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با  ايران، جنگل هيركاني) .Malus Orientalis Uglitz(شرقي  تنوع ژنتيكي سيب
  ISSR-PCRنشانگر استفاده از 

  4اباصلت حسين زاده كلاگرو  3، حميد عبدالهي1، نرجس اميرچخماقي*2زاده، حامد يوسف1علي خدادوست
  ولوژي جنگلگروه جنگل شناسي و اكدانشكده منابع طبيعي،  نور، دانشگاه تربيت مدرس، 1

  تنوع زيستي-تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده منابع طبيعي، گروه محيط زيست 2
  هاي معتدله و سردسيري كرج، سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج كشاورزي، موسسه تحقيقات علوم باغباني، پژوهشكده ميوه 3

  سي سلولي و مولكوليگروه زيست شنا دانشكده علوم پايه، دانشگاه مازندران،بابلسر،  4

  31/5/95 :تاريخ پذيرش    30/1/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
 بند تا نواحي جنگل هيركاني از مناطق پايينسرتاسر داراي پراكنش وسيع در ) Malus orientalis(سيب شرقي 

ي جنگلهاويشگاه چهارده رپايه از  104 نمونه هاي برگبه منظور بررسي تنوع ژنتيكي، . باشد ميدار  كوهستاني و شيب
 آغازگر 4با استفاده از هاي تكثير شده  DNAچند شكلي ، ژنومي DNA پس از استخراج. ددنجمع آوري شهيركاني 

8YC)GA( ، 8YA)AC( ،(AG)8AT  و(AC)8G  به روشISSR-PCR  كل اين مطالعه نشان داد  . گرديدبررسي
شترين ميزان بي به طوري كه. است 049/0هتروزيگوسيتي ين ميانگبا آلل  385آغازگر، برابر  4ي تكثير شده براي آللها

در شرق  )031/0( و كمترين ميزان آن نيز مربوط به جمعيت افراتخته) 059/0( و لمزر هتروزيگوسيتي در جمعيت كدير
بيل و  سياهي جمعيتهابيشترين فاصله ژنتيكي مربوط به  Nei بر اساس شاخص شباهت ژنتيكي. استان گلستان است

تنوع درون ي ولآناليز واريانس مولك. دينكوه از يكديگر بود ي يوش، افراتخته وجمعيتهاال و كمترين آن مربوط به ماس
كه بيانگر تنوع درون جمعيتي قابل نشان داد، تنوع كل از  درصد 6و  درصد 94به ترتيب را و بين جمعيتي،  جمعيتها

شرايط رويشگاهي متفاوت و فاصله جغرافيايي  علي رغمداد اين تحقيق نشان . ي اين گونه استجمعيتهاملاحظه در 
پايين و ) اي سياه بيل جلگهبه استثناي جمعيت (ي مورد مطالعه جمعيتهااز يكديگر، سطح تمايز ژنتيكي بين  جمعيتهازياد 

اري جريان اين مسئله مي تواند حاكي از سطح بالاي برقر. استبسيار مشابه با يكديگر  جمعيتهاهتروزيگوسيتي درون 
 .ي سيب جنگلي شمال ايران باشدجمعيتهاژن و تبادل ژنتيكي بين 

  .ISSR رتنوع ژنتيكي، سيب وحشي، نشانگهيركاني، ي جنگلها: دييكله هاي واژ

 h.yousfzadeh@modares.ac.ir: ي؛ پست الكترونيك01144523101: نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
اساسي ي چالشهامواد غذايي به عنوان يكي از  تأمين

بازگشت به ذخاير اخير، هاي  دههپيش رو بشر در طي 
 در عمليات به نژاديآنها  و به كارگيري وحشيژنتيكي 

ي مفيد و مقاوم به عوامل ژنها به دليل داشتن ،را
سيب . ، اجتناب ناپذير نموده استنامساعد طبيعي

به سيب جنگلي نيز كه ، )Malus orientalis(شرقي 
دار  و شيبكوهستاني در نواحي جنگلي ، معروف است

د و منطقه قفقاز و روسيه پراكنش دار تركيه، ايران،در 
بر اساس مستندات تاريخي و ژنتيكي ايران نقش مهمي 
را در معرفي اين گونه از شرق آسيا به يونان و رم 
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با گسترش وسيع  اين گونه .)14(كند  مي ايفاءباستان 
زارها و  رختچه، دجنگلهادر نواحي كوهستاني، 

دار، منبع مهم اقتصادي، دارويي،  هاي شيب صخره
 .فتر غذايي و نوشيدني در اين نواحي به شمار مي

ي متابوليتهاه دليل دارا بودن انواع ب سيبامروزه نيز 
از ارزش دارويي ها  هيدروكالونفنولي مانند دي  پلي

اگرچه تاكنون گزارشي از  ).18(است بالايي برخوردار 
رويشگاهي و تنوع ژنتيكي سيب جنگلي در  وضعيت

با راستا  همرسد  ميايران موجود نيست وليكن به نظر 
در سه دهه  به ويژهتخريب گسترده جنگل هيركاني 

