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شماره ۶۶، بهار ۱۳۸۴

۴۹پژوهش و سازندگي

                    

پژوهش و سازندگي 

شناسايي و تعيين تنوع ژنتيكي كلن هاي 
گونه هاي مختلف صنوبر با  استفاده از 

نشانگر ميكروساتلايت
• فرهاد اسدي،  • محبت علي نادري شهاب و • حسين ميرزائي ندوشن، 

اعضاي هيات علمي موسسه تحقيقات جنگل ها و مراتع

 تاريخ دريافت: دي ماه ۱۳۸۰         تاريخ پذيرش: مهر ماه ۱۳۸۳

چكيده 
شناسايي كلن هاي گونه هاي مختلف صنوبر با استفاده از صفات مورفولوژيكي به راحتي امكان پذير نيست. در حالي كه نشانگرهاي 
ملكولي مبتني بر پلي مورفيسـم DNA مانند ميكروسـاتلايت براي شناسـايي كلن ها به ويژه در مراحل اوليه رشـد، بسيار مناسب 
هسـتند. در ايـن تحقيق تنوع ژنتيكي  ۱۲ كلن از ۴ گونه صنوبر متعلق به مناطق مختلـف ايران به همراه ۸۶ كلن از ۴ گونه صنوبر 
متعلق به جمعيت هاي طبيعي كشور هلند، با استفاده از نشانگر ملكولي ميكروساتلايت بررسي گرديد. ابتدا شرايط واكنش زنجيره 
اي پليمراز (PCR)  بر روي DNA  برگ هاي جوان همراه با ۷ جفت آغازگر جهت تكثير توالي هاي تكراري ساده بهينه سازي  شدند، 
سـپس محصولات واكنش PCR بوسـيله الكتروفورز ژل آگاروز و   رنگ آميزي با اتيديوم برومايد قابل رويت گشـتند.  براي تعيين 
پلي مورفيسـم بين كلن ها، محصولات واكنشPCR بوسيله الكتروفورز ژل پلي اكريل آميد و رنگ آميزي با نيترات نقره قابل رويت 
شدند. داده هاي حاصل در نرم افزار Pop Gene مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند. بر اساس نتايج حاصله، در ميان جمعيت هاي مورد 
بررسـي كلن هاي دورگ صنوبر از بالاترين ميزان هتروزيگوسيتي برخوردار بودند. همچنين تفكيك مناسب كلن ها و گونه ها مطابق 
با واقعيت هاي سيسـتماتيك صورت گرفت.  تعداد آلل ها در مكان هاي ژني توالي هاي تكراري بين ۹ تا ۱۳ و متوسـط ۱۱/۱۱ براي هر 
مكان ژني بود. هتروزيگوسـيتي مشـاهده شده بين ۰/۱۳ تا ۰/۹۸ و متوسـط ۰/۷۱ براي هر مكان ژني برآورد گرديد. فاصله ژنتيكي 
جمعيت هاي مختلف نيز محاسـبه شـد. بر اين اسـاس گونه  Populus alba  بيشترين فاصله ژنتيكي را از ساير  گونه ها نشان داد. 

كلن هاي مشكوك به دورگ در اين رابطه قرابت بيشتري را با كلن هاي گونه P.  nigra  نشان دادند.

كلمات كليدي: صنوبر، ميكروساتلايت، توالي هاي تكراري ساده، پلي مورفيسم DNA، انگشت نگاري DNA، ژنتيك جمعيت.
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Identity and genetic diversity of populus species clones using microsatellite marker
By:  Asadi, F., Naderi-Shahab, M. A., and Mirzaie-Nodoushan, H.  Scientific Members of Research Institute of Forests 
and Ranglands
Identification of poplar clones isnot easily possible using morphological attributes. This approach however, does not 
render a proper differentiation. In order to recognize the clones especially on early growth stages, molecular markers 
based on DNA polymorphism are suitable. In this study, 12 clones from 4 species of Populus belonging to different area 
of Iran, as well as 86 clones from 4 species belonging to populations of Netherlands, were investigated for screening 
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۱۳۸۴ ۶۶، بهار شماره

سازندگي و پژوهش ۵۰

ژنتيكي... تنوع تعيين و شناسايي

genetic diversity and their differentiation. For using microsatellite markers, following DNA extraction from young 
and fresh leaves, Polymerase Chain Reaction (PCR) conditions were optimized and conducted with 7 primer pairs to 
amplify Simple Sequences Repeats (SSR). The PCR products were visualized using agarose gel electrophoresis and 
detected by staining with ethidium bromide. For demonstration of polymorphism among clones, PCR products were 
visualized using polyacrylamid gels electrophoresis and detected by silver staining. The data were analyzed by pop 
Gene software. Results showed that, the number of alleles at the SSR loci ranged from 9 to 13, with an average of 11.11 
alleles per locus. The observed heterozygosity ranged from 0.13 to 0.98, with average of 0.71 per locus. Furthermore, 
hybrid poplar clones have shown most heterozygosity among the poplar species. As well as poplar species and their 
clones has identity according to systematic classification. In this regard hybrid clones has shown most similarity with 
P. nigra clones.  Meanwhile, similarity and genetic distance between populations has shown by a dendrogram.
Keywords: Populus, Microsatellite, Simple Sequences Repeats, DNA Polymorphism, DNA Fingerprinting, Population 
Genetics.  

