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 چکیده

و یک  ITS4گونه مختلف از گیاه بومادران متعلق به نواحی جغرافیایی مختلف ایران با استفاده از یک آغازگر  11ارزیابی روابط فیلوژنتیکی در 

یابی شدند. بر مبنای درخت گونه تکثیر یافتند و بنابراین توالی 11در تمامی  ITS4و  MatK 390انجام گرفت. دو آغازگر  MatK 390آغازگر 

در یک گروه منوفایلتیک قرار  Achelliaگونه جنس  11یی، تمامی نما درست روش حداکثر و ترسیم شده با MatK 390فیلوژنتیکی حاصل از 

( نیز در یک کلاد جداگانه جای گرفتند. همچنین بر اساس درخت T. partheniumو  Tanacetum vulgareدو گروه خارجی ) و گرفتند

که گونه  گروه مجزا قرار گرفتند، درحالی گونه مورد مطالعه گیاه بومادران در یک 11گونه از تمامی  ITS 4 ،3فیلوژنتیکی حاصل از نشانگر 

( در کلاستر Cotula cinerea و T. vulgare ،T. millefolium ،T. macrophyllumارجی )یعنی، همراه با چهار گروه خ A. alepicaموسوم به 

برای آنالیز  توان می ITS 4و  MatK 390مجزای دیگری قرار گرفتند. درنهایت، نتایج این تحقیق نشان داد که از هر دو سیستم نشانگری 

 بومادران بومی ایران استفاده نمود.های مختلف بارکدینگ در گونه DNAفیلوژنتیکی و 
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ABSTRACT 
Phylogenetic relationships were assessed in 10 different species of the Yarrow (Achillea spp.) originated from 

geographically different regions of Iran, using three different DNA markers namely ITS 4 and MatK 390. Both of 

them (MatK 390 and ITS 4) were amplified among all the 10 species, and the resultant amplicons were sequenced for 

further analyses. Phylogenetic tree of MatK 390 based on maximum likelihood could successfully place all the 10 

species of the genus Achillea in a major cluster and outgroups (i.e., Tanacetum vulgare and T. parthenium) in the 

second major group. Taking phylogenetic tree of ITS 4 into account, all 9 out of 10 species of the genus Achillea 

were grouped into the first main cluster, while all four outgroups (i.e., T. vulgare, T. millefolium, T. macrophyllum, 

and Cotula cinerea) together with the one species of the genus Achillea (A. alepica) were placed in the second group. 

Altogether, the results of the current study demonstrated that both MatK 390 and ITS 4 are qualified enough to be 

utilized as a powerful DNA barcoding system and subsequently phylogenetics analysis in different species of the 

genus Achillea originated from geographically several regions of Iran.      
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 مقدمه

 متعلق به تیره  .Achillea sppبومادران با نام علمی

Asteraceae،  گیاهی است چند ساله، اغلب کرکدار، با

های مختلف و انتهای ساقه اغلب  ارتفاع متفاوت در گونه

باشد. برای این جنس در دنیا  ضخیم و چوبی شونده می

گونه علفی چند ساله  51گونه و در ایران  511بیش از 

 ,Mozaffarian) که اغلب معطر هستند وجود دارد

در برخی مناطق  Achillea millefolium(. از گونه 1998

های دارویی، به عنوان گیاه زینتی و  دنیا علاوه بر استفاده

 . (Amin et al., 2008)کنند  پوششی نیز استفاده می

باعث  در خصوصیات مورفولوژیکیبالا تنوع  وجود

 های خاص از این جنس کاملاً مرزهای گونه شده که

نبوده و شناسایی گونه ها را با کمی مشکل متمایز 

. بسیاری از (Nemeth, 2005)مواجه نموده است 

های این جنس تنوع مورفولوژیک بالایی را در  گونه

 عنوان بهاند که  نتیجه آثار محیطی از خود نشان داده

ممکن است با  A. millefoliumای از  مثال زیرگونه

در شرایط آب و هوایی خشک اشتباه  A. collinaگونه 

. مشابه با (Dabrovska, 1977)تشخیص داده شود 

سایر گیاهان، به منظور بررسی تنوع ژنتیکی این گیاه، 

و  متابولیتی مورفولوژیکی، نشانگرهای مختلف از

، Taheri et al. (2016)است.  شده استفاده مولکولی

( را از A. wilhelmsiiسه جمیعت مختلف بومادران )

