
اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایرانپژوهشی تحقیقات ژنتیک و-دو فصلنامه علمی
)1393(156-167، صفحه 2، شماره22جلد 

Pistacia atlantica(بنه از هایی جمعیتبررسی ساختار تنوع ژنتیکی  subsp. mutica(
بین ریزماهواره ژنومینواحی ازاستفادهبا

4و علیرضا اطمینان3، پیمان غلامی2سمیرا محمدي، 1*اشرف مهرابیعلی

، ایرانگروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه ایلام،نویسنده مسئول مکاتبات، دانشیار- *1
mail.ilam.ac.ir@a.mehrabi: پست الکترونیک

، ایرانآموخته کارشناسی ارشد اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزي و منابع طبیعی، دانشگاه ایلامدانش-2
، ایراندانشگاه آزاد اسلامی، واحد کرمانشاه، گروه اصلاح نباتات، کرمانشاهکارشناسی ارشد دانش آموخته-3
.ایرانکرمانشاه،اسلامی،آزاددانشگاهکرمانشاه،واحدکشاورزي،دانشکدهنباتات،اصلاحگروهاستادیار،-4

12/09/1393: تاریخ پذیرش26/10/1392:تاریخ دریافت

چکیده
Pistacia(گونه بنه  atlantica subsp. mutica (رویه انسان مورد برداري بیباشد که با بهرههاي جنگلی ایران میترین گونهیکی از باارزش

هاي توان گام مهمی در جهت توسعه و ترمیم رویشگاههاي مختلف بنه میشناخت تنوع ژنتیکی جمعیتبنابراین با .تخریب قرار گرفته است
، ISSRآغازگر 16با استفاده از ژنوتیپ 59جمعیت بنه شامل 10منظور ارزیابی تنوع ژنتیکی در این تحقیق، به.این گونه با ارزش برداشت

. آلل متغیر بود78/9با میانگین 17تا 3هاي تکثیر شده از تعداد آلل. بودندها چندشکلدرصد آلل100که تکثیر شدآلل158در مجموع 
همچنین شاخص نشانگر از . متفاوت بودUBC884آغازگربراي 38/0تا UBC866براي آغازگر 16/0ي اطلاعات چندشکلی از امحتو

طور کامل از هم ها را بهاي نتوانست ژنوتیپتجزیه خوشه. متفاوت بودUBC840براي آغازگر 95/5تا UBC866براي آغازگر 48/0
جمعیت . تجزیه به مختصات اصلی نیز این نتایج را تأیید کرد.تفکیک کند و عدم ارتباط بین تنوع مولکولی و تنوع جغرافیایی را نشان داد

،را نشان داد)364/0(و شاخص شانون) 257/0(تصحیح شده هتروژنی شاخص ،)درصد15/72(هاي چندشکلآللیشترین میزانبکوشک 
در ) 061/0(شاخص شانونو)056/0(تصحیح شده هتروژنی شاخص ، )درصد13/10(هاي چندشکلآللکمترین میزان کهحالیدر

تعلق ) درصد82(ها درون جمعیتکه سطح بیشتري از تنوع به تجزیه واریانس مولکولی نشان داد .مشاهده شدخارج از زاگرسجمعیت
ابزار مفیدي براي ISSRنتایج این تحقیق نشان داد که نشانگرهاي . ها مشاهده گردیدتنوع در بین جمعیتدرصد 18که تنها داشت، درحالی

.باشندبنه میپلاسمایجاد کلکسیون و حفاظت از ژرم

.ISSRاي، تجزیه واریانس مولکولی، تنوع ژنتیکی، نشانگر بنه، تجزیه به مختصات اصلی، تجزیه خوشه: هاي کلیديواژه

مقدمه
ــه خــانواده) Pistacia(پســتهجــنس  ــق ب ســماقمتعل

)Anacardiaceae(سـه  .داردگونـه 49جنساین.باشدمی

گونه پسته در ایران وجود دارد که شـامل پسـته زراعـی یـا     
ــهو)P. khinjuk(، پســته خنجــوك )P. vera(خنــدان  بن

)P. atlantica (موتیکـا  بنـه داراي سـه زیرگونـه   . باشدمی
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)mutica( ــا ــا ) kurdica(، کوردیکـ ) cabolica(و کابولیکـ
,Khatamsaz(باشدمی 5/2این گونه سطحی معادل .)1988
Kayimov(پوشــاندمیلیــون هکتــار از کشــور را مــی3تــا 

et al., 1998 .(
.Rechبا نام علمیگونه بنه f.)Fisch. & C. A. Mey. (

P. atlantica subsp. mutica ،دیپلوئید اي گونه
)28=x2=n2()Ghaffari et al., 2002; اي، درختچه، )2005

,Kafkas & Perl-Treves(باشدمیریز برگودو پایه

در زمینه تولید سقز، میوه این گونه ارزش قابل توجه .)2001
هاي دارویی و و استفاده...) روغن و (و محصولات فرعی 

