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   داريدپلت و سپيسف: دو گونه صنوبرز يتما نييتع در trnL-F يكلروپلاست نشانگر يبررس
  1،3، مريم بادبر3ياطاقور يآرمان محمود ،*1،2ن زاده كلاگرياباصلت حس

  گروه زيست شناسي سلولي و مولكوليه، يه علوم پادانشكدبابلسر، دانشگاه مازندران،  1

  ده علوم پايه، گروه پژوهشي نانو و بيوتكنولوژيبابلسر، دانشگاه مازندران، دانشك 2

  بابلسر، دانشگاه مازندران، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي  3

  11/6/92 :تاريخ پذيرش  23/9/91 :تاريخ دريافت
  دهيچك

و ) Populus alba(در تمايز ژنتيكي و ارتباط فيلوژنتيكي سپيدار  trnL-Fهدف اين تحقيق بررسي قدرت نشانگر كلروپلاستي 
استانهاي گيلان  ،ننمونه برگي از هفت رويشگاه مختلف جنگلهاي هيركاني ايرا 15تعداد  .است) Populus caspica(سفيدپلت 

پتاسيم استات استخراج  - SDSو   CTABي ژنومي از برگها با استفاده از روش تركيبي DNA. جمع آوري شدندو مازندران، 
نتايج نشان دادند . يابي گرديد  تكثير شده توالي trnL-Fز پرايمرهاي جهاني انجام شد و قطعات با استفاده ا PCRواكنش . گرديد

در مقايسه با تواليهاي موجود در . نوكلئوتيد است 394-392براي جمعيتهاي هر دو گونه در حدود  تقريباً trnL-Fكه طول منطقه 
دو اين تركيب نوكلئوتيدي  .و سپيدار بيشتر از ديگر نوكلئوتيدها استبانك ژني، تعداد نوكلئوتيدهاي آدنين و تيمين در سفيدپلت 

 178 ،جايگاه نوكلئوتيدي 582از پارسيموني  آناليز. مي باشد) 005/0 (=حداقل فاصله ژنتيكي از يكديگر  با گونه بسيار مشابه
 رسم درخت فيلوژني. را نشان دادجايگاه انحصاري  46جايگاه پارسيمون و  151جايگاه متغير،  197جايگاه محافظت شده، 

ايجاد كند  دو گونه سپيدار و سفيدپلتتوالي اين نشانگر نمي تواند تمايز بين پايه هاي  نيز نشان داد كه  trnL-Fبراساس نشانگر
از نتايج اين تحقيق مي توان استنتاج نمود كه نشانگر  .گرفتندمشترك قرار  گروهدر يك نمونه هاي بررسي شده  كه چرا
، اين گونه ها بنابراين براي شناخت دقيق. نتوانست دو گونه سپيدار و سفيدپلت را از يكديگر متمايز نمايدtrnL-F  لروپلاستيك

  .بازسازي فيلوژني با استفاده از ساير نشانگرهاي كلروپلاستي و يا هسته اي پيشنهاد مي گردد

  .trnL-F يمولكولنشانگر سفيدپلت، سپيدار، : يديكل يهاواژه

  ahcolagar@umz.ac.ir :پست الكترونيكي ،01135302452: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه

  از دو جنس صنوبر) Salicaceae(د يب خانواده
)L. Populus ( د يگونه و ب 40- 30با)Salix L. ( 350با-

ل يدله ت صنوبرها بياهم. )8( ل شده استيگونه تشك 450
ل بالا يپتانس ياو دار شگاميك مدل مناسب و پيكه نيا
د مثل ي، تولشكل پذيري يژنوم كوچك، توان بالا(
 يبرا يستيقات زيجهت انجام تحق )عي، رشد سريرجنسيغ

 دنباش يانشمندان ممورد توجه د هستند يدرختان جنگل
صنوبرها در  يريكارگه است كه ب يهيبد). 45 و 42، 24(

 يمستلزم شناخت گونه ها ييايو اح ياقتصاد يهاتيفعال
. است يعيستم طبين جنس در هر اكوسيوجود از ام

جاد يبالا سبب ا يختيشدن فراوان و تنوع ر يا دورگه
ر يجنس صنو يح گونه هايص صحياختلاف نظر در تشخ

ن جنس در يگونه از ا 29ن يمحقق يبرخ. ا شده استيدر دن
 ,Abaso, Aigeiros, Leucoides, Populus(شش بخش 

