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و  DNAن موجود در ایران با استفاده از رمزینه کرد (.Lonicera spp) هاي پلاخوربررسی رابطه بین گونه

 شناسانهریختهاي شاخص
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 کیدهچ

 الدولههای پلاخور، شونگ و یا پیچ امینر زبان فارسی به نامو د تسا Caprifoliaceaeاز تیره  Loniceraنس ج

(Honeysuckleخوانده می )شیمیایی گاهی نتایج بیوشناسانه و های ریختای بر اساس ویژگیشود. شناخت روابط بین گونه

از  ،موجود درایران Lonicera نهگو 12و تعیین روابط تبارزایی  جداسازیشناسایی،  برایاند. در این مطالعه، متناقضی داشته

چند توالی دیگر از  همراه با( matKو  ITSشامل ای و کلروپلاستی )هسته DNAهای رمزینه ،ریخت شناسانهنشانگرهای 

تکثیر دو  برای PCRهای موجود استخراج و واکنش ژنومی با استفاده از کیت DNA .استفاده گردید NCBIپایگاه بانک ژن 

های ای بر اساس ویژگیتجزیه خوشه ند.شدسازی شده توالی یابی های خالصنمونه پایانانجام شد و در  رظرد نومناحیه 

دیگر  گونه 11و گروه دوم شامل  L. sempervirensها را در دو گروه بزرگ قرار داد که گروه اول شامل گونه ،شناسانهریخت

 .Lهای و کمترین شباهت بین گونه L. nummulariifoliaو  L. floribundaی هاونهبین گ نزدیکترین رابطه ژنتیکیبود. 

sempervirens  وL. caprifolium  (های اصلی )واکاوی به عامل .داشتوجودsACPrinciple component analysis (P روی )

عامل اول شامل  کهشدند می را شاملناگونی % گو 1/71شناسی نشان داد که سه عامل اول در مجموعهای مربوط به ریختداده

طول  ،برگ و رنگ میوه پایینپوشش کرکی ساقه، شکل پهنک، حاشیه برگ، شکل نوک پهنک، رنگ گل، پوشش کرکی برگ، 

 هقطول منط های مولکولی،س بررسیبر اسا گوناگونی را توجیه نمود. %8/38 ،دمبرگ و فاصله میانگره به عنوان اجزاء اصلی

matK 19جایگاه متغیر و  109جایگاه حفاظت شده،  944. آنالیز پارسیمونی این ناحیه بودنوکلئوتید  1110-1135د در حدو 

 ها به جز دو گونهی گونهجداسازی همه matKی ناحیه خت تبارزایی ایجاد شده بوسیلهجایگاه پارسیمون را نشان داد. در در

L. korolkovii  وL. maackii  و فاصله ژنتیکی بین  گوناگونی. قرار گرفتند جداگانههای شاخهه و در ورت گرفتص بیوخبه

جواب مطلوبی  ITSاین مطالعه نتوانست از آغازگرهای  مشاهده شد. 057/0تا  00/0با فاصله ژنتیکی  matKها در ناحیه گونه

ژنتیکی بین  گوناگونیبرای بررسی ی نه مناسبیزم، رآسانو تکثیر  گوناگونیبا توجه به  matKبنابراین، ناحیه  حاصل نماید.

  های پلاخور است.گونه

 .matK، ولهدالامین ،بارکد، فیلوژنی نواحیشناسانه، ی ریختانشانگره کلیدي: اژه هايو
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 مقدمه

ن در آ هگون 100گونه دارد که  180. حدود استای و بومی نیمکره شمالی پیچنده یا درختچهشامل گیاهان  Loniceraنس ج

یران رشد اطور طبیعی در گونه آن در اروپا، هندوستان و آمریکای شمالی وجود دارد. چندین گونه از آن نیز به 20و  چین

 های پلاخور و شونگ نیز در. نامشوندالدوله خوانده میهای مقاوم هستند که به نام پیچ امینآن بالارونده از هاییکنند. گونهمی

ها، دار اما برخی گونهبیشتر آنها خزان .(Ghasemi Ghehsareh & Kafi, 2015) ته استرفکار به هانهوگبرخی فارسی برای 

سته به صورت کنند. میوه محور تقارن بوده و شهد خوراکی شیرین تولید می ای و دارای یکها لولههمیشه سبز هستند. گل

های مختلف با بذر، قلمه و ذر است. گونهندین بسته حاوی چ شود و هرهای قرمز، آبی و سیاه دیده میگرد و در رنگ

های ونهگ .(Hartmann & Kester, 2011) واباندن استخدار کردن قلمه یا خوابانیدن قابل افزایش هستند اما روش رایج ریشه

فضای  در آنها، در برخی از های بسیار معطرهای فراوان در تابستان و گلمختلف آن به خاطر توان پوشاندن دیوارها، تولید گل

رزش ااین جنس دارای های گونهبسیاری از (. Mabberley, 2008; Ghasemi Ghehsareh & Kafi, 2015) .اهمیت دارند سبز

ارای دشود و گفته شده که استفاده می آن به عنوان گیاه دارویی هایبرخی گونه قابل توجهی از نظر پزشکی هستند. در چین از

هستند ی کبد اکسیدان و محافظت کنندهاب، ضد سرطان، آنتیباکتریایی، ضد الته نند ضدویی مایکی و دارژوخواص بیول

(Chen et al., 2012.)  

