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  هاي توليد گياهي پژوهشمجله 

  1388، چهارم، شماره انزدهمشجلد  
www.gau.ac.ir/journals  

  

  هاي گردوي بومي استان گلستان بررسي تنوع ژنتيكي برخي توده
  با استفاده از نشانگر مولكولي ريزماهواره

  
  4مقدم  عرفاني و وحيد3وحدتيكورش  ،2شريفانيمهدي  ،1نيا احتشام... بداع*

استاديار گروه علوم 2 ،كشاورزي و منابع طبيعي گرگان  دانشگاه علوم،ارشد گروه علوم باغباني آموخته كارشناسي نشدا1
 دانشگاه تهران، پرديس ابوريحان، ،استاديار گروه علوم باغباني3 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان، ،باغباني

  طبيعي گرگان اورزي و منابع دانشگاه علوم كش،گروه علوم باغبانيمربي 4
  25/1/88 :تاريخ پذيرش؛ 14/2/87 :تاريخ دريافت

  1دهيچك
قبل از انجام هر كار اصلاحي شناخت تنوع ژنتيكي و پتانسيل ژنتيكي هر گونه گياهي امري لازم و 

براي  .شود تلقي ميبرتريعنوان يك  ضروري است و وجود تنوع ژنتيكي در كارهاي اصلاحي به
ريزماهواره  مكان ژني 11 از طبيعي گردوي ايراني توده 5از  ژنوتيپ 96ر  ژنتيكي دعبررسي تنو
 شناسايي  جفت باز176-275اي بين را با اندازه  آلل77سيستم ماركر در مجموع توانست  .استفاده شد

و )  آلل027WGA) 2مربوط به مكان ژني ترتيب  بهتعداد آلل مشاهده شده  ترين و بيش ترين كم .كنند
ميانگين  . بود آلل7 ي، مكان ژن11 ها براي ميانگين تعداد آلل. بود) آلل 202WGA) 11مكان ژني 
 32/5 تا 57/1 ازهاي ژني ثر در مكانؤهاي مآلل  تعداد آلل، و7 مكان ژني، 11ها براي  تعداد آلل

طوركلي روند  به .دگردي  آلل77/3 به ازاي هر مكان ژنيثر ؤهاي مميانگين تعداد آلل و متفاوت بود
گاليكش و اين مورد براي جوامع . افزايش يابنده تعداد آلل مربوط به شاخص اطلاعاتي شانون بود

بر خلاف دو جامعه خود دارا بودند در درون را تنوع ترين مقدار  اين جوامع بيش. مشاهده گرديدكلاله 
ترين تنوع را در  اتي شانون و كمترين شاخص اطلاع ترين تعداد آلل، كم ذكر شده توده كردكوي با كم

. بود )30/0(هاي كردكوي و افراتخته  ترين فاصله ژنتيكي بين توده بيش. هاي انتخابي داشت بين توده
                                                 

 ab.ehteshamnia@gmail.com:  مسئول مكاتبه*
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ها با استفاده  بندي توده دسته. بود )12/0(جوزي  هاي گاليكش و چشمه ترين فاصله ژنتيكي بين توده  كم
 .براساس موقعيت جغرافيايي انطباق پيدا نكردبندي آنها  هاي مولكولي با دسته از داده

  
  زماهوارهيرنشانگر ، يكيتنوع ژنت، .Juglans regia L ،گردو :يدي كليهاواژه

  
  مقدمه

 كشور هاي ملي هرارزشمندترين ثروت عنوان يكي ازمنابع ژنتيكي به شناسايي، حفاظت و استفاده از
ويژه ايران  از منابع ارزشمند گياهي جهان و بهگردوي ايراني يكي . است از اهميت خاصي برخوردار

عنوان مركز تنوع و پيدايش بسياري برگيري بخش زيادي از ناحيه آسياي ميانه به  چرا كه ايران با در،است
 فورد، (باشد  صاحب امتياز خاصي در اين زمينه مي،ويژه گونه گردوي ايرانيه باغي ب-هاي زراعياز گونه
، سطح زير كشت گردو در جهان 1)فائو  ( بار كشاورزي جهانيسازمان خواروبراساس آمار . )1975

متوسط جهاني ميزان . تن بوده استهزار  1470 هزار هكتار و توليد جهاني آن معادل 650، )2005(
 ترتيبو ايران به آمريكا ، چين تن در هكتار و متوسط توليد كشورهاي2/2محصول گردو در همين سال 

 يكي از اهداف مهم در اصلاح گردو رسيدن به عملكرد .گزارش شده استتن در هكتار  8/1و  8/2 ،2/3
يابي به اين هدف مستلزم  دست. باشدكيفيت بالا جهت رقابت در بازارهاي جهاني ميبا منظم همراه 

 هاي برتر گردو است كهژنوتيپ استفاده از تنوع ژنتيكي ذخاير توارثي جهت شناسايي و معرفي ارقام و
. هاي گياهي است اين موضوع اولين گام در هر برنامه مرتبط با حفاظت و توسعه پايدار كشت گونه

قبل از . اي استخصوص در سطح درون گونه وجود تنوع ژنتيكي به گياه وابسته به پتانسيل تكامل هر
زم و ضروري  كار اصلاحي شناخت تنوع ژنتيكي و پتانسيل ژنتيكي هر گونه گياهي امري لا نوعانجام هر

قنادها و ( شود تلقي ميبرتريعنوان يك است و در كل وجود تنوع ژنتيكي در كارهاي اصلاحي به
هاي وحشي ژنوتيپكه خاطرنشان كرد گراناهان  به نقل از لسلي و مك) 2001(وحدتي  ).2003 همكاران،

 .لي گردو از اين مناطق استداغ وجود دارد كه احتمالاً منشاء اص هاي شمال ايران و كپهگردو در جنگل
گونه هستند كه  هاي اوليه اين تودهمانده   باقي، احتمالاً كشورهاي شمال هاي پراكنده گردو در جنگلتوده

