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 در جوامع مختلف  (.Castanea sativa Mill) بلوط اروپایی ارزیابی تنوع ژنتیکی شاه

 SSRاستان گیلان با استفاده از نشانگرهای 
 

 

 4و پیام پتکی 3، اسد اسدی آبکنار2کامبیز طاهری آبکنار، 1پور شیرین علی

 گيلاناه دانشگ منابع طبيعی دانشکدۀ شناسی و اکولوژی جنگل، ارشد جنگلکارشناس 9
 منابع طبيعی، دانشگاه گيلان دانشيار، گروه جنگلداری دانشکدۀ2

 بيوتکنولوژی شمال کشور، گيلان استادیار، پژوهشکدۀ 3
 بيوتکنولوژی شمال کشور، گيلان کارشناس بخش ژنوميکس، پژوهشکدۀ4

 (25/2/9314؛ تاریخ پذیرش: 94/1/9313)تاریخ دریافت: 

 

 چکیده

پتایش و گستترش پایتدار کشتت      ای برتر، نخستتين گتاد در هتر برنامتۀ    ه ی شناسایی ژنوتيپبررسی تنوع ژنتيکی برا

 Castanea sativa)بلتو  اروپتایی    معيتت شتاه  های گياهی است. در این پژوهش، تنوع و ساختار ژنتيکی سته ج  گونه

Mill.) گيتری ا  نشتانگرهای   ژنوتيپ در استان گيلان با بهتره  49 دربرگيرندۀSSR   .استتخرا   بررستی شتد DNA   ا

هتای  فترآورده  .گرفتت  انجتاد  PCR روشبته  آغا گر ریزماهواره  94سپس تکثير با و  CTABش های جوان به رو برگ

آغتا گر   SSR ،91آغتا گر   94ایتن   .الکتروفتور  شتدند  ، درصتد  3آميتد  اکریتل  یپلت  هتای ژل گيریکارهبشده با تکثير

آلتل   39هتم،  امتيتا دهی شتدند. روی   هتای الفبتا  شتان بتا فتر    ا هاند نشان دادند. الگوهای نواری برپایۀچندریختی 

بود. ميانگين هترو یگوستيتی   91/3 ای هر جایگاه ژنی اشده بههای دیده شد. ميانگين تعداد آلل چندریخت شناسایی

رتيتب  تبته  (Nm) و جریتان ژنتی   FSTشتاخ    دست آمد. انتدا ۀ هب 773/1و  742/1ترتيب شده و انتظارداشته، بهدیده

ژنتيکتی، ميتان    ست. بيشتترین فاصتلۀ  ها یاد ميان منطقهجدایی ژنتيکی  دهندۀکه نشان دست آمدهب 91/9و  954/1

های شفارود و فومن بود. دستاوردهای ایتن پتژوهش نشتان    های شفت و شفارود و کمترین آن، ميان جمعيتجمعيت

 فراوانتی اروپتایی ا  کتارایی    بلتو   شاههای امعهجا ی تنوع ژنتيکی و جداس در شناخت اندا ۀ SSRداد که نشانگرهای 

جایی بذرها ا  سوی انسان، در این  مينه بستيار  جابه نيزهای طبيعی و برخوردارند. همچنين جدایی جغرافيایی و مانع

 .نداثرگذار

 .ی، ریزماهواره، ساختار ژنتيکیچندریختیان ژنی، جرهای کلیدی: واژه
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 و هدف مقدمه
یکتی   (.Castanea sativa Mill)وپایی بلو  ارشاه
ی معتتدل و  هتا  جنگتل ار ش ی کميتا  و بتا  ها گونها  

در جهتان دارد   فراوانتی و تنوع ژنتيکتی   استمرطو  
(Martin et al., 2012).     گسترشتگاه ایتن گونته، ةتارۀ 
بلتو   پا، شمال آفریقتا و بخشتی ا  آسياستت. شتاه    ارو

ه در اروپایی در ایتران، بتومی استتان گتيلان استت کت      
ای گستترش  شرایط ادافيکی )ختاکی( و اةليمتی ویتژه   

هتای  منظتوره، در رویشتگاه  چنتد  یافته است. این گونۀ
طبيعی ویسرود، سياهمزگی، ةلعه رودختان و شتفارود   

ای صتور  لکته  تان گيلان پراکنش دارد؛ البته بهدر اس
آباد( نيز دیده شده محله و غریببلو در لاهيجان )شاه

ی ستنتی ا  بتذر   بتردار  هبهتر ماننتد   هتایی عامتل . است
، چترای داد و آلتودگی درختتان بته     بلو  شاهدرختان 

بيمتتاری خشتتکيدگی، بتته کتتاهش  ادآوری طبيعتتی و 
آنجتا کته   ا  شمار این گونه در هکتار انجاميتده استت.  

