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Comparison of the Efficacy of Two Chloroplast DNA Marker (psbA-trnH 
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 2، بهروز شیران، مجید صیامپور*نجمه فتاحی دهکردی، مسعود قاسمی قهساره

 

 چکیده

( خوانده Honeysuckleالدوله )های پلاخور، شونگ و یا پیچ امیندر زبان فارسی به نام ،Caprifoliaceaeاز تیره  Loniceraجنس 

شیمیایی گاهی های ترکیبشناسانه و های ریختهای سنتی مانند ویژگیای بر اساس روششود. شناخت روابط بین گونهمی

از  گونه 12 بین تبارزایی روابطتعیین  در DNAهای نهرمزی بررسی کاراییمنظور ، بهحاضر اند. در مطالعهنتایج متناقضی داشته

 .شد استفاده( trnL-Fو  psbA-trnH) کلروپلاستی DNA هایرمزینهاز  ختلف ایرانزیر کشت در مناطق م Lonicera جنس

مراز ای پلیواکنش زنجیره منظور تکثیر دو ناحیه مورد نظربه استخراج وهای موجود با استفاده از کیتژنومی  DNAمحتوای 

(PCR) که طول منطقه نشان دادند نتایج .یابی گردیدندتوالیسازی شده های خالصو در نهایت نمونه شد انجام psbA-trnH  و

trnL-F پارسیمونی ناحیه واکاوی . وکلئوتید استن 940-950و  420-435در حدود  ترتیببهpsbA-trnH  وtrnL-F ترتیب به

ایجاد  درخت تبارزاییدر جایگاه پارسیمون را نشان دادند.  16و  15جایگاه متغیر و  71و  55جایگاه حفاظت شده،  886و  382

به خوبی  L. maackiiو  L. korolkovii، دو گونه trnL-Fو در ناحیه  L. korolkoviiجز ها به گونه، بیشترpsbA-trnHناحیه  با شده

-psbAها در ناحیه بین گونه (209/0تا  00/0) فاصله ژنتیکی تنوع و های متفاوت قرار گرفتند.از یکدیگر متمایز شده و در شاخه

trnH ناحیه ( 027/0تا  00/0فاصله ژنتیکی ) بیشتر ازtrnL-F ناحیه ،. بنابراینبود psbA-trnH  آسان، با توجه به تنوع و تکثیر

 پلاخور است.های رمزینه مناسبی برای بررسی تنوع ژنتیکی گونه

 .الدولهامین ،نشانگر مولکولی، ، فیلوژنیرمزینه نواحی: کلیدی هایواژه

 مقدمه

گونه آن در  100گونه دارد که  180ای و بومی نیمکره شمالی هستند. حدود پیچنده یا درختچهشامل گیاهان  Loniceraجنس 

ایران رشد  طور طبیعی دردارد. چندین گونه از آن نیز بهگونه آن در اروپا، هندوستان و آمریکای شمالی وجود  20چین و 

اما  ،دارها خزانبیشتر آن .(10) شوندالدوله خوانده میهای مقاوم هستند که به نام پیچ امینبالارونده آناز هایی کنند. گونهمی

کنند. میوه آن وراکی شیرین تولید میای و دارای یک محور تقارن بوده و شهد خها لولهها، همیشه سبز هستند. گلبرخی گونه

بذر، قلمه  با فهای مختلگونه شود و هر سته حاوی چندین بذر است.های قرمز، آبی و یا سیاه دیده میسته گرد بوده و در رنگ

های مختلف آن به خاطر توان پوشاندن گونه(.15) استافکندن دار کردن قلمه یا اما روش رایج ریشهیابند، افکندن افزایش میو 

بسیاری  .(17، 10در فضای سبز اهمیت دارند )، هاآنبرخی از های بسیار معطر در های فراوان در تابستان و گلدیوارها، تولید گل

 
 23/3/1400 تاریخ پذیرش:                                   10/11/99دریافت: تاریخ  -1

دانشگاه  یدانشکده کشاورز یپزشکاهیگروه گ اریانشدو  یوتکنولوژیاستاد گروه ب ،یگروه علوم باغبان اریارشد و استاد یکارشناس یدانشجو ترتیببه -2

 ، شهرکرد، ایران.شهرکرد

 (.gmail.com@1352ghasemimالکترونیک: )* نویسنده مسئول، پست 
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و  شودیاستفاده م ییدارو یاهاز آن به عنوان گ یندر چهای این جنس دارای ارزش قابل توجهی از نظر پزشکی هستند. از گونه

و  ییداناکس یضد التهاب، ضد سرطان، آنت یایی،باکتر ضدهای ویژگیمانند  ییو داروهای زیستی ویژگی یداراگفته شده که 

و  شناسانهریختهای های سنتی مانند ویژگیای بر اساس روششناخت روابط بین گونه (.6) استکبد گی محافظت کنند

