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با استفاده از  (Apis florea)زنبور عسل كوچك ي جمعيتها فيلوژنتيكيبررسي خصوصيات 
  II  ، ناحيه بين ژني و سيتوكروم اكسيدازIاكسيداز ي سيتوكروم ژنها

 2زاده جلال رستم و *1، جواد ناظمي رفيع1زاده داود نجف

  پزشكيگياه سنندج، دانشگاه كردستان، دانشكده كشاورزي، گروه ايران،  1
  سنندج، دانشگاه كردستان، دانشكده كشاورزي، گروه علوم داميايران،  2

  16/11/96 :تاريخ پذيرش    8/8/95  :تاريخ دريافت

 چكيده

اين تحقيق در راستاي مطالعه تنوع ژنتيكي . باشدتعيين خصوصيات ژنتيكي موجودات زنده، اولين قدم براي اصلاح نژاد آنها مي
برداري در مهرماه به اين منظور نمونه. انجام گرفتدر جنوب و جنوب غربي ايران  ) (Apis floreaكوچكجمعيتهاي زنبورعسل 

و هرمزگان ) بيدفيروزآباد و خرم(، فارس )بندرديلم و خورموج(، بوشهر )دزفول و آبادان(چهار استان خوزستان از  1393سال 
ناحيه  ،tRNAleu ژن  و I اكسيداز  از ژن  سيتوكرومبخشي ژنتيكي  خصوصياتبررسي   جهت .انجام شد) حميران و بندرعباس(

حداكثر و بيزي يروشها نواحي ژني به يلوژنيف درخت. قرار گرفت ستفادها مورد IIاكسيداز بين ژني و بخشي از ژن سيتوكروم
 ژن از يبخشكه  ديمشخص گرد برداري شده از ايران ي هشت ناحيه نمونهتواليها يفيهمرد زا پس. گرديد رسم   (MP)تشابه

 تك تفاوت كي و دو بيترت به )II دازياكستوكروميس ژنو  tRNAleuواقع در بين (ناحيه بين ژني  وI  دازياكس توكروميس
 ژنو  tRNAleuي تواليهاتفاوت نوكلئوتيدي بين  ،همچنين در اين مطالعه. داشتندمورد مطالعه  يجمعيتها در) SNP( يدينوكلئوت

در  مطالعه مورد يها نمونه كه داد نشان جينتا. مشاهده نشد برداري شده از ايران ي هشت ناحيه نمونهتواليها II دازياكستوكروميس
 درميران و ح آبادان ،آباد روزيف لم،يد يها نمونه  آن اساس بر كه شدند ميتقس گروه سه به I اكسيداز  سيتوكروم ژن براساس ايران 
نتايج اين  .گرفتند قرار سوم گروه در ديب خرم و دزفول هاي نمونه و دوم گروه در بندرعباس و خورموج يها نمونه اول، گروه

ي تنوع ژنتيكي بيشترجنوب ايران جنوب غربي و معيتهاي زنبور عسل كوچك ج در I دازياكستوكروميسكه ژن  دادمطالعه نشان 
   .داشت

  زنبورعسل كوچك، ناحيه بين ژني، Apis florea :كليديواژه هاي 

 j.nazemi@uok.ac.ir :پست الكترونيكي،  09199250948 :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه

افشاني گياهان زراعي، امروزه نقش زنبورعسل در گرده
به طور . به اثبات رسيده استباغي و بهبود محيط زيست 

گرده  درصد 1ها و بذرها در مجموع كلي در توليد ميوه
همه توسط افشاني گرده درصد 6افشاني به وسيله باد، 

افشاني تنها گرده درصد 93حشرات به غير از زنبورعسل و 
 .Aزنبورعسل كوچك  ).4(گيرد مي انجامتوسط زنبورعسل 

florea (Fabricus, 1787) از سلسله جانوران، شاخه ،

، بالاخانواده غشائيانراسته بالن، رده حشرات، بندپايا
Apoidea خانواده ،Apidae زيرخانواده ،Apinae قبيله ،

Apini  و جنسApis زنبورعسل كوچك براي . باشدمي
اين زنبور با  ).15(معرفي گرديد  1787اولين بار در سال 

همچنين . كندساختن يك شان در فضاي باز زندگي مي
تواند  ميمعمولي بر خلاف زنبورعسل زنبورعسل كوچك 

گراد به گرده افشاني بپردازد  درجه سانتي 40در دماي بالاي 
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افشاني درخت خرما در  در نتيجه نقش مؤثري در گرده
در كه بر خلاف زنبورعسل معمولي . مناطق گرمسيري دارد

تاريكي فضاي كندو، تنه خالي درختان، شكاف سنگها قادر 
زيستن در  به زندگي است، زنبور عسل كوچك قادر به

منطقه انتشار زنبورعسل كوچك در  .فضاي تاريك نيست
منطقه غرب آسيا در كشورهايي همانند ايران، عمان، 