مقدمه
ساليانه كه هستند ترين درختان نيمكره شمالي ــد سريعالرش صنوبرها
حضور جنس اين گونه در ۳۰ از بيش مينمايند. چوب توليد زيادي مقادير

وجود دارد. كلن زيادي تعداد گونهها اين از كدام درهر دارند كه
ــده ش انتخاب كلنهاي ــت كاش و صنوبر ــي جنس غير به تكثير توجه با
كشور، در اي رودخانه اراضي حاشيه به ويژه سرزمين از وسيعي ــطوح در س
اين است. كاهش حال در شديداٌ ارزشمند جنس اين ژنتيكي تنوع ــطح س
درختان اين ــي ژنتيك ــاختار س صدماتي در منجر به مدت دراز در ــاله مس
طبيعي شرايط در عدم مقاومت و امراض و به آفات زياد حساسيت مخصوصاً

.(۷) شد خواهد
بر عموميمبتني ــرايط در ش ــت، براي كاش صنوبر كلن انتخاب فرآيند
بين زياد بسيار دليل قرابت هاي به كه صنوبر است ارقام ظاهري ــايي شناس
ــت كاش از پس كه ــت اس ــتباه با اش بعضاً توام ــوار و دش فرآيندي ارقام اين
كه ميگردد ساله مشاهده ۱۵ تا ــبتاً طولاني ۱۰ زمان نس مدت طي و نهال
شناسايي بنابراين است. خصوصيات مطلوبي نبوده داراي شده ــته كاش نهال
ميتواند ــب مناس انتخاب پايه هاي و ــنين اوليه س همان صنوبر در كلنهاي
نمايد. نشانگرهاي ايفا مكان و زمان هزينه هاي كاهش در برجسته اي نقش
هستند. مناسبي ابزار هدف به اين در رسيدن ميكروساتلايت ملكولي مانند
ــم پلي مورفيس تصادفي تكثير روش صنوبرها ــي ژنتيك تنوع ــي بررس براي
كم تكرارپذيري دليل به كلنها ــب تفكيك مناس عليرغم DNA (RAPD)
گزارش نتايج ساير با مقايسه و تعميم قابل مختلف آزمايشگاهي ــرايط در ش
ويژگيهاي از برخي تعيين و صنوبر مختلف كلنهاي تمايز براي اما .(۱) نشد
فاصله و فراواني آللي هتروزيگوسيتي، درصد نظير جمعيتهاي طبيعي مهم
ــاتلايت ابزار ــاده يا ميكروس س تكراري تواليهاي از ــتفاده اس آنها  ژنتيكي
دي، ــاي تكراري تواليه كه ــاتلايتها ميكروس مي گردد. ــوب نويني محس
مختلف موجودات DNA طول در هگزانوكلئوتيدي حتي و ــا پنت تترا، تري،
نگاري انگشت براي بالايي ــم پليمورفيس حاوي ــتند، هس جانوري و گياهي
۲ تا كوتاه بين خيلي متوالي تكرارهاي تواليها اين ــند. ميباش افراد DNA

ميشوند (۹). خوانده نيز ساده تواليهاي كه جفت بازهستند ۱۰
P. طبيعي گونه جمعيتهاي از پايه ۱۲۰ ــكاران(۸) و هم Smulders
ــورهاي كش رودخانههاي و هلند ــور كش در راين ــيه رودخانه nigra حاش

نمودند. نتايج ــه ژني مطالع ۳ ماركر ــط توس را اطريش و ــتان آلمان، انگلس
۱۲۰ پايه در شده ــايي شناس ژنوتيپهاي تعداد كه داد نشان آنها ــي بررس
كه ماركر ميكروساتلايت طوري متفاوت است به ۳ ماركر ژني سطح در فوق
۷۰ AFLP ژنوتيپ، ماركر ۷۰ ــي ) ژن آغازگر از ۷ مكان دو از ــتفاده اس (با
را شناسايي ژنوتيپ ۲۳ ژني ) مكان استفاده از ۵ آنزيمي ( با و ماركر ژنوتيپ
ميكروساتلايتي آغازگر ۱۲ از استفاده با همكاران و Smulders نمودند(۷).
ــايي شناس  P. nigra گونه از ۲۳ كلن در را DNAبالايي ــم ــي مورفيس پل
آلل تا ۱۹ ۱۰ ــن بي ــي بررس تحت كلن ۲۳ آغازگرها براي ــن اي ــد، نمودن
آغازگر ۸ با هتروزيگوسيتي سطح نمودند. تعيين ژني، مكان هر در مختلف
كلن دو كه حالي در ۰/۷۱ بود، متوسط طور آن به ميزان كه گرديد تعيين