زیرا شرایط محیطی، مراحل مختلف رشدی، شرایط آزمایش، زمان  ،اندگاهی نتایج متناقضی داشتهشیمیایی  یهابیترک

تواند سبب های گیاهی میبین نمونه شناسانهریخت هایباشند. این تفاوتگیری و فاکتورهای مختلف دیگر اثر گذار مینمونه

اگرچه با  شیمیاییزیستهای مولکولی و یا روش از این رو استفاده از ود.بندی گیاهان شطبقه هایهمطالع گیری اشتباه درنتیجه

 گیاهی دارد بندیردهیکدیگر، امروزه کاربرد فراوانی در  ها ازبا توجه به دقت بالا در تمایز گونه اما ،همراه است افزایش هزینه

ها با به کارگیری و دقیق برای شناسایی گونه سریع با هدف دستیابی تازهیک مفهوم  DNA1رمزینه کردن  استفاده از. (25)

، روز DNA کردنرمزینهروش جهت بررسی روابط فیلوژنی استفاده از . باشدمی نشانگربه عنوان یک  DNAاستانداردی از  منطقه

ها و مقایسه توالی بندیدستهبا  ،ر واقعد (.20 ،12) است که مورد توجه قرار گرفته است به روز در حال افزایش است و چند سالی

ترسیم و روابط خویشاوندی موجودات زنده تعیین  2های تبارزاییهای آماری و بیوانفورماتیک، درختبا استفاده از روش هاآن

 DNA(. 1گردد )استفاده میغیره ژنومی، میتوکندری و چندین ناحیه از ژنوم کلروپلاستی و  DNAشود. برای این منظور از می

 ز جمله نشانگرهایی است که برای، اوتیدیئنوکل و جانشینی اندکاندک ظت شدگی بالا، نوترکیبی فاکلروپلاستی به دلیل ح

های کلروپلاستی مورد توالی از جمله(. 14 ،9) استفاده قرار گرفته است مورد DNAرمزینه  های مختلف گیاهی به عنوانجنس

ست که در سطوح ا psbA-trnHو ناحیه بین ژنی  trnL-Fانداز درون ژنی فاصلهنتیک، توالی فیلوژ هایاستفاده گسترده در مطالعه

رمزکننده نسبت به مناطق  رمزشونده مناطق غیر(. 4 ،26، 9) دنگردبرای گیاهان مطرح می ای و در سطح جنسدرون گونه

 بیشتر برای مطالعه تاریخ تکاملی و بررسی روابط ،رو از این .کمتر مورد توجه و اهمیت در انتخاب طبیعی هستند هاپروتئین

، سرعت شناسانههای ریختویژگی و DNAیابی استفاده ترکیبی از توالی بندیردهدر علم  بنابراین .ندمورد استفاده هست تبارزایی

به منظور ( 30همکاران )و  Theis در پژوهشی .(11 ،8)در سطح جهانی افزایش داده است  ها رابندی و شناسایی گونهطبقه

 ,rpoB-trnCی )کلروپلاست پنج ناحیه و یبوزومیر ITS احیهن یابییاز توال Caprifolieaeو  Lonicera تبارزایی واکاوی یبررس

atpB-rbcL, trnS-trnG, petN-psbM, psbM-trnDموفق به ساخت تاریخ تکاملی و ارزیابی  ،یج حاصلنمودند. نتا ( استفاده

توانستند  RFLPو  ITS یه( با استفاده از ناح19و همکاران ) Peng همچنین شدند. Caprifolieaeو Lonicera  بندیطبقه

Lonicera japonica ای که توسط در مطالعه کنند. یزبه آن متما یکنزد یهارا از گونهSun ( با استفاده از نواحی 25و همکاران )

rbcL ،matK،psbA-trnH ،ITS2 ،ITS1 ،trnL intron   وtrnL-F نمونه از  44درLonicera japonica  که ندنشان داد ،شدانجام 

این ناحیه به آسانی توسط جفت آغازگرهای عمومی  ،بنابراین .جفت باز بود 332-357برابر  psbA-trnHاندازه ناحیه بین ژنی 

 باشد.های نزدیک میازگونه Lonicera japonicaمناسب جهت تمایز یک رمزینه  و یابدتکثیر می

 هایاز نشانگر با استفاده زیر کشت در ایران Loniceraجنس  هایگونه گزارشی مبنی بر بررسیبر اساس اطلاعات ما از آنجا که 

بررسی و  موجود در ایران پلاخور هایگونهارزیابی  به منظورپژوهش  ایندر دست نبود،  trnL-Fو  psbA-trnHشامل  کلرپلاستی

 .ها انجام شدآن تعیین روابط تبارزاییدر رمزینه یا  DNAاین دو ناحیه ژنومی کارایی 

 هاروش و مواد
 بندیآوری مواد گیاهی، تشخیص و گروهجمع

های استانواقع در های طبیعی و یا کشت شده کشور از رویشگاه( 1)جدول  Lonicera از جنس گونه 12در این پژوهش 

