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  جنگل و صنوبر ايران پژوهشي تحقيقات  -علمي فصلنامة 

  ) 1385 ( ،126 - 116، صفحة 2 شمارة  14جلد 

  

   ژنتيكيبررسي ساختار  در )PCR-RFLP و SSR(مقايسه دو نوع ماركر كلروپلاستي 

  در جنگلهاي خزري Lipsky  Fagus orientalis راشجمعيتهاي
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  چكيده

 PCR-RFLPماركرهاي توسط  (Fagus orientalis Lipsky) جمعيت راش 14در  )cpDNA( كلروپلاست DNAپلي مورفيسم 
 . اكولوژيكي جنگلهاي شمال ايران روشن گردد- مهم اقتصادي گونهاينتاريخچه تكاملي شد تا  مطالعه )SSR( يميكروساتلايتو 

 و قطعات حاصل ههضم شد HinfI   وHaeIIIتكثير و به وسيله آندونوكلئازهاي محدود كننده  DTو cpDNA،  OAدو منطقه ژني 
مورفيسمي در ميان افراد   هيچ پليDT قطعات محدود كننده منطقه .جداسازي گرديدندتوسط الكتروفورز ژل پلي آكريل آميد 

، 1400 -در حالي كه در ميان افراد درون جمعيتهاي مورد مطالعه منطقه اسالم و جمعيت نكا. جمعيتهاي مورد مطالعه نشان نداد
در ) اند كه از نظر فيلوژنتيكي مرتب شده (تايپسه هاپلو.  بوديمOAمورفيسم در قطعات محدود كننده منطقه  شاهد وجود پلي

با ساختار جغرافيايي در گوناگوني آن برخلاف ) Gst=%7/68( ميزان بالاي تمايز ژنتيكي. مشاهده شدگستره توزيع اين گونه 
دهنده كم نشان ) كه از مطالعات قبلي توسط ماركرهاي آنزيمي بدست آمده است (مطالعات قبلي تمايز ژنتيكي هسته اي پايين

 ميكروساتلايت كلروپلاستي 2مطالعه شده فقط  ميكروساتلايت كلروپلاستي 9از  .باشد  ميبودن جريان ژن توسط بذر در راش
توزيع هاپلوتيپها تمايز .  هاپلوتايپ شناسايي شد10، مشاهده شده براساس تركيبهاي مختلف آللهاي پلي مورفيسم نشان دادند كه 

از % AMOVA( 52(طبق آزمون واريانس ملكولي . نشان دادند%) Fst =80(اختار جغرافيايي مشخص قابل ملاحظه اي را با س
 هاياختلاف به% 20به تفاوتهاي ميان جمعيتي و % 28اي،  منطقه  ميانهايگوناگوني كل ميكروساتلايتهاي كلروپلاستي به اختلاف

 با وجود اين،. بود SSR بسيار كمتر از PCR-RFLPط ماركر  اگرچه تنوع هاپلوئيدي مشاهده شده توس.تعلق دارددرون جمعيتي 
 غناي هاپلوتيپي بالا در جمعيتهاي غربي. نشان دادندجنگلهاي راش خزري  غربي بخشهر دو ماركر غناي هاپلوئيدي بالايي در 

ش در جنگلهاي  تأكيدي بر اين فرضيه است كه سمت و سوي گسترش راگرديد مشاهده  در اين بررسيكه توسط هر دو ماركر
  .باشد  مي و فاصله جغرافيايي مهمترين عامل تمايز جمعيتي در راشبودهخزري از غرب به شرق 

  

  cpDNA ، PCR-RFLP ، .AMOVA  ميكروساتلايت، جنگلهاي خزري،راش،:  كليديواژه هاي

 
  مقدمه

 Fagus orientalis(جنگلهاي خالص و آميخته راش 

Lipsky (يه خزري ايرانمهمترين جنگلهاي راش ناح 
از . باشند كه متعلق به دوران سوم زمين شناسي است مي

آنجايي كه دوران يخبندان بر روي جنگلهاي هيركاني تأثير 
  مستقيم نگذاشته، راش در اين جنگلها تغييرات محيطي 

  ي زيادي را تحمل كرده استختو زمين شنا

Mobayen & Tregubov, 1969)(  و بنابراين تكامل
ي راش از دوران سوم زمين شناسي تا كنون جوامع فعل

   ).Gömöry et al., 1995(ادامه داشته است 
اي  شناخت تاريخچه تكاملي يك گونه اهميت ويژه

هاي مناسب جهت حفاظت از منابع راهبردبراي ارايه 
در سالهاي اخير به علت پيشرفت ژنتيك  .ژنتيكي دارد