استفاده از چوب این گونه براي سوخت، ، خوراکی متعدد آن
مصارف صنعتی و ساختمانی، میوه و برگ آن در تغذیه و 

Zahedi Pour(باشدمیتولید علوفه et al., ظ الحبه.)2005
تلطیف آب و ، محیطی نیز در حفاظت منابع آب و خاكزیست

حیات وحش و مقاومت بسیار بالاي پناهگاه، هواي منطقه
این گونه به سرما، شوري و خشکی از اهمیت خاصی 

Hamzehpour(برخوردار است et al., هاي رویشگاه. )2006
سوزي، مختلفی ازجمله آتشدلایلارزش بهاین گونه با 
سقزگیري ،توسعه اراضی کشاورزيدام، چراي مفرط

همراه سایر ، عوامل ژنتیکی و محیطی مختلف بهنادرست
هاي انسانی مورد تخریب و تجاوز قرار گرفته است و فعالیت

ها مجموعه حیات گیاهی و جانوري موجود در این رویشگاه
Zahedi Pour(قرار داده استنیز در معرض تهدید را  et al.,

2007; Seyedi et al., بنابراین شناخت تنوع ژنتیکی .)2010
تواند گام مهمی در جهت توسعه و هاي مختلف بنه میجمعیت

یکی از . هاي این گونه با ارزش باشدترمیم رویشگاه
زنده و نشانگرهایی که در مطالعات تنوع ژنتیکی موجودات 

داراي این تکنیک . استISSRنشانگر ،گیاهان کاربرد دارد
کافی براي چندشکلیوسرعت و سهولت اجرا، هزینه پایین

یابی عدم نیاز به توالیوباشد میDNAنگاري اهداف انگشت
DNA کمی بسیارمقدارنیاز بهالگو وDNA، از دیگر مزایاي

Kafkas(باشداین نشانگر می et al., 2006Tagizad et al.,

، فیلوژنیژنتیکی،تنوعمطالعاتدرISSRنشانگر ).;2010
تکاملیشناسیزیستوژنومییابینقشهژنی،کردندارنشان

,.et al(کاربرد دارند 2002Reddy(.در تحقیقیTagizad و
با ) 2009(و همکاران Norooziو همچنین ) 2012(همکاران 

تعدادي از ارقام پسته ایرانی با مطالعه تنوع ژنتیکی
گزارش کردند که نتایج این نشانگر کارایی ISSRنشانگرهاي 

و همکاران Faresهمچنین.بالایی در تخمین چندشکلی دارد
نشانگرهاي مورفولوژیکی و بیوشیمیایی و نشانگر) 2009(

ISSRکار هاي پسته بهرا براي ارزیابی تنوع ژنتیکی توده
درصد بالایی آلل چندشکل تکثیر ISSRرهايبردند، نشانگ

الگوي ) 2010(و همکاران Seyediضمن اینکه.کردند
pistacia atlantica(.سه جمعیت پسته وحشی پروتئینی 

Desf(دندروگرام . را براي تعیین تنوع ژنتیکی بررسی کردند
ها از دست آمده اگرچه قادر به جداسازي کامل جمعیتبه

تا حدودي توانست سه جمعیت را از یکدیگر نشد ولی 
همکاران وPazoukiدر تحقیق دیگري .یکدیگر تفکیک کند

ها و ارقام وع ژنتیکی و روابط میان گونهنبا مطالعه ت)2010(
اطلاعات مهمی براي ،SSRپسته با استفاده از نشانگرهاي 

. دست آوردندپلاسم پسته بهآوري و حفاظت ژرمجمع
براي تعیین تنوع ) 2006(همکاران وKafkasهمینطور

و AFLP ،ISSRنشانگرهاي ،پلاسم پسته وحشیژنتیکی ژرم
RAPDها را دست آمده ژنوتیپدندروگرام به. کار بردندرا به

با ) Kafkas)2005در مطالعه .در دو گروه اصلی قرار داد
سطح بالایی از چندشکلی در پسته RAPDاستفاده از نشانگر 

Pistacia atlanticaوحشی Desf.و میرزایی.دست آمدبه
، RAPDبا استفاده از نشانگر مولکولی )2005(همکاران

.بندي کردندطبقهگروه چهار را در وحشی پسته هايگونه
:طورکلی اهداف اصلی این تحقیق عبارت بودند ازبه

شناخت ارتباط ژنتیکی و قرابت بین و درون .1
بندي آنها و تشکیل یک ، گروهبنههاي جمعیت
نگاري ژنومی حاصل از واره براساس انگشتدرخت