ها آوری شدند. نمونهها و مراتع کشور جمعچهارمحال و بختیاری و گیلان و از کلکسیون مرکز تحقیقات جنگلاصفهان، اردبیل، 

گذاری شدند. سپس از هر نمونه ها نامآن شناسانههای ریختشناسی و ویژگیآوری کدگذاری و بر اساس منابع گیاهدر زمان جمع

درون نیتروژن  شده و کدگذاریو ذف رطوبت سطحی در ورق آلومینیومی پیچیده چندین برگ جوان جدا و پس از شستشو و ح

 درجه سلسیوس نگهداری شدند.  -80منجمد و سپس برای استفاده در مراحل بعدی در دمای  ،مایع

 

 
1- DNA barcoding                                      2- Phylogenetic 
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 .حاضر استفاده شده در پژوهش Loniceraهای آوری و کد شناسایی گونهها، مناطق جمعگونه -1جدول 
Table 1. Species, collecting areas and identification code of Lonicera species used in the present research. 

 آوریمحل جمع
Collection areas 

 استان
Province 

 طول جغرافیایی
Longitude 

 عرض جغرافیایی
 Latitude 

 گونه
Species 

 نمونه  کد
Sample 

code 
 حوزه لومیر

Hoze Lomir 
 گیلان
Gilan 

48̊,82ʹ,00ʺ 37̊,61ʹ,04ʺ L. floribunda 1 

 سنگده
Sangdeh 

 مازندران
Mazandaran 

 L. korolkovii 2 نمونه هرباریوم نمونه هرباریوم

 سکان
Sokkan 

 اصفهان
Isfahan 

49̊,85ʹ,07ʺ 33̊,00ʹ,94ʺ 
L. 

nummulariifolia 
3 

 اندبیل
Andabil 

 اردبیل
Ardabil 

48̊,60ʹ,00ʺ 37̊,61ʹ,81ʺ L. iberica 4 

 خلخال
Khalkhal 

 اردبیل
Ardabil 

48̊,52ʹ,38ʺ 37̊,61ʹ,83ʺ L. bracteolaris 5 

 بارانارس
Arasbaran 

 آذربایجان شرقی
East Azerbaijan 

48̊,60ʹ,80ʺ 37̊,62ʹ,06ʺ L. caucasica 6 

 پارک بیشه حبیب
Bisheh Habib Park 

 اصفهان
Isfahan 

51̊,64ʹ,69ʺ 32̊,64ʹ,24ʺ L.maackii 7 

 هاباغ گل
Flower Garden 

 اصفهان
Isfahan 

51̊,69ʹ,65ʺ 32̊,63ʹ,98ʺ L. caprifolium 8 

 هاباغ گل
Flower Garden 

 اصفهان
Isfahan 

51̊,69ʹ,25ʺ 32̊,63ʹ,48ʺ L. heckrottii 9 

 هاباغ گل
Flower Garden 

 اصفهان
Isfahan 

51̊,69ʹ,36ʺ 32̊,63ʹ,00ʺ L. fragrantissima 10 

 هاباغ گل
Flower Garden 

 اصفهان
Isfahan 

51̊,69ʹ,78ʺ 32̊,63ʹ,30ʺ L. sempervirens 11 

 هاباغ گل
Flower Garden 

 اصفهان
Isfahan 

51̊,69ʹ,61ʺ 32̊,63ʹ,25ʺ L. nitida 12 

 

 های مولکولیبررسی

 نواحی کلروپلاستیو تکثیر DNA استخراج 

محصول  Vivantis GF-1کیت و با استفاده  مایع پودر شدند برگی با استفاده از نیتروژن هاینمونهژنومی  DNAاستخراج  یبرا 

 8/0ها روی ژل آگارز % با استفاده از الکتروفورز نمونه DNAهای کیفیت و کمیت نمونه .انجام شد DNAاستخراج  کشور مالزی،

ای پلیمراز زنجیره ( تعیین شد. واکنشEppendorf AGومتر )و اسپکتوفتومتری با استفاده از دستگاه بیوفت TBE X 5/0در بافر 

(PCR) به منظور تکثیر توالی( های کلروپلاستی با استفاده از دستگاه ترموسایکلرEppendorf AG انجام گرفت. توالی آغازگرهای )

 میکرولیتری انجام شد و سپس محصول 25برای هر نمونه در دو حجم  PCRآورده شده است. واکنش  2 در جدولمورد استفاده 

میکرولیتر آب دو بار تقطیر  5/19شامل  PCRها با یکدیگر مخلوط گردیدند. نوع و مقدار مواد مورد استفاده در هر واکنش واکنش

 dNTPsمیکرولیتر  2lMgC (mM50)  ،5/0میکرولیتر  X10 ،7/0بافر  PCRمیکرولیتر  5/2(، µM10)آغازگر میکرولیتر  5/0شده، 

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

DNA ( 50ژنومی ng/µl.بود ) 

چرخه از دمای  35دقیقه و سپس  3به مدت  سلسیوسدرجه  94سازی در پلیمراز شامل واسرشته برنامه دمایی واکنش زنجیره

دقیقه و  1به مدت  سلسیوسدرجه  72و دمای  سلسیوسدرجه  63ثانیه در دمای  45ثانیه،  30به مدت  سلسیوسدرجه  94

 بود. سلسیوسدرجه  72دقیقه در دمای  7یک مرحله گسترش نهایی به مدت 
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 .کثیر نواحی کلروپلاستیده در تموقعیت و توالی آغازگرهای استفاده ش -2جدول 
Table 2. Position and sequence of primers used in amplification of chloroplast regions.  

