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 Myosotis L. در جنــس Alpestris فیلوژنــی مولکولــی و تایید گــروه
بــر اســاس ترکیــب داده‌های هســته‌ای و کلروپلاســتی

مریم خوش سخن مظفر1*، شاهرخ کاظم‌پور اوصالو2، محبوبه شرافتی3 

چکیده
جنــس Myosotis دارای پانــزده گونــه در ایــران اســت و ویژگــی 
ــور  ــه منظ ــد. ب ــراق می‌باش ــیاه و ب ــاف، س ــوه ص ــخیصی آن می تش
نشــان دادن موقعیــت فیلوژنتیکــی Myosotis، 14گونــه از آن بــه 
ــتفاده از  ــا اس ــهCynoglosseae s. lat . ب ــی ازقبیل ــراه گونه‌های هم
cpDNAr�و همچنیــن توالی ترکیبــی rpl32-trnL یمارکرکلروپلاس�ـت
pl32-trnLUAG-nrDNAITS، بــه دو روش پارســیمونی و بایســین 

Myosotis مــورد بررســی قــرار گرفتنــد. نتایــج، تــک تبــاری جنــس
ــن نشــان داده شــد دوزیرجنــس Myosotis و  ــد نمــود. همچنی را تایی
ــای  ــه‌های Exarrhena و Myosotis، وگونه‌ه Strophiostoma، بخش
یکســاله تک تبــار نیســتند. درکلادوگرام حاصــل از توالی کلروپلاســتی 
ــای  ــا داده‌ه ــد، ام ــک تبارن ــای C، E وF  ت ــا گروه‌ه  rpl32-trnL تنه
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ترکیبــی تــک تبــاری شــش گــروهA، B، C، D، E  و F را نشــان داد. 
ــا داشــتن ویژگی‌هــای تشــخیصی متعــدد، گروهــی اســت  گــروه F ب
کــه بــر اســاس تمــام توالی‌هــا و روش‌هــای آنالیــزی تــک تبــار بــود. 
M. asiatica، M. alpestris، M. suave�  ای�ـن گ�ـروه ب�ـا چه�ـار گون�ـهی ‌
olens و M. lithospermifolia در فلــور ایــران، بــا نــام Alpestris بــه 

عنــوان گروهــی مجــزا و تــک تبــار معرفــی می‌گــردد.

 ، cpDNArpl32-trnLUAG، Myosotisــی ــدی: توال ــای کلی واژه ه
Alpestris فیلوژنــی مولکولــی، گاوزبانیــان، گــروه
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مقدمه
ــان  ــواده‌ی گاوزب ــه خان ــق ب .Myosotis L متعل
می‌باشــد. ایــن جنــس بــا داشــتن میوه‌هــای 
صــاف، ســیاه و بــراق از بقیــه‌ی جنس‌هــای ایــن 
 Khatamsaz ــت ــخیص اس ــل تش ــواده قاب خان
(2002(. ایــن جنــس دارای 100 گونه اســت و در 

طبقــه بندی‌هــای مختلــف در تبارهــای متفــاوت 
ــه‌ای از  ــای منطق ــت. در فلوره ــه اس ــرار گرفت ق
جملــه فلــور ایــران جنــس Myosotis جــزء 
 Khatamsaz( ــد ــه  Eritrichieae می‌باش قبیل
 Riedl (1967( ــکا ــور ایرانی ــی در فل 2002). ول

و فلــور شــوروی ســابق )Popov (1953 و 
  Langstrom& Chaseــات ــاس تحقیق ــر اس ب
  Myosotideae ــه ــس در قبیل ــن جن (2002) ای

قــرار گرفتــه اســت.
 هــر چنداز نظر داشــتن عدد پایــه کروموزمی12، 
  Eritrichieae ــه ــای قبیل ــدادی از اعض ــه تع ب
نزدیــک اســت ولــی بــه دلیــل وجــود فندقه‌هــای 
صــاف و بــدون تزئینــات و دانــه گــرده بــا 
 ،Khatamsaz, (2001) ناجــور  شــیار   8
همچنیــن بــا توجــه بــه داده‌هــای مولکولی،قبیلــه 
ــا  ــس Myosotis ب ــا جن ــا ب Myosotideae تنه
داشــتن میــوه صــاف و بــدون تزئینــات گروهــی 
 Khoshsokhan ..تــک تبــار را تشــکیل می‌دهــد
et al. (2013) طبــق آخریــن مطالعــات مولکولی 

 Eritrichieae  نشــان داده شــد کــه3 قبیلــه
جزئــی   Trigonotideae و   ,Myosotideae
.Cynoglosseae s. latهســتند  قبیلــه  از 
 Weigend et al. (2010), Khoshsokhan et

.al. (2013)

ــون 15  ــران تاکن ــس Myosotis در ای ــرای جن ب
 Khatamsaz, گونــه شناســایی شــده اســت
 M.lithospermifolia گونه‌هــای   .)2002)

(Willd) Hornem, M. ceaspitosa Schul-

tz ،palustris L. .M، Riedl M. anoma�
 la، M. alpestris Schmidt،M. Asiatica
 Schizchk & Serg، M. Olympica Boiss.
و  Ehrh. Ex Hoffm M.sylvaticaدو یــا چنــد 