؛ISSRنشانگرهاي
للی درون و بین آو تنوع ژنتیکی مطالعه میزان تفرق .2

هاي ژنوتیپغرب کشور در مقایسه با هاي جمعیت
؛آوري شده از مناطق دیگر کشورجمع
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ریزي حفاظتدست آمده در برنامهاستفاده از اطلاعات به.3
براي بنههاي سم و ایجاد کلکسیون از جمعیتپلاژرم

.کارهاي اصلاحی

هامواد و روش
9ازهـاي برگـی  نمونـه پـژوهش در ایـن  :مواد گیـاهی 

هاي استان(هاي زاگرس کوهازژنوتیپ55شاملبنهجمیت 

2جمعیـت شـامل   1و ) ایلام، کرمانشاه، کردستان و لرسـتان 
اصـفهان و  هـاي  استان(اگرس زهاي خارج از ژنوتیپ از کوه

ــتان ــتان و بلوچس ــع)سیس ــدجم ــه. آوري گردی ــاي نمون ه
طـور جداگانـه در   پس از ثبت مشخصات بهشده آوريجمع

کاغذ آلومینیوم پیچیده شده و توسط نیتـروژن مـایع منجمـد    
-80در فریـزر  DNAها تا زمان اسـتخراج  نمونه. گردیدند

.گراد نگهداري شدنددرجه سانتی

در این تحقیقشده استفاده بنههايژنوتیپمنشأ جغرافیایی-1جدول 

نام کدردیف
نام کدردیفرویشگاه

نام کدردیفرویشگاه
نام رویشگاهکدردیفرویشگاه

1I116ایلامA1031آبدانانP146پاوهQ4قلاجه
2I217ایلامA1132آبدانانP247پاوهQ قلاجه5
3I318ایلامBan133بانهP348پاوهK1کوشک
4I419ایلامBan234بانهP449پاوهK2کوشک
5I520ایلامBan335بانهP550پاوهK3کوشک
6I621ایلامBan436بانهP651پاوهK4کوشک
7A122آبدانانBay137باینگانP752پاوهK5کوشک
8A223آبدانانBay238باینگانP853پاوهK6کوشک
9A324آبدانانBay339باینگانP954پاوهK7کوشک
10A425آبدانانBay440باینگانJ155جوانرودK8کوشک
11A526آبدانانBay541باینگانJ256جوانرودM1مریوان
12A627آبدانانBay642باینگانJ357جوانرودM2مریوان
13A728آبدانانBay743باینگانQ158قلاجهIsfاصفهان

14A829آبدانانBay844باینگانQ259قلاجهSis
سیستان و 
بلوچستان

15A930آبدانانBay945باینگانQ3قلاجه

هاي از نمونهژنومی DNA: ژنومیDNAاستخراج
براساس دستورالعمل دویل و دویلCTABبه روش برگی 

)Doyle & Doyle, اندکی تغییرات استخراج با )1987
روش ها با استفاده از نمونهDNAکیفیت کمیت و .گردید

و نیز روش درصد 8/0روي ژل آگارز DNAالکتروفورز
نانومتر280و 260هاي اسپکتروفتومتري در طول موج

نانوگرم در 100ها تا حد نمونهDNAبررسی گردید و 
.میکرولیتر رقیق شد

اي پلیمرازمراحل واکنش زنجیره
میکرولیتر شامل 20در حجم اي پلیمرازواکنش زنجیره

2، )نانوگرم100غلظت (ژنومیDNAمیکرولیتر1
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20میکرولیتر کلرید منیزیم X10،5/1بافر میکرولیتر
2/1، مولارمیلیdNTPs1میکرولیتر 4/0مولار، میلی

میکرولیتر 3/0، )پیکومول10غلظت (میکرولیتر آغازگر
میکرولیتر 6/13و در نهایت با )واحد5(پلیمراز Taqآنزیم 

PCRواکنشپس از انجام .آب دو بار تقطیر انجام شد

تکثیري بر روي ژل آگارز DNAالکتروفورز،)2جدول (
,TAEدرصد با بافر5/1 1Xآمیزي رنگبراي وانجام شد

