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ايران، با استفاده از چند شكلي ) Betula pendula(ي توس جمعيتهاتنوع و تمايز ژنتيكي 
DNA  سه  ناحيه)CD ،DT  وK1K2 (ژنوم كلروپلاستي  

  2حامد يوسف زادهو  1فلاح فاطمه ،*1كلاگر زاده حسين اباصلت
  كوليبابلسر، دانشگاه مازندران، دانشكده علوم پايه، گروه زيست شناسي سلولي و مول 1

 نور، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده منابع طبيعي، گروه جنگلداري 2

  6/10/93 :تاريخ پذيرش    29/7/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

، كه يك گونه ارزشمند دارويي و در معرض خطر انقراض است،  در سطح اندك )Betula pendula(تنوع ژنتيكي توس 
 يشو، سياه مرزكوه، سنگده و شهرستانك، با استفاده از پلي مورفيسممارم: ي باقيمانده از آن در نيمرخ شمالي ايران شاملجمعيتها
DNA  جفت بازي و تكنيك  2700و  1800، 3800كلروپلاستي سه منطقهPCR-RFLP اين مناطق به ترتيب . مطالعه شدCD  ،

DT  وK1K2 درصد جايگاه پلي مورفيك، هتروزيگوتي مورد انتظار . ناميده مي شوند)He ( و شاخص شانون)I ( در چهار
درصد از كل  66آناليز واريانس مولكولي نيز نشان داد كه . محاسبه شد 14/0و 096/0درصد،  51/24جمعيت، به ترتيب برابر با 

، تمايز بالاي )= 206/0Gst(محاسبه شاخص تمايز ژنتيكي . درصد آن بين جمعيتي است 34و  جمعيتهاتنوع مربوط به درون 
مقايسه دو به دو ميزان تمايز ژنتيكي جمعيتها از يكديگر نشان داد كه جمعيت مارميشو . ا نشان دادجمعيتهاي توس از يكديگر ر

برآورد ميزان جريان ژني بين جمعيتها حاكي از وقوع رانش ژنتيكي بين آنها است . نشان داد جمعيتهابيشترين تمايز را از ساير 
)96/0=  (Nm .داري يهمچنين نتايج آزمون مانتل همبستگي معن)درصد 77r=  ( را بين تمايز ژنتيكي جمعيت و فاصله

ي توس ايران و خطر در معرض انقراض جمعيتهانتايج تحقيق حاضر وقوع رانش ژنتيكي در . جغرافيايي آنها از يكديگر نشان داد
  .ي نمايدم تأكيدكارگيري راهكاري سريع و مناسب براي حفاظت آن را كه به. مي كند تأييدبودن اين گونه را 

  Touch-down PCR كلروپلاستي؛  DNA ؛ رانش ژنتيكي؛Betula pendula توس؛ :  واژه هاي كليدي

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

  مقدمه
نوسانات شديد آب و هوايي مربوط به اواخر دوران سوم و 

به  تأثيرارم يخبندان، چهارم زمين شناسي، به ويژه دوره چه
-سزايي در تغيير محدوده پراكنش و ساختار جمعيت گونه

اين تغييرات آب و هوايي منجر ). 20(هاي گياهي داشت 
به جدايي، مهاجرت، انقراض جمعيت و تسريع در ميزان 

علاوه بر اين، ساختار ژنتيكي ). 13و 7(تكامل آنها شد 
وديت جريان محد تأثيرجمعيتهاي گياهي مي تواند تحت 

ژني از طريق پراكندگي دانه و فعاليت گرده افشانها نيز قرار 
 Betula(هاي جنس توس درختان و درختچه). 19(گيرد 

L.( ،  متعلق به اواخر دوران سوم زمين شناسي)كي ي، )22
از اجزاي مهم اكولوژيكي و اقتصادي جنگلهاي معتدله 

هاي ونهتوس از جمله گ. نيمكره شمالي محسوب مي شوند
پيشگام است كه به دليل توليد دانه فراوان و زايا به سرعت 
در مناطق تخريب شده از جمله مناطق قطع شده و آتش 

سفانه تراكم اندك و أمت). 9(شود سوزي جايگزين مي
آسيب پذيري بالا سبب قرارگرفتن آن در ليست قرمز 

  ).11(شد  گياهان در معرض خطر انقراض
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ش توس به چند ناحيه كوچك در نيمرخ در ايران نيز پراكن
هاي كوچك از اين لكه. شمالي كشور محدود شده است