ــتند.  ــاله هس ــا یکس ــی گونه‌ه ــاله‌اند و باق س
ــور ایرانیــکا   تقســیمات فرعــی ایــن جنــس در فل
 Khatamsaz ایــران  وفلــور   Riedl (1967(
 Myosotis زیرجنــس  دو  شــامل   )2002)

 Strophiostoma (Turez.) M. Pop. و 
نــوع  تمایــز آن‌هــا در  کــه وجــه  می‌باشــد 
ــل  ــده در مح ــدان زای ــا فق ــود ی ــن و وج گل‌آذی
 Myosotis نــاف فندقــه می‌باشــد.زیر جنــس‌
 Palustres , دارای ســه ســری‌ بــه نام‌هــای
Sylvatica و .Arvenses M. Pop می‌باشــد 
کــه هــر ســری چنــد گونــه را شــامل می‌شــوند. 
چهــار  شــامل   Strophiostoma زیرجنــس 
 M.  Pseudopropinqua M. Pop.،گونــه
 anomala M.، M. Sparsiflora Mikan in

  Hoppe و M. Propinqua Fisch. & Mey

Myosotis اســت و بقیــه مربــوط به زیــر جنــس
ــتند. هس

ــور روســیه هــم دو زیــر جنــس  همچنیــن در فل
Strophiostoma و Eumyosotis DC. معرفی 

.  Popov(1953(شده‌اســت
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از طرفــی دیگر Grau ونویســندگان دیگر )1982(
بــر اســاس مطالعه‌شــان روی مورفولــوژی گرده 
و خصوصیــات میکروســکوپی اســتیگما و جــام 
گل در طبقه‌بنــدی Myosotisتجدیدنظــر نمودند. 
آنهــا پیشــنهاد کردنــد ایــن جنــس بــه دو بخشــه 
می‌شــود  تقســیم   Myosotis و Exarrhena
کــه مرکــز تنــوع Myosotisدر نیمکره شــمالی و 
Exarrhena در نیمکــره جنوبــی اســت. در بیــن 
ــش  ــن پژوه ــده در ای ــی ش ــای بررس نمونه-ه
تنهــا.M. discolor Pers  متعلــق بــه بخشــه‌ی 

Exarrhena وارد شــده اســت)جدول1(.
درمطالعــات مولکولــی که تاکنــون درمورد جنس

 Winkworth انجــام شــده اســت Myosotis
ــن  ــه از ای ــش در ســال 2002،  34 گون وهمکاران
جنــس  متعلــق بــه آفریقا،اروپا،آمریــکاو نیوزلنــد 
را مــورد بررســی قــرار داده و براســاس توالــی 
کلروپلاســتی توالــی  وســه   ITS هســته‌ای 

گــروه  ،پنــج    trnK-psbAو  ndhF ،matK

ــخص  ــس مش ــن جن  A،B،C،D،Eو F را درای

کردند،همچنیــن شــرافتی وهمــکاران درســال 
1393 در پژوهشــی کــه بــر روی گونه‌هــای 
ایرانــی و برخــی گونه‌های غیرایرانی،باگســتره‌ی 
  ITS ــته‌ای ــی هس ــتفاده ازتوال ــر، بااس محدودت
ــد  ــد نمودن ــوق را تایی ــای ف ــام دادند،گروه‌ه انج
و نشــان دادنــد گونه‌هــای یکســاله و چندســاله، 
همچنیــن واحدهــای بخشــه‌ای تــک تبــار نیســتند 
ــد.  ــت می‌گردن ــی حمای ــای زیرجنس ــا واحد‌ه ام
در ایــن پژوهــش به منظوربررســی و بازســازی 
ــی  ــس Myosotisاز توال ــی جن ــه تکامل تاریخچ

ــن  ــد. ای ــتفاده ش ــتیrpl32-trnL اس کلروپلاس
ــه در  ــی اســت ک ــن ژن ــر بی ــک فاصله‌گ ــی ی توال
ــرار دارد.  ــوم کلروپلاســتی ق ــه SSC از ژن ناحی
ایــن ناحیــه بســیار متنــوع اســت ومیانگیــن طول 
ــرات طــول آن  ــج تغیی ــاز و رن ــت ب آن 1018 جف
 Show et al. 1417- 543 جفــت بــاز اســت
ــه‌ای  ــه درخــت گون ــرای دســتیابی ب (2005( . ب

)species tree( نیــز ایــن توالــی بــا توالــی 
ــردد. ــب می‌گ ــته‌ای ترکی هس

ــد:1(  ــال می‌کن ــدف را دنب ــد ه ــه چن ــن مطالع ای
زیرجنســی،  واحدهــای  تبــاری  تــک  تعییــن 
بخشــه‌ای و همچنیــن تــک تبــاری گونه‌هــای 
ــی  ــاس توال ــر اس ــس  Myosotisب ــاله جن یکس
کلروپلاســتی  rpl32-trnLو داده هــای ترکیبــی 
هســته ای و کلروپلاســتی، 2( بررســی تــک 
تبــاری گــروه هــای A تــا F در ایــن جنــس و 3( 

