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چکیده

Crataegusسرده ولیک ( L.) متعلق به تیره گل سرخ (Rosaceae باشد. کشور ایران یکی از اصلی ترین مراکز تنوع این ) می
هاي مختلف ولیک (برگ، گل و میوه) به دلیل برخورداري از انواع فلاونوئیدها و شود. اندامگیاه دارویی ارزشمند محسوب می

هاي بومی در نسیل ژنوتیپبرداري از پتاها اهمیت زیادي در صنایع دارویی دارند. بنابراین با هدف شناخت و بهرهپروآنتوسیانین
استان) مورد 11نمونه گیاهی ازnrDNA ITS)56هسته اي تنوع ژنتیکی این گیاه در ایران بر اساس توالی هايکارهاي اصلاحی، 

هاي مختلف سرده خوبی توانسته، ژنوتیپ ها و گونهبهITSآنالیز مولکولی نشان داد که توالی یابی ناحیه بررسی قرار گرفت.
Crataegus spp.هاي مربوط به در ایران فقط گونهباشد.را از هم جدا نماید که از لحاظ اصلاحی بسیار ارزشمند میSect.

Crataegusباشد که از پنج سري (موجود میSer. Pentagynae ،Ser. Erianthae ،Ser. Orientalis ،Ser. Microphyllae ،Ser.

Crataegusجز در تحقیق حاضر بهاند.) تشکیل شدهSer. Microphyllae .ر اساس نتایج بدست آمده با نرم ببقیه مشاهده شدند
.Serها، سري در شاخه اول از درخت فیلوژنی حاصل از آنالیز دادهMEGA6افزار  Orientalis در شاخه دوم ،Ser. Pentagynae

.Serو  Erianthaeهاي سوم و چهارم مربوط به و در شاخهSer. Crataegusباشد.می

MEGA6ولیک، گیاهان دارویی، تنوع ژنتیکی، کلمات کلیدي:

مقدمه

Crataegusسرده ولیک ( L.) متعلق به تیره گل سرخ (Rosaceae گونه در جهان دارد و پراکنش 1200تا 150) می باشد که
. گونه )Christensen, 1992(و ایران است آسیاي صغیرآن عموما در مناطق معتدل نیمکره شمالی است. اصلی ترین مرکز تنوع آن 

هاي مختلف ولیک و عصاره هاي آنها به عنوان داروهاي گیاهی در طب سنتی و طب نوین معرفی می شود و عامل اصلی استفاده از 
آنها در فرآورده هاي دارویی عموماً به دلیل داشتن اثرات آنتی اکسیدانی، محافظ قلب و عروق، افزایش دهنده جریان خون 

باشد. این گیاهان به طور معمول غنی از انواع پروسیانیدین ها، فلاونوئیدها و تري ترپن ها خون میکرونري و پایین آورنده فشار 
Melikogluد (هاي بیولوژیکی آنها محسوب می شونهستند که ترکیبات اصلی موثره در فعالیت  et al., 2004 .( از اندام هاي

با سایر گیاهان دارویی در سراسر اروپا تهیه شده است. مختلف این گیاه، محصولات متنوع به تنهایی و یا در ترکیب 
صحتازدیگريهاروشبه سایرنسبتتکاملیخویشاونديروابطبازسازيبرايDNAمخصوصاً توالی مولکولیيهاداده
مواجهمحققیناستقبالباروشاینپلیمرازايیرهزنجپیدایش واکنشزمانازیژهوبهامروزهدلیلهمینبه.استبرخورداربیشتري

)، nDNAي (اهستههاي یتوالشاملهایتوالاینهستند.دسترسدرDNAهاي یتوالازاصلینوعسهگیاهاندر.استشده
پایین،تکاملیسرعتعلتبههاي میتوکندریاییتوالیباشد.یممیتوکندریاییهاي) و توالیcpDNAکلروپلاستی (هايتوالی
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بدینوسیعیابعاددرو کلروپلاستیياهستههايتوالیاماگیرند.یمبررسی قرارموردگیاهانخویشاونديروابطبررسیدرکمتر
هستهریبوزومیDNAاز ، بخشیITSیا درونیشوندهرونویسیگذارفاصله). ناحیه1389روند (امیراحمدي، یمکاربهمنظور

غیرنواحیهمراه) به18S nrDNA, 5.8S nrDNA, 26S nr DNAشده (حفاظتبسیارکدگذارنواحیناحیه،ایندر.باشدیم
ITSکنند (ناحیه یمایفارامهمینقشپردازش ریبوزوموشدنبالغدرITS2و ITS1نواحی دارند.) قرارITS, ETS(کدگذار

روابطبررسیبرايراناحیهاینآنتکاملیبالايسرعتوباشدیمفشار عملکرديتحتکمتردلیلهمینبهشودینمترجمه
برايابزاريعنوانبهITSتوالی يهادادهازاخیريهادهه). درAlvarez and wendel, 2003مناسب کرده است) (فیلوژنتیکی

