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  ITSشناسايي برخي گونه هاي كاردامينه در ايران با استفاده از نشانگر ملكولي 
  2منصور غلامي و *1، هدايت باقري1محمود قرباني مرغشي

  گروه بيوتكنولوژيدانشكده كشاورزي، ايران، همدان، دانشگاه بو علي سينا،  1
  باغبانيگروه ايران، همدان، دانشگاه بو علي سينا، دانشكده كشاورزي،  2

  5/9/97 :تاريخ پذيرش  29/2/97 :تاريخ دريافت

  چكيده

گونه در ايران با توجه به تنوع كاريولوژي و  7گونه در جهان و 200بيش از  باBrassicaceae از خانواده   .Cardamine Lجنس
از اين جنس، بتازگي  يرسوتاكاردامينه هگونه . مورفولوژي بالا، گياه مناسبي براي بررسي هاي فيلوژنتيكي و تكامل مي باشد

اين گياه از شش منطقه مختلف ايران جمع آوري و پس از . بعنوان گياهي مدل در مطالعات مقايسه اي تكاملي معرفي شده است
توالي ها با . تكثير و سپس تعيين توالي گرديد ITS5و ITS4با استفاده از پرايمر هاي  ITSبرگي، ناحيه  ي DNAاستخراج 

مورد آنالير فيلوژنتيك قرار گرفتند و از طريق مقايسه نتايج بلاست و درخت فيلوژنتيكي، گونه هاي   7استفاده از نرم افزار مگا 
C.hirsuta  C.flexuosa,  C.tenera, و C.uliginosa  تيپ اروپايي مشخص همچنين با استفاده از دو اكو. شناسايي گرديدند

يافته هاي اين . ، نتايج حاصل تاييد گرديد)آزوروس و آكسفورد تهيه شده از موسسه ماكس پلانك(از گونه هيرسوتا بعنوان شاهد 
را در تفكيك گونه هاي مختلف جنس  ITSپژوهش، علاوه بر تاييد حداقل چهار گونه كاردامينه در ايران، كارآمدي نشانگر 

  . نشان دادكاردامينه بخوبي 

  ، آناليز فيلوژنتيكيITSنشانگر  ، كاردامينه: واژه هاي كليدي

  bagheri.hedayat@gmail.com : الكترونيكي ، پست 09393804375: مسئول، تلفن نويسنده* 

  مقدمه
بيش از  شامل Brassicaceae خانوادهاز Cardamine جنس
 جز به كره زمين يتمام در كه شود مي جهان در گونه 200
اين تعداد گونه در يك . پراكنده شده اند جنوب قطب

جنس بمراتب بيشتر از ميانگين تعداد گونه هاي شناسايي 
 338گونه در  3700شده در اين خانواده است كه بالغ بر 

 و يولوژيكار تنوع. )10، 24(باشد جنس از اين خانواده مي
در اين جنس وجود دارد كه كار  زيادي مورفولوژي

 . شناسايي آنها را با روشهاي غيرمولكولي دشوار مي سازد
تاكنون  ،بدليل تنوع و ساختار تكاملي پيچيده اين جنس

انجام  آنگونه هاي  تحقيقات متنوعي روي ارتباط تكاملي
 از طرفي بدليل اهميت برخي از گونه هاي اين .شده است
به عنوان گونه مدل  بتازگيكه  يرسوتاه كاردامينهيرجنس نظ

ي و وندو همچنين ارتباط خويشا) 22(معرفي شده است 
 مانند ،ئيدي در گونه هاي ديگر اين جنسوتنوع پلي پل
C.flexuosa  سعي شده است با استفاده از روش هاي

درك بهتري از ارتباطات  ،فولوژيكيري و مولمختلف مولكو
). 18، 24(گردد  فراهمنها آاين گونه ها و رابطه تكاملي 

با استفاده از اطلاعات مشترك  DNAباركدگذاري امروزه 
هاي گياهي و جانوري و توالي يك يا چند ژن در بين گونه

يابي اين مناطق و اشتراك گذاري اين اطلاعات در پايگاه 
ر در شناسايي گونه ثهي مورا ،داده هاي بيوانفورماتيك

 هزينه و دقت سرعت، با هاگونه، روش اين در .هاست

و   Woesبار اولين. دنگردمي تفكيك و شناسايي ،پاييني
Fox )28 ( با استفاده از توالي يابي قطعه كوچكي از زير
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 مربوط به ارگانيسم هاي مختلف، rRNAواحد كوچك 

 اين كاربرد امروزه. موفق به بررسي فيلوژني آنها شدند

ن گياها و جانداران ساير هاي گونه شناسايي در روش
قطعات  از استفاده از مزاياي اين روش، .گسترده شده است

مستقل از مرحله  ،زايشي يا و رويشي اندامهاي از كوچكي
مختلفي ژن هاي  ،ر گياهاند. رشد، براي شناسايي مي باشد

مورد  معرفي و ITSو  ,trnH-psbA matK, rbcL مانند
كه درصد موفقيت هر كدام از اين  قرار گرفته انداستفاده 

متفاوت گزارش شده  ،ژنهاي نشانگر در گونه هاي گياهي
در جنس كاردامينه نيز بدليل تحقيقات گوناگون ). 16(است

 NCBIگونه از اين جنس در  150بيش از  ITSانجام شده، 
  ).11، 12،13 ،14 ،15 ،20 ،26(ثبت شده است 

