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 "مقاله پژوهشی"
 

 با استفاده از  (Luffa cylindrica) لوفامیو غیربومیبررسی فیلوژنتیکی چند ژنوتیپ بو

 ITS نشانگر
 

 

 مبسوط چکیده
سبز، خواص دارویی و بهداشتی روغن بذر،  بالغ علاوه بر مصرف خوراکی میوهو  است انییکدو خانواده از یاهیگ Luffa cylindrica لوفا :مقدمه و هدف

 که خواص فیزیکوشیمیایی منحصر به فردی دارد. است یعیطب اسفنج ینوع یدارا لوفا .باشددارای اهمیت می شک آنخهای میوه فیبری اسفنجی بافت علتبه
 تیظرف ییشناسا در نباتات اصلاح نیمتخصصآن به  یبررسدر بین ارقام مختلف لوفا تنوع زیادی از لحاظ شکل، اندازه، کیفیت اسفنج و غیره وجود دارد که 

  .دخواهد کر یاری مهم یاصلاح اهداف با مرتبط صفات یکیژنت
های مازندران، کرمان، سیستان و بلوچستان، و سه ژنوتیپ گیاه لوفا مربوط به استانمیی پنج ژنوتیپ بوکیتنوع ژنت قیتحق نیا در :هامواد و روش

مورد بررسی قرار میریبوزو Internal transcribed spacer( ITS(خلی دا ازندافاصله  هیناحمربوط به کشورهای چین، برزیل و اسپانیا از طریق ارزیابی میغیربو
 یک جفت پرایمربا استفاده از  واکنش زنجیره ای پلیمراز  انجام شد و جوان یهابرگ ازبه روش دلاپورتا  دی ان ایاستخراج  ، یبردارنمونهگرفت. پس از 

ITS .هایتوال تشابه و تفاوت سیماتر و کتیلوژنیف روابط دندروگرام و شده یسازفیرد هم تیفیک عیینو ت پس از توالی یابیشده  ریتکث قطعات صورت گرفت 
  .ندشد میترس و نییتع

ترین جایگاه بدون حذف و اضافه بودند. بیش 528مورف( و پلی 5مونومورف و 170جایگاه دارای حذف و اضافه ) 175جایگاه،  703از مجموع  :هایافته
طور به ITSها از نوع نوع انتقالی  بود. همچنین در ناحیه مورد مطالعه درصد جانشینی 5/44درصد( بود و تنها  5/55از نوع متقاطع ) ITSی توالی ها براجانشینی

 86/0برابر با  dN/dSچنین مقدار متوسط عددی نسبت درصد کل نوکلئوتیدها بود. هم 32/4و گوانین  19/9، آدنین 28/8 ، سیتوزین18/9میانگین نسبت تیمین 
  بود. Maximum Composite  107/0مدل از استفاده با ITSبرای نشانگر مورد بررسی هایبود. میانگین کلی فاصله ژنتیکی بین نمونه

مورد مطالعه بود، لوفا  هایای در ژنوتیپدهنده وجود تنوع درون گونهنشان  ITSناحیه بین ژنی ها در تحقیق حاضر با استفاده از بررسی قرابت :گیرینتیجه
تر، گیری دقیقها شاید بیانگر ضعف نسبی این مارکر در مطالعات ژنتیکی گیاه مورد مطالعه باشد. بنابراین جهت نتیجهاما فواصل ژنتیکی نسبتاً کم بین ژنوتیپ

 با سایر مارکرها استفاده شود. عنوان بارکد مکملبهشود این مارکر میپیشنهاد 
 

 نشانگر ریبوزومی  فاصله ژنتیکی،بارکد مولکولی، تنوع ژنتیکی، لوفا ،  لیدی:ک هایواژه
 

 مقدمه

 نام با( Cucurbitaceae) انیکدوئ خانواده از یاهیگ لوفا   
 مناطق در عمدتا که باشدمی Luffa cylindrica علمی
 در آن رویش .(16) شودمی کشت یریگرمس مهین و یریگرمس
 در ویژه به گذشته از و است، ریپذامکان زین رانیا مناطق اکثر

 شدهمی کشت محدود صورت به کشور جنوبی و شمالی مناطق
سبز و نیز  بالغ علاوه بر مصرف خوراکی میوه لوفا اهیگ.است

 بافت علت، به(2،19) خواص دارویی و بهداشتی روغن بذر آن
دارای اهمیت ( 12،15،11) خشک آنهای میوه فیبری اسفنجی

که خواص  است یعیطب اسفنج ینوع یدارا لوفا .باشدمی
 یشیآرا عیصنا در آن از فیزیکوشیمیایی منحصر به فردی دارد و

استفاده  رهیغ و ی و ساختمانینییتز عیصنا پزشکی و ،یبهداشت و
 .(16،20شود )می
تنوع فراوانی از لحاظ شکل، اندازه، کیفیت اسفنج و غیره در     

وفا وجود دارد که حاصل طبیعت دگر افشان بین ارقام مختلف ل
 یابیارز مرحله نیاول ،ینژاد اصلاح برنامه هر این گیاه است. در

 رکن دو انتخاب و تنوعباشد. میها پیژنوت نیب موجود تنوع
 وجود به منوط انتخاب انجام و بوده یاصلاح برنامه هر یاصل

  یبرا. باشدیم یبررس مورد هدف ثیح از مطلوب تنوع
 ریذخا یابیارز د،یجد راتییتغ جادیا و موجود تنوع از یمندبهره
 ،یکیژنت تنوع یبررس(. 9) رسدیم نظر به یضرور پلاسم ژرم

 صفات یکیژنت تیظرف ییشناسا در را نباتات اصلاح نیمتخصص

امروزه با  .کندیم یاری آن مهم یاصلاح اهداف با مرتبط
در مطالعات  یمولکول ییشناسا یهاعلم، روش شرفتیپ

 هاروش نیا از یکیاند. کرده دایپ یاژهیو گاهیجا کیستماتیس
 یدارا ایانید قطعات و هاژن ساختار سهیمقا و یبررس
 در یتکامل یهاندیفرا یط که است ایشده محافظت یهایتوال

