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 هاي تجاري  هاي البرز مرکزي، ارقام و پایه در مقایسه با برخی ژنوتیپ
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 ایران ،تهران اسلامی، آزاد دانشگاه تحقیقات، و علوم واحد آلی، شیمی گروه3کشاوري شهرستان رشت،  جهاد2

  13/08/96: ؛ تاریخ پذیرش 27/03/96: یافتتاریخ در
 1دهیچک

هاي بسیار  کشت و کار این محصول از زمان. باشد اي مناطق معتدله می  محصولات میوهینتر مهمسیب یکی از : سابقه و هدف
 ذخایر یابی ارزو يآور جمع. اند هاي این گیاه نامیده  و حتی برخی منابع، ایران را یکی از زادگاهشد یمدور در ایران انجام 

اصلاح درختان سیب، امروزه با  .باشد یم میوه درختان ينژاد به يها در برنامه مرحله ترین یاساس ،یو خارج داخلی پلاسم ژرم
که اکثر  اینبا توجه به . باشد یم مقاومت يها ژنتر سیب، بر پایه  توجه به اهمیت تغذیه سالم و تولید پایدار میوه با کیفیت بیش

هاي بومی که حاصل  ؛ اما در مورد ژنوتیپباشد یم، تنوع ژنتیکی کمی مورد انتظار ندشو یمصورت رویشی تکثیر  یب به سارقام
  . باشند نتاج بذري میها اکثراً  یابد زیرا این ژنوتیپ باشند، این تنوع مورد انتظار افزایش می هاي برتر می انتخاب ویژگی
هاي بومی سیب مربوط به مناطق کاشت  سی تنوع ژنتیکی اندامکی برخی ژنوتیپ سعی شده است نسبت به برردر این پژوهش

، M9 و M4ها با دو رقم تجاري رد دلیشز و فوجی و دو پایه  غرب ایران و البرز مرکزي و مقایسه آن عمده این محصول در شمال
  .اقدام گردد

  

 ژنومی DNA  صورت گرفت ویافته اي جوان و کاملاً توسعهه برداري از برگ نمونه، منظور انجام این پژوهش به :ها مواد و روش
، K1K2(، چهار جفت آغازگر اختصاصی براي ژنوم کلروپلاست نمونه سیب 30بررسی تنوع اندامکی،  براي. ها استخراج شد آن

CS ،HK و TF ( و دو آنزیم برشی)EcoRI و MseI(  شکافتن قطعات تکثیر شده یچندشکلدر روش )CAP( ده شدکار بر هب .
  .ها، مورد استفاده قرار گرفتند  دادهتجزیه و تحلیل براي POPGENE و NTSYSهاي  برنامه

  

 درصد کل ژنوم 13/4کار برده شده، سه نشانگر داراي قدرت تکثیر مناسب بودند که در کل،  هاز بین این چهار نشانگر ب: ها یافته
 با H4ها، در مجموع هشت هاپلوتایپ شناسایی شد که هاپلوتایپ   نمونهبا بررسی هاپلوتایپی. کلروپلاست سیب را تکثیر نمودند

هاي حذف و اضافه   جهشدلیل رخ دادن   بهها يبند گروهتمام این . ترین گروه بود ها، بزرگ  درصد از کل نمونه66/26پوشش 
ترتیب  به )Gstc(ها جمعیت کی بینو تفاوت ژنتی) Hs(جمعیتی  ، میانگین تنوع بین)Ht(حداکثر تنوع ژنتیکی . ودایجاد شده ب

   .دست آمد ه ب0481/0 و 4451/0، 467/0

                                                
  shjahangirzadeh@yahoo.com: مسئول مکاتبه *
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هاي مناطق مورد بررسی وجود ندارد؛   ساختار ژنتیکی مدونی مابین نمونهگونه یچهنتایج این بررسی نشان داد که : گیري نتیجه
هاي سیب و   براي شناسایی ژنوتیپشدهیرت تکث شکافتن قطعایچندشکلهمچنین این نتایج تأیید نمودند که امکان کاربرد روش 

هاي سیب مشاهده شد اما این تنوع   اندامکی بین ژنوتیپDNAبا استفاده از این نشانگرها، تنوع ژنتیکی در . ارقام آن وجود دارد
تعداد آغازگرها و رسد شاید با افزایش  نظر می به. هاي مناطق مختلف را از هم منفک نماید   نبود که قادر باشد ژنوتیپيا گونه به

