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های شمال ایران با استفاده از نشانگر های شمشاد در جنگلبررسی تنوع ژنتيكی بين و درون جمعيت

 RAPDمولكولی 
 

 

 4و محمدهادی پهلوانی 3خواه، اسدالله احمدی2، وحيده پيام نور1*وجيهه قندهاری
 منابع طبيعی گرگان شناسی و اکولوژی جنگل، دانشگاه علوم کشاورزی و کارشناسی ارشد جنگل آموختۀ دانش2

 جنگلداری، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبيعی گرگان استادیار دانشکدۀ2
 کشاورزی، دانشگاه زنجان ۀاستادیار دانشکد9

  توليد گياهی، دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبيعی گرگان ۀدانشيار دانشکد4

 (32/  20/  22: پذیرش، تاریخ 32/  4/ 22)تاریخ دریافت: 

 

 چكيده  

 کشوور  در شمال (.Buxus hyrcana Pojark) جمعيتی، سه جمعيت طبيعی شمشاد منظور بررسی تنوع ژنتيکی بين و درون به

ند. نتایج نشوان  شدبررسی  RAPDآباد گرگان( با استفاده از نشانگرهای مولکولی بلبل بندرگز، سيسنگان نوشهر و قرن )چشمه

 3/22ای کوه از   گونوه  ، بوه بررسوی وجوود دارد  های موورد   درصد( در جمعيت 23حدود )لوبی نسبت مط بهداد که تنوع ژنتيکی 

جمعيتوی در   درون. سهم تنوع ژنی متغير است درصد در جمعيت سيسنگان نوشهر 9/22آباد گرگان تا  درصد در جمعيت قرن

(. بررسی ضریب تشوابه ژنتيکوی   درصد 20درصد در مقابل  30د )شجمعيتی برآورد  تر از تنوع ژنی بينيشب ،تنوع ژنتيکی کل

ژنتيکوی   ۀدرصد(. کمترین فاصول  2/33تا  3/32)بين  دارند زیادیشباهت ژنتيکی  نشان داد که سه جمعيت مورد بررسینئی 

آبواد و سيسونگان   درصد( بين جمعيت قورن  4/2ژنتيکی ) ۀدرصد( بين دو جمعيت بندرگز و سيسنگان و بيشترین فاصل 3/9)

واینبرگ نشوان داد  -تأیيد شد. بررسی تعادل ژنتيکی هاردینيز  UPGMAروش  ای به خوشه ۀه با تجزیاین نتيج .مشاهده شد

البتوه در موورد تعودادی از     .نود رها در وضعيت تعادل ژنتيکی قرار دادر اکثر لوکوس بررسیهای مورد طور کلی جمعيت که به

بيشوترین عودم تعوادل ژنتيکوی مربوو  بوه        .ود نداشوت ها یا در هر سه جمعيت، تعادل آللی وجها در برخی جمعيتلوکوس

يوت را بوه   که لزوم تبودیل ایون جمع   استزیرا احتمالاً در حال از دست دادن ذخایر توارثی خود  ،آباد گرگان بودجمعيت قرن

بررسوی  بورای   RAPDتوان بيان داشت که نشانگرهای  د. در مجموع با توجه به نتایج این تحقيق، میکنگاه گوشزد میذخيره

 .استمد اهای شمال کشور کارشمشاد در جنگل ۀژنتيک جمعيت گون

 

 .، شمال ایرانRAPDشمشاد، تنوع ژنتيکی، نشانگر  های کليدی:واژه
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 و هدف مقدمه

حفاظت منابع ژنتيکی درختان جنگلی با هدف حفظ تنوع 

ها، بيش از هر چيز به مانده در درون جمعيت ژنتيکی باقی

ها نياز ی از الگوی این تنوع ژنتيکی در بين و درون جمعيتآگاه

ها به  (. پایداری اکوسيستمSaenz-Romero et al., 2006دارد )

ها و نيز الگوی این تنوع ژنتيکی  تنوع ژنتيکی موجود در گونه

از  (.Ziehe & Muller-Starck, 1991) بستگی زیادی دارد

تنوع ژنتيکی بيشتری  هایی که ها یا توده طرفی انتخاب جمعيت

واسطۀ  دارند، برای حفاظت ژنتيکی مناسب خواهد بود، زیرا به

تغييرات اقليمی در سطح جهان، درختان در اثر حوادث طبيعی 

حاد مثل سيل یا خشکی در معرض تهدید هستند و تنها 

توانند در  های گياهی دارای تنوع ژنتيکی بيشتر می جمعيت

 Ngulube et al., 1997; Greetد )مقابل این عوامل مقاومت کنن

et al., 1998 رفتن تنوع ژنتيکی معمولا  که ازدست ( و از آنجا

گذارد، ممکن  جا می ها به آوری بر قابليت و توانایی گونه آثار زیان

 ;Malone et al., 2003ها را تهدید کند )است بقای جمعيت

Reed & Frankham, 2003 نشانگرهای .)RAPD (DNA 

( اولين نشانگرهای مولکولی 2حاصل از تکثير تصادفی چندشکل

یابی ژنتيکی و  بودند که با هدف نقشه PCRمبتنی بر 

یابی  ابداع شدند. از این نشانگرها در نقشه DNAنگاری  انگشت

نگاری ژنومی و بررسی تنوع ژنتيکی، بسيار  ژنتيکی، انگشت

و به نسبت ساده است  استفاده شده است، زیرا ایجاد آنها به

 & Welsh) دانستن توالی برای طراحی آغازگر نيازی نيست

Mcclelland, 1990 .) همچنين به استفاده از مواد رادیواکتيو

ژنومی کافی  DNAنياز ندارد و برای انجام دادن آن مقدارکمی 

های است. این روش با وجود تکرارپذیری کم، یکی از روش

 (.Simmons et al., 2006معمول تعيين تنوع ژنتيکی است )