را نشان دادند(۹). ۵۰ درصد هتروزيگوسيتي از كمتر
گونه ــاي ژنوميكلنه DNA ــم هض از ــكاران، هم و Van der Schoot
تكثير ــراي ــب ب آغازگرهاي مناس AluI ــم آنزي از ــتفاده اس ــا و ب P. nigra
كارآنها ــج كه نتاي كردند ــي را طراح P. nigra ــه گون ــاتلايتهاي ميكروس
حاضرمورد در تحقيق كه بود WPMS ۲۰ تا WPMS آغازگرهاي ۱ ــد تولي
پايه ۱۶۰۰ مطالعه با همكاران و Dayanandan .(۱۰) گرفتند قرار ــتفاده اس
را شناسايي ــاتلايت ميكروس ژني مكان ۱۴ P. tremuloides گونه به متعلق
در .(۳) شدند آنها تفاوتها در توصيف به ــازي، موفق جداس از پس و كرده
شناسايي ميكروساتلايت ژني مكان براي ۴ فرد ۳۶ در آلل ۲۹ ــي بررس اين
بود. ژني مكان هر آلل براي ۷/۲۵ فراواني و ۱۱ تا از ۵ آللها تعداد گرديد.
براي ۰/۴۶ آن و متوسط ۰/۸۲ تا ۰/۱۹ بين مشاهده شده ــيتي هتروزيگوس
تا ۲۰ تواليهاي با طراحي شده آغازگرهاي گونه است. اين در ژني مكان هر
دي و تواليهاي معروف است كه PTR نام به براي اين گونه ۲۵ نوكلئوتيدي
همكاران و Rahman در تحقيقات مشابه را تكثير نمودند.  نوكلئوتيدي تري
آنها نتايج .(۶) كردند طراحي را P. tremuloides گونه براي جديد آغازگر ۸
تعداد دارد و وجود فرد ۳۸ در آلل ۲۵ شده توليد آغازگر ۶ در داد كه نشان
هتروزيگوسيتي بود. ژني هرمكان در آلل ۴/۲ ــط با متوس تا ۷ ۲ بين آللها

است. ژني هر مكان تا ۰/۶۱ ومتوسط ۰/۳۶ براي از ۰/۰۵ شده مشاهده
انجام  صنوبر ــي طبيع ــر روي تودههاي ب عمدتاً ــور مزب ــيهاي بررس  
ژنتيكي تنوع ــر، صنوب مختلف كلنهاي و گونهها ــايي شناس وضمن گرفته
فوق تحقيقات از حاصل گرديد. نتايج گونهها نيزمطالعه گونه اي درون و بين
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وروشها مواد
مطالعه  مورد  نمونههاي

دورگ  به ــكوك مش از گونه كلن ۴۵ ــامل ش ــي بررس مورد نمونه هاي
ــه گون از ــن كل  ۱۱ ،rb ــام ن ــا ب (P. euramericana x P. deltoides)
جمعيتهاي از همگي P. deltoides گونه از ــن ۳۰ كل P. euramericana و
چهار گونه از كلن ۱۲ همراه به هلند كشور در راين رودخانه طبيعي حاشيه
جمعيتهاي از .P همگي deltoides و P. P. alba، nigra,  P. euphratica
و تعداد مطالعه، مورد كلنهاي ۱ ــماره ش جدول بود. ايران مختلف مناطق
جمعيت دادههاي نتايج همچنين ــد. ميده ــان نش را آنها آوري جمع محل
زير جدول دادههاي با ــمت نتايج قس و در ــترس بود دس در .P اروپا nigra

مقايسه گرديد.

DNA استخراج
ــته رس تازه و جوان برگهاي از ايران به متعلق ژنومينمونههاي DNA
آن (۴). ضمن شد ــتخراج اس همكاران و Fulton روش به مختلف كلنهاي
شده استخراج روش همين با كه هلند كشور به مربوط نمونههاي DNA كه

بود. دسترس در بود،

(PCR) مراز پلي اي  واكنش زنجيره
۲ ــماره ش جدول طبق ميكروليتر ۲۰ ــي نهاي در حجم PCR ــش واكن

گرديد. آنها انجام غلظتهاي مولفهها و شامل
PCR نوع دو است، شده ــان داده ۳ نش ــماره ش جدول در كه همانطور
گرديد. اعمال مختلف از آغازگرهاي با استفاده ميكروساتلايتها تكثير براي
معرض در ۳ دقيقه ــدت م به واكنش ــوط مخل ــاه كوت  (PCR) NPCR در
چرخه ۳۰ ــپس س اوليه)، (گرماي گرفت قرار گراد ــانتي درجه س دماي ۹۴
درجه در ثانيه ــراد، ۱۵ گ ــانتي س درجه ۹۴ در ثانيه ۵ به ترتيب ــي حرارت
در دقيقه يك و گراد)، ــانتي س درجه ۶۰ يا ۵۵ ،۵۰) Annealing حرارت
توسعه يا بسط مرحله ادامه در خاتمه براي شد. اعمال سانتيگراد درجه ۷۲
اما شدند. نگهداري ــانتي گراد ۷۲ درجه س دماي ديگر در دقيقه تكثير، ۱۰
درجه ۹۴ در دماي ــش كه مخلوطهاي واكن ــه دقيق ۳ از ــس پ LPCR در
ثانيه ۴۵ ترتيب حرارتي به چرخه ۳۰ بودند، ــده ش نگهداري گراد ــانتي س
و ۱۰۵  Annealing حرارت درجه ثانيه ۴۵ گراد، ــانتي س درجه ۹۴ دماي
دقيقه ديگر ۱۰ خاتمه ودر گرديد اعمال ــانتيگراد س ۷۲ درجه دماي ثانيه

قرارگرفتند. گراد سانتي درجه ۷۲ دماي معرض در
شده تكثير محصول از ميكروليتر ۱۰ حرارتي، چرخه هاي خاتمه از پس
Bromophenol و Blue، SDS ، EDTA ــامل ش ۱۰xSUDsبا ۵ ميكروليتر
دقيقه ۲۵ مدت به ۱/۵درصد آگاروز ژل روي بر و ــده ش Glycerol مخلوط
رنگ آميزي عمل برومايد ــا اتيديوم و ب ــدند ش بارگزاري آمپر ميلي ۱۰۰ با