هسته اي، ملكولي، تكنيكهاي بسياري از جمله ماركرهاي 
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 هاكلروپلاستي و ميتوكندريايي براي مطالعه تمايز جمعيت
هر دو نوع ژنوم سيتوپلاستي . ابداع شده است

در بيشتر نهاندانگان داراي ) كلروپلاست و ميتوكندري(
 وسيله بذر منتقله ين فقط بوراثت مادري بوده و بنابرا

ز  تواند براي مطالعه مسيرهاي انتشار بذر ا-كه ميشوند  مي
 . استفاده شودcpDNAطريق توزيع جغرافيايي گوناگوني 

 اندامكي ثابت نموده DNAمطالعات در مورد ماركرهاي 
گونه  همان( باشد گردهكه وقتي انتشار بذر كمتر از جريان 

پلي ) شود ندانگان مشاهده مياكه در بسياري از نه
مورفيسم اندامكي در مقايسه با هسته اي داراي ساختار 

ويژه ه اين واقعيت ب(Petit et al., 1993) ست مشخصي ا
 سنگين شان از هايدر درختان نهاندانه كه انتشار بذر

 ,.Salvini et al)گيرد صحت دارد  ميطريق جاذبه صورت

2001) .cpDNA به دليل ميزان نسبتاً كم تكامل در توالي 
 و فقدان نوتركيبي جنسي، ماركر مناسبي براي 

 (Sperisen, 2001  لكولي استمطالعات فيلو جغرافي م
(Màtyàs & . ماركرهايي كه وراثت  موجودنظريهطبق 

 ژنتيكي ناشي از تنوع تنوعبخش زيادي از مادري دارند، 
 است )نه در درون جمعيتها (در ميان جمعيتها

et al., 1989) Birky( .  
در طي دهه گذشته مطالعات متعددي در مورد بررسي 

ي از گياهان از جمله درختان  در بسيارcpDNAگوناگوني 
 و cpDNAپلي مورفيسم . ) (Petit, 1999گزارش شده است

 تشريح Fagusهاي  توزيع جغرافيايي آنها در برخي گونه
، Fagus sylvatica L. (Demesure et al., 1996) :شده است

(Fujii et al., 2002) F. crenata و F. orientalis Lipsky   
(Salehi Shanjani et al., 2004) به وسيله مطالعه 

  DNAهاي محدودكننده قطعات  جايگاههاي آنزيم

مورفسيم را در ژنوم كلروپلاست  ، پليPCRتكثير شده با 
 ندبررسي نمود) .F. sylvatica L(راش اروپايي 

(Demesure et al., 1996)  . درخت از 399آنها در ميان 
پراكنده  جامعه كه در سطح گسترشگاه طبيعي اين گونه 85

 هاپلوتايپ يافتند كه از نظر فيلوژنتيكي قابل 11بودند 

اليه شمالي  براساس نتايج آنها جوامع منتهي. بررسي بودند
تواند نشان  از نظر ژنتيكي همگن بودند كه مي) در اروپا(

دهندة محدوديت انتشار و استقرار مجدد اين گونه در 
د ارتباط آنها معتقد به وجو. دوران پس از يخچال باشد

 و روابط cpDNAهاي  بين توزيع جغرافيايي هاپلوتايپ
دو ) 1 به طوري كه آنها ،باشند شان مي فيلوژنتيكي

دو هاپلوتايپ ) 2هاپلوتايپ بسيار وابسته به هم در ايتاليا، 
يك ) 3متعلق به يك دودمان كاملاً جدا شده در كريمه و 

 وابسته كه(هاپلوتايپ بسيار فراوان و چندين آلل كمياب 
را كه در بيشتر اروپا يافت ) به آلل بسيار فراوان هستند

از آنجايي كه راش كريمه يك . شوند شناسايي كردند مي
نوع بسيار متمايز بوده و با گسترشگاه گونه راش شرقي 

هاي  اي ژن همپوشاني دارد احتمال انتقال بين گونه
 Petit) سيتوپلاسمي، مشابه با مورد گزارش شده در بلوط 

et al., 1993; Paffetti et al., 2001; Belahib et al., 
  .وجود دارد (2001

Salviniو همكاران تنوع ژنتيكي بسيار پاييني   
 22/0 =Gst جامعه ايتاليايي صنوبر لرزان 10ن ميا را 

Populus tremula)  به وسيلهPCR-RFLP ( 4يافتند كه 
اي جنگلي ه برابر كمتر از ميزان برآورد شده براي گونه

توان به وسيله  چنين مقادير پاييني را مي. پهن برگ است
) توسط باد به فواصل طولاني(كارايي بالاي انتشار بذر 