هاي ويژگيبررسي همچنين .  اهميت زيادي در مديريت منابع ژنتيكي آن داردوضوعروشن نمودن اين م

                                                 
1. Food and Agriculture Organization, FAO 
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اي براي شناسايي منابع پايه عنوان مطالعهورمان به جنگلي گردو در كشدرختانژنتيكي مورفولوژيكي و 
هاي اصلاحي اين محصول ژنتيكي بومي گردوي ايراني و مديريت و حفاظت آنها براي استفاده در برنامه

به ) 2009(نيا و همكاران امـدر همين رابطه، احتش .)2006، صيادي جعفري (باشد اهميت ميدارايبسيار 
 توده گردو 5 درخت از 96استان گلستان پرداختند و بومي هاي گردوي  تودهيبررسي تنوع مورفولوژيك

از با ارتفاع را  بين برخي صفات كمي گردو ارتباطدر ارتفاعات و مناطق جنگلي مختلف شناسايي و 
استان گلستان بومي هاي گردوي ها نشان داد كه تودهنتايج اين بررسي. مورد ارزيابي قرار دادندسطح دريا 

هاي گردوي تودههاي بررسي تنوع ژنتيكي بين يكي از راه. دارندمورفولوژيكي وع بالايي از نظر صفات تن
دليل ها بهايراني استفاده از نشانگرهاي مولكولي است و در بين نشانگرهاي مولكولي ريزماهواره

ان ميوه دارند از هاي مختلف درختاي كه در شناسايي تنوع ژنتيكي ارقام و گونه هاي ويژهتوانمندي
  .يي بالايي برخوردارندآكار

اي ريزماهواره را در گردوي سياه شناسايي كردند  نشانگر هسته30تعداد ) 2002( و همكاران وسته
، DNAها براساس گروه هاي ژنومي و تعيين ژنوتيپ هم، نقشهتوده براي مطالعات ژنتيك ها  از آنو

از نشانگرهاي ) 2004(و همكاران  جيونيپوله .فاده كردنداستمطالعات جريان ژني و اصلاح درختان 
ها و هيبريدهاي براي شناسايي گونه ISSR و RAPDبارز ريزماهواره و نشانگرهاي بارز  مولكولي هم
 و RAPD آغازگر ISSR ،17 آغازگر 13 در مجموع .اي جنس ژوگلانس استفاده كردنددرون گونه

ها و  در گونهPCR به تكثير محصولات  قادرJ. nigraافته از  جفت آغازگر ريزماهواره توسعه ي10
 باند ايجاد كردند و كل 113 و 188، 162ترتيب  اين نشانگرها به. اي شدندهيبريدهاي بين گونه

 ژنوتيپ 8و  Juglans regia  ژنوتيپJuglans nigra ،49 ژنوتيپ 81: ها را به سه گروه نمونه
  .نداي تقسيم نمود گونهبينهيبريد 

از نشانگرهاي ريزماهواره براي شناسايي گردوي ايراني و ارزيابي ) 2005(و همكاران فوروني 
 23 با استفاده از در اين مطالعه. تو استفاده كردندهمبستگي ژنتيكي بين ارقام و بيوتيپ گردوي سورن

ردو مورد مقايسه  رقم گ6گروه پيوندي سورنتو با   هم6 دانهال سورنتو و 10  ريزماهوارهنشانگرجفت 
ها در تعداد آلل.  آلل را شناسايي كردند33 جفت آغازگر مورد مطالعه 23 جفت از 6 در  وگرفتندقرار 
 جايگاه ژني 2.  جفت باز بود120-126 هاو اندازه باند)  آلل5/5ميانگين ( آلل 7 تا 3هاي ژني از مكان

WGA005 و WGA027دانگل و . هاي گردو بودندتههاي بسيار مفيدي در تمايز واري جايگاه
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 جفت 66ها استفاده كردند كه  جفت آغازگر براي تكثير ريزماهواره147ابتدا از ) 2005(همكاران 
 گردوي ايراني، 1هايبراي آناليز يك گروه متنوع از نمايهرا  مكان ژني برتر 14آغازگر تكثير شدند و 

اصلاحي دانشگاه كاليفرنيا، ديويس و يك پايه هاي هاي برنامهسلكسيون مشتمل بر تعدادي ارقام و
همانندي ژنتيكي را در ) 2006(ويكتوري و همكاران .  انتخاب كردند J. hindsii × J. regiaهيبريد

 و سطوح تنوع ژنتيكي تودهاي گردوي سياه مورد بررسي قرار دادند و ساختار هاي هستهريزماهواره
 و ميانگين تعداد آلل در 807/0هاي ژني چندگانه تي مكانهتروزيگوسي. گردوي سياه را تخمين زدند

فوروني در مطالعه . دبو تنوع ژنتيكي بالاي گردوي سياه در اين منطقه بيانگر بود كه 9/22هر مكان ژني 
 رقم گردوي اروپايي شامل ارقام فرانكت، 4 نشانگر ريزماهواره براي شناسايي 9از ) 2006(و همكاران 

 آلل 43 رفتهكار  هنشانگرهاي ب. شد آمريكايي هارتلي و سر استفاده  رقم2 و پاريزين و ماليزيا، بلجينيا
 جفت 130-296هاي  آلل با اندازه4-8ثر در هر مكان ژني ؤهاي مثر را شناسايي كردند و تعداد آللؤم

 48ناسايي  نشانگر ريزماهواره براي ش12كه از ) 2007(در تحقيقي ديگر فوروني و همكاران . باز بودند
 در يافته گردوي سورنتوي پرورش 16هاي مورد مطالعه ژنوتيپ گردوي ايراني استفاده كردند، توده

تمامي . جزيره سورنتو بودند  كلون پيوندي در شبه26و ) گياه پيوندي 6گياه بذري و  10(كاسرتا 
كان ژني شناسايي ازاي هر م  آلل را به3-8آغازگرها صد درصد چندشكلي نشان دادند و توانستند 