های بنيادین در تندرستتی  تنوع ژنتيکی یکی ا  ویژگی
، پتایش آن  (Schaberg et al., 2008)جنگتل استت   

برداری پایتدار ا   ار شمند برای بهره یراهبردتواند می
تنتوع ژنتيکتی و ستاختار ژنتيت      . منابع طبيعی باشد
هتا را در  که توانایی گونه اندمهمیجمعيت، عنصرهای 

 کننتد پاسخ به انتخا  طبيعی یا مصنوعی آشتکار متی  

(Fady and Ralls, 2010).   نشتتانگرهای مولکتتولی
آشتکار کتردن تاریخچته،     ای درجایگاه بسيار برجسته

گوناگونی، جداستا ی و ستاختار جمعيتت دارنتد و بتا      
تواننتد بته   هتای ژنتيکتی متی   شناسایی و پایش منبتع 
هتتتای جنگلتتتی کمتتت  کننتتتد  متتتدیریت جامعتتته

(Rischkowsky and Pilling, 2007).  نشتتتانگر
SSRمولکولی 

بتدین  استت؛   2پتذیر ، نشانگری فراتنوع9
گونتاگونی ژنتيکتی   بررسی معنا که هنگامی که هد ، 

باشد، این نشانگر یکی ا  بهترین نشتانگرها بترای ایتن    
را در   یتادی تواند گوناگونی آللی بسيار و می استکار 

 .(Muchugi et al., 2008)هتر جایگتاه نشتان دهتد     

کته   ییهتا  گونته همچنين این نشتانگر بترای شتناخت    
مولکتتولی آنهتتا در دستتت نيستتت،  ا  پيشتتينۀآگتتاهی 

.(Barbara et al., 2007)شتتود  یمتتپيشتتنهاد 
92

 

تنتوع ژنتيکتی ایتن     های نخستتينی در  مينتۀ   بررسی
شتناختی بترگ،   های ریختت  گونه، با رویکرد به ویژگی

بتترگ در  یتتای گونتتاگونی فنتتوتيپی بستتيار  یتتاد   گو
نيتا و همکتاران،   های گونتاگون استت )اکبتری    جمعيت
(. در چنتتدین پتتتژوهش، گونتتتاگونی ژنتيکتتتی  9311
بلتو  اروپتایی در کشتورهای     های فراوان شتاه جمعيت

3گيری ا  نشانگرهای آیزو ایمدیگر با بهره
) Villani et 

al.,1991; Fernandez and Monteagudo, 

2010)،SSR  (Mattioni et al., 2008; Martin et 

al., 2012; Lusini et al., 2014) ،ISSR
4، RAPD

7  
(Goulao et al., 2001; Casasoli et al., 2006 ) ،

EST-SSR (Martin et al., 2010)  وDNA 

بررستی شتده    (Fineschi et al., 2000)کلروپلاستتی  
اروپایی  بلو  شاه استان گيلان تنها خاستگاه گونۀ است.

هتای شتدید بيمتاری     يتدمی اپ متأستفانه در ایران است. 
ها برای این درختتان  چالش ، یکی ا بلو  شاهسوختگی 
ی کاربردهتا ا بتوده استت. بتا رویکترد بته      ه سالدر این 

یع گونتاگون  در صتنا فراوان این گياه ار شمند اةتصادی 
نتژادی  داروسا ی، خوراکی و بهداشتی، نگاه ویژه بته بته  

های بعا  من مناسب یبردار و بهره پایش راستایدر  آن،
آن بایستته   یکمتی و کيفت   بهبتود و  پيشرفتژنتيکی و 

تنتوع ژنتيکتی     یتاد نماید. با آنکته آگتاهی ا  ار ش   می
های جنگلی، راهکاری بترای کتاهش نتابودی آنهتا     گونه

های پژوهشتی فتراوان    کند و نيز، با آنکه بسترفراهم می
تنتوع   هتای بنيتادینی دربتارۀ    داریم، کاوش در دسترس

اروپتایی در راستتای پتایش و     بلتو   شتاه ژنتيکی گونته  
است. هتد    نگرفتهری ا  توان ژنتيکی آن انجاد نگاهدا

بلو  های شاهاین پژوهش، شناخت تنوع ژنتيکی جامعه
ا کته  استت. ا  آنجت   SSRگيری ا  نشانگر اروپایی با بهره

های بومی استان گيلان بتوده و  بلو  اروپایی ا  گونهشاه
ایتتن پتتژوهش  اجتترایدر گزنتتد نتتابودی استتت، ار ش 

 شود. دوچندان می

 
1
 Simple Sequence Repeat 

2
 Hypervariability 

3
 Isozymes 

4
 Inter Simple Sequence Repeat 

5 
Random Amplified Polymorphic DNA 
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 ها و روش مواد

 تحقیق منطقة

بلتو  اروپتایی در سته     برگی ا  گونه شاه نمونۀ 49

رویشتگاهی   منطقه جنگلتی استتان گتيلان بتا  مينتۀ     

شتفت )ویسترود(، شتفارود )ششتار( و      شاملمتفاو ، 

 (.9آوری شد )جدول  فومن )ةلعه رودخان(، گرد

 بلو  اروپایی برداری شاه های نمونههای منطقهداده -9جدول 

 ها نمونهشمار  بلندی ا  سطح دریا طول جغرافيایی عرض جغرافيایی یآورگرد منطقۀ تجمعي
 22 211 -711 41˚97´13˝ 35˚97´73˝ ویسرود 9
 92 211 -331 41˚12´24˝ 35˚31´95˝ ششار 2
 5   211 -411 41˚94´43˝ 35˚17´41˝ رودخان ةلعه 3

 