هوای   در گذشته تحقيقات اندکی بر روی تنوع ژنتيکی گونوه 

گرفته اسوت  جنگلی با استفاده از نشانگرهای مولکولی انجام 

(Jiang et al., 1998; Arcade et al., 2000 .) امووا در

های اخير اسوتفاده از نشوانگرهای مولکوولی بوا هودف       سال

ت و تموایز آن،  پژوهش بر روی تنوع ژنتيکی، ساختار جمعي

 ی توسوووعه یافتوووه اسوووت جریوووان ژن و تکامووول نوووژاد 

(Wang & Szmidt, 2001 و در ایوون ميووان شووماری از )

 ISSRو  RAPDنظيور   PCRمبتنوی بور    DNAنشانگرهای 

                                                 
1- Random Amplification Polymorphic DNA 

طوور گسوترده در    ( بوه 2های تکراری ساده )نواحی بين توالی

ها، بدون اینکوه محودودیت   بررسی ساختار ژنتيکی جمعيت

 انود  کار گرفته شوده  بهزایمی را داشته باشند، نشانگرهای آلو

(Esselman et al., 1999; Rossetto et al., 1999; Tani 

et al., 1998 توووان بووه اسووتفاده از    (. از آن جملووه مووی

برای بررسی تنوع ژنتيکی در سطح دنيا  RAPDنشانگرهای 

 Betula alnoides (Zeng etهایی نظير تووس   بر روی گونه

al., 2003 ،)Araucaria bidwillii (Pye & Gadek, 

 ,.mulberry (Kawasthi et al(، جوونت تمشووک 2004

2004 ،)Pinus mugo (Monteleone et al., 2006پيسه ،) آ

 Picea likiangensis (Peng et al., 2007 شمشوواد ،)

Buxus Sinica Var parvifoli  (Huang et al., 2008 ،)

Sorbus torminalis (Belletti et al., 2008 ،)بارانووک 

(، Castro-Felix et al., 2008هوای سوفيد مکزیکوی )    کوا  

( و بيد Ferreyra et al., 2010)Prosopis chilensis کهور 

 ,Salix viminalis L. (Przyborowski & Sulimaمعمولی 

هوای تنووع ژنتيکوی بوا      ( اشاره کرد. در ایران پژوهش2010

در بخوش جنگول    RAPDاستفاده از نشانگرهای مولکوولی  

بررسی تنوع  به توان می در این ميان که استبسيار محدود 

های سرو کوهی پارک ملی تندوره )کرموانی و  ژنتيکی نمونه

( و پژوهش تنوع ژنتيکوی نوارون از نوواحی    2923همکاران، 

( 2923مختلف شهر اصفهان )سيد طباطبوایی و همکواران،   

نخسوتين   گانویسند. تحقيق حاضر که به گمان ناشاره کرد

 تنوع ژنتيکوی  است، با هدف بررسی مقدار در ایران پژوهش

شمشاد با استفاده از نشوانگر   ۀهای گون و بين جمعيت درون

RAPD  های  از گونه ،شمشاد ۀکه گون و از آنجا گرفتانجام

، اهميت ضورورت  استبومی شمال کشور و در معرض خطر 

 چندان است.دواین تحقيق  اجرای

 

 

 

 

 

 

                                                 
2- Inter Simple Sequence Repeat 
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 ها شمواد و رو

شمال کشور شمشاد  سه جمعيت ،این تحقيق جرایبرای ا

بلبل بندرگز در  چشمهشده ) گاه حفاظتدو ذخيرهشامل 

 (پارک سيسنگان نوشهر در استان مازندرانو  استان گلستان

در نظر آباد گرگان در استان گلستان شمشاد قرن جمعيتو 

ان جوان درخت هایبرداری از برگ سرشاخه نمونه. گرفته شد

در اوایل اردیبهشت  یکسان، با ظاهر سالم و ارتفاع تا 

طور  به پایه  20بررسی و با انتخاب  مورداز مناطق  2923

 ۀتصادفی در هر منطقه صورت گرفت. هر چند فاصل

متوسط فاصله  ،کرددرختان از الگوی خاصی پيروی نمی

و تعيين تنوع  DNAاستخرا   منظور به متر بود. 20حدود 

های  ، برگRAPDبا نشانگرهای مولکولی ژنتيکی 

کاغذ آلومينيوم در داخل  ونشده از هر پایه در آوری جمع

و  انتقال یافتتانک ازت مایع قرار داده شد و به آزمایشگاه 

 گراد درجۀ سانتی -20استخرا  در دمای  ۀتا مرحل

 نگهداری شد. 

های برگی مناطق ابتدا نمونه ،DNAاستخرا  در مرحلۀ 

با استفاده از ازت در ظروف چينی  ررسیبمورد 

مربو  به  ۀشد های پودرشده کوبيده شد و برگ عفونی ضد

شده ریخته شد و تا زمان  هایی کدگذاریهر پایه در تيوب

نگهداری  گراد درجۀ سانتی -20در دمای  DNAاستخرا  

با استفاده از کيت  DNAدر این تحقيق استخرا   شد.

؛ دانشگاه علوم کشاورزی و DenaNucleic Kit) دنانوکلئيک

روش پيشنهادی  بر پایۀ منابع طبيعی گرگان(

Ahmadikhah (2009)  گرفتبه شرح زیر انجام . 