Tacamahaca, Turanga (نمودند  گزارش)ن در ي، ا)18
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گونه از  40ن حدود يگر از محققيد يبرخكه است  يحال
  ).12 و 8، 5( ا گزارش نمودندين جنس در دنيا

كه در  بوده نورپسند و نم پسند يدرختان صنوبرها معمولاً
خاك  با يه رودخانه ها و در مناطقيآبدوست حاش ينهايزم

در  يخوبصنوبرها به  .)5( كنند يمرطوب رشد م يآبرفت
 يايدر جنوب، مركز، شرق اروپا، آس(ن يزم يمكره شمالين
 تعداد نيهمچن و )8( گسترده شده اند) قايانه و شمال آفريم

پراكنده شده اند و  زين نيزم يمكره جنوبياز آنها در ن ياندك
 يو جنوب يمركز يقايدر افر يچ صنوبر بوميكنون هتا

 Populus caspica( د پلتيسف ).21(گزارش نشده است 

Bornm. (بخشهاز جنس صنوبر و  يتنها گونه بوم Leuce 
)Populus (ر بخش يو زAlbidae يهااست كه در جنگل 
از حوالي آستارا تا گليداغي در شمال ايران  يركانيه

ر يد پلت در سايالبته حضور سف ).35 و 4 ،1(پراكنش دارد 
ان و جان، كرمانشاه، فارس، كرميران از جمله آذربايمناطق ا
 يبالا يختيباهت رش ).6(ز گزارش شده است يتهران ن

و مجزا ساختن  ييپلت محققان را در شناسا ديدار با سفيسپ
 و 6(د قرار داده است يگر مورد ترديكدين دو گونه از يا

بخشه از جنس صنوبر و  )Populus alba L.( داريسپ). 35
Leuce بخشهر يو ز Albidae آن  يشگاه اصليكه رو است

 .)39و  35، 6، 1(ران است يا يو مركز يناطق استپم
 ينمد يكركها پلت تنها در داشتنديبا سفدار يسپتفاوت 

، ندهست يكنواخت خاكستريبه صورت  كه )ن برگيريز(
متر، در درختان مسن يسانت 10ش يدمبرگ به طول كم و ب

به  ن كوتاهتريكوچكتر، گل آذ دپلتيسفسه با يدر مقا غالباً
ه يدر بق يول كوتاه يمتر، دمگل با كركهايسانت 15-10طول 

). 35 و 6( باشد يمدپلت يسفن گونه مشابه يموارد ا
مختلف جنس  ين گونه هايب يريگمتداول بودن دورگه 

 ين گونه هايب يختير يجاد شباهتهاي، سبب ا)43(صنوبر 
و  ييمحققان را در شناسا جهينتهم شده و در ه ك بينزد

 ياز طرف .سازد يدچار اشتباه مها ح آنيصح يطبقه بند
 يز ميز درختان نين تماييتع يبراريختي  يمشخصه ها
ن عوامل يا ريثأكه ت باشد يطير عوامل محيثأتواند تحت ت

ك در اغلب يك و فنولوژيجاد اختلافات مورفولوژيباعث ا
 ينم ك صرفاًين اختلاف مورفولوژيبنابرا .گردد يگونه ها م
ن رو استفاده از ياز ا )4(باشد  داشته يكيژنت ءتواند منشا

افزايش هزينه  بااگرچه  ييايميوشيا بيو  يمولكول يروشها
وليكن با توجه به دقت بالا در تمايز گونه ها از همراه است 

   .دارديكديگر، امروزه كاربرد فراواني در تاكسونومي گياهي 

سيستماتيك مولكولي به طور گسترده در شناسايي از 
 يريگ ورگهكه د ييهاجنس يژه برايوه ب هاي گياهي گونه
اد يز يختيج و شباهت ريمختلف آن را ين گونه هايدر ب

و همكاران  Keimمثال  يبرا كار گرفته شده استه است، ب
ز يو آنال يبررس يبرا RFLP ياز ماركر مولكول) 1989(
 نيب موجود در يديبريك منطقه هيند دخول در يآفر

 .James Pو P. fremontii Watson يهاصنوبر

angustifolia. ن يا ين بر رويو همچن )28( استفاده كردند
به ) 2008(و همكاران  Woolbright ر،دو گونه صنوب

و  يكياكولوژ يهايجهت بررس يك نقشه ژنيه يمنظور ته
ر يسا يك مدل مناسب برايها به عنوان سه ژنوم آنيمقا