لحاظ صفات مورفولوژیک مورد بررسی قرار دادند که 

  مؤلفه نشان داد دو اصلی های مؤلفه به تجزیه نتایج

 توجیه را تغییرات کل از درصد 11 اصلی اول حدود

 سه هر که داد نشان پلات بای تجزیه نتایج .نمایندمی

 ای خوشه تجزیه اند.شده تفکیک یکدیگر از تقریباً توده

نمود.  تأیید کامل طور به را پلاتبای تجزیه نتایج نیز

Rahimmalek et al. (2009)های  ، از نشانگرAFLP 

برای تعیین تنوع ژنتیکی بین و درون پنج گونه مهم 

که از مناطق مختلف  Achilleaاقتصادی بومادران 

ستفاده کردند و تنوع آوری شده بودند، اکشور جمع

های مورد مطالعه از جمله  توجهی در گونه ژنتیکی قابل

A. millefolium ،A. filipendulina ،A. tenuifolia ،A. 

santolina ،A. biebersteinii  وA. pachycephala 

دیگری، تنوع مشاهده کردند. همچنین، در تحقیق 

با نشانگرهای  A. millefoliumنمونه از گونه  64ژنتیکی 

SSR  مورد بررسی قرار گرفت و بر مبنای نتایج حاصل

تمامی ژنوتیپ های  تقریباًو تجزیه کلاستر،  PCoAاز 

در یک مربوط به یک منطقه جغرافیایی خاص، 

 ,.Rahimmalek et al)کلاستر مجزا قرا گرفتند 

و  ISSRنیز با استفاده از نشانگرهای  . اخیراً(2011

 Achilleaجمعیت از  61فنوتیپی تنوع ژنتیکی 

fragrantissima  .مورد بررسی قرار گرفته است

جمعیت مورد استفاده در این  61کلی، تمامی طور به

درضمن  و قرار گرفتندتحقیق، در دو گروه عمده 

شده با برخی صفات  مشاهده ISSRبرخی از باندهای 

مورفولوژیکی نظیر اندازه گیاه، عملکرد بذر و ویگور 

 .(Badr et al., 2017)بهتر گیاه همبستگی نشان دادند 

علاوه بر انواع نشانگرهای مولکولی مرسوم، امروزه 

نیز استفاده  DNAاز نشانگرهای مبتنی بر توالی 

نامگذاری  DNAد که تحت عنوان بارکدینگ شو می

جامعه مقاله یک در بار ند. این روش اولینشو می

و  (Arnot et al., 1993)شد  کاربرده به گیاهی شناسی

هدف  و شد مطرح  Hebert et al. (2003)سپس توسط 

 جهانی استانداردهای یارتقا و توسعه تکنیک این کلی

 است. در رابطه با جنس هاگونه شناسایی زمینه در

یا بومادران نیز چندین تحقیق  Achilleaگیاه دارویی 

در این زمینه انجام شده است. برای مثال، از 

پلاستیدی  ndhFنشانگرهای مختلفی نظیر ژن 

(Watson et al., 2000) دو نشانگر ،ITS ی ریبوزوم

 ,Oberprieler & Vogt)پلاستیدی  trnLFای و هسته

 ,.ITS (Francisco‐Ortega et alو نشانگر  (2000

به منظور بررسی روابط بین جنسی در جنس  (2001

Achillea  استفاده شده است. نتایج حاصل از این

تحقیقات، ارتباط ژنتیکی نزدیکی بین سه جنس 

Achillea ،Otanthus  وAnacyclus  نشان داد. با این

وجود، در تمامی این سه مطالعه، تنها یک گونه منفرد 

مورد استفاده قرار گرفته بود. در  Achilleaاز جنس 

های مختلف به منظور شناسایی گونه و مطالعه دیگری

و بررسی روابط فیلوژنی و  Achilleaجنس 

سیستماتیک در این جنس، از دو سیستم نشانگری 

nrITS وtrnL-F   استفاده شد(Guo et al., 2004) .

برخلاف سه مطالعه قبل، در این مطالعه تعداد نمونه 

 15استفاده شد )حدود  Achilleaبیشتری از جنس 
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نمونه( و درضمن، برای ترسیم روابط فیلوژنی چندین 

گروه خارجی مورد استفاده قرار گرفتند. نتایج این مطالعه 

جامع نشان داد که هر دو سیستم نشانگری، قابلیت 

های و گروه Achilleaتفکیک گونه های مختلف جنس 

ی ها گروهمقایسه این جنس با  و خارجی را دارا هستند

 احتمالاً Achilleaاد که جنس خارجی نیز نشان د

  .(Guo et al., 2004)باشد منوفایلتیک می صورت به

شده در زمینه بررسی تنوع  لعات انجامعلیرغم مطا

، تحقیق جامعی Achilleaژنتیکی و فیلوژنی در جنس 

های مختلف جنس در رابطه با بررسی فیلوژنی گونه

Achillea  بومی ایران و بر مبنای نشانگرهای مبتنی بر

انجام نشده است. بنابراین، در تحقیق  DNAتوالی 

حاضر، با استفاده از دو سیستم نشانگری مبتنی بر 

، تجزیه فیلوژنی ITSو  MatKموسوم به  DNAتوالی 

مورد ارزیابی قرار  Achilleaگونه مختلف جنس  51

شده در زمینه  . این مطالعه، اولین تحقیق انجامگرفت

های بومی در برخی از انواع گونه DNAبارکدینگ 

 باشد.         یا بومادران در ایران می Achilleaجنس 
 

 هامواد و روش
 مواد گیاهی

 گونه مختلف گیاه بومادران از مرکز 51بذور مربوط به 

شهر کرج تهیه واقع در پیکان مراتع و هاجنگل تحقیقات

(. با توجه به اطلاعات مندرج بر روی 5شد )جدول 

گونه گیاهی  51، تمامی رهاهای ارسالی حاوی بذپاکت

استان کشور جمع آوری شده اند. به منظور  1بومادران از 

های مورد مطالعه، بذور دریافتی در گلخانه بررسی گونه

باغ گیاهان دارویی همدان در مخلوطی از خاک مزرعه، 

ماسه و خاک برگ کشت شدند. پس از رشد به مرحله 

گیاهی )برگ( تهیه کافی، از هر گونه به مقدار کافی بافت 

منظور  مایع فریز شده و بهنیتروژن فاصله در شده، بلا

 زمایشگاهی به آزمایشگاه انتقال یافتند.آانجام کارهای 

 

 
 استان کشور ایران 1آوری شده از گونه گیاهی بومادران جمع 51جغرافیایی تمامی  . توزیع5شکل 

Figure 1. Geographical distribution of 10 species of of the genus Achillea spp. collected from 9 provinces of Iran 

 
 محل جمع آوری آنها و .Achillea sppگونه جنس  51. مشخصات مربوط به 5جدول 

Table 1. Characteristics of 10 species of of the genus Achillea spp. and their sampling place 
No Sample ID Species  Sampling place 

1 31050 A. alepica Lorestan 
2 31051 A. biebersteinii Lorestan 
3 34000 A. eriophora Yazd 
4 30231 A. filipendula Ardebil 
5 42022 A. millefolium Qom 
6 27023 A. nobilis Guilan 
7 43384 A. santolina  Karaj 
8 39374 A. tenuifolia Qazvin 
9 40051 A. vermicularis Tehran 

10 39899 A. wilhelmsii Markazi 
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و انجام واکنش زنجیره ای پلی مراز  DNAاستخراج 

(PCR) 

های گیاهی، از روش  از بافت DNAبه منظور استخراج 

CTAB  تغییریافته استفاده شد(Doyle & Doyle, 

 DNAکمیت . به منظور بررسی کیفیت و (1990

کرولیتر از هر نمونه بر روی یاستخراجی، مقدار دو م

قرار داده شد و  5111ل حسگر دستگاه نانودارپ مد

نیز  و نانومتر 641در طول موج  هر یکمیزان جذب 

به  641و  681به  641نسبت جذب در طول موج 

تمامی کمیت سنجش کیفیت و اندازه گیری شد.  631

% نیز 5استخراج شده با ژل آگارز  DNAنمونه های 

 انجام شد. 