 DNA) 2( و بافر DNA NUC 1) 2بافر  شاملاجزای کيت 

NUC 2) .20-200ليتری،  ميلی 2ابتدا در یک تيوب  بود 

 DNAفر ميکروليتر با 000شده و ۀ بافت پودرگرم نمون ميلی

NUC 1 مدت  استيرر، به ۀوسيل ها بهاضافه شد. سپت نمونه

دقيقه  90-40مدت  خوبی هموژنيزه شد و به یک دقيقه به

 ۀدرج 30-30در حمام آب گرم )بن ماری( با دمای 

ها بار تيوبه یکپنج دقيقو هر  گراد قرار داده شدهسانتی

 200 ماری خار  و ها از بنبه آرامی سر و ته شد. نمونه

و مجدداً شد به آنها اضافه  DNA NUC 2ميکروليتر بافر 

دقيقه  20مدت  گراد( به سانتی ۀدرج 30-30ماری ) در بن

ماری، در  ها از بن قرار داده شد. پت از خار  کردن نمونه

کلروفورم:ایزوآميل الکل به مقدار  24:2زیر هود از محلول 

تيوب به  حجم نمونه به تيوب اضافه و سپت چند بار 2/0

دقيقه در دور  20مدت  آرامی سر و ته شد. سپت به

گراد سانتریفيوژ انجام سانتی ۀدرج 4و دمای  22000

مایع رویی با سمپلر مناسب به تيوب  ،بعد ۀگرفت. در مرحل

شد و به آن  برداشته حجم مایع 2/0و  انتقال یافتجدید 

 .شد و مخلو گراد( اضافه سانتی ۀدرج 4ایزوپروپانل سرد )

 ۀدرج 4و دمای  20000دقيقه در دور  20مدت  سپت به

مایع رویی دور  و گراد سانتریفيوژ صورت گرفتسانتی

ميکروليتر الکل  000بار با  دومانده  رسوب باقی .ریخته شد

دار ها در آون فنشو شد و در نهایت نمونهو درصد شست 33

دقيقه خشک  20مدت  گراد بهسانتی ۀدرج 00در دمای 

ميکروليتر آب مقطر استریل به  200سپت حدود  .دش

ساعت  24مدت  در یخچال به ها نمونه ها اضافه شد ونمونه

 د. شنگهداری 

الکتروفورز با استفاده از ژل آگارز  ۀوسيل به DNAکيفيت 

 UVبنفش در دستگاه فرایک درصد تعيين و در زیر نور 

trans-illuminator کميت . مشاهده شدDNA اده از با استف

 نانومتر 230دستگاه اسپکتروفتومتر در طول مو  

نانوگرم بر  200گيری و غلظت هر نمونه در حد اندازه

ها تا زمان استفاده در د. سپت نمونهميکروليتر تنظيم ش

 گراد( ذخيره شد. درجۀ سانتی) -20در فریزر  PCRواکنش 

 RAPDآغازگر  22از  RAPD-PCRواکنش برای بررسی 

آورده شده است.  2 د که توالی آنها در جدولاستفاده ش

در دستگاه ترمال سایکلر شرکت  PCRهای واکنش

PeqLab  روفيل حرارتی پگرفت. انجامPCR  برای

 صورت زیر بود: هب RAPDهای رآغازگ

 34چرخه در  90دقيقه؛  0مدت  گراد به درجۀ سانتی 34

د گرا درجۀ سانتی 90، ثانيه 90مدت  گراد به درجۀ سانتی

ثانيه و  30مدت  گراد به درجۀ سانتی 22ثانيه،  40مدت  به

 دقيقه. 2مدت  گراد به درجۀ سانتی 22سرانجام 
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 در این تحقيق شده استفاده RAPDتوالی آغازگرهای  -2جدول 
 (9...............................0توالی ) نام آغازگر ردیف
2 OPA02 TGCCGAGCTG 
2 OPA04 AATCGGGCTG 

9 OPA09 GGGTAACGCC 

4 OPB03 CATCCCCCTG 

0 OPB05 TGCGCCCTTC 

3 OPB07 GGTGACGCAG 

2 OPB09 TGGGGGACTC 

2 OPB10 CTGCTGGGAC 

3 OPC01 TTCGAGCCAG 

20 OPC03 GGGGGTCTTT 

22 OPC05 GATGACCGCC 

22 OPD01 ACCGCGAAGG 

29 OPD02 GGACCCAACC 

24 OPD03 GTCGCCGTCA 

20 OPD05 TGAGCGGACA 
23 OPD06 ACCTGAACGG 
22 OPD07 TTGGCACGGG 

 

از کيت شرکت  PCRهای برای تهيۀ مخلو  واکنش

( استفاده شد. مواد مورد PCR master mix kitسيناکلون )

 PCR Masterميکروليتر  PCR (3استفاده در یک واکنش 

Mix ،2/0  ميکروليتر آغازگر، یک ميکروليترDNA ،2/4 

های پت از تکثير، فرآورده ( با هم ترکيب شد.H2Oميکروليتر 

PCR ولت  224ی ژل آگارز یک درصد با ولتاژ بر رو

ها برداری از ژل الکتروفورز شد. پت از پایان الکتروفورز عکت

 انجام گرفت. UV trans-illuminatorبا دستگاه 
امتيازدهی باندها  ،های مولکولی وتحليل داده تجزیهبرای 

صورت صفر )نبود باند( و یک )وجود باند( صورت گرفت.  به

 ,.PopGene Version 1.32 (Yeh et alافزار  نرمبا استفاده از 

( تعداد و درصد نشانگرهای چندشکل، مقدار اطلاعات 1999

(، شاخص h) 2(، تنوع ژنتيکی نئیPICچندشکلی هر آغازگر )

(، تنوع ژنتيکی D(، فاصلۀ ژنتيکی نئی )I) 2شاخص شانون

ها (، تنوع درون جمعيتGstها )(، تنوع بين جمعيتHtکل )

(Hstو مق )دار جریان ژن بين جمعيت( هاNm .محاسبه شد )