  . (Salvini et al., 2001) توضيح داد
  راش، بوسيله جامعه اروپايي400حدود بررسي 
 ،  cpDNA و ميكروساتلايتPCR-RFLPماركرهاي 

 ن جوامع اروپايي راشميا را سطوح بالايي از تمايز ژنتيكي
:  دو گروه اصلي هاپلوتيپمحققان.  است گزارشدر دست

اولي منشاء گرفته از پناهگاههاي ايتاليايي و دومي از 
 پيدا يها هاپلوتيپ. پناهگاههاي بالكان، را شناسايي كردند

شده در شبه جزيره بالكان و تركيه به علت وجود گونه 
 F. orientalis / F. sylvaticaراش شرقي يا دورگهاي بين 

نتايج آنها با .  (Magri et al.,2005)بسيار متفاوت بودند
 و Demesure به وسيله cpDNAمطالعات قبلي تنوع 

  .مطابقت دارد) 1996(همكاران 
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 گوناگوني ،cpDNAبه وسيله تعيين توالي دو ناحيه 
cpDNA هاپلوتايپ 13 و شده  در راش ژاپني بررسي 

بندي   كه در دو گروه عمده دسته شدهمشخص شناسايي
شدند كه در طول درياي ژاپن و سواحل اقيانوس آرام 

براساس توزيع دو گروه عمده . توزيع شده بودند
cpDNA، دو راه مهاجرت در تاريخ پراكنش F. crenata 

 كه يكي در طول درياي ژاپن و ديگري در شود  ميپيشنهاد
  .(Fujii et al., 2002) باشد طول سواحل اقيانوس آرام مي

 كلروپلاستيماركرهاي   با مطالعه پيش رودر پژوهش
)PCR-RFLP و SSR(  ساختار ژنتيكي جمعيت و توزيع

هدف . گوناگوني هاپلوتيپي جمعيتهاي راش مطالعه شد
 درون جمعيتهاي راش و cpDNAبررسي سطح تمايز 

  .باشد  ميتاريخچه تكاملي راش در جنگلهاي خزري ايران
  

  و روشهامواد 

 از  به صورت همزمانهاي خواب درختان راش جوانه
كوه   جمعيت طبيعي راش كه در شيب شمالي رشته14

آوري  البرز در جنگلهاي هيركاني ايران قرار دارند جمع
 ؛ گرگان از استان گلستان؛منطقه ارتفاع از هر3-2(شدند 

 و ؛نكا، سنگده، خيرود و كلاردشت از استان مازندران
هاي   ژنومي از جوانهDNAكل ).  استان گيلاناسالم از
 درخت در 14) گرم به عنوان ماده اوليه  ميلي100(خواب 

 Nucleospin plantهر جمعيت با استفاده از كيت 

(Germany, Macherey Negel)  جداسازي گرديد . 

 
PCR-RFLP  

   با orf184- petA و trnD-trnTدو قطعه ژني 
اختصا يمرهاي  را پ ز  ا ده  فا ست   صي كلروپلاستيا

DT (Demesure et al., 1995)  وOA (Grivet et al., 2001) 
) PCR(و از طريق واكنش زنجيري پلي مراز ) 1جدول (

 µl 20 با حجم نهايي PCRمحيط فرايند . تكثير شدند
 ، Tris-HCl) 3/8 pH (10 mM ، KCL 50 mM: شامل

MgCl2
 

5/1 mM ، 001/0ژلاتين %(W/V) ،250 µM از 

 از هر 1 µM، (dNTP)نوكلئوزيدتري فسفات  كسيهر دا
باشد كه پس   ميTaq DNA polymeras واحد 1پرايمر و 

، ºC 90 ثانيه در 60از نگهداري محلول واكنش به مدت 
هاي مختلف دمايي زير  محلول واكنش در معرض چرخه

  ثانيه، 30 به مدت C º95:  چرخه5) 1: (قرار گرفتند

ºC 60 ثانيه، 30 به مدت ºC 72 5):2. ( دقيقه4 به مدت 
 ثانيه، 30 به مدت ºC 55 ثانيه، 30 به مدت ºC 95: چرخه

ºC 72 چرخه25): 3. ( دقيقه4 به مدت  :ºC 95 به مدت 
 4 به مدت C º72 ثانيه، 30 به مدت C º50 ثانيه، 30

 10 به مدت ºC 72هاي تكثير در  سپس فرآورده. دقيقه
اين كار از دستگاه در  .)1شكل  (دقيقه نگهداري شدند

PCR ساخت شركت Perkin Elmer 9700استفاده شد  .
 mg 1 حاوي OA) Lµ 15 و DTهاي تكثير  فرآورده

DNA ( واحد آنزيم محدود كننده 5به ترتيب با HaeIII و 
HinfI در حجم نهايي ،Lµ 20 در ºC 37 4 به مدت 

