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Abstract 

Objective 

Apple (Malus domestica Borkh) from Rosaceae family is one of the most important fruit 

trees in the world. Evaluation of genetic diversity is one of the basic steps for plant 

breeding and preserving of germ plasm through gene banks.  

 

Materials and methods 

The aim of this study was evaluation of the genetic diversity of 22 varieties of apples 

collected from Khorasan Aagricultural Research Center and some region of Jiroft using 

ISSR markers based on the polymerase chain reaction (PCR).  

 

Materials and methods 

DNA extraction was done and then PCR conducted by five ISSR-primers.  

 

Results 

Apple cultivars had 81.48% polymorphism. Cluster analysis classified them into six 

groups. The first group had five apple cultivars from Khorasan Razavi including Mohali 

Gonabad, Tabasi number3, Ghasemabai, Mohamadi and Golshahi Oghaz as well as 

Golab Esfehan, Sibe Ghermez and Gerani Esmith from Jiroft. Genotypes of Zard Lobnan, 

Sib Ghermez Khoni, Mohali Sardo, Golab Sardo from Jiroft and Mashali, Morabei 

Mashhad, Ali Mori Dovom Ras, Arbabi, SIB number3 from Khorasan Razavi categorized 

into the second group. Genotypes of Shaikh Ahmad Tabriz and Shafiabadi were placed in 
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the third and forth group respectively. The fifth and sixth groups include Gol Mashhad 

and Abasi Azghade, Atlasi Tabas from Khorasan Razavi. Also, ISSR primer 842 showed 

the highest polymorphism among apple cultivars. There is no correlation between the 

geographical origin and genetic grouping of apple cultivars. Probably, setting of different 

regions genotypes in the same genetic group is due to transport of genotypes among 

regions in past.  

 

Conclusions 

Results indicated that ISSR is an effective technique for identification of polymorphism, 

genetic distance and germplasm management among apple cultivars. 
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  چكيده 

يكي از مهمترين درختان ميوه در  (Rosaceae)از تيره گلسرخيان  Malus domestica Borkhبا نام علمي  سيب هدف:

- اي و اساسي در نگهداري و حفاظت مواد ژنتيكي در بانكهاي پايهتخمين ميزان تنوع ژنتيكي به عنوان يكي از گامجهان است. 

 كلكسيون ازرقم سيب جمع آوري شده  22قيق تعيين تنوع ژنتيكي هدف اين تح هاي بهنژادي است.هاي ژني و اجراي برنامه

نشانگر مبتني بر واكنش  از استفاده بامركز تحقيقات جهاد كشاورزي خراسان رضوي و برخي ارقام موجود در شهرستان جيرفت 

  بود.  ISSRاي پليمراز زنجيره

  با پنج آغازگر انجام شد.  PCRاز گياهان مورد مطالعه،  DNAپس از استخراج  ها:مواد و روش

. با آناليز خوشه اي ارقام در شش گروه طبقه بندي شدند. در گروه اول داشتنددرصد چندشكلي  48/81 كولتيوارهاي سيب نتايج:

، قاسم آبادي، محمدي، گلشاهي اوغاز، گلاب اصفهان، سيب قرمز دماوند و گراني اسميت قرار 3ارقام محلي گناباد، طبسي شماره 

ند. گروه دوم شامل ارقام زرد لبنان، سيب قرمز خوني لبنان، محلي ساردو، گلاب ساردو، مشعلي، مربايي مشهد، علي موري گرفت

آبادي بودند. گروه پنجم بود. گروه سوم و چهارم به ترتيب شامل ارقام شيخ احمد تبريز و شفيع 3دوم رس، اربابي و سيب شماره 

بيشترين چند شكلي را در بين  842و اطلسي طبس را شامل شدند. در اين مطالعه آغازگر گل مشهد و گروه ششم عباسي ازغده 

هاي مناطق مختلف قرار گرفتن ژنوتيپاي وجود نداشت. ارقام نشان داد و بين گروهبندي ژنتيكي و مناطق جغرافيايي ارقام رابطه

  باشد.  مناطق در زمان گذشته ها بينانتقال ژنوتپبه دليل  احتمالا تواندهاي يكسان ميدر گروه

شناسايي نواحي چند شكلي، تخمين فاصله ژنتيكي و اي رب ISSR هاينتايج اين مطالعه كارآمد بودن نشانگر گيري:نتيجه

  دهد. ارقام سيب را نشان مي مديريت ژرم پلاسم

 ISSR: تنوع ژنتيكي، سيب، نشانگر مولكولي، كلمات كليدي
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  مقدمه

ميوه سيب معطر و ). Martinelli et al. 2008( است در جهان ميوه درختان ترينمهم از كيي اقتصادي نظر از 1سيب

كند و خطر ابتلا به بيماري هاي سرطاني جلوگيري مياكسيدان از رشد سلولارزش غذايي بالايي دارد و به دليل داشتن مواد آنتي

 .Coart et alباشد (مي 3واز زير تيره پوموايده 2ه گلسرخيانسيب از تير). Janick and Moore, 1991(دهد قلبي را كاهش مي

 باشند.بقيه از آسيا مي باشد، كه شامل دو گونه از اروپا، چهار گونه از آمريكاي شمالي وگونه اوليه مي 15). اين جنس شامل 2006

