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 3،4بابک عبدالهی مندولکانیو  2دینسرین سی، 1آیدا طاهری

 منابع طبیعی دانشگاه ارومیه ۀکارشناسی ارشد جنگلداری، دانشکد آموخته دانش 9
 منابع طبیعی دانشگاه ارومیه ۀداستادیار گروه جنگلداری، دانشک 2

 کشاورزی دانشگاه ارومیه ۀدانشیار گروه اصلاح و بیوتکنولوژی گیاهی، دانشکد 3
 فناوری دانشگاه ارومیهزیست ۀگروه بیوتکنولوژی کشاورزی، پژوهشکد 4

(23/3/9314؛ تاریخ پذیرش: 26/01/9313)تاریخ دریافت:   

 

 چکیده

شرد   از گذشته تا امرروز بره   طوری کهبه زیادی است،قتصادی دارای ارزش حاظ اعالی گردو از ل ۀچوب مرغوب و میو

عملکررد  شده معرفی شده اسرت   حفاظت ۀعنوان گونبه ،ها و مراتعدر قانون حفاظت از جنگل و شدهبرداری بهره ازآن

از یابرد   کراهش مری  های خشک  های مرطوب افزایش و در سال در سال Juglans regiaویژه گردو، به جنس هایگونه

بره  های فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی و شناسایی نواحی ژنومی دخیل در مقاومرت بره خشرکی    رو توجه به شاخصاین

هرای  نهرال دامنظور ارزیابی تنوع ژنتیکی ی برخوردار است  در این تحقیق بهاارقام مقاوم از اهمیت ویژه انتخاب منظور

از  خشرکی  ا صفا  فیزیولوژیکی و مورفولوژیکی در شرایط نرمال و بعرد از ترنش  گردو و شناسایی نشانگرهای مرتبط ب

مرورد ماالعره    SSRهرای  مکان ۀد  همندتولید کر راآلل  33در مجموع  SSRده مکان استفاده شد   SSRنشانگرهای 

، Neighbour-Joiningدندروگرام حاصرل از روش   واینبرگ نشان دادند -از تعادل هاردی (p≤0.01)داری انحراف معنی

جمعیرت  ، دو زیرStructure 2.3.1افرزار  بررسی ساختار جمعیت با نرم قرار داد  اصلینهال گردو را در چهار گروه دا 62

 WGA9های نشان داد که در شرایط نرمال مکان MLMروش به ارتباط ۀتجزینتایج   کردرا شناسایی  (=2k)احتمالی 

ارتبراط   ،در شررایط ترنش    ارتبراط دارنرد  تعداد برگ سبز سالم  رق، فتوسنتز وبا صفا  رسانایی روزنه، تع WGA69و 

از تغییررا    53/0وجرود داشرت کره ایرن مکران       اتاقک زیر روزنه CO2ت غلظت و صف WGA1 داری بین مکانمعنی

رقرام مقراوم بره    منظور شناسایی اگردو به های اصلاحدر برنامه تحقیقنتایج این د  کرمربوط به این صفت را توجیه می

    کاربرد داردخشکی 

 ، صفا  فیزیولوژیک Mixed linear modelروش  تنش خشکی، تنوع ژنتیکی، :کلیدی هایواژه
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 وهدف مقدمه

 ۀخرررررانواد( از .Juglans regia L)گرررررردو 
Juglandaceae، دگرگشن است  پایه و کاملاًگیاهی یک

 ,.Ghanadha et al) شرود افشانی میو توسط باد گرده

گونره اسرت    60دارای   Juglandaceae،خانواد  (2003

گیررد   قرار مری  Juglans گونه از آنها در جنس 20که 

 اسرت  (J. regia)آنها گردوی پارسی  ۀمشهورترین گون

(Ducci et al., 1997; McGranahan et al., 1998)  

 Juglandaceaeتیرره   ۀتررین گونر   گردوی ایرانی مهرم 
 32مروزوم، دیللوییرد و دارای   از نظر تعداد کرو بوده و

ایران  ( MacGranahan et al., 1998) استکروموزوم 

درصررد در مقررام دوم تولیررد گررردو در  5/94بررا تولیررد 

درصد( و آمریکا  43همراه چین )جای دارد و به جهان

تررین تولیدکننردگان گرردو در    درصد( از اصلی 2/94)

 منظور به  (FAO, 2014)شود ساح جهان محسوب می

برنامره شناسرایی، ارزیرابی و     9362اصلاح گردو از سرال  

کشرور توسرط بخرش    هرای گرردوی   آوری ژنوتیر  جمع
نهرال  داتحقیقا  اصلاح و تهیه  ۀسستحقیقا  باغبانی مؤ

و بذر در مناطق گردوخیز در ایران آغراز شرد )حسرنی و    

هرای فیزیولوژیرک کره    سرازوکار (  درک 9319همکاران، 

 وشرایط محدودیت رطروبتی   سازگار شدن گیاه در سبب

شرروند خشررکی مرری ۀحفررر رشررد و تولیررد در طررول دور

هرای متحمرل بره خشرکی و     تواند در انتخاب ژنوتی  می

 ثر باشرد های اصلاحی مرؤ  این صفا  در برنامهاستفاده از 

(Zaharieva et al., 2001)  بیشررتر تررنش خشررکی 
هرای فیزیولوژیرک آن را   دهای رشد گیاه و فراینر جنبه

اگر آب قابرل    (Hung, 2000) دهدثیر قرار میأتحت ت

گیاه محدود شود یا سرعت تعررق   ۀدسترس برای ریش

کنرد  بسیار زیاد شود، گیاه تنش خشکی را تجربه مری 

هررای خشررک و کرره ایررن شرررایط در منرراطق و اقلرریم

  (Reddy et al., 2004)شرود   خشک مشاهده می نیمه

هرای  متجز سواحل دریای خرزر و قسر  در کشور ما به
مناطق جزء مناطق  ۀکوچکی از شمال غربی کشور بقی

د و منراطق  نشرو خشرک محسروب مری    خشک و نیمره 

خشرک وسرعت بیشرتری    مناطق نیمه ازخشک کشور 

ط بارنردگی در کشررور  متوسر  ( 9352)اهردایی،   دارنرد 

سروم  متر است کره ایرن مقردار یرک     میلی 230حدود 
ه متوسط بارندگی در جهان اسرت  برا توجره بره اینکر     

