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Chromas 2.1.1افزارنرمها با استفاده از یتوالبود. کیفیت ITSناحیهرقم و جمعیت کاهو با استفاده از15ژنتیکیتنوعارزیابی

ماتریسوزاییتبارروابطدندروگراموشدهسازيیفردهمMegAlign 5افزار نرمتوسطClustalWبررسی و سپس با روش
يهاجنسیاهانگیرساوتحقیقایندراستفاده مورداي بین کاهوهايهمچنین مقایسه.گردیدندترسیمهایتوالتشابهوتفاوت
دهنده نشانکهبود015/0رابر ) بdN\dS(نسبتعدديگرفت. مقدارصورت) NCBIسایتدرشده (ارائهخانواده کاسنیان مختلف
3هاي مختلف کاهو را در ي، ژنوتیپاخوشهتجزیه . استنشدهکلیديتغییراتی بوده و باعثررسبموردژنبرخالصانتخاب

یاهانگیرساوتحقیقاینتوانست کاهوهاياما؛ اس موقعیت جغرافیایی از هم تفکیک کندنتوانست بر اسو گروه تقسیم 
جهتمناسبابزاريتواندیمITSتوان نتیجه گرفت که یمخانواده کاسنیان را از هم تفکیک کند. لذا لفمختيهاجنس

1551(ازاضافهوحذفهايیگاهجاکمتعدادوdN\dSعددبودنیکازباشد. کمترجنسیبینوايگونهینبژنتیکیهايیابیارز
ها یتجمعي اگونهتفکیک درون درITSتواناییعدمشایدلذابودهمختلفهايینلابینکمتغییراتدهنده نشان) 376جایگاه،

چوندارند وراتنوعبیشترینکهاستمراکزيبهمتعلقگیاهاناولیهخواستگاهیامنشأ اینکهبهتوجهبا.باشددلیلهمینبه
جهتکاهوهايپلاسمژرمآوريجمعدرداردضرورتنتیجهدربودندتنوعبیشترینهاي کاهو ورزنه اصفهان دارايجمعیت

.شودبیشتريتوجهمنطقه ورزنه اصفهانبهنژادياصلاحهاييبرداربهره

ITS ،dN/dSژنتیکی،تنوعکاهو،: کلیدييهاواژه

مقدمه
گیاهی برگی، سرمادوست، ).Lactuca sativa L(کاهو 

که بومی )18(هستساله و خودگشن از خانواده کاسنیان یک
. مرکز )30(زیاد ایران و ترکمنستان استاحتمالبهآسیا و 

پیدایش و تنوع در جنوب غرب آسیا و نواحی مدیترانه است
هاي مورفولوژياز لحاظ ویژگیLactuca. جنس )28،11(

تیپ و بیش از 6هاي سر و تغییر شکل برگ) داراي (ویژگی
استجهان ق مختلفدر مناطگونه و ارقام بسیار زیادي 100

میلیون 7/1. سطح زیر کشت کاهو در جهان حدود )31،7،36(
ها و مواد مغذي هکتار بوده و غنی از مواد معدنی، ویتامین

هاي متخصصان سیستماتیک گیاهی در . از دغدغه)1(است
هاي گیاهی، روبه کاهش بودن تنوع زیستی، شناسایی گونه

ومی و از طرف دیگر ها و مضاعف شدگی کروموزوقوع دورگ
.)8،25،26(استدستیابی به روشی سریع و دقیق و ارزان 

رو برخی از محققان بهترین وسیله براي تشخیص ینازا
هاي مولکولی مبتنی بر هاي درختی را استفاده از نشانگرگونه

DNAهاي هاي اخیر یکی از نشانگردر سال.)6(دانندمی
DNAفننتیکی و هاي فیلوژمولکولی که در پژوهش

بارکدینگ کاربرد بسیاري پیدا کرده است، ناحیه فاصله انداز 
) بوده که این ناحیه در کنار ITS(1رونویسی شونده داخلی

هاي ریبوزومی . ژن)39،22(هاي ریبوزومی قرار دارد ژن
s8/5(زیر واحد کوچک ریبوزوم) وs18اي در دو گروه هسته

گیرند. فاصله بین این رار می(زیر واحد بزرگ ریبوزوم) قs28و
) و یک ITS1وITS2نواحی را دو ناحیه فاصله انداز داخلی (