اند زیرا شرایط و ترکیبات شیمیایی گاهی نتایج متناقضی داشته شناسانهریختهای ویژگیای بر اساس ناخت روابط بین گونهش

باشند. این گیری و فاکتورهای مختلف دیگر اثر گذار میایش، زمان نمونهیط آزمرشدی، شرا فمحیطی، مراحل مختل

بندی گیاهان شود. از این رو گیری اشتباه در مطالعات طبقهتواند سبب نتیجههای گیاهی میشناسی بین نمونههای ریختتفاوت

ها از راه است اما با توجه به دقت بالا در تمایز گونهینه همافزایش هز اهای مولکولی و یا بیوشیمیایی اگرچه باستفاده از روش

یک  DNA1(. استفاده از رمزینه کردن  et alTaberlet ,.2007) یکدیگر، امروزه کاربرد فراوانی در تاکسونومی گیاهی دارد

به عنوان یک  DNAدی از استاندار هقکارگیری منطها با بهمفهوم تازه با هدف دستیابی سریع و دقیق برای شناسایی گونه

، روز به روز در حال افزایش است و چند DNAکردن باشد. جهت بررسی روابط فیلوژنی استفاده از روش رمزینهنشانگر می

 ها و(. در واقع با دسته بندی توالیHebert et al., 2003; Qing Ren et al., 2010) سالی است که مورد توجه قرار گرفته است

ترسیم و روابط خویشاوندی موجودات زنده  2های تبارزاییهای آماری و بیوانفورماتیک، درختستفاده از روشا با ایسه آنهمقا

 شودمیاستفاده  غیره چندین ناحیه از ژنوم کلروپلاستی وژنومی، میتوکندری و  DNAشود. برای این منظور از تعیین می

(Arzanlo et al., 2013 .)DNA فاظت شدگی بالا، نوترکیبی اندک و جانشینی اندک نوکلئوتیدی، از دلیل حستی به لاپوکلر

 Drabkova) مورد استفاده قرار گرفته است DNAهای مختلف گیاهی به عنوان رمزینه جمله نشانگرهایی است که برای جنس

2008., et alJohnson ; 2004., et alهای فیلوژنتیک، توالی مطالعه رده درتفاده گستساهای کلروپلاستی مورد (. از جمله توالی

. (Schöttler et al., 2007)است ای و در سطح جنس برای گیاهان مطرح است که در سطوح درون گونه matKناحیه ژنی 

 نتر همچورسد برای نشان دادن روابط در سطوح تاکسونومیکی کوچکنظر میبه ITSای ناحیه هسته DNAهمچنین توالی 

 
1- DNA barcoding                                                                                                                             2- Phylogenetic 
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های ریختی، سرعت طبقه و ویژگی DNAیابی بنابراین در علم تاکسونومی استفاده ترکیبی از توالی .ب باشداسه منگون جنس و

 (. ,et alHajibabaei ; 2006Desalle ,.2007)ها را در سطح جهانی افزایش داده است بندی و شناسایی گونه

برای شناخت و  Loniceraدر جنس  شناسانهتریخ ایهکه ویژگی ان نمودند( بی2014) Huaو  Hong-Jin در پژوهشی 

و  Lonicera فیلوژنتیکبه منظور بررسی آنالیز  (2008و همکاران ) Theis ،وهشیژپ. در استبندی گونه مفید طبقه

Caprifolieae یابی ناحیه از توالیITS ( ریبوزومی و پنج ناحیه کلروپلاستیrpoB-trnC, atpB-rbcL, trnS-trnG, petN-

psbM, psbM-trnD )بندی استفاده نمودند. نتایج حاصل موفق به ساخت تاریخ تکاملی و ارزیابی طبقه Lonicera و

Caprifolieae  .شدندPeng ( 2010و همکاران)  با استفاده از ناحیهITS  وRFLP  توانستندLonicera japonica های را از گونه

-rbcL ،matK ،psbA با استفاده از نواحی( 2011ران )و همکا Sunسط تو های کدر مطالعهنزدیک به آن متمایز کنند. 

trnH،ITS2 ،ITS1  ،trnL intron و trnL-F نمونه از  44درLonicera japonica  که اندازه ناحیه بین  داده شدانجام شد؛ نشان

شود کثیر میمومی تازگرهای عغآجفت باز بود بنابراین این ناحیه به آسانی توسط جفت  332-357برابر  psbA-trnH ژنی

 .باشدهای نزدیک ازگونه Lonicera japonica یک بارکد مناسب جهت تمایزتواند ومی

اده از نشانگرهای در ایران با استف موجود Lonicera جنس هایز آنجا که بر اساس اطلاعات ما گزارشی مبنی بر بررسی گونها