و در كشورهاي ها است ر بين تمام ميوهدر بين مردم دارد و داراي بيشترين مصرف تازه خوري داين ميوه ارزش و محبوبيت خاصي 

 Ghasemi( شودتوليد ميژاپن، چين، استراليا و بسياري كشورهاي ديگر كشت و  اروپاي غربي، اروپاي شرقي، آمريكا، كانادا،

ليد مقام هفتم را در بين كشورهاي تو سيب تن 1700000 ايران با توليد ،2014 ) در سالFAO( طبق آمار سازمان جهاني .)2001

  ). FAO, 2014( كننده دارد

در دهه هاي اخير بررسي تنوع ژنتيكي و تعيين ارتباط بين جمعيت هاي مختلف اين گونه، به عنوان يكي از گام هاي پايه 

و اساسي جهت به كار بردن راهكارهاي مديريتي مناسب و صحيح تر براي حفظ ژرم پلاسم گونه ها و شناسايي منابع مقاومت در 

يت هاي تحقيقاتي قرار گرفته اند. استفاده از روش هاي سنتي در ارزيابي تنوع ژنتيكي گونه هاي گياهي بر پايه ويژگي ها راس اولو

مورفولوژي و فنولوژي به دليل اينكه تا حد زيادي تحت تاثير شرايط محيطي مي باشد و قادر به شناسايي پايه هاي نزديك نيستند، 

نسبت به نشانگرهاي مولكولي و آيزوزايم ها فراوان ترند و كل محتواي ژنوم را مي توان با  DNAمحدود شده است. نشانگرهاي 

اين روش بررسي نمود. روش هاي مولكولي در دسترس، امكان تشخيص ساختار ژنتيكي واريته هايي را كه با يكديگر ارتباط 

4رخي از اين روش ها شامل ). بAgarwal et al. 2008خويشاوندي نزديك دارند را فراهم نموده است (
RFLP ،5

AFLP ،

6
RAPD ،SSR7  8و

SCARS ) براي مشخص كردن خصوصيات ژنتيكي و تنوع گونه سيب به كار برده شده استFarrokhi 

et al, 2011; Nasiri et al. 2015; Pereira-Lorenzo et al. 2007; Goulao and Cristina 2001 در ميان .(

9ن ريز ماهواره اي يا نشانگرهاي مختلف نشانگر بي
 ISSRيك روش مبتني بر PCR است كه شامل تكثير يك قطعهDNA 

 .Zamani et al( ميان دو ناحيه تكراري ريز ماهواره منحصر به فرد با جهات مخالف مي باشد حاضر در فاصله تكثير پذير

جفت باز، بعنوان آغازگر يك واكنش تك  25- 16 هاي) با طول ها (ريزماهواره . اين تكنيك، معمولا از ميكروساتليت)2015

گيرد بهره  هاي مختلف، هدف مي اي با اندازه هاي چندگانه ژنومي را براي تكثير توالي هاي بين ريزماهواره آغازگري كه لوكوس

                                                             
1
Malus domestica Borkh 

2
 Rosaceae 

3 Pomoideae 
4
 Restriction Fragment Length Polymorphism 

5
 Amplified Fragment Length Polymorphism 

6
 Random Amplified Polymorphic DNA 

7 Simple Sequence Repeat 
8
 Sequence Characterized Amplified Region 

9
 Inter Simple Sequence Repeat 
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يا پنج عنوان آغازگر، مي توانند دو، سه، چهار ه . تكرارهاي ريزماهواره مورد استفاده ب)Ghasemi et al. 2010( بردمي

متصل شوند اگرچه DNA  اي ازتوانند به هر نقطه. آغازگرهاي مورد استفاده مي)Zamani et al. 2011( نوكلئوتيدي باشند

خود به يك تا چهار باز متصل بوده و براساس آنها، گسترش مي يابند ( 5يا َ 3معمولا در انتهايAskari et al. 2011 اين .(

. )Mohammadabadi et al. 2017( تركيب كرده است RAPDماهواره را با جامعيت  يزو ر AFLP تكنيك بيشتر مزاياي

مي باشد  RAPDتر در مقايسه با آغازگرهاي كوتاه تراحتمالا به سبب استفاده از آغازگرهاي طولاني ISSRs تكرارپذيري بالاي

 به نقاط مشخصي از آغازگربه افزايش احتمال اتصال را فراهم مي كند كه منجر  كه اين امر امكان استفاده از دماي بالاي اتصال

DNA (تكرار پذيري بيشتر) مي شود )Bahador et al. 2016( .ISSRs  عمدتا بعنوان ماركرهاي غالب، تابع توارث پذيري

اند خته شدهاما، آنها همچنين در برخي موارد بعنوان ماركرهاي همبارز شنا )Askari et al. 2010( شوندساده مندلي شناخته مي

 Goulao andدر پژوهشي . (Reddy and Sarla., 2002)اند ها بودهها و هتروزيگوت چرا كه قادر به تمايز ميان هموزيگوت

Cristina )2001هاي ريزماهواره و ) با بهره گيري از نشانگرISSR تجاري رقم 41 بين تهشبا درجه تعيين و، انگشت نگاري 

