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 چكیده 

خانواده    یکوچک  رهیت  نایجلا در  Ranunculaceaeاز  در  که  و  یایاست  منشأ    یتوران-یرانیا-ی غرب  ینواح  از  اژه 

با استفاده از    N. bucharicaو    N. sativa  ،N. damascena  های تکراری درمقایسه توالی  است.گرفته و پراکنده شده

  جنس نایجلا از هفت گونه    FISH  یبردارو نقشه  پیوتایو به دنبال آن کار  با پوشش کم   Illumina  ی ژنوم  یابی توالی

  همچنین توالی   ( انجام شد.rDNA)  یبوزوم یر  DNA  یها   کاوشگرو    شده  ییشناسا  یتکرار   های توالی  کاوشگر  توسط

  به   (بالا و متوسط  یکپ تعداد  با  )  یتکرار  ی هایتوال  .گردید  و مقایسه  بندیسرهم  کامل ژنوم کلروپلاست هر سه گونه

  ند.دهیم   تشکیلرا    N. bucharicaو    N. sativa  ،N. damascena  یهادرصد از ژنوم  73/64و    01/59،  52/57  بترتی

  DNA  یهاکه ترانسپوزونی( هستند، درحال Iکلاس    یهاها )ترانسپوزونرتروترانسپوزون  ،سه گونه  از ژنوم  ی مین  با  یتقر

تنها حدود  IIکلاس    یها)ترانسپوزون دارابررسی    نایجلای  های ونهاند. گکیل دادهش ت  را   ها ژنوم  از درصد    2(    ی شده 

بزرگ طولانی   .هستند  Gbp/1C  4/12تا    4/7در حدود    ی ژنوم  دلایل  از  سلولیبود  یکی    EDUتوسط    که  ن چرخه 

 .Nدر    مورد  ک ی،  N. sativaدر    ایماهواره  یتکرار  توالی  دو  تنها  بزرگ بودن ژنوم در این جنس است.د،  شبررسی  

damascena  در    مورد  و چهارN. bucharica  غالبا شدند که    یی شناسا  (peri)centromeric    هر   از  1%بودند و حدود  

  مشاهده شد.   نایجلا  یهاگونه  انیدر م  S rDNA45  یها هگایجا  تیدر تعداد و موقع   یاد یز  تنوع  دادند.  تشکیل  را  ژنوم

در    جالب است،  هر کروموزوم حداقل  N. hispanicaتوجه  داد    S rDNA45  جایگاه  ک ی،  نشان  آن  یکی   کهرا  ها  از 

 Sد که دو جفت از سه جفت جایگاه  شخص  شم   Ag-NORبا استفاده از    N. sativa  همچنین در   .بود  گوت یزیهم

rDNA45    .و  تعداداساس  برفعال هستند ژنوم  اندازه  از کاوشگرهایسیگنال  کروموزوم،  آمده    یاماهواره  های بدست 

(peri)centromeric،  کار گروه  با    پیوتیسه  گروه  دو  شد:  کار  n2    =x2    =12مشاهده  فرمول    t2  +  m10  پیوتیو 

به عنوان گروه    N. orientalisو    N. damascenaعنوان گروه اول و  به  N. sativa  ،N. arvensis  ،N. hispanica)شامل  

 (.N. bucharicaو    N. integrifolia)شامل    t4    +st2    +m8  پیوتایو فرمول کار  n2    =x2    =14دوم( و گروه دورتر با  

که    می ریگی م  جه ینت  . تطابق داشتند  rbcLو    ITS  ی هایبا استفاده از توال   ی ک یلوژنتی ف   زی با آنال  پ یوتیکار  ی هاگروه  نیا

تعداد کروموزوم    نیو همچن  ها روی کروموزومrDNA  قرارگیری  تعداد و محل  ،centromeric(peri)  یهایتنوع در توال

 نقش دارند.  نایجلاجنس  تکامل( در یدیسپلوی)د
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فلوسا1-1شکل   انجام  مراحل  اندازه  یتومتری:  منظور  اصل  زیسا  یری گبه  مرحله  سه  آماده  ی ژنوم.    ی سازشامل؛ 

و عبور    DNA  ی ها با رنگ فلوروسنت اختصاصهسته  یزیآمدر بافر مخصوص، رنگ   یاهیاز نمونه بافت گ   ونیسوسپانس

فلوساهسته دستگاه  از  تخم  یتومتری ها  مقا  DNA  یمحتوا  نیاست.  ا  جی نتا  سهی با  مرجع  استاندارد  و  نجام  نمونه 
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 FISH . .................................................................................................... 12 ش یمنظور انجام آزماو ساخت کاوشگر به ییشناسا
و    gRNA  یبندبا سرهم  RNPکمپلکس    لی. تشکCRISPR/Cas9ل دهنده  یاز اجزا تشک  ک ی : شکل شمات4-1شکل  

