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 دهيچك

و حفاظت راهبرد ن يتدو نادر و در معرض خطر به منظور يها  در گونهيكيق مقدار و پراكنش تنوع ژنتي دقيابيارز
سه از  يتيجمع  ن و دروني بيكيمنظور مطالعه تنوع ژنت به.  برخوردار استياژهيت وي از اهميكياستفاده از منابع ژنت

 ياز نشانگرهاو با استفاده ) ، نوشهر و گرگانگزبندر(در شمال كشور  ).Buxus hyrcana Pojark( شمشاد يعي طبتيجمع
ISSR نمونه تصادفي انتخاب گرديد20از هر جمعيت . استفاده شد ، DNA  آغازگر 10با استفاده از آنها ISSR در واكنش 
PCR امتيازهاي عددي براساسپارامترهاي ژنتيك جمعيت سپس .  آمدبدستآنها و الگوي الكتروفورزي شده  تكثير 

.  مورد مطالعه وجود داشتيها تيدر جمع)  درصد1/34( يمطلوب يكيژنتوع تننشان داد كه نتايج . مربوطه محاسبه گرديد
صد  در73(د ي برآورد گرديتين جمعي بيكيشتر از سهم تنوع ژنتي كل بيكي در تنوع ژنتيتي داخل جمعيكياما سهم تنوع ژنت

. ها وجود داشتتيجمعن يب) 74-88%( يي نسبتاً بالايكي، شباهت ژنتNeiب تشابه ي ضربراساس).  درصد27در مقابل 
 تيجمعن يب)  درصد1/30 (يكين فاصله ژنتيشتريان و ب و گرگگز بندرتيجمعن يب)  درصد2/13 (يكين فاصله ژنتيكمتر

ك گروه قرار ي و گرگان در گزبندر تيجمع دو UPGMAروش  با يا ه خوشهي تجزبراساس. گرگان و نوشهر مشاهده شد
شگاه تطابق ين سه روي اييايع جغرافي با توزيبند ن گروهي ا وباشد يشتر آنها مي بيكي قرابت ژنتدهنده نشانگرفتند كه  

 رهاي ژنيمق در يكين تعادل ژنتيشتري بي داراگزت بندرينبرگ نشان داد كه جمعيو -ي هارديكي تعادل ژنتيبررس. شتدا
 قرار داشتند يمتوسطت تعادل يدر وضعگر يت ديدو جمعكه  يحال در،) مقرهاي ژني درصد9/78حدود  (مختلف بود

 از يشناتواند  يم رياخ تيجمع در دو يعدم تعادل ژن. )ت نوشهر و گرگاني جمعمقرهاي ژني درصد 63 و 58ب يترت به(
ق، ين تحقيج اي با توجه به نتا.باشدن مناطق ي گونه شمشاد در اي توارثريدست رفتن ذخاها و از دتر جنگليب شديتخر

 يها ت گونه شمشاد در جنگليك جمعي ژنتي و بررسيكي مطالعه تنوع ژنتي براISSR يان داشت كه نشانگرهايتوان بيم
 .باشنديمد و قابل اعتماد مآ كارشمال كشور
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 مقدمه
ر ي ـ نظ يي جنگل همواره توسـط فاكتورهـا      يكيمنابع ژنت 

، يط ـي مح ير آب و هـوا، آلـودگ      يي ـتغه،  يرو بي يبرداربهره
آفـات  حملـه    و   يـاي طبيعـي    بلا وقوعستگاه،  يجدا شدن ز  

جنگل به منظور پشـت سـر گذاشـتن         . د هستند يمورد تهد 
ابـر بـروز     در بر  يستادگي و ا  يداريدها، با هدف پا   ين تهد يا

 درون  يك ـي و زودگذر بـه تنـوع ژنت       يط نامساعد موقت  يشرا
ن تنـوع باعـث     ي ـ ا زيـرا  .باشـد يوابسته م ـ بشدت   يا  گونه
 ,Geburek(شـود   يهـا م ـ   گونـه يش تـوان سـازگار  يافزا

رات يي ـ با تغي سازگاري برايكي تنوع ژنت يبه عبارت ). 1997
 يـاتي ار مهم و ح   ي بس ها   مدت گونه  ي طولان ي و بقا  يطيمح
 و داشـتن شـناخت از تنـوع         ي آگـاه  ،ن منظـور  ي بـد  .تاس
ت يري در مـد   ياژهي ـت و ين جمعت اهم  ي درون و ب   يكيژنت

). Hamrick & Godt, 1996( دارد يع ـيحفاظت منـابع طب 
رات ييكند تا با تغ   ي به موجودات زنده كمك م     يكيتنوع ژنت 

ك جامعــه ي ـدر واقــع، در .  موجـود مقابلــه كننـد  يط ـيمح
ان افراد  ي رقابت در م   يبرا ي عامل يكي، تنوع ژنت  يكياكولوژ

نـده  ي آ يط ـي مح يداري ـ به عـدم پا    ي سازگار ي برا يا هيو پا 
  ).Kermani et al., 2010(است 

 مقـدار و    در مورد  يدي مف  اطلاعات يكي ژنت ينشانگرها
 ـ   يكي ژنت اتع اختلاف يتوز هـا فـراهم    تي ـن جمع ي درون و ب
نوان ابـزار  ع توانند به يو م) Belletti et al., 2008(كنند  يم