ام انج SSRو  AFLPرا بر اساس  يمطالعات يدرختان جنگل
 يمنظور بررسه ب )2000( و همكاران Alba). 45(دادند 
م بهره يزوزايالوكوس  18از  P. albaدر م يزوزاياتنوع 
 Doddو   Douhovinkoffيهاتلاش نيو همچن )8( گرفتند

ص آستانه شباهت يت و تشخين هوييمنظور تعه ب )2003(
با استفاده از نشانگر  Salix exigua Nuttد يب يهادر كلون

استفاده از  .)15( ت انجام شديبا موفق AFLP يكولمول
DNA يابيد با هدف دستيجد ك مفهوم نسبتاًينگ يباركد 

منطقه  يريكارگه گونه ها با ب ييشناسا يق برايع و دقيسر
). 35(باشد  يك علامت ميبه عنوان  DNAاز  ياستاندارد

 DNAتكنيك استفاده از  يلوژنيروابط ف يجهت بررس
چند سالي  و به روز در حال افزايش است روز، باركدينگ

همان  .)33 و 23( مورد توجه قرار گرفته است كه است
اشاره كرده اند  2005و همكاران در سال  Chaseطور كه 

برند كه  ينگ بهره ميباركد DNAدو دسته از كاربران از 
گر يد ينه هايها و دانشمندان در زمستيشامل تاكسونوم
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، صنعت مواد يوتكنولوژي، بيقانون يمثال علم پزشك يبرا(
در واقع  .)11( باشند يم )واناتيح ييم غذايو رژ ييغذا

و  DNAاستفاده تركيبي از توالي يابي  يدر علم تاكسونوم
را  ها گونهي ريختي، سرعت طبقه بندي و شناسايي هايژگيو

 .)44 و 38، 20، 14 ،9( در سطح جهاني افزايش داده است
DNA تغيير بالا، عدم  يشدگ ل محافظتيلده كلروپلاستي ب

اندك ميزان جانشيني ز يو ن) 37( نوتركيبي و جهش
 يبراكه  است يي، از جمله نشانگرها)25( نوكلوتيدي

باركد مورد  DNAبه عنوان  ياهيمختلف گ يهاجنس
از جمله  ).34 و 32، 27، 17( استفاده قرار گرفته است

 يه هامطالع در استفاده گستردهمورد  يكلروپلاست يهايتوال
و اينترون  trnL-Fفاصله انداز درون ژني  يتوال فيلوژنتيك،

trnL  و در سطح جنس در سطوح درون گونه اي است كه
 .)46 و 40 ،31 ،17،29، 10( گردد مطرح مياهان يگبراي 

ها نير كد كننده نسبت به مناطق كد كننده پروتئيمناطق غ
 نيهستند از ا يعيت در انتخاب طبيكمتر مورد توجه و اهم

روابط  يو بررس يخ تكامليمطالعه تار يتر براشيرو ب
منطقه غير كدكننده ). 22(ك مورد استفاده هستند يلوژنتيف

DNA  كلروپلاستيtrnL-F  تمايل بيشتري به تكامل با
همان اندازه تعويض نوكلئوتيدي ه دخول و ب /تجمع حذف

ارزش  چونرا دارا مي باشند، هاي كد كننده يتوالنسبت به 
 نياز ا دني بالايي جهت بررسيهاي فيلوژنتيك دارلمولكو

از آنها مي توان در مطالعات در سطح زير خانواده  رو
 يبر بررس يمبن يكه گزارش ييجااز آن ).19(استفاده كرد 

 trnL-F يكيلوژنتيف نشانگردار با استفاده از يدپلت و سپيسف
 يابي يبا توال تا ق حاضر در نظر دارديتحقدر دست نبوده، 

 ،ك به همينزددو گونه ن يااز  trnL-Fدرون ژني قطعه 
ن نشانگر را يا ييها مشخص سازد و توانان آنيرا ب يزيتما

  .قرار دهد يابيمورد ارزن اختلاف يدر حل ا

  مواد و روشها
 يعيشگاه طبيت روفهق ين تحقيا يبرا :انتخاب رويشگاه

 يهاجنگلن گونه در يپراكنش اد پلت از مناطق يسف

 انتخاب شدند، ايران؛ استانهاي مازندران وگيلان يركانيه
درخت به فاصله  دوشگاه يسپس از هر رو. )1جدول (

