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دلير، چمستان، :  شاملتيپنج جمع بذر از يهاوتئين پر،يركاني در جنگل ه).Tilia sp(نوع ژنتيكي نمدار  تيابيارزف با هد

 . مورد مطالعه قرار گرفت)SDS-PAGE(آكريلاميد ژل الكتروفورز    پلي-سديم دو دسيل سولفاتبه روش  و لوه بن  ، وليكبن  بند
 .شد يص بررسيز تشخي با استفاده از آنال ميوهي بذر، با تنوع ريختيارهي ذخيهاتئين پروي الكتروفورزيالگوهمچنين همسويي 

 برآمده و بدون يهاي حنايي رنگ، واجد برجستگيها واجد كركيهايي با سطح خارج سه تيپ ميوه شامل ميوهمنظورن ي ابه
 بدليل عدم ، احتمالاًينطقه شرق جنگل هيركانويژه در جمعيت لوه از م ه، بيوجود تنوع درون جمعيت.  انتخاب شدنديبرجستگ
 بذر، به وضوح توانست سه تيپ ي ژل الكتروفورزي باندي با استفاده از الگويا خوشههيتجز.  با جمعيت مجاور استيتبادل ژن

 از ي متفاوتي باندي الگوي فوق، نه تنها دارايهااساس اين تحقيق، هر يك از تيپبر.  ميوه را از يكديگر تفكيك نمايديريخت
 .وجود دارد ميوه ي ريختيهاتيپباشند بلكه يك همسويي بين اين الگو با ي مي بذر در ژل الكتروفورزيا ذخيرهيهاپروتئين
 
 .هاي هيركانيشناسي ميوه، جنگل ر، الكتروفورز پروتئين بذر، ريختنمدا : كليدييها  واژه

 
 مقدمه
، )وسئنيستدوره پل ( پذيري اندك از عصر يخبندان    تأثير

 گونه چوبي   146 حضور حدود    تنوع و غناي زيستي بالا و     
 در  آنهـا  از   ي برخ ـ با قدمت طولاني و حضـور انحصـاري       

 گيـري     شـكل  سبب   ،ي البرز ها    طول دامنه شمالي رشته كوه    
 در بـرگ     هاي پهن ترين جنگل متنوع و   ترينقديمييكي از   

 از   يكـي  عنـوان     بـه سواحل جنوبي درياي مازندران،      امتداد
قابليـت   .گرديـد كره   هاي گياهي زيست  گاهذخيرهترين  ممه

 در صـنايع  ).Tilia sp( نمـدار  گونـه  بسـيار بـالاي چـوب   
زنـي    مصارف مختلف صنعتي و همچنين سرشاخه      دستي و 

 سبب كاهش سهم پـنج درصـدي آن         ،آن جهت تغذيه دام   
ــال  ــال  1374در س ــد در س ــك درص ــه ي ــد 1381 ، ب  ش
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338 ...نوع ژنتيكي نمدارارزيابي ت

)Khosravi, 2002.(كــه ايــن ميــزان تخريــب  يي از آنجــا
ن بسـياري از   فرسايش ژنتيكي و از دست رفت      سبب   مطمئناً

 تعيين تشابه و يـا  ،ذخاير ژنتيكي اين گونه ارزشمند گرديد  
هاي گيـاهي نمـدار،     ها و جمعيت  تنوع ژنتيكي بين ژنوتيپ   

توانـد كمـك   مـي هـاي مسـتقل از محـيط،       بر اساس روش  
بـه   مناسـب    هـاي مـديريتي   بكارگيري روش شاياني جهت   

اگرچـه امـروزه    . آن نمايـد توسعه منظور حفاظت، احياء و
، نمايندراحتي اين امر را محقق مي     ه  نشانگرهاي مولكولي ب  

دليــل ارزانــي، عــدم ه نشــانگرهاي بيوشــيميايي نيــز بــامــا
 از شرايط محيطي و وجود چندشكلي پروتئيني        پذيري    تأثير

