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توالی ناحیه   بر اساس( Luffa cylindrica)گیاه لوفا  هایفیلوژنتیکی برخی ژنوتیپ  تحلیل و بررسی

 trnH-psbA  ژنیبین

 4عمران قاسمی الل ولیو  3، لیلا فهمیده،*2، مجتبی کیخاصابر1حلیمه اربابی

 زابل ، زابل، دانشکده کشاورزی، دانشگاه بیوتکنولوژینباتات و اصلاح گروه  ،ارشد کارشناسیدانشجوی  -1

 زابل ، زابلپزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه گروه گیاه ،استادیار -2

 گرگان ، و منابع طبیعی گرگان  کشاورزیعلوم ، دانشگاه نباتات و بیوتکنولوژیاصلاح گروه  دانشیار، -3

 و منابع طبیعی ساری، ساری کشاورزیعلوم دانشگاه  بیوتکنولوژی طبرستان،پژوهشکده ژنتیک و  ،استادیار -4

 (16/10/1401: تاریخ پذیرش - 28/05/1401 )تاریخ دریافت:

 چکیده 

جهان از جمله   ی ری گرمس مه ی ن  و   ی ر ی گرمس  مناطق   در   شتر ی ب که    است   ان یی کدو  خانواده   از   ی اه یگ  Luffa cylindrica یبا نام علم   لوفا 

 ه یناح از طریق ارزیابی     L. cylindricaیبوم ر یغ   و   ی بوم   یپ ژنوت  9  ی ک ی تنوع ژنت  ق یتحق   ن ای   در کند.  میرشد    یران مناطق ا در اکثر  

روش به   DNAاستخراج    ،جوان   ی ها برگ   از   برداری نمونه مورد بررسی قرار گرفت. پس از    یکلروپلاست   trnH-psbA (IGS)ژنی  ن ی ب 

 از  استفاده   با   ، ی توال   ن یی از تع   شده پس   ر ی محصولات تکث  انجام شد.    IGSی ژن ن ی ب   ه ی ناح   آغازگرهای با استفاده از    PCR  و دلاپورتا  

 . ند شد  سازی ردیف هم   MEGA7و  BioEdit ی ها افزار نرم   توسط   ClustalW برنامه   با سپس   و   تعیین کیفیت شده   Chromas افزار نرم 

ها بررسی قرابت در تحقیق حاضر با   . شدند   م ی ترس   و   ن یی تع   ها یتوال   تشابه   و   تفاوت   س ی ماتر  و   ی لوژن ی ف  روابط   نمودار درختی   در ادامه 

غیربومی بومی و    L. cylindricaای در  گونه تنوع شدید درون   مورد مطالعه، های  در میان نمونه   trnH-psbA (IGS)با استفاده از نشانگر  

 بود.   2/ 53با میانگین کلی فاصله    6/ 865از صفر تا  تحقیق  این  در  های بررسی شده  ماتریس فاصله ژنتیکی بین نمونه  . مشاهده شد 

های مثبت دهنده گزینش   که نشان   بود  = IGS 68 /0ds/dnبرای توالی   ( dN/dS) های مترادف و غیرمترادف مقدار متوسط جایگزینی 

بررسی مولکولی و شناسایی   در خصوص ای  هیچ مطالعه   تاکنون   باشد. ی مورد مطالعه می ها ژنوتیپ و خالص در روند انتخاب طبیعی  

نشانگر در این تحقیق از    ها صورت نگرفته است. مختلف گیاه لوفا در ایران و مطالعات فیلوژنتیکی این ژنوتیپ بومی  های  ژنوتیپ 

trnH-psbA (IGS)    تعیین ها  آن   بررسی و فاصله ژنتیکی   یربومی غ لوفای بومی و    های یپ ژنوتاستفاده شد تا تنوع موجود در برخی از

اساس  که  داد    نشان   تحقیق   ن ای   نتایج شود.   کمک    فیلوژنی   درخت بر  با  ژنتیکی  فواصل  بررسی   تنوع  trnH-psbA  نشانگر و 

 . باشد ی م ی  قابل ارزیاب  ی خوب به ن گونه گیاهی ای   ی اگونه درون 

 بارکدینگ  DNA،  ای، نشانگر کلروپلاستیگونهدرونتنوع ژنتیکی  کلیدی: واژگان
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 مقدمه

 (Syn. Luffa aegyptiaca)   یعلم  نام  با  لوفایا    اسفنجی  کدو

Luffa cylindrica   ان ی کدوئ   خانواده   از ی  اه ی گ  (Cucurbitaceae )  

  . روید ی می ر ی گرمس مه ی ن   و   ی ر ی گرمس   مناطق   در   عمدتاً  که است  

گیاه  برخی    این    لند، ی تا   هند،   ، ی مالز   ن، ی چ   مانند   کشورها از  در 

 شود ی م   کشت   ی تجار   صورت به   قا ی آفر   و   ی مرکز   ی کا ی آمر 

 (Oboh and Aluyor, 2009 .)   قبل از رسیدگی    این گیاه  نرم   میوه

  راحتی به   که   شود می   استفاده خوراکی    محصول عنوان  به   کامل 

  . ( Okusanya et al., 1981)   است   آور اشتها   و   بوده   هضم قابل 

  یک   شامل   میوه رسیده و خشک آن   ، بر مصرف خوراکی علاوه 

  متراکم سلولزی   و   سخت   شبکه   یک   و   اطراف   در   سخت   پوسته 

  صنعت   در   استفاده   مورد   فیبر   از   خوبی   منبع   که   است (  اسفنج ) 

وسایل  کردن  تمیز  و  فیلترعنوان  به   شیشه،   نقلیه،  موتور 

 Shah)  است   بدن  شست و شوی  و  حمام  آشپزخانه،  ظروف

Akinyinka  ;, 1980; Oboh and Aluyor, 2009.et al

Akinwumi et al., 2022.) 

