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 هیرکانی نمذارهای ITS ناحیه مستقیم یابی توالی با PCR-RFLP الگوی مقایسه

 
 2 کلاگش صادُ حؼیي اتاكلت ٍ 1 تیٌا حویذ ،*1 صادُ يَػف حاهذ

 ايشاى  ،ًَس ،هذسع تشتیت داًـگاُ ،عثیؼی هٌاتغ داًـكذُ ،يداس گلخٌ گشٍُ 1
 ايشاى ،تاتلؼش ،هاصًذساى داًـگاُ ،پايِ ػلَم داًـكذُ ،ؿٌاػی صيؼت گشٍُ 2

 
 چکیذه
ِ  تاَالی  تؼیایي  ،ؿاَد  های  پیـاٌْاد  گیااّی  يّا گًَِ تشاي تاسکذ DNA ػٌَاى تِ اهشٍصُ کِ ًـاًگشّايی اص يكی  ًاحیا

ِ  اياي  ،اػت عَلاًی صهاى ًیاصهٌذ ٍ ّضيٌِ شپَ سٍؿی ياتی تَالی کِآًدا  اص .اػت ITS اي ّؼتِ  کااسگیشي ِ تا  تاا  هغالؼا

 سٍؽ دٍ اياي  ًتايح ،ّیشکاًی ًوذاسّاي ITS ًاحیِ ؿكلی چٌذ الگَي هغالؼِ ضوي تا داسد قلذ PCR-RFLP سٍؽ

ِ  يكذيگش تا سا (PCR-RFLP ٍ ياتی تَالی) ِ  .ًواياذ  هقايؼا ُ  تاا  هٌظاَس  اياي  تا  الگاَي  ،تشؿای  آًاضين  ّـات  اص اػاتفاد

ِ  داد ىًـاا  ًتاايح  .ؿاذ  تشسػای  اياشاى  ؿاوال  ّیشکاًی يّا خٌگل اص ؿذُ آٍسي خوغ ًوذاس گًَِ 9 الكتشٍفَسصي  کا

 ًواذاس  يّاا  تاَالی  تواام  دس ًیاض  BsrBI آًاضين  ،اػت داس گل گیاّاى دس تشؽ خايگاُ فاقذ کِ EcoRI آًضين تش ػلاٍُ

 تفااٍ   تٌْا ٍ قشاس داد هدضا گشٍُ 9 دس سا تشسػی هَسد يّا گًَِ سٍؽ دٍ ّش .اػت تشؽ خايگاُ تذٍى ،ؿذُ هغالؼِ

 T. hyrcana گًَِ تا RFLP سٍؽ دس آى ّاي پايِ اص يكی کِ اػت Tilia begonifolia Steven گًَِ تٌذي گشٍُ دس

Tabari and Colagar ٍ تا هؼتقین ياتی تَالی سٍؽ دس  ِ ِ  قاشاس  هداضا  گشٍّای  دس .T. rubra Rupr گًَا  .اػات  گشفتا

 ًیض PCoA تحلیل (.=57/0r) ؿذ تأيیذ ًیض هٌتل آصهَى اص اػتفادُ تا سٍؽ دٍ ايي تالاي ًؼثتاً ّوؼَيی هیضاى ّوچٌیي،

ِ  تٌْاا  ٍ اػات  يكاذيگش  اص ّیشکااًی  هٌـاأ  تاا  ٍ T. dasystyla، T. hyrcana  ٍT. rubra يّا گًَِ توايض گَياي  گًَا
T. begonifoila تاشاي  کوتش ّضيٌِ ٍ صهاى كشف تِ ًیاص تِ تَخِ تا ،تٌاتشايي .ًوايذ خذا ّا گًَِ ايي اص اػت ًتَاًؼتِ سا 

ِ  سٍؽ اياي  ،هؼاتقین  يااتی  تاَالی  سٍؽ تا آى ًتايح تالاي ؼثتاًً ّوؼَيی ًیض ٍ ITS ًاحیِ PCR-RFLP سٍؽ  ػٌاَاى  تا

 .ؿَد هی پیـٌْاد گیاّی يّا گًَِ تثاسؿٌاػی تشاي کن ّضيٌِ ٍ ػادُ ،هٌاػة سٍؿی

 فیلَطًی ،تشؿگش آًضين ،تشؿی قغؼا  عَلی چٌذؿكلی ،سًٍَيؼی دسًٍی اًذاص فاكلِ :کلیذی های واژه

 
 مقذمه

َ  ياک  اص تیصيؼا  تٌَع کاّؾ سٍ تِ سًٍذ  ٍقاَع  ٍ ػا

ِ  کشهاَصٍهی  ؿاذگی  هضاػف ٍ اّ سگ دٍ  ػَاهال  اص کا

 ػاَي  اص اػات  گیاّی يّا گًَِ ًادسػت تـخیق اكلی

 ػیؼااتواتیک ىهتخللااا اكاالی ّاااي دغذغااِ اص ،ديگااش

 خْات  اسصاى ٍ دقیق ،ػشيغ یسٍؿ تِ دػتیاتی تشاي گیاّی
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 ؿٌاػاايی  ّااي  ػیؼاتن  .اػات  گیااّی  يّاا  گًَِ ؿٌاػايی