 Krishnan( واضح كاربرد بالايي در ژنتيك حفاظت دارند

& Sleper, 1997  وGilliland et al., 2000( .ي  آنجـاي از
 ، همـراه اسـت    يها با توليد محصولات پروتئين    ژنبروز   كه

 ياذخيره يهاپروتئين ي الكتروفورز يالگو در   يچند شكل 
بيانگر ميزان تشـابهات و اختلافـات ژنتيكـي     تواند  يمبذر،  

ديگر مقايسـه   هاي گياهي كه با يك    جمعيتيا  بين گياهان و    
 ي رو يادي ـ مطالعـات ز    بـر ايـن اسـاس      .باشـد شـوند،   مي
 Populusگونــهازجملــه  ياهيــ گيهــاگونــه از ياريبســ

euphratica ) Calagari & Salehi, 2010( ، گونهFagus 

sylvatica )Busov, 1993(، جنس Quercus L.) Rogl et 

al., 1996 (  و تيـرهFagaceae) Collada et al., 1988 (
 ييكــارا  ذكــر شــده،يهــاگــزارش .گرفتــه اســتانجــام 

در ارزيابي تنـوع     بذر را    يارهي ذخ يهانيالكتروفورز پروتئ 
 نشان دادنـد   و    كردند دييتاهاي گياهي   نتيكي بين جمعيت  ژ

ل عــدم يــ بــذر بــه دليارهيــ ذخيهــانيمــرخ پــروتئين كــه
 يكيت تاكسـونوم  الاع ـط ا يط ـيط مح ي از شـرا   پـذيري     تأثير
 Stoyanova & Boller (2010) .دينما   مي را فراهميديمف

بكارگيري  Festuca pratensis ژنوتيپ 45با بررسي تنوع 
الگوي الكتروفورزي بـذر را بـه دليـل قـدرت تفكيـك و              

ــرار ــذيري  تك ــالاپ ــب  ب ــي مناس ــايي  ، روش ــراي شناس  ب
در ضـمن   . نداهمعرفي نمود هاي مختلف اين گونه      ژنوتيپ

Rogl  هــاي  پــروتئينالكتروفــورز) 1996(و همكــاران
 دو يك ـيز ژنتيتمـا بـراي   مناسـب  يكيتكنبذر را اي    ذخيره
 گر،يكـد ي از Quercus petraea و Quercus ruberگونـه  

نظر به اينكه مطالعه الگوي الكتروفـورزي       . ددننموپيشنهاد  
 هبذر در جنس نمدار در شمال ايران، تاكنون گزارش نشـد          

روفــورزي  نيمــرخ الكتپــذيري  تــأثيربــا توجــه بــه عــدم و 
 Mclendon( اي بذر از شرايط محيطيهاي ذخيرهپروتئين

et al., 1993 ؛Ladizinsky & Hymowitz, 1979( ،
 نمـدار بـر     به منظور ارزيـابي تنـوع ژنتيكـي       تحقيق حاضر   

 ميـزان تطـابق     اي بـذر و   هاي ذخيره  الگوي پروتئين  اساس
نتيكي بـودن    و احتمال ژ   با نتايج تنوع ريختي بذر     آن   نتايج

هــاي مختلــف نمــدار معرفــي شــده در ســطح ورفوتيــپم
انجـام  ) Yousefzadeh et al., 2010( هيركانيهاي جنگل
 .ه استشد

 
 هامواد و روش

  نمونهيآور ها و جمع شگاهي روييشناسا
ي هـا     به منظور بررسي تنوع ژنتيكي در سطح جمعيـت        

كه ، بندبن و لوه     بن     جمعيت دلير، چمستان، وليك    5نمدار،  
مطالعـه  ) 2010(و همكـاران    Yousefzadehوسـط   تقبلاً

انتخـاب  وه آنهـا انجـام شـد،        ي ـ م يخت ـي ر يهـا     پي ـتنوع ت 
ه ي ـ پا 7 تـا    4ت تعـداد    ي ـاز هـر جمع   . )1 جدول (گرديدند