 

 آغازگرهای مورد استفاده

غازگر اختصاصی مربوط به در این تحقیق، از دو جفت آ

(. 6استفاده شد )جدول  MatK 390و  ITSهای ژن

استفاده  µL/ng 61هایی با غلظت DNAبرای تکثیر از 

های  چرخه .بودمیکرولیتر  61حجم نهایی واکنش  .شد

آر تکثیر اختصاصی با این جفت  سی حرارتی پی

سازی اولیه به  واسرشته غازگرها شامل مرحله اول؛آ

 ؛گراد، مرحله دومدرجه سانتی16دقیقه در  3مدت 

ثانیه و  61گراد به مدت درجه سانتی 16 ،چرخه 31

18 (Matk) 41 (ITS) 61گراد به مدت درجه سانتی 

ثانیه و  61راد به مدت گدرجه سانتی 26ثانیه و 

 26دقیقه در  1بسط نهایی به مدت  مرحله سوم؛

 گراد انجام شد.درجه سانتی

 
مشخصات دو جفت آغازگر اختصاصی مربوط به . 6جدول 

 MatK 390و  ITSهای ژن

Table 2. Characteristics of 3 primers of ITS and MatK 

390 genes 
Sequence Primer Gene 

5՜TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC3՜ F 
ITS 4 

5՜GGA AGT AAA AGT CGT AAC AAG G3՜ R 

5՜CGA TCT ATT CAT TCA ATA TTT C3՜ F MatK 

390 5՜TCT AGC ACA CGA AAG TCG AAG T3՜ R 

 

 جداسازی قطعات تکثیر یافته و توالی یابی

، PCRگونه مورد مطالعه، پس از انجام  51برای تمامی 

درصد لود  1/5قطعات تکثیریافته بر روی ژل آگارز 

، نتایج Gel Docشدند. سپس، با استفاده از دستگاه 

مورد ارزیابی قرار گرفتند. پس از تایید  PCRحاصل از 

قطعات تکثیری، باندهای مشاهده با دقت از روی ژل 

تخلیص صورت  Glass milkجداسازی شده و به روش 

گرفت. در ادامه، قطعات تکثیریافته جهت توالی یابی 

 به شرکت ماکروژن کره ارسال شد.

 

 آنالیزهای جمعیتی 

مورد نظر با استفاده های ژن پس از خوانش دو طرفه

افزار از آغازگرهای پیشرو و پسرو، از نرم

ChromasPro (ChromasPro 2.1, Technelysium 

Pty Ltd, Tewantin, Australiaنتایج  ( برای مشاهده

به  NotePadافزار ها در نرماستفاده شد و توالی

ذخیره شدند. سپس،  Textصورت یک فایل با فرمت 

لاحات لازم بر روی قطعات هدف، به منظور انجام اص

با هر دو آغازگر مربوط به خود، توسط  هر توالی

های حاصل از ردیف شد و دادههم Clustalwافزار  نرم

آن مورد گزینش قرار گرفت. در ادامه، به جهت 

حصول اطمینان از نتایج دریافتی، از اطلاعات موجود 

استفاده شد و طی عملیات همپوشانی  NCBIدر 

، بررسی، مقایسه و تعیین هویت Blastط برنامه توس

توالی تکثیریافته مد نظر انجام پذیرفت. برای 

 CAP3افزار  های مد نظر، از نرمcontigآوردن  دست هب

، در نهایت. (Huang & Madan, 1999)استفاده شد 

 51ین تمامی به منظور بررسی روابط فیلوژنتیکی ب

گونه مورد مطالعه در این تحقیق، نتایج نهایی حاصل 

افزار مرتبط، نظیر از تعیین توالی با استفاده از نرم

MEGA 6 (Tamura et al., 2013)  و با توجه به

ی )روابط فیلوژنیک(، میزان اخوشه هیز تجزینتایج آنال

های گیاهی مورد آزمایش تنوع ژنتیکی در بین گونه

دار کردن ارزیابی شد. همچنین، به منظور ریشه 

درخت فیلوژنی، برای هر دو سیستم نشانگری 

(، از MatK 390و  ITS 4استفاده شده )یعنی 

مربوطه استفاده شد.   (outgroups)های خارج گروه

، با توجه به مطالعه ITSبرای مثال، برای نشانگر 

 Achillea (Guoپیشین انجام گرفته بر روی جنس 

et al., 2004) از توالی ،ITS  چهار گونه موسوم به

Tanacetum vulgare (AY603264 ،)T. millefolium 
(AY603263 ،)T. macrophyllum (AY603262) و 
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Cotula cinerea (AY603260 )گروه  عنوان به

، نیز از توالی MatKخارجی استفاده شد. برای نشانگر 

MatK  متعلق به دو گونه موسوم بهT. vulgare 
(JN894898 و )T. parthenium (JN895338 )

 ,.Guo et al)گروه خارجی استفاده شد  عنوان به

نالیز روابط فیلوژنتیکی و ترسیم آ. برای انجام (2004

 یینما درستدرخت فیلوژنی از روش حداکثر 

(Maximum Likelihood)  .استفاده شد 

 

