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 چکیده

های اخیر استفاده از ای در اقتصاد کشاورزی منطقه جنوب خراسان دارد. در سالعنوان یک محصول اقتصادی سهم عمدهدانه بهزرشک بی
 دف بررسی کارائی توالییافته است. تحقیق حاضر باههای گیاهی و تعیین بار کدینگ آنها افزایشبرای شناسایی گونه rDNA ITSتوالی نواحی 

راین و شاهرود انجام شهرستان اسف شده زرشک از پژوهشکده علوم و صنایع غذایی مشهد،آورینمونه جمع 19ی گذار بارکددر  rDNA ITS نواحی
پس یابی ارسال گردید. توالی برای زرشک تکثیر و ITS2ر اختصاصیها در آزمایشگاه دانشکده کشاورزی شاهرود با استفاده از پرایمپذیرفت. نمونه

 NCBIداده ها در پایگاهوالیتانجام شد.  UPGMAو آنالیز آن به روش  MEGA Xافزار وتحلیل فیلوژنی آنها با استفاده از نرمیابی تجزیهاز توالی
ها در یر گونهان مشابهت با ساها مشخص گردید و دندروگرام بر اساس میزها با عملیات بلاست با سایر گونهثبت گردید و میزان شباهت این توالی

به شباهت باتوجه متغیر بود. 154/0تا  012/0های مورد بررسی از نتایج نشان داد فاصله ژنتیکی در میان نمونه رسم گردید.  NCBI دادهپایگاه
 19طراحی، و بر روی  فراهم گردید. سه جفت پرایمر B.thو   R14N2 ،R9N3های ها تنها امکان تهیه سه جفت پرایمر اختصاصی به نامتوالی

 B.thو  R9N3 رایمرهایرا تکثیر نماید ولی پ   R14N2 بیژنوتبه طور اختصاصی توانست  R14N2پرایمر  نمونه گونه گیاهی بکار گرفته شد.
 باند اختصاصی نداشتند.

  NCBIداده ، پایگاهDNA، بارکد گذاری  ITS هیناحیابی زرشک، توالی :کلیدی هایواژه

 

 مقدمه

های تعیین خویشاوندی شها موردتوجه محققین بوده است. یکی از روها و ژنوتیپهمواره تعیین میزان خویشاوندی بین گونه  
موزومی و از طرف دیگر ها و مضاعف شدن کروباشد. روبه کاهش بودن تنوع زیستی، وقوع دورگهاستفاده از نشانگرهای مولکولی می

 ,Blaxterیاهی است )های گهای متخصصان سیستماتیک گیاهی در شناسایی گونهدستیابی به روشی سریع و دقیق و ارزان از دغدغه

شانگرهای مولکولی مبتنی های درختی را استفاده از ن(. به همین دلیل بسیاری از محققان بهترین وسیله برای تشخیص در گونه2003
مولکولی است که  یکی از نشانگرهای ITSهای اخیر نشانگرهای مبتنی بر (. در سالBalasaravanan et al, 2006دانند )می DNAبر 

های در شناسایی گونه آاندی یکی از این نواحی پرکاربرد .بار کدینگ کاربرد بسیاری پیدا کرده است DNAهای فیلوژنتیکی و در پژوهش
  ,Gultepe et alقرار دارد ) های ریبوزومیاین ناحیه در کنار ژن( بوده است که ITSرونویسی شونده داخلی ) اندازفاصلهناحیه گیاهی 

 Silva etوژنی( مهم هستند )های تبارزایی )فیلهای بسیار نزدیک و همچنین بررسیها و جنس(. این نشانگرها برای مقایسه گونه2010

al., 2018.)  ،ررسی روابط فیلوژنی های زرشک ایرانی و بتهیه نشانگرهای اختصاصی جهت شناسایی گونههدف از انجام این پژوهش
آن با مشکلاتی همراه  هایشناسایی مورفولوژیکی گونه ،ای در زرشکگونهشدن درون دورگهوقوع هیبرید و  به علتها است. بین آن

های بومی زرشک سعی گردید که با ها و ژنوتیپهای گونهتانسیلبرداری از پدر این پژوهش باهدف شناخت و بهره نی؛ بنابراباشدمی
 ود.های زرشک ایرانی استفاده شاز آنها برای شناسایی ارقام و گونه ITSتهیه نشانگرهای اختصاصی از ناحیه 
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 هاروش و مواد
آوری سفراین و شاهرود جمعآزادشهر، بیرجند، ا -د های قائن، کاخک، شاهرونمونه برگی زرشک که از رویشگاه 19در این مطالعه 