های ران از نظر ویژگیهای موجود در ایارزیابی نژادگان حاضر شههدف پژو ،ددر دست نبو matKو  ITSفیلوژنتیکی شامل 

جهت تمایز  یا بارکد DNAترین ناحیه ژنومی ، شناسایی، تفکیک و تعیین روابط تبارزایی آنها و تعیین مناسبشناسانهریخت

 ها است.گونه

 هاواد و روشم

شت شده های طبیعی و یا کاز رویشگاه Loniceraگونه  12ش پژوه ندر ای :یبندگروه و صیتشخ ،یاهیمواد گ یآورمعج

ر ها و مراتع کشوهای اصفهان، اردبیل، چهارمحال و بختیاری و گیلان و از کلکسیون مرکز تحقیقات جنگلکشور نظیر استان

شناسی ریختهای ی و ویژگیساشنآوری کدگذاری و بر اساس منابع گیاهها در زمان جمع. نمونه(1)جدول  آوری شدندجمع

طحی در ورق . سپس از هر نمونه چندین برگ جوان جدا و پس از شستشو و حذف رطوبت سگردیدندگذاری ها نامآن

 رجه سلسیوس نگهداری شدند.د -80در دمای درون نیتروژن مایع منجمد و آلومینیومی پیچیده شدند و 

ویژگی کیفی مربوط به  22ویژگی کمی و  4شناسانه، ختهای ریی ویژگیسرشناسانه: برای برهای ریختررسی ویژگیب

های کمی شامل طول دمبرگ، طول جام گل، طول برگ و فاصله میانگره و ویژگیثبت شدند.  Loniceraدوازده گونه از جنس 

بین  ک، شکل، شکل پهنرادهای کیفی شامل عادت رشد گیاه، رنگ ساقه، پوشش کرکی ساقه، همیشه سبز یا خزانویژگی

آذین، رنگ گل، رنگ میله پرچم، رنگ بساک، رنگ ها، حاشیه برگ، شکل نوک پهنک، زمان گلدهی، موقعیت گلرگبرگ

برای این خامه، رنگ کلاله، عطر گل، پوشش کرکی برگ، قاعده برگ، رنگ پشت برگ، رنگ سطح برگ و رنگ میوه بود. 

مورد بررسی ( 1995hatamsaz, K) 1و سپس با استفاده از فلور ایران ردیدندده خشک گش یآورهای جمعمنظور ابتدا نمونه

های مورد بررسی، واکاوی شناسانه مربوط به گونههای ریختشناسانه: با استفاده از دادههای ریختواکاوی داده قرار گرفتند.

 
1- Flora Iran 
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 1/3نسخه  MVSPا استفاده از نرم افزار ب 1صلیهای املاعها و واکاوی به بندی گونهبندی، آزمودن درستی گروهخوشه

(1999Kovach,  .انجام شد ) 

 

 .استفاده شده در پژوهش Loniceraهاي آوري و کد شناسایی گونهها، مناطق جمعگونه -1دول ج

Table 1- Species, collection areas and identification code of Lonicera species used in the research. 

 آوریمعمحل ج

Collection area 

 استان

Province 

 عرض جغرافیایی

Latitude 

 شماره دسترسی

ccession numberA گونه 

Species 

 ردیف

Row 
matK 

 حوزه لومیر

Lomir area 

 گیلان

Gilan 
37̊ 61ʹ 04ʺ MW557831 L. floribunda 1 

 سنگده

Sangdeh 

 مازندران

Mazandaran 

 7832MW55 L. korolkovii 2 ه هرباریومنونم

 سکان

Sokkan 

 اصفهان

Isfahan 
33̊ 00ʹ 4ʺ MW557833 L. nummulariifolia 3 

 اندبیل

Andabil 

 اردبیل

Ardabil 
37̊ 61ʹ 81ʺ MW557834 L. iberica 4 

 خلخال

Khalkhal 

 اردبیل

Ardabil 
37̊ 61ʹ 83ʺ MW557835 L. bracteolaris 5 

 بارانارس

Arasbaran 

 شرقی یجانآذربا

East Azerbaijan 
37̊ 62ʹ 06ʺ MW557836 L. caucasica 6 

 پارک بیشه حبیب

Bisheh Habib 
Park 

 اصفهان

Isfahan 
32̊ 64ʹ 24ʺ MW557837 L.maackii 7 

 هاباغ گل

Flower Garden 

 اصفهان

Isfahan 
32̊ 63ʹ 98ʺ MW557838 L. caprifolium 8 

 هاباغ گل

Flower Garden 

 اصفهان

Isfahan 
32̊ 63ʹ 48ʺ MW557839 L. heckrottii 9 

 هاباغ گل

Flower Garden 

 اصفهان

Isfahan 
32̊ 63ʹ 00ʺ MW557840 L. fragrantissima 10 

 هاباغ گل

Flower Garden 

 اصفهان

Isfahan 
32̊ 63ʹ 30ʺ MW557841 L. sempervirens 11 

 هاباغ گل

Flower Garden 

 اصفهان

Isfahan 
32̊ 63ʹ 25ʺ MW557842 L. nitida 12 

 