دلیل  هاي سیب بومی ایران به همچنین نتایج این بررسی نشان داد که ژنوتیپ. یافت  دستهاي برشی، بتوان به این تفکیک  آنزیم
   .باشند اند، داراي تنوع ژنتیکی بالایی می  جنسی تکثیر شدهصورت به گذشته درکه اکثراً  آن
  

  Malus هاپلوتایپ،، )CAP (یرشدهتکث شکافتن قطعات یچندشکلومی کلروپلاست، پرایمر عم، آنزیم برشی : کلیدييها واژه
  

  مقدمه
 محصولات میوه نقاط ینتر مهمسیب اهلی یکی از 

 Rosaceaeخانواده . )33( سرد و معتدل جهان است
 گونه 55 حدودبا ) سیب (Malusشامل جنس 

 بالاتر از جنس يها گروه به ها ینامتفاوت است که 
  گردند   میيبند گروه، اي گونه ینبو ) ريبخش و س(

 تر کوچکهاي  تواند خود به گروه  میگونه هرو 
بخشی از . )25(  یا کالتیوارها تقسیم گردداي گونه ینب

) Malus(مشکلات گیاهشناسی مربوط به سیب 
، جایی که استعلت ارتباط بشر با گیاه مذکور  به

  تاریکاي هاي وحشی نقطه تشخیص کالتیوارها و گونه
دلیل شناسایی  گردد که این امر، بدین و مبهم می

 و این )17( گردد  مجزا مشکل میهاي يبند گروه
مشکل از طریق پی بردن به روابط مادري بین ارقام، 

  .است حل قابل
 گیاهان ا کلروپلاست.ان.دياطلاعات موجود در 

علت عدم  براي مطالعات فیلوژنی و ژنتیک جمعتی به
 موردنین وراثت مندلی این ژنوم بسیار پیروي از قوا

 و اکثر )18( در بسیاري از گیاهان. )27( است علاقه
دانگان، مشاهده شده است که این اندامک از مادر  نهان

 درجه وراثت از سوم یکرسد با حدود  به ارث می
 ا.ان.دي این مولکول .)31 و 26، 13 (طریق دو والد

)cpDNA (در ساختار  یشدگ حفاظت حالت شدت به
 جفت ینبنابرا )22 (دهد را از خود نشان می

 نواحی این پرایمرهاي زیادي براي تکثیر برخی
 28، 11، 10، 8، 6، 5، 1 (مولکول طراحی شده است

 .)30و 

 )ا کلروپلاستی.ان.دي عمدتاً(سیتوپلاسمی  نشانگرهاي
 قرارمورد استفاده  تکامل نژادي مطالعات از بسیاري در

 نشانگر دو هر از مشترك استفاده ما ا استگرفته
در ) ا میتوکندریایی.ان.دي و ا کلروپلاستی.ان.دي(

 دو هر آن در که در گیاهانی جمعیت مطالعات
 ارث به پدر و مادر همان از ا.ان.دي يها اندامک

  مثالعنوان به استثنا، چند با(است  یرمعمولغ ،روند یم
  و همکاران1لاپقیو-  دومولینشده توسط انجام طالعهم
)6((. 

  کلروپلاستDNAشده از  می طراحیآغازگرهاي عمو
 ژنوم  کدکنندهشده حفاظت شدت بهمناطق  با اکثر

مجاورت نواحی  در و کلروپلاست مطابقت دارد،
و این  )6 (ت اسگرفته قرارکدکننده بسیار متغیر غیر

 توارث، نحوه ژنتیکی، تنوع براي تشخیص آغازگرها
 يها راه، رابطه جغرافیایی و )10 (فیلوژنی هاي یبررس

 شناسایی ، در)11 (عصر یخبندان  بعد ازها گونهتکامل 
و  )11 (يا هسته ا.ان.دي نشانگر در ترکیب با ها دورگه

 استفاده مورد )10 (نزدیک مرتبط هاي گونه مطالعه براي
 ژنوم در یرشدهتکثهضم این نواحی  .گیرند یمقرار 

 براي ا کلروپلاست.ان.دي هاي تنوع بسیاري از بررسی

                                                
1- Dumolin-Lapegue 
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فهمیدن و درك روابط فیلوژنی و جمعیتی در خانواده 
Rosaceaeو 23، 20، 19، 3، 2 (کار رفته است ه ب 