اج شد. پس از تعیین کمیت و آ آنها استخرانبرداری و دیهای تازه درختچه زرشک نمونهبرگ شده بودند، مورد ارزیابی قرار گرفتند.
( تکثیر شدند. Bio Rad T100در ترموسایکلر ) ITS( نواحی 1393همکاران باقلا )حیدری و  ITSآ، با نشانگر توالی ناحیه انکیفیت دی

یابی به جداسازی و برای توالی ژل استخراج کیت از استفاده باهای حاصل از تکثیر روی ژل اگاروز ران و سپس باند تکثیری از ژل توالی
های با عملیات بلاست با سایر ثبت گردید و میزان شباهت این توالی NCBIداده ها در پایگاهتوالی شرکت سیناکلون ارسال گردید.

 پرایمرهای طراحی برای رسم گردید. NCBIها در سایت ها مشخص گردید و دندروگرام بر اساس میزان مشابهت با سایر گونهگونه
 از آ،اندی هایتوالی بین اختلاف حداکثر شدنمشخص از پس و شدند الیگمنت MEGA افزارنرم با مربوطه هایتوالی ابتدا اختصاصی،

 هایتوالی اساس بر اختصاصی پرایمرهای .شد استفاده اختصاصی پرایمرهای طراحی برای Primer-blast پرایمر طراحی افزارنرم
 PCR واکنش با رشکز ژنوتیپ 19 ژنومی آاندی شده طراحی پرایمرهای از استفاده با. ساخته شد کلون سینا شرکت در آمدهدستبه

 .گردید بررسی زرشک ایهگونه از هریک صحیح تشخیص در هاآن کارایی درصد، یک اگاروز ژل روی الکتروفورز از پس و شدند تکثیر

 بحث و جینتا
با طول  ITSثبت گردید. توالی    MN758668تا   MN758649با کدهای از شماره  NCBIها در سایت ژنوتیپ  ITS یتوال

داشتند.  31درصد مطابقت 90توالی بالای  93بلاست گردید. این توالی با  NCBIداده های زرشک در پایگاهجفت باز ژنوتیپ 350تقریبی 
از بقیه ارقام متفاوت بود که  (JAیابی، رقم زرشک زینتی )از نظر توالی های مختلف زرشک بودند.توالی مربوط به گونه 93تمام این 

رقم زرشک زینتی باندی متفاوت از باند  ها تطابق کامل مشاهده نشد وچرا که در توالی باشدنده تفاوت این رقم با سایر ارقام میکنبیان
های ی شده نیز تعیین گردید و بر اساس تفاوتساز فیردهمهای آمده از توالیدستی بهشدهنواحی حفاظت سایر ارقام تکثیر کرد.
 R9N3و  B.th, R14N2سه جفت پرایمر اختصاصی (. 1( طراحی شدند )جدول R9N3و  B.th, R14N2پرایمر )مشاهده شده سه جفت 

مورد بررسی قرار گرفتند. جهت بررسی توانایی تکثیر  PCRدستگاه  با استفاده ازنمونه گیاهی زرشک  DNA 19جداگانه روی  به صورت
توانست باند اختصاصی    R14n2 پیژنوترفتند. پرایمر طراحی شده برای پرایمرهای اختصاصی محصول نهایی روی ژل آگارز قرار گ

( باند اختصاصی bp268در ناحیه مدنظر ) R9N3(. پرایمر طرحی شده برای ژنوتیپ 1شکل های مجزا کند )این ژنوتیپ را از سایر ژنوتیپ
زرشک نواحی   R5N1, R11N3, R14N2, Sh4, Es1, Es2 هایروی ژنوتیپ R9N3پرایمر  bp  350حدود تشکیل نداد و در ناحیه 

 های مدنظر تولید نکرد. نیز باند اختصاصی در ژنوتیپ .B.thپرایمر  .(2شکل ) را تکثیر کرد
 و نشده تفکیک خوبیهب آنها بین روابط تکامل، طی در نوکلئوتیدی جایگزینی کم اختلاف به علت زرشک در که داد نشان نتایج

 انتظار بود، خواهد جهش و شدن معکوس یی،جاجابه همچون تغییراتی اثر در کروموزومی برش جایگاه در تغییر. هستند هیبرید اکثراً
بود )حیدری  خواهد محیطی یزاتنش عوامل حداکثر و متفاوت ییوهواآب شرایط داشتن مستلزم مختلف، مناطق نوکلئوتیدی زیاد تغییرات

 و گرم منطقه ژنوم با مایزت در شاهرود و اسفراین سردسیری وهواییآب مشابه مناطق هایگونه ژنوم مطالعه این در. (1398همکاران،  و
از هسته  ITS2 یابی ناحیهدهد توالینتایج این بررسی نشان می .شد مشاهده آنها در نوکلئوتیدی تفاوت و بوده گناباد و قاین خشک

  ITS2ی از تربزرگناحیه  ستیبایمکه  رسدیمهای زرشک را ندارد و به نظر وجود تنوع توانایی تفکیک گونه رغمیعل DNAریبوزومی 
 و سایر نواحی بررسی گردد.