سيب نيز مورد تخريب ي رويشگاههااخير، بسياري از 
تنوع ژنتيكي و تعيين  بنابراين بررسي. قرار گرفته است

عنوان يكي گونه، به  مختلف ايني جمعيتها ارتباط بين
نمايد تا بتوان  ميكمك و اساسي اي  گامهاي پايهاز 

تري را براي  صحيحراهكارهاي مديريتي مناسب و 
باغي  - پلاسم اين گونه ارزشمند جنگلي ژرمحفظ 

انواع گوناگوني از محققين  بدين منظور .اتخاذ نمود
مورد را ختي، بيوشيميايي و مولكولي رينشانگرهاي 

ي سنتي روشها آنجايي كهاز  .دهند ميقرار استفاده 
ط با بي مرتويژگيهاتعيين تنوع ژنتيكي گياهان بر اساس 

خصوصيات ظاهري، فنولوژي و كاشت آن گونه است 
 ازو  باشند شرايط محيطي مي تأثيركه به شدت تحت 

محدود و در بسياري از موارد  روشهاديگر اين  سوي
با تشابهات بيشتر  نزديك و هاي پايه قادر به شناسايي

استفاده از نشانگرهاي مولكولي ابزاري  لذا ).19( نيستند
تعيين خصوصيات ژنتيكي ژرم پلاسم  مناسب در

   ).2(رود  ها بر اساس تشابهات ژنتيكي به شمار مي گونه

نشانگرهاي استفاده از تاكنون مطالعات متعددي با 
، RFLP )13(، AFLP )15( ،RAPD )8 مانند؛مولكولي 

براي  )26 و 12 ،16( SSR و) 28( SCARs ،)25 و 20
در بين  .بررسي تنوع ژنتيكي سيب انجام شد

يا  اي ماهوارهمختلف، نشانگر بين ريز نشانگرهاي 
روشي  )ISSR )Inter-simple sequence repeatهمان 

 يا سازي و كلوناست كه به دانش اوليه در مورد ژنوم، 
 چرا ).29 و 16(د نيازي نداراخصاصي طراحي پرايمر 

اساس اين روش تكثير قطعاتي است كه بين توالي كه 
يا همان ) SSR )Simple Sequence Repeatتكراري 

 طرفي چوناز . ميكروساتليتي وجود دارند مي باشد
هم در نواحي  SSRبازي  6-2ي تكراري تواليها

توانند  مياينترون و هم درون نواحي كدكننده يك ژن 
از  ISSR-PCRدر ، )29(د حضور داشته باشن

روي  تا سه نوكلئوتيد كهاستفاده مي شود آغازگرهايي 
اين نشانگر . در يك انتها مكمل شوند SSRتوالي 

استفاده زيادي در مطالعه موجودات يوكاريوتي با تكثير 
و  )29( مجاور و يا معكوس دارد SSRقطعات 
در مطالعات تنوع هاي زيادي از اين نشانگر نيز كاربرد

   .)1( گزارش شدهاي درختي  گونهگياهان ژنتيكي 

 توسط ISSRگلابي با نشانگر  رقم 24تنوع ژنتيكي 

Monte-Corvo  مورد  2001در سال  و همكاران
در اين  DNAچندشكلي  ميزان .بررسي قرار گرفت

اي  مطالعهدر  .)23( آمد به دستدرصد  50/79مطالعه 
ميزان  2001در سال  و همكاران Goulão ديگر توسط

رقم تجاري سيب با استفاده از ماركرهاي  41تشابه 
SSR وISSR  م بينابه بين ارقاشدامنه ت. ارزيابي شد 

براي  71/0-92/0و  SSRبراي نشانگر  78/0تا  20/0
و  Farrokhiهمچنين  .)16( تعيين شد ISSRنشانگر 

ارزيابي تنوع ژنتيكي در بين با  2011در سالهمكاران 
، SSRگر نبا نشا) M. domestica(اكي خورارقام سيب 

گزارش  79/0تا  19/0را تشابه در بين ارقام  ميزان
  .)12( كردند

علي رغم عدم وجود اطلاعات دقيق از تنوع ژنتيكي 
 نسبتاً حضوربه سيب جنگلي در شمال ايران، با توجه 

اين مناطق و شرايط اقليمي، توپوگرافي در آن  گسترده
رود اين گونه داراي تنوع  ظار ميانت ،تفاوتمو ادافيكي 

ضرورت از اين رو  .ژنتيكي بالايي در اين ناحيه باشد



 1395، 4، شماره 29جلد                                                     )             مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

361 

بندي  تيپ شناسايي مناسب و راستاي در پژوهشي انجام
مديريتي، گيريهاي  تصميمپلاسم سيب براي اتخاذ  ژرم

آشكار  به ويژه در شمال ايران با شدت تخريب بالا
اي مبني بر  مطالعهاز آنجايي كه تا كنون هيچ . گردد مي

 نشانگربا  سيب جنگلي هيركانيتنوع ژنتيكي  ارزيابي
ISSR تحقيقاين از  اصلي ، هدفگزارش نشده است، 