خشرک کشرور   گردو بیشتر در نرواحی خشرک و نیمره   

شناسایی نواحی ژنومی مررتبط برا    شود،میکار وکشت

های مقاوم به تحمل به تنش خشکی و انتخاب ژنوتی 

 رسد نظر میخشکی در گردو  ضروری به

در  9یابی صفا  کمری مکانشناسایی سیستماتیک 

 Steven Tanksleyبرار توسرط گرروه     گیاهران اولرین  

  از آن زمان بره  (Paterson et al., 1988) صیف شدتو
طور گسترده در گیاهران  به صفا  کمییابی بعد مکان

تروده، محصرول و صرفا     برای بررسی ژنتیکی زیسرت 

  (Bernardo, 2008) شرد مقاومت به بیماری اسرتفاده  

Rönnberg-Wästljung et al. (2005)  مکرران چنررد

 بیررد  کننررده را در هیبریررد کنترررل صررفا  کمرری 

(Salix dasyclados × Salix viminalis)  کرره اثررر

 مصرف آب داشرتند شناسرایی کردنرد     بازدهبر  زیادی

Steffen et al. (2013)  پروونانس از  90پس از بررسی

در یرک آزمررایش   .Pinus sylvestris Lهرای  نهرال دا

تنش خشکی و شررایط بردون    ۀای برای مقایسگلخانه

هرای تمرام   شرد ریشره  نشان دادند کره ر تنش خشکی 

کراهش  چشمگیری ها تحت رژیم خشکی به طور منشأ

ژن مررتبط   Dubos and Plomion (2003) 44یافت  

 .Pinus pinaster Aitهرای  نهرال دارا در  یبرا خشرک  

هرای  ها با پرروتئین شناسایی کردند  بسیاری از این ژن
شده در گیاهران، ماننرد   مربوط به عملکردهای شناخته

ها در فتوسنتز، متابولیسم کربوهیردرا ،  نپروتئی تأثیر

 سرلولی و دفراع گیراه ماابقرت داشرتند       ۀسنتز دیوار

Gonzalez-Martinez (2006)   بررا اسررتفاده از عرردم

در  یژن را برررای تحمررل خشررک 94تعررادل لینکرراژی 

Pinus taeda  هرای  ایرن ژن  شناسایی کردند که اکثرر

 ،erd3و  ccoaomt-1متحمل به تنش خشکی، غیرر از  
 دهنده انتخاب طبیعی بودند نشان

یرا   2یرابی ارتبراطی  های اخیرر روش مکران  در سال
 
1
 Quantitative trait locus 

2
 Association mapping 
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تنهرا امکران   معرفی شده است کره نره   9ارتباطی ۀتجزی

هررای هررا و مکررانو مامررئن ژن یررابی دقیررقمکرران

کند، بلکه امکان صفا  کمی را فراهم می ۀکنند کنترل

که در ماالعا   را شناسایی نواحی کروموزومی دیگری

پرذیر نیسرتند نیرز میسرر     ی امکران بر پیوسرتگ  مبتنی

جمعیرت در حرال تفررق     ،تهیسازد  در این روش،  می

از طررف  ، ضرورتی نردارد   که نیاز به زمان زیادی دارد

 ۀدیگرررر کراسرررینا اورهرررایی کررره در حرررین تهیررر

گیررد، محردود   های در حال تفرق صور  مری  جمعیت

سازد نمییابی دقیق را فراهم که این امکان مکان است

(Breseghello and Sorrells, 2006)  ۀروش تجزیرر 

هرای  جایگزین بررای غلبره برر محردودیت     یروشارتباط، 

اسرت  در ایرن روش    صرفا  کمری  یرابی  استفاده از مکان

  صفا  مورد ماالعره در  همبستگی بین ژنوتی  و فنوتی

یرابی  بررخلاف مکران   شرود  مرتبط بررسری مری  افراد غیر

روش از یک منبع جمعیتی وسریعی  ، در این صفا  کمی

 ;Breseghello and Sorrels, 2006) دشرو میاستفاده 

Ersoz and Bukler, 2007; Myles et al., 2009)  

