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شناسی و مطالعات تنوع زیستی پتانسيل زیادی برای احياء علم آرایه DNA یگذارروش بارکد

بندی و بر روی گياهان و با اهداف رده ایطور گستردهاین روش تاکنون به لذا؛ سنتی دارد

( Cucurbita pepoکدو ) مختلف ژنوتيپ هشت است. در این پژوهش استفاده شدهشناسی آرایه

های جوان تصادفی در گلخانه کشت و در مرحله چهار برگی، برگ کاملاًدر گلدان در قالب طرح 

و  PCR، آن ارزیابی کمی و کيفی ،DNAعنوان نمونه برداشت گردید. در گام بعد استخراج به

و  Clustalw2افزار از نرمها با استفاده انجام شد و تجزیه داده PCRیابی محصولات سپس توالی

BioEdit  .نوکلئوتيدی ژن  توالینتایج نشان داد که در صورت پذیرفتITS در خانواده کدو ، 

نوکلئوتيدی  توالیو در  کمترین فراوانی( 3/20و باز آدنين ) بيشترین فراوانی( 5/29) سيتوزین باز

. را داشت کمترین فراوانی( 1/20) و باز سيتوزین بيشترین فراوانی( 4/27)  آدنينباز  rbcLژن 

، مقادیر بالای جایگزینی در خانواده کدو ITSو  rbcLهای ژنبرآورد جایگزینی نوکلئوتيدی 

های نوکلئوتيدهای در توالی تبدیل تيمين به سيتوزینکه درصد طوریرا نشان داد. بهپيریميدینی 

 ترتيببه یل سيتوزین به تيمينتبد درصددرصد و  43/20و  69/31 ترتيببه rbcLو  ITSژن 

 گردید ژنوتيپ 5 تنها تفکيک و شناسایی به موفق ITS پرایمر ،دست آمددرصد به 04/16و  05/47

 کدو یابی توالی جهت rbcL پرایمر بنابراین. کرد شناسایی را ژنوتيپ 8 هر rbcL  حاليکه در

