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 .شامل تعدادی گونه با خاصيت درمانی ناشی از ترکيبات معطر هستند Lamiaceaeگياهان خانواده 

از تيره  Thymus syriacusو  Salvia nemorosa دارويی گونههای کلروپلاستی دو در اين مطالعه ژن

Lamiaceae در . تر سازد دقيق تر و توالی قرارگرفتند تا شناسايی اين دو گونه را سريع مورد تعيين

برای  matK, trnL-Fو  Thymus syriacusيابی  برای توالی matK ،rbcL های اين مطالعه از ژن

در . ها استخراج شد اين دو گونه از برگ DNAدر ابتدا . استفاده شد Salvia nemorosaيابی  توالی

توالی . يابی شدند و در نهايت توالی، تکثيرمورد نظر های کلروپلاستی  های ژن توالیی دوم  مرحله

توانند در ساير مطالعات فيلوژنتيکی و تکاملی، جهت  های کلروپلاستی تعيين توالی شده می ن  ژ

يژه و هتر، ب تری را در مدت زمان کوتاه ها مورد استفاده قرار گيرند و نتايج دقيق ی بين گونه مقايسه

 ،matKT دهد که نواحی کلروپلاستی نتايج نشان می. تر فراهم کنند در مطالعاتی در مقياس وسيع

rbcL  وtrnL-F عنوان بارکدهای  هتوانند ب میDNA های  برای شناسايی گونهSalvia nemorosa و 

Thymus syriacus مورد استفاده قرار گيرند. 
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Salvia L ی نعنائیان  متعلق به تیره(Lamiaceae ) پراکنش وسیع با

معطر و دارویي  های جنسترین  های متعدد یکي از بزرگ و گونه

( مریم گلي مزرعه روی) Salvia nemorosa. باشد در این تیره مي

ها ساده، کم و بیش  متر، برگ  سانتي 37-97گیاهي چند ساله، ساقه 

-مستطیلي، در قاعده قلبي شکل، کاسبرگ فنجاني -ای نیزهسر

شدت خمیده  ای و جام گل بنفش و لوب فوقاني جام گل به لوله

 Talebi) دهي آن از اردیبهشت تا تیرماه است باشد و فصل گل مي

et al. 2018.) Thymus syriacus 22-6ای، ساقه  گیاهي بوته 

برگ،  هایي بدون دم برگ متر، ایستاده، کم و بیش چوبي، با سانتي

دار، گل آذین سرسان، جام گل  در قاعده مژه ای، سر نیزه -خطي

های  از لحاظ ویژگي .(Jamzad et al. 2011) رنگ پریده است

ضد تومور، میکروب، ضد های  اغلب در زمینه Salviaدارویي، جنس 

 (.Talebi et al. 2018) گیرد رار ميضد درد و آنتي اکسیدانت مورد استفاده ق

 ضد سرطان میکروب واصیت ضد نیز دارای خ Thymus جنس

  (.Prasanth et al. 2014) مي باشد

DNA ابزاری مناسب در تحقیقات  ،خط شناسه بارکدینگ یا

. باشد ژنتیک جمعیت و ترسیم درخت فیلوژنیک مي ،تاکسونومیک

یک روش تاکسونومیکي است  DNAدر واقع روش خط شناسه 

ژنتیکي مي توان یک گونه ناشناخته را  گرکه توسط یک نشان

های  پس از تهیه بارکد اطلاعات مي تواند در بانک. شناسایي کرد

عنوان کتابخانه مرجع برای شناسایي  اطلاعاتي ذخیره و به

 .(Kress et al. 2005) های مجهول مورد استفاده قرار گیرد گونه

 rbcL (Ribulose و  matK(Maturase K) يکلروپلاستدو ژن 
bisphosphate carboxylase large chain های کاندید  عنوان ژن به