29(.  
 از روش واکنش )19 (موهانتی و همکاران

 تفاوت طول قطعات حاصل از - پلیمرازاي یرهزنج
براي بررسی تنوع ) پی.ال.اف. آر- آر.سی.پی(هضم 
DNA ستی جمعیت وحشی کلروپلاPrunus avium 

 آن ارقام اروپا و برخی دار خزاناز پنج جنگل درختان 
 از پنج جفت ها آندر این مطالعه . استفاده کردند

، K1K2 ،HK ،CD(پرایمر تخصصی کلروپلاست 
VL ،rpoCC (لاپقیو و  - دیولومینمعرفی شده توسط

شده را استفاده کردند و هر قطعه تکثیر )6 (همکاران
) Alu I و Hinf I ،Taq I(وسط سه آنزیم برشی ت

 کل  درصد8/10در این مطالعه . مورد هضم قرار دادند
ژنوم کلروپلاست مورد بررسی قرار گرفت که هشت 

 هاپلوتایپ توزیع شده 12اضافه که در  /جهش حذف
، H1 ،H2(بود شناسایی گردید که شش هاپلوتایپ 

H3 ،H4 ،H5 و H6 (در جمعیت وحشی و هشت 
 و H2 ،H6 ،H7 ،H8 ،H9 ،H10 ،H11( هاپلوتایپ

H12 (دو هاپلوتایپ . در کالتیوارها مشاهده شدندH2 
 در هر دو جمعیت مشترك بودند و هاپلوتایپ H6و 

H2ترین هاپلوتایپ در بین جمعیت وحشی   فراوان
 و بررسی امکان پژوهشنتیجه کلی حاصل از این  .بود

 تفاوت طول -مراز پلیاي یرهزنجکار برد روش واکنش 
را براي ) PCR-RFLP(قطعات حاصل از هضم 

  .کند یم گیلاس پیشنهاد ارقامشناسایی 
   96 کلروپلاستی DNA )23 (پاندا و همکاران

    آلبالورقمو پنج ) Prunus avium( گیلاس رقم
)P. cerasus ( را جهت مشخص کردن هاپلوتایپ

ت  تفاو-اي پلیمراز ها توسط روش واکنش زنجیره آن
بررسی ) PCR-RFLP(طول قطعات حاصل از هضم 

 ژنوم کلروپلاست  درصد6/9در این مطالعه . کردند
توسط شش جفت پرایمر عمومی کلروپلاست معرفی 

تکثیر و  )6 (لاپقیو و همکاران - دیولومینشده توسط 
 تحت هضم )Taq I و Hinf (توسط دو آنزیم برشی

 هاي شناسایی شده جزءتمام جهش .قرار گرفت
.  بودندbp30-5اضافه و در حدود  /هاي حذف جهش

 H1 ،H2(ها سه هاپلوتایپ  نتایج ترکیب تمام جهش
را ) H4( و تنها یک هاپلوتایپ ها یلاسگرا در ) H3و 

همچنین . در پنج آلبالوي مورد بررسی معرفی نمود
 DNA یچندشکل نشان داد که تعیین پژوهشاین 

 - پلیمرازاي یرهزنجکلروپلاستی توسط روش واکنش 
) PCR-RFLP(تفاوت طول قطعات حاصل از هضم 

به فهم بهتر موضوع وراثت مادري ژنوم کلروپلاست 
 آلبالو را از گیلاس کند و کاملاًدر گیلاس کمک می
 گونه مادري P. aviumکند که  جدا کرده و اعلام می

P. cerasus یستن.  
 براي بررسی ارتباط بین )3 (کوارت و همکاران

 )Malus sylvestris (L.) Mill(ي وحشی اروپایی ها سیب
 M. domestica(شده و مطلوب آن   و انواع اهلی

Borkh ( تنوعDNA اکسیشن 634 کلروپلاستی را در 
 اکسیشن اهلی از مناطق متفاوت اروپا 422وحشی و 

 کلروپلاستی توسط دو DNAتنوع . بررسی کردند
 نوکلئوتیدي براي ژن تفاوت تک یچندشکلروش 
matK تفاوت طول - پلیمرازاي یرهزنج و واکنش 

