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Article history Assessing the genetic diversity in the population is the prerequisite 

to start and develop plant breeding projects. The genus Hedera L. 

occupies forest understories and riparian vegetation in temperate 

latitudes throughout Europe, North Africa and Asia. Therefore, we 

collected and analyzed 35 Hedera genotypes, from five provinces 

of Iran. Our objectives were 1) to assess genetic diversity among 

some Iranian Hedera cultivars, 2) to examine the correlation 

between the genetic and geographical distance of species, and 3) to 

study the genetic structure of populations and taxa. Significant 

differences in quantitative morphological characters in plant 

species were found. Hedera colchica demonstrated unbiased 

expected heterozygosity (UHe) in the range of 0.19.  High Shannon 

index (0.39) was observed in Hedera helix cultivars while Hedera 

colchica cultivars showed the lowest value, 0.23. Gene flow (Nm) 

was relatively low (0.29) in Hedera cultivars. The Mantel test 

showed significant correlation (r = 0.86, p=0.0001) between genetic 

and geographical distances. According to the findings, a high 

genetic diversity exists, which clearly shows that some Iranian 

Hedera cultivars can adapt to changing environments since high 

genetic diversity is linked to species adaptability. Current results 

highlight the utility of RAPD markers and morphometry methods 

to investigate genetic diversity among Hedera cultivars. 
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با    Hederaدر ژرم پلاسم جنس    ی ک ی و تنوع ژنت   DNA  سم ی مورف   ی پل   ص ی تشخ 

 RAPDنشانگر  

 1   ییبزچلو یاسفندان هیسم

دانشگاه زنجان، زنجان،    ،یستیز  ن ینو  ی، پژوهشکده فناور  یاهیگ  کیستماتی س  یشناس  ستیز  ی دانش آموخته دکترا  .1

 رانیا

 اطلاعات مقاله

 مقاله تاریخچه

شکل که در    ی کوچک، سبز و قلب   ی ها بالارونده، با برگ   چنده، ی است پ   ی اه ی عشقه گ چکیده:  

صورت   ن ی ا   ر ی رود؛ در غ   ی صخره از آن بالا م   ا ی داربست   وار، ی بودن به درخت، د   ک ی صورت نزد 

خلط  . جهت درمان زخم ها، به عنوان  کند ی عمل م   ی پوشش   اه ی و به عنوان گ   خزد ی م   ن ی زم   ی رو 

شود.    ی استفاده م   ی موجود در آن به عنوان محرک جنس   ی د ی استروئ   ی ها   ن ی آور و به علت ساپون 

  ت، ی در جمع   ی ک ی تنوع ژنت   ی اب ی کننده خون و خلط آور دارد.ارز   ه ی اثر صفرابر، تصف   اه ی گ   ن ی برگ ا 

  ی در مناطق جنگل   L. Hederaاصلاح نباتات است. جنس    ی شروع و توسعه پروژه ها   از ی ن   ش ی پ 

.  رد ی گ   ی را دربرم   ا ی و آس   قا ی در سراسر اروپا، شمال آفر   عتدل م   یی ا ی جغراف   ی در عرض ها   ی و ساحل 

قرار    ل ی و تحل   ه ی و مورد تجز   ی جمع آور   ران ی از پنج استان ا    Hedera  پ ی ژنوت   35رو    ن ی از ا 

  ، ی ران ی ا   Hedera  ی ها   پ ی از ژنوت   ی برخ   ان ی در م   ی ک ی تنوع ژنت   ی اب ی مطالعه ارز   ن ی گرفت. هدف  از ا 

  ی ک ی ها و  مطالعه ساختار ژنت   ت ی جمع   یی ا ی و جغراف   ی ک ی فاصله ژنت   ن ی ب    ی همبستگ   ی بررس 

م   ت ی جمع  ها  گونه  و  گونه    ی ها  انتظار    ی ت ی گوس ی هتروز   Hedera colchicaباشد.  مورد 

 (UHe ( را در محدوده )نشان داد. گونه  0/ 19 )Hedera helix   اندکس شانون بالا     ی دارا

  ان ی را نشان دادند . جر   ر مقدا   ن ی کمتر   0/ 23با    Hedera colchicaارقام    که ی ( در حال 0/ 39) 

( .  آزمون منتل  0/ 29مشاهده شد )   Hedera  ی ها   پ ی ژنوت   ن ی ( نسبتا کم در ب Nmژن ) 

نشان داد.    یی ا ی و جغراف   ی ک ی فواصل ژنت   ن ی (  را ب r =86/0 p=0.0001)   ی دار   ی معن   ی همبستگ 

  از   ی برخ  ان ی که به وضوح در م   دهد، ی را گزارش م   یی بالا   ی ک ی تنوع ژنت   ق ی تحق   ن ی ا   ی ها   ی بررس 

بالا    ی ک ی تنوع ژنت   را ی سازگار شوند، ز   ر ی متغ   ی ها ط ی با مح   توانند ی م   ی ران ی ا   Hedera  ی ها پ ی ژنوت 

  ی بررس   ی را برا    RAPD  ی کاربرد نشانگرها   یی حاضر کارا   ج ی ها مرتبط است. نتا گونه   ی با سازگار 

 .دهد ی نشان م   Hedera  ی ها   پ ی ژنوت   ن ی در ب   ی ک ی تنوع ژنت 

 1403- 10-30: دریافت
 1403- 11- 23:  بازنگری 
 1404- 1-15: پذیرش
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 مقدمه

تنوع ژنتیکی یک ویژگی حیاتی استتتت 

کنتد  هتای گیتاهی کمتک میکته بته گونته

در یتک محیط دائمتاد در حتال تغییر زنتده 

فیلوژنتیکی را در بین   قرابتت  بمتاننتد، و

 Erbano et)کنتدهتا روشتتتن میگونته

al., 2015) از توجهی  قتتابتتل  تعتتداد   .

