
 
  

 صفات مورفولوژيكي ميوه  اساس بر گردو برتر هاي يپژنوت يكيژنتتنوع  بررسي

 در منطقه شاهرود ISSR و نشانگرهاي

 
   4آبادي حكم حسين -3حيدري پرويز -*2 رضائي مهدي -1داوودي فاطمه

  19/12/1396: تاريخ دريافت
 07/07/1397: تاريخ پذيرش

  
   دهيچك

اين گياه، از اهميت زيادي  منشأاصلي گردو و  دكنندگانيتوليكي از  عنوان بههاي برتر گردو در ايران  رفي ژنوتيپبررسي تنوع ژنتيكي، شناسايي و مع
) شـاهرود (هاي منتخب گردو از مناطق مهم گردوكاري ايران در كلكسـيون گـردوي مركـز تحقيقـات سـمنان       بذور ژنوتيپ 1376  سالاز  .برخوردار است
در ايـن پـژوهش عـلاوه بـر     . هاي بذري پيوند شدندي مناسب ميوه انتخاب شدند و روي دانهالها يژگيوژنوتيپ برتر با  21ها از اين دانهال. كشت شدند

در  ميـانگين وزن ميـوه و وزن مغـز   . مـورد بررسـي قـرار گرفـت     ISSRآغـازگر   10بـا   هـا  آنها، تنوع ژنتيكي  ي مهم ميوه اين ژنوتيپها يژگيومعرفي 
 OR23ژنوتيـپ   در گـرم  3/10و  50/17ميوه و مغز به ترتيـب بـه ميـزان     وزن ميزان نيشتريب. گرم بود 33/7و  34/14به ترتيب  هاي انتخابي ژنوتيپ

 ده آغازگراز . دمشاهده ش T12در ژنوتيپ ) درصد 7/62(بيشترين ميزان درصد مغز  .بود درصد 17/51برگزيده  هايمغز گردو ميانگين درصد .مشاهده شد
ISSR  تنـوع ژنتيكـي اسـتفاده شـدند     زيآنـال دادنـد و بـراي   را نشـان  ي چندشكل باند 102از اين تعداد،  كه شد جاديباند ا 112 برتر گردو پينوتژ 21در .

 آغـازگر در  71/7ي بـه ميـزان   كننـدگ  كي ـتفكبيشـترين قـدرت   . شـد باند مشاهده  14با  UBC.888 و UBC.826 يهاآغازگرتعداد باند در  نيشتريب
UBC.826 آغازگراز آن در  و پس UBC.887 21دنـدروگرام تنـوع ژنتيكـي    . بـود  ري ـمتغ 88/0تـا   51/0از  ها ژنوتيپ ضريب تشابه بين. مشاهده شد 

ي اصلي تطابق هاهمؤلفي آناليز به بند دستهي نمود كه با ميزان زيادي با نتايج بند ميتقسژنوتيپ گردو را به دو گروه اصلي و سه گروه فرعي در گروه اول 
نتايج نشان داد فاصله ژنتيكي متوسطي بين ژنوتيپ ها وجود دارد و ژنوتيپ هاي جمع آوري شده از مناطق اروميـه و تويسـركان فاصـله ژنتيكـي     . اشتد

هاي  در برنامه عنوان والدين با ژنوتيپ هاي انتخابي از منطقه شاهرود بيشتري نسبت به ساير ژنوتيپ ها دارند كه با توجه به خصوصيات برتر مي توانند به
 .اصلاحي استفاده شوند
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است كه  J. regiaي ايراني گردومهترين گونه اين جنس  ).5( اندداده
 .)4( ز شـده اسـت  آغـا  افغانسـتان  و رانيا يكشورها آن ازشدن  ياهل
 گسـترش عنـوان مراكـز   هب يو شمال يجنوب كاياز آمر يمناطق علاوه به

طبق گزارش فائو، ايران با ). 1(است شده  گردو شناخته يهاگونهساير 
ميليون تن گردوي خشك به عنوان سومين توليدكننده مهم  4/0توليد 

جه بـه  با تو .)9(گردو پس از چين و ايالات متحده آمريكا مطرح است 
هـاي  پلاسم غني و متنوع گردو در كشـور، اولـين قـدم در برنامـه    ژرم

  .  بخش و برتر استهاي اميداصلاحي گردو شناسايي و گزينش ژنوتيپ
 روابـط  نيـي تع و يكيتنوع ژنت يجهت بررس يمتنوع ياز روش ها

 از اسـتفاده . شـود يم ـ استفاده ياهيگ يهاتيجمع درون و نيب يكيژنت
از جملـه   يكيمورفولـوژ  اتيخصوص ـ يبررس ـ و يكـول مول ينشانگرها

 جهان سراسر در گردو يهامپلاس ژرم يبررس جهت مناسب يهاروش
 طيشـرا  از يريرپـذ يثأت لي ـدل بـه  يكيمورفولوژ اتيخصوص). 7( است
 رو ني ـا از ؛ستندين ارقام ييشناسا در يمناسب روش ييتنها به يطيمح
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 هيتوص ـ يمولكول ينگرهانشا و يمورفولوژ اتيخصوص از مأتو استفاده
 بـا  يدي ـاطلاعـات مف  يمولكـول  ياستفاده از نشانگرها). 8( است شده
 ـ و درون تنـوع  يبررس جهت را كم اشتباه بيضر  يهـا  تي ـجمع نيب
 ـ ينـواح ( ISSR1 يهـا آغازگر. كنديم فراهم ياهيگ  يهـا  يتـوال  نيب

 نـه يپر كـاربرد و كـم هز   يمولكول ياز جمله نشانگرها) ساده يتكرار
 يهـا نقشه هيو ته يتكامل يولوژيب ،يكيتنوع ژنت يبررس دركه  هستند

تنـوع   يجهت بررس ـ ISSR يهاآغازگر). 6(شوند ياستفاده م يكيژنت
گـردو  و ) 33(، توت )29(زيتون  از جمله اهانيگبسياري از در  يكيژنت

هاي گـردو   ژنوتيپ در پژوهشي. اندمورد استفاده قرار گرفته) 34(سياه 
مورد بررسـي قـرار    ISSR آغازگرمشهد با نه  يات تجاردر باغ يرانيا

اسـت و   نييهـا پـا   پي ـژنوت ني ـا نيتنوع ب نتايج نشان داد كه. گرفت
پلي  .)3(شد  يبر تنوع معرف رگذاريبعنوان عامل تاث يانسان يهادخالت

واريته هاي گردو  ISSRبا استفاده از نه آغازگر  )20(جيني و همكاران 
مـورد بررسـي    آغـازگر از نه . تاليا را بررسي كردنددر چهار منطقه در اي

چند شكل بدست آمد كه بـراي آنـاليز تنـوع مـورد      DNAقطعه  115
نتايج نشان داد كه هرچند واريتـه هـاي شـمال و    . استفاده قرار گرفت

جنوب ايتاليا بسيار متمايز بودند ولي از لحاظ فاصله ژنتيكي همبستگي 
 ـ  انتخـابي  پيژنوت 59 همچنين. بالايي را نشان دادند همـراه  ه گـردو ب