ها را  و تعداد كل آللWGA071 و WGA009بهترين و مفيدترين آغازگرها را در اين مطالعه . كنند
محتواي اطلاعات چندشكلي مربوط به مكان ژني  ترين در اين مطالعه بيش.  عدد گزارش كردند66

WGA05 طبيعيتوده 7از  ژنوتيپ 47  به بررسي تنوع ژنتيكي)2007(كريمي .  بود717/0 و معادل  
 آلل را شناسايي 54در مجموع ،  ريزماهواره مكان ژني11گردوي غرب كشور پرداخت و با استفاده از 

محتواي اطلاعات چندشكلي را ترين   بيشWGA009 و WGA276 ،WGA32سه مكان ژني . نمود
عات ترين ميانگين هتروزيگوسيتي مشاهده شده و محتواي اطلا بيش. خود اختصاص دادند به

 و كمترين ه بود649/0 و 984/0ترتيب معادل   لرستان و بهتودهها مربوط به تودهچندشكلي درون 
همچنين تنوع .  بود8406/0 كردستان و معادل تودهميزان هتروزيگوسيتي مشاهده شده مربوط به 

، با )2007(محسني . كردهاي مورد بررسي كاملاً از تنوع جغرافيايي تبعيت ميژنتيكي در ژنوتيپ
 ژنوتيپ گردوي استان 66به بررسي تنوع ژنتيكي استفاده از نشانگرهاي ريزماهواره و مورفولوژيكي 

                                                 
1. Accessions 
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.  بود77/0  برابر مكان ژني ريزماهواره17 برايميانگين هموزيگوتي مشاهده شده . پرداختكرمان 
 WGA118هاي يگاهترين اين مقدار را جا  بود و بيش5/0ها بالاي محتواي چندشكلي در تمام جايگاه

نتايج .  بود65/8ها  ميانگين تعداد آلل در كل جايگاه).81/0 و 82/0ترتيب  به( داشتند WGA071و 
  بهبندي آنها براساس موقعيت جغرافيايي هاي مولكولي با دستهها با استفاده از دادهبندي ژنوتيپتقسيم

  .ا نيز همبستگي مشاهده نشدهتوده بين فاصله جغرافيايي و ژنتيكي .نسبت متفاوت بود
هاي ملكولي بهترين حالت اين است كه نشانگرهاي در بررسي تنوع ژنتيكي با استفاده از داده

هاي مختلف انتخاب شده باشند و توزيع مناسب و يكنواخت در ژنوم داشته مولكولي از كروموزوم
هاي بيشتري براي لفهؤ به مصورت همبستگي يا پيوستگي بين آنها كم خواهد بود و  در اين.باشند

  ).2003محمدي و پراسانا، (توجيه تغييرات كل آنها نياز است 
 داراي گردوهاي بومي استان گلستان ژنتيكي شناسايي در جهت بررسيعنوان اولين  ه بپژوهشاين 

وع ها در شناسايي تنهاي ويژه نشانگرهاي مولكولي ريزماهواره توانمنديبا توجه به. باشداهميت مي
هاي گردوي استان گلستان اهميت جنگلو همچنين مختلف درختان ميوه  هايژنتيكي ارقام و گونه

با هدف شناسايي و بررسي تنوع  و پلاسم غني گردوعنوان بخش مهمي از شمال كشور و ژرم به
بومي بخشي از شمال كشور اين پژوهش هاي گردوي ايراني تودهژنتيكي و تعيين روابط خويشاوندي 

  آينده اصلاحيهايدر برنامه  كافي از نتايج آنژنتيكيتا در صورت اثبات وجود تنوع  صورت گرفت
  .شود در استان استفاده قرار گردو
  

  هامواد و روش
هاي  برداري از برگ صحرايي شامل نمونهعمليات دو مرحله در و 85-87 هاي اين پژوهش در سال

آزمايشگاهي  كارهايو مناطق مختلف استان گلستان و درختان جنگلي گردهاي جوان سرشاخهتازه 
 در آزمايشگاه مركزي دانشگاه علوم كشاورزي و  غيره و الكتروفورز وDNA ،PCRشامل استخراج 

گلستان،  طبيعي استان كل منابع در مراجعه به ادارهعيين مناطق، تبراي . منابع طبيعي گرگان انجام شد
 .اي در مورد گردوهاي جنگلي استان در دسترس نبودزمان يافته و ساتدوين شدهمتأسفانه اطلاعات 

كارشناسان منابع طبيعي و  ،)2006(صيادي جعفريه شده توسط اراياطلاعات اساس برانتخاب مناطق، 
هاي وحشي گردو در استان تودهپراكنش متفاوتي از نظر  .صورت پذيرفتافراد محلي در هر منطقه 

هاي استان نظير شهرستان بندرتركمن، بندرگز در برخي از شهرستانكه طوريبه ،گلستان وجود دارد
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 بنابراين بسته به تراكم .باشداقليم مناسب گردو نيست و تراكم گردو در آن مناطق عملاً صفر مي... و
هاي استان و ميزان دسترسي به آنها مناطق مورد نظر مشخص گرديد و مناطق طوري گردو در جنگل
طبيعي كل منابع داري ادارهمسئول جنگل هايبا هماهنگي. ه تمام استان را پوشش دهندانتخاب شدند ك

 همراه قرقبان منطقه بهبرداري، در هر مرتبهها در طول دوره نمونهطبيعي شهرستاناستان، با اداره منابع
 ختلف گردوي بومي از ارتفاعات متوده 5 در مجموع .شدانجام در حوزه مربوطه برداري نمونه
  .)1شكل  (گرديد انتخاباستان  هاي جنگل
 

  
  .1386 گردوي انتخابي در اين پژوهش در سال توده 5 نقشه پراكنش -1 شكل

 
 در نظر تودهعنوان يك  كيلومتر با هم فاصله داشتند به15ها، درختاني كه حداكثر تودهبراي تعيين 
 .)1993ولتي و همكاران، مال (نتخاب شدندبرداري اطور تصادفي براي نمونهدرختان به گرفته شده و

