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 دانشکده کشاورزی 

 محصولات باغبانی بیوتکنولوژی و ژنتیک مولکولی کارشناسی ارشد  پایان نامه

 

 

 تهیه نشانگرهای اختصاصی در سطح گونه جهت شناسایی زرشک ایرانی 

 ITSبا استفاده از ناحیه 
 

 عزیز قهرمانلونگارنده: 
 

 استاد راهنما 

 دکتر مهدی رضایی

 
 اساتید مشاور

 ی حیدر پرویزدکتر 

 احمد بالندریدکتر 
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 تقدیم به 

سلامتی،تعجیل و تسریع در    آرزوی   محضرحضرت حجت ابن الحسن العسکری)عج(صاحب الزمان

 فرج مولایمان. 

 خانواده عزیزم و 

گرمای امیدبخش  شان از کلمه ایثار و از خودگذشتگی، به پاس عاطفه سرشار و  به پاس تعبیر عظیم و انسانی

های بزرگشان که فریاد رس است  رین روزگاران بهترین پشتیبان است، به پاس قلب شان که در این سردتوجود

های بی دریغشان که هرگز فروکش  گراید، و به پاس محبت و سرگردانی و ترس در پناهشان به شجاعت می 

 کند.نمی
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 تشکر و قدردانی 

ساخت ای  کران اندیشه، قطره ه کوچکش را در دریای بی بند   نخستین سپاس و ستایش از آن خداوندی است که 

اندیشه دریچه  از  را  آن  وسعت  بنده  تا  سار  سایه  در  که  اکنون  نشیند.  تماشا  به  بزرگ  آموزگارانی  ناب  های 

تا مراتب سپاس را از بزرگوارانی به جا    دانمهایش، پایان نامه حاضر به انجام رسیده است، بر خود لازم می نوازی 

تر از ما به ما، از  رسید، الهی، ای مهربانمه به انجام نمی گرشان نبود، هرگز این پایان ناه اگر دست یاریرم کآو

سایه لطف و محبت بیکرانت،    اند، درای در انجام این امر مرا یاری نموده خواهم همه کسانی را که حتی ذره تو می 

 شادکام و موفق بداری.سلامت، 

ایی که زحمت راهنمایی این پایان نامه را بر عهده داشتند،  جناب آقای دکتر مهدی رض  قدرم ابتدا از استاد گران

چنین  رسید. همکمال سپاس را دارم بدون مساعدت و نظرات ارزنده ایشان، این پایان نامه به نتیجه مطلوب نمی 

ی کمک به هرچه  برا  رویز حیدری و جناب آقای دکتر احمد بالندری از مشاوران محترم، جناب آقای دکتر پ

جوهرچی از دانشگاه فردوسی مشهد   از آقای مهندس   نه سپاسگزارم. همچنینبهتر شدن این پایان نامه، خاضعا

از تمامی اساتیدی  در شناسایی مورفولوژیک گونه های مورد مطالعه زرشک در این تحقیق عهده دار بودند، و  

افتخار شاگردی در محضرشان را داشتم تشکر    ارشد دوران تحصیل در مقاطع کارشناسی و کارشناسی  که در  

بی نممی  مصداق  زندگیم  فضای  در  که حضورشان  عزیزم  خانواده  زندگیم،  همراهان  مهربانترین  از  ریای  ایم. 

اند، م برایم بوده چشمداشت و پشتیبانی محکهای زندگی یار و یاوری بی سخاوت بوده است و در تمام عرصه 

 صمیمانه سپاسگزارم.
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دانشکده کشاورزی دانشگاه صنعتی    باغبانیدانشجوی دوره کارشناسی ارشد رشته مهندسی کشاورزی    عزیز قهرمانلواینجانب  

  ITSتهیه نشانگرهای اختصاصی در سطح گونه جهت شناسایی زرشک ایرانی با استفاده از ناحیه    نامهشاهرود نویسنده پایان

 .شوممیهد متعتحت راهنمایی آقای دکتر مهدی رضایی 

 تحقیقات در این پایان نامه توسط اینجانب انجام شده است و از صحت و اصالت برخوردار است .  •

 محققان دیگر به مرجع مورد استفاده استناد شده است . در استفاده از نتایج پژوهشهای  •

 ا امتیازی در هیچ جا ارائه نشده است . مطالب مندرج در پایان نامه تاکنون توسط خود یا فرد دیگری برای دریافت هیچ نوع مدرک ی  •

 

کلیه حقوق معنوی این اثر متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد و مقالات مستخرج با نام » دانشگاه صنعتی شاهرود « و یا »   •

Shahrood  University  of  Technology . به چاپ خواهد رسید » 

د در مقالات مستخرج از پایان نامه رعایت می  تایح اصلی پایان نامه تأثیرگذار بوده ان حقوق معنوی تمام افرادی که در به دست آمدن ن  •

 گردد.

  در کلیه مراحل انجام این پایان نامه ، در مواردی که از موجود زنده ) یا بافتهای آنها ( استفاده شده است ضوابط و اصول اخلاقی رعایت •

 شده است .

راد دسترسی یافته یا استفاده شده است اصل رازداری ، ضوابط و اصول  ی اف، در مواردی که به حوزه اطلاعات شخصدر کلیه مراحل انجام این پایان نامه

   اخلاق انسانی رعایت شده است .
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 مالکیت نتایج و حق نشر 

برنامه های رایانه ای ، نرم افزار ها و تجهیزات ساخته  معنوی این اثر و محصولات آن )مقالات مستخرج ، کتاب ،  کلیه حقوق   •

 دات علمی مربوطه ذکر شود . شده است ( متعلق به دانشگاه صنعتی شاهرود می باشد . این مطلب باید به نحو مقتضی در تولی

 . امه بدون ذکر مرجع مجاز نمی باشداستفاده از اطلاعات و نتایج موجود در پایان ن •
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 چکیده 

زرشک در مناطق مختلف ایران مورد استفاده های غذایی، صنعتی و دارویی دارد. زرشک بی دانه به عنوان یک  

سهم عمده ای در اقتصاد کشاورزی منطقه جنوب خراسان دارد. در سالهای اخیر استفاده از   محصول اقتصادی 

نواحی   بارکدینگ    rDNA ITSتوالی  تعیین  و  گیاهی  گونه های  استبرای شناسایی  یافته  افزایش  در    .آنها 

با هدف بررسی کارائی   بارکدگذاری    rDNA ITS  نواحی   توالیتحقیق حاضر  شده    نمونه جمع آوری  19در 

شهرستان اسفراین و شاهرود انجام پذیرفت. نمونه ها   و صنایع غذایی مشهد،  گیاهی  زرشک از پژوهشکده علوم

برای توالی یابی     زرشک تکثیر و  ITS2 ر اختصاصیاستفاده از پرایم  در آزمایشگاه دانشکده کشاورزی شاهرود با

و آنالیز آن به   MEGA Xها با استفاده از نرم افزار پس از توالی یابی تجزیه و تحلیل فیلوژنی آن ارسال گردید. 

ثبت گردید و میزان شباهت این توالی ها با عملیات    NCBIانجام شد. توالی ها در پایگاه داده    UPGMAروش  

در   ها  گونه  سایر  با  مشابهت  میزان  اساس  بر  دندروگرام  و  گردید  مشخص  ها  گونه  سایر  با  پایگاه  بلاست 

  154/0تا    0/ 012های مورد بررسی از  فاصله ژنتیکی در میان نمونه  نتایج نشان داد .رسم گردید    NCBIداده

ژنوتیپ مورد مطالعه    18ای از  در شاخه جداگانه  (JAزینتی  زرشک ژاپنی )  تجزیه خوشه ایمتغیر بود. در  

در  رشک  مختلف ز  هایگونه مربوط به    DNAتوالی    93در آنالیز بلاست  زرشک ایران قرار گرفت.    هایگونه 

درصد تطابق نشان دادند. بیشترین شباهت توالی    90لای  ژنوتیپ زرشک با  19با توالی های    NCBIپایگاه داده  

ITS2     زرشک زینتی با گونه( مشابهB. thumbergii)    در سایتNCBI    در تجزیه خوشه    درصد بود.  91تنها

ه قرار گرفت و سایر ژنوتیپ ها  د مطالع مور یهاژنوتیپجدا از  R9N3ژنوتیپ  NCBIبر اساس توالی در سایت 

بود. این    R14N2و    Sh1و     ES1 )به جز((  ESاسفراین )  یهاژنوتیپ قرار گرفتند. گروه اول شامل  در دو گروه  

 ES1،Sh2-5،R12N1 ،R8N3 یهاژنوتیپ بودند و گروه دوم شامل     B. crataeginaژنوتیپ ها اکثر از گونه  

،R2N1،  R5N1   و  R11N3   پایگاه داده  نوتیپ های  سایر ژ  در کنارNCBI  گونهدر  B. integerrima    قرار

با توجه به    در این گروه قرار گرفت.  B. integerrimaدانه زرشک باغی نیز در کنار گونه  گرفتند. ژنوتیپ بی

نام های   به  اختصاصی  پرایمر  تهیه سه جفت  امکان  تنها  توالی ها  فراهم    B.thو     R14N2  ،R9N3شباهت 

به    R14N2پرایمر     نمونه گونه گیاهی بکار گرفته شد.  19سه جفت پرایمر طراحی، تکثیر و بر روی  د.  گردی

 باند اختصاصی نداشتند.   B.thو    R9N3  های  پرایمرولی    را تکثیر نماید      R14N2ژنوتیب  طور اختصاصی توانست

 NCBI ، پایگاه داده DNA، بارکدگذاری  ITSیابی ناحیهزرشک، توالی کلمات کلیدی:
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 فهرست مطالب 

 1 ----------------------------------------------------------------------------------------------- اول  فصل

 1 ------------------------------------------------------------------------------------------------- مقدمه 

 5 ---------------------------------------------------------------------------------------------- دوم  فصل

 5 ------------------------------------------------------------------------------------ منابع یبررس  و اتیکل

 6 ------------------------------------------------------------------------------------------- زرشک -1-2

 6 ----------------------------------------------------------------------------- زرشک  ییدارو مصارف -2-2

 7 ------------------------------------------------------- رانیا در   هایماریب ریسا  درمان در  زرشک کاربرد-2-3

 8 ---------------------------------------------------------------------------- کاربردها  و مصارف  ریسا -2-4

 8 --------------------------------------------------------------------------------------- ی اهشناسیگ -2-5

 Berberidaceae ------------------------------------------------------------------- 8 زرشک   رهیت-2-5-1

 10 ----------------------------------------------------------------------------------- زرشک جنس -2-6

 12 -------------------------------------------------- رانیا فلور  مطابق زرشک  هایگونه  یبرخ یهایژگیو-2-7

 B. crataegina ---------------------------------------------------------------- 12یزالزالک زرشک 2-7-1

 B. vulgaris ------------------------------------------------------------------ 12 دانه  یب زرشک-2-7-2

 B. integerrima -------------------------------------------------------------- 13 ی زرافشان زرشک 3-7-2

 B. orthobotrys ---------------------------------------------------------- 13 خوشه راست زرشک 2-7-4

 B. khorasanica ------------------------------------------------------------ 13 ی خراسان زرشک  - 2-7-5

 14 -------------------------------------------------------------------------- ی نتیز ی ها زرشک -2-7-6

 17 ----------------------------------------------------------------------------------------- نشانگر -2-8

 17 ------------------------------------------------------------------------------ نشانگرها  انواع - 2-8-1

 SSR------------------------------------------------------------------------------ 18 نشانگر 2-8-1-1

 RAPD -------------------------------------------------------------------------- 18 نشانگر - 2-8-1-2

 ISSR ----------------------------------------------------------------------------- 19 نشانگر 3-1-8-2

 20 ---------------------------------------------------------------- ی اهی گ یها  اندامک در  DNA ی توال-2-9

 21 ---------------------------------------------------------- وانات یوح اهان یدرگ ی بارکدگذار نهی شیپ  -2-10

 DNA ---------------------------------------------------------------------------- 22 یگذار   بارکد -2-11

 24 --------------------------------------------------------------- نگیبارکد DNA ی کاربردها  -2-11-1

 25 ---------------------------------------------------------- کشور   یبرا نگ یبارکد  DNA  دیفوا  -2-11-2
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 25 ---------------------------------------- اهان یگ  در  DNA یذاربارکدگ در گر ید ی کاربرد  برنامه -2-11-3

2-12- ITS  ی توال از  یبخش nr DNA  25 ------------------------------------------ نگیبارکد در  استفاده  مورد 

 27 -------------------------------------------------------------------------------- منابع  مرور 2-12-1

 33 -------------------------------------------------------------------------------------------- سوم  فصل

 33 ----------------------------------------------------------------------------------------- روشها  و مواد

 34 ------------------------------------------------------------------------ بردارینمونه روش  و محل  -3-1

 34 ------------------------------------------------------------------------------------- ی اهی گ مواد  -2-3

 DNA ------------------------------------------------------------------- 34  استخراج و  یبردار نمونه -3-3

 35 -------------------------------------------------------- شامل  استخراج یبرا ازی ن مورد ل یوسا و مواد  -3-4

 DNA --------------------------------------------------------------------------- 35 استخراج مراحل -5-3

 37 ------------------------------------------------------------------------------ از ی ن مورد ی محلولها -3-6

 DNA ------------------------------------------------------------------------ 37 استخراج بافر - 3-6-1

 37 ---------------------------------------------------------- (NaCl,5M) مولار 5 می سد د یکلر محلول  -3-7

 37 -------------------------------------- (C2H3NaO2,3.2M,pH=5.4)  مولار 2/3 م یسد استات محلول  -3-8

 TBE --------------------------------------------------------------------------------------- 38 بافر-3-9

 DNA ------------------------------------------------------------------- 38  تیف ی وک تیکم ی بررس -3-10

 38 --------------------------------------------دراپ  نانو از  استفاده اب DNA ت یکم نییتع یبررس  -3-10-1

 39 ----------------------------- ی افق  فورز الکترو از  استفاده با آگارز  ژل یرو  DNA  تیف ی ک  نییتع  -3-10-2

 39 -------------------------------------------------- ش یآزما نیا استفاده  مورد  ITS  ینشانگرها ی توال -3-11

 ITS ----------------------------------------------------------------------------- 40 ینواح ریتکث   -3-12

 41 ------------------------------------ الکتروفورز  دستگاه  یرو بر آگارز ژل یرو PCR محصول ی بررس -13-3

 41 ------------------------------------------------------- ی ابییتوال  و ژل یرو از  ITS ه یناح استخراج  -3-14

3-15 - ---------------------------------------------------------------------------------------------- 41 

 41 --------------------------------------------------- هاژنوتیپ  و گونه یبرا یاختصاص  مریپرا ی طراح -17-3

 42 --------------------------------------------------------------- شده  یطراح مری پرا ییآزما ی راست -18-3

 43 ------------------------------------------------------------------------------------------ چهارم  فصل

 43 ------------------------------------------------------------------------------------------ بحث و  جینتا

 ITS ---------------------------------------------------------- 44  ینواح ریتکث و  DNA  استخراج ج ینتا -4-1

 NCBI ---------------------------------- 45 تیسا  در  آن  ثبت و  استفاده مورد یها ژنوتیپ یاب ییتوال ج ینتا -2-4
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 ITS---------------------------------------------------- 46 ه یناح اساس بر هاژنوتیپ ی شاوندیخو رابطه  -4-3

 48 --------------------------------------------------------------- زرشک یها پیژنوت   ایخوشه زیآنال  -4-4

 NCBI ------------------------------------------- 50  داده  گاهیپا در بلاست از استفاده با  یا خوشه زیآنال  -5-4

 ITS -------------------------------------------- 54  هیناح به مربوط ی نتیز پیژنوت  یاختصاص  ی توال د ییتا -4-6

 55 ------------------------------------------- پژوهش مورد  یهاژنوتیپ ITS هیناح  شده  حفاظت مناطق -7-4

 56 ---------------------------------------------------------------------------- ی اختصاص یمرهایپرا  -4-8

 57 ----------------------------------- ها  نمونه DNA باند  لیوتشک ریتکث  در   یاختصاص ی مرهایپرا یی توانا -4-9

 59 ------------------------------------------------------------------------------------ گیرینتیجه 4-10

 60 ------------------------------------------------------------------------------------- شنهادات یپ 4-11

 61 ------------------------------------------------------------------------------------------------ منابع
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 فهرست اشکال 

 11 ---------------------------------------- (Berberis vulgaris) زرشک وهیم گل، کیشمات  ساختار 1-2 شکل

 11 -------------------------------------------------------------------- زرشک بارور هایدرختچه 2-2 شکل

 39 -------------------------------- آگارز  ژل  یرو بر شده  استخراج ی ها ونهنم از DNA تیفیک  ی بررس 1-3شکل

 44 ---------------------------------------- آگارز   ژل  ی رو بر ITSنشانگر با  شده ل یتشک باند  تیف ی ک  -2-4 شکل

  زانیم دهنده  نشان  هایخوشه یرو  اعداد ،. ITS2یتوال اساس  بر زرشک  پیژنوت 19 ایخوشه زیآنال  – 3-4 شکل

Bootstrap   50 ------------------------------------------------------------------------------------ .است 

 52 --------------- درصد 90 ی بالا تطابق با NCBI داده   گاهیپا در زرشک  پیژنوت 19 بلاست جی نتا - 4-4 بالا  شکل

  % 91 یبالا شباهت زانیم با  زرشک  هایگونه  ریسا کنار  در  یبررس مورد  زرشک  پیژنوت 19 خوشه ه یتجز -5-4 شکل

 NCBI------------------------------------------- 53  داده گاهیپا در  ITS هیناح  باز جفت 350 بلاست اساس بر

  از ITS2   هیناح به مربوط KX549401.1 کد با  یتوال با ( ی ژاپن ینت ی ز زرشک ) JA پیژنوت ی توال د ییتا -6-4 شکل

 NCBI ------------------------------------------------------- 54 داده گاهیپا در   Berberis thunbergii گونه