ها   تي جمع يكي كردن تنوع ژنت   يف و كم  ي در توص  يضرور
 ISSR نشـانگر مولكـولي  ). Avise, 1994(استفاده شـوند  

 RAPD  نشانگر هيشب)  ساده ي تكرار يها ين توال ي ب ينواح(
 آغازگرهـاي  ي طراح ـ يهـا  از ژنوم و روش    يبه دانش قبل  

 يك سـر  ي از   يكل طور  بهدر اين روش    . از ندارد يخاص ن 
 .شـود   يجاد قطعات اسـتفاده م ـ    ي منفرد جهت ا   يازگرهاآغ
ان افراد واجد   يتواند تفاوت م    يع است و م   يك سر ين تكن يا

توان بـه    ي آن م  يايازجمله مزا . دياد را آشكار نما   يقرابت ز 
شكل، قابل كـاربرد بـا تعـداد          چند مقر ژني ن  يداشتن چند 

 ,Ahmadikhah( ن اشـاره كـرد  يينه پـا ي نمونه و هزياديز

 را  ي بـالاتر  يريپذت تكرار ي قابل ISSR ،برآن علاوه). 2008
ت و  س ـ   دارا RAPD بـالاتر نسـبت بـه        اتصال يل دما يدل  به
 ي برخــيهــا نــهي نســبت بــه هزISSRز ي آنــاليهــا نــهيهز

 ,.Zietkiewicz et al(تر است  نيي پاAFLPنشانگرها مثل 

طــور    بــهISSR نشــانگر. )Reddy et al., 2002 ؛1994
ــترده و موف ــقگس ــآم تي ــوع ژنت ي ــات تن ــيز در مطالع ، يك

 در ي تكــامليولــوژي و بيكــي ژنتيهــاك، نقشــهيــنتلوژيف
ه اسـت   شـد  اسـتفاده    ياهي ـ گ يها   از گونه  يعيمحدوده وس 

)Salimath et al., 1995؛ Cheghamirza et al., 2004( .
 يهـا    گونه يكي تنوع ژنت  ي بر رو  يدر گذشته مطالعات اندك   

 است  انجام شده  ي مولكول يا با استفاده از نشانگره    يجنگل
)Jiang et al., 1998؛ Arcade et al., 2000 .(ــا  در ام

 بـا هـدف     ي مولكـول  يرهانشانگاستفاده از    ري اخ يها  سال
ز آن،  يت و تما  ي، ساختار جمع  تيكي تنوع ژن  يمطالعه بر رو  

 & Wang( اسـت  افتـه يتوسعه  يان ژن و تكامل نژاديجر

Szmidt, 2001(. در ي كم ـيولكـول  مران مطالعـات ي ـدر ا 
بـا اسـتفاده     ي جنگل يها  گونه يكي تنوع ژنت  يرابطه با بررس  
توان بررسـي    يكه م انجام شده است     ISSR ياز نشانگرها 

 ـيتـون ا  ي از ارقـام ز    ي برخ ـ يكيقرابت ژنت   ي و خـارج   يران
)Koohi Dehkordi et al., 2006 ( نظـر بـه    .را ذكر نمـود
العـه نشـده   ران مطي ـ شمشاد در ا يكينكه تاكنون تنوع ژنت   يا

 يك ـي در مطالعـه تنـوع ژنت      ISSRن نشانگر   ياست و همچن  
 يكين پژوهش تنوع ژنت   ي در ا  ،آنها به كار گرفته نشده است     

 ي بررس ـ ISSR ي مولكـول  يشمشاد با استفاده از نشانگرها    
 يهـا   از گونه  يكيكه گونه شمشاد     ييشده است و از آنجا    

 توجـه بـه     ،باشـد  ي شمال كشور و در معرض خطر م       يبوم
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را دو چنـدان كـرده      ق و لـزوم انجـام آن        ين تحق يات  يهما
 .است
 

 ها مواد و روش
 تي ـجمعسـه   ق  ي ـن تحق ي ـ انجام ا  يبرا: ياهيمواد گ 

گاه حفاظت  رهيدو ذخ شمال كشور شامل    شمشاد   يعيطب
پـارك   و    در اسـتان گلسـتان     گزبنـدر چشمه بلبـل    (شده  

 شمشاد  شگاهيرو و   )سنگان نوشهر در استان مازندران    يس
. در نظـر گرفتـه شـدند      اد گرگان در استان گلستان      آب نقر

 بـا   بنـدرگز رگاه شمشاد چشمه بلبل     يمنطقه و عرصه ذخ   
ــاحت   ــ48/450مس ــار و مح ــومتر در ي ك8/13ط ي هكت ل

 يياي ـْ و عـرض جغراف    36 -47َ ييايت طول جغراف  يموقع
 يْ و در غرب استان گلسـتان و در دامنـه شـمال            53 -53َ

 شهرسـتان   يلـومتر ي ك 8ه  ا، به فاصل  ي در يكيالبرز در نزد  
سـنگان در   ي س يپارك جنگل ـ . افته است ي استقرار   بندرگز