,Soltis and Soltisاست (شدهاستفادهنزدیکيهاسردهمخصوصاً وتاکسونومیپاییندر سطوحفیلوژنتیکیروابطتعیین 2003.(
هاي بومی در کارهاي اصلاحی، تنوع ژنتیکی این گیاه در ایران بر اساس ي از پتانسیل ژنوتیپبرداربهرهبنابراین با هدف شناخت و 

مورد بررسی قرار گرفت.nrDNA ITSهسته اي توالی هاي

مواد و روش ها

هاي کاملاً جوان ها از برگآوري شد. نمونهجمعاستان کشور از مناطق مورد مطالعه 11نمونه برگی از 56در این پژوهش 
با فریز هانمونهDNAمنتقل شدند. قبل از استخراج DNAتا زمان استخراج -80انتخاب و در ازت مایع فریز شدند و نهایتاً به فریز 

به دانشگاه فدریکو دوم ناپولی ایتالیا منتقل شدند. ارزیابی هاي ژنتیکیدرایر خشک شده و براي 
DNAاستخراج -

DNA ژنومی به روشCTAB استخـراج گــردید. ي برگی هانمونهاز
DNAیري کمیت و کیفیت گاندازه-

همراه مولکول هاي RNAاستخراج شده از نظر خصوصیات کمی و کیفی شامل شکستگی و وجود یا عدم وجودDNAکیفیت 
DNA توسط الکتروفورز ژل آگارز بررسی شد. براي سنجش کمیتDNAهاي مورد مطالعه از روش اسپکتروفتومتر نمونه

) استفاده شد.Thermo Scientific NanoDrop™ 2000 Spectrophotometerنانودراپ (
)PCRاي پلیمراز (واکنش زنجیره-

) Biometra T-Personal Thermocyclerترموسایکلر تولیدي شرکت بیومترا (به کمک دستگاه )PCRاي پلیمراز (واکنش زنجیره
.انجام گرفت

PCRآغازگرهاي مورد استفاده و شرایط بهینه انجام واکنش -

). Aceto, 2014استفاده شد (JK11و JK14از آغازگرهاي nrDNA ITSبراي توالی هاي هسته اي PCRبه منظور انجام واکنش 
آمده است. 1آغازگرهاي مورد استفاده در جدولتوالی 

PCRبراي استفادهموردآغازگرهايتوالی-1جدول 

نام قطعهتوالی
GGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCCGJK14-F
GCTATGAACCACACTTAACGTCTTAJK11-R

PCRالکتروفورز فرآورده هاي -

ولت انجام گرفت. 100ثابت ولتاژدقیقه با 15% استفاده شد. الکتروفورز به مدت5/1از ژل آگارز PCRبراي بررسی محصولات 
ي بردارعکس) Gel documentation)Gel Logic 212 PRO, USAبا استفاده از دستگاهUVسپس از ژل حاصله توسط نور 

صورت گرفت. 
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DNAتوالی یابی رشته هاي -

انجام DNAبا دستگاه ژل داك، تک باندهاي قوي از ژل جدا و برش داده شده و خالص سازي PCRبعد از مشاهده ژل محصول 
هاي مخصوصی ریخته شده و در دستگاه توالی یاب یوبتدر مرحله پایانی داخل هانمونهگرفت. بعد از انجام مراحل توالی یابی، 

)ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer ي هارشته) قرار داده شدند. در این مرحله عمل توالی یابیDNA.انجام گرفت
کروماس در قالب فستا ذخیره شده و آنالیزهاي افزارنرمبا استفاده از هادادهبه اتمام رسید، DNAي هانمونهپس از اینکه توالی یابی 

.مورد نیاز روي داده ها انجام گرفت
DNAتوالی هاي هم ردیف سازي-

هم ردیف سازي گردیدند. BioEditنرم افزار توسطفستافرمتباهستهمناطقهايتوالی
آنالیزفیلوژنی-

مورد بررسی و تحلیل قرار MEGA6افزارنرمبا استفاده از موردنظرDNAقطعه دوهربرايشدهسازيیفردهميهادادهماتریس
.گرفتند

نتایج و بحث

در سراسر دنیا در نظر گرفته شده است که شامل Crataegusسرده) پنج بخش براي 1992کریستنسن (يبندبر اساس طبقه
Sect. Mexicanae Loudon ،Sect. Crataegus (= Sect. Oxyacanthae Loudon) ،Sect. Sanguineae Schneider ،Sect.

Cuneatae Schneider وC. hupehensis SargوC. shensiensis Pojarkovaي مربوط به هاگونهدر ایران فقط .باشندیمSect.

Crataegus باشد که از پنج سري (یمموجودSer. Pentagynae ،Ser. Erianthae ،Ser. Orientalis ،Ser. Microphyllae ،Ser.