 ـ  ـ نيارقام ب مـورد   ISSRو  SSR ،RAPD يهـا آغازگرآن بـا   يالملل
بر اساس نتـايج ايـن تحقيـق مشـخص شـد كـه        .بررسي قرار گرفت

برابر  بايتقر RAPDبا  ISSR يهاآغازگرشده توسط  جاديا يچندشكل
ن را نشا يچندشكل% 70از  شياستفاده شده ب ISSR آغازگر 25و  بود

با استفاده از  ونانيگردو در  ژنوتيپ 58 بررسي تنوع ژنتيكي). 7(دادند 
بـر اسـاس منـاطق    را هـا  پيژنوتي توانست خوبه ب ISSR يهاآغازگر
هـا  بين ژنوتيـپ  93/0تا  13/0 و فاصله ژنتيكيكند  كيتفك يايجغراف

  ).6( شد هدهشام
هـان  از آنجايي كه ايران يكي از مهمترين مناطق تنوع گردو در ج

هاي برتر گردو از مناطق مهم  باشد؛ در يك طرح پژوهشي، ژنوتيپمي
گــردو كــاري ايــران انتخــاب و در كلكســيوني در ايســتگاه تحقيقــات 

با توجه . كشت شدند 1376در سال ) شاهرود(كشاورزي استان سمنان 
هـاي اميدبخشـي بـر     به شرايط آب و هوايي منطقه شـاهرود ژنوتيـپ  

از اين رو در اين پژوهش سـعي  . تخاب شدنداساس خصوصيات ميوه ان
هـاي   شده است كه علاوه بر معرفي خصوصيات مهم ميوه اين ژنوتيپ
 ISSRبرتر، تنوع ژنتيكي و قرابت آنها در سطح ژنـوم بـا آغازگرهـاي    

  . مورد بررسي قرار گيرد
  

 ها مواد و روش

 ياهيمواد گ

ــران     40 ــاري اي ــم گردوك ــاطق مه ــه از من ــابي ك ــپ انتخ ژنوتي
                                                            
1- Inter simple sequence repeat 

آوري شـده بودنـد در   جمـع ) تويسركان، اروميه، كرج و استان خراسان(
. كشـت شـدند   1376كلكسيون گردو مركز تحقيقات شاهرود در سال 

هاي گرفته شده از درختـان مـادري بـا    ها حاصل از دانهالاين ژنوتيپ
ها در شرايط كاملاً يكسان از نظـر  دانهال. هاي برتر ميوه بودندويژگي

 1394تا  1390ي پرورش يافتند و پس از باردهي از سال تغديه و آبيار
بر اسـاس خصوصـيات ميـوه و     پيژنوت 21و مورد بررسي قرار گرفتند 

ســازگاري بــه شــرايط آب و هــوايي شــاهرود انتخــاب گرديــد و روي 
مهـم ميـوه همچـون    صـفات  ). 1جـدول  (هاي بذري پيوند شدند  پايه

چسـبندگي  رنگ مغز،  ،درصد مغز وزن مغز،وزن خشك ميوه،  ميانگين
 از اسـتفاده  بـا پوسته با مغز، ضـخامت پوسـته و انـدازه خشـك ميـوه      

هــاي انتخــابي مــورد  در ژنوتيــپ IPGRI2المللــي بــين نامــه صــيفتو
 از ميـوه  به هر صفت مربوط گيرياندازه براي .گيري قرار گرفتند اندازه
 و ميانگين آوريجمع تصادفي صورت به گردو ميوه عدد 25 درخت هر

  .آن در آناليز آماري استفاده شد
  
  DNAگيري و استخراج  نمونه

هاي گردو انتخاب شـده، ابتـدا   جهت بررسي تنوع ژنتيكي ژنوتيپ
ازت شـدند و بلافاصـله در    يآور جوان در فصل بهـار جمـع   يهابرگ
درجـه  -80 زري ـفر ند و درمنتقـل شـد   شگاهيقرار گرفته و به آزما مايع
 .شـدند  قرار دادهها  نمونه بياز تخر يريگجهت حفظ و جلو گراد يسانت

بـا   CTABروش اسـتفاده از   بـا  يرگ ـب يهااز بافت DNAاستخراج 
با استفاده از  DNA تيو كم تيفيك. ديانجام گرد) 13( راتييتغ ياندك

صـورت  درصد  8/0و ژل آگارز ) IMPLEN N-60(دستگاه نانودراپ 
هـت انجـام   استخراج شده ج يها DNA يتمام ييغلظت نها. گرفت

 قي ـرق تـر يكرولينـانوگرم در م  30بـه  ) PCR( مـراز يپل رهيواكنش زنج
كــه داراي چنــد شــكلي كــافي روي ســاير  ISSRآغــازگر  10 .شــدند

هـاي   جهت بررسي تنوع ژنتيكـي ژنوتيـپ  ) 34-20(محصولات بودند 
  ).2جدول (انتخابي گردو استفاده شد 

  
  PCRواكنش 

ــره  ــنش زنجي ــراز  واك ــا اسـ ـ )PCR(اي پليم ــتگاه ب تفاده از دس
  بـا اسـتفاده    تـر يلكرويم15در حجـم  ) Biorad T100TM( كلريترموسا

ــراژن(ســاخت شــركت  كسيمســترم از ــت) وي ــارز. انجــام گرف  يابي
ــولا ــريمحص ــط PCR ت تكثي ــافور   توس ــارز مت ــد 2(ژل آگ   ) درص

  بـــا  يزيـــآم قطعـــات و رنـــگ يقـــدرت جداســـاز نيبـــا بـــالاتر
ژل دسـتگاه   از ،بانـدها  يسـاز كارز آشپس ا .انجام شد ديبروما وميديات

اسـتفاده   ژلاسـكن   جهـت  )Gel Doc Vilber E-box-CX5( داك
و يك ) عدم حضور باند(امتيازدهي باندها با استفاده از روش صفر . شد

  .صورت گرفت) حضور باند(
  

                                                            
2- International Plant Genetic Resources Institute 
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  هاي انتخاب شده گردو آوري ژنوتيپ كد و محل جمع -1جدول 
Table 1- The code and location of selected walnut genotypes 

 پيشماره ژنوت
Genotype number 

   پيكد ژنوت
Genotype code 

  يآور محل جمع
Collecting location  

1 T9  سركانيتو

Tuyserkan 
2 T12

3 T1

4 SH1

 شاهرود

Shahrood 

5 R2G8

6 R2G5

7 R2G4

8 R2G3

9 R2G1

10 R1G7

11 R1G6

12 R1G2

13 OR4

 هياروم

Urmia 

14 OR37

15 OR26

16 OR23

17 KH4 خراسان 

Khorasan 
18 KH34

19 KH31

20 K28  كرج

Karaj 21 K26 

 
  مورد استفاده ISSR يهاآغازگرمشخصات  -2جدول 

Table 2- Characteristics of ISSR primers 

 شماره

Number 

 نام نشانگر

Name of Marker 

  ازگرجفت آغ يتوال
Sequence of primers  

 دماي اتصال

C)ᵒAnnealing temperature (  

1 UBC.853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT 50 

2 UBC. 886 VDV CTC TCT CTC TCT CT 52 

3 UBC.850 GTG TGT GTG TGT GTY C 52 

4 UBC.890 VHV GTG TGT GTG TGT GT 54 

5 UBC.887 DVD TCT CTC TCT CTC TC 50 

6 UBC.826 ACA CAC ACA CAC ACA CC 54 

7 S.14 AGA GAG AGA GAG AGA GT 48 

8 UBC.884 HBH AGA GAG AGA GAG AG 48 

9 UBC.480 GAG AGA GAG AGA GAG AYT 53 

10 UBC.888 DBD CAC ACA CAC ACA CA 54 

Y = (C,T),   R = (A,G) , B = (C,G,T) , D = (A,G,T), V(A, C, G), H(A, T, C) 