 نبعم
Reference 

 (′3-′5توالی آغازگر )
Primer’s sequence (5′-3′) 

 جهت
Direction 

 آغازگر نام
Primer name 

(27) CGAAATCGGTAGACGCTACG F 
trnL-F 

ATTTGAACTGGTGACACGAG R 
(22) GTTATGCATGAACGTAATGCTC F 

psbA-trnH 
(29) CGCGCATGGTGGATTCACAATCC R 

 

 PCRهای محصولسازی خالص

 دکشور تایوان( استفاده ش Favorgen)محصول شرکت  PCR سازیخالص، از کیت PCR هایمحصولبه منظور خالص نمودن 

 Eppendorf با استفاده از دستگاه بیوفتومتری اسپکتوفتومتر ها به روشو کیفیت نمونهسازی کمیت . پس از خالص(1 شکل)

AG)محصول گیری شد.( اندازه DNA سازی های خالصرجه سلسیوس نگهداری شد و در نهایت نمونهد -20سازی شده در خالص

 .آلمان ارسال شدند Seqlabشده جهت توالی یابی به شرکت 

 

 
Fig. 1. Purified PCR products related to the psbA-trnH region of chloroplast genome were visualized on 1% 

agarose gel. The bands size is around 400-600 bp. The numbers in Table 1 are listed. 
. اندازه شکار شدندآ %1روی ژل آگارز  کلروپلاستیژنوم  psbA-trnHمربوط به ناحیه  PCRخالص شده های فراورده -1 شکل

 اند.شده مشخص 1های موجود در جدول شماره است.جفت باز  600تا  400 باندها در حدود
 

 هاداده واکاوی

هر یک از  trnL-F و psbA-trnH از قطعه PCR تمورد نظر، محصولا هایکلروپلاستی و تکثیر قطعه DNAپس از استخراج 

ا استفاده از نرم های دریافتی بکروماتوگرام. دندتعیین توالی گردی آلمان Seqlab توسط شرکت رفت و برگشتآغازگر با  هانمونه

 Chromasها با نرم افزار ت توالیکیفی استخراج گردید. trnL-F و psbA-trnH هایمشاهده شدند و توالی Chromas ver 4افزار 

ver 4 آماری  واکاوی ها حذف گردیدند.نرم افزار ابتدا و انتهای توالی سنجیده و با همینMaximum Parsimony ،رآورد الگوی ب

به  Loniceraهای کلروپلاستی نمونه DNAهای توالیهای تبارزایی جایگزینی نوکلئوتیدی هر ناحیه و در نهایت رسم درخت

افزار ا استفاده از نرمب ،که بیشترین شباهت را در بلاست داشته است بانک ژنهای دیگر انتخاب شده از پایگاه همراه تعدادی توالی

MEGA ( 28نسخه پنجم )شدند. واکاوی 

 نتایج

 .آمده است( 5و  3های شکلدر  NCBIهای ثبت شده در توالی 1)شماره دسترسی به دست آمده هایتوالی BLASTآنالیز 

 .ندستهtrnL-F  و psbA-trnH هایهای مربوط به ژندارای بیشترین تشابه با توالی شده تکثیر تتوالی محصولاکه نشان داد 

 Parsimony informative، مناطق 3و متغیر 2یابی شده، مناطق محافظت شدهها طول ناحیه توالیپس از به دست آوردن توالی

 
1- ccession numberA       2- Conserved        3- Variable         4- Evolutionary divergence        5- Genetic distance 
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 شاملفراوانی نوکلئوتیدها  ،همچنین (.3)جدول تعیین شد  MEGA5( با استفاده از نرم افزار R) و نسبت ترنسورژن به ترنزیشن

نتایج برآورد الگوی جایگزینی برای  .بود (Gباز گوانین ) %25( و Cباز سیتوزین ) %25(، Tباز تیمین ) %25(، Aباز آدنین ) %25

شود نیز محسوب می 5که به نوعی همان فاصله ژنتیکی 4واگرایی تکاملی ،همچنین آورده شده است. 5و  4 هایها در جدولگونه

قرار داده ها در متن های مربوطه به علت حجم زیاد دادههای توالی حاصل از این دو ناحیه محاسبه گردید )جدولبین تمامی داده

که دیده نشد در حالیL. korolkovi و   L. floribundaهایبین گونه واگرایی psbA-trnHدر ناحیه که بر اساس آن  (اندنشده

 .Lبین  نیز واگرایی trnL-Fمشاهده شد. در ناحیه  L. caucasica (209/0)و  L. bracteolaris هایبیشترین واگرایی بین گونه

bracteolaris  وL. iberica های که در گونهدیده نشد در صورتیL. caprifolium و L. floribanda ( 0276/0بیشترین واگرایی )

 مشاهده شد.