 نموده حفظ را خود فرد به منحصر ساختار مختلف ارقام وها گونه
 یبرا یبه فراوان اهانیکه در گ ییهایتوال و هاژن جمله از. اند

 ITS یژن نیب احیهاستفاده شده است ن کیلوژنتیروابط ف یبررس
 در سهولت لیدل به( 13کوماری و همکاران )(. 4،6)د باشنمی
 شده گزارشی هایشکل چند روشن و یبند نوار یالگو ر،یتکث
 گونه دوروابط فیلوژنتیکی  یابیارز یبرا مقالات، در

 سهاز  ،Luffa aegyptiaca و  Luffa acutangulaیلوفا
 .ندکرد ستفادها trnH-psbA و ITS، rbcL یبارکدگذار نشانگر

 مورد  دی ان ایبارکد  عنوان به  ITS منطقه سودمندی اخیرا
  ITS که شده است پیشنهاد و است، گرفته بیشتر قرار ارزیابی

 .(5) گیرد قرار فادهاست مورد مرکزی گیاهی بارکد عنوانبه باید
های مختلف ایران گیاه لوفا در نقاط مختلف دنیا و نیز بخش

قابلیت رشد دارد. علی رغم اهمیت اقتصادی این گیاه و کاربرد 
 های مختلف بهداشتی، صنعتی، عمرانی و...وسیع آن در حوزه

و نیز سابقه دیرین رویش آن در نقاط مختلف ایران تا  (2،19)
درخصوص بررسی مولکولی و شناسایی  ایعهکنون هیچ مطال

ایران و نیز بررسی روابط خانوادگی و میهای مختلف بوگونه

 دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساری
 هان زراعیپژوهشنامه اصلاح گیا

 

 
  4الله قاسمی عمرانولی و 3، لیلا فهمیده2مجتبی کیخاصابر ،1حلیمه اربابی

 

 زابل، زابلرزی، دانشگاه ، دانشکده کشاواصلاح نباتات و بیوتکنولوژیارشد گروه دانشجوی کارشناسی -1
 (mkeikhasaber@uoz.ac.ir، )نویسنده مسوول: زابل، زابلاستادیار گروه گیاهپزشکی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه  -2

 ایران گرگان، ،دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان دانشیار گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژی،   -3
 ساری، ساریدانشگاه  نولوژی،پژوهشکده بیوتکاستادیار  -4

 14/1/1400تاریخ پذیرش:        6/4/1400تاریخ دریافت: 
 134 تا 126صفحه: 
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ها با هم و نیز با ارقام موجود در سایر فاصله ژنتیکی این گونه
 نقاط دنیا صورت نگرفته است. در این تحقیق از نشانگرهای

ITS های استفاده گردید تا تنوع موجود در برخی از ژنوتیپ
ها بررسی و فاصله ژنتیکی آنمیو غیر بو میمختلف لوفای بو

تعیین شود تا از نتایج آن بتوان در جهت تشخیص و اصلاح 
های برتر، برای افزایش کمیت و کیفیت محصول ارقام و ژنوتیپ

 لوفا استفاده نمود.
 

 هامواد و روش
 های گیاهینمونه

انشگاه زابل انجام شد، در د 1399در این تحقیق که در سال    
های مازندران، گیاه لوفا مربوط به استان میاز پنج ژنوتیپ بو

مربوط به  میغیربوکرمان، سیستان و بلوچستان و سه ژنوتیپ 
. کلیه (1)جدول  کشورهای چین، برزیل و اسپانیا استفاده شد

 قم،)کننده گیاه لوفا کننده و فرآوریبذور از شرکت نسیما تولید
 10ها )پس از کشت بذرها و رشد گیاهچهتهیه گردید.  (رانیا

های تازه برگاز  بردارینمونه گیاهچه از هر ژنوتیپ( در گلخانه
صورت بندی بهشد و پس از بسته ها انجامگیاهچه و جوان

 های مخصوص و ثبت مشخصات رقم، وجداگانه در پلاستیک
پژوهشکده  ایشگاهآزم های برگی بهبرداری نمونهنمونه تاریخ

شدند و تا زمان  زیست فناوری کشاورزی دانشگاه زابل منتقل
 درجه نگهداری گردیدند.  -80در فریزر دی ان ایاستخراج 

 

 
 دی ان ایاستخراج و تکثیر 

 برداری شدههای نمونهبرگ ازدی ان ای  استخراج جهت   
 منظوربهشد.  استفاده (7) همکاران و ادلاپورت روش از گیاه لوفا،

الکتروفورز  از شده، استخراجدی ان ای  تیکم و تیفیک نییتع
استفاده  درصد یک آگارز ژلو  دقیقه 60به مدت  80تحت ولتاژ 

 دستگاهاز  دی ان ایبرای تعیین کمیت  شد. علاوه بر این
 از. شد استفاده Unico USA UV-2100مدل  اسپکتوفتومتر

 ITSفت پرایمر اختصاصی طراحی شده از روی ناحیه یک ج
با استفاده از دستگاه  2طبق برنامه جدول  PCRبرای انجام 

(Eppendorf (22331 Humburg (. 3)جدول  شد استفاده 
 

 ITS مراز با آغازگرای پلیواکنش زنجیره برنامه -2جدول 
Table 2. Polymerase Chain Reaction Program with ITS primer 

 زمان گراد(دما )سانتی سیکل مرحله واکنش
 6 دقیقه 1 94 (Initial denaturationسازی اولیه )واسرشت 

 45 ثانیه 35 94 (Denaturation) سازیواسرشت 
 45ثانیه  35 3/59 (Connection of primer) آغازگر اتصال

 50ثانیه  35 72 (Primer extension) توسعه آغازگر
 15 دقیقه 1 72 (Final extension) ایینهتوسعه 