 96 ،توده 5  در مجموع از كلو درخت، 24 تا 12 تودهبسته به تراكم درختان در هر منطقه، در هر 
مناطق .  گرديدتك درختان در هر منطقه تهيه كوبي و كروكي تك  و درختان پلاكانتخاب درخت

 جنگل افراتخته و توده 2شامل ( آبادعلي ،ونه نم12 )پارك جنگلي امام رضا( انتخابي شامل كردكوي
هاي جنگل(  گاليكش و نمونه20 )هاي قپانجنگل( ، كلاله نمونه20 هر كدام )جوزيچشمه جنگل

براي اختصار از اين پس نام ). 1 جدول(د  بودن نمونه24 )گلستان  پارك مليو صلاح ،فارسيان
آباد كه شود، جز در مورد عليجاي مناطق آورده ميبرداري در آنجا صورت گرفته بهشهرستان كه نمونه
  .شودجوزي ذكر ميبرداري شده افراتخته و چشمهنام دو منطقه نمونه
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  .برداري شده در استان گلستاننمونههاي جنگلي توده  مشخصات-1 جدول
  توده

  )متر(دامنه ارتفاع   جغرافياييطول  جغرافياييعرض  شماره نمونه    مشخصات

  600-900   شرقي55° 47'  شمالي 37° 14'  1-24  گاليكش
  1000-1400  شرقي 55° 7'  شمالي 36° 50'  25-44  جوزيچشمه

  1400-1700  يشرق 55° 56'  شمالي 36° 57'  45-64  افراتخته
  150-350  شرقي 54° 6'  شمالي 36° 52'  65-76  كردكوي
  700-1000  رقيش 55° 49'  شمالي 37° 31'  77-96  كلاله

 
در   بسته به منطقههاي جوان درختان انتخابيشاخهاز سربرگ برداري نمونه، DNA جهت استخراج

آوري و در پاكت  برگ تازه جمع6-8 از هر درخت .انجام گرفت، 1386هاي فروردين و ارديبهشت ماه
آوري نمونه از  هاي يخ خشك قرار داده شد و پس از اتمام جمعمربوط به هر نمونه و در بين لايه

لازم به . نددانتقال داده ش  به آزمايشگاهDNA براي استخراج  درختان موردنظر در هر منطقه،تمامي 
بر آن درون هر پاكت نيز اتيكت   و علاوه،ذكر است كه از قبل اطلاعات كامل نمونه روي پاكت نوشته

حله ها تا مرگها به آزمايشگاه، برآوري و انتقال نمونه پس از جمع.مربوط به هر نمونه قرار داده شد
  .نگهداري شدند گراد  درجه سانتي-80در فريزر و دماي  DNAاستخراج 

 پژوهش در اين .انجام گرفت) 1987 (1با تغييراتي نسبت به روش دويل و دويل DNAاستخراج 
 آورده شده 2 آنها در جدول  مشخصاتزماهواره مورد استفاده قرار گرفت كهي جفت آغازگر ر11

و دانگل و ) 2002(و همكاران هاي قبلي انجام شده توسط ويستي اساس بررسيا براين آغازگره. است
  .ندا هآغازگرها توسط شركت آلماني متابيون ساخته شد. انتخاب شدند) 2005(همكاران 

دماي اتصال مناسب براي هر جفت : )PCR(اي پليمراز سازي شرايط و انجام واكنش زنجيرهبهينه
). 2 جدول(اي پليمراز در شيب حرارتي تعيين گرديد هاي زنجيرهستفاده از واكنشآغازگر ريزماهواره با ا

 به PCR ميكروليتر انجام شد كه تركيب و مقدار مواد واكنش 10اي پليمراز در حجم هاي زنجيرهواكنش
ز تهيه ، ساير مواد از شركت فرمنتا)سيناژن(مراز جز آغازگرها، و آنزيم تك پلي  به.باشد مي3شرح جدول 

انجام ) 2005(اي پليمراز با كمي تغييرات نسبت به روش دانگل و همكاران هاي زنجيرهواكنش. شدند
  . آمده است4تكثير با دستگاه ترموسايكلر بايوراد انجام شده كه برنامه تكثير در جدول . شد

                                                 
1. Doyel and Doyel 
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دانگل و  از 1شماره پرايمرهاي مشخص شده با . بررسي مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در اين -2جدول 
  .)2002( از ويستي و همكاران 2و شماره ) 2005(همكاران 