 تحقیق روش

گرفته  ا  هر درخت،پنج تا شش برگ تا ه و جوان 

ای پيتروی  درختتان ا  الگتوی ویتژه    شد. گرچه فاصلۀ

بته   (، با رویکترد 9312کرد )ةندهاری و همکاران، نمی

هتای درختتی ا    پایته  جایگاه درختان، ميانگين فاصتلۀ 

متر در نظر گرفته شد. همچنين  71یکدیگر، کمابيش 

ا ای هر درخت، طول و عرض جغرافيتایی، ارتفتاع ا    به

 Martin)شد  ثبت GPSبا دستگاه  سطح دریا و جهت،

et al., 2012)تتا   211هتای جنگلتی ا    . ارتفاع منطقه

شتده تتتا  متتان  یآوری گتتردهتتا نمونته متتر بتتود.   711

 -11های مولکولی در فریتزر   و بررسی DNAاستخرا  

 ۀپژوهشتکد گتراد آ مایشتگاه ژنتوميکس     یستانت درجه 

بيوتکنولوژی کشاور ی منطقه شتمال کشتور )رشتت(    

 اری شدند.نگهد

ژنومی، دو گرد ا  بافت برگی  DNAبرای استخرا  

در هاون چينی دارای ا   مایع خرد شتد و استتخرا    

DNA   بته روشCTAB (Doyle and Doyle, 1990) 

. بترای شتناخت   گرفتت همراه با اندکی بهينگی انجتاد  

متتدل  Thermoا  دستتتگاه نتتانودرا   ،DNAخلتتو  

متر بهتتره نتتانو 211ه بتت 231بتتا نستتبت جتتذ   2111

 یاد )در دامنتۀ  ها دارای خلو  نمونهگرفته شد. همۀ 

دستت  هبت  ( بودند. همچنين برای تأیيد نتيجۀ2تا  1/9

های آگار  درصد درون بتافر  ها بر روی ژلDNAآمده، 

TAE
هتا بترای   DNA الکتروفور  شدند. سپس همتۀ  9

 نتانوگرد در ميکروليتتر رةيت     27 به چگتالی  رسيدن

 شدند.

گيری با بهره (PCR)ای پليمرا   يرهنج های واکنش

 94بتا   (ASTECو  ABI) 2ی دمتاگردان هتا  دستگاها  

گرفت. ایتن  ( انجاد 2)جدول  SSR آغا گر ویژه جفت

 et al. (2003) Buckهایمقاله بررسی آغا گرها، برپایۀ

، برگزیتتده و ستتفارش داده Nishio et al. (2011)و 

 شدند.