 نتایج و بحث

گونه  51در تمامی  MatK 390و  ITS 4دو نشانگر 

مورد مطالعه تکثیر یافتند. با توجه به نتایج حاصل از 

 MatKدرصد برای دو نشانگر  1/5الکتروفروز ژل آگارز 

گونه مورد مطالعه، قطعات  51در تمامی  ITS 4و  390

 211و  5111تکثیری مورد انتظار، )به ترتیب، یعنی

گونه چندشکلی  هیچ تقریباًفت باز(، مشاهده شد و ج

 (.a, b-6ها مشاهده نشد )شکل نیز در بین گونه

به همراه دو  Achilleaگونه جنس  51مربوط به 

 T. parthenium و T. vulgareگروه خارجی موسوم به 

 موسوم به آزمون ،و بر مبنای دو معیار تکاملی مرسوم

 BIC: Bayesianن )بیزی اطلاعات معیارهای

Information Criterion) و اطلاعات آکایکه 

(AIC:Aaike Information Criterion) مدل 66، از بین 

 T92+Gموسوم به  Tamura (1992)پیشنهادی، مدل 

 مدل عنوان بهترین )با در نظر گرفتن گروه خارجی(، به

موردمطالعه در نظر  هایتوالی برای نوکلئوتیدی، تکاملی

، عنوان  Nei & Kumar (2000)درحقیقت،  .گرفته شد

 DNAاند که بهترین مدل جایگزینی نوکلئوتیدی کرده

برای تخمین فواصل تکاملی بایستی کمترین میزان 

BIC  66از بین  که اینرا دارا باشد. بنابراین، با توجه به 

را دارا  BICپیشنهادی، این مدل کمترین میزان  مدل

(، برای انجام سایر انالیزهای فیلوژنی از 64/6518بود )

استفاده شد. با در   Tamura    (1992)مدل سه پارامتری 

گرفتن گروه خارجی و بر مبنای بهترین مدل  نظر

پیشنهادی، فراوانی چهار باز آدنین، تیمین، سیتوزین و 

 81/58و  81/58، 55/35، 55/35گوانین به ترتیب 

درصد تخمین زده شد. درضمن، میزان جایگزینی 

 (. a-3درصد متغیر بود )شکل  56تا  1نوکلئوتیدی بین 

، برای MatK 390های حاصل از مشابه با داده

 51مربوط به  ITS 4های نوکلئوتیدی نشانگر  داده

و چهار گروه خارجی موسوم  Achilleaگونه جنس 

 T. vulgare ،T. millefolium ،T. macrophyllumبه 

و  BICو بر مبنای دو معیار تکاملی  C. cinerea و

AIC پیشنهادی، مدل  مدل 66، از بینKimura 

های )با درنظرگرفتن گروه K2+Gموسوم به  (1980)

 نوکلئوتیدی، تکاملی مدل عنوان بهترین خارجی(، به

 .موردمطالعه در نظر گرفته شد های توالی برای

های ، از بین مدلکه ایندرحقیقت، با توجه به 

را دارا بود  BICپیشنهادی، این مدل کمترین میزان 

(، بنابراین برای انجام سایر انالیزهای 28/1634)

فیلوژنی از مدل دو پارامتری کیمورا استفاده شد. در 

ضمن، با در نظر گرفتن هفت گروه خارجی و بر 

مبنای بهترین مدل پیشنهادی، فراوانی چهار باز 

درصد در نظر  61گوانین، سیتوزین و تیمین  آدنین،

گرفته شد. همچنین، میزان جایگزینی نوکلئوتیدی 

 (.b-3درصد متغیر بود )شکل  54تا   6بین 

منظور بررسی میزان احتمال  همچنین، به

جایگزینی یک باز به باز دیگر )یعنی انواع 

و Transitional sustitutions های انتقالی جایگزینی

از  (،Transvertional substitutions متقاطع

شاخصی موسوم به ماتریس جایگزینیِ برآورد 

 Maximum Likelihood) یینما درستحداکثر 

Estimate of Substitution Matrix)  استفاده شد، که

در آن میزان احتمال جایگزینی یک باز )ردیف( با 

شود. همانطور که در  باز دیگر )ستون( نشان داده می

، MatK نشان داده شده است، برای ژن 3جدول 

صورت  بیشترین میزان جایگزینی متقاطع )اعداد به

 Aو  Gبا  T/Uو برعکس،  Aبا  T/Uایتالیک( برای 

در حالی که بیشترین میزان ، دست آمد به Cبا 

 T/U( برای Boldصورت  جایگزینی انتقالی )اعداد به

 ، برای ITS4. برای دست آمد به Gبا  Aو  Cبا 

صورت  تمامی حالات جایگزینی متقاطع )اعداد به

محاسبه شد و  28/6ایتالیک( عدد مشابهی، یعنی 

برای هر چهار حالت جایگزینی انتقالی )اعداد 

 66/51نیز تنها یک عدد، یعنی  (Boldصورت  به

 . دست آمد به
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 ،Achilleaگونه جنس  51)ب( بر روی  ITS 4)الف( و  MatK 390. نتایج الکتروفروز ژل آگارز حاصل از تکثیر دو نشانگر 6شکل 

جفت باز(، مشاهده شد. برای تخمین  211و  5111گونه مورد مطالعه، قطعات تکثیری مورد انتظار )به ترتیب، یعنی 51در تمامی 
 استفاده شد. bp 100اندازه باندها، از مارکر وزن مولکولی 

Figure 2. Agarose gel electrophoresis results of MatK 390 (A) and ITS 4 (B) for 10 species of of the genus Achillea 
spp.; In all the 10 species of of the genus Achillea spp. the expected amplicon sizes of 1000 and 700 bp were 

observed. M: Molecular marker (100 bp). 

 

 
(b) 

 
(a) 

 ITS 4 (b )( و a) MatK 390های خارجی( برای دو ژن توالی گروه. میزان جایگزینی نوکلئوتیدی برای هر جفت باز )با احتساب 3شکل 
Figure 3. Nucleotide base substitutions rates for each nucleotide pair for MatK 390 (a) and ITS 4 (b) 

 
 )راست( ITS 4)چپ( و  MatK 390نمایی برای دو نشانگر  . ماتریس جایگزینیِ برآورد حداکثر درست3جدول 

Table 3. Maximum likelihood estimate of substitution matrix for MatK 390 (Left) and ITS 4 (Right) 
 MatK 390   ITS 4 
 A T/U C G   A T/U C G 

A - 7.40 4.50 9.90  A - 4.78 4.78 15.44 
T/U 7.40 - 9.90 4.50  T/U 4.78 - 15.44 4.78 
C 7.40 16.30 - 4.50  C 4.78 15.44 - 4.78 
G 16.30 7.40 4.50 -  G 15.44 4.78 4.78 - 

 

