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Extended Abstract 
1-Introduction: Medicinal plants are valuable resources that have been considered by developing and developed 
countries considered as raw materials to become safe drugs for humans. Satureja belonging to the Lamiaceae 
family. This genus has more than 91 species with a wide distribution in the Mediterranean region. There are more 
than 8 species of this genus in Iran. Genetic identification and registration of different plant cultivars is one of the 
important stages of protecting genetic resources, which will be a difficult task for most plants in the early stages 
due to morphological characteristics. DNA barcoding is an emerging technology for fast and accurate species 
identification, and it is a molecular-based identification system that has recently been widely used, and its purpose 
is to identify biological samples and assign them to a specific species. Molecular DNA barcoding method is a 
reliable tool for identifying medicinal plants at the genus and species level. In this technique, a small part of the 
plant genome is sequenced and used to identify and determine the relationship between different species of a genus. 
2-Materials and Methods: In the present study, the seeds of different species of savory plants including (S. 
horentiss, S. bakhtiari, S. biossier, S. mutica, S. bakhtiari) were prepared from different regions of Ilam province 
and the National Center of Genetic and Biological Resources of Iran were investigated using DNA barcoding. 
Seed cultivation was done in April 2016 in the greenhouse of Ilam University. The seeds of the used species were 
grown in small pots. After the seeds germinated, when the seedlings grew to the stage of two to three leaves, the 
young leaves were sampled for DNA extraction. Genomic DNA was extracted by Doyle et al.'s method in the 
biotechnology laboratory of Ilam University in 1397. Quality and quantity of genomic DNA was checked using 
agarose gel 1/2% and nanodrop device respectively.  PCR was performed using specific primers for matK, rbcL 
and ITS genes. Among the studied genes only matK gene was amplified in all samples.  After purification of PCR 
products, their product were sequenced. In order analysis of data, first, the sequence Blast in NCBI database using 
nucleotide Blast. Alignment of sequence was done using Clustalw method by BioEdite Sequence Alignment Editor 
Software. Indeed, Phylogenetic tree created using MEGA-X software.  
3-Results and Discussion:  PCR amplification show that the only matK gene well amplified in all samples, while 
the other genes were not amplified.  Also, the quality of the graphs shows the high quality of the sequence of the 
amplified fragment of the PCR product and the purity of the examined samples.  Nucleotide BLAST in NCBI 
show that our results have high similarity with related spices in NCBI (more than 96%). The results of the analysis 
of content of nucleotides in the studied samples in comparison with the sample in NCBI show that according to 
the changes observed in the length of the fragment amplified on the agarose gel, but there were no significant 
changes in the molecular percentage of nucleotides in the studied samples. Cluster analysis based on UPGMA 
method of matK gene showed that the samples of S. biossier and S. bakhtiarica of Ilam and Gilan along with the 
sample of S. hortensis Birjand and Yazd were in the same group and samples of s. bakhtiari Yazd and s. Khorasan 
mutica were in the second group. 
4-Conclusion: The results of PCR amplification show that matK gene has been amplified in all samples that it can 
be very well way for investigating and determining of phylogenetic relationship of different savory species. The 
results of matK gene sequence as one of the candidate genes in plant DNA barcodes showed that the studied 
samples and ecotypes along with samples extracted from NCBI were classified into three groups. The results of 
this study showed that it is possible to use the matK gene as a part of the barcode system to identify savory species. 
However, due to the lack of information about the barcode library for the matK gene in the Satureja genus, it is 
not possible to make a definite conclusion about the species. The matK gene has two advantages, including the 
efficient yield of quality sequences and a high level of species discrimination.  In general, re-sequencing of matK 
gene can be separated different samples from each other based on geographical origin.   
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علوم  .DNAگ های مختلف مرزه با استفاده از بارکدینها و گونه(. شناسایی اکوتیپ1041فاضلی, آ. ) . وپیری, ط استناد:
  .28-69(، 1)11، هاسبزی

 حق چاپ:
بر اساس قوانین انتشارات با دسترسی حق چاپ برای نویسنده )گان( این مقاله محفوظ است. 

صورت آزاد در وب سایت مجله برای عموم بدون آزاد، تمام مطالعات چاپ شده در این مجله به

 .استدسترس پرداخت هزینه قابل
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  چکیده
قرار گرفته و  توجه مورد پیشرفته کشورهای در حال توسعه و که در هستند دارویی منابع ارزشمندی-برخی از گیاهان دو منظوره سبزی

 قابل ابزار مولکولی بارکدینگ . روششوندبرای انسان تلقی می خطربی هایدارو به تبدیل اولیه جهت خوری یا موادسبزی تازه عنوان به

 شناسایی برای و شده یابیتوالی ژنوم گیاه از کوچکی بخش تکنیك این است. در گونه و جنس سطح در گیاهان شناسایی برای اعتمادی

 ,S. horentiss, S. bakhtiariاکوتیپ  از گیاه مرزه ) 6شود. در پژوهش حاضر  می استفاده جنس یك های مختلفگونه بین ارتباط تعیین و

S. biossier, S. mutica, S. bakhtiari با استفاده از بارکدینگ )DNA  .بررسی شدDNA  در آزمایشگاه بیوتکنولوژی  1966ژنومی در سال

سازی انجام شد. پس از خالص ITSو  matK ،rbcLهای های اختصاصی برای ژنبا استفاده از آغازگر PCRدانشگاه ایلام استخراج گردید و 

کیفیت مناسبی جهت تفکیك نمونه را نشان داد. همچنین نتایج  matKهای مورد بررسی فقط ژن مشخص شد که از ژن PCRمحصولات 

وجود  NCBIهای پایگاه های بدست آمده و توالیدرصد( بین توالی 66جستجوی نوکلئوتیدی نشان داد که شباهت بسیار بالایی )بیش از 