 از  ي شـرق  يلـومتر ي ك 27شهرستان نوشـهر و در فاصـله        
 ي دو بخـش سـاحل     يمركز شهر واقع شده است كه دارا      

 850/602 به مساحت    ي هكتار و جنگل   4/18به مساحت   
 ـگرگـان  آباد  شگاه قرنيت رويو موقع باشد يهكتار م ن يب
 يياي ـْ و طـول جغراف    37 -15َي شـمال  يياي ـ جغراف عرض
 از بـرگ    يبـردار   ونـه نم.  واقع شده است   55 ْ -30َيشرق

 جـوان درختـان بـا ظـاهر سـالم و ارتفـاع              يهاسرشاخه
 1389بهشـت مـاه     يل ارد يدر اوا درختان   از تاج    يكساني

ه در هـر    ي ـ پا 20 و بـا انتخـاب       ياز مناطق تحـت بررس ـ    
 يرختـان از الگـو    هـر چنـد فاصـله د       .انجام شـد  منطقه  
 يهـا هي ـن پا يمتوسط فاصله ب  كرد، اما   ي نم يروي پ يخاص
 ســپس جهــت . متــر بــوده اســت10 در حــدود يدرختــ

  ي بـا نشـانگرها    يك ـين تنـوع ژنت   يي و تع  DNAاستخراج  
 

ه در  ي شده از هر پا    يآور  جمع يها  ، برگ ISSR يمولكول
ع قـرار   يوم و در داخل تانك ازت مـا       ينيداخل كاغذ آلوم  

شگاه منتقل و تـا مرحلـه اسـتخراج         ي و به آزما   داده شده 
DNA يدر دما C º80- شدندينگهدار  . 

 منـاطق مـورد     ي برگ ـ يها ابتدا نمونه  :DNAاستخراج  
 ينــي در ظــروف چ مــايعمطالعــه بــا اســتفاده از ازت  

شـده مربـوط        پودر يهاده شد و برگ   يشده كوب   يعفون  ضد
 و تـا    ختـه شـد   يشده ر   ي كدگذار ييها وبيه در ت  يبه هر پا  

 . شـدند  ينگهـدار  -C º80 ي در دما  DNAزمان استخراج   
ــتخراج  ــت   DNAاسـ ــتفاده از كيـ ــا اسـ ــدنانوكلئبـ  كيـ

)DenaNucleic Kit(  طبق روش پيشنهاديAhmadikhah 
له ي بـه وس ـ   DNAكيفيـت   ت و   ي ـكم. ديگردانجام  ) 2009(

ن يـي ك درصد تع  يبا استفاده از ژل آگارز       يافقالكتروفورز  
-UV transاوراء بـنفش در دسـتگاه   ر نـور م ـ يشد و در ز

illuminator ) ــركت ــد ) UniDocش ــاهده ش ــپس . مش س
در حـد   شـده     سـازي   سـترون با آب مقطر    غلظت هر نمونه    

ها تا زمـان     نمونه  و  نانوگرم بر ميكروليتر تنظيم گرديد     100
 .ندره شدي ذخ-20زر ي در فرPCRاستفاده در واكنش 

ازگر  آغ ـ 10ق از   ي ـن تحق ي ـدر ا : ISSR-PCRواكنش  
ISSR    آورده شـده    1 آنها در جـدول      ي استفاده شد كه توال 
 بـا   ISSRلازم به ذكر است كه انتخاب آغازگرهـاي         . است

ل يپروف. شد گياهي انجام    SSRهاي  توجه به فراواني توالي   
  .ر بوديصورت زه  بISSR ي آغازگرهاي براPCR يحرارت

ºC94 چرخه در 35قه؛ ي دق 5مدت  ه   ب ºC94ـ  مـدت  ه  ب
ه؛ ي ثان 90مدت  ه   ب ºC72ه،  ي ثان 35مدت  ه   ب ºC48ه،  ي ثان 30

 .قهي دق5مدت ه  بºC72و سرانجام 
 از كيـت شـركت      PCRهاي  براي تهيه مخلوط واكنش   

 .اســـتفاده شـــد) PCR master mix kit(ســـيناكلون 
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  مورد استفاده ISSR ي آغازگرهاي توال-1 جدول

 )5` ......3` (يتوال زگرنام آغا فيرد )5` ......3` (يتوال نام آغازگر فيرد
1 ISSR1 (GA)7-RG 6 ISSR6 (AC)8-YG 
2 ISSR2 (CA)7-YC 7 ISSR7 (TG)8-RC 
3 ISSR3 (AG)8-T 8 ISSR8 (AT)7-RC 
4 ISSR4 (AG)8-YC 9 ISSR9 (CA)7-YG 
5 ISSR5 (GT)8-YC 10 ISSR10 (CA)8-RC 

 
، PCR Master Mixتر يكروليم 6از  PCRك واكنش يدر 

 DNA ،8/4تر يكروليك ميتر آغازگر، يكرولي م2/0
هاي ر، فرآوردهيپس از تكث .دياستفاده گردH2O تر يكروليم

PCR ولت 114 ولتاژ درك درصد ي بر روي ژل آگارز 
 يان الكتروفورز عكسبرداريپس از پا. الكتروفورز گرديد