عنوان  ، بهmatKو  rbcL انتخاب. اند برای بارکد گیاهان معرفي شده

و  matKی  دلیل قدرت تفکیک ناحیه ، بهDNAی  شناسه خط

ایي برای گیاهان  دارای سطح بالای تفکیک گونه rbcLجامعیت 

 (. Wattoo et al. 2016) باشند مي

trnL–F intergenic spacer))trnL-F  انداز بین  توالي فاصله

استفاده مکرر از این . است trnLو اینترون  trnFو  trnLهای  ژن

عنوان پرایمرهای قابل استناد مطرح  نشانگر پرایمرهای آن را به

با توجه به اینکه مناطق غیرکد (. Taberlet et al. 2007) کند مي

در انتخاب طبیعي کمتر مورد توجه قرار ( ها اینترون)کننده 

برای مطالعه تاریخ  trnL-Fی پلاستیدی  ، ناحیهگیرند مي

 Quandt et)تکاملي و بررسي روابط فیلوژني اهمیت دارد 

al. 2004; Hossinzadeh et al. 2014.) 

واسطه موقعیت جغرافیایي خاص،  هاستان چهار محال بختیاری ب

شمار  از لحاظ تنوع گیاهان دارویي بهیکي از مناطق با ارزش 

لذا مطالعه ملکولي گیاهان (. Shirmardi et al. 2014) رود مي

تواند  مي DNAشناسه گذاری  خطدارویي این منطقه با استفاده از 

علاوه بر این . به شناسایي ژنتیکي و ثبت ارقام مختلف کمک کند

از  Thymus syriacusو  Salvia nemorosaدارویي مطالعه دو گونه

ها و روابط  تواند در برطرف نمودن شباهت مي Lamiaceaeتیره 

 (.1 جدول) تاکسونومیکي پیچیده محققان را یاری نماید

برای استفاده از نشانگرهای ملکولي، باید از نشانگری استفاده کرد 

 که قدرت تفکیک مناسبي داشته باشد و علاوه برکوتاه بودن توالي

های شناخته  ، اطلاعات کافي برای گونهجهت راحتي تکثیر آن

محدود کردن تواند با نشده درون گروه داشته باشد و همچنین ب

فمند از کلیدهای  های ممکن با استفاده هد طیف وسیعي از گزینه

 .شناسایي، به شناسایي نهایي برسد

جهت بارکدینگ  matK و rbcL ،trnl-Fبنابراین نشانگرهای 

 .دندشانتخاب 
 

 ( .Okada 2007; Bafeel et al. 2011) مورد استفاده یمرهایپرا يتوال -1جدول 

 

 

 

 

 
 

 
 

  مقدمه

  تعداد نوکلئوتید نام توالي

trnL-F 20 ATTTGAACTGGTGACACGAG 

trnl- R 20 CGAAATCGGTAGACGCTACG 

rbcLa-F 26 ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 

rbcLa-R 20 GTAAAATCAAGTCCACCACG 

matk-390F 22 CGATCTATTCATTCAATATTTC 

matk-1326 R 22 TCTAGCACACGAAAGTCGAAGT 
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 .Tلامیناسه،  دو گونه متعلق به دو جنس از تیرهدر این تحقیق از 

syriacus  وS. nemorosa  اطراف شهرکرد  های رویشگاهکه از

آوری شده بودند،  جمع( مرکز استان چهارمحال و بختیاری)

ها در  ورد استفاده برای تکثیر آنتوالي پرایمرهای م. استفاده شد

از بافت ی پودر شده  گرم از نمونه میلي است ذکر شده 1جدول 

مراحل استخراج و لیتری منتقل  میلي 5/1 به میکرو تیوپبرگ گیاه 

 Bioer)ژنومي از گیاه  DNAاستخراج  العمل کیت توجه به دستوربا 

Technology China) جم نهایي مخلوط واکنش در ح. انجام پذیرفت

 ،میکرولیتر 5معادل  نانو گرم، 25الگو DNA :شامل میکرولیتر 25

 10)میکرولیتر  5/7دئوکسي نوکلئوتید تری فسفات ها 

 میکرولیتر 5/7ایمرهای پیشرو و معکوس هر کدام پر( میکرومولار

کلرید منیزیم  ،(10X) میکرولیتر PCR 5 /2 ، بافر(میکرومولار 27)