ای برای تجزیۀ خوشه Ntsys Version PC-2.02eافزار از نرم

های مورد بررسی استفاده شد. های داخل رویشگاهنمونه

بر اساس  ایهای مختلف تجزیۀ خوشهاعتبارسنجی روش

                                                 
1- Nei Genetic Diversity 

2- Shannon  

افزار ( با نرمSokal & Rohlf; 1994ضریب کوفنتيک )

 .رفتگانجام  یادشده

 

 نتایج 

آغازگر هيچ  29 ،مورد استفاده RAPDآغازگر  22از 

 4تکثيری نشان ندادند یا تکثير ضعيفی نشان دادند و تنها 

 OPC05و  OPA04 ،OPA09 ،OPB10درصد(  20آغازگر )

 .توانستند الگوی بانددهی قابل امتيازدهی توليد کنند

ا در ای از الگوی الکتروفورزی یکی از این آغازگره نمونه

کمترین  OPB10نشان داده شده است. آغازگر  2شکل 

 29بيشترین تعداد باند ) OPA09عدد( و  0تعداد باند )

در  ،(. برای این چهار آغازگر2دند )جدول کرعدد( را توليد 

( درصد 22/34عدد ) 92د که شباند امتيازدهی  93ع وجمم

 آنها چندشکلی نشان دادند. 

 

 

 

 

 

 

 
 

های  در نمونه OPC05تروفورزی آغازگر الگوی الک -2 شکل

 گزگاه بندرجمعيت شمشاد در ذخيره

 

و  RAPDتعداد باند توليدشده به ازای هر آغازگر  -2جدول 

 آنها PICمقدار عددی 

نام 
 آغازگر

تعداد باند 
 توليدشده

تعداد باندهای 
 چندشکل

 PICمقدار 
 (درصد)

OPA04 20 2 2/93 
OPA09 29 29 3/22 

OPB10 0 0 9/92 
OPC05 22 22 2/90 
 - 92 93 جمع
 2/92 %22/34 0/2 متوسط

 

 ترتيوب  بوه  (PICاطلاعات چندشوکلی ) و بيشترین کمترین 

 OPA04 (2/93درصوود( و  3/22) OPA09بوورای آغووازگر  
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برای ایون چهوار آغوازگر     PICد. متوسط ش درصد( محاسبه

هوای  (. درصود لوکووس  2دست آمد )جودول   درصد به 2/92

(، 9سووه جمعيووت متفوواوت بووود )جوودول     چندشووکل در

 43/23) که بيشترین آن مربو  به جمعيت بندرگز طوری به

آبواد گرگوان   و کمترین آن مربو  به جمعيوت قورن   (درصد

 24/23 ،بوود. متوسوط تنووع ژنتيکوی نئوی     ( درصد 32/33)

درصوود  22/44 ،درصوود و متوسووط شوواخص تنوووع شووانون 

انون مربو  به محاسبه شد. بيشترین تنوع ژنتيکی نئی و ش

 .(9جمعيت سيسنگان نوشهر بود )جدول 

 

های مختلف  های چندشکل، کمينه، بيشينه و متوسط تنوع ژنی نئی و شاخص اطلاعات شانون در جمعيت درصد لوکوس -9جدول 

 RAPDبرای نشانگرهای 

 جمعيت
های  لوکوس
 (درصدچندشکل )

 ( )درصد(Iشاخص شانون ) ( )درصد(hتنوع ژنی نئی )
 متوسط بيشينه کمينه متوسط بيشينه مينهک

 0/42 22/32 22/20 2/22 33/43 22/20 43/23 بندرگز
 3/42 32/32 42/29 9/22 34/43 23/0 32/23 سيسنگان نوشهر

 9/94 22/33 22/22 3/22 30/43 22/20 32/33 آباد گرگانقرن
 22/44 24/23 22/34 کل

 

يت مورد بررسی براساس ضریب تشابه ژنتيکی نئی، سه جمع

درصد(  2/33تا  3/32شباهت ژنتيکی زیادی داشتند )بين 

گاه بندرگز (. کمترین فاصلۀ ژنتيکی بين دو ذخيره4)جدول 

درصد( و بيشترین آن، بين جمعيت  3/9و سيسنگان نوشهر )

درصد(  4/2آباد گرگان و سيسنگان نوشهر مشاهده شد ) قرن

ن جمعيت بندرگز و که تفاوت محسوسی با فاصلۀ ژنتيکی ميا

 درصد( نشان نداد.  2/3آباد گرگان )قرن

قطر اصلی( و  بيشتر ازضرایب تشابه نئی )مقادیر  -4جدول 

قطر اصلی( بين سه رویشگاه  کمتر ازژنتيکی نئی )مقادیر  ۀفاصل

دست  به RAPDمورد بررسی که از الگوی بانددهی آغازگرهای 

 آمده است.

 رویشگاه
بلبل  چشمه
 بندرگز

سنگان سي
 نوشهر

آباد قرن
 گرگان

 4/39 2/33 - بلبل بندرگز چشمه
 3/32 - 3/9 سيسنگان نوشهر

 - 4/2 2/3 آباد گرگانقرن

دو جمعيت  ،UPGMAای با روش  خوشه ۀبر اساس تجزی

در یک  03/2ژنتيکی  در فاصلۀبندرگز و سيسنگان نوشهر 

قرابت ژنتيکی بيشتر  ۀدهند گروه قرار گرفتند که نشان

ای قرار آباد گرگان در گروه جداگانهو جمعيت قرن ستنهاآ

 (. 2گرفت )شکل 

 

 

 

 
 UPGMAبندی سه جمعيت مورد بررسی با روش  گروه -2شکل 

 ژنتيکی نئی ۀبر اساس فاصل
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 بر اساس ضریب تشابه اقليدسی Complete( با روش Cو سيسنگان  Gآباد ، قرنBهای سه جمعيت )بندرگز بندی نمونه گروه -9شکل 

 