از هر برگ  يتعدادگر انتخاب و يكديمتر از  100حداقل 
   .گرديد يدرخت جمع آور

 يبرا :trnL-Fقطعه ژني و تكثير يژنوم DNAاستخراج 
نيتروژن  با استفاده از يبرگ يدا نمونه هاابت DNAاستخراج 

، هااز برگ ژنومي DNAاستخراج  سپس .پودر شدند مايع
 يروشكه  پتاسيم استات - SDSو  CTABبا استفاده از 

و  Dellaporta و) Doyle and Doyle  )1987از تركيبي
 .انجام شد، )47 و 26، 16، 13( است) 1983(همكاران 

ژل وفورز استفاذه از الكتردست آمده با ه ب DNAيت فكي
با استفاده از ز ين DNAبررسي شد و كميت  درصد 1آگارز 
در اين ، كه ug/ml=OD260*P*50[dsDNA] يعموم رابطه

قطعه سپس ). 36( رقت مي باشد، محاسبه گرديد Pرابطه 
 )41و  40( يجهانبا استفاده از پرايمرهاي  trnL-Fژني 

با توالي  UEUFFكلروپلاستي 
5/GGTTCAAGTCCCTCTATCCC  به عنوان پرايمر

با توالي  UEUFRمستقيم و پرايمر 
5/ATTTGAACTGGTGACACGAG  به عنوان پرايمر

ر يتكث) PCR(مراز يپل يره ايبا استفاده واكنش زنج معكوس
ميكروليتر  50 ييبا حجم نها DNA ريتكثند يآفر. شدند

 1X ،MgCl2بافر  PCRمر، يتر از هر پرايكروليم 5/0شامل 
2mM فسفات  يد ترينوكلئوز ي، از هر داكس)dNTPs (

200 µM  كروگرم يم 1وDNA تيو در نها يژنوم U 
  .ديانجام گرد Taq DNA polymeraseاز  25/0

به درجه سانتي گراد  94براي اين منظور از برنامه دمايي 
 45به مدت  درجه سانتي گراد 94 ثانيه، دماي 90مدت 

ثانيه، دماي  135به مدت  درجه سانتي گراد 57ثانيه، دماي 
تكرار و در  32دقيقه، در  1به مدت  درجه سانتي گراد 72

دقيقه در انتهاي  4به مدت  درجه سانتي گراد 72دماي 
  .استفاده شد PCRبرنامه 
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 يقطعات تكثير :و آناليز آنها trnL-F ياستخراج توال
PCR  حصول و  درصد 1در ژل آگارز  الكتروفورزبعد از
، توسط شركت رياحل تكثمرنان از صحت انجام ياطم

MWG از ياستخراج توال. ندشد ين توالييآلمان، تع 
 ر از شركت با استفاده از نرم افزا يافتيدر يهاكروماتوگرام

Chromas ver. 2  ها، با پس از دريافت توالي. گرفتصورت
 بودن ي، اختصاصيدر بانك ژن Blast نرم افزاركارگيري ه ب

ه ب يتوال .ييد شدأتد پلت و سفي سپيدارقطعه مورد نظر به 
 داريدپلت و سپيسف يها نمونه trnL-Fدست آمده از منطقه 

موجود در  يهاصنوبرن منطقه در يهم يهايتوالبه همراه 
د به عنوان يبtrnL-F  ينمونه از توال كي بانك ژن و

 ن موجود دريلابرنامه آنتوسط ) 2جدول ( گروه برون

) NCBI )http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast سايت
توالي هاي بدست  يدر مطالعه بعد. شدند يساز همرديف

، با Mega 5 در نرم افزار Clustal W2آمده به كمك برنامه 
اساس جايگاههاي نوكلئوتيدي  برسپس  ،همرديف شدند
 Transation يزان جهشهايبودند، م) جهش(كه داراي تغيير 

نه صرفه يشيب ها بر اساس ن نمونهيدر ب Transversionو 
حله در مر ،دين گردييتع) Maximum Parsimony( ييجو

درختهاي فيلوژني با Mega 5  بعد با استفاده از نرم افزار
البته قبل از  .ترسيم شد ييصرفه جو نهيشيبستفاده از روش ا

انتخاب  يتكامل ين الگويبهتر يلوژنيرسم درخت ف
هاي رسم شده از جهت اطمينان از صحت درخت .شود يم
  .ديگرداستفاده  1000شتوانه تكرار پ

  ايران يركانيه يغرب جنگلهاو در مناطق شمال  داريدپلت و سپيمورد مطالعه سف يهاگروه يجمع آور يمحلها -1جدول 
  ييايجغراف مختصات  يمحل جمع آوراستان و كد تاكسون  *يميشماره هربار