 14 ........................ است.استفاده شده یاندونوکلئاز تیبدون خاص dCas9 نیاز پروتئ شی آزما نی، که در اCas9 نیپروتئ
در حضور   ک ی . واکنش کل DNAآن در ساختمان    یریو نحوه قرارگ  EDUعمل    سمیاز مکان  ک ی : شکل شمات 5-1شکل  

در    EDU  صیدهد و امکان تشخ یواکنش م   EDUفلوفور است با    کیکه    دی مس انجام گرفته و مولکول آز  زوریکاتال

 16 ............................................................................................................................................. .دینمایرا فراهم م DNAساختمان 
  م ی تاخوردن کروموزوم و ضخ  سمی ها در طول پروفاز. دو مکانشدن کروموزوم  میاز نحوه ضخ  ک ی : شکل شمات6-1شکل  

را    EDUشده توسط    یگذار نشانه  یهاشدند. نقاط قرمز رنگ کانون  سه یمقا  EDUکروموزوم با روش    یج یشدن تدر

 16 ......................................................................................................................... (.Kuznetsova et al., 2017bدهند ) ینشان م 
 18 ........................................................................................................ مورد مطالعه.  یهاگل و بذر گونه  ی: مورفولوژ1-2شکل 
 19 .......................................................................... شگاه، مزرعه و گلخانه. ی در آزما جلا ینا یهاکشت گونه  طی : شرا2-2شکل 
ابتدا توسط    یابییتوال  ی هاداده  تیف ی . کیک یوانفورماتیب   یهایتا بررس  یابییش از توالی مراحل آزما  شی: نما3-2شکل  

توسط    یاسهیمقا  لیو تحل  هیو تجز  TAREANتوسط ابزار    ی تکرار  یهایتوال  ییو سپس شناسا  یبررس  FastQCابزار  

 22 ............................................................................................................................................ انجام گرفت. RepeatExplorerابزار 
 24 .............................................................................................. . مرازیپل  یارهیش واکنش زنجی مراحل آزما شی: نما4-2شکل 
شکاف    ت یبا کمک ک  FISH  ی هاکاوشگر    هیو ته   شدهییشناسا  ی تکرار  ی هایتوال  ریمراحل تکث   ش ی: نما5-2شکل  

 25 ............................................................................................................................................................ .ک ی ترجمه به صورت شمات
  ت یو تثب  دی اکسا  تروژنیبا گاز ن  جلا یجنس نا  یمتریتا دو سانت  ک ی   یهاشهیر  مار یتشی مراحل پ   شی: نما6-2شکل  

 26 ............................................................................................................... درصد.  70درصد و اتانول  90 کی است د یها در اسآن
 FISH ....................................................................................................................... 29 ش یمراحل انجام آزما شی: نما7-2شکل 
نما 8-2شکل   کل  بیترت  شی:  مقا  یسینوهیحاش  ،یبندسرهم  ی مراحل  )  ی توال  سهی و   Kahraman andکلروپلاست 

Lucas, 2019 .) ................................................................................................................................................................................ 31 
شمات 9-2شکل   شکل  تکث  کی:  مراحل  باکتر  dCas9  ن یپروتئ  ر یاز  افزودن  E. coli  ی در  با   .IPTG  ن یپروتئ   ان یب  

 32 ................................................................................................................................................................................ . ابدی یم شیافزا
 34 .......................نیتوسپیبا استفاده از س اهدانهیبافت برگ س ی نترفازیا ی هاد از هستهی ه اسلای: مراحل ته10-2شکل 
جهان1-3شکل   پراکنش  نقشه  نا  یهاگونه  ی:  مطالعه جنس  جغرافجلایمورد  مناطق  گونه   ییای.  هر  از  گزارش شده 

قابل مشاهده است. دو گونه   ی اند. هر گونه با رنگ مشخصش داده شدهینقشه نما  یرو  Rافزار  و توسط نرم  یآورجمع

N. integrifolia  وN. bucharica 39 ............................................. مورد مطالعه نداشتند.  یهاگونه گریبا د  ی اشتراك مکان 



 

 س 

 

با    جلایدر نا  یی نمابا روش حداکثر درست  یلوژنی. درخت ف جلایوگرام هفت گونه از جنس نایدی و ا  یلوژنی: ف 2-3شکل  

به عنوان    A. carmichaeliiبه دست آمده که در آن    rbcLو    -S-ITS28/5ITS1  یهایتکرار بوت استرپ از توال   500

  ی ها هیمکان آرا  ن یو همچن   ق یتحق   ن یشده در ا  یی شناسا  یاماهواره  ی هایاست. مکان توال گروه استفاده شدهک برونی

S45    وS5  ر  یاند. مقادها مشخص شدهکروموزوم  یبر روDNA  ی پارامترهاشده در سمت راست و  ن زدهیتخم   یژنوم  

گوت  یزیگاه همینشان دهنده جا   N. hispanicaاست. ستاره در  هر گونه نشان داده شده  وگرام یدی ا  ریدر ز  ی پ یوتیکار

: Levan؛  ین کروموزومی: شاخص عدم تقارن بA2؛  ی: شاخص عدم تقارن داخل کروموزومA1: کروموزوم؛  Chrاست. .