 .Sایلام و گیلان به همراه نمونه  S. bakhtiaricaو  S. biossierهای نشان داد که نمونه matKژن  UPGMAای با روش دارد. تجزیه خوشه

hortensis های بیرجند و یزد در یك گروه قرار گرفتند و نمونهS. bakhtiari  و  زدیS. mutica   خراسان در گروه دوم قرار گرفتند. نتایج

 ها را از لحاظ منشاء جغرافیایی از همدیگر تفکیك نماید. توان نمونهمی matKیابی  ژن ازتوالیبا استفاده  کلی این تحقیق نشان می دهد که

 

  .یابیبارکدینگ، توالی DNAدارویی،  -مرزه، گیاه سبزی های کلیدی:واژه
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 مقدمه

جدید  محصولات کشف برای عظیم منبع یک گیاهان

 Vanisree etباشند )می غذایی و دارویی ارزش دارای

al., 2004.) اهسبزی ترینمطبوع از یکی عنوان به مرزه 

عنوان سبزی،  به آن از که هاستمدت و شده معرفی

 کشورها از بسیاری در. شودمی استفاده ادویه چاشنی و

مهم  گیاهان از یکی عنوان به مرزه از انگلیس، جمله از

(. مرزه Omidbaigi., 2000شود )می استفاده ایادویه

های زراعی وسیعی بومی جنوب اروپاست و امروزه زمین

اسپانیا، آمریکا های یوگسلاوی، فرانسه، در کشور

یابد )کالیفرنیا( و مجارستان به کشت مرزه اختصاص می

(Omidbaigi, 2000.) 

 خانواده هایجنس از ( یکیSatureja) مرزه جنس

 خانواده به زیر ( متعلقLamiaceae) نعناع

Nepetoideae قبیله و Mentheae باشد. اینمی 

 گسترده در پراکنش با گونه 61 از بیش دارای جنس

 گونه 2از  بیش جنس این از باشد.می ایمدیترانه طقهمن

 مختلف هایوجود دارد. گونه ایران انحصاری در و بومی

 استفاده ادویه، چاشنی و عنوان، سبزی،به مرزه جنس

 هاگونه این متعدد ارزش غذایی و اثرات دارویی شوند.می

 انساس میکروبیاکسیدانی و آنتیآنتی اثرات به ویژه

 شده تأیید و مختلف بررسی مطالعات در مرزه عصاره

 جنس های این(. گونهEsmaeili et al., 2016) است

 شمال شمال، مناطق های کوهستانیدامنه در بیشتر

 ایران جنوب غربی و مرکزی شرقی، شمال غربی،

های دامنه یا و آهکی هایصخره روی و داشته پراکندگی

 در ایران بر علاوه هاگونه سایر و رویندمی سنگلاخی

 نیز عراق و قفقاز ماورای قفقاز، ترکیه، ترکمنستان،

 اعضای (. بسیاری ازSefidkon et al., 2005رویند )می

 هایویژگی که هستند ایمنظوره چند گیاه جنس مرزه

 درمان برای سنتی، پزشکی در داشته و و پزشکی معطر

 تهوع، عضلانی، دردهای قولنج، مثل های مزمن،بیماری

استفاده  عفونی هایبیماری و هاضمه اسهال سوء

 (.Gulluce et al., 2003اند )شدهمی

 هایشناسه عنوان به "ینگبارکد DNA " اصطلاح

 )8442( گلف دانشگاه از هبرت پل توسط ابتدا تاکسون

 پریم 5انتهای  که کرد پیشنهاد شد. او پیشنهاد

 برای میتوکندری ژنوم از( CO1) 1 اکسیداز سیتوکروم

 مناسب حیوانات شناسایی برای DNA بارکدهای تولید

 DNA(. Hebert et al., 2003, 2004) باشدمی

 یشناسای برای ظهور حال در تکنولوژی یک بارکدینگ

 بتنیم شناسایی سیستم بوده و یک گونه دقیق و سریع

 فادهاست مورد گسترده طور به اخیراً که است مولکولی بر

 بیولوژیکی هاینمونه شناسایی آن هدف و گیردمی قرار

 هایداده .است خاص گونه یک به هاآن دادن اختصاص و

DNA گوناگون هایروش به است بارکدینگ ممکن 

 طریق زا. شود تفسیر بررسی مورد تاکسون نوع به بسته

 ولکولیم نشانگر( چندین یا) یک در تنوع تحلیل و تجزیه

دارد.  وجود زیستی موجودات جداسازی امکان استاندارد

 بین ژنتیکی تنوع که است استوار فرض این بر روش این

 Casiraghiاست ) هاگونه درون تنوع در از بیش هاگونه

et al., 2010). مفید بارکد یک DNA تغییرات به نیاز 

 در ردکارب سهولت و هاگونه بین تمایز برای کافی توالی

 Kress andدارد ) هاتاکسون از وسیعی طیف

Erickson 2007). های گیاهی اساساً درون سلول

DNA  در سه جایگاه هسته، میتوکندری و کلروپلاست

ن سه ژنوم های گذشته ساختار ایوجود دارد که در دهه

 DNAعنوان هدفی برای های یوکاریوتی بهسلول

بارکدینگ با جزئیات بیشتری مورد بررسی قرار گرفته 

های مختلفی بسته به هدف و نشانگراست، از اینر

رند گیهای سیستماتیکی مورد استفاده قرار میمطالعه

ا هکلروپلاستی از پرکاربردترین آن DNAو  ITSکه 

 (. Caceres et al., 2000شود )محسوب می

-trnHو  matKهای ژنی کلروپلاست شامل مکان

psbA توسعه برای امیدوارکننده هاییگزینه DNA 

 شناسایی برای matKهای ژنی مکان .است بارکدینگ

 قرار استفاده مورد گونه سطوح و هاجنس ها،خانواده در

های ژنی متغیر از ژنوم کلروپلاست مکان .گیردمی

 .بارکدینگ هستند DNAتوسعه  برای بالقوه نشانگرهای

 مژنو در های ژنیاست متغیرترین مکان لازم بنابراین

دیک مرتبط نز گیاهی هایگونه توانندمیکه  کلروپلاست

 که هاژن این .شوند تعیین دهند، تشخیص را به هم
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 هایمطالعه برای است، بالا هاآن تکاملی تنوع و سرعت