و s18مانند کد کننده. نواحی )9(پر کرده است s8/5قطعه 

s28 اند براي بررسی در سطح محافظت شدهشدتبهکه
. بنابراین براي مقایسه )20،40(خانواده و بالاتر مفید هستند

هاي اي بسیار نزدیک و همچنین بررسیهها و جنسگونه
. نشانگر مولکولی )20،40(یی (فیلوژنی) مناسب هستندزاتبار

ITS سال است که در مطالعات فیلوژنتیک کاربرد 10، بیش از
، ITSبا استفاده از توالی )27(در تحقیقی . )34(دارند 

Lactuca.sي بندطبقه L در جنس کاهو را مورد ارزیابی قرار
تر از تر و متغیرطولانیITS1. نتایج نشان داده که توالی دادند

بود و براي ترمناسبITS1بنابراین توالی ؛ بودITS2یتوال
یی مورد استفاده قرار گرفت. نتایج تبار زاهاي آنالیز

،L. sativaهاي هاي صورت گرفته نشان داد که گونهبررسی
L. serriola،L. dregeanaوL. altaica داراي

L. aculeataهاي مشابهی بودند ولی توالی گونه توالی
تفاوت اندکی داشت و همچنین بررسی شد که تنوع درون 

همچنین در اي کمتر بود. گونهاي در مقایسه با تنوع بینگونه
، تنوع درون ITSیابی نواحی پژوهشی دیگر از طریق توالی

تنوع و همچنین)Erysiphe aquilegia)10گروهی 
مورد بررسی قرار گرفت و )Fasciolidae)3هاي جنس گونه

ها را از توانایی جدا کردن زیرگونهITSنتایج نشان داد 
از آنجایی که هدف از تحقیق حاضر .استیکدیگر دارا 

ترین رقم کاهو بوده تا در اصلاح کاهو بتوان از شناسایی متنوع
ي اصلی اصلاح، هایهپادهنده ژن و یا یکی عنوانبهآن 

هاي مورد یتجمعاستفاده کرد در نتیجه در تحقیقات مختلفی، 
مطالعه در این تحقیق بر اساس صفات مورفولوژي و 

و چون ثابت شده است )48(فیزیولوژي مورد بررسی قرار داده 
1- Internal transcribed spacer
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 33..................................................................................  های کاهودر برخی ژنوتیپ (ITS1,4)نواحی فاصله انداز رونویسی شونده داخلی مولکولی تنوع بررسی 
 

، مطالعه (92)های گیاهی ی گونهبندردهدر  ITSکه نشانگر 
گونه  82چین )شامل  نمونه از تیره بقولات بومی کشور 990

گیاه  99گونه از  2039، شناسایی (99)جنس مختلف(  09از 
 99گونه متعلق به  29و ارزیابی  (33)دارویی بومی چین 

مورد تأیید قرار گرفته  (02)جنس مختلف از گیاهان دارویی 
های مختلف کاهو در تحقیق حاضر است لذا سعی شد جمعیت

مورد ارزیابی قرار  ITSاز لحاظ ژنتیکی بر اساس نشانگر 
 .گیرند

 

 هامواد و روش
 92های کاهو تعداد جهت انجام مطالعات مولکولی جمعیت     

و  ( از مرکز تحقیقات جهاد کشاورزی اصفهان9نمونه )جدول 
شناسی یاهگشرکت پاکان بذر اصفهان تهیه، در آزمایشگاه 

ها نهدانشگاه زابل مورد شناسایی قرار گرفته و نهایت برگ نمو
آوری شده، بعد از کاشت و رسیدن به مرحله چند برگی جمع

در آزمایشگاه ژنتیک واقع  -93زن برداشت و بلافاصله به یخ
فناوری دانشگاه زابل منتقل شده و مورد در پژوهشکده زیست
 آزمایش قرار گرفتند.