 دماي بهينه اتصال منبع
)گراد درجه سانتي( اتوالي آغازگره   مكان ژني  

ATTGGAAGGGAAGGGAAATG F 1 58 
CGCGCACATACGTAAATCAC R WGA001 
TGTTGCATTGACCCACTTGT F 1 57 
TAAGCCAACATGGTATGCCA R 

WGA004 
CATCAAAGCAAGCAATGGG F 1 57 
CCATTGCTCTGTGATTGGG R 

WGA009 
ACCCATCTTTCACGTGTGTG F 1 59 
TGCCTAATTAGCAATTTCCA R 

WGA089 
TGTGCTCTGATCTGCCTCC F 1 59 

GGGTGGGTGAAAAGTAGCAA R 
WGA118 

CCCATCTACCGTTGCACTTT F 1 60 
GCTGGTGGTTCTATCATGGG R 

WGA202 
CTCACTTTCTCGGCTCTTCC F 1 60 
GGTCTTATGTGGGCAGTCGT R 

WGA276 
ACGTCGTTCTGCACTCCTCT F 1 57 
GCCACAGGAACGAGTGCT R 

WGA332 
GTGGCGAAAGTTTATTTTTTGC F 1 59 
ACAAATGCACAGCAGCAAAC R 

WGA349 
AACCCTACAACGCCTTGATG F 2 59 

TGCTCAGGCTCCACTTCC R 
WGA027 

ACCCGAGAGATTTCTGGGAT F 2 59 
GGACCCAGCTCCTCTTCTCT R 

WGA071 

  
  .PCR  تركيب، ميزان و غلظت مواد مورد نياز-3جدول 

  PCRمواد استفاده شده در واكنش  )ميكروليتر(مقدار مورد نياز  غلظت نهايي

 آب دوبار تقطير 95/4 ---

X1  1 )X10 (بافر واكنش 

mM2/0 5/1 mM)5/2 (تيدهانوكلئو داُكسي 

mM2 3/0 )mM50 (كلريد منيزيم 

ng50 6/0 )ng/μl 50 (آغازگر پيشرو 

ng50 6/0 )ng/μl 50 (آغازگر پسرو 

ng60 1 )ng/μl 60( DNA 

Unit25/0 05/0 )Unit/μl5 (تك پليمراز 
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  .PCRي و زماني ي شرايط دما-4جدول 
 تعداد چرخه زمان )گراد انتيسدرجه (دما   مرحله

 ---   دقيقه5 94 وليهواسرشته سازي ا
  دقيقه1 94 واسرشته سازي
  ثانيه20  *بسته به توالي پرايمر اتصال آغازگرها
  ثانيه20 72 بسط آغازگرها

30
خه

چر
 

 

 ---  دقيقه6 72 بسط نهائي آغازگرها
  ---  ---  4  پايان برنامه

  . آمده است2هر پرايمر در جدول براي اتصال  دماهاي بهينه *
  

متر و  سانتي32×18ابعاد ژل .  انجام شد20001 الكتروفورز با استفاده از دستگاه ژل اسكن :الكتروفورز
صورت  ينه ا بTBE، در بافر  درصد5 آميداكريل ژل سي  سي25براي تهيه . متر بود ميلي2/0ضخامت 
 آب  باسپس مخلوط و TBEليتر بافر  ميلي6/3 و  درصد40ليتر محلول اكريلاميد  ميلي3: عمل شد

بعد از به حجم رساندن، محلول صاف و عاري از هوا  .رسانيده شدسي  سي 25دوبار تقطير به حجم 
آميد  اكريل گرم بيس2و آميد اكريل گرم 38 درصد، 40آميد براي تهيه محلول ذخيره اكريل .گرديد

بايد آن آميد اكريلتر راحتانحلال براي . هم زده شدبار تقطير توسط مگنت به همراه با مقداري آب دو
توان دور از نور و اين محلول را مي. ليتر رساند ميلي100را كمي گرم كرد و سپس حجم محلول را به 

 250ها در دستگاه الكتروفورز، تانك بالايي با پس از بارگذاري شيشه .در يخچال نگهداري نمود
 گرم اسيد بوريك 5/27بيس،  گرم تريس 54شامل  TBEليتر بافر  ميلي250يني با يليتر و تانك پا ميلي

 5  ميكروليتر اتيديوم برومايد رقيق شده به نسبت8به تانك پاييني  . پر شد EDTAليتر  ميلي20و 
قبل از بارگذاري . گرديداضافه  ليتر آب مقطر خالص ميلي1در  اتيديوم برومايد خالص گرمميكرو
ها سپس به كمك يك سمپلر چاهك.  ولت گرم شد1200 دقيقه با ولتاژ 20مدت ها، دستگاه بهنمونه

. گذاري گرديد ميكروليتر نمونه بار2د و با سمپلر ديگر در هر چاهك شدقت گذاشته  شسته و شانه به
ران سبب افزايش وضوح تصوير باندها و از بين ران انجام گرديد كه پالس ثانيه پالس20 مدت سپس به

 وات و 60ها در  الكتروفورز نمونه،بعد از بررسي ولتاژ و دماشود و ها ميبردن رنگ اضافي نمونه
 دقيقه باندها روي مانيتور متصل به دستگاه مشاهده و تصوير ذخيره و 50 ولت انجام و بعد از 1200

  .گرديدبعدي روي همان ژل بارگذاري  بلافاصله نمونه
                                                 
1. Gel-Scan 2000, Corbett Research (Australia) 
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 مانند محتواي اطلاعات ،توده  براي تجزيه و تحليل پارامترهاي مربوط بهPop Geneافزار از نرم
و رسم ها تودهچندشكلي، هموزيگوسيتي و هتروزيگوسيتي مورد انتظار و مشاهده شده، فاصله ژنتيكي 

 دندروگرامبراي رسم  NTSYSافزار از نرم. برحسب ضريب تشابه ني استفاده شدها تودهوگرام ردند
هاي لفهؤتجزيه به مو شده  تني جفوزيرغهاي  و روش گروهينبراساس ضريب تشابه ها ژنوتيپ

ي ها ژنوتيپوها آلل پراكنش وداربراي رسم نمنيز ) SPSS )2002 از برنامه .اصلي استفاده گرديد
  .مورد بررسي استفاده شد

  
  ج و بحثينتا

 مكان ژني استفاده 11 از طبيعي گردوي ايراني توده 5از  ژنوتيپ 96ر  ژنتيكي دبراي بررسي تنوع
 11  ايناز.  شناسايي كنند جفت باز176-275اي بين را با اندازه  آلل77شد كه در مجموع توانستند 

و   آلل10 آلل، يكي 9، يكي  آلل8 ، يكي آلل7  دو تا آلل،6 تا  سه آلل،5يكي  آلل، 2 ي يكيمكان ژن
چندشكلي مشاهده شده در  2شكل  در .)5 جدول (تشخيص دادندتكثير و  را  آلل11بالاخره يكي 

 027WGA تعداد آلل مشاهده شده مربوط به مكان ژني كمترين. ه شده است اراي118WGAجايگاه 
ميانگين . داشت) آلل 11 (202WGA تعداد آلل مشاهده شده را مكان ژني ترين بيشو بود )  آلل2(

  . بود آلل7 ي، مكان ژن11 ها برايتعداد آلل
  

 
  