گونه در ارتفاعات بالاي مرز جنگل، شامل ارتفاعات طالقان 
و دره غربي شهرستانك در كرج، دره لار در شهرستان آمل، 
رويشگاه سنگده در ساري، رويشگاه سياه مرزكوه در علي 

همچنين ). 6(ن سمنان گزارش شد آباد و شاهرود در استا
تنها يك رويشگاه از اين گونه در زاگرس شمالي، منطقه 

  ).2( ه استمارميشو در استان آذربايجان غربي گزارش شد

اي و پراكنده عدم آگاهي از تاريخچه زيستي و پراكنش لكه
رويشگاههاي اين گونه و كاهش جريان ژني به دليل فاصله 

، ميزان آسيب پذيري اين گونه را زياد جمعيتها از يكديگر
بنابراين آگاهي از . نسبت به تخريب رويشگاه بيشتر نمود

ساختار و ميزان تنوع ژنتيكي جمعيتهاي اين گونه اهميت 
و مديريتي مناسب دارد  يويژه اي در ارائه راهكار حفاظت

در ساليان اخير هم از ژنوم هسته اي و هم از ). 21و 15، 4(
براي بررسي تنوع و ساختار ژنتيكي گونه  ژنوم كلروپلاستي

). 32و3،17،23،27(هاي گياهي استفاده فراوان شده است 
اما با توجه به عدم وقوع نوتركيبي و توارث تك والدي 

و همچنين از آنجاييكه ) وراثت مادري(ژنوم كلروپلاستي 
جريان ژني در نهاندانگان بيشتر از طريق بذر صورت مي 

 انه گرده، نشانگرهاي كلروپلاستي عموماًگيرد تا از طريق د
سطوح بالاتري از تمايز ژنتيكي را نسبت به نشانگرهاي 

 مطالعات تاكنون). 29و17(هسته اي نشان مي دهند 

طيف  كلروپلاستي در DNAچند شكلي  مورد در متعددي
از جمله جنس توس گزارش  گونه هاي درختي از وسيعي

  ).37و 29، 22(شده است 

هاي توس در اروپا مطالعات ه پراكنش وسيع گونهبا توجه ب
زيادي هم در زمينه تنوع ژنتيكي و هم با رويكرد 

كي از اين مطالعات به ي. فيلوجغرافيايي صورت گرفت
روي نواحي مختلف  PCR-RFLPكارگيري تكنيك 

، در سرتاسر اروپا بود B. pendula Roth كلروپلاستي گونه 
تايپ شناسايي شده دو هاپلو 13كه در نهايت از بين 

. هاپلوتايپ در تمامي مناطق تحت مطالعه مشترك بودند
محققان به اين نتيجه رسيدند كه اروپا بعد از عصر يخبندان 
از دو مسير، يك مسير از غرب و مسير ديگر از شرق اروپا 

مورد اشغال قرار   B. pendula Rothتوسط گونه  مجدداً
، B. pendulaگونه همچنين آنها دو جمعيت از . گرفت

را ) Iberian(يكي در ايتاليا و ديگري در شبه جزيره ايبرين
، جمعيتهاي Aبه دليل عدم وجود هاپلوتايپ عمومي 

ي بررسي شده معرفي نمودند كه جمعيتهامتمايزي از ساير 
همچنين در ادامه اين ). 29(داراي منشاء متفاوتي نيز بودند 

با استفاده از  2007ال مطالعات ماليوچنكو و همكاران در س
و  ياي ساختار ژنتيكماهوارهكلروپلاستي و ريز نشانگرهاي

 .B و B. pendulaجمعيت از دوگونه  53فيلوجغرافيايي 

pubescens به اين نتيجه رسيدند  مورد مقايسه قرار دادند و
رغم دارا بودن هاپلوتايپ مشترك، كه اين دو گونه علي

ند كه علت آن را به تفاوت ساختار ژنتيكي متفاوتي دار
در ). 25(شرايط اكولوژيكي بين دو گونه مرتبط دانستند 

 B. luminiferaچين نيز تنوع ژنتيكي چهار جمعيت از گونه

مورد بررسي قرار گرفت كه ) Wuyi(وياي  ، در كوههاي
كولي حاكي از بالا بودن سطح تنوع لوتجزيه واريانس م

همچنين ضريب همبستگي . ژنتيكي بين جمعيتها بود
پيرسون نشان داد كه تنوع ژنتيكي در داخل جمعيتها 