نمونره و فراوانری آللری خرا       ۀساختار جمعیت، انداز

شانگرهای ممکن است توانایی این روش در شناسایی ن

 موجرب ثیر قررار دهرد و   مرتبط با صرفا  را تحرت ترأ   

 شررررود  2صررررفت-رتباطررررا  دروغررررین نشررررانگرا

(Zhang et al., 2012)  منظور بره حرداقل رسراندن    به

ارتباط لازم  ۀنتایج دروغین در ماالعا  مرتبط با تجزی

است ابتدا ساختار جمعیرت و روابرط خویشراوندی در    

ارتباط  تجزیۀو در شده جمعیت مورد استفاده ماالعه 

هرای  وشر  (Yu and Buckler, 2006)لحراظ شرود   

GLM
ارتبراط پیشرنهاد    منظور تجزیرۀ به MLM 4 و 3 

ساختار جمعیت )مراتریس   GLMشده است  در روش 

Q صرادفی در  صور  تهنشانگر که ب چند( با استفاده از

ارتبراط   شده و در تجزیۀبینی اند پیشژنوم توزیع شده

در این  رواز این  شودعنوان کواریت در مدل وارد میبه

 برررین صرررل از ارتباطرررا  دروغرررین روش نترررایج حا

امرروزه روش آمراری    رسد صفت به حداقل می-نشانگر

MLM ارتبرراط در  تجزیررۀای برررای طررور گسررتردههبرر

  (Ghavami et al., 2011) شرود گیاهان استفاده مری 

923 4 

هم ساختار جمعیت و هرم روابرط    MLMدر روش 

 چنرد با استفاده از ( Kخویشاوندی بین افراد )ماتریس 

 هرای متغیرعنروان  بینی شده و در مدل بهنگر پیشنشا

ارتبراط در گیاهران    ۀتجزیر شروند   استفاده می 3کمکی

، گنردم  (Kraakman et al., 2006)جو مختلفی مانند 

(Ghavami et al 2011; Zhang et al., 2012)  ذر ،

(Andersen et al., 2007)   کرا  تردا ،Pinus taeda 

(Chang et al., 1996) ،  سریبMalus domestica 

BORKH. (Cevik et al., 2009) ،Eucalyptus nitens 

 Eucalyptus globules  (Thumma et al., 2004)و

 استفاده شده است  

  Neale and Savolainen (2004)ایدر ماالعره 

کمرک  شرده بره  های ژنی انتخراب نشان دادند که مکان

ارتبراطی دارای مزایرای مهمری از قبیررل     ۀروش تجزیر 

ن ساوح مناسب از تنوع نوکلئوتیدی و همچنین داشت

تواننرد  کره مری   استامکان ارزیابی دقیق فنوتی  نتا  

  برا ایرن   اسرتفاده شروند  های گزینش نشانگر در برنامه

ممکرن اسرت همیشره بررای      یابی ارتبراطی حال مکان

هرای  زیررا تفراو    ،پرذیر نباشرد  هرا امکران  تمام گونره 

ک گونره وجرود   ای حتری در درون یر  بیولوژیکی عمده

ذکر است که برخلاف درختان میروه   شایاندارد  البته 

هرای مربروط بره درختران     جمعیرت و گیاهان زراعری،  

و بنرابراین   ندارنرد  ایسراده سراختار ژنتیکری   جنگلی، 

ارتبراط در درختران جنگلرری    ۀتجزیر اسرتفاده از روش  

صفت بسیار مفید -منظور شناسایی ارتباطا  نشانگر به

   (Awais Khan et al., 2012) است

در  یارتبراط  ۀبا توجه بره اینکره تراکنون از تجزیر    

گردوی ایرانی برای شناسرایی نشرانگرهای مررتبط برا     

تغییرررا  صررفا  فیزیولوژیررک و مورفولوژیررک تحررت  

 
1
 Association analysis 

2
 False marker-trait associations 

3
 General linear model 

4
 Mixed linear model 

5
 Covariate 
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ین تحقیرق  ا ،شرایط تنش خشکی استفاده نشده است

هرای گرردو و   نهرال دادر راستای بررسی تنوع ژنتیکی 

 منظرروربررهارتبرراط  ۀتجزیررارزیررابی پتانسرریل روش  

مررتبط برا برخری صرفا       SSRشناسایی نشرانگرهای  

مورفولوژیررک و فیزیولوژیررک تحررت شرررایط نرمررال و  

  شدخشکی اجرا 

 

