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  چكيده

 (Ferula gummosa Boiss)گياه دارويـي باريجـه   . اي برخوردار استشناسايي و معرفي گياهان دارويي از اهميت ويژه
هـدف از ايـن   . كنـد در مناطقي از ايران و بخش هايي از پاكسـتان و تركمنسـتان رشـد مـي     (Apiaceae)خانواده چتريان از 

ژنـومي، تعيـين تـوالي و مطالعـات بيوانفورمـاتيكي جهـت        DNAپژوهش بررسي گياه از ديدگاه مولكولي از طريـق اسـتخراج   
هـاي اكوفيزيولـوژيكي از قبيـل    اه  و نيز معرفي نيازهاي رشدي گياه و همچنين شناخت ويژگـي شناسايي موقعيت مولكولي گي

-هاي خاك از زيسـتگاه گياه باريجه و نمونه به اين منظور توده هايي از. باشدخاك رويشگاه مي  pH ،ECموقعيت جغرافيايي، 

 صـورت  بـه  باريجـه  گيـاه  رويشـگاه  خـاك  سطح ادد نشان هابررسي. هاي طبيعي در منطقه تهم استان زنجان جمع آوري شد

 شيب با جنوبي يدر دامنه دريا سطح از متر 2500 تا 2000 حدود در ارتفاعاتاين گياه  و بوده ايو صخره سنگي اي،سنگريزه

 pHمقـدار  و  است 5/6آن در محدوده  pHخاك منطقه نشان داد كه  pHبررسي  .ندك درجه رشد مي 80درجه تا  45حدود 
 18S rDNAژنومي، خالص سازي و سپس استخراج تـوالي   DNAنتايج استخراج  .داردهمبستگي منفي  ECخاك با مقدار 

   .گرديد  KM983398انجام و آناليز تعيين توالي آن منجر به ثبت توالي مربوطه در بانك ژن با كد  PCRآن توسط 
 
  .PCR ژنومي، DNAباريجه،   اكوفيزيولوژي،: گان كليديواژ
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  مقدمه

 Ferula gummosa)گياه باريجـه بـا نـام علمـي    

Boiss)   از خانواده چتريان(Apiaceae)  بومي مناطق
شرق و غرب ايران است و در استان هايي نظير سمنان، 
خراسان، اصفهان، فارس و استان هاي مركزي پراكنـده  

اين گياه يكـي از  ). 1381ديني و همكاران، (شده است 
مهم ترين گياهـان دارويـي، صـنعتي ايـران اسـت و از      
حيث صادرات رتبه اول را در بين گياهان دارويي ايران 

ــاهي ). 1365زرگــري، (داراســت  داروهــاي ســنتي گي
 Sadraei)براي درمان اختلالات روده  حاصل از باريجه

et al., 2001)،  زخم، درد معده و تشنج(Gharaei et 

al., 2013)    صـمغ . در ايران استفاده مـي شـده اسـت 
(Galbanum)  داراي خواص ضـد ميكروبـي،    ،گياهاين

ضــد تشــنج، ضــد نفــخ، خلــط آور، ضــد زكــام، ضــد   
روماتيسم، ضد درد، ضد هيستريك، ملين، ضد عفـوني  

 ;Sayyah et al, 2001)  كننده و ضـد ديابـت اسـت   

Kouyakhi et al, 2008 .(    اسـانس روغنـي و صـمغ
رزيني اين گيـاه نيـز داراي خـواص آرام بخشـي، ضـد      

 Ghasemi)تعدد ديگري استاسپاسم و كاربرد هاي م

et al, 2005; Asili et al, 2009; Habibi, 2006)  .
 .Fدر يـك مطالعـه فعاليـت ضـد باكتريـايي اسـانس       

gummosa     عليه باكتري هاي گـرم مثبـت و اشرشـيا
ــل     ــي در مقاب ــايي كم ــد باكتري ــت ض ــولي، و فعالي ك

در  .(Eftekhar et al., 2004) سودوموناس اثبات شد
 داراي باريجه عصارهنشان داده شد كه مطالعه ديگري 

 در سـلول  اسـتخوان  به تمايز و تكثير بر مثبت تأثيرات

 انســـــاني مزانشــــيمال  بنيــــادي  هــــاي 

صمغ باريجـه   ).1392 و همكاران، محمودي(باشد  مي 
براي ساخت چسب، منسـوجات و لـوازم آرايشـي، و بـا     
توجه به شفافيت آن و پيوند با قـدرت بـالا در سـاخت    

چسب بـي رنـگ جهـت چسـباندن جـواهرات و      نوعي 
 كــــــاربرد دارد) المــــــاس( اشــــــياي قيمتــــــي

(Mortazaienezhad et al., 2006) . 