براي سایر ) PCR-RFLP(قطعات حاصل از هضم 
با  .نواحی ژنوم کلروپلاست مورد بررسی قرار گرفت

 هاپلوتایپ 16 تمام نشانگرها هاي یچندشکلبررسی 
ها مشترك شناسایی شد که هشت هاپلوتایپ بین گونه

) Cpht14 و Cpht1 ،Cpht10(بودند، سه هاپلوتایپ 
 گردید یم را شامل گونه هرهاي  اکسیشن درصد95بیش از 

، دو هاپلوتایپ Malus هاپلوتایپ فقط در سري 11و 
)Cpht2 و Cpht3 ( فقط در سريBaccata و یک 

 مشاهده Kansuenses در سري )Cpht6(هاپلوتایپ 
 M. sylvestris فقط در Cpht4گردید و هاپلوتایپ 
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 .گردید  مشاهده میM. domestica  فقط درCpht8و 
 M. sieversiدر ضمن از تمام درختان مورد بررسی 

از سه هاپلوتایپ اصلی مشترك ) Cpht14(فقط یکی 
، M. domestica) Cpht1  وM. sylvestrisبا 

Cpht10 و Cpht11 ( را نشان دادند که این نتیجه
نظر باشد  گردد، زمانی که این نکته مدباعث تعجب می

هاي اهلی  جد مادري سیبعنوان به M. sieversiکه 
مطرح است که این خود باعث طرح بحث جدیدي 

  .گردد میM. domestica زادگاه درباره
 کلروپلاستی  ژنوم)16 (جهانگیرزاده و همکاران

براي مشخص کردن را  لایم و لمون نمونه 20
 cpSSR  آغازگر11ها با کاربرد  هاي آن هاپلوتایپ

 نوار را 21در مجموع زگرها کردند این آغابررسی 
تمام . بودند نوار چند شکل 18که  کردندتکثیر 
 ء جزها آن در بررسی هاي شناسایی شده جهش
ها با توجه به  آن. اضافه بودند- حذفهاي جهش

 هاپلوتایپ 576نوارهاي تکثیري شش هاپلوتایپ از 
 یتنها درها آن. ها معرفی نمودند ممکن براي نمونه

 کلروپلاستی DNAاطلاعات تنوع ه بیان کردند ک
  تواند براي مطالعات فیلوژنتیکی در این گیاه  می
 مشخص شده در ژنوم هاي یچندشکلکار رود و  به

 به درك وراثت مادري در تواند یمسیتوپلاسمی 
  . کمک کندخصوص لیموها بهمرکبات 

در بررسی تنوع ) 14(جهانگیرزاده و همکاران 
هاي آذربایجان  در سیبژنتیکی اندامک کلروپلاست 

 یعمومبا کاربرد سه آغازگر  PCR-RFLPاز روش 
استفاده نمودند و کلروپلاست و دو آنزیم برشی 

تمام . توانستند هشت هاپلوتایپ را شناسایی نمایند
 ءها شدند جز هایی که باعث ایجاد این هاپلوتایپ جهش
 bp50-20هاي حذف و اضافه در محدوده  جهش
  . بودند

  در بررسی روابط فیلوژنتیکی)9 (همکارانگلعین و 
باشد  که یک بیوتیپ طبیعی می) Citrus sp(.بکرایی 

 براي PCR-RFLP هسته و SSRاز روش 
کلروپلاست استفاده نمودند که دندروگرام حاصل از 

 بین 650/0 و 87/0 شباهتی حدود SSR تجزیه
و ) .Citrus jambhiri Lush(بکرایی و راف لمون 

ترتیب  به) .Citrus limettioides Tan (لیمو شیرین
 نیز نشان دادند PCR-RFLPنتایج بررسی . نشان داد

باشد زیرا تمام باندهاي  که والد مادري راف لمون می
مشاهده شده در بکرایی در این نمونه نیز مشاهده 

ها بیان نمودند که بین بکرایی و  بنابراین آن. گردید
به وجود دارد و راف لمون قرابت ژنتیکی بالایی 

  . این لیمو والد مادري بکرایی باشداحتمال زیاد
  با کاربرد روش)15 (جهانگیرزاده و کشاورزي

PBR ژنوم کلروپلاست براي ارزیابی ساختار جمعیتی 
هاي سیب بومی ایران و سه رقم  در برخی ژنوتیپ