 هامواد و روش

  در بخرش  اسرت  تحقیق حاضرر شرامل دو بخرش   

نهال گرردوی  دا 32ای بر روی با آزمایش اولیه نخست

و در  شرد ایرانی ساح تنش خشکی مناسب مشرخص  

نهرال  دا 30بر روی  درصد 30خش دوم تنش خشکی ب

گردوی ایرانی اعمال و صفا  فیزیولوژیکی مربروط بره   

 DNA  پرس از آن  شرد گیرری  ها انردازه هر یک از پایه

روش نهررال بررهدا 62هررای گیرراهی شررامل کررل نمونرره

CTAB ((Doyle and Doyle, 1990  برا   اسرتخرا  و

ایی منظررور شناسررارزیررابی شررد  برره SSRنشررانگرهای 

نشرررانگرهای پیوسرررته برررا صرررفا  مورفولررروژیکی و 

انجررام  MLMروش ارتبرراط برره ۀفیزیولرروژیکی تجزیرر

  عملیا  آزمایشگاهی در آزمایشرگاه ژنرومیکس   گرفت

صررور  فنرراوری دانشررگاه ارومیرره زیسررت ۀپژوهشررکد

    گرفت

 تعیین سطح تنش خشکی

هرای  نهرال دامنظور تعیین ساح ترنش خشرکی   به

هرای مشرخص و   برا ژنوتیر    الهسنهال دودا 32گردو، 

در قالررب طرررح   وشررده  تهیررهاز نهالسررتان همگررن 

تکرار )چهرار تیمرار(    هشتهای کامل تصادفی با  بلوک

  شرایط تنش خشکی در سه تیمار )سره  بررسی شدند

صرور   ساح( اعمال شد و در تیمار شاهد آبیراری بره  

  برای اعمال تنش با استفاده اجرا درآمدبهدرصد  900

هررای وزنرری نسرریومتر، مکررش خرراک در رطوبررت از تا

و با رسم منحنی رطوبتی خراک،   مختلف محاسبه شد

، 53رطوبتی  ۀمقدار آب لازم در ظرفیت زراعی و تخلی

  سررلس رطوبررت  دسررت آمررد برره درصررد 23و  30

 ۀتخلیر  درصرد  23و  53،30 های تحت تنش به گلدان

ها در تیمرار شراهد از   که گلدانحالیرطوبتی رسید، در

ظرفیررت زراعرری  ۀریررق آبیرراری مررنظم در محرردود ط

یرک مراه پرس از آبیراری تیمارهرای      نگهداری شدند  

ای و میرزان فتوسررنتز، تعررق، هردایت روزنرره    مختلرف 

اتاقک زیرر روزنره برا اسرتفاده از دسرتگاه       CO2غلظت 

 ADC شررکت ، LCA4مردل  ( )IRGA)تبادلا  گازی 

هرا   یریگ گیری شد  بدین منظور اندازهانگلستان( اندازه

 ه از تابش فعرال فتوسرنتزی ثبرت شرد    در یک محدود

وتحلیررل پررس از تجزیرره(  9310)مررنجم و همکرراران، 

درصرد   30 ۀها مشخص شد که ترنش در محردود  داده

داری طور معنری ههای گردو را ب نهالدا ،رطوبتی ۀتخلی

شرده را  گیرری ثیر قررار داده و صرفا  انردازه   تحت ترأ 

  نهرال گرردوی  دا 30بعرد   ۀدهرد  در مرحلر  کاهش می

درصرد تخلیره رطروبتی     30 تحت ترنش دیگر  ۀسالدو

میزان فتوسنتز، تعررق،  تعداد برگ سبز، و  قرار گرفتند

اتاقرک زیرر روزنره برا      CO2ای و غلظرت  هدایت روزنه

در شررایط   (IRGA) استفاده از دستگاه تبادلا  گرازی 

نرمررال و تررنش در یررک محرردوده از تررابش فعررال     

لس تنروع ژنتیکری کرل      سر شرد  محاسربه فتوسنتزی 

 32)شرامل بخرش اول   نمونره(   62)های گیاهی نمونه

 SSRبرا نشرانگرهای   نمونره(   30)دوم بخش و نمونه( 

منظررور شناسررایی ارتبرراط برره ۀو تجزیرر ارزیررابی شررد

نشرررانگرهای پیوسرررته برررا صرررفا  مورفولررروژیکی و 

قبل از اعمال تنش بر روی کل  در مرحلۀفیزیولوژیکی 

بر  ،بعد از اعمال تنش در مرحلۀ ونه( نمو 62ها )نمونه

دانهال مربوط  4که شامل  گرفتنمونه انجام  34روی 

بخرش اول   نمونرۀ  32از  آبیراری  درصرد  30به تیمرار  

 30تحرت تیمرار   بخرش دوم   دانهرال  30کرل   ۀعلاو به

  بودندآبیاری  درصد

   SSR شانگرهاین
  SSRجفرررت آغرررازگر   90در ایرررن تحقیرررق از  

(Woeste et al., 2002; Dangl et al., 2005 )

ای پلیمرراز  (  واکرنش زنجیرره  9استفاده شد )جردول  
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در دستگاه ترموسرایکلر   Dangl et al. (2005)روش  به

(Applied Biosystem, USA)  20در حجرررررم 

ژنررومی، بررافر  DNAنرانوگرم   20میکرولیترری شررامل  

 2/0مررول، میلرری 23، کلریررد منیررزیم 10Xاسررتخرا  

 ، یرررک واحرررد آنرررزیم dNTPsمرررول از هرررر میلررری

DNA polymerase Taq  میکرومول از هر کدام  یکو

و معکرررروس  (Forward)از آغازگرهررررای مسررررتقیم 

(Reverse)  هرای حرارتی واکرنش  ۀ  چرخگرفتانجام 

PCR سازی اولیه در دمای واسرشت ۀشامل یک مرحل

 33دقیقره، سرلس    3مرد   بره  ۀ سانتی گراددرج 14

ثانیره،   30مرد   گراد بهسانتی ۀدرج 14چرخه شامل 

اتصال در دمای مناسب برای هر جفت آغازگر به مد  

مرد  یرک   گراد بهسانتی ۀدرج 52ثانیه، بسط در  40

 ۀدرجر  52ها بسرط نهرایی در   دقیقه و در پایان چرخه

  گرفررتگررراد برره مررد  هفررت دقیقرره انجررام  سررانتی

با استفاده از ژل آگارز سه  PCRالکتروفورز محصولا  

مد  دو تا سه ساعت انجام گرفت به 40با ولتاژ درصد 

ت و میزی برا اتیردیوم برومایرد صرور  پرذیرف     آ و رنا

 برداری با استفاده از دستگاه ژل داکیومنت بیورد عکس

(Gel logic 212 pro, Carestream, Bio Rad, USA) 

  گرفتانجام 

   تحلیل آماریوتجزیه

واریرررانس و  یرررۀدر بخرررش اول آزمرررایش تجز 

هررا برررای صررفا  مررورد ماالعرره بررا میررانگین ۀسررمقای

انجرررام گرفرررت   SPSS 21افرررزار اسرررتفاده از نررررم

صررور  برره SSRبانرردهای حاصررل از نشررانگرهای   

هرای مررتبط برا    بارز امتیرازدهی شردند و شراخص   هم

تنرروع ژنتیکرری شررامل میررانگین هتروزیگرروتی مررورد  

، شررراخص (Ho)و مشررراهده شرررده   (He)انتظرررار 

و  (Ne)ثر هررای مررؤتعررداد آلررل، (I)اطلاعرراتی شررانون 

بررسرری انحررراف از آزمررون کررای اسررکور برره جهررت  

 هرررای واینبررررگ بررررای مکررران -تعرررادل هررراردی 

SSR  افرررزار برررا اسرررتفاده از نررررمGenAlEx 6.4  

(Peakall and Smous, 2006)   محاسررربه شرررد

هرای مرورد ماالعره برا اسرتفاده از      نهرال دابندی گروه

برررا  Neighbor Joiningروش کلاسرررتر بررره  ۀتجزیررر

 Tassel 3.0  (Bradbury and Zhang, 2011)افررزار نرررم

هرای احتمرالی و   منظرور تعیرین زیرگررو      بره گرفتانجام 

 افرررزار رسررری سررراختار ژنتیکررری جمعیرررت، از نررررم بر

Structure 2.3.1 (Pritchard et al., 2000)  در

قبررل  آنالیزهررا دو مرحلرره اسررتفاده شررد  مرحلرره اول 

نهررال گررردو در حالررت دا 62بررر روی از اعمررال تررنش 

Admixture  بررررار  30000برررراBurn-in  30000و 

MCMCتکررررار 
ترررا  9)از  Kدر مقرررادیر مختلرررف  9 

 دوم ۀ( و مرحلررررKتکرررررار برررررای هررررر  90و  20

نهررال دا 34بررر روی بعررد از اعمررال تررنش   آنالیزهررا

 90000بررا  Admixtureدر حالررت  گررردوی ایرانرری 

MCMCتکرررار   30000و  Burn-inبررار  
قررادیر  در م 

( Kتکرررار برررای هررر   90و  90تررا  9)از  Kمختلررف 

 بهینررره براسررراس روش   Kعررردد   گرفرررتانجرررام 

delta K  شررددر هررر دو مرحلرره محاسرربه و تعیررین  

و مرراتریس سررهم   (Fst)میررانگین شرراخص تثبیررت   

بررا اسررتفاده از  K ۀبرررای مقرردار بهینرر  (Q)عضررویت 

مرراتریس روابررط از افررزار محاسرربه شررد  همررین نرررم

منظررور و همچنررین برره اسررتفاده شررد 2دیخویشرراون

شناسررایی نشررانگرهای پیوسررته بررا صررفا  مررورد     

ارتبرراط  ۀماالعرره در شرررایط نرمررال و تررنش از تجزیرر

بهرررره  Tassel 3.0افرررزار در نررررم MLMروش  بررره

 شد   گرفته
 

 نتایج

نشرران داد کرره مقرردار    جفترری tنتررایج آزمررون  

فتوسررنتز، تعرررق، هرردایت    هررایمشخصررهتمررامی 

اتاقررک زیررر روزنرره در تمررام  CO2و غلظررت ای روزنرره

ولرری  مارهررا در طررول تررنش کرراهش یافترره اسررت، تی

 درصررد 900کرراهش ایررن پارامترهررا در تیمررار اول )  