  
  

  ها داده زيآنالبرداري و  داده
كيفيـت بـراي هـر     برداري از روي باندهاي مشاهده شـده بـا   داده

عـدم  (و صـفر  ) حضـور بانـد  (هاي بايناري يك  ژنوتيپ به صورت داده
بـراي هـر آغـازگر    . ثبت گرديد Excel 2013افزار  در نرم) حضور باند
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د شـكل،  دامنه باندهاي تكثيري، تعداد كل بانـد، تعـداد بانـدهاي چن ـ   
و ) AvIb( 1درصد چنـد شـكلي، ميـانگين بانـدهاي داراي اطلاعـات     

ميـانگين بانـدهاي داراي   . تعيين گرديد) Rp( 2قدرت تفكيك كنندگي
درصــد  50دهنــده رابطــه بــين وجــود يــك بانــد در  اطلاعــات نشــان

هاي تحت مطالعه است و قدرت تفكيـك كننـدگي از مجمـوع     ژنوتيپ
شـوند،   كه توسط يك آغازگر تكثير مـي ) Ib(باندهاي داراي اطلاعات 

ي ك ـيدندروگرام تنوع ژنتماتريس تشابه ژنتيكي و ). 23(آيد بدست مي
ــه ترتيــب توســط  ــا اســتفاده از  UPGMAروش و  روش جاكــاردب ب

3لفـه هـا  ؤآناليز تجزيـه بـه م  . انجام شد) Ntsys 2.0 )26افزار  نرم
بـر   

صـورت   GenAlex 6.2افـزار   اساس ماتريس فاصله ژنتيكي و با نـرم 
  ).19( پذيرفت
  
  بحث و نتايج

  هاي گردو ميوه ژنوتيپ مهمخصوصيات 
هاي مورد مطالعه نشـان داد  بررسي خصوصيات مهم ميوه ژنوتيپ

بـه ترتيـب    هاي انتخـابي  در ژنوتيپ ميانگين وزن ميوه و وزن مغزكه 
 ميـوه  وزن ميـزان  ترينكـه بيش ـ  طـوري  هب. استگرم  33/7و  34/14

كــه بيشــتر از مقــدار مشــاهده شــد  OR23ژنوتيــپ  در) گــرم 50/17(
و كمتـر از   )2( ناتوسـط ارزانـي و همكـار   ) گرم 25/15(گزارش شده 

گـرم   79/19با مقدار ) 28( مقدار گزارش شده توسط شاملو و همكاران
 ميـزان  متـرين ك. بـود ) گرم17/7(با مقدار ) 8( و ابراهيمي و همكاران

 ترينبيش ـ. يـد دگرمشـاهده   R1G6 ژنوتيپ در) گرم 10/12( ميوه وزن
 وزن ميـزان  تـرين و كم OR23 ژنوتيپ در) گرم 3/10( مغز وزن ميزان
وزن مغـز ميـوه در   . مشـاهده شـد   KH31 ژنوتيـپ  در) گـرم  3/5( مغز

توسط شـاملو و   بيشتر از حداكثر وزن مغز گزارش شده OR23ژنوتيپ 
ميزان به ) 8(، ابراهيمي و همكاران گرم 48/9به ميزان  )28(همكاران 

گرم و تزموريس  8/9به ميزان ) 35(گرم، ياريلگاك و همكاران  88/7
ميــانگين درصــد مغــز . گــرم بــود 32/6بــه ميــزان ) 32(و همكــاران 

 7/62(بيشترين ميزان درصد مغز  .بود درصد 17/51انتخابي  هايگردو
كه بيشتر مقدار گزارش ) 3جدول ( دمشاهده ش T12در ژنوتيپ ) درصد

 مقـدار  از و بـالاتر ) درصـد  34/60) (28(و و همكاران شده توسط شامل
. بـود ) درصـد  27/59() 35(ياريلگاك و همكـاران   توسط هگزارش شد

بيشترين ميزان واريانس و انحراف معيار در درصد مغز ميـوه مشـاهده   
ــدول (شــد  ــود در   ). 3ج ــوع موج ــده تن ــانس نشــان دهن ــزان واري مي

ان واريانس بيشتر باشـد،  هاي مورد بررسي است كه هر چه ميز ژنوتيپ
. هـا وجـود دارد  تنوع بيشـتري از لحـاظ آن صـفت در ميـان ژنوتيـپ     

                                                            
1- Average band informativeness 
2- Resolving power 
3- Principal Coordinates Analysis 

هاي انجام شده ميـانگين طـول و قطـر ميـوه بـه      گيرياندازه براساس
بيشـترين طـول و عـرض     .دمتر بدست آم سانتي 46/3و  72/3ترتيب 

 3/4بــا طــول  KH31 پهــا مربــوط بــه ژنوتيــميــوه در بــين ژنوتيــپ
از لحاظ شكل ميـوه،  ). 3جدول (متر بود  سانتي 9/3ر و عرض مت سانتي

تنهـا   .و برخي گرد بودند شكل يتخم مرغهاي انتخابي  بيشتر ژنوتيپ
هـاي   كوتاه اسـت و ژنوتيـپ   ليمستط وهيشكل م يدارا OR4 پيژنوت

OR26  وK26 از نظر شكل ). 3جدول (بودند  بيضوي وهيشكل م يدارا
داراي سطح ميوه  R2G1تنها ژنوتيپ  هاي روي پوسته ميوه برجستگي
ها پوسـت ميـوه آنهـا صـاف و تـا كمـي        تر بود و بقيه ژنوتيپ برجسته

ميـزان چسـبندگي مغـز بـه پوسـته يكـي از       . بودنـد ) متوسط(برجسته 
شود كه بـه   فاكتورهاي كليدي در بازارپسندي ميوه گردو محسوب مي

ي بسيار كم و يـا  ها مغز با چسبندگ در ساير ژنوتيپ K26غير از ژنوتيپ 
هـاي   از لحاظ ضخامت پوسـته تنهـا ژنوتيـپ   ). 3جدول (باشد  كم مي