ژنوتیپ   موجود   ژنتیکی   تنوع   ارزیابی  یک  بین  مختلف  های 

  است   ضروری   ژنتیکی   منابع   حفظ   و   اصلاح   برای   گونه گیاهی 

  است  مهم  بسیار  هیبریدها   پرورش   برای  والدین  انتخاب   در  و 

 (Talebi et al., 2008; Asghari Mirak et al., 2022; 

Gholipour et al., 2021 ) .  کدگذاری   مولکولی   رهیافت  DNA  

  موجودات   شناسایی   برای   عملی   و   سریع   روش   یک عنوان  به 

 Hebert etهبرت و همکاران )   توسط ابتدا    ها گونه   سطح   در 

al., 2003 )    علمی    وامع ج استفاده از آن در  معرفی شد و سپس

 ;Schindel and Miller, 2005)  توسعه پیدا کرد سراسر جهان  

Miller, 2007 .)  مطالعات متعددی جهت   در   تاکنون   فن ن  ای   از  

در  شناسایی   ژنتیکی  تنوع  سنجش  و  حیوان و  گیاهان  ات، 

 Hajibabaei et al., 2006; Kress)   است   ها استفاده شده قارچ 

et al., 2005; Seifert et al., 2007; Min and Hickey, 2007; 

Ross et al., 2008 ).   استاندارد    ه ی ناح   ک ی   ن یی تعDNA   عنوان  به

  کدگذاری   از فن در استفاده    ی اساس   ی ها شرط ش ی پ بارکد از  

DNA   .مختلف   ناحیه   هفت   گیاهان   بر همین اساس در   است  

،  rbcL)   کلروپلاستی   و (  ITS2  و   ITS)   ای هسته   DNA  از 

matK  ،trnH-psbA  ،rpoC1    وrpoB  ) پیشنهاد   بارکد عنوان  به  

  trnH-psbA ی ژن ن ی ب   ه ی ناح (.  Pang et al., 2012)   شده است 

 Kress)   همکاران   و   کرس   توسط   2005  سال   در   بار   که اولین 

et al., 2005  ) عالی   گیاهان   تمامی   بین   در   شد   معرفی  

 که  کوتاهی  نسبتاً طول  دلیل به  و دارد    مناسبی   نسبتاً  تغییرپذیری 

 ,Maheswaran)   است   تکثیر   قابل   راحتی به   د ر موا   اکثر  در  دارد، 

2004; Bolson et al., 2015 ).  زاده کلاگر و همکاران  حسین

(Hosseinzadeh Colagar et al., 2013  )گاه یجا  

از  را  ایران  شمال  بلوط  شاه  یکیتاکسونوم استفاده  با 

ناح  psbA  یمولکول  ینشانگرها  trnH-psbA  یژننیب  هیو 

  حاکی از این موضوع بود  ایج آن که نت  مورد بررسی قرار دادند 

و    trnH-psbA  نشانگرهای   بر ی مبتن   نگ ی بارکد   DNA  فن   که 

psbA ،   سر   ی روش و    گاه ی جا   یی شناسا   ی برا   ع ی آسان 

همچنین    . باشد می   ران ای   شمال   ی ها بلوط شاه   ی ک ی تاکسونوم 

تنوع  ای  در مطالعه   ( Shirzaie et al., 2021) شیرزایی و همکاران  

برخی مناطق کرمان و   از ژنوتیپ انبه  30 ی ا گونه درون ژنتیکی 

ارزیابی  را    هرمزگان  طریق    trnH-psbA  ی ژن ن ی ب   ه ی ناح از 

نشان داد که  ها  آن   مورد بررسی قرار دادند و نتایج   ی کلروپلاست 

خت  برای مطالعه و شنا   trnH-psbA  ی ژن ن ی ب   ه ی ناح استفاده از  

 ه مفید بوده است.  انب   ی ا گونه درون تنوع و روابط  

لوفا  زمینه  اما    ، روید می   ران ای   مناطق   اکثر   در اگرچه    گیاه  در 

لوفا  ها پ ی ژنوت   ن ی ب   ی شاوند ی خو   روابط بررسی   مختلف  ی 

با یکدیگر و نیز با سایر  ها  آن   ی ک ی نزد   و   قرابت   زان ی م تعیین  

  پژوهشاین  در    . غیربومی اقدامی صورت نگرفته است   ژنوتیپ 

غیربومی ها یپ ژنوت ژنتیکی  تنوع   و  بومی  لوفای    یق طر   از   ی 

  یکلروپلاست مورد بررس  trnH-psbA   ی ژن ن ی ب  ناحیه   یابی ارز 

هدف   گرفت.  ا قرار    و  ژنتیکی   فاصله   تعیین پژوهش    ن ی از 

بر    بررسی   لوفای مورد   های ژنوتیپ   یلوژنتیکی درخت ف   یم ترس 

 . بود   trnH-psbA  ی ژن ن ی ب   ناحیه   توالی   اساس 

 ها مواد و روش

گیاهی ها نمونه  استفاده    ی ها پ ی ژنوت :  ی  مورد  این  در  بومی 

نقاط   از  ا تحقیق  کرمان   ران ی مختلف  و    و   )مازندران،  سیستان 

غیربومی از چین، برزیل و افغانستان  ی  ها پ ی ژنوت بلوچستان( و  

ها  وتیپ ن ن ژ ای   ت . مشخصا ( ران ای   قم،   )شرکت نسیما،    شدند تهیه  

به    ای در گلخانه   1398در اسفند  . بذرها  آمده است   1جدول    در 

زابل   مربع ر مت   500  وسعت  دانشگاه  کشاورزی  پژوهشکده    در 

گلخانه با افزودن کود دامی    ک قبل از کشت خا   . کشت شدند 
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در گلخانه    ها پشته آماده شد. بذرها به فاصله یک متر از هم روی  

  3با دوره آبیاری  ای  جهت آبیاری از آبیاری قطره   . کشت شدند 

بار  یک ای  هفته   ، ساعت در روز استفاده شد. در طول مدت رشد 

کیلوگرم محلول با آب    2هر بار به میزان حدود    KPN20از کود  

از    برداری پس از نمونه   آبیاری جهت تقویت گیاهان استفاده شد. 