 اهكااى  ،ّا گًَِ ؿٌاػايی ػَْلت تش ػلاٍُ DNA تش هثتٌی

 ,Blaxter) آٍسد های  فاشاّن  ًیاض  سا خذيذ يّا گًَِ يافتي

 سٍؽ دس .Hebert et al., 2003a, 2003b) ؛2003

DNA ،تاَدى،  کَتاُ ضوي کِ طًَم اص تخـی تاسکذيٌگ 

 تفكیااک تااشاي اػاات، ًیااض ؿااكلی ٍيظگاای چٌااذ داساي

 Hebert) ؿاَد  های  اػتفادُ خٌغ يک هختلف ّاي گًَِ

et al., 2003a, 2003b ؛(Marshall, 2005 .ػلیااشغن 

ِ  Iػیتَکشٍم اکؼیذاص  سٍي ػوَهی تَافق ِ  ػٌاَاى  تا  قغؼا

ِ  گیااّی  طًاَم  قغؼِ ٌَّص ،خاًَساى تشاي تاسکذ تتَاًاذ   کا

ِ  کاستشد تاسکذتِ ػٌَاى  گیاّی يّا خٌغ توام تشاي  داؿات

 طًاای خايگاااُ چٌااذيي الثتااِ .اػاات ًـااذُ هؼشفاای ،تاؿااذ

 ،rbcl، atpB :ّا اگضٍى ػٌَاى تِ) گیاّاى دس پلاػتیکلشٍ

ndhF، matK ٍ ايٌتااشٍى :ؿاااهل کٌٌااذُ سهااض غیااش هٌاااعق 

trnL ٍ ِطًی تیي ًاحی trnL-F) ِپیـاٌْاد  تاسکاذ  ػٌاَاى  ت 

 يیکااسآ  ،هغالؼِ هَسد گیاّی خٌغ تِ تؼتِ کِ ُ اػتؿذ

 فشاٍاًای  دلیل تِ. (Chase et al., 2005)داسد  ًیض هتفاٍتی

 ٍ آػااااااى ؿاااااذى ايِ دٍ سگااااا ،اي ؿاااااثكِ لتكاهااااا

 تاک  غیاش  صايی گًَِ احتوالاً ،کشهَصٍهی ؿذگی هضاػف

تاا   .اػات  ساياح  گیاّااى  دس (non monophyletic) ًیايی

 تااًِؼااثت  اي ّؼااتِ طًااَم ثیشپاازيشيأتتَخااِ تااِ ايااي کااِ 

ِ  دٍ اص ًاؿی ّاي هـكل  چٌاذ  ،کوتاش اػات   ؿاذى  اي سگا

ِ  تثاسؿٌاػی پظٍّـگشاى کِ اػت ػالی ؿٌاػاايی   ثاال دً تا

 ،ساػاتا  اياي  دس .ّؼاتٌذ  گیاّااى  تشاي تاسکذ اي ّؼتِ طًَم

 ِ ِ  ITS (Internal Transcribed Spacer) ًاحیا  ػٌاَاى  تا

 Kress) اػات  ؿاذُ  پیـٌْاد گیاّاىتشخی اص  تشاي تاسکذ

et al., 2005).  ِ ِ  تشاي ًوًَا ِ  ITS2 ًاحیا ِ  ػٌاَاى  تا  ًاحیا

 گیاّااى  تشخای  تاشاي  تاسکذ ػٌَاى تِ ،ػوَهی تَافق هَسد

 .(Chen et al., 2010) اػت ؿذُ پیـٌْاد

 کااِ اػاات گیاّاااًی خولااِ اص (.Tilia spp) ًوااذاس

 هختلاف  يّا گًَِ تیي ؿذى سگ دٍ پذيذُ ٍقَع ػَْلت

ِ  اص تشخای  تَدى اي ًاحیِ ّن ّوچٌیي ٍ آى  ،آى يّاا  گًَا

 كاافا  اػاااع تااش سا آى يّااا گًَااِ دقیااق ؿٌاػااايی

ِ تا  تاا  تاَاى  هی ،اييتٌاتش .اػت ًوَدُ هـكل ؿٌاػی سيخت

 دقیاااق تؼاااذاد اص ،يٌگتاسکاااذ DNA سٍؽ کااااسگیشي

 حاكال  تیـاتشي  اعویٌاى خغشافیايی هٌغقِ يک دس ّا گًَِ

 ًوذاس خٌغ سٍي اًذکی ّاي تشسػی استثاط ايي دس .ًوَد

 يااتی  تاَالی  ٍ تاسکاذ  ًاحیِ تكثیش اگشچِ .اػت ؿذُ اًدام

 ،ػات ا يٌگتاسکاذ  هغالؼِ دس اػتاًذاسد یسٍؿ آى هؼتقین

ُ  تاا  دٌّاذ  هی تشخیح ىهحققا هَاسد تشخی دس اها  اص اػاتفاد

 ًتايح تِ کوتش صهاى كشف تا ٍ تش ػادُ ،تش اسصاى ّاي سٍؽ

 PCR-RFLP ،ّاا  سٍؽاياي   اص يكای  .ياتٌاذ  دػات  هـاتِ

ِ  کِ اػت ِ  دس گشچا  دقات  هؼاتقین  يااتی  تاَالی  تاا  هقايؼا

ِ  تفكیاک  ٍ ؿٌاػاايی  تاشاي  اهاا  داسد يکوتش دس  ،ّاا  گًَا

 Nakamura) اػات  ثشؤه ادُ ٍ اسصاى تَدى، کاسا ٍػ ػیي

et al., 1998a). تا  ِ ِ  تَخا ُ  تا  يااتی  تاَالی  سٍؽ اص اػاتفاد

 دس ًواذاس  خاٌغ  هختلف يّا گًَِ ؿٌاػايی تشاي هؼتقین

 ّوكاساى ٍ Yousefzadeh تَػظ ايشاى ؿوال ّاي خٌگل

ُ  تاا  تا داسد ًظش دس حاضش تحقیق ،(2012)  سٍؽ اص اػاتفاد

PCR-RFLP یًِاح ITS ِدس ؿاكلی  چٌذ ٍخَد تشسػی ت 

 تاا  آًْاا  استثااط  ًاَع  ٍ ًواذاس  خاٌغ  يّا گًَِ ITS ًاحیِ

 ػاا غ ٍ آًضيواای ّضاان الگااَي اص اػااتفادُ تااا يكااذيگش

ُ  اص حاكال  ًتايح تا آى اص حاكل ًتايح هقايؼِ  تٌاذي  گاشٍ

 .ت شداصد ،هؼتقین ياتی تَالی اػاع تش

 