 
 های کاهو مورد استفاده در این تحقیقمشخصات ارقام و جمعیت -9جدول 

Table 1. Lettuce cultivars and population properties were used in this research 
 Accession Number (genotype Nameنام ژنوتیپ ) (Genotypeژنوتیپ )

1 Lechuga Reina de mayo(lettuca May Queen) KY946000 

 KY945999 (Lettuca Ferdows) کاهوی سالادی فردوس 2

 KY946002 (Lettuca Everest)ست کاهو پیچ اور 3

 Tehran_Lettuce_Screw KY946001 کاهو پیچ تهران 4

 Lettuce_screws_(Konkovistador) KY941102کاهو پیچ بلند )کونکویستادور(  5

 Lettuca Salad KY941103کاهو سالاد  6

 Lettuce_leaves_Yazd KY941104   کاهو برگی یزد 7

8 Lechuga Romana larga verde- Teresa (Romaine lettuce long, green Teresa) KY941105 

 lettuce_TalkhoncheIsfahan KY941106کاهو طالخونچه اصفهان     9

 Parsagad_Lecttuce_Screw KY941110کاهو پیچ پاسارگاد    10

11 Lechuga Romana larga rubia –Galaica (Romaine lettuce long, blonde Ggalaica) KY941111 

 Isfahan lettuce_Leaf KY941112کاهو برگی ورزنه اصفهان    12

13 Escarola rizada Cabello de angel (Curly endive hair angel) MF510831 

14 Col de milan Aubervilliers (Cabbage Milan Aubervilliers) MF510833 

 Nain Lettuce_leaves MF510832کاهو برگی نائین اصفهان  15

 
صورت  SDS (93)با استفاده از روش  DNAاستخراج     

گرفت. با استفاده از اسپکتروفتومتر و سنجش جذب در طول 
 DNAنانومتر غلظت و خلوص  283نانومتر و  293های موج

از طریق الکتروفورز ژل  DNAکیفیت  ؛ وکل بررسی شد
با  PCRش واکن با غلظت یک درصد تعیین گردید. آگاروز

 02( با حجم Hamburg germany) یکلرترموسادستگاه 
یتر مستر میکس حاوی رنگ لیکروم 20یتر، شامل لیکروم

 یکروم 2/9الگو و میزان  DNAیتر ل یکروم 9گذاری، بارکد
 ؛انجام شد وبرگشترفتیتر از هر دو آغازگر ل
در نهایت حجم واکنش با آب سترون )استریل( دیونیزه  که 
 یتر رسید. لیکروم 02یتر( به حجم لیکروم 92)

 با استفاده از توالی آغازگر پیش رو  ITSناحیه 
(ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGG و پس رو )
(ITS2: TCCTCCGCTTATTGATATGC)  گزارش

واکنش  تکثیر شد. (09)و همکاران  Whiteشده توسط 
سازی اولیه در واسرشتهای پلیمراز شامل یک مرحله زنجیره
چرخه با  32ثانیه،  93به مدت  گرادسانتی درجه 92دمای 

ثانیه، اتصال  93گراد درجه سانتی 92واسرشته سازی در دمای 
گراد یسانتدرجه  92ثانیه، بسط در دمای  23آغازگر به مدت 

درجه  92ثانیه و در نهایت بسط نهایی در دمای  23به مدت 
اطمینان از  حصول جهت گراد به مدت ده دقیقه بود.یسانت

با استفاده  یآمیزرنگدرصد و  2تکثیر موفق از ژل آگاروز 
 انجام شد. Gel Red Stainingماده 

 هادادهتحلیل  ویهتجزیابی و توالی
محصولات جهت ای پلیمراز، واکنش زنجیرهبعد از انجام      

سپس  ارسال وکره جنوبی  Macrogenیابی به شرکت توالی
 Sequencingی افزارهانرمها از یتوالجهت انجام تصحیحات 

Analysis Software ver5.1  افزارنرمو Chromas 2.1.1 
های یتوالها با یتوال تکتکاستفاده و همچنین ارزیابی 

انجام شد.  BLASTآنلاین  افزارنرمبا  NCBIپایـگـاه داده 
 MegAlign 5 افزارنرمتوسط  ClustalWها به روش یتوال

 Mega 6 افزارنرمو  Dnastar 5ی افزارنرمته حاصل از بس
ی و تعیین شباهت و فاصله ژنتیکی بندخوشهیف سازی، ردهم

و  dnهای تکمیلی از جمله محاسبه یهتجزشدند و جهت انجام 
ds  افزارنرماز DnaSP 5  .بر  نوکلئوتیدی جانشینیاستفاده شد

 میزانصورت به Tamura-Nei model (03)الگوی اساس 
 متقاطع ( وTransitionانتقالی ) نوع هایانشینیج
(Transversionsalمحاسبه ) .شد 