 بعــد از هــا  وهيــم.  شــدآوري  جمــعآنهــا  وهيــانتخــاب و م
  توسطمطالعه شده يختي ريها  پي از تيكي، در   آوري    جمع

Yousefzadeh ــا ــدول ) 2010(ران  و همك ــابق ج ، 2مط
 . شدنديدبن  دسته
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339 2، شمارة 19اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران جلد  دو فصلنامة تحقيقات ژنتيك و

  بذرآوري   جمعيق براين تحقي مورد استفاده در ايها تودهيب درختي و تركييايت جغرافيموقع -1 جدول
 تركيب توده *ارتفاع از سطح دريا *طول جغرافيايي *عرض جغرافيايي شهر استان منطقه
  زبان گنجشك- ممرز-افرا 1900-2200 508250 4020423 چالوس مازندران دلير

 نهالستان 50 596412 4039597 نور مازندران چمستان

  نمدار-آوري  - تيس-توس 2300-2700 699525 3985612 سواد كوه مازندران بندبن

  ممرز- افرا-راش 1200-1350 06592210 4000312 ساري مازندران بن  وليك

  نمدار- ممرز-افرا 110-1350 380406 4130352 گاليكش گلستان لوه

 . استUTMاس به واحد ي مق-
 

 ))2010( و همكاران  Yousefzadehبرگرفته از (هاي ريختي سه گروه بذر مورد مطالعه  ويژگي -2جدول 

 
اندازه 
 برجستگي

رنگ كرك 
 ميوه

 پوسته ميوه نوع كرك ميوه وضوح كرك
ي ها  منطقه پراكنش در جنگل

 هيركاني
 محدوده شرقي  محكمنسبتاً اي  ميله براحتي قابل ديد نبوهحنايي ا مشخص گروه اول

 گروه دوم
بدون 

 برجستگي
 خاكستري تيره

غير قابل ديد با 
 چشم 

  متر1800در ارتفاعات بالاي نازك و شكننده  اي  ستاره+ ساده 

 بسيار مشخص گروه سوم
خاكستري 

روشن تا نسبتا 
 براحتي قابل ديد

 
 بسيار محكم اي  ستاره

اسر تارتفاعات مياني، سر
 ي هيركانيها  جنگل

 
  الكتروفورزانجاماستخراج و روش 

  كـاملاً  ي گـرم بـذرها    سه دهـم   ،نياستخراج پروتئ  يبرا 
  هـاون    ع در يتـروژن مـا   ي، با اسـتفاده از ن     درختده از هر    يرس

 ج بــافر اســتخراج ي بــه تــدر پــس از آن،. ده شــدييســا
ت حجـم   ي ـا در نها   ت ـ ،گرديـد ن به نمونه اضافه     يسيگل سيتر

 آمـده دو مرتبـه      بدست يهاعصاره. درسيتر  يل  ميلي 3نمونه به   
وژ يفي دور سـانتر   11000 با سرعت    ) دقيقه 5هر بار به مدت     (

ت يجهت ممانعت از فعال    .دم بدست آ  يشدند تا عصاره شفاف   
ــيتخر ــزيب ــامي آن ــرين  يه ــاس ــك  يزپروتئ ــت ي  از غلظ
در  Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF(مولار   ميلي
 اسـتخراج   يهانمونه.  استخراج شده استفاده شد    يها نمونه
 يهـا  اسـتفاده  يبـرا درجه سـانتيگراد     -20 يدر دما  شده،
 .ند شدينگهدار يبعد

 Bradfordبه روش استخراج شده، يهانيغلظت پروتئ

 بـافر  تـر يكرولي م95 بـا   نمونـه تـر يكرولي م5ابتدا ،  (1976)
 5 يش حـاو  يس به لوله آزمـا    سپ ،ديگرد  مخلوط استخراج

پـس از هـم زدن    و  شـد   تر محلول برادفورد افـزوده      يل  ميلي
ها با دستگاه اسـپكتروفتومتر در طـول        نمونه جذب   شديد،

