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  دهيچك
 يداخل شونده يسيرونو انداز فاصله هيناح يابييران بر اساس تواليا يهاستو يكيگاه تاكسونوميو جا يلوژنيق فين تحقيدر ا

)ITS (و پس از استخراج  يآورران جمعيمانده از توس در ايباق تيجمعن منظور نمونه برگ از چهار يا يبرا. قرار گرفت يمورد بررس
DNA ه يناحITS هيناحكل طول كه ج نشان داد ينتا. شد يابيير و تواليآن تكث ITS 611تا  610توس مختلف  يهاجنس ريز يبرا 

 نيشتريب دهنده ليتشك يدهايران از لحاظ درصد نوكلئوتيتوس ا يهانمونه .بودجفت باز  611ران يتوس ا يهانمونه يو براجفت باز 
ران يا يها، توسيدينوكلئوت يهاگاهيل جايبر اساس تحل .نشان دادند B. pendulaرا با گونه  يكين فاصله ژنتيكمتر و زان شباهتيم
ه ين چهار نوع ساختار ثانويهمچن. ز بوديمورد مطالعه متما يهار توسياز سا 209گاه يدر جا T يد انحصاريل داشتن نوكلئوتيدل به

ITS2 جنس توس  يياياز تك نحكايت  يلوژنيرسم درخت ف. شد يياز جنس توس شناسا يمورد بررس يهاكل گونه يز، برايمتما
در  B. pendulaگونه  همراه بهران يا يهاتوس. قرار گرفتند يمختلف جنس توس در سه گروه اصل يهان اساس گونهيبر ا. داشت

  .شاخه گروه اول قرار گرفتند نياول
  
  .يكينگ، تنوع ژنتيباركد ITS ،DNA، توس، يلوژنيف :هاي كليدي واژه

  
 مقدمه

گونه  60تا  30ا مشتمل بر يدر دن )Betula( توسجنس 
 صورت بهكه  )Dejong, 1993; Furlow, 1990(بوده 
مكره يدر ن ياطور گسترده به ياو درختچه يدرخت يها گونه
مختلف  يهاگونه ).Furlow, 1990(د نپراكنش دار يشمال

با  ياديار زيبس يهاشباهت يختين جنس به لحاظ ريا
ن يكه در ب ين امر با توجه به ارتباط ژنيدارند، كه ا گريهمد

 است هيمختلف آن وجود دارد، قابل توج يهاتيجمع

)Johnsson, 1949; Cote et al., 2002 (.  پراكنش توس در
بن واقع در استان ت بنداو در ارتفاع يارت لكهصو بهران يا

 نيو همچن )ايمتر از سطح در 2200 يارتفاع بالا(مازندران 
 شهرستانك واقع در استان البرز و در دره تالارارتفاعات 

ه گزارش شد) رزاديرآب و شهمين زيب( واقع در استان سمنان
شو ياين گونه در منطقه مارم .)Sabeti, 1976( است

DOI: http://dx.doi.org/10.22092/ijrfpbgr.2015.12208



 169                                                                                           2 شماره ،22 جلد ايران جنگلي و مرتعي گياهان اصلاح و ژنتيك تحقيقات فصلنامه دو

بيوك  حاجي محلينام  بهو وجود دارد غربي هم  آذربايجان
ز تنها ين يدر منابع خارج .(Sabeti, 1976)شود ناميده مي

 B. pendula( يران با نام علمييك گونه از توس در ا

Roth ( ه استشدگزارش )Browicz; 1972, 1982(.  در
 دييتأعلاوه بر ) 2010(و همكاران  Zareز ير نياخ يهاسال

را  B. litwinowii Douch، گونه B. pendulaحضور گونه 
ران ياهان ايست فلور گيدر ل ديك گونه جدي عنوان بهنيز 

 رينظ يمتعدد ييايميش باتيترك نكهيا وجود با .نداهكردثبت 
 باشد،يم موجود توس جنس در دهايترپنوئو  دهايفلاونوئ

 يمبنا بر جنس نيا يبند طبقه منظور به نامحقق تلاش يول
 Pokhilo). است نداشته يدرپ يا جهينت تاكنون باتيترك نيا

et al., 1988; Hansel & Horhammer, 1954)  
انجام ها در مورد توسمختلف  يبندپنج طبقهتاكنون 

  DeJongيبندميتوان به تقسيم ،است كه از آن جمله شده
 يشيبر اساس فرم رو كه دها اشاره كردر مورد توس )1993(
لات در يسيل سالي، وجود مت)بودن ياا درختچهي يدرخت(

 5ها توس يبرا ،نيآذ ن نوع گليپوست درخت و همچن
) Skvortsov )2002 يمختلف در نظر گرفت ول جنس ريز

و هشت بخش  جنس ريزچهار  شامل يديجد يبندميتقس
)Section (ق ين تحقيدر ا .در نظر گرفتها توس يبرا

جنس توس  يلوژنيكه در مورد ف يقاتير تحقيراستا با سا هم
در مورد جنس ) Dejong  )1993كه يبند ميتقساز  انجام شد