کوتاه(    یبلند به بازو  ی: نسبت بازو )بازو ARباشد و  یم  (Levan, 1964)کروموزوم بر اساس روش  یف مورفولوژیتوص

 40 .............................................................................................................................................................................. دهد.یرا نشان م
  S rDNA45  یبا کاوشگرها  FISH  ی بردارمورد مطالعه. نقشه  ی جلاینا  یهاگونه  rDNA  یها گاهیع جای: توز3-3شکل  

 N. sativa (A)  ،N. orientalis (B)  ،N. integrifolia  یتوز یم   یمتافاز  ی هاکروموزوم  ی)قرمز( رو   S rDNA5)سبز( و  

(C)  ،N. bucharica (D)  ،N. damascena (E)  ،N. arvensis (F)    وN. hispanica (G) رنگ   ی ا نهیزم  یزیآم. 

گاه  یهمولوگ با جا  یهاها کروموزومستارهو    S rDNA45ف  یضع   یها گنالیها سانجام شد. فلش  DAPIها با  کروموزوم

 42 ........................................................................................... کرومتر است.ی م 10اس یدهند. خط مق یگوت را نشان م یزیهم
جفت باز در    759تا    732از    یتوال   نیمورد مطالعه. طول ا  یهاهمه گونه  ITS  ی توال  یمونومرها  ی ف ی رد: هم4-3شکل  

 44 .......................................................................................................................................... بود ری مورد مطالعه متغ  یهاگونه نیب
جفت باز    1428تا    871از    ی توال  ن یمورد مطالعه. طول ا  ی هاهمه گونه  rbcL  ی توال  یمونومرها  ی ف ی رد: هم5-3شکل  

 45 .................................................................................................................................... بود ریمورد مطالعه متغ یهاگونه  نیدر ب
تجز6-3شکل   تحل ی:  و  مقایه  ب  ی تکرار  ی هایتوال   یا سهیل  در  نایژنوم  گونه  سه  )جلاین   .Aنوار نمودار   .N  ی ( 

damascena  ،N. sativa    وN. bucharica  یخاص هر گونه را نشان م  یهاها( خوشهکه اندازه )تعداد خوانش( .دهدB  )

با تعداد خوانشلیاندازه مستط برایها در  ها متناسب  از خوشههر گونه است. خوشه  یک خوشه  با استفاده    ی بندها 

مراتب  شده  ی سلسله  مستطمرتب  و  حاشلیاند  اساس  بر  رنگ آن  ی اخوشه  یسینوهی ها  )  یزیآمها  اندازه  Cشدند.   )

)لیمستط در  گونهBها  ژنوم  اندازه  براساس  تجز  ی ها(  تحلی مورد  و  شدهیه  نرمال  کدهال   .ND, Nگونه:    یاست. 

damascena; NS, N. sativa; Nb, N. bucharica .................................................................................................................. 49 
ژل الکتروفورز به شکل رگه و کلاستر مربوط به آن در    یبر رو  PCRشده توسط    ریتکث  یاماهواره  ی : توال7-3شکل  

 51 ................................................................................ باشد. یتوپر. چاهک سمت چپ مارکر م  یبه شکل کرو Tarean جینتا
(  Ns-Sat1  یدرصد برا  68)  ATاز    یجفت باز، غن   178با    یسانترومر  یتکرار  یتوال  یمونومرها   یفی رد: هم8-3شکل  

 N. damascena (Sat1-Nd.) ........................................................................ 54( و در  Sat2-Nsو  Sat1 -Ns) N. sativaدر 
توز9-3شکل   کروموزومی:  کپ   ییشناسا  یتکرارها  یع  با  نا  یشده  در  نتاجلایبالا  تکرارها  FISHج  ی.  از  استفاده    ی با 

کاوشگرها  ییشناسا  یاماهواره و  توال  یشده  از  آراب  یتلومر  یحاصل  رو  n(TTTAGGG)  سیدوپسینوع   یبر 

 .N. hispanica (E), N. arvensis (D), N. damascena (C), N. sativa (A,B,I)   ،N  ی توزیمتافاز م   یهاکروموزوم

orientalis (F)  ( وN. bucharica (G,Hیتکرار  ی. توال  Ns-CL6  ( در سرتاسر ژنوم )قرمز(Aپراکنده شده )  است، در

 56 ....................................... کرومتر است. یم  10اس یبودند. نوار مق ی(سانترومری عمدتا  )پر یاماهواره یهایکه توالیحال
مشروح    یها. ژنOGDRAWافزار تحت وب  دست آمده از نرمبه   N. damascenaکلروپلاست    ی: نقشه ژن10-3شکل  

