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The genus Origanum in the lamiaceae family includes several 

pharmaceutically important plants whose antioxidant properties are 

known to depend on the phenolic compounds, including rosmarinic 

acid. Biosynthetic pathway of rosmarinic acid is common to many 

species of the lamiaceae family. This study aimed to isolate and 

sequence two genes, Rosmarinic acid synthase (RAS) and 

Hydroxyphenylpyruvate reductase (HPPR), involved in the 

biosynthesis of rosmarinic acid in three taxa including Origanum 

vulgare subsp. vulgare, Origanum vulgare subsp. viridulum and 

Origanum majorana, L. as well as to unravel phylogenetic 

relationships in the lamiaceae family based on the sequences of 

these two genes. Specific primers were designed based on the 

available sequencesS deposited in the GenBank database. Gene 

amplification was performed via Polymerase Chain Reaction 

(PCR) using DNA extracted from the Lamiaceae species as 

template,  followed by PCR products sanger sequencing. The 

obtained sequences, along with other sequences recorded from 

these two genes in the GenBank database, were used to investigate 

phylogenetic relationships in the lamiaceae family. Species of the 

genus Mentha L. and the species Satureja khuzestanica Jamzad 

were found to be the closest taxa to Origanum plants. The genetic 

similarity coefficient between endemic Iranian species was higher 

than that between other studied species. These findings can be 

explained by the close geographical proximity and the high 

likelihood of gene flow among endemic species. Furthermore, this 

study contributes to the global genomic database, enhances the 

taxonomic identification of Origanum and Lamiaceae species, and 

supports the genetic improvement of this valuable endemic 

medicinal plant. 
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Introduction 

The Lamiaceae family is known as the sixth largest family of herbaceous plants, comprises 

approximately 230 genera and more than 7000 species, distributed globally across warm and 

temperate regions. The genus Origanum belonging to the lamiaceae family consists several 

pharmaceutically important plants in the world, with circa 50 identified species. The 

considerable anticancer and antioxidant properties of this plant are mainly due to phenolic 

compounds, including rosmarinic acid. The biosynthesis pathway of rosmarinic acid is known 

to be common in many lamiaceae species. The three important species of this genus in Iran 

include Origanum vulgare L., O. majorana L. and O. laevigatum Boiss. In the species O. 

vulgar, six subspecies have been identified so far among which three subspecies vulgare, 

viridulum and gracile are found naturally in Iran, mainly in the western, northwestern and 

northern regions. Rosmarinic acid is an ester of caffeic acid and dihydroxyphenyl rosmarinic 

acid that the highest amount of its biosynthesis occurs in the mint family in species of the 

subfamily Nepetoideae. This study aimed to identify and sequence the Rosmarinic acid 

synthase (RAS) and Hydroxyphenylpyruvate reductase (HPPR) genes involved in the 

biosynthetic pathway of rosmarinic acid in three lamiaceae taxa, including Origanum vulgare 

subsp. vulgare, O. vulgare subsp. viridulum and O. majorana, and to identify the phylogenetic 

relationships between lamiaceae taxa based on the sequences of these two genes. 

Materials and Methods 

Specific primers were designed and constructed based on the conserved regions of two genes 

in the sequences registered in the GenBank database. Due to the large size of the reported 

sequences of the RAS and HPPR genes, both larger than 1000 bp, in order to increase the 

efficiency of gene amplification in the polymerase chain reaction, the sequence of each gene 

was divided into two smaller overlapping fragments. Therefore, two pairs of specific primers 

were designed for each gene, which together amplified a larger region of the target gene as two 

overlapping fragments. Gene amplification was performed by polymerase chain reaction with 

DNA extracted from the studied species and the reaction products were used to sequence the 

genes. The sequences obtained, along with other sequences registered in GenBank, were used 

to investigate phylogenetic relationships in the Lamiaceae family based on the sequences of the 

RAS and HPPR genes using MEGA 11 software. 

Results and Discussion 

For all three taxa examined, fragment lengths for the RAS sequence were 1,322, 1,319, and 775 

bp, respectively, while the HPPR gene regions measured 2,217, 2,203, and 2,222 bp, 

respectively. The HPPR had a large intron approximately 1300 bp and with a very similar 

position and sequence in all three studied plants. BLASTn results showed that the coding region 

sequences of the RAS and HPPR genes in the two studied species have a very high similarity 

(alignment score higher than 200) with other records studied and registered in the GenBank 

database. In the phylogenetic tree drawn for both genes, different species of Origanum were 

classified together in a separate subclass. The Bootstrap test statistic confirmed with high 

accuracy the validity and reliability of the branches in both trees. Within this genus, the most 

similar species were O. majorana and O. vulgare subsp. vulgare, followed closely by O. 

vulgare subsp. viridulum. The two species Salvia yangii and Salvia abrotanoides were 

identified as the closest species to Origanum based on the sequence of the coding region of both 

genes. These results demonsterated that single-gene phylogenies in plants, especially at the 

intrageneric level, can diverge from traditionally taxonomic markers nd conventional 

interspecific similarity patterns. In both trees, the species of the genus Mentha spp. and the 

species Satureja khuzestanica were known as the closest species to the Origanum spp. in terms 

of evolutionary history. 

https://www.lu.ac.ir/en/
https://pgr.lu.ac.ir/article_740843.html?lang=en
https://pgr.lu.ac.ir


Phylogenetic Position of Two Origanum Species Native to Iran in … 

Plant Genetic Research (2026), 13(1): 111–128 | www.pgr.lu.ac.ir                                                                     113 

Conclusion 

In general, a newer and more comprehensive scheme of the phylogenetic and evolutionary 

relationships of plants in the mint family was obtained. The phylogenetic affinity based on the 

RAS and HPPR sequences in the native Iranian species was higher than that of other lamiaceae 

species. This phylogenetic position can be explained considering the close geographical 

distance between habitats and the greater probability of gene flow between the species. The 

results of this study play an important role in enriching the international genomic database and 

in deeper identification of the Origanum spp. taxa and the phylogenetic relationships between 

species of this genus and other lamiaceae taxa, and can be an effective contribution to planning 

for the genetic improvement of this native medicinal plant. 
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یابی  بومی ایران در تیره نعنائیان بر اساس جداسازی و توالی   Origanumبررسی جایگاه فیلوژنتیکی دو گونه  

 دو ژن کلیدی مسیر بیوسنتز رزمارینیک اسید 

   2اصغر مصلح آرانی |   *1سعید ترکش اصفهانی  |  1نژادصغری زائری

 طبیعی و کویرشناسی، دانشگاه یزد، یزد، ایرانگروه مدیریت مناطق خشک و بیابانی، دانشکده منابع -1

 طبیعی و کویرشناسی، دانشگاه یزد، یزد، ایران زیست، دانشکده منابعگروه محیط -2

 

 چکیده  اطلاعات مقاله

 نوع مقاله: 

 مقاله پژوهشی 

 1405/ 02/ 08تاریخ دریافت:  

 1405/ 03/ 26تاریخ بازنگری:  

 1405/ 04/ 02تاریخ پذیرش:  

 1405/ 04/ 09تاریخ انتشار:  

 واژگان کلیدی: 

 اینترون،

 رزمارینیک اسید، 

 فیلوژنتیک، 

 مرزنجوش اروپایی، 

 مرزنجوش وحشی 

  اکسیدانی جنس مرزنجوش در تیره نعنائیان، شامل چندین گیاه دارویی مهم است که خاصیت آنتی 

به وجود ترکیبات فنولی از جمله رزمارینیک اسید وابسته است. مسیر شناخته شده بیوسنتز  ها  آن 

گونه  از  بسیاری  در  اسید  هدف  رزمارینیک  با  مطالعه  این  است.  مشترک  نعنائیان  تیره  های 

 Hydroxyphenylpyruvateو    Rosmarinic acid synthaseیابی دو ژن  جداسازی و توالی

reductase   فعال در مسیر بیوسنتز رزمارینیک اسید در سه تاکسون از جنس مرزنجوش

و    Origanum vulgare subsp. vulgare  ،Origanum vulgare subsp. viridulumشامل  

Origanum majorana L.    و شناسایی روابط فیلوژنتیکی در تیره نعنائیان بر اساس توالی این دو

طراحی    GenBankهای ثبت شده در پایگاه  ژن انجام شد. آغازگرهای اختصاصی بر اساس توالی 

های  استخراج شده از گونه   DNAای پلیمراز با  ها از طریق واکنش زنجیره و ساخته شد. تکثیر ژن 

ها  های هدف استفاده شد. این توالی مورد مطالعه انجام و از محصول واکنش برای تعیین توالی ژن 

از این دو ژن  همراه با سایر توالی  بررسی روابط فیلوژنتیکی در تیره  منظور  به های ثبت شده 

 Satureja khuzestanicaو گونه    .Mentha Lهای جنس  نعنائیان مورد استفاده قرار گرفت. گونه 

Jamzad   های بومی  ها به مرزنجوش بودند. ضریب شباهت ژنتیکی بین گونه ترین تاکسون نزدیک