.ژل از محلول اتیدیوم برماید استفاده شد

PCRانجام واکنش براي شرایط دمایی و زمانی مورد استفاده -2جدول 

)ثانیه(زمان)درجه سانتیگراد(دمانوع فعالیتدورهتعداد مرحله
94240سازي اولیهواسرشت11

210
سازيواسرشت

اتصال آغازگر
بسط آغازگر

94
5+دماي اتصال

72

30
30
60

325
سازيواسرشت

اتصال آغازگر
بسط آغازگر

94
دماي اتصال آغازگر

72

30
30
60

4
5

1
1

بسط نهایی
پایان برنامه

72
4

420
600

هاتجزیه و تحلیل داده
ها با استفاده از هر ژنوتیپباندهاي حاصل از تکثیر 

و ) باندحضور (هاي اولیه با اعداد یک عنوان دادهآغازگر به
میزان اطلاعات . شدنددهی امتیاز) باندحضورعدم (صفر 

fi-PICi(اساس فرمول بر)PIC(چندشکل = 2fi(1

)Roldan-Ruiz et al., fiمحاسبه گردید که در آن ) 2000

همچنین .باشدمیام iهاي داراي آللژنوتیپبیانگر فراوانی 
= MIبا استفاده از فرمول)MI(نشانگرمیزان شاخص 

PIC×N×β)Hormaza et al., محاسبه شد، ) 1998
هربرايچندشکلیاطلاعاتمیانگین میزانPICکه طوريبه

نسبت βآغازگر وهربرايباندهاکلتعدادNآغازگر، 
فاصلههاي شاخص.باشدچندشکلی براي هر آغازگر می

و اتصال ) UPGMA(میانگین هاي اتصال با روشهمراه 
DARwinافزارنرمبا استفاده از ) NJ(مجاور 5.0)Perrier

et al., XLSTATافزار با استفاده از نرممحاسبه و ) 2003

استفاده تجریه به مختصات اصلی با با روش . مقایسه شدند
GenAlExافزار نرماز  ها در جمعیتبنديگروه6.41

Minitabافزار نرمشده باترسیمسه بعدي هاينمودار 16

)Ryan et al., افزاراز نرم. مورد بررسی قرار گرفت) 2012
MEGA 3.1)Kumar et al., اي براي تجزیه خوشه) 2004

و ها استفاده گردید و محاسبه فاصله ژنتیکی درون جمعیت
GenAlExافزارنرمبا استفاده ازسپس 6.41)Smouse,

2006Peakall &(ها، میزان جمعیتفاصله ژنتیکی بین
وهاي چندشکل، شاخص تصحیح شده هتروژنیمکان

شاخص اطلاعات شانون محاسبه و تجزیه واریانس 
.شدانجام نیز مولکولی 

نتایج
16، کار رفتهبهISSRآغازگر 20از : محاسبه چندشکلی

.آغازگر چندشکلی مناسبی نشان دادند و امتیازدهی شدند
2800تا 100بین محدودهدر ) آلل(باند 158در مجموع 

متغیر بود و 17تا 3ها از تعداد آلل، تکثیر شدجفت باز
دست هبراي هر آغازگر ب87/9هاي تولید شده، میانگین آلل

، آلل17با UBC840، آغازگر در بین این آغازگرها. آمد
آلل کمترین تعداد آلل را 3با UBC866و آغازگر بیشترین

.)3ل وجد(ندبه خود اختصاص داد
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UBC841توسط آغازگر مورد بررسیهاي ژنوتیپالگوي باندي تعدادي از-1شکل 

و شاخص چندشکلی اطلاعاتمحتوايمحاسبه 
و )PIC(چندشکلیاطلاعاتمحتوايمیزان : نشانگر

طور جداگانه ، بهگرآغازهر براي )MI(شاخص نشانگر 
. استشده ارائه3در جدول آن که نتایج محاسبه گردید

وUBC884آغازگربراي )PIC)38/0میزان بیشترین 

و UBC866آغازگر براي ) PIC)16/0کمترین میزان 
میزاننیبیشتر. برآورد گردید28/0معادل PICمیانگین

MI)95/5 ( آغازگر برايUBC840کمترین میزانوMI

معادل MIو میانگینUBC866براي آغازگر ) 48/0(
.شدمحاسبه86/2

همراه محتوي اطلاعات چندشکلی و شاخص نشانگر آنهامشخصات آغازگرهاي مورد استفاده به-3جدول

توالی آغازگرآغازگرنام
(5′ 3′)

دماي اتصال 
(°C)

تعداد 
هاآلل

هاي تعداد آلل
چندشکل

درصد 
PICMIچندشکلی

قطعاتاندازه
)جفت باز(يریتکث

UBC809(AG)8G526610030/08/1600-150
UBC815(CT)8G525510017/085/01500-530
UBC823(TC)8C52101010023/03/21500-350
UBC824(TC)8G529910017/053/11900-550

UBC826(AC)8C52141410030/02/42300-370

UBC835(AG)8YC557710033/031/21900-300

UBC840(GA)8YT53171710035/095/52800-200

UBC841(GA)8YC55151510028/02/42000-280
UBC842(GA)8YG55101010028/08/21800-450
UBC853(TC)8RT538810032/056/22500-680
UBC866(CTC)6613310016/048/01200-600
UBC884HBH (AG)7518810038/004/3750-160
UBC886VDV (CT)752111110033/063/31200-100
UBC887DVD(TC)751141410028/092/31700-330
UBC888BDB(CA)752101010030/03900-200
UBC889DBD(AC)751111110029/019/31800-250