 
 نتایج و بحث

 محدوده غلظت ی کاهو،DNAپس از استخراج     
DNA  های استخراج شده بینng/μL 002-223 شد. بعد از 
 های مورد بررسی با یابی میزان همولوژی توالیتوالی
سنجیده شد و  NCBIسایت  های گونه مرجع موجود درتوالی

تشخیص داده شد و سپس  99شباهت همگی در محدوده 
 مربوطه دسترسی کد و ثبت NCBI سایت در هاتوالی تمام
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 مورد ثبت و تایید از بعد هاتوالی(. 9 جدول) کردند کسب
 دست به bp 1600 قطعه یک نهایت و گرفته قرار ترازیهم
 هایتوالی سسپ. بود شدهحفاظت آن باز 233 که آمد
 قرار ارزیابی مورد Dnasp افزارنرم کمک با آمدهدستبه

 و فاصله جایگاه 9992) جایگاه 9229 مجموع در که گرفتند
 و( شکلتک 903 شکل، چند جایگاه 233) شدهگم داده یا

 سینگلتن 29 ،(اضافه و حذف دارای جایگاه 399
(Singleton)، 92 تعداد جمعیت این در .شد شناسایی 

مقدار  شد. شناسایی( 90/3 یپیهاپلوتشاخص تنوع ) یپهاپلوت
بود که کمتر از یک و نشان  392/3برابر   (dN/dS)عددی 

دهنده این است که انتخاب خالص بر ژن مورد بررسی اتفاق 
 شدهارائهافتاده و باعث تغییرات کلیدی نشده است که با نتایج 

تعداد  اًضمنداشت.  (99،29)در تحقیقات قبلی مشابهت 
  استگونه گیاهی متفاوت موجود و هاپلوتیپ بسته به نوع 

 9، (32)هاپلوتیپ در ملخ  0که در تحقیقاتی از طوریبه
 اییگچهد هاپلوتیپ در قارچ 29، (00)هاپلوتیپ در واکامه 

تا  Symbiodinium (38) در کلادهای 90، (29)دوزیستان
 است.  گزارش شده (90)هاپلوتیپ در تریکودرما  932

 های نوکلئوتیدیآنالیز توالی

 Tamura-Neiالگوی  بر اساس یدینوکلئوتجانشینی      

Model (03) های نوع انتقالی و میزان جانشینی صورتبه
متقاطع محاسبه شد که بیشترین میزان انتقالی از نوع پورین 

 پیریمیدین  از نوعکمترین میزان  درصد( و 32/08)
(. همچنین نسبت جایگزینی 2ول جد) ( بوددرصد 99/3)

 =93/3R( Transition/Transversion) یتقاطعانتقالی به 
محاسبه شد که بیانگر درصد جانشینی تقاطعی نسبت به 

ها جانشینی انتقالی است. بیشترین و کمترین درصد نوکلئوتید
( بود. 2/23)C( و 9/29)Gهای مربوط به نوکلئوتیدبه ترتیب 

( که با گزارش 3جدول بود )G+C (9/22 )همچنین محتوای 
 93تا  33ی در محدوده GCشده مبنی بر اینکه محتوای  ارائه

 مشابهت داشت. (99) استدرصد 

 
 *Nei Model-Tamura (03)های ژن ریبوزومی کاهو بر اساس الگوی توالی نوکلئوتید ییجاجابهبرآورد حداکثر درصد  -2جدول 

Table 2. Maximum Composite Likelihood Estimate of the Pattern of Nucleotide Substitution of lettuce ribosomal  
             genes based on Tamura-Nei Model (43)* 

G C T A  
48.35 1.14 1.14 _ A 
1.27 0.21 _ 1.09 T 
1.27 _ 0.17 1.09 C 
_ 1.44 1.14 41.39 G 

ی انتقالی )جایگزینی پورین به پورین دیگر هاجهش. در این جدول درصد است 933پایه )ردیف( به پایه دیگر است که مجموع آن برابر با احتمال جایگزینی هر ورودی از یک*
 .اندشدهایتالیک نشان داده  صورتبهپررنگ و جهش تقاطعی )جایگزینی پورین به پیریمیدین و برعکس(  صورتبهو یا پیریمیدین به پیریمیدین دیگر( 

 
 ها و ارقام کاهوتمام جمعیت ITSهای های تشکیل دهنده توالینسبت باز -3جدول 

Table 3. The Proportion of bases pair forming in the ITS sequence of all cultivars and populations of lettuce 
 Genotypes T C A G Total رقم/ژنوتیپ