 

 ..Maximum Parsimonyآماری  واکاویهای تراز شده و اطلاعات مربوط به توالی -3جدول 

Table 3. Information on aligned sequences and statistical analysis of Maximum Parsimony.  

psbA-trnH trnL-F شده های بررسیویژگی  
Studied features  

 تعداد گونه 12 12
Number of species 

 (bpیابی شده )طول ناحیه توالی 940-950 420-435
The length of the sequenced region (bp) 

 (bpهای ترازشده به همراه فواصل ایجاد شده )طول توالی 961 561
The length of the aligned sequences with the distances created 

 (Rنسبت ترنسورژن به ترنزیشن ) 2.09 0.77
Transition/Transversion ratio 

 تعداد جایگاه حفاظت شده 886 382
Number of conserved sites 

 متغیر هایتعداد جایگاه 71 55
Number of variable sites 

 Parsimony informative هایتعداد جایگاه 16 15
Number of Parsimony informative sites 

 

 

 Maximum) نمایی ترکیبیدرستبیشینه به روش  psbA-trnHبرآورد الگوی جایگزینی نوکلئوتیدی ناحیه د -4 جدول

composite likelihood.) 
Table 4. Estimation of the nucleotide substitution pattern of the psbA-trnH region by the maximum composite 

likelihood method. 
G C T A Nucleotide 

13.92 4.35 †9.01 - A 

5.32 2.58 - 8.48 T 

5.32 - 5.35 8.48 C 

- 4.35 9.01 23.11 G 
† Each entry is the probability of substitution (r) from one base (row) to another base (column). For simplicity, 

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

and italic, respectively.  
باشد. مقادیر مختلف می 100برابر  r( از یک باز )ردیف( با باز دیگر )ستون( است. برای سادگی، مجموع مقادیر rدهنده احتمال جایگزینی )هر عدد نشان †

 .( آورده شده استItalicها از نوع ترانسورژن به صورت اریب )( و جایگزینیboldزینی ترانزیشن به صورت بولد )جایگ
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 Maximum compositeنمایی ترکیبی )درستبیشینه به روش  trnL-Fبرآورد الگوی جایگزینی نوکلئوتیدی ناحیه  -5جدول 

likelihood.) 
Table 5. Estimation of the nucleotide substitution pattern of the trnL-F region by the Maximum composite 

likelihood method. 

G C T A Nucleotide 

16.91 4.04 †4.04 - A 

4.04 16.91 - 4.04 T 

4.04 - 16.91 4.04 C 

- 4.04 4.04 16.91 G 
† Each entry is the probability of substitution (r) from 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. 
باشد. مقادیر مختلف می 100برابر  r( از یک باز )ردیف( با باز دیگر )ستون(. برای سادگی مجموع مقادیر rدهنده احتمال جایگزینی )هر عدد نشان †

 شده است. ( آوردهItalicها از نوع ترانسورژن به صورت اریب )( و جایگزینیboldجایگزینی ترانزیشن به صورت بولد )

 
Fig. 2. Phylogenetic tree obtained by sequencing psbA-trnH regions in Lonicera species by Maximum Likelihood 

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

100 sampling. Species taken from the NCBI gene bank are marked with an asterisk (*). 
. اعداد Maximum Likelihoodبه روش  Loniceraهای جنس گونه psbA-trnH هایناحیهیابی توالیحاصل از  تبارزاییدرخت  -2 شکل

های گرفته شده از بانک ژن گونهباشد. گیری مینمونهمرتبه  100ها مربوط به درصد مشابهت درون گروهی حاصل از روی گره

NCBI اندبا ستاره )*( مشخص شده. 
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 Maximum بـه روش psbA-trnH ناحیه بر اساس نیز به تنهایی Loniceraهای ایرانی جنس گونه تبارزاییدرخت  ایجنت 

Likelihood (3 شکل) همانندهای مجزا قرار گرفتند. ها به خوبی صورت گرفته و در شاخهگونه مشخص کرد که جداسازی همه 

 )با درجه اعتماد بالا( با گونه L. floribundaو نیز  L. maackiiو  L. korolkoviiهای گونهقبلی  رختد

 L. nummulariifolia داشته و یک خوشه بزرگ تشکیل دادند. دو گونه خویشاوندی بیشتری L. caprifolium و L. nitida  نیز

 .جدا شدند از هم ها با درجه اعتماد پایینگونهسایر . نسبت بالا در یک خوشه قرار گرفتندبا درجه اعتماد به 
 

Fig 3. Phylogenetic tree obtained by psbA-trnH 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. 