سيب و تعيين ساختار جمعيتي بررسي تنوع ژنتيكي 
يي و ي هيركاني در طول گراديان جغرافياجنگلها

   .است گونهارتفاعي پراكنش اين 

  روشهامواد و 
با در نظر گرفتن : نمونه برداري انتخاب رويشگاه و

هاي مورد  شناختي عرصه تغييرات خصوصيات بوم
برداري  ي شمال، نمونهجنگلهاانتشار اين گونه در سطح 

رويشگاه در چهار ناحيه طول  چهاردهاز اين گونه در 

ي جمعيتها(، گيلان: ي هيركاني شاملجنگلهاجغرافيايي 
كدير، ي عيتهاجم(، مازندران )سياه بيل اسالم، ماسال،

 و دينكوه، دلير، دوهزار، جواهرده، كردكوي، لمزر، لز
 )افراتخته، كردكويجمعيت هاي (، و گلستان )يوش

سپس از هر رويشگاه . )1جدول ( انجام شد، مي باشد
با درخت  10واني حضور درخت سيب تا ابسته به فر

از يكديگر ) در صورت امكان(متر  100فاصله حداقل 
انتخاب و نمونه برگ  ،)22( و همكاران Milesبه روش 
  .)1شكل (تهيه شد 

از  DNAاستخراج  :ISSRو تكثير  DNAاستخراج 
 ها با استفاده از روش موري و تامسون بافت برگ نمونه

آغازگر  4براي تكثير نواحي مورد نظر . انجام شد) 24(
، )8YC)GA( ،8YA)ACاي شامل؛  بين ريز ماهواره

(AG)8AT  و(AC)8 G تفاده شداس .  

  
  

  )Malus orientalis(سيب شرقي برداري شده  هاي نمونه مختصات جغرافيايي جمعيت -1جدول 
ناحيه 
 هيركاني

نام رويشگاه
)جمعيت(  

عرض جغرافيايي كد اختصار
)شمالي(  

طول جغرافيايي 
)شرقي(  

ارتفاع از سطح دريا 
)متر(  

لان
 گي
تان

 As 37⁰37'34'' 48⁰46'36'' 1824 اسالم اس

 Si 37⁰38'59'' 48⁰58'59'' 50 سياه بيل
Ma 37⁰18'09'' 48⁰59'27'' 800-900 ماسال  

 
ن م

ستا
ا

ران
زند

ا
 

 Al 36⁰04'45'' 52⁰51'03'' 1850-2000 آلاشت

 Co 36⁰26'21'' 51⁰53'03'' 800-1600 كدير

 D 36⁰20'26'' 51⁰53'27'' 1800-2000 دينكوه

 Da 36⁰18'53'' 51⁰10'01'' 1800-2000 دلير

 Do 36⁰36'39'' 50⁰43'57'' 1229 دوهزار

 Ja 36⁰51'08'' 50⁰28'37'' 1730 جواهرده
 Le 36⁰03'58'' 53⁰08'31'' 1240-1350 لمزر
 Ua 36⁰18'53'' 51⁰48'53'' 2350 لز

 Ub 36⁰18'57'' 51⁰18'57' 1700-1900 يوش

ان 
است

تان
گلس

 Af 36⁰47'21'' 54⁰58'10'' 1470 افراتخته 

 K 36⁰31'33'' 53⁰59'41'' 2030 كردكوي
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درخت مورد نمونه برداري در رويشگاه : الف و ب( در مراحل مختلف رويشي و زايشي آنسيب شرقي برداري شده برخي از درختان نمونه -1شكل 

  )درخت سيب با گل در رويشگاه كدير: درخت سيب با ميوه در رويشگاه دينكوه؛ د: دلير؛ ج
ها بر اساس نتايج موفق محققان روي ساير اين آغازگر

بدين   ). 27و  11، 10( گياهان چوبي انتخاب شدند
 5 :شاملميكروليتر  15 به حجم مورد نياز مواد منظور

 :نام تجاريبا (شركت بايونير  ميكروليتر مستر ميكس
AccuPower® PCR PreMix( ،6  مقطر ميكروليتر آب

براي  كروليتر آغازگرمي 1و  DNAميكروليتر  3، ديونيزه
سپس اين واكنش . شدندط مخلو PCR انجام واكنش

درجه  94دقيقه در دماي  5در سه مرحله شامل 
چرخه با دماي  30گراد به منظور واسرشت اوليه،  سانتي

 45گراد  درجه سانتي 54ثانيه،  30گراد  درجه سانتي 94
دقيقه و در نهايت به  2گراد  درجه سانتي 72ثانيه و 
. انجام شدگراد  سانتيدرجه  72دقيقه در دماي  5 مدت

بر روي ژل اكريل  PCRي محصول پس از بارگذار
آميزي آن به روش نيترات نقره  گنر، شش درصد آميد

 انجام و الگوي نواري باندها مشاهده شد) 3(آمونياكي 
 .)2شكل(

گذاري محل  علامتپس از : ها داده تجزيه و تحليل
هر حضور و عدم حضور ا بر اساس ه ، تمامي پايهباندها