دار آبیرراری( معنرری درصررد 53آبیرراری( و تیمررار دوم )

 
1
 Marker Chain Monte Carlo 

2
 Kinship matrix 
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آبیرراری( اخررتلاف  درصررد 30نبررود  در تیمررار سرروم )

از و بعررد قبررل در شرررایط تعرررق فتوسررنتز و میررزان 

دار برررود و سرررایر معنررری ش خشرررکیاعمرررال ترررن

نشرران ندادنررد  در   یدارپارامترهررا اخررتلاف معنرری  

نیررز کرراهش  آبیرراری(  درصررد 23تیمررار چهررارم ) 

میررررزان فتوسررررنتز،  ( P-value<03/0دار )معنرررری

ای بعررد از اعمررال ترررنش   تعرررق و هرردایت روزنرره   

کرره درحررالی ،مشرراهده شنسرربت برره قبررل از آن   

دار نرریاتاقررک زیررر روزنرره مع  CO2کرراهش غلظررت  

 ( 9)جدول  نبود

 های گردو نهالدا ۀشدگیریمیانگین صفا  فیزیولوژیک اندازه -9جدول 

  تحت تیمارهای مختلف آبیاری قبل و بعد از اعمال تنش خشکی

 
 اتاقک زیر روزنه CO2 میانگین غلظت

(ppm) 

 ایمیانگین هدایت روزنه

(mmol.m-2 s-1) 

 میانگین تعرق
(mmol.m-2 s-1) 

 فتوسنتز میانگین

(µmol.m-2 s-1) 
 تیمار

 از تنشقبل  از تنشبعد 
از بعد 

 تنش
  از تنش قبل

از  بعد

  تنش
  از تنش قبل

از  بعد

  تنش
   از تنش قبل

آبیاری( درصد 900) 9 30/6 33/6 13/0 13/0 66/95 43/95 00/954 30/953  

(  آبیاری درصد 53) 2 93/5 96/6 12/0 49/0 21/94 24/92 99/231 54/233  

آبیاری(   درصد 30) 3 23/6 35/4 40/0 63/0 26/92 44/5 22/230 22/232  

65/934 00/940 12/6 43/93 50/0 96/9 
41/3 42/6 

  آبیاری( درصد 23) 4
          

 کل 35/6 29/3 16/0 55/0 43/94 12/90 03/295 40/206

 

نهرال  دا 62آلرل در   33در مجموع  SSRده مکان 

تعرداد آلررل،   کمتررین و بیشرترین   گرردو تولیرد کررد    

 WGA69 ،WGA71 هرای ترتیب مربروط بره مکران    به

هرای  آلل( بود  تعداد آلل هفت) WGA1)چهار آلل( و 

برود   30/4متغیر و میانگین آن  51/3تا  43/2از موثر 

ترتیب مربروط بره   مقدار آن به که کمترین و بیشترین

بررود  میررانگین   WGA202و  WGA71 هررایمکرران

هرای ژنری   شرده در تمرام مکران   وتی مشراهده هتروزیگ

بیشترین میرزان ایرن    WGA276 بود  که مکان 46/0

شاخص را نشان داد  میانگین هتروزیگوتی مورد انتظار 

 SSR ،56/0مکران   90شرده بررای   در جمعیت ماالعه

میزان هتروزیگروتی  رین و بیشترین تبود  همچنین کم

و  WGA71هرای  مکران  ترتیرب توسرط  مورد انتظار به

WGA202   هرای  مکران  ۀ(  همر 2 تولید شرد )جردول

SSR  داری مرورد ماالعرره در جمعیررت انحررراف معنرری

(p≤0.01) واینبرررگ نشرران دادنررد -از تعررادل هرراردی 

 Neighbor-Joining ،62دنرردروگرام حاصررل از روش  

 ( 9قرار داد )شکل  اصلینهال گردو را در چهار گروه دا

عیررین منظررور بررسرری سرراختار جمعیررت و ت  برره

هرای احتمرالی در جمعیرت مرورد ماالعره از      زیرگروه

 ۀاستفاده شد  پس از محاسب Structure 2.3.1افزار  نرم

(، در شرایط delta K)براساس روش  Kمقادیر مختلف 

و K =2نمونره( مقردار    62قبل از اعمال تنش خشکی )

تررین عردد    مناسرب K =3نمونه(  34در شرایط تنش )

بررای هرر    (Fst)تثبیت  متوسط شاخص ۀبرای محاسب

نمونره   62شده بررای  گروه برآورد شد  در بارپلا  ارایه

هرا و محرور   ( محور افقری مربروط بره دانهرال    2)شکل 

لرق هرر فررد بره هرر گرروه را نشران        عمودی سهم تع

دهد  همچنین در ایرن پرلا  هرر گرروه برا رنگری        می

متمایز مشخص شده است کره دو رنرا مجرزا از هرم     

تعلق آن فررد بره یکری از دو     ۀدهندنبرای هر فرد نشا

 گروه یا هر دو گروه است 
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  مورد ماالعه یدر جمعیت گردو SSR نشانگرهایهای مرتبط با تنوع ژنتیکی برای شاخص -2جدول 

 نشانگر
 دمای

º) اتصال
C)  

 تعداد آلل 

(Na) 
تعداد آلل موثر 

(Ne)  
شاخص شانون 

(I) 

هتروزیگوتی 

  (Ho)شده  مشاهده

تی مورد هتروزیگو

 (He)انتظار 
WGA1 34 5 19/4 52/9 04/0 40/0 
WGA4 34 3 51/3 34/9 02/0 54/0 
WGA9 35 6 90/3 59/9 5/0 40/0 
WGA69 34 4 21/3 24/9 53/0 50/0 
WGA71 31 4 43/2 95/9 00/0 63/0 
WGA89 34 3 13/3 46/9 40/0 53/0 