 56 ------------------------------- شده  ی ساز فیهمرد ی هایتوال از  آمده بدست یشده  حفاظت ینواح 7-4 شکل

 58 -------------------------- مطالعه  مورد  یها پیژنوت ی رو بر R14N2 مریپرا یبرا ریتکث یالگو ج ینتا 8-4شکل

 58 -------------------------------- زرشک یها پی ژنوت ی رو بر R9N3 مریپرا یبرا ر یتکث یالگو جی نتا 9-4 شکل

 59 ----------------------- .زرشک  مطالعه مورد  یها پیژنوت در   .B.th مریپرا یبرا  ریتکث یالگو ج ینتا 10-4 شکل
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 فهرست جداول 

  ی گذار نام  ستمیس  براساس ا یدن مهم   یها زرشک  از  یبرخ وهیم  رنگ   و یرشد  عادت ارتفاع، ، یاسام  1-2جدول

 USDA ------------------------------------------------------------------ 16(USDA NRCS1999) اهان یگ

  نیاسفرا مشهد،  ییغذا ع یصنا  و ی اهیگ  علوم  پژوهشکده زرشک  ونیکلس   از شده  یآور جمع  ی ها پیژنوت -1-3 جدول

 34 --------------------------------------------------------------------------------------------- شاهرود و

 36 -------------------------------------------- استخراج بافر هیته  جهت استفاده  مورد غلظت  و مواد: 2-3جدول

 40 ------------------------------------------------- مطالعه  مورد  یها نمونه ریتکث  ی حرارت برنامه -3-3 جدول

 45 ------------------ مطالعه  مورد  زرشک   یها پیژنوت  ITS  هیناح یتوال به مربوط  شده  ثبت اطلاعات  1-4 جدول

 ITS2 ----------------------------- 48 ه یناح یتوال  اساس بر زرشک  پیژنوت 19 ن یب یک ی ژنت فاصله  -2-4 جدول

 57 --------------------------- زرشک پیژنوت سه یبرا شدن یطراح  یاختصاص  یمرها یپرا  اطلاعات -3-4 جدول
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 مقدمه

-میای  ترین گیاهان دولپهکه از ابتدایی  (Ranales)ه متعلق به راسته آلال   (Berberidaceae)ک  خانواده زرش  

شود.  ته آلاله جدا میتیره دیگر راس   6علت داشتن میوه سته آبدار و آلکالوئید بربرین از  هتیره زرشک ب  اشد.ب

رویش دارد. در نیمکره جنوبی  گونه است که اغلب در نیمکره شمالی زمین    650جنس و  15این تیره دارای  

 .(Ahrendt.,1961)د شوجنس بربریس در نقاط معتدله آمریکای  جنوبی دیده می 

های  مدنن و بسیاری از تهای دور در ایرابه عنوان یک گیاه داروئی مهم از گذشته  (Berberis spp)ک  زرش  

(. گیاهان موجود در جنس زرشک حاوی  1369)زرگری    بزرگ دنیا شناخته شده و مورد استفاده بوده است

ثانویه با ارزش نظیر بربرین، برلامبین،   هایتیول، فعالیت آنتی اکسیدانی و متابانواع آلکالوئیدها، ترکیبات فنلی

که در صنایع غذایی و    است ایزواوردین، لامبوتین و ماکنی فلورین  اکسی بربرین، کلومبامین، اکسی کانتین،  

 (Arayene et al., 2007). د راوان دارنداروئی کاربرد ف

، (Berberis Vulgaris)زرشک معمولی  گونه زرشک وجود داردکه شامل:   5شناسان  در ایران طبق نظر گیاه  

 B. crataegina)زرشک زالزالکی ،(B. khorasanica)زرشک خراسانی،  (B. orthobotrys)ه  زرشک راست خوش 

 باشد. می (B. integerrima)زرشک زرافشانیو  (

در  ای  گسترش وسیعی در جهان دارند. تلاقی بین گونه  زرشک به علت سازگاری گسترده محیطی،  هایگونه  

ه است که به  های دانه دار بوجود آمد دانه از تلاقی طبیعی زرشکزرشک متداول است و احتمالا زرشک بی

  گردد. به علت مقاومت به سرما، خراسان جنوبی کشت میاز محصولات باغی به صورت گسترده در  عنوان یکی  

و وجود بادهای گرم از عوامل    اهدر دشت  اما کشت آن   متر دارای رشد بهتر است،  1500در ارتفاعات بیش از  

دانه یک محصول منحصر به  (. زرشک بی1381،  همکاران  )بالندری و   است محدودکننده سازگاری اقلیمی آن  

درصد سطح زیر کشت این محصول به خراسان جنوبی اختصاص دارد و میزان تولید   96حدود  فرد است و در  

استان   این  در  ر   98آن  آمارهای  نشان میدرصد کل کشور است،  و    18دهد که  سمی  هزار خانواده شهری 

قه زیر  هکتار از باغات منط   6405نزدیک به   شک فعالیت دارند.روستایی در زنجیره تولید، توزیع و فرآوری زر
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و متوسط عملکرد در هکتار و    8کیلوگرم در هکتار است، و سالانه  1313کشت زرشک است  تن    450هزار 

می تولید  کشاور)آمارنامه    شود.زرشک  سال  1396زی  جهاد  در  کشاورزی  جهاد  آمار  طبق  سطح    1396(. 

کردستان، یزد، گیلان،  رضوی، آذربایجان شرقی، تهران، کرمان، سمنان،    راسانهای خزیرکشت زرشک در استان

)آمارنامه جهاد کشاورزی    /. هکتار بوده است7و  5/1،  9/1،  3،  6،  9،  13،  104،20فارس و مرکزی به ترتیب

1396.) 

گونه  بین  خویشاوندی  میزان  تعیین  روش همواره  از  یکی  است.  بوده  محققین  توجه  مورد  تها  عیین  های 

ها و مضاعف  باشد. روبه کاهش بودن تنوع زیستی، وقوع دورگمولکولی میخویشاوندی استفاده از نشانگرهای 

های متخصصان سیستماتیک  شدن کروموزمی و از طرف دیگر دستیابی به روشی سریع و دقیق و ارزان از دغدغه

(. به همین دلیل بسیاری از  Blaxter, 2003; Hebert et al, 2003گیاهی است ) هایگونه گیاهی در شناسایی 

برای تشخیص  م بر    هایگونه حققان بهترین وسیله  از نشانگرهای مولکولی مبتنی    DNAدرختی را استفاده 

های  ی اخیر یکی از نشانگرهای مولکولی که در پژوهشاه(. در سالBalasaravanan et al, 2006دانند )می

داز رونویسی شونده داخلی  ه است ناحیه فاصله انبسیاری پیدا کرد  بارکدینگ کاربرد   DNAفیلوژنتیکی و فن  

(ITS  بوده است که )های ریبوزومی قرار دارد )این ناحیه در کنار ژن Gultepe et al,  2010  ؛Schultz and 

Wolf, 2009سال است که نشانگر مولکولی   10ز یش ا(. بITS ( در مطالعات فیلوژنتیک کاربرد دارندPark et 

al, 2018  .)و  به هیبرید  وقوع  گونهعلت  درون  ژنتیکی، شناسایی  دورگ شدن  تنوع  و کاهش  زرشک  ای در 

و بهره برداری   باشد. بنابراین در این پژوهش با هدف شناختآن با مشکلاتی همراه می هایگونه مورفولوژیکی  

از کشور در کارها  یهاژنوتیپها و  های گونهاز پتانسیل از  بومی زرشک مناطقی  تنوع ژنتیکی  ی اصلاحی و 

شوند،  ای شناخته میبارکد ریبوزومی هسته  DNAباشند و به عنوان  گرهایی که امروزه دقیق، کارا و موثر مینشان

ت ناشی از دورگه شدن کمتر است و پژوهشگران  به مشکلاای نسبت  استفاده گردید. تاثیرپذیری ژنوم هسته

)نواحی    1ITSند. در این راستا ناحیه  ای بارکد برای گیاهان هستهسته  تبارشناسی چند سال است به دنبال ژنوم

 
1- Internal  transcriped spacer 
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اند، به عنوان بارکد برای برخی گیاهان پیشنهاد  ها( که طی تکامل محفوظ ماندهداخلی فاصله انداز رونوشت

  ین چنهای بسیار نزدیک و همها و جنساین نشانگر برای مقایسه گونه  (.Kress et al., 2010ت )گردیده اس 

 (.Silva et al., 2018; Garcia et al., 2017)فیلوژنی( مهم هستند )های تبارزایی بررسی

روابط    بررسیزرشک ایرانی و    هایگونه هدف از انجام این پژوهش، تهیه نشانگرهای اختصاصی جهت شناسایی  

 ها است.  فیلوژنی بین آن
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 زرشک  -1-2

و دارای آلکالوئیدی به نام بربرین است که به عنوان ضدالتهاب    Berberis vulgarisگیاهی با نام علمی  ک  زرش  

موارد استفاده  لیل  به د . زرشک (Imenshahidi and Hosseinzadeh, 2016)شود  و آنتی اکسیدان شناخته می 

ای جهان بیشتر به عنوان  کشورهاکثر  باشد. انواع زرشک در  متعدد از قبیل مصارف خوراکی حایز اهمیت می

دانه آن در ایران به صورت  (. اما نوع بیSaied and Begum., 2004)   شوند یک گیاه دارویی و زینتی شناخته می

رسد. میوه گوشتی و سته آن در تولید ژله،  صرف مییک میوه خشک و بیشتر به عنوان مکمل غذایی به م

(. نوع بی دانه  1381 ،کافی  )بالندری و   گیرد د استفاده قرار میک مورلواش   ، سس، مارمالاد، نکتار و اشربت، مرب

های دور به عنوان یک چاشنی و افزودنی غذایی توسط ایرانیان استفاده  زرشک به صورت خشک از گذشته

 شود. دن و طعم دادن به غذاهای ایرانی از آن استفاده مینیز در رنگ بخشیشود و هم اکنون می

 ی زرشکمصارف داروی  -2-2

در دهه اخیر مطالعاتی بر روی خواص فارماکولوژیکی الکالوئیدهای این گیاه نشان از اثرات ضد میکروبی و ضد   

ویی زرشک  ، بیشترین خواص دار(. بر اساس مطالعاتSaeed et al., 2007)    باشد قارچی، ضد انگلی آن می

های این گیاه آلکالوئید  سمتاست. در تمام ق  متفاوت این گیاهمربوط به آلکالوئید های مختلف در اندام های  

مقدار آلکالوئید در پوست ریشه زرشک    (.liu et al.1991,)د  وجود دار   3و بربامین  2، اکسیاکانتین1های بربرین 

های مختلف زرشک شامل  سایر آلکالوئید   (.Saeed et al., 2007)ت  ه اس بیشتر از قسمت های دیگر این گیا

د  الماتین، برولیسین، کلومبامین، والرسین و ترکیبات دیگر هستنوریزین، اکسیاکانتین، پبربامین، بربروبین، ژات

درصد اسید مالیک، اسید   65(. میوه زرشک دارای حدود چهار درصد مواد قندی،  1381)بالندری و کافی  

ده و علاوه بر  آلی و ترکیبات فنولی بوعلاوه این میوه دارای اسیدهای  هباشد. بارتاریک و مقداری صمغ میت

 
1. Berberene 
2. Oxyaconthine 
3. Berbamine 
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 Saeed.2007 ,)ت  های فنولاز، پلی فنولاز و گلیکویداز اس های آنتوسیانینی و کاروتنوئیدی دارای آنزیمرنگدانه

et al .) 

های دارویی زرشک در  شود. از جمله استفادهی میراوانهای فمختلف زرشک در طب سنتی استفاده  هایگونه از  

زرشک خواص درمانی  (.  Duke., 1969; Haliwell., 1985)  باشد خون می  های فشارسرطان، وبا و بیماریدرمان  

   ها دارد های پوستی و برخی عفونتهایی چون سرطان دهان، تومورهای کبدی، ناراحتیزیادی در مورد بیماری

(Saeed et al., 2007 .) 

از این میوه وجود    ندارند ولی گزارشاتی در مورد استفادهمختلف زرشک خاصیت سمیت    هایگونه ای    میوه 

  ته در هنگام رسیدن میوه میزان قند محلول و ب(. ال1372)میرحیدر،   بایست مورد توجه قرار بگیرددارد که می

و    (Chandra and Todaria., 1983)  یابد هش میآنتوسیانین میوه افزایش و میزان کلروفیل و بربرین میوه کا

  شوند.  رسیدگی کامل مصرف ها در هنگامبهتر است میوه 

 ها در ایرانکاربرد زرشک در درمان سایر بیماری -2-3

ها نشان داده بربامین که یک بنزیل ایزوکینولین آلکالوئید است و در پوست ریشه زرشک وجود  نتایج پژوهش   

مایسین شی از تجویز داروی ضد سرطان بلئوفیروز نایت آنتی اکسیدان قوی است، در کاهش  دارد و دارای خاص

های ششی و بررسی پاتولوژیکی مشخص شده که بلئومایسین باعث تحریک شدید حباب  بوده است. درموثر  

  . (Ikram., 1975)د  تجمع کلاترن بوده و بربامین توانسته است به میزان قابل توجهی اثر آن را تخفیف ده

ن سالک بر روی  براساس پژوهشی در دانشکده دارو سازی مشهد عصاره ریشه و اندام هوایی زرشک در درما

)حیوانی شبیه خوکچه هندی( آزمایش شد و نتایج مقدماتی، حاکی از خواص درمانی موثر    موش و همستر

ا ایران  جامعه  در  شایع  های  عارضه  از  یکی  دندان  پلاک  بود.  گیاه  این  که  عصاره  ایجاد  ست  اساسی  عامل 

د  پلاک و همچنین با توجه به فعالیت ض  باشد. با توجه به طبیعت میکروبی اینپوسیدگی دندان وآماس لثه می

باشد یک نوع ژل دندانی بر این  بربرین می  15ریشه گیاه که محتوی حدود    میکروبی عصاره پوست ساقه و 
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  روی پلاک دندان و عارضه آماس لثه نشان داد   یدی رااساس فرمولاسیون شده و اثرات آن کاهش درصدی شد 

 (. 1378، )آسوده

 بردهاسایر مصارف و کار -2-4

شود. دلایل  از زرشک علاوه بر مصارف گفته شده، جهت رنگ کردن الیاف پشم ابریشم و پنبه استفاده می  

وجود دارد که عمدتا  های گیاهی و معدنی برای رنگ کردن، به خصوص پشم  متعددی برای استفاده از رنگ

که بسیار خوب    از چوب زرشک  هاست. همچنینپایداری این رنگها و حفظ محیط زیست در نتیجه کاربرد آن

شود و خار آن نیز برای خلال دندان مفید  خراطی می شود برای کارهای خاتم کاری و منبت کاری استفاده می

نوشند و  (. در ایران مردم آب زرشک را می3721ی،  )موذن فردوس   باشد است. ضمنا چوب زرشک جلاپذیر می

های اخیر  نند. در سالک شربت، پولکی و سوهان عسلی استفاده می از میوه آن در تهیه غذا، مربا، ترشی لواشک،  

های مختلفی مانند نوشابه، سس، ژله،  تفاده صنعتی از زرشک تحقیقات زیادی درباره تهیه فرآوردهبه منظور اس 

 ، پودر رنگی خوراکی و... از میوه زرشک انجام شده است آب نبات، پاستیل

 شناسی گیاه -2-5

 Berberidaceae  تیره زرشک- 1- 5- 2

ترین  شمالی پراکنده است. مهم  گونه بوده بیشتر در مناطق معتدله نیمکره  650جنس و  15این تیره شامل    

باشد. هر سه جنس دارای مبنای  یپودوفیلوم م گونه( و  500)  گونه(، زرشک100)ا  های تیره زرشک ماهونی جنس

هیبرید بین گونه ای در زرشک، شش    60ود  حد   در  (.Bottani et al., 2002)نقل از    باشند می  7کروموزومی  

گیاهان این خانواده   (.,.Kim et al 2004) است شده شناسایی 1چهار هیبرید ماهوبربریس  هیبرید در ماهونیا و

وسیعی از شرایط اکولوژیکی  )خزان کننده( هستند که در محدوده    سبز همیشه سبز و نیمه    هایدرختچه شامل  

های آنها  روش تکثیر این گونه زرشک، بذری یا غیر جنسی است. ریزوم(.  Bottani et al., 2002)د  کننرشد می

 
1.‌Mahoberberis 
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ها با مقدار کم، سطح پوششی زیادی  های آنهمین دلیل جمعیتکنند به  متری از گیاه رشد می10تا فاصله  

پلوئید در  دی هایگونه باشند. می (2n=56) و تتراپلوئید ( 2n=28) د ند. گونه های زرشک در دو سطح دیپلوئیدار

  های میانی تتراپلوئید در عرض  هایگونه یابند و  ارتفاعات بالا و بارندگی کم و میزان آب در دسترس کم رشد می

هوای معتدل پراکنده هستند. پراکنش   و  آب  آب در دسترس فراوان و  مناطق جنگلی با دوره رشدی طولانی و 

قابل ملاحظه  هایگونه  بطور  پلوئیدی  بیشتر  تترا  اای  میاز گونه  دیپلوئید    (.Bottani et al., 2000) باشد ی 

همیشه سبز و زود افت، اغلب خار دار و گاهی  زرشک به صورت گیاهان علفی، چند ساله با برگهای    هایگونه 

شوند. معمولا انواع مختلفی از بنزیل ایزوکینولین در این  تهای کوچک دیده میبه صورت درختچه یا حتی درخ

)یک نوع ایزوکینولین( زرد رنگ است. عناصر چوبی دارای    بافتهای آن به علت داشتن بربرین وده وتیره موجود ب

نی در یک  های نردبادار به صورت آوند ی سوراخ اری هستند و گاهی اوقات این بخش هادت ساده سوراخاصفح

مجرا همراه با منافذ  های افقی بین آنهاست. عناصر تراکئید بدون  صفحه مشخص بوده و تعداد محدودی تیغه

  ، )بالندری و کافی  باشند های مشابه یا به طور نسبی مشابه میباشد. اشعه های مغزی پهن دارای سلولساده می

1381 .) 