گرديد. عكسبرداري ژلها از دقيقه ۲۵ از پس شد. انجام نمونهها
قطعات ــدن ش تنها تكثير آگاروز ژل روي ــر ب كه ــت اس ذكر ــه ب لازم
دقيق و اندازه پلي مورفيسم تعيين جهت ــد و ش ــاهده مش ــاتلايت ميكروس

نيترات با و ــده ش بارگذاري ــته واسرش آميد اكريل ژل پلي نمونه ها در آنها،
رنگ آميزي گرديدند. نقره

نتايج
استفاده از آغازگرهاي با كه ميدهد ــان تحقيق نش اين از حاصل نتايج
متفاوت حدودي آللها تا و فراواني ــيتي هتروزيگوس ــطح س ميزان مختلف،
از تفسير نهايي نتيجه مهم ــاله اما مس ــت. اس طبيعي كاملاً امري ــت كه اس

است. استفاده مورد آغازگرهاي همه دادههاي
آزمون از آغازگرها با استفاده و جمعيت ها دادههاي تك تك بررسي در
تعدادي مي شود، مشاهده ۴ ــماره ش جدول كه در )همانطور χ۲) كاي مربع
نيستند. Hardy-Weinberg تعادل در آللها فراواني نظر از جمعيتها از

جمعيت هاي  همچنين PCR در تكثير بدون جمعيت هاي حذف از  بعد
Hardy- تعادل ــا از  تماميدادهه پرت، نقاط به عبارتي يا ــدك ان تكثير ــا ب
يك طور به آغازگرها جمعيتها و همه بررسي در كردند.  تبعيت Weinberg

دارد. مصداق مزبور تعادل كه شد مشاهده نيز جا
و شده مشاهده آللهاي تعداد نمونهها، اندازه همچنين ۴ شماره جدول
كه همانطور ميدهد. ــان نش مختلف آغازگرهاي رابراي تعداد آللهاي موثر
خود، ميزان بالاترين در ــد باي واقع در كه اندازه نمونهها ــاهده ميگردد مش

اهداف دستيابي به ضمن اخير ــالهاي س در طول ديگر ــابه مش تحقيقات و
تر اهميت با گونه هاي به پرداختن اصلاحي و فعاليت هاي ــاره، لزوم مورد اش

ميسازد. مشخص را

گونهرديف كلننام آوري)تعداد (محل جمع منشا

۱

۲

۳

۴

۵

۶

۷

rb دورگ كلنهاي

P. euramericana

P. deltoides

P. alba

P. nigra

P. euphratica

P. deltoides

۴۵

۱۱

۳۰

۳

۳

۳

۳

هلند

هلند

هلند

ايران

ايران

ايران

ايران

غلظتمولفهرديف
استفاده مورد مقدار

ميكروليتر به
۱
۲
۳
۴
۵
۶
۷
۸

ژنومي DNA
MgCl۲

DNTPها
واكنش بافر

Forwardآغازگر
Reverse آغازگر

Taq آنزيم 
مقطر آب

ليتر گرم بر ميكرو نانو ۲
مولار ميلي ۲۵
مولار ميلي ۱

مولار ميلي ۲۰۰
پيكومول بر ميكروليتر ۲
پيكومول بر ميكروليتر ۲

واحد ۵۰۰
-----

۸
۱/۲
۲
۲
۲
۲

٪ ۲
۲/۷۸

نهايي---- ۲۰-----حجم

كار رفته به غلظتهاي و ميكروساتلايتها PCR مولفه هاي شماره ۲: جدول

منشا آنها و تعداد مورد مطالعه، كلنهاي -۱ جدول شماره
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۱۳۸۴ ۶۶، بهار شماره

سازندگي و پژوهش ۵۲

(به ــان دهد نش را هر جمعيت براي مطالعه نمونههاي مورد تعداد ــر براب دو
براي جمعيت هاي هتروزيگوت ) كلنهاي براي باند توليد حداكثر دو خاطر
نمونهها تعداد متفاوت از ــتفاده اس امر به دليل اين ــت. اس متفاوت مختلف
مانند جمعيت، يك براي كه ترتيب اين به است، مختلف جمعيتهاي براي
P. جمعيت و براي ۱۲۰ پايه نمونه تعداد اروپا مربوط به  P. nigra جمعيت
عدد وجود از جمعيتها برخي براي داشت. وجود پايه تنها ۳ ايران nigra
گونهها يا در آن نظر مورد تواليهاي تكراري حضور دهنده عدم ــان نش صفر
تعداد ترتيب همين به جمعيت ها است. ــاتلايتهاي آن تكثيرميكروس عدم
مطالعه وتفسير هستند. موثر قابل تعداد آللهاي و ــده ش ــاهده مش آللهاي
كليه WPMS براي ۲۰ و WPMS ۱۲ WPMS ۱۴ نمونه آغازگرهاي براي