هتتای ا  متتادهجستتتن ا بهتترهبتت PCRی هتتا واکتتنش

 97 و در انتتدا ۀ ژنيناستتشتتده ا  شتترکت خریتتداری

 2 گرفتتت. ایتتن انتتدا ه، دربرگيرنتتدۀيتتتر انجتتاد ليکروم

در  نتتانوگرد 27ژنتتومی بتتا چگتتالی  DNAيتتتر ليکروم

يتتر  ليکروم X91 ،3/1يتر بتافر  ليکروم 7/9يکروليتر، م

يتر ليکروم 7/9مولار،  يلیم 71منيزیم با چگالی  کلرید

dNTPs يتتتر ا  ليکروم 9متتولار،  يلتتیم 2لی بتتا چگتتا

 91هرکداد ا  آغا گرهای رفتت و برگشتت بتا چگتالی     

 Taqميکروليتر ا  آنتزیم   2/1يتر، ليکروميکومول در پ

DNA Polymerase  وافد در ميکروليتر و  7با چگالی

دمتتایی  ميکروليتتتر آ  ستتترون بتتود. چرختتۀ    2/5

 گتاد  به ترتيتب  یتر بتود؛    و 3روش فرودیها به واکنش

گتاد  گتراد در سته دةيقته،     یسانت درجۀ 14نخست در 

 
1 
Tris-Acetic acid-EDTA 

2
 Termal cycler 

3
 Touch Down 
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 درجتتتتۀ 14 9یچرختتتته؛ دربردارنتتتتده  91دود در 

 31گتراد در   یسانت درجۀ 71ثانيه،  31گراد در  یسانت

درجته کتاهش    7/1ثانيه )که این دما، در هتر چرخته،   

 ثانيته، گتاد   31گتراد در   یستانت  درجۀ 52 و یافت(می

گتراد   یستانت  جۀدر 14چرخه؛ دربردارندۀ  27سود در 

 52ثانيته و   31گتراد در   یسانت درجۀ 73ثانيه،  31در 

چهارد و پایتانی در   ثانيه، گاد 31گراد در  یسانت درجۀ

 دةيقتته بتتود.  91گتتراد در  یستتانتدرجتته  52دمتتای 

 رفته در این پژوهشکارهب SSRآغا گرهای  -2جدول 

 آغا گر توالی آغا گر توالی تکراری آللی دامنۀ اندا ۀ

951 – 952  (CGG) 
F-GCTGATATGGCAATGCTTTTCCTC 

R-GCCCTCCAGCCTCACCTTCATCAG EMCS2 

951 – 951  (GSS) 
F-CGCCGAACTCACCGACCTC 

R-GCCAAAACGACACCCAATCC EMCS4 

999 – 13  (GGA( )GGC) 
F-ATCCACTCCACCAACAACAACC 

R-GGAGGGAGATGGGACGACG EMCS11 

973 – 943  (GAG) 
F-GTGCTTCAGGGACCTTTCTTCTC 

R-GCCGCCGCCTCCTGCTGCTC EMCS14 

17 -13  (CAC) 
F-CTCTTAGACTCCTTCGCCAATC 

R-CAGAATCAAAGAAGAGAAAGGTC EMCS15 

993 -11  (AG) 
F-TTCCACACTTATCTCTTAACCCAAAAA 

R-CTCCGGTACGGTATTGACTTCCTT EMCS32 

251 – 221  (AG) 
F-TTTCCCTATTTCTAGTTTGTGATG 

R-ATGGCGCTTTGGATGAAC EMCS38 

943 – 931  (TG) 
F-AGGCAGGGATGGGTTTTAGT 

RGTTTCTTTGTGAAGAGAGAAGAGAACCCC PRD2 

973 – 12  (GT) 
F-CACGCCGGTGACGAATAATA 

R-GTTTCTTTCTCCAACGGAACCAACACA PRD25 

932 – 933  (GA) 
F-AAACAACCCAACACTCGGAC 

R-GTTTCTTCAAAAGGTTCTCTCGGCAAG PRD42 

951 – 931  (AG) 
F-CTTGTCATGGTGCATTGGTG 

R-GTTTCTTCCGCAGTGGTGATCCATTAT PRD52 

215 – 259  (AG) 
F-TGGGTATCCCTCAGAATCCA 

R-GTTTCTTCGTTGGAGACCAGAGGAGAG PRA67 

211 – 912  (TG) 
F-GTGAAGAACCAAACGGACCA 

R-GTTTCTTACCGAATGAGCTGTCTGGAA PRA75 

341 – 311  (CT) 
F-ATCCCTGCACCAAGAACAAG 

R-GTTTCTTGCCTTTGGTCTCTTGCCAT PRA86 

 

هتتای واکتتنش وردهبتترای اطمينتتان ا  تکثيتتر فتترا 

 درصتد  2های آگار  با چگالی مرا ، ا  ژل یپلای  يره نج

و همچنين، برای دیدن ناهمستانی در ميتان نوارهتای    

هتتتای ا، ا  ژلهتتتآمتتتده و آشکارستتتا ی آندستتتتهبتتت

آميتزی نيتترا    بتا روش رنت    درصد 3آميد  اکریل پلی

 شد. استفاده (Bassam et al., 1991)نقره 

بيشتتر، تنتوع درون   ، SSRآنجا کته آغا گرهتای   ا 

ی ار یتتابی دهنتتد، بتترا  جایگتتاه ژنتتی را نشتتان متتی  

شتان بتا   انتدا ه  آمده، نوارها برپایتۀ دستچندریختی به

 9(...و A ،B ،C ،D) هتتتای الفبتتتای انگليستتتیفتتتر 

 

 PCR ایپایه اصول جزوگراد سانتی درجۀ 14 سود دود و هایدرگاد 1

 همچنتين  و آغتا گر  پيونتد  واسرشتتگی،  ؛مرفلۀ سه دارای PCR .است

 تکترار  ایچرخته  صتور  بته  مرفله سه این و است مکمل رشته ساخت

 دوبتارۀ  آغتا   و ،(مکمتل  رشتۀ ساخت) چرخه هر پایان ا  پس. شودمی

 آلتی  با هتای  ميتان  وژنیهيتدر  پيوندهای باید( واسرشتگی) چرخه این

 در بایتد  شتدن،  بتا   کتار   این و شوند با  هم ا  رشته دو روی در مکمل

 .گيرد انجاد( درجه 14 دمای در و) واسرشتگی مرفله
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 ,Nei)هتای تنتوع ژنتيکتی     امتيا دهی شدند. شاخ 

 Kimural and)ثر هتای مت   آلتل مانند تعتداد   (1987

Crow, 1964) ،شتتتده،  هتتتای دیتتتده تعتتتداد آلتتتل

، (Levene, 1949)هترو یگوستتتيتی متتتورد انتظتتتار 

شده، شاخ  تنوع ژنتيکی نی هترو یگوسيتی مشاهده

(Nei, 1973) هتتتای چنتتتدریختیو محتتتتوای داده 

(Botstein et al., 1980) افزار با نردPopGene   نسخۀ(

)نستتخۀ  Microsatellite tools for Excelو  (32/9

و  FISهای  و شاخ  Nmدست آمد. همچنين هب (75/3

FST افتزار  ها در هر جایگتاه ژنتی بتا نترد     معيتبرای ج

PopGene   و  (32/9)نسخۀGenALEX  (7/3)نسخۀ 

(Peakall et al., 2012)  گيتری شتد. شتناخت    انتدا ه

هتا   ميان جمعيت (Nei, 1972)فاصله و تشابه ژنتيکی 

آ متوده شتد و    (32/9)نستخۀ    PopGeneافتزار  ا نردب

کشتيده شتد.    UPGMAنمودار درختتی آن بتا روش   

ای  و تجزیۀ خوشه (PCOA)به مختصا  اصلی  تجزیه

  DARwinافتزار  بتا نترد   Neighbor Joiningروش بته 

انجتتاد  (Perrier et al., 2003) (971/1/7 )نستتخۀ

 .گرفت

 

 نتایج

 ۀفتت آغتا گر ویتژ   ج 94پتژوهش ا  ميتان   در این 

SSR  جفتتت الگتتوی نتتواری    91بلتتو ،  بتترای شتتاه

آلل چندریخت در  39هم چندریخت نشان دادند. روی

هتا در   آلل تعدادشده شناسایی شد. های بررسی ژنوتيپ

بتتود.  91/3نگين بتتا ميتتا 7تتتا  2ا   ،هتتر جایگتتاه ژنتتی

با  PRD2 جایگاه ژنیمتعل  به شده بيشترین آلل دیده

 ،هتای ژنتی   های م ثر در جایگاه آلل عدادتپنج آلل بود. 