داري با ارتفاع از سطح دريا و عوامل آب و همبستگي معني
هوايي از جمله؛ متوسط درجه حرارت سالانه، ميزان بارش 

 DNA حققانم). 41(و عوامل مغذي خاك دارد 
واقع در محدوده  B. maximowiczianaكلروپلاستي گونه 

مورد بررسي قرار  PCR-RFLPمركزي ژاپن را با تكنيك 
هاپلوتايپ شناسايي كردند كه مرز اصلي دو  11دادند و 

از اين گونه در منطقه ) شمالي و جنوبي(هاپلوتايپ اصلي 
ع آنها تنو. توهوكو در شمال شرقي ژاپن واقع شده بود

جمعيت مورد مطالعه شناسايي و  25ژنتيكي بالايي را ميان 
 آمده از به دستدر نهايت با مقايسه الگوي ساختار ژنتيكي 

اي به اين نتيجه رسيدند كه ژنوم ژنوم كلروپلاستي و هسته
اي منتقل شده از طريق دانه گرده از هاپلوتايپ شمالي هسته
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جهت مخالف است  به جنوبي بسيار بيشتر از انتقال آنها در
)37.(  

اي با بنابراين با توجه به اينكه تا كنون هيچ گونه مطالعه
در زمينه ي كلروپلاست DNA بري مبتن يمولكول رويكرد

تحقيق  هاي توس در ايران گزارش نشد،تنوع ژنتيكي گونه
 PCR-RFLPحاضر در نظر دارد تا با استفاده از تكنيك 

نوع ژنتيكي در سطح نواحي مختلف كلروپلاستي، ميزان ت
جمعيتهاي توس در ايران و همچنين ميزان تمايز آنها را از 

يكديگر جهت تعيين ميزان ضرورت اتخاذ تدابير حفاظتي 
   .براي رويشگاههاي اين گونه را مورد بررسي قرار دهد

  مواد وروشها
براي انجام اين تحقيق چهار رويشگاه  :نمونه برداري

از هر ). 1جدول(نتخاب شدند طبيعي اين گونه در ايران ا
در (متر  100درخت و با فاصله حداقل  6رويشگاه حداقل 
و همكاران  Milesاز يكديگر به روش ) صورت امكان

  ).26(انتخاب و نمونه هاي برگ آنها تهيه شد 
  

  اطلاعات مربوط به رويشگاههاي مورد بررسي -1جدول 
  )شمالي(عرض جغرافيايي   )شرقي(فيايي طول جغرا  )متر(ارتفاع از سطح دريا  استان  منطقه
 ′38°36′10°55 2344 گلستان كوهمرزسياه

 ′58°36′10°53 1600 مازندران سنگده 
 ′44°35 ′23°51 2404 البرز شهرستانك
 ′34°37 ′35°44 1741 آذربايجان غربي مارميشو

استخراج كل : ، تكثير نواحي كلروپلاستيDNAاستخراج 
DNA گ توس، با استفاده از روش ژنومي از برCTAB  و

به منظور حذف پلي (غلظت نمكي بالا  به كارگيري
-trnC سه قطعه ژني). 34(صورت گرفت ) ساكاريدها

trnD ،trnD-trnT  وtrnK2- trnK1 )1شكل-A ( با استفاده
و از طريق ) B -1شكل(از پرايمرهاي عمومي كلروپلاستي 

 8(كثير شدند ت) C -1شكل(واكنش زنجيره اي پليمراز 
  ). 12و

 CD  ،DTقطعات :بهينه سازي واكنش زنجيره اي پليمراز
ميكروليتر در شرايط بافري  25در حجم نهايي  K1K2و 

1X PCR ،2 ،ميكرومولار  2/0ميلي مولاركلريد منيزيم
dNTPگرم از آلبومين سرم ميلي 1/0، در غلظت نهايي

 BSA )Bovine serum albumin( ،2/0گاوي يا همان 
پلي  DNA واحد آنزيم 25/0ميكرومولار از هر آغازگر و 

-Touchسپس هر ناحيه به روش . تكثير شدTaq مراز 

down  تكثير شدند، اين روش با هدف افزايش
بدون نياز به بهينه  PCRاختصاصيت، حساسيت و محصول 

براي نمونه  به ويژهسازي طولاني و طراحي مجدد پرايمر 
  ).30(ل است، صورت مي گيرد هايي كه تكثير آنها مشك