K26 ،T1،OR26   وR2G8 پوست ضخيم داشتند كه ميزان هايي با ميوه
 رنـگ  صفت لحاظبه . دهد ها كاهش ميپسندي را در اين ژنوتيپبازار
 از يحـاك آنرا  و هستند روشن يها رنگ طرفدار رانيا مردم شتريب مغز
 شـتر يب را ييكهربـا  هـا ييكـا يآمر كهيحال در داننديم مطلوب تيفيك
 K26، K28 ،T12 ،OR23 هـاي  ژنوتيـپ  يبررس نيدر ا .)16( پسندند يم
،OR26 ، OR4 وKH4 3جدول (ند بودرنگ روشن  يدارا.(  

  
  ISSR آناليز ملكولي با نشانگرهاي

 جهت بررسـي تنـوع ژنتيكـي    ISSR ده آغازگراز  پژوهش نير اد
. در كلكسيون شـاهرود اسـتفاده شـد    رانيا يبرتر گردوها پيژنوت 21

بانـد چنـد    102حاصل شـد كـه    PCRاز واكنش باند  112ي بطور كل
درصد پلي مورفيسم مشـاهده شـد    91 دادند كه تقريباًرا نشان شكلي 

كه اين نتايج حاكي از كارايي مناسب نشانگر و تنوع موجود ) 4جدول (
 48در بررسـي  ) 21(پلـي جينـي و همكـاران    . باشدها ميبين ژنوتيپ

باند مشاهده كردند كـه تنهـا    ISSR ،54واريته گردو با هشت آغازگر 
 سـي ربر. چند شـكلي را نشـان دادنـد   ) درصد 4/57(عدد از باندها  31

 ـ ارقـام  وارقام گـردو   انيدر م يكيتنوع ژرم پلاسم و روابط ژنت  يمحل
توسـط   چنـد شـكلي   درصد 8/82نشان داد كه  ISSR آغازگربا  وناني

بـا  ) 16(همچنـين لـي و همكـارن     ).6(شـود  اين نشانگرها ايجاد مي
ژنوتيپ گـردو را بررسـي    104روابط بين  ISSRآغازگر  12استفاده از 
باند تكثير شده پلي مورفيك بودند  485باند از مجموع  481كردند كه 

  .درصد محاسبه شد 1/91و درصد چند شكلي 
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  انتخابي در شرايط  آب و هوايي شاهرود ژنوتيپ برتر گردو 21ميوه  مهمخصوصيات  -3جدول 
Table 3- Pomological properties of 21 superior walnut genotypes in Shahrood climate, Iran    

 درصد مغز
Kernel fill 
percentage 

  رنگ مغز
Kernel color 

  وزن مغز
Kernel 
weight  

(g)  

ضخامت 
 چوبيپوست 

Shell 
thickness 

ميزان چسبندگي 
  پوست به مغز

Ease of kernel 
removal 

وضعيت سطح 
  پوست چوبي

Shell 
surface 

  شكل ميوه
Fruit shape

 وزن ميوه
Nut 

weight 
(g)  

 عرض ميوه
Nut 

diameter
(cm)  

طول ميوه
Nut 

length 
(cm)  

  ها ژنوتيپ
Genotype 

code  

 كهربايي  53.2
Amber 

  متوسط  7.4
Medium 

  آسان
Easy 

  صاف
Smooth 

   گرد
Round 

13.9  3.4 3.5 T9 

49.7 
  روشن

Light 
  ضخيم  8.6

Thick 
  سخت 

Difficult 
  متوسط

Moderate 
  بيضوي

Elliptic 
17.3  3.6 4.2 K26 

52.5 
  روشن

Light 
  نازك  8.3

Thin 
  آسان

Easy 
  متوسط

Moderate 
  تخم مرغي
Ovate  15.8  3.6 4 K28 

62.7 
  روشن

Light 
  ازكن  7.9

Thin 
  متوسط

Medium 
  صاف

Smooth 
  گرد

Round 
13.9  3.4 3.5 T12 

58.8 
  روشن

Light 
  نازك  10.3

Thin 
  آسان

Easy 
  متوسط

Moderate 
  تخم مرغي
Ovate 

17.5  3.8 4.1 OR23 

55 
  خيلي روشن

Extra light 
  نازك  7.5

Thin 
  آسان

Easy 
  صاف

Smooth 
  تخم مرغي
Ovate 

13.6  3.6 3.7 SH1 

48.3 
  كهربايي

Amber 
  ضخيم  7.3

Thick 
  آسان

Easy 
  صاف

Smooth 
  تخم مرغي
Ovate 

14.2  3.4 3.8 T1 

45.4 
  روشن

Light 
  ضخيم   7.6

Thick 
  متوسط

Medium 
  متوسط

Moderate 
  بيضوي

Elliptic 
16.8  3.1 3.8 OR26 

45 
  روشن

Light 
  ضخيم  6.3

Thick 
  متوسط

Medium 
  متوسط

Moderate 

 مستطيل كوتاه
Short 

trapezoid 
14  3.2 3.7 OR4 

48 
  تيره

Amber 
  متوسط  6.4

Medium 
  آسان

Easy 
  متوسط

Moderate 
  تخم مرغي
Ovate 

13.3  3 3.4 KH34 

43.4 
  خيلي روشن

Extra light 
  نازك  5.3

Thin 
  آسان

Easy 
  متوسط

Moderate 
  تخم مرغي
Ovate 

15.7  3.9 4.3 KH31 

48 
  روشن

Light 
  متوسط  7.6

Medium 
  متوسط

Medium 
  متوسط

Moderate 
  تخم مرغي
Ovate 

15.8  3.2 3.6 KH4 

58.4 
  خيلي روشن

Extra light 
  نازك  7.3

Thin 
  متوسط

Medium 
  صاف

Smooth 
  تخم مرغي
Ovate 

12.5  3.1 3.3 OR37 

50 
  كهربايي روشن

Light Amber
  متوسط  6.5

Medium 
  متوسط

Medium 
  صاف

Smooth 
  تخم مرغي
Ovate 

13.7  3.6 3.8 R2G3 

52 
  كهربايي

Amber 
  نازك  6.8

Thin 
  آسان

Easy 
  صاف

Smooth 
  تخم مرغي
Ovate 

13  3.4 3.5 R2G5 

50 
  كهربايي روشن

Light Amber
  ضخيم  8.5

Thick 
  آسان

Easy 
  كمي چروكيده

Low shrivel
  گرد

Round 
17  3.9 4 R2G8 

49 
  كهربايي

Amber 
  نازك  6.9

Thin 
  آسان

Easy 
  متوسط

Moderate 
  تخم مرغي
Ovate 

14.2  3.5 3.6 R2G4 

47.9 
  هرباييك

Amber 
  متوسط  5.8

Medium 
  آسان

Easy 
  صاف

Smooth 
  تخم مرغي
Ovate 

12.1  3.4 3.6 R1G6 

48.6 
  كهربايي روشن

Light Amber
  متوسط  6.9

Medium 
  آسان

Easy 
  صاف

Smooth 
  تخم مرغي
Ovate 

14.2  3.4 3.1 R1G7 

62.7 
  هربايي روشنك

Light amber
  متوسط  7.9

Medium 
  متوسط

Medium 
  صاف

Smooth 
  تخم مرغي
Ovate 

12.6  3.9 4.1 R1G2 

46 
  هربايي روشنك

Light amber
  نازك  6.9

Thin 
  آسان

Easy 
  متوسط

Moderate 
  تخم مرغي
Ovate 

13.4  3.3 3.5 R2G1 

43.40 -  5.30 - - - -  12.1 3 3.1 Min  كمترين  
62.70 -  10.30 - - - -  17.5 3.9 4.3 Max  بيشترين
51.17 -  7.33 - - - -  14.34 3.46 3.72 Mean  ميانگين
5.53 -  1.08 -  -  -  -  1.69 0.27 0.31 