 در .شودمی داده ترجیح DNA بارکدینگ و فیلوژنتیک

 الفع جهشی ها از لحاظناحیه از برخی کلروپلاست، ژنوم

 مشکلاتی را در و (Dong et al., 2012هستند )

 الیتو همگرایی و نوترکیب علت به فیلوژنی بازسازی

 (.Muller et al., 2006کند )می ایجاد

 در بالا، تکاملی سرعت داشتن علت به matK ژن

در  حتی و خانواده و گونه سطوح در تکاملی حل روابط

 ,.Mohr et alاست ) کارآمد فیلوژنی بالاتر سطوح

1993; Sanders et al., 2003 1544(. این ژن حدود 

قرار داشته و  trnKجفت باز طول دارد که در اینترون 

 کند( را کد میMaturase protein) یماچورازپروتئین 

د. ها دخالت دارکه این پروتئین در ویرایش گروه اینترون

یعنی سرعت جایگزینی  matKویژگی منحصر به فرد 

ه های گیاهی بونهبالای آن باعث شده که در شناسایی گ

در نظر گرفته شود. این ژن به  DNAعنوان بارکد 

برای  DNAهای تنهایی یا همراه با سایر توالی

(. Jing et al., 2011شود )بارکدینگ استفاده می

Asadi ( به منظور شناسایی هشت 8415و همکاران )

آوری شده از استان اردبیل از گیاه دارویی جمع

و  rbcL ،rnH-psbA ،matKی های کلروپلاستبارکد

ها نشان استفاده کردند. نتایج آن ITSای بارکد هسته

 NCBIداده  پایگاه در موجود هاینمونه با هاداد توالی

بیان با فقط شیرین ITSهمردیف شدند. در بارکد 

به دلیل  rbcLجنس خود قرار گرفت. بارکد گیاهان هم

پایین و جامعیت در اکثر  SNPقدرت تفکیک بالا، تعداد 

 ها بیانها، به عنوان بهترین بارکد معرفی شد. آنگونه

ین یابی پایبه دلیل قدرت تکثیر و توالی matKکردند 

شود. در های مورد بررسی توصیه نمیبرای نمونه

پژوهشی دیگر برای تأیید و شناسایی مواد گیاهی و 

ر ها دهمچنین اطمینان از عدم خطرناک بودن آن

بالقوه  DNAبه عنوان یک بارکد  ITS2داروها، از مکان 

 گونه 8021 از نمونه 0225برای شناسایی هویت 

 از و معمول گیاه 91 از هانمونه این شد که استفاده

 اساس بر. شد استفاده هاآن با مرتبط و نزدیک هایگونه

 DNA بارکدینگ توانایی ژنتیکی، انحراف میزان ارزیابی

 ITS2 که داد پژوهش نشان نتایج ها،نهگو در تشخیص

 رایب .است گیاهان تشخیص برای قدرتمند نشانگر یک

به طور کامل  ITS2 گیاه، 91 شامل داده مجموعه اولین

 برای. کرد شناسایی درست را هاآن درصد از144

 گونه 8228 و گیاه 51 حاوی دوم هایداده مجموعه

 صحیح طور به توانست ITS2 ها،آن مرتبط نزدیک به

 برای .کند متمایز خود نزدیک هایگونه از را گیاه 02

گیاه  111 و گیاه 20 شامل سوم هایداده مجموعه

از  را گیاهان تمام موفقیت با توانست ITS2 ناخالص،

  .(Pang et al., 2013دهد ) تشخیص هاآن هایناخالص

Zuo ( در پژوهشی 8411و همکاران )مکان  11

 ردقیق و مؤث سیستم یک ایجاد منظوربه  را DNAبارکد 

ایج نت. کردند استفاده جینسنگ نمونه 65شناسایی  برای

 مناطق عملکرد در توجهی قابل هایتفاوت نشان داد

 به atpH-atpf وجود دارد. توالی پتانسیلی بارکدینگ

 ،rbcL هایمحدوده. ساختار خاص آن ناموفق بود علت

rpoB و rpoC1 تا چهار تنها وتغییر  غیرقابل اغلب 

-psbA از ترکیبی همچنین .بودند متغیر مکان هشت

trnH و ITS در گونه هایخوشه تمام شناسایی برای 

 9944( 8414) همکاران و Chen .است کافی جنس این

 جنس 752 از گونه 0244 به متعلق گیاه دارویی نمونه

 ،psbA-trnH ژنوم مناطق از استفاده با را متمایز

matK، rbcL، rpoC1، ycF5، ITS و ITS2 مورد 

 که داد نشان هاهای آنداده .دادند قرار تحلیل و تجزیه

 DNAاز  (ITS2) داخلی شده رونویسی فضای دومین

 کاربردهای برای منطقه ترینمناسب ای،هسته ریبوزوم

 ITS2 با موفق شناسایی درصد. است DNA بارکدینگ

بیان کردند ها آن .بود درصد 7/68 هاگونه سطح در

 یک عنوان به بالقوه طور به تواندمی ITS2 منطقه

DNA و دارویی گیاهان شناسایی برای بارکد استاندارد 

 مورد استفاده قرار گیرد. همچنین هاآن نزدیک هایگونه

 بارکد یک عنوانبه بتواند ITS2 که کردند پیشنهاد

 از ایگسترده محدوده شناسایی برای جهانی جدید

 همکاران و Theodoridis .باشد ی گیاهیبندرده

 که از را Lamiaceae خانواده دارویی ( گیاهان8418)

 (ترکیه) مجاور جزیره شبه و( یونان) چیوس جزیره
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 ،matK بارکد سه هر از استفاده با آوری شده بودجمع

rbcL، psbA-trnH منطقه تک صورت به را هاکه آن 

 قرار آزمایش موردای منطقه چند بارکد عنوان به یا

 به psbA-trnH و matK که دادند نشان هاآندادند. 