نمودهاند. مورفيك توليد باندهاي پلي جمعيتها
جمعيتهاي در را  آللها نوع و آللها فراواني ۱ درصد ــماره ش نمودار
آغازگرها از برخي ميدهد. نشان  WPMS ۲۰ آغازگر از استفاده با مختلف
تعداد ــترين بيش WPMS ۱۸ WPMS و ۰۹، WPMS ــر۲۰ ــد آغازگ مانن
آلل ۱۲ تعداد WPMS ــر۰۹ كه براي آغازگ ــوري ط دادند. ــان نش آللها را
نوع فراواني ــت. اس ــاهده قابل مش آلل كدام ۹ هر آغازگر ديگر دو ــراي ب و
همانطور ــت. اس تامل قابل نيز مختلف جمعيتهاي در ــترك مش ــاي آلل ه
WPMS ۲۰ آغازگر استفاده از در ميشود مشاهده ــماره ۱ ش كه در نمودار
P. گونه دو هر آللهاي از تعدادي داراي rb دورگ ــه ــكوك ب جمعيت مش ،
آللهاي كليه كه آن ضمن ــد. اروپا ميباش P. euramericana deltoides و
بودن دورگ فرضيه اين بنابر مي خورد. چشم به آن در نيز P. nigra گونه

ميرسد. اثبات به اينجا در دورگ به مشكوك ارقام از تعدادي
رابراي انتظار قابل و ــده ش مشاهده هتروزيگوسيتي ۶ ــماره جدول ش
كه همانطور ــد. مي ده ــان نش آغازگرها از ــتفاده اس با جمعيتهاي مختلف
ميان در ــيتي هتروزيگوس ميزان بالاترين ميگردد ــاهده جدول مش اين در
rb به دورگ ــكوك مش جمعيت به مربوط مختلف و آغازگرهاي جمعيت ها
مشاهده آللهاي تعداد مبحث با توافق در است. WPMS آغازگر۲۰ توسط
تقريباً WPMS آغازگر۲۰ نيز هتروزيگوسيتي ميزان مورد در موثر و ــده ش

بود. پليمورفيك جمعيتها همه براي
داده ــان نش مختلف ــاي جمعيته ــرام دندروگ ۲ ــماره ش ــودار در نم
نرم ــط توس آغازگرها همه آناليز با و جمعيتها همه براي كه ــت اس ــده ش

ــاهده مش نمودار اين در كه همانطور ــت. ــده اس ش ــم رس PopGene افزار
نزديكي همان ميخورد كه چشم غيرعادي به ــبتاً نس وضعيت يك ميگردد
اين ــت. اس ايران P. nigra با جمعيت .P ايران euphratica ــاي جمعيته
دو اين نمونههاي تعداد ــودن ب كم علت به قوي خيلي احتمال ــت به وضعي
ــت. .P اس euphratica گونه براي آغازگرها بودن اختصاصي و عدم جمعيت
P. trichocarpa طراحي و P. nigra گونههاي آغازگرها براي كه اين چرا
قابل وضعيتهاي گروهبنديها مي توان ساير در مورد اما بود. شده ساخته و

نمود. مشاهده را انتظاري
حاصل ميگردد، باندهاي ــاهده مش ۱ ــماره ــكل ش ش در كه همانطور
آغازگر ــمت س دو تواليهاي بين در موجود ــاتلايتهاي ميكروس ــر تكثي از
باندهاي ــن rb، همچني ــه دورگ ــكوك ب مش ــت جمعي ــراي ب WPMS۱۶
به متعلق ــاي گونهه واغلب P. euramericana ــاي جمعيته ــه ب ــوط مرب
ــخيص بوده تش قابل و مجزا باند دو داراي كدام هر (P. alba جز (به ــران اي
جمعيت به مربوط باندهاي كه حالي در ــند. ميباش هتروزيگوت ــن و بنابراي
اين از كه ــتند هس هوموزيگوت بنابراين و منفرد اغلب ــا، اروپ P. deltoides
ميدهند.با نشان .P ايران deltoids جمعيت با بسيار بالايي را شباهت نظر
به ايران، متعلق P. alba گونه به مربوط هر سه كلن براي كه به اين توجه
گونه اين براي نوع آلل يك ــا تنه بنابراين دارد، وجود منفرد يك باند ــا تنه

ميگردد مشاهده
نموده توليد را باندها ــترين WPMS بيش اين كه آغازگر ۲۰ به با توجه
ساير تشريح از و پرداخته آغازگر اين نتايج ــريح تش به تنها دراينجا ــت، اس

ميگردد. اجتناب آغازگرها

WPMS ۲۰ آغازگر از حاصل نتايج
و شده معادل ۶ ــاهده مش آللهاي تعداد اروپا P. nigra براي جمعيت
P. alba ، P. جمعيتهاي براي ــت. اما اس ۳/۸۲ با برابر موثر تعداد آللهاي
و آللهاي ــده ش ــاهده مش آلل هاي تعداد ــران اي P. euphratica nigra و
آلل هاي تعداد ــران اي P. deltoides جمعيت براي و ــت. ۲ اس ــر معادل موث
براي جمعيت ــت. ۲/۵۷ اس موثر آللهاي تعداد ۳ و معادل ــده ش ــاهده مش
آللهاي تعداد و ۷ ــده ش ــاهده مش آللهاي تعداد اروپا P. euramericana
آلل هاي تعداد rb دورگ به ــكوك مش اما در مورد جمعيت ــت. موثر ۳/۵اس
مشاهده همانطور كه ــت. اس ۵/۲۵ موثر تعداد آللهاي ۹ و ــده ش ــاهده مش
به ــبت رانس ــتري مورفيك بيش پلي باندهاي  WPMS ۲۰ آغازگر ــود ميش