اين گياه علفي، چند ساله و مونوكارپيك اسـت كـه   
به ساقه مـي  ) سال پنجم تا هشتم(در سال آخر رويش 

). 1372قهرمـان،  ( رود و تشكيل گل و ميوه مـي دهـد  
خـانواده هـاي گيـاهي بـزرگ     خانواده چتريان يكـي از  

تعدادي از گونه هاي اين خانواده به مصرف . ايران است
تغذيه انسان مي رسند و غالبا در گروه هاي سـبزيجات  
ريشه اي و سبزيجات معطره طبقـه بنـدي مـي شـوند     

ميوه ها و دانـه هـاي   ). هويج، جعفري، گشنيز و شويد(
 ـ       كـار  ه گروه ديگري براي معطـر كـردن مـواد غـذايي ب

حاصل از آنغـوزه   صمغ). زيره، گلپر و انيسون(مي روند 
بخشي خـانيكي،  (و باريجه داراي مصارف صنعتي است 

1386.(   
هاي خاك قـرار  رشد گياهان نيز تحت تأثير ويژگي

اسـت   pHهاي شيميايي خاك يكي از ويژگي. گيردمي
هـاي خـاك،   كه تأثير بسزايي بر فعاليت ميكروارگانيسم

ناصر و هدايت الكتريكي خـاك دارد  قابل جذب بودن ع
)Brady et al., 2002 .(Aciego   pietri همكـاران  و 
تـوده  خاك و زيسـت  pHنشان دادند كه بين ) 2008(

هاي بـالاي   pHميكروبي همبستگي وجود داشته و در 
توده ميكروبي و همچنين فعاليت برخي مقدار زيست 7

  . ها حداكثر بودآنزيم
گيـاهي نسـبت بـه شـرايط      با اين همـه، هـر گونـه   

اي در رويشـگاه طبيعـي خـود سـازگار     اكولوژيكي ويژه
هـــاي شـــده اســـت كـــه شناســـايي كامـــل ويژگـــي

سـازي و گسـترش كشـت و    اكوفيزيولوژيكي براي اهلي
همچنين گياهان . ضروري است كار آن در مناطق ديگر

-هاي محيطي مقاوم شدهبومي نسبت به برخي از تنش

گياهـان در مرحلـه نخسـت بـه     اند كه شناسـايي ايـن   
هاي ايجاد مقـاوت بـه ايـن    بردن به مكانيسممنظور پي
توانـد بـراي محققـين علـوم مختلـف      هـا مـي  نوع تنش

يـك   باريجهاز آنجا كه  .شناسي بسيار مفيد باشدزيست
 گيـاه  اين اهميت به توجه ي بومي ايران است و باگونه

متأسـفانه  سنتي و همچنين از آنجا كه  طب در دارويي
هاي اكوفيزيولوژيكي و كنون گزارشي مبني بر ويژگيتا



  49/    (Ferula gummosa) مطالعه مولكولي و  اكوفيزيولوژيكي گياه دارويي باريجه 
 ــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

پـژوهش   اين گونه نادر دارويـي وجـود نـدارد،    مولكولي
از قبيــل  اكولـوژيكي  خــواص بررسـي  هــدف حاضـر بـا  

اسـتفاده از  و بررسي مولكولي گياه با  ،pH، EC ارتفاع،
ژنـــومي، مطالعـــه بـــا  DNAروش هـــاي اســـتخراج 

    .باشد توالي ميو تعيين  ITSپرايمرهاي 

  ها  مواد و روش
  برداري نمونه

ــاه باريجــه  ــاي خــاك    جمــع آوري گي ــه ه و نمون
بـا مختصـات   ) تهم(هاي اطراف زنجان از كوه رويشگاه 
دقيقـه، عـرض    02/50جه و در 36به طول  جغرافيايي