با استفاده از نرم  .كددهي شدنديك  با كد صفر و دبان
 روششاخص تشابه بر اساس  GenAlEx ver. 6افزار 

Nei درصد هاي ژنتيكي از قبيل به همراه ساير پارامتر
سهم تنوع داخل  ايگاه چند شكلي، تنوع ژنتيكي كل،ج

هاي  يهپاجهت نمايش  .محاسبه شد و برون جمعيتي
درختي و ميزان تمايز آنها از يكديگر به تفكيك هر 

) PCA(هاي اصلي  مؤلفهجمعيت با استفاده از آناليز به 
  .انجام شد

  نتايج
جمعيت  14پايه از  104در  SRRبين  تكثير قطعات
و چهار آغازگر  ISSR-PCRبا استفاده از سيب شرقي، 

از مناطق تقريبي اين   اندازهنتايج نشان داد  .انجام شد
در جفت باز  2500تا بزرگترين جفت باز 150كمترين 

كه شامل  ).2شكل( است پلي آكريلاميدالكتروفورز ژل 
آناليز . آغازگر مي باشد 4آلل تكثير شده براي  385

، )He( تنوع ژنتيكيميزان : پارامترهاي آماري شامل
ي آللهاتعداد ) Ne( مؤثر، تعداد آلل )I(شاخص شانون 
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  ). 2جدول(شد انجام ) Pp(مورفيك  و درصد جايگاه پلي )Na(متفاوت 

 
يك تا شماره مربوط به درخت نمونه هاي : ترات نقره آمونياكييدر ژل پلي آكريلاميد با رنگ آميزي ن ISSR-PCRالكتروفورز محصولات  -2شكل 

DNA). Cat 3000bp.-100-100bp plus Ladderنمايانگر ماركر  M؛ جمعيت سياه بيل براي چهار آغازگر مورد مطالعه 10

PR911653, CinnaGen Co. No..(   
نتايج نشان داد بيشترين ميزان هتروزيگوسيتي در 

و كمترين ميزان آن نيز مربوط به  و لمزر جمعيت كدير
در اين . جمعيت افراتخته در شرق استان گلستان است

بين جمعيت سياه بيل علي رغم شرايط رويشگاهي 
وچك و عدم امكان تبادل ژنتيكي با اندازه ك(خاص 

 053/0(از هتروزيگوسيتي نسبتاً مشابه ) ساير جمعيتها
He=( بر اساس . با ساير جمعيتها برخوردار بود

بيشترين فاصله ژنتيكي  Nei شاخص شباهت ژنتيكي
مربوط به جمعيتهاي سياه بيل و ماسال و كمترين آن 

 ازدينكوه  و جمعيتهاي يوش، افراتخته به مربوط
  ).3جدول (يكديگر بود 

تنوع ، )AMOVA( آناليز واريانس مولكوليهمچنين 
درون جمعيتها و بين جمعيتي مشاهده شده، را به 

درصد تنوع كل نشان داد، كه  6درصد و  94ترتيب 
بيانگر تنوع درون جمعيتي قابل ملاحظه در جمعيتهاي 

آناليز تجزيه به ). 4جدول(است سيب شرقي گونه 
به منظور مطالعه ميزان تنوع و ) PCA(اصلي  هاي مؤلفه

تمايز جمعيتها، از يكديگر انجام شد، كه تمايز بالاي 
از ) هاي آن برخي از پايه(جمعيتهاي سياه بيل و لز 

شكل (ساير جمعيتها با فاصله نسبتاً زياد را نشان داد 
3 .(  
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  اي ر اساس نشانگر بين ريز ماهوارهناحيه هيركاني ب سيب شرقيهاي  تنوع ژنتيكي بين جمعيت -2جدول 

هايتعداد الل مقادير جمعيت
)Na(متفاوت

هايتعدادالل
)Ne(موثر

شاخص
)شانون I)