  Taq polymeraseو آنزیم( رومولارمیک 57) میکرولیتر 5/7

یابي به قطعات  جهت دست(. U/µl5)میکرولیتر 25/7

سپس برای . بهینه شد PCRالیگونوکلئوتیدی موردنظر، شرایط 

دست آمده روی ژل  محصول به PCRاطمینان از صحت انجام 

 (.Green and Sambrook 2014) شد درصد بارگذارییک اگارز 

ت ره صوتعیین توالي قطعات تکثیر شد، سازی بعد از انجام خالص

 .پذیرفت

 .v) افزار یابي با استفاده از نرم نتایج کروماتوگرام حاصل از توالي

2.4) chromas روش  .بررسي شدندBootstrap آورد  جهت بر

 هیاول یها مجدد از مجموعه داده یریگ با نمونه عیاساس توز

 یها يلوژنیف نانیماط ی محاسبه فاصله یروش برا نیا. استفاده شد

استفاده شد  1777تکرار . کار رفت به يتوال یها شده از داده جادیا

نظر  دمور یها يتوال یبرا تیمدل ف نیو بهتر Bootstrap جیو نتا

درصد  57با ( Consensus)درخت مورد توافق  تیاکثر یبر مبنا

cut off  در برنامهMEGA5 دست آمد هب.Blast  نظر مورد توالي 

 انجام شد و انتخاب غیرتکراری یدینوکلئوت دیتابیس هبرعلی

(Operational Taxonomic Unit)OTU  ها با توجه به مقدار

و ارزش %( query coverage >55)مورد نظر  يتوال يهمپوشان

 .به صفر انجام شد کینزد (E-value)مورد انتظار 

 PCR جینتا ،PCRطیشرا یساز نهی، و بهDNAپس از استخراج 

 3/45اتصال  یدر دما اهیگ نینشان داد که ا Salvia اهیگ یبرا

 Thymusدر  trnL-F و rbcLتکثیر ژن . باشد يم bp 577باند یدارا

syriacus ، و  677هایباندترتیب  بهگراد  درجه سانتي 54دمای در

ها پس از  توالي .را برروی ژل آگارز نشان دادبازی  جفت 577

مورد  MEGA5افزار  توسط نرم ،Bioeditافزار  ویرایش توسط نرم

های  سپس از نظر تطابق با سایر گونه. ردیفي قرار گرفتند هم

های حاصل نشان  داده. قرار گرفتند Blastnگیاهي، مورد آنالیز 

نسبت به سایر  trnL-Fو  rbcl  ،matKهای  دهنده میزان تطابق ژن

. درصد بود 52-55و  54-55، 59-55ترتیب برابر  ها به گونه

ردیفي چندگانه توالي حاصل از  بر اساس هم rbcL لوژني ژنفی

های  ها و گونه از جنس)های مرتبط  با توالي T. syriacusگیاه 

انجام  Blastnبر اساس آنالیز GenBankمنتشر شده در ( مختلف

گونه  35ردیفي چندگانه  این آنالیز فیلوژنتیکي بر اساس هم. شد

دودمان  5رزش هر شاخه، در این درخت بر اساس ا. انجام شد