 ها روش و مواد

ِ  چْااس  یتشسػ ايي تشاي :نمونه انتخاب  ًواذاس  گًَا

 T. begonifoloa :ؿااهل  ّیشکااًی  خٌگال  دس هَخاَد 
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Steven (ٍپايااِ د)، T. dasystyla Steven (ِدٍ پاياا)، 

T. hyrcana Tabari and Colagar (ٍپاياااِ د) ٍ 

T. rubra Rupr. (ٍپايِ د) ِيّاا  تیا   ؿٌاػاايی  قثلاً ک 

ِ  هختلااف  ، (Yousefzadeh et al., 2010a) سٍصًاا

 ,.Yousefzadeh et al) تاشگ  ؿٌاػی سيخت هغالؼا 

2010b) ٍ تااااااَالی دٍم ػاااااااختاس ّوچٌاااااایي ITS 

(Yousefzadeh et al., 2012)  تاَد ؿاذ  اًداام  آًْاا ُ، 

 دس هَخَد يّا گًَِ ،ّوچٌیي .گشديذ اػتفادُ ٍ اًتخاب

 ،.T. hetrophylla Vent :ؿااااااهل طى تاًاااااک

T. hupehensis Heng ،T. miqueliana 

Maximowicz ،T. paucicostata Maximowicz ٍ 

T. tomentosa Moench  ِ  دػتشػای  کاذ  تاا  تشتیاة  تا

AF174639 ،AF460197 ،DQ120724 ،AF460198 

ٍ AF25002 ؿذًذ اػتفادُ اسصياتی تشاي ًیض. 

 یهابی  تهوالی  و ITS قطعهه  تکثیر ،DNA استخراج

 ،ًواذاس  تاشگ  اص طًَهی يDNA اػتخشاج :آن مستقیم

 پتاػاین -ػاَلفا   ػیلدٍد ػذين ٍ CTAB اص اػتفادُ تا

 اًدام (Hosseinzadeh Colagar et al., 2010) اػتا 

 ITS1-5.8s-ITS2 ؿاااهل کااِ ITS هٌغقااِ تكثیااش .ؿااذ

 White تَػاظ  ؿذُ گضاسؽ پشايوشي يّا تَالی تا اػت

 ITS1 ًام تا هؼتقین پشايوش ؿاهل کِ (1990) ّوكاساى ٍ

 ('TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3-'5 تاااَالی ٍ)

 تاااااَالی ٍ) ITS4 ًاااااام تاااااا هؼكاااااَع پشايواااااش ٍ

5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') دس ،اػت 

 ،1 خاذٍل  دس ؿاذُ  رکاش  ًْاايی  غلظت ٍ دهايی ؿشايظ

 ؿٌاػااايی تااشاي تشسػاای حاضااش،  دس .گشفاات كااَس 

 تؼیایي  تاشاي  ٍ Taq آًاضين  اص تكثیاشي  قغؼاا   هقذهاتی

 داؿاتي  تاِ دلیال   Pfu آًاضين  اص PCR هحلاَلا   تَالی

 فشآيٌاااذ دس (proof-reading) تاااالا تلاااحیح کیفیااات

 هحلَل ،هؼتقین ياتی تَالی تشاي .ذؿ اػتفادُ هشاصي پلی

Pfu-PCR ِقغؼااا ITS ِؿااااهل کااا ITS1-5.8s-ITS2 

ُ  آلواى MWG ؿشکت تِ ،اػت  اػاتخشاج  .ؿاذ  فشػاتاد

 ؿاشکت  اص ؿاذُ  دسيافات  ّااي  الكتشٍفشٍگاشام  اص تَالی

MWG افضاس ًشم تا Chromas  ِگشفات  كاَس   2ًؼخ. 

 Blast تاشخظ  افضاس ًشم کاسگیشيِ ت تا ًیض ّا تَالی هقايؼِ

اػااات  NCBI تاًاااک تاااشخظ ّاااايافضاس ًاااشم اص کاااِ

(www.ncbi.nlm.nih.gov) ؿذ اًدام. 

 

 PCR دٌّذُ تـكیل هَاد ًْايی غلظت ٍ ؿشايظ -1 خذٍل

 Taq-DNA polymerase-PCR Pfu-DNA polymerase-PCR 

 ثاًیِ 360 تشايدسخِ ػاًتیگشاد  95-94 اًیِث 360 تشايدسخِ ػاًتیگشاد  95-94 اٍلیِ ٍاػشؿت

 چشخِ 32

 ثاًیِ 45 تشايدسخِ ػاًتیگشاد  56 ثاًیِ 45 تشاي دسخِ ػاًتیگشاد 56 اتلال

 ثاًیِ 90 تشايدسخِ ػاًتیگشاد  72 ثاًیِ 60 تشايدسخِ ػاًتیگشاد  72 تَػؼِ

 ثاًیِ 60 تشايدسخِ ػاًتیگشاد  94 ثاًیِ 60 تشاي دسخِ ػاًتیگشاد 94 ٍاػشؿت

 دقیقِ 7 تشاي دسخِ ػاًتیگشاد 72 دقیقِ 5 تشايدسخِ ػاًتیگشاد  72 ًْايی تَػؼِ

 PCR ّايٍاکٌـگش ًْايی غلظت

10 mM KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8.8 at 

25oC), 0.08% Nonidet P40, 1.5 mM MgCl2, 

0.2 mM each of dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 
0.5 mM of each primer, 20 ng of template 

DNA and 0.5 U Taq DNA polymerase 

(Fermentas, Germany) 