ــوج  ــد 595مـ ــده شـ ــانومتر خوانـ ــن روش .  نـ  ازدر ايـ
)BSA (Bovine serum albumin اســتاندارد عنــوان  بــه 

 .گرديداستفاده 
سيسـتم  خراج شـده از     هـاي اسـت   پـروتئين براي جداسازي   

ــافر ــته در ژليب ــي ناپيوس ــوم    پل ــه روش عم ــد ب  يآكريلامي
ــايي ســـديم دو دســـيل ســـولفات    ژل- الكتروفـــورز احيـ

. )Laemmli, 1970 (استفاده شد (SDS-PAGE) آكريلاميد  پلي
  نـانوگرم  750مقـدار ،  يشـرايط الكتروفـوز    يساز بهينهپس از   
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340 ...نوع ژنتيكي نمدارارزيابي ت

 ـ محلول استخراج شده از هر نمونـه،       پروتئين  ژلا اسـتفاده از    ب
ه روش  الكتروفورز شدند و ب   د  يلامي درصد آكر  5/12 جداكننده

متـانول،  كـه شـامل      (R250بلـو     ي كوماس  با آميزي    نگ ر يعموم
 گــرم 25/0ب بــه مقــدار يــترت ك و آب مقطــر بــهيد اســتياســ

 شـد و    آميزي    رنگ)  است تريل  ميلي 100،  25،  120،  بلو    يكوماس
 و  50 ،   50ب،  ي ـترت اخـتلاط بـه    بـا     (ي عموم بر رنگمحلول  با  

 ,Westermeier ( انجام شديبر  رنگ) تر آب مقطريل  ميلي 100

 يك هفت درصد برا   يد است ي در محلول اس   هاسپس ژل ). 1997
  .ند شدي نگهداريعكسبردار

 
 تجزيه و تحليل

 شناسايي نوارهاي پروتئيني بـر حسـب حركـت نسـبي    

Relative mobility/RMيــا فــاكتور وضــوح  Relative 

migration distance/RF   با استفاده از نسبت حركـت بانـد 
با توجـه   سپس  . پروتئيني به حركت آبي بروموفنل تعيين شد      

به حضور يا عدم حضور پروتئين در يك جايگاه خـاص، از            
ي و يافتن فاصله    اكدهاي يك و صفر به منظور تجزيه خوشه       

 بـه   اي    هتجزيه خوش . ژنتيكي در ارزيابي كيفي استفاده گرديد     
بـا  هـاي درختـي       و محاسبه فاصله ژنتيكي پايه     Wardروش  

 جهـت   ، همچنـين  . انجـام گرديـد    JMP افـزار       نـرم از  استفاده  
دي تنـوع ريختـي ميـوه بـا         بن    بررسي ميزان تطابق نتايج گروه    
 بـذر از آنـاليز      اي    ي ذخيـره  هـا     الگوي الكتروفورزي پـروتئين   

 افــزار    نــرمدر محــيط  Discriminant Analysis تشــخيص
Minitab 14 استفاده شد ،. 

 
  جينتا

 يهــاپــروتئين ي الكتروفــورزيالگــوج ينتــا براســاس
از مجـزا    گروه   5 مطالعه در     مورد يهانمونه ،بذر ياذخيره

 از ها   پايهك  ي تفك  و )2  و 1 يهاشكل( قرار گرفتند گر  يكدي
 يخت ـيات ر ي منطبق با خصوص   ياديار ز يگر تا حد بس   يكدي

ر ي ـ دل1در گروه اول كه درخت شماره . )2 كلش ( بودبذر
 گـرد و مـدور،       در آن قـرار گرفـت، بـذر كـاملاً          ييبه تنها 

ر درختـان  ي و برخلاف بذر سا يار نازك و كاغذ   يپوسته بس 
. بـود  (Rib) يق بـدون برجسـتگ  ين تحقيمطالعه در امورد 
و پوسته   يبرجستگ يدرختان گروه دوم و چهارم دارا     بذر  
 با  هايي بذر باد، اما درختان گروه سوم      باشميبا سخت   يتقر