در شـرايط  PCR  Touch-down، ازCDبراي تكثيـر ناحيـه   
به مدت  درجه سانتي گراد 94دمايي واسرشت سازي اوليه 

درجـه   94(چرخه  14دقيقه در دو مرحله؛ مرحله اول با  4
بـه  درجه سانتي گراد  57-50ثانيه، 45به مدت سانتي گراد 

انـدازه نـيم درجـه تـا     ثانيه كه در هر چرخـه بـه    45مدت 
 70كاهش مي يابـد،   درجه سانتي گراد 50رسيدن به دماي 
 18مرحلـه دوم بـا   و  )به مدت سه دقيقه درجه سانتي گراد

درجـه   50ثانيـه،  45به مدت درجه سانتي گراد  94(چرخه 
) مدت سه دقيقـه  بهدرجه  70ثانيه، 45مدت  بهسانتي گراد 

 70ور بسط نهـايي در  هاي تكثير به منظو در پايان فرآورده
  .به مدت سه دقيقه نگهداري شدند درجه سانتي گراد

ــه   ــر ناحي ــراي تكثي در  PCR  Touch-down، از K1K2ب
درجه سانتي گـراد   94شرايط دمايي واسرشت سازي اوليه 

چرخـه   14دقيقه در دو مرحلـه؛ مرحلـه اول بـا     4به مدت 
هـر  كـه در  درجـه   60ثانيـه در   45، درجه 94ثانيه در  45(
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درجـه   53چرخه به اندازه نيم درجه تا رسـيدن بـه دمـاي    
 14مرحله دوم با و ) درجه 72 سه دقيقه در.كاهش مي يابد

سـه  ، درجـه  53ثانيه در  45، درجه 94ثانيه در  45(چرخه 
دقيقه  10هاي تكثير و در پايان فرآورده) درجه 72 دقيقه در

  .به منظور تكميل سنتز نگهداري شدند درجه 72در 

در شـرايط   PCR  Touch-down، از DTبراي تكثير ناحيه 
دقيقـه در   4به مدت  درجه 94دمايي واسرشت سازي اوليه 

،  درجه 94ثانيه در  45(چرخه  20دو مرحله؛ مرحله اول با 
كه در هر چرخه به اندازه نيم درجـه   درجه 53ثانيه در  45

 سه دقيقـه در . كاهش مي يابد درجه 43تا رسيدن به دماي 
 درجه 94ثانيه در  45(چرخه  20مرحله دوم با و )درجه 68
و در پايان ) درجه 68 سه دقيقه در، درجه 43ثانيه در  45، 

 68دقيقـه در   10هاي تكثير به منظور بسـط نهـايي   فرآورده
  .نگهداري شدند درجه

تمامي  :هضم آنزيمي محصول واكنش زنجيره اي پليمراز
، HinfIكه فقط با (CD  جز ناحيهه نواحي تكثير يافته ب

، HinfI ،TaqIبا سه آنزيم برشگر ) برش زده شد
EcoRIنانو  100تقريبا (ميكروليتر  9مقدار . ،برش زده شدند

واحد  3، با K1K2 وCD ، DTاز قطعات تكثير شده ) گرم
 15 در حجم نهايي EcoRI و TaqIو   HinfIآنزيمهاي 

، 37اپتيمم  ساعت به ترتيب در دماي16ميكروليتر به مدت 
 نهايي محصول. ، انكوبه شدندسانتي گراددرجه  37و  65

جداسازي  درصد 8آميد  اكريل پلي الكتروفورز وسيله به
از  RFLPو  PCRكليه واكنش گرهاي  .)2شكل (شدند 

  .تهيه گرديد) ايران(شركت سيناژن 

  
شماتيك قطعات ژني تكثير شده كلروپلاستي : در ژل آگارز PCRت شماتيك قطعات ژني تكثير شده موقعيت و توالي پرايمري و محصولا -1شكل

)A(ي؛  نام و توالي پرايمر)B( ؛ محصولاتPCR  درصد 1در ژل آگارز  

  
ترات يدر ژل پلي آكريلاميد با رنگ آميزي ن HinfI ،TaqI ،EcoRIبرش زده با سه آنزيم  DTمنطقه  PCR-RFLPالكتروفورز محصولات  -2شكل 

 Mجمع آوري شد؛ ) شهرستانك( 15تا 13، )شهرستانك( 12تا 9، )سنگده( 8تا5، )سياه مرزكوه منطقه(از  4تا1نمونه هاي شماره : نقره آمونياكي
  DNAنمايانگر ماركر 
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به منظور بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت : تجزيه و تحليل
توس در ايران ضرايب ژنتيكي مختلف از جمله درصد باند 