در اين تحقيق، شناسايي گونه هاي كاردامينه كشور با 
 Internal transcribed spacer استفاده از نشانگر مولكولي

(ITS) در هاز جنس كاردامين. مورد بررسي قرار گرفت 

 هاي سرزمين در كه )5(است شده گزارش گونه 7 ايران
در  .رويند مي مرطوب مناطق ارتفاعات تا پست
برخي از گونه هاي اين جنس  )5(عباسي توسط1390سال

از ديدگاه ريخت شناسي، گرده شناسي و تشريحي با 
اما استفاده از تاكسونومي عددي مورد بررسي قرار گرفت 

ملكولي بر روي گونه هاي اين جنس در  بررسيتاكنون 
اي اين هاز طرفي برخي از گونه .ايران صورت نگرفته است

گرچه به لحاظ ا C. Flexuosaو   C. hirsutaجنس نظير
تفاوت فاحشي با هم دارند اما به لحاظ  ،تكاملي و ژنومي

و شناسايي آنها براحتي  بودهفولوژيكي بسيار شبيه رمو
اد براي ژقهرمان و نقي ن  2005در سال . امكان پذير نيست

 را در ايران در نواحي C.flexuosaاولين بار وجود گونه 
سي هاي رهمچنين در بر .ندگزارش داد هيركاني مازندران

مانند مازندران،  كشور در مناطق مختلفكه فلور منطقه اي 
چندين وجود  ،دگرديانجام  گيلان، اردبيل و خوزستان

، 4، 6، 7، 8، 9، 27( ه استاين جنس گزارش شدگونه از 
3 ،2 ،1.( 

با توجه به گياه اين  ازي ياهنمونه  حاضردر تحقيق 
 هديوري گردآجمع  مختلف،ي از مكانها موجود گزارشات

مقايسه مورد  ITSنشانگر  ازبا استفاده براي اولين بار و 
 كاردامينهگونه  معرفيبا توجه به . قرار گرفتندمولكولي 

ن با آاهت بتحقيقات ژنتيكي پايه و همچنين ش در يرسوتاه
 گونه اروپايي ، از دو نمونه گياهيC.flexuosaگونه 

 .استفاده گرديدبه عنوان شاهد نيز  يرسوتاه كاردامينه

  مواد و روشها
طبيعي  از مناطقكاردامينه نمونه هاي گياهي بذر و يا 

و گلخانه هاي دانشگاه  محلات ،مشهد ،اردبيل، نور، بابل
نمونه هاي  ).1جدول (وري گرديدآجمع بوعلي سينا 

 .نها صورت گرفتآمنتقل و بذرگيري از  ،دانلگ هبگياهي 
 و از برگهاي جوان كشت گرديدبدست آمده، دوباره بذور 

) CTAB )17 با استفاده از روشDNA استخراج  حاصل،
نمونه هاي تنكابن و بابل، از برگ در مورد . گرفت نجاما

. صورت گرفت DNAگياهان جمع آوري شده، استخراج 
تهيه ( اروپايي يرسوتايه كاردامينه از دو نمونه گياهي گونه

و براي بعنوان شاهد نيز ) شده از موسسه ماكس پلانك
با استفاده از  DNAكيفيت . اطمينان از نتايج، استفاده گرديد

. درصد بررسي گرديد 8/0آگاروز الكتروفورز روي ژل 
 در جذب سنجش و اسپكتروفتومتر از استفاده باهمچنين 

خلوص و غلظت  ،نانومتر 280و  260هاي  موج طول
DNA زنجيره واكنش .تخراجي مورد ارزيابي قرار گرفتاس 

 با آغازگرهاي nrDNA ITSهاي  توالي براي پليمراز اي

ITS4 وITS5 )برنامه  طبقو ميكروليتر 40 حجم در )1شكل
 94 واسرشت اوليه در دماي: زير صورت گرفت دمايي

چرخه واسرشت  35 دقيقه، 5 مدت بهدرجه سانتي گراد 
ثانيه،  45مدت  به سانتي گراددرجه  94 سازي در دماي
ثانيه و  45درجه سانتي گراد به مدت  60اتصال در دماي 

دقيقه و در  1درجه سانتي گراد به مدت  72بسط در دماي 
 5درجه سانتي گراد به مدت  72بسط نهايي در دماي  ،انتها

با الكتروفورز روي ژل  PCRمحصول . دقيقه انجام شد
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 شركت هب توالي يابيتفكيك و براي  ، درصد8/0آگارز 

  ).2شكل ( گرديد ارسال تكاپوزيست
براي مناطق مختلف جمع آوري نمونه هاي كاردامينه كه  -1جدول

  .شناسايي مولكولي در اين تحقيق مورد استفاده قرار گرفتند

شماره   وريآمحل جمع   نام علمي گياه  رديف
  هرباريومي

1  Cardamine hirsuta طرقبه مشهد  CM 16 

2  Cardamine hirsuta محلات  CM 17 

3  Cardamine flexuoca  دانشگاه(همدان
  )علي سينابو

CH 8  

4  Cardamine flexuoca امير كلايه( بابل(  CB 9 
5  Cardamine tenera  جنگل نور(نور(  CN 11 
6  Cardamine uliginosa دامنه شرقي (اردبيل

  )سبلان
CA 12  

  