بتود.   441/2بتا ميتانگين    193/3تتا   314/9 ۀدر دامن

)بتا   PRD2جایگتاه ژنتی   متعل  به  شاخ  نی ۀبيشين

نج آلتل آن )پت    یتاد  تعتداد به  توجه( بود که با 544/1

متعلت   هتم   شاخ  نی ۀنماید. کمينآلل(، منطقی می

ميتانگين   ( بتود. 255/1 )بتا  EMCS32 جایگاه ژنیبه 

و هترو یگوستيتی   (Ho) شتده مشاهدههترو یگوسيتی 

در بتود.   773/1و  742/1ترتيتب  بته  (He)انتظار مورد 

متعلتت  بتته  ، PIC ۀایتتن بررستتی، بيشتتترین انتتدا    

، PRD2 ،EMCS14 ،PRD52 هتتتای ژنتتتی  جایگتتتاه

EMCS38  وPRA86 352/1، 513/1ترتيتتب بتتا  بتته ،

متعلت   م ه و کمترین اندا ه 799/1و  723/1، 715/1

ترتيتب  بته  EMCS32و  EMCS15 های ژنیجایگاهبه 

 (.3بود )جدول  231/1و  213/1با 

 SSRا ای هر جایگاه ژنی اروپایی به بلو  شاههای آمده در جامعهدستهی تنوع ژنتيکی بها شاخ  -3جدول 

 یچندریخت
(PIC) 

 ینشاخ  

(Nei) 
هترو یگوسيتی 

 (He) انتظارداشته
هترو یگوسيتی 

 (Ho)ده شدیده
ی ها آللشمار 

 (Ne)م ثر 
ی ها آللشمار 

 (Na)شده دیده
 آغا گر

352/1 522/1 539/1 157/1 711/3 4 EMCS14 

213/1 373/1 331/1 291/1 772/9 2 EMCS15 

231/1 255/1 219/1 111/1 314/9 2 EMCS32 

723/1 313/1 394/1 431/1 749/2 3 EMCS38 

513/1 544/1 574/1 311/1 193/3 7 PRD2 

432/1 725/1 734/1 771/1 995/2 3 PRD25 

715/1 345/1 377/1 515/1 135/2 4 PRD52 

371/1 431/1 454/1 211/1 112/9 2 PRA67 

449/1 744/1 779/1 573/1 915/2 3 PRA75 

799/1 522/1 539/1 157/1 341/2 3 PRA86 

 ميانگين 91/3 441/2 742/1 773/1 741/1 451/1
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ضتریب   هتا برپایتۀ  ژنتيکتی ميتان جمعيتت    فاصلۀ

تشتابه ژنتيکتی،    بيشتترین تشابه نتی، نشتان داد کته    

ارود بتا ضتریب تشتابه    ميان دو رویشگاه فتومن و شتف  

تشتتابه  کمتتترینو  917/1ژنتيکتتی  و فاصتتلۀ 131/1

شتتفت بتتا   ژنتيکتتی در ميتتان رویشتتگاه شتتفارود و   

بتتود  793/1ژنتيکتتی  و فاصتتلۀ 711/1ضتتریب تشتتابه 

   (.4)جدول 

 دستتتت آمتتتده ا  تجزیتتتۀهنمتتتودار درختتتتی بتتت

در  SSRنشتتتتتتانگر  91هتتتتتتای ای داده خوشتتتتتته

گيتتری ا  بلتتو  اروپتتایی بتتا بهتتره هتتای شتتاه جامعتته

کننتتده ، تأیيدUPGMAضتتریب تشتتابه نتتی و روش   

   (.9این گفته است )شکل 

 (9151) یناروپایی برپایۀ ضریب تشابه  بلو  شاههای دوری و نزدیکی ژنتيکی ميان جمعيت -4جدول 

 شماره جمعيت شفت شفارود فومن

 شفت **** 711/1 525/1

 شفارود 793/1 **** 131/1

 فومن 395/1 917/1 ****
 های نزدیکی ژنتيکی، در بالای ةطر و دوری ژنتيکی در پایين ةطر آمده است.اندا ه

 

 
 ضریب همسانی  اروپایی برپایۀ بلو  شاههای نمودار درختی تنوع ژنتيکی ميان رویشگاه -9شکل 

 UPGMA( و روش 9151) ین
 

هتتتای بتتترای شتتتناخت خویشتتتاوندی ژنوتيتتتپ 

هتتای ا برپایتتۀ دادهبنتتدی آنهتتشتتده و گتتروهبررستتی

 Neighborکلاستتتتر بتتتا روش  مولکتتتولی، تجزیتتتۀ

Joining   و بتتتا استتتتفاده ا  ضتتتریب تطتتتاب  ستتتاده

(Sokal and Michener, 1958)  گرفتتتتانجتتتاد 

دو گتروه  بته   گاه،هتای سته رویشت   (. ژنوتيتپ 2)شکل 

هتای رویشتگاه   شدند. گتروه نخستت، ژنوتيتپ   تقسيم 

هتتای هتتای رویشتتگاه  و گتتروه دود، ژنوتيتتپ  شتتفت

شتتتفارود و فتتتومن را دربرگرفتتتت. البتتتته برختتتی ا   

هتتای هتتر ستته رویشتتگاه در ایتتن دو گتتروه     نمونتته

 پراکنده شدند.

