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 :چکیده

اسـتان خراسـان رضـوي از نشـانگر      هـاي موجود در بـاغ  ).Juglans regia Lنی (هاي گردوي ایرابه منظور بررسی تنوع ژنتیکی تعدادي ژنوتیپ
کوبی و مورد آزمایش واقع هاي استقلال، گلستان، الندشت و امام رضا انتخاب، پلاكژنوتیپ گردو از باغ 56استفاده گردید. با این هدف  ISSRمولکولی 
تعـداد   .بودنـد  شـکل  باند چند 29جفت باز بود و  3000تا  300که در محدوده  شد تولید باند 118 مجموع در استفاده، مورد آغازگر 9 از استفاده شدند. با

عـدد بانـد تکثیـر شـده داشـت. متوسـط        8تعـداد   890عدد و آغازگر  14تعداد  844به طوري که آغازگر  ،قطعات تکثیر شده براي هر آغازگر متفاوت بود
کلاستر  UPGMA 10 دایس و روش تشابه ضریب اساس بر هاژنوتیپ بنديخوشه از حاصل دندوگرام در بود. 83/9قطعات تکثیر شده براي هر آغازگر 

هـاي  هاي انسانی، انتخاب و تکثیر تعداد معدودي از ژنوتیپتشکیل شد. میزان تنوع ژنتیکی در جمعیت مورد مطالعه پایین بود که دلایل عمده آن دخالت
 .باشدمیبرتر و گاها خود گرده افشانی گردو 

 
 ارقام بومی، آغازگر، تشابه، جفت باز، کلاستر هاي کلیدي:واژه

 
    1   مقدمه

 بـه خـانواده   متعلـق  ).Juglans regia L(ایرانـی   گـردوي 

 طـول  و شـمالی  درجـه  39 تـا  29 جغرافیایی عرض در 2ژوگلانداسه

مرکـز   و غـرب  شـمال،  مناطق در و درجه شرقی 64 تا 45 جغرافیایی
 منـاطق  گـردو،  طبیعـی  منشـأ  دارد. یشترین گسترش راب ایران کشور

  است. ایران شمال هاي جنگل ویژه به و مرکزي آسیاي کوهستانی
 تکثیر جنسی و به روش بوده بذري گردو موجود هاي ژنوتیپ اکثر

 شناسـایی،  جهـت  هـا  ایـن ژنوتیـپ   ژنتیکی ساختار شوند. بررسیمی
  ).21( باشدمی اهمیت حائز آنها ژنی ذخایر نگهداري و انتخاب

 مسیر در گام میوه اولین درختان بومی ارقام آوري جمع و شناسایی
 اصـلاح  متخصصان عدم اطلاع و آیدمی شمار به اصلاحی هاي برنامه

 بـا  نـژادي  بـه  کـار  که شودمی موجب گیاهان ژنتیکی از خصوصیات
 هاي ژن شناخت در مورد دلیل نبود به ما کشور در گیرد. صورت کندي

تـوجهی بـر    خـور  در اصلاحی هاي برنامه گیاهی پلاسم ژرم و مطلوب
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  فردوسی مشهد
DOI: 10.22067/jhorts4.v31i3.60521 
2- Juglandaceae  

 اسـت.  نشـده  انجـام  گـردو  درخت خصوص به باغی روي محصولات
 مختلـف،  ارقـام  و ها خصوصیات ژنوتیپ شناسایی با توان می بنابراین

 دسترس در نژادي را محققان اصلاح و به نیاز مورد و مطلوب هاي ژن
ی خزانه ژنی موجود در منطقه اقدام به داد. همچنین با بررس قرار ها آن

هاي مقاوم، سـازگار، پـر محصـول و بـا کیفیـت میـوه        انتخاب ژنوتیپ
هاي برتر) در شرایط آب و هوایی مورد آزمایش نمود و آنها را  (ژنوتیپ

  جدید در اختیار باغداران قرار داد.  هايباغبراي تکثیر و احداث 
هسـتند کـه در     DNA هـایی از  نشـانگرهاي مولکـولی قسـمت   

هاي اصلی بر روي کروموزوم قرار گرفته و همراه با آنها بـه نسـل    ژن
اولـین    ISSR 3 اي یا یابند. نشانگرهاي بین ریز ماهواره بعد انتقال می

چنـدان طـولانی    شناسایی شدند. علی رغم سابقه نه 1994بار در سال 
ري آنها، به دلیل خصوصیات منحصر به فردشان همچـون تکـرار پـذی   

بالا، پراکندگی یکنواخت در سطح ژنوم، قدرت تفکیک بالا و سرعت و 
اي در مطالعات ژنتیـک گیـاهی بـه کـار      سهولت اجرا به طور گسترده

  ).24 و 14اند (گرفته شده
 قرابـت  و تعیـین  ژنتیکـی  تنـوع  بررسـی  براي مختلفی روشهاي

 ییشناسـا  و و آسـیایی  اروپـایی  گردوي هايتوده و ارقام بین ژنتیکی
 بررسی به توانمی جمله آن که از است شده استفاده گردو تجاري ارقام

 ،) 7 (ایـزوزایم  ،) 6 (آلـوزایم  ،) 16و  9( مورفولوژیـک  هـاي  شاخص
 و) AFLP 2 (نشـانگر  ،) RAPD 15 (نشـانگر  ،) RFLP 1 (نشانگر