جزيره پاوالان در فيليپين و ،پاكستان، هندوستان، اندونزي
همچنين در آفريقاي جنوبي و در برخي كشورهاي قاره 

اين گونه در ايران در مناطق غربي، ). 19(آمريكاست 
جنوبي غربي، جنوبي و گاهي اوقات در جنوب شرق 

مطالعه جمعيتهاي . كشور نيز داراي پراكندگيهايي است
جغرافيايي مختلف يك گونه مهم استراتژيك از اهميت 

هاي روشبراي مطالعه جمعيت، ). 4(زيادي برخوردار است 
محققين سيستماتيك متعددي وجود دارد كه امروزه بين 

توان به تنوع ، از جمله آنها مياستگسترش زيادي يافته 
پذيري فنوتيپي و تغيير انعطاف). 5( اشاره كرد ژنتيكي

كار  ها بهپذيري ژنتيكي در صفاتي كه براي تشخيص گونه
تواند منجر به شناسايي نادرست شود، اما رود، ميمي

تر جهت شناسايي تر و سريعاستفاده از سيستمهاي دقيق
تواند به مولكولي مي هايموجودات زنده، از جمله شناساگر

در تحقيقات ). 21(ها كمك كند روند شناسايي نمونه
جانوران، ژنوم ميتوكندري ارجحيت ژنتيكي مرتبط با 

-ژن سيتوكروم ).23و7(بيشتري نسبت به ژنوم هسته دارد 

) واحد يكزير  cسيتوكروم اكسيداز (ميتوكندري  Iاكسيداز 
شناساگرهاي با ترين ژن براي تحقيقات به عنوان مناسب

در واقع تكامل اين . جانوري شناخته شده استمولكولي 
هاي بسيار باشد گونهاي است كه قادر ميژن به گونه

كه  از آنجايي .)12(نزديك به هم را نيز از هم جدا كند 
ملكه  آي ميتوكندري. ان. زنبوران كارگر و نر يك كلني دي

 DNAبرند، بنابراين با استفاده از آناليز را به ارث مي
ميتوكندري فقط يك زنبور كارگر، اطلاعاتي در مورد اجداد 

   ).8و6(مادري يك كلني فراهم خواهد شد 

با توجه به اهميت اقتصادي زنبورعسل و نظر به اينكه بايد 
هر فعاليتي در جهت حفاظت از جمعيت اين حشره مفيد 

بندي براي اصلاح و بهبود  گيرد، شناسايي و طبقهصورت 
با توجه به اينكه .  عسل در ايران ضروري است زنبوران

نواحي ژني توانايي  در موردتاكنون هيچ گونه تحقيقي 
tRNAleu اكسيداز ، ناحيه بين ژني و بخشي از سيتوكرومII 

انجام نگرفته بود،  A.florea ي مختلف جمعيتهادر تفكيك 
نواحي ژني و  Iاكسيداز ژن سيتوكرومبخشي از مقايسه 
tRNAleu اكسيداز ، ناحيه بين ژني و بخشي از سيتوكرومII 

بررسي خصوصيات ژنتيكي آنها مورد بررسي قرار و 
آوري  عسل كوچك جمع هاي زنبور نمونهضمنا  .گرفت

در نقاط واقع ي زنبورعسل كوچك جمعيتهاشده از ايران با 
هاي ديگر زنبورعسل مورد مقايسه قرار  ديگر جهان و گونه

ي جمعيتهاگرفت تا توانايي اين نواحي ژني در تفكيك 
زنبورعسل  ديگرهاي  و گونه زنبورعسل كوچك مختلف

  .مورد بررسي قرار گيرد

  روشها مواد و
دانشكده  گياه پزشكياين تحقيق در آزمايشگاههاي گروه 

 – 1393كشاورزي دانشگاه كردستان در طول سالهاي 
هاي زنبورعسل كوچك از چهار  توده. انجام شد 1394

بندرديلم و (، بوشهر )دزفول و آبادان(استان خوزستان 
و هرمزگان ) بيدفيروزآباد و خرم(، فارس )خورموج

كد و مختصات . آوري شدجمع )حميران و بندرعباس(
ثبت  GPSبرداري با استفاده از ي نمونهجغرافيايي محلها

برداري از پنبه آغشته به  جهت نمونه). 1جدول (گرديد 
سه شان برداري   نمونه  از هر منطقه. كلروفرم استفاده شد

اب انتخزياد از يكديگر به عنوان سه تكرار  نسبتاًبا فواصل 
 سپس. برداري شد زنبور كارگر از هر شان نمونه 50و 

بيهوش به ظرف حاوي الكل مطلق منتقل شدند زنبورهاي 
آوري،  آوري بر روي ظرف جمع صات محل جمعو مشخ