توان با توجه به فاصله جغرافیایی  های مورد مطالعه بود که این نتیجه را می ایران بالاتر از سایر گونه 

ها توجیه نمود. نتایج این مطالعه  نزدیک و احتمال بیشتر برای وقوع جریان ژنی در بین این گونه 

تر گیاه مرزنجوش و  المللی اطلاعات ژنومی و شناسایی عمیق های بین سازی بانک داده در غنی 

تواند کمک مؤثری جهت اصلاح ژنتیکی این گیاه دارویی ارزشمند  تیره نعنائیان نقش دارد و می 

 بومی کشور باشد. 
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 مقدمه

گسترده در پزشکی،  طور  به   گیاهان دارویی در سراسر جهان 

گیرند و نه  داروسازی و صنایع غذایی مورد استفاده قرار می 

  غذایی کننده امنیت  تنها ابزار اصلی برای طب سنتی، بلکه تأمین 

سلامت  هستند.    ، و  جهان  جمعیت  از  بزرگی  تیره  بخش 

از  بزرگ  تیره    نیششمعنوان  به(  Lamiaceae)  ئیاننعنا

  7000از    ش یجنس و ب  230شامل حدود  گیاهان نهاندانه  

گونه شناخته شده است که در مناطق گرم و معتدل جهان 

  .Origanum L(. جنس  Zhao et al., 2021)پراکنده هستند  

و   نعنائیان  تیره  به  زمتعلق  تعداد  گ   یادیشامل    ی اهیگونه 

  است  قایو شمال آفر  ایاوراس  ترانه،یمد  یبوم  ییمعطر و دارو

شناخته   زیاد  بسیار  شیمیایی  و  مورفولوژیکی  تنوع  با  که 

ترین گیاهان  یکی از مهمترین و پرفروشعنوان  بهشود و  می

  ی خیمنابع تار  رود.شمار میای و دارویی در جهان بهادویه

هزار   3مختلف مرزنجوش از    یهاکه گونه  دهندینشان م

  ان یونانیو مورد استفاده    اندشدهیسال قبل در مصر کشت م

ترک   یاگسترده  فیاند. طباستان بوده   یی فعال دارو  باتیاز 

گل اسانس،  ها، تانن  دها،یفلاونوئ  ،یل و فن  یدهایکوزیشامل 

  ی و جداساز  ییشناسا در مرزنجوش    هانیتام یها و واسترول

گیاه    .(Neeru, 2015)  اندشده خواص  دلیل  بهاین  داشتن 

آنت  یکروبیضدم اسانس  و  توجه  قابل  یدانیاکسیو  وجود 

ترک  و  جمله  ارزشمند    یعیطب  باتیمعطر  کارواکرول، از 

برخ  دیاس  ک ینیرزمار  مول،یت ترک   گرید  ی و    ، ی فنل  بات یاز 

شود  یاستفاده م  ییو دارو  ییغذا  عیگسترده در صناطور  به

(Azizi et al., 2009) . 

پذ   49شامل    Origanumجنس   مشتمل  شده    رفته ی گونه 

بیش   که    د ی بر ی ه   18و  تاکسون    60از  بر  است  مختلف 

گیاهان چندساله و   از  مورفولوژ همگی  تنوع  بالا    ی ک ی با 

این  . سه گونه مهم  ( Papaioannou et al., 2020) هستند  

  .O. vulgare L.  ،O. majorana Lشامل    ران ی در ا جنس  

ترتیب  بهکه دو گونه اول هستند   .O. laevigatum Boissو 

به   کوهی( وحش   مرزنجوش معروف  پونه  )یا  و    ی 

که    یی خواص دارو دلیل  به   ، مرزنجوش اروپایی )بستانی( 

شناخته شده است، در مطالعات  ها  آن   در   م ی قد   ی ها از زمان 

سنتی    ک ی فارماکولوژ  طب  توجه  و  قرار زیادی  مورد 

 ,.Jafari et al)   تر هستندو در کشور شناخته شده   اندگرفته 

  شامل  رگونه ی تاکنون شش ز   O. vulgarدر گونه    (.2023

O. vulgare subsp. Vulgare  ،O. vulgare subsp. Vulgare  ،

O. vulgare subsp. glandulosum Desf.  ،O. vulgare 

subsp. gracile (K.Koch) Ietsw.  ،O. vulgare subsp. 

hirtum Ietsw.  ،O. vulgare subsp. viridulum (Martin-

Donos) Nyman    وO. vulgare subsp. virens 

(Hoffmanns. and Link) Ietsw.    شده است که  شناسایی

  gracile  و  vulgare،  viridulum  رگونهیسه زها  آن   انیدر م

  ی غربشمال  ،یعمدتاً در مناطق غرب  ران،یدر ا  یعیطبطور  به

در  (.  Mehdizadeh et al., 2018)د  نشو یم  افت ی  یو شمال

 O. vulgare  گونهریز  یرو بر    اتمطالع  ن یشتریب این میان  

subsp. viridulum  بودن    یو غن  تربا کیفیت سانس  ادلیل  به

ترک   Azizi et)  انجام شده استدارویی  ارزشمند    باتیاز 

al., 2009  گونه .)O. majorana    و قبرس    یآناتول  یبومکه

مناطق وسیعی از خاور میانه، شمال  در    یعیطبطور  به  ،است 

در   از جمله  و  آسیا  و جنوب  هند  و شمال آفریقا،  غرب 

 Tarkesh)  دیرویم  ی شدهبوم  اهیگ   کیعنوان  به  رانیغرب ا

Esfahani et al., 2025  .)در سراسر جهان از    ،اینبر  علاوه

آمریکا و  متحده    الاتیا  ، فرانسه  ،جمله مناطق مختلف هند

  یی دارو  اهیگ  کیعنوان  بهگسترده  طور  به  رانیشمال و مرکز ا

ادویه کشت  ای  و  تولید  ارزشمند   Tarkesh)  شودیمو 

Esfahani et al., 2024).  گونه  O. laevigatum    فقط  نیز  را

 یکیدر نزد  رانیا  یدر شمال غرب  یتوان در منطقه کوچکیم

 . (Jamzad, 2013) افت ی یعیطبطور به هیو ترک  رانیمرز ا

  ی دروکسیهیو د  دیاس  کی استر کافئ  کی  دیاس  کینیرزمار

های متعلق به  گونهدر  است که عمدتاً    دیاس   کینی رزمار  لیفن

) گاوزبانتیره   در   (Boraginaceaeیان  کمتری  مقدار  به  و 

قبیل    یاهیگهای  گونه  ریسا ن  هاخسسر  یبرخاز    ز ی و 

ت  ییاعضا گوشابیانرهیاز    و  (Potamogetonaceae)   های 

میCannaceae)  اختریان تولید  مقدار (  بالاترین  اما  شود، 

آن   نعنابیوسنتز  تیره  گونه  ان ئیدر  تیره  ریزهای  در 

Nepetoideae  گزارش شده است  (Sik et al., 2019)نی. ا 

تجمع   ایسنتز و    ییتواناباعث شده است از  گسترده    عیتوز
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  یک شاخص تاکسونومیکی عنوان  به  توانن  دیاس  کینیرزمار

مختلف  تیره  نیبتمایز    یبرا کرد    استفاده  یاهیگ های 

(Petersen et al., 2009).  

با  در گیاهان از دو شاخه موازی    د ی اس   ک ی رزمارن   وسنتز ی ب مسیر  

(. این دو شاخه  1شود )شکل سازهای متفاوت شروع می پیش 

در ابتدای  و    ن ی آلان ل ی فن   نه ی دآم ی اس ها  آن   که در ابتدای یکی از 

قرار دارد، چند واکنش آنزیمی اولیه را    ن ی روز ی ت شاخه دیگر  

پیوندند تا پس  کنند و سپس به هم می مستقل طی می صورت  به 

محصول  عنوان  به از چند واکنش دیگر، ماده رزمارینیک اسید  

  م ی توسط آنز   ن ی آلان ل ی فن در شاخه اول، ابتدا    نهایی تولید شود. 