 - Maintenance - 4)) نگهداری
 

ITS   توالی آغازگرهای -3جدول  
Table 3. The primer sequence of ITS genes 

Rabinson et al., 2001 TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS_f 

White et al., 1990 TCCTCCGCTTATTGATATGC ITS_r 

 هاو تجزیه و تحلیل داده  PCRیابی محصول توالی
یابی به شرکت فزا پژوه ارسال جهت انجام توالی PCRنتایج    

 هاکیفیت توالی ،یتوال نییپس از تع یابی انجام گردید.و توالی
 وبررسی شده  BioEditeو  Chromasافزارهای توسط نرم

 و BioEdit یافزارهانرم توسطClustalW  روش با سپس

MEGA  های ترازی و ویرایش توالیهم 7.0.26نسخه
ثبت  NCBIآمده انجام شد. نتایج حاصله در پایگاه داده دستبه

ها، چنین پارامترهای ژنتیکی از قبیل تعداد جهشگردید. هم
ها با استفاده از ها و تنوع آنتنوع نوکلئوتیدی و تعداد جایگزینی

و روابط  محاسبه شد MEGA7و  DNAspv5افزارهای نرم

 مطالعهموردلوفا  هایژنوتیپمشخصات  -1 جدول
Table 1. Characteristics of luffa genotypes studied 

 منطقه تیموقع یاختصار علامت یفارس نام پیژنوت شماره

1 
 اهیبذرس یشمال

Northern black seed Si مازندران 
Mazandaran 

 ارداریش 2
Angled He کرمان 

Kerman 
 دیبذرسف یشمال 3

Northern white seed Se مازندران 
Mazandaran 

 ییایاسپان 4
Spanish Es ایاسپان 

Spain 
 یتور 5

Touri Tu بلوچستان و ستانیس 
Sistan and Baluchistan 

 لوفا لانگ 6
Long luffa Lc نیچ 

China 
 بزرگ یشمال 7

Northern large Gh مازندران 
Mazandaran 

 یلیبرز 8
Brazilian Be نیلات یکایامر 

Latin America 

عمرانالله قاسمی ولی و ، لیلا فهمیدهمجتبی کیخاصابر ،حلیمه اربابی   
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 ITS .................................................................................. ...128 با استفاده از نشانگر (Luffa cylindrica) لوفامیو غیربومیبررسی فیلوژنتیکی چند ژنوتیپ بو

و در نهایت  نییها تعپیژنوت نیب یکیو فاصله ژنت یوندشایخو
 .ترسیم گردید UPGMAدرخت فیلوژنی با استفاده از روش 

 
 و بحثنتایج 

 یابی و توالی ITSتکثیر ناحیه بین ژنی 
 ایان، ابتدا دیITSجهت تکثیر و آنالیز توالی ناحیه موردنظر     

بافت برگی استخراج و  نمونه ها با استفاده از روش دلاپورتا از
در ادامه به منظور بررسی کیفیت و کمیت آنها از الکتروفورز ژل 

چنین اسپکتوفتومتر استفاده گردید. آگارز یک درصد و هم
استخراجی به  ایانها نیز با استفاده از دینمونه  PCRواکنش

عنوان الگو و پرایمرهای اختصاصی انجام شد و در ادامه 
صولات تکثیر شده روی ژل آگارز یک درصد الکتروفورز مح

 سپس قطعات تکثیر شده برای (. 1انجام گردید )شکل 
یابی، کیفیت یابی ارسال شدند و پس از دریافت نتایج توالیتوالی

مورد BioEdite و  Chromasی هاافزارآنها با استفاده از نرم
یابی با های حاصل از توالیبررسی قرار گرفت. کیفیت گراف

توجه به عدم وجود همپوشانی و مجزا و قابل تفکیک و 
دهنده میزان دقت در تعیین توالی ها نشانتشخیص بودن گراف

 (. 2بود )شکل 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 

مطالعه  ژنوتیپ لوفای مورد 8 برای ITSبا پرایمرهای  PCRمحصولات  -1شکل 
Figure 1. PCR products of ITS primers for 8 Luffa genotypes studied 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 عنوان نمونهلوفای شیاردار به درITS یابی ژن گراف حاصل از نتایج توالی -2شکل 
Figure 2. The graph of sequencing results of ITS gene in angle luffa, as a sample

 هاآنالیز توالی
های توالی با ITSیابی ناحیه تکثیر شده نتایج حاصل از توالی    

 Nucleotide NCBIمشابه ثبت شده موجود در پایگاه داده 

های حاصله مورد مقایسه قرار گرفتند. با انجام مقایسه توالی
 های گونهها با توالیشباهت بالایی  بین این توالی

Luffa aegyptiaca مشخص گردید  موجود در بانک ژن
تکثیر شده  ناحیهیابی نتایج توالی .درصد( 91-5/93)حدود 

ITS های مورد بررسی در پایگاه داده ژنوتیپNCBI  ثبت
های ثبت شده در گردید. شماره دسترسی هر کدام از توالی

 آورده شده است. 4جدول 

 افزارهشت توالی مورد مطالعه به کمک نرمآنالیز  بر اساس نتایج
DNAsp ، ژن برایITS چهار سینگلتن در  در مجموع

 PIS (Parsimonyو یک  212و  164، 121، 46های جایگاه

Informative Sites)  175شناسایی شد. از  170جایگاه در 
 پلی مورف( 5مونومورف و  170جایگاه دارای حذف و اضافه )

جایگاه بدون حذف و اضافه شناسایی شد. یک ناحیه  528و 
 86/0با ضریب حفاظتی  208 -650حفاظت شده بین جایگاه 

در توالی تکثیر شده ژن  =0P-value  با 96/0و میزان شباهت 
ITS  هاپلوتیپ  (. در این جمعیت سه3شناسایی شد )شکل