)T یاC =(Y ،)G یاA =(R،)T یاC یاA =(H ،)T یاG یاC =(B ،)G یاC یاA =(V ،)T یاG یاA =(D
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هايآللوهاآللکلتعداد:اختصاصیهايمحاسبه آلل
شده ارائه4در جدول بنه هايجمعیتبراياختصاصی

هاي آبدانان و کوشک در جمعیتهابیشترین تعداد آلل. است
خارج از زاگرس در جمعیت هاو کمترین تعداد آلل) 115(

آلل، بالاترین تعداد آلل 4جمعیت پاوه نیز با . مشاهده گردید
K5وI2، ،P5 ،P6،P9هاي ژنوتیپ. اختصاصی را نشان داد

.ندباشمیاختصاصی آللداراي 

براي اختصاصیيهاو آللهاتعداد کل آلل-4جدول 
هاي بنهجمعیت

هاتعداد آللجمعیت
يهاتعداد آلل

اختصاصی
851ایلام

1152آبدانان
-95بانه

1111باینگان
994پاوه

892جوانرود
-94قلاجه
1151کوشک
-59مریوان

391خارج از زاگرس

ــاتریس  ــبه م ــاي محاس ــلهه ــی فاص ــرایب ژنتیک و ض
شـخص کـردن   بـراي م پژوهشدر این : همبستگی کوفنتیک

الگوریتم بـراي ترسـیم   ترین و مناسبفاصلهبهترین شاخص 
، )Dice(دایـس شـامل فاصله هاي ، همه شاخصدندروگرام

با )Sokal(و سوکال)Ochiai(اوشیایی، )Jaccard(جاکارد
)NJ(و اتصال مجاور)UPGMA(هاي اتصال میانگینروش

DARwinافزار با استفاده از نرم و بـر اسـاس   محاسـبه 5.0
بـا اسـتفاده از   ضرایب کوفنتیـک حاصـل از آزمـون مانتـل     

ــرم ــزار ن ــس و.مقایســه شــدندXLSTATاف شــاخص دای
در آزمون مانتل ضریب کوفنتیک بالاتري نشان NJالگوریتم 

.استفاده شدآنهاداد، در نتیجه در گزارش نتایج از 

هاي حاصل از با استفاده از داده:ايتجزیه خوشه
اي با ، تجزیه خوشهNJدایس و الگوریتم فاصلهماتریس 

MEGAافزارنرم دست آمده دندروگرام به. شدانجام 3.1
د نموبندي گروه اصلی تقسیم11ها را در ژنوتیپ، )2شکل (

ژنوتیپ از آبدانان، باینگان، جوانرود، 26که در گروه اول 
مریوان، قلاجه، کوشک و ایلام، در گروه دوم یک ژنوتیپ از

باینگان، در گروه سوم یک ژنوتیپ از پاوه، در گروه چهارم 
ژنوتیپ از پاوه و باینگان، در گروه پنجم دو ژنوتیپ از 6

پاوه و مریوان، در گروه ششم دو ژنوتیپ از پاوه، در گروه 
اصفهان و سیستان و بلوچستان، در گروه از هفتم دو ژنوتیپ 

وه نهم یک هشتم دو ژنوتیپ از پاوه و باینگان، در گر
ژنوتیپ از ایلام، در گروه دهم دو ژنوتیپ از ایلام و در گروه 

. ژنوتیپ از کوشک، بانه و باینگان قرار گرفتند14یازدهم 
نتایج حاصل از این دندروگرام، عدم ارتباط بین تنوع 

که طوري، بهدادمولکولی و تنوع جغرافیایی را نشان 
ها یا یا شهر در گروهآوري شده در یک استانهاي جمعژنوتیپ

دهنده تفاوت اي قرار گرفتند که نشانهاي جداگانهزیرگروه
از طرف دیگر بسیاري از . دبوهاژنوتیپژنتیکی بالاي این 

یی که در یک گروه قرار گرفتند از مناطق جغرافیایی هاژنوتیپ
متفاوت هستند که این مورد دلیل تشابه ژنتیکی گسترده این 

نهایی تهر کدام بهI1و P5و Bay7ي هاژنوتیپ.دبوهاژنوتیپ
دهنده تنوع ژنتیکی ند که نشاندر یک گروه اصلی قرار گرفت

سیستان و ي اصفهان وهاژنوتیپ. دوبهاژنوتیپبالاي این 
.بلوچستان نیز در یک گروه قرار گرفتند