و سپس با دخالت   ک ی نام ی س   د ی به اس ( PAL)  از ی ل ا ی آمون   ن ی آلان ل ی فن 

و    ک ی کومار اسید  به    ک ی نام ی س   د ی اس   ، P450  توکروم ی س   م ی آنز 

است    ن ی روز ی ت   گر ی ساز د ش ی پ شود.  کومارویل کوآنزیم آ تبدیل می 

آنز ابتدا  که   به    ( TAT)   نوترانسفراز ی آم ترانس   م ی توسط 

  ل ی فن ی دروکس ی ه   م ی و در ادامه توسط آنز   رووات ی پ   ل ی فن ی دروکس ی ه 

ه   ( HPPR)   کتاز و رد   رووات ی پ  اسید    ک ی کت لا ل ی فن ی دروکس ی به 

و    د ی اس   ک ی کومار از    ل ی گروه کربوکس   ه . در ادام شود ی م   تبدیل 

ه  ه   ل ی دروکس ی گروه  اسید کت لا ل ی فن ی دروکس ی از  دخالت    یک  با 

و    شوند ی به هم متصل م (  RAS) نتاز  ی س   د ی اس   ک ی رزمارن   م ی آنز 

  (. Petersen et al., 2009)   شود ی حاصل م   د ی اس   ک ی رزمارن ماده  

 

 
های مورد  ( و موقعیت ژن Petersen et al., 2009های تیره نعنائیان ) مسیر پیشنهادی برای بیوسنتز رزمارینیک اسید در گونه   - 1شکل  

= فنیل آلانین آمونیالیاز؛  PALهای درگیر در این مسیر عبارتند از:  اند. آنزیم بررسی در این مطالعه که در شکل با رنگ قرمز مشخص شده 

C4H  4هیدروکسیلاز؛    4= سینامیک اسیدCL  =4 - لیگاز؛  - کوماریک اسید کوآنزیم آTAT  تیروزین آمینوترانسفراز؛ =HPPR  هیدروکسی =

هیدروکسیلاز؛  - 3لاکتات  هیدروکسی فنیل - 4' - کومارویل - 4C-pHPL 3H  =4= رزمارینیک اسید سینتاز؛  RASفنیل پیروات ردوکتاز؛  

4CpHPL 3’H  =4 - هیدروکسیلاز؛  - 3' لاکتات  هیدروکسی فنیل - 4' - کومارویلCaf-pHPL 3’H لاکتات  هیدروکسی فنیل - 4' - = کافئویل

 هیدروکسیلاز - 3لاکتات  هیدروکسی فنیل دی - 4' ، 3' - کومارویل - 4C-DHPL 3H  =4هیدروکسیلاز؛  - 3' 
Figure 1. Proposed biosynthetic pathway for rosmarinic acid in lamiaceae (Petersen et al., 2009) and the position of the 

genes investigated in this study, which are marked in red. The enzymes involved in the  pathway include: PAL = 

phenylalanine ammonia lyase; C4H = cinnamic acid 4-hydroxylase; 4CL = 4-coumaric acid CoA-ligase; TAT = tyrosine 

aminotransferase; HPPR = hydroxyphenylpyruvate reductase; RAS = rosmarinic acid synthase; 4C-pHPL 3H = 4-

coumaryl-4'-hydroxyphenyllactate 3-hydroxylase; 4CpHPL 3'H = 4-coumaryl-4'-hydroxyphenyllactate 3'-hydroxylase; 

Caf-pHPL 3’H= caffeoyl-4'-hydroxyphenyllactate 3'-hydroxylase; 4C-DHPL 3H= 4-coumarol-3',4'-

dihydroxyphenyllactate 3-hydroxylase 
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های دور  زمان از    .Origanum spp  ی مختلف ها اگرچه گونه 

و  عنوان  به  می استفاده  مورد    ه ی ادو دارو  اما  گرفته قرار  اند، 

ها  آن   تکامل روند  و    ی، روابط فیلوژنتیکی ک ی تنوع ژنت   ی اب ی ارز 

توجه    راًی اخ  است.    قرار مورد  مطالعات  گرفته  گذشته  در 

جنس  فیلوژنتیکی  روابط  بررسی  هدف  با  و  متعددی  ها 

ژن گونه  اساس  بر  نعنائیان  تیره  به  متعلق  این  های  مهم  های 

 ,.Li et al., 2013; Dündar et alگیاهان گزارش شده است ) 

2013; Mansour et al., 2020; He et al., 2020; Chen et 

al., 2021; Niu et al., 2023 های  (. روابط فیلوژنتیکی در گونه

مختلف جنس مرزنجوش بومی یونان نیز بر اساس توالی سه  

ای و پنج ناحیه کلروپلاستی مورد بررسی  هسته   DNAناحیه  

ای  های هسته و بازنگری قرار گرفت و گزارش شد که توالی 

می  میتوکندریایی  و  کلروپلاستی  انواع  از  روابط  بهتر  تواند 

های مورد  ها و حتی زیرگونه ها، گونه فیلوژنتیکی بین جنس 

طور  به   (. Antaloudaki et al., 2022بررسی را شناسایی کند ) 

ها  گیری از ژن های متعدد از بهره رغم وجود گزارش کلی علی 

کلروپلاستی برای بررسی روابط فیلوژنتیکی در  های  و توالی 

 ;Paton et al., 2018های گیاهی متعلق به تیره نعنائیان ) گونه 

He et al., 2020; Chen et al., 2021; Antaloudaki et al., 

2022; Niu et al., 2023  ) تیره دیگر  و  مختلف  های 

 (Hosseini et al., 2018; Arbabi et al., 2023  ،) ها  این توالی

تک دلیل  به  مناطق  وراثت  زیادی  تعداد  داشتن  و  والدی 

ای  های هسته شده با تنوع بسیار کم، در مقایسه با توالی حفاظت 

از توانایی کمتری در شناسایی روابط فیلوژنتیکی و تفکیک  

به رده  نزدیک،  تاکسونومیکی  و  های  گونه  سطح  در  ویژه 

خاطر  ای به های هسته که توالی زیرگونه برخوردارند. در حالی 

سریع  تکاملی  روند  و  والدی  دو  به  وراثت  نسبت  تر 

در   بیشتری  بسیار  قابلیت  میتوکندری،  و  کلروپلاست 

ها  آشکارسازی دقیق روابط فیلوژنتیکی، بخصوص بین گونه 

زیرگونه  ) و  دارند  نزدیک   ;Hosseini et al., 2018های 

Antaloudaki et al., 2022 .)   

مدیترانه در  کلی  طور  به  مناطق  از  وسیعی  جمله  پهنه  از  ای 

فلسط   ه، ی سور یونان،    ی ها کشور  لبنان،    قبرس،   ن، ی اردن، 

  یی ها بخش  ی و شرق مصر و گاه  ه ی از جنوب ترک  یی ها بخش 

تاکسونومیکی    ز ی تما   زمینه ابهاماتی در    ، به وفور از غرب عراق 

مرزنجوش    جنس   ی ها گونه   از جمله   ان ئی معطر تیره نعنا   اهان ی گ 

ها در  (. این گونه Katsiotis et al., 2009گزارش شده است ) 

تا    ا ی مختلف از سطح در   ی با خاک و آب و هوا هایی  رویشگاه 

مناطق    ی آهک   ی ها سنگ   ی رو بر    ی متر   1500ارتفاع   در  و 

اما  .  شوند ی م   افت ی سواحل به وفور    ک ی نزد   ی خشک و آفتاب 

جنس    ی ها تاکسون   یکی نزد  نظر    Origanumمختلف  از 

  یکی ، ژنت فیتوشیمیایی   یکی، آناتوم   یکی، مورفولوژ   ی ها شاخص 

  یباً باعث شده است که محققان در سطح تقر  یزیولوژیکی، و ف 

جنس    ین مختلف ا   ی ها متعلق به تاکسون   های یشگاه رو   ی تمام 

در    ی و جهان، با ابهامات و تناقضات متعدد   یران در سطح ا 

و    ینه زم  هویت  ا   یق دق   ی بند رده تشخیص  مستند    ین و 

جنس    ین ا   ی بند رده   ی الگو  یجه ها مواجه باشند. در نت تاکسون 

بوده است و فراهم    ی روزرسان ه همواره دستخوش اصلاح و ب 

ژنت  شواهد  مولکول   یکی کردن  شناسا   ی برا   ی و  به    یی کمک 

در    یلوژنتیکی و روابط ف   یکی تاکسونوم   ی بند رده   یح صح   ی الگو 

گذشته    ین ا  از  مطالعات   یک عنوان  به جنس،  و    ی هدف  مهم 

 حوزه مطرح بوده است.   ین محققان ا   ی ارزشمند برا 

مطالعاتی   ایران  در  گذشته  بررس در  هدف  تنوع    ی با 

مختلف ت ی جمع   ی ک ی مورفولوژ  و  مرزنجوش    اه ی گ   های 

گونه  دقیق  زیرگونه شناسایی  و  نتایج  ها  با  که  انجام شده  ها 

متنوع و بعضاً متناقضی همراه بوده است، اما اغلب نتایج مؤید  
ز   وجود  نظر    اد ی تنوع  ب از  در  مهم  در    ها ت ی جمع   ن ی صفات 

 ;Andi et al., 2011ه است ) بود های سراسر کشور  رویشگاه 

Tarkesh Esfahani et al, 2024 )  . ،با    پژوهش حاضر   بنابراین

جنس مرزنجوش    ی ها گونه   ی ک ی لوژنت ی روابط ف   ی هدف بررس 
نتاز  ی د س ی ک اس ی رزمارن   ی ها ژن   ی اب ی ی و توال   یی بر اساس شناسا 

 (RAS )   رووات ردوکتاز  ی پ ل ی فن ی دروکس ی و ه (HPPR )    دو که  

شاخصه    یک عنوان  به د  ی ک اس ی وسنتز رزمارن ی ر ب ی مس   یدی ژن کل 

اعضا   یتوشیمیایی ف  برجسته در سطح    یره ت   ی شناخته شده و 

پرسش محوری این پژوهش، تعیین    هستند، انجام شد.   یان نعنائ 

مبتنی بر توالی  (  Lamiaceae)  الگوی فیلوژنتیکی تیره نعنائیان 

)به ژن  رزمارینیک  اسید  سنتز  مسئول  کلیدی  عنوان  های 

با   آن  انطباق  میزان  ارزیابی  و  شاخص(  ثانویه  متابولیت 

علاوه، این مطالعه به .  بندی تاکسونومیک کلاسیک است طبقه 
با که  است  آن  پی  ژن  شناسایی   در  و    RASهای  توالی 

HPPR  گونه مرزنجوش  در  و  وحشی  مرزنجوش  های 

بستانی، برای اولین بار جایگاه این گیاهان بومی ایران را در  

روابط فیلوژنتیکی بین اعضای تیره نعنائیان تعیین کند و به  
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این گونه طور  به   های مذکور پرسش  پاسخ  خاص در مورد  ها 

  ی ها ژن   ی که توال   یی ها منظور اطلاعات گونه   ن ی ا   ی برا گوید.  