  .WGA118  درصد قطعات ريزماهواره در مكان ژني5لكتروفورز آكريلاميد الگوي ا -2 شكل
 

دست آمده از مطالعه دانگل و  با تعداد آلل به276WGAدست آمده در جايگاه  هاي بهتعداد آلل
دست آمده در جايگاه  ههمچنين تعداد آلل ب. طابقت داشتم) 2007(و محسني ) 2005(همكاران 

202WGAدست آمده  هد آلل ببا تعدا) 2007(و محسني ) 2006(جيوني و همكاران  در مطالعات پوله
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 كه بود آلل 71WGA0 ،5دست آمده در جايگاه  هاد آلل ب تعداين بررسيدر .  يكي بودپژوهشدر اين 
مطابقت ) 2007(رتا در مطالعه فوروني و همكاران كاسهاي با تعداد آلل در همين جايگاه در ژنوتيپ

 دانگل و پژوهشر دست آمده د ه تعداد آلل بمشابه آلل مشاهده شد كه 001WGA ،6 در جايگاه. دارد
  .بود) 2005(همكاران 

 
  .ريزماهوارههاي ژني در مكانمورد بررسي  هاي ژنتيكي شاخص-5جدول 

  هتروزيگوتي
  مشاهده شده

  شاخص اطلاعاتي
  شانون

  تعداد آلل
ثرؤ م  

  هااندازه آللدامنه  تعداد آلل
 )جفت باز(

 مكان ژني

69/0 51/1 01/4  6 210-176 WGA001 
61/0 42/1 57/3  6 200-180 WGA004 
55/0 64/1 96/3  9 275-230 WGA009 
71/0 36/1 15/3  7 234-210 WGA089 
67/0 87/1 84/4  10 236-190 WGA118 
91/0 76/1 29/4  11 198-178 WGA202 
82/0 80/1 32/5  8 230-190 WGA276 
14/0 25/1 60/2  6 240-210 WGA332 
67/0 65/1 44/4  7 210-186 WGA349 
40/0 55/0  57/1  2 222-215 WGA027 
51/0 43/1 69/3  5 230-210 WGA071 

61/0 48/1 77/3  ميانگين ---- 7 
  

. صورت جداگانه آورده شده استهاي مختلف در هر مكان ژني به فراواني آلل6در جدول 
 جفت 225معرف باند  ( Cو آلل)  جفت باز215معرف باند  (A  به آللترين فراواني آلل مربوط بيش
كمترين . باشدمي) 57/0 (332WGAو ) 76/0 (027WGAهاي ترتيب در جايگاه است كه به) باز

و ) Gآلل  H  ،I( ،WGA089)آلل (WGA009هاي ژني مربوط به جايگاه) 005/0(فراواني آلل 
WGA118)  آللJ (شابه  مهاي بررسيدر . بود) ،كمترين فراواني آلل مربوط به جايگاه )2007كريمي ،

در .  بود566/0 با فراواني WGA089ترين فراواني مربوط به جايگاه  و بيش) WGA276) 016/0ژني 
. بود WGA331و  WGA032هاي ژني ترين فراواني آلل در جايگاه  بيش)2007( محسني پژوهش

  .هاي مورد بررسي باشدتودهعلت متفاوت بودن تواند بهه ميدست آمد ه بهاي آلليتفاوت در فراواني
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  .مورد بررسي ژني ريزماهواره هايدر مكانها فراواني آلل-6جدول 
Locus/ 
Allele 

WGA 
001 

WGA 
004 

WGA 
009 

WGA 
089 

WGA 
118 

WGA 
202 

WGA 
276 

WGA 
332 

WGA 
349 

WGA 
027 

WGA 
071 

A  037/0 099/0 031/0 016/0  031/0 057/0 057/0 036/0 026/0 760/0  063/0  
B 250/0 385/0 057/0 135/0 031/0 088/0  245/0 172/0 104/0 240/0 312/0 

C 328/0 172/0 417/0 490/0 047/0 359/0 224/0 573/0 255/0 - 370/0 

D 260/0 302/0 177/0 167/0 083/0 104/0 229/0 151/0 338/0 - 120/0 

E 094/0 031/0 187/0 177/0 208/0 281/0 125/0 042/0 145/0 - 135/0 

F 031/0 010/0 083/0 010/0 365/0 042/0 072/0 026/0 109/0 - - 

G - - 036/0 005/0 099/0 010/0 031/0 - 021/0 - - 

H - - 005/0 - 083/0 016/0 016/0 - - - - 

I  - -  005/0 - 047/0 016/0  - - - - - 

J - -  -  -  005/0  016/0  - - - - - 

K - -  - - - 010/0 - - - - - 

  
 كردكوي با ميانگين توده و  آلل09/5اليكش با ميانگين تعداد  گتودههاي مورد مطالعه تودهدر 

با توجه به شاخص اطلاعاتي . ندكمترين تعداد آلل مشاهده شده را دارا بودترتيب بيشترين و  به 73/3
، ندترين تعداد آلل را دارا بود ها بيشتودهدر بين ساير  گاليكش و كلاله كه تودهشانون محاسبه شده، 

در طرف ديگر . باشدها ميتوده تنوع بالا در اين بيانگرميزان شاخص شانون بالاتري نيز داشتند كه 
 كردكوي با كمترين تعداد آلل، كمترين شاخص اطلاعاتي شانون را نيز دارد كه كمترين تنوع را در توده
  .)7 جدول( ابي داردهاي انتختودهبين 

  
 . مورد بررسيتوده 5ثر در ؤها و تعداد آلل م هتروزيگوتي و تعداد آلل-7جدول 

 توده  نمونهتعداد هتروزيگوتي مشاهده شده هتروزيگوتي مورد انتظار هاتعداد آلل ثرؤتعداد آلل م

 گاليكش 24 59/0 66/0 09/5 46/3
جوزي شمهچ 20 67/0 65/0 73/4 08/3  

 افراتخته 20 54/0 68/0 82/4 39/3
 كردكوي 12 64/0 60/0 73/3 73/2
 كلاله 20 60/0 68/0 00/5 43/3