1536  P. caspica G1 
G2 

N /28 باريجو-مازندران َ36 ؛/ Eَ2053  

1537 P. caspica SD1 

SD2 

N /21 چهاردانگه-يسار-مازندران َ36 ؛/ Eَ7054 

1539 P. caspica N1 

NY3 

N /28 يپارك جنگل-نور-مازندران َ36 ؛/ E96 ََ52 

1538 P. caspica CH1 چالوس-مازندران N /25 َ36 ؛/ E19 ََ51 

1542 P. caspica RH1 

RH2 

N /50  جانمهيحل-رودبار-لانيگ ََ36 ؛/ E َ2749  

1543 P. caspica RT1 

RT2 

N /28  رضوانشهر-تالش-گيلان ََ37 ؛/ E َ0749 

1540  P. caspica SC1 

SC2 

 E َ2749 /؛ N  /79ََ37  كشور قات صنوبريتحقمركز-هيآستانه اشرف–لانيگ

1541 P. alba SA1 

SA2 

 E َ2749 /؛ N  /79ََ37  كشور رقات صنوبيتحقمركز-هيآستانه اشرف –لانيگ

  ه دانشگاه مازندرانيدانشكده علوم پا يميشماره هربار*
  )NCBI(صنوبر ثبت شده در بانك ژن  ينمونه ها -2جدول 

 بانك ژن يشماره ثبت نمونه ها كد تاكسون

Populus nigra P.ni GenBank, accession number: FJ490818  
Populus tremuloides P.tr GenBank, accession number: AY757054  
Populus deltoides P.de GenBank, accession number: AY757053  
Salix babylonica S.ba GenBank, accession number: AY757063  
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   جينتا
ر قطعه مورد يتكث و يلروپلاستك DNAپس از استخراج 

ك از يهر ) 1شكل ( trnL-Fقطعه از  PCRمحصول  نظر،
 .ديگرد ين توالييتع MWGنمونه ها توسط شركت 

 Chromasبا استفاده از نرم افزار  يدريافت يهاكروماتوگرام

ver 2  يو توالمشاهده شدند trnL-Fد ي، استخراج گرد
 PCRنتايج نشان داد پرايمرها دو طرف محصول ). 2شكل(

ز يدست آمده نه ب يتوال Blastز يرا در برگرفته اند و آنال
  .است trnL-F يهمان توال يريمحصول تكث يد توالنشان دا

  

  

  
 trnL-F يفاصله بين ژن: پلت در ژل آگارزديدار و سفيسپ آن از دو گونه يپرايمرها PCRو محصولات  trnL-Fنمودار شماتيك از ناحيه  -1شكل 

)trnL–F intergenic spacer (مستقيم و معكوس  يو موقعيت پرايمرها يژنوم پلاستيد)محصول  1ستون و) الادر بPCR  قطعهtrnL-F دار؛يسپ 
  .درصد 1د پلت در ژل آگارز يسف trnL-Fقطعه  PCRمحصولات  3؛ و ستون DNAنشانگر 2ستون

  

  
  trnL-F قطعه يتوالكروماتوگرام  -2شكل 

  

ر يگر و با ساينمونه ها با همد يتوال يهمسان سازنتايج 
د تعدا نشان دادموجود در بانك ژن  ينمونه ها

هر دو  يهاتيجمع يبرا باًيتقر trnL-Fمنطقه  يدهاينوكلئوت
ر ييترادف متغ .د استينوكلئوت 394- 392گونه در حدود 

ر ييتغ يمورد مطالعه كه دارا يها ك از نمونهيهر 
آورده  )3جدول (بودند در  يگرينسبت به د يدينوكلئوت

د يوتئت نوكليموقع 3دار در ياز تفاوت سپ يشد كه حاك
، در )Transversion( )A→T( ينيجانش 55ره شما يها
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 ،نيد آدنينوكلئوت )deletion( حذف 68د يت نوكلئوتيموقع
د ينوكلئوت) Insertion( ناضافه شد 201د يو در نوكلئوت

 ،تعداد جايگاههاي متغير، تك متغير .دين مشاهده گرديآدن
به trnL-F  قطعه يتوالراي ب و محافظت شده پارسيمون

ه الگوي جاب .ديمحاسبه گرد 178، 151، 46، 197ب يترت
جايگزيني زان يو م trnL-Fجايي نوكلئوتيدي در كل قطعه 