 Maximumبه روش  Loniceraهای ایرانی جنس گونه psbA-trnHهای ناحیه حاصل از توالی درخت تبارزایی -3 شکل

Likelihoodباشد.گیری مینمونهمرتبه  100ها مربوط به درصد مشابهت درون گروهی حاصل از . اعداد روی گره 

 

 ،L. bracteolaris ،L. iberica ،L. heckrottiiگونه ایرانی  هفت ،(4 شکل) trnL-F براساس درخت تبارزایی ناحیه 

 L. fragrantissima ،L. sempervirens ،L. caucasica  وL. floribunda ها گونه سایرهای مجزایی قرار گرفته و از روی شاخه

 کشورهای دیگر یک گروه تک جدیبا گونه مشابه خود از  L. maackiiکه گونه ایرانی توجه این قابل تشخیص بودند. نکته قابل

 .Lمشابه گونه ایرانی  طوربه. داشتند L. floribundaو  L. korolkoviiتری با نزدیکخویشاوندی را تشکیل ندادند و 

fragrantissima گونه  ،همچنینبا جد مشترک قرار نگرفتند.  مشابه از کشور دیگر در یک خوشه و گونهL. nummulariifolia 

 L. japonicaگونه غیر ایرانی و  L. caprifoliumگونه ایرانی . داشت L. maackiiگونه غیر ایرانی نزدیکتری با  خویشاوندینیز 

دارای قدرت کافی برای تمایز این دو گونه  trnL-F توالی بنابراینبودند. بسیار نزدیکی  خویشاوندیاز نظر تبارزایی دارای نیز 

و گونه غیر ایرانی  L. sempervirensایرانی  این ژن همچنین نشان داد که گونه تبارزاییواکاوی های مجزا نداشت. شاخهروی 

دهند هرچند این دو گونه فاصله تکاملی قابل را تشکیل می ( یک گروه تک جدیGQ305434این جنس )شماره دسترسی 

 توجهی از یکدیگر نمایش دادند.
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Fig. 4. Phylogenetic tree obtained by trnL-F 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 (*)  

. اعداد  Maximum Likelihoodکه به روش  Loniceraهای جنس گونه trnL-Fهای ناحیه درخت تبارزایی حاصل از توالی -4 شکل

های گرفته شده از بانک ژن باشد. گونهمرتبه نمونه گیری می 100ها مربوط به درصد مشابهت درون گروهی حاصل از روی گره

NCBI اندبا ستاره )*( مشخص شده. 

 

 Maximum Likelihood بـه روش Loniceraهای ایرانی جنس گونه trnL-F ناحیه بر اساس دست آمدهبه تبارزاییدرخت  

های مجزا ( در شاخهL. maackiiها )جز گونه گونه همه باشند وتک جدی می Loniceraهای جنس گونه نشـان داد( 5 شکل)

. حاصل شد)با درجه اعتماد بالا(  L. ibericaو  L. bracteolarisدو گونه  درژنتیکی  خویشاوندیترین شقرار گرفتند. بی

ی قدرت ناکافی این ناحیه در جداسازی ها با درجه اعتماد پایین صورت گرفته است که نشان دهندهگونه سایر خویشاوندی

 ها است. گونه
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Fig. 5. Phylogenetic tree obtained by trnL-F 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.  

.  Maximum Likelihoodکه به روش  Loniceraجنس  ایرانی هایگونه trnL-Fهای ناحیه درخت تبارزایی حاصل از توالی -5 شکل

 .باشدمرتبه نمونه گیری می 100ها مربوط به درصد مشابهت درون گروهی حاصل از اعداد روی گره

 

های غیر ایرانی های ایرانی به تنهایی و نیز همراه گونهتبارزایی ایجاد شده بر اساس گونه هایمقایسه درختافزون بر نتایج بالا  

 L. maackiiو  L. floribundaو  L. korolkoviiهای نزدیک گونه خویشاوندیبیانگر  psbA-trnHو  trnL-Fو ناحیه مربوط به هر د
 .است

 بحث
 ای،گونه داخلای و در سطح بین گونه تبارزاییوابط برای مطالعه رtrnL-F و  psbA-trnH مولکولی هایاز نشانگر پژوهشگران 

 کننده رمز مناطق به نسبت بیشتری تنوع اغلب ژنی بین فضاهای و هااینترون همچون کنندهرمزغیر مناطق. کنندمی استفاده

DNA  (21) دهندنشان می. 