جداگانه    صورت به آوری شده  های جمع ، نمونه جوان های  برگ 

و تا زمان    قرار داده شدند بندی  های مخصوص بسته در پلاستیک 

پژوهشکده    گراد سانتی   درجه   - 80  فریزر   در   DNAاستخراج  

 .  نگهداری شدند فناوری کشاورزی دانشگاه زابل  زیست 

 همکاران  و  دلاپورتا  روش  از:  DNA  استخراج و ارزیابی

(Dellaporta et al., 1993)   استخراج  جهت  DNA    از

لوفا  جوان  یهابرگ   استخراج   از  پسشد.    استفاده  گیاه 

DNA،  اسپکتروفتومتر   دستگاه  و  درصد  1  آگارز  ژل  از  

  تی فیک   و ت یکم  نییتعجهت     Unico USA UV-2100مدل

  .شد  استفاده استخراجی DNAنمونه 

زنجیره  واکنش (:  PCR)  مرازیپلای  واکنش  انجام    جهت 

PCR  های اختصاصی طراحی شده از روی ناحیه آغازگر  از  

منظور    نیبه ا( استفاده شد.  2)جدول    trnH-psbA  یژننیب

دستگاه   برنامه   Eppendorf (22331 Humburg)از  طبق 

مطابق جدول   زمانی  و  شد  3حرارتی  رد  از  .  استفاده  ژل 

Sambio)  رنگ جهت    PCRمحصولات  آمیزی  انگلیس( 

آگارز ژل  دستگاه    درصد  1  روی  از  و   داکژلاستفاده 

(vilber lourmat E- Box- VX2- 20m)    جهت نمایان شدن

   برداری استفاده شد.باندها و عکس

 

 مطالعهمورد لوفا  های ژنوتیپ مشخصات  -1 جدول
Table 1. Characteristics of luffa genotypes used in this study  

 پیژنوت شماره

Genotype number 

 ی فارس نام
Persian name 

 ی اختصار علامت
Symbol 

 جغرافیایی  منطقه
Geographical region 

1 
 اه یبذرس یشمال

Northern black seed 
Si  مازندران 

Mazandaran 

 ارداریش 2

Angled 
He  کرمان 

Kerman 

 د یبذرسف یشمال 3

Northern white seed 
Se  مازندران 

Mazandaran 

 یافغان 4

Afghani 
Af افغانستان 

Afghanistan 

 یی ایاسپان 5

Spanish 
Es ا یاسپان 

Spain 

 ی تور 6

Touri 
Tu بلوچستان و ستانیس 

Sistan and Baluchistan 

 لوفا لانگ 7

Long luffa 
Lc نیچ 

China 

 بزرگ  یشمال 8

Northern large 
Gh  مازندران 

Mazandaran 

 یلی برز 9

Brazilian 
Be ن یلات یکای مرآ 

Latin America 
 

 IGSتحقیق برای تکثیر ناحیه این در مورد استفاده  توالی آغازگرهای-2جدول 

Table 2. Primer sequences used in this study for amplification of IGS region 

 منبع
Reference 

 توالی آغازگر 
Primer sequence 

 آغازگر
Primer 

Sang et al., 1997 5'-GTTATGCATGAACGTAATGCTC-3' psbA3_f 
Sang et al., 1997 5'-CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3' trnHf_05 
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 IGS با آغازگر مرازیپلای واکنش زنجیره برنامه -3جدول 
Table 3. Polymerase Chain Reaction cycle uding1 IGS primers 

 مرحله واکنش 
Reaction stage 

 چرخه 
Cycle 

 گراد(دما )سانتی
Temperature (°C) 

 زمان
Time 

 1 94 6 min ( Pre-denaturationاولیه )  یسازواسرشته
 35 94 45s ( Denaturation) یسازواسرشته
 35 61.3 45s ( Annealing)  آغازگر اتصال

 35 72 50s ( Extension)  توسعه آغازگر
 1 72 15 min ( Final extension) نهاییتوسعه 

 

برای انجام    PCRمحصول  :  ها داده   تجزیه و تحلیل یابی و  توالی 

ماکروژن  به شرکت فزاپژوه ارسال و توسط شرکت  یابی  توالی 

نظر  یابی  توالی سازی و سپس  خالص   ی کره جنوب  ناحیه مورد 

شد.   نرم   ها توالی کیفیت  انجام  و    Chromasافزارهای  توسط 

BioEdite   در  ترازی و ویرایش پس از هم بررسی شده و نتایج

ثبت گردید. پارامترهای ژنتیکی از قبیل تعداد    NCBIپایگاه داده  

جایگزینی  شامل  های ها، تنوع نوکلئوتیدی، تعداد جایگاه جهش 

(  5)نسخه    DNAspافزارهای  نرم   با کمک ها  آن   و همچنین تنوع 

شدند   MEGA7و   درخت  به همچنین  .  ارزیابی  ترسیم  منظور 

روش  فیلوژن  از  استفاده  )با  تعیین UPGMAی  روابط    (، 

ژنت   ی شاوند ی خو  فاصله  افزار  نرم   از   ها یپ ژنوت   ین ب   ی ک ی و 

MEGA7   شد.    استفاده 

 و بحث   نتایج

استخراج    DNAبا استفاده از    PCRواکنش  :  یابی تکثیر و توالی 

محصولات بر  ی برگی لوفا انجام گردید و  هاشده از نمونه

الکتروفورز شد آگارز یک درصد  به ندروی ژل  با توجه   .