 .است ترمناسب

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

صورت بروز متفاوت صفتی در جمعیت حاصل از تنوع ژنتیکی به

به عبارتی  (.Sharma et al., 2008) شودچند ژنوتیپ تعریف می

های همان تنوع ژنتیکی یک صفت معین، اندازه پراکنش ارزش

شده  که تأثیر محیط از روی آن حذفصفت است در صورتی 

اصلاح نژادی بستگی به میزان تنوع های باشد. موفقیت برنامه

ژنتیکی موجود در جمعیت دارد. پایه و اساس تغییرات ژنتیکی در 

های مختلف گونه، تغییرات جهشی است که با ایجاد آلل یک

 ,Notter) آوردهای فنوتیپی و ژنومی متفاوتی را به وجود میشکل

کنترل های (. اطلاع از مراکز تنوع ژنتیکی، استفاده از ژن1999

سازد که این کار پذیر میی صفات به خصوصی را امکانکننده

بسیار سودمند است چرا که بسیاری از جوامع محلی یا از بین 

اند یا به تعداد محدودی واریته در جریان مدرنیزه شدن رفته

(. Farshadfar, 2010اند )تولیدات گیاهی در کشاورزی تقلیل یافته

عنوان فرسایش کی یا ذخایر توارثی که بهاز بین رفتن منابع ژنتی

-ژنتیکی مطرح است تحت تأثیر عواملی ازجمله استفاده از واریته

های بومی، جای واریته شده به های پر محصول و اصلاح

نخورده طبیعت به های دست های مدرن زراعی، تبدیل محیطروش

باعث ها و مزارع و غیره به وقوع پیوسته است. این امر چراگاه

 Farsi andهای گذشته شده است )ها در دههافزایش نگرانی

Bagheri, 2013های مهم جوامع گیاهی حفظ ( و یکی از دغدغه

 (.Hodgkin and romanata Roa, 2002) تنوع زیستی موجود است

ترین اهداف در حفظ ذخایر موجود در طبیعت همین یکی از مهم

نکه بدون داشتن تنوع تنوع ژنتیکی موجودات است. به علت ای

دست آوردن ژنتیکی در جامعه یا منبع تنوع ژنتیکی، امکان به

یافته و برتر از موجوداتی که ساختار ژنتیکی عملکرد مناسب، توسعه

یابد. پس ها بر پایه ترکیب ژنتیکی یکسان استوار است کاهش میآن

 های اصلاح نژادی در جامعهضروری است تنوع کافی برای استفاده

فیزیکی(، تنوع ) یپیفنوتموجود باشد. این تنوع شامل تنوع 

های خونی و گروه) یمونولوژیکیاکروموزومی )کاریوتیپ(، تنوع 

)چندشکلی  DNAها( و تنوع در سطح آنزیم) ینیپروتئغیره(، تنوع 

 (.Mburu, 2005( است )DNAهای توالی

نی ی زراعی است. کدوئیان زراعی گیاهاکدو دارای پنج گونه

های طویل خزنده در روی زمین و پایه هستند و بیشتر تاکیک

عادت رشد خزنده دارند مگر وقتی داربست شوند. ریشه اصلی 

ها به رنگ زرد کنند. گلطور عمیق یا متوسط ریشه دوانی میبه

شوند. بافت طور انفرادی در محورهای برگ حمل میروشن به

انواع کدوئیان متفاوت بخش خوراکی که بافت پریکارپ است در 

است و دامنه رنگ آن از سفید تا نارنجی تیره متغیر است. اگرچه 

برگ متفاوت دارد ولی از شکل ساقه و دمگل و بافت گوشتی 

 ,Bisogninشود )ها استفاده میی در تشخیص گونهمؤثرطور به

2002.) 

یک ابزار ارزشمند برای ارزیابی روابط فیلوژنیک است.  rbcLژن 

های بیشتر موجودات فتوسنتزی یافت ژن در کلروپلاست این

بنابراین این ؛ یک پروتئین فراوان در بافت برگ است rbcLشود. می

 ؛ وعنوان عاملی مشترک بین موجودات فتوسنتزی وجود داردژن به

از گیاهان دیگر مقایسه شود تا تشابهات و  rbcLهای تواند با ژنمی

کند. این کد برای زیرمجموعه بزرگ  های ژنتیکی را تعیینتفاوت

 Gielley andبیس فسفات( است )-5و1پروتئین روبیسکو )ریبولوز 

Taberlet, 1994.) 

( یک آنزیم است که برای اولین بار در تثبیت Rubiscoروبیسکو )

به ریبولوز  2COکربن به کار رفته است. این آنزیم با اضافه کردن 

 ITS (Internal transcribedر آید. نشانگدست میفسفات بهبیس

spacerهای هایی است که ژن( شامل توالیs8/5 ،s18  وs28  را از

و  s8/5و  s18بین نواحی ژنی  ITS1که طوریکند. بههم جدا می

ITS1 های بین ژنs8/5 و s28 شده است ) واقعWheeler and 

Honeycutt, 1988 طول کل ناحیه .)ITS1های ، ژنs8/5  وITS1 

(. هر دو این نواحی تحت یک Baldwin et al., 1994است )متنوع 

ریبوزومی قرار  RNAهای شکاف اختصاصی در حین بلوغ مولکول

که بر خلاف یجایآن (. ازHadjiolaova et al., 1994گیرند )می
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ریبوزومی تکامل نواحی بین ژنی خیلی  DNAنواحی ژنومی 

عنوان یک نشانگر ای بهطور گستردهتر است، این نواحی بهسریع

مناسب برای بررسی روابط فیلوژنتیکی در سطوح مختلف ازجمله 

های در بررسی یک جنس منفرد، زیر جنس، در میان گونه

گونه استفاده های درون یک خویشاوند و یا در میان جمعیت

(. گرچه این نواحی درون یک Porter and Collins, 199lشوند )می

تر از های آن خیلی متنوعاند، ولی توالیشدهظت گونه عموماً حفا

ردیف  راحتی همها بهطور واضح در بین خانوادهآن است که به

ها و جنس هاهای تشخیص تنوع بین گونهبنابراین آزمایش؛ شوند

 (.Poczai and Hyvonen, 2010شود )ابزار باارزشی محسوب می

 