.Alpestris ــروه ــاری گ ــک تب ــن ت تعیی

مواد و روش‌ها
نمونه‌گیری تاکسون‌ها

15 نمونــه )مربــوط بــه 14 گونــه( از جنــس 
ــر از  ــه‌ی دیگ ــت گون ــراه هف ــه هم Myosotis ب
Cynoglosseae s. lat. ، در تحقیــق حاضــر 

 Para�1(. دو گونــه لبررسـ�ی شـ�دند )جـ�دول
و    .caryum  leptophyllum (DC.) Boiss

.Cynoglossum officinale L نیــز بــه عنــوان 

 Khoshsokhan( ــدند ــاب ش ــروه انتخ ــرون گ ب
ــا  et al., (2008 a, b و شــرافتی 2014(. نمونه‌ه

از مناطــق رویشــی جمــع آوری شــده و در 
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ــداری  ــدرس  نگه ــت م ــوم دانشــگاه تربی هرباری
هرباریومــی  نمونه‌هــای  از  شــدند. همچنیــن 

موسســه جنگل‌هــا و مراتــع و پژوهشــکده گیاهی 
دانشــگاه فردوســی مشــهد اســتفاده گردیــد 

جدول 1: لیست تاکسون های مورد بررسی، محل جمع آوری و شماره هرباریومی

فرم رویشی 
)یک یا چند 

ساله(

بخشه 
 Grau &(

)1982 Schwab

زیرجنس
 ,1967 Riedl(

 Khatamsaz

)2002

محل نگهداری و 
شماره هرباریومی

محل جمع آوری و جمع آوری کننده نام تاکسون

یک ساله Myosotis Myosotis
TARI

11033

گرگان، پارک جنگلی به جنوب تنگه 
راه

550متری،وندلبو، فروغی 

M. ramosissima Rochel. 
ex Schultes

دو یا چند ساله Myosotis
Strophiosto�

ma

TARI

20218

آذربایجان، منطقه حفاظت شده 
ارسباران، بخش غربی کلیدی،2400متر، 

اسدی و معصومی

M. lithospermifolia 
(Willd.) Hornem.

دو یا چند ساله Myosotis Myosotis
TARI

70382

آذربایجان، منطقه حفاظت شده 
ارسباران، کوههای کلان، 2470-2550 

متری، جمزاد و همکاران

M. lithospermifolia 
(Willd.) Hornem.

دو یا چند ساله Myosotis
Strophiosto�

ma

TARI

70488

آذربایجان، اردبیل به خلخال،دریاجه 
نور، 2450 متری، جمزاد و همکاران

M. anomala Riedl.

یک ساله Myosotis Myosotis
TARI

20778

مازندران، جنوب رامسر، غرب جواهر 
ده، 1800 متری، رونه مارک ومعصومی

M. sparsiflora  Mikan.

یک ساله Myosotis Myosotis
TARI

50507

خراسان ، 45 کیلومتری شمال شیروان، 
منطقه حفاظت شده گولول سرانی، 
2300-1600متر،اسدی و معصومی 

M. refracta Boiss.

یک ساله Myosotis Myosotis
TARI

19488

تهران، منطقه حفاظت شده کویر، بخش 
شرقی سیاه کوه، 1300 متر، رونه مارک 

و همکاران
M. stricta Link.

دو یا چند ساله Myosotis Myosotis
TARI

19592

آذربایجان، غرب رضائیه، تپه های 
غرب روستای سیلوانا، 1550-1800 

متر، رونه مارک و فروغی
M. alpestris Schmidt
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دو یا چند ساله Myosotis Myosotis
TARI

51212

مازندران، 40 کیلومتری جنوب رامسر، 
شیب جنوبی کوه خشه چال، 3600-

2900متر، اسدی و معصومی 
M. olympica Boiss.

دو یا چند ساله Myosotis Myosotis
TARI

69233

مازندران، سیاه بیشه، 2050 متری، خاتم 
ساز و رحمان پور

M. asiatica Schizchk. 
&Serg.

دو یا چند ساله Myosotis Myosotis
TARI

32978

 تهران، 24 کیلومتر از کندوان به جاده 
هراز، 3100 متر، اسدی و مظفریان 

M. sylvatica Ehrh. ex 
Hoffm.

یک ساله Myosotis Myosotis
TARI

25599
کرمانشاه

M. koelzii Riedl, Oster. 
Bot

دو یا چند ساله Myosotis Myosotis
TARI

20749

مازندران، جنوب غربی رامسر، شرق 
جواهر ده، 1800متر، رونه مارک و 

معصومی
M. palustris L.

یک ساله Exarrhena Myosotis TARI پاکستان M. discolor Pers.

یک ساله Myosotis Myosotis
TARI

758
پاکستان

M. suaveolens Waldst. 
Et Kit

- - - TMUPC کاظم پوراوصالو 2007
Heterocaryum szvitsia�

num
Fisch. & Mey.

- - - TMUPC کاظم پوراوصالو 2007 Lappula sinaica DC.

- - -
TARI

327

آذربایجان،ارومیه، سیلوانا، بردوس و 
صیامی

Paracaryum leptophyl�
lum (DC.)

Boiss.