شماره دسترسی ) ایرانیهای مشابه غیر با گونه L. fragrantissimaگروهی عدم هماین آزمایش  psbA-trnHناحیه  در بررسی 

MG738669) نوترکیبی در توالیبروز مربوط به  تواندمشخص کرد که علت این موضوع می psbA-trnH با استفاده از . باشد

 .L. maackii ،Lهای . بر این اساس گونهشدص خشمای تا حدودی بین گونه تباریاین ناحیه ارتباط  تبارزایی واکاوی

fragrantissima  وL. korolkovii  و حتیL. nummulariifolia قرار گرفت و اعتبار فیلوژنی اعتبار کمتر( در یک خوشه  درجه )با

که با  بود L. floribundaو  L. korolkoviiمربوط به دو گونه  نبیشترین تشابه ژنتیکی در این ژنزدیکی داشتند. در این بین 

و  Nunesنتایج  و نتایج به دست آمده در این بررسی .ودسو بهم های ایرانیو نتایج درخت تبارزایی گونه جدول واگراییج نتای

تواند به عنوان بسیار کارآمد بوده و می Loniceraهای برای تفکیک گونه psbA-trnH که توالی کندمیتاکید  (18)همکاران 

DNA barcode ها نشان این ناحیه در شناسایی و تفکیک گونه توالیتوانایی مطالعه استفاده شود. های مورد برای شناسایی گونه

 Loniceraهای بررسی گونه های مختلف است.این ناحیه بین افراد یک گونه و تفاوت قابل توجه آن بین گونه تشابه توالی دهنده

مختلف  هایبرای تفکیک و شناسایی گونه psbA-trnH انایی توالیهای ایرانی نشان داد که تواز کشورهای دیگر نیز به همراه گونه
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نمونه از گونه  44روی که  (25) و همکارانSun  لعه بهتر بوده است و با نتایجمورد مطا trnL-F  به مراتب از توانایی توالی

Lonicera japonica ها نشان دادند کههمسو بود. آن ،انجام دادند psbA-trnH مناسب جهت تمایز  یک رمزینهLonicera 

japonica باشدهای نزدیک میازگونه. 

ها به جز گونه همه در این مطالعه، Loniceraی گونه 12نشان داد که از بین  trnL-F بر مبنای توالی نتایج درخت تبارزایی 

روی شده بیان متمایز قرار گرفتند. دو گونه هایاز یکدیگر قابل تفکیک بوده و روی شاخه L. maackiiو  L. korolkovii گونهدو 

 Loniceraهای ایرانی جنس در درخت تبارزایی گونه .بالا قرار گرفته و قابل تفکیک از یکدیگر نبودندیک شاخه با درجه اعتماد 

 مشابه، 1های چند شکلیتواند به دلایلی مانند وجود مکانین موضوع میروی شاخه مجزا قرار نگرفت که ا L. maackiiی نیز گونه

و بین  2ایداخل گونه و گیرش ، هیبریداسیون Incomplete Lineage Sorting (LIS)رخدادهایی مانند  ای،تنوع پایین بین گونه

 .(7) کلروپلاست باشد ایگونه

ان ار و اطمین)با اعتب L. ibericaبا  L. bracteolarisو نیز  L.nitida با L. nummulariifoliaهای گونه همچنین مشخص شد 

های بارزایی گونهتدر درخت  ،همچنین .که هم راستا با نتایج جدول واگرایی بودند تری دارندنزدیک تبارزایی خویشاوندیکمتر( 

تایج نتبارزایی نزدیکی داشتند که با بقیه  خویشاوندی L. ibericaو  L. bracteolarisهای نیز گونه Loniceraایرانی جنس 

 تا حدودی مناسب های ایرانی از یکدیگردهد که اعتبار این ناحیه ژنتیکی برای تفکیک گونهنشان می این نتایج راستا بود.هم

های دیگر با گونه Loniceraهای مورد مطالعه جنس . بررسی گونهباشدمیها ناکافی بین گونهخویشاوندی برای تعیین  است، اما

چندان قابل اعتبار  trnL-F ژن تبارزایی واکاویها بر اساس مشخص کرد که قدرت تفکیک گونه جنس از مناطق مختلف دنیا، این

وبر )سفید پلت و سپیدار( استفاده نمودند از این ناحیه جهت بررسی تمایز دو گونه صن (13) زاده کلاگر و همکارانحسین نیست.

 رمزینهر نشانگرها و نواحی در نتیجه استفاده از سای تواند بین این دو گونه تمایزی ایجاد نمایدیو نتیجه گرفتند که این نشانگر نم

برای ارزیابی  ( تنوع ژنتیکی3و همکاران )  Baraketدر پژوهشی توسط .همسو است آنهابا  حاضرکه نتایج  را پیشنهاد نمودند

ها نشان داد که آن . نتایجانجام شد trnL-Fو  ITSیابی ناحیه توالی با استفاده از Ficus Moraceaeای در روابط درون گونه

  باشند.ید میالگوی تغییرات در انجیر مف ژرم پلاسمی و همچنین برای تشخیص تمایز ای و سیتوپلاسمی برایهای هستهتوالی
ور این ژن بین افراد گونه در ظه LISو یا رخداد  trnL-F ژن ایای در مقایسه با تنوع داخل گونهگونهتنوع ژنتیکی ناکافی بین 