 Jarvinen et al., 2004; Li et( شدتوس انجام داد، استفاده 

al., 2005(. يهال شباهتيدلبهكسو ياز ر ياخ يهادر سال 
مختلف جنس توس وجود  يهان گونهيكه ب ييبالا يختير

در  يتاكسونوم يميضعف شل يدلگر بهيد ياز سوو دارد 
و مختلف توس  يهاح گونهيص صحيو تشخ يبندطبقه

 ،شگاهيط رويبه شرا يختيراز صفات  يد برخيشد يوابستگ
و  يتاكسونوم يبرا يلكولوم يهاكياز تكن استفاده
ن يرات در بييتفاوت و تغ ين جنس و بررسيدر ا يبند طبقه
 Howland et).شنهاد شده استيپ، آنمختلف  يهاتيجمع

al., 1995)  يداخلشونده  يسيانداز رونو ه فاصلهيناح 
)Internal Transcribed Spacer ( يكي از انواع نشانگرهاي

در  يارير كاربرد بسياخ يهاكه در دهه مولكولي است

دا كرده يپنگ يباركد DNAك يو تكن يلوژنيف يهاپژوهش
از  يبخش كوچك كه در آن )Schultz et al., 2009( است

ارتباط ن ييو تع ييشناسا يو برا شوديم يابيياه تواليژنوم گ
 رديگيك جنس مورد استفاده قرار ميمختلف  يهان گونهيب
)Hollingsworth et al., 2009(.  شواهد بيوشيميايي

دامنه  تر آسان در شكافتن ITSاز نقش مهم  حكايت
)Domain( براي  گاه اتصاليجا و فراهم نمودن يك

 دارد ريبوزوم ديتول يندافرهاي درگير در طول  پروتئين

)Nazar, 2003; 2004(. با مطالعه تغييرات حذف و ن امحقق
شدگي و  نشان دادند كه محافظت ITSدر توالي  اضافه
بلوغ ريبوزوم ايفا يند افراساسي در  ينخوردگي آن نقش دست
 Sande et al., 1992; Nues et al., 1994; Cote( كندمي

et al., 2002.( امروزه رسم ساختار ثانويه  نيهمچنITS  و
 هااستنباط درست روابط فيلوژنتيكي گونه برايمقايسه آن 

دلايل افزايش دقت نتايج فيلوژنتيكي و امكان بررسي  به
 Compensatory Base( ير باز جبرانييتغ حضور

Change(- تعيين  براييكي از ابزارهاي مناسب  عنوان به
 يزمان .)Muller et al,. 2007( مطرح است هاحدود گونه

د يك جفت نوكلئوتيه يشده اول يسيرونو RNAك يكه در 
تغيير دا كنند، ير ساختار جهش پييگاه بدون تغيك جايدر 

مثال جهش  يبرا(رخ داده است   CBCباز جبراني يا
ل ين دليهم به .)AU) (Gutell et al., 1994به  GCد ينوكلئوت

 تجزيه ودر  ياطور گسترده بهه ين ناحياز ااست كه 
شود ياستفاده مك در سطح گونه يلوژنتيف يها تحليل

)Coleman, 2003; Keller et al., 2008; Yousefzadeh 

et al., 2012; Alvarez & Wendel, 2003(.   
ه يناح يهايبا استفاده از توالدر نظر دارد تا ق ين تحقيا
ITS ،سه يمقا قيران را از طريا يهاتوسك يگاه تاكسونوميجا

 ينترنتيگاه ايدر پا آنها ا كه اطلاعاتيدنر نقاط يسا يهابا توس
NCBI قرار دهد يابيباشد، مورد ارزيموجود م.   
  

   ها شمواد و رو
 نيدر ا يمورد بررس يهاشگاهيرو :هاانتخاب رويشگاه

، سنگده كرج، شهرستانك هيارومشو يمارم: شامل ،قيتحق
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يك ( نوشهر يشناساهيو باغ گ ستان گلستانا امرزكوهيس، يسار
 هاشگاهين روياز ا .مورد استفاده قرار گرفت بودند كه )نمونه

 .شد يورآجمعنمونه برگ توس ، DNAاستخراج  يبرا
  .ان شديب 1شده در جدول  يآور جمع يهامشخصات نمونه

  
  رانياز توس در ا يبردار نمونه يهامشخصات ثبت شده مكان -1جدول 

جغرافيايي طول)متر(درياسطحازارتفاعاستانجمعيتنام جغرافيايي عرض   
 234401553836گلستانكوهمرزسياه
 257913535935مازندرانبن بند

 248516536مازندران)يشناس باغ گياه(نوشهر
 240423514435البرزشهرستانك
  174135443437غربيآذربايجانمارميشو

 
 DNAاستخراج  :ITS هيناح ريو تكث DNA استخراج

و همكاران  Porebskiژنومي از برگ توس، با استفاده از روش 
 ,Esmaeilpour(شد انجام تغييرات  يكمبا اعمال ) 1997( 