 یهاي مولکولبررسی

های برگی با استفاده از نیتروژن نمونه ،ژنومی DNAای: برای استخراج هسته نواحی کلروپلاستی وو تکثیر DNA استخراج 

یت کیفیت و کم .دمحصول کشور مالزی انجام ش Vivantis GF-1کیت از با استفاده  DNAاستخراج مایع پودر شدند و 

و اسپکتوفتومتری با استفاده از  TBE X 5/0در بافر  8/0ها روی ژل آگارز % با استفاده از الکتروفورز نمونه DNAهای مونهن

 
1- Principle component analysis (PCAs) 
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ای های هسته( به منظور تکثیر توالیPCRای پلیمراز )( تعیین شد. واکنش زنجیرهEppendorf AGدستگاه بیوفتومتر )

 2 ( انجام گرفت. توالی آغازگرهای مورد استفاده در جدولEppendorf AGرموسایکلر )اه تاده از دستگفتوکلروپلاستی با اس

ها با یکدیگر میکرولیتری انجام شد و سپس محصول واکنش 25برای هر نمونه در دو حجم  PCRآورده شده است. واکنش 

 5/0لیتر آب دو بار تقطیر شده، یکروم 5/19شامل  PCRمخلوط گردیدند. نوع و مقدار مواد مورد استفاده در هر واکنش 

 dNTPsمیکرولیتر  MgCl2 (50mM ،)5/0میکرولیتر  X10 ،7/0بافر  PCRمیکرولیتر  5/2(، 10µMمیکرولیتر آغازگر )

(10mM ،)3/0 میکرولیتر آنزیمTaq DNA polymerase  (5U/µl)  میکرولیتر از  1)شرکت سیناژن محصول کشور ایران( و

DNA ونژ( 50می ng/µlب ).ود 

 چرخه 35دقیقه و سپس  3مدت  به سلسیوسدرجه  94سازی در ی پلیمراز شامل واسرشتش زنجیرهرنامه دمایی واکنب

 63ای و دم ITSجهت ناحیه  سلسیوسدرجه  55ثانیه، دمای اتصال )دمای  30به مدت  سلسیوسدرجه  94دمای  شامل؛

ترش دقیقه و یک مرحله گس 1به مدت  سلسیوسدرجه  72 دمای ،ثانیه 45به مدت  (matKجهت ناحیه  سلسیوسدرجه 

 دقیقه بود. 7به مدت  سلسیوسدرجه  72در دمای نهایی 
 

 کلروپلاستی. اي وهسته وقعیت و توالی آغازگرهاي استفاده شده در تکثیر نواحیم -2دول ج

Table 2. Position and sequence of primers used in amplification of nuclear and chloroplast regions. 
 نبعم

Reference 

 (3′-5′)توالی آغازگر 

Primer’s sequence (5′-3′) 

 جهت

Direction 

 نام آغازگر

Primer name 

(White et al., 1990) 
TCCGTAGGTGAACCTGCGG F 

ITS 
TCCTCCGCTTATTGATATGC R 

(Dunning & Savolainen, 2010) 
TAATTTACGATCAATTCATTCA F 

matK 
ATACAAATAATATCCAAATAC R 

 

ول شرکت )محص PCR، از کیت خالص سازی PCR: به منظور خالص نمودن محصولات PCRسازی محصولات الصخ

Favorgen ( استفاده شد )ومتری با ها به روش اسپکتوفتسازی کمیت و کیفیت نمونه(. پس از خالص1شکل کشور تایوان

نگهداری شد و  درجه سلسیوس -20سازی شده در ی خالصDNAشد. تعیین ( (Eppendorf AGبیوفتومتر  استفاده از دستگاه

 .آلمان ارسال شدند Seqlabسازی شده جهت توالی یابی به شرکت های خالصدر نهایت نمونه

ها باا ونهز نمهر یک ا matK از قطعه PCRتکثیر قطعه مورد نظر، محصول  کلروپلاستی و DNAپس از استخراج  ها:نالیز دادهآ

ثبات شاد(.  1هاا در جادول نمونه 1آلمان تعیین توالی گردیدند )شماره دسترسی Seqlab پرایمر رفت و برگشت توسط شرکت

هت تات تکیفیت توالی استخراج گردید.  matK مشاهده شد و توالی Chromas ver. 4استفاده از نرم افزار کروماتوگرام دریافتی با 

 Maximumآناالیز آمااری  هاا حاذف گردیدناد.و با همین نرم افازار ابتادا و انتهاای توالی سنجیده Chromas ver 4 رللفزنرم

Parsimony ، تباارزایی تاوالی برآورد الگوی جایگزینی نوکلئوتیدی ناحیاه و در نهایات رسام درخاتDNAکلروپلاساتی  ی

کاه بیشاترین شاباهت را در   NCBIژنگااه باناک پای ه ازتخاب شادناهای دیگر به همراه تعدادی توالی Lonicera هاینمونه

 .شدند آنالیز (Tamura et al., 2007) نسخه پنجم MEGA افزاربلاست داشتند با استفاده از نرم

 
1- ccession numberA 
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  bpد. اندازه باندها در حدو%1بارگذاري شده روي ژل آگارز matK خالص شده مربوط به ناحیه کلروپلاستی  PCRمحصولات  -1 کلش

 ت.اس 1000-1500

Figure 1- Purified PCR products related to the matK region of chloroplasts loaded on 1% agarose gel. The 

band size is around 1000-1500 bp. 
 