 برای. هستند مفید منطقه چندین از ترکیبی عنوان

 تواندمی psbA-trnH و Labiatae ،matKهای گونه

 رارق استفاده مورد منطقه تک بارکدینگ های عنوان به

و  psbA-trnHای مثل های تک منطقهناحیه .گیرد

matK های برای آنالیز گونهLabiatae   .مفید بودند

Showalter و Schori (8411) هایمکان rbcL، 

matK، psbA-trnH دارویی گیاهان از گونه 10 از را 

 که دریافتند و دادند قرار تحلیل و تجزیه مورد پاکستان

 به کمک برای یک مکان ژنی گیاه، شناسایی به بسته

و همکاران  Gaoشود. می داده ترجیح هاگونه شناسایی

را با  Fabaceaeنمونه گیاه از خانواده  110( 8414)

را مورد بررسی قرار دادند.  ITS2استفاده از منطقه بارکد 

 از بیش توانست خوبی به ITS2ها نشان داد نتایج آن

را به  هاجنس از رصدد 144 و هاگونه از درصد 24

 گونه 1189 از توالی 1547 درستی متمایز کند برای

ها بیان آن .داد تمایز درستی به جنس 169 به متعلق

 و کارآمد نشانگر عنوان تواند بهیم ITS2کردند که 

 تلفمخ هایگونه تشخیص برای بالقوه بارکد و قدرتمند

  .شود استفاده Fabaceae در

از  کیی گیاهی مختلف ارقام ثبت و ژنتیکی شناسایی

 منابع ژنتیکی از صحیح برداریبهره و حفاظت مهم ارکان

در مراحل اولیه  گیاهان در اکثر امر این که آیدمی بشمار

 خواهد کاری سخت مورفولوژیکی خصوصیات روی از

 گیاهشناسی متفاوت هاینام وجود موارد برخی و در بود

 و گاهی جهان مختلف نواحی در گیاه یک مورد در

باشد میساز امری مشکل هاگونه بین ظاهری شباهت

(Chen et al., 2010 .) منابع ژنتیکی به خصوص

های اخیر به دلیل تغییرات های دارویی، در سالگونه

های غیرمسئولانه در معرض خطر برداریاقلیمی و بهره

فرسایش و نابودی هستند و لازم است در خصوص 

های ریزیبرنامه هاآوری و حفاظت آنشناسایی و جمع

در مطالعه  .(Hatari et al., 2013) لازم صورت گیرد

ای های ژنی هستهحاضر سعی شده تا با استفاده از ناحیه

های مختلف مرزه به ها و اکوتیپو کلروپلاستی گونه

بارکدینگ شناسایی شوند و گامی مؤثر در  DNA روش

جهت ثبت تنوع موجود در این گیاه مهم و اقتصادی 

 برداشته شود. 

 

 مواد گیاهی

از  زههای مختلف گیاه مرپژوهش بذور گونهدر این 

مناطق مختلف استان ایلام و  مرکز ملی ذخایر ژنتیکی 

 ها در جدولآنو زیستی ایران تهیه شدند  که مشخصات 

 (.1زیر ذکر شده است )جدول 

 

نمونه های مرزه مورد استفاده در تحقیق-1جدول   

Table 1- Samples of savory used in the research 

 محل جمع آوری
Place of collection 

 نام فارسی 
Persian name 

 نام علمی
Scientific name 

 Satureja bakhtiari مرزه بختیاری  Yazd -یزد

تابستانه مرزه  Birjand -بیرجند  Satureja horentiss 

تابستانه مرزه  Yazd -یزد  Satureja horentiss 

بختیاری مرزه  Ilam -ایلام )ایوان(  Satureja bakhtiari 

 Satureja biossier مرزه  Guilan -گیلان

جنگلی مرزه  Khorasan -خراسان  Satureja mutica 

 Satureja bakhtiari مرزه بختیاری  Ilam- ایلام )کبیرکوه(

 Satureja bakhtiari مرزه بختیاری  Ilam -ایلام )ملکشاهی(



 

 DNA 22گ های مختلف مرزه با استفاده از بارکدینها و گونهشناسایی اکوتیپ

 

 

 شرایط کشت

در گلخانه  1269کشت بذور در فروردین ماه سال 

های مورد استفاده در دانشگاه ایلام انجام شد. بذور گونه

نسبت مساوی از   های کوچک پلاستیکی که باگلدان

خاک مخصوص حاوی )شن، خاک، کود برگ( پر شده 

های زنی بذور، مراقبتبودند، کشت گردید. بعد از جوانه

ها به عمل آمد. وقتی لازم در دوره داشت گیاهچه

ای هها به مرحله دو تا سه برگی رسیدند، از برگگیاهچه

برای انجام آزمایشات  برداری صورت گرفت وجوان نمونه

 گراد منتقل شدند.درجه سانتی -24بعدی به فریزر 
 

 ژنومی   DNAمراحل استخراج

های فریز شده صورت ژنومی از برگ DNAاستخراج 

برای تعیین (. Doyle & Doyle., 1990) گرفت

درصد استفاده شد. 2/4از ژل آگاروز  DNAکیفیت 

ژنومی از پرایمرهای اختصاصی بر DNA ریتکثجهت 

( 8( )جدول8415و همکاران ) Asadiاساس پژوهش 

 استفاده گردید. 