رو  شيپ آغازگر توالي از با استفاده ITS هيناح .)2013
)ITS1:5-TCGAAACCTGCCTAGCAG (رو  و پس
)ITS4:5- ATGCGAGCATCGTTCGA (  گزارش شده

واكنش  .شدتكثير  )1990(و همكاران  Whiteتوسط 
زه شده يوفليل تيكبا استفاده از  )PCR(مراز يپل يا رهيزنج

ك از يهر   بهن منظور يبه ا. انجام شد) Bioneerشركت (
 DNAو  شرو و پسرويپ يتر آغازگرهايكروليم 5/0 ،ها وپيت

با آب مقطر دو بار  يياضافه شد و حجم نها) نانوگرم 20(الگو 
  .تر رسانده شديكروليم 20ر به حجم يتقط

ك مرحله يشامل ) PCR( مرازپلي يا رهيزنجواكنش 
مدت  به گراد يسانتدرجه  95 يه در دماياول يساز واسرشته

درجه  94 يدر دما يچرخه با واسرشته ساز 32ه، يثان 360
ه، يثان 90مدت  بهه، اتصال آغازگر يثان 60مدت  به گراد يسانت

ه و در يثان 60مدت  به گراد يسانتدرجه  72 يبسط در دما
 گراد يسانتدرجه  72 يدر دما ييبسط نها مرحلهك ي تينها
   .بود هيثان 560مدت  به

حصول  منظور به :يابي آنو توالي ITS هيناحييد أت
 توس جنساينكه قطعه تكثير شده اختصاص به  ازاطمينان 

شامل استفاده از الگوي هضم  يدييتأسيستم  دود، ردا
در  .استفاده شد Blast ينترنتيابزار ايابي و توالي آنزيمي

ابتدا با  استفاده از الگوي هضم آنزيمي، با يدييتأسيستم 
 ,Nebcutter Ver. 2.0 )Anonymousافزار  نرماستفاده از 

2014a( براي هضم سپس . برشگر مناسب انتخاب شد آنزيم
گرهاي آنزيمي ابتدا مخلوط واكنش PCRآنزيمي محصولات 
بعد از  .ليتري تهيه شدميلي 5/0هاي در داخل تيوپ

ثانيه سانتريفيوژ  5 تا 3مدت  به هاورتكس كوتاه، تيوپ
كه ( گراد يسانتدرجه  37سپس مخلوط واكنش در  .شدند

مدت يك ساعت اينكوبه  به) است EcoRIآنزيم  بهينهدماي 
به حجم  PCR، محصول ميعملكرد آنز دييتأمنظور  بهشده و 

 در. شدك درصد الكتروفورز يژل آگارز  يرو تريكروليم 5
 شركت به توالي تعيين براي ،شده دييتأ محصول تينها

Bioneer از توالي استخراج. شد ارسال يكره جنوب 
 Chromas افزار نرم از استفاده با دريافتي هايالكتروفروگرام

ver. 2 دش انجام.  
 ITS هيناح يهايتوال :يلوژنيرسم درخت ف

از بانك ) DeJong, 1993(توس  مختلف يها جنس ريز
 فيلوژني درخت ).2جدول ( شد افتيدر) NCBI(ژن  يجهان
 ,NJ Joinin( هين همسايتر كينزد هايروش اساس بر

Neighbor( ، يمونيپارسحداكثر )MP Maximum 

Parsimony,(،  حداكثر شباهت)ML Maximum 

likelihood,( ، افزار  نرمبا استفاده ازMega. 5 درخت  و
 افزار نرم از استفاده با، )(Bayesian inference, BI يلوژنيف

TOPALI v.2 از آنجا كه درختان فيلوژني  .ديرسم گرد
مشابه  كاملاً (ML)و ) NJ) (MP(هاي رسم شده به روش

ج درخت رسم شده بر يهمديگر بودند، در اينجا فقط نتا
   ).2شكل(  ارائه گرديد BIو  MLاساس روش 
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  )NCBI(ژن  يمورد مطالعه در بانك جهان يها نمونه يمشخصات و كد دسترس -2جدول 
يكد دسترس گونهيكد دسترسگونهيدسترسكد  گونه  

11596225Co. heterophylla 59724932 B. fruticosa 59724950 B. pendula 
5732234Co. chinensis 83758340B. middendorffii83758336 B. platyphylla 
11596207Co. avellana 57335180B. pumila57335182 B. populifolia 
11596210Co. maxima 17065653A. japonica 59724923 B. alleghaniensis  
11596212Co. cornuta 17065654A. hirsuta59724938 B. lenta  
11596218Co .sieboldiana 17065655A. jorullensis59724935 B. grossa  
11596222Co. americana 17065656A. acuminata 83758328 B. globispica 
11596227 Co. colurna 17065657A. hirsuta 83758329 B. corylifolia 
5732235Ca. hupeana 17065863A. subcordata 83758339 B. davurica 
57335171Ca. fangiana 17065650A. glutinosa 59724957 B. utilis  
57335173Ca. japonica 17065652A. incana 59724956 B. schmidtii 
57335174Ca. betulus 17065866A. rubra 83758326 B. chichibuensis 
199599946Ca. caroliniana 17065867A. rhombifolia83758335 B. maximowicziana 
5732231Ca. polyneura 17065869A. nepalensis57335179  B. alnoides 
5732232Ca .turczaninovii 17065870A. nitida59724937 B. humilis  