10 mM KCl, 20 mM Tris-HCl (pH 8.8 at 

25oC), 0.1% Triton X100, 10 mM 

(NH4)2SO4, 0.1mg/ml BSA, 2mM MgSO4, 
0.2 mM each of dATP, dCTP, dGTP, dTTP, 

0.5 mM of each primer, 20 ng of template 

DNA and 1.25U Pfu DNA polymerase 
(Fermentas, Germany) 
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 يیّاا  گًَِ ؿذُ ثثت تَالی تش اػاع :RFLP تحلیل

 تاا  ٍ (NCBI) طى الوللای  تایي  تاًاک  دس ًواذاس  خٌغ اص

 0/2ًؼااااااخِ  Nebcutter تااااااشخظ افااااااضاس ًااااااشم

(http://tools.neb.com/NEBcutter/index.php)، 

 ؿااهل  (restriction enzymes) تشؿاگش  آًاضين  8 تؼذاد

EcoRI، Bsr BI، EcoRV، AluI، HpaI، RsaI، 

MscI ٍ Hpy 166II اص اعویٌاااى تااشاي .ؿااذًذ اًتخاااب 

 ًتاايح  تا آصهايـگاُ دس آًضيوی ّضن تدشتی ًتايح تغاتق

 ّضاان الگااَي ،افااضاس ًااشم تااا واایآًضي ّضاان هحاػااثاتی

 دس ًیااااض EcoRI ٍ EcoRV آًااااضين دٍ تااااا آًضيواااای

 هحلاَلا   آًضيوای  ّضن تشاي .تشسػی ؿذ آصهايـگاُ

PCR کال  حدن دس آًضيوی ّايٍاکٌـگش هخلَط اتتذا 

 تاافش  هیكشٍلیتاش  5 :ؿااهل  هیكشٍلیتشي 10 يّاٍاکٌـگش

X2، 25/0 دٍ هقغاش  آب هیكشٍلیتاش  5/3 ٍ آًاضين  ٍاحذ 

ِ  لیتاشي  هیلی 5/0 يّا تیَب داخل دس ،تَد غیشتق تاس  تْیا

ِ  سا ّا تیَب ،کَتاُ ٍستكغ اص پغ .ؿذ  5 تاا  3 هاذ   تا

 37 دس ٍاکاٌؾ  هخلاَط  ،ػا غ  .ؿاذًذ  ػاًتشيفیَط ثاًیِ

 .ذؿا  گشهاگازاسي  ػاػت يک هذ  تِ ػاًتیگشاد دسخِ

 تاافش  لیتشهیكشٍ 5 هقذاس افضٍدى اص پغ ،تأيیذ تشاي ػ غ

 الكتشٍفاَسص  دسكاذ  ياک  سٍصآگاا  طل دس ،DNA ًوًَِ

 كافش  كَس  تِ تاًذّا اًذاصُ اػاع تش دّیُ ًوش .گشديذ

 تدضيِ ،ّااا گًَااِ تٌااذي گااشٍُ ايتش .ؿااذ اًدااام يااک ٍ

ٍ  Ward يتنسلگَا ٍ هشاتثااای ػلؼااالِ سٍؽ تِ اي خَؿِ

ُ  تا ٍ( 2005)ّوكاساى  ًؼاخِ   JMP افاضاس  ًاشم  اص اػاتفاد

ِ  اقلیذػی فاكلِ هشتغ ٍ ؿذ اًدام 2/1/3 َ  تا  هؼیااس  اىػٌا

ِ  اص .گشفت قشاس اػتفادُ هَسد تـاتِ ِ  تدضيا  هختلاا   تا

 تِ (Principal Coordinate Analysis; PCoA) اكلی

ِ  تدضيااِ هكوال  آصهاَى  ػٌاَاى   ًوااايؾ خْات  اي خَؿا

 ػذم يا ؿثاّت تش اػاع) يكذيگش اص ّا گًَِ توايض هیضاى

 .ؿذ اًدام PopTools افضاس ًشمتا  ،(ّا گًَِ ؿثاّت

 نتایح

 بهها PCR محصههو   آنزیمههی هضههم الگههوی

 تاا  ITS قغؼِ تأيیذ تشاي :EcoRV و EcoRI یها آنزیم

ُ  تیٌی پیؾ الگَي ٍ آًضيوی ّضن الگَي اص اػتفادُ  ؿاذ

ُ  ياک  داساي) EcoRV آًاضين  دٍ اص افاضاس  ًاشم  تا  خايگاا

 دس تاشؽ  خايگاُ تذٍى) EcoRI آًضين ٍ (ًوذاس دس تشؽ

 ّضان  الگاَي  عتش اػا .گشديذ اػتفادُ (داس گل گیاّاى

 تشتیاة  تِ آگاسٍص طل دس EcoRV آًضين تَػظ آًضيوی

 تاَد  اًتظااس  هَسد تاصي خفت 350 ٍ 430 حذٍد قغؼاتی

 تأيیاذ  هَسد سا ؿذُ تكثیش DNA آهذُ دػتِ ت ًتايح کِ

 داد ًـااى  ًتاايح  ،ّوچٌایي  (.5 ػاتَى  ،1 ؿكل) داد قشاس

 تااشؽ داساي PCR هحلااَل سٍي EcoRV آًااضين کااِ

 گیاّااى  ITS هحلاَل  تَاًاذ  های  ،تشاييتٌاا  .اػات  ًثَدُ

 اػاع ايي تش .(Jobes and Thien, 1997) تاؿذ داس گل

 قاتال  ّضان  الگَي تا ؿذُ هـاّذُ آًضيوی ّضن الگَي

ُ  تیٌای  پایؾ  ّواى يا ،اًتظاس  تاا  کااهلاً  ،افاضاس  ًاشم  تاا  ؿاذ

 دس ّااا تاکؼااَى توااام دس .داد ًـاااى هغاتقاات يكااذيگش

 اص .اػات  تاشؽ  يگاُخا داساي HpaI آًضين ،37 هَقؼیت

 گًَاااِ تٌْاااا ،هغالؼاااِ تحااات يّاااا گًَاااِ ّواااِ تااایي
T. dasystyla آًااااضين تَػااااظ 283 هَقؼیاااات دس 

Hpy166II اياي  ّوچٌایي  .اػت تشؽ داساي  ِ  تٌْاا  گًَا

 ؿاوال  يّا خٌگل اص سًوذا خٌغ يّا گًَِ تیي دس گًَِ

 آًاااضين تَػاااظ 383 هَقؼیااات دس کاااِ اػااات اياااشاى

Hpy166II اػت تشؽ خايگاُ تذٍى. 