 تي موردسيهتروزيگو
 )He(انتظار

درصدجايگاه پلي 
  )P%(مورفيك 

265/0 ميانگين افراتخته  044/1  052/0  031/0  25/13  

SM 035/0  007/0  007/0  004/0   

ينميانگ آلاشت  665/0  068/1  097/0  054/0  25/33  

SM 048/0  006/0  008/0  005/0   

582/0 ميانگين اسالم  065/1  089/0  050/0  09/29  

SM 046/0  007/0  008/0  005/0   

634/0 ميانگين كدير  077/1  103/0  059/0  69/31  

SM 047/0  007/0  008/0  005/0   

556/0 ميانگين دينكوه  056/1  081/0  044/0  79/27  

SM 046/0  006/0  007/0  004/0   

332/0 ميانگين دلير  058/1  069/0  042/0  62/16  

SM 038/0  007/0  008/0  005/0   

457/0 ميانگين دوهزار  065/1  085/0  049/0  86/22  

SM 043/0  007/0  008/0  005/0   

 جواهرده
665/0 ميانگين  067/1  097/0  053/0  25/33  

SM 048/0  006/0  008/0  004/0   

525/0 ميانگين كردكوي  056/1  079/0  044/0  23/26  

SM 045/0  006/0  007/0  004/0   

660/0 ميانگين لمزر  076/1  105/0  059/0  99/32  

SM 048/0  007/0  008/0  005/0   

400/0 ميانگين ماسال  075/1  086/0  053/0  00/20  

SM 041/0  009/0  009/0  006/0   

 سياه بيل
597/0 ميانگين  071/1  093/0  053/0  87/29  

SM 047/0  008/0  008/0  005/0   

629/0 ميانگين لز  053/1  081/0  043/0  22/19  

SM 047/0  005/0  007/0  004/0   
395/0 ميانگين يوش   059/1  072/0  043/0  74/19  

 SM 041/0  008/0  008/0  005/0   

536/0 ميانگين كل  064/1  086/0  049/0  79/26  

SM 013/0  002/0  002/0  001/0  85/1  

  
  

 سيب شرقي ناحيه هيركاني بر اساس نشانگرنتايج آناليز واريانس مولكولي، درصد تنوع درون و بين جمعيتي   -4جدول

درجهمنبع تغييرات
 آزادي

مجموع
 مربعات

ميانگين
 مربعات

درصد  واريانس
 فراواني

 =< P(rand مقدار آماره
data) 

2/338 13ها بين جمعيت  02/26  15/1  %6PhiPT 06/0  010/0  

7/1542 87ها جمعيت درون  73/17  73/17  %94     

05/1881 100 كل  894/18%100     
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  Nei فاصله ژنتيكيهاي سيب شرقي ناحيه هيركاني بر اساس  فاصله ژنتيكي جمعيت -3جدول
Ub Ua Si Ma Le K Ja Do Da D Co As Al Af كد جمعيت 

             0 Af 

            0 006/0  Al 

           0 005/0  006/0  As 

          0 005/0  005/0  006/0  Co 

         0 005/0  005/0  005/0  004/0  D 

        0 006/0  006/0  007/0  007/0  007/0  Da 

       0 007/0  005/0  007/0  006/0  006/0  006/0  Do 

      0 006/0  006/0  004/0  006/0  005/0  005/0  005/0  Ja 

     0 005/0  006/0  006/0  005/0  007/0  005/0  005/0  004/0  K 

    0 006/0  005/0  006/0  007/0  005/0  006/0  006/0  005/0  006/0  Le 

   0 008/0  008/0  008/0  008/0  009/0  007/0  008/0  008/0  008/0  008/0  Ma 

  0 010/0  008/0  008/0  007/0  008/0  008/0  007/0  008/0  008/0  007/0  008/0  Si 

 0 01/0  011/0  009/0  009/0  008/0  01/0  009/0  009/0  009/0  009/0  01/0  009/0  Ua 

0 009/0  009/0  009/0  006/0  005/0  005/0  006/0  0070/  004/0  006/0  006/0  006/0  004/0  Ub 

  

  
  هاي اصلي بر اساس آناليز تجزيه به مولفه كانيسيب شرقي ناحيه هيرهاي درختي جمعيت هاي مورد مطالعه  پراكنش پايه -3شكل

  بحث
 ،ها گونه و ساختار جمعيتي تنوع ژنتيكي آگاهي از

استراتژيهاي كارآمد حفاظتي در در ارائه  مفيدابزاري 
در بسياري  .)7( رود ي طبيعي به شمار مياكوسيستمها

  ههاي گياهي سيستم توليدمثلي گونه، شيوه گرد از گونه
يسم پراكنش و دامنه جغرافيايي و مرحله مكانافشاني، 

تكاملي اكوسيستم به عنوان عوامل اصلي تفاوت در 
در ميان . روند ها به شمار مي الگوي تنوع ژنتيكي گونه
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اين عوامل سيستم توليدمثلي گونه سيستم لقاح عامل 
متفاوت از گونه ي جمعيتهادر تنوع ژنتيكي  مؤثراصلي 
  ).17(باشد  نظر مي مورد

اي، خودناسازگاري و  ن موانع توليدمثلي بين گونهفقدا
كشت سيب در نواحي كه جوامع وحشي آن به طور 

و همچنين گرده افشاني گسترده  اند طبيعي مستقر شده
سبب  )21(سيب ي جمعيتهاداخل توسط حشرات در 

افزايش تنوع ژنتيكي افزايش جريان ژني و در نتيجه 
. گردد مي تهاجمعيدرون جمعيتي و كاهش تمايز بين 

ي جمعيتهانتايج مطالعه حاضر در ارزيابي تنوع ژنتيكي 
 دروندرصد بالاي تنوع  مختلف سيب جنگلي بيانگر

اي  مشابه اين نتيجه در مطالعه. جمعيتي در اين گونه بود
در تعيين  )2015(، همكاران و Dhyaniتوسط 

آمده  به دستخصوصيات ژنتيكي ارقام مختلف سيب 
از موقعيتهاي جغرافيايي متفاوت و ارتفاع از سطح دريا 

 73تا  53طوري كه  به. متر مشاهده شد 2780تا  1771
درصد تنوع كل در اين ارقام را تنوع درون جمعيتي 