 

آغازگرهای اختصاصی در پژوهش  -8جدول   
Table 2 – Specific primers in the research    

 دمای اتصال

Temperature 
annealing  

 (bp)اندازه 

Size (bp) 

(5-2توالی )  

Sequence 5-3 
گرآغاز  

primer 

04 250 GTTCTAGCACAAGAAAGTCG 

TAATTTACGATCAATTCATTC 

matK 

 
94-54  - ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC 

GTAAAATCAAGTCCACCRCG 

Rbcl 

 
95-94  - ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG 

GTTGCCGAGAGTCG 

ITS1 

 
 

 

استفاده از ( با PCRای پلیمراز )واکنش زنجیره

 Mastercyclerمدل  دستگاه ترموسایکلر اپندورف

nexus  میکرولیتر و برنامه  85آمریکا در حجم نهایی

سانتیگراد به درجه 60دمایی واسرشت اولیه در دمای 

سازی چرخه شامل واسرشت 25دقیقه، در ادامه  0مدت 

ثانیه،  24سانتیگراد به مدت درجه 60ثانویه در دمای 

سانتیگراد )برای هر درجه 65-40دمای اتصال در 

سانتیگراد درجه 78ثانیه و تکثیر در دمای  24آغازگر( 

 78به مدت یک دقیقه و تکثیر نهایی در دمای 

 دقیقه انجام گرفت.  5سانتیگراد به مدت درجه

درصد برای تعیین کمیت و کیفیت 8/1از ژل آگارز 

به دست  PCRاستفاده شد. محصول  PCRمحصول 

یابی تک رشته پیشرو سازی و توالیآمده برای خالص

 به شرکت سینا کلون ارسال گردید. matK توسط ژن

 

 های بیوانفورماتیکیآنالیز

های موجود های به دست آمده با نمونهابتدا صحت توالی

انجام گرفت،  BLASTبا استفاده از گزینه  NCBIدر 

های ها با توالیمیزان تشابه و همولوژی توالی سپس

فناوری آمریکا موجود در بانک اطلاعاتی مرکز زیست

(NCBIبررسی گردید. جهت همردیف )ها سازی نمونه

استفاده شد. همچنین جهت ترسیم  BioEditافزار از نرم

اسایی ها، شندرخت فیلوژنیتیکی و شناسایی هاپلوتایپ

 CLC Sequencerافزارهاینواحی حفاظت شده از نرم

Viewer6 ،Geneious ،MEGA5.2  .استفاده گردید

ترسیم درخت فیلوژنیتکی به  MEGA5.2افزار در نرم

بار  1444و  Neighbor Joiningروش 

Bootstarpping  .انجام گرفت 
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 و بحث نتایج

ژنومی براساس روش دویل و  DNAنتایج استخراج 

استخراج  DNAدهد که ( نشان می1664همکاران )

باشد شده بدون خردشدگی و با کیفیت بسیار بالایی می

در آنالیزهای بعدی جهت انجام  DNAتوان از این که می

PCR یابی استفاده نمود. و توالی 

 

های مورد بررسی با در نمونه matKتکثیر ژن 

 استفاده از آغازگر اختصاصی

های مورد بررسی، در نمونه matKبرای تکثیر ژن 

با آغازگر اختصاصی انجام  PCRای نش زنجیرهواک

درصد انتقال  8/1 روی ژل آگارز PCRگرفت و محصول 

های در نمونه matKیافتند. نتایج حاصل از تکثیر ژن 

ها ی نمونهدهد که این ژن در همهمورد بررسی نشان می

 (. 1تکثیر شده است )شکل 

 
7 6 5 4 3 2 1 M 

 
: نمونه بیرجند )مرزه 8: نمونه یزد )مرزه بختیاری(، 1سایز مارکر، : Mهای مورد بررسی )در نمونه matKژن  تکثیر نتایج -1شکل 

: نمونه ایلام 6 و : نمونه خراسان )مرزه جنگلی(6: نمونه گیلان، 8: نمونه ایلام )مرزه بختیاری(، 0نمونه یزد )مرزه تابستانه(،  9تابستانه(، :

 .کبیرکوه(( -)مرزه بختیاری
Figure 2- Results of matK gene amplification in the studied samples (M: marker size, 1: Yazd sample (S. bakhtiari), 2: 

Birjand sample (S. horentiss), 3: Yazd sample (S. horentiss), 4: Ilam sample (S. bakhtiari), 5: Guilan sample (S 

biossier), 6: Khorasan sample (S mutica) and 7: Ilam sample (Kabirkoh- S. bakhtiari)). 

 