 شده مشخصهاي  جهشتجاري گزارش نمودند که 
هاي  شی جهش آنزیم بر-آغازگرتوسط ترکیب 

 تنوع .باشند می bp50 -20 اضافه در محدوده -حذف
، تنوع )Ht(ها   کل در جمعیت سیتوپلاسمیژنتیکی

ها  جمعیت و تفاوت ژنتیکی بین) Hs(جمعیتی  درون
)Gstc (دست  ه ب214/0 و 322/0، 410/0ترتیب  به

ها، ارقام دندروگرام حاصل از بررسی جمعیت. آمدند
هاي   از ژنوتیپ80/0ژنتیکی  در شباهتتجاري را با 

ترین شباهت نیز بین دو  بیش. بومی ایران تفکیک کرد
  .مشاهده شد) 99/0(جمعیت آذربایجان و البرز مرکزي 

با بررسی تنوع ) 32(العابدینی و همکاران  زین
 اکسیشن بادام توسط نشانگرهاي 45ژنتیکی 

SSR،DNA  اي و کلروپلاستی گزارش نمودند   هسته
تري نسبت به  اي چندشکلی بیش  هستههايSSRکه 

SSRدهند و دلیل این امر  هاي کلروپلاستی نشان می
تري در داخل ژنوم  شده بیش را وجود نواحی حفاظت
  .کلروپلاست بیان نمودند
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 یچندشکلروش در مطالعه حاضر، براي اولین بار 
 ا.ان.دي  تجزیهبر پایه) CAP (یرشدهتکثشکافتن قطعات 

 روابط مادري بین برخی شناساییبراي  کلروپلاست
کار  هب) تنوع سیتوپلاسمی(هاي ایرانی سیب  ژنوتیپ

ها، نتایج  رفته است و براي روشن شدن بهتر این ارتباط
   .اند شدهها مقایسه  حاصل با برخی ارقام و پایه

  
  ها روشمواد و 

 نمونه 30، منظور انجام این پژوهش به :مواد گیاهی
اصلاح و تهیه نهال و بذر سسه ؤسیب از کلکسیون م

آوري  جمعو دانشگاه ارومیه ) آباد کرج واقع در کمال(
 ژنوتیپ از جمعیت منطقه 19ها شامل   که نمونهشد

آذربایجان، هفت ژنوتیپ از جمعیت منطقه البرز 
، دو )طالقان، دماوند، شمیرانات و چالوس(مرکزي 

). 1جدول (کننده بودند  کوتاهرقم و دو پایه پا
آوري  عنوان نمونه جمع اي جوان کامل شده بهه برگ

گراد تا زمان   درجه سانتی-80شدند و در دماي 
  .استفاده قرار گرفتند

  
 .  هاپلوتایپیهاي ها و گروه  آنگیري، زادگاه نمونهها و ارقام سیب مورد بررسی، محل  اسامی ژنوتیپ -1جدول 

Table 1. Names of studied apple genotypes and varieties, location of sampling, their birthplace and groups of 
haplotypes.  

 ردیف
Row  

 هاپلوتایپ
haplotype  

 نام نمونه
Sample Name 

 آوري محل جمع
Sampling Location 

 ها منطقه جغرافیایی نمونه
Samples Geographical area  

1  H1  شهر بومی مشکین 
(Bomi Meshkin Shahr)  

 تحقیقات نهال و بذرسسه ؤم
(Seed and Plant Improvement Institute) 

 یغرب شمال
(North West) 

2  H2   1آذربایجان 
(Azerbaijan1)  

 یغرب شمال "
(North West) 

3  H3   4آذربایجان 
(Azerbaijan4)  

 یغرب شمال "
(North West) 

4  H3  6 آذربایجان 
(Azerbaijan6)  

 یغرب شمال "
(North West) 

5  H3  7 آذربایجان 
(Azerbaijan7)  

 یغرب شمال "
(North West) 

6  H2  8آذربایجان 
(Azerbaijan8)  

 یغرب شمال "
(North West) 

7  H4   14آذربایجان 
(Azerbaijan14)  

 یغرب شمال "
(North West) 

8  H3  ME 2  " یغرب شمال 
(North West) 

9  H5  ME3  " یغرب شمال 
(North West) 

10  H2 ME4  " یغرب لشما 
(North West) 

11  H4  ME5  " یغرب شمال 
(North West) 

12  H4  ME6  " یغرب شمال 
(North West) 
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  - 1جدول ادامه 
Continue Table 1. 