علاوه بر شاخص فوق، همچنین، پارامتری تحت 

یی مرکبِ الگوی نما درستعنوان برآورد حداکثر 

 Maximum Composite) جایگزینی نوکلئوتیدی

Likelihood Estimate of the Pattern of. Nucleotide 

Substitution)  مشابه با  تقریباًاستفاده شد، که نتایج

)جدول  دست آمد به MatK 390ماتریس قبلی برای ژن 

، برخلاف اعداد ITS 4(. با این وجود، برای ژن 6

ماتریس جایگزینیِ برآورد حداکثر  ه ازآمد دست به

یی، که برای هر دو حالت جایگزینی انتقالی و نما درست

، زمانی که این پارامتر دست آمد بهمتقاطع، اعداد مشابهی 

محاسبه شد، بیشترین میزان جایگزینی متقاطع )اعداد 

مشاهده شد  Cبا  Aو  Tبا  Aایتالیک( برای  صورت به

بیشترین میزان جایگزینی انتقالی )اعداد  و (86/6)یعنی 

 (.  6/52) دست آمد به Gبا  A( نیز برای Bold صورت به
 

 

 

a 

b 
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 )راست( ITS 4)چپ( و  MatK 390برای دو ژن  نوکلئوتیدی جایگزینی الگوی مرکبِ یینما درست حداکثر برآورد .6جدول 

Table 4. Maximum composite likelihood estimate of nucleotide substitution for MatK 390 (Left) and ITS 4 (Right) 
 MatK 390   ITS 4 

 A T/U C G   A T/U C G 

A - 6.87 4.45 10.37  A - 4.59 4.55 16.24 

T/U 7.62 - 9.77 4.35  T/U 4.82 - 14.7 4.55 

C 7.62 15.11 - 4.35  C 4.82 14.82 - 4.55 

G 18.15 6.87 4.45 -  G 17.2 4.59 4.55 - 

 

 بررسی روابط فیلوژنی

ج حاصل از درخت فیلوژنتیکی کلی، با توجه به نتایطور به

 51یی، تمامی نما درستشده با الگوریتم حداکثر  ترسیم

هایی را از لحاظ تفاوتگونه مورد مطالعه در این تحقیق، 

ای که در توالی با یکدیگر نشان دادند، به گونه

کلاسترهای جداگانه قرار گرفتند. جزییات به شرح ذیل 

 باشد.می

یی با نما درستدرخت فیلوژنی حاصل از حداکثر 

  و T. vulgare مربوط به دو گونه MatKتوالی 
T. parthenium خلاصه و بر  طور به .دار شد ریشه

گونه  51، تمامی MatK 390های توالی اساس داده

همراه با دو گروه  Achelliaمورد مطالعه جنس 

خارجی در دو کلاستر جداگانه تقسیم بندی شدند 

گونه جنس  51ای که تمامی (، به گونه6)شکل 

Achellia در یک گروه فراگیر (Monophyletic) 

 cladeدر یک دو گروه خارجی نیز  و قرار گرفتند

نیز  جداگانه جای گرفتند. با این وجود، گروه اول

 گونه اول یعنی 1 خود به سه زیرگروه تقسیم شد.
A. tenuifolia ،A. vermicularis ،A. biebersteinii ،

A. wilhelmsii  وA. santolina  در زیرگروه اول قرار

جد نوکلئوتیدی  عنوان بهنیز  Gنوکلئوتید  و گرفتند

 6مشترک در نظر گرفته شد. زیرگروه دوم شامل 

و  A. Alepicaبه  A. filipendula ،A. nobilisگونه 

A. millefolium  ،بود و مشابه با گروه قبلی

جد نوکلئوتیدی مشترک در  عنوان به Gنوکلئوتید 

نظر گرفته شد. زیرگروه سوم نیز تنها دارای یک 

 Tبود و نوکلئوتید  A. eriophora  گونه موسوم به

جد نوکلئوتیدی مشترک در نظر گرفته شد.  عنوان به

 رفت، دو گونه  درنهایت، همانطور که انتظار می

T. vulgare و T. parthenium (گروه  عنوان به

خارجی( نیز در یک گروه مجزا قرار گرفتند، با این 

و برای گونه  Cتفاوت که برای گونه اول نوکلئوتید 

ک جد نوکلئوتیدی مشتر عنوان به Gدوم نوکلئوتید 

رغم  علیدهد که  پیشنهاد شدند. این امر نشان می

بومی  Achilleaای در جنس گونه وجود تنوع بین

ایران بالاست، هرچند در بین آنها برخی رابطه 

تری با یکدیگر دارند، درصورتی  خویشاوندی نزدیک

خویشاوندی  که برخی نیز به نسبت فاصله تکاملی یا

 بیشتری دارند. 

برخلاف نتایج حاصل از درخت فیلوژنی 

، درخت MatK 390 آمده از توالی نشانگر دست به

خروجی نسبتاً  ITS 4فیلوژنی حاصل از ژن 

(، هرچند در مجموع، 1تری ارائه نمود )شکل  متفاوت

های مختلف تفکیک انجام گرفت. بین گونه

گونه مورد مطالعه جنس  51طورخلاصه، تمامی  به

Achellia  همراه با چهار گروه خارجی، در دو کلاستر

 1ای که در کلاستر اول، مجزا قرار گرفتند، به گونه

که چهار قرار گرفتند، درحالی Achilleaگونه از جنس 

 های جنسگروه خارجی به همراه یکی از گونه

Achillea  موسوم بهA. alepica  گروه دوم را تشکیل

دادند. گروه اول، خود به سه زیرگروه اصلی تقسیم شد 

 ، A. tenuifolia گونه )یعنی 2که در زیر گروه اول 
A. vermicularis ،A. wilhelmsii ،A. millefolium ،