STDEV  
 انحراف معيار

30.57 -  1.17 -  -  - -  2.87 0.071 0.097 
Variance 
 واريانس 
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آغـازگر   25مورفيك با  درصد پلي 1/69نيز ) 7(دوگان و همكاران 
ISSR  ـ ژنوتيپ گردو تركيـه و ارقـام بـين    59در  ي آن، مشـاهده  الملل
درصد چند شكلي و ميزان باندهاي تكثير شـده در آغازگرهـاي   . كردند

ISSR عـلاوه  . هاي مورد بررسـي دارد  بستگي به تنوع و تعداد ژنوتيپ
بودند كه خود باعـث   1بر اين آغازگرهاي مورد استفاده از نوع دجنراتيو

لف هاي مختلف و افزايش باندهاي تكثيري از مناطق مختايجاد حالت
در  ISSR ميزان چندشكلي گزارش شده بـا آغازگرهـاي  . شودژنوم مي

 ينـد يخـود برا  ميزان چندشـكلي  .متفاوت است ،مطالعات مختلف نيب
 يو روش جداساز ها، آغازگريكيژنت همچون مواد يياست از فاكتورها

 دارد يژل بسـتگ  يبخش به قدرت جداساز نيدر واقع ااست و باندها 
براي تفكيك باندها از ژل آگاروز متافور بـا دمـاي    مطالعه در اين). 6(

اين نوع آگاروز قادر است كه بانـدهاي بـا   . درجه استفاده شد 70ذوب 
جفت باز را از يكديگر تفكيك كند و در نتيجه دقت و تعداد  4اختلاف 

در  ي تكثيــر شــدهتعــداد بانــدها نيكمتــر. يابــدبانــدها افــزايش مــي
بـا   UBC.886و  UBC.853 ، UBC.884، UBC.850 يهـا آغازگر
 UBC826 يهـا آغازگردر  تكثيري تعداد باند نيشتريباند و بنه تعداد 

با  UBC826آغازگر ). 4جدول (شد باند مشاهده  14با   UBC.888و
بيشترين ). 1شكل (باند بيشترين تعداد باند چند شكل را توليد كرد  14

و  UBC887در آغازگرهـاي  ) AvIb(ميزان باندهاي حاوي اطلاعات 
UBC886  آغازگر . مشاهده شد 62/0به ميزانUBC884    بـا ميـزان

بيشترين قـدرت  . كمترين باندهاي حاوي اطلاعات را توليد كرد 14/0
و پس از آن در  UBC826در آغازگر  71/7تفكيك كنندگي به ميزان 

قدرت تفكيـك شاخصـي اسـت كـه     . مشاهده شد UBC.887آغازگر 
توانـد شناسـايي   عداد از ژنوتيپ ها را ميدهد هر آغازگر چه تنشان مي

در آغـازگر   24/1بـا ميـزان    Rpكند با ايـن حسـاب كمتـرين ميـزان     
UBC.884 نيـز بـر   ) 3(در تحقيقي كه عطار و همكاران . مشاهده شد

ــد بيشــترين   ــدار  RPروي گــردو انجــام دادن ــا مق در آغــازگر  89/3ب
UBC.830   ر گــزارش شــده در آغــازگ  ) 32/0(و كمتــرين مقــدار
UBC.834 ــود ــايج حاصــل از تحقيــق كريســتوپولوس و  . ب طبــق نت

هاي گردو در يونـان، بـالاترين و كمتـرين    بر ژرم پلاسم) 6(همكاران 
ــدار  ــه RPمق ــازگر ب ــدار ( UBC.814 ترتيــب در آغ ــا مق و ) 18/8ب

UBC.830 ) مقـدار  . مشاهده شد) 86/0با مقدارRP   نشـانگرAFLP 
در ). 3(گـزارش شـده اسـت     2/16هاي گردو بـا ميـانگين   در ژنوتيپ

گــزارش شــده  ISSR ،52/4بــا آغازگرهــاي  RPكــه ميــانگين حــالي
  .كه نسبت به ميانگين مطالعه حاضر كمتر است) 23(است

1  
  ايران در گردو برتر هاي ژنوتيپ در ISSR آغازگرهاي از ناشي شده ايجاد چندشكلي -4 جدول

Table 4- Polymorphism exhibited by ISSR primers in superior walnut genotype in Iran 

  آغازگر
Primer 

  توالي
Primer 

sequence 

 باند دامنه

Bond range 
(bp) 

  باند تعداد
Bond  

Number 

  شكل چند باند تعداد
Polymorphism 

bond 

  (%) چندشكلي
Polymorphism % 

AVIb Rb 

UBC.853 VDG (CT)7 200-1000 9 7 78 0.32 2.86 

UBC.884 HBH (AG)7 200-700 9 7 78 0.14 1.24 

S14 (AG)8 T 250-1200 12 10 83 0.51 6.10 

UBC.888 DBD(CA)7 150-1200 14 11 79 0.47 6.57 

UBC.887 DVD(TC)7 250-1200 12 12 100 0.62 7.43 

UBC.840 (GA)8YT 150-1500 11 10 91 0.41 4.48 

UBC.890 VHV(GT)7 150-1000 13 13 100 0.51 6.57 

UBC.826 (AC)8C 150-1200 14 14 100 0.55 7.71 

UBC.850 (GT)7YC 150-900 9 9 100 0.41 3.71 

UBC.886 VDV(CT)7 150-800 9 9 100 0.62 5.62 

total - - 112 102 - - - 

Y = (C,T),   R = (A,G) , B = (C,G,T) , D = (A,G,T), V(A, C, G), H(A, T, C)  
 AvIb: Average band informative اطلاعات حاوي باندهاي ميانگين  , Rb: resolving power قدرت تفكيك كنندگي     

 

                                                            
1- degenerate primer 
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  ژل آگاروز متافوريبرو UBC.826برتر گردو با آغازگر پيژنوت21شده ازريتكثDNAيباند يالگو - 1شكل 

Figure 1- DNA banding pattern of 21 superior walnut genotypes reproduced by UBC.826 primer on metaphor agarose gel 
 

 

هـا بـر اسـاس     تنوع ژنتيكي و ميزان خويشـاندي ژنوتيـپ  
 ISSRهاي  داده

بانـد   102گـردو بـر اسـاس     پيژنوت 21بين تشابه  سيماتر نتايج
هـا  نشان داد كه ضريب تشـابه ژنوتيـپ   ISSRتكثيري از آغازگرهاي 