 هايروش ديگر از ترسودمند ژنتيكي روابط ارزيابي و ارقام شناسايي براي ISSRو  SSR كه دادند نشان و دادند مانجارا  سيب

 مورد  ISSRآغازگر  30 از استفاده با راب سي ) هشت رقمSmolik et al. )2004در پژوهشي ديگر  هستند. PCR بر مبتني

ژنوتيپ  20تنوع ژنتيكي  در تحقيقيپلي مورفيسم بودند. ها آن) 83(% 342تكثير شد كه  باند 414 مجموع دردادند و  قرار بررسي

و رابطه اين نشانگر با برخي صفات وابسته به عملكرد مورد بررسي قرار گرفت  ISSRسيب زميني با استفاده از ماركرهاي 

)Kianiferiz et al. 2013 آغازگر  16). ازISSR ،6 يند و به طور كلي اين آغازگر توانستند الگوي باندي مناسبي را تكثير نما

بود. شاخص اطلاعات  UBC827 ISSRباند چندشكل توليد كردند كه بيشترين باند چندشكل متعلق به نشانگر  61آغازگرها 

با استفاده از % بود كه نشان دهنده تنوع مناسب بين ارقام مورد بررسي بود. 33% و 50شانون و ني در اين پژوهش به ترتيب برابر 

ژنوتيپ مركبات شامل چندين واريته  33به بررسي روابط فيلوژنتيكي ) Shahsavar et al. )2007اي ريزماهوارهبينماركرهاي 

اين مطالعات آنها نشان داد كه  همچنين انواع شناخته شده مركبات در استان فارس پرداختند. نتايج حاصل ازو بومي و محلي 

) Kumar et al. )2010همچنين د. نهاي نزديك بهم را تشخيص دهز بين گونهد تماينتوانبه عنوان يك ابزار قوي مي هاماركر

 هاي) روابط فنوتيپي مركبات را با استفاده از ماركرMarak and Laskar )2010و هاي وحشي هندي مورفيسم را در پرتقالپلي

ISSR نتيكي يعي از تغييرات در روابط ژدوده وسكه محبررسي كردند. از مطالعات آنها دو يافته مهم بدست آمد: اول اين

Citrusindica هاي ركبات مشاهده شد. دوم اينكه باندي مهاي انتخاب شدهو ديگر گونهISSR  مختصCitrusindica 

رقم آلبالو،  18ژنتيكي  شباهت براي تعيين  ISSR روش از Lisek and Rozpara  (2009)در پژوهشي ديگر شناسايي شدند. 

 براي پايه گياهان و شكل چند DNA قطعه 230استفاده كردند.  پرايمر 35از ها نوع پايه گياهان اين نوع گونه 9 رقم گيلاس و 24

هاي پايه در  DNAمورفيسمپلي درجه بالاترين. تا براي گيلاس بدست آمد 98 و آلبالو ارقام براي شكل چند قطعه 144 همچنين

 نشانگرهاي و نشان دادند كه درصد بود 5/39گيلاس  براي درصد و 7/50 ين مقدارآلبالو ا شد. براي مشاهده درصد) 2/71پيوندي (
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ISSR  اي مطالعه در .دهندتر آنها را ميدقيق خصوصيات همچنين و ژنوتيپ هاي آزمايشي شناسايي اجازهNajafzadeh et al. 

  ISSRماركر 23از  استفاده را با )داشتند برتر ميوه كيفيت و رشد هاي ويژگي ايراني (كه جديد آلبالوهاي ژنتيكي تنوع )2014(

 كرد تاييد ها همچنينآن نتايج. دادند ماركرها را نشان اين اساس بر ها از پلي مورفيسم ژنوتيپ بالايي سطح نتايج. مشخص كردند

شود.  استفاده الواصلاحي آلب هايبرنامه در دقيق ژنتيكي مطالعات براي تواندمي كه است معتبر DNA نشانگر يك ISSR كه

 قرار بررسي مورد) Tagizad et al. )2010توسط  RAPD و  ISSR پرايمرهاي  استفاده از ايران با پسته رقم 19 ژنتيكي تنوع

) براي هر كدام از PIC( مورفيسممورفيك بودند. متوسط ميزان اطلاعات پليتاي آنها پلي 73توليد كردند كه  قطعه 114گرفت و 

طور يكساني در تعيين پلي هب يهاي ماركرنشان داد كه سيستم )RAPDبراي  39/0و  ISSRبراي  39/0( يكرهاي مارسيستم

براي بررسي تنوع ژنتيكي ارقام زراعي و باغي مختلف  ISSRهاي مختلف از نشانگر در مجموع در پژوهش. دخيلندها مورفيسم

)، Ghandhari et al. 2013( شمشاد)، Kianiferiz et al. 2013توان به سيب زميني (بكار گرفته شده است كه از جمله مي

، )Bilval et al. 2017پنبه (،  )Safarpoor Shorbbakhlo et al. 2015گلابي ( جنس ) ،Lin et al. 2010لاله واژگون (

 انگور، )Arjmand Ghahestani et al. 2015پسته (، )Farhadi et al. 2012( كلزا)، Yi et al. 2017رز (

)Keshavarz-Khoob et al. 2015) گندم ،(Abdel-Lateif et al. 2018( ،) مركباتShahsavar et al. 2007(  اشاره

از كلكسيون مركز تحقيقات كشاورزي و منابع  جمع آوري شدهرقم سيب  22لذا، هدف اين پژوهش بررسي تنوع ژنتيكي كرد. 