بها روش   دهی نمرهبنذی بر اساس  مقایسه گروه

RFLP ياتی  تَالی ،دس اتتذا :یابی مستقیم و روش توالی

ّااي   الكتشٍفشٍگشاماص  ITS1-5.8s-ITS2هؼتقین هٌغقِ 

ًـااى   Blastافضاس تشخظ  ّا تا ًشم ٍ هقايؼِ تَالی دسيافتی

 ،ػا غ . تؼلق داسدقغؼِ هَسد ًظش تِ خٌغ ًوذاس داد کِ 

 تااا سٍؽ RFLPقغؼااا   دّاای ًوااشُدًااذسٍگشام سػاان 

http://tools.neb.com/NEBcutter/index.php
http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=10f3bd8a-A5&enzname=EcoRI
http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=10f3bd8a-A5&enzname=Hpy166II
http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=10f3bd8a-A5&enzname=Hpy166II
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Ward  دًذسٍگشام تا اػتفادُ ٍ سػن ( 2005)ٍ ّوكاساى

ياااتی هؼااتقین تااا سٍؽ حااذاکثش     تااَالی دّاای ًوااشُص ا

ِ  ًتايح گشٍُ. كَس  گشفت پاسػیوًَی ّااي   تٌذي گًَا

سا  آًْاا ، RFLP دّی ًوشُهَسد تشسػی تش اػاع الگَي 

کِ اياي تؼاذاد    (2ؿكل )گشٍُ هدضا تفكیک ًوَد  9دس 

  ُ يااتی   َالیتٌاذي تاش اػااع سٍؽ تا     گشٍُ تا ًتاايح گاشٍ

دس . هؼااتقین ٍ سٍؽ حااذاکثش پاسػاایوًَی هغاتقاات داسد

 ِ ّاااي تااا هٌـااأ غیااش ّیشکاااًی دس      ّااش دٍ سٍؽ گًَاا

ِ  . ّاي هدضا قشاس گشفتٌذ گشٍُ ّااي تاا    دس استثاط تاا گًَا

   ِ  ّاااااي هٌـااااأ ّیشکاااااًی، دس ّااااش دٍ سٍؽ گًَاااا

T. dasystyla، T. hyrcana ٍ T. rubra  دس گشٍّاای

اخاتلاف گًَاِ    هَسدتٌْا گًَِ . هدضا قشاس گشفتٌذ کاهلاً

T. begonifolia ِّاي آى دس سٍؽ  اػت کِ يكی اص پاي

RFLP ًَِتا گ T. hyrcana    ِدس يک گشٍُ قاشاس گشفتا

ياتی هؼاتقین تاا گًَاِ     کِ دس سٍؽ تَالی دس حالی .اػت

T. rubra  (.2ؿاكل  )دس گشٍّی هدضا قشاس گشفتِ اػت  

تق ايي دٍ سٍؽ تا هٌتل ًیض هیضاى تغاتا اػتفادُ اص آصهَى 

 ّوؼاَيی ًؼاثتاً   دٌّذُ ًـاىيكذيگش ػٌدؾ ؿذ ٍ ًتايح 

تااالاي ًتااايح حاكاال اص دٍ سٍؽ هااَسد تشسػاای اػاات   

(r=0.57). 

 

 
 اص حاكل قغؼا  فشضی عَل ٍ پشايوشّا ؿواتیک A) .آگاسٍص طل دس ITS قغؼِ آًضيوی ّضن ٍ PCR ّاي هحلَل -1 ؿكل

ِ  دس آًْااا ػولكاشد   ؛ITS1-5.8s-ITS2 قغؼااِ سٍي آى ػولكااشدي هحلاَل  ٍ آًضيواای ّضان  الگااَي یکؿااوات B) ؛ITS قغؼا

(C ّاي هحلَل PCR ٍ پشايوشّااي  هحلاَل  :1 ػاتَى  .طل اياي  دس دسكاذ  1 آگااسٍص  طل سٍي آًضيوای  ّضن ITS1/ITS4، 

 .اػت ًـاًگش EcoRV، M1 ٍ M2 تشؿگش آًضين تَػظ آًضيوی ّضن :2 ػتَى
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ُ  سػان  دًاذسٍگشام  A) .هؼتقین ياتی تَالی ٍ  RFLP ّاي تا سٍؽؿذُ  تشسػی يّا گًَِ تٌذي گشٍُ ًتايح هقايؼِ -2 ؿكل ُ  تاا  ؿاذ  دّای  ًواش

 .پاسػیوًَی حذاکثش تا سٍؽ هؼتقین ياتی تَالی دّی ًوشُ تا ؿذُ سػن دًذسٍگشام B) ؛(2005)ٍ ّوكاساى  Ward تا سٍؽ RFLP قغؼا 
 