همچنتتتين بتتترای کامتتتل شتتتدن روش بررستتتی 

-ههتم بت   کلاستر، آ مون تجزیته بته مختصتا  اصتلی    

دستتت آمتتده ا  ایتتن  هکتتار رفتتت. طتترد دوبعتتدی بتت 

شتتده را هتای بررستتی پتراکنش نمونتته آ متون، الگتتوی  

 (.3یيد کرد )شکل در نمودار درختی بالا تأ

(، 954/1)برابتتر بتتا   FST دستتت آمتتدۀ هبتت انتتدا ۀ

هتتا نشتتان داد.   جتتدایی بستتياری را ميتتان جمعيتتت  

 دستتت آمتتدهبتت 91/9جریتتان ژنتتی  نتتين انتتدا ۀهمچ

جریتتان ژنتتی کتتم ميتتان ایتتن ستته دهنتتدۀ اننشتتکتته 

 (.7رویشگاه است )جدول 
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 . 9اروپایی برپایۀ ضریب همخوانی ساده و روش اتصال همسایه بلو  شاههای  يپژنوتنمودار درختی تنوع ژنتيکی ميان  -2شکل 

 گاه فومن: رویش37-49: رویشگاه شفارود و 23-34: رویشگاه شفت، 22-9

 

 

 گيری ا  آ مون تجزیه به مختصا  اصلیاروپایی با بهره بلو  شاههای  يپژنوتی پراکنش دوبعدنمودار  -3شکل 

 

 
1
 Neighbor Joining 

2 
9 
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 ا ای هر جایگاه ژنیها به تشابه ژنتيکی ميان رویشگاهی ها شاخ سنجش  -7جدول 

Nm FST FIS آغا گر 
72/9 941/1 711/1- EMCS14 

51/1 231/1 131/1 EMCS15 

21/1 433/1 111/9 EMCS32 

24/2 911/1 213/1 EMCS38 

75/1 313/1 943/1- PRD2 

51/9 921/1 913/1- PRD25 

54/9 927/1 932/1- PRD52 

47/1 372/1 435/1 PRA67 

11/3 134/1 371/1- PRA75 

52/3 371/1 317/1- PRA86 

 ميانگين -957/1 954/1 91/9

 

 بحث

را در   یادیریختی دستاوردهای این پژوهش، چند

ختوبی  نشان داد و این نشتانگرها بته   SSRنشانگرهای 

بلو ، نوارهتای چنتدریخت    های شاهتوانستند در نمونه

درصتتد ا   35/13کتته طتتوریبتتهرا تکثيتتر کننتتد؛  

کار رفته، چندریختی هنشانگر ب 91های ژنی در  جایگاه

بيتان داشتتند کته     et al. (2008) Wangنشان دادند. 

بلو  اروپتایی،   شاه یژۀو SSRهای  ا  جایگاهدرصد  11

بلتتو   ریخت را در شتتاهتوانتتایی تکثيتتر نوارهتتای چنتتد

هتای  تعداد آلل، et al. (2003) Buck. چينی هم دارند

شتده را در سته جمعيتت شتاه بلتو  اروپتایی ا        دیده

آلتتل  94تتتا  2انگلتتيس و یتت  جمعيتتت ا  ترکيتته، ا  

هتای  اد آلتل شود کته تعتد  گزارش کردند. یادآوری می

در پتژوهش آنتان،    EMCS14شده بترای آغتا گر   یدهد

، ولی در پتژوهش متا چهتار آلتل در ایتن      ی  آلل بود

، PRD42)جایگاه ژنی شناستایی شتد. چهتار آغتا گر     

EMCS2 ،EMCS4 و EMCS11)   در پتتتژوهش متتتا

ریختی )مونومورفيسم( نشان دادند که بتا گتزارش    ی 

et al. (2003) Buck  وNisho et al. (2011) 

این باشد کته   ممکن استهمخوانی ندارد که دليل آن 

هتای تکتراری نتوار هتد  ایتن آغا گرهتا در       در توالی

شتده در پتژوهش متا، کتاهش یتا      های بررستی ژنوتيپ

بتتا  Costa et al. (2005) افزایشتتی رن نتتداده استتت.

بلتو   هتای شتاه  شده ا  رةمنمونۀ گردآوری 12بررسی 

، سته تتا   SSR  پتنج نشتانگر   گيری ادر پرتغال با بهره

برای این آغا گرها شناسایی کردند. تعداد را شش آلل 

شده ا  سوی پژوهشگران دیگتر بترای   های گزارشآلل

شتده در  های ژنی، بيشتر ا  تعداد دیده اهبرخی ا  جایگ

ستبب  توانتد بته   فاضر استت. ایتن تفتاو  متی    بررسی 

 هتای ناهماننتد و دخالتت نداشتتن     کتارگيری نمونته   هب

یی و شتمار  نها، تفاو  در محيط جغرافيتا  در آ هاانسان

ایتن  شتده در مقایسته بتا    هتای بررستی   بيشتر جمعيت

شده در هتر جایگتاه ژنتی،    های دیده باشد. آللپژوهش 

دارد و ا    یتادی هتا وابستتگی بستيار    به تعتداد نمونته  

هتای گونتاگون بتا     در آ مایشرسد نظر میبهرو، همين

هتتای واةعتتی  او ، تعتتداد آلتتلهتتای متفتت تعتتداد نمونتته

 .دست آیدهگوناگونی برای ی  جایگاه ویژه ب

هتای چنتدریخت   های ژنی که محتوای داده جایگاه

هستتند. ایتن     یادیباشد، دارای چندریختی  7/1آنها 

برسد، نشان ا  چنتدریختی   27/1اندا ه اگر به کمتر ا  
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 ۀدهنتتد نشتتانباشتتد،  7/1تتتا  27/1  دارد و اگتتر ا کتتم