ها بسیار به هم نزدیک هستند که  است، این دودمان مشخص شده

ها از لحاظ تکاملي بسیار به هم نزدیک  دهد این گونه نشان مي

ها در سطحي  هستند و تغییرات نوکلئوتیدی موجود در این توالي

دودمان در درون این درخت شده  5است که منجر به تفکیک 

، با هم 42پائین،  bootstrapدلیل داشتن  کزی بهدو بخش مر)است 

 (.1شکل ) (شوند یک دودمان تکاملي محسوب مي
 gi|501416638-Ocimum.tenuiflorum

 gi|501416614-Mentha.x.piperita

 gi|327314752-Origanum.sp.MIB

 gi|371754428-Satureja.thymbra

 gi|501416610-Mentha.spicata

 gi|404243913-Mentha.longifolia

 gi|464896331-Monarda.citriodora

 gi|507104975-Thymbra.capitata

 gi|404243633-Clinopodium.vulgare.subsp.vulgare

 gi|220061226-Clinopodium.chinense

 gi|410176134-Origanum.vulgare.subsp.vulgare

 gi|507914165-Mentha.aquatica

 gi|404243915-Mentha.pulegium.subsp.pulegium

 gi|306481520-Thymus.sp.SH.2010

 gi|557836592-Clinopodium.alpinum

 gi|480312835-Mentha.canadensis

 gi|340511105-Clinopodium.menthifolium.subsp.ascendens

 gi|327314730-Origanum.majorana

 gi|371754458-Thymus.sipyleus

 gi|399139717-Micromeria.juliana

 gi|557836588-Thymus.praecox

 gi|507104963-Thymus.oenipontanus

 gi|507104955-Thymus.vulgaris

 gi|507104949-Thymus.paronychioides

 gi|507104945-Thymus.spinulosus

 gi|507104929-Thymus.longicaulis

 rbcL-Thymus.syriacus

 gi|507104933-Thymus.pulegioides. var.pulegioides

 gi|507104917-Thymus.striatus.var.ophioliticus

 gi|371754432-Thymus.sipyleus

 gi|371754434-Thymus.zygioides

 gi|1480422-T.vulgaris

 gi|507104913-Thymus.striatus.var.striatus

 gi|1480418-T.alsinoides

 gi|1480420-T.ulgaris

 gi|327314758-Salvia.officinalis

 gi|404243469-Asplenium.ruta.muraria.subsp.ruta.muraria

 gi|404243471-Asplenium.trichomanes.subsp.quadrivalens

 gi|404243467-Asplenium.adiantum.nigrum

64

63

64

55

 
 .cut off 50%با  rbcLدرخت فیلوژني مربوط به ژن  -1شکل 
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ردیفي چندگانه توالي حاصل از  بر اساس هم matKفیلوژني ژن 