برای حفو گونته  برنتامته هتای ژنتیکی 

های گیاهی در ستتتراستتتر جهان انجام  

شتده استت . داده های علمی نشتان می  

محوری در    دهتد کته تنوع ژنتیکی نقش

می ایفتا    کنتد   برنتامته هتای حفتایتت 

(Gomez et al., 2005)..  عشتتتقته 

گیاهی استت پیچنده، بالارونده، با برگ  

های کوچک، ستبز و قلبی شتکل که در  

صتتتورت نزدیک بودن به درخت، دیوار، 

داربستت یا صتخره از آن بالا می رود؛ در  

غیر این صتتورت روی زمین می خزد و 

بته عنوان گیتاه پوشتتتشتتتی عمتل می  

کند.عشتقه پیچک، پاپیتال و داردوستت، 

در زبتان از دیگر استتتامی رایج این گیتاه  

 .فارسی است

  متنتتاطتق    .Hedera L  جتنتس

جنگلی و پوشتش گیاهی ستاحلی را در  

در   متعتتتتدل  جتغترافتیتتایتی  هتتای  عترض 

سراسر اروپا، شمال آفریقا و آسیا اشغال  

کتنتتد  ;Meusel et al., 1965)  متی 

Mabberley, 1997)    متتتقتتتالات  .

بتتا  ارتتبتتا   در  تتتاکستتتتونتومتیتکتی 

نیمته دوم قرن    Hederaجنس کته در 

گونه  19بیستتم منتشتر شتد، بین سته تا 

 ;Seemann, 1868)  را شتناستایی کرد

Tobler, 1912; Lawrence and 

Schulze, 1942; Pojarkova, 

و (1951 متتولتتکتتولتتی  متتطتتالتتعتتات   .

دو مرکز اصتلی تنوع   ستابقستیتوژنتیک  

های شتترقی و غربی منطقه  بخشدر  را  

شتتتنتاستتتایی    Hederaمتدیترانته برای  

کردند. تجزیه و تحلیل صتری  از صتفات  

کلیدی برای بررسی الگوهای جغرافیایی  

اجدادی دودمان    خصتوصتیات  و وضتعیت

پیچک انجام شتتد. جالا اینجاستتت که  

تتنتو غتر    Hederaع  بتیشتتتتتریتن  در 

مدیترانه یافت شتده استت. از زمان مک  

آلیستتر و رادرفورد، شتناستایی و تعیین  

بر    Hederaهتای  حتدود گونته عمتدتتاد 

 کرک هااستتتار ترکیبی از مورفولوژی 

- ایای، ستتتارهچند گوشتته-ای)ستتتاره

متتانتنتتدچترخ فتلتس  متوی  و   شتتتتی، 
(stellate-multiangulate, 

stellate-rotate, and scale like 

hairs; Seemann, 1868; Lum and 

Maze, 1989; McAllister and 

Rutherford, 1990; Ackerfield 

and Wen, 2002; Valca´rcel and 

Vargas, 2010),   بترگ متورفتولتوژی   ،
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 لو (،  7-3تتا    امتلهتای جوان )از کت 

(from entire to 3–7 lobate; 

Rutherford et al., 1993; 

Ackerfield and Wen, 2002; 

Valca´rcel and Vargas, 2010)   و

 from 29) 89-29از    ستتط  پلوئیدی

to 89; Vargas et al., 1999).  بوده

 .است

فرآورده های حاصتتل از عشتتقه از  

ریشتته و جوانه های بلند و نازک آن به 

نام مویه های ریشتتته تهیه می شتتتوند.  

عناصتر ترکیبات شتیمیایی اصتلی موجود 

در عشتتتقه آستتتیایی عبارت استتتت از 

گلوکان   (Rg1 جنستتتنوید )با نشتتتان

، 3DPG-2)پتانکرار(، پلی ستتتاکتاریتد  

از این گیتاه    پپتیتد، متالتول و رغن متایع.

جهتت درمتان زخم هتا، بته عنوان خلط  

آور و به علت ستاپونین های استتروئیدی 

به عنوان محرک جنستتی  موجود در آن 

استتتتفاده می شتتتود. برگ این گیاه اثر 

صتفرابر، تصتفیه کننده خون و خلط آور 

دارد و از آن در درمان ستتتیتاه ستتترفه،  

نتای، برونشتتتیتت هتای مزمن،  التهتا  

روماتیستم و نقرر، ترشتحات مهبلی و 

پایین آوردن فشتتار خون استتتفاده می  

 .شود

نیز   Hedera hibernicaوضتعیت  
استتتتت بوده  برانگتیز   ,Rose)  بحتتب 

 ,.e.g)نویستتتنتتده  چنتتدین    .(1996

Lawrence & Schulze, 1942)  این

 .H. helix subsp  تاکسون را به عنوان

hibernica,    در حالی  می شتناستند ،

کته دیگران آن را بته عنوان یتک گونته 

 ;Bean, 1915)متمایز می شتتناستتند

Mcallister, 1990; Rose, 1996) .

Mcallister (1990)     تفاوت در تعداد

بتیتن  .H. helix subsp کترومتوزوم 

helix    وH. hibernica   .را گزارش کرد

از نظر   Hederaگونته هتای آستتتیتایی  

نستتتبتاد کم مورد توجه  تاکستتتونومیکی  

 ,.Rutherford et al)  قرار گرفتته انتد

چهار گونه از   نویستتندگاناکثر  . (1993

 .H آستتتیتا را شتتتنتاستتتایی کرده انتد:

nepalensis var. nepalensis, H. 

nepalensis var. sinensis, H. 