منظور بررسی به: هاتجزیه به مختصات اصلی جمعیت
افزار تر اطلاعات مولکولی، با استفاده از نرمبهتر و دقیق

6.41GenALExتجزیه به مختصات اصلی انجام شد .
ها در یک نمودار سه بعدي ترسیم شده با بندي جمعیتگروه

پراکنش . مورد بررسی قرار گرفت16Minitabافزار نرم
در ) 3شکل (ها در سه بعد تجزیه به مختصات اصلی جمعیت
45/62از تغییرات را توجیه نمود که درصد 98/88مجموع 

و دومدرصد توسط بعد06/17درصد آن توسط بعد اول، 
.درصد توسط بعد سوم توجیه گردید47/9
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NJبا استفاده از روش دایس و الگوریتم ي بنه هاژنوتیپبندي گروه-2شکل 

و پاوه باینگان، ایلام، هاي جمعیتاساس این نموداربر
فاصله کمتري بـا مرکـز   هاجمعیتنسبت به سایر کوشک

دهنـده تنـوع آللـی و    محور مختصات داشته و این نشـان 
ــن   ــالاي ای ــی ب ــتهتروژن ــاجمعی ــایر  ه ــه س ــبت ب نس

جمعیت خارج از زاگرس در فاصله نسبتاً .ستهاجمعیت
هــاي زاگــرس قــرار گرفتــه اســت کــه دوري از جمعیــت

هاي دهنده فاصله ژنتیکی زیاد این جمعیت با جمعیتنشان
.باشدمیزاگرس 

دوم و سوم،بر روي سه محور مختصات اصلی اولبنههاي جمعیتنمودار سه بعدي پراکنش -3شکل

 A5
 A6
 A7
 A11
 A1
 A2
 A3
 A10
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 A4
 J2
 J3
 M1
 Q5
 J1
 A9
 A8
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 I2
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براي:هاجمعیتمحاسبه فاصله ژنتیکی درون و بین 
اصلوف،هاجمعیتو بین تنوع ژنتیکی درون آگاهی از

اساس ماتریس عدم تشابه دایس برهاجمعیتدرون ژنتیکی 
نیز ماتریس فاصله و و3.1MEGAافزاربا استفاده از نرم

6.41GenAlExافزاربا استفاده از نرمهاجمعیتتشابه بین 

.دگردی، محاسبه Neiاز طریق شاخص تصحیح شده 
کمترین فاصله ،)5جدول (دست آمدهبراساس اطلاعات به

جمعیت خارج مربوط به ) 258/0(هاجمعیتژنتیکی درون 

مربوط به ) 593/0(و بیشترین فاصله ژنتیکیاز زاگرس
،Neiبیشترین فاصله ژنتیکی شاخص. باشدمیجمعیت ایلام

و) 237/0(جمعیت آبدانان و خارج از زاگرسمیان دو 
) 023/0(دو جمعیت باینگان و پاوهکمترین فاصله نیز میان 

ین شباهت ژنتیکی را عبارت دیگر این دو گروه بیشتربه؛ بود
هاي شباهت ژنتیکی بین جمعیت.ندبا یکدیگر نشان داد
توان به فاصله جغرافیایی کم و تشابه باینگان و پاوه را می

.ارتباط دادآنها شرایط اکولوژیکی حاکم بر 

هاجمعیتبین) بالاي قطر(و همسانی ژنتیکی ) پایین قطر(ژنتیکیفاصلهها، جمعیتمقادیر فاصله ژنتیکی درون -5جدول

جمعیت
درون 
هاجمعیت

هابین جمعیت
خارج از زاگرسمریوانکوشکقلاجهجوانرودپاوهباینگانبانهآبدانانایلام

888/0864/0958/0975/0879/0896/0950/0902/0873/0***593/0یلاما
913/0933/0912/0941/0937/0937/0917/0789/0***318/0119/0آبدانان

934/0892/0895/0894/0920/0865/0799/0***305/0146/0091/0بانه
977/0940/0940/0961/0933/0895/0***406/0043/0070/0068/0باینگان
907/0909/0961/0942/0897/0***516/0026/0092/0115/0023/0پاوه

927/0902/0901/0800/0***347/0129/0061/0111/0062/0098/0جوانرود
916/0913/0809/0***300/0109/0065/0112/0062/0096/0076/0قلاجه
925/0872/0***471/0052/0065/0084/0040/0040/0103/0088/0کوشک
821/0***494/0103/0087/0145/0070/0060/0104/0091/0078/0مریوان

***258/0136/0237/0225/0111/0108/0224/0212/0137/0197/0خارج از زاگرس

تجزیه و با استفاده از : تنوع ژنتیکیهايشاخصمحاسبه 
هاي آللمیزان ، 6.41GenAlExافزارها در نرمدادهتحلیل 