ندرت قاعده ده و دارای مفصلی در قاعده پهنک است و به ها متناوب، ساده یا مرکب، برگهای زرشک سابرگ  

آوندی سه تایی تا تعداد زیادی    اهش یافته است. دمبرگ دارای دستجاتی است. گاهی اوقات برگها به خار کا

ها منظم،  گیرند، استیپول وجود نداشته و تحلیل رفته است. گلرار می هستند که در یک حلقه و یا دو حلقه ق

ها اغلب به  هایی از پانیکول یا گرزن است. دمگلشه، سنبله و یا شکلیا مجتمع به صورت خو  کامل، منفرد 

ردیف  ها پایینی بوده، قطعات گل معمولا دوتایی یا سه تایی بوده و در دو  طرف قاعده تا شده است. نوع گل

های داخلی بیشتر  گلبرگباشد.  قرار دارند. هر گل دارای چهار تا شش کاسبرگ براکته مانند در دو ردیف می

ها چهار عدد یا بیشتر است داد پرچمکنند. تعهای تحلیل رفته گلبرگ مانند هستند که تولید نوش میپرچم

های گرده بساک معمولا چهار  هستند. کیسهدارای نوش    ها باشد و معمولا مقابل گلبرگولی اغلب شش عدد می 

رسد. تخمدان از نوع فوقانی است  ای به نظر میا سه برچهای است ولی گاهی دوتعدد است. مادگی یک برچه
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ها ممکن است در حاشیه تخمدان روی جفت  تعداد زیادی از آن ژگون است وو تخمک از نوع واژگون یا نیمه وا

 ای است.باشد. میوه بیشتر سه حبه ته بوده و دارای سه لوب میضخیمی قرار گیرند. خامه برجس

 زرشک  جنس  -2-6

رنگ   پلئیستوسن شناخته شده است.  باشد. فسیل این جنس از دوره ن جنس در این تیره میزرگتریزرشک ب  

خاکستری  ای و  ها از زرد تا قهوهکند. رنگ پوست شاخه ها با افزایش سن درخت تغییر می ل پوست شاخهو شک

های فراوان دارند.  ند تیغهای بلباشند و شاخههای یک ساله معمولا زرد رنگ میو ارغوانی متغییر است. شاخه

هایی است که بخشی از پهنک  ی دمبرگها متناوب، ساده، خزان کننده و گاهی همیشه سبز است و دارا برگ

اردار بوده و خارها ممکن است منفرد، سه شاخه  شود. ساقه آن خمعمولا در طرفین آن قرار داشته و باریک می

ها منظم، دو جنسی، اغلب  اند. گلها حاصل شدهیر شکل برگو یا گاهی پنج شاخه باشد. این خارها از تغی

های مجتمع کم و بیش حالت  یا گاهی پانیکول و به ندرت منفرد است. گل  مجتمع از نوع خوشه کاذب یا گرزن 

ها سه تایی و در دو ردیف قرار  شوند. گل پوش لا در اردیبهشت یا خرداد شکفته میها معموآویخته دارد. گل

  باشند، آرایشها از نوع تحتانی و زودریز میباشند. گلنی دارای شش کاسبرگ و شش گلبرگ میدارند، یع

ها  ها بین جام گل و پرچم است. معمولا یک تا دو ردیف غده های شهدزا روی گلبرگ  1ها از نوع هم پوش گلپوش 

  18تا    4ن است به تعداد  ها معمولا شش عدد و در دو ردیف هستند ولی بسته به گونه، ممکقرار دارد. پرچم

پتال بوده و  ون اپیهای بیراعده دارند. پرچمای کوتاه بوده و مفصلی در قها دارای میلهعدد تغییر کنند. پرچم

گلبرگ بساکمقابل  دارند.  قرار  حجرهها  دو  میها  فیکس  بازی  و  پرچم  ای  میله  به  قاعده  از  یعنی  باشند 

 (. 1-2)شکل شوند ز طرفین شکفته میها توسط دو دریچه ااند. بساکچسبیده

 

 

 
1.‌Imbricate 
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 (Berberis vulgaris)ساختار شماتیک گل، میوه زرشک  1-2شکل 

 

 
 بارور زرشک  هایدرختچه  2-2شکل 

مادگی یک عدد بوده و تخمدان بالایی و یک خانه است که دارای دو تا سه برچه و به عقیده بعضی یک برچه    

باشد که اغلب  ای مانند و قرمز رنگ میوه آن سته حبهه آن یک عدد و میای می باشد. کلالهای قاعدهبا تخمک

متر هم برسد. میلی  13طول آن گاهی ممکن است تا   معمولا بیضوی بوده و ه است. میوه  دارای دو تا سه دان 

ای و کوچک است و  شود. جنین، دو لپهروی میوه برجستگی کوچکی مربوط به بقایای کلاله و خامه دیده می

 (. 1381 ی، )بالندری و کاف (2-2)شکل  استندسپرم آن فراوان آ
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 مطابق فلور ایران رشک ز هایگونههای برخی ویژگی-2-7

    B. crataeginaزرشک زالزالکی  1- 7- 2

های جوان ارغوانی تیره  متر، شاخه  3تا    5/1های متعدد افراشته به ارتفاع  ای با تنهزرشک زالزالکی درختچه  

قهوه  به  شا  متمایل  شیاردار،  و  اغلب شفاف  قرمز،  تا  قهوهخهای  به  متمایل  ای، خارها  های مسن خاکستری 

ها غیر چرمی،  قسمتی، رنگ پریده تر از شاخه، برگ  3سانتی متر، ساده یا    5/2تا    1ها و به طول  تر از برگهکوتا

ای  و تا واژ سرنیزه  بیضوی  کشیده،   متر و معمولا طول سه برابر عرض،سانتی  5/1  تا  1  عرض  و  5  تا  4به طول  

های اره  شیه اغلب صاف یا با دندانهده، در حاباریک شونمیلی متر یا در قاعده  5یا خطی با دمبرگ به طول تا  

یا ساده به   ایخوشه بندی تقریبا برجسته، گل آذین تنگ، نوک تیز یا گاهی نوک گرد، در سطح تحتانی با رگ

ها تقریبا  کاسبرگ  ها زرد، نسبتا کوچک،، گلگل  20تا    8سانتی متر،    5تا    2مرکب، به طول    ایخوشه ندرت  

 گرد، زرد 

فاقد خامه،    میلی متر، بیضوی،  8ته به طول تا  مرغی پهن، میوه س تخم  از   ها و گلبرگ  اکستری، مایل به خمت

 (. 1388 سیاه رنگ )آزادی،

 B. vulgarisزرشک بی دانه  - 2- 7- 2

شود.  ایران تولید می  نحصر به فردی است که تنها در کشورلات ویژه و مدانه یکی از معدود محصوزرشک بی   

 ;Tehranifar., 2002شوند )ترین مناطق تولید زرشک در ایران محسوب میبیرجند مهمهای قائن و  شهرستان

Alemardan et al., 2013  .) های  متر، شاخه  3های متعدد افراشته، به ارتفاع  ای با تنهدانه درختچهزرشک بی

های  های مسن با عدسکهای سال قبل و شاخهشاخهای،  سال جاری شیاردار، زرد متمایل به سبز یا مایل به قهوه

متر که به مراتب بلندتر  سانتی  5تا    4های آن  سیاه فراوان، خاکستری مات، با پوست متورق و ترک خورده، برگ

های  علاوه برگهب  اند.دارای دمبرگ  دار واره ای مژه  سرنیزه ای یا  مرغی واز خارها بوده و شکل آن معکوس تخم

هایی  کناره برگ دندانه  به صورت متناوب در روی شاخه ها قرار دارند،  تند و فوقانی در سطح رویی فاقد روزنه هس
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سانتی متر، ساده    5/2و یا به ندرت تا    5/1  تا  1منتهی به خارهای ریز و نازک تیره رنگ دارند. خارها به طول  

 باشد.قسمتی می 3ا ی

  گل وجود دارد  25تا    15ر خوشه  سانتی متر که در ه   6تا    3طول ه  ب   مجتمع و آویزان  ایخوشه گل آذین آن  

پرچم    6کاسبرگ و  6گلبرگ،  6ها دارای  گل  گردند.های خاکستری ظاهر میو به رنگ زرد در بهار بر روی شاخه

متر به رنگ قرمز روشن که  میلی   3متر و به عرض  نتیسا  8تا    7طول  ه  میوه آن سته تخم مرغی ب  می باشد.

تیره می ا  گردد. بعدا  در  فقط  و در عرضاین گونه  دارد   5/34تا    32/ 5های  یران  )موذن    درجه شمالی رشد 

 (. 1375 فردوسی، 

 B. integerrima  زرشک زرافشانی3-7-2

زرشک وحشگونه  از  دانه   یای  بو  است که  مختهدار  مناطق  در  آذربایصورت خودرو  قبیل  از  ایران    جان، لف 

تغییرات موجود    کند.قوچان وکلات رشد می  ین،اسفرا  تهران و در خراسان در بجنورد، شیروان،  فارس،  لرستان،

)آسیای صغیر( نیز    های مختلفی دارد. این گونه در فلور ایرانیکادر این گونه حائز اهمیت خاصی است و واریته

 (.  1381همکاران،  )بالندری و باشد م مرغی شکل به رنگ قرمز تا ارغوانی میپراکنش زیادی دارد. میوه آن تخ

  B. orthobotrysخوشه    زرشک راست  4- 7- 2

با    ی تا حدودی چرمی و بیض  ها کشیده گل دهنده خاکستری برگ  یهامتر با شاخه  4تا    3ارتفاع این گیاه    

عدد است میوه    20تا    5ها ی متر و تعداد گلسانت  3/ 5تا    5/1  ، ین خوشه متراکمآذ باشند گل  حاشیه صاف می

عدد بذر    3بیضی شکل و به رنگ قرمز مایل به سیاه دارای    ،متر طولمیلی  10تا    8ای گلابی شکل  سته حبه

  .باشد به رنگ سیاه می

 B. khorasanicaزرشک خراسانی    - 5- 7- 2

،  شده است  ایران و فلور ایرانیکا ذکر در    1975اولین بار در سال  بومی ایران بوده و برای  زرشک خراسانی    

های کند که در پاییز  مستطیل با زاویه  شکل بیضی یاچرمی کمی دارند و به های کشیده و ای با برگدرختچه
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عدد گل در هر خوشه و   20کشیده راست تا حدودی خمیده دارای تعداد  ،شوند گل آذین سادهقرمز رنگ می

متر  میلی  10تا   8عدد طول میوه   30تا  12تعداد میوه در هر خوشه ، سته میوه آن  .باشند ها زرد میرنگ گل

 .باشند ی تا قرمز تیره میرنگ میوه قرمز آجر

    های زینتیزرشک   - 6- 7- 2

  بندی کرد: خزان دار، همیشه سبز و نیمه همیشه سبز،توان دستهسه گروه میزرشک زینتی را در    هایگونه  

های خوشه ای زرد تا  های مناسبی مثل گلدن ویژگیسبز به خاطر دارا بو   خزان دار و همیشه  هایدرختچه 

نتی  سا  30و برگ در پاییز و ارتفاع مختلف از    رمز تا آبی بنفش، تغییر رنگ زیبایی شاخنارنجی، میوه های ق

در دسته  ها به صورت منفرد یا  ای تا حاشیه پارکهای صخرهمتر در طراحی فضای سبز در باغ  5/2متر تا حدود  

تنوع بسیار    دارای  هایشانها و میوهرگ دارند. ارقام زینتی زرشک از نظر شکل و رنگ برگ های کوچک گلب

ی دارند کاملا مقاوم بوده و در آفتاب یا  های خزان دار منشاء آسیایبیشتر زرشک  .(1- 2)جدول  زیادی هستند 

ها معمولا  کنند. این گونه سانی رشد می کمی سایه و تقریبا در هرخاکی که زهکشی خوبی داشته باشد به آ

های چرمی، اغلب کاردی  های همیشه سبز دارای برگهای تخم مرغی و حبه های قرمز رنگ دارند زرشکبرگ

باشند. آنها عمدتا منشاء آسیایی داشته و تعداد کمی نیز  آبی، سیاه و ارغوانی میهای  شکل و دندانه دار با میوه

هستند  جنوبی  آمریکای  وکاف  از  از    B. stenophyllaو    Berberis darwinii  یهاگونه (.  1381ی  )بالندری 

شوند. زرشک آمریکایی بومی شمال شرق  همیشه سبزی هستند که پرورش داده می  هایدرختچه زیباترین  

شود و  ، زرشک ژاپنی که اغلب به عنوان پرچین یا یک درختچه زینتی کاشته میB. thunbregii.  آمریکاست

ه بخاطر  و برگ ارغوانی یا زرد پاکوتاه آن در طراحی فضای سبز کاربرد دارد. این درختچ  رقم با شاخ   چندین

های قرمز روشن پردوامش در فصل پاییز و زمستان، مورد پرورش  داشتن شاخ و برگ پاییزه مخملی رنگ و حبه

حی فضای سبز در نقاط مختلف  ترین گونه زرشک مورد استفاده در طراگیرد. زرشک ژاپنی که متداولقرار می

رقم مختلف زیبا از آن معرفی  16دارای    1981از قابلیت سازگاری خوبی نیز برخوردار است. تا سال  دنیاست،  

و گروه برگ سبز قرار   .atropurpurea Bه از نظر رنگ برگ در دو گروه برگ قرمز تا ارغوانی با نام شده بود ک 
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توان سیاه، قرمز و یا ارغوانی باشد. های زرشک به طور کلی میگ میوه(. رن1381)بالندری و کافی    گیرند می

های که به  ها و واریتهدرصد از گونه   5/54)   همیشه سبز سیاه رنگ است  هایگونه کثر  رنگ تیپیک میوه در ا

  ( %8/31)  باشند وسیله آهرنت تشریح گردید. رنگ قرمز و ارغوانی بیشتر در گونه های خزان کننده موجود می 

درصد    6/6حدود  های قرمز یا ارغوانی بودند و  درصد از همیشه سبزها دارای میوه  1/7در انواع ترکیبی حدود

های  دلیل اصلی اختلافات رنگی در میوه  .(,.Cadic  1992)  های سیاه رنگ بودند هننده دارای میوها خزان کگونه 

 باشد. ها میدر میوه  1سیاه با قرمز یا ارغوانی مربوط به فقدان رنگیزه پلارگونیدن 

 ی مهم دنیا آورده شده است. اهاسامی، ارتفاع، عادت رشدی و رنگ میوه برخی از زرشک 1-2در جدول   

 
1.  pelargoniden 



16 
 

 USDA)ن  های مهم دنیا براساس سیستم نام گذاری گیاهااسامی، ارتفاع، عادت رشدی و رنگ میوه برخی از زرشک  1-2جدول

NRCS1999)USDA 

  ع ارتفا نام عمومی  نام علمی

زمان   درختچه  

 (M)بلوغ

 رنگ میوه رسیده  عادت رشدی

B. buxifoli Lam. Boxleaf barberry 1/2-  6/0  آبی آلویی  خزان دار 

B. candidula (C.K.Schneid) paleleaf barberry 2/1-  6/0  زرشکی همیشه سبز 

B. circumserrata 

(C.K.Schneid) 

cutleaf barberry 9/0-6/0  قرمز مات خزان دار 

B. darwinii Hook. Darwin barberry 4/2-  5/1  آبی آلویی  همیشه سبز 

B. gagnepainii C.K.Schneid black barberry 8/1-  9/0  آبی آلویی  همیشه سبز 

B. gilgiana Fedde wildfire barberry 4/2-  8/1  قرمز  خزان دار 

B. julianiae Schneid Julian barberry 3- 8 /1  ل به آبی مای سیاه همیشه سبز 

B. koreana palibin Korean barberry 8/1-2/1  قرمز روشن  خزان دار 

B.sargentiana C.K.Schneid Sargent barberry 7/2-  8/1  سیاه همیشه سبز 

B. thunbergii DC 

B. trifoliata moric 

Japancese barberry 8/1-  9/0  قرمز روشن  خزان دار 

B. tricanthophora Fedde threespine barberry 5/1-  9/0  سیاه مایل به آبی  همیشه سبز 

B. vernae C.K.Schneid Verna barberry 2/1-  9/0  قرمز مات خزان دار 

B. verruculosa 

Hensl.&E.H.Wilson 

warty barberry 8/1-  9/0  سیاه مخملی  همیشه سبز 

B.vulgaris L. common barberry 

(European barberry) 

 زرشکی خزان دار  8/1  -0/3
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 نشانگر -2-8

ردیفتفاوت  بین  از    DNAهای  های  را  آن  که  موجود،  مساییک  می ر  جدا  ژنتیکی  وجودات  نشانگر  را  کند 

به عبارتی هر آن می افراد، لاینگویند،  یا سویهها، گونهها، جمعیتچه میان  نژادها و  های مختلف تفاوت  ها، 

 ,.Chauhan & Kumarشود ) ود به عنوان نشانگر ژنتیکی شناخته میکدیگر ش ها از یایجاد کند و سبب تمایز آن

2015.) 

