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  چكيده
 ايران در جنس اين از گونه 34. است پراكنش لحاظ به است آستراسه خانواده هاي جنس ترين گسترده و بزرگترين از يكي آرتميزيا

 روابط تعيين و ارتميزيا جنس گونه 28 تنوع بررسي منظور به. هستند ايران اندميك هاگونه اين از برخي كه است شده شناسايي

 از آغازگر جفت دو. شد استفاده كلروپلاستي اي ان دي B2B3 و PB ناحيه دو اساس بر PCR-RFLP روش از هاآن بين خويشاوندي

 در B2B3 و PB آغازگر براي ترتيب به كه كردند توليد واضح شكل چند نوار 40 مجموع در هضم از پس شده تست آغازگرهاي بين

 به مربوط گونه UPGMA 28 روش به تشابه ماتريس از آمده بدست دندروگرام. داشتند قرار 200-1400 و bp 1600-200 محدوده

 A. fragrans هايگونه ميان را تشابه بيشترين ترتيب به تشابه ماتريس از حاصل نتايج. داد جاي اصلي گروه 3 در را درمنه دارويي گياه

: كلمات كليدي.داد نشان 32/0 مقدار با  A. armeniaca و A. absintium هايگونه ميان را تشابه كمترين و 94/0 مقدار با A. annua و

 اي كلروپلاستي.ان.، ديB2B3 ،PCR-RFLPو  PBدرمنه، ناحيه 

  اي كلروپلاستي.ان.، ديB2B3 ،PCR-RFLPو  PBحي نوادرمنه، : كلمات كليدي

  

  مقدمه

هايي هستند كه در زبان درمنه و افسنطين نام. است) شودين تيره به تيره گل آفتابگردان نيز شناخته ميا(درمنه گياهي از تيره كاسني 

گونه و زير گونه را  500اين جنس بيش از . شودرويند گفته ميكه در ايران مي Artemisiaفارسي به اغلب قريب به اتفاق گياهان جنس 

گونه علفي يكساله و چندساله از اين جنس در  34تاكنون . گونه يك يا دو ساله هستند 10قط ها چند ساله و فبيشتر گونه. شودشامل مي

گونه انحصاري وجود دارد در ايران چند ). Kazemi et al., 2009(ها بومي ايران هستند ايران شناسايي شده است كه برخي از اين گونه

اهميت اين گياه  .اشاره كرد Artemisia khorasanicaو  Artemisia melanolepis ،Artemisia kermanensisتوان به ها ميكه از آن

 اين اهميت گذشته در كه باشدمي ترپنسسكوئي يك آرتميزينين. به دليل وجود تركيبات دارويي مهم همانند آرتميزينين در آنها است

 و گياه اين به پيش از بيش توجه امروزه اما. است بوده  دهموروئي و تب انواع درمان در آن ملاحظه قابل تأثير از شناخت دليل به تركيب

 و فلاون كومارين، به توانمي جنس اين در موجود مهم تركيباتديگر  از. باشد مي آن مالاريايي ضد خاصيت دليل به آرتميزينين

 است شده جداسازي گياه اين از راكسيدهيدروپ و الكل كتون، مانند هاترپن پراكسيد از بسياري )Ma et al., 2007( كرد اشاره هاترپن

)Bertea et al., 2005.( مطالعه با توانميانقراض  خطر در هاينمونه ويژه به گياهي هاينمونه بررسي با كه اندعقيده اين بر دانشمندان 

  ). Panda et al, 2003( نمود فراهم را هاآن از حفاظت زمينه جمعيت يك در هاداده اين تفسير و ژنتيكي تنوع

 علت به هامولكول اين و رسندمي ارث به) مادري والد از بيشتر نهاندانگان در( والدي تك به صورت هااندامك ژنوم آنجايي كه از

 كه انداستفاده قابل موجود ژنتيكي روابط و تنوع بررسي براي باشند،مي مولكولي هاينشانگر از غني منبع خود بالاي شدگي حفاظت

 مولكول از استفاده. سازدمي مهيا) فيلوژني( نژادي تكامل روابط و جمعيتي ژنتيك مطالعات در هاا.ان.دي اين براي را ييبالا اهميت
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 ژنوم از بيشتر و بوده متداول كمتر نوكلئوتيدهايش جايگزيني در كمتر سرعت علت به ژنتيك مطالعات در ميتوكندري اندامك ا.ان.دي

  ). Newton, 1988; Palmer, 1992( است دهگردي استفاده كلروپلاست

  

  هاموارد و روش

  گياه كشت و آوري جمع

 انجام گلخانه مناسب شرايط تحت بذور اين كشت ايران، ژنتيكي و زيستي ذخايرمركز ملي  از درمنه مختلف گونه 28 بذر تهيه از پس

  .شد نگهداري اي.ان.دي استخراج زمان تا گرادسانتي درجه -80 يدما با فريزر در و منجمد مايع ازت از استفاده با برگي هاينمونه. شد