ساعت    یهادر جهت عقربه  یرونیره بیقرار گرفته در خارج از دا  یهارنگ شده اند. ژن  یعملکرد  ی بر اساس دسته ها

ره  یت   یشدند. خاکستر  یسیساعت رونو  یهاره در خلاف جهت عقربهیقرار گرفته در داخل دا  یهاشدند. ژن  یسیرونو

 58 ..............است.  AT یروشن مربوط به محتوا یکه خاکستریاست در حال GC ینشان دهنده محتوا ی ره داخلیدر دا



 

 ع 

 

ژن11-3شکل   نقشه  نرمبه   N. sativaکلروپلاست    ی:  از  آمده  بر    یها. ژنOGDRAWافزار تحت وب  دست  مشروح 

اند. ژن  یعملکرد  ی اساس دسته ها از دا  یها رنگ شده  بیقرار گرفته در خارج  ساعت    یهادر جهت عقربه  یرونیره 

ره  یت   یشدند. خاکستر  یسیساعت رونو  یهاره در خلاف جهت عقربهیقرار گرفته در داخل دا  یهاشدند. ژن  یسیرونو

 59 ..............است.  AT یروشن مربوط به محتوا یکه خاکستریاست در حال GC ینشان دهنده محتوا ی ره داخلیدر دا
مشروح بر   یها. ژنOGDRAWافزار تحت وب دست آمده از نرمبه  N. bucharicaکلروپلاست  ی : نقشه ژن12-3شکل 

اند. ژن  یعملکرد  ی اساس دسته ها از دا  یها رنگ شده  بیقرار گرفته در خارج  ساعت    یهادر جهت عقربه  یرونیره 

ره  یت   یشدند. خاکستر  یسیساعت رونو  یهاره در خلاف جهت عقربهیقرار گرفته در داخل دا  یهاشدند. ژن  یسیرونو

 60 ..............است.  AT یروشن مربوط به محتوا یکه خاکستریاست در حال GC ینشان دهنده محتوا ی ره داخلیدر دا
مقا13-3شکل   پل   رات ییتغ   سهی :  گونه    سم ی مورف یو  سه  کلروپلاست  ژنوم   .Nو    N. damascena  ،N. sativaدر 

bucharica  ی فیردبا استفاده از برنامه هم  mVISTA  .Nd    مخففN. damascena  عنوان ژنوم مرجع در بالا قرار  و به

 63 ................................................................................................... .باشدیم Nb ،N. bucharicaو  N. sativaمخفف   Nsدارد. 
(  IRمعکوس )   ی( و تکرارهاSSC)  ی(، کوچک تک کپ LSC)  ی ن مناطق بزرگ تک کپی ب  یسه مرزهای : مقا14-3شکل  

  گرینسبت به دو گونه د  N. sativaشده در ژنوم کلروپلاست  مشاهده  رات ییتغ  زانیم  .جلایدر سه ژنوم کلروپلاست نا

(N. damascena  وN. bucharicaب )65 ...................................................................................................................... است.  شتری 
با رنگ قرمز    Ns-sat1  ی. توالN. sativa  یمتافاز   یهاکروموزوم  یبر رو  CRISPR-FISH  شیآزما  جی: نتا15-3شکل  

 68 ........................................ . کرومتریم  5=   اسی است. طول خط مق ها مشخص شدههمه کروموزوم یسانترومر یدر نواح
مشاهده شده با رنگ قرمز    ی هاگنالی. سH3K27me2  یباد یبا استفاده از آنت  ی من یا  یز یآمش رنگ ی: آزما16-3شکل  

 69 ........................................................ . کرومتریم  5=   اسیاست. طول خط مقها مشخص شدهکروموزوم  یتلومر یدر نواح
شد که    ییشناسا  EDU. سه الگو توسط  N. sativaگونه    ینترفازیا  ی هاسلول  ی رو  EDUش  یآزما  جی : نتا17-3شکل  

 Patternاول( که کل سلول به رنگ قرمز درآمده،    ی)الگو  Pattern 1است.  ها قابل مشاهدهسلول  ی به رنگ قرمز بر رو

برچسب  ی)الگو  2 سلول  پراکنده  نقاط  با  که  و  شده  یگذاردوم(  نقاط    ی)الگو  Pattern 3است  به صورت  که  سوم( 

قرار دارد. طول خط    Merge  فی( در رد ی )به رنگ صورت  EDUو    DAPI  ق یاست. تلف فشرده قابل مشاهده  یسانترومر

 70 .................................................................................................................................................................... .کرومتری م 5=  اس یمق 
شد    یی شناسا  EDU. سه الگو توسط  N. sativaگونه    یکروموزوم  یهاگستره  یرو  EDUش  یآزما  جی : نتا18-3شکل  