ن يتـر ي مختص بـه شـرق     ، انبوه و به رنگ حنايي     يهاكرك
 ـ يركاني ه يهامناطق جنگل  هـا  ر گـروه  ي از سـا   يراحت ـه  ، ب

 هماننـد درختـان   ز كهيدرختان گروه پنجم ن  . شدندك  يتفك
ات يل خصوص ـي به دل،بودندگروه سوم متعلق به منطقه لوه    

در و ) روشـن حنـايي  بـدون كـرك   (  متفاوت كاملاً يختير
  .ندگرفت مجزا با درختان گروه سوم قرار يگروه

 

 
اي   هاي ذخيره   الگوي الكتروفورزي پروتئين- 1شكل 
  : SDS-PAGEهاي درختي مختلف در ژل   بذر پايه

)M =  ماركر پروتئيني؛ D : دلير؛Vb :بن؛  وليك 
B : بندبن؛L : لوه؛Ch :چمستان( 
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 هايپروتئين الكتروفورزي ي مورد بررسي براساس الگويها   درختي از جمعيتيها  پايه اي  خوشه هيتجز - 2 شكل

 )چمستان: Chلوه؛ : Lن؛ ببند: B؛ بن  كيول: Vbر؛ يدل: D (  بذراي  ذخيره 
 
 

 ي مورد تحقيق با يكديگرها  فاصله ژنتيكي پايه - 3 جدول
 ها  شماره پايه فاصله ها  شماره پايه فاصله

  دلير3  دلير4 0 بن   وليك3  بندبن2 14/2
  دلير2 بن   وليك2 0  لوه6  لوه7 24/2
  بندبن2  چمستان1 0  دلير2  دلير3 27/2
  بندبن2  چمستان4 0 بن   وليك2  بندبن1 4/2
 بن   وليك3  چمستان3 0 بن   وليك2 بن   وليك3 9/2
  لوه4  لوه5 0  لوه1  لوه4 53/3
  بندبن1  لوه5 39/1  لوه3  لوه6 26/4
  لوه1  لوه2 46/1  دلير2 بن   وليك3 82/5
  دلير2  چمستان2 61/1  دلير1  دلير2 7/6
  دلير2  لوه1 86/1 ا دلير  لوه3 14/7
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هـاي درختـي، درختـان      در بررسي فاصله ژنتيكي پايـه     
هـاي حنـايي    بذر بـا كـرك    (شاخص سه تيپ متفاوت بذر      

هـاي   لـوه، بـذر بـا ريـب        3 و   2،  1انبوه، درخـت شـماره      
 دلير؛ بذر گرد و مدور با پوسـته         2برجسته، درخت شماره    

داراي بيشترين فاصله ژنتيكـي     ) كاغذي و بدون برجستگي   
 ). 3 جدول(از يكديگر بودند 

ــ ــايج آن ــزان صــحت  انت ــين مي ليز تشــخيص جهــت تعي
ــه ــ  طبق ــايج بن ــتجزدي نت ــهي ــوي  اي  ه خوش ــاس الگ  براس

وصيات رويشگاه   با خص  اي    ي ذخيره ها    الكتروفورزي پروتئين 
 .درصدي آن داشت 70 حدود مطابقت از حكايت

 
 بحث 

 هــا نتيجــه عملكــرد بيــان ژناز آنجــايي كــه پــروتئين
ــي ــند،  م ــن روباش ــورزي   از اي ــاوت الكتروف ــوي متف  الگ

توانـد بيـانگر وجـود تنـوع           مـي   بذر اي    ي ذخيره ها    پروتئين
اما آنچه جالـب    . باشدي نمدار   ها    ژنتيكي در سطح جمعيت   

ويژه توجه است وجود تنوع در داخل افراد يك جمعيت به         
جمعيت لوه هم از طريق نتايج ريختي بـذر و هـم الگـوي              

ي شــرق هــا  در واقــع در جمعيــت. پروتئينــي بــذر اســت
، تيـپ   2جـدول   (جنگلهاي هيركاني دو تيپ ريختي بـذر        