است. نموده توليد مطالعه مورد گونههاي همه براي آغازگرها ساير
براي شده ــاهده مش ــيتي هتروزيگوس ــطح س ــيتي، از نظرهتروزيگوس
،P. euramericana ــه گون براي و ۰/۸۲ ــادل اروپا مع P. nigra ــت جمعي
معادل اروپا به ترتيب  P. deltoides جمعيت و كلنهاي مشكوك به دورگ
در مورد ــيتي ــطح هتروزيگوس س ــن بنابراي ــت. اس و ۰/۱۳ ،۰/۹۸ ،۰/۹۱
دورگ نيز .P كه خود euramericana گونه و ــكوك به دورگ كلنهاي مش

ميگردد. مشاهده هتروزيگوسيتي مقادير بالاترين ، است
اطلاعات باتوجه به دادهها بر Hardy-Weinberg ــادل تع صدق نظر از
تعادل فوق ،WPMS ۲۰ ــر آغازگ مورد در ــماره ۴، ش ــده درجدول ش ارائه
براي و بوده دار معني ــك درصد ي ــطح س در P. nigra اروپا براي جمعيت
قبولي قابل ــبتا نس ــطح س در نيز ايران P. nigra و P. alba جمعيتهاي
تعادل نيز آغازگرها همه تلفيق از حاصل دادههاي بررسي در است. دار معني

WPMS 20 از آغازگر استفاده با مختلف جمعيتهاي در آللها درصد فراواني :۱- نمودار

ژنتيكي... تنوع تعيين و شناسايي
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۱۳۸۴ ۶۶، بهار شماره

و سازندگي ۵۳پژوهش

مشاهده ۱ شماره شكل در كه همانطور دارد. مصداق Hardy-Weinberg
محدوده rb داراي دورگ به مشكوك جمعيت شده باندهاي تكثير ــود مي ش
و ــاتلايت هستند اندازههاي ملكولي DNA تكراري ميكروس از تري ــيع وس
P. deltoids) گونه باندهاي اين وضعيت در ــند. هتروزيگوس ميباش عمدتاً
باندها گونه، اين ــورد در م نميگردد. ــاهده مش اروپا به ــق متعل (P.d Euro
گونه هاي است. حاكم آن بر بيشتري ژنتيكي قرابت و بوده هموزيگوس اغلب
ــترك باندهاي مش دارا بودن ضمن (P. euramericana (P.e. Euro ــر صنوب
به .P) را نيز nigra P.n IR) متعلق به گونه باندهاي ،P. deltoids ــه ــا گون ب
بين P. euramericana گونه بيانگر دورگ بودن وضعيتي كه ) دارند همراه
مورد جالب توجه در ــد. نتيجه ميباش P. nigra و P. deltoids  ــه گون دو
و دوميكه اولي دو پايه ــت كه اس ) اين P.d IR) ايران P. deltoids پايههاي
از ناشناخته پايه يك و ( پايه ماده به عنوان سومي ( پايه بين طبيعي دورگ
والدي مشترك باند بودن داراي ضمن هتروزيگوس دو هر است گونه همان
ميتواند و دارند ديگري نيز از متفاوت باندي و هركدام هستند مادري پايه با
چنين اين باشد. جداگانه پدري پايههاي با مادري پايه تلاقي ــان دهنده نش

است. شده حاصل نيز ديگر آغازگرهاي توسط وضعيتي

بحث
اكوسيستم هاي رودخانه در پيشاهنگ درختاني صنوبر گونههاي جنس
اين گونهها طبيعي جايگاههاي زيادي از سطوح .(۷) ــوب ميگردند اي محس
ــه، ماس و ــن ش معادن ــعه توس نظير رودخانهها، ــيه مديريت حاش خاطر به
تغيير منظور به ــتاييان روس يا برداران بهره ــط توس درخت قطع و دامداري
ــبب ــطوح به س س از اين مقادير باقيمانده ــت. اس حال نابودي كاربري در
حساسيت و نبوده برخوردار بالايي ژنتيكي تنوع سطح از ــي غيرجنس تكثير
هوموزيگوت ارقام ــان مي در ويژه به امراض و ــات در مقابل آف گونهها ــن اي
نظر از طبيعي جمعيتهاي ــايي شناس بنابراين مي خورد. ــم به چش بيشتر
به مختلف گونههاي در ميان ــطح هتروزيگوسيتي س و ژنتيكي ميزان تنوع
حياتي امري منابع اين ــد كارآم مديريت جهت ــيه رودخانهها حاش ويژه در
آمارهاي مختلف شده و پرداخته آن به بررسي اين كه در ــيد ميرس به نظر
اي گونه درون و بين تنوع ساختار در تفاوت دهنده ــان نش آمده ــت دس به
ــيتي ميزان هتروزيگوس بالاترين دورگ ارقام و پايه ها در كه طوري ــت. اس
واقعيتها اين ــردد. ميگ ــاهده مش ژنتيكي تنوع بالاترين ميزان ــاً نتيجت و
عمدتاً كه در صنوبرها باشد، اصلاحي فرآيندهاي ادامه ميتواند توجيهي بر