، تعداد آلل مشاهده (I)، شاخص شانون (P)چند شكل 
با استفاده از نرم افزار ) Ne(مؤثرو تعداد آلل   )Na(شده

Popgene v1.32  برآورد تمايز ). 42و28(محاسبه شد
-Gst = (HTبا استفاده از فرمول ) Fstيا  Gst(ژنتيكي 

HS)/HT همچنين ميزان جريان ژني . انجام شد)Nm(  بين
 /Nm={(1/Fst) -1)}  جمعيتهاي توس با استفاده از فرمول

، )AMOVA( آناليز واريانس مولكولي). 39(محاسبه شد  4
به منظور برآورد تنوع ژنتيكي درون و بين جمعيتي با 

مورد ارزيابي قرار  GenAlEx v6.5استفاده از نرم افزار 
معني داري همبستگي بين تمايز ژنتيكي و ). 31(گرفت 

ل و نمايش فاصله جغرافيايي با استفاده از آزمون مانت
فضايي فاصله ژنتيكي بين افراد و ميزان تمايز افراد هر 

 مؤلفهگر با استفاده از آزمون تجزيه به جمعيت از يكدي

  . انجام شد) PCoA(اصلي  هماهنگ هاي

  نتايج
ژنوم كلروپلاستي با استفاده از  DTو CD ،K1Kنواحي 
اندازه  به طوري كهتكثير شدند  Touch-down PCRبرنامه 
جفت باز 1800و 2700، 3800بي اين مناطق به ترتيبتقري

هر سه ). C-1شكل(در الكتروفورز ژل آگارز را نشان داد 
، HinfI ،TaqIناحيه برش يافته با سه آنزيم محدودكننده 

EcoRIبه عنوان نمونه، . ، قطعات پلي مورفيك نشان دادند
، HinfIبا سه آنزيم برشگر  DTالگوي هضم آنزيمي ناحيه 

TaqI، EcoRI آميد نشان داده آكريلروي ژل پلي
و طول قطعات پلي  RFLP تعداد كل باندهاي). 2شكل(شد

مورفيك هر ناحيه نيز به طور جداگانه گزارش 
  ). 2جدول(شد

  و نوع متغيرهاي مشاهده شده RFLPي برشگر، طول قطعات پلي مورفيك در آنزيمها، CD ،K1K ،DTشده  تكثير قطعات  -2جدول 
  نوع جهش هرمتغير  )جفت باز(اندازه باندهاي پلي مورفيك   RFLPتعداد كل باند آنزيم برشگر   PCRندازه تقريبي فرآورده نام وا
 CD)3800 جفت باز(  HinfI 14 800اضافه / حذف  74؛ 75؛ 100؛ 120؛ 400؛ 420؛  

K1K2)2700 جفت باز(  HinfI 8 130 اضافه / حذف  220؛  
TaqI 9 450 اضافه / حذف 480؛ 

EcoRI 4 230 اضافه / حذف 

DT)1800 جفت باز( HinfI 7 120 اضافه / حذف 

TaqI 4 250 اضافه / حذف 

EcoRI 4 200 اضافه / حذف 800؛ 

نتايج تجزيه و تحليل حاصل از پارامترهاي مختلف ژنتيكي 
، نشان داد كه )3جدول(كه به تفكيك هر جمعيت آورده شد

 88/5و جمعيت مارميشو با  18/41جمعيت سنگده با 
درصد به ترتيب داراي بيشترين و كمترين درصد جايگاه 

بيشترين و كمترين ميزان تنوع شانون و . پلي مورفيك بودند
هتروزيگوسيتي نيز به ترتيب در جمعيت سنگده و مارميشو 

 . مشاهده شد

آناليز واريانس مولكولي نشان داد تنوع درون جمعيتها سهم 
ي از ميزان كل تنوع را به خود اختصاص داده قابل توجه ا

از كل تنوع، درون جمعيتي  درصد 66كه  طوريه است ب
  ). 4جدول(بين جمعيتي بود  درصد 34و

به تفكيك هر Nei شاخص تنوع ژنتيكي، تنوع ژنتيكي 
جمعيت و نيز تنوع و تمايز كل جمعيتهاي مورد مطالعه در 