 ( وجود داشت.75/0هاپلوتیپی )شاخص
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3’-GTGCKCACGGGAGGCCAGCGTGTGCCCSCACCTGCGCAACCRACCCGAAGGGGGGTTGCGTGGGGGGCAGCGATG 
CGTGACGCCCAGGCASCACGTGCCCTCGGCCAGAAGGCTCCGGGCCGCAACTTGYGTTCAAARACTCGGTGGTKCGC
GGGGATCCTGCCAATTCACWMCMACCGTATCGCAATYTYCSCTACGTTCTTCATYCGATGAYGMGARRSCSRRSATA
TCCGGTTGCCSRRKAGTCGTCTGTGAAKAATACGACAAGAAATGCTCCGCCCTCCGCACACCGAGGCGGGRCSKGGG
GSCGGGKYGAATTCRYCTTGAGTTCCKTGGTCGCGACCTGCGCCGGGGGTTTTGTTGAGGCGCCRGGARGSTGCGTGC
KTTGCWAGTACGATGCTYYCMACSYCGGCACAGAAARGATTCRTGMAACGCGATGCGCG-5’ 

 ناحیه حفاظت شده  -3شکل 
Figure 3. Conserved region  

 
Tamura-و بر اساس الگوی  های نوکلئوتیدیآنالیز جانشینی

Nei model ( 21تامورا و نی)، افزار در نرمMEGA7  نشان داد
با توجه به جایگزینیهای بازهای پورینی و پریمیدینی در  که

از نوع  ITSتوالی  برای هاجانشینیترین بیش نقاط پلی مورف
درصد( یعنی جایگزینی باز 5/55) (Transversion)متقاطع 

درصد  5/44پورینی با پریمیدینی و بلعکس بود و تنها 

( یعنی جایگزینی Transitionها از نوع نوع انتقالی )جانشینی
 .(5)جدول  باز پورین با پورین و یا پریمیدین با پریمیدین بود

افزار ام شده به کمک نرمطبق محاسبات انج همچنین
MEGA7  در توالی ناحیه مورد مطالعهITS طور میانگین به

و گوانین  19/9، آدنین 28/8 ، سیتوزین18/9نسبت تیمین 
 (.6)جدول درصد کل نوکلئوتیدها بود  32/4

 
  های جایگزینینرخ
 با ITS برای توالی  (dN/dS)یعی روند انتخاب طب بررسی      

 و آمار ارتقاء یافته توسط (18) نی و گویوبوریروش  از استفاده
های مترادف جایگزینی رغم وجودنشان داد علی (17) نی و اتا

ها، مقدار متوسط عددی و غیرمترادف در مقایسه بین جفت توالی
های بود. مقادیر نرخ 86/0این نسبت حدوداً برابر با 

های های مترادف و غیرمترادف بر اساس جفت توالیجایگزینی
 آمده است. 7ز شده در جدول تراهم

 NCBIپایگاه داده  درITS  ژن بررسی پس از تعیین توالی و ثبت ها موردیابی ژنوتیپنتایج توالی -4جدول
Table 4. Sequencing results of genotypes examined after sequencing in the NCBI database 

 شماره دسترسی کد شناسایی نام فارسی شماره ژنوتیپ

 شمالی بذرسیاه 1
Northern black seed 

Si LC548415 

 شیاردار 2
Angled 

He LC548416 

 شمالی بذرسفید   3
Northern white seed 

Se LC548417 

 اسپانیایی 4
Spanish 

Es LC548418 

 توری 5
Touri 

Tu LC548419 

 لانگ لوفا 6
Long luffa 

Lc LC548420 

 شمالی بزرگ 7
Northern large 

Gh LC548421 

 برزیلی 8
Brazilian 

Be LC548422 

قالی و متقاطع محاسبه شده به کمک های نوع انتصورت میزان جانشینبه ITSیابی شده ژن جانشینی نوکلئوتیدی در ناحیه توالی -5 جدول
 اندصورت پررنگ شده مشخص شدهبه های انتقالیجانشینMEGA7 افزار نرم

Table 5. Nucleotide replacement as a transition and transversion, in sequenced region of ITS gene calculated with 
MEGA7 Transitional substitutions are shown in bold 

From\To A T/U C G 

A - 5.2 8.0 13.2 

T/U 5.3 - 14.4 9.2 

C 5.3 9.3 - 9.2 

G 7.6 5.2 8.0 - 

 MEGA7 محاسبه شده به کمک نرم افزار ITSیابی شده توالی نسبت نوکلئوتیدهای مختلف به کل نوکلئوتیدها در ناحیه توالی -6جدول
Table 6. The ratio of different nucleotides to total nucleotides in sequenced region of ITS gene calculated with MEGA7 

 مجموع T(U) C A G ژنوتیپ
ITS-Si 17.3 31.8 20.0 31.0 759.0 
ITS-He 18.7 28.2 19.5 33.6 702.0 
ITS-Se 18.6 28.9 19.4 33.1 695.0 
ITS-Es 18.6 28.6 19.9 32.9 699.0 
ITS-Tu 18.2 29.8 18.8 33.2 702.0 
ITS-Lc 21.9 27.0 19.7 31.4 644.0 
ITS-Gh 19.6 27.4 21.7 31.2 733.0 
ITS-Be 18.5 28.4 19.8 33.2 701.0 

Avg. 18.9 28.8 19.9 32.4 704.4 
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 نواحی های ژنتیکی میان جفتنتایج مقایسه داده

برای  مورد بررسی هایآنالیزها فاصله ژنتیکی بین نمونه
 Maximum Composite مدل از استفاده با ITSنشانگر

Likelihood  ازدهنده فاصله ژنتیکی ( نشان21نی ) و تامورا 
ترین بیش بود. 107/0فاصله  با میانگین کلی 0/261تا  027/0

 (ITS-Lc1)لوفا  های لانگ( بین نمونه0/261فاصله ژنتیکی )
ترین فاصله ژنتیکی و کم( ITS-Si1) و شمالی بذرسیاه از ایران 

  و شمالی سفید (ITS-Es1)های اسپانیایی ( بین نمونه270/0)
(ITS-Se1) (.8)جدول  بود 

 بررسی روابط فیلوژنتیکی 
آمده پس از ویرایش جهت ترسیم دستبه ITS هایتوالی      

 بر اساس MEGA7افزار نرم فیلوژنتیکی با استفاده از درخت
مورد  Maximum-likelihood methodو  UPGMAروش 