- - -
FUMH

57195

 2200 متر، چهارمحال بختیاری، 
بروجن، مظفریان

Trichodesma aucheri DC.

- - -
TARI

73526

مازندران، پل سفید، جنگل بالای 
روستای سنگده، 2500-1500متر،اسدی

Cynoglossum officinale 
L.

- - -
TMUPC

TARI
کاظم پوراوصالو2007

Asperugo perocumbens 
L.
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ــا اســتفاده از  ــا ب )جــدول 1(. شناســایی نمونه‌ه
 Riedl (1967), Popov (1953),منابــع مختلــف

Khatamsaz (2002)صــورت گرفــت.

DNA استخراج ، تکثیر و توالی یابی
بــرگ  ســلول‌های  از  کل    DNA اســتخراج 
گرفــت.  صــورت  هرباریومــی  نمونه‌هــای 
  CTAB  Doyle & Doyle,اســتخراج به روش
(1987) همــراه بــا کمــی تغییر و افزودن اســتات 

آمونیــوم انجــام گرفــت. ازاســتات آمونیوم جهت 
ــد. ــتفاده ش ــه اس ــای ثانوی ــذف متابولیت‌ه ح

‌cpDNArpl32-توالــی تکثیــر  منظــور  بــه 
 trnL(UAG) آغازگرهــای  از   trnLUAG

(5׳CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT3׳) 

 )rpl-32׳CAGTTCCAAAAAAA و 
 Show(  ــد ــتفاده گردی  (5׳CGTACTTC3اس

ــورت  ــن ص ــه ای ــه PCR ب et al. 2005(. برنام

بــود: واسرشــتگی اولیــه C°94 بــه مــدت 5 
دقیقــه، واسرشــتگی ثانویــه C°94 بــه مــدت 
یــک دقیقــه، اتصــال C°53 بــه مــدت یــک دقیقــه، 
بســط اولیــه C°72 بــه مــدت 2:30 دقیقه و بســط 
نهایــی  C°72 بــه مــدت 7 دقیقــه. بعــد از حصول 
اطمینــان از صحــت PCR و تکثیــر قطعــه مــورد 
نظــر تــک باندهــای قــوی )20 نانوگــرم( و فاقــد 
ــن  ــور تعیی ــه منظ ــیدگی ب ــی وکش ــد اضاف بان
ــور  ــه کش ــگام ب ــرکت پیش ــق ش ــی از طری توال
 Macrogen کره ارســال شــد و توســط شــرکت

ــد.  ــی گردی ــن توال تعیی

آنالیز فیلوژنی
ــا  ــی ب ــن توال کروماتوگرام‌هــای حاصــل از تعیی

  BioEdit v.7.0.9.0اســتفاده از نــرم افــزار
 Hall, (1999) مشــاهده شــدند و بــه صــورت 

ــد.  ــب فســتا )Fasta( در آمدن قال
ــرم فســتا توســط  ــا ف ــر ب ــورد نظ ــای م توالی‌ه
 Clustal Larkin et al. (2007) برنامــه 
  Muscle V. 4.0 Edgar (2004)ــزار ــرم اف ون
همردیــف ســازی شــدند و نقــاط مبهــم نیــز بــه 

ــد. ــم گردیدن ــمی تنظی ــورت چش ص
داده‌هــای همردیــف ســازی شــده موجــود 
صرفــه  بیشــینه  روش  بــه  ماتریــس،  در 
ــی)Maximum Parsimony(  بااســتفاده  جوی
  PAUP* 4.b10(Swoffordافــزار نــرم  از 
  Mrbayes V.افــزار ونــرم   (2002)

  3.12(Ronquist& Huelsenbeck (2003)

مــورد بررســی قــرار گرفتنــد.

 Maximum ــر ــی حداکث ــه جوی روش صرف
 Parsimony

جــوی  و  جســت  از  داده‌هــا،  آنالیــز  بــرای 
ــادل  ــکاری  )Heuristic search( و روش تب ابت
ســازی  نیمــه  دو   ،)Swapping( شــاخه‌ای 
 Tree شــاخه‌‌ها  مجــدد  اتصــال  و  درخــت 
و   Bisection Reconnection (TBR)

ــا 100  ــت )MULTrees( ب ــن درخ ــه چندی گزین
تکــرار از Random additionsequences و 
MaxTrees = 20000)بیشــینه درختــان ذخیره 

ــد. ــتفاده گردی ــده( اس ش
بــرای تعییــن حــدود اطمینــان کلاد‌هــا در درخــت 
ــل  ــزی )Strict Consensus( حاص ــق مرک مطل
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آنالیـــز  مذکــور،  آنالیز‌هــای  از  یــک  هــر  از 
روش  بــا   Felsenstein (1985)Bootstrap

جســتجوی ابتـــکاری و انتخــاب گزیـــنه‌های  
و   TBR  Simple addition sequencesو 

 ،MULTREES ــرای ــه off ب ــاب گزین ــا انتخ ب
تمامــی  در  تکرارهــا  تعــداد  شــد.   انجــام 
تکــرار   20000 ،Bootstrapping  آنالیزهــای
در نظــر گرفتــه شــد.  بیشــینه‌ی درختــان ذخیــره 
شــده بــه ازای هــر تکــرار در تمامــی مــوارد 100 

ــد. ــاب ش ــت انتخ درخ

تعیین شاخص‌های آماری
 RC (rescaled consistency تعییــن شــاخص
  (consistencyپایــداری شــاخص   ،  index)

گروه‌پذیــری  شــاخص  و   index= CI)

(retention index= RI)  بااســتفاده از دستور 

pscores all/ ci=yes ri=yes rc=yes در نرم 

  PAUP* 4.b10Swofford (2002) افــزار 
انجــام شــد.