  
در  يتكرار يهايتوالحضور  يبررس :يرتكرا يهايتوال
 ـيبا استفاده از ابزار ا ITS2و  ITS1ه يدو ناح  ـآنلا ينترنت   ني

(http://biophp.org/minitools/microsatellite_repeats

_finder/demo.php( انجام شد.   
  
  جينتا

 ينترنتياستفاده از ابزار اها، با پس از دريافت توالي
Blast مورد نظر به  هيناحالمللي ژن، اختصاص  در بانك بين

 يهاتوس ITSه يناح يسپس توال .شد دييتأجنس توس 
ي ژن اخذ شده از بانك جهان يهاير تواليهمراه سا بهران يا

طول كل شدند و  يساز فيرد Mega. 5افزار  در نرم
 611تا  610 توسمختلف  يهارجنسيز يبرا  ITSهيناح

ن يطول ا رانيتوس ا يهانمونه يبرا .آمد دست بهجفت باز 
 رانيتوس ا يهانمونه .آمد دست بهجفت باز  611 قطعه

ر يگاه متغيفاقد جا توس يهاجنس ريز بيشترهمانند 
)Variable Site (5.8 يدر نواحs  وITS1  دو  دربوده و تنها

ر يمتغ) 212و  201 يهاگاهيجادر  ITS2ه يدر ناح(گاه يجا
ران از يتوس ا يهانمونهكه ج نشان داد ينتا .)3جدول ( ندبود

زان يم نيشتريب دهنده ليتشك يدهايلحاظ درصد نوكلئوت
(  دندار Betulaرجنس يمتعلق به ز يهاشباهت را با گونه

  .)3جدول 
 ـا يهاتوس   را بـا گونـه   يك ـيفاصـله ژنت  نيشـتر يبران ي

B. schmidtii Schmidt's جــنس ريــاز ز Neurobetula  و
  Betulaجـنس  رياز ز  B. pendulaگونه ن فاصله را بايكمتر

ران يتوس ا يهان گونهيدر ب يكياز لحاظ فاصله ژنت. داشتند
نوشـهر و   شگاهيرو يهان نمونهيب يكيفاصله ژنتن يز كمترين

 ـ يكيفاصله ژنت نيشتريبو ) 000/0(شو يمارم شـگاه  ين رويب
 )007/0(شـو  ينوشـهر و مارم  يهـا شگاهيشهرستانك با رو

  .)4جدول ( ديمشاهده گرد
و   ITS1يهاهيدر ناح يتكرار يهايتوال ليتحل بر اساس

ITS2، همراه گونه  بهت شهرستانك يجمعB. pendula وSchrk 

 B. humilis يتكرار يل داشتن تواليدل به CTGCTG  در
علاوه بر . بودز يران متمايا يها تيجمعر ياز سا 197ت يموقع
 يتكرار يتوال يدارا 198 گاهيجاشهرستانك در  نمونه آن،

TGTTGT يهاك از گونهي چيدر ه يتكرار ين تواليا كه بود 
  ).5 جدول( مشاهده نشد يمورد بررس
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  كيلوژنتيف يها تجزيه و تحليل يمورد استفاده برا  ITSهيناحمشخصات  - 3جدول 
    رانيا يهاتوس توسيهاجنسريز 

ITS2 5.8s  ITS1 ITS2 5.8s  ITS1   

C
ham

aebetula 

B
etulaster

  N
eurobetula 

B
etulanta

  

B
etula 

C
ham

aebetula 

B
etulaster

  N
eurobetula 

B
etulanta

  

B
etula 

C
ham

aebetula 

B
etulaster 

N
eurobetula 

B
etulanta 

B
etula         

2/16  3/16 6/16 2/16 16 5/23 5/23 5/23 6/23 5/23 5/22 6/22 6/22 9/22 5/22 16  3/23  4/22 A(%) 

30  30  8/29  8/29  30  8/24  8/24  4/28  3/28  8/24  4/30  9/30  8/30  2/31  6/30  9/29  2/28  5/30  G(%)  
3/33  3/33  8/32  4/33  6/33  8/27  8/27  8/27  7/27  8/27  31  7/30  3/30  3/31  9/30  8/33  6/27  31  C(%)  
5/20  4/20  8/20  6/20  4/20  4/20  4/20  4/20  5/20  4/20  1/16  7/15  3/16  7/14  16  3/20  9/29  2/16  U(%)  