های متعدد که گونهدهد زمانینتایج این بررسی نشان می ،ها باشد. بنابراینتواند بیانگر قدرت ناکافی این ژن در تفکیک گونهمی

 ها ناکافی خواهد بودک گونهگیرد استفاده از ترادف برای تشخیص و تفکیدر جنس )از کشورهای مختلف( مورد بررسی قرار می

ر( دنیای )گرگ تیغ یا دیو خا Lycium shawii( در بررسی تبارزایی 2) چگینی و همکاران یکه توسط آزاد یدر پژوهش .(7)

های دنیای جدید و از گونه های ایران در کنار بسیاریانجام شد با استفاده از گونه trnL-Fو  ITSقدیم بر اساس توالی ناحیه 

 دنیای قدیم تعیین گردید. Lycium shawiiدنیای قدیم، روابط فیلوژنی 
 بروزان احتمال توهای این جنس میگونهسایر ی غیر ایرانی از هابین گونه trnL-F به فاصله تکاملی قابل توجه توالی با توجه 

 یک به عنوان حیهو این نا ( همسو است5) و همکاران Chenبا نتایج  که این ناحیه ژنتیکی را محتمل دانست نوترکیبی در توالی

فکیکی کم این نشانگر تقدرت به طور معمول، ، این است که F-trnL رعلت انتخاب نشانگدر همین راستا،  .است ناحیه قدرتمند

دوم  ،(26 ،23) باشندمی شدهاین مناطق به شدت حفاظت که اول این شود.آن تا حدی جبران می سودمندیدر مقابل چندین 

ینه شده تکثیر آغازگرها و همچنین شرایط به ساختراحتی امکان ه آغازگرهای جهانی این نشانگر در دسترس هستند و باینکه 

در ها در پایگاه داده )F-Ltrn (کننده رمزهای مناطق غیر اطلاعات زیادی از توالی کهو سوم این این نشانگر در منابع موجود است

 .دسازمی پذیرها را امکانها و جنسباشد که اجازه شناسایی بسیاری از گونهبانک ژن در دسترس می

 نتیجه گیري
 های مختلفبرای تفکیک و شناسایی گونه psbA-trnHتوانایی توالی ناحیه  که نشان دادپژوهش حاضر نتیجه حاصل از  

دلیل نیاز به به افزون بر این، باید اشاره کرد که مورد مطالعه بهتر بوده است.trnL-F مراتب از توانایی توالی ناحیه به پلاخور

 گیرندتنهایی مورد استفاده قرار نمی های کلروپلاستی بههمواره ژن ه(جود دورگ)وها گونه اطلاعات اضافی برای شناسایی برخی

 
1- Polymorphism                                                                                                                       2- Intraspecies capture 
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و  nrDNA ITSرای نمونه )بی اهپلاستیدی همراه با توالی هستهای هقطعشود پیشنهاد میتر دست آوردن نتیجه دقیقبرای بهو 

(trnH-psbA  به عنوان رمزینهDNA (16) استفاده شوند . 
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Comparison of the Efficacy of Two Chloroplast DNA Marker (psbA-trnH 

and trnL-F) in Determining the Phylogenetic Relationships among 

Honeysuckle (Lonicera spp.)  Species in Iran 
 

N. Fattahi Dehkordi, M. Ghasemi Ghehsareh, B. Shiran and M. Siampoor11 

 

 The genus Lonicera belongs to the Caprifoliaceae family, and in Persian, it is called 

Palakhor, Shung, or Aminoddoleh vine. Understanding interspecific relationships based on 

traditional methods such as morphological features and chemical compositions has conflicting 

results. In this study, to evaluate the efficiency of DNA barcode in determining the phylogenetic 

relationships of 12 species of Lonicera under cultivation in different regions of Iran, two 

chloroplast DNA barcodes (psbA-trnH and trnL-F) were used. Genomic DNA extracted using 

available kits, and PCR reaction performed to amplify two regions, and finally, purified samples 

were sequenced. The results showed that the length of the psbA-trnH and trnL-F regions are 

about 420-435 and 940-950 nucleotides, respectively. Parsimony analysis of psbA-trnH and 

trnL-F showed 382 and 886 conserved sites, 55 and 71 variable sites, and 15 and 16 Parsimony 

informative sites, respectively. Phylogenetic trees created by the psbA-trnH and the trnL-F 

regions showed that most species (except L. korolkovii) and the two species L. korolkovii and 

L. maackii were well distinguished from each other, respectively and they were placed in 

different clusters. The genetic distance (0.00 to 0.209) between species in psbA-trnH region is 

more than genetic distance (0.00 to 0.027) in trnL-F region. Therefore, the psbA-trnH region 

owing to its diversity and reproducibility is a suitable barcode for studying genetic diversity 

between Lonicera species. 

Keywords: Barcode regions, Phylogeny, Molecular marker, Honeysuckle. 
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