ژل روی  بر  شده  مشاهده  شد    باندهای  که  مشخص 

را تکثیر کردند   bp300 قطعات حدود   trnH-psbA  آغازگرهای

 (. 1که با آنچه مورد انتظار بود مطابقت داشت )شکل  

تحلیل   و  توالیها:  توالی تجزیه  نتایج  قطعات کیفیت  یابی 

نرم از  استفاده  با  بررسی    BioEditeافزار  تکثیر شده  مورد 

گراف خوب  کیفیت  گرفت.  توالیقرار  همه  های  یابی 

توالی بود. در شکل  نمونه تعیین  بالا در  بیانگر دقت    2ها 

مورد مطالعه در   IGS  یابی ناحیهگراف حاصل از نتایج توالی

 نشان داده شده است.  عنوان نمونهشیاردار به لوفای

توالی  از  همولوژی  پس  میزان  نتایج،  کیفیت  ارزیابی  و  یابی 

های ثبت  با یکدیگر و با توالی   trnH-psbAنواحی تکثیر شده  

ها  . توالی قرار گرفتند مورد مقایسه    NCBIشده در پایگاه داده  

 L. cylindrica  های گونه توالی همولوژی بالایی با یکدیگر و با  
شده  تکثیر  نواحی  توالی  داشتند.  ژن  بانک  در  موجود 

trnH-psbA  داده ژنوتیپ پایگاه  در  بررسی  مورد  های 

NCBI  مشخصات ثبت و شماره   4ثبت گردید. در جدول

 ها نشان داده شده است. دسترسی توالی 

توالی تحلیل  و  تجزیه  کمک نتایج  به  مطالعه  مورد  های 

داد    DNAsp  افزار نرم  در    4  درمجموع نشان  سینگلتون 

 PIS    (Parsimonyو یک    303و    301،  293،  292های  جایگاه 

Informative Sites  تکثیر شده  ناحیه    291جایگاه  ( درIGS  

از مجموع  وجود دارد شناسایی   جایگاه    227جایگاه،    703. 

 ( مورف( و  پلی   5مونومورف و    222دارای حذف و اضافه 

ناحیه    479 یک  بودند.  اضافه  و  حذف  بدون  جایگاه 

  0/ 70با ضریب حفاظتی    172–303  بین جایگاه   شده حفاظت 

در ناحیه تکثیر شده    P_value=  0با    0/ 99و میزان شباهت  

trnH-psbA    .شد هاپلوتیپ    4جمعیت  این  در  شناسایی 

   . ( وجود داشت 0/ 69هاپلوتیپی    )شاخص 

با استفاده  های نوکلئوتیدی  جانشینی   نتایج تجزیه و تحلیل

تامورا   مدل بر اساس    که   نشان داد   MEGA7افزار  نرم   از  

نی   ها جانشینی ترین  بیش   ( Tamura and Nei, 1993)   و 

توالی   برای  شدهناحیه  )   IGS  یابی  انتقالی  نوع   1/22از 

ها از نوع متقاطع  درصد جانشینی   9/77و تنها    ه درصد( بود 

 (.5  )جدول   باشند می 
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 ژنوتیپ لوفا مورد مطالعه 9برای  IGSهای آغازگربا  PCRمحصولات  -1شکل 

Figure 1. PCR products with IGS primers for 9 studied Luffa genotypes 
 

 
 عنوان نمونهشیاردار به مورد مطالعه در لوفای IGS یابی ناحیهحاصل از نتایج توالیکروموگرام  -2شکل 

Figure 2. The chromogram results of IGS gene in angle luffa, as a sample 
 

 NCBIدر پایگاه داده   IGSتکثیر شده  قطعاتیابی مشخصات ثبت و شماره دسترسی نتایج توالی -4 جدول
Table 4. Registration details and accession numbers of sequencing results of IGS amplified fragments in the NCBI database 

 شماره ژنوتیپ

Genotype number 

 نام فارسی 

Persian name 

 کد شناسایی 

Identification code 

 شماره دسترسی

Accession 

1 
 شمالی بذرسیاه 

Northern black seed 
Si LC548423 

2 
 شیاردار

Angled 
He LC548424 

3 
 شمالی بذرسفید 

Northern white seed 
Se LC548425 

4 
 افغانی

Afghani 
Af LC548426 

5 
 اسپانیایی 

Spanish 
Es LC548427 

6 
 توری 

Touri 
Tu LC548428 

7 
 لانگ لوفا

Long luffa 
Lc LC548429 

8 
 شمالی بزرگ 

Northern large 
Gh LC548430 

9 
 برزیلی

Brazilian 
Be LC548431 

 

500bp 

300bp 
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به    تحلیل  تجزیه وهمچنین   نوکلئوتیدهای مختلف  نسبت 

نشان داد    trnH-psbAکل نوکلئوتیدها در ناحیه تکثیر شده  

، آدنین  19، سیتوزین  2/ 28طور میانگین نسبت تیمین  به  که

 (. 6درصد بود )جدول  5/ 16و گوانین  3/ 36

(  dN/dSبررسی روند انتخاب طبیعی ) ها:  نرخ جایگزینی 

با استفاده از روش نی    trnH-psbAناحیه تکثیر شده    برای 

گو  آمار    ( Nei and Gojobori, 1986) وبوری  ج و  و 

اتا و نی )   یافته ارتقاء  نشان  (  Ota and Nei, 1994توسط 

های مترادف و غیرمترادف  رغم وجود جایگزینی داد علی 

توالی  بین جفت  متوسط عددی  در  مقدار  نسبت  ها،  این 

dN/dS  ،68/0   نرخ جایگزینی بود.  و  های  مترادف  های 

توالی  جفت  اساس  بر  هم غیرمترادف  در  های  شده  تراز 

 ارائه شده است.   7جدول  

فاصله ژنتیکی   تجزیه و تحلیل :  مقایسه میان جفت نواحی 

 Maximumهای مورد بررسی با استفاده از مدل  بین نمونه 

Composite Likelihood   اساس که  داد    نشان لی ا تو  بر 

شده   تکثیر  میان ،  trnH-psbAناحیه  در  ژنتیکی  فاصله 

با میانگین کلی    865/6از صفر تا  های بررسی شده  نمونه 

) بیش   بود.   53/2 ژنتیکی  فاصله  بین 865/6ترین   )