A. eriophora ،A. filipendula  وA. nobili قرار )

عنوان جد نوکلئوتیدی  نیز به Tید گرفتند و نوکلئوت

های دوم و سوم  مشترک در نظر گرفته شد. در زیرگروه

 A. biebersteiniiو  A. santolinaترتیب دو گونه  نیز به

عنوان جد  نیز به Aو  Tقرار گرفتند و نوکلئوتیدهای 

نوکلئوتیدی مشترک در نظر گرفته شدند. کلاستر دوم 

ای که زیر گروه به گونه نیز به دو زیرگروه تقسیم شد،

بود و زیرگروه دوم نیز  A. Alepicaاول تنها شامل 

شامل تمامی چهار گروه خارجی بود. درضمن، برای هر 

عنوان جد نوکلئوتیدی  به Tدو زیرگروه، نوکلئوتید 

 مشترک پیشنهاد شد.
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 از استفاده با Achilleaگیاهی از جنس  گونه 51 مربوط به MatK 390 ه از توالی نشانگرآمد دست بهتبارشناسی  . درخت6شکل 

گروه  عنوان به T. parthenium و T. vulgare. دو گونه 5ترین اجداد برای چهار نوکلئوتیدیی و محتملنما درست روش حداکثر

 د.باش مییی نما درست حداکثر روش از حاصل استرپ شاخص بوت نمایانگر شاخه پایین اند. اعداد نظر گرفته شده خارجی در

Figure 4. Phylogenetic tree constructed from MatK 390 in 10 species of the genus Achillea spp. based on maximum 

likelihood and most probable ancestor of nucleotides. Both T. vulgare and T. parthenium are outgroups. Numbers 

indicate Bootstrap percentages 
 

 
 روش حداکثر از استفاده با Achilleaگیاهی از جنس  گونه 51 مربوط به ITS4 ه ار توالی نشانگرآمد دست بهتبارشناسی  . درخت1شکل 

 و T. vulgare ،T. millefolium ،T. macrophyllum ترین اجداد برای چهار نوکلئوتید. چهار گروه خارجی موسوم بهیی و محتملنما درست
C. cinerea ،حداکثر روش از حاصل استرپ شاخص بوت نمایانگر شاخه پایین اند. اعدادنظر گرفته شده گروه خارجی در عنوان به 

 د.باش مییی نما درست

Figure 5. Phylogenetic tree constructed from ITS in 10 species of the genus Achillea spp. based on maximum likelihood and 

most probable ancestor of nucleotides. All four species of C. cinerea, T. macrophyllum , T. vulgare and T. millefolium are 

outgroups. Numbers indicate Bootstrap percentages 
 

مقایسه دو درخت فیلوژنی حاصل از هر دو سیستم 

دهد که اولا هر نشان می MatK 390و  ITSنشانگری 

د منجر به یک الگوی توان میسیستم نشانگری خود 

تفکیک جمعیتی مجزا گردد، که در آنها نوکلئوتیدهای 

جد نوکلئوتیدی مشترک  عنوان بهند توان میمتفاوتی نیز 

های پیشنهاد شوند. برای مثال، با وجود مشابه بودن گونه

شده  رای هر دو سیستم نشانگری استفادهمورد مطالعه ب

 MatKدر این تحقیق، برای درخت فیلوژنی حاصل از 

لی برای و دباش می( G، نوکلئوتید غالب، باز گوانین )390

غالب باز تیمین  ، نوکلئوتیدITSدرخت فیلوژنی حاصل از 

(T بود. بنابراین، ترکیبی از چندین سیستم نشانگری به )

 و SSRهمراه سایر نشانگرها نظیر نشانگرهای مولکولی 

تری از د به درک صحیحتوان میهمچنین مورفولوژیک 

 نجامد. ابی Achilleaروابط فیلوژنی حاکم بر این جنس 

رخت دومین نکته حائز اهمیت، مقایسه دو د عنوان به

، استفاده از Achilleaفیلوژنی نشان داد که در جنس 
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MatK ،های مورد  د به جداسازی تمامی گونهتوان می

یک گروه منوفایلتیک منجر شود،  صورت بهمطالعه 

، ITSکه پس از ترسیم درخت فیلوژنی حاصل از  لیحادر

در  A. Alepicaهای این جنس موسوم به یکی از گونه

clade  ،مربوط به گروه خارجی قرار گرفت. بنابراین

تواند  میهای نشانگری بیشتر و متنوع استفاده از سیستم

آیا  که اینشده را برطرف نماید، مبنی بر ابهام ایجاد

تر است های خارجی نزدیک به گروه A. Alepicaگونه 

تنها در این جایگاه، گونه مد نظر به سمت  که اینیا 

تمایل )شیفت( پیدا کرده است. با های خارجی گروه

عدم وجود مطالعه مبتنی  و توجه به نتایج این تحقیق

فسیر بیشتر برای نتایج فوق ، تA. Alepicaبر فیلوژنی 

با  توان میباشد و تنها درصورتی  پذیر نمی امکان

 1قطعیت در رابطه با فاصله تکاملی زیاد این گونه با 

که نتایج  بحث نمود Achilleaگونه دیگر جنس 

نشانگرهای دیگری نیز موجود و در دسترس باشد. 

