سـياه اسـتفاده نمـوده و نتـايج      هبررسي تنوع ژنتيكي زير

  .حاصل را با نتايج اين مطالعه مقايسه نمود
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Abstract  

One of the important perennial herb in Apiaceae family is Black caraway (Bunium persicum) 
which is growing naturally in some regions of Iran and a few neighboring countries. In order to 
evaluate genetic diversity of Iranian germplasm, nine ecotypes of the species were collected and 
their ITS2 and ITS1-5.8s rRNA- ITS2 regions were amplified by PCR and sequenced. 
Sequences were aligned in the ClustalW method by using MegAlign program. Phylogenic 
dendrogram, identity and divergence matrices were designed. Low genetic diversity was found 
among the ecotypes in comparison with previous studies via morphological and biochemical 
markers. Comparison of the sequences of ITS1-5.8s rRNA- ITS2 regions of two ecotypes 
(Mashhad University and Kalat Naderi) with ref-seq genomic database at NCBI, showed the 
highest similarity with Sorghum bicolor, Oryza sativa, Arabidopsis thaliana and Vitis vinifera 
sequences. Considering low similarity between the results of two distinct studies of the authors, 
results of morphological and biochemical markers are more reliable than molecular markers 
(ITS2). It could be concluded that the ITS2 molecular marker does not seem to be compatible 
for intra-species studies. Other convenient molecular markers for assessment of genetic 
diversity of black caraway are suggested. 

 
Keywords: Black caraway (Bunium persicum), Natural germplasm, Genetic diversity, ITS 
region sequencing. 