 یابینتایج حاصل از توالی

 PCR، محصول matKو تکثیر ژن  PCRبعد از انجام 

های یابی شد. بررسی مقدماتی توالیسازی و توالیخالص

های به دست آمده از به دست آمده نشان داد که توالی

تشابه بسیار بالایی با ژن  PCRقطعات تکثیر شده 

matK  سایر گیاهان درNCBI تواند دارد، لذا این می

تا سایر  های به دست آمده را تأیید نمایدصحت توالی

صورت  هاانفورماتیکی بر اساس همین توالیآنالیزهای بیو

ی کیفیت بالای توال ها نشان دهندهگیرد. کیفیت گراف

و خالص بودن  PCRقطعه تکثیر شده محصول 

 باشد. های مورد بررسی مینمونه
 

 نتایج مقایسات بیوانفورماتیکی

 نمونه بیرجند matKنتایج جستجوی توالی ژن 

به دست آمده ابتدا با  هایها، توالیجهت آنالیز داده

 BioEdit Sequence Alignment افزاراستفاده از نرم

Editor ه روش بClsutalW و  سازی شدندهمردیف

جهت  FASTAهای مرتب شده به فرمت سپس توالی

آنالیزهای بعدی ذخیره شدند. این مقایسه صرفاً برای 

و  matKای در سطح ژن گونهنشان دادن تنوع بین

است. برای این  NCBIبا نمونه موجود در مقایسه آن 

برای هر نمونه به روش بلاست  matKکار توالی ژن 

انجام گرفت.  NCBIنوکلئوتیدی در پایگاه اطلاعاتی 

 685در نمونه بیرجند  matKطول قطعه تکثیرشده ژن 

جفت باز بود که مقایسات بیوانفورماتیکی در پایگاه 

نشان داد که این توالی همولوژی بسیار  NCBIاطلاعاتی 

های زیر دارد که بر اساس نمره کل نمونهبالایی با 

محاسبه شده از لحاظ درصد تشابه، همپوشانی به ترتیب 

   ( ذکر شده است.2در جدول )
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 NCBIه های موجود در پایگابیرجند با نمونه درصد تشابه نمونه -9جدول 

Table 3- Similarity of Birjand sample with the samples in NCBI database 

 کد دسترسی

Accession number 
 درصد تشابه

Similarity  
E-value 
E-value  

 نام علمی
Scientific name 

KX954592.1 99 0 Satueja horvatiisat 

JN896125.1 98 0 Mentha pulegium 
MF350242.1 98 0 Satureja motana 
MG772529.1 96 0 Salvia officinalis 
GU381662.1 99 0 Killickia pilosa 

MF350270.1 97 0 Lycopus virginicus 
GU381697.1 98 0 Clinopodium atlantiicum 

 

های حاصل از جستجوی سازی توالینتایج همردیف

 matKژن 

های بدست آمده به روش برای این منظور توالی

ClustalW از حاصل سازی شدند. نتایجفیهمرد 

 هاینمونه بین که دهدمی نشان هاسازی نمونههمردیف

 نوکلئوتیدی تشابه بیرجند نمونه و NCBI در موجود

 هاییبخش در فقط بطوریکه دارد وجود بالایی بسیار

 نای دهدیم نشان که دارد وجود نوکلئوتیدی تک تنوع

 مختلف هایگونه بین در بررسی مورد هاینمونه در ژن

 ود به نسبت حالیکه در. باشدمی شده حفاظت بسیار

 Mentha Canadensisو Satureja horvatii نمونه

 تنوع شده گرفته NCBI از هاآن matK ژن توالی که

علاوه بر این همانطور که  .دهندمی نشان را زیادی بسیار

( نشان داده شده است هفت توالی حاصل از 8در شکل )

های مورد مطالعه تشابه بسیار بالایی با یکدیگر نمونه

موجود در  هایهها با نموندارند درحالیکه همین نمونه

NCBI  دهند. یمتنوع بسیار بالایی را نشان 

 

 
 ClustalWسازی با روش همردیف -8شکل 

Figure 2- Alignment using ClustalW method 
 

 یبررس مورد یهانمونه یدینوکلئوت ساختار

های نتایج آنالیز تعداد و درصد نوکلئوتیدی در نمونه

 NCBIمورد بررسی در مقایسه با نمونه موجود در 

دهد که با توجه به تغییراتی که در ( نشان می0)جدول 

طول قطعه تکثیر شده روی ژل آگارز مشاهده شد، اما 

تغییرات چندانی در درصد مولکولی نوکلئوتیدها در 

های مورد مطالعه مشاهده نشد بطوریکه بیشترین نمونه

 28/29در نمونه بیرجند ) Aدرصد مولکولی نوکلئوتید 

درصورتیکه کمترین مقدار در نمونه  ( مشاهده شددرصد

NCBI (20/82 مشاهده شد. همچنین بیشترین درصد )

 ( در نمونه T( مولکولی تیمین )78/29درصد )

Mentha Canadensis وجود در مNCBI  مشاهده شد

( در نمونه 51/86در حالی که کمترین مقدار )

Satureja hortensis Birjand  مشاهده شد. بیشترین

( و 82/81( به ترتیب )Gو کمترین مقدار گوانین )

و   Satureja mutica Khorasan( در نمونه  12/19)

Menthe Canadensis  مشاهده شد. مقدار سیتوزین

(Cنسبت به بقیه نوکلئوتیدها در همه نمونه )تر ها کم

 ( در نمونهCبود، علاوه بر این، کمترین مقدار سیتوزین )

Satureja biossier Guilan (56/15 مشاهده شد )

( در نمونه 22/12درحالیکه بیشترین مقدار سیتوزین )

Satureja bakhtiari Yazd  .مشاهده شد 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KX954592.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=1YF6ZJ9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/JN896125.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=21&RID=1YF6ZJ9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF350242.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=28&RID=1YF6ZJ9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG772529.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=1YF6ZJ9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU381662.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=95&RID=1YF6ZJ9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF350270.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=76&RID=1YF6ZJ9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/GU381697.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=97&RID=1YF6ZJ9M014
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 های مورد بررسیهای نمونهتعداد و درصد مولکولی نوکلئوتید -0جدول 

Table 4- Number and molecular percentage of nucleotide in the samples 

 

 هامحاسبه ماتریس فاصله بین توالی

کی های ژنتیکی متروش یافتن ماتریس فاصله در تحلیل

شد. باها میگیری فاصله ژنتیکی بین توالیبر اندازه

های مورد بررسی و دو ماتریس فاصله بین توالی نمونه

( آمده است 5در جدول ) NCBIنمونه حاصل از پایگاه 

ها را مشخص ی هر جفت از توالیکه این جدول فاصله

اده از این اطلاعات درخت فیلوژنتیکی کند. با استفمی

هایی که شباهت بسیار شود که در آن توالیساخته می

های مشترک قرار زیادی به همدیگر دارند تحت ریشه

ها ها نیز نمایانگر فاصله بین توالیگیرند و طول شاخهمی

(. در Mount., 2004; Felsenstein., 2004است )