-1Artemisia armeniaca 2-Artemisia incana 3-Artemisia fragrans 4-Artemisia austeriaca 5-Artemisia 

specigera 6-Artemisia haussknechtii 7-Artemisia turcomanica 8-Artemisia chamaemelifolle 9-Artemisia 

marschelliana 10-Artemisia kopetdaghensis 11-Artemisia siberi 12-Artemisia pompestris 13-Artemisia 

scoparia 14-Artemisia annua 15-Artemisia absinthium 16-Artemisia vulgaris 17-Artemisia diffusa 18 -
Artemisia teschveriana 19-Artemisia khorasanica 20-Artemisia dracunculus 21 -Artemisia selengensis 22-

Artemisia capilaris 23-Artemisia turnifortiana 24-Artemisia turanica 25-Artemisia oloveriana 26-Artemisia 

melanolepis 27-Artemisia aucheri 28-Artemisia ciniformis  

  اي.ان.استخراج دي

 كـردن  اضافه مرحله در فعال زغال از استفاده) (2001( همكاران و Pirttila يافته تغيير روش از استفاده با هر گونه اي از.ان.دي استخراج

 تكيفي ـ و كميـت . گرفـت  انجام) الكل ايزوآميل كلروفورم با شستشو مرحله دو بين در پتاسيم استات و فنلي تركيبات حذف جهت بافر

 نـانوگرم  50( هـا اي نمونـه .ان.دي از يكسان غلظت آن كمك به و شد تعيين% 1 آگارز ژل و الكتروفورز دستگاه از استفاده اي با.ان.دي

  .  شد آماده) ليتر ميكرو در

  پليمراز اي زنجيره واكنش در تكثير

  : PB آغازگر

را تكثير  clpp [ATAAWAAGAACTAGCAGGTT]- psbB [ATAYACCCAATGCCARATAG]بين  ناحيهاين آغازگر 

  .باشدمي bp 2639ميكند و قطعه تكثيري در كلروپلاست تنباكو داراي طولي برابر 

  :B2B3 آغازگر

 psbB [CAGAAGCTTGGTCTAAAATTCC]- petB [GRTCCCAAGGGAARGAATAACCAGT]بين  ناحيهاين آغازگر 

  .باشدمي bp 2781ي برابر كند و قطعه تكثيري در كلروپلاست تنباكو داراي طولتكثير ميرا 

 سانتي درجه 95شامل  سيكل 35، گرادسانتي درجه 95 دماي دقيقه 5 شامل هاآغازگر جفت اين براي پليمراز اي زنجيره واكنش شرايط

 مدت به گراد سانتي درجه 72 و ثانيه، 30مدت به )B2B3(گراد  سانتي درجه 54 )PB( گراد سانتي درجه 5/46 ثانيه، 30 مدت به گراد

  .اعمال شد دقيقه 10 مدت به گراد سانتي درجه 72 دماي در نهايي گسترش ، و در نهايتدقيقه 3

   برشي آنزيم توسط  برش و هضم
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كمپاني ( TaqIو   EcoRI ،HinfI برشي محدودگر آنزيم سه توسط پليمراز ايزنجيره واكنش در شده تكثير قطعات برش و هضم

Roche گرفت صورت كننده توليد كارخانه العمل دستور اساس برو ، )آلمان.  

  برشي هاي آنزيم توسط برش هضم از حاصل قطعات الكتروفورز

 رد ژلرنگ توسط  ميكروليتر 20 حجم با هضم واكنش مخلوط ،PCRآنزيمي محصول  هضم از پسالگوي برش،  بررسي به منظور

  .داك عكس برداري شد ژل و در نهايت در دستگاه الكتروفورز ساعت 4 مدت به ولت 70 شرايط با درصد 3 آگارز ژل روي

  :و بحث نتايج

 عمومي آغازگر جفت 4 ابتدا، در. گرفت قرار مطالعه مورد گونه درمنه 28 در كلروپلاست ا.ان.دي كدشونده غير مناطق در شكلي چند

)PB, B2B3, CS, BD(ان.دي.آغـازگر  جفـت  2 آغازگرهـا  تكثير درجه به توجه با و آن از بعد و شد بررسي تكثير براي كلروپلاست ا 

)B2B3 وPB (اصـلاً  يا كردندمي يك شكل ايجاد باند چند مطالعه مورد  ديگر آغازگر جفت 2 تعداد. گرديد انتخاب مطالعه اين براي 

  .شدند فحذ بررسي از دلايل همين به و نبودند بررسي اين انجام براي لازم هايويژگي داراي بنابراين، نكردند توليد باندي

 bpاي ميانمحدوده B2B3و براي آغازگر  200تا  bp 1600اي ميانمحدوده PBبراي آغازگر  PCRقطعات حاصل از هضم محصول 

 2در شكل  34و  32هاي با شمارهدر گياه تنباكو دياگرام شماتيك ناحيه تحت پوشش دو آغازگر  .شدرا شامل مي 200تا  1400