                                                             
3- Inter Simple Sequence Repeat 
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  کرد. اشاره) ISSR  )19نشانگر
یت گردو در ) با بررسی تنوع ژنتیکی چند جمع11همکاران (جی و 

هـا در تجزیـه   نشان دادنـد کـه جمعیـت    ISSRشمال چین با نشانگر 
خوشه و سه گـروه  قـرار گرفتنـد. تیـان و      8در  UPGMAاي خوشه

هـاي بـذري گـردو بـا     ) با بررسی تنوع ژنتیکی جمعیـت 20همکاران (
شاخه تقسیم نمودنـد.   5در چهار منطقه چین آنها را به  ISSRنشانگر 

ژنوتیپ پکان (گـردو گرمسـیري) را بـا     77) حدود 10جیا و همکاران (
بانـد تکثیـر    94ارزیابی کردند و  SSRآغازگر  19و  ISSRآغازگر  77

مشـاهده کردنـد.    ISSR را براي نشـانگر   bp 1950تا  140شده بین 
) بـا اســتفاده از نشـانگر مولکــولی ریــز   3کریسـتوپلوس و همکــاران ( 
هاي گـردو   ارتباط ژنتیکی ژنوتیپپلاسم و  ماهواره به بررسی تنوع ژرم

بومی یونان و ارقام خارجی گردو پرداختند و مشاهده کردند کـه ارقـام   
هاي بومی در یک گروه   گیرند؛ اما ژنوتیپ خارجی در یک گروه قرار می
 از اسـتفاده  بـا  )18و همکـاران (  نییـو مجـزا قـرار نگرفتنـد. پولیگ   

 هیبریـدهاي  و بذري هايژنوتیپ SSR ،ISSR ،RAPDنشانگرهاي 
 تفکیـک  ایرانـی  گـردوي  و گردوي سیاه گونه بین در را ايگونه بین

 در نیز تریپلوئیدي حالت که نشان داد سیتولوژیکی هاينمودند؛ تجزیه
ژنوتیـپ   48) 19پـوتر و همکـاران (   شـود. می مشاهده فوق هايگونه

مطالعــه کردنــد و  ISSRآغــازگر  47گــردو را در ایالــت کالیفرنیــا بــا 
ها فقط با یـک آغـازگر از سـایرین     تا از ژنوتیپ 15اهده کردند که مش

تاي باقیمانده به  2آغازگر و 2ژنوتیپ با حداقل  31شوند.  مشخص می
 از )8( همکـاران  و آغازگر بـراي تشـخیص نیـاز داشـتند. فـورونی      3

ارزیـابی   و ایرانـی  گـردوي  شناسـایی  بـراي  ریزمـاهواره  نشـانگرهاي 
 کردند. استفاده سورنتو گردوي بیوتیپ و رقاما بین ژنتیکی همبستگی

 دانهـال  10 ریزمـاهواره  نشـانگر  جفت 23 از استفاده با مطالعه این در
 مقایسه قـرار  مورد گردو رقم 6 با سورنتو پیوندي گروه هم 6 و سورنتو
 را آلـل  33 مطالعـه  مـورد  آغـازگر  جفـت  23 از جفـت  6 در و گرفتند

  کردند. شناسایی
هـاي  ) با بررسی تنوع تعدادي از ژنوتیپ12ن (همکارامحمودي و 

 103که این نشانگر جمعـا   اشاره داشتند ISSRگردو ایرانی با نشانگر 
  تاي آن چند شکل بودند. 93قطعه تولید نمود که 

با توجه به اینکه گردو یک گیـاه دگرگشـن بـوده و روش تکثیـر     
ژنتیکـی   شود که تنـوع باشد، بنابراین تصور میعمده آن کشت بذر می

ها مشاهده شود و با توجه به اینکه تـا کنـون   بسیار بالایی بین ژنوتیپ
تنـوع ژنتیکـی گـردو خصوصـا بـا اسـتفاده از       گزارش مدونی در مورد 

 نشانگرهاي مولکولی در سطح استان خراسان رضوي انجام نشده است
هاي گردو استان خراسان هم کنترل شـود، لـذا   بهتر است مورد در باغ

 ـ ISSRشـانگر  انجام پژوهش حاضـر ارزیـابی کـارایی ن   هدف از  راي ب
مطالعات تنوع ژنتیکی گـردو ایرانـی و ارزیـابی میـزان تنـوع ژنتیکـی       

هاي استان خراسـان  هاي گردو ایرانی موجود در تعدادي از باغژنوتیپ
  باشد.   رضوي می

 
  هامواد و روش

  :ژنومی از برگ DNAها و استخراج آوري نمونهجمع
 1394تـا   1392هـاي   ژنوتیپ گردو طی سال 56ن پژوهش در ای 

در چهار باغ منتخب استان خراسان رضوي مورد مطالعه قرار گرفتنـد.  
واقـع   )1(باغ شماره  درخت گردو در باغ استقلال 42براي شروع طرح 

درخـت در بـاغ    8در روستاي شلنگرد متعلـق بـه بنیـاد مستضـعفان،     
کیلـومتري جـاده مشـهد چنـاران      35واقـع در   )2(باغ شماره  گلستان