  هاروش و مواد

 

در گلدان در قالب  1396ماه بررسی، در دی های گیاهی موردنمونه

طرح کاملاً تصادفی در گلخانه کشت و در مرحله چهار برگی، 

استخراج آن  از پس عنوان نمونه برداشت شدند.های جوان بهبرگ

DNA شده و ارزیابی کمی و کیفی آن انجام شد.  های تهیهاز نمونه

با در نظر  PCRم سازی واکنش و انجارقیق نمودن پرایمر، بهینه

یابی محصولات توالی گرفتن شرایط بهینه صورت پذیرفت، پس از

PCRافزار یابی با استفاده از نرمهای حاصل از توالی، آنالیز داده

Clastalw2  وBioEdit  ژنوتیپ کدو  8صورت پذیرفت. تعداد

گل شیلی، نیکو )وارداتی ترکیه(، دهکهان، جیرفت،  مسمایی )تک

(، وارداتی تک گل )آمریکا(، فیتو )اسپانیا( Squash Ayanهلندی )

از  DNAو دیرن )آمریکا((، مورد بررسی قرار گرفت. استخراج 

 ,.Dellaporta et atهای گیاهی از روش دلاپورتا و همکاران )نمونه

جهت  DNAپس از استخراج  با کمی تغییر صورت گرفت. (1983

تری و الکتروفورز ، از دو روش اسپکتروفتومDNAتعیین کمیت 

-طور معمول هر دو روش به کار میروی ژل آگارز استفاده شد. به

کم باشد، تنها از روش الکتروفورز  DNAکه مقدار  رود در صورتی

 آیددست میبه DNAبر روی ژل آگارز راجع به کیفیت و خلوص 

(Lewin et al.,1993 )شد. برای ساخت ژل آگارز از فرمول  استفاده

درصد برای  2، ژل TAEسی بافر سی 100گرم آگارز در  2کلی، 

گرم در  2ساخته شد و از  DNAالکتروفورز محصولات استخراج 

برای الکتروفورز محصولات  درصد 2ژل ، TAEسی بافر سی 100

PCR .ساخته شد 

( AB102و  AB101) ITSدر این آزمایش از آغازگر : آغازگرها

فاده شد. پس از ساخته شده توسط شرک تکاپوزیست است

و  Master mixسازی پرایمر حاصل برای تکثیر به همراه رقیق

DNA  ژنومی و آب مقطر در دستگاهPCR ی زیر قرار طبق برنامه

 (.2داده شد )جدول 

 

 

 

 توالی آغازگرهای مورد استفاده در آزمایش -1دول ج

Table 1- The sequence of primers used in the experiment 
Primer Sequence Size (bp) Melting Temperature 

Forward ACGAATTCATGGTCCGGTGAAGTGTTCG 750bp 60 
Revers TAGAATTCCCCGGTTCGCTCGCCGTTAC 750bp 60 
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 PCR هایی گرمایی چرخهبرنامه -2جدول 
Table 2- Thermal cycles of PCR  

واکنش گام دما زمان  نوع واکنش 

 C˚94 Initial Denaturation دقیقه 6

 