له الكتروفورز محصول نهايي به وسي. ساعت تيمار شدند
% 8 تعيين ترادف non-denaturingآميد  اكريل پليروي ژل 

)W/V (مورفيك براساس كاهش  قطعات پلي. تجزيه شدند
. ندگذاري شد آميد نام اكريل  ژل پليطول قطعه در

ها براساس تركيبهاي مختلف قطعات  هاپلوتايپ
گوناگوني در هر  .مورفيك شناسايي شده تعيين شدند پلي

هاي   به عنوان جهش مورد بررسيOA و DTدو قطعات 
. �شود اي يا حذف و اضافه بازها نسبت داده مي نقطه

هاپلوتايپ ها بر اساس تركيبهاي مختلف قطعات پلي 
  عوامل  . تعيين شدند)آللها (مورفيك شناسايي شده

هاي  شدر ژنوم كلروپلاست از رو) Gst(تمايز ژنتيكي 
(Pons & Petit, 1995 & 1996) ر افزا با استفاده از نرم

HAPLODIVبرآورد گرديد  . 

                                                           
  ).Vettori) 2005 و Gianniniا  بر اساس مذاكرات شفاهي ب- 1
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   آنها هاي محدود كننده و آنزيم )PCR-RFLP( ماركر كلروپلاستي 2 ويژگيهاي -1جدول 

  جفت پرايمر ها و توالي عملكرد ژن

3´ - 5´ 

آنزيم محدود  لوكوس

 كننده

TrnD 
TrnY 
trnE 
trnT 
 

orf184 
orf226 
petA 

tRNA-Asp 
 tRNA-Tyr 

tRNA-Glu 
tRNA-Thr 

 
Hypothetical protein ORF184 
Hypothetical protein ORF226 

Cytochrome f 

ACCAATTGAACTACAATCCC 
CTACCACTGAGTTAAAAGGG 

 
 
 

TGGCGATCAGAACATATATGGATAG 
CCCTCGGAAACAAGAAGTT 

DT 
 
 
 
 
OA 

HaeIII 
 
 
 
 

HinfI 

   

 
، )bp 100لدر (نشانگر مولكولي :  اول از سمت چپستون.  تكثير شده روي ژل آگارزDA و OAاي از الكتروفورز قطعات   نمونه-1 شكل

  . استDTقطعات :  و از دهم تا نوزدهمOAقطعات : از ستون دو تا نهم

 
SSR  

  با استفاده از پرايمرهاي كلروپلاستي ميكروساتلايت9
واكنش زنجيري پلي مراز PCR از طريق )2جدول (
)PCR (محيط فرايند . تكثير شدندPCRبا حجم نهايي   
 µl20نانوگرم 10  شامل DNAالگو، بافر واكنش  

×Amersham10) Tris-HCl 100 mM  باpH=9 ، 

KCL 50 mM ، MgCl2
  

15 mM(، MgCl2
 

با مقادير 
نوكلئوزيدتري فسفات   از هر داكسيmM 2/0 ،2جدول 

(dNTP) ،4/0 µM واحد 1 از هر پرايمر و Taq DNA 

polymerasنش باشد كه پس از نگهداري محلول واك  مي
 30، محلول واكنش در معرض ºc 90ر  دقيقه د5به مدت 

 درجه 95 دناتوراسيونيك دقيقه در دماي  (دمايي  چرخه
 و 2سانتيگراد، يك دقيقه در دماي آنيلاسيون طبق جدول 

 تكثير ) درجه سانتيگراد72يك دقيقه در دماي اكستانسيون 

 دقيقه 8 به مدت ºC72هاي تكثير در  سپس فرآورده .ندشد
 ساخت PCRدر اين كار از دستگاه .  شدندنگهداري
  طول .  استفاده شدPerkin Elmer 9700شركت 

   خودكارقطعات تكثير شده توسط توالي ياب 
)Alf Express, Pharmacia ( اندازه گيري گرديد و نتيجه

 Fragment Manager 1.2)توسط برنامه نرم افزاري 

Pharmacia)اساس تركيبهاي ها بر  هاپلوتايپ.  بررسي شد
   )آللها (مختلف قطعات پلي مورفيك شناسايي شده

تسهيم گوناگوني ژنتيكي درون و ميان  .تعيين شدند
  توسط آزمون واريانس ملكولياي  و منطقهجمعيتي

AMOVA  (Excoffier et al., 1992)  و برنامه نرم افزاري
Arlequin 1.1 (Schneider et al., 2000) تعيين گرديد. 
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  ماركر ميكروساتلايت كلروپلاستي 9ويژگيهاي  -2ل  جدو