 )3(بـاغ شـماره    درخت در باغ الندشت 3یران، ا متعلق به شرکت شهد
 )4(بـاغ شـماره    درخت در باغ امـام رضـا   3واقع در بلوار کوهسنگی و 

واقع در بلوار توس که هر دو باغ متعلق به سازمان باغات آستان قدس 
کـوبی شـدند   رضوي هستند، به طور کاملا تصادفی انتخـاب و پـلاك  

ها اقـدام  با شروع رشد درختان و باز شدن برگ 92). در بهار 1(جدول 
ها شد. از هر ژنوتیپ حـدود  هاي هر یک از ژنوتیپآوري برگبه جمع

بندي شـده  گرم برگ توزین شد و در فویل آلومینیومی بستهمیلی 200
 ـ DNAخراج درجه سانتیگراد قـرار داده شـد. اسـت    -80و در فریزر  ا ب

  انجام شد. )5(ش دویل اند دویل ور
درصـد   1ها توسط ژل آگارز یفیت نمونهک DNAخراج پس از است

و اســتفاده از روش الکتروفــورز و کمیـــت آنهــا توســط دســـتگاه     
 .نانومتر تعیین شد 280و  260اسپکتوفوتومتر در طول موجهاي 

  
  PCRها و واکنش تکثیر ریزماهواره

 ـ ISSRگر آغازگر نشان 24 در ابتدا براي انجام این پژوهش ه و تهی
ژنوتیپ که به صـورت تصـادفی از    5پس از ارزیابی اولیه آنها بر روي 

پرایمر با چندشکلی و تکـرار پـذیري    9ها جدا شده بودند میان ژنوتیپ
هاي بیشتر انتخاب شـدند، کـه مشخصـات آنهـا در     بالا جهت بررسی

 آمده است. 2جدول 
، ساخت 180301امپلیکون (کد  از کیت PCRواکنش براي انجام 

در حجـم ده میکرولیتـر و    PCRکشور دانمارك) استفاده شد. واکنش 
رقیـق شـده (کـه     DNAمیکرولیتر  2میکرولیتر کیت،  5با استفاده از 

میکرولیتر آب اسـتریل و   7/2نانوگرم باشد)،  15تا  10غلظت باید بین 
  .پیکومول) انجام شد 10میکرولیتر پرایمر (غلظت  3/0

اي پلیمـراز در دسـتگاه ترموسـایکلر بـا واسرشـت      واکنش زنجیره
 5درجه سـانتیگراد بـه مـدت     94 ژنومی در دماي DNAاولیه سازي 

 25درجه سانتیگراد به مدت  94چرخه شامل دماي  35دقیقه آغاز و با 
 25ها به رشته الگو به مـدت  ثانیه براي واسرشت سازي، اتصال پرایمر

درجـه   53.9تـا   6/47پرایمـر (دمـاي پرایمـر از     ثانیه بسته به دمـاي 
 72دقیقه در دمـاي   1سانتیگراد متغیر بود)، بسط رشته جدید به مدت 

 72دقیقـه در دمـاي    10درجه سانتیگراد و گسترش نهایی بـه مـدت   
  درجه سانتیگراد دنبال شد. 
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با بارگذاري آنهـا بـر روي  ژل    PCRواکنش تفکیک محصولات 
الکتروفورز انجام شد.  در دستگاه  TBE 0/5 X درصد حاوي  2آگارز 

ولت بـه مـدت دو    85بعد از سپري شدن زمان لازم (اختلاف پتانسیل 
  ها توسط دستگاه ژل داك عکس برداري شد.ساعت الکتروفورز) از ژل

  
 هاي مورد مطالعه گردو و محل جمع آوري آنهاژنوتیپ - 1جدول 

Table 1- The studied genotype and collection places  
 آوريمحل جمع

Place  
  ژنوتیپ

Genotype  
 آوريمحل جمع

Place  
  ژنوتیپ

Genotype 

  شرکت زراعت و باغداري مشهد -باغ استقلال
 1باغ شماره 

Esteghlal orchard. 
No 1 
 

Es 37 

  شرکت زراعت و باغداري مشهد -باغ استقلال
 1باغ شماره 

Esteghlal orchard. 
No 1 
  

Es 6 
Es 38 Es 7 
Es 39 Es 8 
Es 40 Es 9 
Es 41 Es 10 
Es 42 Es 11 
Es 43 Es 12 
Es 44 Es 13 
Es 45 Es 14 
Es 46 Es 15 
Es 47 Es 16 
Es 48 Es 17 
Es 49 Es 18 
Es 50 Es 20 

  یرانشرکت شهدا –باغ گلستان 
 2باغ شماره 

Golestan orchard 
No 2  

G 51 Es 21 
G 53 Es 22 
G 55 Es 23 
G 56 Es 24 
G 57 Es 25 
G 58 Es 26 
G 59 Es 27 
G 60 Es28 

  سازمان باغات آستان قدس رضوي –باغ الندشت 
 3باغ شماره 

Alandasht orchard 
No 3  

A 64 Es 29 
A 65 Es 32 

A 66 Es 33 

  قدس رضويسازمان باغات آستان  - باغ امام رضا 
 4باغ شماره 

Emam Reza orchard 
No 4  

E 67 Es 34 
E 68 Es 35 

E 70 Es 36 

  
  هاتجزیه و تحلیل داده

 کـه بانـدهاي   آغازگرهـایی  از حاصـل  الکتروفورز هايژل تصویر
 تجزیـه  دستی صورت بودند به کرده تولید مناسب وضوح با چندشکل