مندی  های جدید به منظور بهرهپلاسمرمژو نیز تشخیص    جهت تخمین تنوع ژنتیکی   DNA  ولکولی رهای منشانگ 

نظر  گرها از  این نشان(.  Panwar et al., 2010شوند )گیاهی مختلف استفاده می  هایگونه های اصلاحی  در برنامه

های  له ژنتیکی از تفاوتچندشکلی و دقت تخمین فاصورد نیاز، سرعت آشکارسازی، درجه  م  DNAهزینه، مقدار  

توارث هم  به عبارتی مزایای یک نشانگر خوب عبارتند از  (.  Garcia et al., 2004)  منحصر به فردی برخوردارند 

الص )هتروزیگوت( در موجودات دیپلوئید را فراهم  های خاص )هموزیگوت( و ناخبارز )که امکان تمایز حالت 

رفتار  ،  ارزیابی آسان و سریع،  هاها بین آزمایشگاهتبادل آسان داده ، میزان چندشکلی متوسط تا زیاد  ،سازد(می 

از  اثرگذاری   خنثی  )نبود  آلل،  های چندگانه(نظر گزینشی  به تعیین  صرف  ،  صورت کاملاً مشخص و روشنها 

   .(Weising et al., 2012)را داراستر رزیابی نشانگ ور ایجاد، بررسی و امنظهزینه کم به 

 گرها انواع نشان  -1- 8- 2

باشند مانند صفات مورفولوژیکی  نشانگرهای مورفولوژیکی، گروهی که براساس تنوعات قابل مشاهده می •

 و صفات زراعی و ...  

باشند. که بازتابی از تنوع  ین( مینشانگرهای بیوشیمی، گروهی که براساس تنوعات محصول ژن )پروتئ •

 باشند.میموجود در سطح ژنوم  

باشند می  DNAبازی    های موجود در ردیفتی که براساس تنوعات تفاونشانگرهای مولکولی، گروه •

 (.Chauhan & Kumar., 2015کنند )که در واقع توارث سطح ژنوم را آشکار می
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نظیر   متنوعی  نشانگرهای  اساس  در    SSRو    RFLP  ،AFLP  ،RAPDبر همین  یافته و  توسعه  )ریزماهواره( 

 (. Palombi and Damiano., 2002گیرد ) نالیزهای ژنومی مورد استفاده قرار می آ

 SSRنشانگر    1-1- 8- 2

تکنیک  از  کاوش  یکی  در  قدرتمند  میکروساتلایتمی  SSRنشانگرهای    DNAهای  تکرارهای  باشند  از  ها 

بازی    6الی    2نوکلئوتیدی   و  جفت  آنآللتشکیل شده  متفاوت  های  تکراری  واحدهای  تعداد  در  معمولا  ها 

پذیر بوده و به دلایل  (. تعداد این نشانگرها در ژنوم بسیار فراوان و جهشUpadhyay et al., 2011باشند )می

چند    بارزی، تکرارپذیری، تفسیر نسبتا آسان، توزیع مناسب در ژنوم و قدرت آشکارسازیچند آللی بودن، هم

ژنتیکی و بررسی روابط    (. استفاده از این نشانگرها در مطالعات تکاملی، تنوع Jatoi et al., 2006لا )شکلی با

شناسا و حتی  گیاهان  امکانخویشاوندی  ارقام  مییی  توسعه  پذیر  برای  لازم  تلاش  و  نیاز  مورد  هزینه  باشد 

ها را به  ایجاد نموده به طوری که کاربرد آننگر  هایی را برای استفاده از این نشاها محدودیتمیکروساتلایت

ت  برنامه  که  زراعی  مهم  گیاهان  از  آنوالیتعدادی  می یابی  محدود  شده  تکمیل  همکاران،  ها  و  )کرمی  نماید 

نشانگر  2010 کارایی  خصوص  در   .)SSR  ( تنشکلی  و  هتروزیگوسیتی  1993وی  که  داشتند  اظهار   )

بار بیشتر    10الی    7رهای معروف دیگر بوده و به عنوان مثال میزان آن  شانگ ها بسیار بالاتر از نمیکروساتلایت

(. در حالی که فواید زیادی برای این نشانگر ذکر شده  Garcia et al., 2010باشد )می  RELPاز نشانگرهای  

اده از  استفهای ناشناخته نیاز به  یابی ژنوم دارد. بنابراین جهت کاوش ژنوماست ولی توسعه آن نیاز به توالی

 (. 1393شود )میرعرب و همکاران، احساس می RAPDنشانگرهای تصادفی مانند 

 RAPDنشانگر    -2- 1- 8- 2

RAPD    می تصادفی  منفرد  آغازگر  از  استفاده  بر  مبتنی  و  بوده  غیراختصاصی  منظورنشانگری  به  و   باشد 

قطعه کوتاه آغازگری با جهت    که هر قطعه از یک محل ژنوم مشتق و به صورت دو   DNAتکثیرچندین قطعه از  

دهند که تغییر پارامترهای  نشان می   (. مطالعات متعددی 1997شود )جونز و همکاران،  معکوس طراحی می
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های متفاوت ترموسایکلر  پلیمراز و حتی دستگاه  Taqبه آغازگر، غلظت    DNAمختلف از جمله نسبت نمونه  

اثر بگذارند. بنابراین جهت افزایش تکرارپذیری این نوع    RAPDبه دست آمده از نشانگر    توانند بر باندهایمی

  RAPDنداردی برای واکنش آن در نظر گرفته شود. اما با این حال نشانگرهای  نشانگر، لازم است که شرایط استا

تحقی در  سهولت  قعموما  و  فرآیند  سرعت  دلیل  به  ژنتیکی  میات  قرار  استفاده  مورد  و  کاربرد  )پنوار  گیرند 

توئینست2010  همکاران، اگراما و  از دیگر ویژگی2003را،  ،  بوده    RAPDهای نشانگر  (.  و  آن است که غالب 

توان از این نشانگر در تفکیک  ها را دارد و بنابراین می لاف تک نوکلئوتیدی در میان ژنومتوانایی ردیابی اخت 

 ,.Shery et al) ت استفاده نمود  ر پایه میزان شباهت ژنومی و قرابت جغرافیایی با موفقییک جنس ب  هایگونه 

ر مزایای منحصر به فردی مانند نامحدود بودن  . دلیل علاقمندی محققین به استفاده از این نشانگر د(2011

بودن تجزیه و تحلیل و    ژنومی، آسان و سریع  DNAشانگر، عدم استفاده از مواد رادیواکتیو، نیاز کم به تعداد ن

کمتر شناخته    هایگونه ها در  که کاربرد آنباشد. به خصوص ایننشانگرها میتر بودن نسبت به سایر  اقتصادی

 ,.Foolad et al)باشد  ای طراحی آغازگرها بسیار مناسب میم نیاز به سابقه توالی ژنومی برشده به دلیل عد 

1993; Selaraj et al., 2011; Ilbi., 2003  .)  نشانگرRAPD   شکلی در  دارای معایبی نظیر توان شناسایی چند

ر در  ایش توان این نشانگ باشد. بنابراین افزمی  AFLPبا نشانگرهای دیگری نظیر  حد بسیار پایینی در مقایسه  

نقاط پلی تنوعات  افراد مورد مطالعه می   DNAمورف در سطح  تعیین  تواند کارایی این نشانگر را در بررسی 

 (.Yousefi Harikandehei et al., 2009یکی بسیار افزایش دهد ) ژنت

 ISSRنشانگر   3-1-8-2

ت  ISSRنشانگرهای    PCRدر بین نشانگرهای مبتنی بر   های تکراری ساده( به طور وسیعی  والی)نواحی بین 

اند. نشانگر گزارش شدهکارآمد  ،  اند توسط محققان برای تجزیه و تحلیل تنوع ژنتیکی مورد استفاده قرار گرفته

ISSR  باشد. نشانگرهای ریافته نشانگرهای ریزماهواره مییانواع تغی   ءز و جزای پلیمرامبتنی بر واکنش زنجیره

ISSR    توسطPCR    با توالیاستفاو  از  نوکلئوتید  ده  با چند  آغازگر، همراه  عنوان  به  ریزماهواره  های مرکزی 

(.  Li et al., 2008شوند )گرهایی داخل مناطق غیرتکراری مجاور تکثیر میبه عنوان لن  5یا    3انتخابی در انتهای  
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های بسیار مطلوبی مانند  یک تکنیک ساده، سریع و موثر و بسیار تکرارپذیر است و دارای ویژگی  ISSRنشانگر 

سهولت    تجزیه و تحلیل همزمان تعداد زیادی جایگاه ژنی، دقت بالا، تنوع بسیار بالا، هزینه پایین، سرعت و 

نیمه تصادفی بوده و از تکرارپذیری و   ISSR. نشانگر ای در گیاهان به کار گرفته شده استاجرا به طورگسترده

ت، سادگی،  یچنین به علت غالبد. همامنه وسیعی از گیاهان کاربرد دارشکلی بالایی برخوردار است و در د  چند 

بالا، قدرت بیشتری در آشکارسا تنوع ژنتیکی دارد  سرعت عمل و قدرت تفکیک   ;Reddy et al,2002)زی 

Hasani et al., 2013).)    مزایای استفاده از نشانگرISSR    این است که اختصاصی بودن نشانگرهای ریزماهواره

های نشانگر تصادفی، نیاز به هیچ گونه اطلاعات توالی برای  گیری از مزیتگذارد، اما با بهره نمایش می   را به 

  د زیادی نمونه و هزینه ، قابل کاربرد با تعدایچنین داشتن چندین مقر ژنی چندشکلندارد. همسنتز آغازگر  

 (.Reddy et al.,2002باشد )پایین از مزایای این نشانگر می

 در اندامک های گیاهی  DNAالی تو - 2-9

توالی های    از  اندامک  DNAدر گیاهان سه نوع اصلی  های میتوکندریایی،کلروپلاستی و ریبوزمی  در درون 

 هسته وجود دارد.  

ای که در شاخه علوم زیستی ژورنال جامعه سلطنتی  همکاران در مقاله  ، هبرت و2003پیشنهاد آغازین در سال  

جانوری    هایگونه را به عنوان خط شناسه عمومی برای شناسایی    CO1فاده از نشانگر  لندن به چاپ رسید، است

گذاری دانست. این  توان سرآغاز جنبش خط شناسه(. این مقاله را می 2003دادند )هبرت و همکاران،  پیشنهاد  

خ جنبش  برای  شناسهمقاله  دارد.  ط  شایانی  تاریخی  اهمیت  ک   DNAگذاری  توالی  براساس  وتاه  بارکدینگ 

شود.  درون جمعیت می  ها به علت تنوع ژنتیکیای بنا شده است که سبب تمایز در بین تک گونهاستاندارد شده

(.  2003کرد )هبرت،  استفاده    مختلف   هایگونه توان از قطعات مختلفی برای بیوسیستماتیک  کار میبرای این 

شود  یه برای تنوع مولکولی زیاد استفاده م میتوکندریایی به عنوان مارکری است ک  DNAبالغ بر سه دهه است  

میتوکندریایی برای توصیف و    DNA( انجام شد استفاده از  2009در پژوهشی که توسط گالتیر و همکارن )

ان یک پتانسیل عظیم برای آنالیز تکامل و عملکرد ژنوم  عنوبه    DNA  Mها ارزیابی شد و از  شناسایی گونه
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تفکیک پذیری کمتر در بررسی  های در میتوکندری به علت سرعت پایین  سمیتوکندریایی ذکر گردید. توالی

 . شوند روابط خویشاوندی گیاهان بکار گرفته می

روند.  ار میطالعات فیلوژنی بکبه طور وسیعی در م  nr DNAژنوم کلروپلاستی و توالی های ریبوزومی هسته   

برای درک  ای  کلروپلاستی به صورت گستردهی  هایکی از عواملی سیتوپلاسمی در گیاهان کلروپلاست است. ژن

بندی و تکامل گیاهان کوچک بودن  های مختلف تاکسونومیک به کار رفته است. در ردهفیلوژنی گیاهان در رده

ای از جمله دلایلی است که کارایی  با ژنوم هسته  جهش در مقایسهو سرعت کمتر    DNAژنوم، مقدار فراوان  

 Cleggهای هسته افزایش داده است )یسه با ژنبندی را در مقای در مطالعات ردهاستفاده از ژنوم کلروپلاست 

et al., 1994ر  (. به طور کلی در گیاهان، ژنوم میتوکندریایی در سرعت پایین، ژنوم کلروپلاستی در سرعت بالات

 .(Pag & Home., 2000یابند )ای با بیشترین سرعت تکامل میو ژنوم هسته

  40000تا بیش از    50های تکراری به تعداد  اند، توالیومی که در هستک سازمان یافتهیبوزای رژنوم هسته 

را تشکیل    DNAکل    % 10باشند که در تکرارهای پشت سر هم آرایش یافته اند و در گیاهان  جفت باز می

 (. Peg et al.,1980) دهند می

 پیشینه بارکدگذاری درگیاهان وحیوانات  -2-10

گردند به طور موفقیت آمیز پیشگام  استفاده می  (Co1)خشی از میتوکندری  حیوانات که از ببارکدگذاری در   

بارکد استاندارد   توافق عمومی قرار گرفته است.    دارای سطح   DNA C01بوده است و به عنوان قطعه مورد 

ی مانع  ندری گیاههای میتوکژنوم  علت جایگزینی کند نوکلئوتیدی در باشد. اما به  قدرت تفکیک می  بالایی از

های  به عنوان بارکد گیاهی شده است و هنوز قطعه ژنوم گیاهی که بتواند برای تمام جنس  Co1از استفاده از 

 گیاهی به عنوان بارکد کاربرد داشته باشد معرفی نشده است. 

نشانگر    7  لف لازم است. پس گیاهی مخت  هایگونه ان ابتدا پذیرفتند که نشانگرهای متعددی برای تفکیک  ققمح

معرفی نمودند. هر کدام   را  Rpoc1, rpob, matk, AtPH, Psbk, timH, psbAهای  پلاستیدی به نام  مختلف
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در   trnfو  TMH, PsbA.atpF, atpH, trnl  سپس نشانگرهای قوت زیادی داشتند. از این نشانگرها نقاط ضعف و

  (.Hollingsworth., 2011) گرفتند مطالعات فیلوژنی مورد استفاده قرار  

در وضعیت چالش برانگیز بارکد مناسب گیاهی، بسیاری از راهبردهای پیشنهاد شده یا بر اساس یک منطقه  

 ,.Ktess & Erickson)ستی و یا ترکیبی از مناطق مختلف کلروپلا  (Lahay et al., 2008)منفرد کلروپلاستی 

امل مناطقی از  ر مطالعات تبارشناسی که ش ی و بین ژنی کلروپلاستی د های ژنباشد. علاوه بر مکانمی  (2007

چنین توالی بین  و هم   ITSو منطقه ریبوزومی هسته ای  Ndhy  ,Ycfs  ,accD  ,rpoB  ,rpoC  matK ,قبیل

گیرند. محققان به دنبال استفاده از  مورد استفاده قرار می  trnH-psb , psbk-psbI, tranL,trnfat-F-atpHژنی

 .Ming et al., 2011)بیشتر هستند ) رسی به موفقیتمذکور جهت دست بارکدهای مختلف

 DNAبارکد گذاری  -2-11

شود. روند رو به  گیاهی و بارکدینگ استفاده می  هایگونه های مختلفی برای شناسایی دقیق  امروزه از روش  

کروموزومی که از عوامل تشخیص نادرست  قوع دورگ ها و مضاعف شدگی  نوع زیستی از یک سو و و کاهش ت

ه های اصلی متخصصان سیستماتیک گیاهی برای دسترسی  نه های گیاهی است از سوی دیگر، از دغدغگو

 (. 1392باشد )بیتا و همکاران ،سریع، دقیق و ارزان قیمت در شناسایی گونه های گیاهی می

ا  این  یکی  اعتماد، شناسایی گیاهروش ز  قابل  بارکدگذاری  های شناسایی   DNAان به کمک تکنیک جدید 

روش یم به  نسبت  که  گونهباشد  تشخیص  در  بالا  دقت  و  سریع  ارزان،  تبارشناسی  سنتی  میهای  باشد ها 

(Gharamanzadeh et al., 2012  .)زی تنوع  مولکولی  تشخیص  برای  تقاضا  که  است  دهه  یک  از  ستی  بیش 

ز یک ژن یا ناحیه  از اطلاعات موجود در یک منطقه مشترک ا  با استفاده  DNAافزایش یافته است. بارکدگذاری  

توالی آنبین ژنی در تمام گونه تبادل دادهها و تعیین  برای  برای فراهم آوردن یک شبکه جهانی  ها بین  ها 

گردد. این روش که  ودات محسوب می پژوهشگران روشی موفق در شناسایی و مستندسازی تنوع زیستی موج

رتباط ساده بین تمام مراحل زندگی در سطوح  ( مطرح گردید، یک ا2003توسط هبرت و همکاران )اولین بار  

های فراوانی برای توسعه  ( تلاش CBOLکند. کنسرسیوم بارکدگذاری موجودات زنده ) تر از کونه ایجاد میبالا
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ان بارکد استاندارد پیشنهاد ( در جانوران منطقه ژنی که به عنوCasiraghi et al., 2010دهد )این روش انجام می

(. ولی در گیاهان استفاده از  Hebert et al., 2003باشد )( میتوکندری میCO1اکسیداز )  شده، ژن سیتوکروم

میزان تغییرات زیرا  نیست،  ماهیت میتوکندریایی گیاهان میسر  دلیل  به  بارکد  به عنوان  ژنی  در    این مکان 

گیاهی متغیر    هایگونه چنین ساختار ژنوم میتوکندریایی در  و هم  های میتوکندریایی گیاهان پایین بوده ژن

است. بنابراین بسیاری از بارکدهای پیشنهاد شده در گیاهان براساس یک منطقه منفرد از کلروپلاست و یا  

های هسته ای یا  برخی ژن (.Chen et al., 2010باشند )ای میترکیبی از مناطق مختلف کلروپلاستی یا هسته

به  DNA1گیاهی هستند و بارکدگذاری    هایگونه تفکیک  علت سرعت پایین تکامل قادر به  تیدی گیاهی بهپلاس 

 (. Chen et al.,2010باشد )ها میای وعدم تمایز درون گروهی ابزار قوی در شناسایی گونهدلیل تمایز بین گونه

باشد، برای  ضمن کوتاه بودن، دارای ویژگی چند شکلی نیز می  شی از ژنوم کهبارکدینگ، بخ  DNAدر روش  

های مبتنی بر  علاوه بر این سیستم  .(Marshall et al.,2005شود )نس استفاده مییک ج  هایگونه تفکیک  

DNA  جدید فراهم می  هایگونه ها، امکان یافتن  بارکدینگ علاوه بر شناسایی گونه( آوردHeber et al.,2003 .) 