Lettuce May Queen 22.3 27.5 21.8 27.4 669 

Lettace Ferdows 22.7 26.5 24 26.8 992 

Lettace Everest 23.2 27.6 21.8 27.4 671 

Tehran Lettuce Screw 26.1 27.1 22 24.8 568 

Lettuce screws (Konkovistador) 22.4 26 24.1 27.4 991 

Lettace Salad 22.3 25.7 23.3 27.7 982 

Lettuce leaves Yazd 23.1 24.3 24.7 27.9 847 

Romaine lettuce long green Teresa 22.8 27.1 23 27.2 961 

lettuce Screw 25.4 26.9 23.8 23.8 940 

Parsagad Lecttuce Screw 21.1 26.4 24.4 28.2 907 

Romaine lettuce long blonde Galaica 25.6 26.2 22.9 25.3 946 

lettuce Leaf 24.9 26.8 24.5 23.8 1026 

Curly endive hair angel 27.3 25.1 22 25.5 685 

cabbage milan Aubervilliers 22 24.3 26.7 26.9 830 

Lettuce leaves Nain 21.2 23.3 26.7 28.8 1018 

Avg. 23.5 26 23.9 26.6 837 

 
 های ژنتیکی میان جفت نواحینتایج مقایسه داده

ی مورد بررسی از صفر تا هافاصله ژنتیکی در میان نمونه     
( 082/3که بیشترین فاصله ژنتیکی )یطوربهمتغیر  082/3

 ,Romaine lettuce longو   lettuce_Leafهای بین نمونه

bionde Ggalaica (. همچنین 0جدول آمد ) به دست
بر های بررسی شده ماتریس فاصله ژنتیکی در بین نمونه

( و مشخص شد که 2مقایسه کشوری نیز انجام )جدول  اساس
( بین کاهوهای کشور ایران و 93/3بیشترین فاصله ژنتیکی )

( مربوط به 99/3ای )بیشترین تنوع درون گونه .اسپانیا بود
های ها و شهرهمچنین مقایسه بین کشور ؛ وکشور ایران بود

ایران نیز صورت گرفت که بیشترین فاصله ژنتیکی بین کشور 
بیشترین تنوع درون  گردید.ایتالیا و شهر اصفهان مشخص 
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های کاهو یپژنوت( مربوط به اصفهان و در بین 29/3ای )گونه
در  ضمناً .اصفهان، کاهو ورزنه دارای بیشترین تنوع بود

 مورفولوژیک خصوصیات بر شوری تنش تحقیق قبلی که تأثیر
کاهو مورد استفاده در این تحقیق بررسی شده بود  هاییپژنوت

دید که کاهو ورزنه اصفهان دارای نیز مشخص گر (08)
بیشترین مقدار طول بوته است. از طرفی نتایج تحقیق حاضر و 

های ی بالا بین ژنوتیپچندشکلوجود  (32)تحقیق قبلی 
یدکننده نظریه تائکاهوی ایرانی را نشان داده که به نحوی 

و چون  (33)خاستگاه احتمالی و موطن کاهو در ایران است 
وف، منشأ یا خاستگاه اولیه گیاهان متعلق به طبق نظریه واویل

توان لذا می (2) مراکزی است که بیشترین تنوع را دارا هستند
 خاستگاه کاهو دانست. عنوانبهایران را 

 
 ها و ارقام کاهوجمعیت ITSماتریس فاصله ژنتیکی حاصل تنوع توالی ناحیه  -0جدول 

Table 4. Genetic distance matrix of lettuce populations and cultivars based on ITS region sequences 
Genotypes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

2 0.000              

3 0.000 0.000             

4 0.209 0.209 0.209            

5 0.000 0.000 0.000 0.209           

6 0.000 0.000 0.000 0.029 0.000          

7 0.000 0.000 0.000 0.209 0.000 0.000         

8 0.007 0.007 0.007 0.220 0.007 0.007 0.007        

9 0.289 0.289 0.289 0.066 0.289 0.289 0.289 0.301       

10 0.000 0.000 0.000 0.209 0.000 0.000 0.000 0.007 0.289      

11 0.040 0.040 0.040 0.230 0.040 0.040 0.040 0.049 0.213 0.040     

12 0.441 0.441 0.441 0.248 0.441 0.441 0.441 0.443 0.320 0.441 0.485    

13 0.209 0.209 0.209 0.000 0.209 0.209 0.209 0.220 0.066 0.209 0.230 0.248   

14 0.040 0.040 0.40 0.178 0.40 0.040 0.040 0.049 0.265 0.040 0.083 0.444 0.178  

15 0.000 0.000 0.000 0.209 0.000 0.000 0.000 0.007 0.289 0.000 0.040 0.411 0.209 0.040 