 از استفاده با نمونه، هر در باند یک عدم حضور یا حضور به شد. سپس
افـزار   نـرم  از اسـتفاده  بـا  نهایـت  در و امتیـازدهی  و یـک  صفر اعداد

NTedit از با استفاده هانمونه ژنتیکی شد. شباهت تبدیل ماتریس به 
 DICEتشـابه   ضـریب  و SIMQUALروش .NTSYSpc افزار  نرم

 روش  اي بـه خوشـه  شد. دنـدوگرام بـا اسـتفاده از  تجزیـه     محاسبه
UPGMAگردید. تجزیه به مختصات اصلی ( ترسیمPCO با استفاده (

هـا در پـلات دو   بنـدي نمونـه  گـروه  انجام شد و NTSYSافزار از نرم
  بعدي بررسی شد.  

شـکلی   چنـد  اطلاعـات  محتوي آزمایش این در نشانگر هر براي

(PIC)  از رابطه زیر به دست آمد، که با استفادهƒi آلل نسبی فراوانی 
  .است نشده تکثیر هايآلل نسبی فراوانی ƒi– 1شده و  تکثیر

PIC= 2ƒi (1- ƒi ) 
) از رابطه زیـر محاسـبه   Havهتروزایگوسیتی متوسط هر پرایمر (

 نسبی فراوانی ƒi– 1شده و  تکثیر آلل نسبی فراوانی ƒiشد که در آن 
 آغـازگر  هر لوکوس یا ژنی هايمکان تعداد Nنشده و  تکثیر هايآلل

  .است
Hav =Σ[2ƒi (1-ƒi)]/N 

آمـد، کـه    بدسـت  زیـر  معادله از استفاده ) با(MIنشانگر  شاخص
EMR ژنـی  هـاي مکان کل تعداد بیانگر و بوده موثر چندگانه نسبت 

 تعداد npو در رابطه نسبت چندگانه موثر  است، آغازگر هر شکل چند
  .میباشد آغازگر هر ژنی هايمکان کل تعداد n و  چندشکل هايمکان

MI= Hav× EMR 
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EMR = np (np/n) 
 براي نشانگر هر کارایی میزان بیانگر آغازگر (Rp) تفکیک قدرت
  :میآید بدست زیر فرمول از باشدمی هانمونه تفکیک و جداسازي

Rp= ΣIb 

 از کـه  است پرایمر یک باند هر بودن بخش آگاهی میزان Ib که
  :آیدمی بدست زیر رابطه

Ib= 1- (2 ×[0/5-p]) 

  
 هاي گردو ایرانی مورد مطالعهمورد استفاده در بررسی ژنوتیپ ISSRمشخصات آغازگرهاي  - 2جدول 

Table 2- Specifications of ISSR primers in study of persian walnut Genotypes  
  دماي اتصال بهینه

 (درجه سانتیگراد) 
Annaling temperature (c )  

 توالی
Sequence   

 نام آغازگر
Primer  

48.5 ACA CAC ACA CAC ACA CT UBC 825 
52.4 ACA CAC ACA CAC ACA CG UBC 827 
51 TGT GTG TGT GTG TGT GG UBC 830 
50 AGA GAG AGA GAG AGA GYT UBC 834 

53.9 GAG AGA GAG AGA GAG AYG UBC 842 
52.4 CTC TCT CTC TCT CTC TRC UBC 844 
48.2 –AGA CAG ACA GAC A UBC 873 
47.6 VHV GTG TGT GTG TGT GT UBC 890 
47.6 HVH TGT GTG TGT GTG TG UBC 891 

  
  و بحث نتایج

 هـاي هاي گردو ایرانی در باغدر این تحقیق تنوع ژنتیکی ژنوتیپ
مـورد   ISSRرضـوي بـا اسـتفاده از نشـانگر     منتخب استان خراسـان  

پرایمـر   24بررسی قرار گرفت. در ابتدا براي انجام این پژوهش، تعداد 
 ژنوتیـپ  5مورد ارزیابی قرار گرفت.  پس از ارزیابی اولیه آنها بـر روي  

پرایمـر   9ها انتخاب شده بودند که به صورت تصادفی از میان ژنوتیپ
هـاي بیشـتر   با چندشکلی و تکرار پـذیري نسـبتا بـالا جهـت بررسـی     

آمـده اسـت. در    3هاي مورد ارزیابی در جـدول  انتخاب شدند. شاخص
باند قابل امتیازدهی تولید کردند که در محدوده  118مجموع پرایمرها 

 9) بـا اسـتفاده از   20ت باز بـود. تیـان و همکـاران (   جف 3000تا  300
 25) بـا اسـتفاده از   4باند و  دوگـان و همکـاران (   ISSR 101آغازگر 
باند مشاهده کردند. محدوده سایز باندها در مطالعه  ISSR 211آغازگر 

ــاران ( ــی و همک ــا  300) 11ج ــتوپلوس و   1200ت ــاز، کریس ــت ب جف
اد قطعات تکثیـر شـده بـراي هـر     بود. تعد 1480تا  200) 3همکاران (