. (Botstein et al., 1980)ختی ميتانگين استت   چندری

متفتاو    PIC ۀها، انتدا  های برخی آ مایشداده یۀبرپا

ثتابتی باشتد. ایتن انتدا ه، بته      توانتد عتدد   و نمی است

ها در هر جایگاه بستتگی  هایی همچون تعداد آلل عامل

بتا   ،PRD2آغتا گر   ؛ پتس (Roder et al., 1998) دارد

هتتتر ا  دیگتتر نشتتانگرهای ، بPICبيشتتترین انتتدا ه در 

هتا را آشتکار   رفته توانسته تفاو  ژنتيکتی نمونته  کار هب

، PRD2 ،EMCS14رفتته، پتنج آغتا گر    هتم کند. روی

PRD52، EMCS38  وPRA86 تتتتتتتوان را متتتتتتی

متد بترای بررستی تنتوع     اآغا گرهایی سودبخش و کار

بلو  ایران دانستت. همچنتين بایتد گفتت     ژنتيکی شاه

آغا گرهتتای برگزیتتده بتترای ایتتن پتتژوهش، بهتتترین   

نشانگرها برای بررسی تنوع ژنتيکی شاه بلو  اروپتایی  

 .(Buck et al., 2003) انتتددر سرتاستتر اروپتتا بتتوده

Cutino et al. (2009) اند که نشتانگر  گفتهEMCS38 

ژنتيکتی  در بررستی تنتوع    PIC ۀدارای بيشترین انتدا  

بلو  اروپایی در ایسلند بوده استت. چنتين چيتزی،    شاه

 تأیيد کنندۀ جداشدگی  یاد نوارها در این نشانگر است.

 ۀهای نمودار درختی بررستی تشتابه و فاصتل   نتيجه

 ۀتجزیه به مختصا  اصلی و همچنتين تجزیت   ژنتيکی،

کتل ا   کنند که جمعيت شتفت بته  یيد میأای، ت خوشه

شده است. شاید چنين چيتزی،  دو جمعيت دیگر جدا 

هتا در  آوری جنسی آنجریان ژنی و  اد ۀبرآمده ا  پدید

بته ایتن    et al. (2013)  Marinoniگذشته بوده باشتد. 

هایی که توانسته بته  دستاورد رسيدند که یکی ا  عامل

بلتو  اروپتایی در شتمال غربتی      گوناگونی ژنتيکی شاه

ی هتتا ایتاليتتا بينجامتتد، جریتتان ژنتتی ميتتان جمعيتتت 

جایی بذر ا  سوی آدمتی، یکتی ا    بهجا بلو  است. شاه

ها هایی است که جریان ژنی بسيار ميان رویشگاهعامل

. چنتدین ستده   (Nisho et al., 2011)را در پتی دارد  

بلتتو  اثتتر  هتتای شتاه استت کتته آدميتتان، بتر رویشتتگاه  

است که  ی. گفتن(Marinoni et al., 2013)اند گذاشته

بلتو  و گترایش متردد استتان      هار ش خوراکی بذر شا

گيلان به خوردن آن و همچنين درآمتد ایی آن بترای   

جایی بذر مردد روستاهای شفت، شفارود و فومن، جابه

در  آن پس ا  گردآوری در فصل بذردهی و فتروش آن 

رو، ها را در پی داشته است. ا  ایتن با ار و کشت در باغ

جایی بذر آن ای در جابهجایگاه بسيار برجسته هاانسان

 دخالتت انستان در  تتوان گفتت ایتن    . متی استداشته 

هتای ژنتيکتی را   تواند تفتاو   بلو ، می های شاهجامعه

 فتی ميان دو ةاره پدید آورد.