  

                                                            
31 Identity 
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 اطلاعات پرایمرهای اختصاصی طراحی شدن برای سه ژنوتیپ زرشک -1جدول 

 یمرپرا یپژنوت
(5'-> 3') 

 یتوال

 

رشته 

 الگو
 طول

نقطه 

 شروع
 %Tm GC یانپا

خود 

 32مکمل

خود 

 مکمل
3' 

 طول

 قطعه

B. 

thunbergii 

JA 

Forward 

primer 
AGCGGAGACATTGATTGAACT Plus 21 4 24 57 42 3 1 

209 
Reverse 

primer 
CAAGAGCAAGGGGCAGGTA Minus 19 212 194 59 57 2 2 

R9N3 

Forward 

primer 
GACCCGCGAACTTGTTGA Plus 18 36 53 57 55 4 1 

268 
Reverse 

primer 
GTATCGCATTTCGCTACGTTT Minus 21 303 283 57 42 7 0. 

R14N2 

Forward 

primer 
GACTCGCGAACTTGTGAA Plus 18 36 53 55 50 6 1 

113 
Reverse 

primer 
TTTTATCAGAGCCAAAGATA Minus 20 148 129 49 30 4 3 

 
  

                                                            
32 Self complementarity 

 

روی ژنوتیپ  R14N2 نتایج الگوی تکثیر برای پرایمر -1شکل

 *های مورد مطالعه

 
 

روی ژنوتیپ  R9N3تشکیل باند غیر اختصاصی پرایمر  -2شکل

گیاهی  Es1, Es4, Sh2N14, R3N11, R1N5R ,2 های

 *زرشک
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-7، لاین R12N1 -6، لاین R11N3 -5، لاین  R9N3-4، لاین  R8N3-3، لاین R5N1 – 2، لاین R2N1 -1ها به ترتیب لاین *: نمونه
R14N2 8، لاین- Sh1،  9لاین- Sh2 10، لاین- Sh3 11، لاین-Sh4  12، لاین- Sh5 13، لاین- Es1 14، لاین- Es2 15، لاین- Es3 لاین ،

16- Es4 17، لاین- Es5 ژاپنی ینتیز -19لاین  دانه،یب -18، لاین 

 منابع

 Melissa)(. بررسی تنوع ژنتیکی بین و درون گروهی گیاه بادرنجبویه. 1393حیدری، پ.، اشرف مهرابی، ع. و نصراله نژاد قمی،. ع .)

officinalisl.)  با استفاده از هر نشانگرهایITS نشریه پژوهشگاه اصلاح گیاهان زراعی . 
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(ITS) polymorphism in the wild Primula (Primulaceae) taxa of Turkey. Turkish Journal of Botany, 34(3): 
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Abstract 
As an economic crop, Seedless barberry has a significant role in the agricultural economy of the southern 

region of Khorasan. In recent years, ITS sequences of rDNA have been increased to identify plant species as 

DNA barcoding. The present study's main objective is to evaluate the ITS sequence's efficiency for DNA 

barcoding of 19 collected barberry genotypes from a barberry collection in Mashhad Food Science and 

Technology Research Institute and some genotypes collected from Esfarayen and Shahroud, Iran. ITS2 

primers amplified DNA samples, and then DNA fragments were extracted from agarose gel and sent to 

SinaClon Co for sequencing. The phylogenetic analysis of barberry genotypes was performed using MEGA 

X software by UPGMA method on ITS-DNA sequencing. ITS sequences were registered in the NCBI 

database, and the sequence's identity was determined with other related species by blasting analysis. 

Dendrogram of cluster analysis was done based on sequence similarity with other species in the NCBI 

database. The results showed that the genetic pair-wise distance between the studied samples varied from 

0.122 to 0.154. Due to the high similarity of the DNA sequences, only three pairs of primers were designated 

for R14N2, R9N3, and B.th genotypes. Three specific primers amplified the DNA of 19 barberry genotypes. 

The R14N2 primer was explicitly able to reproduce the R14N2 genotype, but the R9N3 and B.th primers did 

not have a specific band. 
 

Keywords: barberry, ITS sequencing, DNA barcode, NCBI database 

 

 

 

 

 

 

 

  