 نشانگرهايبا استفاده از  جمله روستاي ده ديوان و شهر درب بهشت طبيعي خراسان رضوي و بعضي مناطق شهرستان جيرفت، از

ISSR .بود   

   

 هامواد و روش

و بعضي مناطق مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي خراسان رضوي كلكسيون از  سيب مورد مطالعه رقم 22برگ 

هاي جوان و و از هر جمعيت، برگ )1 دول(ج آوري گرديدجمعازجمله روستاي ده ديوان و شهر درب بهشت  ،شهرستان جيرفت

و بر روي يخ به آزمايشگاه انتقال دار قرار داده شد، سپس نام آن بر روي پاكت درج گرديد سالم به طور مجزا در پاكت نايلوني زيپ

CTABوش ژنومي از بافت تازه برگ با استفاده از ر DNA. درجه سانتيگراد منتقل شد - 20فاصله به فريزر و بلاداده شد 
1 

)Doyle and Doyle, 1987 استخراج گرديد. به منظور بررسي (DNA هاي استخراج شده، از ژل اگارز با غلظت يك در صد

استفاده شد. پس از اتمام الكتروفورز روي ژل، با دستگاه مستند ساز (ژل داك) مشاهده و عكسبرداري باندها انجام گرفت و غلظت 

   دت باند حاصله با قطعات نشانگر اندازه انجام شد. ها با مقايسه شتقريبي نمونه

                                                             
1
 cetyl trimethyl ammonium bromide 
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  .آزمايشاين در  بررسيمورد  هاينمونه آوريو محل جمع سيب ارقاماسامي  .1جدول 

Table 1. Name of apple cultivars and their origin of samples used in this study  

  رديف

Row 

  رقمنام 

Cultivar name 

  محل نمونه گيري

Collection Site 

  رديف

Row  

  رقمنام 

Cultivar name 

  محل نمونه گيري

Collection site  
  گلشاهي اوغاز  1

Golshahi Oghaz 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi 

  محمدي  12
Mohamadi 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi 

  سيب گل مشهد  2
Sib Gol 

Mashhad 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi 

  گلاب اصفهان  13
Golab Esfehan 

  روستاي ده ديوان
Deh 

DivanVillage  
  اطلسي طبس  3

Atlasi Tabas 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi  

  آباديشفيع  14
Shafiabadi 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi 

  شيخ احمد تبريز  4
Shailk Ahmad 

Tabriz 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi  

  عباسي ازغده 15
Abasi azhgae 

  ويخراسان رض
Khorasan Razavi  

  قاسم آبادي  5
Ghasembadi 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi  

  گلاب ساردوئيه  16
Golab Sardoeih 

  روستاي ده ديوان
Deh 

DivanVillage  
  محلي گناباد 6

Mohali Gonabad  
  خراسان رضوي

Khorasan Razavi  

  سيب قرمز خوني لبنان  17
Sib Ghermez Khoni 

  روستاي ده ديوان
Deh 

DivanVillage  
  3طبسي شماره   7

Tabasi Number 

3 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi  

  گراني اسميت  18
Gerani Esmith 

  روستاي ده ديوان
Deh 

DivanVillage  
  مشعلي 8

Mashali 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi  

  سيب قرمز دماوند  19
Sib Ghermez 

Damavand 

  روستاي ده ديوان
Deh 

DivanVillage  
  زرد لبنان  9

Zard Lonan 

  روستاي ده ديوان
Deh 

DivanVillage  

  اربابي بجنورد  20
Arbabi Bojnord 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi  

  مرباي مشهد  10
Moraba 

Mashhad 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi  

  موري دوم رسعلي  21
Ali Mori Dovom 

Ras 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi  

  3سيب شماره   11
Sib Number 3 

  خراسان رضوي
Khorasan Razavi  

  محلي ساردو  22
Mohali Sardo 

  روستاي ده ديوان
Deh 

DivanVillage  
 

زيادي در دنيا براي مطالعه گياهان استفاده شده است و بسياري تك شكل و بعضي  ISSRبا توجه به اين كه آغازگرهاي 

انتخاب شوند كه در مطالعات گذشته بيشترين چندشكلي را نشان داده اند. نيز چندشكل بودند، سعي شد در اين مطالعه آغازگرهايي 

رقيق و مورد استفاده قرار  هو بر اساس دستور العمل شركت سازند سنتزشركت سيناژن  ) توسط2 (جدولگرهاي مورد استفاده آغاز

  . )4و  3 هاي(جدول نجام شدابا برنامه دمايي استاندارد  PCRسپس  درجه نگهداري شدند. - 20و سپس در دماي  گرفت
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  در اين مطالعهمورد استفاده  ISSRآغازگرهاي مشخصات  .2جدول 

Table 2. ISSR primers used in this study  

 منابع

References 

  )ºC( اتصال دماي

Annealing Temprature 

 توالي آغازگر

Sequence (5ʹ- 3َ) 