WGA118 31 3 09/4 41/9 63/0 53/0 
WGA202 60 6 51/3 55/9 43/0 43/0 
WGA276 34 6 24/3 59/9 44/0 49/0 
WGA321 35 3 03/4 41/9 32/0 53/0 

 56/0 46/0 32/9 30/4 3/3  میانگین

 

 

 

 

 SSRمکان  90اساس بر Neighbor-Joining نهال گردو با استفاده از روشدا 62دندروگرام  -9شکل 
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محور افقی مربوط ، SSR مکان 90های حاصل از بر مبنای داده Structure 2.3.1 شده توسط نرم افزارپلا  رسم بار -2شکل 

 دهد  و محور عمودی سهم تعلق هر فرد به هر گروه را نشان می ستهانهالدابه 

 

نشران داد کره    MLMارتباط به روش  ۀنتایج تجزی

صفا  تعداد برگ سبز، تعرق، و  SSR نشانگرهایبین 

ر شررایط نرمرال ارتبراط    د و فتوسرنتز  ایهدایت روزنه

(  برین صرفا  تعرداد    3داری وجود دارد )جدول معنی

و فتوسررنتز بررا  ایبرررگ سرربز، تعرررق، هرردایت روزنرره 

ارتبراط   WGA1 و WGA69 ،WGA9های ژنری   مکان

آلرل و سره    90در مجمروع   داری وجرود داشرت    معنی

داری برا  نشانگر ریزماهواره ارتبراط معنری   90مکان از 

 WGA9اشررتند  نشررانگر  تغییرررا  چهررار صررفت د  

بیشترین میرزان تغییررا  صرفت فتوسرنتز را توجیره      

R=33/0) کرد می
بیشترین تنوع مربروط بره صرفت      ( 2

R=40/0تعداد برگ سبز با 
 WGA1توسرط نشرانگر     2

 WGA1 در شرایط تنش فقرط نشرانگر    شد تبیین می

 CO2صررفت غلظررت ( بررا P≤0.05) داریارتبرراط معنرری

Rان داد )ای نشرراتاقررک زیررر روزنرره
2
(  ارتبرراط 0.64=

داری بین سایر نشانگرهای و صفا  مورد ماالعه معنی

 در شرایط تنش وجود نداشت  

 های گردو نهالدادر  قبل از اعمال تنش خشکیشده در شرایط مرتبط با صفا  ماالعه SSRنشانگرهای  -3جدول 

P-value R2 مکان ژنی Trait 

*09/0 40/0 WGA1 

 

Number of green leafs 

 

 )تعداد برگ سبز(

 

*09/0 30/0 WGA9 

Transpiration 
 

 (mmol.m-2 s-1)تعرق

 

*03/0 43/0 WGA69 

Conductance 

 

 (mmol.m-2 s-1ای)هدایت روزنه

 

*09/0 

*09/0 
33/0 

41/0 

WGA9 
 

WGA69 

Photosynthesis 
 

 (µmol.m-2 s-1)فتوسنتز

 
 درصد 3* معنی داری در ساح 

    

II

I 

I

V 
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 بحث

نهرال گرردو برا    دا 62تنوع ژنتیکری   قتحقیدر این 

 33ماالعه شد  در مجمروع   SSRمکان  90استفاده از 

هرا از  آلل در این جمعیت شناسایی شد که تعداد آلرل 

متغیرر برود     بره ازای هرر مکران ژنری     چهار ترا هفرت  

Dangle et al. (2005)  نشررانگر  94ازSSR  برررای

ید هیبر ۀژنوتی  گردوی ایرانی و یک پای 45شناسایی 

ازای هر مکان ژنی سه تا هشت آلرل  و به استفاده کرده

برا کراربرد    Victory et al. (2006)را شناسایی کردند  

آلرل بره ازای هرر     10تا  46در آمریکا همین نشانگرها 

مکان ژنی در گردوی سیاه مشاهده کردند  برای تمرام  

یرن  شرده توسرط ا  های ژنی تعرداد آلرل گرزارش   مکان

 تحقیرق شرده در  ز مقدار مشراهده گران بیشتر اپژوهش

 ممکرن اسرت  هرا  حاضر بود  این تفاو  در تعرداد آلرل  

های گرردوی سریاه و عردم    ناشی از وحشی بودن توده

هرا  آن و تفراو  در شررایط محیاری    های بشریدخالت

ژنوتیر  گرردوی    24تنروع ژنتیکری    بررسری در باشد  

 توسرررط  SSRنشرررانگر  99ایرانررری برررا اسرررتفاده از 

Karimi et al. (2008)  آلرل شناسرایی    45در مجموع

متغیرر برود     1ترا   2شد که تعداد آلل در هر مکران از  

ترتیب در العه بهحداقل و حداکثر تعداد آلل در این ما

آلرلWGA276 (1   )آلرل( و   2) WGA71هرای  مکان

آلرل در مکران    کمتررین حاضر نیرز   تحقیقدر  بود  که

WGA71 دیگر کره توسرط   پژوهشی  در مشاهده شد 

Mahmoodi et al. (2013)  نمونه از بانرک   96بر روی

 گرفرت، انجرام  در ارومیه رقم از گردوی ایرانی  3ژن و 

گرزارش شرد    23/4ها در هر مکران  میانگین تعداد آلل

حاضر  تحقیقکه با میانگین تعداد آلل در هر مکان در 

هرای مرورد ماالعره    با توجه به زیاد بودن تعداد نمونره 

برا   پژوهشابقت دارد  تاابق این ما( تا حدودی 3/3)