ه شود کها مشاهده میهای اکوتیپماتریس فاصله توالی

است. در این  MegAlignافزار های نرمیکی از خروجی

ماتریس برای هرجفت توالی اکوتیپ، اعداد بالای قطر 

دهنده میزان شباهت یا همسانی و اعداد زیر قطر نشان

 (.5دهنده میزان تفاوت یا تنوع است )جدولنشان
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Table 5-- Distance Matrix between Sequences 

 

های مورد بررسی از تعیین میزان شباهت نمونه

 matKنظر ژن 

هدا نمودار فیلوژنتیکی سددددازی توالیبعدد از همردیف

نه فاده از روش نمو با اسدددت تایج  NJها  فت. ن جام گر ان

یه فیلوژنتیکی در سدددطح  نه DNAتجز های برای نمو

( نشان 2)شکل  matKمورد مطالعه از لحاظ توالی ژن 

های مورد مطالعه به سدده گروه اصددلی دهد که نمونهمی

 .Sهای شدددوند. گروه اول شدددامل نمونهتقسدددیم می

biossier Guilan ،S. bakhtiari Ilam ،S. 

bakhtiari Ilam ،S. horentiss Birjand  وS. 

C G T A 
 اسم علمی

Latin name 

 درصد مولکولی

Molecular % 
 تعداد

Number 
 درصد مولکولی

Molecular % 
 تعداد

Number 

 درصد مولکولی

Molecular % 
 تعداد

Number 

 درصد مولکولی

Molecular % 
 تعداد

Number 

18.88 37 20.41 40 29.59 58 31.12 61 Satureja bakhtiari Yazd 

16.22 150 17.95 166 29.51 273 36.32 336 Satureja horentiss Birjand 

16.16 149 17.90 165 30.59 282 35.36 326 Satureja horentiss Yazd 

15.59 145 18.06 168 30.97 288 35.38 329 Satureja biossier Guilan 

18.79 34 21.23 38 30.28 54 29.70 53 Satureja mutica Khorasan 

15.99 145 18.52 168 29.66 269 35.83 325 Satureja bakhtiari Ilam 

15.83 143 18.52 170 29.80 274 36.06 331 Satureja bakhtiari Ilam 

17.94 153 16.88 144 36.34 310 28.84 246 Satureja horvatii NCBI 

18.08 162 16.18 145 36.72 329 29.02 260 Mentha canadensis 

هاگونه  

species 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Satureja horentiss Birjand (1)  0.009 0.019 0.2434 0.0166 0.018 0.260 0.7483 0.8095 

Satureja horentiss yazd (2) 0.062  0.013 0.226 0.012 0.013 0.2458 0.7514 0.7384 

Satureja biossier Guilan (3) 0.1603 0.104  0.241 0.005 0.0040 0.258 0.957 0.9486 

Satureja mutica Khorasan (4) 1.1519 1.084 1.1267  0.233 0.226 0.023 1.0203 1.0631 

Satureja bakhtiari Ilam (5) 0.1335 0.099 0.0245 1.1092  0.0055 0.251 0.9081 0.905 

Satureja bakhtiari Ilam (6) 0.157 0.107 0.015 1.0848 0.025  0.2458 0.963 1.010 

Satureja bakhtiari Yazd (7) 1.3301 1.260 1.304 0.081 1.2856 1.260  1.363 1.363 

Satureja horvatii NCBI (8) 3.2893 3.3560 4.182 2.9851 4.0404 4.185 3.868  0.003 
Mentha Canadensis (9) 3.5213 3.3526 4.205 3.066 4.0543 4.3839 3.868 0.0107  
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horentiss yazd که در بین آنمی  .Sها باشددددد 

biossier Guilan  وS. bakhtiari Ilam  بیشددترین

موندده  ن  .Sو  S. biossier Guilanشددددبدداهددت و 

horentiss yazd  کمترین شددباهت را دارند. گروه دوم

 S. mutica Khorasanو  S. bakhtiari Yazdشامل 

 S.horvatiiوم شددامل دو نمونه باشددند و گروه سددمی

NCBI   و Mentha Canadensis  بدسدددت آمده از

NCBI  نه ند. علاوه بر آن دو نمو یک گروه قرار دار در 

S. bakhtiari Yazd  وS. mutica Khorasan 

 NCBIهای حاصدددل از بیشدددترین نزدیکی را با نمونه

 دارند. 

 

 
 DNAدر سطح  UPGMAدرخت فیلوژنتیکی با  الگوریتم  -9شکل 

Figure 9- Phylogenetic tree using UPGMA algorithm at DNA level  

 

نمایی از جایگزینی ماتریس حداکثر درست

 نوکلئوتیدها

( احتمال جایگزینی یک باز را از یک 9های جدول )داده

 دهد. الگویباز دیگر در ستون بعدی نشان می ردیف به

 & Tamuraنوکلئوتیدی تخمین زده شد ) جایگزینی

Nei., 1993 .)درصد،  22,71آدنین ) دینوکلئوت یفراوان

درصد و 19,98درصد، سیتوزین 21,77تیمین/یوراسیل  

دهد نشان می . نتایج جدولاستدرصد 17,64گوانین 

،  Aئوتید برای نوکل یدیئوتکلنوکه بیشترین جایگزینی 

G  باA  بوده و کمترین مقدار جایگزینی  04/6به مقدار

C  باA 68/2 جایگزینی  بوده است. علاوه بر این برای

T/U های مورد بررسی با سایر نوکلئوتیدها در توالی

( 20/2بیشترین ) T/Uبا  Cدهد که جاگیزینی نشان می

باشد. ی( م88/0کمترین مقدار ) T/Uبا  Gو جایگزینی 

به  Cبا  T/Uبیشترین جایگزینی  Cهمچنین برای باز 

مشاهده  C  88/0 با Gو کمترین مقدار  26/19مقدار 

 Gبا  Aبیشترین جایگزینی  Gشد. در نهایت برای باز 

 G  68/2با  Cو کمترین مقدار  96/17به مقدار 

 گردید.  محاسبهنوکلئوتید 
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 هاماتریس حداکثر درست نمایی از جایگزینی نوکلئوتید -6جدول 