 Oliveiraو  Goulaoبه طور مشابه  .)9( شد شامل مي
رقم سيب با استفاده  41نيز در ارزيابي روابط  )2001(

تنوع بالاي درون وجود  ISSR و SSRهاي از ماركر
هم . )15( اين گونه را گزارش كردند براي جمعيتي

نيز نتايج تحقيق حاضر  راستا با نتايج ساير محققين،
جنگل تنوع درون جمعيتي بالاتر سيب  حاكي از
 .باشد جمعيتي آن مي بيندر مقايسه با تنوع هيركاني 

نوع بالاي جريان ژني سريع در درختان عامل اصلي ت
با توجه به تفاوت . )17( رود درون جمعيتي به شمار مي

ي جمعيتهافاحش در گراديان جغرافيايي و ارتفاعي 
درصد پايين تنوع بين جمعيتي موجود در اين مطالعه و 

ي مختلف جمعيتهاجريان ژني در بين رسد  مير به نظ
به دليل خودناسازگاري و دگرآميزي در اين گونه بسيار 

در همين راستا، مشخص است كه . افتد تفاق ميسريع ا
گستردگي مناطق نمونه برداري شده،  علي رغم

، در حدود ميانگين جمعيتهاهتروزيگوسيتي تك تك 

در اين . بود )He=049/0(  هتروزيگوسيتي كل جمعيت
جمعيت افراتخته از ميانگين هتروزيگوسيتي  بين تنها

 جمعيتهااير نسبت به س ) He=031/0( تري پايينبسيار 

برخوردار بود كه اين مسئله را مي توان به شدت 
محل (تخريب اين رويشگاه و تبديل اراضي جنگلي 

اگرچه  .به اراضي زراعي مرتبط دانست) نمونه برداري
در بسياري از مطالعات تمايز پايين جمعيتي براي جنس 

اين بر اساس نتايج اما ) 26و  14، 6(سيب گزارش شد 
ترين حد  پايينياه بيل واقع در س تحقيق، جمعيت

منطقه (پراكنش سيب در جنگل هيركاني  جغرافيايي
 جمعيتهااز ساير  )متر سطح دريا 50جلگه اي با ارتفاع 

هاي درختي زمان باز شدن  گونهتمام در . متمايز شد
از الگوي تغييرات تدريجي ژنتيكي ها و گلدهي  جوانه

ايي محل وابسته به ارتفاع، طول و عرض جغرافي
 تمام عرضاين امر در  .كند ها تبعيت مي استقرار پايه

تر به دليل حرارت  پايينجغرافيايي جنوبي يا ارتفاعات 
جغرافيايي شمالي يا ارتفاعات  ببيشتر، زودتر از عرض

تغيير در زمان گلدهي يك جمعيت  .دهد بالاتر رخ مي
 2( شود ي مختلف ميجمعيتهامنجر به تمايز آن در بين 

بنابراين قابل انتظار است كه جمعيت سياه بيل به  .)4و 
متر از سطح دريا و با  50دليل قرار گرفتن در ارتفاع 

متر از نزديكترين جمعيت  1500فاصله حداقل 
به دليل ) اسالم(برداري شده در اين تحقيق  نمونه

متمايز  جمعيتهاروز گلدهي زودتر از ساير  20حداقل 
  .باشد

  گيري نهايي نتيجه

اين اولين گزارش در راستاي آگاهي از سطح تنوع و 
ي سيب جنگلي شمال ايران با جمعيتهاتمايز ژنتيكي 

شرايط رويشگاهي  علي رغم. رويكرد مولكولي است
از يكديگر،  جمعيتهامتفاوت و فاصله جغرافيايي زياد 

به (ي مورد مطالعه جمعيتهاسطح تمايز ژنتيكي بين 
پايين و ) ه بيلاي سيا جلگهاستثناي جمعيت 
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. مشابه با يكديگر بود جمعيتهاهتروزيگوسيتي درون 
تبادل ژنتيكي سطح بالاي حاكي از تواند  مياين مسئله 

  .جنگلي شمال ايران باشد ي سيبجمعيتهابين 

  تشكر و  قدر داني

هزينه هاي اين تحقيق با حمايت صندوق پژوهشگران 
 مينتأو فناوران كشور و نيز دانشگاه تربيت مدرس 

شده است و از اين طريق از مسئولين مربوطه، تشكر 
همچنين از همه كساني كه در . قدرداني مي شود

برداري اين تحقيق كمك نمودند، سپاسگزاري  نمونه
 . شود مي

 منابع

 .1394. ، يوسف زاده، ح.، فلاح، ف.حسين زاده كلاگر، ا -1
) Betula pendula(ي توس جمعيتهاتنوع و تمايز ژنتيكي 

، CD(سه  ناحيه  DNAيران، با استفاده از چند شكلي ا

DT  وK1K2 (سلولي پژوهشهاي مجله. ژنوم كلروپلاستي 

  . 201- 191 ):2(28، )ايران شناسي زيست مجله( مولكولي و

2- Agarwal, M., Shrivastava, N., and Padh, H., 
2008. Advances in molecular marker 
techniques and their applications in plant 
sciences. Plant Cell Reports, 27: 617-631. 