 بررسری به این دلیل است که در هرر دو  حاضر  تحقیق

شرایط محیای یکسان و که  از گردوهایی استفاده شد

میرانگین تعرداد   و  ی دارندمادری مشابه احتمالا منشأ

 3/3حاضرر   تحقیقشده در گردوهای های مشاهدهآلل

کرره در حررالیبررود  در 32/9و میررزان شرراخص شررانون 

ژنوتی  از  24بر روی  Karimi et al. (2008) پژوهش

چهار توده گردوی ایرانی در استان همدان برا اسرتفاده   

هرررای میرررانگین تعرررداد آلرررل، SSRنشرررانگر  99از 

هرای ژنری   ده برای کلیره مکران  شده در هر تو مشاهده

بود و  23/3با میانگین  19/2-33/3های گردو  جمعیت

برود    13/0هرا  توده ۀی کلیمیانگین شاخص شانون برا

گرزینش بررای    دلیرل به به احتمال زیادتفاو  موجود 

های گردو در استان همدان صفا  مالوب در جمعیت

هرا و  و بنابراین کراهش تنروع آللری در ایرن جمعیرت     

  شده اسرت های ماالعهودن تعداد نمونههمچنین کم ب

برا بررسری    Fornari et al. (2001)دیگرر   پژوهشیدر 

های گرردوی آسریایی و اروپرایی برا     ژنتیکی توده تنوع

 94/2-21/2استفاده از نشانگرهای آلوزایم و ایرزوزایم  

آلل در هر جمعیت شناسایی کردند  این تفاو  و کرم  

 پرژوهش شده در های مشاهدهبودن میانگین تعداد آلل

Fornari et al. (2001) بیشرتر به توانایی  ممکن است 

ن چندشررکلی ژنتیکرری در در نشرران داد SSRنشررانگر 

ها نسبت به آلوزایم و ایزوزایم مرتبط باشد  در جمعیت

 ،مرورد اسرتفاده   SSRهرای  مکران  ۀهم ،کنونی ۀماالع

واینبرگ نشران  -از تعادل هاردیداری را انحراف معنی

احتمرال  واینبررگ  -دادند  طبق قانون تعرادل هراردی  

هرای مرورد   نهرال دادلیرل گرزینش   دارد این انحراف به

صرور  انتخرابی و   رسی برای پرورش در نهالستان بهبر

فررد  های خا  و منحصربهرشته ویژگیبر اساس یک 

صرفاتی گرزینش شروند     برای مثالصور  گرفته باشد 

هرای گرردو   نهرال داهموزیگروتی در   سبب افرزایش که 

دلیرل محردود کرردن    بره ممکن اسرت  شده باشد و یا 

 ی پرورشهای مناسب برانهالداها در انتخاب جمعیت

بنردی برا   ییرد گرروه  ۀ ساختار جمعیت و تأتجزی باشد 

، دو گروه احتمرالی را در  Admixtureاستفاده از روش 

و ضرایب  Fst کمولی مقادیر  کرد،نمونه شناسایی  62

هرای   نهرال داها نشان داد کره تمرام   تعلق افراد به گروه

به هر دو گروه جز تعداد اندکی به شده گردوی بررسی

شتند  شباهت زیراد و عردم تمرایز کرافی برین      تعلق دا

حرراکی از وجررود  ممکررن اسررتهررای احتمررالی گررروه
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افشرانی یکنواخرت و   هرای مرادری مشرابه و گررده     پایه

هرای  نهرال دادگرگشنی موجرود برین    ۀهمچنین پدید

  (Fornari et al., 1999)گردو باشد 

اساس مبنای ژنتیکی مررتبط  بر یابی ارتباطیمکان

آمیرزی در درختران   طرور موفقیرت  بره با صفا  متنوع 

-اسرت  اطلاعرا  نشرانگری بره     گرفتره جنگلی انجرام  

هرایی  هرای پیوسرتگی، محردودیت   آمده از نقشه دست

هرای در حررال  همچرون در دسرترس نبررودن جمعیرت   

لینکرراژ مناسررب بررین صررفا  گیرراهی و  نبررودتفرررق، 

-کارایی این نقشه ،کافینانشانگرهای مولکولی و زمان 

شناسایی نشانگرهای مرتبط برا صرفا     ۀنها را در زمی

  با توجه (Gupta et al., 2005) دهدکاهش میگیاهی 

ن ایرن  ارتبراطی برا از برین بررد     ۀبه اینکه روش تجزی

نظرر گررفتن سراختار و    ها و همچنین برا در محدودیت

( و حررذف ارتبرراط MLMروابررط خویشرراوندی )روش 

در  اصفت، اطلاعا  نشانگری مناسبی ر-دروغین نشانگر

روش  در ایرن تحقیرق از  دهرد،  اختیار محققان قرار مری 

MLM  صررفت در  -بررسرری ارتبرراط نشررانگر    برررای

 (.Juglans regia L)هررای گررردوی ایرانرری   نهررالدا

قبرل از  و مشخص گردیرد کره در شررایط      شداستفاده 

 داری را با دوفتوسنتز ارتباط معنیخشکی  ،اعمال تنش

حقیقرت  درنشران داد    WGA69و  WGA9مکان ژنی 

های قبل از اعمال تنش فتوسنتز تحت کنترل تعداد ژن

مکان ژنری   که بعد از اعمال تنش  درحالیاستبیشتری 

WGA1  غلظررتCO2   کنترررل اتاقررک زیررر روزنرره را

 CO2کره جرذب   علت آندر شرایط کمبود آب بهکند   می

در  تثبیرت کرربن و   ،یابرد ها کراهش مری  از طریق روزنه

  (Cakmak, 2002) شرود کم مری نتیجه مقدار فتوسنتز 

منظرور  هرا در طری ترنش گرچره بره     بسته شدن روزنره 

ممانعرت   ۀواساگیرد، بهکاهش هدررفت آب صور  می

 ۀتوانررد فتوسررنتز را برره کمتررر از نقاررمرری CO2از ورود 

(  در Francisco et al., 1995) جبرانری کراهش دهرد   

در  WGA1مکران ژنری    حاضر وجود ۀنتیجه در ماالع

اهمیت زیادی در مقاومرت   تواندمیتحت تنش گیاهان 

نشرانگر  در شررایط نرمرال     داشته باشدها به خشکی آن

WGA9     بیشترین میزان تغییررا  صرفت فتوسرنتز را

R=33/0) کردتوجیه 
و در شررایط ترنش نیرز فقرط      (2

صرفت  ( برا  P≤0.05) داریارتباط معنی WGA1 نشانگر

Rای نشان داد )اتاقک زیر روزنه CO2غلظت 
2
=0.64  )