توالي 

 تكراري

دماي 

 انيلاسيون
 (°C) 

 جفت پرايمر ها و توالي

3´ - 5´  

 )bp (اندازه آللها

 در

Castanea sativa 

 عملكرد

 

(T)�� ��* AATGCTGAATCGAYGACCTA 
CCAAAAATATTBGGAGGACTCT 

��� atpF intron Ccmp� 

    
 

  

(A)�� ��* CAACATATACCACTGTCAAG 
ACATCATTATTGTATCATCTTTC 

��� 

atpB-rbcL intergenic Ccmp� 

    
 

  

(T)�� ��* TTTTTTTTTAGTGAACGTGTCA 
TTCGTCGDCGTAGTAAATAG 

��� 

rpl2_rps19 intergenic Ccmp�� 

    
 

  

(AT)� ��** ATTCATTTCCTTTGCATTGA 
TTTACTTGTTACTAATAGGGTCTA
GC 

��	 
petD intergenic Cmcs� 

      

(AT)� ��**  GAGCCATTCCCTTTTAGAAT 
TTGAAAACCGGTATAGTTCG 

��� psbC-trnS intergenic Cmcs� 

      

(TC)� ��** ATTCATTCCCCTTCTATATC 
CCTAGTATCCCACCAATTA 

��� 
ycf10 gene Cmcs� 

      

(T)�� ��** GAAAAAGGACCCTTCCTAAT 
CTTATGATCGTCACGAATTG 

�		 ndhG-ndhI intergenic Cmcs� 

      

(A)�� ��** GGTCTATTTTTCCACTCACAA 
AGAAATAAACACCCCCATTA 

��	 ndhH-rps15 intergenic Cmcs
 

      

(AT)� ��** GGATTGTAACAAATTTTTCAGG 
GTGCAAGGAATGTCGAACTA 

��
 accD-psaI intergenic Cmcs�� 

      

Y =C �� T �B =G �C �� T �D =A �T �� G  

*; Weising و Gardner) 1999(                   **;   Sebastiani و همكاران)2004(  

  نتايج

PCR-RFLP  

براي بررسي گوناگوني ژنتيكي جمعيتهاي راش ايران 
 به cpDNA، دو قطعه از PCR-RFLPبا استفاده از روش 

 نتايج هضم . تكثير و تجزيه شدندOA و DTنامهاي 
اندونوكلئاز محدود كننده  آنزيم 2مناطق تكثير شده فوق با 

)HaeIII براي لوكوس DTو  HinfI  در لوكوسOA (
 داراي پلي OA و DTنشان داد كه هر دو لوكوس 

تفاوت  . آلل مشاهده شد2 در هر لوكوس بوده ومورفيسم 
آللهاي مشاهده شده در هر لوكوس ناشي از گوناگوني در 

ن مورفيسمي در ميا  هيچ پليDTلوكوس . طول آللها است

در حالي كه در . افراد جمعيتهاي مورد مطالعه نشان نداد
ميان افراد درون جمعيتهاي مورد مطالعه منطقه اسالم و 

 لوكوسمورفيسم در  ، شاهد وجود پلي1400 -جمعيت نكا
OAهاپلوتيپ 3بر اساس تركيب آللهاي مختلف، .  بوديم 

توزيع . در جمعيتهاي راش ايران شناسايي گرديد
 3 در جدول اي مشاهده شده در هر جمعيته -هاپلوتيپ

هاي  توزيع جغرافيايي هاپلوتيپ. نشان داده شده است
cpDNA كهنشان داد در جمعيتهاي مطالعه شده  

 است 79/0 با فراواني Aترين هاپلوتيپ، هاپلوتيپ  فراوان
در تمام دامنه ) 600 -خيرود(كه به استثناء يك جمعيت 
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يك . ني وجود داردهاي هيركا پراكنش راش در جنگل
در ) Bهاپلوتايپ  (102/0هاپلوتيپ نسبتاً نادر با فراواني 

هاي  لفرادي از برخي جمعيتهاي غرب جنگفرد يا ا
يا ) 1900 - و اسالم1200 -، اسالم600 -اسالم(هيركاني 

 -نكا(هاي هيركاني  در يك جمعيت در مركز جنگل

ت انحصار به جمعي Cهاپلوتايپ . مشاهده گرديد) 1400
 در ميان cpDNA بيشترين تمايز . دارد600 -خيرود

 %). Gst = 7/68(جمعيتها توزيع شده است 

  

 )PCR-RFLP(برخي ويژگيهاي مناطق مورد بررسي و فراواني هاپلوتيپي مشاهده شده در ماركر كلروپلاستي  -3جدول 
      ها در هر جمعيت  فراواني هاپلوتايپ