 ردیف
Row  

 هاپلوتایپ
haplotype  

 نام نمونه
Sample Name 

 آوري محل جمع
Sampling Location 

 ها منطقه جغرافیایی نمونه
Samples Geographical area  

13  H6 قرمز اهر 
(Ghermez Ahar)  

 یغرب شمال "
(North West) 

14  H2 محلی بیگی ارومیه 
(Mahali Beygi Urmia)  

 یغرب شمال "
(North West) 

15  H4  قره یارپاق 
(Ghareh Yarpagh)  

 یغرب شمال "
(North West) 

16  H4  خان الماسی 
(Khan Almasi)  

 یغرب شمال "
(North West) 

17  H7  طینیفلس  
(Palestinee) 

 یغرب شمال "
(North West) 

18  H4  ترش مصري 
(Torshe Mesri)  

 یغرب شمال "
(North West) 

19  H8  گمی آلماسی 
(Gami Almasi) 

  دانشگاه ارومیه
Urmia University 

 یغرب شمال
(North West) 

20  H4  T3  سسه تحقیقات نهال و بذرؤم 
(Seed and Plant Improvement Institute) 

 طالقان
(Taleqan) 

21  H4  
 بشقابی طالقان

Boshqabi Taleghan)(  " طالقان 
(Taleqan) 

22  H7  ترش دماوند 
(Torsh Damavand) 

 دماوند "
(Damavand) 

23  H7  ترش چالوس 
(Torsh Chalous)  

  چالوس "
(Chalous) 

24  H2 ترش میگون 
(Torsh Meigon)  

 شمیران "
(Shemiran) 

25  H2 دگلاب دماون 
(Golab Damavand ) 

 دماوند "
(Damavand) 

26  H8  شمیرانی تابستانه 
(Shemiranie Tabestaneh) 

 شمیران "
(Shemiran) 

27  H8  
 رد دلیشز

)(Red Delicious  " رقم تجاري 
(Commercial cultivar)  

28  H5  فوجی 
(Fuji)  

 رقم تجاري "
(Commercial cultivar)  

29  H8  M9  دانشگاه ارومیه 
(Urmia University) 

  تجاريپایه 
(Commercial rootstock) 

30  H5  M4  دانشگاه ارومیه 
(Urmia University) 

  تجاريپایه 
(Commercial rootstock) 
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هاي برگی  ا ژنومی از نمونه.ان.دي :ا.ان.استخراج دي
شده براي  العمل معرفیشده بر اساس دستور آوري جمع

 Diversityط شرکت توس) دارت(نشانگر آرایه تنوع 
Arrays Technology Pty Ltd (DART P/L) 

  . استخراج گردید)12(
 از مواد گیاهی که )g2/0حدود  (مقدار مورد نیاز

توسط هاون چینی پودر با کاربرد نیتروژن مایع به 
 منتقل ml2هاي  خوبی پودر گردیده بود به تیوپ

 به آن اضافه شد fresh bufferاز بافر  ml1و  ردیدگ
مدت  گیري بهپس از قرار ها نمونه). 3 و 2 هاي جدول(

مدت پنج دقیقه بر روي   بهC°65یک ساعت در دماي 
 از ترکیب ml1پس از افزودن . یخ خنک گردیدند

جهت شستشوي ) 24:1( ایزوآمیل الکل -کلروفورم

. خلوط شدندمدت نیم ساعت م ها به بهتر نمونه
  سانترفیوژg10000 دقیقه در 20مدت  ها سپس به نمونه

 بعد .هاي جدید منتقل شدند شده و فاز بالایی به تیوپ
 ایزوپروپانل سرد اضافه ،از این مرحله به حجم برابر

ا .ان.هاي دي ها سرو ته شدند تا رشته شده و تیوپ
هاي  براي رسوب کردن بهتر رشته. قابل رویت شوند

مدت نیم   بهg10000 سانترفیوژ در ا مجدداً.ان.دي
  و رسوباتحذف گردیدساعت انجام گرفت، روشناور 

 شسته شده و  درصد70ا توسط الکل اتانول .ان.دي
 و ا خشک گردیده.ان.رسوبات دي. اتانول دور ریخته شد

 TE (1X) (10 mM TrisHCl pH  بافرµl250در 

8.0, 1 mM EDTA pH 8.0) ًند حل شدمجددا.  