 . انجام شدUV trans-illuminatorها با دستگاه از ژل
ها نوارازدهي ي امت:ي مولكوليها ل دادهيه و تحليتجز

) نواروجود (ك يو ) نوارعدم وجود (به صورت صفر 
 PopGene Version 1.32افزار  با استفاده از نرم. انجام شد

)Yeh et al., 1999 ( تعداد و درصد نشانگرهاي
، )PIC(چندشكل، ميزان اطلاعات چندشكلي هر آغازگر 

 فاصله ژنتيكي ،)I(، شاخص شانون )h(تنوع ژنتيكي نئي 
ها ، تنوع بين جمعيت)Ht(كي كل ي، تنوع ژنت)D(نئي 

)Gst(ها  تنوع داخل جمعيت و)Hst (از . محاسبه گرديد
اي  براي تجزيه خوشهNtsys Version PC-2.02eافزار نرم

. هاي مورد مطالعه استفاده گرديدهاي داخل رويشگاهنمونه
 براساس ايهاي مختلف تجزيه خوشهاعتبارسنجي روش
 .انجام شد) Sokal & Rohlf, 1994(ضريب كوفنتيك 

 
 
 
 

 جينتا
ــورد اســتفاده تنهــا ISSR آغــازگر دهاز   20( آغــازگر 4 م
 يازدهي ـ جهـت امت   ي مناسـب  يدهنـوار  يتوانستند الگو ) درصد

 1  آنهـا در شـكل  يدهنـوار  ي از الگـو يا د كنند كه نمونـه    يتول
 از   بودنـد  ايـن چهـار آغـازگر عبـارت       . نشان داده شده اسـت    

ISSR1  ،ISSR2  ،ISSR3   و ISSR4 .     ،در بين اين چهار آغازگر
و )  عـدد  8( كمترين تعداد بانـد      ISSR2 و   ISSR1آغازگرهاي  

ISSR4     جدول(را توليد نمودند    )  عدد 15( بيشترين تعداد باند 
 عدد  5/10ازاي هر آغازگر     ده به متوسط تعداد باند توليد ش    ). 2

 يازدهي ـ بانـد امت 42زگر جمعـاً   براي اين چهار آغا   .  آمد بدست
 .  نشان دادنديچندشكل) درصد 5/90( عدد 38د كه يگرد

 

 
 نمونه 20 در ISSR4 آغازگر ي الكتروفورزي الگو-1 لشك

 سنگان نوشهريت شمشاد سياز جمع
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براي آغازگر ) PIC(زان اطلاعات چندشكلي يكمترين م
ISSR2) 6/30براي آغازگرآن و بالاترين ميزان )  درصد 

ISSR3) 44متوسط ميزان . ديمحاسبه گرد)  درصدPIC 
 ).2جدول ( آمد بدست درصد 4/36براي اين چهار آغازگر 

 
 آنها PIC و مقدار عددي ISSRازاي هر آغازگر   تعداد باند توليد شده به-2 جدول

  (%)PICمقدار       تعداد باندهاي چندشكل دي تولتعداد باند نام آغازگر

ISSR1 8 7 4/35 
ISSR2 8 8 6/30 
ISSR3 11 8 44 
ISSR4 15 15 7/35 
 - 38 42 جمع
 4/36 %5/90 5/10 متوسط

 

 متفاوت بود تيجمعچندشكل در سه مقرهاي ژني درصد 
 تيجمعن آن مربوط به يشتريكه ب يطور هب ،)3جدول (

 در آباد گرگان قرنت ين آن مربوط به جمعيو كمتر گزبندر
متوسط ).  درصد4/52 و 1/88رتيب ت به (بوداستان گلستان 

 درصد و متوسط شاخص 14/34تنوع ژنتيكي نئي معادل 
بيشترين تنوع .  درصد محاسبه شد47/50تنوع شانون 

 بود گزژنتيكي نئي و شانون مربوط به جمعيت بندر
 ).3جدول (

 

 مختلف يها تيجمع و شاخص اطلاعات شانون در ي نئين تنوع ژنيانگي چندشكل، ممقرهاي ژني درصد -3 جدول

 ) (%)I(شاخص شانون  ) (%)h (ي نئيتنوع ژن
 تيجمع

 مقرهاي ژني
 متوسط بيشينه كمينه متوسط بيشينه كمينه (%)چندشكل 

 1/52 27/69 83/12 8/35 96/49 48/5 1/88 گزبندر
 5/29 03/68 88/22 75/19 72/48 4/11 8/54 سنگان نوشهريس

 2/28 26/69 12/25 8/18 95/49 86/12 4/52 آباد گرگانقرن
 47/50 14/34 5/90 كل

 
 مورد تيجمع، سه ي نئيكيب تشابه ژنتيبراساس ضر

ن يب( بودند يي نسبتاً بالايكي شباهت ژنتيمطالعه دارا
 يكين فاصله ژنتيكمتر). 4 جدول) ( درصد6/88 تا 9/74
 1/12(آباد گرگان   قرنتيجمع و گزبندرگاه رهين ذخيب

آباد گرگان و   قرنتيجمعن ين فاصله بيشتريو ب) درصد
 ).  درصد9/28(سنگان نوشهر مشاهده شد يس