 )Transversion(و ناهمجنس ) Transation(همجنس 
نه يشيببه روش ) حذف و اضافه(تغييرات و ميزان  هاجهش

تركيب و درصد  ).4جدول ( تخمين زده شد ييجو صرفه
ك از يهر  يبرا trnL-F هاي تشكيل دهنده قطعهوتيدئنوكل

نمودار رسم شد كه  يمطالعه شده بر رو ينمونه ها
دپلت و يسف يديد از نظر تعداد نوكلئوتيمشخص گرد

ر يسه با ساين كمتر در مقايميشتر و تين بيآدن يدار دارايسپ
). 3شكل ( ق بودندين تحقيمورد مطالعه در ا يصنوبرها

دو  يراه بمشاب يدينوكلئوتب ياز ترك ين موضوع حاكيا
  . دار را در بر داشتيدپلت و سپيگونه سف

  

  

  
  بانك ژن يدار و نمونه هايدپلت و سپيسف ينمونه ها يدير نوكلئوتيمقاد -3شكل

  

بـه روش   trnL-Fنتايج درخت فيلوژني بر اساس كل قطعه 
نشـان داد كـه   ) Straight consensus(بيشينه صرفه جـويي  

هـاي  نمونـه  و شـند تك نياء مـي با صنوبرهاي جنس  گونه
كـلاد تقسـيم   يـك  مورد بررسي از جنگلهـاي هيركـاني در   

اما در كلاد اول، دو گروه شناسـايي شـده انـد كـه      اند شده
از رويشـگاه گـيلان   SC1 شامل سه نمونه بـه ترتيـب پايـه    

از رويشگاه گيلان منطقـه   RH2منطقه آستانه اشرفيه و پايه 

منطقـه سـاري   از رويشـگاه مازنـدران    SD2رودبار و پايـه  
هاي بررسي شده از سـفيد پلـت بـه     بودند ولي ساير نمونه

همراه سپيدار در گروه اول قـرار گرفتـه انـد كـه حـاكي از      
قرابت بيشتر اين دو در مقايسه با ساير گونه ها مطالعه شده 

حداقل و ). 4شكل . (از اين جنس در اين تحقيق مي باشند
وش توزيـع گامـا   حداكثر فاصله ژنتيكي بين نمونه ها بـه ر 

  ).5جدول (محاسبه گرديد 
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  )يينه صرفه جويشيب( trnL-F در كل قطعهجايي نوكلئوتيد ه تخمين الگوي جاب -4 دولج
G  C T A  نوكلئوتيد  
6  3 4 95  A 
5  6 76 10  T  
1  42 3 4  C  
45  2 2 7  G  

 
  Overall Pyrimidines Purines  

  052/0  24/0  03/0  Transition/transversion 
rate 

Transitionsal pairs/ 
Transversional pairs Transversional pairs  Transitionsal pairs  Identical 

pairs trnL-F 
68/0 31 21 258 

  

ر اعداد كنا) Straight consensus( درختبه روش  trnL-F ياساس توالبررسي روابط بين نمونه هاي مورد بررسي از جنس صنوبر بر  -4شكل
  .ان شده استيشاخه ها بوده و به صورت درصد ب يتينشان دهنده ارزش حماشاخه ها 

  حثب
مطالعه روابط  يبرا trnL-F ياز نشانگر مولكولمحققين 

 يها ن دستهي، در بين گونه ايدر سطح ب يكيلوژنتيف

 ).34( مي كننداستفاده  ،يخاص و در سطح داخل گونه ا
 ين ژنيب يونها و فضاهانترير كد كننده همچون ايمناطق غ

نسبت به مناطق كد  بازيگاه يرا در جا يترشياغلب تنوع ب
 يهاتيمحدود دهند كه احتمالاً ينشان م DNAكننده 



 1393، 4، شماره 27جلد                                        )                                   مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

515 

و  يورآ جمع ).34( شوند يرا منجر م يكمتر يعملكرد
 يادياطلاعات ز trnL-Fمنطقه  يهايتوالاز ها ش داده يافزا
عملكرد و تكامل  ،رتر ساختاشياهان را جهت مطالعه بياز گ
 نتايج اين تحقيق .)10(سازد  ياهان گل دهنده فراهم ميگ
 نير محققيج سايبا نتا trnL-F يبراساس نشانگر مولكولز ين
جمع  داريدپلت و سپيسف بودن ييايتك ن )30 و 21، 9(