جدول ماتريس تشابه آورده نشـده  (باشد متغيير مي 88/0تا  51/0بين 
و  R1G2 بـا  R2G1هاي  ژنوتيپ بين) درصد 88(تشابه  نيشتريب). است

جود داشت كه هر دو ژنوتيـپ  و R1G2با  R1G7هاي  همچنين ژنوتيپ
كمتـرين ضـريب تشـابه بـه     . آوري شده بودنـد از منطقه شاهرود جمع

در كل فاصـله  . مشاهده شد OR37و  T9هاي  بين ژنوتيپ 51/0ميزان 
) 3(عطار و همكـاران  . هاي مورد مطالعه پايين بودژنتيكي بين ژنوتيپ

با مطالعه گردوي ايراني در باغـات مشـهد دريافتنـد كـه تنـوع بسـيار       
هـاي انسـاني    ها وجود دارد و تنوع كم را به دخالتپاييني بين ژنوتيپ

ردو هـاي گ ـ  با بررسي ژنوتيـپ ) 10(فورناري و همكاران . نسبت دادند
افشـاني در   ها در مناطق آسيا و اروپا دريافتند خـود گـرده  توسط آلوزايم

 يـف در ط ISSRآغازگرهـاي  . گردو باعث كـاهش تنـوع شـده اسـت    
ــ ــه   يعيوس ــات از جمل ــي از مطالع ــوع ژنتبررس ــيتن ــوژني، فيك ، يل
 در و )25( هسـتند  يـد مف يتكامل يشناس يستو ز يكيژنت يبردار نقشه

و  )27(انجير ) 29(زيتون  )22( گردو مانند تيدرخ هاي گونه از بسياري
در مطالعه حاضر آغازگرهاي . اندشده استفاده عملي صورت به) 15(آلو 

ISSR    توانستند ميزان چندشكلي بالايي را نشان دهند كه ايـن مهـم
ــودن ايــن نشــانگر در بررســي تنــوع ژنتيكــي و   حــاكي از مناســب ب

  .ها استبندي ژنوتيپ گروه
. ارائه شـده اسـت   2ژنوتيپ در شكل  21وع ژنتيكي دندروگرام تن
توان به دو گروه  مي 69/0ها را در ضريب تشابه حدود  كلاستر ژنوتيپ
 77/0همچنين گـروه اول در ضـريب تشـابه    . بندي نمود اصلي تقسيم

بغيـر  (زير گروه اول تماما . بندي نمود مي توان به سه زير گروه تقسيم
آوري شـده   هاي جمع ربوط به ژنوتيپم) OR37و  KH4هاي  از ژنوتيپ

از منطقه شاهرود هستند كه بيشترين تشابه ژنتيكي هم بين برخـي از  
زيـر گـروه دوم   . مشاهده شد) R1G7و  R2G1با  R1G2(ها  اين ژنوتيپ

، R2G8هـاي  بود و ژنوتيـپ  SH1و  KH34 ،OR26هاي  شامل ژنوتيپ
K26 ،OR23 ،T12  وK28   رار گرفتنـد در زير گروه سـوم گـروه اول ق ـ .

كه داراي فاصله ژنتيكـي   T9و  R2G4 ،KH31 ،T1 ،OR4هاي  ژنوتيپ
داراي فاصله ژنتيكـي   T9ژنوتيپ . زياد بودند در گروه دوم قرار گرفتند

نتـايج حاصـل از   ). 2شـكل  (هـا بـود   بيشتري نسبت به ساير ژنوتيـپ 
ها بر حسب نشان داد كه ژنوتيپ) PCOA(هاي اصلي لفهؤتجزيه به م

انـد در گـروه اول   ع بر مبناي دو مولفه اول در سه گروه قرار گرفتهتوزي
قـرار گرفتنـد    R2G1و  K26 ،K28 ،R1G2 ،R1G6 ،R1G7هاي ژنوتيپ

در . هـاي برتـر شـاهرود در ايـن گـروه واقـع شـدند       كه اكثر ژنوتيـپ 
شكل (ها در گروه اول قرار گرفته بودند دندروگرام نيز همه اين ژنوتيپ

، OR37هـاي   هـاي اصـلي ژنوتيـپ   لفـه ؤم تجزيه بـه م در گروه دو). 3
KH34 ،KH4 ،OR26 ،R2G3 ،R2G5  وSH1  ــرار گرفتنــــــد و   قــــ

در گــروه ســوم  T9و  OR23 ،KH31 ،R2G4 ،OR4 ،T1هــاي ژنوتيــپ
، در گـروه دوم تجزيـه   OR23هـا بجـز   اين ژنوتيپ. بندي شدند تقسيم

زيـادي نتـايج    هاي اصلي تا حدودلفهؤنتايج تجزيه به م. كلاستر بودند
و  24/10، 55/18لفه اول به ترتيب ؤسه م. تجزيه كلاستر را تائيد كرد

لفـه  ؤدرصد از تغييرات را توجيه كردند كه در مجموع اين سـه م  19/9
دهنـده كـارايي    درصد تغييرات را پوشش دادند كه ايـن نشـان   98/37

  .انتخابي است ISSRمناسب آغازگرهاي 
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  ISSR هاي نشانگر استفاده از داده با گردو برتر ژنوتيپ 21 شابه ژنتيكيت دندروگرام - 2شكل   

Figure 2- UPGMA dendrogram of 21 superior walnut genotypes based on ISSR data. 
  

  
   گردو برتر ژنوتيپ 21 ژنتيكي تشابهماتريكسازحاصل)PCoA(اصليمحورهايبهتجزيه - 3شكل 

Figure 3- Principal Coordinates Analysis (PCoA) via similarity matrix of 21 walnut genotypes  
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  گيري نتيجه
هاي مورفولوژيكي نشان داد ژنوتيپ هاي انتخابي گردو به بررسي

از كيفيت بالايي برخوردارنـد  لحاظ خصوصيات برتر مغز و خشك ميوه 
مغز در بـين   داراي بالاترين درصد و وزن OR23و  T12هاي  و ژنوتيپ
يك روش  ISSRآوري نشانگر  فن. باشند هاي مورد بررسي مي ژنوتيپ

بخش براي ارزيابي روابط ژنتيكي و تنوع ژنتيكي  ارزان آسان و رضايت
نتايج تحقيق حاضر نشان داد كه اين نشانگر . در ميان ارقام گردو است

  . هــاي گــردو داراســتچندشــكلي مناســب جهــت تفكيــك ژنوتيــپ 
آوري شده از شـاهرود داراي تنـوع ژنتيكـي كمتـري     ي جمعهاژنوتيپ

  بين خـود هسـتند و احتمـالا مقـدار تنـوع مشـاهده شـده مـرتبط بـه          
هاي تويسركان و اروميه داراي تنـوع  ژنوتيپ. هاي انساني استدخالت

و فاصله ژنتيكي بيشتري هستند لذا با توجه خصوصيات برتر ميـوه در  
توانند بـه عنـوان    مي OR23و  T12هاي  ويژه ژنوتيپ اين ژنوتيپ ها به

هـاي انتخـابي از منطقـه شـاهرود      ژنوتيپقي با والدين برتر جهت تلا
هـا بـر اسـاس نشـانگرهاي     بنـدي ژنوتيـپ  گـروه نتايج . استفاده شوند

بندي حاصل از صفات كيفي تا حدود زيادي مطابقـت  مولكولي با گروه
در كل استفاده . تاس ISSRداشت كه حاكي از كارايي مناسب نشانگر 

توام از صفات مورفولوژيكي و نشانگرهاي مولكولي جهت بررسي تنوع 
گردد و با توجـه بـه تنـوع زيـاد گـردو در      ژنتيكي در گردو پيشنهاد مي

گردد يك بانك ژرم پلاسمي از اين گياه تهيه گردد ايران، پيشنهاد مي
اصـلاح  و بصورت گسترده مورد بررسي قرار گيرد تا امكـان معرفـي و   

  .مناسب فراهم گردد هايواريته
  
    منابع

1- Aradhya M., Woeste K., and Velasco D. 2010. Genetic diversity, structure and differentiation in cultivated walnut 
(Juglans regia L.). Acta Horticulturae, 861: 127-132. 