 است 9های کاهو در جدول یتجمعها همان شماره ارقام و شماره ژنوتیپ

 
 آوریکاهوهای مورد استفاده بر اساس کشورهای محل جمع ITSماتریس فاصله ژنتیکی ناحیه  -2جدول 

Table 5. Genetic distance matrix of lettuces ITS region sequences based on collecting countries 

 
Spain Iran Chain Italy 

Spain 1 
  

 

Iran 0.1332 1 
 

 

Chain 0.0644 0.1044 1  

Italy 0.0881 0.1260 0.0409 1 

 
یی با استفاده از روش اتصال مجاور زاتباردرخت      

Neighbor joining (NJ)  .در زایی تباربررسی ترسیم گردید
 روهبه سه گ های مورد مطالعهجمعیتاین روش نشان داد که 

شدند هرچند از نظر جغرافیایی از یکدیگر جدا نشدند  تقسیم
بندی حاصل از بررسی مورفولوژیک ( اما با گروه9شکل )

 مطابقت داشت. (08)های مذکور تحت تنش شوری ژنوتیپ
های جمعیتنتوانست  ITSای بر اساس نشانگر تجزیه خوشه

کند  مختلف کاهو را بر اساس مناطق جغرافیایی از هم تفکیک
در بررسی  (0)زاده و همکاران که این نتایج با نتایج عظیم

( مطابقت Bunium Persicumهای زیره سیاه )اکوتیپ
ی شده از مناطق آورجمعهای قرار گرفتن نمونهداشت. 

ای از تواند نشانههای یکسان میجغرافیایی مختلف در خوشه
ختلف باشد تشابه ژنتیکی و یا تبادل فیزیکی بذر بین مناطق م

که تفسیر آن بر اساس تبادلات فیزیکی نسبت به تشابهات 
به دلیل اینکه در  .(2) ژنتیک توجیه پذیری بیشتری دارد

های مختلف کاهو را از نتوانست جمعیت ITSتحقیق حاضر 
 ITSنظر جغرافیایی از هم جدا کند لذا جهت بررسی قابلیت 

جنسی، آزمون  ای و بینگونهینبدر ارزیابی تنوع ژنتیکی 
های برخی گیاهان صورت که از توالیینبددیگری انجام شد 

استفاده و با  NCBIدر  Asteraceaeهای خانواده سایر گونه
های تحقیق حاضر مقایسه شد و مشخص گردید که توالی
(. 9های مشابه در یک شاخه کنار هم قرار گرفتند )شکل گونه

های هت ارزیابیابزاری مناسب ج ITSتوان گفت لذا می
 ،02)ای باشد که همین موضوع در تحقیقات دیگر گونهینب

نیز گزارش شده است. از طرفی تنوع درون و  (09،23
های ذخایر مهم زایی و از شاخصای منشأ مهم گونهگونهینب

رود بنابراین بررسی آن در راستای تنوع زیستی به شمار می
که کمبود یطوربهشناخت تنوع زیستی حائز اهمیت است 

ای در میان گیاهان باعث بروز تنوع بین و درون گونه
گزارش شده مقاومت گیاهان به  گردد.مشکلات زیادی می

های محیطی بستگی به مراکز تنوع ها و تنشآفات و بیماری
و چون کشور ایران به دلیل داشتن تنوع آب و  (09)دارد 

یکی از  عنوانبه هوایی بالا و ذخایر ژنتیکی گیاهی فراوان،
های طبیعی به ها از نظر امکانات و استعدادترین کشورغنی

های رود در نتیجه بررسی تنوع ژنتیکی در برنامهشمار می
کند و کمک اصلاحی برای بهبود گیاهان نقش مهمی ایفا می

 .(92)های تحقیقاتی خواهد کرد زیادی به پیشبرد برنامه
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 کاهوی هانمونه In silicoتجزیه 
( در همه Consensus Sequence)توالی مورد توافق       
 BioEdit Sequenceافزار ها با استفاده از نرمنمونه