جه يدر نت. دينما يم دييأترا  يركانيشده از جنگل ه يآور
 هبه بخش داريسپبا توجه به تعلق و  يلوژنيرسم درخت ف

Populus  با نام هن بخشيگر از ايگونه دو P. tremuloides 
 هو از بخش P. nigraبا نام  Aigeiros هك گونه از بخشيو 

Tacamahaca با نام  يگونه اP. deltoids ن يكه در ا
 ،د كهيمشخص گرد، قرار گرفتند يمطالعه مورد بررس

مطابق با  trnL-F يروپلاستبراساس نشانگر كل دپلتيسف
 و اردتعلق د Populus هبه بخش )3(ن ير مطالعات محققيسا

ن يشده در ا يجمع آور داريسپ را با يكينزد يكيقرابت ژنت
ن ينمونه از ب سه نين بيدر ا .دهد يق نشان ميتحق

با قرار گرفتن ) SC1، RH2 ،SD2( يمورد بررس يها نمونه
و فاصله  يديكلئوتنو يالگو يمجزا، دارا يدر گروه

و حالت  بودندد پلت يسف و داريبا سپتر متفاوت  يكيژنت
ن يدر ب كه يياز آنجا. شود يده ميها ددر آن يومت يپل

ه بودن يل دو پايدلب يديپلوئ يو پل يريگ صنوبرها دو رگه
ن گونه ها يدر ب ينينابيب پايه هاين جهت ياد است به هميز

ك يصنوبر نكه ير ان دانشمندان ديب لذا. فراوان است
 يا خود گونه ايك گونه است و ياز  يته ايدرخت وار

نكه يبا ابنابراين . )2(است اختلاف نظر وجود دارد  ييمجزا
P. alba و  

P. tremuloides هر دو به بخشه  Populusيتعلق دارند ول 
قرار گرفته اند در واقع وجود  يگاه جداگانه ايدر جا

ر يبا سا Populus يها خشهن بيدر ب يعيون طبيداسيبريه
باشد  ير ميامكان پذ P. termulaو  P. alba مثلاًبخشه ها 

 يبر رو RFLPانجام شده براساس  يهايدر بررس .)21(
cpDNA  وrDNA  نشان دادند كهP. nigra  در اثر دخول

ناشناخته از  ينياز اجداد والد يو برخ P. albaن اجداد يب

نخواهد بود  ير منطقين غيبنابرا .جاد شديا Populusبخشه 
ن يب يتبادل ژن يبرا ياگر فرض شود كه مجال و فرصت

 ييهاتاكسونن يب يا حتيو  )Sympatric(همجا  يگونه ها
جه يدر نت) 9و  8(مختلف وجود داشته است  يهااز بخش

شده از  يمع آورج P. caspicaا ي  P. albaكه ن احتمال يا
 .ز وجود داردينط باشند ين شرايتحت ا يركانيمناطق ه

كه به ) 1390(ق فلاح و همكاران يج حاصل از تحقينتا
ك يدپلت براساس نشانگر مورفولوژيسف يپهاياكوت يبررس

نشان داد كه داز پرداخته بودند، يپراكس يميزوآنزيبرگ و ا
شتر از يدپلت در جوامع بزرگ بيسف يتيتنوع درون جمع

اهش ل آن را به خاطر كيجوامع كوچك تر بوده كه دل
ان يها، وجود جرتيزوله شدن جمعيو ا يده درون لقاحيپد
در مطالعه . مطرح ساختند يگوتياد هتروزيمتنوع و ازد يژن

كه در   SC1،RH2 ،SD2 يز حضور نمونه هايحاضر ن
دپلت قرار گرفته اند يسف يهاتين جمعيجداگانه در ب يكلاد

ن جوامع يدر ب يتيز بر صحت وجود تنوع درون جمعين
و  ييايدر واقع سه عامل تنوع جغراف. ت اشاره دارددپليسف
گونه از  يهايژگيگونه ها و و يخ تكامليو تار يمياقل

 يكيز ژنتيجاد تنوع و تمايثر در اؤن عوامل ميتر مهم
   ).4(هستند 

ر كد يك منطقه غيبه عنوان  trnL-Fل نشانگر يپتانس يبررس
به هم ك ينزدن دو گونه يك ايتفك يبرا يكننده كلروپلاست

در  يكم يكيقدرت تفك ،ن نشانگريكه ان بود، ياز ا يحاك
را دارا  ينده كلروپلاستنر كد كيغر مناطق يمقابل سا