 و بحث تایجن

( 1999ovach, K) 3/1نسخه  MVSP افزارها برای رسم دندروگرام با نرمدادهشناسانه: نتایج حاصل از انجام مطالعات ریخت

. (2)شکل  برای تمام صفات رسم شد Gowerو ضریب  UPGMAمورد استفاده قرار گرفتند. دندروگرام بر اساس الگوریتم 

در  L. sempervirensگونه به دو گروه بزرگ تقسیم شدند. گونه  12نشان داد که  UPGMAدندروگرام رسم شده به روش 

دارای  های قرار گرفته در گروه دومکه گونهله پرتقالی و غیر معطر بود در حالیکلانگ ، رخامه زرد دارای رنگاولین گروه 

 .Lو  L. floribundaهای رنگ خامه سفید، رنگ کلاله سبز و معطر بودند. نزدیکترین رابطه ژنتیکی بین گونه

nummulariifolia  های شباهت و کمترین شباهت بین گونه %90باL. sempervirens  وL. caprifolium  جدول داشتوجود( 

3).  

 
. اعداد UPGMAوریتم آنها بر اساس الگ یشناسانه و رابطه تبارزایبا استفاده از نشانگرهاي ریخت Loniceraهاي دندروگرام گونه -2 کلش

 ها است.روي شکل مربوط به شماره گره

Figure 2- Dendrogram of Lonicera species using morphological markers and their phylogeny relationship 

based on UPGMA algorithm. The numbers on the figure correspond to the number of nodes. 
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افزار نرم اده ازشناسی با استفهای مربوط به ریختهای اصلی روی دادهها واکاوی به عاملبرای آزمودن ارتباط میان گونه

MVSP  3/1نسخه (1999Kovach, دو ها در متن قرار داده نشدهجم زیاد دادههای مربوطه به علت ح( انجام شد )جدول .)اند

که بر این  ها به کار رفتشدند، برای مشخص کردن ارتباط گونهگوناگونی را شامل می %42/56عامل اول که در مجموع 

داد که نشانگر  این آزمایش نشانبنابراین (. 3گرام همسو بود )شکل دندروتند که با فرگروه قرار گ 4ها در اساس گونه

پس  (2017) و همکاران Jalili است. Loniceraشناسانه، نشانگر موثر و امیدبخش برای تشخیص گوناگونی در جنس ریخت

نشیم دو ع پارانوو  ظاهری برگ لکمتوجه شدند که ش متعلق به ایران Loniceraگونه از جنس  9از بررسی تشریح برگ 

 عنوان یک صفت تاکسونومیکی جداکننده استفاده شوند.توانند بهشوند و میصفت مهم در شناسایی محسوب می

 

 

 

 .شناسانههاي ریختهاي اصلی دادهواکاوي به عامل بر اساس Loniceraهاي گونه نمودار پراکنش دو بعدي -3کل ش

Figure 3- Two-dimensional distribution diagram of Lonicera species based on Principle component 

analysis (PCAs) on morphological data. 
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 شناسانه.بر اساس نشانگرهاي ریخت Loniceraهاي ماتریس تشابه بین گونه -3جدول 

Table 3- Similarity matrix between Lonicera species based on morphological markers. 

  
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

1 L. caprifolium 1 
           

2 L. heckrottii 0.729 1 
          

3 L. fragrantissima 0.700 0.791 1 
         

4 L. nittida 0.645 0.649 0.764 1 
        

5 L. floribunda 0.783 0.721 0.842 0.801 1 
       

6 L. korolkovii 0.682 0.734 0.885 0.699 0.846 1 
      

7 L. nummulariifolia 0.724 0.671 0.83 0.798 0.907 0.801 1 
     

8 L. iberica 0.565 0.69 0.745 0.781 0.743 0.716 0.752 1 
    

9 L. bracteolaris 0.683 0.695 0.879 0.685 0.807 0.847 0.789 0.708 1 
   

10 L. caucasica 0.644 0.685 0.845 0.747 0.842 0.812 0.828 0.668 0.856 1 
  

11 L. sempervirens 0.428 0.61 0.591 0.52 0.548 0.613 0.554 0.574 0.567 0.617 1 
 

12 L. maackii 0.653 0.595 0.749 0.744 0.754 0.694 0.789 0.673 0.809 0.804 0.572 1 
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 لیهاي مولکونتایج داده

های مربوط به ژن به دست آمده نشان داد که توالی محصولات تکثیر شده دارای بیشترین تشابه با توالی توالی BLASTالیز نآ

matK  .ای به جفت باز از گونه 1135تا  1110ای بین طول توالی این ناحیه، محدودهو نیز مربوط به گونه مورد نظر بود