 دو UPGMAاي با روش  براساس تجزيه خوشه
 72/4آباد گرگان در فاصله ژنتيكي جمعيت بندرگز و قرن

دهنده قرابت ژنتيكي  در يك گروه قرار گرفتند كه نشان
روه باشد و جمعيت سيسنگان نوشهر در گ بيشتر آنها مي

 ). 2شكل (اي قرار گرفت  جداگانه
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بين سه رويشگاه مورد  )مقادير زير قطر اصلي(و فاصله ژنتيكي نئي ) مقادير بالاي قطر اصلي( ضرايب تشابه نئي -4 جدول
 ISSRالگوي بانددهي آغازگرهاي  آمده از بدستمطالعه 

 آباد گرگانقرن سيسنگان نوشهر بندرگز رويشگاه
 6/88 0/86 - بندرگز

 9/74 - 1/15 سيسنگان نوشهر
 - 9/28 1/12 آباد گرگانقرن

 

 
 

  UPGMA با روش ISSR الگوي باندي نشانگر براساسبندي سه رويشگاه مورد مطالعه   گروه-2 شكل
 ي نئيكيتمبتني بر فاصله ژن

 

 
 

 )C و سيسنگان Gآباد ، قرنB گزبندر(هاي مورد مطالعه در سه رويشگاه  بندي نمونه  گروه-3 شكل
 ISSR  الگوي باندي نشانگربراساس Nei-UPGMA با روش تركيبي 

 آباد قرن
 

 بندر گز
 

 

 سيسنگان

۵٩/۶
٧٢/۴

٣١/١١

١

٢

٣
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ها نيز با استفاده از  بندي براساس تنوع داخل جمعيت هدر
 روش تركيبي 12 انجام شد كه در بين ISSRنشانگرهاي 

 در تركيب با UPGMAبندي، روش  بكار رفته براي گروه
) 841/0(ضريب تشابه نئي، داراي بالاترين ضريب كوفنتيك 

 بود هاي سه رويشگاه مورد مطالعهبندي نمونه براي گروه
هاي شود، نمونه همانگونه كه در شكل ديده مي). 3شكل (

. اند تقسيم شده3 و 2، 1سه جمعيت به سه گروه اصلي 
هاي رويشگاه بندرگز تشكيل  گروه يك منحصراً از نمونه

هاي رويشگاه سيسنگان  عمدتاً از نمونه2گروه . شده است
آباد رنهاي رويشگاه قنوشهر و گروه سه نيز عمدتاً از نمونه

هاي رويشگاه گرگان تشكيل شده است، هر چند برخي نمونه
 .اندبندرگز نيز در اين دو گروه پراكنده شده

ت ي ـجمعكه  نبرگ نشان داد    يوا -ي هارد يكي تعادل ژنت  يبررس
مختلـف   هاي  در لوكوس  يكين تعادل ژنت  يشتري ب يدارا گزبندر

 يت تعادل نسـب   يگر در وضع  يت د يبود؛ در عوض دو جمع    
 .)5جدول  (قرار داشتند

 
  يازا  متعادل و نامتعادل بهيها تعداد لوكوسبراساسنبرگ يوا -ي هارديكي ژنتيت تعادلي وضع-5 جدول

 )باشندمقادير داخل پرانتزها بر حسب درصد مي (ISSRآغازگر  هر
ISSR1 ISSR2 ISSR3 ISSR4 كل 

 تيجمع
 نامتعادل متعادل نامتعادل متعادل امتعادلن متعادل نامتعادل متعادل نامتعادل متعادل

 8)05/21( 30)95/78( 3 12 1 7 1 7 3 4  گزبندر
 16)11/42( 22)89/57( 9 6 1 7 4 4 2 5 سنگان يس

 14)84/36( 24)16/63( 8 7 0 8 4 4 2 5 آباد قرن
 

 درصد 01/34معادل ) Ht(ميانگين ضريب تنوع ژني كل 
و بين ) Hs(داخل جمعيتي و ميانگين سهم ضريب تنوع ژني 

 درصد 9/72ترتيب معادل  در تنوع ژني كل به) Gst(جمعيتي 
 ). 6جدول ( درصد برآورد گرديد 1/27و 

 

 داخل ي، تنوع ژن)Ht( كل  برآورد تنوع ژني-6جدول 
 )Gst (هاتين جمعي بي تنوع ژن و)Hs(ها تيجمع
 Ht Hs Gst 

 2708/0 7292/0 3401/0 مقدار پارامتر
 0089/0 0180/0 0252/0 ارياف معانحر

 
 بحث

 ميزان ISSR ين مطالعه با استفاده از نشانگرهايدر ا
هاي طبيعي شمشاد شمال كشور تنوع بين و درون جمعيت

ق مقدار و پراكنش ي دقيابيارز. مورد بررسي قرار گرفت
 نادر و در معرض خطر به منظور يها  در گونهيكيتنوع ژنت

 يا هژيت وي از اهميكيژنتنابع حفاظت و استفاده از م
 ؛Fritsch & Rieseberg 1996 (برخوردار است 

Gonzalez-Astorga & Castillo-Campos, 2004(. ن يدر ا
ند ا هاظهار داشت) 1996(و همكاران   Wangراستا