 كد پرايمر

Primer code 

Smolik – 2004 35 CAC(CA)6AT 811 

Smolik – 2004 30 (GA)8T 810 

Smolik – 2004 42 (AC)8GG 827 

Smolik – 2004 45 (GA)6CCCGGG 842 

Smolik – 2004 50 (AGC)5 FM931 

  

  ISSR-PCRمواد لازم جهت واكنش  .3جدول 

Table 3. The components of ISSR-PCR reaction conditions 

  نام ماده

Name of material 

 )µl( براي يك واكنشمقدار مورد استفاده 

Material used for one reaction (µl)  

  غلظت نهايي

Final concentration 

10 x PCR buffer 2.5  1 x  

MgCl2 1.5 1.5 mM 

DNTP 1.5  0.2 mM 

Taq DNA polymerase 0.5  2.5 unit 

Primer 4  0.5 uM 

Template DNA    1 200 ng 

BSA 3  20 mg/ml 

Distilled Water 6  To achieve final volume  

  

ميكروليتر رنگ اضافه شد و سپس در ژل اگارز يك در صد الكتروفورز  3تيوب ، به هر ميكروPCRپس از اتمام واكنش 

 دهي شد. بعد از تشكيل ماتريس يك و صفر،شد. الگوي باندي بر اساس حضور و عدم حضور باند، به صورت يك و صفر امتياز

بدست آمد.  UPGMAها با استفاده از ضريب تشابه جاكارد و دندروگرام بر اساس ماتريس تشابه و به روش ماتريس تشابه ژنوتيپ

  آناليز شد.  PopGene 3.2و نرم افزار  NTSYS v.pc-2.02eها در نرم افزار تجزيه داده
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  ISSR-PCRنش براي انجام مراحل واك انتخاب شدهي يبرنامه زماني و دما .4جدول 

Table 4. Thermocycling program choosed for doing of ISSR-PCR reaction conditions 

  مرحله

Step 

  تعداد سيكل

Number 

of cycle  

  مرحله نام 

Name of step 

  (درجه سانتيگراد) دما

Temperature (ºC) 

 زمان

  (دقيقه)

Time 

(minute)  

  Initial Denaturation 94  5  واسرشت سازي اوليه  1  1

 

 

2 

 

 

35  

  Denaturation 94  0.67  واسرشت سازي

 *متفاوت Annealing  اتصال آغازگر

Different*  

1.5  

  Extention 72  2  بسط آغازگر

  Final Extension  72  10 نهايي بسط  1  3

  درجه سانتيگراد تعريف شد.  42 – 50متفاوت و بين  هاي اتصال پرايمردما *

 

  حثو ب نتايج

استخراج  DNA دهنده كيفيت مناسب كاملاً واضح و بدون كمترين كشيدگي بودند، كه اين نشان ژنومي DNAي باندها

-تكثير و پليهاي مورد بررسي در تمامي نمونه 842و  FM93،827از پنج آغازگر مورد استفاده سه آغازگر . )1(شكل  شده است

 ).4و  3و  2هاي اي پليمراز در ژل آگارز يك درصد الكتروفورز شدند (شكلمورفيسم نشان دادند. محصولات واكنش زنجيره

-قادر به تمايز و گروه بندي ارقام سيب گرديد و ارقام مورد مطالعه را به شش گروه طبقه ISSRدندروگرام حاصل از سه آغازگر 

، محمدي، گلشاهي اوغاز، گلاب اصفهان، سيب ، قاسم آبادي3در گروه اول ارقام محلي گناباد، طبسي شماره ). 5بندي نمود (شكل 

قرمز دماوند و گراني اسميت قرار گرفتند. گروه دوم شامل ارقام زرد لبنان، سيب قرمز خوني لبنان، محلي ساردو، گلاب ساردو، 

يخ احمد تبريز بود. گروه سوم و چهارم به ترتيب شامل ارقام ش 3مشعلي، مربايي مشهد، علي موري دوم رس، اربابي و سيب شماره 

  آبادي بودند. گروه پنجم گل مشهد و گروه ششم عباسي ازغده و اطلسي طبس را شامل شدند.و شفيع
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 :M1شده از برگ ارقام و ژنوتيپ هاي مختلف سيب روي ژل آگارز يك درصد: استخراج  DNA .1 شكل

طبسي : M6محمدي،  :M5گلشاهي اوغاز ،  :M4عباسي ازغده،  :M3گلاب اصفهان،  :M2اطلسي طبس، 

زرد لبنان، : M11مشعلي،  :M10، 3سيب شماره  :M9مربايي مشهد، :  M8احمد تبريز،شيخ  :M7، 3شماره 

M12:  ،گراني اسميتM13:  ،سيب قرمز دماوندM14:  ،سيب قرمز خوني لبنانM15 : ،اربابيM16 : گل

 :M21محلي گناباد، : M20 يع آبادي،فش: M19قاسم آبادي،  M18:علي موري دوم رس، : M17مشهد، 

  نشانگر اندازه :Mگلاب ساردو،  :M22محلي ساردو، 

Figure 1. Extracted DNA from various apple cultivars and genotyps on Agarose gel 

1%:M1: Atlasi Tabas, M2: Golab Esfeha, M3: Abasi Azghadeh, M4: Golshahi Oghaz, 

M5: Mohamadi, M6: Tabasi Number 3, M7: Shaikh Ahmad Tabriz, M8: Morabaei 

Mashhad, M9: Sib Number3, M10: Mashali, M11: Zard Lobnan, M12, Gerani Esmith, 

M13: Sib Ghermez Damavand, M14: Sib Ghermez Khoni Lobnan, M15: Arbabi, M16: 