pastuchovii, and H. rhombea. 
به   Trichomeریخت شتناستی کرک یا  

طور گستتترده ای برای تعیین تاکستتون  

استتتفاده شتتده استتت   Hederaها در  
(Seemann, 1868; Lawrence & 

Schultze, 1942; Mcallister, 

1981; Rose, 1996) .Ackerfield 

& Wen, (2002)   بر استتار شتتواهد

cpDNA  ، والتدین متادر را برای چنتدین

گونته آلوپلیپلوئیتد فرض کردنتد. فیلوژنی  

ITS   (Vargas et al., 1999)   نشتان
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هتتگتتزاپتتلتتو کتته  دهتتد   .H  یتتدئتت متتی 

maderensis subsp. iberica 

(2n=144)     نتتتیتجتته   گتیتری  دورگدر 

یتک تتاکستتتون دیپلوئیتد بتا موهتای   بین

)احتتتمتتالا   قترمتز  بتته  متتایتتل  . Hقترمتز 

canariensis   بته عنوان جتد متادری( و

  H. hibernica(2n=96)تتتتراپتلتوئتیتتد  
شتتتتد استتتتتایجتتاد  ویژگیه  هتتای  . 

میکرومورفولوژیکی ارزش تشتتخیصتتی  

ها، خوبی برای شناسایی بسیاری از گونه

ها هستتند. تجزیه استاستاد در ستط  گونه

و تحلیتل مورفولوژیکی گرده بتا موفقیتت  

به عنوان یک ستند اضتافی برای تعیین  

 Amini)  حدود گونه استتفاده می شتود

et al. 2018; 2019)  . 
 Van Helvoort    وPunt 
در فلور گرده اروپتای شتتتمتال  (  1984)

 گرده جنس هدرا  غربی اشتاره کردند که

3-zonocolporate    استتت، زیر عمود

  تا نیمته ایستتتتتاده با تزئینتات مشتتتبتک.  

متعتمتولاد   ژنتتتیتکتی  تتنتوع  بتتا متطتتالتعتتات 

نشتتانگرهای مولکولی مورد  استتتفاده از  

استتتتفتاده قرار می گیرد. نشتتتانگرهتای 

ارتبا   فهم  مولکولی روشتتی عالی برای 

 هتا  فیلوژنتیکی بین گونته هتا و جمعیتت

بتتاشتتتنتتد روشمی  میتتان  در  یتتا  .  هتتا 

 RAPD نشتانگر  نشتانگرهای مولکولی،  

(DNA    تکثیر شتتتتده چنتد شتتتکلی

تصتتادفی( برای تشتتخیو تنوع در بین 

یت بیشتتری نشتان  ها حستاست افراد گونه

مقرون بته   RAPDنشتتتانگر  .  می دهتد

صترفه استت و می تواند با مقادیر نمونه  

 RAPDمحتدود کتار کنتد. علاوه بر این،  

می توانتد منتاطق ژنومی بتا پتتانستتتیتل و 

چنتدین نشتتتانگر را تقویتت و هتدف قرار  

 Esfandani-Bozchaloyi et)دهتتد

al., 2017)  .  مطالعات تاکستتونومیکی

ژنوتیپ های   در گذشتته برای شتناستایی

تا .  ه استتتشتتدانجام    Hederaایرانی 

جتنتس ایتن  متورد  در  داده  کتنتون  هتیتد   ،

RAPD   در مورد بررستتتی هتای تنوع

نمونته    35ژنتیکی در ایران وجود نتدارد.  

از این   . هتدفقرار گرفتتمطتالعته  مورد  

ارزیتابی تنوع ژنتیکی در میتان    تحقیق

بررستتتی ،  Hederaایرانی   ژنوتیپ های

و فاصتتتله  ژنوتیپ ها  بین   همبستتتتگی  

ستتتاختتار ژنتیکی    ، و مطتالعتهجغرافیتایی

 می باشد.   جمعیت ها و گونه ها

 مواد و روش ها

  مواد گیاهی

 Hedera نمونه متعلق بهستتی و پنج   

helix     وHedera colchica    پنتج  از

استتتتتان کرمتانشتتتتاه، گرگتان، تهران، 

 متازنتدران و گیلان جمع آوری شتتتدنتد

برای شتناستایی  . (    1، شتکل 1جدول  )
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از مراجع    Hederaیصتتتحی  گونه ها

 ,Seemann)شتتد مختلفی استتتفاده  

1868; Lum and Maze, 1989; 

McAllister and Rutherford, 

1990; Ackerfield and Wen, 

2002) .

در این مطالعه    RAPDکه برای ارتبا  ژنتیکی با استفاده از سیستم نشانگر    Hedera. فهرست گونه های  1جدول  

 مورد بررسی قرار گرفتند.

No Sp. Locality 

Sp1 Hedera helix L. Kermanshah; Paveh 

Sp1 Hedera helix L. Gorgan; Ziyarat Village 

Sp1 Hedera helix L. Tehran, Darakeh 

Sp2 Hedera colchica (K.Koch) K.Koch 

 

Giulan; Talesh 

Sp2 Hedera colchica (K.Koch) K.Koch 

 

Giulan; Astara; Lisa Rood 

Sp2 Hedera colchica (K.Koch) K.Koch 

 

Mazandaran; Ramsar 

https://en.wikipedia.org/wiki/Karl_Koch_(botanist)
https://en.wikipedia.org/wiki/Karl_Koch_(botanist)
https://en.wikipedia.org/wiki/Karl_Koch_(botanist)
https://en.wikipedia.org/wiki/Karl_Koch_(botanist)
https://en.wikipedia.org/wiki/Karl_Koch_(botanist)
https://en.wikipedia.org/wiki/Karl_Koch_(botanist)
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Hedera helix: نمایی از برگ  Hedera helix ،B, C: گل آذین   A, B: 1شکل 

 RAPDسنجی با نشانگر ژنوتیپ 

از برگ های تازه استتخرا    DNAابتدا  

به روش های برگها  بدین منظور . شتدند

  DNAخشتک شتدند. استتخرا  مختلف  

شتتتتد  انتجتتام  قتبتلتی  پتروتتکتتل    طتبتق 
(Esfandani-Bozchaloyi et al., 

2019)    .DNA   استتتخرا  شتتده با

 یاستتفاده از الکتروفورز ژل آگارز بررست 

پرایمرهتای    DNAشتتتتد.   بتا کمتتک 

RAPD  (  تتتکتتنتتولتتوژیOperon  ،

Alameda  ،  این شتتتدندکانادا( تکثیر .