عـدد و   14تعـداد   UBC844آغازگر متفاوت بود به طوري که آغازگر 
عدد باند تکثیر شده داشت، متوسط قطعات  8تعداد  UBC890آغازگر 

) ضـریب  11بود. جـی و همکـاران (   83/9تکثیر شده براي هر آغازگر 
) 4، دوگـان و همکـاران (  11/10را  ISSRتکثیر متوسط آغازگرهـاي  

 و همکـاران  و پولیگیـونی  3/13) 3، کریستوپلوس و همکـاران ( 44/8
  گزارش کردند. 8/12) 17(

حداکثر چند  .بود مختلف متفاوت آغازگرهاي در شکلی چند درصد
 بـود. بـه    UBC830) مربوط به پرایمـر درصد 80شکلی ایجاد شده (

 پـایینی  چندشکل سازگاري باندهاي درصد اینکه به توجه با طورکلی،
 شاخصی عنوان به توانددهد، میمی نشان محیطی تغییر هر به نسبت

  .شود گرفته نظر در ژنتیکی و فرسایش تنوع مقدار تعیین براي
درصـد   5/62) 17و همکـاران (  درصد چند شـکلی را پولیگیـونی  

) بـراي ارقـام مـورد    4درارقام مورد مطالعه ایتالیا و دوگان و همکاران (
  رش کردند.گزا 05/69مطالعه ترکیه 

 و درصـد چنـد شـکلی،    شـده  شناسـایی  هايآلل تعداد بر علاوه
 کـه  شـد  محاسـبه  نیز هرآغازگر (PIC) چندشکلی محتواي اطلاعات

آغازگر  به مربوط PIC مقدار آمده است. بیشترین 3 جدول در آن نتایج
 UBC830 آغـازگر   بـه  مربوط آن کمترین و 45/0 برابر  UBC844 

  بود. 08/0معادل 
هاي مهم جهت مقایسـه نشـانگرهاي   یکی از شاخص PICن میزا

رود مقـادیر بـالاي ایـن    مختلف از نظر قدرت تمایز آنها به شـمار مـی  
معیار، دلالت بر چندشکلی زیاد در یک جایگاه نشـانگري دارد کـه در   
تفکیک و تمایز افراد نقش به سزایی دارد. از این جهت نشانگرهاي بـا  

PIC هاي خویشاوندي نزدیـک مفیـد هسـتند.    یپبالا براي تمایز ژنوت
 عنـوان  به بعدي مطالعات را برايUBC830 آغازگر  توانمی بنابراین
 گـردو  هـاي جمعیت ژنتیکی تنوع زمینه درISSR آغازگر ترینمناسب
 035/0) بین 3را کریستوپلوس و همکاران (  PICمیزان  .کرد پیشنهاد

  ثبت کردند. 499/0تا 
 UBC830 شـانگر مربـوط بـه آغـازگر     بیشترین مقدار شـاخص ن 

) به دسـت آمـد.   03/0( UBC834 ) و کمترین مربوط به آغازگر 6/3(
را در مطالعاتشان بـه  UBC814 ) آغازگر 3کریستوپلوس و همکاران (

 عنوان آغازگري با بیشترین شاخص نشانگر معرفـی کردنـد. توانـایی   
 تفکیـک  رتقـد  با ژنوتیپها از زیادي تعداد متمایزکردن جهت آغازگر
در آغـازگر   89/3تفکیـک    قـدرت  بیشـترین  .شـود مـی  داده نشـان 
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UBC830     و کمترین قدرت تفکیـک مربـوط بـه UBC834)32/0 (
-مـی  ). قدرت تفکیک شاخصی است که نشـان 3مشاهده شد (جدول 

 تواند شناسایی کند.ها را میدهد هر آغازگر چه تعدادي از ژنوتیپ

  
 منتخب ISSR اطلاعات چندشکلی آغازگرهاي محتواي و درصد شده، تولید قطعات تعداد ها،آلل مولکولی اندازه دامنه - 3جدول 

Table 3- Range of molecular size, number of fragments, percentage and content of polymorphism of ISSR 
primers  

دامنه اندازه 
باندهاي 
مشاهده 

  شده

تعداد کل قطعات 
  تکثیر شده

 تعداد
قطعات 

چند 
  شکل

پلی 
  مورفیسم

محتواي 
اطلاعات چند 

  شکلی
)PIC(  

میانگین 
  هتروزایگوسیتی

)HAV(  

نسبت 
چندگانه 

  موثر
)EMR(  

شاخص 
  نشانگر

)MI(  

قدرت 
  تفکیک

)RP(  

 نام آغازگر
Primer  

2500 - 550  9  6  66.66  0.35 0.15  4  0.60  2.28  UBC 825 
2800 -400  10  5  50  0.32 0.16  2.5  0.41  2.35  UBC 827 
3000 -650  10  8  80  0.45 0.25  6.4  1.64  3.89  UBC 830 
2400 -450  11  1  9.09  0.03 0.02  0.09  0.002  0.32  UBC 834 
2200 -350  11  2  18.18  0.18 0.02  0.36  0.01  0.64  UBC 842 
2500 -300  14  1  7.14  0.08 0.03  0.07  0.002  0.78  UBC 844 
2700 -400  10  2  20  0.27 0.05  0.4  0.02  0.75  UBC 873 
2200 - 450  8  3  37.5  0.37 0.08  0.5  0.04  1.07  UBC 890 
1800 -450  10  2  20  0.12 0.07  0.4  0.02  1.17  UBC 891 