Gol Mashhad, M17: Ali Mori Dovom Ras, M18: Ghasemabadi, M19: Shafiabadi, M20: 

Mohali Gonabad, M21: Mohali Sardo, M22: Golab Sardo, M: Size Marker 
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. در ژل آگارز يك در صد سيب رقم 22در  FM931باند هاي حاصل از تكثير با استفاده از آغازگر .2شكل 

M1:  علي موري دوم رس،M2 :مشعلي ،M3 : گل مشهد ،M4 : اربابي ،M5 :سيب قرمز خوني لبنان ،M6 :

: M11، 3ارهسيب شم: M10، محلي ساردو M9:، زرد لبنان: M8، گراني اسميتM7 :، سيب قرمز دماوند

عباسي : M16، حمدي: مM15، گلاب ساردو: M14، شفيع ابادي : M13، محلي گناباد: M12، اطلسي طبس

: M21، شيخ احمد تبريز: M20، مربايي مشهد: M19قاسم ابادي، : M18، گلاب اصفهان : M17، ازغده 

  جفت باز 100، دي ان اي سايز ماركر گلشاهي اوغاز :M22، 3ماره طبسي ش

Figure 2. ISSR band-patterns of 22 apple cultivars on agarose gel 1% using FM931 

primer: M1: Ali Mori Dovom Ras, M2: Mashali, M3: Gol Mashhad, M4: Arbabi, M5: Sib 

Ghermez Khoni Lobnan, M6: Sib Ghermez Damavand, M7: Gerani Esmith, M8: Zard 

Lobnan, M9: Mohali Sardo, M10: Sib Number3, M11: Atlasi Tabas, M12: Mohali 

Gonabad, M13: Shafiabadi, M14: Golab Sardo, M15: Mohamadi, M16: Abasi Azghadeh, 

M17: Golab Esfeha, M18: Ghasemabadi, M19: Morabaei Mashhad, M20: Shaikh Ahmad 

Tabriz, M21: Tabasi Number 3, M22: Golshahi Oghaz. M: Size Marker 
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ارقام و نمونه هاي سيب در ژل آگار يك در صد.  827باند هاي حاصل از تكثير با استفاده از آغازگر .3شكل 

M1 ،محلي گنابادM2  ،شفيع اباديM3  ،علي موري دوم رسM4  ،اربابيM5  ،سيب قرمز خوني لبنانM6 

مشعلي، M11گلاب ساردو، M10محلي ساردو،  M9زرد لبنان،  M8گراني اسميت،  M7سيب قرمز دماوند، 

M12  3سيب شماره ،M13  ،مرباي مشهدM14  ،شيخ احمد تبريزM15 3طبسي شماره ،M16  ،قاسمي آباد

M17 گل مشهد ،M18  ،محمديM19 ،گلشاهي اوغازM20 ،عباسي ازغدهM21، گلاب اصفهانM22 اطلسي

  جفت باز 100، دي ان اي سايز ماركر Mطيس. 

Figure 3. ISSR band-patterns of 22 apple cultivars on agarose gel 1% using 827 primer: 

M1: Mohali Gonabad, M2: Shafiabadi, M3: Ali Mori Dovom Ras, M4: Arbabi, M5: Sib 

Ghermez Khoni Lobnan, M6: Sib Ghermez Damavand, M7: Gerani Esmith, M8: Zard 

Lobnan, M9: Mohali Sardo, M10: Golab Sardo, M11: Mashali, M12: Sib Number3, M13: 

Morabaei Mashhad, M14: Shaikh Ahmad Tabriz, M15: Tabasi Number 3, M16: 

Ghasemabadi, M17: Gol Mashhad, M18: Mohamadi, M19: Golshahi Oghaz, M20: Abasi 

Azghadeh, M21: Golab Esfehan, M22: Atlasi Tabas. M: Size Marker 
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عباسي ازغده،  :M1ارقام و نمونه هاي سيب.  842باند هاي حاصل از تكثير با استفاده از آغازگر .4شكل 

M2:  ،گلشاهي اوغاز:M3  ،محلي گنابادM4:  ،شفيع ابادي:M5  ،علي موري دوم رسM6:  ،قاسم ابادي 

:M7  مشهدگل ،:M8  ،اربابيM9:  ،سيب قرمز خوني لبنانM10:  ،سيب قرمز دماوندM11:  ،زرد لبنان

M12:  ،گراني اسميتM13 : ،محلي ساردوM14:  ،گلاب ساردو:M15  ،مشعلي:M16  3سيب شماره ،

M17 : ،مربايي مشهد: M18 ،شيخ احمد تبريزM19:  3طبسي شماره ،M20:  ،محمدي:M21  گلاب

  جفت باز  100دي ان اي سايز ماركر  :Mاطلسي طبس،  M22:اصفهان، 

Figure 4. ISSR band-patterns of 22 apple cultivars on agarose gel 1% using 842 primer: 