 مورد مطالعه و يكيش منابع ژنتيآشكارسازي تنوع با افزا
 ياز طرف. باشد يمدتر مآد آغازگرهاي مورد استفاده كارتعدا

 در جامعه حدود انتخاب هم در يكيبا بالا رفتن تنوع ژنت
با توجه به . شود يتر م عي وسيعت و هم به طور مصنوعيطب

رات يي و مقدار وقوع تغيكيزان تنوع ژنتين ميرابطه مثبت ب
ك ي اصلاح يكي بهبود ژنتيين كاراي بي، رابطه مشابهيتكامل

.  مورد نظر وجود دارد صفتي برايكيجامعه و تنوع ژنت
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 ,.ست ي ضروريكير ژنتي دخاين، حفظ و نگهداريبنابرا

2002) Abdi & Maddah-Arefi ؛Rout & Chrungoo., 

 قابل چندشكلين مطالعه، يدر ا). Bernath., 2002؛ 2007
  نشانگرهايينوار يدر الگوها)  درصد5/90 (يا ملاحظه

ISSR سهيقابل مقار گيد آمد كه با مطالعات بدست 
 آمده در بدست ي مثال، درصد چندشكليبرا. باشد يم

 بر )2008 ( و همكارانHuangمطالعه مشابهي كه توسط 
 Buxus sinica Var parvifoliت شمشاد ي شش جمعيرو

 يزان چندشكليم، ه انجام شدISSR نشانگر 21با استفاده از 
  .استشده ارش گز درصد 15/90

 )PIC( يت چندشكل شاخص اطلاعانيانگيم 
 درصد 4/36آغازگرها در تحقيق حاضر به طور متوسط 

 .ر بودي درصد متغ44 درصد تا 6/30بود كه در دامنه 
در  )2006(  و همكارانKoohi Dehkordi همچنين

، ISSR يتون با استفاده از نشانگرهاي زيها تودهيبررس
توان  ي كه مندارش نمودگز  را باند چند شكل203تعداد 
سه با گونه يتون در مقاي در خانواده زPICزان ي مگفت

با در نظر گرفتن  .شمشاد مورد مطالعه كمتر بوده است
 آنها در ي نسبي و فراوانيگاه ژني هر جايهاتعداد آلل

 ي اطلاعاتي محتواPIC مورد مطالعه، شاخص يهاپيژنوت
دهد كه در انتخاب نوع ي آغازگرها را نشان مچندشكلي

، نوع رابطه ي كافچندشكلي آوردن بدست يگر، برانشان
ت يمورد مطالعه اهمگياهي  و نوع مواد يشاونديخو
در ) 2007(  و همكارانNaghaviطبق نظر .  داردياديز

تر باشند،  كي مورد مطالعه به هم نزديها كل هرچه نمونه
 مورد چندشكليص يشتر در تشخي با قدرت بينشانگرها

 ISSR3 ،PICكه آغازگر يياز آنجا. از خواهند بودين
 ي بررسيبران ايبنابرن مطالعه نشان داد، ي را در ايشتريب

 يي شمشاد مورد مطالعه از توانايها تي جمعيچندشكل

با توجه به . ر آغازگرها برخوردار بودي نسبت به سايبالاتر
از صفر ) PIC (يشكل  اطلاعات چندير محتواينكه مقاديا

انگر ين عدد بزرگتر باشد بير است و هرچه ايك متغيتا 
ت يگاه در جمعي آن جاي برايشتر چندشكلي بيفراوان

 .)Fabriki Ourang et al., 2009( است يتحت بررس
 يشكل  اطلاعات چندين مطالعه محتوايدر ارو  ازاين

)PIC ( بود كه ي مورد استفاده عدد بزرگيآغازگرهابيشتر 
ن آغازگرها ي اي بالاييح و كاراي انتخاب صحدهنده نشان

شكل ملاك   چندي، درصد باندهايطوركل به. باشد يم
باشد كه ي ميكي و فرسايش ژنتيكين مقدار تنوع ژنتييتع

 نشان يطير محيي نسبت به هر تغينيي پايمعمولا سازگار
 ). Hao et al., 2006(دهد يم

 نسبتا مطلوب يكياز تنوع ژنتحكايت  ين بررسيج اينتا
 درصد 14/34(داشت  مورد مطالعه يها ن تودهيدر ب

. ) شاخص شانونبراساس% 47/50 شاخص نئي و براساس
حداكثر تنوع ) Nei) 1978 فرمول براساساز آنجا كه 

 50نشانگرهاي غالب معادل ژنتيكي قابل محاسبه براي 
 آمده در اين تحقيق، حدود بدستباشد، مقدار  درصد مي

 از ) درصد50 درصد از 14/34با لحاظ  ( درصد3/68
حداكثر تنوع ژنتيكي قابل محاسبه بوده است كه نشان 

 يها تي در جمعيدهد در مجموع تنوع ژنتيكي مطلوب مي
در لازم بذكر است كه  .مورد مطالعه وجود داشته است

 ي با هدف بررسيار محدودي مطالعات بسيقات علميتحق
.  شده است آن انجاميها جنس شمشاد و گونهيكيتنوع ژنت