دارند. رويشي تكثير
تعيين ــراي ب ــق تحقي اين در ــده آم ــت به دس ــج ــه نتاي ب توجه ــا ب
ژنتيكي، فاصله ــا و آلله فراواني ــيتي، ــطح هتروزيگوس س مانند آمارههايي
امكان مورد در ــدند. ش داده تشخيص ــب ــاتلايتها يك ابزار مناس ميكروس
مكمل آغازگرهاي جفت صنوبرها، ــر ديگ مورد ــانگر در نش اين كارگيري به
محققين از برخي توسط گونهها اين ــاتلايتهاي توالي دو جناح ميكروس با
مي تواند براي نتايج كار آنها .(۱۰ ،۳ ،۲ ــده اند( ش طراحي و يافته ــعه توس
جمعيتهاي به متعلق صنوبرهاي ژنتيكي تنوع تعيين جهت ــي بررس ادامه
نشانگرها داراي تكرارپذيري ــد. چون اين باش سودمند ــيار بس ايران مختلف
آغازگرهاي مشابه از استفاده با حاصله نتايج ــه مقايس بنابراين و بوده بالايي
حالي است در اين است. پذير امكان متفاوت آزمايشگاهي شرايط وحتي در

فراهم نيست. كاري چنين انجام امكان RAPD نشانگر ملكولي با كه

به نيست. اما ــت در دس زيادي اطلاعات درختان اين تاريخچه مورد در
دخالت خاطر به مختلف مناطق در مشابه كلنهاي حضور كه ــد ميرس نظر
در مورد ويژه به كه وضعيتي است ( آنها بوده توسط كلنها حمل ــان و انس
ــاهده مش اروپا مناطق مختلف از P. nigra ــده گونه آوري ش جمع پايه هاي
هتروزيگوسيتي سطح از گونههاي داراي قابل توجهي ميزان وجود گرديد).
طبيعي صورت ــه ب هم ــي، آن زايش تكثير وقوع ــه خاطر احتمال ب كه ــالا ب
جريان ــط توس بذورصنوبرها ــت برخي از اس ممكن كه را نظريه ــت، اين اس
اين مينمايد. تاييد باشند شده حمل دست پايين مناطق به رودخانهها آب

.(۵) بود شده مطرح همكاران و Legionnet توسط قبلاً مساله
آغازگرهاي ميگردد كه مشاهده موجود ــم مورفيس پلي ميزان در مورد
ــوت هوموزيگ Populus را deltoides ــه گون WPMS ۱۸ و WPMS ۰۹
و گونهها ساير در مورد اما ــند. ميباش مونومورفيك ميدهد ونتيجتاً ــان نش
پلي مورفيسم سطح از و داده ــان نش را ــيتي هتروزيگوس وضعيت آغازگرها
گونه مزبور، در ــن پايي ــيتي هتروزيگوس ــطح س وجود برخوردارند. بالاتري
گونه اين ــر روي ــتر ب بيش اصلاحي فرآيندهاي تمركز لزوم ــد مويد ميتوان
مانند كه فرآيندي گونهاي باشد. درون و دورگهاي بين به دستيابي جهت
نيز طبيعي صورت به تحقيق، اين در rb دورگ به ــكوك مش پايههاي توليد

بيش مشاهده ميگردد. و كم

استفاده مورد منابع
ندوشن ميرزايي حسين و علي محبت شهاب، نادري فرهاد، اسدي، - ۱
پلي ــر تصادفي تكثي از ــتفاده صنوبر با اس كلنهاي ژنتيكي ــوع .۱۳۸۰؛ تن

۳۶-۴۴ سازندگي،۵۰: )DNA). پژوهش و RAPD مورفيسم
2-Bradshaw, H. D.JR., Villar, M., Watson, B. D., Otto, K. G., 

ميكروساتلايتها از بررسي حاصل صنوبر مختلف دندروگرام جمعيتهاي :۲- نمودار
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آغازگر هدفتوالي دو جناحنام تكراري PCR توالي منبع شرايط

PMGC 14

WPMS 09

WPMS 12

WPMS 14

WPMS 16

WPMS 18

WPMS 20

’F 5’ -TTCAGAATGTGCATGATGG-3

’R 5’-GTGATGATCTCACCGTTTG-3

’F 5’ -CTGCTTGCTACCGTGGAACA-3

’R 5’-AAGCAATTTGGGTCTGAGTATCTG-3

’F 5’- TTTTTCGTATTCTTATCTATCC-3

’R 5’-CACTACTCTGACAAAACCATC-3

’F 5’-CAGCCGCAGCCACTGAGAAATC-3

’R 5’-GCCTGCTGAGAAGACTGCCTTGAC-3

’F 5’-CTCGTACTATTTCCGATGATGACC-3

’R 5’-AGATTATTAGGTGGGCCAAGGACT-3

’F 5’-CTTCACTAGGACATAGCAGCATC-3

’R 5’-CACCAGAGTCATCACCAGTTATTG-3

’F 5’-GTGCGCACATCTATGACTATCG-3

’R 5’-ATCTTGTAATTCTCCGGGGCATCT-3

GT

(GT) (GA)

GT

CGT

NTC

GTG

TTCTGG

50NP*

60 ,55 ,50 Lp

50 NP

60 ,55 ,50 Lp

50,55 Lp

50,55,60 Lp

50,55,60 NP

همكاران Bradshawو

(۱۹۹۴)