M1: Abasi Azghadeh, M2: Golshahi Oghaz, M3: Mohali Gonabad, M4: Shafiabadi, M5: 

Ali Mori Dovom Ras, M6: Ghasemabadi, M7: Gol Mashhad, M8: Arbabi, M9: Sib 

Ghermez Khoni Lobnan, M10: Sib Ghermez Damavand, M11: Zard Lobnan, M12: 

Gerani Esmith, M13: Mohali Sardo, M14: Golab Sardo, M15: Mashali, M16: Sib 

Number3, M17: Morabaei Mashhad, M18: Shaikh Ahmad Tabriz, M19: Tabasi Number 

3, M20: Mohamadi, M21: Golab Esfehan, M22: Atlasi Tabas. M: Size Marker 
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براساس ضريب تشابه  UPGMA با استفاده از روش ISSR آغازگرسه دندروگرام حاصل از  .5 شكل

 .4علي موري دوم رس،  .3 بادي،آشفيع . 2محلي گناباد، . NTSYS v.pc-2.02e .1 افزارتوسط نرم جاكارد

محلي ساردو، . 9زرد لبنان، . 8گراني اسميت، . 7سيب قرمز دماوند، . 6ني لبنان، سيب قرمز خو .5اربابي، 

طبسي  .15شيخ احمد تبريز،  .14مرباي مشهد،  .13، 3سيب شماره . 12مشعلي، . 11گلاب ساردو، . 10

گلاب  .21 عباسي ازغده،. 20 گلشاهي اوغاز،. 19محمدي،. 18 گل مشهد،. 17 قاسمي آباد، .16 ،3شماره

 سباطلسي ط. 22 صفهان،ا

Figure 5. The dedrogram of resulted from three ISSR primers using UPGMA method by 

NTSYS version 2/11. 1- Mohali Gonabad, 2- Shafiabadi, 3- Ali Mori Dovom Ras, 4- 

Arbabi, 5- Sib Ghermez Khoni Lobnani, 6- Sib Ghermez Damavand, 7- Gerani Esmith, 8- 

Zard Lobnan, 9- Mohali Sardo, 10- Golab Sardo, 11- Mashali, 12- Sib Number 3. 13- 

Moraba Mashhad, 14- Shaikh Ahmad Tabriz, 15- Tabasi Number 3, 16- Ghasemabadi, 

17- Gol Mashhad, 18- Mohamadi, 19- Golshahi Oghaz, 20- Abasi Azghade, 21- Golab 

Esfehan, 22- Atlasi Tabas  

  

، بيست و دو ISSRنشان داد كه تعداد مكانهاي چندشكل حاصل از سه آغازگر  PopGenهاي حاصل از نرم افزار داده

آگاهي از تنوع ژنتيكي و ساختار باشد. در صد مي ISSR ،48/81مورف حاصل از سه آغازگر باشد و در صد مكانهاي پليعدد مي

اري مفيد در بيان استراتژي هاي كارآمد حفاظتي در اكوسيستم هاي طبيعي به شمار مي رود. از فاكتورهاي جمعيتي گونه ها، ابز

اصلي گوناگوني تنوع ژنتيكي در بسيار از گونه هاي گياهي مي توان به سيستم تكثير و توليد مثل گونه، نحوه گرده افشاني، 
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وسيستم اشاره كرد. در بين اين فاكتورها عامل اصلي تنوع ژنتيكي جمعيت مكانيسم پراكنش، دامنه جغرافيايي و مرحله تكاملي اك

 22). نتايج مطالعه حاضر در ارزيابي تنوع ژنتيكي Hamrick et al. 1992هاي متفاوت گونه، سيستم توليد مثلي آن مي باشد (

بين ارقام جمع آوري شده بود. مشابه  %)48/81رقم مختلف سيب از مناطق با عرض جغرافيايي متفاوت بيانگر درصد بالاي تنوع (

رقم سيب با استفاده از ماركرهاي  44 ژنتيكي ) در ارزيابي روابطGoulao and Cristina )2001 گزارشدر اين مطالعه  نتيجه

ISSR  وSSR پژوهش و همچنين )Dhyani et al. 2015 تنوع درون جمعيت ارقام مختلف سيب با پراكندگيارزيابي ) جهت -

در همين . سيب مي باشد %) براي گونه70( تنوع بالاي درون جمعيتي حاكي از وجود ISSRلف جغرافيايي با نشانگر هاي مخت

ها نشان داد دادند و نتاج آن قرار بررسي مورد  ISSRهايماركر از استفاده بارا ب ) هشت رقم سيSmolik et al. )2004راستا 

. داد نشانرا مجزا خوشه سهUPGMA ازروش  استفاده با دندروگرامو ) 83بودند (%باند چندشكل  342بابد تكثير شده  414كه از 

) ارزيابي تنوع Khalkhali et al. 2014در پژوهشي ديگر (شد. تشكيل نيز يك گروه جداگانه اي متفاوت از ساير ارقام البته 

صورت  SPSSو  PopGeneبا دو نرم افزار ي اخوشهتجزيه انجام شد و  ISSRواريته سيب با استفاده از ماركرهاي  12ژنتيكي 