هتتای  متجتمتوعتته  بتته  متتتعتلتق  پترایتمترهتتا 

OPA، OPB، OPC، OPD  بتودنتتد  

 شتتدند.  پرایمرهایی انتخا   (2)جدول  

که می توانستتند نوارهای شتفاف و پلی  

. به ( 2)جدول  مورفیستم را نشتان دهند  

پتلتیتمتراز   ای  زنتجتیتره  واکتنتش  کتلتی،  طتور 

د )جتدول  میکرولیتر حجم بو  25حتاوی  

هتتای  (3 واکنش   .PCR    حجم  25در 

بتافر    10میکرولیتر حتاوی   مولار  میلی 

Tris-HCl    درpH= 8   .50انجام شتتد 

متولار   متولار6/1؛  KClمتیتلتی   متیتلتی 

 2MgCl    ،2/0  متولا  NTPd ر  متیتلتی 

(Bioron  ،؛)از   4/0  آلمتان میکرومولار 

  DNAنتانوگرم    20واحتد؛    پرایمریتک  

و       Taq DNA  انتزیتم  از   1Uژنتومتی 

  ( 4-3)جدول    آلمان،  Bioronپلیمراز )

چرخه ها و شترایط زیر را استتفاده شتد.  



 116  -95، صص  21، شماره  11زیست فناوری گیاهان دارویی، دانشگاه زنجان، دوره                                102

مشتتتتاهتده    یژنوم  DNAتکثیر  برای  

اولتیتته  مترحتلتته  دقتیتقتته  پتنتج  کتردیتم. 

دمتتای   در  درجتته    94دنتتاتوراستتتیون 

 1ستتتانتیگراد پس از این چهتل چرخته  

درجه سانتیگراد    94دقیقه ای در دمای  

دقیقه ای   1مشتاهده شتد. ستپس چرخه 

درجه ستتانتی گراد و   57-52در دمای  

درجته   72ستتتپس دو دقیقته در دمتای  

ایی  ستانتی گراد بود. در نهایت مرحله نه

اکستتتنشتتن به مدت هفت تا ده دقیقه  

درجه ستتتانتی گراد انجام   72در دمای  

پس از انجتام مراحتل    .(4)جتدول    شتتتد

از نمونته هتای مورد   DNAاستتتتخرا   

بررستتتی کیفیتت   بته منظور  مطتالعته، 

DNA  ،  از روش ژل آگتارز و دستتتتگتاه

 5مقتدار    الکتروفورز استتتتفتاده گردیتد.

)   DNA Stockمیکرولیتر از هر نمونه  

( در داختل   DNAنمونته رقیق نشتتتده  

چتاهتک هتای ژل آگتارز بتارگتذاری شتتتد.  

ستتتپس ژل بتارگتذاری شتتتده در تتانتک  

ولتت قرار    100الکتروفورز تحتت جریتان  

بته    DNAگرفتت، هنگتامی کته بتانتدهتای  

میتانته ژل رستتتیتد جریتان برن از تتانتک  

الکتروفورز قطع شتده و از ژل مربوطه با 

 UV-transilluminatorدستتتتتتگتتاه  

تصتویری تهیه شتد. باندهایی که در بالا 

قرار گرفتته انتد در واقع نشتتتان دهنتده   

DNA    هستتند که وزن مولکولی بالایی

)    bp  100دارنتد. در این ارزیتابی از لتدر  

Fermentas آلمان( به عنوان نشتتانگر ،

استفاده شد.  

تعداد باندهای چندشکلی،    : NPBتعداد باندهای کل،    -  TNBو سایر پارامترها:    RAPD  نشانگرهای .  2جدول  

PPB    :)%(  ،درصد باندهای چندشکلیPI  :  ،شاخو چندشکلیEMR  ،  .نسبت چندتایی موثرMI  ،  شاخو نشانگر؛

PIC ، محتوای اطلاعاتی چندشکلی برای هر یک از آغازگرهایCBDP . 

 
Prime

r 

name 

Primer sequence  

(5’-3’) 

TN

B 

NP

B 

PPB PIC PI EMR MI 

OPA-

06  

5ʹ-

GGTCCCTGAC

-3ʹ  

10 10 100.00% 0.22 4.19 10.5

5 

3.6

6 

OPC-

04  

5'-

CCGCATCTAC

-3'  

9 9 100.00% 0.17 3.22 4.55 4.7

8 

OPD-

02  

5ʹ-GGACCCAACC-

3ʹ  

11 11 100.00

% 

0.1

9 

3.1

7 

5.33 2.2

9 

OPD-

03  

5ʹ-GTCGCCGTCA-

3ʹ  

18 16 88.88% 0.4

2 

3.4

9 

7.55 5.2

2 
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OPD-

05  

5ʹ -

TGAGCGGACA-3ʹ  

15 12 80.00% 0.4

6 

3.6

6 

6.67 4.9

9 

Mean  12.6 11.6 90.24% 0.3

5 

3.7 7.5 4.2 

Total  63 58      

 Hederaمورد استفاد در تاکسون های جنس  RAPD-PCRبرنامه دمایی  -3جدول 

 تعداد سیکل زمان و دما مرحله 

 1 درجه سانتیگراد 94دقیقه در دمای  5 ( First Denaturationواسرشت اولیه )

  درجه سانتیگراد 94دقیقه  در دمای  1 ( Denaturationواسرشت ) 

درجه   57-52-دقیقه در دمای 1 (Annealingاتصال ) 40

 سانتیگراد

 درجه سانتیگراد 72دقیقه در دمای  2 ( Extensionتوسعه )

 1 درجه سانتیگراد 72دقیقه در دمای  10 ( Final Extensionتوسعه نهایی )