تـا   2000ارتفـاع حـدود    در دقيقه 50/37 درجه و 48
 .درجه صـورت گرفـت   45متر با شيب بيشتر از  2500
 سـازي  بعد از آمـاده رويشگاه هاي گياهي و خاك نمونه

درجه سانتي گراد براي انجام آزمايشـات   -80در دماي 
 .مورد نظر نگهداري شدند

  )EC(الكتريكي  و هدايت  pH  گيرياندازه
 آب ليتـر ميلـي  50خـاك مقـدار    نمونـه  گرم 20به
 بـا  سوسپانسـيون  pH گيـري كرده و اندازه اضافه مقطر

آن با دستگاه هدايت سـنج   ECو  متر pH هايدستگاه
   ).Imperato et al., 2003( شد الكتريكي انجام

 DNAاستخراج 

گياه باريجه از روش دلاپورتـا  DNA براي استخراج 
استفاده شد براي اين منظور نمونه برگي برداشت شده 

گياه باريجه را در داخل ازت مـايع بـا كمـك هـاون     از 
 گرم از آن را وزن كرده و سـپس  ميلي 50پودر كرده و 

 1 .ليتــري ريختــه مــي شــود ميلــي 2در ميكروتيــوپ 
ميلـي   100تـريس  : شـامل ( ليتر بـافر اسـتخراج    ميلي

ميلــي  NaCl 500 ميلــي مــولار، EDTA 50مــولار، 
ليتـر از    ميكـرو  100از قبل گرم شده بـه همـراه    )مولار
SDS )10 (%  به تيوپ اضافه شده و تا حدي كه خـوب

اينـورت شـود، ورتكـس    (تـه شـود    و مخلوط شود، سر
  ).نشود

جه سانتي گراد در رد 65دقيقه در دماي  20بمدت 
دقيقه يكبـار   5بن ماري انكوبه شده و در اين مدت هر 

وليتر استات پتاسـيم  ميكر 300سپس . سروته مي شود
(KAS) 5       مولار اضافه شـده و نمونـه هـا خيلـي كـم

 4دقيقه در دماي  20سپس به مدت . ورتكس مي شود
دقيقـه بـا    25بمـدت  . درجه سانتي گـراد انكوبـه شـد   

فاز بـالايي  . دور در دقيقه سانتريفيوژ مي شود 11000
ليتـري   ميلي 5/1شده و به دو تيوپ جديد  با دقت جدا

ي پـاييني   شود، بطوري كه فاز رسوب كردهمي  منتقل
كه حاوي پلي ساكاريد ها و پـروتئين هـاي غيـر قابـل     

پتاسيم استات است با فاز بالايي مخلوط SDS حل در 
درجــه را بــه  -20ايزوپروپــانول ســرد شــده در  .نشــود

صورت هم حجم به تيوپ ها اضافه كرده و پس از چند 
ت در دمـاي  سـاع ته كردن بمدت نيم تا يـك   و بار سر

 4دقيقه در دماي  30بمدت  .شود درجه انكوبه مي -20
دور در دقيقه سـانتريفيوژ كـرده،    11000درجه با دور 

 DNA .مايع رويي حذف و رسوب حاصل باقي مي ماند

ميكروليتـر از   500-700موجود در رسـوب حاصـل بـا    
دقيقه در  15بمدت  .شستشو داده مي شود% 70اتانول 
دور در دقيقه سانتريفيوژ  11000دور درجه با  4دماي 

مايع رويي حـذف شـده و رسـوب حاصـل در      .مي شود
ميكروليتـر   20به ميزان  .مجاورت هوا خشك مي شود

 4آب استريل اضافه شده و بمدت يك شـب در دمـاي   
  .درجه نگهداري مي شود

درجه و  4براي نگهداري كوتاه مدت در دماي : نكته
  .درجه نگهداري شود -20براي بلند مدت در دماي 

 تكثيـر  جهت )PCR(  مرازپلي ايزنجيره واكنش
  ريبوزومي توالي

 ITS1از پرايمــر هــاي   PCRبــه منظــور انجــام  
مخلـوط  . استفاده شـد ) Rپرايمر ( ITS4و ) Fپرايمر (