برش دندوگرام حاصل  (. بر اساس4)شکل  استفاده قرار گرفتند
بر دو گروه اصلی ردمطالعه های موژنوتیپ ایخوشه یهاز تجز

)خوشه( تقسیم شدند. گروه اول خود به دو زیر شاخه تقسیم 
های شیاردار و برزیلی با فاصله شد. که در زیر شاخه اول ژنوتیپ

ژنتیکی بیشتر نسبت به ارقام شمالی بذر سفید و اسپانیایی قرار 
 گرفتند و ژنوتیپ شیاردار، برزیلی، شمالی بذر سفید و اسپانیایی

می با فاصله ژنتیکی بیشتر نسبت به رقم توری و همچنین تما
ها با فاصله ژنتیکی بیشتر نسبت به رقم شمالی این ژنوتیپ

در زیر شاخه دوم نیز رقم شمالی بذر سیاه  بزرگ قرار گرفتند.
قرار گرفت. در گروه دوم نیز رقم وارداتی و اصلاح شده لانگ 

 لوفا به صورت مجزا قرار گرفت.

 
 

 ITSتراز شده های همهای مترادف و غیرمترادف بر اساس توالیهای جایگزینیمحاسبه نرخ -7 جدول
Table 7. SNAP calculates synonymous and non-synonymous substitution rates based on a set of codon-aligned nucleotide 

sequences 

Compare Sequence names Sd Sn S N ps pn ds dn ds/dn ps/pn 

0 1  ITS-Si1 ITS-He 132.5000 370.5000 192.1667 509.8333 0.6895 0.7267 1.8881 2.6040 0.7251 0.9488 

0 2  ITS-Si1 ITS-Se 140.3333 380.6667 186.1667 506.8333 0.7538 0.7511 nan nan nan 1.0036 

0 3  ITS-Si1 ITS-Es 1667138.  379.8333 190.1667 508.8333 0.7266 0.7465 2.5991 4.0210 0.6464 0.9733 

0 4  ITS-Si1 ITS-Tu 111.1667 311.8333 188.0000 514.0000 0.5913 0.6067 1.1649 1.2412 0.9385 0.9747 

0 5  ITS-Si1 ITS-Lc 119.3333 345.6667 174.6667 467.3333 0.6832 0.7397 1.8138 3.2129 0.5646 0.9237 

0 6  ITS-Si1 ITS-Gh 139.0000 398.0000 191.3333 540.6667 0.7265 0.7361 2.5967 2.9927 0.8677 0.9869 

0 7  ITS-Si1 ITS-Be 104.1667 301.8333 190.6667 508.3333 0.5463 0.5938 0.9777 1.1766 0.8310 0.9201 

1 2  ITS-He1 ITS-Se 133.8333 350.1667 185.0000 508.0000 0.7234 0.6893 2.5050 1.8857 1.3285 1.0495 

1 3  ITS-He1 ITS-Es 13.6667 37.3333 189.0000 510.0000 0.0723 0.0732 0.0760 0.0770 0.9872 0.9878 

1 4  ITS-He1 ITS-Tu 124.1667 354.8333 186.8333 515.1667 0.6646 0.6888 1.6294 1.8791 0.8671 0.9649 

1 5  ITS-He1 ITS-Lc 88.5000 265.5000 175.0000 467.0000 0.5057 0.5685 0.8413 1.0642 0.7905 0.8895 

1 6  ITS-He1 ITS-Gh 104.0000 330.0000 184.0000 518.0000 0.5652 0.6371 1.0507 1.4199 0.7399 0.8872 

1 7  ITS-He1 ITS-Be 134.3333 343.6667 189.5000 509.5000 0.7089 0.6745 .17772  1.7221 1.2646 1.0509 

2 3  ITS-Se1 ITS-Es 129.3333 355.6667 183.1667 509.8333 0.7061 0.6976 2.1286 1.9961 1.0664 1.0122 

2 4  ITS-Se1 ITS-Tu 129.0000 373.0000 180.3333 512.6667 0.7153 0.7276 2.3059 2.6322 0.8760 0.9832 

2 5  ITS-Se1 ITS-Lc 117.6667 3333317.  171.6667 470.3333 0.6854 0.6747 1.8393 1.7239 1.0669 1.0159 

2 6  ITS-Se1 ITS-Gh 124.0000 370.0000 178.0000 515.0000 0.6966 0.7184 1.9821 2.3763 0.8341 0.9696 

2 7  ITS-Se1 ITS-Be 116.6667 367.3333 183.6667 509.3333 0.6352 0.7212 1.4077 2.4449 0.5758 88080.  

3 4  ITS-Es1 ITS-Tu 129.1667 372.8333 184.5000 514.5000 0.7001 0.7247 2.0324 2.5405 0.8000 0.9661 

3 5  ITS-Es1 ITS-Lc 91.6667 268.3333 174.1667 467.8333 0.5263 0.5736 0.9074 1.0853 0.8360 0.9176 

3 6  ITS-Es1 ITS-Gh 100.3333 329.6667 182.0000 517.0000 0.5513 0.6377 0.9961 1.4239 0.6996 0.8645 

3 7  ITS-Es1 ITS-Be 136.5000 352.5000 187.8333 511.1667 0.7267 0.6896 2.6040 1.8893 1.3783 1.0538 

4 5  ITS-Tu1 ITS-Lc 114.3333 335.6667 169.6667 472.3333 0.6739 0.7107 1.7157 2.2108 0.7761 0.9482 

4 6  ITS-Tu1 ITS-Gh 130.1667 390.8333 179.8333 522.1667 0.7238 0.7485 2.5163 4.6529 0.5408 0.9670 

4 7  ITS-Tu1 ITS-Be 117.3333 352.6667 185.0000 514.0000 0.6342 0.6861 1.4014 1.8473 0.7586 0.9244 

5 6  ITS-Lc1 ITS-Gh 116.0000 341.0000 168.3333 473.6667 0.6891 0.7199 1.8832 .41202  0.7808 0.9572 