  
 و نواحي تكثير ITSمحل اتصال آغازگرهاي مختلف ناحيه  -1شكل

در اين ). 25(داخلي هر كدام از پرايمر ها بر اساس محل اتصال آنها
  .استفاده گرديد ITS5و ITS4 آغازگرهايتحقيق از 

  

نرم  زا استفاده با آمده دستب هاي توالي كيفيت
 براي. گرديد بررسي DNASTAR به ربوطم SeqManافزار

 براي گونه ها، فكيكت در بررسي مورد باركد توانايي بررسي
 همان جنس از ديگر تواليدين چنه، مطالع مورد هرگياه

جمع  نيزNCBI داده اطلاعات پايگاهاز  باركدچندين و
با  )MEGA7 )23در نرم افزار  ها توالياين . وري شدآ

 درخت ه وهمرديف شد ClustalWاستفاده از الگوريتم

روش  ، p-distanceفاصلهاز  تفادهسا با خويشاوندي
Neighbor joining  وBootstrap 1000 ترسيم گرديد.  

  نتايج

نتايج الكتروفورز و اسپكتروفتومتري :  DNAاستخراج 
هاي استخراجي از كيفيت بالايي  DNAنشان داد كه تمامي 
بنابراين تمامي نمونه ها براي آناليز . برخوردار مي باشند

PCR  استفاده قرار گرفتندمورد.  

الكتروفورز محصول واكنش زنجيره اي پليمراز : توالي يابي
). 2شكل (تكثير شده را نشان داد ITS بر روي ژل، باند

البته در مورد نمونه هاي تنكابن و بابل كه برگها مستقيما از 
صورت  DNAگياهان جمع آوري شده، جدا و استخراج 

گرفته بود، دو باند مشاهده گرديد كه بررسي هاي بعدي 
. نشان داد كه باند دوم مربوط به آلودگي قارچي مي باشد

 كل طول هاي حاصل از توالي يابي نشان داد كهداده

  680- 720هاي كاردامين بين  گونه درتكثير شده   ITSقطعه
  . متغير بود

  
در  PCR با استفاده از  ITSالكتروفورز محصول تكثير قطعه -2شكل

نمونه : ، ستون دوم)L(سايز ماركر: ستون اول. نمونه هاي كاردامينه
، ستون )B(نمونه كاردامينه بابل: ، ستون سوم)T(كاردامينه تنكابن

  ).M(نمونه كاردامينه مشهد: چهارم

ي بررسي نسبت بازها و تركيب نوكلئوتيد ها در نمونه ها
تفاوت بسيار كم داخل گونه هاي جمع آوري شده، 

محلات، مشهد، آزوروس و آكسفورد از ماكس (هيرسوتا 
و تفاوت بارز بين اين گونه با گونه هاي ديگر را ) پلانك

در گونه هاي هيرسوتا به  GCنسبت ).  2جدول(نشان داد 
به همين ميزان بيشتر از  ATدرصد كمتر و نسبت  2اندازه 

  . ديگر گونه ها بود

 Single nucleotide polymorphisms موقعيتبررسي 

(SNP)  در گونه هيرسوتا نشان داد كه بيشتر تغييراتSNP 
در   5.8Sبود و در منطقه  ITSمربوط به ناحيه اول 

. هيچكدام از گونه هاي مورد بررسي، تفاوتي ديده نشد
. بنظر مي رسد اين ناحيه، كاملا حفاظت شده است
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مشاهده  SNPاگرچه تفاوت در، ITSهمچنين در ناحيه دوم 
جدول (شد اما اين تفاوت بمراتب كمتر از ناحيه اول بود 

مربوط به بازهاي  SNPكه تفاوت 172بجز موقعيت ). 3
پورين و پيريميدين است در موقعيت هاي ديگر، تفاوت 
. منحصرا يا مربوط به بازهاي پورين و يا پيريميدين است

مختلف به جز نمونه ، نمونه هاي 585همچنين در موقعيت 
آكسفورد، فاقد يك نوكلئوتيد بودند كه احتمالا نشان دهنده 

  . يك حذف شدگي باشد

، جايگاه flexuosaبر خلاف گونه هيرسوتا در گروه 
به مراتب بيشتر از هيرسوتا بود ضمن آنكه در  SNPهاي

تقريبا به يك  SNP، تفاوتهايITSهر دو ناحيه اول و دوم 

مشاهده  SNPيك  5.8Sچنين در ناحيه هم. ميزان ديده شد
  .)4جدول (گرديد 

در گونه پراتنسيس همانند گونه هيرسوتا اكثر 
در  SNPمشاهده شد و فقط سه  ITS1در SNPتفاوتهاي

 5.8Sناحيه . مشاهده گرديد ITS2در  SNPمقابل هشت 
  ).5جدول(بود SNPكاملا حفاظت شده و بدون

توالي هاي  )BLASTn(نتايج همرديفي: رديفي توالي هاهم
ITS  گياهان جمع آوري شده، تاييد نمود كه تمامي گياهان

همچنين از نظر . جمع آوري شده از جنس كاردامينه بودند
شناسايي گونه نيز نتايج همرديفي، درصد بالاي شباهت را 

  . با گونه هاي ديگر اين جنس نشان داد
  

دو اكوتيپ آزوروس و آكسفورد از (كاردامينه هاي ايراني و خارجي  در  nrDNA ITSدهنده تشكيل هاي نوكلئوتيد درصد و تركيب -2جدول
  ).بعنوان شاهد، اضافه شدند C.hirsutaموسسه ماكس پلانك تحت عنوان 