با وجود شباهت  یاد دو جمعيت شتفارود و فتومن   

هتا  ژنتيت ، تنتوع  یتادی بتين افتراد آن     ا  نظر ساختار 

دگرگشن  ۀيجوجود دارد. این تنوع  یاد ممکن است نت

 خصتو   نبتور   بته ) بلو ، فعاليتت فشترا    بودن شاه

بته   هتا باشتد.   بتين ژنوتيتپ   گترده  ۀعسل( و تبادل دان

ها  کی جمعيتشباهت ژنتي، et al. (1997)  Hartlگفتۀ

برآمتده   ممکن استها در ی  دسته، و جای گرفتن آن

ا  نزدی  بودن  متان پيتدایش، خاستتگاه جغرافيتایی     

افتمتتالی و داشتتتن نياکتتان  یکستتان، خویشتتاوندهای

گفتته   et al. (2006)  Langیکسان باشتد. در بررستی  

 هتتای جتتنس افشتتانی در گونتتهشتتده استتت کتته گتترده

Castanea د، پس گيرها انجاد میبا کم  باد و فشره

استت. البتته موانتع    ممکن ها هم جریان ژنی ا  این راه

جغرافيایی، جهت و سرعت باد و همچنين رطوبتت، ا   

 انتتتد هتتتای اثرگتتتذار در ایتتتن  مينتتتهامتتتلدیگتتتر ع

(Pisani and Rinalelli, 1991) ۀ. افتتزایش فاصتتل 

ها، بيشتر، به کتاهش جریتان    جغرافيایی ميان جمعيت

  انجامتتتتتدمتتتتتیهتتتتتا ژن در ميتتتتتان جمعيتتتتتت

(Mayr and Ashlock, 1991)  جتایی افتراد   و ا  جابته

 کند.کننده جلوگيری میتوليدمثل

 FST ۀ، انتتدا Martin et al. (2012) در پتتژوهش

اروپتایی بتا    بلتو   شتاه جمعيت  94آمده برای دست هب

بود. در این بررستی،   972/1برابر با  SSRهفت نشانگر 

ا   FST ۀبتود. انتدا    954/1ها جامعه ۀدر هم FSTاندا ه 

استت.   کتم جدایی ژنتيکتی   ۀدهندنشان 17/1صفر تا 

ۀ جتتدایی دهنتتدباشتتد، نشتتان 97/1تتتا  17/1اگتتر ا  

جتدایی   ۀباشتد، نشتان   27/1تتا   97/1اگر ا  ين، ميانگ

باشتد، نمایتانگر    27/1و اگر هم بتيش ا     یاد،ژنتيکی 
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بتر  . (Avise, 2004)  یتاد استت  جدایی ژنتيکی بسيار 

یی ژنتيکتتی ميتتان ستته رویشتتگاه   ایتتن پایتته، جتتدا 

جتای    یتاد  ۀ، در دامنت فاضتر شده در پژوهش  بررسی

دو رویشگاه  ژنتيکی ميان ۀگرفت. البته بيشترین فاصل

شفت و شفارود بود. این دو رویشگاه ا  دید جغرافيایی 

کيلتتومتر( و موانتتع  51نتتد )هتتم کمتتابيش ا  هتتم دور

، توانستتته جریتتان ژنتتی را ميتتان ایتتن دو  اکولتتوژیکی

 ۀرویشگاه کاهش دهد. به سخن دیگر، هتر چته مبادلت   

ژنی ميان دو جمعيت کمتر شتود، آن دو جمعيتت بتا    

ی را خواهند پيمتود  ا جداگانهی گذشت  مان، راه تکامل

تر ا  هم دور خواهند شتد و بتا گتردهم    يشتر و بيشبو 

ای پدید تا ه ۀجمعيتی، گونهای ميانآمدن این تفاو 

ژنتی ميتان دو    ۀ، هرچته مبادلت  بترعکس خواهد آمتد.  

ا   بتذر گرده یتا   ۀمانند پخش داند )تر شويشبجمعيت 

ن، ایتن  یکی به دیگری یا هر دو به هم(، با گذشت  ما

  دو جمعيتتت شتتباهت بيشتتتری پيتتدا خواهنتتد کتترد  

(Hartl and Clark, 1997). شتود کته دو   یادآوری می

اند و این یال بلند، رویشگاه شفت را ا  دو سو فراگرفته

گونته کته   آنها جای گرفته استت؛ آن  ۀرویشگاه در ميان

هتای کمتابيش بلنتد و پرشتيب را در     این گستره، کوه

گيترد. پتس ایتن    بر  غربی دربرمیی شمالی الها دامنه

جغرافيایی برای جدا شدن  ۀتواند ی  با دارند یمخود 

 رویشگاه شفت ا  دو رویشگاه دیگر باشد.

ی، ا خوشتته ۀهتتای تجزیتت همتته، بررستتی بتتا ایتتن 

PCOA ژنتيکتتی، یتت  الگتتوی جغرافيتتایی   ۀو فاصتتل

هتتای روشتتن را ميتتان ستته گتتروه متفتتاو  رویشتتگاه  

يلان نشتتتان داد و اروپتتتایی استتتتان گتتت بلتتتو  شتتتاه

دستتتاوردهای تنتتوع ژنتيکتتی ا  ایتتن الگتتو پيتتروی    

هتای  آنجتا کته روش  کنتد. در پایتان بایتد گفتت ا      یم

پذیرنتد، بررستی ستاختار    مولکولی ا  محيط اثتر نمتی  

ژنتيکتتی بتتا سودجستتتن ا  نشتتانگرهای مولکتتولی ا    
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Abstract 

Gilan is one of the rich genetic resources of sweet chestnut (Castanea sativa Mill.). The study 

on genetic variation of this gene pool is the first step in breeding programs like introducing 

new promising cultivars. In this study, the genetic diversity and structure of three C. sativa 

populations including 41 genotypes in Guilan province was studied using SSR markers. 

Among fourteen analyzed microsatellites, 10 showed polymorphism. In total, 31 polymorphic 

alleles were detected. The average of observed alleles was equal to 3.10 in each locus. 

Expected and observed heterozygosity were 0.542 and 0.556, respectively. The Fst and gene 

flow value were 0.174 and 1.18, respectively, which indicating the high genetic differentiation 

between populations. The highest genetic distance was found between Shaft and Shafarud 

populations and lowest genetic distance was found between Fuman and Shafarud populations. 

The results of this study showed that SSR markers are of  high performance in determining 

the amount of genetic diversity and distinction in populations of European chestnut. 

Geographic separation and natural barriers and transportation of seeds by human are the 

important factors in this regard. 

Keywords: Gene flow, Genetic Structure, Microsatellite, Polymorphic. 
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