Bayesian  روش
ایــن روش بــر مدل‌هــای تکاملــی متمرکــز شــده 
بررســی  را  جانشــینی  مکان‌هــای  تمامــی  و 
می‌کند.بــرای آنالیــز داده‌هــای حاصــل، مدل‌هــای 
  MrModeltestــه ــا اســتفاده از برنام ــی ب تکامل
version 2.3 (Nylander 2004)، اجــرا شــده 

اســاس  بــر    MrMTgui (Nuin 2005)در
  Akaike (AIC) (Posadaاطلاعاتــی معیــار 
ــای  ــدند. داده‌ه ــاب ش (Buckley 2004 & انتخ

بــا    rpl32-trnLUAG کلروپلاســتی  توالــی 
اســتفاده از مــدل  F81+G و داده‌هــای ترکیبــی 
دو توالــی هســته‌ای و کلروپلاســتی بــا اســتفاده 
از مــدل GTR+I+G آنالیــز شــدند.  برنامــه 
 MrBayes version 3.12 Ronquist &

آنالیز‌هــای  بــرای   Huelsenbeck (2003)

فیلوژنتیکــی Bayesian اســتفاده شــد. احتمــالات 
ثانویــه بــر روی پارامترهــای مــدل از داده‌هــا بــا 
اســتفاده از پیــش فرض‌هــای اولیــه بــرآورد 
شــدند.  آنالیــز در 5 میلیــون نســل تکــرار شــد. 
 )MCMC( ــو ــه کارل ــوف مونت ــره مارک 4 زنجی
در یــک زمــان از یــک درخــت بــه طــور تصادفــی 
ــر  ــت را در ه ــک درخ ــرد. ی ــه کار ک ــروع ب ش
100 نســل نمونــه بــرداری کــرد. درختــان نمونــه 
ــاز خطــی  ــه ف ــد از رســیدن ب ــرداری شــده بع ب
ــع  ــه( جم ــا 5000 نمون ــد از 500000 نســل ی )بع
آوری شــدند و بــرای ایجــاد یــک درخــت توافقــی 
بــا بیشــینه %50 ، همــراه بــا ارزشــهای احتمــال 
 Treeview (Page 1996)ثانویــه بــا اســتفاده از

اســتفاده شــدند.

نتایج
ــتی ــی کلروپلاس ــل از توال ــای حاص داده‌ه

rpl32-trnL

توالــی  شــده  ســازی  همردیــف  ماتریــس 
کلروپلاســتیrpl32-trnLمربوط به 22 تاکسون 
مــورد آنالیــز، ماتریســی بــه طــول 1069 جایــگاه 
نوکلئوتیــدی ایجــاد کــرد. از میــان نوکلئوتیدهای 
آنالیــز شــده، 128جایــگاه بــه لحاظ پارســیمونی، 
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اطلاعاتــی یــا informative و941جایــگاه غیــر 
ــد. ــا uninformative بودن ــی ی اطلاعات

بــه  منجــر  پارســیمونی  ماکزیمــم  آنالیــز   
تولیــد شــش  کوتاهتریــن درخــت شــد کــه 
ــت  ــول داش ــا 191 گام ط ــی آنه ــت توافق درخ
  CI=  0/759 آن  آمــاری  شــاخص‌های  و 
 )Consistency Index پایــداری  )شــاخص 
  Retentionشــاخص نگهــداری(RI=  0/816و

می‌باشــد.  )Index

در درخــت حاصــل پــس از دو گونــه بــرون گروه، 
  Tricodesma aucheri DC.شــاخه‌ای شــامل
  Asperugo procumbens L.، وچهــار گونــه
Eritrichium canum، DC. Lappula sina�
 Hetrocaryum szovitsianum Fisch. و   ica
ــه  ــرار گرفت Mey & ازCynoglosseae s. lat . ق

اســت. کلاد بعــدی قبیلــه Myosotidese  شــامل 
ــد.  ــس Myosotis می‌باش ــه از جن ــارده گون چه
ــه  ــت ک ــروه E اس ــن کلاد، گ ــاخه از ای ــن ش اولی

8 
 

-با حمایت قوی قرار گرفته که شامل گونه Cکلاد  ،در ادامه هستند. M. palustrisو  M. anomalaی کلاد خواهری با مجموعه

 .Mو  M. ramosissima، یعنی Bو Aهای گروه سپس شاخه ای با مجموعه گونه است. M. sylvaticaو M. olympicaهای 

sparsiflora  .در نهایت گروه جای گرفته استF های با گونهM. asiatica ،M. alpestris ،M. suaveolens  و دو نمونه از