كه است ن يا، trnL-F علت انتخاب نشانگر .باشد يم
ن ين نشانگر در مقابل چنديكم ا يكيقدرت تفك معمولاً

ن مناطق يا ،اولاًكه  چرا. شود يجبران م يده آن تا حديفا
 ثانياً .)40و  37( بود) Conserve(ه شدت حفاظت شده ب

و  ندهست در دسترس اين نشانگر يجهان يهاآغازگر
شرايط بهينه شده همچنين و آغازگرها سنتز امكان  يراحتب

اطلاعات  ثالثاً .در منابع موجود استتكثير اين نشانگر 
گاه يدر پا) trnL-F(ر كد كننده يمناطق غ يهاياز توال ياديز
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باشد كه اجازه  يها در بانك ژن در دسترس م هداد
 ير ميپذ ها را امكاناز گونه ها و جنس ياريبس ييشناسا
  .سازد

دورگه  ،دپلتيدر جوامع سف يتيوجود تنوع درون جمع
جه يدر نت توسط باد وگسترده بذر و امكان پراكنش  يريگ

ك يط اكولوژيشرا نيو همچن يديپلوئ يسطوح مختلف پل
 از يحاكتواند  يم يركانياهمگون منطقه هن ييايو جغراف

كه  يينسبت به گونه هان گونه يا اديز يكياختلافات ژنت
 باشدشان وجود ندارد امكان حركت ژن در داخل جوامع

 دپلتيسف يبرا ياديز يپهاياكوتن مسائل يبا توجه به ا. )4(
از  .دارد يز سازگاريج حاضر نيكه با نتا شد يم ينيش بيپ

وع زيستي يكي از شاخصهاي خودتنظيمي كه تن ييآنجا

 محيط و كليد پايداري و سلامت محيط زيست طبيعي است
با پيشرفت فني و علمي در علوم زيست محيطي  گامهم و

و آشكار شدن اهميت تنوع زيستي، اهداف مديريت كلان 
 به سمت افزايش تنوع زيستي گرايش يافته استنيز جنگل 

متعدد و وجود  يپهاياكوتحضور خاطر ه رو ب از اين ،)7(
 ين گونه بوميمختلف ا يهاشگاهين رويدر ب يكيتنوع ژنت

ر ين ذخايت ايريلزوم حفظ و مد ،يركانيهمورد مطالعه 
ر ياستفاده از سا ياز طرفگردد،  يمطرح م تيكيژن

براي  ياختصاص يمرهايپرا يو طراح يمولكول ينشانگرها
كل ژنوم در  ينقشه برداراستنباط فيلوژنتيكي اين گونه و 

  . رسد يبه نظر م يضرور يقاتين تحقيچن

  منابع
مركز نشر . جنگلها، درختان و درختچه هاي ايران .1387. ثابتي، ح -1

  .دانشگاهي، يزد
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  .دانشگاه تهران). پايانامه كارشناسي ارشد. (نجني

ذخاير ژنتيكي گونه هاي صنوبر در  .1371. ف. ضيايي ضيابري، س -3
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هاي هيركاني، فصلنامه علمي و پژوهشي اكوسيستم هاي طبيعي 
  .ايران، سال دوم، شماره اول
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Abstract  
The purpose of this study is to evaluate of the choloroplast trnL-F marker’s power in 
genetic differentiation and phylogenetic relationships between Populus caspica and P. 
alba. The 15 leaves samples collected from seven different growthing areas of 
hyrcanian forests, Iran; Guilan and Mazandaran provinces. Genomic DNA extracted 
from leaves using the CTAB and SDS-potassium acetatate combined method. PCR 
performed by universal primers and amplified trnL-F fragments sequenced. Results 
showed that, the entire length of the trnL-F region was 392-394 nucleotides in both 
species. In compaire to available sequences of the GenBank, Adenin and Thimine 
nucleotides in P. caspica and P. alba are more than other nucleotides. These two 
species have shown high similarity in nucleotide composition of trnL-F spacer region 
with minimum genetic distance (=0.005). Parsimony analysis of 582 characters revealed 
178 constant, 56 variable, 151 parsimony informative and 46 characters are unique 
positon. Too, bootstrap consensus trees showed that the trnL-F sequence data cannot 
distinguish P. caspica from P. alba because, investigated samples have located in 
common group. Therefore, for accurate recognition of this species, phylogenetic 
reconstruction using other choloroplastic and nuclear markers suggested. 
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