ِ  تواايض  هیاضاى  ،ّوچٌیي ِ  يّاا  گًَا ُ  هغالؼا ِ  ؿاذ  تا

 .ؿاذ  اًداام  PCoA تحلیال  قالاة  دس گشافیكی كَس 

ِ  اػت هـخق 3 ؿكل دس کِ عَس ّواى  تاا  يّاا  گًَا

 ،T. hupehensis يّاا  گًَِ ٍيظُِ ت ّیشکاًی غیش هٌـأ

T. miqueliana  ٍT. paucicostata صياادي  فاكلِ تا 

 دس .ّؼاتٌذ  هتواايض  اياشاى  ؿوال دس هَخَد يّا گًَِ اص

 يّاااا ًَاااِگ هشکاااض ًیاااض ّیشکااااًی يّاااا گًَاااِ تااایي
T. dasystyla، T. hyrcana  ٍT. rubra يكاذيگش  اص 

 گًَااِ ّاااي پايااِ اص يكاای اهااا .اػاات فاكاالِ داساي

T. begonifolia گًَِ تا T. hyrcana ٍ اص ديگاش  يكی 

ِ  تا آى ّاي پايِ ِ  T. rubra گًَا ُ  آهیختا  اص .اػات  ؿاذ

 گًَااِ هشکااضي ّاان ،تحلیاال ايااي تَخااِ خالااة ًكااا 

T. heterophyla گًَااِ تااا ؿااوالی هشيكااايآ هٌـااأ اص 

T. hyrcana (ًَِهؼشفای  تاصُ خذيذ گ  ُ  خٌگال  اص ؿاذ

 (2012 ،ّوكاااساى ٍ Yousefzadeh تَػااظ ّیشکاااًی

 .اػت

 
 (PCoA) اكلی هختلا  تحلیل دٍم ٍ اٍل هحَس اػاع تشؿذُ  هغالؼِ يّا گًَِ پشاکٌؾ -3 ؿكل
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 گیری نتیجه و بحث

 تااااشاي کاااان ّضيٌااااِ سٍؿاااای PCR-RFLP سٍؽ

ِ  ؿاكلی  چٌاذ  صيآؿكاسػا  Manhart) اػات  ITS ًاحیا

and Mccourt, 1992).  ِ ِ  اگشچا  اػااع  تاش  گیاشي  ًتیدا

 يااتی  تاَالی  تا سٍؽ ًؼثت ITS ًاحیِ PCR-RFLP سٍؽ

 ,.Gonzalez et al) داسد تاشي  پاايیي  دقات  آى هؼاتقین 

ِ  اها، (1999 ُ  دلیال  تا داؿاتي   ٍتاَدى   اسصاى ،ػاشيغ  ،ػااد

 دس ٍػایؼی  عَس تِ، (Cocolin et al., 2000) تالا کاسايی

ُ  خوؼیات  ؿٌاػی صيؼت ٍ تاکؼًََهی ّاي هغالؼِ  اػاتفاد

؛ Avise, 1994) ،Kuninaga et al., 1997 ؿااَد هاای

Nakamura et al., 1998b ؛(Ristaino et al., 1998. 