 C˚94 Denaturation ثانیه 45

35 سیکل    C˚60 Annealing ثانیه 45 

 C˚72 Extension ثانیه 50

  C˚72 دقیقه 15

- 4C˚ Hold 

جهت انجام  ،ای پلیمرازآمده از واکنش زنجیرهدست حصولات بهم

یابی به شرکت پیشگام ارسال و توسط شرکت ماکروژن کره توالی

یابی ناحیه موردنظر انجام سازی و سپس توالیوبی خالصجن

های موجود های ارسالی توسط شرکت با سایر توالیتوالی .گردید

و  شد ، بلاستNucleotide BLAST در قسمت NCBI در پایگاه

ردیفی شده بررسی و سپس همهای ثبت میزان تشابه با سایر توالی

تراز انجام شد. هم Clustalw2 نافزار آنلایها با استفاده از نرمآن

صورت  BioEditو  Clustalw2افزار ها، با استفاده از نرمکردن توالی

و اطلاع از  هاآنها، مقایسه ردیف کردن توالیگرفت. بعد از هم

ها، تنوع نوکلئوتیدی، های ژنتیکی از قبیل تعداد جهشفراسنجه

اتفاق افتاده و  ها جایگزینی مشابههایی که در آنتعداد جایگاه

استفاده  5نسخه  DnaSPافزار ها با استفاده از نرمهمچنین تنوع آن

 ITSمنظور ترسیم درخت فیلوژنتیک، توالی گردد و در پایان به

 4نسخه  MEGAافزار های موردبررسی با استفاده از نرمبرای گونه

ها و حذف نواحی غیر کد . پس از ویرایش توالیشدبینی پیش

-NJ (Neighborدرخت فیلوژنی با استفاده از روش  کننده،

Joining شد( رسم. 

 

  و بحث نتایج

 rbcLو  ITSبرای بررسی ژن  PCRمحصولات 

شده بر  حاصل انجام گردید و محصولات هانمونه PCRواکنش 

سپس با کمک  ت.درصد موردبررسی قرار گرف 1روی ژل آگارز 

 PCR( محصول Ladder 1 kb & Ladder 100 kbاندازه ) نشانگر

 قابل 1ها در شکل . نتایج مربوط به نمونهشدموردنظر مشخص 

 .مشاهده است

 خانواده کدوهای نوکلئوتیدی در توالی و تحلیلتجزیه 

 در خانواده کدوبرآورد فراوانی نوکلئوتیدی 

، کدو در خانواده ITSی نوکلئوتیدی ژن هاتحلیل توالی و در تجزیه

 راوانیکمترین ف آدنینباز  و (5/29) ترین فراوانیبیش سیتوزین باز

 ، بازrbcLی نوکلئوتیدی ژن هاتوالی ( را داشت. همچنین در3/20)

 انیکمترین فراو سیتوزینباز  و (4/27) بیشترین فراوانی آدنین

 (.3را داشت )جدول ( 1/20)

 
 در نمونه کدو rbcLو  ITSژن الکتروفورز  -1شکل 

Figure 1- ITS and rbcL gene electrophoresis in the pumpkin sample 

 خانواده کدونوکلئوتیدی در  یگزینیجا یماتریس برآورد الگو

، مقادیر در خانواده کدو rbcLژن در برآورد جایگزینی نوکلئوتیدی 

که این مقدار برای تبدیل طوریبه ،بالای جایگزینی پیریمیدینی بود

برای تبدیل سیتوزین به تیمین  درصد و 69/31تیمین به سیتوزین 

آمده است. این مقادیر برای بازهای پورینی  دستدرصد به 05/47

 ترتیب برای تبدیل آدنین به گوانین و گوانین به آدنینکمتر و به

ژن برآورد جایگزینی نوکلئوتیدی  .درصد بود 48/11درصد و  46/9
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ITS  ینی مقادیر بالای جایگزدر خانواده کدو نشان داد که