  2004و از سال  گیاهی بکار رفته است.    هایگونه به طور چشمگیری در شناسایی    2003این تکنیک از سال  

به منظور ایجاد کتابخانه بارکدگذاری موجودات زنده راه اندازی    (2CBOL  )ه  رکد موجودات زند کنسرسیوم با

ن یا منطقه ژنی  ندارد شده از یک ژ بسیار کوتاه استا  DNAبا استفاده از یک توالی    DNAشد. بارکدگذاری  

می توالی  آن  کمک  به  و  گیرد  می  جاانجام  هر  برد  پی  قارچ توان  یا  گیاه  گونه  نور،  چه  دارد  به  تعلق   ای 

.(Valentini et al.,2008)   می توالی هدف  تکثیر  با  یکدیگر    هایگونه توان  درنتیجه  از  را  بهم  نزدیک  خیلی 

  (.Hebert et al.,2003)تشخیص داد  

موجود زنده   اصلی این تکنیک شناسایی بارکد خاص برای هرگونه و تشکیل بانک اطلاعات بارکد  هدف اولیه و

باشد، از این دادهتا تمام پژوهشگران دنیا   می  بانک اطلاعات امکان دسترسی و استفاده  باشند.  ها را داشته 

 
‌DNA barcoding -1  

 2- consortium for the barcode of life 
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مقالات مرتبط با   محل رویش و د،ط رش شرای ( تمام اطلاعات لازم از قبیل گیاهشناسی،1BOLDموجود زنده  )

 (. BOLDاتیگیاه مورد بررسی را در خود جای داده است )بانک اطلاع

 بارکدینگ DNAکاربردهای    -11-1- 2

DNA  های  تواند بسیاری از عیبشود و میبارکدینگ به عنوان حلقه گمشده در علم تاکسونومی محسوب می

بارکدینگ در ترسیم بهتر درخت حیات و روابط    DNAکند.  ی های سنتی را تا حدود زیادی برطرف مروش 

شتابد  بارکدینگ در جنبه کاربردی خود به کمک بشر می   DNA  ایی دارد.فیلوژنتیکی بین موجودات تأثیر بسز

ای در دست انسان برای شناسایی عوامل مضر در پزشکی و کشاورزی و مبارزه به موقع با  و به عنوان اسلحه

میآن ه   باشد ها  میمو  باشد.  چنین  تأثیرگذار  بسیار  زیست  محیط  و  منابع  حفاظت  زمینه  در   DNAتواند 

بندی شتافت  ها و روش سنتی طبقهبندی موجودات زنده به کمک تاکسونومیستتنها در امر طبقه  ینگ نهبارکد 

 های دیگر نیز انسان را یاری نمود مانند:بلکه در زمینه

نتیج  آفات و    DNA  ه کاهش فقر و گرسنگی:کنترل آفات کشاورزی و در  امکان شناسایی  بارکدینگ 

 سازد. مرحله از مراحل نموی میسر می  در هر رزی را های محصولات کشاوبیماری

بیماری با  مبارزه  برای  بیماری  ناقلان  تاکسونومیست  DNA  ها:شناسایی  غیر  به  امر  بارکدینگ  در  ها 

 کند.  ها را محدود می زا و ناقلبیماریکند و گسترش عوامل ها کمک می شناسایی ناقل

توانند با  ماموران و مدیران منابع طبیعی می   نقراض:حال ا  در  هایگونه حفاظت منابع طبیعی و حمایت از  

چنین مجریان  بارکدینگ به کشف خرید و فروش غیرقانونی محصولات آنالیز شده بپردازند. هم  DNAتکنیک  

 شناسایی گوشت حیوانات در حال انقراض در بازارهای محلی بپردازند. د به  تواننقانون به کمک این تکنیک می

ها که اغلب با  ها، رودها و دریاچهآب یک منبع ارزشمند است که سلامتی رودخانه  :کیفیت آبآگاهی از  

ها استفاده  بارکدینگ برای بررسی این گونه شاخص  DNAشود.  ها در آن محک زده میگیری ارگانیسماندازه

 
1-Barcode of life Data system 
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این    تفاده ازیط با اس ها بسیار مشکل است. فعالان بخش محشود که بدون استفاده از این روش شناسایی آنیم

می  تأمین  بیشتر  اطمینان  با  را  نوشیدن  آب  منابع  و  بخشیده  بهبود  را  آب  و  روش کیفیت  کنند )عشوریون 

 (.  1388همکاران، 

 بارکدینگ برای کشور   DNAفواید    -2- 11- 2

 هاو ارزان نمونه شناسایی سریع  •

 ها در مرزهای ملیتوانایی بهتر برای کنترل و جابجایی گونه •

 یان و پژوهشگران منطقه موزش دانشجوفرصت برای آ •

 های تنوع زیستی های جهانی و ابتکار عملای در شبکهبه کارگیری پژوهشگران منطقه •

-یون نمونه، آزمایشگاهکلکسهای  های تحقیقات ملی در زمینههایی جهت بهبود زیرساختایجاد فرصت •

رکدینگ اب  DNAه  همایش جایگاستی )اولین  های تنوع زیشناسی مولکولی و پایگاه دادهای زیسته

 (.  1390در آرایه شناسی، 

 در گیاهان DNAذاری  برنامه کاربردی دیگر در بارکدگ  -11-3- 2

چالشی    هایگونه ها و رفع ابهام از  نهجدید و زیر گو  هایگونه ها، در شناسایی  بندی سطح گونهعلاوه بر طبقه 

ها، طرفداران  ها، اکولوژیستیستها نظیر تاکسونوم  چنین در سایر رشته باشد. همو مشکوک بسیار موثر می

 محیط زیست و منابع طبیعی، پزشکی قانونی وگمرک و قرنطینه نباتی مفید است.

DNA  نقراض که تحت تدابیر قوانین منع بهره برداری  بارکدینگ ابزار مناسبی در شناسایی گونه های در حال ا

 .  (Hollingswarth et al., 2011)جهانی آنها قرار دارند، خواهد بود و تجارت 

2-12- ITS   بخشی از توالیnr DNA  مورد استفاده در بارکدینگ 

یک   nr ITSبیش از نواحی پلاستید شناخته شده است،    nr DNAای  قدرت تفکیک پذیری ریبوزوم هسته 

  ITSموعه  سپس نواحی با طول کمتری از مج باشد.هسته می   DNAجایگزین به جای استفاده از کل مجموع  
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تر و قابل پیش بینی و با موفقیت بیشتری همراه  پذیری را آسانکه قدرت تفکیک   ITS1 -5/8 S ITS 2بنام  

 (.Hollingsworth et al., 2011گردید )است، معرفی 

طور نشانگر  به  از  بکلی  مولکولی  ژرمهای  بررسی  ژنوم، پلاسم،رای  مطالعه  گیاه،  ژنتیکی  تجزیه   شناسایی 

جزء مناطق مهم کروموزومی هستند که روی مناطق   ITSبارکدینگ استفاده می شود. نشانگرهای   و  فیلوژنتیکی

لوژنتیکی بین  دارند. می توان از آنها به عنوان آغازگرهای عمومی جهت بررسی روابط فیژن های ریبوزومی قرار  

ای در طی تکامل باقی مانده  هایی هستند که به صورت حفاظت شدهاستفاده نمود و جزء توالیها  و درون گونه

گردد. این تغییرات  باعث تفاوت در جایگاه برش آنزیم و ایجاد چند شکلی می   ITSاست. تغییر در داخل مناطق  

ها از  به منطقه دیگر متفاوت باشد و باعث گردد نمونهتواند در اثر شرایط آب و هوایی یک منطقه نسبت  می

 (. 1393)حیدری و همکاران مناطق مختلف از یکدیگر تفکیک گردند 

ومی توالی تغییر پذیری است که برای مطالعه فیلوژنتیکی در بسیاری از  ریبوز DNAدر  ITSدر حقیقت توالی 

برای مطالعات فیلوژنتیکی به خاطر وراثت دو   ITSو یوکاریوتها مناسب است. شایستگی مارکر خانواده گیاهان

 fengباشد )ای و تعداد کپی زیاد میای، تغییر پذیری بین گونهوالدی، فراگیری، آسانی، یکسانی داخل گونه

et al.,2002.) 

)زیرواحدبزرگ ریبوزوم    28S و  5/8S)زیرواحد کوچک ریبوزوم( و     18Sگروه  2های ریبوزومی هسته ای در  ژن 

پر   5/8Sک قطعه ی  و  ITS 1(ITS ,2(گیرند. فاصله بین این نواحی را در دو ناحیه فاصله انداز داخلی قرار می ( 

اند، برای بررسی در سطح خانواده و بالاتر  که به شدت محافظت شده   28Sو 18Sکرده است نواحی کد کننده 

 فیلوژنی کاربرد دارند.یک و مطالعات  های بسیار نزدها و جنسمفید هستند. بنابراین برای مقایسه گونه

دیگر  مناسب تر است. به عبارت  2ITSطالعات فیلوژنی از  طولانی تر، متغییرتر و برای م  1ITSنتایج نشان داده  

ITS  ناحیه فاصله انداز رونویسی شده،  بخشی از  یاDNA   ریبوزومی هسته می باشد، درون این بخش، نواحی

( به همراه نواحی غیر کد شونده  8S nrDNA ,5/8 nrDNA , 26nr DNA1کدشونده بسیار حفاظت شده )

(NS,ET)  نواح ناحیه   ITS1 وITS21 ی قرار دارند.  بالغ شدن و پردازش ریبوزوم نقش دارند.  از   ITS در  پس 
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و سرعت بالای تکاملی   باشد شود به همین دلیل کمتر تحت فشار عملکردی میپردازش ریبوزوم ترجمه نمی 

نا آن، استاین  کرده  مناسب  فیلوژنتیکی  روابط  بررسی  برای  را   & Baldwin,2011, Alvarez)   حیه 

l,2003wende .) 

 Chen et) و توالی یابی مستقیم آن روشی استاندارد در مطالعه بارکدینگ است   ITSلذا تکثیر ناحیه بارکد  

al.,2010 .) 

 مرور منابع  1- 12- 2

های شمال  با ریشه درختان بلوط در جنگل  اهای همزیست اکتومیکوریزچدر تحقیقی به منظور تبار شناسی قار 

آنال کارایی  تایید  مولکولی  با هدف  توالی   DNAیزهای  از  استفاده  هسته با  ناحیه  انجام   rDNA ITSای  یابی 

  جنس بود. استفاده از  13متعلق به    اهای اکتومیکوریزتاکسون مختلف از قارچ  49نتیجه آن شناسایی   پذیرفت،

ناحیه   از جنگ   ITSتوالی  اکتومیکوریزهای جمع آوری شده  برای شناسایی  ارزشمندی  های  لابزار مناسب و 

های موجود در  بدست آمده از این پژوهش با توالی  ITSشمال ایران معرفی شد. در واقع مقایسه توالی های  

 (. 1396نی و همکاران،  )زما رد نظر را به خوبی بیان نمود ها، روابط تاکسونومیکی موپایگاه داده

ده گیاه داروئی  ،  انجام شد   ردبیلبرخی از گیاهان داروئی بومی ا  DNAدر پژوهشی که به منظور بارکدگذاری ِ

انجام شد، نتایج حاصله نشان داد   ITSو بارکد هسته ای  , psbA ,rbcL  matk ,trnHبر اساس بارکدهای رایج

به عنوان بارکدهای مکمل شناسایی   trnHو    ITSه و بارکدهای  قدرت تفکیک و جامعیت بالا داشت   rbcLنشانگر  

 ( 1394)اسدی و همکاران،   مناسب نبود. توالی یابی پایین و رای دا matkاز طرف دیگر نشانگر   شدند.

( فاصله ژنتیکی بین توالی  1393،  بررسی )شاهی و همکاران  یک  داغداغان در  nr DNA ITSتوالی نوکلئوتیدی  

نتایج    و بدست آمد   %19و حداقل %100ها  حداکثر فاصله بین گونه  طالعه و مقایسه گردید.های نوکلئوتیدی م

  )شاهی و باشد داغداغان می هایگونه روش مناسبی برای بررسی تنوع ژنتیکی بین  ITSحاصل نشان داد روش 

 (. 1393همکاران،
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ژن    ITSبراساس آنالیز توالی  که به منظور تشخیص چند شکلی ژنتیکی بین برخی ارقام انار  دیگردر پژوهشی  

های حاصل از توالی یابی در  نتایج نشان داد داده  ت،انجام پذیرف  SRAPهای ریبوزومی هسته ای و نشانگر  

تفاوت بین ژنوتیپ های انار در محتوی و طول این ناحیه  ژنوتیپ انار حاکی از وجود    20بر روی    ITSناحیه  

جفت   260در همه ژنوتیپ ها   1ITSر بود در حالی که ناحیه متغی   pb250 تا   bp246از  2ITS بود. طول ناحیه 

 ایجاد نمود.  1ITSهای کارآمدتری را نسبت به ناحیه داده 2ITSه باز داشت. ناحی

ای ساختار ثانوی توالی رونویسی شده  خوشه گروه بندی کرد. آنالیز مقایسهرا در سه    هاژنوتیپ   ایخوشه تجزیه  

های  پنج ساختار متفاوت ایجاد کرد که در تفکیک برخی از ژنوتیپ    ترمودینامیکی آن،   و پایه ارثی   2ITSناحیه  

 (. 1390)سلیمانی و همکاران،  انار مؤثر بود 

توده گیاه بادرنجبویه   14نجبویه با انتخاب  گیاه داروئی بادرهای  و بین تودهای به منظور تنوع درون در مطالعه

  ،ایخوشه نتایج    احی نشانگر استفاده گردید جهت طر  ITSو ریحان از نواحی  توده از گیاهان بادرشبو    2به همراه  

لی  توا  دربا بادرشبو فاصله ژنتیکی کمتری   ا را در هشت گروه مجزا تفکیک نمود و گیاه ریحان در مقایسهتوده ه

 (. 1393، همکاران و )حیدری  با گیاه بادرنجبویه داشت

قسمت    3شامل    ITSو نواحی    Sr RNA 18ه از بررسی توالی ژندر پژوهشی که با روش مولکولی و با استفاد

(ITS1, ITS2,5/8S rRNA)   یاخته تک  از  ناشی  انگلی  بیماری  گرمسیری  تیلریوز  بیماری  تشخیص    جهت 

Theilata annulata  باشد را مورد بررسی قرار دادند. توالی های مورد نظر با  میPCR    تکثیر و تیین توالی

نتایج نشان داد که ژن    18Sr RNAو ژن    ITSهای ناحیه  خت فیلوژنی براساس توالیپس از رسم درو    گردید 

18 Sr RNA    دارای ارزشی با شناسایی در حد جنس و توالیITS  حبیبی و همکاران،    باشد در حد گونه می(

1393 .) 

د اما در روشی  انتاکنون نشانگرهای زیادی برای تعیین خلوص گیاهان داروئی از جمله زعفران به کار رفته  

در این  ،  استفاده گردید   2ITSنگر مولکولی  های مولکولی از نشابراساس روش نوین برای تعیین تقلبات زعفران  

و پرایمرهای اختصاصی برگشتی بر   S rRNA 5/8بررسی از یک پرایمر عمومی بر مبنای ناحیه حد واسط ژن  
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قرمز خرد  فلفل    ، زردچوبه  گلرنگ،   ذرت،  کلاله انار،   مختلف تقلبات گیاهی نظیر  هایگونه در    2ITSمبنای ناحیه  

نوار    ،بعد از انجام واکنش  ای پلیمراز استفاده شد.شتر برای انجام واکنش زنجیرهچنین گوشت گاو و  شده و هم

در چندین نمونه ذکر شده فوق به عنوان تقلبات زعفران تکثیر شدند. نتایج آزمایش نشان    2ITSمربوط به توالی  

رهای مربوط به انواع  چند گانه سبب تکثیر تمامی نوا  PCR   قالب واکنش استفاده از تمامی پرایمرها در  داد که  

شود. این روش کارائی لازم در تشخیص تقلبات زعفران در سطح یک درصد وزنی از مخلوط تقلبات  تقلبات می

ای تجاری با کیفیت بالا و  هسهم مهمی را در حفاظت نام  DNAهای مبتنی بر  را دارا می باشد. فلور روش 

از حقوق مصرف کننده دارد. محاف های مولکولی در  روش   ها نشان داد که نآ پژوهش    نتایج  با این حال   ظت 

کاهش در مدت زمان تشخیص    از مزایایی نظیر تشخیص در مقادیر بسیار اندک،  ی زعفرانهاتشخیص نمونه

 (. 1393اقی و همکاران، ) مشت باشد تقلب، دقت در شناسایی نمونه برخوردار می

ها با زیرگونه های شناخته شده  یران و مقایسه آنای که به منظور شناسایی مولکولی سنجد تلخ ا در مطالعه

ریبوزومی در مطالعه مولکولی انجام شد. نتایج نشان داد    ITSاز نشانگر مولکولی    سایر نقاط جهان انجام شد، 

 rhamnoides supام   به ن   ای جدید بوده و با این نشانگر زیر گونهزیرگونه قابل تفکیک  ها در سطح  که نمونه

azerbaljanica  Elaegnus  (. 1395)آهنی و همکاران،  معرفی گردید 

در پژوهشی دیگر جهت ارزیابی مولکولی رابطه فیلوژنتیک جمعیت هایی از لاله واژگون با استفاده از تمامی  

ارزیابی    ITSبراساس توالی    ون از مناطق مختلف کشور جمع آوری و جمعیت از لاله واژگ  19تعداد  ،  ITS ناحیه

برای ارزیابی مولکولی رابطه فیلوژنی    ITSبا استفاده از توالی    یق که نخستین مطالعه انجام شد،گردید. این تحق

ط  قابلیت بالائی در یافتن رواب  ITSدر ناحیه    DNAهای واژگون می باشد، نشان داد توالی های  جمعیت لاله

های  وع ژنتیکی در میان لالهکه تن نتایج این پژوهش نشان دادهای مختلف این گونه دارد. فیلوژنتیک جمعیت

های  واژگون مورد بررسی به طور مستقیم متأثر از فواصل جغرافیایی و همچنین شرایط توپوگرافی زیستگاه

   (.1394همکاران، )کیانی و ها بودطبیعی آن
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صورت   trnh-psbA, ITSرز براساس نشانگر مولکولیمبازنگری گونه های جنس م  در تحقیقی که در زمینه

باید نشانگری را انتخاب کرد که قابلیت شناسایی در ارتباط    ،ت نشان داد در استفاده از نشانگر مولکولی پذیرف

گیاهی پیش  در رده بندی گونه های  ITS هر چند کارائی نشانگر  با جنس و گونه مورد مطالعه را داشته باشد،

  2ITSدر    1دید نقاط اطلاع رسانچنین مشخص گرهم   (.rossello Feliner,. 2007ت )از این اثبات شده اس 

قابلیت استفاده به عنوان بارکد را در شناسایی گونه های گیاهی و درک رابطه    2ITSد و  نمی باش   1ITSبالاتر از  

 در رده بندی گونه هایی که قرابت نزدیکی با هم دارند،   2ITSه  بین آنها را دارد. با بررسی ساختار ثانویه قطع 

و جایگزین کم  اختلاف  نوکلئوتیدی یبا  اس   ،خوب  مناسبی  نشانگر  که   ,. Muller et al)  تمشخص گردید 

2007.)   