و (  Gh3) ایران    و شمالی بزرگ از   ( Tu3) های توری  نمونه 

 (He3) های شیاردار ( بین نمونه 0ترین فاصله ژنتیکی ) کم 

 (.8بود )جدول    ( Si3)   یران از ا و شمالی بذرسیاه  

 

های نوع انتقالی و متقاطع محاسبه شده  صورت میزان جانشینبه IGSیابی شده جانشینی نوکلئوتیدی در ناحیه توالی -5 جدول
 .اندصورت پررنگ شده مشخص شدههای انتقالی به. جانشینMEGA7افزار به کمک نرم

Table 5. Nucleotide substitution in the sequenced region of IGS as the amount of transition and transversion 
substitutions calculated using MEGA7 software. Transitional substituents are marked in bold. 

From\To A T/U C G 

A - 11.3 6.9 3.5 

T/U 14.6 - 4 6.2 

C 14.6 6.5 - 6.2 

G 8.1 11.3 6.9 - 

 
 

 . MEGA7  افزار نرم محاسبه شده به کمک    IGSیابی شده  نسبت نوکلئوتیدهای مختلف به کل نوکلئوتیدها در ناحیه توالی   - 6  جدول 
Table 6. The calculated ratio of different nucleotides to the total nucleotides in the IGS region using MEGA7 

software. 

 ژنوتیپ 
Genotype 

T(U) C A G 
 مجموع
Total 

IGS-Si3 27.6 19.6 37.6 15.2 250.0 

IGS-He3 28.4 18.8 36.8 16.0 250.0 

IGS-Se3 27.5 20.2 36.8 15.4 247.0 

IGS-Af3 28.0 20.0 35.6 16.4 250.0 

IGS-Es3 28.8 19.6 36.4 15.2 250.0 

IGS-Tu3 28.0 19.6 36.8 15.6 250.0 

IGS-Lc3 27.6 20.0 37.2 15.2 250.0 

IGS-Gh3 28.2 19.0 36.3 16.5 248.0 

IGS-Be3 27.8 19.8 37.1 15.3 248.0 

 28.0 19.6 36.7 15.6 249.2 ( Mean) میانگین

 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8078400
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 IGSتراز شده های همهای مترادف و غیرمترادف بر اساس توالیهای جایگزینیمحاسبه نرخ -7 جدول
Table 7. Calculation of rates of synonymous and non-synonymous substitutions based on IGS aligned sequences 

 مقایسه
Compare 

 نام توالی 
Sequence names 

Sd* Sn* S* N* ps* pn* ds* dn* ds/dn* ps/pn* 

0 1 IGS-Si3 IGS-He3 1.1667 5.8333 58.6667 190.3333 0.0199 0.0306 0.0202 0.0313 0.6441 0.6489 

0 2 IGS-Si3 IGS-Se3 34.0000 133.0000 59.1667 186.8333 0.5746 0.7119 1.0900 2.2342 0.4879 0.8072 

0 3 IGS-Si3 IGS-Af3 2.0000 11.0000 59.1667 189.8333 0.0338 0.0579 0.0346 0.0603 0.5735 0.5834 

0 4 IGS-Si3 IGS-Es3 0.5000 4.5000 59.0000 190.0000 0.0085 0.0237 0.0085 0.0241 0.3541 0.3578 
0 5 IGS-Si3 IGS-Tu3 1.1667 7.8333 58.5000 190.5000 0.0199 0.0411 0.0202 0.0423 0.4780 0.4850 

0 6 IGS-Si3 IGS-Lc3 0.0000 1.0000 58.8333 190.1667 0.0000 0.0053 0.0000 0.0053 - - 

0 7 IGS-Si3 IGS-Gh3 35.3333 132.6667 57.1667 188.8333 0.6181 0.7026 1.3034 2.0704 0.6295 0.8797 

0 8 IGS-Si3 IGS-Be3 35.8333 135.1667 54.6667 191.3333 0.6555 0.7064 1.5535 2.1346 0.7278 0.9279 

1 2 IGS-He3 IGS-Se3 35.5000 134.5000 58.8333 187.1667 0.6034 0.7186 1.2243 2.3802 0.5144 0.8397 
1 3 IGS-He3 IGS-Af3 3.3333 12.6667 58.8333 190.1667 0.0567 0.0666 0.0589 0.0698 0.8446 0.8506 

1 4 IGS-He3 IGS-Es3 1.6667 10.3333 58.6667 190.3333 0.0284 0.0543 0.0290 0.0564 0.5139 0.5233 

1 5 IGS-He3 IGS-Tu3 1.0000 1.0000 58.1667 190.8333 0.0172 0.0052 0.0174 0.0053 3.3074 3.2808 

1 6 IGS-He3 IGS-Lc3 1.3333 6.6667 58.5000 190.5000 0.0228 0.0350 0.0231 0.0358 0.6458 0.6513 

1 7 IGS-He3 IGS-Gh3 35.1667 133.8333 56.8333 189.1667 0.6188 0.7075 1.3073 2.1527 0.6073 0.8746 
1 8 IGS-He3 IGS-Be3 37.1667 138.8333 54.3333 191.6667 0.6840 0.7243 1.8234 2.5316 0.7202 0.9444 

2 3 IGS-Se3 IGS-Af3 34.1667 132.8333 59.0000 187.0000 0.5791 0.7103 1.1092 2.2048 0.5031 0.8152 

2 4 IGS-Se3 IGS-Es3 35.0000 132.0000 59.1667 186.8333 0.5915 0.7065 1.1660 2.1357 0.5459 0.8373 

2 5 IGS-Se3 IGS-Tu3 35.6667 135.3333 58.6667 187.3333 0.6080 0.7224 1.2479 2.4772 0.5038 0.8416 