3- Alberto, F., Bouffier, L., Louvet, J.M., Lamy, 
J.B., Delzon, S., and Kremer, A., 2011. 
Adaptive responses for seed and leaf 
phenology in natural populations of sessile 
oak along an altitudinal gradient. Journal of 
Evolutionary Biology, 24:1442-1454.  

4- Bassam, B. J., Caetano-Anolles, G., and 
Greesshoff, P.M., 1991. Fast and sensitive 
silver staining of DNA in polyacrylamide 
gels. Analytical Biochemistry. 19: 680-683. 

5- Chuine, I., and Cour, P., 1999. Climatic 
determinants of budburst seasonality in four 
temperate-zone tree species. New 
Phytologist, 143:339-349. 

6- Coart, E., Vekemans, X., Smulders, M.J.M., 
Wagner, I., Huylenbroeck, J., Bockstaele, E., 
and Rolda´n-Ruiz, I., 2003. Genetic variation 
in the endangered wild apple (Malus 
sylvestris L.) in Belgium as revealed by 
amplified fragment length polymorphism 
and microsatellite markers. Molecular 
Ecology, 12:845-857. 

7- Dantas. A., Silva de, M., Fortes, J.A., and 
Rombaldi, C., 2000. RAPD in Somaclones 
of Apple Rootstocks Cultivar M.9 
Regenerated from Aluminium Medium. 
Revista-Brasileira-de-Fruticultura (Brazil), 
2: 303-305. 

8- Dávila, J.A., Sánchez dela Hoz, M.O., 
Loarce, Y., and Ferrer, E.,1998. The use of 
random amplified microsatellite 
polymorphic DNA and coefficients of 

parentage to determine genetic relationships 
in barley. Genome, 41:486-477. 

9- Dhyani, P., Bahukhandi, A., Jugran, A., 
Bhatt, I., Rawal, R., and Pande, V., 2015. 
Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) 
markers based genetic characterization of 
selected Delicious group of apple cultivars. 
International Journal of Advanced Research, 
3: 591-598. 

10- Fang, D., Krueger, R.R., and Roose, M.L., 
1998. Phylogenetic relationships among 
selected Citrus germplasm accessions 
revealed by intersimple sequence repeat 
(ISSR) markers. Journal American Society 
Horticulture Science, 123: 612–617. 

11- Fang, D.Q., Roose, M.L. , Krueger, R.R., and 
Federici, C.T., 1997. Fingerprinting trifoliate 
orange germplasm accessions with isozymes, 
RFLPs, and inter-simple sequence repeat 
markers. Theoretical and Applied Genetics, 
95:211–219. 

12- Farrokhi, J., Darvishzadeh, R.,  Naseri, L., 
Mohseni Azar, M., and Hatami Maleki, H., 
2011.  Evaluation of genetic diversity among 
Iranian apple (Malus × domestica Borkh.) 
cultivars and landraces using simple 
sequence repeat markers. Australian Journal 
of Crop Science, 5:815-821. 

13- Gardiner, S.E., Bassett, C. Madie and Noiton, 
D.A.M., 1996. Isozyme, random amplified 
polymorphic DNA (RAPD), restriction 
fragment-length polymorphism (RFLP) 
markers to deduce a putative parent for the 
‘Braeburn’ apple. Journal of the American 
Society for Horticultural Science, 121: 996-
1001. 



 1395، 4، شماره 29جلد                                                     )             مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

368 

14- Gharghani, A., Zamani, Z, Talaie, A., 
Oraguzie, N.C., Fatahi, R., Hajnajari, H., 
Wiedow, C., and Gardiner, S.E., 2009. 
Genetic identity and relationships of Iranian 
apple (Malus× domestica Borkh.) cultivars 
and landraces, wild Malus species and 
representative old apple cultivars based on 
simple sequence repeat (SSR) marker 
analysis. Genetic resources and crop 
evolution, 56: 829-842. 

15- Goulão, L., and Oliveira, C.M., 2001. 
Molecular characterization of cultivars of 
apple (Malus× domestica Borkh.) using 
microsatellite (SSR and ISSR) markers. 
Euphytica, 122 : 81-89. 

16- Goulão, L., Cabrita L., Oliveira, C.M., and 
Leitão, J.M., 2001. Compar- ing RAPD and 
AFLP analysis in discrimination and 
estimation of genetic similarities among 
apple (Malus domestica Borkh.) cultivars. 
Euphytic, 3:259-270. 

17- Hamrick, J.L., Godt, M.J.W., and Sherman-
broyles, S.L. 1992. Factors influencing 
levels of genetic diversity in woody plant 
species. New Forest, 5: 95-124. 

18- Ibdah, M., Berim, A., Martens, S., 
Valderrama, A.L.H., Palmieri, L., 
Lewinsohn, E., and Gang, D.R. 2014. 
Identification and cloning of an NADPH-
dependent hydroxycinnamoyl-CoA double 
bond reductase involved in dihydrochalcone 
formation in Malus×domestica Borkh. 
Phytochemistry, 107: 24-31. 