  Hedera مورد استفاد در تاکسون های جنس RAPD-PCRمواد و حجم محلول  -4جدول 

 حجم  برای نیاز مورد مقدار نهایی  غلظت

23μL 

 واکنش  اجزای ذخیره  محلول غلظت

- 18 μL - Steriled ddH2O 

1 X 2.5 μL 10 X PCR buffer 

1.6 mM 0.7 μL 100 mM MgCL2 

200 μ M(each) 0.5 μL 10m M(each) dNTP 

0.4 μM 1 μL 10 μM Primer 

1 U / μL 0.5 μL 5 U / μL Enzyme 

 2 μL - DNA 

 تجزیه و تحلیل داده ها

مطالعه  بخش  آماری  های  بررسی 

 RAPDتنوع مولکولی 

 صتتورت به شتتده مشتتاهده باندهای

 ( شتتدند گذاری کد حالته دو صتتفات

 0حضتتتتور عتتدم ، 1 = حضتتتتور

 Shen et) ژنتیکی تنوع پتارامترهتای)

al., 2017) تعتداد از  آللهتای جملته 
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 و هتروزیگوتی شتتانون، اندیس موثر،

 جمعیت هر در مورفیستتم پلی میزان

.  (Ismail et al., 2019)شتد مشتخو

 در Nei’s ژنتیکی فاصتتله محاستتبه

 بتا مطتالعته مورد هتای جمعیتت میتان

 Neighbor بندی خوشتته از استتتفاده

Joining(NJ) شتتتبتکتته و  ای روش 

NeighborNet بوت بتار 1000 بتا 

 ,Huson and Bryant)استتتتتتتر 

2006; Freeland et al., 2011)  
 مشتخو برای روش دو .شتد استتفاده

 در دار معنی ژنتیکی تفتاوت شتتتدن

 و مطتالعته مورد هتای جمعیتت میتان

 :شد گرفته بکار ها استان

 AMOVA آزمتتتتتون.  1

(Analysis of molecular 

variance) افتزار نترم تتوستتتط کتته 

GenAlex ver. 6,4 شتتتتد   انجتام

(Peakall and Smouse 2006). 

 Gest تمایز جدید پارامترهای. 2

 GenoDive ver.1 بتتا Dest و

 ;TFPGA)شتدند محاستبه (2013)

Miller, 1997)    . 

 مطتالعته برای Mantel آزمون.  3

 و فاصتله جغرافیایی فاصتله بین ارتبا 

 با مطالعه مورد های جمعیت ژنتیکی

 وPASTافتتزار   نتترم از استتتتتتتفتتاده

GenAlex شتتتتد   انتجتتام(Podani 

 اشتتتتبتاهتات از پرهیز . برای (2000

 اختلاف تعیین در محاستباتی احتمالی

 آنتتالتیتز و Fst  متقتتادیتر ، دار متعتنتی

AMOVA   هتای داده برای  RAPD 

 Hickory (ver.1) افزار نرم توستتط

 به دو صتتورت به ها جمعیت میان در

شتتتد.  محتاستتتبته )شتتتده جفتت( دو

 تبادلات بررستتتی منظور به همچنین

 آنتتالتیتز هتتا جتمتعتیتتت بتیتن ژنتی

Reticulation افزار نرم با DARwin 

ver. 5 (2012) برای .شتتتتد انجتام 

 درختتت یتتک  Reticulation آزمتون

 NJ روش از استتتتفتاده با فیلوژنتیتک 

 حداقل میزان که انشتعا  با و ستاختیم

 هر در را (Least – square) مربعات

 میرستاند حداقل به الگوریتم از مرحله

طبقتته ادامتته را آنتتالیز  بنتتدی دادیم. 

 دو با ها جمعیت ژنتیکی پیوستتتگی

 آنتتالیز ابتتتدا. شتتتتد بررستتتی روش

STRUCTURE شتتتتتد.  انتتجتتام

STRUCTURE Harvester   برای 

 نتتتتتایتتج ستتتتاختتتتتن متتتصتتتتور

STRUCTURE بترای هتمتچتنتیتن و 

 متنتظتور بتته   Evanno روش انتجتتام

 در متمایز ژنتیکی های گروه شتناستایی

 استتتفاده K از شتتده مطالعه جمعیت

 ;Pritchard et al. 2000)شتتتتتد
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Falush et al. 2007)  شتتناستتایی . 

 جمعیت در متمایز ژنتیکی های گروه

 لگاریتم احتمالات ، (K) شدد   مطالعه

 انجتام k مقتدار هر برای را هتا داده

.   (Meirmans, 2012)متتتیتتتدهتتتد

 افزار درنرم K-Means بن ی خوشدددد 

GenoDive ver. 1. (2013) شد   اجرا

 از استتفاده با تستت این ی نتیجه که

 -1 و  pseudo-F -2 پتتارامتتتتتر دو

Bayesianگروه جهت  .شتد مشتخو 

 PCoA از هتا جمعیتت و افراد بنتدی

(Principal coordinate analysis) 

-Non ) (MDS) آنالیز .شتد استتفاده

metric  multidimentional 

scaling )ژنتتتیتکتی فتتاصتتتلتته بترای 

 PAST برنامه از استفاده با ها جمعیت

ver. 2,17 ، در این  .شتتتد استتتتفاده

از روش   کته نشتتتتان    LFMMتحقیق 

دهنتده ارتبتا  بین تنوعتات ژننتیکی و 

شتترایط زیستتت محیطی می باشتتد نیز 

،  .(Yeh et al., 1999)استتتفاده شتتد

اثر عتامتل هتای  از  برآوردی  این روش 

پنهتان موجود در پس زمینته ستتتاختتار  

ژنتیکی جمعیتت هتا را نیز مورد ارزیتابی  

نرم  از  منظور  این  برای  دهتتد  می  قرار 

استتفاده شتده  LFMM Ver. 1.2افزار  

است. از جمله نرم افزارهای آماری دیگر 

مورد استتتفاده در این مقاله برای رستتم  

خوشتتته هتا و گراف هتا می توان بته نرم 

 Hammer) افزارهای زیر اشتاره کرد:

et al., 2001). 
PAST ver. 2.17, DARwin 

ver. 5, SplitsTree4 V4.13.1  
 نتایج

  مورفومتری

دو گونته    مورفولوژیکیخصتتتوصتتتیتات  

Hedera    در نمودارPCA    نشتتان داده

(. هر گونه بر استار 2شتده استت )شتکل

گروه های   ریخت شتناستیخصتوصتیات  

. تجزیته و نتدجتداگتانته ای تشتتتکیتل داد

تفتاوت واضتتتحی را بین   ریختیتحلیتل  

نشتتتان داد و هر   Hederaگونته هتای  

گروه را جدا کرد.
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.ریختیخصوصیات بر اساس  Hederaگونه    ژنوتیپ های از   PCA. نمودار  2شکل 