ها جهت انجام آزمايشات به آزمايشگاه نمونه.  نوشته شد
 .گراد نگهداري شدنددرجه سانتي - 20منتقل و در دماي 
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 DNA، استخراج يبه منظور بررسيهاي خصوصيات ژنتيك
. )10(انجام شد  CTAB روشها به وسيله تمامي نمونه

و آلودگي احتمالي آن با اندازه گيري نسبت  DNAكيفيت 
مورد  A280 وA260 ي موجهاجذب نوري در طول 

،  DNAبررسي قرار گرفت و جهت اطمينان از استخراج 
ميكروليتر محلول  3به همراه  DNAميكروليتر از  5مقدار 

dye پس از حصول . در ژل آگارز يك درصد بارگذاري شد
استخراجي مشاهده  DNAاطمينان از استخراج و كيفيت 

مراز، با استفاده اي پليشده روي ژل آگارز، واكنش زنجيره
آمده است  2جدول  كه توالي آن در  ييجفت آغازگرهااز 
، ناحيه  tRNAleuنواحي ژني  و Iي سيتوكروم اكسيداز ژنها

در اين . انجام شد IIاكسيداز بين ژني و بخشي از سيتوكروم
برخي محققين  روشاز  PCRتحقيق براي انجام واكنش 

به منظور مشاهده قطعات تكثير  .استفاده گرديد )13، 11(
استفاده  درصد 1از ژل آگارز  PCRيافته مورد انتظار در 

ميكروليتر  20ها، نمونهنوكلئوتيدي جهت تعيين توالي . شد
. شد ارسالجنوبي بايونر كره شركت به PCRاز محصول 

، MG548252با كدهاي  COIي نوكلئوتيدي ژن تواليها
MG548253 ،MG548254 ،MG548255 ،MG548256 ،
MG548257 ،MG548258 ،MG548259  ي تواليهاو

، MG548260با كدهاي  COIIنوكلئوتيدي ژن 
MG548261 ،MG548262 ،MG548263 ،MG548264 ،
MG548265 ،MG548266 ،MG548267  در بانك ژن

NCBI تواليها با استفاده از  همرديف كردن. به ثبت رسيد
آناليزهاي . انجام شد MAFFTتحت وب افزار  نرم

 .PAUP (V افزار به وسيله نرم MPفيلوژنتيكي به روش 

4.0b10)  )22 (افزار با استفاده از نرم بيزي و روش
MrBayes (V. 3.2.1)  و مدلGTR  16(انجام شد .(

همچنين به روش كيموراي دوپارامتري و با نرم افزار 
MEGA6.0  مورد نوكلئوتيدي ي تواليهافواصل ژنتيكي بين

  .بررسي قرار گرفت
هاي زنبورعسل آوري تودهمختصات جغرافيايي محل جمع -1جدول 

  ايرانغربي در جنوب و جنوب (Apis florea)كوچك 

  )متر(ارتفاع از سطح دريا   مختصات جغرافيايي  نام منطقه

 "N32º 22' 16.1 دزفول
E48º 22' 58.2" 

120  

 "N30º 22' 45.4 آبادان
E48º 17' 39.0" 

4  

 "N30º 03' 17.0  بندر ديلم
E50º 10' 38.7" 11  

 "N28º 39' 19.8 خورموج
E51º 23' 47.5" 63  

 "N28º 51' 39.1 فيروز آباد
E52º 29' 59.0" 

1286  

 "N30º 16' 21.3 خرم بيد
E53º 15' 05.9" 

1904  

 "N27º 02' 00.2 حميران
E53º 41' 30.5" 

221  

 

  )Apis florea( زنبورعسل كوچك DNAمراز اي پليپرايمرهاي مورد استفاده در واكنش زنجيره -2جدول 

 توالي ناحيه قابل تكثير

 I 5'- ATTCAACCAATCATAAAGATATTGG-3' (Forward)اكسيدازسيتوكرومبخشي از 
5'-TAAACTTCTGGATGTCCAAAAAATCA-3' (Reverse) 

tRNAleu ،ژني و بين هيناح
 II دازياكستوكروميس ازبخشي 

5'-GGCAGAATAAGTGCATTG-3' (Forward) 
5'-CAATATCATTGATGACC-3' (Reverse) 

  

 نتايج

به  Iاكسيداز نتايج حاصل از تكثير بخشي از ژن سيتوكروم
 Apis( جفت باز متعلق به زنبورعسل كوچك 648 طول

florea (در  غربي ايرانوري شده از جنوب و جنوبجمع آ

اين ي تواليهانتايج آناليز . نشان داده شده است 1  شكل
مورد هشت جمعيت ي تواليهاپس از همرديفي ناحيه 
 Tنوكلئوتيد نشان داد كه  جمع آوري شده از ايران بررسي

 44/10با  Gدرصد بيشترين فراواني و نوكلئوتيد  46/41با 
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در مقايسه  همچنين. درصد كمترين فراواني را داشتند
نوكلئوتيدي دو جايگزيني تك ي ايراني با يكديگر، جمعيتها