 کل              29  118  
Total   

 میانگین            25.71  2.41  9.83  
Average   

  
 ماتریس و دندوگرام از حاصل ماتریس بین همبستگی تعیین براي

 برابر آن که مقدار شد محاسبه کوفنیک همبستگی ضریب دایس تشابه
 خوب همبستگی دهنده نشان بود که 67/15منتل  tو میزان  699/0با 

  .باشدمی دایس تشابه ماتریس و از دندوگرام حاصل ماتریس بین
 بـر  ISSRاز نشـانگر   حاصل هايداده ايخوشه تحلیل و تجزیه

ها را در ضریب نوتیپو ضریب تشابه دایس ژ UPGMAروش  اساس
  ).1ندي کرد (شکل بگروه تقسیم 10به  96/0تشابه 

رقـم گـردو در ایتالیـا و     4) بـا مطالعـه   17( و همکاران پولیگیونی
اي گزارش کرد که ارقام در دو خوشه اصـلی قـرار   شهانجام تجزیه خو

  گرفتند.
قـرار گرفتنـد بـه     1شـماره  هاي بـاغ  گروه اول فقط ژنوتیپ 6در 

ژنوتیـپ، در گـروه    7ژنوتیپ، در گـروه دوم   2طوري که در گروه اول 
 2ژنوتیپ، در گروه چهارم فقط یک ژنوتیپ، در گـروه پـنجم    10سوم 

  یپ دسته بندي شد.ژنوت 2ژنوتیپ و در گروه ششم 
شـماره  ژنوتیپ از باغ  2، 1شماره ژنوتیپ از باغ  5در گروه هفتم ، 

  قرار گرفتند. 4شماره ژنوتیپ از باغ  1و  2

جاي گرفتنـد. در   2شماره در گروه هشتم دوژنوتیپ متعلق به باغ 
در  1شـماره  ژنوتیپ باغ  9ژنوتیپ قرار داشتند که  20گروه نهم جمعا 

بـا یـک    1شـماره  زا قرار گرفتنـد، دو ژنوتیـپ بـاغ    هاي مجزیر گروه
بـا   1شـماره  در یک زیر گروه، دو ژنوتیپ بـاغ   3شماره ژنوتیپ از باغ 

شـماره  در یک زیر گروه و دو ژنوتیپ باغ  2شماره یک ژنوتیپ از باغ 
در یک زیر گروه مجـزا جـاي گرفتنـد. در     2شماره ژنوتیپ باغ  3با  3

  قرار گرفتند. 3ه شمارگروه دهم دوژنوتیپ باغ 
 بین ژنتیکی تنوع وجود توانست تا حدودي ISSR مولکولی مارکر

کند و ژنوتیپ ها را بر اساس محـل بـاغ از    آشکار را هاي گردوژنوتیپ
 یکدیگر تفکیک کند.

رسم شـده اسـت،    2ها نیز در شکل نمودار مربوط به تجزیه مولفه
نتـایج مربـوط بـه     که نتایج مربوط به این تجزیه تحلیل تا حد زیادي

هایی که در دنـدوگرام  کند و بیشتر ژنوتیپاي را تایید میتجزیه خوشه
کنار هم قرار گرفتنـد کـه ایـن     نیز PCOداشتند در در یک گروه قرار 

 خود تاییدي بر نتایج به دست آمده است.
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 UPGMA روش  اساس بر NTSYSpc v2.02افزار  نرم از ادهاستف با ژنوتیپ گردو 56 ژنتیکی روابط از حاصل هايگروه و دندروگرام - 1 شکل

 ISSR برتر  آغازگر 9از  حاصل هايداده روي Diceتشابه  و ضریب
Figure1: Cluster analysis of genetic relationships of 56 walnut genotypes using the NTSYSpc v2.02 software according to 

UPGMA method and Dice similarity coefficient on data from 9 ISSR primers 
  

  
 ISSR) داده حاصل از نشانگر PCO( تجزیه به مولفه -2 شکل

Figure 2: Component analysis (PCO) of ISSR molecular marker data 
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در این بین با بررسی نتایج، تنوع ژنتیکی نسبتا پایینی در جمعیـت  

هاي سایر محققین شود؛ با مطالعه یافتهیمورد مطالعه گردو مشاهده م
شود بر خلاف بسیاري از کشورها و منـاطق  گردو در دنیا مشخص می

هـاي آنهـا   گردو خیز دنیا که تنوع ژنتیکی بسیار زیادي بـین ژنوتیـپ  
وجود دارد، گزارشاتی نیز مبنی بر کاهش تنوع ژنتیکی گردو و شباهت 

هـاي گـردو در   در جمعیـت  ها و فرسـایش ژنتیکـی  فوق العاده ژنوتیپ
  بعضی مناطق وجود دارد. به طور مثال:

جمعیت گردو با آلـوزایم در   11) با بررسی 13مالولتی و همکاران (
ایتالیا تنوع ژنتیکی نسبتا پایینی مشاهده کردند و توضیح دادند کـه بـا   
اینکه گردو تک پایه است و دیکوگامی هم دارد، امـا تغیـر در شـرایط    