 بـذر   اي    وجود دارد كه الگوي پروتئيني ذخيره     ) دوم و سوم  
، خوشـه   2 شـكل ( متفـاوت    نيز آنها را در دو گروه كـاملاً       

وجــود تغييــرات ژنتيكــي درون . قــرار داد) ســوم و پــنجم
جمعيتي، يك مزيت تكاملي براي گونه در شرايط محيطـي      

ي متفـاوت بـا     هـا     ثبات و نتيجه تبادل ژنتيكـي ژنوتيـپ       بي
ايـن مسـئله در مطالعـات    ). Endler, 1977(يكديگر است 

ي مختلف يـك جـنس      ها    جهت تعيين ارتباط گونه   تكاملي  
البته وجود تنـوع  ). Mirali et al., 2007(اثبات شده است 

نس نمدار، بـا توجـه بـه سيسـتم          درون جمعيتي بالا در ج    

برانگيـز    ال، سـؤ  )افشان  حشره گرده (افشاني اين جنس      گرده
افشان به دليـل وجـود        گردهي حشره   ها    را در گونه  است، زي 
ي درختي در سطح يك جمعيـت،       ها    كي بين پايه  تبادل ژنتي 

 وجــود تنــوع درون جمعيتــي بــالا قابــل انتظــار نيســت 

)Hamrick, 1989 .( بنــابراين، توجيــه ايــن مســئله بــه دو
ي گياهي ايـن    ها     بين جمعيت  ،اول.  است پذير    حالت امكان 

افشاني توسط باد تبادل ژنتيكي وجـود         گردهگونه از طريق    
دبن و دليـر    بن ـ    اقل براي دو جمعيت   اين وضعيت حد  . دارد

كه به لحاظ موقعيت جغرافيايي امكان تبادل ژنتيكـي را بـا            
 احتمـال   دوم،. باشـد    نمـي  ندارند، صـادق   ها    ساير جمعيت 
ي متفاوت از جنس نمدار در يك رويشگاه        ها    حضور گونه 

)Sympatric (     بايـد  . و احتمال وقوع هيبريداسيون بين آنها
ي هـا   وضـوع بـراي بسـياري از گونـه    ايـن م اضافه كرد كه  

 ).Ayers, 1976(جنس نمدار گزارش شده است 

 
 يدبن  جمع
الگوي الكتروفورزي   كهسو نشان داد نتايج از يكن يا

ي متفاوت ريختي ها   بذر بين تيپاي  ي ذخيرهها  پروتئين
 بين نتايج ييهمسويي بالا و استميوه نمدار، متفاوت 

 و نيمرخ الكتروفورزي دي صفات ريختي بذربن  گروه
 از سوي ديگر .وجود دارداي هاي ذخيرهئينتپرو
هاي  شرق جنگلي ها  ي درختي جمعيتها  گرفتن پايهقرار

جمعيت  (ها  تير جمعي متفاوت از ساوه كاملاًي با مهيركاني
 در ) رنگيي حنايها  از كركيده با انبوهيوه پوشيملوه؛ 
 نمدار درختان يكيز ژنتينشان از تما تواند   مي مجزا،خوشه

  . باشدها  تير جمعياز سا ن منطقهيا
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Abstract 

To evaluate the genetic variation of Tilia sp. in hyrcanian forest seed proteins of five 
populations including; Dalir, Chamestan, Band-bone, Valik-bone and Loveh were analyzed by 
sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Seed proteins 
profile with fruit morphology diversity were also investigated by discriminant analysis. Due to, 
three current types of fruits including rufous trichomes, prominent rib and without rib were 
selected. The different clustering pattern of individuals from same population, especially in 
Loveh in east of Hyrcanian forest, might be due to lack of germplasm exchange between the 
neighboring regions. Cluster analysis using data generated by SDS-PAGE bands seed protein 
patterns, clearly separated three fruit morphotypes. In general, this study proved relationship 
between the studied storage protein and fruits morphotype. 

 
Key words: Tilia, Seed protein electrophoresis, Fruits morphology, Hyrcanian forest. 
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