استفاده گردید و نتایج    ITS   گونه زرشک از نشانگرهای بر مبنای  سه در پژوهشی در هندوستان جهت تفکیک  

ک از یکدیگر  زرش   هایگونه یک ابزار قوی جهت تفکیک    ITSحقیق نشان داد که استفاده از توالی  حاصل از این ت

 .(Paranthaman et al.,2011) باشد می

نمدارهای هیرکانی    ITS  ضمن مطالعه الگوی چند شکلی ناحیه   PCR-RFLPدر پژوهشی با بکارگیری روشی 

 هایگونه هر دو روش    گونه نمدار را با هم داشتند.  نهبر  (  PCR-RFLPیابی مستقیم و  روش)توالی  2قصد مقایسه  

-PCRلذا با توجه به نیاز به صرف زمان و هزینه کمتر برای روش    روه مجزا قرار داد. گ   9مورد بررسی را در  

RFLP   بدست آوردن ناحیه   و    ITS   ،این روش به    و همسویی نسبتاً بالای نتایج آن با روش توالی یابی مستقیم

رو گردید عنوان  گیاهی مشخص  های  گونه  فیلوژنی  برای  هزینه  کم  و  مناسب  و همشی  زاده  کاران،  )یوسف 

1392 ) 

-نقطه ایران جمع   7نمونه گیاهی آن از  Brassicaceae از خانواده    Cardamineگیاه    هایگونه تفکیک  جهت  

تأیید  ابی گردیدند. نتایج با  یتکثیر و توالی   4ITS  و  5ITSبا استفاده از پرایمر های    DNAپس از استخراج    وری، آ

ایران نشان داد    4حداقل   عنوان یک نشانگر مولکولی مناسب در شناسایی    هتواند بمی  ITSگونه کاردامینه 

 (. 1393)باقری و همکاران،  جنس و گونه در گیاهان کاردامینه،کارایی بالایی داشته باشد 
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استفاده از نواحی فاصله انداز رونویسی  ت کاهو با  رقم و جمعی  15در پژوهشی به منظور ارزیابی تنوع ژنتیکی  

ارزیابی ژنتیکی بین    ITSنتایج نشان داد نشانگر    یرفت. صورت پذ   (ITS1ITS ,4)  داخلی ابزار مناسبی جهت 

بگونه بین جنسی است ولی  بین لاینه  ای و  توانایی تفکیک درون گونه  هاعلت تغییرات کم  ای  ی مختلف 

کیک  های مختلف کاهو را از نظر جغرافیایی از هم تفنتوانست جمعیت  ITSارتی نشانگر  عبهب   ، ها را نداردجمعیت

 (. 1397)قاسم آبادی و همکاران، کند 
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 برداری نمونه محل و روش  -3-1

  گاه صنعتی شاهرود کشاورزی دانشآزمایشگاه گروه علوم باغبانی در دانشکده  در    1396این پژوهش در سال   

 در استان سمنان انجام شد.

 مواد گیاهی  -2-3

  DNAری و استخراج نمونه بردا -3-3

داری  نگه   -80در فریزر   شد و  بردارینمونه نمونه برگ تازه درختچه زرشک  ژنوتیپ    19  از  1396در بهار سال  

 باشد. های احتمالی به شرح جدول ذیل میشد. گونه ها و اکوتیپ

 مشهد، اسفراین و شاهرود و صنایع غذایی  علوم گیاهی پژوهشکده ژنوتیپ های جمع آوری شده از کلسیون زرشک - 1-3جدول 

گ ردیف   ی اهینمونه 

 زرشک 

 رویشگاه  ( یکی)مورفولوژصیگونه قابل تشخ کد نمونه 

1 R2N1 B-1-M1 integerrima  قائن 

2 R5N1 B-1-M2 Integerrima*Ortobotrys  کاخک 

3 R8N3 B-1-M3 Integerrima  قائن 

4 R9N3 B-1-M4 unknown  شاهرود 

5 R11N3 B-1-M5 Integerrima*Ortobotrys  شاهرود 

6 R12N1 B-1-M6 Integerrima*Otrobotrys  شاهرود 

7 R14N2 B-1-M7 Integerrima*Ortobotrys  شاهرود 

8 BD B-1-M8 Integerrima رجند یب 

9 ES1 B-2-E1 crataegina  اسفراین 

10 ES2 B-2-E2 crataegina " 

11 ES3 B-2-E3 crataegina " 

12 ES4 B-2-E4 crataegina " 

13 ES5 B-2-E5 crataegina " 

14 Sh1 B-3-S1 crataegina  شاهرود 

15 Sh2 B-3-S2 crataegina " 

16 Sh3 B-3-S3 crataegina " 

17 Sh4 B-3-S4 crataegina " 

18 SH5  crataegina  

 شاهرود  B.t B-4-T1 B.thunbergii زرشک زینتی 19
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 شامل  مواد و وسایل مورد نیاز برای استخراج -3-4

  96میلی لیتری، سمپلر، سانتریفیوژ، نیتروژن مایع، بن ماری، اتانول    2و    1/ 5های  ، تیوبCTABبافر استخراج  

زوپروپانول سرد بافر  (، آب مقطر استریل، ای24:  1)به نسبت    ایزوآمیل الکل -کلروفرم درصد سرد،    70درصد و  

TE  .بود 

 DNAمراحل استخراج  -5-3

( بتا کمی 1998)  1گی جوان و فریز شتتتده گیتاه زرشتتتک بته روش دویتل و دویتلاز بتافتت بر DNAاستتتتخراج 

های برگی درون هاون چینی استتتریل و در حضتتور ازت مایع گرم از نمونه  3/0تغییرات صتتورت گرفت. حدود  

میکرولیتر بافر استتخراج   1000لیتری ریخته شتدند و مقدار  میلی  2تیوب  پودر شتده و ستریع به درون میکرو

میکرولیتر بتامرکاپتواتانول به آن اضتتافه   3گراد گرم شتتد و  درجه ستتانتی  65( از قبل در دمای  5-3)جدول  

 10گراد قرار داده شتدند و هر  درجه ستانتی  65دقیقه درون حمام آب گرم با دمای    60گردید، ستپس به مدت 

آب گرم قرار گرفتند،  ها به آرامی برای همگنی بیشتتتر ستتروته شتتده و مجدداً درون حمام یقه یکبار تیوبدق

درجه    4و در دمتای    rpm 12000دقیقته در ستتتانتریفیوژ بتا دور    20ری بته متدت متاهتا پس از خروج از بننمونته

دید منتقل کردیم. محلول  گراد ستتانتریفیوژ شتتد. ستتپس مایع شتتناور رویی را برداشتتته و به تیوب جستتانتی

یع رویی برداشتته و به نمونه اضتافه شتد، ستپس تا ( به صتورت هم حجم با ما24:1)3:ایزوآمیل الکل2کلروفرم

 rpmدقیقه درون ستانتریفیوژ با دور    20جود آمدن امولستیون همگن به آرامی ستر و ته شتد و ستپس به مدت بو

مرحله بعد فاز بالایی را با احتیاط و بدون مخلوط شتدن با قرار گرفت. در   تیگراد درجه ستان  4و دمای    12000

توان  اگر محلول شتفاف نباشتد میتئین استت، برداشتته و به یک تیوب جدید منتقل شتد. فاز وستط که حاوی پرو

  -20حجم ایزوپروپانول ستترد )  3/2ی دیگر، به شتتفاف شتتدن آن کمک کرد. ستتپس  با تکرار دو یا ستته مرتبه

، به M5(  NaClحجم کلرید ستدیم)  2/1( و  M2/3،pH=5.4حجمی استتات ستدیم )  1/0گراد(،  درجه ستانتی

 
1‌Doyel and Doyel 
2‌Chloroform 
3‌Isoamyl alcohol 
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آرامی با دستت ستر و ته گردید تا مواد اضتافه شتده، خوب ها به  رویی برداشتته شتده، اضتافه شتد و تیوبمایع  

ستاعت یا یک شب تا صبح جهت  2گراد برای حداقل درجه ستانتی  -20مخلوط گردد. ستپس در فریزر با دمای  

سانتریفیوژ   rpm 14000دقیقه و با دور    15ها را به مدت نگهداری کردیم. سپس میکروتیوب DNAنشینی  ته

درصتد یا   96نشتین شتده با ایزوپروپانول سترد  رویی را دور ریخته و نوکلئیک استید تهشتدند و بعد از آن فاز 

حله بستتگی به میزان شتفاف بودن یا شتو داده شتدند که این مرودرصتد شتستت  70اتانول مطلق و دوبار با اتانول  

و در   در شتترایط استتتریل به طور کامل گردید، DNAب  دارد. در مرحله پایانی رستتو DNAآلودگی رستتوب  

تقطیر استتریل اضتافه شتد و   یا آب دوبار TEمیکرولیتر بافر    50تا    20استتخراج شتده مقدار   DNAنهایت به  

  اری شدند.گراد نگهد درجه سانتی -20درون فریزر با دمای 

 بافر استخراج  تهیه جهت استفاده موردمواد و غلظت   :2-3جدول

 نیاز به اتوکلاو  لیتر میلی  100در  لظت)مولار( غ مواد 

Tris-HCl,pH=8 M1  ml10  بله 

EDTA,pH=8 M5/0 ml 28  بله 

NaCl M5 ml 4   بله 

PVP-40 - %2 خیر 

CTAB - %2   خیر 

-Mercaptoethanol - 3%/0 خیر 

  8به  HClتوسط  آن  pHو  لیتریلیم  100به حجم  یل،استر یر حجم بافر با آب مقطر دوبار تقط یتنهادر

 .ید رس 
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 های مورد نیازمحلول -3-6

  DNAافر استخراج  ب  -6-1- 3

لیتر  میلی  pH=8  ،4مولار  Tris-HCl  1لیتر  میلی  10لیتر بتافر استتتتخراج کته شتتتامتل:میلی  100برای تهیته  

EDTA 5/0    مولارpH=8 ،28  لیتر  میلیNaCl 5    مولار را با هم مخلوط کرده و ستتپسpH   کل توستتطHCl 

به محلول فوق افزوده    PVP-40گرم    1و    CTABگرم    2تنظیم شتده و پس از اتوکلاو شتدن،  pH=8میزان  در  

 لیتر رساند شد.میلی 100شد و با آب مقطر استریل به حجم کل 

 (EDTA,0.5M,pH=8مولار ) 5/0آمین تترااستیک اسید محلول اتیلن دی

محلول، توستتتط یتک  pHار تقطیر مخلوط شتتتد و  لیتر آب مقطر دوبتمیلی 75در   EDTAگرم    612/18ابتتدا  

لیتر رستانده شتد، میلی  100رستید و در نهایت حجم محلول به    8به   NaOHهمزن مغناطیستی و با استتفاده از 

 محلول پس از اتوکلاو شدن در یخچال نگهداری گردید.

 (NaCl,5Mمولار ) 5محلول کلرید سدیم  -3-7

میلی لیتر رسانده   100آب مقطر حل گردید و حجم محلول به  لیتر میلی 80در حدود    NaClگرم  22/29

 شد و اتوکلاو گردید. 

 ( C2H3NaO2,3.2M,pH=5.4مولار ) 3/ 2محلول استات سدیم  -3-8

محلول   pHلیتر، میلی 100در حجم  لیتر آب مقطر حل شد. سپسمیلی 75گرم استات سدیم در   25/26

 تنظیم شد و اتوکلاو گردید.
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 TBEبافر -3-9

لیتر  میلی 4گرم اسیدبوریک،   Tris Base ،5 /5گرم   X1 ،8/10یا بافر الکتروفورز با غلظت استوک  TBEبافر 

EDTA 5/0  لیتر رسانده شد. پس از تنظیم میلی  750مولار با هم مخلوط و به حجمpH   حجم  8به میزان ،

 لیتر رسید.میلی  1000آب مقطر به حجم  محلول با 

مصرف گردید. برای تهیه   X5/0تهیه و نگهداری و با غلظت  X5فورز( با غلظت استوک )بافر الکترو TBEبافر 

مولار با هم مخلوط و به   EDTA 5/0لیتر میلی 20گرم اسید بوریک    Tris Base ،5/27گرم  X5 ،54استوک 

لیتر  میلی 1000، حجم محلول با آب مقطر به 8بر روی  pHاز تنظیم  تر رسانده شد. پسلی میلی  750حجم 

 رسید.

 DNAبررسی کمیت وکیفیت  -3-10

 با استفاده از نانو دراپ  DNAبررسی تعیین کمیت    -10-1- 3

استفاده شد.  (  N60 UV/V is Spectrophotometer)  از دستگاه نانو دراپ مدل DNA برای بررسی کمیت   

در محل مورد نظر    DNAونه د، سپس یک میکرولیتر از نمیاستفاده از آب دیونیزه کالیبره گردتدا دستگاه با  اب

نور در طول موج   ترین کیفیت  نانومتر قرائت گردید. مطلوب  A260/280دستگاه قرار گرفت و میزان جذب 

DNA  نده آلودگی  نشان ده  8/1از  های پایین تر  بود. نسبت  2تا    8/1استخراج شده در این طول موج برابر

 در طی مراحل استخراج است.  DNAی نشان دهنده آلودگ  2های بالاتر از پروتئینی و غلظت
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 فقی روی ژل آگارز با استفاده از الکترو فورز ا   DNAتعیین کیفیت   - 2- 10- 3

  DNA  ی  هاونهپروتئین، مقداری از نم و   RNAیا وجود آلودگی ز نظر شکستگی وا   DNA برای تعیین کیفیت  

بار گذاری ب بافر  از ژل آ مخلوط گردیدند و در چاهک  1ا  بروماید    0/ 8گارز  های حاصل  اتیدیوم  درصد حاوی 

ولت   100با اندازه مشخص تحت جریان الکتریکی با ولتاژ  2مقیاس  DNAبارگذاری شدند. سپس در کنار یک  

و    3وفورز،  ژل بر روی دستگاه عکس برداری دقیقه مورد بررسی قرار گرفت. پس از پایان الکتر   30و به مدت  

  5و فاقد کشیدگی   4برداری گردید. وجود باند های کاملا واضحاز آن عکستحت اشعه ماوراء بنفش قرار گرفته و  

 .باشد می  DNAنده کیفیت مطلوب نشان ده

 از نمونه های استخراج شده بر روی ژل آگارز DNAبررسی کیفیت  1-3شکل

 مورد استفاده این آزمایش  ITSرهای توالی نشانگ  -11- 3

 باقلا توالی،  ITSطالعات قبلی انجام شده از توالی ناحیه آغازگرهای مورد استفاده در این پژوهش از م

AAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAG )و  )بعنوان پرایمر پیشبر   

AAAGACTCGATGGTTCACG   )(.  1393همکاران انتخاب شدند )حیدری و)بعنوان پرایمر برگشت

 
1. Loading Buffer 
2. DNA Ladder 
3 .Gel Documentatio 
4 . Sharp 
5.  Smear 
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رالعمل مربوطه، در  نانو گرم با آب دو بار تقطیر طبق دستو  100غلظت رقیق سازی در  س از حل کردن وپ

 درجه سانتی گراد نگهداری شدند. - 20دمای  

  ITSتکثیر نواحی    -3-12

   سینا کلون  با ترکیبات: از مستر میکس آماده شرکت PCR برای انجام 

Taq DNA  polymerase        qon, (.04 mM  dNTps), Ampli2, 4mM  Mgcl4So  pH=8.5)  -(Tris

./2 , 20 Tween 20) 4HCL NH ستفاده شد ا. 

سازی و  قیقر  90به 10های مورد استفاده توسط شرکت سیناکلون که هر کدام از نشانگر ها به نسبت نشانگر 

میکرولیتر    5اولیه شامل  مخلوط  ابتدا  PCR ش  میکرو لیتر مخلوط واکن10مورد استفاده قرار گرفتند. برای تهیه  

میلی    0/ 2میکرولیتر آب دیونیزه را در یک ویال    2  و  DNA   میکرولیتر  1میکرولیتر نشانگر،    2 مستر میکس،

های  ها در چاهکلیتر ریخته و در آخر نیز چند ثانیه اسپین شده تا تمام مواد باهم مخلوط شوند. سپس ویال 

  PCRدمای خاص هر نشانگر، تنظیمات لازم جهت شروع واکنش    قرار گرفته و براساس   1دستگاه ترمو سایکلر

 . (3-3)جدول   انجام شد 

 های مورد مطالعهبرنامه حرارتی تکثیر نمونه - 3-3جدول 

 تعداد چرخه زمان)ثانیه(  دما  مرحله  ردیف 

 1 240 94 واسرشته سازی اولیه  1

 _ 30 94 واسرشته سازی  2

 36 30 48-54 آغازگرها اتصال  3

 _ 60 72 ر تکثی 4

 1 420 72 تکثیر نهایی  5

 _ 300 4 پایان برنامه  6

 

 
1.  Thermocyler 
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 بر روی  دستگاه الکتروفورز   زروی ژل آگار  PCRحصول بررسی م -13-3

 TBE 0.5  بافر  حاوی  فورز  الکترو   دستگاه  در(  W/V) درصد   1.5  آگارز  ژل   روی  نشانگر  هر  برای PCR   محصول

X نواحی . شد  داجITS  کثیر گردید و بروی ژل آگاروز ران گردید ژنوتیپ زرشک ت 19برای.   