م زمانی رسیدن دانه گرده و آمـادگی پـذیرش کلالـه    محیطی باعث ه
افشانی را افـزایش و تنـوع ژنتیکـی را کـاهش     خواهد شد و خود گرده

  خواهد داد.
هاي ) با بررسی تعدادي از ژنوتیپ6همچنین فورناري و همکاران (

گردو توسط آلوزایم در آسیا و اروپا بیان نمودند که گونه گـردو ایرانـی   
روپا دچار فرسایش ژنتیکی شده و توصـیه کردنـد   خصوصا در منطقه ا

افشانی و خویش آمیزي که براي عدم کاهش تنوع باید مانع خود گرده
  هاي انسان را در تکثیر آن کاهش داد.این گونه شده و دخالت

هـاي بـومی   ) با مطالعه تعـدادي از ژنوتیـپ  7بایزیت و همکاران( 
 AFLPبا مـارکر  در ترکیه  گردو با نیاز سرمایی پایین از منطقه هاتاي

هـاي موجـود در طبیعـت    اذعان داشتند که تنوع بـا اینکـه از ژنوتیـپ   
استفاده شد پایین است و اینطور استنباط کردند کـه بـه دلیـل اینکـه     
وسعت کوچکی از منطقه مورد مطالعه قرارگرفته لـذا شـباهت زیـادي    

تنـوع   ها مشاهده شد و در واقع در جمعیـت مـورد مطالعـه   بین ژنوتیپ
 ژنتیکی وجود ندارد.

جمعیت گردو در مرکـز   9) با مطالعه بر روي 23ونگ و همکاران (
تنوع ژنتیکی نسبتا پـایینی    SSRو جنوب غربی چین به وسیله مارکر

-هاي بشـر ماننـد جنگـل   در آنها مشاهده کردند و بیان کردند فعالیت
ال س ـ 100هـاي برتـر در   هـا و انتخـاب ژنوتیـپ   زدایی، حذف ژنوتیپ

گذشته، همچنین خود گرده افشانی که گاها در گونه گردو ایرانـی نیـز   
  شود باعث این امر شده است.مشاهده می

هـاي  ) نیز با بررسـی تعـدادي از ژنوتیـپ    22وحدتی و همکاران (
ــزان       ــه می ــد ک ــزارش کردن ــان گ ــف کرم ــاطق مختل ــردو در من گ

دلیـل آن را  تر بـود کـه   تی از حد مورد انتظار خیلی پایینسیهتروزیگو
 اند.هاي انسان دانستهخود گرده افشانی و دخالت

  
  گیري کلینتیجه

 بین ژنتیکی تنوع وجود توانست تا حدودي ISSR یمولکول مارکر
میزان این تنوع ژنتیکـی پـایین و    اما کند، آشکار را هاي گردوژنوتیپ

) 1(شکل  ايخوشه نتایج تجزیه اساس بر کمتر از حد مورد انتظار بود.
 فواصـل  کـه  گرفت نتیجه توانمی ) نیز2ها (شکل و تجزیه به مولفه

هاي گردو تـا  باغ در موجود جغرافیایی فاصله ها باژنوتیپ بین ژنتیکی
   .داشت مطابقت حدودي

کنـد کـه بهتـر    در جهت تکمیل این مطالعه، نویسنده پیشنهاد می
نیـز    ISSRو پرایمرهاي بیشتري از مـارکر   هاي بیشتراست ژنوتیپ

جهت صحت این ادعا که تنوع ژنتیکی پـایین در ایـن منطقـه اسـت،     
توان این مطالعه را با بررسی سایر مورد ارزیابی قرار گیرد. همچنین می

مارکرهاي مولکولی و مطالعـه بـا وسـعت بیشـتري در سـطح اسـتان       
  خراسان بزرگ گسترش داد.

هـاي  یافتـه به طور کلی با بررسی نتایج مطالعه حاضر و مقایسه با 
رغم اینکه میزان تنوع ژنتیکی گـردو  توان گفت علیمحققین گردو می

در بسیاري از مناطق بالاست اما گزارشاتی مبنی بر تنوع ژنتیکی پایین 
هـاي اخیـر ایـن    هاي گردو منتشر شده و متاسفانه در سالدر جمعیت

گزارشات سیر صعودي نیز داشته اسـت. بـر اسـاس نتـایج حاصـل از      
ت مختلف صورت گرفته در خصوص تنوع ژنتیکی پایین گردو، تحقیقا

ها توان در این زمینه موثر دانست: بسیاري از ژنوتیپعوامل ذیل را می
در طول زمان و در اثر حوادث طبیعی ماننـد سـرماهاي شـدید و ... از    

ها به هاي انسان در جهت حذف جنگلاند، همین طور دخالتبین رفته
و یا حذف درختانی که محصول آنان بـازار پسـند   منظور ساخت و ساز 

هـایی کـه داراي   نیست و همینطور انتخـاب و سـپس تکثیـر ژنوتیـپ    
هاي صفات برتر هستند. مطالعات انجام شده در مورد شناسایی ژنوتیپ

ها در آینده موجب حذف شود که این گزینشبرتر هر منطقه باعث می
مورفولوژیـک مناسـب    هایی شود که اگرچه بر اسـاس صـفات  ژنوتیپ

هاي زیسـتی و غیـر   نیستند اما صفات با ارزشی چون مقاومت به تنش
  زیستی دارند.