ذکر کرد که نتایج درخت فیلوژنی حاصل از  بایدالبته، 

Matk 390تنها  و دهد خوبی این تفاوت را نشان می ه، ب

های برای اطمینان بیشتر، استفاده از دیگر سیستم

گردد. مقایسه نتایج فوق با نتایج نشانگری توصیه می

 Achilleaتحقیقات پیشین در رابطه با جنس حاصل از 

دهد که استفاده از هر دو سیستم نشانگری نشان می

ITS 4  وMatk 390 نتایج فیلوژنی حاصل  استثنای )به

د منجر به توان می(، A. Alepicaبرای گونه  ITSاز 

های این جنس از ها و زیرگونهتفکیک واضح گونه

تحقیقات پیشین گردد، شده در  های خارجی گزارشگروه

، نتایج Guo et al. (2004)که در تحقیق طور همان

های این  ها و زیرگونهوضوح گونه هب ITSفیلوژنی حاصل از 

 های خارجی تفکیک نمود.جنس را از گروه

، Guo et al. (2004)در مطالعه  که اینتوجه  نکته قابل

معادل با  A. wilhelmsiiو  A. santolinaهر دو گونه 

 .A. wilhelmsii = Aاند )یعنی یکدیگر در نظر گرفته شده

santolina) نیز هر دو ژنوتیپ  نتایج درخت فیلوژنی و

 را در یک کلاد A. wilhelmsiiاستفاده شده از گونه 

Clade  درصد( قرار داد. مشابه با  511)با بوت استراپ

این امر، در این مطالعه نیز دو ژنوتیپ از هر دو گونه 

الذکر استفاده شد که هر دو با سیستم نشانگری  فوق

MatK 390  در یکclade  قرار گرفتند )هرچند میزان

درصد بود( ولی با  11بوت استراپ حاصل حدود 

در کلادهای جداگانه قرار  ITSسیستم نشانگری 

د وجود برخی عوامل توان میگرفتند. دلیل این امر نیز 

از جمله خطا در نامگذاری گونه مورد مطالعه )عدم 

برداری(، تغییر در بک تشخیص صحیح هنگام نمونه

های متعدد و جود جایگزینیو نتیکی هر ژنوتیپگراند ژ

طی یک دوره  DNAگاها برگشت ناپذیر در توالی 

یی و ... طولانی مدت تکاملی ناشی از جدایی جغرافیا

شده، جدایی جغرافیایی باشد. از بین عوامل یاد

د، چرا که این امر خود باش مید بسیار با اهمیت توان می

ای که گردد، به گونه یزایی ممنجر به انشقاق یا گونه

دو جمعیت از یک گونه به دلیل موانع جغرافیایی از 

یکدیگر جدا شده و بنابراین قادر به آمیزش با یکدیگر 

نخواهند بود. نتیجه این امر، خود منجر به فرار ژنی 

شده و نهایتا هر جمعیت مسیر تکاملی خود را 

 دهد. با نگاهی به منشأ دومستقل ادامه می صورت به

( و A. santolinaگونه یاد شده، که یکی از کرج )

باشند، این  ( میA. wilhelmsiiدیگری از مرکزی )

گیرد که با توجه به فاصله جغرافیایی احتمال قوت می

جدایی جغرافیایی تا  احتمالاًبین این دو منطقه، 

حدودی منجر به ایزوله شدن دو گونه از یکدیگر شده 

گر میزان تفاوت در ژنوم دو است. نقطه حایز اهمیت دی

ای که گونه بر حسب دو جایگاه نشانگری است، به گونه

از شباهت  تقریباًهر دو گونه  MatK 390بر اساس 

، دو ITSبالایی برخوردار هستند، اما هنگام استفاده از 

این  احتمالاًدهند، که  گونه تفاوت بیشتری نشان می

ده بیشتر در امر خود ناشی از میزان تغییراتِ رخ دا

باشد. از سوی می MatK 390در مقایسه با  ITSناحیه 

 MatK 390دیگر، اگر نتایج درخت فیلوژنی حاصل از 

را مد نظر قرار دهیم، زیرگروه سوم تنها دارای یک 

بود که منشأ آن استان  A. eriophora گونه موسوم به

باشد، که از لحاظ بعد مسافتی نیز نسبت به یزد می

برداری فاصله مکانی بیشتری دارد و طق نمونهسایر منا

ها جدا شده است. حال اگر درخت بخوبی از سایر گونه

را در نظر بگیریم این گونه با  ITS 4فیلوژنی حاصل از 

 ، A. tenuifolia گونه دیگر در زیرگروه اول )یعنی 4
A. vermicularis ،A. wilhelmsii ،A. millefolium ،

A. filipendula و A. nobiliگیرد. این امر ( قرار می
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قابلیت  MatK 390نشانگر  احتمالاًدهد که نشان می

ها هم از لحاظ ژنتیکی و بیشتری برای تفکیک گونه

 هم از لحاظ جغرافیایی دارد. 

شده در  غم موارد فوق، نشانگرهای استفادهر علی

ها بر مبنای این تحقیق قادر به جداکردن تمامی گونه

به  احتمالاًمنشأ جغرافیایی آنها نبودند، که این امر 

ها خاطر وجود تفاوت ژنتیکی متنوع در بین گونه

ای که حتی دو گونه با منشا باشد، به گونه می

جغرافیایی یکسان )برای مثال، لرستان( نیز ممکن 

های مجزا قرار بگیرند. برای توضیح این cladeاست در 

تی عنوان کرد که در عمده تحقیقات مشاهده، بایس

 .Aاز یک گونه خاص )برای مثال، گونه  معمولاًپیشین، 

millefoliumشده  آوریهای مختلف جمع(، اکوتیپ

جمعیت های هر  معمولاًاست که در چنین مواردی 

ها( بهتر تفکیک ناحیه جغرافیایی خاص )یعنی اکوتیپ

ا بک گراند های متفاوت بند، اما در اینجا گونهشو می

تحت  معمولاًاند که ژنتیکی متفاوت استفاده شده

دو گونه متفاوت با یک  که اینچنین شرایطی امکان 

مجزا قرار بگیرند وجود  cladeمنشأ جغرافیایی در دو 

(، با استفاده از 2011) .Gharibi et alدارد. برای مثال، 

به همراه نشانگرهای  ISSRنشانگر مولکولی  56

ک، میزان چند شکلی ژنتیکی را در گیاه مورفولوژی

( متعلق به مناطق A. millefoliumداروئی بومادران )

جغرافیایی مختلف ایران را مورد بررسی قرار دادند. بر 

تجزیه کلاستر، غالب  و PCoAمبنای نتایج حاصل از 

نمونه های متعلق به یک منطقه جغرافیایی مشابه، در 

. (Gharibi et al., 2011)یک گروه مجزا قرار گرفتند 

نمونه از  64همچنین، در تحقیق دیگری، تنوع ژنتیکی 

مورد بررسی  SSRبا نشانگرهای  A. millefoliumگونه 

تجزیه  و PCoAصل از قرار گرفت و بر مبنای نتایج حا

تمامی ژنوتیپ های مربوط به یک  تقریباًکلاستر، 

منطقه جغرافیایی خاص، در یک کلاستر مجزا قرا 

 . (Rahimmalek et al., 2011)گرفتند 

د توضیحی بر توان میاز جمله دیگر دلایلی که 

ها بر مبنای منشأ جغرافیایی جدانشدن تمامی گونه

معمولاً ای است که گسترده آنها باشد، تفاوت ژنتیکی

های مختلف گیاه بومادران ها و گونه در بین جمعیت

متعلق به نواحی مختلف جغرافیایی وجود دارد، که این 

 امر خود ناشی از توزیع جغرافیایی ناهمگن

(Fragmented geographical distribution )باشد  می

(Gharibi et al., 2011) عنوان شده است که گونه .