بندی بر اساس تنوع درون جمعيتوی نيوز بوا اسوتفاده از      گروه

روش  22صووورت گرفووت کووه در بووين   RAPDنشووانگرهای 

بور   Completeبنودی، روش   کاررفتوه بورای گوروه    ترکيبی به

(، دارای بيشترین ضوریب  Eucاساس ضریب تشابه اقليدسی )

های سوه جمعيوت   دی نمونهبن ( برای گروه222/0کوفنتيک )

گونوه کوه در شوکل دیوده      (. هموان 9 مورد بررسی بود )شکل

 9و  2، 2های سه جمعيت به سه گروه اصولی  شود، نمونه می

های رویشگاه بنودرگز،  اند. گروه یک فقط از نمونهتقسيم شده

آباد و گروه سوه نيوز   های رویشگاه قرنبيشتر از نمونه 2گروه 

ویشگاه سيسنگان تشوکيل شوده اسوت،    های ربيشتر از نمونه

های رویشگاه بندر گز در دو گوروه اخيور    هر چند برخی نمونه

واینبرگ نشوان  -. بررسی تعادل ژنتيکی هاردیاندپراکنده شده

هوای موورد بررسوی در بيشوتر     طوور کلوی جمعيوت    داد که بوه 

هووا در وضووعيت تعووادل ژنتيکووی قوورار دارنوود؛ البتووه   لوکوووس

(.0ها وجود داشت )جودول  برخی لوکوسهایی در مورد  استثنا

 

 های نامتعادلواینبرگ در برخی لوکوس-عنوان معيار سنجش تعادل ژنی هاردی هب اسکویرارزش کای  -0  جدول
 RAPDلوکوس  
 OPA04.4 OPA04.10 OPA09.10 OPA09.12 OPB10.3 OPC05.5 جمعيت
23/3* بندرگز  *33/9  02/0 *29/9 90/2 33/2 
22/4* 22/2 029/0 30/3* 33/9* 29/2 سيسنگان  

2/22* 30/2 آباد گرگانقرن  
*39/0 *34/9 *34/2 92/2 

 ود تعادل ژنی در آن جمعيت در لوکوس مربو : نب*                                    
 

درصد و ميوانگين   02/23( Htميانگين ضریب تنوع ژنی کل )

ژنتيکوی   ( و تفاوتHsسهم ضریب تنوع ژنی درون جمعيتی )

درصد از تنوع ژنوی   30) 22/23ترتيب  ( بهGstبين جمعيتی )

یافتوه   درصد برآورد شد. ميانگين تعوداد ژن تبوادل   20کل( و 

ژن به ازای هر پایۀ  0/4( Nmهای مورد بررسی )بين جمعيت

 (.3استقراریافتۀ جدید برآورد شد )جدول 
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(، تفاوت ژنتيکی Dst(، تنوع ژنی بين جمعيتی )Hsجمعيتی )درون نوع ژنتيکی (، تHtپارامترهای مربو  به تنوع ژنی کل ) -3جدول 

 های نشانگری چندشکل( در لوکوسNmزمانی معين ) ۀیافته در یک دور ( و تعداد ژن تبادلGstها )بين جمعيت
Nm Gst Dst Hs Ht لوکوس نشانگری 
4223/2  0323/0  0232/0  2429/0  2024/0  OPA04.1 

9492/2  2229/0  0022/0  2099/0  2209/0  OPA04.4 

0003/20  0233/0  0034/0  9223/0  9202/0  OPA04.5 

3299/22  0402/0  002/0  2324/0  2004/0  OPA04.6 

2499/22  0402/0  0202/0  423/0  4339/0  OPA04.7 

223/2  0300/0  0299/0  2234/0  2022/0  OPA04.8 

2002/9  2223/0  0990/0  2420/0  222/0  OPA04.9 

2323/0  2423/0  2339/0  0333/0  9332/0  OPA04.10 

422/4  2003/0  0032/0  022/0  0322/0  OPA09.1 

422/4  2003/0  0032/0  

 

022/0  

 

0322/0  

 

OPA09.2 

422/4  2003/0  

 

0032/0  022/0  0322/0  OPA09.3 

3032/0  0223/0  0993/0  9232/0  4032/0  OPA09.4 

2229/22  0934/0  0222/0  2222/0  2223/0  OPA09.5 

399/92  020/0  004/0  2329/0  2339/0  OPA09.6 

9032/2  0393/0  0092/0  003/0  0032/0  OPA09.7 

2022/32  0000/0  0002/0  2224/0  2232/0  OPA09.8 

2449/203  0040/0  0023/0  4232/0  4222/0  OPA09.9 

3320/0  9993/0  2930/0  2229/0  4222/0  OPA09.10 

9303/2  0393/0  0903/0  4002/0  423/0  OPA09.11 

2430/2  2222/0  0332/0  2229/0  9042/0  OPA09.12 

3992/22  0229/0  0222/0  4223/0  4332/0  OPA09.13 

3023/2  0023/0  0232/0  9444/0  9393/0  OPB10.1 

0222/93  0220/0  0032/0  4292/0  4232/0  OPB10.2 

3222/2  2902/0  0440/0  2442/0  2223/0  OPB10.3 

2202/4  2032/0  0249/0  2040/0  2222/0  OPB10.4 

4443/923  0029/0  0003/0  4332/0  4332/0  OPB10.5 

2239/92  0223/0  0034/0  422/0  4394/0  OPC05.1 

3393/92  0292/0  0002/0  4903/0  4422/0  OPC05.2 

2322/3  0022/0  024/0  23/0  224/0  OPC05.3 

243/22  0222/0  0293/0  4232/0  4332/0  OPC05.4 

0232/2  2303/0  0294/0  2223/0  2422/0  OPC05.5 

9222/2  2222/0  032/0  9222/0  9222/0  OPC05.6 

492/209  0020/0  0004/0  2224/0  2222/0  OPC05.7 

2022/4  2002/0  0432/0  422/0  4322/0  OPC05.8 

3309/3  0422/0  002/0  2923/0  2403/0  OPC05.9 

4324/2  2332/0  0002/0  2223/0  9942/0  OPC05.10 

2034/2  004/0  0229/0  2242/0  2222/0  OPC05.11 

0003/4  20/0  023/0  2322/0  2302/0  ميانگين 

 