تهيــه شــده و طبــق  )1( طبــق جــدول PCRواكــنش 
 Doyle et)انجام شد  PCRشرايط استاندارد، واكنش 

al.,1987). 
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 لمحلو )تريكروليم( 20 هيته يبرا ازين مورد مواد  - 1جدول 

 PCR واكنش

Primer F (50 pmol)  1µl 

Primer R (50 pmol) 1µl 

DNA 1µl 

Master mix (2x)  2µl 

ddH2O 15µl 

Total volume 20µl 

 
 اساس بر نظر مورد قطعه تكثير جهت اتصال دماي

Tmدستگاه  اجرايي برنامه و انتخاب پرايمرها
 .شد تنظيم )2(جدول  اساس بر ترموسايكلر

  
 PCRمختلف  مراحل دمايي هاي سيكل - 2جدول         

  زمان دما  واكنش مرحله

  دقيقه C94 5°   واسرشت اوليه 1
2)35 

  دقيقه C94  1°  واسرشت )چرخه

  دقيقه 0C 55  1  اتصال آغازگر - 
  ثانيه C72  90°   بسط - 
  دقيقه C 72  10°  بسط نهايي 3

 

  كيت  از استفاده با PCR محصول سازي خالص
 نوارهاي وجود عدم صورت در خالص سازي اين     

 شده استفاده بافر و آنزيم حذف منظور به تنها و اضافي

 الكتروفـورز  به احتياج بنابراين است PCR  واكنش در

 طبق مستقيم طور به PCR محصول و نداشته آگارز ژل

 :شد خالص جنوبي كره Bioneer شركت دستورالعمل

 از ، PCR محصـول  حجـم  كل برابر 5 اندازه به -1

 PCR محصـول  به تخليص كيت )اتصال بافر(يك  بافر

 خـالص  سـتون  يـك  بـه  شـدن،  مخلوط از پس و اضافه

 .شد منتقل سازي

 rpm در و اتاق دماي در دقيقه 1 مدت به ستون -2

  .شد سانتريفوژ 13000
 محفظه در شده جمع محلول ريختن دور از پس -3

 به ) شستشو بافر( كيت 2 بافر از ميكروليتر 500 ستون

 و اتـاق  دماي در دقيقه 1 مدت به سپس و اضافه ستون
 .شد سانتريفوژ rpm 13000 در

 3مرحله تكرار -4

 50 و منتقـل  اسـتريل  ويـال  يـك  بـه  سـتون  فيلتر

  مـدت  به و اضافه فيلتر به سازي محلول بافر ميكروليتر
   .شد سانتريفوژ rpm 13000 دور در دقيقه1

  الكتروفورز 
 ژل از PCR محصول كمي و كيفي بررسي براي    

  .شد استفاده TAE  رباف حضور در %1 آگاروز

   PCRمحصول  الكتروفورز
 قطعـه،  طـول  بـه  توجـه  با دانيم مي كه همانطور    

 توجه با اين رو از است، متفاوت استفاده مورد ژل غلظت

 .شد استفاده %  1 آگاروز ژل از DNA قطعه طول به

ميلـي   100 در را آگارز پودر گرم 1 منظور اين براي
 جوش دماي در دقيقه 3 مدت به و حل TAE بافر ليتر

) 3(جـدول   در TAE اسـتوك  تهيـه  روش .شـد  انكوبه
  .است آمده
  

   TAEبافر   x50استوك  تهيه يراي نياز مورد مواد -3جدول       
  گرم242  باز تريس

  ميلي ليتر 571  گلايسيال استيك اسيد
EDTA (0.5 M)  100ميلي ليتر  

  pH= 8 

  
چاهـك   درون به DNA نمونه هاي كردن وارد براي

 نمونه از خاصي مقدار آزمايش، نوع به توجه با ژل، هاي

 مخلـوط  آرامـي  به x1بارگذاري  بافر از مساوي حجم با

 ژل هـاي  چاهـك  داخـل  بـه  سـمپلر  از استفاده با شده

 رنگ غالبا كه بارگذاري بافر در موجود رنگ .شد منتقل

 نمونه حركت ميزان كردن مشخص براي بلو فنل برومو

 بـراي  . دشـو  مـي  اسـتفاده  ژل روي بـر   DNA هـاي 

 ماركر  از نوكلئيك، اسيد قطعه باند طول كردن مشخص

Kb ladder DNA 1 شود استفاده مي.  
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  برومايد اتيديوم با آگارز ژل آميزي رنگ
 اتيـديوم  از نوارهـا  رويـت  و ژل رنـگ آميـزي   براي