2- Arzani K., Mansouri Ardakan H., and Vezvaei A. 2008. Morphological variation among Persian walnut (Juglans 
regia L.) genotype from central Iran. New Zealand Journal of Crop and Horticulteral Science, 36: 159-168. 

3- Attar S.H., Davarinezhad G.R., Samiee L., and Moghaddam M. 2017. Study of genetic diversity of some Persian 
walnut genotypes in Mashhad commercial orchards by using ISSR marker. Iranian Journal of Horticultural 
Science, 31(3): 611-620. (In Persian with English abstract) 

4- Bayazit S., Kaza K., Golbitti S., Cevik V., Ayanogla H., and Ergul A. 2007. AFLP analysis of genetic diversity in 
low chill requiring walnut (Juglans regia L.) genotyping from Hatay, Turkey. Scientia Horticulturae, 111: 394-398. 

5- Browicz K. 1976. Juglandaceae. In: Rechinger, K.H. (Ed.), Flora Irinica. Akademische Druck-u Verlagsanstalt, 
121: 1–5 

6- Christopoulos M.V., Rouskas D., Tsantili E., and Bebeli P.J. 2010. Germplasm diversity and genetic relationships 
among walnut (Juglans regia L.) cultivars and Greek local selections revealed by Inter-Simple Sequence Repeat 
(ISSR) markers. Scientia Horticulturae, 125(4): 584-592.  

7- Dogan Y., Kafkas S., Sütyemez M., Akca Y., and Türemis N. 2014. Assessment and characterization of genetic 
relationships of walnut (Juglans regia L.) genotypes by three types of molecular markers. Scientia Horticulturae, 
168: 81–87. 

8- Ebrahimi A., Fatahi R., and Zamani Z. 2011. Analysis of genetic diversity among some Persian walnut genotypes 
(Juglans regia L.) using morphological traits and SSRs markers. Scientia Horticulturae, 130: 146-151. 

9- FAO. 2016. FAO statistical yearbook. Agricultural production, Food and Agriculture Organization of the United 
Nations (http: faostat.fao.org.site.291.default.aspx). 

10- Fornari B., Canata F., Spada M., and Malvolti M.E. 1999. Alozyme analysis of genetic diversity differentiation in 
European and Asiatic walnut (Juglans regia L.) populations. Forest Genetics, 6(9): 115-127. 

11- Gerald D.S., Woeste K., Aradhya M.K., Koehmstedt A., Simon C., Potter D., Leslie C.A., and McGranahan G.H. 
2005. Characterization of 14 microsatellite markers for genetic analysis and cultivar identification of walnut. 
Journal of the American Society for Horticultural Science, 130: 348–354.  

12- Jaccard P. 1908. Nouvelle reserches sur la distribution florale. Bulletin de la societe des sciences naturelles, 44: 
223–227. 

13- Kafkas S., Ozkan H., and Sutyemez M. 2005. DNA polymorphism and assessment of genetic relationships in 
walnut genotypes based on AFLP and SAMPL markers.Journal of the American Society for Horticultural Science, 
130: 585–590. 

14- Li H., and Chen G. 2008. Genetic relationship among species in the genous Sonneratia in China as revealed by 
inter-simple sequence repeat (ISSR) markers. Journal Biochemical Systematic and Ecology, 36: 392–398. 

15- Liu W., Liu D., Zhang A., Feng C., Yang J., Yoon J., and Li S. 2007. Genetic diversity and phylogenetic 
relationships among plum germplasm resources in China assessed with Inter-simple Sequence Repeat markers. 
Journal of the American Society for Horticultural Science, 132: 619–628. 

16- McGranahanp G.P., and Leslie C. 1990. Walnuts (Juglans). Acta Horticulturae, 290: 907-951. 
17- Niceses F.P., Hormaza J.I., and McGranahan G.H. 1998. Molecular characterization and genetic relatedness among 

walnut (Juglans regia L.) genotypes based on RAPD markers. Euphytica, 101: 199-206. 



 1397، زمستان 4، شماره 32جلد ، )علوم و صنايع كشاورزي(نشريه علوم باغباني     602

18- Oliveira C.M., Mota M., Monte-Corvo L., Goulao L., and Silva D.M. 1999. Molecular typing of Pyrus based on 
RAPD markers. Scientia Horticulturae, 79: 163–174. 

19- Peakall R., and Smouse P.E. 2012. GenAlEx 6.5: genetic analysis in Excel. Population genetic software for 
teaching and research-an update. Bioinformatics. 28: 2537-2539. 

20- Pollegioni P., Bartoli S., Cannata F., and Malvoti ME. 2003. Genetic differentiation of four Italian walnut varieties 
by inter simple sequence repeat. Journal of Genetics and Breeding, 57(3): 231–240. 

21- Pollegioni P., Major A., Bartoli S., Ducci F., Proietti R., and Malvolti M.E. 2005. Application of microsattelite and 
dominant molecular markers for the discrimination of species and interspecific hybrids in genus Juglans. Acta 
Horticulturae, 705: 191-197. 

22- Potter D., Gao F., Aiello G., Leslie C., and McGranahan G.H. 2002. Intersimple sequence repeat markers for 
fingerprinting and determining genetic relationships of walnut (Juglans regia L.) cultivars. Journal of the American 
Society for Horticultural Science, 127: 75-81. 

23- Prevost A., and Wilkinson M.J. 1999. A new system of comparing PCR primers applied to ISSR fingerprinting. 
Theoretical Applied Genetics, 98: 107–112. 

24- Rahimipanah M., Hamedi M., and Mirzapour M. 2010. Antioxidant activity phenolic contents of Persian walnut 
(Juglans regia L.) green husk extract. American Journal of Food Science and Technology, 1: 105-111. 

25- Reddy M.P., Sarla N., and Siddiq E.A. 2002. Inter simple sequence repeat (ISSR) polymorphism and its 
application in plant breeding. Euphytica, 128: 9–17. 

26- Rohlf F.J. 1998. NTSyS-p.c. Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System (Version 2.0). Exeter 
Software Publishers Ltd., Setauket. 