Crataegus در تحقیق حاضر به جز اندشده) تشکیل .Ser. Microphyllae.در شاخه اول از دندروگرام حاصل بقیه مشاهده شدند
.Ser، سري هادادهاز آنالیز  Orientalisي مربوط به هاگونهها و قرار داشت. از خصوصیات مهم ژنوتیپSer. Orientalis رنگ

ري هاي این سیپژنوتباشد. ارزش خوراکی یم) بوده و بخش خوراکی متمایل به زرد رنگکممیوه است، که زرد یا نارنجی (قرمز 
.Serبیشتر از ارزش دارویی آنها می باشد. در شاخه دوم دندروگرام  Pentagynae وSer. Erianthae رنگ اندگرفتهقرار .

.Serهاي مربوط به یوهم Pentagynae باشند. در این سري بذر، بخش اعظم میوه یمسیاه بوده و از لحاظ اندازه میوه بسیار کوچک
.Serسري هاي یوهمرا فراگرفته است.  Erianthae سیاه متمایل به ارغوانی بوده و از نظر اندازه بزرگتر ازSer. Pentagynae

.Serباشند. شاخه هاي سوم و چهارم مربوط به یم Crataegusهاي يسرباشد که از نظر جمعیت پراکندگی بیشتري نسبت به یم
که طورهمانباشد. یمباشد. اندازه میوه در این سري متوسط یمهاي این سري سرخ و سرخ تیرهیوهمدیگر در ایران دارند. رنگ 

Crataegusي مختلف سرده هاگونهی توانسته، ژنوتیپ ها و خوببهITSدهد توالی یابی ناحیه یمنتایج نشان  spp. را از هم جدا
باشد.یمنماید که از لحاظ اصلاحی بسیار ارزشمند 

منابع
1. Christensen, K. (1992). Systematic botany monographs (Revision of Crataegus and Nothosect).

Crataeguineae (Rosaceae-Maloideae) in the old world, vol:35 THE. American society of plant taxonomists.
2. Melikoglu, G., Bitis, L. and Mericli, A.H. (2004). Flavonoids of Crataegus microphylla. Natural Product

Research, Vol. 18, No. 3, pp. 211–213.
3. Soltis, D. E. and Soltis, P. S. (2003). The Role of phylogenetics in Comparative Genetics. Plant Physiology,

132:1790-1800.
4. Alvares, L. and Wendel, J. F. (2003). Ribosomal ITS sequence and plant phylogenetic inference. Molecular

Phylogenetics and Evolution, 29(3): 417-434.
5.



مقالات شفاهی داروییاهواز    -1394بهمن 8تا 5نهمین کنگره علوم باغبانی           

4

Molecular phylogeny of Crataegus spp. based on nrDNA ITS sequences in Iran
A. Alirezalu*1, S. Aceto2, N. Ahmadi3, P. Salehi4, A. Sonboli4, M. Ayyari3, H. Hatami Maleki5, Z. Akbari6

1-Department of Horticultural Sciences, Urmia University. 2- Department of Genetics, University of Naples
Federico II. 3- Department of Horticultural Sciences, Tarbiat Modares University. 4- Medicinal Plants and Drugs
Research Institute, Shahid Beheshti University. 5- Department of Agronomy and Plant Breeding, University of
Maragheh.

*Corresponding author: a.alirezalu@urmia.ac.ir

Abstract

The genus Crataegus L. (Hawthorn) belongs to the Rosaceae family. Iran is one of the biodiversity
centers of Crataegus and there are more than 27 species found in Iran. Due to its positive effects on
the cardiovascular system, hawthorn has recently become quite a popular herbal medicine in
phytotherapy. This study was undertaken in order to examine the genetic diversity (based on internal
transcribed spacer (ITS) regions) in 56 accessions of Crataegus spp. The accessions belonged to
several species; C. pentagyna, C. pseudomelanocarpa, C. monogyna, C. meyeri, C. songarica, C.
azarolus var. aronia, C. azarolus var. pontica, C. curvisepala, C. pseudoheterophylla, C. szovitisii, C.
persica, C. arosanguinea, C. orientalis, C. sakranensis, C. turkestanica. We constructed a
phylogenetic tree based on ITS sequence data. Result showed that DNA sequencing is a good tool for
species identification and estimation of genetic distance. In Iran, the only species of Sect. Crataegus is
available in five series Ser. Pentagynae, Ser. Erianthae, Ser. Orientalis, Ser. Microphyllae, Ser.
Crataegus. In this study, except Ser. Microphyllae other series were detected. Based on the results
obtained with the MEGA6 software, in the first branch of the phylogenetic tree had the series Ser.
Orientalis, the second branch Ser. Pentagynae and Ser. Erianthae and the branches of the third and
fourth series were Ser. Crataegus.
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