 یابی ل و توالی از روی ژ  ITSاستخراج ناحیه   -3-14

 جداسازی  آگاروز  ژل  روی از   ،ژل استخراج کیت  از استفاده  با  زرشک ژنوتیپ  ITS 19 ناحیه  از  PCR محصول 

سینا کلون ارسال  به شرکت  ها  یابی نمونهتوالیمحصول با اندازه باند صحیح و غلظت مناسب برای تعیین    .شد 

 گردید.  

 کلاستر  نالیزآ و ژنتیکی فاصله بررسی  -3-15

  آنالیز .  گرفت  ( انجامKumar et al., 2018)  MEGA X    افزار   نرم  با  ITS  ناحیه  هایتوالی  براساس   ژنتیکی   فاصله

 .  شد  انجام UPGMA روش   با کلاستر

 ها ایر گونهثبت توالی در پایگاه داده و آنالیز خوشه با س  -16-3 

پایگاه داده  توالی توال  NCBIها در  این  با سایر گونه  ثبت گردید و میزان شباهت  با عملیات بلاست  ی های 

 رسم گردید. NCBIروگرام بر اساس میزان مشابهت با سایر گونه ها در سایت د مشخص گردید و دن

 هاژنوتیپ برای گونه و  پرایمر اختصاصیطراحی  -17-3

  از   پس  و   شدند   همردیف  MEGA  افزار  نرم  با  مربوطه  هایتوالی  ابتدا  اختصاصی،  مرهایپرای  طراحی   برای

 طراحی   برای  1blast-Primerبا  پرایمر  طراحی  افزار  نرم  از  آ،  ان   دی  هایتوالی  بین  اختلاف  حداکثر  شدن  مشخص

   . شد  استفاده  اختصاصی پرایمرهای

 

1.https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 
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 ی شده  راستی آزمایی پرایمر طراح -18-3

  آ  ان  دی از  هاستفاد با. گردید   تهیه کلون سینا شرکت  از  امده بدست های توالی اساس  بر تصاصیاخ پرایمرهای

  الکتروفورز  از  پس  و  شدند   تکثیر  PCR  واکنش  با  شده  طراحی   پرایمرهای  از  استفاده  با  زرشک  ژنوتیپ  19  ژنومی

 .گردید  بررسی  زرشک هایگونه  از  هریک صحیح تشخیص  در   هاآن کارایی  درصد،  یک اگاروز  ژل روی 
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 فصل چهارم 

 نتایج و بحث
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 ITSو تکثیر نواحی   DNAج نتایج استخرا -4-1

مناسبی جهت تکثیر برخوردار هستند   DNAها از بر روی ژل آگاروز نشان داد که نمونه DNAنتایج استخراج 

ز پرایمرهای اختصاصی توسط  های استخراج شده با استفاده ا  ITS  ،DNAجهت تکثیر ناحیه    (.1-4)شکل  

ناحیه مورد  . نتایج تکثیر بر روی ژل آگاروز نشان داد که  د ن( مورد تکثیر قرار گرفتPCRواکنش زنجیره پلیمراز )

(. تکثیر یک قطعه مونومورف  2-4رویت شد )شکل    ها  نظر تکثیر یافته و یک قطعه مونومورف در همه نمونه

.  (Kim et al.2004)  نیز گزارش شده است  ITSنه بررسی نواحی  های صورت گرفته در زمیدر سایر پژوهش

باتوجه به اینکه این    چنینگزارش داده اند و همزرشک   یهاژنوتیپ ی را در بررسی تنوع  شکلتکثیر نواحی تک  

گیاهی مختلف حفاظت شده است، لذا مشاهده   هایگونه نواحی مورد استفاده جهت طراحی پرایمر بشدت در  

 .(Balasubramani et al. 2014) کند رف در واقع نتایج صحت کار را تایید میقطعات مونومو

 
 بر روی ژل آگارز ITSکیفیت باند تشکیل شده با نشانگر   -2-4کل ش

، لاین  R14N2-7، لاین R12N1 - 6، لاین R11N3  -5، لاین   R9N3-4، لاین  R8N3-3، لاین R5N1 – 2، لاین  R2N1 - 1)نمونه ها در لاین 

8-  Sh1،   9لاین -  Sh2  10، لاین-  Sh3  11، لاین-Sh4   12، لاین-  Sh5  13، لاین -  Es1 14ین  ، لا-  Es2  15، لاین-  Es3  16، لاین-  Es4  لاین ،

17- Es5 ژاپنی( زینتی-19لاین   بی دانه،- 18، لاین 
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 NCBIو ثبت آن در سایت  مورد استفاده  یهاوتیپ ژن یابیتوالی نتایج  -2-4

کدهای    ثبت گردید.  NCBIدر سایت    هاژنوتیپ    ITSتوالی.  ند مورد توالی یابی قرار گرفت  ITSنواحی تکثیر یافته  

بر اساس نتایج   ارائه شده است.  1-4و برخی اطلاعات اولیه مرتبط به قطعات تکثیر شده در جدول  دسترسی  

ات تکثیر یافته  اوت در طول قطعجفت باز متغییر بود. تف  356تا    342توالی یابی، طول قطعات تکثیر شده بین  

 (. 1393ها باشد )حیدری و همکاران،  زرومیا جابجایی قطعات بین کرومو  جهش، حذف شدگی و تواند به علت  می

 ژنوتیپ های زرشک مورد مطالعه   ITSمربوط به توالی ناحیه  اطلاعات ثبت شده  1-4جدول 

 ( bpطول توالی ) GIکد   :Accession کد * اسم علمی شماره 

1 Berberis thunbergii JA MN758667 1779939157 352 

2 Berberis 

integerrima 
R2N1 MN758649 1779939135 350 

3 Berberis 

integerrima 
R8N3 MN758651 1779939140 349 

4 Berberis sp BD MN758666 1779939156 350 

5 Berberis 

orthobotrys 
R11N3 MN758653 1779939143 351 

6 Berberis sp R14N2 MN758655 1779939145 345 

7 Berberis crataegina R5N1 MN758650 1779939138 346 

8 Berberis crataegina R12N1 MN758654 1779939144 348 

9 Berberis crataegina ES1 MN758656 1779939146 345 

10 Berberis crataegina ES2 MN758657 1779939147 342 

11 Berberis crataegina ES3 MN758658 1779939148 351 

12 Berberis crataegina Es4 MN758659 1779939149 350 

13 Berberis crataegina ES5 MN758660 1779939150 347 

14 Berberis crataegina Sh1 MN758661 1779939151 350 

15 Berberis crataegina Sh2 MN758662 1779939152 349 

16 Berberis crataegina Sh3 MN758663 1779939153 356 

17 Berberis crataegina Sh4 MN758664 1779939154 347 

18 Berberis crataegina Sh5 MN758665 1779939155 348 

19 Berberis sp. R9N3 MN758652 1779939142 350 

 . شده است  ارائهپیشنهادی موجود در ایران    هایگونه*: اسامی علمی بر اساس خصوصیات ظاهری و  
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 ITSبر اساس ناحیه   هاژنوتیپ رابطه خویشاوندی   -4-3

مورد بررسی  های زرشک  وجود تنوع بالا در بین اکوتیپ  ازژنوتیپ زرشک نشان    19ریس تشابه بین  نتایج مات

جغرافیایی هستند، وجود تنوع  های زرشک از مناطق مختلف  . با توجه به اینکه اکوتیپ(4- 2جدول  داشت )

،  باقری و همکاران)  شوند باشد که تنوع توسط عوامل ژنتیکی هم کنترل می ی تایید کننده این مطلب میژنتیک

متغیر بود به طوری که بیشترین    154/0تا    012/0های مورد بررسی از  فاصله ژنتیکی در میان نمونه.  (1381

( و کمترین فاصله ژنتیکی  ES1)( و اکوتیپ اسفراین  JAرشک زینتی )های ز( بین نمونه154/0فاصله ژنتیکی )

های اکوتیپ شاهرود و  . توده مشاهده شد   012/0با    R8N3( و  SH2))بیشترین قرابت( بین اکوتیپ شاهرود  

R8N3  داشتن فاصله ژنتیکی زیاد در گیاهان یک  ها را نشان دادند میزان تشابه بیشتری نسبت به سایر توده .

.  (Adamz et al., 1998رد و مشاهده هتروزیس بیشتر است ) گونه یک مزیت جهت تولید هیبریدهای پرعملک

  مورد بررسی   یهاژنوتیپ   سایربا  دارای فاصله ژنتیکی بیشتری  (  JA)زرشک زینتی    4- 2چنین طبق جدول  هم

 .  را داشت

را نشان دهد  از تنوع  توانست میزان بالایی    ITSنشانگر    توالی یابی قطعات تکثیر شده توسط   در مطالعه حاضر

های گیاهی  ر جمعیتتنوع ژنتیکی دباشد.  حاکی از مناسب بودن این نشانگر در بررسی تنوع ژنتیکی میکه  

، رانده شدن  جریان ژن وکارهای متفاوتی نظیر جهش، نوترکیبی جنسی، مهاجرت و   ممکن است از طریق ساز 

ایجاد شودژنتیکی   گزینش  و همکاران،)  و  در  (1381  باقری  ژنتیکی  تنوع  بررسی  از  از  .  استفاده  با  گیاهان 

با بالا  (. 1381گیاهی پی برد )باقری و همکاران،  توان به مقدار تنوع موجود در جمعیتهای مولکولی میروش 

تر خواهد شد. انتخاب براساس نشانگرهای مولکولی  یز وسیع رفتن تنوع ژنتیکی در یک جامعه حدود انتخاب ن

های  ات ژنتیکی به دست آمده از نشانگرهای مولکولی در برنامهیک روش سریع در برنامه اصلاحی بوده و اطلاع

 (.  1396کنند )رمضانی و رحیمی، مهمی را ایفا می اصلاحی نقش بسیار
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شابه و  عنوان یک ابزار معتبر جهت تفکیک، تعیین ته  طوری است که از آن ب  ITSساختار و موقعیت نواحی  

های صورت گرفته شده نیز استفاده از نواحی  در سایر پژوهش  ها استفاده می شود. ارتباطات فیلوژنتیکی گونه

ITS    ژنوتیپ بتوانست  تفکیک کند.  از یکدیگر  بخوبی  را  مثال  ه  ها  آبادی و همکاران  عنوان  سلیمانی نجف 

همچنین با استفاده   را در برخی از ارقام انار مشاهده کردند. ITSدر ناحیه  ( چند شکلی ژنتیکی بالایی1390)

ر ژنوتیپ  تجزیه کلاست  پس از   ،ریخت شناسی میوه برخی از ژنوتیپ های وحشی زرشک در ارومیهاز خواص  

شاخص رنگ، وجود    طول، عرض،  یوه ها از لحاظ صفاتی مثل وزن، م  های زرشک به چهار گروه تقسیم گردیدند،

ای مورفولوژی در  در روش شناسایی به روش مورفولوژی، با وجود برخی تفاوت ه.  یا عدم وجود بذر متفاوت اند 

گیری برخی صفات مشکل  ر این روش اندازهعلت همبستگی و ایجاد رابطه بین چند صفت ده ب، هاژنوتیپ بین 

برای بررسی بیشتر و جداسازی دقیق تر آنها استفاده از نشانگرهای  جداسازی آنها از یکدیگر میسر نشد.  گردید و  

   (.1394)علیزاده و حسن پور،   شد موثر با می تواند  ITSهمچون نشانگرهای  مولکولی 

نمونه    33ر روی  ب   ALFPنشانگر مورفولوژیکی و مولکولی    به منظور مقایسه بین دو  های دیگری نیزپژوهش

نشان از کارایی پایین کلید  همچنین  و  دارد    نشان از برتری نشانگرمولکولیکه    گرفت  زرشک خراسان صورت 

بررس  و  بندی  طبقه  در  ایران  فلور  میشناسایی  زرشک  خانواده  از  آمده  بدست  فیلوژنتیکی    باشد ی 

مطالعه(.  1392یبی،)حب توالی  ایدر  طریق  نواحی  از  درونITSیابی  تنوع  و   Erysiphe aquilegiaگروهی  ، 

توانایی   ITSمورد بررسی قرار گرفت و نتایج حاکی از آن بود که  Fasciolidaeجنس  هایگونه چنین تنوع  هم

ا در پژوهش  لذ .  (Cunnington et al., 2004 ; Adlard et al., 1993)   د نا را از یکدیگر دارهجدا کردن زیرگونه

بررسی   در  برتر  نشانگری  از  شده  ذکر  مولکولی  و  مورفولوژی  نشانگرهای  نقاط ضعف  بررسی  از  پس  حاضر 

هرچند    ستفاده نمودیم. در خانواده زرشک ا  ITSفیلوژنتیکی و تنوع گونه ها با تعیین بارکد با استفاده از نشانگر  

دهد اما دارای کارایی بالا در تعیین زیر گونه  می  این روش یک ناحیه محدود از ژنوم را مورد بررسی قرار  که

 باشد.های گیاهی می
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 ITS2توالی ناحیه   ژنوتیپ زرشک بر اساس 19ژنتیکی بین  فاصله - 2-4جدول 

 R2N1 R5N1 R8N3 R9N3 R11N3 R12N1 R14N2 ES1 ES2 ES3 Es4 ES5 Sh1 Sh2 Sh3 Sh4 Sh5 BD JA 

R2N1                    

R5N1 036/0                   

R8N3 029/0 026/0                  

R9N3 057/0 048/0 042/0                 

R11N3 035/0 024/0 035/0 044/0                

R12N1 042/0 045/0 035/0 063/0 051/0               

R14N2 039/0 043/0 039/0 045/0 024/0 058/0              

ES1 054/0 036/0 039/0 051/0 036/0 042/0 045/0             

ES2 036/0 045/0 045/0 049/0 042/0 024/0 033/0 052/0            

ES3 051/0 018/0 035/0 057/0 017/0 044/0 030/0 042/0 045/0           

Es4 048/0 048/0 048/0 054/0 035/0 054/0 039/0 054/0 039/0 038/0          

ES5 048/0 024/0 039/0 042/0 036/0 043/0 030/0 045/0 036/0 020/0 036/0         

Sh1 042/0 036/0 041/0 042/0 014/0 048/0 024/0 042/0 036/0 029/0 026/0 024/0        

Sh2 032/0 027/0 012/0 057/0 033/0 035/0 045/0 045/0 046/0 029/0 042/0 036/0 039/0       

Sh3 057/0 045/0 051/0 050/0 044/0 041/0 051/0 024/0 048/0 050/0 060/0 038/0 053/0 060/0      

Sh4 038/0 039/0 030/0 045/0 044/0 027/0 039/0 045/0 027/0 038/0 048/0 039/0 039/0 045/0 045/0     

Sh5 029/0 027/0 018/0 051/0 045/0 036/0 052/0 048/0 039/0 039/0 048/0 045/0 048/0 030/0 060/0 036/0    

BD 042/0 024/0 026/0 048/0 020/0 045/0 030/0 039/0 045/0 020/0 048/0 029/0 020/0 029/0 050/0 033/0 036/0   

JA 139/0 123/0 132/0 131/0 142/0 153/0 145/0 154/0 138/0 143/0 150/0 126/0 147/0 143/0 148/0 150/0 129/0 143/0  

 های زرشک  ژنوتیپ  ایخوشه آنالیز  -4-4

  هایگونه موجود با استفاده از ماتریس فاصله ژنتیکی بین  ITS حاصل از توالی ناحیه    ایخوشه آنالیز  بررسی  

مورد بررسی در دو گروه مجزا    هایگونه که    والی نشان دادبین هر جفت تیدی  ئوتاز طریق تفاوت نوکل  زرشک و

. آزمون فیلوژنی مورد استفاده به منظور راستی آزمایی موقعیت هر گونه بر روی نمودار  (3-4 )شکل دارند قرار 

رسم گردید )ضرایب بوت استرپ در کنار هر شاخه قید شده است(.    Njهمسایگی(  -درختی به روش )اتصال

انتظار گ نوکله  ب   ( JAزینتی  )  ونه زرشک ژاپنیمطابق  تفاوت  از یدی در شاخه جداگانهئوتعلت    18  ایرس   ای 

کمترین فاصله ژنتیکی در میان گونه های مورد بررسی    زرشک ایران قرار گرفت.   هایگونه ژنوتیپ مورد مطالعه  

ت روستای دهنه اجاق  ه از دو ناحیه کاخک گناباد و ارتفاعا ک   ( 27بوت استرپ  با    )   ES3  وR5N1 هایگونه بین  
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 های گونه ن کمترین فاصله ژنتیکی مربوط به  شهرستان اسفراین تهیه گردیده بود، مشاهده گردید. پس از آ

ES6 و BD  د.مشاهده ش 

ها  ای این گونهعلت ادغام ژنوم ریبوزومی هستهه تواند بمی مورد نظر  هایگونه نزدیکی  بیان داشت که توان می

بی اثر هیبریداسیون  باشد،ن گونهدر  از طبیعی بودن فرایند تکامل می ها  ان،  باقری و همکار)  باشد که نشان 

شود و در  وتیدی کم، اثر متفاوت جهش در رمزدهی پروتئینی کمتر نشان داده میئ. در جایگزینی نوکل(1381

.  (1381  باقری و همکاران،)  بروز نکرده است   وتیدی تحمل شده و صفات متفاوت ئوکلتکامل جایگزینی نطی  

 ر بیشتری تعیین کرد.البته با گسترش سطح نواحی توالی شده می توان میزان تنوع را با اعتبا

)زرشک زینتی( در فاصله ژنتیکی زیادی نسبت به سایر    JA  و  R5N1  یهاژنوتیپ نتایج نشان داد که  همچنین  

( و  گناباد  شده کاخک  گونه تهیه)   R5N1ای مربوط به گونه  بیشترین تنوع بین گونه  گیرند ها قرار میواریته

R9N3  گیاهی    هایگونه د یک مزیت ارزشمند در اصلاح  ه ژنتیکی زیافاصل  باشد.شهر( می  )گونه تهیه شده  آزاد

بعنوان والدین در تلاقی ها و معرفی لاین جدید (  JA  و   R5N1)   هاژنوتیپمی توان از این  بحساب می آید که  

با تقاوت    هاژنوتیپ چراکه در نسل های در حال تفکیک دامنه ی وسیع از    بر اساس اهداف مدنظر استفاده کرد.