با  WGA9داری بین مکان ژنی همچنین ارتباط معنی

برا   WGA69صفا  تعرق و فتوسنتز و بین مکان ژنی 

ای و فتوسرنتز در شررایط نرمرال    صفا  هدایت روزنره 

هررای خاصرریت پلیرروتروپی )ژن  وجررود دارد کرره برره 

 صرفا   ۀکننرد های کنترلپیوستگی مکانیا  چنداثره(

   (Nicholas et al., 2008)ربط داده شد 

وسیعی از صفا  مختلف  ۀدرختان جنگلی با گستر

تواننررد خشررکی را تحمررل کننررد  توانررایی تحمررل مرری

هرا بررای بره    وابسته به توانرایی آن  ،در درختان خشکی

 استرفت آب و افزایش جذب آب درحداقل رساندن ه

(Chaves et al., 2003)هررای مربرروط برره   بررسرری

به خشکی با هردف  های ژنتیکی درختان جنگلی  پاسخ

های متحمل به خشکی آغراز شرد    بهبود شناسایی ژن

مررتبط برا    ۀکنندهای کنترلمثال تعدادی از ژن برای

از طریرق   Pinus taedaبار در کرا  تردا    اولین یخشک

کلروپلاستی( تعدادی از  DNA) cDNAوتحلیل  تجزیه

های مربوط به استرس خشرکی مشرخص شردند و     ژن

به کمبود آب را شناسایی مربوط  مکانتوانستند چهار 

شده، تصور های مشخصاساس تشابه توالی ژنکنند  بر

سرلولی بررای    ۀها در تقویت دیروار این ژن شد که اکثر

  سرررازگاری بررره شررررایط کمبرررود آب نقرررش دارنرررد

(Chang et al., 1996)  Rönnberg-Wästljung  

et al. (2005)  در  مکرران صررفا  کمرری  تعرردادی

Quercus robur L.  وBrendel et al. (2008) 90 

برر   زیرادی کننده را کره اثرر   کنترل مکان صفا  کمی

 داشتند شناسرایی کردنرد     (WUE)مصرف آب  بازده

پیچیردگی تحمرل بره ترنش      ۀدهنرد هرا نشران  تنوع آن

کره توسرط    استهای درختی جنگلی خشکی در گونه

 شود های زیادی کنترل میژن

سرکن کرل ژنروم    در ا یابی ارتبراطی مکانهمچنین 

Picea glauca نوکلئوتیرردی مورفیسررم تررک و پلرری
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(SNP) عنرروان و برره شرردوسرریعی ارزیررابی   ۀدر گسررتر

بررداری  نشانگرهای ژنتیکی برای اهداف مربروط بره نقشره   

 ۀامرروزه نقشر    (Namroud et al., 2008) کرار رفرت   بره 

و بسیاری از  ری از درختان جنگلی تولید شدهژنتیکی بسیا

ا  مررتبط برا خشرکی    بررای صرف     کمری های صفامکان

های  سرعت در ارقامی مانند هیبریدو به شناخته شده است

رو بره   (Salix dasyclados × Salix viminalis) بیرد 

برا    (Hamanishi and Campbell, 2011)رشد اسرت  

کره   WGA1تروان از نشرانگر   مری  ،توجه به نتایج حاصل

 CO2لظرت  را در شرایط تنش با صفت غ زیادیپیوستگی 

R) ایاتاقک زیر روزنه
2
هرای  در برنامره  ،نشان داد (0.64=

های مقراوم  واریته شناسایی و گزینشاصلاحی گردو برای 

  البته بهترر اسرت ایرن نشرانگرها     کرداستفاده به خشکی 

پلاسرم  هرای اصرلاحی در ژرم  قبل از اسرتفاده در برنامره  

ا تر  تأییرد شروند  هرای گرردو ارزیرابی و    بزرگی از دانهرال 

یابی ارتبراطی بره حرداقل برسرد     اشتباها  ناشی از مکان

(Awais Khan and Schuyler, 2012)   همچنررین

دسترسی به منرابع دقیرق و    منظوربهشود پیشنهاد می

و تعرداد نشرانگرهای   از تعرداد دانهرال    ،مورد اطمینان

SSR  بیشتر و همچنین از نشانگرهای متنوع دیگر نیز

ی مرتبط با صفا  مقاومت به استفاده شود تا نشانگرها

خشکی با کارایی و اطمینران بیشرتر شناسرایی شرود      

برررداری ارزیرابی فنروتیلی و یادداشرت    بایرد  همچنرین 

صفا  نیز در شرایط محیای مختلف انجرام گیررد ترا    

در شرررایط محیارری  ی پایرردار نشررانگرهای پیوسررته 

البته برای درک و اطمینران از  مختلف شناسایی شود  

اط پیوسته بین نشانگرها و صفا  مختلرف و  وجود ارتب

این صرفا    ۀکنندهای کنترلهمچنین شناسایی مکان

 های در حال تفررق جمعیت ۀتهیها، زومبر روی کرومو

  ضرررروری اسرررت  9یررردهاو دابرررل هاپلوی F1ماننرررد 

(Naghavi et al., 2007)  
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Abstract 

Walnut has a high economic value because of the good quality of wood and fruits. So this 

species has been harvested since many years ago till today and has been introduced as a 

protected species. The performance of Juglans regia increases in wet years, but reduces in dry 

years, hence paying attention to physiological and morphological parameters in order to 

identify the genomic regions related to drought resistant is important for breeding programs in 

walnut. In this study, genetic diversity by SSR markers has been evaluated. Also, the 

association of used primers with physiological and morphological traits were analyzed before 

and after drought stress. 10 SSR primer pairs generated 53 alleles in 62 walnut seedlings. All 

locies showed significant difference (p≤0.01) from the Hardy-Weinberg. Dendrogram of the 

Neighbour-Joining method showed that 62 walnut seedlings divided to four main groups. 

Analyses of population structure by Structure 2.3.1 software identified two sub populations 

(k=2). Based on association mapping analysis, by using MLM (mixed liner model) method, 

transpiration, conductance and photosynthesis have been controlled by WGA9 and WGA69 

locies in normal condition. In stress condition WGA1 loci showed relationship with CO2 

concentration that was covered %75 of variations of this trait. The results of this study can be 

used in breeding programs of Juglans regia to identify drought resistant varieties. 

Keywords: Drought stress, Genetic diversity, Mixed linear model, Physiological traits. 
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