2 6 IGS-Se3 IGS-Lc3 34.5000 132.5000 59.0000 187.0000 0.5847 0.7086 1.1344 2.1718 0.5224 0.8253 
2 7 IGS-Se3 IGS-Gh3 5.8333 27.1667 57.6667 188.3333 0.1012 0.1442 0.1087 0.1602 0.6783 0.7013 

2 8 IGS-Se3 IGS-Be3 39.3333 136.6667 55.1667 190.8333 0.7130 0.7162 2.2567 2.3238 0.9711 0.9956 

3 4 IGS-Af3 IGS-Es3 2.0000 15.0000 59.1667 189.8333 0.0338 0.0790 0.0346 0.0835 0.4142 0.4278 

3 5 IGS-Af3 IGS-Tu3 2.1667 13.8333 58.6667 190.3333 0.0369 0.0727 0.0379 0.0764 0.4954 0.5081 

3 6 IGS-Af3 IGS-Lc3 1.5000 10.5000 59.0000 190.0000 0.0254 0.0553 0.0259 0.0574 0.4506 0.4600 
3 7 IGS-Af3 IGS-Gh3 36.1667 132.8333 57.0000 189.0000 0.6345 0.7028 1.4031 2.0746 0.6763 0.9028 

3 8 IGS-Af3 IGS-Be3 35.3333 132.6667 54.5000 191.5000 0.6483 0.6928 1.4987 1.9298 0.7766 0.9358 

4 5 IGS-Es3 IGS-Tu3 1.6667 10.3333 58.5000 190.5000 0.0285 0.0542 0.0290 0.0563 0.5159 0.5252 

4 6 IGS-Es3 IGS-Lc3 0.5000 5.5000 58.8333 190.1667 0.0085 0.0289 0.0085 0.0295 0.2898 0.2938 

4 7 IGS-Es3 IGS-Gh3 34.8333 134.1667 57.1667 188.8333 0.6093 0.7105 1.2552 2.2079 0.5685 0.8576 

4 8 IGS-Es3 IGS-Be3 35.3333 136.6667 54.6667 191.3333 0.6463 0.7143 1.4842 2.2834 0.6500 0.9049 
5 6 IGS-Tu3 IGS-Lc3 0.6667 7.3333 58.3333 190.6667 0.0114 0.0385 0.0115 0.0395 0.2917 0.2971 

5 7 IGS-Tu3 IGS-Gh3 35.1667 133.8333 56.6667 189.3333 0.6206 0.7069 1.3178 2.1418 0.6153 0.8779 

5 8 IGS-Tu3 IGS-Be3 36.0000 139.0000 54.1667 191.8333 0.6646 0.7246 1.6297 2.5386 0.6420 0.9172 

6 7 IGS-Lc3 IGS-Gh3 35.8333 132.1667 57.0000 189.0000 0.6287 0.6993 1.3661 2.0205 0.6761 0.8990 

6 8 IGS-Lc3 IGS-Be3 35.3333 134.6667 54.5000 191.5000 0.6483 0.7032 1.4987 2.0810 0.7202 0.9219 
7 8 IGS-Gh3 IGS-Be3 34.6667 120.3333 53.1667 192.8333 0.6520 0.6240 1.5266 1.3380 1.1410 1.0449 

*Sd ها؛ های مترادف بین توالیتفاوت: تعدادSnها؛ های غیرمترادف بین توالی: تعداد تفاوتSهای مترادف؛ : تعداد جایگاهNهای  : تعداد جایگاه

: نسبت نرخ  ds/dn: نرخ جایگزینی غیرمترادف؛ dn: نرخ جایگزینی مترادف؛ ds: چندشکلی غیرمترادف؛ pn: چندشکلی مترادف؛ psغیرمترادف؛ 

 های مترادف به غیرمترادف : نرخ چندشکلیps/pnهای مترادف به غیرمترادف؛ جایگزینی
* Sd: Numbers of synonymous differences; Sn: Numbers of nonsynonymous differences; S: Numbers of synonymous sites; 

N: Numbers of nonsynonymous sites; ps: Synonymous polymorphism; pn: Nonsynonymous polymorphism; ds: 

Synonymous substitutions rate; dn: Nonsynonymous substitutions rate; ds/dn: The ratio of the synonymous codon-

substitution rate to that for nonsynonymous codons; ps/pn: The rates of synonymous and nonsynonymous polymorphism 

 

 IGS نشانگربا توجه به توالی  مطالعه های لوفای موردفاصله ژنتیکی ژنوتیپ  -8 جدول
Table. Genetic distance of luffa genotypes according to IGS marker sequence. 

 کد ژنوتیپ 
Genotype code 

Si3 He3 Se3 Af3 Es3 Tu3 Lc3 Gh3 

Si3         
He3 0.000        
Se3 0.004 0.004       
Af3 5.400 5.400 5.400      
Es3 0.014 0.014 0.009 5.353     
Tu3 6.759 6.759 6.759 5.213 6.756    
Lc3 0.000 0.000 0.004 5.400 0.014 6.759   
Gh3 0.130 0.130 0.137 5.210 0.137 6.865 0.130  
Be3 0.000 0.000 0.004 5.400 0.014 6.759 0.000 0.130 
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فیلوژنتیکی:   از  روابط  استفاده  و    UPGMAروش  با 