در    ، شده است و گزارش    یی شناسا ها  آن   در قبلًا  مورد مطالعه  
  ی آغازگرها جستجو شد و    GenBankالمللی  بین   ی ها بانک داده 

توال   ی اختصاص  اساس  شده   ی بر  حفاظت  دارا   تر مناطق    ی و 

ره  ی اهان ت ی ها در گ ن ژن ی در ا   DNAدر سطح    یشتر ب   ی همولوژ 

طراح ی نعنائ  توال   ی ان  شد.  ساخته  گونه  ژن   ی و  دو  در  ها 
بستا  وحش   ی ن مرزنجوش  مرزنجوش  وابط  ر و    ن یی تع   ی و 

مختلف جنس مرزنجوش بر    ی ها گونه   ی بند و گروه   ی ک ی لوژنت ی ف 

توال  بررس   یی شناسا   ی ها ژن   ی اساس  نتا شد   ی شده    ن ی ا   ج ی . 

  ، یی دارو   اهان ی گ   د ی تول   د ی اصلاح و تول   نه ی در زم   تواند ی م   ق ی تحق 

های  سایر زمینه   و   ی شناس ست ی ز   ، ی داروساز   ، ی صنعت پزشک 

افز مرتبط   تول   ی ور بهره   ش ی ا کاربرد داشته و در  و    د ی اصلاح، 
   . مرزنجوش قابل استفاده باشد   ی فرآور 

 ها روشمواد و 
مواد گیاهی مورد استفاده در این مطالعه شامل    :یاهیگ  مواد

( و گونه  O. vulgareبذر دو زیرگونه از مرزنجوش وحشی )

( بستانی  مؤسسه  O. majoranaمرزنجوش  از  که  بود   )

  ی برا (.  1ها و مراتع ایران تهیه شد )جدول  تحقیقات جنگل

  شامل   یمولکول  یهاشیآزما  تمام  ج،ی نتا  شتریب  نانیاطم

با    ی ابییتوال  و  مرازیپل  یا رهیزنج  واکنش  ،DNAاستخراج  

  انجام شد. یستیتکرار ز دواستفاده از 

: بذرها ابتدا با    مراز ی پل   ی ا ره ی و و اکنش زنج   DNA  استخراج 

و  مدت  به درصد    70اتانول   دقیقه  محلول    سپس یک  با 

سدیم   ضدعفونی  مدت  به درصد    2/ 5هیپوکلریت  دقیقه  سه 

ثانیه با آب مقطر    90مدت  به و سپس سه مرتبه و هر بار    ند شد 

ش  داده  شستشو  به    د. دن استریل  شده  ضدعفونی  بذرهای 

منتقل    MS ½لیتر محیط کشت  میلی   30های کشت حاوی  شیشه 

کاهنده  ند شد  عوامل  سایر  و  فنولی  مواد  اثر  حذف  برای   .

در ترکیب    ( m/vزنی، از ذغال فعال به میزان یک درصد ) جوانه 

ها به مرحله هشت  محیط کشت استفاده شد. هنگامی که گیاهچه 

برداشت  ها  آن   برگی رسیدند از محیط کشت خارج، بافت سبز 

. استخراج  ند گرد منتقل شد درجه سانتی   - 20و به فریزر با دمای  

DNA    ژنومی به روشCTAB   (Doyle and Doyle, 1987  با )

اندک   میزان  تغییرات  به  بتامرکاپتواتانول  افزودن    0/ 3شامل 

جهت حذف    PVP   (Polyvinylpyrrolidone )و  (  m/vدرصد ) 

در ترکیب بافر    ( m/vهای فنولی به میزان دو درصد ) ناخالصی 

مولار به    3و نیز افزودن محلول استات سدیم    DNAاستخراج  

حجم محلول همراه با ایزوپروپانول در مرحله برابر    0/ 1میزان  

با دو   DNAانجام شد. ارزیابی کمیت و کیفیت    رسوب دهی 

 0/ 8روش اسپکتروفتومتری و الکتروفورز بر روی ژل آگاروز  

 درصد انجام شد.

  RASاختصاصی دو ژن    یو ساخت آغازگرها   یجهت طراح

در  دو ژن    نیشده از ا  ییهای شناساتوالی، ابتدا  HPPRو  

تیره  گونه مختلف  اطلاعات  از  Lamiaceaeهای    یبانک 

GenBank  جه،ینت  در. (2)جدول  ندشد دریافت جستجو و  

از نوع    ی توال   16و    RASژن    یبرا  mRNAاز نوع    یتوال  10

mRNA   ژن    ی براHPPR    ی و برا   یی شناسا   ان ی نعنائ   ره ی ت در  

ا   ی ک ی لوژنت ی ف   ی ها ی بررس  شد   ن ی در  استفاده    ند مطالعه 

درختریشه منظور  به (.  2)جدول   کردن  های  دار 

در    ی روابط تکامل   ح ی استنباط صح فیلوژنتیکی و کمک به  

 Ehretia asperula  در دو گونه   RASژن    ی توال   ره، ی سطح ت 

Zoll. & Moritzi  ت به  و   Boraginaceae  رهیمتعلق 

Phacelia campanularia A. Gray    به   ره یتمتعلق 

Hydrophyllaceae    ره یت  یاعضا  با  تبارسطح    درکه هر دو  

  ی ها گونهعنوان  به،  (Lamiids)  هستند  مشترک   انینعنائ

ف  میترس  درخارج گروه   . ندشد  استفاده   یکیلوژنتی درخت 

بودند که    انینعنائ  رهیت  شاوندانیخو   نیکترینزد  یدو توال  نیا

بود.    ی دسترس قابل    GenBankدر  ها  آن  در  RASژن    یتوال

ژن    در  گونه    از   ز ی ن   HPPRمورد   Henckelia pumilaدو 

(D.Don) A.Dietr   ت   متعلق  Oleaو    Gesneriaceae  ره ی به 

europaea L.    ره ی ت متعلق به  Oleaceae   سطح رده    در دو    هر   که

عنوان  به ،  ( Lamiales)   مشترک هستند   ان ی نعنائ   ره ی ت   ی عضا با ا 

 . ( 2)جدول    ند استفاده شد   گروه برون 

های شناسایی  در مرحله بعد، با همردیف کردن مجموعه توالی 

 ( توافق  مورد  توالی  یک  ژن،  هر  برای   Consensusشده 

sequence  ) ها در اعضای تیره نعنائیان  برآیند این توالی عنوان  به

الگو برای  عنوان  به ساخته شد و    BioEditبا استفاده از برنامه  

گرفت.   قرار  استفاده  مورد  اختصاصی  آغازگرهای    با طراحی 

  RAS  ی ها گزارش شده از ژن   ی ها ی توجه به اندازه بزرگ توال 

منظور  به باز بود،  جفت   1000که هر دو بزرگتر از    HPPRو  

 و نیز    مرازیپل  یارهیژن در واکنش زنج  ریتکث  ییکارآ  شیافزا



 1405/  1شماره  / 13 جلد / های ژنتیک گیاهی پژوهش

119 

های  تری از ژنبزرگ  تا حد امکاندستیابی به توالی ناحیه  

بررسی،   در    طولمورد  توافق  مورد  دو   هرتوالی  به  ژن 

هر ژن  یبرا نیشد. بنابرا  میقسمت کوچکتر همپوشان تقس

اختصاص آغازگر  هم    یطراح  ی دو جفت  کنار  در  که  شد 

دو قطعه همپوشان صورت  به از ژن هدف را    یبزرگتر   هیناح

اندازه قطعه مورد توافق در ژن  (.  2)شکل    کردندیم  ریتکث

RAS   بود از روی آن، دو باز  جفت   1282ای با طول  قطعه

همپوشان   کوتاه  اندازه  ترتیب  بهقطعه    676و    771به 

 زین   HPPRژن  یراموردتوافق ب  یتوالطراحی شد.  باز  جفت 

به  باز  جفت   944  طولبه    یاقطعه  که  کوتاه    دوبود  قطعه 

  اندازه .  شد  میتقسباز  جفت   479و    616همپوشان به اندازه  

ب  هیناح هر    نیهمپوشان  در  قطعه    150حدود    ژندو  دو 

شباز  جفت  گرفته  نظر  اددر  به  تع  ب،یترت  نی .  از    ن ییپس 

همپوشان،   هیناح  به  توجهبا  ها  آن  قیتلفدو قطعه و    یتوال

 دست آورد.از ژن هدف را به  یبزرگتر   هیناح  یتوال  توانیم

با   مطالعه  مورد  ژن  دو  برای  اختصاصی  آغازگرهای 

ارائه شده در سایت    Primer-BLASTاستفاده از برنامه  

 ( بیوتکنولوژی  اطلاعات  ملی  و  NCBIمرکز  طراحی   )