  )bp(طول قطعه  217  163  231 217 217 218 217 217 162 162 162 162 162 231 231 231 231  231
 گاه محافظت شده يجا 217  163  229 213 209 207 215 213 162 160 162 162 162 228 223 218 227  229
  ريگاه متغيجا -  -  2 4 8 10 1 4  1 2 - - - 3 8 13 2  2
  مونيگاه پارسيجا -  -  - 1 3 3 - 1  1 - - - - - 2 1 -  -
  يگاه انحصاريجا -  -  2  5 7 - 3  - 2 - -  3 6 12 -  2

3/63-
7/63  

2/63-
3/63  

61-
2/63  

9/63
-63  

6/63
-63  1/56  1/56  1/56  1/56  7/56  2/61-

1/61  
7/61-

5/61  
4/61-

8/60  
5/63-

7/61  
8/61-

3/61  
1/64 -
2/63  8/55  6/61-

  (C+G)دامنه   3/61

  * همسان يها جفت  216  163  230  215  213  210  215  214  162  161  162  162  162  228  226  223  227  228
0  1 8/1 8 67/1 - - - - -  86/0 - 5/2 8/2 86/0 -  -  -R**  
  

Identical pairs*   
 R**   =ناهمجنس يبازها ينيگزيهمجنس به جا يبازها ينيگزينسبت جا 
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  K2Pروش   به ITSه يناحژن بر اساس  يتوس موجود در بانك جهان يهار گونهيران با سايتوس ا يهان نمونهيب يكيفاصله ژنت -4جدول 
 

 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 گونه

  1( شهرستانك
              

2( امرزكوهيس  005/0  
             

3(نوشهر  007/0  002/0  
            

4(شويمارم  007/0  002/0  000/0  
           

5(بند بن  005/0  003/0  002/0  002/0  
          

 )6 B .papyrifera 012/0  007/0  005/0  005/0  007/0  
         

 )7 B. pendula 007/0  002/0  000/0  000/0  002/0  005/0  
        

 )8 B. davurica 014/0  009/0  007/0  007/0  009/0  005/0  007/0  
       

 )9 B. schmidtii 027/0  021/0  019/0  019/0  021/0  019/0  019/0  021/0  
      

 )10 B. maximowicziana 014/0  009/0  007/0  007/0  009/0  009/0  007/0  011/0  016/0  
     

 )11 B. alnoides 009/0  003/0  002/0  002/0  003/0  003/0  002/0  005/0  018/0  005/0  
    

 )12 B. alleghaniensis 019/0  018/0  016/0  016/0  014/0  018/0  016/0  019/0  018/0  009/0  014/0  
   

 )13 B. lenta 025/0  019/0  018/0  018/0  019/0  019/0  018/0  021/0  018/0  001/0  016/0  005/0  
  

 )14 B. humilis 007/0  002/0  000/0  000/0  002/0  005/0  000/0  007/0  019/0  007/0  002/0  016/0  018/0  
 

 )15 B . grossa 003/0  002/0  002/0  002/0  002/0  002/0  002/0  002/0  005/0  002/0  000/0  003/0  005/0  002/0  
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 2د و حداقل تكرار ينوكلئوت 6 يطول توال، حداقل ITS2و  ITS1 يهاهيناحدر  يرتكرا يهايتوال -5جدول 

ITS2  ITS1 
  گاهيجا 12 32 39 52 165 167 79 115 116 132 133 156 157 196 197 198

T
G

T
T

G
T

  C
T

G
C

T
G

  C
T

G
C

T
G

  C
G

T
C

G
T

  C
G

T
C

G
T

  G
G

T
G

G
T

  G
G

T
G

G
T

  C
G

C
G

C
G

  C
G

C
G

C
G

  C
A

T
G

C
A

T
G

  

G
C

C
G

C
C

 

C
C

G
C

C
G

 

G
G

G
G

G
G

 

T
T

G
T

T
G

 

T
T

G
T

T
G

 

C
A

G
C

A
G

 
  گونه

 شهرستانك + - ---+ -- + -+ -+ - - +

امرزكوهيس + - - - - + - - + - + - + - + -  

 نوشهر + - ---+ -- + - + -+ - + -
شويمارم + - ---+-- + -+ -+ - + -  
 بندبن + - ---+-- + -+ -+ - + -
- +-+-+-+ ---++- - - B. papyrifera 
- -+-+-+- +++--- - + B. pendula 
- +-+-+-+ -+--+- - + B. davurica 
- + - +- +- + --+--+ + + B. schmidtii 
- + - +- +- + -++-+- - + B. maximowicziana
- + - +- +- + -++-+- - + B. alnoides 
- + - +- + - + - ++-+- - + B. alleghaniensis
- + + +- +- + -+--+- - + B. lenta 
- - - -+ -+ - +++--- - + B. humilis 
- + - +- +- + - ++-+- - + B. pumila 

  گاه مورد نظريدر جا يتكرار يتوال يدارا+: ، گاه مورد نظريدر جا يتكرار يفاقد توال: -
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 يها، توسيانحصار يدهايگاه نوكلئوتياج بر اساس
كه هستند  Tد ينوكلئوت يدارا 209 گاهيجادر  يران همگيا

ن يفاقد ا گاهيجان يمورد مطالعه، در ا يهاتوس ريسا
 .Bگونه 125د ينوكلئوت گاهيجادر . هستند دينوكلئوت

pendula د ينوكلئوت يتوس دارا يهاه گونهينسبت به بق

  ز همانند يران نيتوس ا يهااست كه نمونه C يانحصار
B. pendula د ينوكلئوت يدارا گاهيجان يدر اC هستند. 