Maximum-likelihood method    دندروگرام برش    اساس و بر  

های مورد مطالعه در چهار  ژنوتیپ   ، ای حاصل از تجزیه خوشه 

شاخه اصلی قرار گرفتند. در شاخه اول رقم  شمالی بزرگ، در  

شاخه دوم رقم افغانی و در شاخه سوم ارقام شیاردار و توری  

قرار گرفتند. شاخه چهارم به دو زیرشاخه تقسیم شد که در  

در    یرشاخه ز  و  اسپانیا  رقم  شمالی    یرشاخه ز اول  ارقام  دوم 

و رقم وارداتی لانگ لوفا با فاصله ژنتیکی بیشتر نسبت  بذرسیاه  

به رقم برزیل و همچنین نسبت به رقم شمالی بذر سفید قرار  

 (. 3گرفتند )شکل  

شده   مناطق   DNA  بارکدهای  محافظت    که   هستند   ای ژنومی 

  موجودات حضور   های مختلف ژنوم گروه   در   عمومی   طور به 

و    به   ها گونه   میان   نواحی   ن ی ا   ی توال   تنوع   و   دارند  شناسایی 

  عنوان به ی ژنی متنوعی  ها گاه ی جا   . کند ی م کمک  ها  آن   ی بند طبقه 

نواحی    شده است   شنهاد ی پ گیاهی    DNAبارکدهای   که شامل 

غیرکد کننده  کد  و  درون ژنی  و  بین  ژنوم کننده  در  های  ژنی 

پلاستیدی  ا هسته   ,.Woese, 1987, Fox et al)   د ن باش ی م ی و 

1977, Kress, 2017, De Vere et al., 2015 ) .   گی اهان  برای 

بین گل  مناطق  غیرکد دار  پلاستیدی ژنی   trnH-psbAکننده 

(IGS)    و ریبوزومیITS  ن هدف ای  دو کاندید مناسب برای

  متغیرترین   از  یکی  trnH-psbA  یژننیب  محدوده  .هستند

  ابزار   است و یک  دارگللاست گیاهان  کلروپ  ژنوم  در  مناطق

 سطح  فیلوژنتیک در  و  گیاه  جمعیت   ژنتیک  برای  محبوب

بارکدینگ    مطالعات  برای  ابراز مناسبعنوان  به  و   است   گونه

DNA  است   شده  پیشنهاد   (Bolson et al., 2015).   بر اساس  

های بررسی در میان نمونه انجام شده تجزیه و تحلیلنتایج 

نشانگر  با  شده   از  تنوع  ،  trnH-psbAاستفاده  وجود 

در    یاگونهدرون و    L. cylindricaبالا  غیربومی  بومی 

شد   امر  کهمشاهده  دهنده    این  ن  ای  نسبی   قابلیتنشان 

ژنتیکی   نشانگر مطالعات  می  در  لوفا    همچنین   .باشدگیاه 

و    ک یبارکد قادر به تفک  نای   پژوهش نشان داد که   نای جینتا

که   بود  قیتحق  نای  مورد استفاده در  یرقم لوفا  9  یبنددسته

نتا  آماده  به  جیبا   Hosseinzadeh)  از مطالعات قبلی دست 

Colagar et al., 2013, Shirzaie et al., 2021  )نیکه از ا  

  ی ک یتاکسونوم  گاه یجا  صی تشخ  یبراترتیب  به  DNA  بارکد

  انبه   پ ینوتژ  30  یکیژنت  تنوع  یبررس  و  رانیبلوط شمال اشاه

 . داشت  یخوانهم کرده بودند  ستفادها رانیا

 ,.Chapolagh Paridari et al)چاپالاق پریدری و همکاران  

ممرز   منظور به   ( 2012 جنس  فیلوژنتیکی  روابط  تعیین 

 (Carpinus )   ا هسته   یران در  آغازگر  دو  و   ( ITS)   ای از 

ین بر اساس ا   که  استفاده کردند   ( trnH-psbA)کلروپلاستی  

جداگانه   خوشه در دو    را   مختلف این جنسی  ها مطالعه گونه 

کردند دسته  همکاران  بندی  و  احمدی  حاجی   .(Haji 

Ahmadi et al., 2013  ) از چهار بارکد   (matk  ،rbcl ،ITS    و

trnH-psbA)   ی سه ا برای بررسی تنوع درون و برون گونه

استفاده   Myrtaceae و    Lythraceae  ،Punicaceaeخانواده  

دارای اطلاعات   psbA-trnHکردند. نتایج نشان داد که ناحیه  

تعیی  برای  کافی   انار است  ی ا گونه درون ن روابط  فیلوژنتیک 

 (Haji Ahmadi et al., 2013 ).   همکاران قهرمان و  زاده 

 (Ghahramanzadeh et al., 2012 )    ژنیین ب  نواحی از 

و   matk  ،rbclکلروپلاستی    نواحی  و  ITS2و   ITS1  ای هسته 

trnH-psbA   بین  در و مهاجم  ی بومی  هابرای تشخیص گونه 

به    81 متعلق  مریافیلوم   13نمونه  جنس  از  مختلف  گونه 

نتایج ب .  کردند استفاده   اساس  کدکننده    ،ر  غیر  -trnHمنطقه 

psbA    و قسمتی از منطقه کدکننده ژنrbcl   خاطر دارا بودن ه ب

بالا  تکثیر   قابلیت  بین گونه   و تفکیک  ی مورد بررسی ها در 

ادوای   شناسایی آل  ده ای   بارکد عنوان  به مریافیلوم،   شدند. 

 (Advai, 2012 )  گونه موجود از   18روابط خویشاوندی بین

واژگون   لاله  ا(  .Fritillaria L)جنس  جنس  با   یران در  را 

از   صفات   trnH-psbA  ژنی ین ب ناحیه    یابیلی ا تو استفاده  و 

 دادند که نتایج آن نشان دادشناسی مورد ارزیابی قرار  ریخت 

زیرجنس    Petiliumزیرجنس   زیرجنس   Theresiaبا  و 

Fritillaria    زیرجنس قرابت   Rhinopetalumبا  از 

برخوردار   ژنتیکی  و   بربنابراین  ؛  باشند ی م مورفولوژیکی 

 Fattahi Dehkordi) مطالعات مشابهحاصله از   اساس نتایج 

et al., 2022; Shirzaie et al., 2021 )    های یافته و همچنین

می  که پژوهش حاضر  نمود  بیان   trnH-psbAنشانگر    توان 

برای  عنوان  به   دتوان می  سریع  و  آسان  تنوع روشی  بررسی 

گیاهان ذکر شده شناسایی جایگاه تاکسونومیکی ژنتیکی و یا  

  د. مورد توجه قرار گیر 
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Distance coefficient 