A/G  وG/A  200و  65به ترتيب در فواصل نوكلئوتيدي 
). 3شكل ( داشتوجود ) forward(پس از پرايمر رفت 

ي زنبورعسل جمعيتها Iاكسيداز  هنگامي كه ژن سيتوكروم
آوري شده از  ايراني با زنبورعسل كوچك جمعكوچك 

 17مورد مقايسه قرار گرفت، ) A.florea JX982136(چين 
  مشاهده گرديد كه نشان دهندهجايگزيني نوكلئوتيدي 

).  3شكل ( تفاوت نوكلئوتيدي بالاي اين دو گروه بود
، ناحيه tRNAleuنواحي ژني ي تواليهاحاصل از تكثير نتايج 

  377 به طول IIاكسيداز بين ژني و بخشي از سيتوكروم
ي تواليهامقايسه . نشان داده شده است 2در شكل جفت باز

جمع آوري شده از ايران مورد بررسي هشت جمعيت 
درصد بيشترين  14/47با  Tوكلئوتيد نمود كه نمشخص 

درصد كمترين فراواني را  91/5با  Gفراواني و نوكلئوتيد 
ي زنبورعسل جمعيتهاي تواليهاپس از همرديفي  .داشتند

در  T/Cفقط يك جايگزيني كوچك ايراني با يكديگر 
 داشتنوكلئوتيدي پس از پرايمر رفت وجود  79فاصله 

ي ايراني با جمعيت جمعيتهامقايسه  همچنين پس از

 A.florea( آوري شده از چين زنبورعسل كوچك جمع

JX982136 ( نيز  79موقعيت مشخص گرديد كه در
مقايسه . )4شكل ( وجود دارد Aجايگزيني نوكلئوتيدي 

ي ايراني زنبورعسل كوچك با زنبورعسل كوچك جمعيتها
زنبورعسل كوچك چين  tRNAleuچين نشان داد كه ناحيه 
پس از پرايمر  9در موقعيت  Aيك حذف نوكلئوتيدي 

در ناحيه  TAAحذف نوكلئوتيدهاي همچنين  .داردرفت 
ي موقعيتهاكوچك چين در  ي زنبورعسلجمعيتهابين ژني 

به علاوه يك جايگزيني  .مشاهده گرديد 71و  70، 69
ناحيه در ) A→T( 82نوكلئوتيدي در جايگاه نوكلئوتيدي 

 هيچ گونه. داشت دوجوزنبورعسل كوچك چين ني بين ژ
 IIسيتوكروم اكسيداز ي تواليهاتفاوت نوكلئوتيدي بين 

آوري شده از ايران وجود  زنبورهاي عسل كوچك جمع
 IIي سيتوكروم اكسيداز تواليهامقايسه نداشت ولي 

با ) A.florea JX982136(زنبورعسل كوچك چين 
، G→Tچهار جايگزيني نشان داد كه ي ايراني جمعيتها

T→C ،T→C  وA→T   ي موقعيتهابه ترتيب در
 از پرايمر رفتپس  250و 235، 166، 160نوكلئوتيدي 
   ).4شكل ( وجود دارد

  

 

  
-در جنوب و جنوب Apis floreaزنبورعسل كوچك  Iاكسيداز عكس ژل حاصل از بارگذاري نتايج حاصل از تكثير بخشي از ژن سيتوكروم -1شكل

بندرديلم،  -8خورموج،  -7بندرعباس  - 6حميران،  -5بيد، خرم -4فيروزآباد، -3آّبادان،  -2دزفول،  - 1:به ترتيب از چپ به راست چاهكها. غربي ايران
   bp100 كش ژنيخط

648 bp 

100 bp 

١ ٢ ٣ ۴ ۵ ۶ ٧ ٨
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زنبورعسل كوچك در جنوب   IIاكسيداز ، ناحيه بين ژني و بخشي از سيتوكروم tRNAleuاز بارگذاري تكثير نواحي ژني عكس ژل حاصل  -2شكل 

-8خورموج،  -7 بندرعباس -6حميران،  -5بيد، خرم -4فيروزآباد، -3آبادان،  -2دزفول،  -1: به ترتيب از چپ به راست چاهكها. غربي ايرانو جنوب
   bp100كش ژني بندرديلم، خط

  

  
در ) (Apis floreaهشت جمعيت زنبورعسل كوچك   Iاكسيدازسيتوكروم بخشي از تواليهاي ژنمقايسه  حاصل ازي نوكلئوتيدي تفاوتها -3شكل 

بندرعباس،  -5آبادان،  - 4حميران،  -3خورموج،  -2بندرديلم،  - 1 .آوري شده از چين زنبورعسل كوچك جمع جمعيتبا   غربي ايرانجنوب و جنوب
ي مشخص شده موقعيتها. )Apis florea JX982136(شده از چين آوري  زنبورعسل كوچك جمعجمعيت  -9، بيدخرم -8فيروزآباد،  -7دزفول، -6