5 7  ITS-Lc1 ITS-Be 125.6667 345.3333 174.3333 467.6667 0.7208 0.7384 2.4355 3.1279 0.7786 0.9762 

6 7  ITS-Gh1 ITS-Be 114.3333 331.6667 182.5000 516.5000 0.6265 0.6421 1.3528 1.4544 0.9301 0.9756 

 های لوفای موردمطالعهفاصله ژنتیکی ژنوتیپ -8جدول 
Table 8. Genetic distance of Luffa genotypes studied 

 1 2 3 4 5 6 7 

ITS-Si        
ITS-He 0.113       
ITS-Se 0.117 0.031      
ITS-Es 0.113 0.037 0.027     
ITS-Tu 0.104 0.039 0.061 0.061    
ITS-Lc 0.261 0.211 0.207 0.211 0.222   
ITS-Gh 0.113 0.075 0.068 0.068 0.082 0.221  
ITS-Be 0.122 0.032 0.036 0.036 0.058 0.203 0.075 
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 مورد مطالعه rbcl بر اساس توالی ناحیه UPGMAترسیم شده به روش  لوفا،درخت روابط فیلوژنتیکی ارقام  -4شکل 

Figure 4. The phylogenetic tree of Luffa genotypes designed with UPGMA method based on the sequence of rbcL 
region studied. 

 
ف از تحقیق حاضر بررسی تنوع موجود در تعدادی از هد

از طریق ارزیابی ناحیه بین  گیاه لوفامیو غیربومیهای بوژنوتیپ
منظور تعیین فاصله ژنتیکی، تعیین  بهمی ریبوزو ITSژنی 

های مورد مطالعه شباهت و ترسیم درخت فیلوژنتیکی ژنوتیپ
سط چاپالاق قبلا تو trnH-psbAو  ITSدو آغازگر  بود.

( به منظور تعیین روابط فیلوژنتیکی جنس 3پریدری و همکاران )
در ایران استفاده شده بود. نتایج تجزیه و  (Carpinus)ممرز 
 ITSهای فیلوژنتیکی حاکی از برتر بودن کارایی آغازگر تحلیل

های این در تفکیک و شناسایی گونه trnH-psbAنسبت به 
از چهار بارکد نیز  (10)اران حاجی احمدی و همکجنس بود. 

(matk, rbcl, ITS, trnH-psbA)  برای بررسی تنوع درون و
 ,Lythraceae, Punicaceaeهای سه خانواده برون گونه

Myrtaceae توالی سه خانواده مذکور با  استفاده کردند. نتایج
هدف تعیین موقعیت انار در سیستم رده بندی گیاهی، مورد 

 Myrtaceaeتایج نشان داد که در خانواده بررسی قرار گرفت. ن
به طور مکمل و در  trnH-psbA و ITSتوان از دو ناحیه می

برای مطالعات  ITSاز ناحیه  Lythraceaeرابطه با خانواده 
( 8) 1391قهرمانزاده و همکاران در سال  فیلوژنی استفاده کرد.

مورد گونه مختلف از جنس مریافیلوم را  13نمونه متعلق به  81
 ایبررسی قرار دادند. در آن تحقیق از مناطق بین ژنی هسته

ITS1  وITS2 مناطق کلروپلاستی ،matk ،rbcl  وtrnH-

psbA و مهاجم متعلق به این میهای بوبرای تشخیص گونه
 ITS1جنس استفاده شده بود که نتایج آنها نشان داد که توالی 

متعددی بودند و باعث  های متغیر، با اینکه حاوی جایگاهITS2و 
ها از همدیگر شدند ولی به دلیل درصد تکثیر تفکیک گونه

پایین، به عنوان بارکد مناسب انتخاب نشدند. در تحقیق دیگر 
تنوع ژنتیکی هشت گیاه دارویی جمع آوری شده از استان اردبیل 

و  ,rbcl, matk, trnH-psbAهای کلروپلاستی از طریق بارکد
(. درصد موفقیت تکثیر و 1ارزیابی شد ) ITS ایبارکد هسته

درصد در نوسان بود.  87تا  12ها بین توالی یابی در نمونه
همردیف  NCBIهای موجود در پایگاه داده ها با نمونهتوالی

شده و تحت تجزیه بیوانفورماتیکی قرار گرفتند. بر اساس نتایج 
پایین  SNPبه دلیل قدرت تفکیک بالا، تعداد  rbclآنها بارکد 

ها، به عنوان بهترین بارکد معرفی شد. و جامعیت در اکثر گونه
به دلیل مشکل  ITSو  trnH-psbAبا این وجود، بارکدهای 

و عدم دسترسی  PCRمرتبط با توالی یابی مستقیم محصولات 
های با کیفیت، به عنوان بارکدهای مکمل شناسایی به توالی

 ITSناحیه بین ژنی یابی شدند. در تحقیق حاضر تکثیر و تولی 
می با کیفیت  مناسب انجام و نتایج جهت مطالعه مورد ریبوزو

 استفاده قرار گرفت.
ی موجود بین هاقرابتبا توجه به نتایج حاصله از مطالعه حاضر، 

 ،ITSناحیه بین ژنی  بر اساس توالی های مورد بررسیژنوتیپ
 یهاای در ژنوتیپدهنده وجود تنوع درون گونهنشان

Luffa aegyptiaca  همچنین . 107/0میانگین متوسط  بابود
 ژنوتیپها همخوانی داشت. جغرافیاییاین تنوع با توزیع و فواصل 

فواصل ژنتیکی بیانگر ضعف نسبی این  با این حال میزان پایین
همانطور که  اینبنابر این گیاه بود. مارکر در مطالعات ژنتیکی

هم مطرح شده بود جهت ر گیاهان بر روی سایدر مطالعات قبلی 
به عدم وجود  ، و با توجهترگیری دقیقحصول اطمینان و نتیجه

بر روی گیاه لوفا،  ITSناحیه بین ژنی اطلاعات مشابه مربوط به 
با سایر  مکمل مارکربه عنوان این مارکر پیشنهاد می شود 