و Van der Schoot

(۲۰۰۰ همكاران(

و Van der Schoot

(۲۰۰۰ همكاران(

و Van der Schoot

(۲۰۰۰ همكاران(

و Van der Schoot

(۲۰۰۰ همكاران(

و Van der Schoot

(۲۰۰۰ همكاران(

و Van der Schoot

(۲۰۰۰ همكاران(

Stewart, S., and Stettler, R.F. 1994; Molecular genetics of growth 
and development in populus. III. A genetic linkage map of a hybrid 
poplar composed of RFLP, STS, and  RAPD markers. Theoretical 
and  Applied Genetics. 89: 167-178.
3-Dayanandan, S., Rajora, O., and Bawa, K. S. 1998. Isolation and 
characterization of microsatellites in trembling aspen (Populus 
tremuloides). Theoretical and Applied Genetics. 96: 950-956.
4-Fulton, T. M., Chunwongse, J., and Tanksley, S. D. 1995; 
Microprep protocol for extraction of DNA from tomato and other 
herbaceous plants. Plant Molecular Biology Reporter. 13: 207-
209.
5- Legionnet, A., Faivre-Rampant, P., Villar, M., and Lefevre, F. 
1997; Sexual and asexual reproduction in natural stands of Populus 
nigra. Bot Acta. 110: 257-263. 
6-Rahman, M. H., Dayanandan, S., and Rajora, P. 2000; 
Microsatellite DNA markers in Populus tremuloides. Genome. 43: 
293-297;

7-Smulders, M. J. M., Bredemeijer, G., Rus- Kortekaas, W. 1997; 
Use of short microsatellites from database sequences to generate 
polymorphism among Lycopersicon esculentum cultivars and 
accessions of other Lycopersicon species. Theoretical and Applied 
Genetics. 97: 264-272.
8-Smulders, M. J. M., Van der Schoot, J., Ivens, B., Storm, V., 
Castiglione, S., Grassi, F., Fossati, T., Borenschen, J., Van Dam, 
B. C., and Vosman, B. 2001; a. Clonal propagation in Black poplar 
(Populus nigra L.). In Press. Journal of Ecology Oxford. 89 (1): 
285-291.
9-Smulders, M. J. M., Van der Schoot, J., Pospiskova, M., and 
Vosman, B. 2001 b; Microsatellite markers in black Poplar  
(Populus nigra L.) Molecular Ecology Notes.l (3): 188-190.
10-Van der Schoot, J., Pospiskova, M., Vosman, B., and Smulders, 
M. J. M. 2000; Development and characterization of microsatellite 
markers in black poplar (Populus nigra L.). Theroetical and 
Applied Genetics. 101: 317-322.

تكراري آنها و تواليهاي جناح نواحي دو توالي استفاده، جفت آغازگرهاي مورد نام :۳ جدول شماره

PCR بلند است. براي LP ولي ، كوتاه PCR براي NP و بوده Annealing حرارت درجه نشان دهنده ۶۰ و ،۵۵ ،۵۰ اعداد ،PCR در مورد شرايط ٭

ژنتيكي... تنوع تعيين و شناسايي
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و سازندگي ۵۵پژوهش

آميد آكريل روي ژل بر WPMS 16 آغازگر توسط صنوبر مختلف جمعيتهاي براي شده ميكروساتلايت باندهاي تكثير شكل۱-

هاياندازه نمونهآغازگرها آلل تعداد
شده مشاهده

موثر هاي آلل هتروزيگوسيتيتعداد
شده مشاهده

مورد هتروزيگوسيتي
انتظار

مربعدرجات آزادي
X۲

معني سطح
داري

PMGC ۱۴
WPMS ۰۹
WPMS ۱۲
WPMS ۱۴
WPMS ۱۶
WPMS ۱۸
WPMS ۲۰

ميانگين
معيار انحراف

۳۱۴

۳۶۲

۳۳۴

۳۶۲

۳۹۴

۴۰۰

۴۳۰

۳۷۱

۹

۱۴

۱۳

۱۶

۱۰

۱۱

۱۰

۱۱/۸۵۷

۲/۵۴۵

۴/۴۶۷

۶/۸۳۲

۴/۰۹۲

۶/۹۱۴

۳/۲۰۹

۵/۷۷۳

۳/۸۶۰

۵/۰۲۱

۱/۴۸۵

۰/۷۸۹

۰/۷۱۸

۰/۷۶۱

۰/۸۵۱

۰/۵۷۹

۰/۶۷۵

۰/۷۷۲

۰/۷۳۵

۰/۰۸۸

۰/۷۷۹

۰/۸۵۶

۰/۷۵۸

۰/۸۵۸

۰/۶۹۰

۰/۸۲۹

۰/۷۴۳

۰/۷۸۷

۰/۰۶۳

۳۶

۹۱

۷۸

۱۲۰

۴۵

۵۵

۴۵

۱۶۶/۷۶۵

۳۲۸/۸۹۸

۱۲۱/۵۵۷

۲۳۶/۲۵۶

۱۱۵/۶۴۷

۲۴۰/۸۴۵

۹۶/۲۴۶

۰/۰۰۰۰

۰/۰۰۰۰

۰/۰۰۱۲

۰/۰۰۰۰

۰/۰۰۰۰

۰/۰۰۰۰

۰/۰۰۰۰

مختلف آغازگرهاي جفت توسط ها جمعيت براي آماري هاي داده از برخي : ۴ شماره جدول
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