 سٍؽ ًتاايح  تاالاي  ًؼاثتاً  ّوؼاَيی  ًیض پظٍّؾ حاضش دس

 َيااي گ ،هؼتقین ياتی تَالی اص حاكل ًتايح تا هغالؼِ هَسد

 تاااشاي ITS ًاحیاااِ PCR-RFLP سٍؽ تاااالاي کااااسايی

 تٌْاا  .اػات  يكاذيگش  اص ًوذاس هختلف يّا گًَِ تفكیک

 ّن ٍ هؼتقین ياتی تَالی اػاع تش ّن کِؿذُ هغالؼِ  گًَِ

ِ  ػاايش  اص PCR-RFLP سٍؽ اػااع  تش  تفكیاک  ّاا  گًَا

ِ  ،اػات  ًـذُ ِ  اص اٍل پايا اص  .اػات  T. begonifolia گًَا

ُ ِ تا  ًواذاس  خٌغ دس ؿذى ايِ سگدٍ پذيذُ  آًدا کِ  ٍياظ

 اياي  احتواال  اػات  ؿايغ ،خا ّن صيؼتی ًاحیِ تا يّا گًَِ

 هحتوال  تؼایاس  ،تاؿاذ  دٍ سگ اي پايِ گًَِ اؿاسُ ؿذُ کِ

 ًااَاحی دس ّاان T. begonifolia گًَااِ کااِ چااشا .اػاات

 پااشاکٌؾ ًااَاحی دس ّاان ٍ T. hyrcana گًَااِ پااشاکٌؾ

T. rubra کشهاَصٍهی  ّاي لؼِهغا اًدام الثتِ .داسد حضَس 

 ساػااتاي دس هَلكااَلی ّاااي سٍؽ ػااايش کاااسگیشيِ تاا ٍ

 .تاؿذ ساّگـا تَاًذ هی دٍ سگ ّاي پايِ ؿٌاػايی

 خايگاُ ٍخَد پظٍّؾ حاضش، تشخؼتِ ًتايحديگش  اص

 آًاااضين تَػاااظ 283 هَقؼیااات دس اًحلااااسي تاااشؽ

Hpy166II گًَِ تشاي T. dasystyla اياي  حضَس .اػت 

 اػات  ؿذُ گضاسؽ ايشاى ؿوال يّا خٌگل دس قثلاً گًَِ

(Pigott and Francis, 1999) ٍ ًیاااض تاااِ تااااصگی 

Yousefzadeh ٍ ّاي دقیاق  تشسػی تا (2012) ّوكاساى 

 کااِ داس شکک اا خاهااِ اص ػكااغ تْیااِ ٍ هیكشٍػااكَپی

ِ  اياي  حضاَس  ،اػت گًَِ ايي اكلی هـخلِ  دس سا گًَا

 ًیاض  پاظٍّؾ  اياي  .ًوَدًاذ  تأيیذ ايشاى ؿوال يّا خٌگل

 ّااي  پايِ ITS ًاحیِ سٍي هغالؼِ دس چٌاًچِ کِ داد ًـاى

 آًااضين ،ّیشکاااًی خٌگاال اص ًوااذاس خااٌغ اص هختلااف

Hpy166II تاؿاذ  تاشؽ  خايگاُ داساي 283 هَقؼیت دس، 

 ِ ِ  ًظاش  هاَسد  گًَا  ،ّوچٌایي  .اػات  T. dasystyla گًَا

ُ  فقاذاى  پظٍّـاگشاى  ػاايش  اگشچِ  تَػاظ  تاشؽ  خايگاا

 گاضاسؽ سا  داس گال  گیاّااى  ITS ًاحیِ دس EcorI آًضين

پااظٍّؾ  اهااا ،(Jobes and Thien, 1997)اًااذ  کااشدُ

 خاٌغ  اصؿاذُ   تشسػی يّا گًَِ ػغح دس حذاقل حاضش

ِ  سٍي ًیاض  BsrBI آًضين کِ ًوَد اثثا  ًوذاس  ITS ًاحیا

 ايي اًدام كَس  دس ٍ اػت تشؽ خايگاُ تذٍى ًوذاسّا

 تاا  تاَاى  های  ،ًواذاس  خٌغ يّا گًَِ تواهی سٍي آصهَى

 يكای  ػٌاَاى  تِ تَاًذ هی BsrBI آًضين کِ گفت اعویٌاى

 حاكال  سًواذا  خاٌغ  ITS ًاحیِ تأيیذ خْت ّا گضيٌِ اص

 تااشاي ٍيااظُِ تاا سّیافاات ايااي .گااشدد هؼشفاای PCR اص

 ٍ گیاااّی ؿٌاػاای ػااٌگَاسُ صهیٌااِ دس کااِ پظٍّـااگشاًی

 تشسػای  عشيق اص گزؿتِ گیاّی خَاهغ تشکیة ؿٌاػايی

 .تاؿاذ  هفیذ تؼیاس تَاًذ هی ،کٌٌذ هی هغالؼِ گیاّاى فؼیل

 هخاتق  اختلاكای  تاًذي الگَي ٍخَد ،ديگش ػَي اص

ُ  تَاًذ هی ،PCR-RFLP سٍؽ دس گًَِ تِ  آى اص اػاتفاد

ِ  هاَسد  ،ًواذاس  خاٌغ  تاکؼاًََهی  هغالؼا  دس سا  تَخا

ِ  قلاذ  ًیاهحققا  چٌاًچِ ،اػاع ايي تش .دّذ قشاس  هغالؼا

ِ  ًاَاسي  الگَي سٍي  اىگیاّا  اص خاٌغ  ياک  ITS ًاحیا

 ًخؼات  گاام  دس ،تاؿاٌذ  ؿتِدا سا خاف دسختی-خٌگلی

ِ  ًضدياک  يّا گًَِ تَالی اخز تا تَاًٌذ هی ِ  تا  يّاا  گًَا

 تؼااذاد اص اعویٌاااى ٍ طًاای ّاااي تاًااک اص هغالؼااِ هااَسد

http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=10f3bd8a-A5&enzname=Hpy166II
http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=10f3bd8a-A5&enzname=Hpy166II
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 .ًوايٌااذ اًتخاااب سا هٌاػااة يّااا آًااضين ،تااشؽ خايگاااُ

 آؿكاسػااصي  تِ PCR-RFLP سٍؽ اص اػتفادُ تا ،ػ غ

 ّااا گًَااِ تاایي سٍاتااظ هغالؼااِ ٍ ITS ًاحیااِ چٌذؿااكلی

 .ت شداصًذ

 

 منابع 
Avise, J. C. (1994) Molecular markers, Natural History and Evolution. Chapman and Hall, New York. 

Blaxter, M. (2003) Molecular systematics counting angels with DNA. Nature and Resources 421: 122-

124. 

Chase, M. W., Salamin, N., Wilkinson, M., Dunwell, J. M., Kesanakurthi, R. P., Haider, N. and 

Savolainen, V. (2005) Land plants and DNA barcodes: short-term and long-term goals. Philosophical 

Transactions of the Royal Society B: Biological Sciences 360: 1889-1895. 

Chen, S. L., Yao, H., Han, J. P., Liu C., Song, J. Y., Shi, L. C., Zhu, Y. J., Ma, X. Y., Gao, T., Pang, 

X. H., Luo, K., Li, Y., Li, X. W., Jia, X. C., Lin, Y. L. and Leon, C. (2010) Validation of the ITS2 

region as a novel DNA barcode for identifying medicinal plant species. PLoS One 5(1): e8613. 

Cocolin, L., Bisson, L. F. and Mills, D. A. (2000) Direct profiling of the yeast dynamics in ine 

fermentations. Fems Microbiology Letters 189(1): 81-87. 

Gonzalez, M. A., Gomez, P. J. and Montoya, R. (1999) Comparison of PCR-RFLP analysis of the ITS 

region with morphological criteria of various strains of Dunaliella. Journal of Applied Phycology 

10: 573-580. 

Hebert, P. D. N., Cywinska, A., Ball, S. L. and Dewaard, J. R. (2003a) Biological identifications 

through DNA barcodes. In: Proceedings of the Royal Society B-Biological Sciences 270: 313-321. 

Hebert, P. D. N., Ratnasingham, S. and Dewaard, J. R. (2003b) Barcoding animal life: cytochrome c 

oxidase subunit 1 divergences among closely related species Proceedings of the Royal Society B-

Biological Sciences 270: 596-599. 

Hosseinzadeh Colagar, A., Saadati, M., Zarea, M. and Talei, S. A. (2010) Genetic variation of the Iranian 

Sclerotinia sclerotiorum isolates by standardizing DNA polymorphic fragments. Biotechnology 

(Pakistan) 9(1): 67-72. 