زیست  شرکت  ایران(  توسط  )تهران،  پیشگام  فناوری 

 (.  3ساخته شد )جدول  

 

 های مرزنجوش مورد بررسی در این مطالعه گونهها و زیر گونه -1 جدول
Table 1. Origanum species and subspecies assessed in this study 

 ردیف
No. 

 گونه / زیرگونه
Species / Subspecies 

 شناسه اختصاری
Abbreviation 

 آوری )منطقه/ استان( محل جمع 
Collection site (county / province) 

1 Origanum vulgare subsp. viridulum O.v.Sil 
 غربیسیلوانه/ آذربایجان 

Silvaneh / West Azerbaijan 

2 Origanum vulgare subsp. vulgare  O.v.Esf  اصفهان/ اصفهان 
Isfahan / Isfahan 

3 Origanum majorana L. O.m.Pas  پاسارگاد/ فارس 
Pasargad / Fars 

 

 

 HPPRو  RASدو ژن  ی بر اساس توال یانتیره نعنائ فیلوژنتیکیروابط  یمورد استفاده در برررس هایگونهفهرست  -2جدول 
Table 2. List of species used in the study of phylogenetic relationships of the Lamiaceae family based on the 

sequences of the RAS and HPPR genes 

 ردیف
No. 

 نام گونه
Species name 

 GenBankشناسه دسترسی  
GenBank accession number 

 RAS ژن
RAS gene 

 HPPR ژن
HPPR gene 

1 Lavandula angustifolia Miller JF343521.1 ----- 
2 Coleus scutellarioides (L.) Benth. OQ032559.1 ----- 
3 Ocimum tenuiflorum L. MN542659.1 ----- 
4 Satureja khuzistanica Jamzad KY682077.1 MG515244.1 
5 Prunella vulgaris L. KM053280.1 KM053279.1 
6 Perilla frutescens L. KC355369.1 HM587131.1 
7 Salvia yangii B.T. Drew MW854245.1 MN248743.1 
8 Salvia abrotanoides (Kar.) Sytsma MW854244.1 MN248742.1 
9 Salvia miltiorrhiza Bunge. KF220573.1 KF220566.1 

10 Agastache rugosa (Fisch. and C.A.Mey.) Kuntze MT268328.1 MT268327.1 
11 Salvia officinalis L. ----- JX566894.1 
12 Melissa officinalis L. ----- MW118284.1 
13 Mentha aquatica L. ----- MG893900.1 
14 Mentha spicata L. . ----- MG893898.1 
15 Mentha longifolia (L.) Huds. ----- MG869898.1 
16 Mentha x piperita L. ----- MG893899.1 
17 Ocimum basilicum L. ----- KJ004761.1 
18 Solenostemon scutellarioides (L.) Benth. ----- AJ507733.2 
19  Scutellaria baicalensis Georgi ----- KC834747.1 
20 Phacelia campanularia A. Gray* MH878833.1 ----- 
21 Ehretia asperula Zoll. & Moritzi* PX688503.1 ----- 
22 Henckelia pumila (D.Don) A.Dietr** ----- XM073272835 
23 Olea europaea L.** ----- XM022992761 
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 بر اساس توالی مورد توافق این دو ژن در گیاهان تیره نعنائیان   HPPRو    RASمشخصات آغازگرهای طراحی شده برای دو ژن    - 3جدول  
Table 3. Specifications of primers designed for RAS and HPPR genes based on the consensus sequence of these 

two genes in Lamiaceae plants 

 نام ژن
Gene name 

 شماره قطعه 
Fragment No. 

 توالی آغازگر رفت 
Forward primer sequence 

(5`-3`) 

 توالی آغازگر برگشت 
Reverse primer 

(5`-3`) 

 (C°) اتصال یدما
Annealing 

temperature (°C) 
RAS 1 AGAATCGACGATGGTGAGGC GGTCGCGAGTGAGCTTGAA 56 

2 CCCTCCACTTCATCAACACG AAGCGCTCCATATGCTGCTT 54 

HPPR 1 GAGGCGATCGGTGTTCTGAT TGGAGTCAGGGCACATGCTA 57 

2 GGCAGAATCGGGTTAGCAGT CCACAGGAGTTAACAGAGGCTT 58 

 

 
دو قطعه همپوشان که با دو جفت آغازگر  صورت  به   HPPRو    RASالگوی مورد استفاده برای طراحی آغازگر در دو ژن    - 2شکل  

ترتیب  به   R1و    F1  . آورد   دست به را  از ژن هدف    ی بزرگ   ه ی ناح   ی توال توان  می ،  توالی دو قطعه   ق ی تلف شوند. با  اختصاصی تکثیر می 

 نشانگر آغازگرهای رفت و برگشت برای قطعه دوم است. ترتیب  به   R2و    F2نشانگر آغازگرهای رفت و برگشت برای قطعه اول و  
Figure 2. The template used for primer design in the RAS and HPPR genes as two overlapping fragments that are 

amplified with two primer pairs. By combining the sequences of the two fragments, the sequence of a large 

region of the target gene may be obtained. F1 and R1 indicate the forward and reverse primers for the first 

fragment, and F2 and R2 indicate the forward and reverse primers for the second fragment, respectively. 
 

 

قطعات   تکثیر  زنجیره DNAبرای  واکنش  مطالعه  این  در  ای  ، 

 ( حجم  PCRپلیمراز  در  محلول    15(  شامل  میکرولیتر 

میکرولیتر،    7به مقدار  ، دانمارک(  Amplicon)   5×مسترمیکس  

به مقدار   پیکومولار( هر کدام   10آغازگرهای رفت و برگشت ) 

نانوگرم در میکرولیتر(    50ژنومی )با غلظت    DNAمیکرولیتر،    1

میکرولیتر برای    4یونیزه به مقدار  میکرولیتر و آب دی   2به مقدار  

دستگاه   در  نمونه    C1000مدل    BioRadسایکلر    ترمال هر 

 (BioRad چرخه شد.  انجام  آمریکا(  شامل  ،  حرارتی  های 

دمای  واسرشت  در  اولیه  سانتی   94سازی  مدت  به گراد  درجه 

ای  مرحله تکرار از چرخه تکثیر سه   35چهار دقیقه و به دنبال آن،  

  1مدت به گراد  درجه سانتی  94سازی در دمای  شامل واسرشت 

گراد )بسته  درجه سانتی   58تا    54دقیقه، اتصال آغازگر در دمای  

درجه    72ثانیه و گسترش رشته در دمای    30مدت  به به آغازگر(  

دقیقه و در نهایت گسترش نهایی در دمای    1مدت  به گراد  سانتی 

سانتی   72 بود.    4مدت  به گراد  درجه    PCRمحصولات  دقیقه 

درصد حاوی رنگ اختصاصی نوکلئیک    1/ 5روی ژل آگاروز  

  80، کره جنوبی( بارگذاری و با ولتاژ  iNtRON)   RedSafeاسید  

 .  ند دقیقه الکتروفورز شد   75مدت  به 

پس از آشکارسازی و    : ها داده   ل ی تحل   و   ه ی تجز   و   ی اب ی ی توال 

جهت    PCRآمده، محصولات  دست  به تأیید ماهیت نوارهای  

شرکت  توالی  به  ا   شگام ی پ   ی فناور ست ی ز یابی    ( ران ی )تهران، 

شد.   تکرارپذ   نان ی اطم   ت ی قابل   ی بررس منظور  به ارسال    ی ر ی و 

مطالعه در هر دو جهت    ن ی تمام قطعات در ا   ی اب ی ی توال   ج، ی نتا 

مونتاژ  یابی،  با دریافت نتایج توالی   رفت و برگشت انجام شد. 