شاخص اطلاعاتتصحیح شده هتروژنی وشاخصچندشکل، 
جدول (دست آمدو میانگین کل آنها بهجمعیتشانون، براي هر 

هاي چندشکلآللبالاترین درصد باکوشک جمعیت.)6
و شاخص ) 257/0(تصحیح شده هتروژنی شاخص ،)15/72(

البته . تنوع آللی و هتروژنی بیشتري نشان داد)364/0(شانون
تصحیح شاخص ، )13/10(هاي چندشکلمکانکمترین میزان 
مربوط نیز ) 061/0(شاخص شانونو)056/0(شده هتروژنی 

.ودبخارج از زاگرسجمعیتبه

تجزیه واریانس مولکولی :تجزیه واریانس مولکولی
)AMOVA (افزار با استفاده از نرمها درون و بین جمعیت

GenALEx در تجزیه واریانس مولکولی . انجام شد6.41
این امکان نیز وجود دارد تا اجزاء واریانس محاسبه و سهم 

نتایج تجزیه .هر یک از آنها در تنوع کل تعیین شود
اختلافنشان داد که) 7جدول (واریانس مولکولی 

داشتوجودها جمعیتبین% 1آماريسطحدرداريمعنی
درصد از تنوع کل مربوط به تنوع 82اطلاعات اینطبقکه

درصد آن مربوط به تنوع بین 18و هاجمعیتدرون 
. ستهاجمعیت
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بنههاي جمعیتهاي تنوع ژنتیکی براي شاخصمحاسبه -6جدول 
شاخص اطلاعات شانونتصحیح شده هتروژنیشاخصچندشکلهاي مکاندرصدژنوتیپتعداد جمعیت
690/51182/0ایلام ± 016/0255/0 ± 021/0

1139/61194/0آبدانان ± 015/0285/0 ± 021/0
441/42174/0بانه ± 018/0228/0 ± 022/0

992/63200/0باینگان ± 015/0292/0 ± 021/0
903/62189/0پاوه ± 015/0278/0 ± 021/0

397/37179/0جوانرود ± 019/0220/0 ± 023/0
594/44170/0قلاجه ± 017/0231/0 ± 022/0
815/72257/0کوشک ± 016/0364/0 ± 021/0
268/24136/0مریوان ± 019/0149/0 ± 021/0

213/10056/0خارج از زاگرس ± 013/0061/0 ± 015/0
5915/47174/0میانگین ± 005/0236/0 ± 007/0

هاي بنهجمعیتتجزیه واریانس مولکولی-7جدول
PhiPTآماره درصد واریانسمیانگین مربعاتمجموع مربعاتدرجه آزاديمنابع تغییرات

184/0**%9853/399428/4418هاجمعیتن بی
%49961/950407/1982هاجمعیتدرون 

%58814/1350100کلجمع 

بحث
بـا  بنههاي جمعیتمطالعه حاضر اولین بررسی مولکولی 

نتـایج نشـان داد کـه    . باشدمیISSRاستفاده از نشانگرهاي 
ي مـورد مطالعـه   هـا جمعیـت و بـین  تنوع قابل قبولی درون 

کار گرفتـه شـده داراي کـارایی    دارد و آغازگرهاي بهوجود 
دسـت  مطابق نتایج بـه . زیادي در شناسایی این تنوع هستند

هـا چندشـکل   درصد آلل100آلل تکثیر شد، که 158آمده 
بـراي هـر   87/9با میانگین 17تا 3ها بین تعداد آلل. بودند

در مطالعـه تنـوع ژنتیکـی ارقـام و     .دسـت آمـد  آغازگر بـه 
و Ahmadi Afzadiنیـز  AFLPهاي پسته با نشـانگر  گونه

. گزارش کردند2/95درصد چندشکلی را )2007(همکاران
pistacia atlanticaدر بررسی تنوع ژنتیکی پسته وحشـی 

Desf. با نشانگرRAPD نیزKafkas)2005(هـا  تعداد آلل
دسـت  آلل براي هر آغازگر بـه 5/10و میانگین 17تا 5را 

156تعـداد  )2006(و همکـاران Kafkasدر بررسی .آورد
ISSRآلل براي هـر آغـازگر   7/7آلل چندشکل با میانگین 

) 2009(و همکــاران Norooziدر تحقیــق . مــددســت آبــه
.تخمین زده شدISSRآغازگر براي هر 3/9هامیانگین آلل

و شـاخص  )PIC(ي اطلاعات چندشکلی امیانگین محتو
و 28/0ترتیـب  ها در تحقیق حاضر بهگرآغاز)MI(نشانگر 