Table 6- Maximum likelihood matrix of nucleotide substitution 

  A T/U C G 

A - 7.50 3.92 9.40 

T/U 7.95 - 8.84 4.22 

C 7.95 16.89 - 4.22 

G 17.69 7.50 3.92 - 

 

گیاهان خوراکی و دارویی  شناسایی سنتی هایروش

 وی،ب دید، طعم،) ارگانولپتیکی یا حسی هایروش شامل

 میکروسکوپی و ماکروسکوپی هایروش ،(لمس

 شیمیایی مشخصات و( بافت رنگ، شکل، شناسایی)

 با .بودند  (TLC ،HPLC-UV  ،HPLC-MS مانند)

 یهاگونه توانندینم ها روش از یک هیچ وجود، این

 یآسان به شده فرآوری محصولات در راحتی به را مرتبط

 خصیش آزمایش به نیاز قبلی روش زیرا کنند، شناسایی

 در .دارد میکروسکوپی و ماکروسکوپی هایشیآزما برای

 ستا ممکن نشانگرها یا شیمیایی هایلیپروف دوم روش

 .ندبگیر قرار سازیرهیذخ و فیزیولوژیکی شرایط تحت

 ار بیشتری اطمینان قابلیت ،DNA سطح در شناسایی

 یک RNA، DNA با مقایسه در زیرا کند،یم فراهم

 تحت خارجی عوامل توسط که است پایدار ماکرومولکول

. شودیم یافت هابافت همه در و گیردنمی قرار تأثیر

 تأیید برای DNA بر مبتنی مارکرهای توسعه بنابراین،

 ,.Techen et alاست ) مهم خوراکی گیاهان اعتبار

2014).  

و  ITS1 ،rbcLدر پژوهش حاضر از سه مکان ژنی 

matK های مرزه گونه یبرای شناسایی و جداساز

از  matKاستفاده شد. از این سه مکان ژنی فقط ژن 

ها با موفقیت استخراج شد و در این پژوهش نتیجه نمونه

و  ITS1های ژنی در مکان PCR موفقیت داد. میزان

rbcL هایها در مرحلهآنعیف بود در نتیجه از آنالیز ض 

های بررسی بعدی پژوهش صرف نظر شد. در میان نمونه

 DNAشده نیز نمونه مرزه ایوان قادر به تکثیر 

( نشان دادند که 8411)و همکاران    Bafeelنبود.

قادر به تکثیر تعداد  matKپرایمرهای عمومی  اگرچه

های گیاهی است ولی ممکن است در زیادی از گونه

موارد خاص به دلیل نامتناسب بودن پرایمر در مکان 

 اولیه نتوانند موفق عمل کنند. 

عنوان به matKنتایج حاصل از بررسی توالی ژن 

گیاهی  DNAهای های کاندید شده در بارکدیکی از ژن

به  های مورد بررسیها و اکوتیپنشان داد که نمونه

در سه گروه  NCBIهای استخراج شده از همراه نمونه

 داد نشان مطالعه این از حاصل بندی شدند. نتایجدسته

را به عنوان بخشی از  matKژن  تواناحتمالا می که

کار های مرزه بسیستم بارکدگذاری برای شناسایی گونه

برد. اگرچه با توجه به کمبود اطلاعات در مورد کتابخانه 

توان با نمی Saturejaدر جنس  matKبرای ژن بارکد 

گیری قطعی کرد. جهینتها اطمینان کامل در مورد گونه

 هایتوالی کارآیی دارای دو مزیت شامل بازده matKژن 

 دباشگونه می تبعیض از بالایی سطح و کیفیت با

(Burgess et al., 2011 .)توالی از در مطالعاتی matK 

 نداکرده )بارکدینگ( استفاده هاگونه شناسایی برای

(Asahina et al., 2010 ) و همچنین برای تحلیل

 ,.Kuo et al., 2011; Manen et alفیلوژنتیک )

2004; Tamura, 1993 استفاده شده است. همچنین )

دهد که مرزه ایلام نتایج درخت فیلوژنتیکی نشان می

 ،بیشترین تشابه  توالی نوکلئوتیدی با مرزه گیلان دارد

ها را بر اساس همچنین نمودار درختی توانست نمونه

موقعیت جغرافیایی از هم تفکیک نماید بطوریکه 

های مرکز و شرق کشور شامل یزد و خراسان نمونه

های ایلام در گروه دیگری قرار گرفتند. نمونهنسبت به 

 matKدهد که ژن لذا نتایج کلی این آزمایش نشان می

های مختلف مرزه را بر اساس موقعیت گونه تواندیم
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ی یکاررادهنده جغرافیایی از هم تفکیک نماید که نشان

تواند در مطالعات بارکدینگ است که می DNAبالای 

ی ها ونهگتکمیلی جهت تعیین دقیق روابط فیلوژنتیکی 

 مختلف مرزه در ایران از آن استفاده کرد. 

 

 گیری کلینتیجه

می تواند روش  DNAهای بارکدینگ استفاده از ژن

های مختلف مرزه مفید و موثری جهت شناسایی گونه

توانست  matKباشد به طوریکه در پژوهش حاضر ژن 

نمونه های مختلف مرزه را از مناطق مختلف ایران بر 

 اساس محل جغرافیایی از هم تفکیک نماید. 

 

 یسپاسگزار

ونت محترم پژوهشی دانشگاه ایلام جهت حمایت از معا

آید. از پژوهش حاضر نهایت تقدیر و تشکر بعمل می
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