مناطق   توالی  به  توجه  با  ژن  هر  به  مربوط  دوگانه  قطعات 

با   همپوشان که در مرحله طراحی آغازگرها لحاظ شده بود، 

  ی پس از مونتاژ توال صورت گرفت.    BioEditافزار  استفاده از نرم 

نواح  از دو سر  ر ی غ   ی قطعات همپوشان و حذف  اعتماد  قابل 

  HPPR  و   RASدو ژن    ی شده برا   یی شناسا   ی توال   ، یی قطعه نها 

  گاه ی ثبت به پا   ی برا دست آمد و  به تاکسون مورد مطالعه    سه در  

  شش   یی ارائه و ثبت نها   GenBank  ی د ی نوکلئوت   ی توال   ی ها داده 

های  بر روی توالی   BLASTnبرنامه  (.  4)جدول    شد   انجام   ی توال 

هایی که قبلًا از این  شناسایی شده در این مطالعه همراه با توالی 

ثبت شده بود، اجرا شد.    GenBankهای  دو ژن در بانک داده 
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ها بر اساس  در نهایت جهت بررسی روابط فیلوژنتیکی بین گونه 

های قابل دسترس از  ، کلیه توالی HPPRو    RASتوالی دو ژن  

های مختلف تیره نعنائیان در بانک داده  این دو ژن که در گونه 

GenBank    های مربوط  (، همراه با توالی 2ثبت شده بود )جدول

(،  4که در این مطالعه شناسایی شد )جدول    .Origanum sppبه  

الگوریتم   از  استفاده  با محاسبه    Maximum Likelihoodبا  و 

به روش     MEGAافزار  نرم در    Tamura-Neiفواصل تکاملی 

گرفت.  (  11)نسخه   قرار  تحلیل  و  تجزیه  اعتبارسنجی  مورد 

  Bootstrapدرخت فیلوژنتیکی ترسیم شده با استفاده از آزمون  

 تکرار انجام شد.    1000با  

 و بحث   نتایج 

توال   یی شناسا  توافق    مورد قطعه    اندازه   : RASژن    ی اب ی ی و 

  ی ا قطعه   RASژن    در   ان ی نعنائ   ره ی ت   ی ها ی توال   ی ف ی از همرد   حاصل 

طول   به   بود باز  جفت   1282با  همپوشان    که  کوتاه  قطعه  دو 

 . در دو گیاه  شد تقسیم  باز  جفت   676و    771اندازه    به کوچکتر  

O.v.Esf   و O.m.Pas   این دو قطعه در واکنشPCR    تکثیر شده

دست آمد،  و نوار حاصل از هر دو قطعه با اندازه مورد انتظار به 

تنها آغازگرهای طراحی شده برای قطعه    O.v.Sil ولی در گیاه  

دوم منجر به تکثیر و تولید نوار شد، در حالی که برای قطعه  

 (.  3اول این ژن تکثیری مشاهده نشد )شکل  

غیرقابل    نواحی پس از مونتاژ توالی قطعات همپوشان و حذف  

در دو تاکسون    RASاعتماد از دو سر قطعه نهایی، توالی ژن  

O.v.Esf   و   O.m.Pas    باز  جفت   1319و    1322با طول  ترتیب  به

تنها آغازگرهای    O.v.Silکه در گیاه  آمد. با توجه به این دست  به 

طراحی شده در قطعه دوم منجر به تولید نوار شد، اندازه این  

از ژن   توافق باز  جفت  775قطعه  مورد  توالی  اندازه  بود. 

 1282در گیاهان تیره نعنائیان    RASشناسایی شده برای ژن  

گیاهان باز  جفت در  ژن  اندازه  با  نزدیکی  انطباق  که  بود 

به  توالی  دو  این  داشت.  بررسی  این مورد  در  آمده  دست 

همردیف شدند تا میزان   BLASTnمرحله از طریق برنامه 

در دو گونه اصلی جنس   RASشباهت بین توالی کامل ژن  

Origanum   این توالی  نتایج نشان داد که  مشخص شود. 

به  همسانی  درصد  اساس شاخص  بر  گونه  دو  در  قطعه 

 (.5درصد مشابه است )جدول    97میزان بیش از  

توال  ییشناسا ژن  :HPPRژن    ی ابی یو  مورد    HPPRدر 

های تیره  اندازه توالی مورد توافق حاصل از همردیفی توالی 

بود. از این توالی  باز  جفت   944ای به اندازه  نعنائیان قطعه

  479و  616به اندازه ترتیب بهنیز دو قطعه کوتاه همپوشان 

ناحیهباز  جفت  که در    150ای به طول حدود  طراحی شد 

همپوشانی داشتند. این دو سری آغازگر در هر سه  باز  جفت 

با موفقیت به ژنوم میزبان متصل شده و    آزمایش گیاه مورد  

گردید نوار  تولید  و  تکثیر  به  تقریباً   ؛منجر  توالی  بنابراین 

ژن   از  قابل    HPPRکاملی  بررسی  مورد  گیاه  سه  هر  در 

 . (4)شکل  یابی بود شناسایی و توالی
 

 .Origanum sppهای جنس در گونه HPPRو  RASدو ژن برای  های شناسایی شده توالی اطلاعات مربوط به ثبت  -4جدول 

 GenBankدر پایگاه داده 

Table 4. Information related to the registration of sequences identified for the RAS and HPPR genes in Origanum 

spp. species in the GenBank database 

 ردیف
No. 

 نام گونه
Species name 

 GenBankشناسه دسترسی  

GenBank accession number 
 RAS ژن

RAS gene 
 HPPR ژن

HPPR gene 
1 Origanum vulgare subsp. viridulum PX610330.1 PX641990.1 
2 Origanum vulgare subsp. vulgare PX610329.1 PX641989.1 
3 Origanum majorana PX610328.1 PX641988.1 

 
 O. majoranaو    O. vulgare  ی ها گونه   در   RASژن    از   شده   یی شناسا   قطعات   به   مربوط   BLASTn  ی ها و شاخص   ی اطلاعات ساختار   - 5جدول  

Table 5. Structure information and BLASTn indices related to identified fragments of the RAS gene in O. 
vulgare and O. majorana species 

 نام 

 ژن
Gene name 

 گونه / 

 زیرگونه
Species / Subspecies 

 اندازه قطعه 

 تکثیرشونده 
Amplicon size (bp) 

 BLASTnنتایج 
BLASTn results 

 درصد پوشش 
Query cover (%) 

 درصد شباهت 
Percent identity (%) 

RAS O. vulgare subsp. vulgare 1322 91 97.20 O. majorana 1319 
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. ستون اول از سمت  .Origanum sppهای مختلف جنس در گونه RASتصویر ژل الکتروفورز مربوط به تکثیر ژن  -3شکل 

 .باشدمیباز( جفت  100) لدر دهنده نشانگر اندازه چپ نشان
Figure 3. Electrophoresis gel image of RAS amplification in different Origanum spp. species. The first column 

from the left indicates the size marker (100 bp ladder). 

 

 
. ستون اول از سمت  .Origanum sppهای مختلف جنس در گونه HPPRتصویر ژل الکتروفورز مربوط به تکثیر ژن  -4شکل 

 . باشدباز( میجفت  100دهنده نشانگر اندازه )لدر چپ نشان
Figure 4. Electrophoresis gel image of HPPR amplification in different Origanum spp. species. The first column 

from the left indicates the size marker (100 bp ladder). 

 

توالی  انجام  از  قطعات  پس  مونتاژ  با  نتایج،  دریافت  و  یابی 

قطعه   سر  دو  از  اعتماد  غیرقابل  نواحی  و حذف  همپوشان 

ژن   توالی  گیاه    HPPRنهایی،  سه  و    O.v.Esf  ،O.v.Silدر 

O.m.Pas   باز  جفت   2203و    2222،  2217با طول  ترتیب  به

آمد )جدول  به  توالی ژن  5دست  برای  انتظار  مورد  اندازه   .)

HPPR    که با توجه به توالی مورد توافق این ژن از اعضای

نعنائیان   با  دست  به تیره  برابر  بود،  بود.  باز  جفت   944آمده 

آمده در هر سه گیاه  دست  به نتایج نشان داد که توالی  بنابراین،  

تفاوتی حدود   آزمایش  مورد  باز  جفت   1800مورد  اندازه  با 

 (.  6انتظار داشت )جدول  

آمده نشان داد که این  دست  به از طرفی، همردیفی سه توالی  

ناحیه اضافی در هر سه گیاه توالی مشابهی دارد و توالی متناظر  

گونه  سایر  در  نیز  این شواهد  آن  ندارد.  نعنائیان وجود  های 

نشان داد که احتمالًا این قطعه بزرگ، یک توالی اینترونی است  

ویرایش   جریان  در  ژن    RNAکه  شده  رونویسی  توالی  از 

HPPR   شود. برای پی بردن به ماهیت قطعی این  حذف می

با توالی    HPPRآمده برای ژن  دست  به ناحیه اضافه، سه توالی  

 Salvia miltiorrhizaگلی قرمز ) کامل این ژن در گیاه مریم 
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Bunge  که تنها رکورد ثبت شده از توالی کامل ژن )HPPR 

های این  شامل نواحی رمزکننده، نواحی تنظیمی و اینترون

: GenBank)کد دسترسی در    بود  GenBankژن در پایگاه  

EF458148.1)  همردیف شد. نتایج همردیفی نشان داد که ،

در هر چهار توالی با شباهت    HPPRنواحی رمزکننده ژن  

شوند، در حالی که توالی ناحیه  بالایی با هم همردیف می

با ناحیه اینترون    Origanumاضافه شناسایی شده در گیاهان  

بود متفاوت  کاملاً  قرمز  گلی  مریم  گیاه  .  (5)شکل    در 

توالیعلاوه این،  حفاظت بر  اینترون  های  های  شده 

انتهای    GTیوکاریوتی شامل   انتهای    AGو    3`در   5`در 

این مطالعه دقیقاً در    آمدهدست  به  یدر هر سه توالاینترون  

شواهد   نیا  مجموعهدر موقعیت مورد انتظار مشاهده شد.  