  .آورده شد 6و  5 هاي جدول

ه دو ميزان تمايز ژنتيكي جمعيتها از يكديگر مقايسه دو ب
نشان داد كه جمعيت مارميشو واقع در حد غربي شمال 
ايران در منطقه زاگرس شمالي بيشترين تمايز از ساير 

نيز، ) PCoA(تجزيه وتحليل ). 6جدول( را داردجمعيتها 
ويژه تمايز بالاي جمعيت مارميشو را از ساير جمعيتها به
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شكل (وه و سنگده را تأييد مي نمايد مرزك جمعيت سياه
را ) =r%77( ينتايج آزمون مانتل همبستگي معني دار). 3

بين تمايز ژنتيكي جمعيت و فاصله جغرافيايي آنها از 

يكديگر نشان داد، طوري كه جمعيتهاي دورتر از هم تمايز 
  .ژنتيكي بيشتري  از همديگر نشان دادند

  
  

  ي مورد مطالعهجمعيتهاشده بين  پارمترهاي ژنتيكي بررسي -3جدول 
تعداد اللهاي متفاوت  جمعيت

)Na(  
 مؤثرتعداداللهاي

)Ne(  
 شاخص شانون

 )I(  
هتروزيگوتي مورد 

  )He(انتظار
درصدجايگاه پلي 

  )P%(مورفيك 
 %53/23 102/0±02/0 149/0±03/0 173/1±05/0 157/1±07/0  مرزكوهسياه

 %18/41 182/0±03/0 259/0±04/0 343/1±06/0 373/1±07/0 سنگده

 %45/27 089/0±02/0 136/0±03/0 149/1±04/0 216/1±07/0 شهرستانك

 %88/5 011/0±006/0 020/0±01/0 014/1±008/0 863/0±06/0 مارميشو

 %51/24 096/0±01/0 141/0±01/0 170/1±02/0 152/1±04/0 كل

  
  Betula pendula  ونهدرون و بين جمعيت  گ (AMOVA)آناليز واريانس مولكولي  - 4جدول

  احتمال  درصد فراواني ميانگين مربعات مجموع مربعات درجه آزادي  منبع تغييرات
  010/0 %34 666/10 997/31  3  بين جمعيت
 %66 826/2 867/50 18 درون جمعيت

 %100  864/82 21  كل

  
  يتميزان شاخص تنوع ژنتيكي و تمايز ژنتيكي به تفكيك هر جمعيت و كل جمع -5جدول

تنوع ژنتيكي در هر  جمعيت 
 جمعيت

  )Nei)H تنوع ژنتيكي

    
  ) Fst(ژنتيكي نسبيتمايز  )Ht(ژنتيكي كلي تنوع

 170/0 251/0 094/0 208/0  مرزكوهسياه

 183/0 245/0 181/0 200/0  سنگده

 191/0 240/0 089/0 194/0  شهرستانك

 299/0 200/0 011/0 140/0  مارميشو

 206/0 936/0 374/0 743/0 كل

  
  Neiي مورد مطالعه از يكديگر بر اساس شاخص جمعيتهاميزان تمايز ژنتيكي  -6جدول

  مارميشو  شهرستانك سنگده سياه مرزكوه  
      0 سياه مرزكوه

     0 023/0  سنگده
    0 027/0 025/0 شهرستانك
  0  047/0 045/0 042/0  مارميشو
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-PCRهاي  حاصل از داده) PCoA(نمودار دو بعدي  -3شكل 

RFLP  جمعيتهاي توسB. pendula  

  بحث
هاي ين راههاي حفاظت و مديريت گونهمهم تركي از ي

گياهي در معرض خطر انقراض، آگاهي از ساختار ژنتيكي 
در اين پژوهش ). 21و4(و ميزان تنوع آنها مي باشد 

ي توس جمعيتهامشخص شد كه سطح تنوع ژنتيكي در 
ي توس در اروپا از ميزان هاجمعيتنسبت به ) ht=9/0(ايران 

كه البته اين ميزان براي ). 29و25(بالاتري برخوردار است 
گونه هاي درختي دير زي با سيستم توليد مثلي دگرلقاحي 

براي طيف  ).36و15(و باد گرده افشان قابل انتظار است 
 هاي گياهي خصوصيات تاريخچهاي از گونهگسترده

زندگي از جمله سيستم لقاحي، سيستم پرورشي، مكانيسم 
به عنوان يك عامل مهم در (پراكنش، محدوده جغرافيايي 