بود  48و تعداد لوكوس پلي مورف  96گرفتند كه درصد پلي مورفيسم %گروه مجزا قرار  5 با هر دو نرم افزار واريتهها درگرفت كه 

ر واقع نبود موانع . دجفت باز متغيير بود 3500تا  200باند توسط اين نشانگرها توليد شد كه اندازه باندها بين  226و در مجموع 

توليد مثلي بين گونه اي، خود ناسازگاري و كشت سيب در نواحي كه جوامع وحشي آن به طور طبيعي مستقر شده اند و گرده 

افشاني گسترده توسط حشرات در داخل جمعيت هاي سيب سبب افزايش جريان ژني و در نتيجه افزايش تنوع ژنتيكي درون 

 هاطبيعت فوق العاده متنوع اين نشانگرها و نيز پتانسيل آنبيانگر  مطالعات اخيرهمه  ).Larsen et al. 2006(جمعيتي شده است

 بررسي انجام شده برباشد كه همه تاييد كننده نتايج پژوهش حاضر هستند. در مجموع، ميبراي مطالعه سطوح مختلف جمعيتي 

اين امر نشان  وانند تنوع ژنتيكي بين ارقام را به خوبي نشان دهندتروي ارقام مورد مطالعه نشان داد كه نشانگرهاي مورد نظر مي

مطالعات ديگر مفيد هستند و به عنوان يك مخزن ژني بايد حفاظت بررسي منابع مقاومت و و  ينژاد بهدهد كه اين ارقام براي مي

اربابي صددرصد شباهت ژنتيكي دارند. در مجموع دندروگرام حاصل از سه آغازگر نشان داد كه ارقام علي موري دوم رس و  .شوند

دهد كه اين آغازگر براي بررسي اين ارقام كاربردي ندارد و لذا بهتر است از آغازگرهاي ديگري براي مطالعه آنها اين امر نشان مي

ه احتمالا به دليل در اين بررسي ارقام سيب با پراكنش جغرافيايي متفاوت در گروه هاي ژنتيكي مشابهي قرار گرفتند كاستفاده شود. 

). قرار گرفتن Hamrick et al. 1992( جريان ژني (مهاجرت بذرها) باشد كه گاهي اين مهاجرت سريعتر از حد انتظار مي باشد

ژنوتيپ ها در بين خوشه هاي مناطق ديگر احتمالا اين نكته را بيان مي كند كه انتقال ژنوتيپ هاي برتر از يك منطقه به منطقه 

ته صورت گرفته است و تاييدي بر انجام انتخاب و حفاظت از ژنوتيپ هاي برتر مي باشد. مطالعات نشان مي دهد ديگر در گذش

چند شكلي بالاتري از ساير تكرارهاي دي، تري و تترا  CAو  GA ،AG ،CT ،TC ،ACداراي تكرارهاي  ISSRآغازگرهاي 

) بيشترين چند شكلي را در نمونه ها GA(  CC 6العه آغازگر). در اين مطReddy et al. 2002نوكلئوتيدي نشان مي دهند (

  نشان داد كه نتايج اين مطالعه با اين فرضيه مطابقت داشت. 
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از قابليت بالايي در شناسايي نواحي چند شكلي و تخمين  ISSRدر مجموع بر اساس اين مطالعه مشخص شد كه نشانگر 

-در مطالعات بعدي ميكه  لازم به ذكر است .پلاسم ارقام سيب برخوردار استفاصله ژنتيكي، امكان بررسي تنوع و مديريت ژرم 

  توان ارتباط اين آغازگر را با صفات مختلف بررسي نمود تا اگر ارتباطي بين اين نشانگر و صفت خاصي وجود دارد شناسايي شود.

.   

  منابع

ژنوتيپ پسته ايراني با استفاده از نشانگر  25بي تنوع ژنتيكيارزيا) 1394(محمدي نژاد قاسم  ،توسليان ايرج رامين، ارجمند قهستاني

  .1-18)، 3(7. مجله بيوتكنولوژي كشاورزي ISSR مولكولي

مطالعه تنوع ژنتيكي جمعيت هاي زنبور ) 1395(ليلا  ، مدحتيمهديه امين ، اسدي ، خضريمحمدرضا محمدآباديبهادر ياسر ، 

  .ISSR .7)13 ،(56-49 يگرهااستان كرمان با استفاده از نشان عسل

تعيين تنوع ژنتيكي ارقام گلابي با استفاده از ) 1394( مستانه شريفي ،پايدار سولماز ،حسيني منفرد روح اله ،صفرپور شورباخلو مريم

  . ISSR .7)1 ،(132 -115نشانگرهاي 

بررسي تنوع ژنتيكي در چهار جمعيت بز كركي رائيني با استفاده از ) 1389( ين ، محمدآبادي محمدرضاعسكري ناهيد ، باقي زاده ام

  . ISSR( .5)2 ،(56 -49( لوكوس هاي بين ريزماهواره

بررسي تنوع و روابط ژنتيكي ) 1394( بابك عبدالهي مندولكاني ،معصومي اصل اسد ،قرنجيك شاهرخ ،كشاورزخوب محمدقاسم

  .4 ،(142-129(ISSR .7با استفاده از نشانگرهاي مولكولي  )Vitis vinifera L(هاي انگور  يپبرخي از ژنوت
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