  نوكلئوتيد  مشهد  محلات همدان نور اردبيل آكسفورد  آزوروس
39/23  35/23 15/24 83/23 26/23 23/23  55/23  A 

10/22  22/22 51/23 83/23 91/23 94/21  94/21  T  
45/26  25/26 28/25 44/25 85/25 61/26  29/26  G  
06/28  18/28 05/27 89/26 98/26 23/28  23/28  C  
52/54  43/54 33/52 33/52 83/52 84/54  52/54  G+C  
48/45  57/45 67/47 67/47 17/47 16/45  48/45  A+T 

  طول توالي  620  620 619 621 621 620  620
  

  nrDNA ITSدر نتايج حاصل از توالي يابي C.hirsutaها در گروه  SNPموقعيت  -3جدول

SNP 634 585 256 185 172 119 74 54  موقعيت 

 T A T C G C T A آكسفورد

 T A C A G T - G آزوروس

 C G C A G T - G محلات

 C A C A A T - G مشهد

 nrDNA ITSدر نتايج حاصل از توالي يابي  C.flexuosa ها در گروه SNPموقعيت  -4دولج

SNP موقعيت   14 35 39 93 232 247 464 537 567 601 610 

Hamedan (Asian flexuosa) A T T T T C T T A T T 
KM875628.1(Cardamine flexuosa) - C G C C T C C T T C 
KM875629.1 (Asian flexuosa) A T T T T C T T A C T 
KP998042.1 (Cardamine flexuosa) A C T T T C T T T T C 
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 nrDNA ITSدر نتايج حاصل از توالي يابي  C.pratensisها در گروه  SNPموقعيت  -5جدول 

SNP موقعيت   50  56 80 116 130 143 210 251 461 524 548 

Ardebil (Cardamine sp) A G G C C G C C A C T 

Nor (Cardamine tenera) T G G C T G C C G T C 

KF987890.1 (Cardamine schulzii) A G G C C G C T G C C 

KF987864.1 (Cardamine pratensis) A G C T C G C C G C T 

KF987847.1 (Cardamine pratensis) A G G T C T T C G C T 

AY245992.1 (Cardamine tenera GK) T - G C C G C C T - C 

AY245981.1 (Cardamine uliginosa KPU) - - G C - G C C G C T 

AY245980.1 (Cardamine tenera KS) T - G C - G C C - - C 

 نتايج اگرچه ،نور جنگل منطقه از شده آوري جمع گونه در
 نواحي بلاست با ITS بلاست ناحيه كامل از يكساني
 ويژگي به توجه با اما نيامد بدست ITS2 و ITS1 جداگانه

 مورد در شده انجام هاي بررسي و مورفولوژيكي هاي
 بدست نتايج و نور جنگل منطقه در گونه اين شناسايي

 99 دقت با گونه اين ، ITSنواحي جداگانه بلاست از آمده
 بلاست از حاصل نتايج .گرديد تعيين C.tenera درصد
 98 شباهت اردبيل، منطقه از شده آوري جمع گونه

 نشان را C.pratensis و  C.flexuosa گونه دو با درصدي
 گونه اينITS2 و ITS1نواحي جداگانه بلاست در اما داد

 تعيين C.uliginosa شباهت درصد99 با شده آوري جمع
 از شده آوري جمع گياهان بلاست نتيجه همچنين. گرديد
 گونه با را درصدي 98 شباهت بابل، در اميركلاه منطقه

C.flexuosa بلاست از حاصل نتايج  حاليكه در داد نشان 
 اكوتيپ دو و مشهد محلات، از شده آوري جمع گياهان
 و آزوروس( آلمان پلانك ماكس موسسه از ارسالي

 99 احتمال با شده آوري جمع گونه كه داد نشان )آكسفورد
   .است  C.hirsuta درصد

 از حاصل فيلوژني درخت: ITS1 ژني بين مكان آناليز

سه گروه مختلف را نشان ، ITS1ژني بين مكان يابي توالي
، C.tenera ،C.pratensisگروه اول شامل گونه هاي . داد

C.sultizi اردبيل، گروه  منطقه از شده آوري جمع و گياه
و گروه سوم شامل گونه  C.flexuosaدوم شامل گونه هاي 

 Lipidium sisymbrioidesجنس . بودند  C.hirsutaهاي
بيشترين طول شاخه مربوط به . خارج از گروه  قرار گرفت

و كمترين آن مربوط به  036/0با طول  C.hirsutaگروه 
C.flexuosa طول شاخه بين . بدست آمد 0064/0 با طول
همچنين براي دو . صفر بدست آمد ،C.teneraسه اكوتيپ 

طول شاخه صفر نشان  Asian flexuosaاكوتيپ همدان و 
داده شد كه نشاندهنده فاصله ژنتيكي اندك بين اين دو 

نوكلوتيد بود كه  260داراي  ITS1ناحيه . اكوتيپ مي باشد
ها در اين ناحيه ديده شد و در واقع  SNPبيشترين 

  ).3شكل (بيشترين تنوع مربوط به اين ناحيه مشاهده شد

 از حاصل فيلوژني درخت:  ITS2ژني بين مكان آناليز

سه گروه مختلف را نشان  ITS2ژني بين مكان يابي توالي
و   C.hirsutaدر اين درخت، فاصله شاخه ها در گروه. داد