که این مقدار برای تبدیل تیمین به طوریبه ،پیریمیدینی بود

 04/16درصد و برای تبدیل سیتوزین به تیمین  43/20 ،سیتوزین

آمده است. این مقادیر برای بازهای پورینی کمتر و  دستدرصد به

 63/14 ترتیب برای تبدیل آدنین به گوانین و گوانین به آدنینبه

 .درصد بود 11درصد و 

 در خانواده کدو rbcLژن  مورفیسمجایگاه پلی

جهش  4، خانواده کدو rbcLهای ژنتیکی ژن در بررسی شاخص

-ها در طول ژنوم متفاوت بود. تعداد جایگاهشناسایی شد. توزیع آن

 شد.جایگاه مشاهده  4 شکلی نیز های چند

 در خانواده کدو ITSشده ژن مناطق حفاظت 

در خانواده کدو،  ITSشده ژن فاظت در نتایج حاصل از نواحی ح

باز و  271و حداقل طول حفاظت  1ناحیه حد آستانه حفاظت 

شده بخش مشاهده شد. این نواحی حفاظت  992/0حفاظت توالی 

شود که این امر نشان کوچکی از توالی ژن مذکور را شامل می

در خانواده کدو از حفاظت بسیار بالایی  rbcLدهنده این است که 

خوردار است و میزان نرخ جهش در آن بسیار کم است.بر

 

 در خانواده کدو ITSفراوانی نوکلئوتیدهای حاصل از توالی نوکلئوتیدی ژن  -3جدول 

Table 3- Frequency of nucleotides derived from the nucleotide sequence of the ITS gene in the pumpkin family 

 A T/U C G نوکلئوتید 

ITS 26.9 29.5 23.3 20.3 فراوانی 
rbcL 22.6 20.1 29.9 27.4 فراوانی 

 

 در خانواده کدو ITSو  rbcL هایماتریس برآورد الگوی جایگزینی نوکلئوتیدی ژن -4جدول 
Table 4- Estimation of the nucleotide replacement pattern of rbcL and ITS genes in the pumpkin family 

 From/To A T C G ژن

rbcL 

A - 0.05 0.03 9.46 

T 0.04 - 29.65 0.04 

C 0.04 47.05 - 0.04 

G 11.48 0.05 0.03 - 

ITS 

A - 4.42 5.62 14.63 

T 3.82 - 20.43 5.08 

C 3.82 16.04 - 5.08 

G 11 4.42 5.62 - 

ا یهای انتقالی )جایگزینی پورین به پورین دیگر و د جهش( است. در این جدول درصپایه )ردیف( به پایه دیگر )ستوناحتمال جایگزینی هر ورودی از یک

 اند.شده صورت ایتالیک نشان دادهصورت ضخیم و جهش تقاطعی )جایگزینی پورین به پیریمیدین و برعکس( بهپیریمیدین به پیریمیدین دیگر( به
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 در خانواده کدو ITSمورفیسم ژن جایگاه پلی -5جدول 
Table 5- Position of the ITS gene polymorphism in the pumpkin family 

K Eta Pi Hd H S جمعیت 

 کدو 4 5 0.620 0.00180 4 0.924
s ،تعداد جایگاه چندشکلی :Hها، : تعداد هاپلوتایپPi ،تنوع نوکلئوتیدی :Eta ،تعداد کل جهش :Kا )واگرایی ه: تعداد تفاوت نوکلئوتیدها بین جمعیت یا گونه

 نوکلئوتیدی(.

 

 در خانواده کدو ITSژن  DNAشده  مناطق حفاظت -6جدول 

Table 6- Protected DNA regions of the ITS gene in the pumpkin family 

CT MWL C 
 جمعیت 

1 271 0.992 
 کدو 

C ،حفاظت توالی :MWL ،مینیمم طول حفاظت :CTحد آستانه حفاظت : 

 

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N5

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N4

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N6

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N1

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N12

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N13

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N11

 Cucurbita maxim

 Cucurbita ficifolia cultivar FAAS N15

 Cucurbita lundelliana specimen voucher IPK

 Cucurbita palmata voucher H

 Cucurbita pepo cultivar FAAS N2

 Cucurbita pepo cultivar FAAS N7

 Cucurbita pepo cultivar FAAS N3

 Cucurbita pepo specimen voucher personal

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N14

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N9

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N8

 Cucurbita moschata cultivar FAAS N10

 Cucurbita pepo isolate 2007-A1

 Cucurbita environmental sample clone M43

 Cucurbita environmental sample clone K-100-12-15

 Cucurbita pepo ecotype Royal(USA)

 Cucurbita pepo ecotype Niko

 Cucurbita pepo ecotype DAREEN

 Cucurbita pepo ecotype Royal(Chili)