د ينوكلئوت يدارا 573 گاهيجانمونه شهرستانك در  نيهمچن
T مشاهده  يمورد بررس يهاك از گونهي چيهدر باشد كه يم

  . )6 جدول( نشد
  

  يمورد بررس يهادر گونه يانحصار يدهاينوكلئوت گاهيجا -6جدول 
 گاهيجا

  گونه                    43  45  8862 125 158 209 403  513  562 573
T C  T  C T G C T T  T  T   شهرستانك  
- C  T  C T G C T T  T  T  امرزكوهيس  
- C  T  C T G C T T  T  T  نوشهر 
-C  T  C T G C T T  T  T  شويمارم  
-C  T  C T G C T T  T  T  بند بن 
- C  T  T - C T T T  G  C  B.papyrifera 
- C  T  C - G C T T  T  T  B.pendula 
- C  T  C- C T T T  G  T  B.davurica 
- T  A  T - A T T G  G  T  B.schmidtii 
- T  A  C - G T C T  G  T  B. maximowicziana  
- C  T  C - G T T T  G  T  B. alnoides 
- T  A  C - G T C G  G  C  B.alleghaniensis 

  
 ITS2ه يساختار ثانو) الف

 با يمورد بررس يهاه توسيپس از رسم ساختار ثانو
و ) Anonymous, 2014b(ن يو آنلا ينترنتياستفاده از ابزار ا

 يتعداد بازها نيهمچن وبازو هر  يشمارش تعداد جفت بازها
- گونه يبرا ITS2ه يساختار ثانوجفت نشده، مشخص شد كه 

اهان يدر گ ITS2متداول همانند ساختار  يمورد بررس يها
 )Schultz et al., 2005( است بازوچهار  يداراگلدار 

 ITS2ه يدر ساختار ثانوبازو طول  رييتغ نيشتريب .)2شكل(
است  مچهار يبازومختلف توس مربوط به  يهادر مورد گونه
 ومس يبازو. استر يجفت باز متغ 20 – 26 نيكه طول آن ب

 يبراآن داشته و طول  بازوهار ين طول را نسبت به سايبلندتر
   .جفت باز است 58جز شهرستانك بران يا يهاتوس

شـكل متفـاوت از    چهـار  ITS2ساختار ثانويه  مطالعه
نمونـه  ). 1شـكل  ( را نشـان داد  مـورد مطالعـه   يهـا توس

كـه   بود يمنحصر به فرد هيساختار ثانو ي، داراشهرستانك

شـكل  (رد كتفاوت م نيرياز دو لحاظ با سا را ن ساختاريا
1 - A(. چهار لوپ  يسوم خود دارا يبازو درها همه نمونه

سه  يسوم خود دارا يبازونمونه شهرستانك در  يول ندبود
 ـچهارم ا يبازولوپ دوم موجود در علاوه، به. بود لوپ  ني
 .)A - 1شـكل  (د بـو  تـر  بزرگ ها تيجمعر ياز سا تيجمع
 يهـا ها ازجملـه نمونـه  اغلب نمونه دربردارنده B- 1 شكل

 يهـا ن گونهيو همچن بندبن و شويامرزكوه، نوشهر، مارميس
B. schmidtii B. pendula  وBritt B. alleghaniensis،L. 

B. pumila 1شكل ( ساختار سوم .باشديم -C (  بهمربوط 
 Marsh. B. Papyrifera و  Pall.B. davuricaدو گونـه   

. بودنـد  ن متفاوتيرياول با سا يبازوكه از لحاظ طول  بود
) D- 1شـكل  (فـرد چهـارم    بـه ت ساختار منحصـر  يدر نها
 ـكـه ا  بود Siebold & Zucc B.grossa به گونه مربوط ن ي
ن متفـاوت  يريچهارم با سـا  يزوباز از لحاظ طول يگونه ن
  ).7جدول ( بود



 ... براساس) Betula( توسجنس شناسايي مولكولي                                                                                                                                         176

 رانيو ا يمورد بررس يهاه در توسيثانو يهامشخصات ساختار -7جدول 
  گروهبازوطول  جفت نشده يكل بازها

  4 3 2 1    
59  26 50 22 40  A  
54  20 58 22 40  B  
59  20 58 22 36  C 

59  24 50 22 40  D 

A  =،شهرستانك- B =شو، بندبنيمارم امرزكوه، نوشهر،يس،B. schmidtii B. pendula ،B. alleghaniensis، B. pumila - C  =B. papyrifera ،B. 