 .)شکل نشان داده نشده است( به صورت تک تبار وجود داردM. lithospermifolia ی گونه
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شکل 1: درخت فیلوژنی حاصل از آناليزداده‌هاي کلروپلاستی rpl32-trnLبا روش Bayesian. اعداد روی شاخه‌ها نشان 
دهنده احتمال ثانویه )Posterior Probability( و مربع خاکستری نشان دهنده‌ی گروه F می‌باشد.
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 M. re�وM. stricta ‌ مشـ�تمل بـ�ر دو گونـ�هی 
fracta بــا حمایــت 100 درصــد می-باشــد. پــس 
ــای کلاد  از آن کلادی شــامل مخلوطــی از گونه‌ه
ــه طــوری کــه مجموعــه  ــرار دارد. ب A، B و D ق
و  M. discolorکلاد    M. koelzi گونه‌هــای 

 M. و  M. anomala خواهــری بــا مجموعــه‌ی
palustris هســتند. در ادامــه، کلاد C بــا حمایــت 
 M. قــوی قــرار گرفتــه کــه شــامل گونه‌هــای
olympica و M. sylvatica اســت. ســپس شاخه 
ــی ــروه A وB، یعن ــای گ ــه گونه‌ه ــا مجموع ای ب

9 
 

ها نشان دهنده . اعداد روی شاخهBayesianروش با rpl32-trnL کلروپلاستیهای آنالیزدادهدرخت فیلوژنی حاصل از  -1شکل 

 باشد.می Fی گروه و مربع خاکستری نشان دهنده( Posterior Probabilityثانویه )احتمال 
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شــکل 2: درخــت فیلوژنــی حاصــل از آناليزداده‌هــاي ترکیبــی nrDNAITS- cpDNA rpl32-trnL بــا روش 
Bayesian. اعــداد روی شــاخه‌ها نشــان دهنــده احتمــال ثانویــه )Posterior Probability( می‌باشــند. مربــع 

ــد. ــروه F می‌باش ــده‌ی گ ــان دهن ــتری نش خاکس
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 M. ramosissima  وM. sparsiflora  جــای 

ــا گونه‌هــای  ــت گــروه F ب ــه اســت. در نهای گرفت
M. asiatica، M. alpestris، M. suaveo�
 M. lithospermi� و دو نمونــه از گونــه‌ی lenss

folia بــه صــورت تــک تبــار وجــود دارد )شــکل 
نشــان داده نشــده اســت(.

در درخــت حاصــل از روش بایســین )شــکل 
1(، بعــد از خــروج بــرون گــروه، شــاخه‌ای 
ــای  ــه گونه‌ه ــه ک ــرار گرفت ــا لا ق ــت ب ــا حمای ب
 Asperugo procumbens، Tricodesma
 Eritrichium مجموعه‌ی س�ـه گون�ـه‌ی aucheri،
 canum- Lappula sinaica- Heterocaryum
 Myosotis و گونه‌هــای جنــس szovitsianum
در  گرفته‌انــد.  قــرار  پلی‌تومــی  بــه صــورت 
ــز  ــل از آنالی ــت حاص ــد درخ ــت همانن ــن درخ ای
F و C، E ماکزیمــم پارســیمونی فقــط گروه‌هــای

ب��ا احتمــال ثانویــه بــالا، تــک تبارنــد و گونه‌هــای 
مربــوط بــه گروه-هــای A، B و D بــه صــورت 

ــوند. ــاهده می‌ش ــرام مش ــده در کلادوگ پراکن
ترکیبــی توالــی  از  حاصــل  داده‌هــای 
cpDNArpl32-trnLUAG- nrDNAITS

بیســت و دو گونــه بــا اســتفاده از توالــی  ترکیبی
 cpDNA rpl32- nrDNAITS آنالیــز شــدند. 

در نتایــج حاصــل از آنالیز ماکزیمم پارســیمونی 
ــده دارای 1706  ــازی ش ــف س ــس همردی ماتری
ــا  ــان آنه ــه از می ــود ک ــدی ب ــگاه نوکلئوتی جای
 informative 272 جفــت بــاز اطلاعاتــی یــا
و 1434 جفــت بــاز نیــز غیــر اطلاعاتــی یــا 

بودنــد.   uninformative

ــن  ــز، 18 کوتاهتری ــن آنالی داده‌هــای حاصــل از ای

درخــت ایجــاد کــرد. در درخــت توافقــی بــه 
طــول 747 گام ضرایــب آمــاری CI= 0/572 و 
داده‌هــای  می‌باشند.شــاخه‌بندی   RI=  0/670
ــرام  ــا کلادوگ ــدی ب ــه روش MP تاح ــی ب ترکیب
ــن روش  ــه همی ــتی ب ــل از داده‌ی کلروپلاس حاص
متفــاوت می‌باشــد، بــه ایــن صــورت کــه گونــه‌ی 
ــه‌ی  ــا مجموع ــر ب  Tricodesma aucheri، خواه

اعضــای قبیلــه‌ی Myosotideae اســت. همچنیــن 
تمــام گروه‌هــای A تــا F در ایــن کلادوگــرام 
ــل از  ــرام حاص ــند. در کلادوگ ــار می‌باش ــک تب ت
آنالیــز بایســیننیز روابــط بــه خوبــی حــل شــده‌اند. 
گونــه‌ی Tricodesma aucheri  گــروه خواهــری 
بــا گونه‌هــای Myosotis اســت و تمــام پنــج گــروه 
ایــن جنــس با حمایــت قــوی تک تبارنــد )شــکل 2(.