 Cucurbita pepo ecotype Squashayan89

99

96

52

99

68

57

90

63

64

74

 
 در خانواده کدو Parsimonyبر اساس روش  ITSلوژنتیک درخت فی -2شکل 

Figure 2- ITS phylogenetic tree based on the Parsimony method in the pumpkin family 
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 Cucurbita pepo voucher 44373HIM

 Cucurbita pepo ecotype Dehkahan

 Cucurbita pepo voucher 15278HIM

 Cucurbita pepo subsp. fraterna

 Cucurbita pepo ecotype Jiroft

 Cucurbita pepo ecotype Royal(Chili)

 Cucurbita pepo ecotype DAREEN

 Cucurbita pepo ecotype Nico

 Cucurbita pepo ecotype Royal(USA)

 Cucurbita pepo ecotype Fito

 Cucurbita pepo ecotype Squashayan

 Cucurbita ficifolia voucher PI442180

 Cucurbita foetidissima voucher PI435094

 Cucurbita maxima voucher PI532715

 Cucurbita pepo voucher 15279HIM

 Cucurbita palmata

 Cucurbita pepo isolate HIMS776-12

 Cucurbita moschata

 Cucurbita pepo L21938.1

64

27

60

26

0.00000.00050.00100.00150.0020  
 در خانواده کدو Parsimonyبر اساس روش  rbcLدرخت فیلوژنتیک  -3شکل 

Figure 3- rbcL phylogenetic tree based on the Parsimony method in the pumpkin family 

های در گونه rbcLو  ITSو تحلیل فیلوژنی ناحیه تجزیه 

 مهم مورد بررسی در خانواده کدو

در این پژوهش، برای رسم درخت فیلوژنتیکی توالی 

واریته مورد بررسی از روش  27نوکلئوتیدی در 

Parsimony ( 2طور که در شکل )استفاده شد. همان

بیشترین فاصله ژنتیکی بین  ITS، در ناحیه شودمشاهده می

FAASN5  باSquashayan  است که با نتایج حاصل جدول

 فاصله ژنتیکی مطابقت دارد.

توالی نوکلئوتیدی در  rbcLو تحلیل فیلوژنی ناحیه  تجزیه

استفاده شد.  Parsimonyواریته مورد بررسی از روش  19

یشترین شود ب( مشاهده می3طوری که در شکل )همان

 44373HIMبا ژنوتیپ  L21938فاصله ژنتیکی بین ژنوتیپ 

است که با نتایج حاصل جدول فاصله ژنتیکی مطابقت 

 دارد.

یکی از ارزشمندترین منابع طبیعی جهان گیاهاان هساتند و   

کی و ثبت ارقام مختلف گیاهی یکی از ارکاان  شناسایی ژنتی

آیاد. پیشارفت در   شمار مای مهم حفاظت از منابع ژنتیکی به

های تعیین توالی و محاسبات بیوانفورماتیکی، بارکد فناوری

را به یکی از منابع اصلی و جدیاد اطلاعاات     DNAگذاری

هاای  برای مطالعات رواباط تکمیال ژنتیکای، کشاف گوناه     

ی تنوع زیستی و رسم درخت خویشاوندی ناشناس، شناسای

شده یاک بارکاد   های انجامتبدیل نموده است. بنابر پژوهش

(، Hebert et al., 2003باید دارای قدرت تفکیکی مناساب ) 

حاوی اطلاعات خویشاوندی کاافی بارای اختصااص دادن    

هاای  های بارکد نشده به داخال گاروه  ها و یا گونهناشناخته

 Mahadani andجامعیت داشته باشد ) شده بود وبندی رده

Ghosh, 2013.)    توالی بارکد مورد استفاده باید نسابتا کوتااه

شده را فاراهم نماوده و   تخریب  DNAباشد تا اجازه تکثیر 

 Kress etشده طراحی شاود ) های حفاظت بر اساس توالی

al., 2007 ؛ بنابراین بارکد)rbcL    که دارای قادرت تفکیاک
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س، وجود اطلاعات خویشاوندی بسایار در  بالا در سطح جن