27- Sahli-Hannachi A., Chatti K., Mars M., Marrakchi M., and Trifi M. 2005. Comparative analysis of diversity in two 
Tunisian collections of fig cultivars based on random amplified polymorphic DNA and inter simple sequence 
repeats fingerprints. Genetic Resources and Crop Evolution, 52: 563–573. 

28- Shamlu F., Rezaei M., Biabani A., and Khanahmadi A. 2015. Morphological Diversity among Walnut Genotypes 
of in Azadshar, Iran. Journal of Horticulture Science, 30(3): 469-479. (In Persian) 

29- Terzopoulos P.J., Kolano B., Bebeli P.J., Kaltsikes P.J., and Metzidakis I. 2005. Identification of Olea europaea L. 
cultivars using inter-simple sequence repeat markers. Scientia Horticulturae, 105: 45–51. 

30- Terzopoulos P.J., and Bebeli P.J. 2008. Genetic diversity analysis of Mediterranean faba bean (Vicia faba L.) using 
ISSR markers. Field Crops Research, 108: 39–44.  

31- Tian L., xiang A., Li-SI Z., Hai Rong W., and Qing L. 2011. ISSR Analysis of Genetic Diversity among Seedling 
Walnut (Juglans spp.)Populations. Journal of Plant Genetic Resources, 12(4): 640-645. 

32- Tsmouris G., Hatziantoniou S., and Demetzos C. 2002. Lipid analysis of Greek walnut oil (Juglans regia L.). 
Zeitschrift für Naturforschung C, 57: 51- 56. 

33- Vijayan K., Awasthi K., Sprivasava P., and Sarachandra B. 2006. Genetic Analysis of Indian Mulberry Varieties 
Through Molecular Markers. Hereditas, 141:8-14. 

34- Woeste K., Burns R., Rhodes O., and Michler C. 2002. Thirty polymorphic nuclear microsatellite loci from black 
walnut. Journal of Heredity, 93: 58–60. 

35- Yarilgac T., Koyuncu F., Koyuncu M.A., Kazankaya A., and Sen S.M. 2001. Some promising walnut selections 
(Juglans regia L.) Acta Horticulturae, 544: 93-96. 

 



 603     در منطقه شاهرود ISSR صفات مورفولوژيكي ميوه و نشانگرهاي اساس بر گردو برتر هاي يپژنوت يكيژنتتنوع  بررسي 

 
 
 

Genetic Diversity of Superior Walnut Genotypes Revealed  
by ISSR Markers in Shahrood, Iran 

 
F. Davoodi1- M. Rezaei 2*- P. Heidari3- H. Hokmabadi4  

Received: 10-03-2018 
Accepted: 29-09-2018 

 
Introduction: Iran is known as the origin of Persian walnut in the world, and so the study of genetic 

diversity, identifying and introducing superior walnut genotypes from the main walnut production areas in Iran is 
very important. From the beginning of the year 2001, seeds of selected walnut genotypes from important walnut 
production area of Iran were collected and cultivated in a walnut collection in Semnan Research Center 
(Shahrood), Iran. From this collection, promising walnut genotypes were selected based on climate adaptability 
to Shahrood area and pomological characteristics.  In this research, in addition to introducing fruit characters of 
these walnut selected genotypes, genetic diversity and their genotypes relationship in the genome level have 
been also investigated with the ISSR markers. 

Materials and Methods: 40 selected genotypes of important walnut regions of Iran (Tuyserkan, Orumieh, 
Karaj and Khorasan province) were cultivated in a walnut collection at the Shahrood Research Center in 2001. 
From these seedlings, 21 genotypes were selected on the base of pomological characteristics and they were 
grafted onto Persian walnut seedlings. Pomological traits of the fruits of these selected genotypes including the 
average of nut weight, kernel weight, kernel percentage, shell attachment to the kernel, kernel color, shell 
thickness and nut size and shape were measured. DNA was extracted from young leaves of walnut genotype by 
CTAB method and its quality and quantity evaluated on the agarose gel as well as the Nano drop, and then 
genomic DNA was amplified with the 10 ISSR primers in PCR. The amplified bands were separated by 
Metaphor agarose gel and stained with Ethidium bromide. For each primer, the amplified band range, the total 
number of bands, the number of polymorphic bands, the polymorphic percentage, Average informative band 
(AvIb) and resolving power (Rp) was determined. UPGMA dendrogram based on Jaccard similarity matrix was 
the performance by Ntsys 2.0 software. Principle Coordinate analysis was performed based on the genetic 
distance matrix with GenAlex 6.2 software. 

 Results and Discussion: The mean of fruit and kernel weight in selected walnut genotypes were 14.34 and 
7.33 g, respectively. The highest nut and kernel weight was found to be 17.5 and 10.3 g, respectively in OR23. 
The Kernel weight was more than kernel weight reported by Shamlu et al. (2015), Yarilgak et al. (2001) and 
Tasmuris et al. (2002) (9.40, 8.88 and 6.32 g). The average of kernel percentage in selected walnuts was 51.5%. 
The highest percentage of the kernel (62.7%) was observed in T12 genotype. from the ten ISSR primers in 21 
walnut genotypes, 112 DNA fragments were amplified and 102 DNA bonds of them were polymorphic and they 
were used for genetic variation analysis. The highest number of amplified DNA bands was observed in UBC826 
and UBC888 primers with 14 bands. The highest average band informative (AvIb), 0.62, was observed in 
UBC887 and UBC886 primers. The highest resolving power (Rp) was found to be 7.71 in UBC826 primer and 
then in UBC.887 primer. The Jaccard' similarity coefficient of genotypes varies from 0.51 to 0.88. The results 
showed that the genetic distance of selected genotypes of walnut is medium. The dendrogram analysis of 21 
genotypes of walnuts was divided genotypes into two main groups and three subgroups in the first group, which 
greatly matched the results of the PCoA. The genotypes were collected from Shahrood were inserted on the first 
subgroup of GI in dendrogram analysis, except of KH4 and OR37 genotypes, and the highest genetic similarity 
was observed between some of these genotypes (R1G2 with R2G1 and R1G7). The second group includes 
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genotypes KH34, OR26, and SH1. Subgroup 3 of the first group contains R2G8, K26, OR23, T12, and K28. The 
second group has high genetic distances including R2G4, KH31, T1, OR4, and T9. 

Conclusion: The ISSR marker technology is an inexpensive, easy and satisfactory way to evaluate genetic 
relationships and genetic variation among walnut cultivars. The results of this research showed that these 
markers (ISSR) are suitable for study of variation in walnut genotypes. The genotypes collected from Shahrood 
had a lower genetic diversity, and the observed diversity is probably related to human interactions. The 
Tuyserkan and Urmia genotypes showed more genetic variation. The results of clustering based on molecular 
markers were largely matched with the grouping based on qualitative traits. The results showed that there is a 
moderate genetic distance between selected walnuts genotypes. The genotypes collected from Urmia and 
Tuyserkan regions have a higher genetic distance than other genotypes and which according to their superior 
characteristics, they can be used as parent along with selected walnut genotypes from the Shahrood area in a 
breeding program. 
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