، MEGAافزار با استفاده از نرم ،matKهای مربوط به ناحیه مام توالیدگانه تردیفی چنمهی دیگر متفاوت بود که پس از گونه

 2شدهو جایگاه محافظت 1های موجود بر روی توالی، تشخیص داده شد. تعداد جایگاه متغیرجفت باز به همراه ایندل 1053

نسبت و  19برای این ناحیه برابر  Parsimony informativeجفت باز بود. تعداد جایگاه  944و  109برای این ناحیه به ترتیب 

باز  %25همچنین فراوانی نوکلئوتیدها شامل  .تخمین زده شد 02/1( برای این ناحیه R) transversionبه  transitionجایگزینی 

ها گونه ی برایجایگزین یونتایج برآورد الگ ( بود.Gباز گوانین ) %25( و Cباز سیتوزین ) %25(، Tباز تیمین ) %25(، Aآدنین )

شود بین نیز محسوب می 4که به نوعی همان فاصله ژنتیکی 3آورده شده است. همچنین محاسبه واگرایی تکاملی 4در جدول 

اند( نشان ها در متن قرار داده نشدههای مربوطه به علت حجم زیاد دادههای توالی حاصل از این دو ناحیه )جدولتمامی داده

 ( است.057/0) L. heckrottiiو  L. fragrantissimaهای بوط به گونهمررایی ترین واگشیداد ب

 

  .نمایی ترکیبیبه روش حداکثر درست matKبرآورد الگوي جایگزینی نوکلئوتیدي ناحیه  -4جدول 

Table 4- Estimation of the nucleotide substitution pattern of the matK region by the Maximum 

composite likelihood method. 

 نوکلئوتید

Nuclotide 
A T C G 

A - 6.18 6.18 12.63 

T 6.18 - 12.63 6.18 

C 6.18 12.63 - 6.18 

G 12.63 6.18 6.18 - 

ادیر شد. مقابیم 100 برابر r. برای سادگی مجموع مقادیر است ( یک باز )ردیف( با باز دیگر )ستون(rدهنده احتمال جایگزینی )هر عدد نشان †

 .ت( آورده شده اسItalicها از نوع ترانسورژن به صورت اریب )( و جایگزینیboldمختلف جایگزینی ترانزیشن به صورت بولد )

† Each entry is the probability of substitution (r) of one base (row) to another base (column). For simplicity, sum 

of r values is made equal to 100. Rates of different transitional substitutions are shown in bold and those of 

transversional substitutions are shown in italics. 

 

درخت  جنتای رسم گردید. فیلوژنتیکس از محاسبه واگرایی ژنتیکی و پارامترهای آماری مختلف برای این ناحیه درخت پ

 (4 شکل) Maximum Likelihood باه روش matKتنهایی بر اساس ناحیه به Loniceraهای ایرانی جنس ونهرزایی گتبا

های مجزا به خوبی صورت گرفته و در شاخه L. maackiiو  L. korolkoviiها به جز دو گونه ی گونهمشخص کرد که جداسازی همه

داشته و  نزدیکی فیلوژنتیکارتباط  L. floribundaو  L. nummulariifoliaهای شده گونه براساس درخت ایجاد قرار گرفتند.

 L. ibericaو  L. bracteolarisدرصد(. همچنین یک ارتباط نزدیک بین دو گونه  100دارای جد مشترک بودند )بوت استرپ 

 .مشاهده بودمذکور قابل  فیلوژنتیک( در درخت 62)بوت استرپ 

 
1- Variable                     2- Conserved                       3- Evolutionary divergence                     4- Genetic distance 
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نمایی _ثر درستبه روش حداک  NCBIهای گرفته شده از بانک ژنای ایرانی همراه توالی گونههگونهیلوژنتیک فتایج درخت ن

(Maximum likelihoodبا نتایج جدول واگرایی ژنتیکی و درخت فیلوژنتیک گونه )اساس  (. بر5سو بود )شکل های ایرانی هم

، L. floribundaهای موردمطالعه گونه Loniceraی جنس ه گونهبین دوازد از matKدرخت فیلوژنتیک ایجاد شده به وسیله ژن 

L. nummulariifolia ،L. iberica ،L. bracteolaris ،L. caprifolium ،L. heckrottii ،L. fragrantissima ،L. sempervirens 

 بودند.شناسایی  لهای مذکور قابهای مجزایی را تشکیل دادند و از بقیه گونهشاخه L. nitidaو 

 
عداد . اMaximum Likelihoodبه روش  Loniceraهاي ایرانی جنس گونه matKهاي ناحیه حاصل از توالی کیتدرخت فیلوژن -4 شکل

 مرتبه نمونه گیري می باشد. 100ها مربوط به درصد مشابهت درون گروهی حاصل از روي گره

Fig 4- Phylogenetic tree from matK region sequences of Iranian Lonicera species by Maximum Likelihood 

method. The numbers on the nodes correspond to the percentage of similarity within the group obtained 

from 100 samples. 