مورد دیگري که در این میان وجود دارد این است کـه بـا اینکـه    
هاي نـر و  گردو تک پایه است و داراي دیکوگامی و عدم همزمانی گل

ناسازگار نیست  باشد، اما گزارش شده به دلیل اینکه گردو خودماده می
هاي نر و ماده، خـود گـرده  با تغییرات محیطی و همزمانی رسیدن گل

یابد که این مورد نیـز باعـث کـاهش تنـوع     افشانی در آن افزایش می
  ژنتیکی گردو در طول زمان خواهد شد.

از این حیث این نگرانی وجود دارد که اگر این روند کاهش تنـوع  
د، این محصول ارزشـمند  بایفزونی  هاي گردو رو بهژنتیکی در جمعیت

هاي در معرض خطر قرار خواهد گرفت، که براي محقق در زمره گونه
  اي اندیشید.نشدن این امر باید چاره

هـاي  امید است تحقیق حاضر زمینـه اي جهـت شـروع پـژوهش    
پلاسم این محصـول بـا ارزش و   بیشتر در منطقه، حفظ و مدیریت ژرم

هاي اصـلاحی را در  به منظور انجام برنامه به حداکثر رساندن تنوع آن
 آینده فراهم نماید.
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Introduction: Persian walnut (Juglans regia L.), belonging to the Juglandaceae family, has its natural origin 

in the mountainous regions of central Asia and especially northern forests of Iran. Most walnut genotypes are 
seedling and sexually reproduced. Conducting studies on the genetic structure of these genotypes to identify, 
select and maintain their genetic resources is important. Identifying and collecting local varieties of fruit trees is 
considered as the first step on the path of breeding programs and lack of information regarding plants genetic 
characteristics causes the breeding work to be done slowly. Various methods have been used for studying genetic 
diversity and determining the genetic relationship between European and Asian varieties of walnut and 
identifying commercial walnut varieties, among which we can mention: Morphologic indices, Alozyme, Isozym, 
RFLP, RAPD, AFLP and ISSR markers. ISSR molecular marker was used in order to investigate genetic 
diversity of some genotypes of Persian walnut (Juglans regia L.) in Mashhad orchards. .  

Materials and Methods: To begin with, about 56 walnut trees from 4 orchards in Mashhad (Esteghlal (1), 
Golestan (2), Alandasht (3) and Emam Reza (4)) were selected and tagged from 2014 to 2016. In the spring of 
2014 with the beginning of trees growth and opening of leaves, a number of leaves from each genotype were 
collected. After DNA extraction, the quality of samples by agarose gel (1 percentage) and electrophoresis 
method and quantity of them via spectrophotometer device at 260 and 280 nm wavelengths were determined. 
First, 24 primers of ISSR marker were prepared and after initial evaluation on 5 random genotypes, 9 primers 
with high polymorphism and repeatability were selected for further investigation. For PCR reaction, Amplicon 
kit (code 180 301, made in Denmark) was used. Gel electrophoresis images of primers that produced 
polymorphic bands with suitable resolution were analyzed manually. After scoring the bands, in which 0 used 
for showing the absence of a band and 1 showing the presence of a band in each sample, 1 and 0 numbers were 
changed to matrix by using NTedit software. Genetic similarities of samples were calculated by using NTSYSpc 
software, SIMQUAL method and DICE similarity coefficient. Dendrogram by cluster analysis was drawn by 
using UPGMA method. Principle coordinate analysis (PCO) was performed using the NTSYS software and 
grouping samples were evaluated in a two-dimensional plot. 

Results and Discussion: Results showed that from 9 primers in total, 118 bands amplified were in 300 to 
3000 base pairs, while 29 bands were polymorphic. The number of amplified fragment for each primer was 
different so that UBC 844 (14 bands) had the highest and UBC 890 (8 bands) had the lowest amplified bands. 
The average amplified fragments for each primer was 9.83. The percentage of polymorphic in various primers 
was different. Maximum polymorphism (80%) of the primers was observed in UBC830. In general, according to 
the percentage of polymorphic bands, low adjustment to any changes in the environment was indicated. This can 
be used as an indicator to determine the value of diversity and genetic erosion. In genotypes cluster analysis, 
clustering was performed based on Dice similarity coefficient and UPGMA method, and 10 clusters were 
formed. ISSR molecular marker somewhat revealed genetic diversity among walnuts genotypes, whereas the 
genetic diversity was lower than expected. In general, by reviewing the findings in other parts of the world about 
walnut genetic diversity and comparing them with the results of this study, despite existing high genetic diversity 
among walnuts in many areas, some reports of low genetic diversity among walnuts populations have been 
published and unfortunately in recent years these reports has made more attention. Based on the results of 
several studies reporting low genetic diversity among walnuts, the following factors can be effective in this 
problem: natural disasters, human impacts such as deforestation and selection and propagation of superior 
genotypes, and sometimes walnuts self - pollination. In this respect, there is concern that if this trend of 
decreasing genetic diversity in the walnut population continues, this invaluable crop will be in danger of 
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extinction. So we should think about a remedy. Finally, this investigation can be used as a start for conducting 
more researches in the region to maintain and manage this valuable crop germplasm and maximize genetic 
diversity for performing breeding programs in the future. 
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