C  B  A  
  

  منطقه طول جغرافيايي  جغرافياييعرض  ارتفاع   تعداد نمونه
�/�  �/�  �/�    ����  ��˚�′ �˚��′ �����  
�/�  �/�  �/�    ����  ��˚��′ �˚�′ �����  
�/�  �/�  �/�    ���  ��˚��′ �˚��′ �����  
�/�  �/�/  �/�    ����  ��˚��′ �˚��′ ���  
�/�  �/�  �/�    ���  ��˚��′ �˚��′ ���  
�/�  �/�  �/�    ����  ��˚��′ �˚��′ �����  
�/�  �/�  �/�    ����  ��˚��′ �˚��′ �����  
�/�  �/�  �/�    ���  ��˚��′ �˚��′ �����  
�/�  �/�  �/�    ����  ��˚��′ �˚��′ !"�#$  
�/�  �/�  �/�    ����  ��˚��′ �˚��′ !"�#$  
�/�  �/�  �/�  �  ���  ��˚�′ �˚��′ !"�#$  
�/�  �/�  �/�    ����  ��˚��′ ��˚��′  %&��'  
�/�  �/�  �/�    ���  ��˚��′ ��˚��′ %&��'  
�/�  /�  /�  �  ����  ��˚��′ �˚�′ �����  
��/�  ���/�  ��/�  ��   ()  

 
SSR  

 و گستره طولي )آللها (تعداد متغيرهاي مشاهده شده
 4جدول در  cpDNA ماركر ميكروساتلايت 9آنها را در 

 ميكروساتلايت 9 تا از 2  تعداد.داده شده استنشان 
)ccmp4 و ccmp7 ( پلي مورفيسم آلل، 6 و 2به ترتيب با 

بر اساس تركيبهاي مختلف متغيرهاي مشاهده . نشان دادند
فراواني . ند هاپلوتيپ شناسايي شد10شده در كل 

توزيع . تس گزارش شده ا5هاپلوتيپي در جدول 
 13 تا از 8هاي ميكروساتلايتي نشان داد كه  هاپلوتيپ

 5 درحالي كه در ،ارندجمعيت، گوناگوني درون جمعيتي د
به استثناء . جمعيت فقط يك نوع هاپلوتيپ مشاهده گرديد

 جمعيت 2در ( كه در مناطق مختلف 3هاپلوتيپ شماره 
مشاهده شدند، ساير ) غربي و يك جمعيت مركزي

  توزيع هاپلوتيپ.ها در مناطق مجزا ديده شدند هاپلوتيپ
ها تمايز قابل ملاحظه اي را با ساختار جغرافيايي مشخص 

)Fst =80 (%طبق آزمون واريانس ملكولي . نشان دادند
)AMOVA (52 % از گوناگوني كل ميكروساتلايتهاي

به تفاوتهاي % 28كلروپلاستي به اختلافات ميان منطقه اي، 
به اختلافات درون جمعيتي تعلق % 20ميان جمعيتي و 

 .دارد
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  ميكروساتلايتي كلروپلاستي مطالعه شده9 برخي ويژگيهاي -4 لجدو

  پرايمر
 در )bp (اندازه آللها

F.orientalis ايران   

تعداد آلل 

  مشاهده شده
  درتعداد آلل مشاهده شده 

 Quercus petraea  

تعداد آلل مشاهده شده 

  Castanea sativaدر 

 )bp (اندازه آللها

  در تنباكو

Ccmp4  ��� *���  �  *  *  ���  

Ccmp7  �� *�  �  *  *  ���  

Ccmp10  ���  �  *  *  ���  

Cmcs1  ��  �  �  �  *  

Cmcs2  ���  �  �  �  *  

Cmcs4  ���  �  �  �  *  

Cmcs6  ���  �  �  �  *  

Cmcs8  ��  �  �  �  *  

Cmcs14  ���  �  �  �  *  
  

 ت كلروپلاستيركر ميكروساتلاي برخي ويژگيهاي مناطق مورد بررسي و فراواني هاپلوتيپي مشاهده شده ما-5 جدول