بر رو قرمز  به رنگ  قابل مشاهدهکروموزوم  ی که  قرمز  اول( که کل کروموزوم  ی)الگو  Pattern 1است.  ها  به رنگ  ها 

کروموزوم  ی)الگو  Pattern 2درآمده،   سرتاسر  پراکنده  نقاط  با  برچسبدوم(  و  شده  یگذار ها   ی)الگو  Pattern 3اند 

  ف ی( در ردی )به رنگ صورت  EDUو    DAPI  قیهده هستند. تلف فشرده قابل مشا  یسوم( که به صورت نقاط سانترومر

Merge 71 ................................................................................................................ . کرومتریم  5=   اسیقرار دارد. طول خط مق 
.کرومتریم   5=    اس ی)فلش(. طول خط مق   N. sativaگونه    یمتافاز  یهاکروموزوم  یفعال رو  یهاNOR:  19-3شکل  

 ........................................................................................................................................................................................................... 72 
=    اس ی. طول خط مق N. sativaگونه  ی نترفازیا یهاو توپر درون سلول ره یت ی هارهیها به صورت داNOR: 20-3شکل 

 72 ..................................................................................................................................................................................... .کرومتریم 5
N. sativa  (Ns ،)در    اسی. نوار مق جلایاز دانه گرده شش گونه از جنس نا  یالکترون  کروسکوپیم  ری: تصو21-3شکل  

N. integrifolia  (Ni  و )N. bucharica  (Nb  )1  یهااست و در گونه  کرومتریم  N. arvensis  (Na  ،)N. damascena  

(Nd و )N. hispanica (Nh )2  73 ................................................................................................................. باشد. یم  کرومتریم 
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قب   ی کوچک   جنس   1نایجلا et  önmezD  ؛Zohary, 1983)  ( پیوست-1)جدول    2خانواده آلاله از    Nigelleae  لهیاز 

al., 2021،)  است  انهیو خاورم  ی جنوب غرب  یای آس  ،یجنوب  ی ایآس  قا، ی آفر  شمال   ،یجنوب   یاروپا  یبوم  (Tutin and 

Akeroyd, 1964؛  Zohary, 1983؛Raab-Straube et al., 2014 ( )  وجود    نایجلا  جنس  درگونه    18  تعداد   (.1-1شکل

عنوان  آن به  یهااز دانهکه    استدر سرتاسر جهان    اهیگ  نیتر( محبوبسیاهدانه)  N. sativa Lها  آن  ان یکه در م  دارد

دارو  هیادو پیش   و  بیماریجهت  از  بسیاری  درمان  و  م  ها گیری  های  فعالیت  .(Datta et al., 2012)  شودیاستفاده 

درد، ضد باکتریایی، تقویت کننده و مخافظ کبد، مدر و محافظ عوامل  بیولوژیکی آن شامل خواص ضد عفونی، ضد  

ای مانند درمان مشکلات پوستی، ضد دیابت، ضد سرطان، ضد فشار خون، ضد  گوارشی است، همچنین خواص درمانی

شوند(، اسپاسمولیتیک )شل کننده عضلات اسکلتی( و  التهاب، ضد هپاتوتوکسیک )موادی که باعث سمیت کبدی می 

بیماریب )درمان  دارد  رونکودیلاتور  برونشیتی(  آرژنین،    .(Kazmi et al., 2019) های  آمینواسیدهای  حاوی  سیاهدانه 

متریک اسید    و دارای اسیدهای چرب استریک،  پرولین، ترئونین گلوتامیک اسید، لوسین، لایزین،متیونین، تیروزین،

(30   ( اسید  پامتیک  و  پتاسیم،  (Tembhurne et al., 2014)درصد( است    5/12درصد(  نیز شامل  آن  . عناصر غالب 

 Jabeen)  باشد میچنین حاوی کلسترول، کامپسترول، سیگماسترول و بتا سیتواسترول  فسفر، سدیم و آهن است و هم 

et al., 2012)  .داده نشان  میآزمایشات  سیاهدانه  روغن  که  هیچ است  بدون  دوم  نوع  دیابت  در  را  گلایمیک  تواند 

  N. arvensis  و  N. damascena L  بر سیاهدانه،علاوه  .(Hosseini et al., 2013)عوارض جانبی برای بیمار کنترل کند  

 Shaker et  ؛Malhotra, 2012  ؛Ghosh and Datta, 2006هستند )   در این جنس   کسالهی   ییو دارو  ینت یز  اهانیگنیز  

al., 2017.)  Komaroffia bucharica  و  K. integrifolia  متعلق به قبیله  Komaroffia   قبیله خواهری( Nigelleae  )

بهآن  Zoharyکه  بوده   را  برایها  مترادف  )پذیرفته   N. integrifolia  و  N. bucharica  عنوان    ؛ Zohary, 1983است 