نقش مهمي را در الگوي تنوع ژنتيكي ) اكوسيستم جنگل
طور كلي قابل انتظار است كه به). 15(آنها بازي مي كنند 

هايي با پراكنش جغرافيايي محدود به مراتب از تنوع گونه
هاي با پراكنش وسيع نتيكي كمتري در مقايسه با گونهژ

اما بر خلاف انتظار ميزان ). 43و 38، 24(برخوردار باشند 
ي كوچك و جدا افتاده توس ايران جمعيتهاتنوع ژنتيكي در 

رغم تخريب رويشگاههاي  اين موضوع علي. بالا است
توس ايران و شرايط سخت رويشگاهي آن تعجب بر انگيز 

، Betula humilis به اين تحقيق براي گونه هاي مشا. است
Prunus spinosa  وNouelia insignis  نيز گزارش شده

ه ب(و دليل آن را كاهش اندازه جمعيت ) 43 و 24، 22(

اصلي ) ويژه كاهش يك يا دونسل براي گونه هاي نزديك
در چنين حالتي تنوع . ه استدانستند كه به تازگي رخ داد

جمعيت  تأثيرد باقيمانده به شدت تحت ژنتيكي بين افرا
 و 35، 24(بزرگتري كه از قبل وجود داشتند مي باشند 

همچنين اختلاف شرايط محيطي نيز مي تواند در ). 43
اي كه جنگلهاي باشد به گونه مؤثرميزان تنوع ژنتيكي 

اي سنگده و سياه مرزكوه به دليل برخورداري از صخره
اسب از جمله بارندگي و شرايط طبيعي و جغرافيايي من

هاي حرارت مناسب، نزديكي به دريا، وجود كوهها و دامنه
متعدد با اختلاف ارتفاع شديد توانسته زيستگاه مناسبي 
براي اجتماعات توس و بسياري از گونه هاي گياهي باشند 

مي ، كه بيشترين تنوع ژنتيكي را به خود اختصاص )1(
  .دهند

 ايران توس يجمعيتها ينب ژنتيكي تمايز ميزان بررسي
 يجمعيتها) =206/0Gst( بالاي ژنتيكي تمايز از حاكي
 بين محدوده Gstميزان  اگر واقع در. است ايران توس

دهنده تمايز ژنتيكي كم و اگر بين باشد نشان 0- 05/0
باشد نمايانگر تمايز ژنتيكي متوسط و در  05/0- 15/0

مايز ژنتيكي دهنده تباشد نشان 15/0- 25/0نهايت اگر بين 
  ).40 و 16، 5(بسيار بالاست 

گونه هاي گياهي از دو طريق مهاجرت دانه گرده و انتقال 
ي مجاور با يكديگر جريان ژني برقرار مي جمعيتهابذر به 

در واقع اين دو مكانيسم بر ميزان تنوع و تمايز . كنند
در اين ). 33(به سزايي دارند  تأثيرگياهي  جمعيتهاژنتيكي 
ي توس ايران پايين جمعيتهايزان جريان ژني بين تحقيق م

اين مسئله را مي توان ناشي از شرايط ). = 96/0Nm(بود 
ي توس ايران از يكديگر جمعيتهازياد  رويشگاهي و فاصله

رويشگاه مورد بررسي در مناطق  4كه  طوريدانست به
كوهستاني و صخره اي و با شيب بسيار تند عموما بالاي 

در واقع محدوديت جريان ژني از . دارند مرز جنگل حضور
ي پراكنده منجر جمعيتهاهر دو طريق بذر و دانه گرده در 

ي توس در ايران شده جمعيتهابه تمايز ژنتيكي بالا در 
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ك بين ياز طرف ديگر ميزان جريان ژني كمتر از . است
ي گياهي بيانگر وقوع پديده رانش ژنتيكي است جمعيتها

افزايش تنوع ژنتيكي درون كه خود مي تواند سبب 
ناليز واريانس آهمچنين نتايج آزمون ). 10(شدباجمعيتي 

 66( جمعيتهامولكولي حاكي از سهم بالاي تنوع در درون 
  .است) درصد 34( جمعيتهادر مقايسه با تنوع بين ) درصد

توس از جمله گونه هايي است كه در عصر يخبندان از 
هاي جغرافيايي عرضهاي جغرافيايي بالا به سمت عرض

سپس بعد از عصر يخبندان با . ستپايين مهاجرت نموده ا
گرم شدن تدريجي هوا، به دليل كاهش رقابت با ساير گونه 