            هاپلوتيپ          تعداد نمونه  طول جغرافيايي  عرض جغرافيايي  ارتفاع   منطقه

  10  9  8  7  6  5  4  3  2  1    )شرقي(  )شمالي(  )متر(  

  0  0  0  0  0  1  0  0  0  0  8 ′07˚54 ′45˚36  2000  گرگان

  0  0  0  0  0  93/0  07/0  0  0  0  14 ′05˚54 ′41˚36  1400  گرگان

  0  0  0  0  0  1  0  0  0  0  14 ′06˚54 ′42˚36  600  گرگان

  0  0  0  0  71/0  29/0  0  0  0  0  14 ′33˚53 ′22˚36  1400  نكا

  0  0  0  0  0  1  0  0  0  0  14 ′27˚53 ′29˚36  900  نكا

  0  0  0  0  0  0  29/0  71/0  0  0  14 ′12˚53 ′00˚36  1900  سنگده

  0  0  0  0  79/0  21/0  0  0  0  0  14 ′14˚53 ′03˚36  1400  سنگده

  0  0  0  0  07/0  93/0  0  0  0  0  14 ′16˚53 ′06˚36  900  سنگده

  1  0  0  0  0  0  0  0  0  0  14 ′39˚51 ′32˚36  1200  خيرود

  79/0  21/0  0  0  0  0  0  0  0  0  14 ′33˚51 ′35˚36  600  خيرود

  0  0  14/0  86/0  0  0  0  0  0  0  14 ′46˚51 ′38˚36  1300  كلاردشت

  0  0  0  0  0  0  0  07/0  22/0  71/0  14 ′48˚48 ′38˚37  1200  اسالم 

  0  0  0  0  0  0  0  1  0  0  14 ′48˚48 ′41˚37  600  ماسال

  25  3  2  12  13  77  5  25  3  10  176       كل تعداد نمونه

  14/0  02/0  01/0  07/0  07/0  44/0  03/0  01/0  02/0  06/0  1        فراواني كل

  

  بحث 

دهد كه   نشان ميPCR-RFLPهاي  توزيع هاپلوتيپ
 ك جمعيتبه استثناء ي) A(فراوان ترين هاپلوتيپ 

 14 تا از 10  و وجود داردها در تمام جمعيت)600-خيرود(

). C و Aتوسط هاپلوتيپ  (بودندجمعيت منومورفيك 
 كه بيشتر در مناطق غربي مشاهده شد اين Bهاپلوتيپ 

 بيشترين تمايز .مناطق را از مناطق باقيمانده جدا نمود
cpDNA بود در ميان جمعيتها توزيع شده) Gst=7/68%.( 
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دهد كه تنوع ژنتيكي راش شرقي   نشان مياين مشاهدات
  .باشد در ايران داراي ساختار جغرافيايي مي

 كه دهد  ميهاي ميكروساتلايتي نشان توزيع هاپلوتيپ
 ، جمعيت، گوناگوني درون جمعيتي دارند13 تا از 8

 جمعيت فقط يك نوع هاپلوتيپ مشاهده 5درحالي كه در 
ه در مناطق مختلف  ك3به استثناء هاپلوتيپ شماره . گرديد

مشاهده )  جمعيت غربي و يك جمعيت مركزي2در (
 .ها در مناطق مجزا ديده شدند شدند، ساير هاپلوتيپ

توزيع هاپلوتيپها تمايز قابل ملاحظه اي را با ساختار 
  . نشان دادند%) Fst =80(جغرافيايي مشخص 

  وجود تعداد محدود هاپلوتيپ كلروپلاستي چنانچه 
   3-1(ش ايران مشاهده گرديد در جمعيتهاي را

   در مطالعات بسياري نيز گزارش شده است) هاپلوتيپ
)Marchelli et al., 1998; Dumolin-Lapegue et al., 

1997, Caron et al., 2000; Mohanty et al., 2001; 
Dutech et al., 2000; Hamilton, 1999)  تعداد بيشتر

اشي از قدمت تواند ن  ميهاپلوتيپ در جمعيتهاي غربي
 هاي غربي جنگلهاي خزري باشد كه فرضبيشتر جمعيت

  . از غرب به شرق است آنگردد جهت پراكنش مي
ماركرهاي ميكروساتلايتي در مقايسه با ماركرهاي 

ن جمعيتها ميااي، سطوح بالايي از تمايز ژنتيكي را  هسته
ميانگين تمايز ژنتيكي . (Petit, 1999) دنده  مينشان
 و در %70 گونه گياهي 97در ) (Gst شده گيري اندازه
گونه هاي متعلق . باشد  مي%73هاي درختان نهاندانه  گونه

، Fagus sylvatica از جمله Fagaceaeبه خانواده 
Quercus robur و Q. petraea به علت توليد بذر 

 ، نشان%90تا % 83سنگين، تمايز ژنتيكي بالايي، بين 
 Dumolin-Lapegue et al., 1997; Demesure) دهند مي

et al., 1996)  در اين پژوهش نيز تنوع ژنتيكي بالايي
 )PCR-RFLP براي ماركر %69 و SSRبراي ماركر % 80(

 طبق آزمون .مشاهده گرديد در ميان جمعيتهاي ايران
از گوناگوني كل % AMOVA (52(واريانس ملكولي 