هاای گیااهی و همچناین    پایگاه داده، جامعیت در اکثر گونه

عناوان  ردیفی با وضوح بالا اسات، قابلیات اساتفاده باه    هم 

بارکد مناسب را دارد. با توجه به درصد موفقیت در تکثیر و 

یابی برای بارکدهای موجود، کنسرسیوم بارکدگاذاری  توالی

  matk+rbclهای کلروپلاستی ( ژنCBOLده )موجودات زن

عنوان بهترین گزینه بارکد عماومی در گیاهاان معرفای    را به

های پژوهشگران بارکد مکان ژنی کرده است. همچنین یافته

عنااوان بارکاادهای مکماال بارکاادهای  را بااه ITSای هسااته

 ,.Hollingsworth et alکند )عمومی در گیاهان پیشنهاد می

حال آغازگر مورد استفاده ممکن است در همه ن(. باای2011

موارد کارآماد نباشاد، زیارا بارکاد جهاانی بایاد در طیاف        

ای از گیاهاان باا توجاه باه تناوع مورفولاوژیکی و       گسترده

(. برای مثاال  Bafeel et al., 2012جغرافیایی ارزیابی شود )

های تکاراری و  حضور جایگاه  trnh_psbAاز معایب بارکد

ردیفای  توالی باا کیفیات و هام   ی در دسترسی به عدم توانای

-نامناسب توالی به دلیل تنوع طولی بالا اسات. در پاژوهش  

عنوان بارکاد  به rbcLهای مختلفی این بارکد در کنار بارکد 

 Steinke et al., 2017; Piredda)شده اسات   مکمل توصیه

et al., 2011; Ren et al., 2019; Roy et al., 2010) .

های موجود دلیل تکثیر از ژنوم قارچبه  ITS بارکد  همچنین

ای و به خاطر های گیاهی طول بالای ژنوم هستهروی نمونه

عناوان بارکاد   طور معمول بهداشتن تکامل غیر یکنواخت به

در  .(Hollingsworth et al., 2011شاود ) مکمل استفاده می

-مناساب واقع استفاده ترکیبی از بارکدها در کنار هم نتاایج  

 تری را نمایان خواهد کرد.

 گیری کلینتیجه

 ITSهای مورد بررسی نشانگر در این آزمایش از بین واریته

درصد  62/5نمونه را شناسایی کند و به میزان  5توانست 

قدرت کافی برای  ITS دهد کهکارایی  داشت. این نشان می

پرایمر از طرفی  .بررسی روابط فیلوژنی در کدو را ندارد

rbcL ها را شناسایی کند و این دلیل بر توانست همه نمونه

 .یابی استتوانایی بالای این آغازگر در توالی
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Abstract 

The method of DNA barcoding has a great potential for the revival of archeology and 

traditional biodiversity studies; therefore, this method has so far been widely used in 

studies on plants and for purposes of classification and archeology. In this research, 96 

pumpkin (Cucurbita pepo) plants from eight genotypes were planted in greenhouse 

according to a completely randomized design, and young leaves were harvested from 

samples at 4-leaf stage. In the next step, DNA extraction, its quantitative and qualitative 

evaluation, PCR and sequencing were carried out and data analysis was performed using 

Clustalw2 and BioEdit software. The results showed that in the nucleotide sequences of the 

ITS gene in the pumpkin family, cytosine (29.5) was highest and adenine (20.3) was the 

least frequent and in rbcL gene, adenine (27.4) was highest and cytosine (20.1) was the 

least frequent. Estimation of the nucleotide replacement of rbcL and ITS gene in the 

pumpkin family had high levels of pyrimidine replacement, resulting in the conversion of 

thymine to cytosine 31.99% and 20.43%, respectively, and for the conversion of cytosine to 

thymine was 47.05 and 16.04%, respectively. The primers of ITS identified only five 

genotypes while rbcL identified all eight genotypes, so the rbcL primers is more suitable 

for sequencing. 

 

Key words: DNA barcoding, ITS, rbcL, pumpkin 
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