 تـرانس  دستگاه از ژل رويت جهت شد، ستفادهبرومايد ا
 365-245با طـول مـوج    UVمولد  دستگاه(لومينومتر

  .استفاده شد) نانومتر

  توالي تعيين
 نوكلئوتيـدي  توالي حضور از اطمينان حصول از بعد

 پرايمرهـاي  بـا  نظر درمو توالي آگاروز، ژل از استفاده با

ITS4  و ITS5   نماينـده  زيسـت  تكـاپو  شـركت  بـه   

Bioneer  شد ارسال كره.  

  نتايج و بحث
 باريجه گياه رويشي خاك سطح داد نشان هابررسي

در  و بـوده  ايو صـخره  سـنگي  اي،سـنگريزه  صـورت  به
در  دريـا  سـطح  از متـر  2500 تا 2000 حدود ارتفاعات

 45حدود  شيب با سمت آفتاب به يعني جنوبي يدامنه
  گياه دوره رشد و نمو. درجه رشد مي كند 80درجه تا 

  
 رويـش  گيـاه  باشد يعنـي مي تابستان و بهار فصول 
 تيـر  اوايـل  و در كندمي شروع ماه از ارديبهشت را خود

 و رسـيده  رويشي خـود  فصل انتهاي به مرداد اواسط تا
  .شودمي پژمرده

pH  و EC خاك  
 10و هــدايت الكتريكــي خــاك در  pHدو ويژگــي 

داده هـاي  . نمونه خاك منطقه مورد مطالعه بررسي شد
خـاك در محـدوده     pHدهـد كـه   نشـان مـي   4جدول 

متغيـر اسـت كـه     858/6 – 493/6برداري بـين   نهنمو
ــودن خــاك منطقــه اســت  انحــراف . بيــانگر اســيدي ب

دهد كه پراكنـدگي نـوع    ها نشان مي استاندارد بين داده
نتايج حاصل از اندازه . بسيار كم است pHظر خاك از ن

 ECكـه  مشـخص كـرد    )4جـدول  (خـاك   ECگيري 
بـر   ميكرو زيمـنس  372 -8/108هاي خاك بين  نمونه
  . ها كم است قرار دارد و پراكندگي داده متر سانتي
  

 خاك رويشگاه طبيعي گياه باريجه ECو  pH يآمار فيتوص - 4جدول 

 همبستگي  بيشينه  كمينه  انحراف استاندارد  ميانگين  

pH &EC  
pH  68510/6  140504/0  493/6  858/6  286/0 -  
EC 78000/202  158777/75  800/108  000/372    

 
و  pHبررسي آزمون همبستگي آماري بـين مقـدار   

EC  دهـد كـه همبسـتگي     نمونه هاي خاك نشان مـي
منفي بين اين دو متغير وجود دارد يا به عبـارت ديگـر   

خـاك كـاهش    ECخـاك مقـدار    pHبا افزايش مقدار 
دريافتنـد كـه   ) 2002( همكـاران   و  Brady. يابـد  مي

 خاك در سنگين فلزهاي ويژه به عناصر انتقال و تجمع
 طوري كـه  وابسته است، به pH و  الكتريكي هدايت به

pH بـه  فلزي هايگونه شدن جذب قابل باعث اسيدي 
 عناصـر  هـاي قليـايي  خاك در .شودمي كاتيوني صورت
در  رسـوب  و نـامحلول  صورت به خاك در موجود فلزي
 گيـاه  بـه  هاانتقال آن و داشته كمتري تحرك و آيدمي

 اسـيدي  هـاي خـاك  بنـابراين  گيـرد، مـي  صورت كمتر
 از جذب برخي لحاظ از قليايي هايخاك از ترخطرناك