 بحث

تنووع   ، حود RAPDدر این تحقيق با استفاده از نشانگرهای 

هوای طبيعوی شمشواد شومال کشوور      بين و درون جمعيوت 

 22/34مووورد اسووتفاده،  RAPD. نشووانگرهای شوودبررسووی 

سووه بووا دیگوور درصوود چندشووکلی نشووان دادنوود کووه در مقای

. برای مثال، درصد چندشوکلی  است زیادنسبت  ها به تحقيق

که  (Huang et al., 2008)مشابهی  تحقيقآمده در  دست به

 Buxus sinica var. parvifoliروی شش جمعيت شمشواد  
درصد  30/23، گرفتانجام  RAPDنشانگر  22با استفاده از 

ه از گونوو 24ميووانگين چندشووکلی را در  Ge (1988)بووود. 

مخروطيان شوامل نوراد، لاریکوت، پيسوه آ، کوا  و       ۀخانواد

 کرد.درصد گزارش  3/32نوش، 

( آغازگرهووا در PICميووانگين شوواخص اطلاعووات چندشووکلی )

درصود بوود. بوا توجوه بوه اینکوه مقوادیر         2/92تحقيق حاضور  
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هوای نشوانگری    ( سيسوتم PICمحتوای اطلاعات چندشوکلی ) 