از  ها دست آمده از پایگاه داده به های با توالي Th. syriacusگیاه 

در این درخت بر اساس ارزش هر  .انجام شد مختلف گونه 47

بالای  bootstrapاست، ارزش  دودمان مشخص شده 5شاخه، 

صورت واحدهای  ها به ها حاکي از آن است که دودمان شاخه

نظر  با توجه به آنالیز ژن مزبور به .اند مستقل به ارث رسیده

تری ایفا  قش کلیدیرسد که این ژن در توصیف تغییرات گونه ن مي

بر اساس  matKآنالیز فیلوژنتیکي ژن (. 2شکل)کرده است 

با  S. nemorosaردیفي چندگانه توالي حاصل از گیاه  هم

 . انجام شد مختلف گونه 47های  توالي

 
 gi|507104855-Thymus.oenipontanus

 gi|507104839-Thymus.paronychioides

 gi|507104857-Thymus.praecox.subsp.polytrichus

 gi|379039722-Thymus.pulegioides

 gi|507104845-Thymus.vulgaris

 gi|507104819-Thymus.longicaulis

 gi|507104807-Thymus.striatus.var.ophioliticus

 matK-Thymus.syriacus

 gi|326580094-Thymus.serpyllum

 gi|507104835-Thymus.spinulosus

 gi|371754332-Thymus.sipyleus

 gi|371754334-Thymus.zygioides

 gi|295000415-Origanum.vulgare

 gi|327315032-Origanum.majorana

 gi|371754330-Thymbra.spicata

 gi|507104867-Thymbra.capitata

 gi|371754298-Coridothymus.capitatus

 gi|379042158-Mentha.pulegium

 gi|340512891-Mentha.aquatica

 gi|327314980-Mentha.x.piperita

 gi|379042154-Mentha.arvensis

 gi|371754324-Mentha.longifolia

 gi|371754308-Mentha.suaveolens

 gi|335058751-Mentha.spicata

 gi|379038754-Mentha.suaveolens

 gi|480312953-Mentha.canadensis

 gi|327314996-Mentha.sp.MIB.zpl

 gi|379041050-Clinopodium.vulgare

 gi|295000281-Pogogyne.zizyphoroides

 gi|371754238-Clinopodium.graveolens.subsp.rotundifolium

 gi|379037632-Clinopodium.acinos

 gi|371754236-Clinopodium.alpinum

 gi|371754274-Ziziphora.taurica

 gi|340512875-Cedronella.canariensis

 gi|340512889-Melissa.officinalis

 gi|327315064-Salvia.officinalis86
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55

 
 cut off 57با Th. syriacus اهیاز گ matKژن  يلوژنیدرخت ف -2 شکل

  درصد

 

دودمان مشخص شده  3اخه، در این درخت بر اساس ارزش هر ش

کلاد ) های متعدد کوچک در هر دودمان بزرگ  است، البته کلاد

های منتهي به هر کلاد  با ارزش بوت استرپ بالا در شاخه( بزرگ

هایي که در یک  گونه .شود که در حال گسترش هستند دیده مي

 Melissaهای  اند، یعني گونه دودمان خاص قرار نگرفته

officinalis، Cedronella canariensis، Glechoma hederacea 

جالب توجه  (.3شکل )جزء کلادهای حدواسط کوچک هستند 

های  در گروه Salviaهای مختلف  است که در این تحلیل گونه

  .اند ای مستقر شده جداگانه

 

 
 cut offبا Salvia nemorosaاز گیاه  matK ژندرخت فیلوژني  -3شکل 

50% 
 

ردیفي چندگانه توالي حاصل از  بر اساس هم trnL-Fفیلوژني ژن 

های  ها و گونه های مرتبط از جنس با توالي S. nemorosaگیاه 

ردیفي  این آنالیز فیلوژنتیکي بر اساس هم. مختلف انجام شد

در این درخت بر اساس ارزش هر . گونه انجام شد 64چندگانه 

ها  هاست، ارزش بالای شاخ دودمان بزرگ مشخص شده 2شاخه، 

صورت واحدهای کاملاً  حاکي از آن است که این دو دومان به

کلادکوچک با  3، به 2دودمان تکاملي . اند مستقل به ارث رسیده

های منتهي به هر کلاد تفکیک شده  بالا در شاخه bootstrapارزش 

 .Sشود که  گیری از این ژن مشخص مي با بهره(. 4شکل)است 

nemorosa های  تری با سایر گونه ارتباط فیلوژني بیشSalvia 

-trnLنتایج حاصل از مطالعات مولکولي بر پایه ژن  .دهد نشان مي

F  برروی جنسSalvia دهد که این جنس چند نیایي  نشان مي

 Wang et) نماید است و با نتایج حاصل از این مطالعه مطابقت مي

al. 2013) طوری که در این تحقیق دو دودمان مستقل مشخص  به

با کلاد  S. nemorosaدر نتایج حاصل از این تحقیق . است هشد

گروه کاملا  trnL-Fدوم این جنس در دندروگرام حاصل از ژن 

مقادیر بوت استرپ حاصل از  .مستقلي را تشکیل داده است

تبعیت  .Wang et al (2713)تحلیل این ژن در این تحقیق از نتایج 
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نیز ویژگي چند  matkاز ژن قابل ذکر است که با استفاده  .نماید مي