 ضریب فاصله 

 مورد مطالعه IGSبر اساس توالی ناحیه   UPGMAترسیم شده به روش  لوفا،درخت روابط فیلوژنتیکی ارقام  -3شکل 
Figure 3. The phylogenetic relationships of luffa genotypes, drawn by the UPGMA method based on the 

sequence of the IGS region 

 

این  در  های بررسی شده  ماتریس فاصله ژنتیکی بین نمونه

بررسی  .  بود  53/ 2با میانگین فاصله    6/ 865از صفر تا  تحقیق  

ی بررسی  هاروابط فیلوژنتیکی و تنوع ژنتیکی در میان نمونه

نشانگر   از  استفاده  با  تنوع   trnH-psbAشده  که  داد  نشان 

از  پژوهش حاضر    در  بررسیی لوفا مورد  هاژنتیکی نمونه

جغرافیایی نمیها  آن  تنوع  مثال عنوان  بهکرد.  تبعیت 

از  های توری  ( بین نمونه6/ 865ترین فاصله ژنتیکی )بیش

ترین و کم   مازندران و شمالی بزرگ از    سیستان و بلوچستان

و شمالی  از کرمان    های شیاردار( بین نمونه0فاصله ژنتیکی )

ی  ها ن در حالی است که ژنوتیپ ای  .بودبذرسیاه از مازندران  

افغانی با شمالی بزرگ و نیز لانگ لوفا و برزیلی با شمالی  

  نتایج   با  جنتای   این  دهند.ذر سیاه قرابت نزدیکی را نشان میب

و  پژوهش )  شیرزایی    ( Shirzaie et al., 2021همکاران 

  کشور   از  انبه  نوتیپ ژ  30  ژنتیکی  تنوعها  آن  مطابقت دارد.

مورد بررسی قرار     trnH-psbAبا استفاده از نشانگررا  ران  ای

کرد گزارش  و  بین  که    ندداده  ژنتیکی  ارتباطی  فواصل 

ی جغرافیایی  هامکانبا  ها  آن  های انبه مورد آزمایشژنوتیپ 

 دارد.نآوری شده بودند وجود ها از آنجا جمعکه نمونه

آمینه   اسیدهای  در  تغییر  سبب  که  نوکلئوتیدی  تغییرات 

)می آمینه dNشوند  اسیدهای  بر  که  تغییراتی  به  نسبت   )

)بی هستند  شاخصdSتأثیر  روند   ی(،  شناخت  برای  مهم 

مقدار که اگر    شوندمحسوب میها  طبیعی در طول تکامل ژن

تر از یک باشد بیانگر انتخاب خالص در طی تکامل  کمآن  

)میها  ژن عددی (.  Li et al., 2008باشد  متوسط  مقدار 

برای توالی   (dN/dS)های مترادف و غیرمترادف  جایگزینی

IGS 68 /0ds/dn = های مثبت و  دهنده گزینشنشانکه  بود



 ... گیاه لوفا   های تحلیل و بررسی فیلوژنتیکی برخی ژنوتیپ  همکاران و  اربابی
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انتخاب طبیعی ژنوتیپ  ی مورد مطالعه هاخالص در روند 

 باشد. می

های بررسی شده  در میان نمونهها  بررسی قرابت   کلی  طوربه

در پژوهش حاضر   trnH-psbA (IGS)با استفاده از نشانگر 

  L. cylindricaبالا در  یا گونهدرون دهنده وجود تنوعنشان

در   نشانگرن  ای  نسبی  قابلیت غیربومی و همچنین  بومی و  

ژنتیکی لوفا   مطالعات  اینعلاوه  بود.  گیاه  روابط    بر 

 ی بررسی شده  هافیلوژنتیکی و تنوع ژنتیکی در میان نمونه

تحقیق  ای  در ازن  استفاده  ،  trnH-psbA (IGS)نشانگر    با 

ز ی لوفا مورد ارزیابی اهاکه تنوع ژنتیکی نمونه  نشان داد

 د.نکتبعیت نمی ها آن تنوع جغرافیایی

 سپاسگزاری 

با شماره گرنت   با حمایت مالی دانشگاه زابل  این تحقیق 

UOZ-GR-9618-129  بدین است.  شده  از  انجام  وسیله 

حمایت مالی معاونت پژوهشی دانشگاه زابل جهت انجام 

 شود. قدردانی میتحقیق حاضر 
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Abstract 
Luffa (Luffa cylindrica) is a plant from the Cucurbitaceae family that grows mostly in tropical and 

subtropical regions, as well as in most regions of Iran. In this research, the genetic diversity of nine 

native and non-native genotypes of L. cylindrica was investigated through the evaluation of the 

chloroplast trnH-psbA intergenic region (IGS). After sampling the young leaves, DNA extraction was 

performed by using the Dellaporta method, and PCR was conducted by using IGS intergenic region 

primers. After sequencing of the amplified products, their quality was determined using Chromas 

software and then aligned using ClustalW method by BioEdit and MEGA7 softwares. Next, the 

dendrogram of phylogenic relationships was drawn and the matrix of the difference and similarity of the 

sequences were determined. In the present research, by analyzing the relationships between studied 

samples, based on the trnH-psbA (IGS) marker, a strong intraspecies variation was observed in native 

and non-native L. cylindrical genotypes. The genetic distance matrix between the samples examined in 

this research ranged from 0 to 6.865 with an overall average distance of  2.53. The average value of 

synonymous and non-synonymous substitutions (dN/dS) for the IGS sequence was ds/dn = 0.68, which 

indicates positive and pure line selections in the process of natural selection of studied genotypes. The 

results of this research showed that trnH-psbA is a suitable marker for evaluation of the intraspecific 

diversity of luffa species. 

Keywords: Intraspecies genetic diversity, Chloroplast marker, DNA barcoding 
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