تر بوودن   تغير است و بزرگم 0/0از صفر تا  RAPDغالب مانند 

این عدد بيانگر فراوانی بيشتر چندشوکلی بورای آن جایگواه در    

جمعيووت مووورد بررسووی اسووت )فووابریکی اورنوو  و همکوواران، 

( PIC(، در این پژوهش محتوای اطلاعوات چندشوکلی )  2922

بيشووتر آغازگرهووای مووورد اسووتفاده، عوودد بزرگووی بووود کووه    

 اد این آغازگرهاست.  دهندۀ انتخاب صحيح و کارایی زی نشان

هوای   شده در این تحقيق، شواخص  های دیگر محاسبه شاخص

درصود   24/23تنوع ژنی نئی و شانون بوود. تنووع ژنوی کول     

درصوود براسوواس شوواخص  22/44براسوواس شوواخص نئووی و 

حوداکثر   Nei (1978)شانون، محاسبه شد. بر اساس فرموول  

رصود  د 00تنوع ژنتيکی قابل محاسبه برای نشانگرهای غالب 

درصود   9/02آمده در این تحقيق، حودود   دست است. مقدار به

دهود  از حداکثر تنوع ژنتيکی قابل محاسبه بود که نشان موی 

هوای موورد    در مجموع تنووع ژنتيکوی مطلووبی در جمعيوت    

تعدادی بوا هودف بررسوی     های کم بررسی وجود دارد. پژوهش

م های آن انجاو گونه sp.  Buxusتنوع ژنتيکی جنت شمشاد 

بوور روی  Huang et al. (2008)گرفتووه اسووت. در بررسووی 

، تنوع ژنتيکی B. sinica var parvifoliهای شمشاد جمعيت

درصوود )بووا نشووانگر  49/49بووا اسووتفاده از شوواخص شووانون  

RAPDشوده در ایون    دسوت آمود کوه از مقودار محاسوبه      ( به

بر  Peng et al. (2007)تحقيق اندکی کمتر است. در بررسی 

بووا اسووتفاده از   Picea likiangensisهووای يووتروی جمع

تا  2/23، شاخص تنوع شانون در محدودۀ RAPDنشانگرهای 

 3/22تووا  3/22درصوود و تنوووع ژنووی نئووی در محوودودۀ  2/42

آمده در تحقيوق حاضور    دست درصد قرار داشت که از تنوع به

آمده در تحقيق  دست کمتر است. بيشتر بودن تنوع ژنتيکی به

های یادشده ممکون اسوت بوه دو     سه با تحقيقحاضر در مقای

( 2( شرایط محيطی بهتر برای رشد و نموو شمشواد و   2دليل 

ها باشد. شوکی نيسوت کوه شورایط     جریان ژنی زیاد بين پایه

اقليمی در شمال کشور بورای رشود و نموو شمشواد مناسوب      

طورکوه نتيجوۀ    است، اما در خصوص جریان ژنی زیاد، هموان 

 ژن بووه ازای هوور پایووۀ   0/4دود محاسووبات نشووان داد، حوو  

(. با توجوه بوه اینکوه    3استقراریافته جدید بوده است )جدول 

( و از 2929افشوان اسوت )مظفریوان،    شمشاد گياه آزاد گرده

هوای  مگا جفت بواز و تعوداد ژن   3/203طرفی اندازۀ ژنوم آن 

شوود  ژن تخموين زده موی   20000منحصر بفورد آن حودود   

(Van Laere et al., 2011،) براسووووواس نظووووور 

Lynch & Milligan (1994)  سال  20اگر طول فاصلۀ نسلی

هوای اسوتقراریافتۀ   در نظر گرفته شود، برای اینکوه جمعيوت  

درصدی را تجربه کنند )زیورا براسواس    20نهایی مبادلۀ ژنی 

هوای  درصود ژن  20فقوط در   3محاسبات مندر  در جودول  

است کوه از  سال زمان نياز  20000خود تفاوت دارند(، حدود 

آید. بنابراین مشواهده  حساب نمی دیدگاه تکاملی زمان زیادی به

شود که این مقدار جریان ژن در روند تکامل شمشاد، سبب می

ها شده است و اگور  های ژنتيکی بين این جمعيتتحليل تفاوت

رود پوت از  همين روند جریان ژن ادامه داشته باشد، انتظار می

بين جمعيتی به کلی تحليول رود   سال، تفاوت ژنتيکی 20000

احتمووالاً تفوواوت درون  هووا،و بووه شوور  حفاظووت از رویشووگاه

هوای شمشواد   جمعيتی تنها منبع تنوع ژنتيکی در جمعيعوت 

   خزری خواهد بود.
 RAPDدر این تحقيق بيشترین تشابه ژنتيکی بوا نشوانگرهای   

گاه بندرگز و سيسنگان نوشوهر، و بيشوترین فاصولۀ    بين ذخيره

آباد گرگان و سيسونگان   درصد( بين جمعيت قرن 4/2ژنتيکی )

نوشهر دیده شد که تفواوت محسوسوی بوا فاصولۀ ژنتيکوی دو      

درصد( نداشت. البتوه   2/3جمعيت سيسنگان نوشهر و بندرگز )

توان گفت این فواصل ژنتيکی زیاد است، اموا نکتوۀ   در کل نمی

آبوواد گرگووان و  یان ذکوور ایوون اسووت کووه دو جمعيووت قوورنشووا

سيسنگان نوشهر از نظور جغرافيوایی فاصولۀ بيشوتری )حودود      

رسد موانوع اکولووژیکی،   نظر می  کيلومتر( از هم دارند و به 220

هووا را نسووبت بووه دو جمعيووت  جریووان ژن بووين ایوون جمعيووت

کنود، هور    سيسنگان نوشهر و بندرگز اندکی بيشتر محدود موی 

جمعيتوی را بوه فاصولۀ     هوای بوين  توان هموۀ تفواوت  نمیچند 

جغرافيایی ربط داد. هر چه تبادل ژنی بين دو جمعيوت کمتور   

ای را باشد، آن دو جمعيت به مرور زموان راه تکواملی جداگانوه   

طی خواهند کرد و بيشتر و بيشتر از هم دور خواهند شود و بوا   

دیودی  جمعيتی طی تکامل، گونوۀ ج  های بينتجمع این تفاوت

خلق خواهد شد. اما اگور مبادلوۀ ژن بوين دو جمعيوت بيشوتر      

باشد )مثلا از طریق انتشار دانۀ گرده یا بذر از یکی بوه دیگوری   

و برعکت(، به مرور زمان ایون دو جمعيوت شوباهت بيشوتری     

شاید یکی از دلایل  (.Hartel & Clarck, 1994خواهند یافت )

رد بررسوی،  تفاوت ژنتيکی متوسوط ميوان سوه رویشوگاه موو     
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همين جریان زیاد ژن باشود. در عوين حوال کوه تنووع درون      

جمعيتی در حد قابل قبولی حفظ شد، جریان زیاد ژن، تشابه 

گونوه   تردید برای ایجواد ایون   ها را زیاد کرده است. بیجمعيت

توان عامول مهموی بوه حسواب     جریان ژنی، انتقال بذر را نمی

ویوژه   گرده تمرکز کرد، به آورد، بلکه باید بيشتر بر انتشار دانۀ

افشوان اسوت و چگوونگی    اینکه شمشاد نوعی گياه آزاد گورده 

انتشار دانۀ گرده به دوردست را باید در آینوده بررسوی کورد.    

هوای نوه چنودان    البته اشتقاق از یک نيای مشترک در زموان 

دور و سپت ادامۀ حيات در شورایط اقليموی مشوابه، ممکون     

 Hartelیاد دو جمعيوت باشود )  است از دیگر دلایل شباهت ز

& Clarck, 1994   ًشرایط اقليمی در هر سه منطقوه، تقریبوا .)

مشابه و برای حيات گونۀ شمشاد مناسب است، اموا نقوش دو   

 عاموول دیگوور )جریووان ژنووی و اشووتقاق از نيووای مشووترک در 

هووای نزدیووک( ناشووناخته اسووت و بایوود در آینووده بووا  زمووان

در فواصول زموانی ده توا    گيوری  ای )نمونوه هوای دوره  بررسی

 بيست ساله( ارزیابی شود.  

(، ولوی  3درصد بورآورد شود )جودول     23تنوع ژنی کل حدود 

هوا  درصد آن مربو  به تفاوت ژنتيکوی بوين جمعيوت    20تنها 

(Gst  بود که در حد متوسطی است، یعنی تفاوت ژنتيکی بوين )

 نسوووبت کوووم اسوووت هوووای موووورد بررسوووی بوووهجمعيوووت

(Lynch & Milligan, 1994 زیرا اگر تنوع بوين ،)   جمعيتوی در

درصد باشد، باید آن را مقدار متوسطی در نظور   0-20محدودۀ 

 .Hamrick et al(. بنوابر نظور   Anonymous, 2003گرفوت ) 

جمعيتوی در   های گياهی از لحاظ تنووع بوين  اکثر گونه (1991)

وضعيتی بينابين قرار دارند. از طرفی، ميانگين تفواوت ژنتيکوی   

درصوود از تنوووع  30درصوود ) 2/23هووا حوودود تدرون جمعيوو

دهود سوهم   ( که نشوان موی  3ژنتيکی کل( برآورد شد )جدول 

هووای تنوووع ژنتيکووی درون جمعيتووی، بيشووتر از سووهم تفوواوت

جمعيتی در تنوع ژنتيکی کل اسوت. توزیوع تنووع     ژنتيکی بين

های یک گونوه بوا خصوصويات    ژنتيکی در درون و بين جمعيت

جریان ژن و نحووۀ توليود مثول مورتبط      ویژه تاریخی حياتی به

کننود )ماننود   های خود را پراکنده موی هایی که ژناست و گونه

 گياهان کوه بوا توليود دانوۀ گورده و بوذر ایون عمول را انجوام         

عبوارتی   ( کمی دارند و بوه Gstدهند(، تفاوت بين جمعيتی )می

 هووای آنهووا انوودک اسووت   تفوواوت ژنتيکووی بووين جمعيووت   

(Hamrick et al., 1979  حتی مقدار متوسطی از جریوان ژن .)