 ميانگين  -- 61/0  71/0  --  --
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 بود كه 67/0جوزي و معادل  چشمهتودهترين ميانگين هتروزيگوسيتي مشاهده شده مربوط به  بيش
در .  گزينش بوده استمانندهاي بشري الت دخنبود مورد مطالعه و تودهدليل بكر بودن  اين احتمالاً به

كه  تر اينترين فاصله را از روستاهاي اطراف داشت و جالب  بيشتودههاي مورد بررسي اين تودهبين 
كه ) حد و اندازه فندق بودند ها دربرخي ژنوتيپ(بود  بسيار كوچك تودهگردوهاي درختان اين 

كمترين ميزان . باشدنتيجه مياين  برده و تأييدكننده ميزان بسيار بالايي از بين شانس گزينش را به
صورت   بود كه ممكن است به54/0 افراتخته و معادل تودههتروزيگوسيتي مشاهده شده مربوط به 

 افراتخته تودههاي محلي نشان داد كه بررسي. هاي ساير نواحي منشاء گرفته باشدتودهگزينشي از 
 توده باشد كه طي ساليان، حاصل شدهشده از روستاي افراتخته هاي برتر گزينش  از نهالتواند مي

 دو ، مورد استفاده قرار گرفتندپژوهش مكان ژني ريزماهواره كه در اين 11از  .اندكنوني را تشكيل داده
را ) محتواي اطلاعات چندشكلي(ترين شاخص چندشكلي   بيش349WGA و 276WGAمكان ژني 

هاي ژني براي آناليز ديگر ژرم شود كه از اين مكان پيشنهاد ميبنابراين .به خود اختصاص دادند
  .هاي گردوي كشور استفاده شود پلاسم

هاي مولكولي به روش ها با استفاده از دادهتوده تنوع ژنتيكي بين دندروگرام از دست آمده بهنتايج 
عه را در دو دسته هاي مورد مطالوزني جفت شده با استفاده از ضرايب ني، ژنوتيپغيرهاي گروه

 و) 30/0(هاي كردكوي و افراتخته تودهترين فاصله ژنتيكي بين  بيش. )3شكل  (متفاوت قرار داد
 تودهدر گروه اول، سه . بود) 12/0(جوزي هاي گاليكش و چشمهتودهكمترين فاصله ژنتيكي بين 

ا گشته و در گروه  كردكوي از اين دو جدتودهجوزي و كردكوي قرار گرفتند كه  گاليكش و چشمه
 باشد كه فاصله توده كردكوي از اين دو تودهدليل دوري جغرافيايي  مجزايي قرار دارد كه احتمالاً به

تواند ناشي از جوزي مي گاليكش و چشمهتوده نزديكي ژنتيكي بين دو .جغرافيايي كمي از هم دارند
. هاي برتر و كشت مجدد آنها باشديپها از يكديگر، داشتن اجداد مشترك و انتخاب ژنوتتودهاشتقاق 

  . افراتخته و كلاله قرار دارند كه از نظر جغرافيايي فاصله زيادي از هم دارندتودهدر گروه دوم، دو 
هاي گردوي  نشانگر ريزماهواره، در ژنوتيپ11اي اطلاعات دندروگرام حاصل از تجزيه خوشه

 نشان داده 4وزني جفت شده در شكل هاي غيروهايراني با استفاده از ضريب تشابه ني و به روش گر
در . گروه منطقي تقسيم شده است 6 هاي مورد بررسي بهدر اين شكل دندروگرام ژنوتيپ. شده است
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 تنوع زياد بيانگرهاي متفاوتي قرار گرفتند و اين نتيجه ها درختان يك توده در دستهبندي ژنوتيپ تقسيم
 ژنوتيپ از توده گاليكش و يك 9در شاخه اول . يك توده استهاي مختلف و درختان در بين توده

در شاخه دوم دندروگرام، كه بزرگترين . جوزي و يك ژنوتيپ از كلاله قرار گرفتندژنوتيپ از چشمه
و تمام )  ژنوتيپ15(جوزي ، چشمه) ژنوتيپ11(هاي گاليكش شاخه بود تركيبي از ژنوتيپ

اختصاص هاي كلاله  ژنوتيپبه در شاخه سوم، اكثريت .بود)  ژنوتيپ12(هاي كردكوي  ژنوتيپ
در شاخه . جوزي تشكيل دادند هاي افراتخته، سپس كلاله و چشمهشاخه چهارم را ژنوتيپ. داشتند

باشد و در دهنده شباهت بالاي اين دو ژنوتيپ ميپنجم دو ژنوتيپ از افراتخته قرار گرفتند كه نشان
  . ژنوتيپ از گاليكش قرار گرفتند2و  ژنوتيپ از افراتخته 3شاخه ششم 

  

  
 

  هايها با استفاده از روش گروهتودهوگرام حاصل از مطالعه تنوع ژنتيكي بين ر دند-3شكل 
  .)1978(شده و ضريب تشابه ني  وزني جفتغير
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  نيهاي غيروزها با استفاده از روش گروه دندروگرام حاصل از مطالعه تنوع ژنتيكي بين ژنوتيپ-4 شكل

  .)1978(جفت شده و ضريب تشابه ني 
  

هاي نشانگرهاي مولكولي و وضوح براي خلاصه كردن اطلاعات داده :هاي اصليلفهؤتجزيه به م
 از توانمي كنند، تغييرات را توجيه مي درصد25لفه اول بيش از ؤ م3 يا 2كه  خصوص هنگامي بهبيشتر 

تجزيه به ). 2003نا، امحمدي و پراس( ي استفاده كردبندهاي اصلي در تركيب با خوشهلفهؤتجزيه به م
نتايج تجزيه به  .شد انجام نيتشابه دست آمده از ضريب  ههاي اصلي براساس ماتريس تشابه بلفهؤم
هاي مولكولي را توجيه  درصد از واريانس داده96لفه اصلي حدود ؤ م40هاي اصلي نشان داد كه لفهؤم