اضافه  نیا  که  دهدیم  نشان   ک ی  زیاد  احتمال  به  ،مناطق 

ژن    نترونیا در  گونه  HPPRبزرگ  در  که   یهاهستند 

از نظر توالی و    ییبا شباهت بالا  Origanumمختلف جنس  

دارند. موقعیت،   که    BLASTnنتایج    وجود  داد  نشان 

در دو    HPPRو    RASهای  ژن ناحیه رمز کننده از  توالی  

و   بررسی  مورد  رکوردهای  سایر  با  بررسی  مورد  گونه 

داده  بانک  در  شده  بسیار    GenBankهای  ثبت  شباهت 

از   بالاتر  همردیفی  )امتیاز  همچنین  200بالایی  دارد.   )

در دو گونه   HPPRداد که توالی ناحیه اینترون ژن   نشان 

O. vulgare    وO. majorana     ناحیه با  اما  شبیه،  بسیار 

 (. 5کاملاً متفاوت است )شکل  Salviaاینترونی در جنس 

  درخت  در  : RASژن   ی بر اساس توال   ی ک ی لوژنت ی ف   روابط 

برا   م ی ترس   ی ک ی لوژنت ی ف  گ   RASژن    ی شده    ره ی ت   اهان ی در 

و   E. Asperula  شامل   گروه خارج    گونه دو    ابتدا   ان ی نعنائ 

P. campanularia  گونه شدند    انینعنائ  رهیت  یهااز  جدا 

 کی  قالب   در  Prunella vulgarisگونه    سپس  (.6)شکل  

این گیاه از نظر توالی    ها جدا شد.گونه  ریسا  ازشاخه مجزا  

گونه   RASژن   سایر  با  زیادی  نعنائیان  فاصله  تیره  های 

نشان داد و دورترین گونه از نظر توالی این ژن نسبت  

گونه  سایر  سایر  به  شامل  بعدی  اصلی  شاخه  بود.  ها 

گونه جنس  و  شاخه،  ها  این  در  بود.  نعنائیان  های 

ای مجزا در  در زیرشاخه   Origanumهای مختلف  گونه 

شباهت    Origanumبندی شدند. در جنس  کنار هم طبقه 

  O. vulgare subsp. vulgareو    O. majorana  بیشتری بین 

از نزدیکی  فاصله  به  بعدی  مرتبه  در  ها آن  مشاهده شد و 

گرفت.  O. vulgare subsp. viridulumگونه   طور  به  قرار 

های یک جنس  کلی در این درخت، شباهت بالا بین گونه

می گروهرا  الگوی  مشاهده  با  جنس توان  دو  در  بندی 

Origanum spp.    وSalvia spp. L.   مشاهده کرد. در این دو

گونه  تعداد  که  از جنس  بررسی  مورد  از ها  آن   های  بیش 

نزدیکی  در  زیرشاخه  بوده است، همه در یک  گونه  یک 

معنی  فاصله  با  و  گونه هم  سایر  از  خویشاوند داری  های 

قرار گرفتند و یک زیرشاخه مختص به جنس را تشکیل 

اند که دادند. در مطالعات گذشته نیز محققان گزارش کرده 

در مقایسه   Origanumهای جنس  فواصل ژنتیکی بین گونه 

گونه  بین  فواصل  جنس با  سایر  نعنائیان های  تیره  در   ها 

داری کمتر است و در نتیجه، ابهامات بیشتری معنی طور به 

های این جنس نیز در مرزبندی دقیق تاکسونومیکی گونه 

 Mansour et al., 2020; Antaloudaki etکند ) بروز می 

al., 2022 .)   

 
 Origanumهای مورد مطالعه در جنس در تاکسون HPPRاطلاعات ساختاری قطعات شناسایی شده ژن  -6جدول 

Table 6. Information on structure of the identified fragments of HPPR gene in assessed Origanum taxa 

 نام ژن
Gene name 

 گونه/زیرگونه 
Species /Subspecies 

  اندازه قطعه تکثیرشونده
 )جفت باز( 

Amplicon size (bp) 

انتظار و اندازه   مورداندازه   اختلاف
 باز(   جفتشده ) ریتکث قطعه  یواقع

Difference between actual and 
expected size of the amplicon (bp) 

HPPR 
O. vulgare subsp. vulgare 2217 1806 

O. majorana 2203 1820 
O. vulgare subsp. viridulum 2222 1314 
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های شناخته شده از این  با توالی Salvia miltiorrhiza Bungeدر گیاه  HPPRشمای گرافیکی از همردیفی توالی ژن  -5شکل 

و  Intron ،CDSاجرا شده است. در قسمت پایین شکل،   BLASTnکه با استفاده از الگوریتم   .Origanum sppژن در 

Regulatory دهنده ناحیه اینترونی، ناحیه رمزکننده و نواحی تنظیمی ژن است. نشانترتیب به 
Figure 5. Graphic summary of the alignment of the HPPR gene sequence in Salvia miltiorrhiza Bunge against 

sequences known in Origanum spp. performed using the BLASTn algorithm. In the lower part of the figure, Intron, 

CDS, and Regulatory represent the intronic region, coding region, and regulatory regions of the gene, respectively. 

 

که    شد تر به این درخت فیلوژنتیک، مشخص  با نگاه دقیق 

های بومی ایران در یک زیرشاخه در نزدیکی هم قرار گونه 

گونه   اند.گرفته  بین  مرزه در  گیاه  بررسی،  مورد  های 

ترین ( شبیه Satureja khuzistanica Jamzadخوزستانی ) 

ژن   تکاملی  روند  نظر  از  گونه   RASگونه  جنس به  های 

Origanum   های مورد بررسی بود. با توجه به اینکه گونه

های  و نیز مرزه خوزستانی از گونه   Origanumاز جنس  

 ی ک ی لوژنت ی ف شباهت    ن ی ا   لی دلا   ز ا  ی ک بومی ایران هستند، ی 

 یها شگاه ی رو   ن ی ب   ک ی نزد   یی ا ی جغراف   فاصله   توان ی م   را 

 یژن   ان ی وقوع جر   ی برا   شتر ی ها و احتمال ب گونه   ن یا   ی ع ی طب 

ب  تاکسون   جه ی نت   ن یا .  دانستها  آن   ن ی در  مورد   یها در 

گزارش    ز ی ن   ونان ی کشور    یبوم   Origanumمتعدد از جنس  

نزد  و  به   ی ها گونه   ن ی ب  شتر ی ب   ی کی ژنت   ی کی شده  متعلق 

جر   ک، ی نزد   ی ها شگاه ی رو  وقوع  ب   ان ی به  در   نی ا   ن ی ژن 

 ,.Antaloudaki et al) نسبت داده شده است    ها تی جمع 

بوم  در .  ( 2022 مرزنجوش    با   محققان  ز ی ن   رانی ا   ی مورد 

و ارتباط آن با   مختلف های  جمعیت  ی ک ی ژنت   تنوع مطالعه  

نزدیک  ژنتیکی  فواصل  آنها،  جغرافیایی  توزیع  تر الگوی 

گونه  بین بین  ژنتیکی  جریان  وقوع  به  را  و ها  آن   ها 

دادند  نسبت  تکاملی  مسیر  طی  در  بیشتر  اشتراکات 

 (Tarkesh Esfahani et al., 2025 .)   ی ا ی ن وجود    ن،ی بنابرا 

 روند  دراشتراک    و   ش ی رو   محل   یی ا ی پهنه جغراف   در مشترک  

  ی برا   ی احتمال   ل ی دلا   گر ید   از   توان ی م را    ی تکامل   ند ی فرا 

 آماره دانست.    ی بوم   ی ها تاکسون   نی بالا ب   ی ک ی ژنت   شباهت

اعتبار و   زان ی م   یی با دقت بالا   Bootstrap  آزمون از    حاصل 

درخت    ن ی در ا   ی بوم   ی ها شاخه حامل گونه   نان ی اطم   تی قابل 

 (.6)شکل    کرد   د ییأ را ت 

توال   ی ک ی لوژنتیف  روابط  اساس  توالی   : HPPR  ژن   ی بر 

شامل   .Origanum sppدر    HPPRشناسایی شده برای ژن  

باز( بود که جفت  1300یک ناحیه اینترونی بزرگ )حدود  

آن  توالی  و  شد  مشاهده  بررسی  مورد  گونه  سه  هر  در 

شباهت بالایی بین سه گونه نشان داد. از آنجا که با حذف  

های مورد بررسی تنظیمی از توالی ژن  نواحی ها و  اینترون 

می  فیلوژنتیکی  روابط  اساس در  بر  را  روابط  این  توان 

( و با اعتبار بیشتری مورد  CDSنواحی رمزکننده پروتئین ) 