 .(1) مارکرها استفاده شود
توسط عددی براساس نتایج مطالعه حاضر، مقدار م

مورد  ITSهای مترادف و غیرمترادف برای توالی جایگزینی
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 ITS .................................................................................. ...132 با استفاده از نشانگر (Luffa cylindrica) لوفامیو غیربومیبررسی فیلوژنتیکی چند ژنوتیپ بو

 

( بیان کردند 14بود. لی و همکاران ) 86/0مطالعه حدوداً برابر با 
که در تکامل ژنها چنانچه نسبت تغییرات نوکلئوتیدی که سبب 

( نسبت به تغییراتی که dNشوند )تغییر در اسیدهای آمینه می
تر از یک باشد بیانگر ( کمdSأثیر هستند )تبر اسیدهای آمینه بی

ها انتخاب خالص صورت این است که در طی تکامل این ژن
مورد  ITSبرای توالی  جایگزینی گرفته است. بنابراین نرخ

های مثبت و خالص در روند انتخاب دهنده گزینشمطالعه نشان
ی باشد، به این معنی که وقتهای مورد مطالعه میطبیعی ژنوتیپ

ناحیه گیرد به واقع طی تکامل، بین ارقام مقایسه صورت می
مورد مطالعه دچار گزینش مثبت و یا خالص شده  ITSبین ژنی 

 است.

 
 کلی گیرینتیجه

چهار سینگلتن  در مجموع ITSژن برای نشان داد  نتایج      
 PIS، و یک 212و  164، 121، 46های در جایگاه

(Parsimony Informative Sites)  شناسایی  170ایگاه جدر

جایگاه دارای حذف و 175جایگاه شناسایی شده،  703شد. از  
جایگاه بدون  528مورف( و پلی 5مونومورف و  170اضافه )

دهنده تغییرات بالا بین که نشانحذف واضافه شناسایی شد، 
های از طرف دیگر نتایج نشان داد گزینش .ارقام مختلف لوفا بود

های مورد ر روند انتخاب طبیعی ژنوتیپمثبت و خالص متعدد د
مطالعه اتفاق افتاده است. با توجه با فواصل ژنتیکی اندک بین 

وسیله دیگر ها بهشود که تنوع این ژنوتیپها پیشنهاد میژنوتیپ
نیز بررسی شود  IGS و rbcl matk, نظیر دی ان ایبارکدهای 

 تا با نتایج تحقیق حاضر مورد مقایسه قرار گیرد.
 

 و قدردانی تشکر
با حمایت مالی دانشگاه زابل با شماره گرنت این پژوهش     

UOZ-GR-9618-129 بدینوسیله از حمایت . انجام شده است
و معاونت پژوهشی دانشگاه زابل فناوری  مالی توسعه زیست

 .شودجهت انجام تحقیق حاضر قدردانی می

 
 منابع

1. Asadi, F., S. Dezhsetan, R. Ghahramanzadeh, J. Razmjou and M. Alebrahim. 2015. DNA barcoding of 
some local medicinal plants of Ardabil province. Crop Biotechnology, 5(10): 31-40. 

2. Bor, J. Y., H.Y. Chen and G.C. Yen. 2006. Evaluation of antioxidant activity and inhibitory effect on 

nitric oxide production of some common vegetables. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 54(5): 
1680-1686.  

3. Chaplagh Paridri, A., G. Jalali, A. Sanbali and M. Zarafshar. 2013. Review of hornbeam species 
(Carpinus L.) in Iran based on molecular markers (ITS and trnh-psbA). Genetic research and breeding 
of rangeland and forest plants in Iran, 20 (1 (39 consecutive)), 1-13.  

4. Chillali, M., H. Idder Ighili, J.J. Guillaumin, C. Mohammed B. Long Escarmant and B. Botton. 1998. 
Variation in the ITS and IGS regions of ribosomal DNA among the biological species of European 
armillaria. Mycologica Research 102: 533-540.  

5. China Plant BOL Group. 2011. Comparative analysis of a large data set indicates that internal 
transcribed spacer (ITS) should be incorporated into the core barcode for seed plants. Proc Natl Acad 
Sci USA 108: 19641-19646. 

6. Deng, W., D. Xi, H. Mao and M. Wanapat. 2008. The use of molecular techniques based on ribosomal 
RNA and DNA for rumen microbial ecosystem studies:a review. Molecular Biology Reports, 35:265-
274. 

7. Dellaporta, S.L., J. Wood and J.B. Hicks. 1993. A plant DNA minipreparation: version II. Plant 
Molecular Biology Reporter, 1: 19-22. 

8. Ghahramanzadeh, R., S.H. Marashi, C. Wael and S. Malekzadeh. 2012. Separation of invasive species 
of aquatic herb Mriiophyllum (Myriophyllum spp.) From its native relatives using DNA barcode. Plant 
Protection Quarterly, 26(1). 

9. Gupta, P., R. Varshney, P. Sharma and B. Ramesh. 1999. Molecular markers and their application in 
wheat breeding. Plant breeding, 118: 360-390. 

10. Haji Ahmadi, Z., M. Talebi, S. Tabatabaei and E. Badreddin. 2012. Determination of pomegranate 
phylogeny using plant barcodes psbA-trnH, rbcL, matK and ITS, 12th Iranian Genetics Congress, 
Tehran, (In Persian). 

11. Hassan, L.M. 2006. Quaternization and anion exchange capacity of sponge gourd (Luffa cylindrica). 
Journal of Applied Polymer Science, 101(4): 2495-503. 

12. Klemm, D., B. Philipp, T. Heinze, U. Heinze and W. Wagenknecht. 2001. Comprehensive Cellulose 

Chemistry. Vol. 1. Weinheim, German: Wiley VCH. 
13. Kumari, S.A.S.M., N.D.U.S. Nakandala, P.W.I. Nawanjana, R.M.S.K. Rathnayake, H.M.T.N. 