Heiss et al., 2011؛Dönmez et al., 2021 .)  N. bucharica و  N. integrifolia  برای زنبورداری اهمیت زیادی دارند  

(Atamuratova et al., 2021 .)  های دیپلوئید،  گونهN. sativa  ،N. damascena  ،N. arvensis  ،N. hispanica    و N. 

alisorient(12=  x2=  n2دارای پنج جفت کروموزوم متاسانتریک ،)هستند،    4و یک جفت کروموزوم تلوسنتریک  3

-ساب   ( دارای چهار جفت کروموزوم متاسانتریک، دو جفت14x = 2n = 2)   N. integrifoliaو   N. bucharicaاما

  C  1    (DNA(. مقادیر  1976et al. Delhalle-Gilot ,هستند )   6تلوسنتریکو یک جفت کروموزوم ساب  5متاسانتریک

   29/10Gbp( و Bennett and Smith, 1976)   Gbp 39/10به ترتیب برابر با  N. damascena و  N. sativaژنومی( در

(Evans et al., 1972؛  Kuznetsova et al., 2017؛  Leitch et al., 2019گزارش شده )  .به    نایجلا   ی جنس هاگونهاند

  و   هاکروموزوم  مطالعهمدل جهت    اهی گ  عنوانبه    ندنتوایم  ریپذرنگ   بزرگ  یهاکروموزوم  از  ی داشتن تعداد کم  لیدل

شو  ها ژن  یکی زیف   تیموقع  نییتع واقع  استفاده  ویژگی  ،دنمورد  و  ژنوم  ترکیب  مورد  در  کمی  اطلاعات  های  اما 

گونه دیگر  و  سیاهدانه  گونه  جنسسیتوژنتیک  این  درحالیکه   های  دارد،  رابطه    وجود  درك  برای  اطلاعاتی  چنین 

 .(Datta et al., 2012 ؛Ghosh and Datta, 2006فیلوژنتیکی در این جنس مهم است )

DNAن یتکرار شونده در ب  ی هاتوالی  درصد  اند و کیل دادهش ت  را   اهان ی ژنوم گ  ی قسمت قابل توجهی از تکرار  ی ها  

گ ب  ریمتغ  اریبس   اهانیژنوم  از  ههستند،  مثال  ژنوم کوچک   14تا    13عنوان  در   Arabidopsis thaliana  گیاه   درصد 

(Mbp/1C  157  )(Bennett et al., 2003  تا بزرگ    Allium cepa  گیاه  درصد در  92(   (Gbp/1C)16 با ژنوم نسبتا  
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(Fu et al., 2019گزارش شده دهتوالی  .اند(  یا  هزاران  شامل  تکراری  هزار  های  تعداد  ها  نظر  از  که  هستند  خانواده 

آن پراکنش  ترتیب  و  تکرارشونده  توالی  طول  متفاوتنسخه،  ژنوم  در   ,.Li et al  ؛Heslop-Harrison, 2000)اند  ها 

2019a)است، اما فرض  ها به درستی درك نشده. علت اصلی وجود این میزان زیاد توالی تکراری و تنوع گسترده آن

اختلالات در میتوز و میوز نقش دارند    جلوگیری از ها در پایداری و حفظ ساختار کروموزوم و  براین است که این توالی

(Harrison, 2000-Heslop؛  Shcherban, 2015ترانسپوزون .)و    1هاDNAها  )از جمله ماهواره  2پیاپی تکرارشونده    یها

 ؛Mehrotra and Goyal, 2014هستند )  ی وتیوکاری  یهادر ژنوم  ی تکرار شونده اصل  یهای( توالی بوزومیر  ی هاDNAو  

Bao et al., 2015؛  Piegu et al., 2015؛  Wicker et al., 2017.)  پیاپی آن  تکرارهای  توانایی  تنظیم  به علت  ها در 

 Kashi)شوند شناخته می  3های تنظیمی صفات ارثی ژنتیکی و در نتیجه تسهیل سازگاری در طی تکامل به عنوان گره

and King, 2006)  همچنین توالی ،DNA  های جدید گردند )تکراری ترانسپوزونی ممکن است باعث ایجاد ژنPlohl 

, 2014et al.).  نوترکیبی کروموزوم،  4ها کروموزوم  صحیح   ها در فرایندهایی مانند جفت شدن و جدا شدناین توالی ،

،  5های کروموزومی زوم با دوك میتوز، جفت شدن کروماتیدهای خواهری، بازآراییها، ارتباط کروموفشردگی کروموزوم

های  های کروماتین، تعیین ساختار کروموزوم، تکامل کاریوتیپ، پاسخ به محركکنش پروتئینها، برهماتصال هیستون

های اصلی تکامل و  محیطی و تغییرات فیزیولوژیکی و همچنین در تنظیم بیان ژن نقش دارند که به عنوان شاخص

ها  های تکراری نقش مهمی در تکامل گونهرسد که توالیشوند از این رو، به نظر میتمایز کاریوتیپ در نظر گرفته می

از سوی  (Li et al., 2019a  ؛Mehrotra and Goyal, 2014  ؛Silva et al., 2013  ؛Mehrotra et al., 2013)دارند    .