 دهندهنشان خاك بالاي EC. باشندمي سنگين فلزهاي
هـاي  يـون  بودن جذب قابل نتيجه در و كاتيوني حالت
 هـاي كـاتيون  مقـدار  بـودن  بالا و همچنين است، فلزي
 خـاك  بـالاي  بارگيري ظرفيت بيانگر خاك تبادل قابل

 ,.Waalewijn-Kool et al( اسـت  فلزهـا  بـه  نسبت

2014.(  
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   Ferula gummosaرده بندي گياه 
، شــناخت گونــه گياهــان دارويـي بـراي اســتفاده از  

با اسـتفاده از  . گياهي از جايگاه ويژه اي برخوردار است
گيــاهي مشــخص و علــم رده بنــدي، جايگــاه هرگونــه 

  ).1390مظفريان، ( شود شناسايي آن ممكن مي

      Planatae    گياهان: سلسله
     Magnoliophyta  ماگنوليافيتا: شاخه
  Magnoliopsida   ماگنوليوپسيدا: رده

    Apiales   آپيالس: راسته
   Apiaceae  )چتريان(آپياسه: تيره

     Ferula  فرولا: جنس
     gummosa     گاموسا: گونه 

  و آناليز توالي نوكلئوتيدي DNAنتايج استخراج 
ژنومي بيانگر كيفيت مناسب  DNAنتايج تخليص  

DNA  استخراج شده است و همچنين نتايجPCR   بـر
و  ITS1ژنومي با استفاده از پرايمـر هـاي    DNAروي 

ITS4  بيانگر ايجاد محصولPCR    بر روي ژل آگـاروز
  .جفت باز است 600-800در ناحيه   %1

  

  
  ژنومي گياه باريجه DNAالكتروفورز ژل آگارز  -1شكل

1 :DNA  18:  2، ژنوميSrDNA  

  
استخراج شده از  18SrDNAالكتروفورز ژل آگارز   - 2شكل 

ماركر با وزن :  PCR2 محصول :  1.نمونه هاي برگي گياه باريجه
  bp 10000-100مولكولي 
 
توسـط   PCRنتايج حذف مواد زايد و تعيين توالي  

كره جنوبي بيانگر توالي نوكلئوتيدي  Bioneerشركت 
  .باشد زير ميطبق اطلاعات 
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    )كره جنوبي Bioneerتوسط شركت ( PCRنتيجه تعيين توالي   - 3شكل 
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  رسم درخت فيلوژني گياه باريجه -4شكل
  

ي امروزي بـرخلاف سيسـتم   هاي طبقه بند سيستم
تر، تنهـا بـر پايـه مشخصـات موفولوژيـك       هاي قديمي

ياهان را استوار نبوده بلكه ساير اختصاصات بيولوژيك گ
و در اين راستا، توجه به  گيرد در طبقه بندي به كار مي

هـاي ژنتيكـي و سـاختاري     تكاملي، وابستگي هاي جنبه
بـا اسـتخراج و   . رخوردار استآن ها از تاكيد بيشتري ب

مي بــه مقايســه ايــن تــوالي بــا ريبــوزو DNA تكثيــر
پرداخته و در  NCBIهاي موجود در بانك ژنومي  توالي

  .نهايت در اين سايت اين توالي ثبت شد

هاي بيوسيستماتيكي منجـر بـه شناسـايي     بررسي  
در نهايـت  . گونه گياهي از روي كليدهاي شناسايي شد

و  Gene Runnerوالي توسـط نـرم افـزار    آناليز نتايج ت
BLAST  توالي در بانك ژنوميNCBI  بيانگر يك  

نتيجــه ايــن . باشــد ينوكلئوتيــدي مــ  687تــوالي 
ــاه  18SrDNAتحقيـــق ثبـــت تـــوالي  از ژنـــوم گيـ

F.gummosa  در سايتNCBI   با كـدKM983398 
   .به نام دانشگاه زنجان است

  سپاسگزاري
معاونـت پژوهشـي دانشـگاه    اين مقاله از نگارندگان 

  .زنجان به خاطر حمايت مالي قدرداني مي نمايد
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