اما . ها مجدد به عرضهاي جغرافيايي بالا مهاجرت نمودند
در برخي از مناطق از جمله مناطق كوهستاني شمال ايران 

ر ساير كه شرايط رويشگاهي سخت است و امكان حضو
گونه ها چندان فراهم نيست همچنان به حضور خود ادامه 

ي به جا مانده جمعيتهايكي از مشخصه هاي اصلي . دادند
وجود تنوع درون جمعيتي ) پناهگاهها(از عصر يخبندان 

ي مجاور است جمعيتهابالا به همراه تمايز ژنتيكي بالا از 
ي بين بنابراين با توجه به اينكه چنين شرايط). 18، 14(

ي توس در ايران نيز برقرار است محتمل جمعيتهااندك 
ي كنوني باقيمانده جمعيت بزرگي باشد كه جمعيتهااست 

در عصر پس از يخبندان مجدد به سمت عرضهاي 
  .جغرافيايي بالا مهاجرت نمودند

  نتيجه گيري نهايي

كي از گونه هاي با ارزش دارويي ي  Betula pendulaگونه 
انقراض است كه ارائه راهكار مديريتي و در معرض خطر 

مناسب براي حفاظت و بهره برداري از آن مستلزم آگاهي 
. ي آن استجمعيتهااز سطح و ميزان تنوع ژنتيكي در سطح 

، بر جمعيتهادر اين تحقيق علاوه بر تمايز  ژنتيكي بالا بين 
خلاف انتظار، تنوع درون جمعيتي نيز در سطح هر جمعيت 

) Refuge(موضوع كه مشخصه مناطق پناهگاه  اين. بالا بود
در عصر يخبندان است فرضيه قدمت طبيعي بالاي 

همچنين در . رويشگاههاي توس ايران را تقويت مي نمايد
امكان تبادل ژني بين  اين تحقيق مشخص شد كه عملاً

كه ميزان  از آنجايي. ي توس ايران وجود نداردجمعيتها
يان ژني كم، خطر واگرايي بالاي تمايز درون جمعيتي و جر

جمعيتها را به دنبال دارد و با توجه به اينكه اندازه جمعيت 
كمتر از استاندارد حداقل  در جمعيتهاي توس ايران عموماً

اندازه جمعيت مؤثر تخمين زده شده براي اغلب گياهان 
است، بنابراين تعداد و اندازه جمعيتهاي توس ايران حفظ 

ه را تضمين نمي كند و اقدامات تنوع ژنتيكي باقي ماند
 به كارگيريحفاظتي بايد درجهت ايجاد تعداد زياد نهال، 

افراد مختلف به عنوان والدين به منظور حفظ همان اندازه 
نتايج . ي بعدي صورت گيردنسلهاتنوع ژنتيكي موجود، در 
وقوع رانش ژنتيكي در  تأييدتحقيق حاضر ضمن 

ض انقراض بودن اين ي توس ايران، خطر در معرجمعيتها
كارگيري راهكاري سريع و و به تأييدگونه ارزشمند دارويي 

  . مي نمايد تأكيدمناسب براي حفاظت از آن را 
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Abstract 

Genetic diversity of Betula pendula, which is a medicinal value and endangered species, 
in small populations remaining in profile of northern Iran including: Marmishoo, 
Siahmarzkoh, Sangdeh and Shahrestanak, studied by polymorphisms of the three (3800, 
1800, 2700 bp) regions of chloroplast DNA and PCR-RFLP technique. These regions 
named to CD, DT, K1K2, respectively. The percentage of polymorphic loci, expected 
heterozygosity (He) and Shannon’s information index (I) in four populations, calculated 
to 24.51%, 0.096 and 0.14, respectively. Analysis of molecular variance (AMOVA), 
revealed that 66% of total variation was found within populations, while only 34% 
among populations. Genetic differentiation index (Gst= 0.206) revealed a high 
differentiation of birch populations to each other. Pair-wise comparison of genetic 
differentiation showed that, Marmishoo's population by highest level of differentiation 
from other populations. Assessment of gene flow among populations indicate the 
occurrence of genetic drift between them (Nm= 0.96). In addition, Mantel test revealed 
a significant correlation (r=0.77) between genetic and geographical distances. Our 
results confirmed that the occurrence of genetic drift in birch populations, and the 
extinction risk of this species. Which emphasize to deployment fast and convenient 
strategy to it's protect. 
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