  .نشان دهنده فاصله از پرايمر رفت است

100 bp 

377 bp

١ ٢ ٣ ۴ ۵ ۶ ٧ ٨

١٠٠ bp 
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هشت جمعيت زنبور  IIاكسيداز بخشي از ژن سيتوكروم ، ناحيه بين ژني و tRNAleuمقايسه نواحي ژني  حاصل ازي نوكلئوتيدي تفاوتها -4شكل 

 -3خورموج،  -2بندرديلم،  -1. آوري شده از چين جمعكوچك زنبورعسل  جمعيتبا غربي ايران در جنوب و جنوب (Apis florea)عسل كوچك 
 Apis florea(آوري شده از چين  زنبورعسل كوچك جمعجمعيت  -9، بيدخرم -8فيروزآباد،  - 7دزفول، -6بندرعباس،  -5آبادان،  - 4حميران، 

JX982136( .پرايمر رفت استي مشخص شده نشان دهنده فاصله از موقعيتها.  

مورد بررسي  Iي بخشي از ژن سيتوكرم اكسيداز تواليها
 ترسيم و درخت فيلوژني ،پس از همترازي قرار گرفت و

آوري شده  كوچك جمع  زنبورعسلي تواليهااي بين  ايسهمق
هاي ديگر  گونهي تواليهان و اايرجنوب جنوب غربي و از 

. )5شكل ( انجام شدآمده از بانك ژن  دستبه زنبورعسل 
در ايران براساس  مطالعه مورد يها نمونه كه داد نشان جينتا

 بر كه شدند ميتقس گروه سه به I اكسيداز   سيتوكروم ژن 
 درو حميران  آبادان ،آباد روزيف لم،يد يها نمونه  آن اساس
 و دوم گروه در بندرعباس و خورموج يها نمونه اول، گروه
در . گرفتند قرار سوم گروه در ديب خرم و دزفول هاي نمونه

 Apis( معمولي يا اروپايياين بررسي از زنبورعسل 

mellifera L. (دار كردن  هبه عنوان گروه خارجي براي ريش
 .A( ريززنبور عسل  .درخت فيلوژني استفاده گرديد

andreniformis (هاي  با نمونه نزديكترين فاصله ژنتيكي را
تا  79/0(جمع آوري شده از ايران  كزنبورعسل كوچ

  )A. mellifera(معمولي همچنين زنبورعسل . داشت) 83/0
از خود نشان  A. floreaرا نسبت ژنتيكي بيشترين فاصله 

  .)5شكل ( )137/0تا  132/0(داد 

 Iاي بين بخشي از ژن سيتوكروم اكسيداز  همچنين مقايسه
ايران منطقه هشت برداري شده از  نمونهزنبورعسل كوچك 

هاي  مرتبط با نمونه داده هاي موجود در پايگاهدادهو 
انجام و ويتنام تايلند  ،چين، هند، ميانمارزنبورعسل كوچك 



 1398، 2، شماره 32جلد                                                       )      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

248 

به عنوان گروه خارجي  A. andreniformisاز گونه . گرفت
آوري  هاي جمع نتايج نشان داد كه نمونه. استفاده گرديد
هند هاي  با نمونه ن فاصله ژنتيكي رانزديكتريشده از ايران 

)IndiaAB284148  وIndiaAB284143 (داشتند )تا  003/0
و  AB284149(هاي مربوط به ويتنام نمونه. )005/0

(AB284137  و چين(AB284147)  و تايلندDQ016083 
 همچنين. دركنار يكديگر قرار گرفتند AB284146),و 

بيشترين ) AB284135و AB284140(ميانمار هاي  نمونه
هاي زنبورعسل كوچك ايران  فاصله ژنتيكي را با نمونه

  ).6شكل( )034/0تا  031/0(داشتند 
 

 

 

 

  
جمع  (Apis florea)متعلق به هشت جمعيت زنبورعسل كوچك  I اكسيدازسيتوكرومهاي بخشي از ژن دادهمقايسه دندروگرام حاصل از  -5شكل 

 )A. mellifera( اروپاييگونه زنبورعسل  .هاداده هاي ديگر زنبورعسل موجود در پايگاه با تواليهاي گونهآوري شده از جنوب و جنوب غربي ايران  
 .در نظر گرفته شد outgroup)(به عنوان گروه خارجي 



 1398، 2، شماره 32جلد                                                       )      مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

249 

  
جمع  (Apis florea)متعلق به هشت جمعيت زنبورعسل كوچك  Iاكسيداز سيتوكرومدندروگرام حاصل از مقايسه توالي بخشي از ژن  -6شكل 

به ) A.andreniformis(گونه زنبورعسل ريز  .هاداده با تواليهاي زنبورعسل كوچك موجود در پايگاه آوري شده از جنوب و جنوب غربي ايران
  .در نظر گرفته شد) outgroup(خارجي عنوان گروه 