davurica ،- D  =B. grossa  
 

 
  

موجود در  يها ن لوپيدهنده وجود تفاوت در ب كان نشانيعلامت پ؛ توس مورد مطالعه يها گونه يبرا ITS2ه يساختار ثانو -1شكل 
  ، B. schmidtii B. pendula شو، بندبن،يامرزكوه، نوشهر، مارميس= Bشهرستانك، =  A. باشد يم Aسه با نمونه  يبازو

B. alleghaniensis ،B. pumila و C  =B. papyrifera ،B. davurica ،- D  =B. grossa  
  

  بر اساس روش حداكثر شباهت ينژلويج درخت فينتا )ب
از حكايت  MLو  BIو روش به د يلوژنيرسم درخت ف

). 2شكل (داشت جنس توس ) Monophyletic(ا بودن ين تك
در  يمورد بررس يهاتوس MLو روش  ITSه يبر اساس ناح
 چهار شاخه يخود دارال گروه او ؛قرار گرفتند يسه گروه اصل

 يهاهمراه گونه بهران يا يهاتوسل او ةكه در شاخاست  )كلاد(
 ،Betula ،Betulaster يهاجنس ريمتعلق به ز

Chamaebetula ،Neurobetula و Betulanta  شاخه ك يدر
دو  شامل ،شاخه دوم .رنديگيبالا قرار م) 76( تيحماب يبا ضر
 Regel  B. maximowicziana و Wall.  B. utilisگونه
 .است Neurobetulaو  Betulaster يها جنس ريب از زيترت به

 Regel و Shirai.  B. globispicaدو گونه شامل ،شاخه سوم

& Maxim. B. corylifolia جنس رياز ز Betulanta است. 
 .Bitter Bو B. schmidtiiشامل دو گونه  ،زيشاخه چهارم ن

chichibuenis جنس رياز ز Neurobetula دو گونه. است  
B. alleghaniensis و L B. lenta  كه هر دو متعلق به

ك گروه يدر  ييتنها بهك يهر ز ينهستند  Betulanta جنس ريز
توس  يهاگونهز ين BIبر اساس روش . قرار گرفتندجداگانه 

- رجنسيمتعلق به ز يهاهمراه گونه بهران يا
، رنديگ يك گروه قرار ميدر  Betulaو   Chamaebetulaيها

 MLمختلف توس همانند روش  يهاجنس ريز زين BIدر روش 
  ).ب -  2شكل ( ك نشدنديتفك گريهمداز  يخوب به
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  رسم شده  ينژلويدرخت ف: ب -ع گامايو توز  MLروش به ITSه يرسم شده بر اساس ناح ينژلويف درخت :الف -2شكل 
  BI روش به ITSه يبر اساس ناح

  
  بحث

شـرط لازم بـراي تحقيقـات     پيشها شناسايي صحيح گونه
حدود يك و نيم ميليون گونه از تاكنون  .رودشمار مي بهزيستي 

 نـد اهبينـي شـده در دنيـا شناسـايي شـد     ميليون گونه پيش 10
)Wilson, 2003(      كه شناسـايي و كسـب مهـارت لازم بـراي

، كاري بسيار سخت و مستلزم صرف زمان آنهاتشخيص درست 
زيسـتي،   تنوعروزافزون با توجه به روند كاهش . طولاني است

ها را براي عمـوم  ي كه امر شناسايي گونهيها روش  بهدسترسي 
نظر  بهتسهيل نمايد، ضروري ) تاكسونوميست يا غير آن(ن امحقق
 ـدر ا). Howland et al., 1995( رسـد مي  ـن تحقي از  يك ـيق ي

نگ يباركد DNAك يدر تكن يمورد بررس ين نواحيپركاربردتر
 ـاز مـوارد ن  يارياهان، كه در بس ـيگ يبرا  يآن بـرا  ييز كـارا ي

شده اسـت، مـورد    دييتأك جنس ي يهاح گونهيص صحيتشخ
  .استفاده قرار گرفته است

 الف ب
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 ـناح ييكـارا با توجه بـه    ـو بـه  ITSه ي  ـژه ناحي در  ITS2ه ي
ش آن ياستفاده رو به افـزا  و ياهيگ يهاك گونهيو تفك ييشناسا
 ـكه ا ن بوديبر ار، انتظار ياخ يهادر دهه  ـن ناحي  ييه در شناسـا ي
تعداد نقاط . ف جنس توس كارآمد باشدتلمخ يهاگونه يمولكول

 ـآمـده از ا  دسـت  به يهاين توالير در بيمتغ  ـن ناحي ه در مـورد  ي
بود كه  ITS2 يه ژنيد در ناحيران تنها در دو نوكلئوتيا يها توس

 يهـا  ن گونـه يدر ب ITSه يناح كم يريرپذييتغدهنده  ن امر نشانيا
 ـسـاختار ثانو  .است رانيدر ا توس مختلف  ـتـوس ن  ITS2ه ي ز ي