Senavirathna, et al. 2019. The establishment of the species-delimits and varietal-identities of the 
cultivated germplasm of Luffa acutangula and Luffa aegyptiaca in Sri Lanka using morphometric, 
organoleptic and phylogenetic approaches. PLOS ONE 14(4): 
e0215176.  https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215176. 

14.  Li, J., H. Bi, Z. Li and J. Feng. 2008. Genetic analysis of Ziziphus Jujube Huizao using ISSR markers. 
1th International Jujube Symphosium, China, 82p. 

15. Mazali, I.O. and O.L. Alves. 2005. Morphosynthesis: high fidelity inorganic replica of the fibrous 
network of loofa sponge (Luffa cylindrica). Anais da Academia Brasileira de Ciências, 77(1): 25-31. 

عمرانالله قاسمی ولی و ، لیلا فهمیدهمجتبی کیخاصابر ،حلیمه اربابی   

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
jc

b.
14

.4
3.

12
6 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

5-
01

 ]
 

                               7 / 9

https://pubs.acs.org/journal/jafcau
https://pubs.acs.org/journal/jafcau
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0215176
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_serial&pid=0001-3765
http://dx.doi.org/10.52547/jcb.14.43.126
https://jcb.sanru.ac.ir/article-1-1271-fa.html


 133 ............................................................................................................................. 1401 پاییز /43شماره  /چهاردهمسال  /یزراع اهانیژوهشنامه اصلاح گپ

16. Oboh, I. and E. Aluyor. 2009. Luffa cylindrical-an emerging cash crop. African Journal of Agricultural 

Research, 4: 684-688.  
17. Ota, T. and M. Nei.  1994 . Variance and covariances of the numbers of synonymous and nonsynonymous 

substitutions per site. Molecular Biology and Evolution, 11(4): 613-619. 
18. Gojobori, T. and M. Nei. 1986. Simple methods for estimating the numbers of synonymous and 

nonsynonymous nucleotide substitutions. Molecular Biology and Evolution, 3: 418-426. 
19. Partap, S., A. Kumar, N.K. Sharma and K.K. Jha. 2012. Luffa cylindrica: An important medicinal plant. 

Journal of Natural Product and Plant Resources, 2(1): 127-34. 
20. Shah, J.J., Y.J. Thanki and I.L. Kothari. 1980. Skeletal fibrous net in fruits of Luffa cylindrica M. Roem, 

and Luffa acutangula Roxb., p. 61-72. In: M. Nagaraj and C.P. Malik (eds.). Current trends in botanical 
research. Kalyani Publishers, New Delhi, India. 

21. Tamura, K. and M. Nei. 1993. Estimation of the number of nucleotide substitutions in the control region 
of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Molecular Biology and Evolution, 10: 512-526. 

22. White T.J., T. Bruns, S. Lee and J. Taylor. 1990. Amplification and direct sequencing of fungal 
ribosomal RNA genes for phylogenetics. In: PCR Protocols: a guide to methods and applications. (Innis 
MA, Gelfand DH, Sninsky JJ, White TJ, eds). Academic Press, New York, USA: 315-322.

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

عمرانالله قاسمی ولی و ، لیلا فهمیدهمجتبی کیخاصابر ،حلیمه اربابی   

 [
 D

O
I:

 1
0.

52
54

7/
jc

b.
14

.4
3.

12
6 

] 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

5-
01

 ]
 

                               8 / 9

https://academicjournals.org/journal/AJAR
https://academicjournals.org/journal/AJAR
https://www.scholarsresearchlibrary.com/journals/journal-of-natural-product-and-plant-resources/
http://dx.doi.org/10.52547/jcb.14.43.126
https://jcb.sanru.ac.ir/article-1-1271-fa.html


Journal of Crop Breeding Vol. 14, No 43, Autumn 2022 ………….................................……….………..…......…….....……..……. 134 

 

Phylogenetic Analysis of Some Indigenous and Non-Indigenous Luffa  
(Luffa cylindrica) Genotypes using ITS Marker 

 
Extended Abstract 
Introduction and Objective: Luffa is a plant from the Cucurbitaceae family with the scientific 
name of Luffa cylindrica. In addition to the food consumption of mature green fruit and the 
medicinal and health properties of seed oil, it is important due to the fibrous spongy texture of its 
dried fruits. There is a great variety in terms of shape, size, quality of sponge, etc. among different 
cultivars of Luffa, the study of which helps plant breeders to identify the genetic capacity of traits 
associated with its important breeding goals. 
Material and Methods: In this study, the genetic diversity of 5 indigenous Lufa genotypes 
related to Mazandaran, Kerman, Sistan and Baluchestan provinces, and 3 non-Indigenous 
genotypes related to China, Brazil and Afghanistan were studied by evaluating the ITS (Internal 
transcribed spacer) ribosome region. After sampling of young leaves, DNA was extracted by 
Dellaporta method, and PCR was performed using a pair of ITS primers. After sequencing and 
qualification, amplified products were aligned and dendrogram of phylogenic relationships and 
difference and similarity matrix of sequences were determined. 
Results: In this research, from a total of 703 sites, 175 sites had deletion and addition (170 
monomorphes and 5 polymorphs) and 528 sites were lake of deletion and addition. Most of the 
substitutes for the ITS sequence were transversion (55.5%), and only 44.5% of the substitutes 
were transitional type. Also, the mean ratio of thymine, cytosine, adenine and guanine was 9.18, 
8.28, 19.9 and 42.4% of the total nucleotides. The average numerical value of DN / DS ratio was 
0.86. The overall average of the genetic distance between the samples examined, for the ITS 
marker, using the Maximum Composite model was 0.107. 
Conclusion: Studying the relationships between tested genotypes based on the ITS region, as 
analyzed in this study, showed the presence of intra-species variation in the genotypes of Luffa 
aegyptiaca studied. However, relatively low genetic distances between genotypes may indicate 
the relative weakness of this marker in the genetic studies of Luffa. Therefore, for a more accurate 
conclusion it is suggested that this marker is be used as a supplementary barcode with other 
markers.  
 
Keywords: Genetic distance, Genetic diversity, Luffa, Molecular barcode, Ribosome markers  
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