Aligment Editor 7 (20)  محاسبه شد و سپس در سایت
Nebcutter ( http://tools.neb.com/ NEBcutter2/ وارد )

ای برشی اختصاصی که توانایی تشخیص هشد تا آنزیم
( نتایج نشان داد 2شکل شوند )ها را دارند شناسایی هاپلوتیپ
های برشی متعددی توانایی برش در ناحیه تکثیر شده که آنزیم

نوع آنزیم برشی  2شد که مشخص یطوربهرا دارند 
(SenSARA26III ،MapA1I ،SfaNI، ScrfI ،PspGI )

ختلف برش و های مشده را در نمونهتواند ناحیه تکثیر می
 .(9تفکیک نماید )جدول 

 ی اصلیهامؤلفهتجزیه 

های تکاملی بررسی پراکندگی، فاصله و رابطه منظوربه     
های مورد بررسی، نمودار دو وجهی )بای پلات( بین جمعیت

ی ( و بر پایهPCAهای اصلی )ها بر اساس تجزیه به مؤلفهآن
 DARwin6 0/12 (39)افزار فاده از نرممؤلفه اول با است 3

مؤلفه اول به ترتیب برابر  3(. سهم 3 ترسیم شد )شکل
درصد از  29/99درصد و در مجموع  02/9 و 33/99،  38/99

اول  مؤلفهدهد که سه این مقادیر نشان می ها بود.کل داده
اند میزان بالایی از درصد تنوع را محاسبه ی توانستهخوببه

ها به سه گروه ، جمعیتآمدهدستبهتوجه به نتایج کنند. با 
های انجام یبندگروهتا حدود زیادی مبین  تقسیم شدند. که 

  ی بود.اخوشهشده  به روش تجزیه 
 

 
 

 Mega 6 افزارنرمو  Clustal Wها و ارقام کاهو مورد بررسی بر اساس روش جمعیت ITSدندروگرام مقایسه توالی  -9شکل 
Figure 1. Dendrogram Comparison of ITS Sequences in Lettuce populations and cultivars based on Clustal W 

methods using Mega 6 Software 
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 JF976815-Ligularia dictyoneura-China

 JF976814-Ligularia dictyoneura-China

 JF976812-Ligularia cymbulifera-China

 JF976810-Ligularia cymbulifera-China

 MG220068-Bidens cernua-Canada

 MG219013-Bidens cernuaCanada

 MG220123-Erigeron lonchophyllus-Canada

 MG218323-Erigeron acris-Canada

 MG218903-Artemisia michauxiana-Canada

 MG220185-Artemisia laciniata-Canada

 Lactuca sativa-Romaine lettuce long blonde Galaica

 Lactuca sativa-Lettuce leaves Nain

 Lactuca sativa-Lettuce leaves Yazd

 Lactuca sativa-Lettuce screws (Konkovistador)

 Lactuca sativa-Lettace Everest

 Lactuca sativa-Lettace Ferdows

 Lactuca sativa-Parsagad Lecttuce Screw

 Lactuca sativa-Romaine lettuce long green Teresa

 Lactuca sativa-Lettace Salad

 Lactuca sativa-Lettuce May Queen

 Lactuca sativa-cabbage milan aubervilliers

 Lactuca sativa-lettuce Leaf

 Lactuca sativa-lettuce Screw

 Lactuca sativa-Tehran Lettuce Screw

 Lactuca sativa-Curly endive hair angel

100

100
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40

100

19

97

100

100

100

100

100

48

26

23

98

93

99

0.000.050.100.150.200.250.30 
 

و  Clustal Wهای خانواده کاسنیان بر اساس روش ها و ارقام کاهو مورد بررسی با برخی توالیجمعیت ITSدندروگرام مقایسه توالی  -2شکل 
 Mega6 افزارنرم

Figure 2. Dendrogram Comparison of ITS Sequences in Lettuce populations and cultivars in this research and some 
others of Asteraceae genus family based on Clustal W methods using Mega 6 Software 

 
 
 
 
 
 

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
11

.2
9.