 اسـت كـه طـول    بـازو چهار  يدار دارااهان گلير گيمشابه با سا
 ;Coleman, 2007( بودشتر يب بازوهار يسا  بهسوم، نسبت  يبازو

Schultz et al., 2005; Wilson, 2003(. كـه در   يقـات يدر تحق
مختلـف انجـام    يهاجنس ITS2ه يگذشته در مورد ساختار ثانو

 Coleman, 2003; Keller et al., 2008; Yousefzadeh(شـد  

et al., 2012; Chen et al,. 2010( ه يساختار ثانوITS2  همواره
 ـن و تفكيـي در تع ياصـل  ياز نواح يكيعنوان  به  يهـا ك گونـه ي

 ـامـا در ا  .بـود مورد استفاده قـرار گرفتـه   گر يمختلف از همد ن ي
 يهـا گونـه  يبنـد مينتوانست از تقس ITS2ه يق ساختار ثانويتحق

ن و يآذ نوع گل( يختيمختلف جنس توس كه بر اساس صفات ر
 ,Dejong() لات در پوسـت درختـان تـوس   يسيل ساليوجود مت

1993; Regel, 1865( در در واقـع   .كندت ي، حماه بودانجام شد
اندك اسـت،   آنها ITSه يناح يديرات نوكلئوتييكه تغ ييهاجنس

گر يكـد يهـا از  ك گونـه يتواند در تفكينم ITS2ه يساختار ثانو
با توجـه  ن يبنابرا(Meyer & Paulay, 2005).  ديموفق عمل نما

 يهـا  ه در تـوس يو شباهت ساختار ثانو يكيبه جدول فاصله ژنت
 ـموفق از علل عـدم  يكيان داشت كه يتوان بيم ،يمورد بررس ت ي

، مختلـف  يهارجنسيمتعلق به ز يهاك گونهيه در تفكين ناحيا
 .تـوس اسـت   مختلف جنس يها گونه نيدر ب آنكم  يريپذرييتغ

 ـ يك ـين در مورد عـدم وجـود فاصـله ژنت   يهمچن شـگاه  ين رويب
 ـجمعح اسـت كـه   يلازم به توض ـ نوشهر، تيجمعشو با يمارم  تي

 ـواقـع در بـاغ گ   كاشـت ت دستيجمع، نوشهر مركـز   يشناس ـاهي
 نيبنابرا ؛استان مازندران است يو كشاورز يعيقات منابع طبيتحق
 ـجمع منشـأ شـو  يشـگاه مارم يرو ن احتمال وجود دارد كـه يا  تي

   .نوشهر باشدشناسي  گياهي مورد مطالعه از باغ گياه
- توانست جنس ITSه ياگرچه ناحق، ين تحقيدر ا يطور كل به

اما د، يك نمايگر تفكيكدي را از  Betulaceaمختلف خانواده يها
 آل دهياك باركد يعنوان  بهتواند يم يدر صورت DNAه يك ناحي

 ك جنسي يهان گونهيدر ب يكاف تنوع يمطرح شود كه دارا
ل يدل بهدر جنس توس  ITSه يناحست كه ين در حاليا. باشد
و  يلوژنيروابط ف يبررس يبرا يه مناسبياندك، ناح يريرپذييتغ

   .ص داده نشديتشخن جنس يا يص مولكوليتشخ
ز يه متمايل ساختار ثانويدل به شوديمشنهاد يپن يهمچن

 يليشهرستانك، مطالعه تكمگياهي مورد استفاده از ت يجمع
ق ين دقييتعبراي ت ين جمعيدر مورد ا) يمولكولو  يختير(

  . شودآن انجام  يكيگاه تاكسونوميجا
  

   سپاسگزاري
از مراحل  ياريكه در بس يريد جهانگيمهندس فراز آقاي 

  . ميكنيمتشكر  ،كردند ياريرا ا ق مين تحقيا
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Abstract 

Nucleotide sequences of internal transcribed spacer (ITS) of nuclear ribosomal DNA were 
used to infer the phylogeny and molecular taxonomy status of Betula species. Three remnant 
populations of Betula from Hyrcanian forests and one population from Zagros forest were 
selected. Leaf DNA were extracted and ITS regions were amplified on the selected samples. 
Entire lengths of the ITS1-5.8S-ITS2 region were 610-611 bp for all of the studied Betula 
samples and 611 bp for Iranian samples. Maximum similarity in nucleotide composition and 
minimum genetic distance of Iranian Betula were observed with Betula pendula from subgenus 
of Betula. According to character based method, Iranian Betula was distinguished from other 
Betula species due to having unique nucleotide at position 209. Four secondary structure ITS2 
type were recognized for all of the studied Betula species. Construction of the phylogenetic 
trees of ITS data supported monophyly of the genus Betula and divided into three major groups 
with more than 73% bootstrap support. The first Group comprises four minor groups by which 
Iranian Betual with B. pendula was located in Clade I. 
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