معمولا     ی یک گونههاکروموزوم  ی حت  ای ها  گونه  نحصر به فرد خود در بین ی مهایژگی و  لیبه دل  نیز   هاماهوارهدیگر  

 Elder)  شوندیها استفاده م و تکامل کروموزوم  یک یدر مطالعات تنوع ژنت  یک یتوژنتیو س  یمولکول   یعنوان نشانگرهابه

Jr and Turner, 1995؛  Ugarković and Plohl, 2002؛  Garrido- Ramos, 2017؛  Samoluk et al., 2017؛ 

Belyayev et al., 2019.)  اگرچه  S45 rDNA  (S18  ،S8/5    وS25  )  وS rDNA5گسترده  ها طور  عنوان  به  یابه 

بررس کروموزوم  ییشناسا  یبرا  ک یتولوژیس  ینشانگرها و  مورد    یهاگونه  نی ب  یکروموزوم  یها ییبازآرا  یها  مرتبط 

گرفته قرار  )استفاده    ؛ Frello and Heslop-Harrison, 2000  ؛Zoldos et al., 1999  ؛Mukai et al., 1991اند 

Tagashira and Kondo, 2001؛  Datson and Murray, 2003،)   ی  هایتوال   اماITS6  بخش ها  S rDNA45از    ی که 

در   متغگونه  نیبهستند  نسبتا   بازآعلاوه  .ندریها  مق  ی کروموزوم  یها ییرابر  وارونگ  اسیدر  مانند  و    ها یبزرگ، 

  رات ییژنوم و تغ  ییمنجر به واگرا  تواندیم   نیز  پشت سر هم   یتکرارها   ع یو توز  یدر تعداد کپ   اد یتنوع ز  ها، ییجاجابه

به کمک  (.  Levin, 2002  ؛Mukai et al., 1991  ؛Appels et al., 1980)هم شود    به  کی نزد  یهاگونه  ن یب  پ یوتیکار

میتوالی جدید  نسل  توالییابی  تهیه  توان  منظور  به  و  کرده  تعیین  را  تکراری  مطالعات    کاوشگرهای  انجام  و 

ها الگوی خاصی را نشان دهند که    کاوشگرها ممکن است با برخی از  سیتوژنتیکی مورد استفاده قرار داد. کروموزوم

 .(Liu et al., 2019)ها از یکدیگر شود منجر به شناسایی و تمایز آن

را با   N. bucharicaو    N. sativa  ،N. damascena  ی در ژنوم گیاهان تکرار  هایتوالی  بیمطالعه، ما ترک  نیا  در

  ی ها پیوتیما کار  ن،ی. علاوه بر امیقرار داد  سه یو مقا   لی و تحل  هیمورد تجز  7با پوشش کم   ی ژنوم  یابی یاستفاده از توال 
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  . م یکرد  ترسیم  هاrDNAو    ایوارهماه  یتکرار  هایتوالی  توسط  FISH1  شآزمای  انجامرا با    نایجلا   از جنس  هفت گونه

S 45 rDNA توسط فعال  آزمایشبررسی    Ag-NOR  آمیزیرنگ   های  و  رنگ شدند  تکمیلی  ایمنات  و    ولوژیک آمیزی 
2EDU  بین هیستون تعامل  بررسی  منظور  توبه  و  و  لیاها  تکراری  بیش های  این جنس  شناخت  در  تر چرخه سلولی 

  ی هایاز توال  ه دست آمده ب  ی ک یلوژنتیها با روابط فو تعداد کروموزوم  یاماهواره  یتکرارها  یو الگو  نوعانجام گرفت.  

ITS    وrbcL  دست آمده از بررسی مورفولوژیکی دانه گرده در راستای تایید نتایج  همچنین نتایج به  . تشمطابقت دا

که    آلالهو خانواده    نایجلادر جنس    یاهی گ  یهاگونه  یک یدرك تکامل و تنوع ژنت  یبرااز سوی دیگر    فیلوژنتیک بود.