بحث
داده‌هــای  از  حاصــل  نتایــج  مقایســه‌ی 
کلروپلاســتی و ترکیبــی بــا روش‌هــای آنالیــزی 

مختلــف
کلروپلاســتی توالــی  از  حاصــل  درخــت  در 

trnLUAG- rpl32 از 6 کلادA-F  ذکــر شــده، 

ســه کلاد C، E وF  مشــابه بــا نتایــج قبلــی تــک 
تبارنــد. امــا گروه‌هــای A، B و D تــک تبــار 
nrDNAITS و  نیســتند. در آنالیــز ترکیبــی 
cpDNA rpl32، 6 گــروه مذکــور کامــا مطابق 

شــرافتی  نتایــج  Winkworth 2002و  بــا 
ــه‌ی   ــن گون ــند. همچنی ــار می‌باش ــک تب 1393 ت
دو  بــا  مشــابه   Trichodesma aucheri
پیشــینه‌ی ذکــر شــده گــروه خواهــری بــا قبیله‌ی 
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می‌باشــد.  Myosotideae

ژن،  يــك  توالي‌هــاي  از  حاصــل  درخت‌هــاي 
خــواه هســته‌اي، كلروپلاســتي يــا ميتوكندريايــي، 
ــواره  ــه هم ــد ك ــوانgene tree  مطرحن تحــت عن
رانشــان    )species tree(گونــه‌اي درخــت 
نمي‌دهنــد. عوامــل متعــددي در ناســازگاري بيــن 
ــد كــه از  ــواع مختلــف  gene tree دخالــت دارن ان
ــوذ  ــري، نف ــه دورگه‌گي ــوان ب ــا مي‌ت ــه آنه جمل
ــد،  ــه شــاخه‌هاي بلن ــا introgression، جاذب ژن ي
ســرعت‌هاي نابرابــر تكامــل مولكولــي و هماهنگ 
شــدن ســویه‌ها )lineage sorting(، خطاهــاي 
ــه برداري‌هــاي  ــودن نمون ــي ب آزمايشــي و ناكاف
 Rieseberg &Soltis تاكســونوميك اشــاره كــرد
 (1991), Soltis & Kuzoff 1995, Wendel &

Doyle (1998).  بــه طــور کلــی قدرت جداکنندگی 

ــی  ــی ترکیب شــاخه‌ها در درخــت حاصــل از توال
می‌باشــد.   بالاتــر  هســته‌ای  و  کلروپلاســتی 
ــون‌ها  ــری تاکس ــه قرارگی ــوط ب ــات مرب اختلاف
ــتی  ــاس DNA کلروپلاس ــر اس ــا، ب در درخت‌ه
ــر  ــل ذک ــر عوام ــت تاثی ــد تح ــی می‌توان و ترکیب
شــده و پائیــن تــر بــودن ســرعت تکاملــی توالــی 
trnLUAG- rpl32 کلروپلاســتی باشــد.آنالیز 

ــوی  ــب‌ترین الگ ــه، مناس ــن مطالع ــی در ای ترکیب
ــن  ــط بی ــن رواب ــود یافته‌تری ــاخه‌بندی و بهب ش

گونه‌هــا را نشــان می‌دهــد.

روابــط فیلوژنــی جنســی و درون جنــس 
Myosotis

ــی  ــده از توال ــت آم ــه دس ــج ب ــاس نتای ــر اس ب

 Myosotis کلروپلاســتی و توالــی ترکیبی، جنــس
تــک تبــار اســت )شــکل 1 و 2(. تــک تبــاری ایــن 
جنــس پیــش از ایــن توســط نویســندگان مختلــف 
 Khoshsokhan et al. (2013), Weigend et

نشــان   al. (2010), Sherafati et al. (2014)

داده شــده بــود. بــر اســاس داده‌هــای حاصــل از 
ــی هسته‌ایITS)شــرافتی و همــکاران 1393( توال

و همچنیــن داده‌هــای ترکیبــی nrDNAITS و 
ــس  ــرای جن ــق، ب ــن تحقی cpDNA rpl32، در ای

Myosotis، 6 زیــرکلاد جــدا شــد. همانطــور کــه 
گفتــه شــد ایــن جنــس دارای دو زیــر جنس بــه نام  
Strophiostomaو Myosotisودو بخشــه بــه نام 
Myosotis و Exarrhena اســت. در نتایــج بــه 
دســت آمــده هــم بــر اســاس توالــی کلروپلاســتی 
  subgen. ــه ــوط ب ــی، گونه‌هــای مرب و هــم ترکیب
 subgen. اعضــای  میــان  در   Strophiostoma
Myosotis  قــرار گرفته‌انــد، بنابرایــن هیچکــدام از 
زیرجنس‌هــای ذکــر شــده تــک تبــار نمی‌باشــند. 
 ، Exarrhena  همچنیــن تنهــا گونــه-ی بخشــه‌‌ی
یعنــی  M. discolorدر میــان اعضــای بخشــه‌ی 
Myosotis قــرار گرفتــه، بنابرایــن ایــن بخشــه‌ها 