صفر بدست آمد در حاليكه در گروه  C.pratensisگروه 
C.flexuosa،  0057/0مقادير طول شاخه ها بين صفر و 

متغير بود كه احتمالا نشاندهنده تفاوتهاي بيشتر ناحيه 
ITS2 دليل صفر بودن طول . نسبت به دو گروه ديگر باشد

را مي  هيرسوتا كاردامينهشاخه ها در داخل تاكساهاي گروه 
در اين ناحيه نسبت داد ) 3جدول ( SNPتوان به تعداد كم 
 SNPدر اين نمونه ها، فقط دو ITS2 بطوريكه در ناحيه

 C.hirsutaبيشترين فاصله مربوط به گروه .  مشاهده گرديد

 L. sisymbrioidesبدست آمد و جنس  045/0به ميزان  
   ).4شكل(خارج ازگروه قرار گرفت 
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از مقايسه توالي نمونه هاي MEGA7 افزارنرم  كمك به وITS1  توالي همرديفي بر مبتني Neighbor-joiningروش به فيلوژنتيك درخت -3كلش

 پايه بر Bootstrapping ضريب دهنده نشان گروه هر روي اعداد. شد ترسيم، NCBIكاردامينه جمع آوري شده در ايران و توالي هاي موجود در 

  .تكرار مي باشد 1000

هاي ديگر ، با توالي گونه ITSبلاست توالي كامل ناحيه 
 همرديف شد و C.flexuosaو  C.pratensis كاردامينه نظير

نشان C.pratensis و  C.teneraهمچنين نزديكي دو گونه 
  ).5شكل( داده شد

 
از مقايسه توالي  MEGA7 افزارنرم  كمك به وITS2 توالي ناحيه  همرديفي بر مبتني Neighbor-joiningروش به فيلوژنتيك درخت -4شكل

 ضريب دهنده نشان گروه هر روي اعداد. شد ترسيم NCBIنمونه هاي كاردامينه جمع آوري شده در ايران و توالي هاي موجود در 

Bootstrapping تكرارمي باشد 1000 پايه بر.  
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 MEGA7 نرم افزار به كمك و 5.8Sو ناحيه  ITS1, ITS2 توالي همرديفي بر مبتني Neighbor-joining  روش به فيلوژنتيك درخت -5شكل

 ضريب دهنده نشان گروه هر روي اعداد. شد ترسيم NCBIاز مقايسه توالي نمونه هاي كاردامينه جمع آوري شده در ايران و توالي هاي موجود در 

Bootstrapping تكرارمي باشد 1000 پايه بر.  

  بحث و نتيجه گيري
تاكنون تحقيقات متعددي به لحاظ مولكولي بر روي گونه 

 ،15 ،20 ،26(هاي مختلف جنس كاردامينه انجام شده است
گونه، جزء  200اين جنس با بيش از . )11، 12،13 ،14

يكي از بزرگترين خانواده هاي گياهي محسوب مي شود 
ر تنوع پلوئيدي گزارش شده در اين جنس، علاوه ب. )24(

برخي از گروه هاي مختلف در آن براحتي با يكديگر تلاقي 
بدليل همين تلاقي هاي درون گروهي و تنوع .  مي يابند

بالاي پلوئيدي، شناسايي برخي از گونه هاي آن بدشواري 
از طرفي بدليل همين تنوع و . )24(صورت مي گيرد

كولي و يافتن روابط تكاملي پيچيدگي، بررسي هاي مول
 7در ايران فقط . گونه ها، بسيار مفيد و جالب مي باشد
و تاكنون هيچ ) 5(گونه از اين جنس گزارش شده است

نتايج اين . بررسي مولكولي بر روي آنها انجام نشده است
تحقيق بر روي گونه هاي جمع آوري شده، نشان داد كه 

ITS  قدرتمند در شناسايي مي تواند به عنوان يك نشانگر
به عنوان . گونه هاي مختلف كاردامينه بخوبي عمل كند

در جنگل ) 9( مثال در تحقيقاتي كه يوسف وند و همكاران

گونه  4نور براي شناسايي تنوع گياهي منطقه انجام دادند، 
كاردامينه گزارش شد كه يكي از گونه هاي شناسايي شده 

C.tenera بلاست  ستفاده ازبود كه در اين بررسي با ا
درصد شباهت، اين گونه مورد  99با  ITS2و  ITS1نواحي

، با ITSالبته بلاست توالي كامل ناحيه . تاييد قرار گرفت
و  C.pratensis توالي گونه هاي ديگر كاردامينه نظير

C.flexuosa  همرديف شد كه مي تواند بيانگر پيچيدگيهاي
بعلت نسخه  شناسايي مولكولي در جنس هاي پلي پلوئيد

نتايج درخت  ).11،20(باشد ITSهاي تكراري و متعدد 
 , C.teneraفيلوژني همچنين تاييد كننده نزديكي دو گونه 

C.pratensis  5شكل(بود.(  

در ) 21(در تحقيقاتي كه توسط قهرماني نژاد و همكاران 
پنج تالاب بابل انجام شد، گونه گياهي جمع آوري شده 

معرفي شد در حاليكه نتيجه  C.hirsutaاين جنس، گونه 
بدست آمده از توالي يابي گياه جمع آوري شده از تالاب 