مطالعه قرار داد، در این مطالعه نیز روابط فیلوژنتیکی بر 

بررسی شد. بدین   HPPRاساس توالی ناحیه رمزکننده ژن  

منظور، توالی نواحی اینترونی و تنظیمی از همه رکوردهای 

در   توالی  GeneBankشناسایی شده  نیز  به و  متعلق  های 

Origanum spp.    مطالعه این  در  آمد، حذف دست  بهکه 

ها نگه داشته گردید و تنها نواحی رمزکننده در همه توالی 

 (. 7شد )شکل  
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  ژن   ی توال اساس    بر   MEGA11افزار  در نرم   Maximum likelihoodترسیم شده با استفاده از روش    ک ی لوژنت ی ف   درخت   - 6شکل  

Rosmarinic acid synthase (RAS)   های مختلف تیره نعنائیان که جایگاه  در تاکسونOriganum spp.    در آن مشخص شده است. اعداد
 باشد. ها می برای بررسی اعتبار گره   Bootstrapدهنده آماره آزمون  ها نشان روی گره 

Figure 6. Phylogenetic tree drawn using the Maximum likelihood method in MEGA11 software based on Rosmarinic 
acid synthase (RAS) gene sequences in different taxa of the lamiaceae family, with the position of Origanum spp. 

highlighted. The numbers on the nodes indicate the Bootstrap test statistics to check the validity of the nodes. 

 

 
نواحی    ی توال اساس    بر   MEGA11افزار  در نرم   Maximum likelihoodترسیم شده با استفاده از روش    ک ی لوژنت ی ف   درخت   - 7شکل  

در آن    .Origanum sppهای مختلف تیره نعنائیان که جایگاه  در تاکسون   Hydroxyphenylpyruvate reductase (HPPR)  ژن   رمزکننده 

 باشد. ها می برای بررسی اعتبار گره   Bootstrapدهنده آماره آزمون  ها نشان مشخص شده است. اعداد روی گره 
Figure 7. Phylogenetic tree drawn using the Maximum lilelihood method in MEGA11 software based on the 

sequences of the coding regions of Hydroxyphenylpyruvate reductase (HPPR)  gene in different taxa of the lamiaceae 

family, with the position of Origanum spp. highlighted. The numbers on the nodes indicate the Bootstrap test statistics 

to check the validity of the nodes. 
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گروه شامل   ابتدا   حاصل، درخت    در  گونه خارج   دو 

H. pumila    وO. europaea   گونه ت  ی ها از  به   رهی متعلق 

نتا   ان ینعنائ  اعتبار  و  شدند  در دست  به   ج یجدا  آمده 

 دی رس   د یی به تأ   رهی در سطح ت  ی کی لوژنت یروابط ف   یآشکارساز 

درخت،    (. 7)شکل   این  یک   Origanumهای  گونه در  در 

های جنس زیرشاخه مجزا همراه با زیرشاخه متعلق به گونه 

Mentha   در یک شاخه قرار گرفتند. گونه مرزه خوزستانی

 (S. khuzestanica که یک گونه بومی ایران به شمار می ) آید

در   Menthaهای  در اینجا نیز در همین شاخه و در کنار گونه 

قرار گرفت.   .Origanum sppترین فاصله به زیرشاخه  نزدیک 

دهد که گیاهان مرزنجوش و نعناء از نظر این نتایج نشان می 

نواحی رمزکننده ژن   ترین شبیه   HPPRتغییرات تکاملی در 

، Origanumها در تیره نعنائیان هستند. در زیرشاخه  تاکسون 

گونه   نیز دو  این حالت   O. vulgareو    O. majoranaدر 

subsp. vulgare    در و  دادند  نشان  هم  به  بیشتری  شباهت 

  Origanum vulgare subsp. viridulumها  آن   فاصله کمی از 

دهد که روابط تکاملی بر اساس  قرار گرفت. این نتیجه نشان می 

ها در گیاهان بخصوص در سطح درون جنسی  ژن توالی تک 

شاخص می  با  مرسوم  تواند  الگوی  و  تاکسونومیکی  های 

بین شباهت  باشد.  گونه های  داشته  تفاوت  یک جنس،  در  ای 

 Antaloudaki et)   مطالعه تبارشناختی آنتالوداکی و همکاران 

al., 2022 )   های جنس  ها و زیرگونه بر روی گونهOriganum  

توالی  از  استفاده  هسته با  به  های  منجر  کلروپلاستی،  و  ای 

ناهمخوانی  فیلوژنتیکی  شناسایی  روابط  با  متعددی  های 

گزارش  ایتسوارت کلاسیک  توسط    (Ietswaart, 1980)   شده 

مشاهده    RASبندی بر اساس ژن  طور که در گروه همان .  گردید 

نیز   اینجا  در  گونه  شد،    S. abrotanoidesو    S. yangiiدو 

گونه نزدیک عنوان  به  ناحیه  ترین  توالی  اساس  بر  ها 

شناخته شدند. در مرتبه بعد نیز، دو   HPPRرمزکننده ژن  

( و نعناء پونه  .Mentha × piperita Lگونه نعناء فلفلی ) 

 (M. longifolia (L.) Huds. و ) ای نعناء کره دو گونه نیز  

 (A. rugosa ( و نعناء چمنی )P. vulgaris L.  بیشترین شباهت )

  را از نظر روند تکاملی این ژن در تیره نعنائیان نشان دادند. 

 

 Rosmarinic acid synthaseدر این مطالعه توالی دو ژن  

(RAS)    وHydroxyphenylpyruvate reductase (HPPR)  

  برای اولین بار در دو گونه مهم جنس مرزنجوش شامل 

O. vulgare    وO. majorana  یابی شد.  جداسازی و توالی

ناحیه   HPPRهای ساختاری ژن  همچنین ویژگی توالی  و 

با   شد.  مشخص  ژن  این  در  رمزکننده  نواحی  و  اینترون 

جامع و  جدیدتر  تصویر  اطلاعات،  این  از  از  استفاده  تری 

نعنائیان   تیره  گیاهان  تکاملی  و  فیلوژنتیکی  دست  بهروابط 

آمد. بررسی روابط فیلوژنتیکی نشان داد که نزدیکی فاصله  

تواند های بومی مناطق مختلف کشور میجغرافیایی در گونه

های رمز کننده در سیر تکاملی مبتنی بر ژنها  آن   با نزدیکی

باشد.   داشته  ارتباط  اسید  رزمارینیک  بیوسنتز  مسیر 

متابولیت  مهمترین  از  اسید  دارویی  رزمارینیک  ثانویه  های 

نعنائیان تیره  گیاهان  اغلب  در  که  از   (Lamiaceae)  است 

گونه در  مقدار  جمله  به  مرزنجوش  جنس  مختلف  های 

تواند این اطلاعات میشود. بنابراین  توجهی ساخته میقابل

بهینه و  در  مرزنجوش  گیاه  فرآوری  و  تولید  فرآیند  سازی 

متابولیت برنامه بیشتر  استحصال  برای  دارویی  ریزی  های 

  ها ژن  بیان  الگوی   در  تغییر  کار  و   ساز  ارزشمند آن و بررسی

رزمارینیک    بیوسنتز  مسیر  در  درگیر  هایآنزیم  فعالیت  و

  متقابل   ارتباط  و  هاژن  پیشبر  و  اندازهاراه  نقش  جمله  اسید، از

 تولید   افزایش  جهت   در   رونویسی  عوامل  با ها  آن 

این نتایج نقش دارویی مفید باشد. همچنین    هایمتابولیت 

غنیقابل در  دادهتوجهی  بانک  بینسازی  المللی  های 

عمیق شناسایی  و  ژنومی  و  اطلاعات  مرزنجوش  گیاه  تر 

های مختلف این جنس و سایر  روابط فیلوژنتیکی بین گونه

گونهجنس و  می ها  و  دارد  نعنائیان  تیره  کمک های  تواند 

برنامه جهت  در  این مؤثری  ژنتیکی  اصلاح  برای  ریزی 

 گیاهان دارویی ارزشمند بومی کشور باشد. 

 ی سپاسگزار

های مادی و سازمانی دانشگاه  اجرای این پژوهش با حمایت 

ها از  این حمایت   به دلیلیزد میسر شده است. نویسندگان  

 نمایند.  دانشگاه یزد قدردانی می
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