، ناحيه بين ژني و بخشي از ژن سيتوكرم tRNAleuي تواليها
مورد بررسي قرار گرفت و پس از همترازي،  IIاكسيداز 

ي تواليهااي بين  درخت فيلوژني ترسيم و مقايسه
غربي و  جنوبآوري شده از  ي كوچك جمععسلهازنبور
 به دستهاي ديگر زنبورعسل  ي گونهتواليهان و ااير جنوب

نتايج نشان داد كه اين  .)7شكل( آمده از بانك ژن انجام شد
را به دو  ايرانيي زنبورعسل كوچك جمعيتها ،نواحي ژني

ديلم، فيروزآباد و آبادان در گروه تقسيم كردند كه شامل 
گروه اول و خرموج، خرم بيد، دزفول، بندرعباس و 

بيشترين  A. ceranaگونه . ن در گروه دوم بودندحميرا
زنبورعسل كوچك هاي  فاصله ژنتيكي را از نمونه

 ).130/0(آوري شده از جنوب ايران نشان دادند  جمع
آوري شده از چين  هاي زنبورعسل كوچك جمع نمونه

)A.florea JX982136 (ًاز زنبورهاي عسل كوچك  كاملا
اين نواحي ژني توانستند همچنين  ايران جدا شدند

به طور  A. floreaرا از ) A.andreniformis(ريز  عسلزنبور
  ).7شكل (كامل جدا كنند 
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متعلق به هشت جمعيت زنبورعسل  II، ناحيه بين ژني و بخشي از ژن سيتوكرم اكسيداز tRNAleu هايدندروگرام حاصل از مقايسه داده -7شكل 

گونه . هاداده هاي ديگر زنبورعسل موجود در پايگاه جمع آوري شده از جنوب غربي و جنوب ايران با تواليهاي گونه (Apis florea)كوچك 
 .در نظر گرفته شد outgroup)(به عنوان گروه خارجي  )A. cerana( هنديزنبورعسل 

  بحث
 DNAتنوع  مخصوصاًروشهاي مولكولي بررسي تنوع و 

توانند در بين جمعيتهاي زنبورعسل تفاوتها مي ميتوكندري
در . را نشان دهند و روشي براي تمايز آنها از هم باشند

انجام گرفته در اين تحقيق، ژنهاي مورد استفاده  مطالعه
از توانستند به خوبي باعث تمايز جمعيتهاي مورد مطالعه 

يك و پس از انجام بررسيهاي مورفومتر .همديگر شوند
اي مشخص شد كه روش  مولكولي زنبورعسل در مطالعه

تري نسبت به روش تر و مورد اعتمادمولكولي روش دقيق
). 18(ها است مورفومتريك در شناسايي و تشخيص گونه

هاي مورفولوژيكي، ژنتيكي، رفتاري و  در بررسي داده
و زنبورعسل  )A.florea( كوچك اكولوژيكي زنبورعسل

هاي ژنتيكي  در تايلند از مقايسه) A.andreniformis(ريز 
-  سيتوكروم و  Iاكسيداز  ژنهاي ميتوكندريايي سيتوكروم

آنها در اين بررسي به اين . )9( استفاده شد IIاكسيداز 
ي جمعيتهاتوانند  مي ها به خوبينتيجه رسيدند كه اين ژن
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يكديگر تفكيك كنند به طوري كه اين دو گونه را از اين 
همچنين در  .موضوع نيز در مطالعه حاضر به اثبات رسيد

تحقيقاتي كه محققين بر روي جانوران و با ژنهاي مختلف 
- اند كه ژن سيتوكروماند، به اين نتيجه رسيدهانجام داده

هاي قابل استفاده و قابل تواند يكي از گزينهمي Iاكسيداز 
ي بررسيهاهمچنين در  ).12(ايز جمعيتها باشد اعتماد در تم

انجام شده بر روي موجودات ديگر نيز استفاده از نواحي 
هاي  در تفكيك گونه D-loopژني ميتوكندري مانند نواحي 

   .)1( به كار گرفته شده است Rattus sppجنس 

، tRNAleuو ناحيه  COIدر اين تحقيق از بخشي از ژن 
براي بررسي توانايي  COIIناحيه بين ژني و بخشي از ژن 

ي زنبورعسل استفاده جمعيتهااين نواحي ژني در تفكيك 
تاكنون هيچ گونه تحقيقي در مورد توانايي نواحي . گرديد
در  COII، ناحيه بين ژني و بخشي از ژن tRNAleuژني 

انجام ) Apis florea(ي زنبورعسل كوچك جمعيتهاتفكيك 
نشده بود بنابراين در تحقيق حاضر براي اولين بار اين 

مهم مورد بررسي قرار گرفت؛ اين نواحي به عنوان  نواحي
هاي  و زيرگونه جمعيتهاين نواحي ژني در تفكيك تر