بالا می برد و از میان تنوع ایجاد شده امکان انتخاب  خاص ایجاد می شود که قدرت انتخاب اصلاح گر را  ژنتیکی  

 برتر فراهم می شود. ی ژنوتیپ ها
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 میزان  نشان دهنده هایخوشهاعداد روی  ،. ITS2ژنوتیپ زرشک بر اساس توالی 19 ایخوشه آنالیز  – 3-4شکل 

Bootstrap   .است 

 NCBIداده  ای با استفاده از بلاست در پایگاه  آنالیز خوشه -5-4

بلاست  مورد آنالیز انلاین    NCBIزرشک در پایگاه داده    یهاژنوتیپ جفت باز    350با طول تقریبی    ITSتوالی    

داشتند.      1مطابقت درصد    90بالای    NCBIدیگر موجود در  الی  تو  93با    های مورد بررسی  . توالی قرار گرفت

بر    ایخوشه (. آنالیز به صورت تجزیه  4-4)شکل   مختلف زرشک بودند   هایگونه ربوط به  توالی م  93تمام این  

آمده است. در    5-4در شکل  ITS2یابی شده در ناحیه جفت باز توالی 350اساس بیشترین مشابهت بر اساس 

ود به  ( از دانشکده کشاورزی شاهرBerberis thunbergiهای زینتی )از گونه زرشک   JAپ  ژنوتی  5-4شکل  

  NCBIتوالی این گونه با گونه همنام در سایت    بیشترین شباهت  قرار گرفت.  هاژنوتیپصورت جداگانه از سایر  

 
1‌Identity 
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تنوع بین گونه ای  این نتایج نشان می دهد که گونه های مورد بررسی دارای (. 5- 4درصد بود )شکل  91تنها 

از  بصورت    R9N3ژنوتیپ  .  هستند نیز   مطال  یهاژنوتیپجدا  کنار  عمورد  در  از    B. augulosa  هایگونه ه 

از کشور چین و   B. weiningensisاز باغ بوتانیک رویال گاردن انگلستان،   B. minutiflorهندوستان )سه تا(، 

های ضخیم  های پرزدار و برگشاخهپ رشدی متراکم،  با تی  R9N3قرار گرفت. ژنوتیپ    B. turongensisگونه  

لبه بهبا  به شدت خاردار  قابل ملاحظهتفاوت  نیز لحاظ ظاهری    های  با سایر  های  نظر    هاژنوتیپ ای  به  دارد. 

تواند مورد توجه بیشتر گیاهشناسان باشد و باشد که می هاژنوتیپ تیپ یک گونه مجزا از سایر رسد این ژنومی

 جدید در ایران قرار گیرند.   ایجزو گونه

زرشک    هایگونه هر کدام در یک ناحیه مجزا در کنار سایر    هاژنوتیپ دو گروه از    5-4شکل    ایخوشه در تجزیه  

 R14N2و    Sh1و    ES1( به جز  ESاسفراین )  یهاژنوتیپار گرفتند. گروه اول شامل  قر   NCBIاز پایگاه داده

توالی    1600بیش از    NCBIبودند. در پایگاه داده     Berberis crataeginaگونه    از  ابود. این ژنوتیپ ها اکثر

های این  به جز داده B. crataeginaولی هیچ توالی مربوط به گونه ثبت شده است   Berberisجنس مربوط به 

نزدیک در کنار    ES2و    R14N2  یهاژنوتیپ.  پژوهش وجود نداشت  .B. amurensis  ،B  هایگونه با فاصله 

integerrima  ،B. aentensis  ،B. maderensis  ،B. orthobotrys   در گروه  ردن انگلستان  از باغ بوتانیک رویال گا

شناسی در این  ها و تحقیقات بیشتر گیاهبیشتر در نامگذاری این گونهتوجه  قرار گرفتند. این نتایج لزوم  یک  

(. در  5- 4)شکل    در این گروه قرار گرفت  هاژنوتیپ در فاصله دورتری از سایر    Es4رساند. ژنوتیپ  زمینه را می

 .Bهایگونه در کنار   R11N3و   ES1، ،Sh2-5،R12N1   ،R8N3 ،R2N1، R5N1یهاژنوتیپ گروه دوم شامل 

integerrima  ( با کدKR150186 ) (Ghorbani et al., 2017( و کد )JN228267 ) (Sodagar et al., 2012 )

نیز از باغ بوتانیک انگلستان نیز در این گروه    B. heteropodaتند. گونه  زرشک ایرانی قرار گرف   یهاژنوتیپ از  

 (. 4-5در این گروه قرار گرفت )شکل   B. integerrimaدانه در کنار گونه گرفت. ژنوتیپ بیقرار 
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 ددرص  90بالای  تطابقبا  NCBIژنوتیپ زرشک در پایگاه داده   19نتایج بلاست  - 4-4 بالا  شکل
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- 4شکل 

بر اساس بلاست   %91زرشک با میزان شباهت بالای  هایگونهر ژنوتیپ زرشک مورد بررسی در کنار سای 19تجزیه خوشه  -5

 NCBIدر پایگاه داده    ITSجفت باز ناحیه   350
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 ITSژنوتیپ زینتی مربوط به ناحیه  اختصاصی ایید توالیت  -4-6

ی یک گونه خاص زرشک، توالی ها مورد آنالیز مقایسه ای قرار گرفتند و نواحی  جهت تعیین نشانگرهای ویژه برا

های استخراج شده مورد تکثیر با    DNAسپس  تصاصی تفکیک و از انها جهت طراحی پرایمر استفاده شد.  اخ

قام متفاوت  از بقیه ار  (JAیابی، رقم زرشک زینتی )از نظر توالیو پرایمرهای ویژه قرار گرفتند.    PCRاستفاده از  

-6)شکل    کامل مشاهده نشد  تطابقها الیکه در تو چرا   است،است و بیان کننده تفاوت این رقم با سایر ارقام  

4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

از گونه   ITS2  مربوط به ناحیه KX549401.1با توالی با کد  ژاپنی()زرشک زینتی  JAتوالی ژنوتیپ تایید  - 6-4شکل 

Berberis thunbergii   اه دادهدر پایگ NCBI 
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 مورد پژوهش  یهاژنوتیپ   ITSمناطق حفاظت شده ناحیه  -7-4

  ردیفهای همی بدست آمده از توالینواحی حفاظت شدهگانه ارائه شده است.  د نتایج همردیفی چن  7-4  در شکل

نشان داد برخی نواحی اختصاصی مختص یک گونه وجود دارد که می توان در شناسایی گونه مورد نظر  شده  

ه ژنوتیپ زینتی از سایر  شد   شود ناحیه حفاظتگونه که مشاهده می(. همان7- 4)شکل    مورد بررسی قرار گیرد 

  .باشد  هاژنوتیپنوتیپ با سایر  تواند تایید دیگری بر تفاوت این ژباشد که میمتفاوت می هاژنوتیپ 
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 سازی شده ف های همردیی بدست آمده از توالینواحی حفاظت شده 7-4شکل 

 پرایمرهای اختصاصی -4-8

 B. integerrima    یهاژنوتیپ    DNAتصاصی طراحی گردید و  براساس نتایج همردیفی، سه جفت پرایمر اخ

  ، R9N3  و  R14N4    با استفاده ازPCR    و جفت پرایمرهای اختصاصی طراحی شده تکثیر شد. توالی و برخی

   ده است. ارائه ش  3-4خصوصیات این پرایمرها در جدول 
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 پ زرشک اطلاعات پرایمرهای اختصاصی طراحی شدن برای سه ژنوتی - 3-4جدول 

 رقم ('3<-'5)والیت GC% Tm طول قطعه

209 42 

57 

57 

59 

F: AGCGGAGACATTGATTGAACT 

R: CAAGAGCAAGGGGCAGGTA 

JA 

268 55 

42 
57 

57 
F: GACCCGCGAACTTGTTGA 

R: GTATCGCATTTCGCTACGTTT 

R9N3 

113 50 

30 
59 

49 
F: GACTCGCGAACTTGTGAA 

R: TTTTATCAGAGCCAAAGATA 

R14N2 

 

 نمونه ها  DNAانایی پرایمرهای اختصاصی در تکثیر وتشکیل باند تو  -4-9

با  نمونه گیاهی زرشک    DNA  19  درجداگانه  بصورت    R9N3  و  B.th, R14N2سه جفت پرایمر اختصاصی  

جهت بررسی توانایی تکثیر پرایمرهای اختصاصی محصول    فتند.مورد بررسی قرار گر   PCRدستگاه   استفاده از

توانست باند اختصاصی این ژنوتیپ      R14n2پرایمر طراحی شده برای ژنوتیپرار گرفتند. ژل آگارز ق در نهایی 

کند از  را   مجزا  های  ژنوتیپ  ژنوتیپ  .  (8- 4)شکل  سایر  برای  شده  نظر    R9N3پرایمر طرحی  مد  ناحیه  در 

(bp268  باند )ختصاصی تشکیل نداد و در ناحیه حدوداbp   350  پرایمرR9N3  بر روی ژنوتیپ هایR5N1, 

R11N3, R14N2, Sh4, Es1, Es2   پرایمر   (9-4)شکل زرشک نواحی را تکثیر کرد .B.th.    نیز باند اختصاصی

 (.  4- 10مد نظر تولید نکرد )شکل   یهاژنوتیپ در 

  به   آنها  بین  روابط   تکامل،  طی  در   نوکلئوتیدی  جایگزینی  کم  اختلاف  علته  ب  زرشک  در  که  داد  نشان  نتایج

  جابجایی،   همچون  تغییراتی  اثر  در  کروموزومی  برش   جایگاه  در  تغییر.  هستند   هیبرید   ااکثر  و  نشده  تفکیک  خوبی

  آب   شرایط   داشتن  مستلزم  مختلف،   مناطق  نوکلئوتیدی   زیاد  تغییرات  انتظار  بود،  خواهد   جهش  و   شدن  معکوس 

  مطالعه  این  در .  (1398همکاران،   حیدری وبود )  خواهد   محیطی   ی زا  تنش   عوامل  حداکثر   و   تمتفاو  هوایی   و

  خشک  و گرم  منطقه  ژنوم با تمایز در  شاهرود و اسفراین سردسیری هوایی  و آب مشابه  مناطق های  گونه ژنوم

  .شد  مشاهده آنها در نوکلئوتیدی  تفاوت و  بوده  گناباد  و قاین
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 ههای مورد مطالعبر روی ژنوتیپ  R14N2 کثیر برای پرایمرنتایج الگوی ت 8-4شکل

 ،Sh1 -8، لاین R14N2-7، لاین R12N1 -6، لاین R11N3 -5، لاین  R9N3-4، لاین  R8N3-3، لاین R5N1 – 2، لاین R2N1 -1ین )نمونه ها به ترتیب لا

 بی دانه،-18، لاین  Es5  -17، لاین  Es4  -16، لاین  Es3  -15، لاین  Es2  -14ین ، لاEs1  - 13، لاین  Sh5  -12، لاین   Sh4-11، لاین  Sh3  - 10، لاین  Sh2  -9لاین  

 ژاپنی(  زینتی-19ین لا

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 زرشک بر روی ژنوتیپ های R9N3نتایج الگوی تکثیر برای پرایمر  9-4شکل 

- 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(  زینتی- 19لاین  بی دانه،-18، لاین 



 
 

59 
 

‌

 . در ژنوتیپ های مورد مطالعه زرشک  .B.thپرایمر برای  نتایج الگوی تکثیر 10-4شکل 

، R14N2- 7، لاین  R12N1  - 6، لاین  R11N3 -5، لاین   R9N3-4، لاین  R8N3-3، لاین  R5N1  – 2، لاین  R2N1  -1نمونه ها به ترتیب لاین  )

،  Es4  -16، لاین  Es3  - 15ن  ، لای Es2  -14، لاین  Es1  -13، لاین  Sh5  -12، لاین   Sh4-11، لاین  Sh3  -10، لاین  Sh2  -9لاین   ،Sh1  -8لاین  

 ژاپنی(  زینتی-19لاین   بی دانه،-18، لاین Es5 -17لاین 

 گیرینتیجه  4-10

باشد.  استفاده از نشانگرها یک روش ارزان، آسان و رضایت بخش برای ارزیابی روابط ژنتیکی و تنوع ژنتیکی می

ITS  مورد استفاده قرار گیردگونه گیاهان  در شناسایی جنس و    تواند به عنوان یک نشانگر مولکولی مناسبمی  .

ترین فاصله ژنتیکی  کمکه نتایج نشان داد  قرار گرفت  مورد بررسیزرشک مختلف ژنوتیپ   19در این پژوهش 

که از دو ناحیه کاخک گناباد و    ( 27)بوت استرپ    ES3و  R5N1 هایگونه مورد بررسی بین   هایگونه در میان  

چنین نتایج حاکی از آن  . همان اسفراین تهیه گردیده بود، مشاهده گردید ارتفاعات روستای دهنه اجاق شهرست

  گیرند ها قرار می)زرشک زینتی( در فاصله ژنتیکی زیادی نسبت به سایر واریته  JAو    R5N1  یهاژنوتیپ بود که  

اد  )گونه تهیه شده  آزR9N3)گونه تهیه شده کاخک( و    R5N1ای مربوط به گونه  گونهبیشترین تنوع بین  
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بر روی چند    R9N3پرایمر    . برای کارهای اصلاحی زرشک معرفی می گردد  هاژنوتیپکه این     باشد شهر( می

نتایج این بررسی    ها تشکیل نداد.بر روی نمونههیچ باند     .B.thنمونه گیاهی زرشک باند تشکیل داد و پرایمر 

م وجود تنوع توانایی تفکیک گونه  الرغی  عل  DNA  از هسته ریبوزومی   ITS2 ناحیهدهد توالی یابی  نشان می

 و سایر نواحی بررسی گردد.   ITS2ناحیه بزرگتری از  بایستهای زرشک را ندارد و به نظر می رسد که می 

 پیشنهادات  4-11

در زرشک جهت تعیین دقیق عملکرد این ناحیه در تفکیک زیر گونه ها    ITSتوالی یابی کامل ناحیه   -

 پیشنهاد می شود. 

 یمرهای اختصاصی مرتبط با زیرگونه های زرشکتعیین پرا -

 .دقیق و قابل اطمینان استفاده شودرای شناسایی ب تعداد بیشتری نشانگردر تحقیقات بعدی  -

 د. قرار گیر بررسی  مورد نیز  ولوژیکی در زرشکفصفات مور شود در مطالعات بعدیپیشنهاد می -

 استفاده گردد. ر زرشک بیشت یهاژنوتیپ از های بعدی شود در پژوهشپیشنهاد می -
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   تهران.  ،انتشارات دانشگاه تهران،3ویرایش   (.گیاهان دارویی.1369زرگری، ع. ) 
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(Crocus sativus)  با استفاده از نشانگر مولکولیITS .38-29: 2.  نشریه زراعت و فناوری زعفران . 
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Abstract 

In different parts of Iran, Barberry is used for food and medicine. Seedless Barberry, as an economic 

crop has a major role in the agricultural economy of the southern region of Khorasan. In recent years, 

the use of ITS sequences of rDNA has been increased to identify plant species as DNA barcoding. In 

the present study, the main objective is evaluation efficiency of ITS sequence for DNA barcoding of 19 

collected barberry genotypes where they were collected from a barberry collection in Mashhad Food 

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

DNA samples were amplified by ITS2 primers and then DNA fragment separated from agarose gel and 

send to SinaClon Co for sequencing. The phylogenetic analysis of barberry genotypes was performed 

using MEGA X software by the UPGMA method on the base of ITS DNA sequencing. ITS sequences 

were registered in the NCBI database and the identity of sequences 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. In the cluster analysis, Japanese barberry (JA) was placed 

in a separate branch from 18 Iranian barberry genotypes. In Blast analysis, 93 DNA sequences of 

different species of Berberis had more than 90% identity with the ITS sequences of 19 Iranian barberry 

genotypes in the NCBI database. The most similarity between the ITS2 sequences of ornamental 

barberry with similar species (B. thumbergii) on the NCBI site was only 91%. In cluster analysis based 

on sequence on the NCBI site, the R9N3 genotype was separated from the studied barberry genotypes 

and the other genotypes were divided into two groups. The first group included Esfarayen (ES) 

genotypes, expect ES1, and Sh1, and R14N2 that most of these genotypes were belong to Berberis 

crataegina. The second group, including ES1, Sh2-5, R12N1, R8N3, R2N1, R5N1, and R11N3 

genotypes, along with other NCBI database genotypes, were classified as B. integerrima. The seedless 

barberry genotype was also placed in the B. integerrima species class. Due to the high similarity of the 

DNA sequences, only three pairs of primers were designated for R14N2, R9N3, and B.th genotypes. 

The DNA of 19 barberry genotypes was amplified by three specific primers. The R14N2 primer was 

specifically 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 
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