 

بود و به عنوان یک گروه تفکیک نقابل  L. nigra های مورد بحث قابل تمایز بود ولی با گونهاز دیگر گونه L. caucasicaگونه 

 .L)گوناه موجاود در پاژوهش( و  L. maackiiنیاز از گوناه  L. korolkoviiتواند در نظر گرفته شود. گوناه مونوفایلتیک نمی

xylosteum  قابل تفکیک نبود. همچنین گونهL. maackii های دیگار موجود در ایاران نیاز باا گوناهL. maackii ی ااز کشاوره

کشورهای دیگار  L. maackiiمونوفایلتیک تشکیل ندادند. در حقیقت استفاده از این ژن برای شناسایی گونه ک گروه مختلف ی

اعتماد بوده و بر اساس آنالیز فیلوژنی این ژن در یک گروه  ( قابلMHO28741و  MN256451 ،NCO39636)شماره دسترسی 

 . شوددر ایران توصیه نمی L. maackiiرای شناسایی گونه ین ژن با فاده ازتاس کهمونوفایلتیک قرار گرفتند. در حالی

 های پلاخوردر تعیین رابطه تبارزایی بین گونه trnL-Fبا استفاده از نشانگر کلروپلاستی ( 2021)و همکاران  Fatahiالعه در مط

(Lonicera spp.)  موجود در ایران نیزL. maackii  روه تاک جادی را تشاکیل گار یاک گاشورهای دیکبا گونه مشابه خود از

باه احتماال زیااد رخادادهایی مانناد مورد در این  داشاتند. L. floribundaو  L. korolkoviiتری با ندادند و قرابت نزدیک

Incomplete Lineage Sorting (ILS) زیاد از حد داخل  گوناگونیی گیرش کلروپلاست باعث و هیبریداسیون در نتیجه

 .Lباا گوناه  L. nitidaگونه ایرانی  های مونوفایلتیک شده باشد.ها به عنوان گروهسایی گونهمانع از شناها شده و گونه
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alpigena های ایرانای باا بررسای ایان ی بین دیگر گوناهتیکتری بود. ارتباط فیلوژناروپا دارای قرابت فیلوژنی نزدیک

های ایرانای جانس ، اکثار گوناهmatK کیاتدرخات فیلوژنبر اسااس  نبنابرای قابل تشخیص نبود. کیتدرخت فیلوژن

Lonicera  .از یکدیگر قابل تفکیک بودند 

ختلف آغازگر مورد جواب مطلوبی حاصل نماید، به همین منظور ترکیبات م ITSاین مطالعه نتوانست از آغازگرهای  با تاسف،

 ای حاصل نشد.آزمون قرار گرفت ولی نتیجه

 
ده گردی رسم Maximum Likelihood به روش که Loniceraهاي جنس گونه matKهاي ناحیه از توالی گرام حاصلودندر -5 شکل

هاي گرفته شده از بانک باشد. توالی گونهنمونه گیري می مرتبه 100ها مربوط به درصد شباهت درون گروهی حاصل از است. اعداد روي گره

 ند.ابا ستاره )*( مشخص شده NCBIژن 

Fig 4. Phylogenetic tree from matK region sequences of Lonicera species by Maximum Likelihood method. 

The numbers on the nodes correspond to the percentage of similarity within the group obtained from 100 

samples. Species taken from the NCBI gene bank are marked with an asterisk (*). 
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عمومی  NADتواند به عنوان رمزینه در پلاستید می matKکه بخشی از ژن  نشان داد( 2008)و همکاران  Lahaye پژوهش

 Alliumهای ونهجهت تمایز گ matKو  ITS( که از نواحی 2014)و همکاران  Ipekدار استفاده شود. همچنین برای گیاهان گل

( نیز 2017)کاران و هم Yao باشد.می ITSبهتر از  Alliumجهت آنالیز فیلوژنتیک  matKتند ناحیه ، نتیجه گرفده نمودندااستف

معرفی  ePoaceaو  Chenopodiaceaeهای خانواده را به عنوان بهترین بارکد جهت شناسایی و تفکیک گونه matKناحیه 

یابی نواحی از توالی .Stachys Lهای یلوژنتیکی گونهسی آنالیز فمنظور برر ( به2013)و همکاران  Alian همچنین نمودند.

DNA ITS  ریبوزومی وtrnL-F توانند در می کلروپلاستی استفاده نمودند. نتایج حاصل نشان داد نواحی کلروپلاستی

 ای بهتر عمل نمایند.تههس ITSهای این جنس در سطح بخش نسبت به ناحیه جداسازی گونه

(، در 2013)و همکااران  Wangطوری که بر خلاف نتاایج ایان آزماایش، مختلف متفاوت است به ا در گیاهانیی بارکدهاارک

، matKای از ناواحی کلروپلاساتی و هساته DNAبر اسااس  Salviaبرای شناسایی جنس  DNAبررسی پتانسیل رمزینه کردن 

rbcL ،trnH-psbA ،ITS1  وITS2  ناحیه رفتند که گاستفاده نموده و نتیجهITS1  بهتر از ساایر ناواحی قاادر باه تفکیاک باین