 شناسایی گونه ها و تنوع ژنتیکی

با ده   RAPD نشتتتانگر  بیستتتت و پنج

الگوهتای   Hederaژنوتیتپ    بته عنوان 

DNA  همه   .مورد آزمایش قرار گرفتند

تولیتد  بتانتد هتای چنتد شتتتکلی    پرایمرهتا

کردنتد و فقط پرایمرهتایی کته الگوهتای 

واضتتت  و قابل تکرار را نشتتتان می   باند

بیشتتتتر   و تحلیتل  برای تجزیته  دادنتد 

 شده  کثیرانتخا  شدند. اندازه قطعات ت
جفت باز بود. سپس    2500تا   100بین 

برای شتناستایی ژنوتیپ ها و  نشتانگرپنج  

انتختا  شتتتتدنتد.  فیلوژنتیتک  تجزیته 

نشتتتان داده    2همتانطور کته در جتدول  

برای تجزیه  پنج نشتانگرشتده استت ، هر 

استتفاده شتده استت .   RAPDو تحلیل  

باند چندشتتکلی تولید و   66در مجموع 

شتتتتد بتتانتتدهتتای  نتتدتکثیر  بتتالاترین   .

ثبتت    OPD-03چنتدشتتتکلی را برای  

بتانتدهتای    OPC-04کردیم.   کمترین 

. میانگین باندهای ندچندشتکلی را داشتت

  عدد 12تا  نشتانگرچند شتکلی برای هر 

متغیر بود. محتوای اطلاعات چندشکلی  

(PIC  )17/0دارای مقادیری در محدوده 

(OPC-04تا )  46/0  (OPD-05)   .بود

میتانگین ارزش محتوای   پرایمرهتا دارای

 بود. 35/0  اطلاعات چندشکلی

نشتتتتانگر شتتتتاخو  از   مقتتادیر 

(    OPD-02)  29/2از     (MI)محتدوده

بود.  OPD-03)  22/5تتا   میتانگین    ( 

نستتتبتتت    2/4 متقتتادیتر  پترایتمتر.  هتر  در 

برای تشتتخیو  (  EMRچندگانه موثر )

مطالعه،  این  ژنوتیپ ها مفید استتت. در  
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  از   55/4(OPC-04)از    EMRمقتادیر  

گتتزارش    (OPA-06)  55/10تتتا   را 

به طور متوستط    EMRکردیم . مقادیر  

(. تمتام  2در هر پرایمر بود )جتدول    5/7

لازم  پتارامترهتای   جمعیتت   در  ژنتیکی 

نشتان و  محاستبه شتده   Hedera های  

استتتتتتت شتتتتتتده    POP6  .داده 

 طرفانه بی انتظار مورد هتروزیگوستیتی

(UHe) 19/0متتتحتتتدوده در را    (

Hedera colchica    ) .داد نشتتتتان 

شتتتانون در  نتدکس  ابیشتتتترین مقتدار  

POP3    (39/0)بتتود   (Hedera 

helix).  Pop6    ،23/0کمترین مقدار   (

Hedera colchica    ) .را نشتتتان داد

از (    Naتعداد آلل های مشتاهده شتده )  
)    pop6و    pop5در    700/2تتا    16/1

Hedera colchica    )  تعداد .  متغیر بود  

و   pop5  برای(    Neموثر )    التل هتای

pop6 ) Hedera colchica (    در
. جریتان   462/1-078/1محتدوده   بود 

نسبتا      Hedera  ارقام  بین  در(  Nmژن )

 .(29/0کم بود )
تجزیته و تحلیتل واریتانس مولکولی  

(AMOVA  ) بتیتن ژنتتتیتکتی  تتفتتاوت 

ژنوتیپ های مورد مطالعه را مشتتتخو 

نشتتان   AMOVA.  (P = 0.001)کرد  

درصتد تنوع ژنتیکی در بین  65داد که  

  ژنتیکی   . تنوع  دهتدرخ میژنوتیتپ هتا  

ژنوتیتپ هتا گزارش   ون( در%35کمتر )

شتتتد . تشتتتابه و عدم تشتتتابه ژنتیکی  

از طریق آمتار ژنتیکی   ارزیتابی شتتتتده 

(GST  )  تفتاوت معنی داری را نشتتتان

یتعتنتی   و    (P = 0.001 ,0.222)داد، 

. D_est  (0.137, p = 0.001)مقادیر  

تفاوت ژنتیکی    AMOVAعلاوه بر این،  

تتمتتام  متعتنتی بتیتن  در  تتقتریتبتتاد  را  داری 

. هتای مورد مطتالعته نشتتتان داد  ژنوتیتپ

ژنوتیتپ   این نتتایج نشتتتان می دهتد کته

تمتتایز   Hederaهتتای   ژنتیکی  نظر  از 

این تفتاوت   از  توانیم  انتد و می  یتافتته 

ژنتیکی در برنامه های اصتتتلاحی آینده  

این گونته گیتاهی ارزشتتتمنتد استتتتفتاده  

کنیم. نتتایج این مطتالعته نشتتتان داد که  

نمونته هتای مورد درون  تنوع ژنتیکی در  

 مطالعه نسبتاد پایین است.