تعيين  C.flexuosaاميركلاه در منطقه بابل در اين تحقيق، 
و ) درصد 95(بالا بودن درصد شباهت در بلاست . گرديد

  تعداد دار، موج ساقه داشتن شاملمشخصات ظاهري آن 
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 زياد تعداد ها، برگ روي بر كرك نداشتن ،)شش(پرچم 
 بارز صفات از ساقه روي بر كرك داشتن و فرعي شاخه
از . )27( شد آن درنظرگرفته شناسايي در كه است گونه اين

ديپلوئيد است در   C.hirsutaلحاظ سطح پلوييدي گونه
از لحاظ . گونه اي تتراپلوئيد مي باشد C.flexuosaحاليكه 

 ،C. hirsuta x C. caldeirar تلاقيتكاملي اين گونه در نتيجه 

C. hirsuta x C. impatiens  وC.hirsuta x C.parviflora 
  .)19(بوجود آمده است 

درخت فيلوژني گونه جمع آوري شده از همدان نشان داد 
قرار گرفته و  C. hirsuta اين گونه در يك گروه مجزا از 

نتيجه . با گونه آسيايي خود، شباهت و قرابت بيشتري دارد
درصدي با گونه  99همرديفي توالي آن، شباهت

C.flexuosa  را نشان داد كه از لحاظ مورفولوژيكي نيز اين
همچنين اين گونه كاردامينه در كنار . شباهت تاييد گرديد

چون . گرفتگونه هاي مشابه در درخت فيلوژنتيكي قرار 
اين گياه از گلخانه دانشگاه بوعلي سينا جمع آوري شده 
بود، بررسي ها نشان داد كه احتمالا از طريق خاك گلدان 

در واقع .  از ناحيه شمال به همدان انتقال يافته است
رويشگاه طبيعي آن، نواحي مرطوب و خاكهاي توربي در 

اهاني كه گي). 27(حاشيه مزارع برنج يا تالاب ها مي باشد 
در اين تحقيق از مناطق تنكابن، بابل و حاشيه جنگل نور 

با اينكه در . جمع آوري شدند، كاملا مشابه اين گياه بودند
به حضور اين گياه در ) 27(گزارش نقي نژاد و قهرمان

مناطق مختلف هيركاني اشاره شده است اما در تحقيقات 
مال غرب، انجام شده در مورد فلور مناطق ناحيه شمال و ش

، 2، 3، 4، 6، 7،8،9،27(نامي از اين گياه ذكر نشده است 
1.(  

دو اكوتيپ  هاياز بذر C.hirsutaدر بررسي نمونه هاي 
مشخص از موسسه ماكس پلانك نيز بعنوان شاهد استفاده 

توالي گياهان جمع آوري شده از گلخانه هاي مشهد و . شد
نتايج . ر گرفتمحلات با توالي اين گياهان مورد مقايسه قرا

، نتايج ITSهر سه درخت فيلوژني از نواحي مختلف

يكساني را نشان داد و هر چهار نمونه با طول شاخه صفر 
از طرفي با در نظرگرفتن تعداد . در يك گروه قرار گرفتند

SNP دو نمونه مشهد و محلات قرابت بيشتري را در ،
اين نمونه ها هرچند از نظر . درخت فيلوژني نشان دادند

نشان دادند  C.flexuosaمورفولوژيكي شباهت بالايي با 
ولي در هر سه درخت فيلوژني، بصورت دو گروه كاملا 
مجزا قرار گرفتند كه تاييد كننده تفاوت بارز مولكولي بين 

در اين  SNPمقايسه تفاوت موقعيت. ه مي باشداين دو گون
كه اكثر  C.hirsutaدو گونه نشان مي دهد كه بر خلاف 

 C.flexuosaاست، در گونه  ITSتفاوتها در ناحيه اول 
به يك ميزان مشاهده ITS2 و ITS1تقريبا در هر دو ناحيه

مي شود كه نشان از الگوي متفاوت ژني اين دو گونه است 
اين  C.flexuosaو البته با توجه به تتراپلوئيدي بودن 

  .تفاوتها دور از انتظار نمي باشد

در بررسي فلور دامنه هاي شمالي و شرقي سبلان كه 
صورت گرفت دو گونه ) 4(بوسيله شريفي و همكاران

C.hirsuta و C.uliginosa  در اين بررسي . شناسايي شد
 ITSنيز گياه كاردامينه از همين منطقه جمع آوري و ناحيه 

نتايج حاصل از توالي يابي و بلاست . آن توالي يابي شد
ITS1  و ITS2 درصد اين گياه  99نشان داد كه با احتمال

و  C.schultziو   C.pratensisو  C.uliginosa با گونه هاي
شباهت  C.flexuosa vucherدرصد با گونه  97 با احتمال

كامل، در  ITSدارد ولي در درخت فيلوژنتيكي حاصل از
به لحاظ ويژگي هاي . قرار گرفت C.uliginosaكنار 

نشان  C.flexuosaمورفولوژيكي، اين گياه شباهتي با گونه 
داراي الگوي پيچيده  C.pratensisنمي دهد از طرفي گونه 

مورفولوژيكي و كروموزومي شامل ديپلوئيدي و اي از تنوع 
) كروموزومي 96تا  16(سطوح مختلف پلي پلوئيدي ديگر