)خاانواده  Dendrobiumهای گونه نمونه از 43(، در بررسی 2015) و همکاران Fengباشد. همچنین ها میها و درون گونهگونه

بی ایان ناحیاه یااو توالی PCRکثیار تدریافتند که میزان موفقیت  ITS2های درون این گونه بر اساس ناحیه ارکیداسه( و واریته

سایر مطالعات مولکولی پیشین را نیز تایید  بنابراینها را از هم تفکیک نمود. خوبی اکسشندرصد بود و این ناحیه ژنی، به 100

 ،ITSنواحی  آوری شده از نواحی مختلف را با استفاده از بارکدهایرقم انجیر جمع 7 نیز (،2015) و همکاران Castro نمودند.

matK   وtrnH-psbA  مورد بررسی قرار دادند و نتیجه گرفتند که ناحیهITS  را دارد و با ناحیه  گوناگونیبالاترین میزانtrnH-

psbA داری دارد. بستگی مثبت و معنیهم 

 گیري نتیجه

ه رابط بررسی و هاگونه یازسجدا یبرا توانندیم شناسانهختیو ر یمولکول یپژوهش نشان داد نشانگرها نیا جینتا

نه گو 12نشان داد که  شناسانهختیر یهایژگیبه کار روند. دندروگرام رسم شده بر اساس و Loniceraدر جنس  یکیلوژنتیف

معطر  ریو غ یتقالرنگ خامه زرد، رنگ کلاله پر یگروه دارا نیدر اول L. sempervirens شدند. گونه میبه دو گروه بزرگ تقس

د که نشان دا جیدند. نتارنگ کلاله سبز و معطر بو د،یرنگ خامه سف یته در گروه دوم داراقرار گرف هاینهگو که یلابود در ح

 هایگونه نیشباهت ب نیمترو ک L. nummulariifoliaو  L. floribunda هایگونه نیب یکیرابطه ژنت نیکترینزد

 L. sempervirens و L. caprifolium شناسانهختیر ینشان داد که نشانگرها یاصل یهاعامل به یواکاو جیوجود دارد. نتا 

و  ایوشهخ یاکاوو جیموارد نتا شتریکارآمد هستند. در ب یبا دقت مناسب یمورد بررس هایگونه صیتشخ یاستفاده شده برا

 یکیه ژنتهنده رابطد نشان شناسانه،ختیو ر matK یمولکول یهمسو بودند. هر دو نشانگرها یاصل یهالبه عام یواکاو

تا  ناسانه،شختینشان داد که نشانگر ر شیآزما نیا جینتا نی. بنابراباشندیم L. nummulariifolia و L. floribunda کینزد

 DNA نهرمزی یاست. کاربرد نواح Loniceraجنس  یهانهو روابط گو یگوناگون صیتشخ یبرا دبخشیموثر و ام یحدود

و  گوناگونیه به با توج matK هیحاصل نشد اما ناح یاجهینت ITS ن داد از آغازگرنشا matK یو کلروپلاست ITSای هسته

 پلاخور است. هایگونه نیب یکیژنت گوناگونی یبررس یبرا یمناسب نهی، رمزآسان  ریتکث
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Abstract 

The genus Lonicera belongs to the Caprifoliaceae and in Persian, it is called Plakhor, Shung, or 

Honeysuckle. Understanding inter-species relationships based on morphological and biochemical 

characteristics sometimes have conflicting results. In this study, morphological markers, and DNA of 

nuclear and chloroplast barcodes (including ITS and matK) along with several other sequences from 

NCBI gene bank database were used to identify, differentiate and determine the phylogenetic 

relationships of 12 Lonicera species in Iran. Genomic DNA was extracted using existing kits and PCR 

reaction was performed to amplify the two gene regions and finally the purified samples were 

sequenced. Cluster analysis based on morphological characteristics divided the species into two large 

groups, the first group consisting of L. sempervirens and the second group consisting of 11 other species. 

The closest genetic relationship was observed between L. floribunda and L. nummulariifolia and the 

least similarity was related to L. sempervirens and L. caprifolium. Principle component analysis (PCAs) 

of morphological data showed that the first three principal components explaining 71.1% of total 

variation. The first principal component is controlled by fluffy stem cover, leaflet shape, leaf margin, 

leaflet tip shape, flower color, fluffy leaf cover, leaf base and fruit color, petiole length and internode 

distance explaining 38.8% of variation. Based on molecular studies, the length of the matK region was 

about 1110-1135 nucleotides. Parsimony analysis of this area showed 944 protected sites, 109 variable 

sites and 19 Parsimony sites. In the phylogenetic tree created by the matK region, all species were 

isolated except two species, L. korolkovii and L. maackii, and were placed in separate branches. The 

genetic diversity and distance between species were observed in the matK region with a genetic distance 

of 0.00 to 0.057. This study could not provide a satisfactory answer from ITS primers. Therefore, the 

matK region was identified as the best region in terms of the ability to show genetic diversity between 

species due to its maximum diversity and easy reproduction, which can be used in future research. 

Keywords: Morphological marker, Barcode regions, Molecular phylogeny, Lonicera, matK.  
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