درختت  UPGMAبنتدی  خوشتتته

را کته در ارتبتا     NJحتاصتتتل از نمودار

دو حضتتور و  کرد    باهمدیگر بودند تایید

(. اولین  3گروه اصتلی را نشتان داد )شکل

 و   Hedera colchica  ژنتوتتیتپتی  گتروه

را تشتتتکیل  Hedera helix گروه دوم  

.دادند



 116  -95، صص  21، شماره  11زیست فناوری گیاهان دارویی، دانشگاه زنجان، دوره                                108

RAPDداده های بر اساس   UPGMA دندروگرام :3شکل

( ژن  هتتای   (Nmجریتتان  ژنوتیتتپ  در 

Hedera  تشتابه (. 29/0ستبتا کم بود )ن  

ژنتیکی و فاصتتتله ژنتیکی در اعضتتتای 

ذکر شتتتده استتتت   Hederaژنوتیتپ   

و تالش   ;)جدول موجود نیستت(. جولان

از لیزا رود  ژنوتیپ های    ;آستتارا ;جولان

یتکتتدیتگتر   بتته  نتزدیتتک  ژنتتتیتکتی  نتظتر 

هتای ژنوتیتپ  ;( بودنتد. متازنتدران823/0)

تهران، درکه به دلیل تشتتابه و  رامستتر 

( کم  متفتتاوت  645/0ژنتیکی  هم  بتتا   )

معنی    بودنتد. آزمون منتتل همبستتتتگی

بتیتن   (r = 0.86, p=0.0001)  داری

فواصتتل ژنتیکی و جغرافیایی را نشتتان  

 داد.

 ساختار ژنتیکی جمعیت

بتا دو روش  ژنتیکی  تعتداد گروه هتای 

بنتدی کته   K-Means—1خوشتتتته 

رویتکترد   بتر   maximumمتبتتتنتی 

likelihood   2استت و—Evanno   

تتحتلتیتتل   و  تتجتزیتته  بتر  متبتتتنتی  کتته 

STRUCTURE   مبتنی بر    یو روشت

بیز   K-Means  ین میبتاشتتتتد.رویکرد 

  BICو   Fخوشته بندی بر استار شتبه  

  گروه ژنتیکی   2(  ن)معیتار اطلاعتات بیزی

نتتایج  . این  را تشتتتخیو داده استتتت

میباشتتد    AMOVAدرتوافق با نتایج  

جمعیتت  دار بین  تفتاوت ژنتیکی معنی  کته  

Hedera  .را نشان میدهد 
  kبر استتتار دلتتا    Evanآزمون  

گروه های ژنتیکی را شناسایی    دوتعداد 

کرد. برای شتناستایی گروه های ژنتیکی،  

تتتحتتلتتیتتل   و   انتتالتتیتتزتتتجتتزیتته 
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STRUCTURE    را بر استتارk = 2 

در   دادیتم.  فتون  انتجتتام   ازارقتتام  پتلات 

Hedera colchica  () در    ستتتبز رنت

ژنتیکی  قرار می گیرنتد، در  اول  گروه  

 Hedera helix  هتای    جمعیتتحتالی کته  

تشتکیل  ژنتیکی را دوم  )زرد رن ( گروه  

. دهتنتتد  گتروه  متی  ژنتتتیتکتی ایتن  هتتای 

هتای  مختلف ممکن استتتتت در برنتامته

های اصتتلاحی و هیبریداستتیون ژنوتیپ

ایران در آینتده مورد استتتتفتاده  هتدرای  

 قرار گیرند .

برای همته    Nm = 29/0میتانگین  

دستت آمد که  به  RAPD  لوکور ها ی

دهنتده مقتدار کم جریتان ژن در  نشتتتان

بنتدی  هتا استتتت و از طبقتهبین جمعیتت

و آنالیز   K-Meansژنتیکی که توستتط 

STRUCTURE ه نشتتتان داده شتتتد

با   ایجکند. این نتپشتتتیبانی می استتت

کته   بنتدی  بته    PCAنمودار    درگروه 

، زیرا این مطابقت دارد  دستتت آوردیم،  

جمعیت ها همانطور که توستتط نمودار 

STRUCTURE  متدل استتتتار   بر 

admixture  دهد نزدیک به شتتتان مین

گرفتنتد قرار  آلتل  یکتدیگر  این  هتای  ، 

مشتتتترک بخش بستتتیتار محتدودی از 

هتا را تشتتتکیتل  هتای این جمعیتتژنوم

دهنتد و همته این نتتایج در نشتتتان  می

بندی ژنتیکی  دادن درجه بالایی از طبقه

هتمتختوانتی    Hedera  هتتایژنتوتتیتتپدر  

 .  دارند

 بحث

گتتتروه   Hedera  جتتتنتتتس یتتتک 

و ،  نستبتاد پیچیده استت   تاکستونومیکی
چندین ویژگی مورفولوژیکی شتناستایی  

را   Hederaو طبقته بنتدی گونته هتای  
 Lawrence and)دشتتتوار می کند  

Schulze, 1942; Pojarkova, 

 استتت لازم ،. به همین منظور(1951

 تتوانتنتتدمتی کتته را دیتگتری هتتایروش

 ستتتنتی بنتدیطبقته رویکرد مکمتل

 ,.Erbano et al)کنیم بررستی باشتند،

در     .(2015 پتتیشتتتترفتتت  و  یتتهتتور 

متتولتتکتتولتتی،  تتتکتتنتتیتتک  هتتای 

هتای گیتاهی را قتادر  تتاکستتتونومیستتتت

هتای مولکولی  ستتتازد تتا از پروتکتلمی

های گیاهی استتتفاده  برای مطالعه گروه

تنوع .  (Erbano et al., 2015)  کننتد

ژنوتیتتپ بتتا   Hedera  هتتایژنتتیتکی  را 

و مولکولی    ریخت شتتناستتی  های  روش

بررستتتی کردیم . متا از نشتتتانگرهتای 

RAPD   برای بررستتتی تنوع ژنتیکی و

  Hedera  هتایژنتیکی در ژنوتیتپ قرابتت
تتکتنتیتتک   . کتردیتم  هتتای  استتتتتفتتاده 

الگوهای   رستتتته بندیبندی و خوشتتته



 116  -95، صص  21، شماره  11زیست فناوری گیاهان دارویی، دانشگاه زنجان، دوره                                110

داد نشتتتتان  را  نتتتایج  نتتدمشتتتتابهی   .