 يبر رو) 2008(  و همكارانHuang ي بررسدر
 تنوع Buxus sinica Var parvifoli شمشاد يها تيجمع
با نشانگر ( درصد 4/43له شاخص شانون ي به وسيكيژنت

RAPD (شده در اين  كه از ميزان محاسبه ه آمدبدست
ميزان تنوع ژنتيكي البته . باشد ميتر تحقيق نسبتاً پايين
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با استفاده از  Populus cathayana Rehd هاي جمعيت
معادل ) 2006( و همكاران Luتوسط  ISSR ينشانگرها

د كه باز هم در مقايسه با تنوع  شن زدهي درصد تخم1/33
 يا در مطالعه. باشدتر مي محاسبه شده در اين تحقيق پايين

 هشت يكيتنوع ژنت) 2006(  و همكارانHaoگر، يد
 گونه در معرض خطر در Cupressus chengianaت يجمع
له شاخص شانون ي به وسISSR ين را با نشانگرهايچ

 يان و فشارهاند و دخالت انسا هارش كردگز  درصد40/47
ن گونه ي ايابي در كممؤثرن فاكتور ي را مهمتريمخرب انسان

ن يشتريبكه  نشان داد ISSR ي نشانگرهايبررس .ندا هدانست
ن يشتريب بوده است و گزرگاه بند رهي مربوط به ذخيتنوع ژن

آباد   قرنتيجمع و گزبندرگاه رهين ذخي بيكيتشابه ژنت
 ر،شتي بيكينتن تشابه ژيل هميگرگان مشاهده شد و به دل

 يكيتشابه ژنت. ك گروه قرار گرفتنديت در ين دو جمعيا
ك گروه ي ذكر شده و قرار گرفتن آنها در يهاتين جمعيب
ش، مبدأ يدايان پك بودن زمي از نزديتواند ناشيم

 يها يشاوندي و خويكي ژنتيها كسان، قرابتي ييايجغراف
گر و داشتن اجداد يكديها از  تي، اشتقاق جمعياحتمال

ن يشتريبالبته ). Hartl & Clarck, 1994( مشترك باشد
سنگان يآباد گرگان و س  قرنتيجمعن ي بيكيفاصله ژنت
 ييايشگاه از نظر جغرافين دو رويده شد كه اينوشهر د
 از هم دارند و موانع )لومتري ك280 (ياديزنسبتاً فاصله 
ها را كاهش  شگاهين روين ايان ژن بي جريكياكولوژ

 هر چه تبادل ژني بين دو جمعيت كمتر ي به عبارت؛دهد يم
اي  باشد، آن دو جمعيت به مرور زمان راه تكاملي جداگانه

وند و ش را طي خواهند كرد و بيشتر و بيشتر از هم دور مي
هاي بين جمعيتي در طي تكامل، گونه  با تجمع اين تفاوت
، اگر مبادله ژن بين دو بعكساما . گردد جديدي خلق مي

 از طريق انتشار دانه گرده يا بذر مثلاً(جمعيت بيشتر باشد 

، به مرور زمان اين دو جمعيت )بعكساز يكي به ديگري و 
 ,Hartl & Clarck(كنند  شباهت بيشتري به هم پيدا مي

 درصد برآورد شد 34ميزان تنوع ژني كل حدود  ).1994
)  درصد2/9 يعني( درصد آن 27كه حدود ) 6جدول (

 73و حدود ) Gst(ها ن جمعيتيمربوط به تنوع ژني ب
 يمربوط به تنوع ژن)  درصد8/24يعني ( ديگر آن درصد

دهد  اين معيار نشان مي. بوده است) Hs(ها تيداخل جمع
 كمتر از مورد مطالعه تيجمعتيكي بين سه كه تفاوت ژن

علت اين موضوع . باشد ها مي تيجمع داخل يكيفاوت ژنتت
ادامه بعد تواند ناشي از اشتقاق از يك نياي مشترك و  مي

حيات در شرايط اقليمي مشابه و جريان بالاي ژن بين 
توزيع تنوع ژنتيكي . ها و يا هر سه عامل فوق باشد جمعيت

 ،ها با خصوصيات تاريخي حياتي گونهدر داخل و بين 
  انتشار ژن و نحوه توليد مثل مرتبط استخصوصاً

)Hamrick et al., 1979(هاي خود را هايي كه ژن و گونه
مانند گياهان كه با توليد دانه گرده و بذر (كنند پراكنده مي

-پايين) Gst(تنوع بين جمعيتي ) دهند مياين عمل را انجام 

 ,.Hamrick et al ( دارنديتيع داخل جمع نسبت به تنويتر

افشان است  شمشاد يك گياه آزاد گرده). 1979
)Mozafarian, 2004 ( و چگونگي انتشار دانه گرده به

حتي مقدار . فواصل دوردست را بايد در آينده بررسي كرد
تواند باعث ها ميمتوسطي از جريان ژن ميان جمعيت
به مرور زمان تفاوت ارتباط مخازن ژني دو جمعيت شود و 

 ,Hamrick(ها را به حداقل برساند ژنتيكي ميان جمعيت

بر روي ) 2006(  و همكارانBelaidدر مطالعه ). 1989
، ISSR  با استفاده از نشانگرهايLathyrusهاي جنس  گونه