هاي مختلف ژنوم ماهواره مورد مطالعه در قسمت كه نشانگرهاي ريزموضوع نشان داداين . اندكرده
  .باشندپراكنده مي
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لفه ابتدايي و ميزان تغييراتي كه توسط آنها توجيه ؤم 10هاي محاسبه شده براي لفهؤمقادير م
 39/11لفه اصلي ؤاولين مهاي اصلي نشان داد كه لفهؤتجزيه به م . آمده است8شوند در جدول  مي

درصد از  20لفه اصلي اول ؤ دو م.ندكرا توجيه مي درصد از كل تغييرات 6/8لفه ؤو دومين مدرصد 
  .هاي مولكولي را توجيه نمودندتغييرات داده

  
  . توده مورد بررسي5در  اصلي با استفاده از نشانگرهاي ريزماهواره هايلفهؤ تجزيه به م-8 جدول

 يلفه اصلؤم درصد واريانس درصد واريانس تجمعي

39/11  39/11  1 

00/20  60/8  2 

50/27  50/7  3 

56/33  06/6  4 

00/39  45/5  5 

27/43  26/4  6 

25/47  98/3  7 

09/51  84/3  8 

62/54  53/3  9 

81/57  19/3  10 

  
لفه اول كه ؤ در مدهد كه نشان مي )5 شكل(اساس مولفه اول و دوم دياگرام پراكنش متغيرها بر

ترتيب  تأثيرگذارترين متغيرها به،نمايدرا توجيه مي)  درصد39/11(ترين درصد از تغييرات  بيش
C071WGA) 82درصد ( ،B071WGA) 75درصد ( ،C332WGA) 60و )  درصدE071WGA 
لفه دوم، ؤدر م. باشند ها ميكننده اختلاف بين ژنوتيپ ها تعيينكه اين آلل طوري به،بودند)  درصد55(

 D349WGA، متغيرهاي ) درصد6/8(هم را در توجيه تغييرات دارد ترين س لفه اول، بيشؤكه بعد از م
يين عترين تأثير را در ت بيش)  درصد52 (C276WGAو )  درصد67 (C349WGA، ) درصد73(

ها ژنوتيپ، )6شكل  (دندروگرامها در ژنوتيپ بندي با گروهمطابق  .ها داشتنداختلاف بين ژنوتيپ
هاي لفهؤيجه تجزيه به مت دسته متفاوت قرار گرفتند و ن6در  يز ن اصلي اول و دومهايلفهؤمبراساس 

 .هاستهاي تشكيل شده در دندروگرام ژنوتيپ تعداد شاخهاصلي تأئيدكننده
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  .لفه اصلي اول و دومؤمها براساس آلل نمودار دو بعدي -5شكل 
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  .ملفه اصلي اول و دوؤمها براساس ژنوتيپ نمودار دو بعدي -6 لشك
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هاي لازم براي ارزيابي خوبي نشان داد كه نشانگرهاي ريزماهواره داراي قابليت نتايج اين بررسي به
اگرچه تعداد . هاي گردوي ايراني هستندها و همچنين شناسايي ژنوتيپتودهتنوع ژنتيكي بين و درون 

هاي  تمام ژنوتيپنسبت كم نشانگرهاي مولكولي استفاده شده در اين بررسي ممكن است نتواندبه 
تواند كاربرد اين نشانگرها مي دست آمده از ه ولي نتايج ب،ها را تشخيص دهدتودهموجود در اين 

نژادي و شناسايي ذخاير موجود و حفظ اين ذخاير  ساز انجام كارهاي اصلاحي در ارتباط با به زمينه
 ،باشد  دنيا ميدر اصلي پراكنش گردو كه ايران يكي از مراكز  با وجود اين.ارزشمند در مراحل بعد باشد

بيشتر مطالعات انجام شده متوجه . ولي هنوز رقم تجاري خاصي در ايران اصلاح و معرفي نشده است
تواند در ها ميهاي برتر براساس صفات مورفولوژيك بوده است كه اين گزينششناسايي ژنوتيپ

 چرا كه منجر به حذف ،هاي گردو شود معيتاي در جهاي آينده منجر به فرسايش ژنتيكي گسترده سال
ها، سرما  شود كه ممكن است در بسياري از صفات نظير مقاومت به بيماريهايي ميبسياري از ژنوتيپ

هاي توانايي با استفاده از. و شوري سرآمد باشند ولي به لحاظ صفات كيفي ميوه مطلوب نباشند
توان اقدام به شناسايي ارقام و و شناسايي ارقام مينگاري ژنتيكي  نشانگرهاي مولكولي براي انگشت

هاي حاوي صفات مطلوب كرد و از آنها در جهت تجمع صفات مطلوب در يك ژنوتيپ و ژنوتيپ
  . استفاده كردكارهاي تلاقي توليد رقم تجاري جديد
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Abstract1 

Recognizing of genetic diversity and genetic potential of each plant species is 
necessary and essential before any works on breeding program. Genetic diversity 
among five populations of walnut (Juglans regia L.) was studied using 11 SSR 
markers. The marker system produced 77 alleles in a range size of 176-275 bps. 
The minimum (2) and maximum (11) numbers of alleles were related to genetic 
locus of WGA027 and WGA202, respectively. The mean number of alleles for 11 
loci was 7 alleles. The number of effective alleles was between 1.57 and 5.32. The 
mean number of effective alleles for each locus was 3.77. In general, increasing 
trend of the allele’s number was in relation with Shannon information index. This 
was observed for Galikesh and Kalaleh populations. These populations had more 
diversity within each of them. Reversely, Kordkouy population had the lowest 
Shannon index and the lowest diversity among the selective populations. The 
highest genetic distance was between Kordkouy and Afratakhteh (0.30). The 
lowest distance was related to Galikesh and Cheshmah-jouzi (0.12). Classification 
of populations based on molecular data did not match with their geographical 
situations. 
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