همچنين اين گونه تاكنون در ايران گزارش نشده . است
است ولي بطور وسيعي در اروپا، شمال افريقا، امريكاي 

در نتيجه با توجه . )26(شمالي و آسيا گسترده شده است 
ي و درخت فيلوژني، به احتمال زياد اين به نتيجه توالي ياب

مي باشد كه با گزارش فلور منطقه  C.uliginosaگونه 
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با اينحال صحت اين موضوع . سبلان شرقي همخواني دارد
نياز به بررسي هاي مورفولوژيكي و مولكولي دقيق تري 

  . دارد

مي  ITSدر مجموع، اين تحقيق به خوبي نشان داد كه  
تواند بعنوان يك نشانگر مولكولي مناسب در شناسايي 

جنس و گونه در گياهان كاردامينه، كارايي بالايي داشته 
گونه هاي زيادي از كاردامينه،  ITSاز آنجا كه ناحيه . باشد

ثبت گرديده است، همين امر  NCBIتعيين توالي شده و در 
  .باعث افزايش كارايي اين نشانگر شده است

  منابع
 بررسي) 1388. (ر.نژاد، ع نقي و .س.سعيدي، م ،.صخدادادي،  .1

 محيط و) آستارا( استيل شده حفاظت تالاب هاي زيستگاه و فلور

 1شماره  10 رستنيها، جلد. ايران غرب شمال آن، اطراف
 19-1صفحات 

)  1394. (، ب اندرزيان و. ، جنگجو، م.، ح اجتهادي، .ديناروند،م .2
 منطقه جغرافيايي گياهان پراكنش و زيستي شكل فلور، معرفي

 گياهي شناسي زيست). خوزستان استان( شيمبار شده حفاظت

 14- 1صفحه  23 شماره ايران،

 پراكنش فلور، بررسي) 1391. (اميني، ط و .روانبخش، م .3

. تالش گيسوم جنگلي گاه ذخيره اكولوژيكي ساختار و جغرافيايي
 31-21صفحات  1شماره 25ايران جلد  شناسي زيست مجله

 و . ر.نژاد، ع نقي ،.قاسماف، ش ،.جليلي، ع ،.، ج شريفي .4

 و زيستي شكل فلوريستيك، مطعم بررسي )1391.( عظيمي، ف
 دامنه (wetlands)ماندابي، گياهان اراضي جغرافيايي پراكنش

 سال .بيوسيستماتيك و تاكسونومي. سبلان شرقي و شمالي هاي

 52-41 صفحات10 شماره چهارم،

 جنس بيوسيستماتيكي بررسي) 1391. (عباسي، ف .5
Cardamine L. بو شب خانواده ايران از در 
.(Brassicaceae) دانشگاه الزهرا. نامه كارشناسي ارشد نپايا. 

 جنگل گياهان اي گونه تنوع بررسي) 1386. (محمودي، ج .6
 مجله. اكولوژيك هاي گروه سطح در آباد كلار شده حفاظت
 362-353صفحات  4شماره  20ايران جلد  شناسي زيست

 هاي گونه تنوع بررسي) 1393. (زاده، ف حسين و. ر.نژاد، ع نقي .7

 پژوهشهاي مجله .مازندران فريدونكنار المللي بين تالاب گياهي

صفحات  2شماره27 ، جلد)ايران شناسي زيست مجله( گياهي
320-335 

. ش.وسعيدي، م. ع.، مرجامند، .ر، حسيني، س.نژاد، ع نقي .8
 و مازيبن حفاظت شده جنگلهاي فلوريستيك بررسي) 1389(

).  متر 2300 تا 300 ( ارتفاعي شيب طول رامسردر سي بن
 114- 9صفحات  5شماره  بيوسيستماتيك، و تاكسونومي فصلنامة

. اسدي، ح و . ع.، غ ، جلالي.ا اسماعيل زاده، ،.يوسفوند، ث .9
 گياهي پوشش كورولوژي و زيستي شكل فلور، معرفي) 1396(

 پژوهشهاي مجله. نور جنگلي خاك پارك بذر بانك و روزميني

 .1 شماره ، 30 ، جلد)ايران شناسي زيست مجله( گياهي

10. Al-Shehbaz, I.A., Beilstein M.A. and Kellogg, 
E.A. (2006) Systematics and phylogeny of the 
Brassicaceae (Cruciferae): An overview. Plant 
Systematics and Evolution , 259:89-120. 

11. Angela, R., Post R.A., Krings, A., Xiang, J., 

Brian, R., Sosinski. and Joseph, C. (2011) Neal 
on the Identity of the Weedy Bittercresses 
(Cardamine: Brassicaceae) in United States. 
Nurseries: Evidence from Molecules and 
Morphology Weed Science, 59(1):123-135. 

12. Anthony, D.M. and Heenan, P.B. (2000) 
Systematic Relationships of New Zealand 
Endemic Brassicaceae inferred from nrDNA 
ITS Sequence data. Systematic Botany, 25(1): 
pp. 98-105. 

13. Beilstein, M.A., Al-Shehbaz, I.A., Mathews, S. 
and Kellogg, E.A. (2008) Brassicaceae 
phylogeny inferred from phytochrome A and 
ndhF sequence data: tribes and trichomes 
revisited. American Journal of Botany, 95(10): 
1307-1327.  