ــار نمی‌باشــند. نیــز تــک تب
 M. :عــاوه بــر آن گونه‌هــای یکســاله شــامل
 koelzii، M. ramosissima ، M. sparsiflora،

 M. discolor، M. stricta و M. refrecta
)جــدول 1( در تمامــی کلادوگرام‌هــای بــه دســت 
آمــده، در سرتاســر پراکنــده شــده گروهــی تــک 

ــد. ــکیل نمی‌دهن ــار را تش تب
Alpestris گروه
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   Myosotisــس ــه از جن ــا 41 گون ــور اروپ در فل
معرفــی شــده اســت. در بیــن ایــن گونه‌هــا، 
گروهــی بــا ویژگی‌هــای زیــر معرفــی شــد: 
ــدد  ــاه و متع ــای کوت ــا ریزوم‌ه ــا ب ــی پای گیاهان
ــن،  ــای خش ــا موه ــاقه‌ها ب ــتی، س ــی گوش ، گاه
گل آذیــن و کاســه بــا کرک‌هــای متراکــم و بهــم 
ــیه  ــا حاش ــه ب ــر از کاس ــام کوتاه‌ت ــرده، ج فش
صــاف، فندقه‌هــا بیــش از 2 میلی‌متــر، تخــم 
مرغــی بــا نــوک کنــد، ســیاه، بــراق ، بــا ناحیــه 
اتصــال وســیع و معمــولا توســط دو شــیار 
 (Grau جانبــی بــه دو قســمت تقســیم می‌شــوند
در  گــروه  ایــن   .and Merxmuller, 1972)

ــن  ــه از بی ــه اســت ک ــا شــامل 9 گون ــور اروپ فل
 M. asiatica، M. alpestris، ــه‌ی ــا 4 گون آنه
M. suaveolens و M. lithospermifolia در 
ــر وارد  ــز حاض ــد و در آنالی ــود دارن ــران وج ای
ــا  ــام«Alpestris«، ی ــا ن ــروه ب ــن گ ــده‌اند. ای ش
ــته‌ای  ــی هس ــه توال ــت ک ــی اس ــروه F، گروه گ
 rpl32-trnlUAG  توالــی کلروپلاســتی ،ITS

بــه طــور جداگانــه و همچنیــن داده‌هــای حاصــل 
از تــر کیــب ایــن دو توالــی، کلادوگرام‌هــای 
حاصــل از هــر دو روش ماکزیمــم پارســیمونی 
و بایســین، تــک تبــار بــودن آن را نشــان داده و 

ــد. ــد می‌نماین ــروه را تایی ــن گ ای

نتیجه گیری
ــا  ــه ب ــورت گرفت ــای ص ــه آنالیزه ــه ب ــا توج ب
 rpl32-trnlUAGاستفاده از توالی کلروپلاســتی
nrDNAITS-cpDNArpl32-و توالــی ترکیبــی

گونــه   15 بــا   Myosotis ،جنــس   trnlUAG

ــر  ــن زی ــد. همچنی ــار می‌باش ــک تب ــران ت در ای
 Strophiostoma و    Myosotis جنس‌هــای 
گــروه تــک تبــاری را در دو آنالیــز فــوق نشــان 
بخشــه‌ی  از   M. discolorگونــه نمی‌دهنــد. 
 Myosotisدر بیــن اعضای بخشــه  Exarrhena
ــک  ــن بخشــه‌ها ت ــه و هیچکــدام از ای ــرار گرفت ق
ــز در  ــک ســاله نی ــار نمی‌باشــند. گونه‌هــای ی تب
سراســر کلادوگرام-هــای حاصلــه پخــش شــده 
و تــک تبــار نمی‌باشــند. آنالیــز حاصــل از توالــی 
 C، E کلروپلاســتی تــک تبــاری تنهــا گروه‌هــای
ــته‌ای  ــی هس ــب توال ــا ترکی ــان داد ام و F را نش
و کلروپلاســتی نشــان داد هــر شــش گــروه 
 A-B-C-D-E-Fتــک تبــار هســتند. در ایــن 

تحقیــق بــر اســاس داده-هــای مولکولــی، گــروه 
ــور  ــار درفل ــک تب ــروه ت ــک گ ــوان ی ــه عن F ب
  M.گونه‌هــای بــا   ”Alpestris“ نــام  ایرانبــا 
و   asiatica، M. alpestris، M. suaveolens
ــردد.  ــی می‌گ  M.       Lithospermifoliaمعرف

ــاس  ــر اس ــا ب ــور اروپ ــا در فل ــروه قب ــن گ ای
تمایــزات مورفولوژیکــی، تحــت همیــن نــام مجزا 

ــود. شــده ب

سپاسگزاری
ایــن پژوهــش بــه حمایــت معاونــت محتــرم 
پژوهــش دانشــگاه آزاد اســامی، واحــد قــم 
ــن وســیله نویســندگان  انجــام شــده اســت. بدی
ــور کمــال تشــکر را  ــه از معاونــت مزب ــن مقال ای

ــد. دارن
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