19- King, R.A., and Ferris, C., 2000. Chloroplast 
DNA and nuclear DNA variation in the 
sympatric alder species Alnus cordata 
(Lois.) Duby and A. glutinosa (L.) Gaertn. 
Biological Journal of the Linnean Society, 
70: 147– 160. 

20- Koller, B., Lehmann, J.M., McDermott and 
Gessler, C., 1993. Identification of apple 
cultivars using RAPD markers. Theoretical 
and Applied Genetics, 85: 901-904. 

21- Larsen A.S., Asmussen C.B., Coart E., Olrik 
D.C., and Kjer E.D., 2006. Hybridization 
and genetic variation in Danish populations 
of European crab apple (Malus sylvestris), 
Tree Genetics and Genomes, 2 (2): 86-97. 

22- Miles, T. R., Miles Jr, T. R., Baxter, L. L., 
Bryers, R. W., Jenkins, B. M., and Oden, L. 
L., 1995. Alkali deposits found in biomass 
power plants: A preliminary Investigation of 
Their Extent and Nature. 1: 433-8142. 

23- Monte-Corvo, L., Goulao, L., and Oliveira, 
C., 2001. ISSR analysis of cultivars of pear 
and suitability of molecular markers for 
clone discrimination. Journal of the 
American Society for Horticultural Science, 
126: 517-522. 

24- Murray, M.G., and Thompson, W.F., 1980. 
Rapid isolation of high molecular weight 
plant DNA. Nucleic Acids Research, 8: 
4321-4325. 

25- Nasiri, M., Yari, R., and Abedini, A., 2015. 
The Study of Genetic Variation of Malus 
Orientalis Plant Using Rapd –Pcr in 
Lorestan Province. International Journal of 
Review in Life Science, 5: 192-202. 

26- Pereira-Lorenzo, S., Ramos-Cabrer, A.M., 
and Diaz-Hernandez, M.B.,2007. Evaluation 
of genetic identity and variation of local 
apple cultivars (Malus 9 domestica Borkh.) 
from Spain using microsatellite markers. 
Genetic Resources and Crop Evolution, 
54:405-420. 

27- Tsumara, Y., Ohba, K., and Strauss, S.H., 
1996. Diversity and inheritance of inter-
simple sequence repeat polymorphisms in 
douglas-fi r (Pseudotsuga menziesii) and 
sugi (Cryptomeria japonica). Theoretical and 
Applied Genetics, 92:40–45. 

28- Xu, M., Huaracha, E., and Korban, S.S., 
2001. Development of sequence-
characterized amplified regions (SCARs) 
from amplified fragment length 
polymorphism (AFLP) markers tightly 
linked to the Vf gene in apple. Genome, 
44:63-70. 

29- Zietkiewicz, E., Rafalski, A., and Labuda, D., 
1994. Genome fingerprinting by simple 
sequence repeat (SSR)-anchored polymerase 
chain reaction amplification. Genomics, 20: 
176-183. 

 

 



 1395، 4، شماره 29جلد                                                     )             مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

369 

Genetic Diversity of Malus orientalis in Hyrcanian Forest 
Using ISSR-PCR Markers 

Khodadost A.1, Yousefzadeh H.2, Amirchakhmaghi N.1, Abdollahi H.3 and 
Hosseinzadeh Colagar A.4 

1 Forestry Dept., Faculty of Natural Resources and Marine Sciences, Tarbiat Modares University, 
Noor, I.R. of Iran 

2 Invironmental Dept., Faculty of Natural Resources and Marine Sciences, Tarbiat Modares 
University, Noor, I.R. of Iran 

3 Host/Pathogen Interaction & Biotechnology of Fruit Trees Dept., Seed and Plant Improvement 
Institute, Karaj, I.R. of Iran 

4 Molecular and Cell Biology Dept., Faculty of Basic Sciences, University of Mazandaran, Babolsar, 
I.R. of Iran 

Abstract 

Apple (Malus orientalis.) distributed throughout the Hyrcanian forest from 
lowland regions to steep and mountainous areas. For evaluation genetic diversity, 
leaf material were collected from 104 individual of were 14 population. DNA was 
extracted and DNA polymorphism were considered using four primers (GA)8YC, 
(AC)8YA,(AG)8AT and (AC)8G with ISSR-PCR method. The results showed that 
for four primers was detected 385 allele with 0.049 heterozygosiyt.The mean 
heterozygosity was 0.049 and varied from 0.031 in “Afratakhte” population to 
0.059 in “kodir” and “Lamzer” populations. The maximum Nei genetic distance 
was belong to “Siahbill” and “Masal” populations and the minimum was related 
to “Yoush”, “Afratakhte” and “Dinekooh”. the AMOVA result indicated that the 
intra and inter population diversity were 94% and 6%, respectively that indicate 
significant within population diversity of this species.Despite the different habitat 
conditions and long geographical distance among populations, The low genetic 
differentiation (excluding Siahbill population) and similar heterozygosity within 
populations suggest high gene flow among populations of Malus orientalis in 
north of Iran. 
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