14. Bleekera, W., Klausmeyera, S., Peintingerb M. 
and Dienstc, M. (2008) DNA sequences identify 
invasive alien Cardamine at Lake 

Constance.Biologicalcon Servation, 141:692-

698. 

15. Carlsen, T., Bleeker, W., Hurka, H., Elven, R. 
and Brochmann, C. (2009) Biogeography and 

Phylogeny of Cardamine (Brassicaceae .Annals 



 1398، 1، شماره 32جلد                                                 )                                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

192 

of the Missouri Botanical Garden, 96(2):215-
236. 

16. Chen, S., Yao, H., Han, J., Liu, C. and Song, J. 
(2010) Validation of the ITS2 region as a novel 
DNA barcode for identifying medicinal plant 
species. PloS one, 5(1):e8613. 

17. Doyle, J.J. and Doyle, J.L. (1990) Isolation of 
plant DNA from fresh tissue. Focus, 12: 13-15. 

18. Doyle, J.J. (1992) Gene trees and species trees: 
molecular systematics as one-character 
taxonomy. Systematic Botany, 17: 144–163. 

19. Ellis, R.P. and Jones, B.M.G. (1969) The origin 
of Cardamine flexuosa with evidence from 
morphology and geographical distribution. 
National J institute of Agricultural Botany, 
Cambridge. Watsonia 7:92-103. 

20. Franzke, A., Pollmann, K., Bleeker, W., Kohrt, 
R. and Hurka, H. (1998) Molecular systematics 
of Cardamine and allied genera (Brassicaceae): 

Its and non-coding chloroplast DNA.  Folia 

Geobotanica, 33: 225-240. 

21. Ghahremaninejad, F., Naqinezhad, A. and 
Amirgholipour K,V. (2012) Plant diversity of 
five important wetlands of Babol Mazandaran 
province, Iran.  Taxonomy and Biosystematics, 
13-24. 

22. Hay, A.S., Pieper, B., Cooke, E., Mandáková, 
T., Cartolano, M., Tattersall, A.D., Ioio, R.D., 
McGowan, S.J., Barkoulas, M., Galinha, C., 
Rast, M.I., Hofhuis, H., Then, C., Plieske, J., 
Gana,l M., Mott, R., Martinez-Garcia, J.F., 
Carine, M.A., Scotland,.R.W., Gan, X., Filatov, 
D.A., Lysak, M.A. and Tsiantis, M. (2014)  
Cardamine hirsuta: a versatile genetic system 

for comparative studies. The Plant Journal, 
78:1-15. 

23. Kumar, S., Stecher, G. and Tamura, K. (2016) 
MEGA7: Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis Version 7.0 for Bigger Datasets. 
Molecular Biology and Evolution, 33(7):1870-
4. 

24. Lihová, J., Marhold, K., Kudoh, H. and Koch, 
M.A. (2006) Worldwide phylogeny and 
biogeography of Cardamine flexuosa 
(Brassicaceae) and its relatives. American 
Journal of Botany, 93(8): 1206-1221.  

25. Sahin, F.P., Yamashita, H., Guo, Y., Terasaka, 
K., Kondo, T., Yamamoto, Y., Shimada, H., 
Fujita, M., Kawasaki, T., Sakai, E., Tanaka, T., 
Goda, Y. and Mizukami, H. (2007) DNA 
Authentication of Plantago Herb Based on 
Nucleotide Sequences of 18S–28S rRNA 
Internal Transcribed Spacer Region. Biological 
and Pharmaceutical Bulletin. 30:1265-1270. 

26. Marhold, K., J. Lihova, M., Perny. and Bleeker, 
w. (2004) Comparative ITS and AFLP analysis 
of diploid Cardamine (Brassicaceae) taxa from 
closely related polyploid complexes. Annals of 
Botany . (Oxford), 93:507-520. 

27. Naqinezhad, A.R., Ghahreman, A. and Assadi, 
M. (2004) Some New Record Species for the 
Flora of Iran as Well as Ecological and 
Phytogeographical Notes. Journal Botany, 
11(1)89-96. 

28. Woese, C.R. and Fox, G.E. (1977) Phylogenetic 
structure of the prokaryotic domain: The 
primary kingdoms. Proceedings of the National 
Academy of Sciences  USA, 74:5088-5090. 

  
 

 

 

 

 

 

 

 



 1398، 1، شماره 32جلد                                                 )                                        مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي گياهي 

193 

Identification of some Iranian cardamine species using the ITS 
molecular marker 
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Abstract 

The genus Cardamine L. in Brassicaceae comprises about 200 species in the world and 
7 species in Iran. It has great morphological and karyological diversity and complex 
evolutionary history. This plant was collected from six different parts of Iran. The 
identity of these species was further explored by DNA extraction from young leaves and 
amplification of the nuclear ribosomal DNA (nrDNA) internal transcribed spacer (ITS) 
region by ITS4 and ITS5 primers. The amplified DNA was sequenced via Takapozist 
Company. Phylogeny reconstructions were performed using MEGA7 software. Blast 
and phylogeny analysis identified the collected plants as C.hirsuta C.flexuosa, C.tenera 
and C.uliginosa. Two known europian ecotypes of C. hirsuta (azureus and oxford from 
Max Planck Institute) were used as control which confirmed the outcome. These results 
not only confirmed the presence of at least four Cardamine species in Iran but also 
showed the effectiveness of ITS marker in identification of different species in the 
genus Cardamine. 
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