مورفومتری به وضتتوح استتتفاده اهمیت 

هتای  صتتتفتات مورفولوژیکی در ژنوتیتپ

Hedera   را نشتتتان داد . نتتایج روش

UPGMA    صتتتتفتتات کتتاربتترد  نتتیتتز 

جتتداستتتتازی   بترای  متورفتولتوژیتکتی 

را تتاییتد کرد . در    Hederaهتای  ژنوتیتپ

مورفولوژی ویژگی های  ،  حاضتترمطالعه  

  Hedera  ژنوتیپ  35و تنوع ژنتیکی در 

شتود. برای اولین بار به تفصتیل بیان می

هتدف از مطتالعته حتاضتتتر یتافتن ویژگی  

های تشتخیصتی برای جداستازی ژنوتیپ 

ایران بود. همتانطور   Hederaهتای   در 

، خصتتتوصتتتیات یمکه قبلاد اشتتتاره کرد

متفتیتتدی   ابتزار  عتنتوان  بتته  متورفتولتوژیتکتی 

برای شتتناستتایی گونه ها در نظر گرفته  

شتتتتتونتتد  McAllister andمتتی 

Rutherford, 1990; Ackerfield 

and Wen, 2002)  .) 
از   دارویتی  استتتتتفتتاده  عتلتیترغتم 

Hedera helix  ،  بر آن  مولکولی  تنوع 

نشتتتتانگرهتای   عملا    DNAاستتتتار 

ناشتناخته استت. تنها اطلاعات مربو  به 

کاربردهای نشتانگرهای چندشتکل برای  

ITS، cpDNA    وRAPD   گتتزارش

 ;Clarke et al., 2006) شتتده استتت

Green et al., 2011; Valcárcel et 

al., 2003).   

 Grivet وPetit (2002)   گزارش

کرده اند که پیچک های اروپایی متعلق 

به هشتت هاپلوتیپ کلروپلاستت مختلف 

بتا ویژگی هتای زیر استتتت: پیچتک هتای  

هستتتند.    C1استتکاتلندی از هاپلوتیپ  

و   A2، G، Dپیچک های استلواکی از 

C1    هستتتند. کرواتی ازA1، A2    وH 

هستند. پیچک های آلمانی از هاپلوتیپ 

A1، C1   وA2    و استپانیایی ازE    وG 

پتلتی   نتتتتایتج  در  تتوزیتع  ایتن  هستتتتتنتتد. 

قابل مشاهده    PBAمورفیسم مبتنی بر  

استت، زیرا نمونه استپانیایی متمایزترین  

نستتتبتت بته ستتتایرین استتتت و نمونته  

رایج   بنتتدی   A2هتتاپلوتیتتپ  گروه  در 

نمونه های استتتلواکی و کرواستتتی قابل  

نمونه    C1مشتتاهده استتت و هاپلوتیپ  

را از ستایر نمونه  های استکاتلند و آلمان  

 ها متمایز کرده است.

به طور مستتتقیم    RAPDنشتتانگر 

تتتحتتلتتیتتل  و  تتتجتتزیتته  بتترای 

استتتفاده    Hedera helixچندشتتکلی

، اما جمعیت های مهاجم از  ه استتنشتد
Hedera hibernica (Kirchner) 

Bean   وHedera helix   بر استتار

هتتای   شتتتتنتتاستتتتایتی    RAPDداده 

.  .(Clarke et al., 2006)شتتتتدنتد

اولین غربالگری برای نشانگرهای مبتنی  

و  رتتروتترانستتتپتوزون  ریتزمتتاهتواره،  بتر 
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miRNA  بتترای Hedera helix کتته

هتمتکتتاران    Žiarovskáتتوستتتتط   و 

گزارش شتتده استتت. در این    (2016)

بر   انواع نشتتتانگرهتای مبتنی  مطتالعته، 

  iPBSو    IRAP  -رتتروتترانستتتپتوزون  

برای تجزیته و تحلیتل تنوع پیچتک عتالی  

هستتتتنتد، نشتتتانگرهتای ریزمتاهواره بر  

نوع تکرار موفق هستتتتنتد و  استتتتار 

miRNA   بته عنوان یتک نوع جتدیتد از

  ه استت که اثبات شتد  DNAنشتانگرهای  

برای تجزیه و تحلیل تنوع پیچک بسیار  

 Bošelová andاستتتتامیتدوارکننتده  

Žiarovská (2016) .    تتتتوالتتتی

پلتی  را    P450ستتتیتتتوکروم   بر  مبتتتنتی 

ارزیابی    PBA  تکنیک   مورفیستم توستط

با استتفاده از مجموعه ای از سته   کردند.

آنهتا، ت  PBAآغتازگر   عتداد  و ترکیبتات 

توستتتط ترکیبات  قطعات تکثیر شتتتده  

دو   هر  برای  منفرد  و   11پرایمر  عتتدد 

به ترتیا پلی مورفیستتم بدستتت آمده 

 بود. %100یا   91%

انجام شد    PCoAتجزیه و تحلیل  

ژنتوتتیتتپ متنتتاطتق و  بتته  متتتعتلتق  هتتای 

هم گروه بتا  مختلف  بنتدی  جغرافیتایی 

شتدند. تجزیه و تحلیل حاضتر نشتان داد  

کشتت شتده در    Hederaکه ژرم پلاستم  

ایران بستتتیار متغیر استتتت، احتمالاد به 

دلیل زمینه ژنتیکی محلی خاص، فشتار  

مواد  محتدود  تبتادل  و/یتا  مثتل  تولیتد 

منحصتتتربته متاهیتت  ژرم  ژنتیکی.  فرد 

پلاستم هدرای ایران که توستط نتایج ما 

آشتتتکار شتتتد، از این مورد برای اجرای 

های شتتناستتایی، حفایت و استتتراتژی

. همچنین  استتتتفتاده میکننتداصتتتلاح  

مورد استفاده برای    RAPDنشانگرهای 

ژنتتتیتکتی   تتنتوع  هتتایتتعتیتیتن   ژنتوتتیتتپ 

Hedera  .در ایران مفید بودند
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