به نمایش گذاشته  Salviaهای متعلق به جنس  نیایي بودن در گونه

 . ندشو لذا هر دو ژن در این زمینه کارآمد تلقي مي. است شده

 

 
 cut offبا  Salvia nemorosaاز گیاه  trnL-Fژن درخت فیلوژني  -4شکل 

50% 
 

های مناسبي  ن گزینهژ سهدر این مطالعه بر اساس این معیارها، هر 

در نتایج حاصل از این تحقیق مشخص شد . برای این کار بودند

 .S. nemorosa, Sقادر به آشکار سازی شباهت بین trnL-Fکه ژن 

pratensis, S. tesquicola  وS. sylvestris  درصد بوت  99)است

 .Sرا از matK S. nemorosaدر همین راستا ژن (. استرپ

tesquicola  نموده است ولي هر دو در یک کلاد قرار تفکیک

شایان ذکر است که در بررسي (. درصد بوت استرپ 64)اند  گرفته

که در ایران  S.nemorosa روی ترکیبات فلاونوئیدی که بر

های متعلق به  صورت گرفت نتایج حاکي از این بود که جمعیت

های متعلق به این  های متمایزی را با سایر گونه این گونه گروه

مضاف بر اینکه تنوع الگوهای . جنس تشکیل داده است

 Kharazian) خورد فلاونوئیدی نیز در این گونه به چشم مي

 AFLPچنین با استفاده از نشانگرهای مولکولي  هم(. 2014

های متمایزی  های مختلف این گونه گروه مشخص شد که جمعیت

 S. virgata ودش یادهد که از گونه مشابه خ را تشکیل مي

احتمال دارد که این ژن  (.Sajadi et al. 2009)باشد  مشخص مي

این ژن . تر باشد های این جنس کارآمد برای تفکیک در سطح گونه

 .Thو  Th. syriacus, Th. serpyllumنیز قادر است تا شباهت بین 

spinulosus  ولي ژن ( درصد بوت استرپ 80)را نیز آشکار سازد

rbcl های این جنس توانایي کافي را نشان نداده  تفکیک گونه در

احتمالا این امر مربوط به تنوع موجود در ژنوم این جنس . است

گذارد  باشد که اطلاعاتي را پیرامون اساس ژنتیکي در اختیار مي

(Al-Qurainy et al. 2014 .)ای بر روی  علاوه براین، در مطالعه

های  های متعلق به ژن يتوال Thymusهای مختلف جنس  گونه

matk  وrbcl ها آشکار  ای در بین گونه تغییرات قابل ملاحظه

های  گیری از ژن ها و با بهره اختلافات ژنتیکي درون گونه. ساختند

matk 46 که ژن  درصد گزارش شد در حاليrbcl  تنوعي را در

در نتایج (. Federici et al. 2013)این سطح آشکار نساخت 

پنج دودمان جداگانه را آشکار  rbclن تحقیق نیز ژن حاصل از ای

کار  های به طوری که با نتایج حاصل از سایر ژن به. کرده است

 Thymusهای جنس  در گونه( trnH-psbAو  matk)گرفته 

کلیه این تغییرات مشاهده (. Federici et al. 2013)مطابقت دارد 

س، موتاسیون در شده مرتبط با ساختار ژنتیکي پیچیده در این جن

DNAای، رخدادهای پلي پلوئیدی، پلي  گیری بین گونه ، دورگه

در (. Federici et al. 2013)زایي مي باشد  مورفیسمي و گونه

 Fedirici et al. (L.) (2713)های ارائه شده توسط  گزارش

Hoffmanns Th. capitatus های این جنس مجزا  از سایر گونه

. نماید یک برون گروه نیز رفتار مي عنوان است که حتي به شده

گیری  شایان ذکر است که در نتایج حاصل از این تحقیق نیز با بهره

  .است ای حاصل شده چنین نتیجه matkو  rbclاز ژن 

 يتوال نییتع يکلروپلاست یها ن  ژ دهد، ينشان م جینتادر نهایت، 

 يمناسب يکیلوژنتیف ی، نشانگرهاDNA یعنوان بارکدها هشده ب

 یها از گونه دیجد یها نمونه یيشناسا یبرا توانند يم کههستند 

Salvia  وThymus نیتر را در کوتاه يقیدق جیکار روند و نتا به 

 .زمان ممکن فراهم سازند
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