 آغازگرهايبا استفاده از هر يك از جفت  اي پليمراز حاصلواكنش زنجيره كلي در محصولاتهيچ حالت چند ش. مشخص شده است

  .مورد آزمايش مشاهده نشد

  
نمونه ). فرمنتازكمپاني ( kb plus1 چاهك اول و آخر سايز ماركر . گونه درمنه 28 در B2B3 TaqI-ژل حاصل از تركيب : 1شكل 

  )شماره گذاري از سمت چپ( 28شماره يك تا نمونه شماره 
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  )Grivet et al, 2001( 34و  32آغازگرهاي مورد استفاده در موقعيت . موقعيت آغازگرها در ژنوم كلروپلاست تنياكو: 2شكل 

روگرام دند%). 77(نوار چند شكلي نشان دادند  40نوار توليد شد كه از اين تعداد  52نشانگر مورد استفاده در اين آناليز در مجموع  2از 

ضريب . گونه مربوط به گياه دارويي درمنه را نشان داد 28روابط ژنتيكي ميان  UPGMAبدست آمده از ماتريس تشابه جاكارد به روش 

كه نمايانگر برازش مناسب دندروگرام به ماتريس تشابه بوده به دست آمد  =89/0rكوفنتيكي بين ماتريس تشابه و دندروگرام در حد 

بعضي از را در تفكيك ) 55-100(پايداري بالايي  TreeViewبدست آمده از ماتريس تشابه با استفاده از نرم افزار دندروگرام . است

تشابه با نتايج حاصل از ماتريس تشابه به ترتيب بيشترين . گروه اصلي تقسيم كرد سهرا به  هانمونهدندروگرام حاصل . نشان داد هاگونه

با مقدار   A. armeniacaو  A. absintiumهاي گونهو كمترين تشابه را ميان  A. annuaو  A. fragransهاي ميان گونه 94/0مقدار 

  . نشان داد 32/0

 و  Artemisia annua ،scoparia Artemisia ، Artemisia siberiهاي گونه آزمايش مورد درمنه هاينمونه فيلوژني بررسي در

Artemisia fragrans و تكامل كمترين داراي austeriaca Artemisia  ،Artemisia armeniaca  تشخيص قابل تكامل حداكثر داراي 

هاي درمنه با استفاده از آغازگرهاي كلروپلاستي ديگر از جمله ناحيه مطالعات متعدد در خصوص رابطه فيلوژنتيكي ميان گونه. بودند

trnL–F  و نيز آغازگرهايITS در جهان انجام شده است .Torrell  و (1999) همكارانوValles  از قدرت تفكيك (2003) و همكاران

ITSگونه درمنه در  21 فيلوژنتيكيتجزيه و تحليل همانند اين پژوهش، . هاي درمنه استفاده كردندونهدر بررسي روابط فيبوژنتيكي گ ها

نتايج  .است PCR-RFLP هاي حاصل از آناليزباند الگوي نتايج مشابه كه ه بودداد نشانtrnL-F  توالي يابي ناحيه بر اساسكره كشور 

خاص  رتوان به عنوان يك ماركمي A. sieversianaو  .A. keiskeana ،apiacea Aهاي هاي باندي خاص گونهنشان داد كه از الگو

 oloveriana  هايتوالي يابي باندي خاص گونه. )Jeong et al, 2009(هاي درمنه استفاده كرد ها از ديگر گونهبراي تمايز آن
Artemisia   ،marschelliana Artemisia  ، Artemisia armeniaca   و austeriaca Artemisia  تواند راه مناسبي را براي دستمي-

   .هاي درمنه ايران باز كنديابي به آغازگرهاي مناسب جهت بررسي گونه
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 ضريب با TreeFree افزار نرم توسط پي كه.ال.اف.آر-آر.سي.پي هايداده به توجه با بررسي ردمو درمنه گونه 28 دندروگرام:  3شكل

  .است آمده دست به جاكارد تشابه
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Evaluation of variability of 28 Iran Artemisia species by PCR-RFLP based on PB and B2B3 region 
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Abstract 
     Artemisia is one of the largest and most widely distributed genus of Asteraceae. Thirty-four species belongs to 
this genus have been reported in Iran which a few of them are endemic. In order to investigate the variability and 
relationships of 28 Artemisia species from Iran PCR-RFLP was used based on PB and B2B3 regions of chloroplast 
genome. Among all primers were tested, two primers totally produced 40 high resolution polymorphic bands with 
the range of 200-1600 bp and 200-1400 bp for PB and B2B3 primers respectively. Cluster analysis based on the 
Jacard similarity coefficient and UPGMA method divided the 28 species into main three groups. The highest and the 
lowest similarity were obtained between A. fragrans and A. annua (0.94) and A. absintium and A. armeniaca (0.32) 
respectively. 
Keywords: Artemisia, PB and B2B3 regions, PCR-RFLP, cpDNA 
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