تواند سبب ارتبا  مخازن ژنی دو جمعيوت  ها میميان جمعيت

هوا را بوه حوداقل    شود و به مرور زمان تفاوت ژنتيکی جمعيوت 

 Belaid et al. (2006)(. در پوژوهش  Hamrick, 1989برساند )

بوا اسوتفاده از نشوانگرهای     Lathyrusهای جنت بر روی گونه

ISSRتنوع درون جمعيتی در تنوع کل بيشوتر از تنووع    ، سهم

دهد بيشتر تنوع ژنتيکوی  که نشان می جمعيتی برآورد شد بين

ناشوی از تنووع درون جمعيتوی اسوت. همچنوين، در پووژوهش      

Datta et al. (2010)     بوا اسووتفاده از سوه سيسوتم نشووانگری

RAPD ،ISSR  وSSR   ،بوور روی دو جوونت از تيوورۀ حبوبووات

ها بسيار کمتور از تنووع ژنتيکوی    ی بين جنتسهم تنوع ژنتيک

دهود حتوی در سوطح    دست آمد که نشان می ها بهدرون جنت

هوا، بيشوتر از تنووع    جنت هوم تنووع ژنتيکوی درون جمعيوت    

هاست. نتایج تحقيق حاضر به نوعی با این ژنتيکی بين جمعيت

تحقيقات تطابق دارد. با توجه به تشدید تخریب منابع جنگلوی  

های موجود از نظر حفاظوت  اخير، باید به جمعيت هایدر سال

ژنتيکی توجه بيشتری شود تا به مورور زموان از تنووع ژنتيکوی     

بين و درون آنها کاسته نشود، زیرا از دست دادن تنوع ژنتيکوی  

ممکن است به کاهش توانایی گونه نسوبت بوه سوپری کوردن     

موودت و  هووا در کوتوواه تغييوورات محيطووی و تغييوور جمعيووت  

 & Ellstrand & Elam, 1993 Reedمدت منجر شود ) طولانی

Frankham, 2003;گونه که در بخش نتایج دیده شود،   (. همان

های داخل سه جمعيت به سه گوروه اصولی تقسويم شود     نمونه

هوای یوک   ( و هر گوروه منحصوراً یوا عمودتاً از نمونوه     9)شکل 

دهندۀ توانایی نشانگر  رویشگاه خاص تشکيل شده بود که نشان

هوای داخول   نسبت مطلوب پایه در تفکيک به RAPDکولی مول

هوای دیگور   هوای جمعيوت  هر جمعيت از یکدیگر و نيز از پایوه 

آبواد   است. بيشترین عدم تعادل ژنی مربو  بوه جمعيوت قورن   

گرگان برآورد شد که شاید یکوی از علول آن تخریوب شودیدتر     

رفتن ذخوایر تووارثی گونوۀ شمشواد در ایون       ها و ازدستجنگل

قه باشد؛ با توجه به اینکه ایون ناحيوه بورخلاف دو ناحيوۀ     منط

شوده نيسوت، موورد تعورض      های حفاظوت گاهدیگر جزو ذخيره

ای بوا واقعيوت   گيرد و بنوابراین چنوين نتيجوه   بيشتری قرار می

توان انتظار داشت که این ناحيه به مرور زموان  تطابق دارد و می

ایون جمعيوت    ذخایر توارثی خود را از دست دهد، مگور اینکوه  

گاه معرفی شود توا از آن حفاظوت لازم صوورت     عنوان ذخيره به

تووان گفوت   گيرد. در مجموع با توجه به نتایج این تحقيق، موی 
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برای بررسی تنوع ژنتيکوی و ژنتيوک جمعيوت     RAPDنشانگر 

 .های شمال کشور کارامد استگونۀ شمشاد در جنگل
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Abstract 

To investigation inter- and intra- population genetic diversity, three natural populations of Buxus hyrcana 

(Pojark.) in north of Iran (viz. Chashmeh Bolbol in Bandar Gaz, Sisangan in Nowshahr and Gharnabad in 

Gorgan) were investigated using RAPD markers. Results showed that there was a relatively desirable genetic 

variation among populations, ranging from 22.9% in Gharnabad`s poppulation (Gorgan) to 28.3% in 

Siasngan`s population (Nowshahr); Contribution of intra-population gene diversity in overall genetic 

diversity was estimated higher than inter-population gene diversity (90% vs. 10%). Also Investigation of 

Nei's genetic similarity coefficient showed that three studied populations had a high genetic similarity 

(between 92.9 to 96.2%). Least and highest genetic distances (3.9% and 7.4%, respectively) were observed 

between Bandar Gaz's and Nowshahr's populations, and between Gorgan's and Nowshahr's populations, that 

was confirmed by UPGMA-based cluster analysis. Investigation of Hardy-Winberg genetic equilibrium of 

populations showed that there were equilibrium at most loci, although there wasn't allelic equilibrium at 

some loci in some or all populations; highest genetic disequilibrium was observed for Gorgan`s population, 

probably due to decreasing genetic resources, It suggests that this habitat must be added to the list of Buxus 

hyrcana reservers. Altogether, on the basis of results of this research, it could be concluded that RAPD 

markers are efficient and reliable markers for studying the population genetic of Buxus hyrcana species in 

forests of North of Iran.   

 

Key words: Buxus hyrcana, Genetic diversity, RAPD marker, North of Iran. 