سهم تنوع داخل جمعيتي در تنوع كل بيشتر از تنوع بين 
شتر تنوع ژنتيكي دهد بيجمعيتي برآورد گرديد كه نشان مي

ناشي از تنوع داخل جمعيتي بوده است و نتايج تحقيق 
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هر چند مقدار تنوع . حاضر با نتايج اين تحقيق تطابق دارد
داخل جمعيتي در اين مطالعه بيشتر از تنوع بين جمعتي 
برآورد شد، اما با توجه به تشديد تخريب منابع جنگلي در 

 يكياظ حفاظت ژنت از لحيشتريهاي اخير بايد توجه بسال
ها مبذول داشت تا به مرور زمان از تنوع تين جمعيبه ا
-و به تبع آن از تنوع كل ژنتيكي جمعيتآنها  داخل يكيژنت

زيرا از . هاي طبيعي شمشاد در ناحيه خزري كاسته نشود
 ييتواند منجر به كاهش تواناي ميكيدست دادن تنوع ژنت
ر يي و تغيطيرات محيي كردن تغيگونه نسبت به سپر

 Ellstrand(مدت شود  يمدت و طولان ها در كوتاهتيجمع

& Elam, 1993 ؛Reed & Frankham, 2003 .( 
هاي همانگونه كه در بخش نتايج ديده شد، نمونه

شكل (داخل سه جمعيت به سه گروه اصلي تقسيم شدند 
هاي يك رويشگاه به و هر گروه عمدتاً از نمونه) 3

ه اين نتيجه به نوعي خصوص تشكيل شده بود ك
باشد كننده توزيع جغرافيايي سه رويشگاه فوق مي منعكس

بندي مولكولي و توزيع دهد كه بين گروهو نشان مي
هاي مورد مطالعه تطابق بالايي وجود جغرافيايي جمعيت

توان  يمنبرگ ي وا-يتعادل هارد به جدول يبا نگاه. دارد
 تيجمع در دو ياذعان نمود كه احتمالاً عدم تعادل ژن

ب ي از تخريناشگرگان آباد  و قرن نوشهرسنگانيس
 گونه ير توارثيها و از دست رفتن ذخا دتر جنگليشد

سنگان به يگاه س رهي ذخ.باشد مين مناطق يشمشاد در ا
ب ي از تخريادي تا حد زيدار ت پاركيريعلت داشتن مد

ت ي خارج از ظرفي اما از جانب گردشگر،مصون مانده
آباد شگاه شمشاد قرنيرو. ده استيب دي آسيكياكولوژ

 است و از ي انسانيها ر دخالتيز تحت تأثيگرگان ن
گاه مطرح نشده است، رهي كه هنوز به صورت ذخييآنجا

اد در اين مش گونه شي به حفاظت و غنايتوجه جد

در مجموع با  . برخوردار استيشتريت بيرويشگاه از اهم
ان داشت كه يوان بت يق، مين تحقيج ايتوجه به نتا

 ي و بررسيكي مطالعه تنوع ژنتي براISSR ينشانگرها
 شمال كشور يها ت گونه شمشاد در جنگليك جمعيژنت

 ييايع جغرافي توزتأثير يخوبه مطلوب هستند و توانستند ب
 .ندي شمشاد منعكس نماتيجمع سه يبند را بر گروه
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Abstract 
Precise evaluation of extent and distribution of genetic diversity in rare and endangered 

species is of particular importance for conserving and utilizing genetic resources. To study inter- 
and intra-population genetic diversity of three natural populations of boxus (Buxus hyrcana 
Pojark.) in north of Iran (Bandar Gaz, Nowshahr and Gorgan) ISSR markers were used. Twenty 
samples per population were randomly selected, their DNA was amplified in PCR reaction 
using 10 ISSR primers and electrophoretic patterns were obtained. Then, population genetic 
parameters were calculated based on respective numerical scores. Results showed that there was 
a desirable genetic variation (34.1%) in the studied populations. However, contribution of intra-
population genetic variation in total genetic variation was estimated over than that of inter-
population genetic variation (73% vs. 27%). On the basis of Nei`s similarity, a relatively high 
genetic similarity (74 to 88%) was observed among the populations. The lowest genetic distance 
(13.2%) was observed between Bandar Gaz`s and Gorgan`s populations and the highest amount 
(30.1%) was observed between Gorgan`s and Nowshar`s populations. Based on cluster analysis 
using UPGMA method, populations of Bandr Gaz and Gorgan were grouped together, 
indicating their higher genetic relatedness and this grouping coincided to geographic 
distribution. Investigation of Hardy-Winberg genetic equilibrium showed that Bandar Gaz`s 
population had the highest genetic equilibrium at different loci (~78.9% of loci), while two 
other populations had a mild equilibrium (58% and 63% of loci in Nowshahr and Gorgan 
populations, respectively). Gene disequilibrium in the latter populations is probably due to 
harder endangering forests and losing the hereditary resources of boxus species in the regions. 
Altogether, on the basis of the results of this research it can be concluded that ISSR markers are 
efficient and reliable markers for studying genetic diversity and population genetics of Buxus 
hyrcana species in forests of north of Iran. 
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