( فاقد مکانیسم A. millefoliumگیاهی بومادران )

 های طولانیتخصصی برای پراکندگی ژنی با مسافت

Long-distance gene dispersal باشد. بنابراین، با می

گرده افشانی با حشرات صورت می گیرد  که اینفرض 

و پراکندگی بذری نیز با عوامل متعددی نظیر 

د، بنابراین، شو میپرندگان، انسان و حیوانات انجام 

رسد که در این گونه گیاهی مهاجرت ژنی نظر می هب

ای نادر انجام پدیده صورت بههای طولانی برای مسافت

 .    (LÖfgren, 2002)پذیرد 

رسد که هرچند دو گونه نظر می هاز سوی دیگر، ب

A. alepica  وA. biebersteinii  از یک منطقه

اند )یعنی لرستان(، اما جغرافیایی مشابه نشأت گرفته

حتی  و گیرندهای مجزا قرار میهر دو در گروه

جد نوکلئوتیدی مشترک  عنوان بهنوکلئوتیدهایی که 

باشند. این امر، ند نیز متفاوت میشو میدر نظر گرفته 

ناشی از تفاوت در سطح توالی نوکلئوتیدی و  احتمالاً

فاصله ژنتیکی بیشتر بین این دو گونه  در نتیجه،

باشد. درضمن، ذکر این نکته حایز اهمیت است  می

رغم وجود منطقه  و علی احتمالاًکه بین دو گونه، 

جغرافیایی مشترک، تبادل ژنتیکی محسوسی رخ 

نداده است و باصطلاح هر دو از پایه ژنتیکی منحصر 

این امر  A. alepicaبه فرد برخوردارند. برای گونه 

بیشتر قابل توجه است، چراکه اگر درخت فیلوژنی 

را درنظر بگیریم، این گونه تمایل  ITS 4حاصل از 

های خارجی در یک گروه قرار بگیرد. دارد تا با گروه

با مروری بر تحقیقات پیشین در زمینه سایر 

هایی پی برد.  توان به چنین تفاوت جودات نیز میمو

های  مثال، در تحقیقی که بر روی جمعیتبرای 

یی انجام شد، نوکلئوتیدها  Awassiمختلف گوسفند نژاد

جد نوکلئوتیدی مشترک بین جمعیت های  عنوان بهکه 

ه نکت و شدند متنوع بودندمختلف در نظر گرفته 

حتی برای افراد درون یک جمعیت با  که اینتوجه  قابل

یک منشأ جغرافیایی مشابه نیز نوکلئوتیدهای متفاوتی 

 جد نوکلئوتیدی مشترک گزارش شدند  عنوان به

(Al-Atiyat & Aljumaah, 2014).      
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 کلینتیجه گیری 

گونه  51کلی، در این تحقیق، روابط فیلوژنتیکی طور به

مختلف از گیاه بومادران با استفاده از یک آغازگر 

ITS4  و یک آغازگرMatK 390  مورد ارزیابی قرار

 51در تمامی  ITS 4و  MatK 390گرفت. دو آغازگر 

گونه مورد مطالعه تکثیر یافتند. نتایج مبتنی بر دو 

، نشان داد که دو سیستم AICو  BICمعیار تکاملی 

ترتیب از مدل  به ITS 4و  MatK 390نشانگری 

Tamura (1992 موسوم به )T92+G  و مدلKimura 

کنند. همچنین، پیروی می K2+Gموسوم به  (1980)

مقایسه نتایج فیلوژنی حاصل از دو سیستم نشانگری 

MatK 390  وITS 4  نشان داد که استفاده از هر

ها با د به تفکیک گونهتوان میسیستم نشانگری خاص، 

ر شود. حالات مختلف )یعنی کلاسترهای مختلف( منج

حقیق قادر شده در این ت درضمن، نشانگرهای استفاده

ها بر مبنای منشأ جغرافیایی به جداکردن تمامی گونه

به خاطر وجود تفاوت  احتمالاًآنها نبودند، که این امر 

ای که باشد، به گونهها میژنتیکی متنوع در بین گونه

حتی دو گونه با منشا جغرافیایی یکسان )برای مثال، 

لرستان( نیز ممکن است در کلادهای مجزا قرار 

ند. برای توضیح این مشاهده، بایستی عنوان کرد بگیر

از یک گونه  معمولاًکه در عمده تحقیقات پیشین، 

های (، اکوتیپA. millefoliumخاص )برای مثال، گونه 

آوری شده است که در چنین مواردی مختلف جمع

های هر ناحیه جغرافیایی خاص )یعنی  جمعیت معمولاً

اما در اینجا  ند،شو میها( بهتر تفکیک اکوتیپ

های متفاوت با بک گراند ژنتیکی متفاوت استفاده  گونه

 که اینتحت چنین شرایطی امکان  معمولاًاند که شده

 cladeدو گونه متفاوت با یک منشأ جغرافیایی در دو 

مجزا قرار بگیرند وجود دارد. درضمن، نتایج این 

رغم ایجاد چندشکلی بین  تحقیق نشان داد که علی

ی مختلف و همچنین بین گونه های جنس و هاگونه

از قدرت  MatK 390ی خارجی، ظاهرا نشانگر ها گروه

 51تفکیک بیشتری برخوردار است، چراکه تمامی 

های گونه مورد مطالعه مربوط به جنس را از گروه

قادر به تفکیک یکی از  ITS 4لی و خارجی جدا نمود

ن داد که ها نشد. درنهایت، نتایج این تحقیق نشاگونه

 ITS 4و  MatK 390از هر دو سیستم نشانگری 

های مختلف برای آنالیز فیلوژنتیکی در گونه توان می

تنوع بین  که این و بومادران بومی ایران استفاده نمود

های مختلف بومادران بالایی بین گونه نسبتاًای گونه

 بومی ایران وجود دارد. 
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