مورد ) .Apis mellifera L(زنبورعسل اروپايي يا معمولي 
ين استفاده قرار گرفته است و به اثبات رسيده است كه ا

و  tRNAleuبين (نواحي ژني به خصوص ناحيه بين ژني 
COII ( ها دارد  و زيرگونه جمعيتهانقش مهمي در تفكيك

همچنين در تحقيق انجام شده توسط مدبر و  ).11 و 5(
هاي  نمونه ايران اغلب نواحياز  )3(ناظمي رفيع 

آوري شد و به اثبات رسيد كه  جمع معموليزنبورعسل 
و  جمعيتهاناحيه بين ژني نقش مهمي در تفكيك 

هاي زنبورعسل اروپايي دارد به طوري كه در  زيرگونه
نواحي مورد مقايسه  درزنبورعسل پنج هاپلوتيپ  مجموع

اين يكي از دلايل مهم استفاده از . مشاهده شددر ايران 
زنبورعسل اين است ي جمعيتهاناحيه بين ژني در تفكيك 

تواند در توالي غير كد كننده، بدون آسيب  كه جهش مي
اين ناحيه بين . رساندن به توانايي زنبور عسل تجمع يابد

هاي زنبورعسل تنوع و طول بسيار  ژني در بين گونه

متفاوتي دارد به طوري كه بيشترين طول در زنبور عسل 
ول در ترين طكتا كوچ) جفت باز 642تا  196(اروپايي 

گيرد  را دربرمي) جفت باز 39تا  28(زنبورعسل كوچك 
ي تواليهاو در مقايسه بين در تحقيق حاضر . )14(

فقط ي زنبورعسل كوچك در برخي نواحي ايران، جمعيتها
) جفت باز 35(يك تفاوت نوكلئوتيدي در ناحيه بين ژني 

مشاهده شد زيرا ) A. florea(زنبورعسل كوچك 
در بين را ين ناحيه بين ژني كوتاه ترزنبورعسل كوچك 

تفاوت  هيچ گونه همچنين هاي ديگر زنبور عسل دارد گونه
؛ مشاهده نگرديد tRNAleuو  COIIنوكلئوتيدي در ناحيه 
با  در ايراني مورد مطالعه جمعيتهاولي در مقايسه بين 

آوري شده از چين  زنبورعسل كوچك جمعجمعيت 
)A.florea JX982136(، نوكلئوتيدي اعم از  يتفاوتها

) insertion/deletion( جايگريني و حذف و اضافه
هاي  مشاهده شد و نمونهدر ناحيه بين ژني نوكلئوتيدي 
بنابراين با  .جدا شدندچين  جمعيتاز  كاملاًمورد مطالعه 

اين وجود كوتاه بودن ناحيه بين ژني زنبورعسل كوچك، 
ي مختلف جمعيتهانقش موثري در تفكيك  ناحيه

هاي ديگر  زنبورعسل كوچك از يكديگر و حتي گونه
دهنده توانمندي اين  نشان كه اين موضوع  زنبورعسل دارد

ي مختلف زنبورعسل جمعيتهاتفكيك نواحي ژني در 
  . باشد كوچك مي

اكسيداز نتايج مطالعه حاضر نيز مناسب بودن ژن سيتوكروم
I ف زنبور عسل دربراي مطالعه و تفكيك جمعيتهاي مختل 

به  6چنانچه در دندروگرام شكل . دهد ايران را نشان مي
 ژنيناحيه اين مشخص است كه نه تنها بر اساس  خوبي

بسيار نزديك زنبورعسل كوچك مي توان دوگونه 
)A.florea ( و زنبورعسل ريز)A.andreniformis ( را از

ي جمعيتهاتوان  مي به خوبيبلكه  نموديكديگر تفكيك 
اين . كردتفكيك  يكديگر از راكوچك عسل مختلف زنبور 

براي  Iاكسيداز ي بر توانمندي ژن سيتوكرومتأييدنتايج نيز 
پس از انجام مقايسه بين توالي ژن . اين نوع مطالعات است

ي جمعيتهابا ساير تواليهاي ثبت شده  Iاكسيداز سيتوكروم
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در پايگاههاي داده به اين نتيجه مختلف زنبورعسل كوچك 
كه گونه زنبورعسل كوچك در نواحي مورد مطالعه  هرسيد

هاي هندوستان قرار گرفت و تمامي ايران در كنار نمونه
هاي تايلند، ميانمار، چين هاي شرق آسيا همانند نمونه نمونه

توان به دليل اين همسايگي را مي. در كنار هم قرار گرفتند
ان عنوفاصله جغرافيايي مناطق مورد مقايسه نسبت داد به

هاي هند و ايران كه از نظر فاصله جغرافيايي به مثال نمونه
. تر بودند در كنار يكديگر قرار گرفتنديكديگر نزديك