Jobes, D. V. and Thien, L. B. (1997) A conserved motif in the 58S ribosomal RNA (rRNA) gene is a 

useful diagnostic marker for plant internal transcribed spacer (ITS) sequences. Plant Molecular 

Biology Reporter 15(4): 326-334. 

Kress, W. J., Wurdack, K. J., Zimmer, E. A., Weigt, L. A. and Janzen, D. H. (2005) Use of DNA 

barcodes to identify flowering plants. In: Proceedings of the National Academy of Sciences USA 

102(23): 8369-8374. 

Kuninaga, S., Natsuaki, T., Takeuchi, T. and Yokosawa, R. (1997) Sequence variation of the rDNA 

ITS regions within and between anastomosis groups in Rhizoctonia solani. Current Genetics 32: 

237-243. 

Marshall, E. (2005) Will DNA bar codes breathe new life into classification? Science 307:1037. 

Nakamura, H., Kaneko, S., Yamaoka, Y. and Kakishima, M. (1998a) Differentiation of Melampsora 

rust species on willows in Japan using PCR-RFLP analysis of ITS regions of ribosomal DNA. 

Mycoscience 39: 105-113. 

Nakamura, T., Arai, T., Takagi, M., Sawada, T., Matsuda, T., Yokota, T. and Heike, T. (1998b) A 

selective switch-on system for self-renewal of embryonic stem cells using chimeric cytokine 

receptors. Biochemical and Biophysical Research Communications 248: 22-27. 



 

 
 81 ًوذاسّاي ّیشکاًی ITSياتی هؼتقین ًاحیِ  تا تَالی PCR-RFLPهقايؼِ الگَي 

 

 

 

Pigott, C. D. and Francis, B. (1999) The taxonomic status of Tilia dasystyla in Crimea, Ukraine. 

Edinburgh Journal of Botany 56:161-173. 

Ristaino, J. B., Madritch, M., Trout, C. L. and Parra, G. (1998) PCR amplification of ribosomal DNA 

species identification in the plant pathogen genus Phytophthora. Applied And Environmental 

Microbiology 64: 948-954. 

Ward, R. D., Zemlak, T. S., Innes, B. H., Last, P. R. and Hebert, P. D. N. (2005) DNA barcoding 

Australia's fish species. Philosophical Transactions of the Royal Society B-Biological Sciences 

360: 1847-1857. 

White, T. J., Bruns, T., Lee, S. and Taylor, J. W. (1990) Amplification and direct sequencing of fungal 

ribosomal RNA genes for phylogenetics. In: PCR protocols: a guide to methods and applications 

(Eds. Innis, M. A., Gelfand, D. H., Sninsky, J. J. and White, T. J.) 315-322. Academic Press, Inc., 

New York. 

Yousefzadeh, H. (2012) Biosystematic genus Tilia in northern Iran. PhD thesis, Tarbiat Modares 

University, Noor, Iran (in Persian). 

Yousefzadeh, H., Hosseinzadeh Colagar, A., Tabari, M., Sattarian, A. and Assadi, M. (2010a) Recognition 

of different stomata types of Tilia spp. in hyrcanian forests. Taxonomy and Biosystematic 2(5): 17-28  

Yousefzadeh, H., Hosseinzadeh Colagar, A., Tabari, M., Sattarian, A. and Assadi, M. (2012) Utility of 

the ITS region sequence and structure for molecular identification of the Tilia species from 

Hyrcanian forest, Iran. Plant Systematic and Evolution 298: 947-961 

Yousefzadeh, H., Tabari, M., Hosseinzadeh Colagar, A., Assadi, M., Sattarian, A. and Zare, H. (2010b) 

Variation in Leaf Morphology of Tilia spp. of in Hyrcanian forests. Taxonomy and Biosystematic 2(3): 

11-24. 



 

 
 1392صهؼتاى  ،ّنّفذ ؿواسُ ،نپٌد ػال ،تیَػیؼتواتیک ٍ تاکؼًََهی 82

 

 

 



 

 

 
Taxonomy and Biosystematics, 5th Year, No. 17, Winter 2013 7 

 

 

 

 

 

 

 

Comparison of PCR-RFLP pattern with sequencing analysis 

of the ITS region of Hyrcanain's Tilia 

 

Hamed Yousefzadeh 
1
*, Hamid Bina 

1
 and Abasalt Hosseinzadeh Colagar 

2 

 
1
 Department of Forestry, Faculty of Natural Resources and Marine Sciences, Tarbiat Modares University, Noor, Iran 

2
 Department of Biology, Faculty of Basic Sciences, University of Mazandaran, Babolsar, Iran 

 

 

 

Abstract 

Sequencing of ITS region is one of the candidate markers as a DNA barcoding in Plants. 

Since sequencing technique is expensive and time consuming, we used PCR-RFLP technique 

and compared the result of these methods (PCR-RFLP and sequencing) to evaluate the 

efficiency of PCR RFLP technique in recognition of different species of Tilia from Hyrcanain 

forest. Electrophoresis pattern of ITS regions of nine species of Tilia were studied by eight 

restriction enzymes. Results indicated that the EcoRI and BsrBI did not have restriction site in 

the genus Tilia. Mantel test showed that the dendrogram derived from RFLP and cladogram 

indicated relatively high congruency (r=0.57). PCoA analysis recognized T. dasystyla, 

T. hyrcana and T. rubra from Hyrcanian's origin, but it could not separate T. begonifloia from 

the other hyrcanian species. In this respect, derived results were similar to sequencing one. In 

conclusion, with regard to less expensive and less time consuming PCR-RFLP technique and 

high similarity between its result with sequencing, we recommend this method as a simple 

and economical method with relatively high efficiency studding plant phylogeny. 
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