  ميان منطقههايميكروساتلايتهاي كلروپلاستي به اختلاف

 هايبه  اختلاف% 20به تفاوتهاي ميان جمعيتي و % 28اي، 
تواند از   مياين وضعيت  .درون جمعيتي نسبت تعلق دارد

اي از طريق دانه گرده و  هاي هسته آنجايي باشد كه ژن
هاي كلروپلاستي فقط از طريق بذر منتقل   ولي ژن،بذر
وضعيت مشاهده شده ناشي از كارآيي خوب . شود مي

اي از طريق گرده به وسيله باد و عدم  هاي هسته انتشار ژن
 سنگين به هايانتشار ژن هاي كلروپلاستي از طريق بذر

  .فواصل دور است
اگرچه تنوع هاپلوئيدي مشاهده شده توسط ماركر 

PCR-RFLP بسيار كمتر از SSRولي هر دو ماركر ، است 
 جنگلهاي راش  غربيبخشغناي هاپلوئيدي بالايي در 

تواند ناشي از  چنين توزيعي مي. دادند نشان خزري
 محيطي به ويژه در ميزان بارندگي، رطوبت هاياختلاف

هوا، نوع هوموس و سنگ مادر از شرق به غرب باشد 
). 1354 ،  حبيبي;1355 پارسا پژوه، ;1355 ،مروي مهاجر(

 cpDNAهاي  توضيح ديگر براي طرح توزيع هاپلوتايپ
ش در طول توزيع تواند به تاريخچه مهاجرت را مي

قه بسيار منط(تاريخي راش در دوران سوم از اسالم 
. هاي هيركاني نسبت داده شودلبه شرق جنگ) مورفيك پلي

 تنوع ژنتيكي راش اروپائي نشان در موردنتايج مطالعات 
داده است كه گوناگوني ژنتيكي با طول زمان رابطه 

 دبا مطالعات انجام شده در مورچنانچه . مستقيمي دارد
   و ساختار جغرافيايي راش اروپاييcpDNAتنوع 

 F. sylvatica توزيع گسترده يك هاپلوتيپ cpDNA 
در شمال اروپا و چندين هاپلوتايپ در جنوب اروپا منفرد 

 ه شده استتشخيص داد) پناهگاههاي ايتاليا و فرانسه(
.(Demesure et al. 1996) 
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  سپاسگزاري

انسيتو بين  پژوهش حاضر توسط مساعدتهاي مالي
. گرديده است ممكن IPGRI)(المللي منابع ژنتيك گياهي 

 پروفسور رافائلو جيانيني و دكتر جوزپه جواني وندرامين،
موسسه ژنتيك گياهي، (خانم دكتر كريستينا وتوري 

 نويسنده را كه در اجراي اين پژوهش )فلورانس، ايتاليا
 .گردد ي مقدرداني  از آنانبه اين وسيله  كهياري نمودند
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Abstract 
Chloroplast (cp) DNA polymorphism was analyzed in 14 populations of beech (Fagus orientalis 

Lipsky) by PCR-RFLP and microsatellite (SSR) chloroplast markers. Two cpDNA inter genic regions DT 
and OA were amplified and treated with HaeIII and HinfI, respectively. The restriction fragments of the 
region DT did not show polymorphism among individuals within any population analyzed. However, 
among individuals within the analyzed populations of Asalem region and Neka-1400 population, 
polymorphism in the restriction fragments of the OA region was found. Three haplotypes, which could be 
phylogenetically ordered, were detected in this survey encompassing most of the natural range of the 
species. The high level of genetic differentiation (Gst=%69) together with the highly structured 
geographic variation contrast with low level of nuclear genetic differentiation measured in previous 
studies with isozymes and indicate a low level of gene flow by seeds. Among nine analyzed 
microsatellites, two showed polymorphism. Two and six different length variants at ccmp4 and ccmp7 
loci were found, respectively, which combined into 10 different haplotypes. The distribution of 
haplotypes showed a very strong differentiation among populations (Fst=80%) and clear geographic 
structure. The analysis of molecular variance (AMOVA) showed that 52, 28 and 20% of the total cpSSR 
variation was attributable to differences among regions, among populations within regions and within 
populations, respectively. Clear evidence has been obtained that geographical distance is a major factor of 
population differentiation in the beech. This long-range pattern of variation was partially expected, given 
the huge natural range of beech and the existence of a gradient of variation in ecological factors. The high 
haplotype richness in the western populations, which found by the both markers in this investigation, is in 
accordance with this hypothesis that the beech forests of the Hyrcanian regions distributed from West to 
East. 

 
Keywords: AMOVA, Beech, cpDNA, Fagus orientalis Lipsky, Hyrcanian zone, Microsatellite, PCR-

RFLP. 
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