يي كه داراي فاصله جغرافيايي كمتري جمعيتهابنابراين 
 . نسبت به يكديگر بودند در يك گروه قرار گرفتند

بررسي منابع موجود نشان از توافق كلي در رابطه با 
نمندي يكسان نشانگرهاي ريخت شناختي و مولكولي توا

ي زنبورعسل در جمعيتهابررسي تنوع  براي مثال. ندارد
شناسي و گرهاي ريختاستان اردبيل  بر اساس نشان

ها نشان داد كه هر دو روش مورفومتريك و ريزماهواره
مولكولي به خوبي مي توانند نژادهاي مورد مطالعه را از هم 

اي قرار دهند آنها را در گروههاي جداگانهتفكيك كنند و 
با بررسي رابطه فيلوژنتيكي زنبوران عسل با  ولي).  2(

ژن (اي و هسته) ND2ژن (ميتوكندري  DNAاستفاده از 
EF- 1α ( كه ژنهاي ميتوكندريايي توانايي  مشخص شد

آنها عوامل طبيعي  به علاوه. ها دارندبهتري در تفكيك گونه
توانند به عنوان عواملي نام بردند كه مي و جغرافيايي را
 .)5( ها شوندباعث تمايز گونه

و ناحيه بين  tRNAleuداده هاي حاصل از آناليز توالي ژن 
، هشت منطقه مورد IIاكسيداز ژني و بخشي از سيتوكروم

مطالعه اين جمعيتهاي مورد مطالعه را  به دو گروه اصلي 
شامل ديلم، فيروزآباد و آبادان در گروه اول تقسيم كرد كه 

و خرموج، خرم بيد، دزفول، بندرعباس و حميران در گروه 
نوع ميزبان گياهي و شرايط  جغرافيايي و . دوم بودند

تواند از دلايل شباهت و كنار هم قرار اقليمي مشابه مي
عامل حمل از طرف ديگر  ).20(گرفتن اين جمعيتها باشد 

. بندي باشد عنوان يكي از دلايل اين گروهند بهتواو نقل مي
كه محققان در سالهاي اخير اذعان نمودند كه  همان طور

زنبورعسل كوچك به صورت تصادفي و طبيعي و به طور 
مداوم از طريق حمل و نقل به ساير نقاط هم امتداد انتقال 

آوري توان به جمعبه عنوان مثال مي. پيدا كرده است
زنبورعسل كوچك تشكيل شده بر روي دكل كندوهاي 

كشتيهايي كه از بندر جاكارتا در اندونزي به سمت سودان 
از آنجا كه ). 17(و اردن در حركت بودند، اشاره كرد 

قدرت پرواز اين زنبوران بسيار كم و محدود است عوامل 
فيزيكي مانند كوهستان، دريا، زمينهاي باير و غيره مي 

جدايي جمعيتهاي مورد مطالعه در توانند باعث تفرق و 
  . )15( نبود عامل حمل ونقل شده باشند

  نتيجه گيري كلي

ي زنبورعسل كوچك جمعيتهاي نوكلئوتيدي تواليهامقايسه 
ي جمعيتهاي نوكلئوتيدي تواليهاجمع آوري شده از ايران و 

نشان داد كه  در بانك ژن زنبورعسل كوچك نقاط ديگر دنيا 
tRNAleu اكسيداز ژني و بخشي از سيتوكروم، ناحيه بينII  

توانايي تفكيك  Iاكسيداز  و بخشي از ژن سيتوكروم
   .دارندرا ي مختلف زنبورهاي عسل كوچك جمعيتها
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Evaluation of phylogenetic characteristics of dwarf honeybee 
populations (Apis florea) using COI, intergenic region and COII 
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Abstract 
Determination of genetic characteristics of animates is the first step in breeding. This 
research was conducted for evaluation of genetic diversity of dwarf honeybee 
populations (Apis florea) in southwest and southern of Iran.  The sampling was 
conducted in four provinces of Iran including Khozestan (Dezful and Abadan), Boshehr 
(Bndardeylm and Khormoj) Fars (Firoozabad and Khorrambid) and Hormozgan 
(Hamiran and Bandar Abbas). For studying of the genetic characteristics, partial COI, 
tRNAleu, intergenic region and partial COII were evaluated. Phylogenetic trees were 
drawn by Baysian and Maximum Parsimony (MP) methods. After sequence alignment, 
there was one and two single nucleotide polymorphism (SNP) in partial COI and 
intergenic region (situated between tRNAleu and COII) respectively in studied 
populations of Iran. Sequences of COI gene grouped the studied populations in three 
groups including Dylam, Firozabad, Abadan and Homeyran in the first group, Khormoj 
and Bandarabas in the second group and Dezfol and Khorambid in the third group. In 
addition, COI gene showed more genetic diversity in dwarf honeybee populations in 
southwest and southern areas of Iran.    

Key words: Apis florea, dwarf honeybee, intergenic region, Iran 