MIبیشترین میـزان  UBC840دست آمد و آغازگر به86/2

ــان داد ــه  . را نش ــین در مطالع ــاران Tagizadهمچن و همک
و 39/0ترتیـب  هـا بـه  گرآغازMIو PICمیانگین )2010(

بیشـترین  UBC840گزارش شـده اسـت و آغـازگر    09/2
شـاخص  با توجه به ایـن کـه   .را نشان داده استMIمیزان 

یک معیار کلی براي تعیین کارایی نشانگر در ) MI(نشانگري 
ــکلی   ــین چندش ــیتخم ــد، م ــاي باش ، UBC840آغازگره

UBC841 وUBC826   ــزان ــالاترین می ــتن ب ــا داش MIب
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دهنده کارایی بالا و قدرت تشخیص بهتر این آغازگرها نشان
توان اسـتفاده از  باشد، بنابراین میتعیین فاصله ژنتیکی میدر 

پسـته در  هـاي گونهنگاري تمام این آغازگرها را در انگشت
اي، قادر تجزیه خوشهدندروگرام حاصل از.اولویت قرار داد

ولـی  نبود ها براساس مناطق جغرافیایی بندي ژنوتیپبه گروه
چند دنـدروگرام  هر) 2010(و همکاران Seyediدر مطالعه 

ها از یکدیگر نشـد ولـی تـا    قادر به جداسازي کامل جمعیت
در .حدودي توانست سه جمعیت را از یکدیگر تفکیک کنـد 

درصد از تنوع کل مربوط بـه تنـوع درون   82مطالعه حاضر 
هـا جمعیـت درصد آن مربوط به تنوع بـین  18ها و جمعیت

و Nosratiهاي ایـن گونـه توسـط   جمعیتتنوع درون .بود
23هـا جمعیـت درصد و تنوع بین 77نیز ) 2012(همکاران 

.شددرصد گزارش 
یکی از اهداف اولیه براي حفظ طبیعت، نگهداراي تنـوع  

در معـرض خطـر بـودن ایـن گونـه      با وجود . ژنتیکی است
، توسـعه و  ءارزشمند، هنوز هم تنوع ژنتیکی کافی براي احیا

بیشـترین  اینکـه  نظر بـه  . هاي آن وجود داردترمیم رویشگاه
ــتتنــوع ژنتیکــی درون  ــان هــاجمعی و تمــایز ژنتیکــی می

هـم شـامل   بنـه حفاظـت بـراي   راهبرد باشد،میهاجمعیت
. شـود میحفاظت در محل و هم حفاظت در خارج از محل

ي با سطوح بالاي تنـوع ژنتیکـی در منـاطق    هاجمعیتبراي 
گـردد  پیشنهاد میکوشکو ایلام، باینگان، پاوه مختلف مانند 
آنهـا بـرداري از  هاي آنها حفاظت شـده و بهـره  که رویشگاه
قلاجـه، بانـه، جـوانرود،    آبـدانان، يهاجمعیت. ممنوع گردد

مریوان و خارج از زاگرس نیز بهتـر اسـت خـارج از محـل     
اصــلی نگهــداري شــوند و بــه برنامــه دقیــق و تهیــه بانــک 
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Abstract
Pistacia atlantica subsp. mutica is one of the most valuable forest species in Iran that has been

damaged by uncontrolled exploitation of human being. Therefore, understanding the genetic
diversity of different populations of the species, an important step can be taken towards
development and restoration of habitat with high value of the species. In order to study the
genetic diversity among 10 populations of the species, containing 59 genotypes via 16 ISSR
primers, in general estimated 158 alleles of which 100% of alleles were polymorphic. Number
of amplified alleles ranged from 3 to 17 with a mean value of 9.78 alleles for each primer.
Polymorphic information content (PIC) varied from 0.16 (primer UBC866) to 0.38 (primer
UBC884). Marker index criterion ranged from 0.48 (primer UBC866) to 5.95 (primer
UBC840). Cluster analysis could not completely separate the samples and showed lack of
association between molecular diversity and geographic diversity of the studied populations.
Principal coordinant analysis also confirmed the results. Kushk population indicated the highest
value of polymorphic alleles (72.15 %) and unbiased expected heterozygosity (0.257) and
Shannon’s Index (0.364). While, the lowest value of polymorphic alleles (10.13 %) and
unbiased expected heterozygosity (0.056) and Shannon’s Index (0.061) observed on out Zagros
population. Analysis of molecular variance (AMOVA) showed that a larger proportion of
genetic variation (82%) belonged to within the populations, while only a small proportion
(18%) observed among the studied populations.

Keywords: Analysis of molecular variance, pistachio, cluster analysis, genetic diversity, ISSR

marker, principal coordinant analysis.
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