دارو  تواندیم استفاده  ا  یی به  ن  نیاز  مولکول نماید کمک    زیجنس  اطلاعات  و  نشانگرها  که  است  مهم    ی هاگونه  ی، 

به دست آور ناشناخته هستند و م گونه  رایز  م، یجداگانه را  نها  نندواتیها اغلب  بنابرا  ریتأث  ییبر محصول    نیبگذارند، 

  NCBIداده    گاهیژنوم کامل کلروپلاست در پا  3000حدود  (.  Li et al., 2019b)  است  ی ها ضرورگونه  قیدق  یی شناسا

 Li etه است )افتی  شیافزا   ثبت شده   کلروپلاست یهاتعداد ژنوم  ،جدیدنسل    ی ابییاست و با توسعه توال  ی قابل دسترس

al., 2019b؛  Bautista et  al., 2020؛  Giang et al., 2020  ،)  تنها گونه    DNA  کامل  یتوال  ک ی اما  از  کلروپلاست 

  ی ها را بر اساس داده  نایجلاکلروپلاست سه گونه    یهامطالعه، ژنوم  ن یدر ا  وجود دارد.  بانک ژندر    3ه دمشقی اهدانیس

به    گرفته شده از بانک ژن،   مرجع   ومژن  با استفاده از   Usegalaxyپلتفرم    توسط با پوشش کم،    جدید نسل    ی ابییتوال

حاش   گردید  بندیسرهم  de novo  روش  .Nو    N. sativa  ،N. damascenaکلروپلاست    یها ژنوم  یسینوهیو 

bucharica انجام گرفت. سه گونه  نیا برای مقایسه 

 اهداف
 .N. sativa  ،Nهای  گونه)   اهدانهیس   اهیدر ژنوم گ  ی تکرار  هاییتوال   یمقدار و نحوه سازمانده  ت،یمطالعه ماه(  1

damascena  وN. bucharica) 

 N. bucharicaو  N. sativa ،N. damascena یهاگونههای تکراری در ژنوم یابی فیزیکی توالینقشه( 2

 یابی نسل جدیدهای توالینایجلا با استفاده از روشهای جنس مطالعه روابط فیلوژنتیکی گونه( 3
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 پیشنهادات -3-4
  ی هاینپروتئهای تکراری و  بین توالی  ش کنجهت تعیین برهم  ولوژیکآمیزی ایمنو رنگ  CRISPR-FISHتلفیق  

 H3K27me2مانند  ساختاری 

بیبررسی گونه این جنسشهای  از  تکاملی   تر  روند  بررسی  و  فیلوژنتیک  تعیین    همچنین   و  به منظور حل روابط 

 بندی کرد؟ ها را در جنسی جداگانه طبقهتوان آن، آیا میN.integrifoliaو  N.bucharicaموقعیت 

پذیری و هیبریدهای حاصل از تلاقی، همچنین با اهداف  رسی تلاقیجهت بر  ایمجدد در تلاقی بین گونه  شتلا

 اصلاحی جهت تولید گیاهانی با صفات دارویی و مورفولوژی بهتر

بررسی  SSRبررسی    و  RNAseqانجام   همچنین  مولکولی،  ماکرهای  تهیه  جهت  ژنها  جنس بیان  این  در  ها 
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Abstract 

Nigella is a small genus belonging to the Ranunculaceae family which is presumably originated 

and distributed in Aegean and the adjacent Western-Irano-Turanian region. Comparative repeat 

analysis of N. sativa, N. damascena and N. bucharica was performed using low-pass Illumina genomic 

reads followed by karyotyping and FISH mapping of seven Nigella species using the in silico 

identified repeats and ribosomal DNA (rDNA) probes. Also, the complete sequence of the chloroplast 

genome of all three species was assembled using sequencing data and compared together. High- and 

moderate-copy repeat sequences occupy 57.52, 59.01, and 64.73% of N. sativa, N. damascena and N. 

bucharica genomes, respectively. Roughly, half of the genomes are retrotransposons (class I 

transposons), while DNA transposons (class II transposons) contributed to only about 2% of the 

genomes. The analyzed Nigella species possess large genomes of about 7.4 to 12.4 Gbp/1C. One of 

the reasons for the longer duration of the cell cycle investigated by EDU is the large genome in this 

genus. Only two satellite repeats in N. sativa, one in N. damascena and four in N. bucharica were 

identified, which were mostly (peri)centromeric and represented about 1% of each genome. A high 

variation in number and position of 45S rDNA loci were found among Nigella species. Interestingly, 

in N. hispanica, each chromosome revealed at least one 45S rDNA site and one of them occurs in 

hemizygous condition. Also in N. sativa using Ag-NOR, it was determined that two pairs of three 

pairs of 45S rDNA sites are active. Based on the chromosome numbers, genome size and 

(peri)centromeric satellites, three karyotype groups were observed: Two with 2n = 2x = 12 and a 

karyotype formula of 10m C 2t (including N. sativa, N. arvensis, N. hispanica as the first group and N. 

damascena and N. orientalis as the second group) and a more distant group with 2n = 2x = 14 and a 

karyotype formula of 8m C 2st C 4t (including N. integrifolia and N. bucharica). These karyotype 

groups agreed with the phylogenetic analysis using ITS and rbcL sequences. We conclude that 

variation in (peri)centromeric sequences, number and localization of rDNA sites as well as 

chromosome number (dysploidy) are involved in the diversification of the genus Nigella. 
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