29
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

25
-1

1-
19

 ]
 

                             6 / 11

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.11.29.29
https://jcb.sanru.ac.ir/article-1-969-en.html


32 .................................................................................................................................... 9893/ بهار 29پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی/ سال یازدهم/ شماره   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ازین تحقیق آمدهدستبه ITSروی توالی ژن  محدودکنندههای جایگاه برشی آنزیم -3شکل 
Figure 3. The position of restriction enzymes site on the ITS gene sequence in this research 

 
 تحقیق مورد مطالعه در این ITSدر توالی  چند شکلهای برش با قابلیت تولید قطعات معرفی آنزیم -9جدول 

Table 6. Introduction of the restriction enzymes with the ability to produce polymorphic bands in the ITS sequence in  
              this research 

The size of polymorphic bands Restriction site Number cut Enzyme Name 

65 nucleotide and 1535 nucleotide CCWGG … 3′▼5′… 
… 5′ ▲3′ … GGWCC 1 PspGI 

97 nucleotide and 1503 nucleotide 5′ … ARCAG … 3′ 
3′ … TGYGTC … 5′ 1 SenSARA26III 

788 nucleotide and 812 nucleotide CKG … 3′▼5′ … CMG 
GMC … 5′▲3′ … GKC 1 MapA1I 

738 nucleotide and 862 nucleotide …3′5▼5′ … GCATC(N) 
…5′ 9▲3′ …CGTAG(N) 1 SfaNI 

108 nucleotide and 1492 nucleotide NGG … 3′▼5′ … CC 
CC … 5′▲3′ … GGN 1 ScrfI 

 
ی گروهدروننتایج این تحقیق نشان داد که بیشترین تنوع      

های ایران مربوط به کاهوهای کشور ایران بوده و در بین کاهو
ورزنه اصفهان دارا بود. در نیز بیشترین تنوع را کاهو برگی 

ی اصلاحی آتی کاهو بهتر است از کاهو هابرنامهنتیجه در 
 ضمناًدهنده ژن استفاده شود.  عنوانبهبرگی ورزنه اصفهان 

 طبق نظریه واویلوف، منشأ یا خاستگاه اولیه گیاهان متعلق به 
 

لذا به علت  (2) مراکزی است که بیشترین تنوع را دارا هستند
توان های کاهوی ایرانی، میی بالا بین ژنوتیپلچندشکوجود 

ید تائخاستگاه کاهو دانست که به نحوی  عنوانبهایران را 
کننده نظریه خاستگاه احتمالی و موطن کاهو در ایران است. 

تواند ابزاری می ITSدر تحقیق حاضر مشخص شد که نشانگر 
 ای باشد.گونهینبهای مناسب جهت ارزیابی
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 اصلی مؤلفهکاهو مورد بررسی با استفاده از سه  ها و ارقامالگوی دو بعدی پراکنش جمعیت -0شکل 
Figure 4. Two-dimensional pattern of distribution of Lettuce populations and cultivars studied using three main 

components 
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Abstract
Lettuce is belong to the Cichorium family with leaf consumption, Annual cold weather

plants and rich in minerals, vitamins and nutrients. The aim of the present study was to evaluate
the genetic diversity of 15 varieties and lettuce populations using the ITS area. Sequence quality
was evaluated using Chromas 2.1.1 software, aligned by MegAlign 5 software and then
similarity matrix and dendrogram of phylogenic relationships of Lettuce sequences were
conducted using Mega 6 software. Also, a comparison was conducted among the lettuce were
used in this research and other plants of the Asteraceae genus family (presented on NCBI site).
The numerical value of the ratio (dN/dS) was 0.015, which indicates a pure selection in the
examined gene and has not caused any key changes. Cluster analysis split the different
genotypes of lettuce into 3 groups and could not differentiate by geographical location but it
could separate the lettuce of this research and other plants from different species of the
Asteraceae family related by NCBI. Therefore, it can be concluded that ITS can be a suitable
tool for genetic evaluations among genus and among species. The inability of ITS marker to
separate the intra-species of populations it could be because dN/dS was less than and a small
number of deletion and insertion sites (376 out of 1551 positions) indicating low variation
between different genotypes and populations. Considering that the Initial origin of the plants is
belong to the centers that are most diverse and because varzaneh Lettuce populations of Isfahan
have the most varieties, as a result, it is necessary to pay more attention to the Varzaneh region
of Isfahan to collection of lettuce germplasms for breeding programs.

Keywords: DN/Ds, Genetic Diversity, Lactuca sativa L, ITS
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