  
 .  استوك بافرهاي استخراج و استوك بافر هضم-2 جدول

Table 2. Extraction buffers and lysis buffer stocks.  
  استوك بافر استخراج

Extraction buffer stock 

  استوك بافر هضم
Lysis buffer stock 

Sorbitol 0.35 M Tris HCl pH 8.0 0.2 M 

TrisHCl pH 8.0 0.1 M EDTA pH 8.0 0.05 M 

EDTA pH 8.0 5 mM NaCl 2M 

  CTAB 2% (w/v) 

 . دنلیتر توسط آب مقطر رسانده شو  میلی500به حجم هر دو بافر 
Both buffers should be volumed to 500 ml with distilled water. 

  
  . چگونگی تهیه بافر تازه -3جدول 

Table 3. Preparation of fresh buffer.  
  لیتر  میلی30ي مثال برا

Example for 30 ml 

 مقدار مورد نیاز
Required amount 

 مواد شیمیایی
Chemical materials 

12.5 ml مقدار لازم براساس تعداد نمونه 
The necessary amount based on the number of samples 

Extraction Buffer 

12.5 ml مقدار لازم براساس تعداد نمونه 
The necessary amount based on the number of samples 

Lysis Buffer 

0.15 g )v/w (0.5% سدیم دو دسیل سولفات 
Sodium dodecyl sulfate 

0.6 g )(v/w 2% وینیل پیرولیدون پلی 
Polyvinylpyrrolidone 

5 ml )v/v (0.4  سارکوسیل)درصد5 ( 
Sarcosyl (5%) 

  . دهیم  گرم کرده و تکان میC°65ها تا  بنابراین بافر را قبل از مصرف و افزودن به نمونه. سیم گردداین بافر به دو فاز جدا تقممکن است 
The buffer may be divided into two separate phases; therefore it should be heated till 65 °C and shaken before being used. 

   .دهد  کارایی خود را از دست می،توان نگهداري نمود و بعد از آن می) ز رو3- 4(این بافر را فقط براي مدت محدودي 
The buffer could be stored only for a limited period (4-3 days) and then it will lose its effectiveness. 
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ا کلروپلاستی .ان. آغازگرهاي عمومی دي و کیفیت تکثیر با کاربردیرشدهاز، اندازه قطعات تکثیمر پلاي یرهشرایط واکنش زنج -4 جدول
 .  Malus sppدر 

Table 4. Terms of polymerase chain reaction, the size of amplified fragments and quality of amplification 
using general primers of chloroplast DNA in Malus spp.  

   پلیمرازاي یرهشرایط واکنش زنج
 *درجه تکثیر

Degree of 
Amplification  

  ه قطعه تکثیري مشابه انداز
  )bp (**در گیاه تنباکو

size of similar amplified 
fragment in tobacco 

plants (bp) 

اندازه تقریبی قطعه 
 )bp(شده در سیب تکثیر

Approximate size of 
amplified fragment 

in apple (bp)  

 زمان بسطمدت 
Amplification 

period  

  دماي اتصال
Annealing 

Temperature 

 نام آغازگر
Primers Name  

++  1831  1650  2;30  56  HK 

++  2585  2470  3  54.5  K1K2 

++  1611  1800  2  56.5  CS  

NA 1754  -  2  58.5  TF 
* NA : ،تکثیر عالی++عدم تکثیر                                                                             NA: no amplification, ++: high amplification  

  According to Grivet et al., 2001                                                                             )2001( گریوت و همکاران  بر اساس اعلام**

  
استخراج ا .ان.دي :ا کلروپلاست.ان.تکثیر قطعات دي

 توسط چهار جفت آغازگر عمومی کلروپلاست شده
)TF ،CS ،HK و K1K2 ( با شرایط زیر تکثیر  

مراز  اي پلی مخلوط واکنش زنجیره. )10 و 6 (گردید
   میکرولیتر از ترکیب 30م ها در حج نمونهبراي 

مولار از هر   میلی2/0مولار کلرید منیزیم،  دو میلی
dNTPپلی.ان.، یک واحد آنزیم تک دي مراز ا 

)recombinant, Fermentas, Canada(سه میکرولیتر ، 
)  برابر غلظت10(اي پلیمراز  از بافر واکنش زنجیره

رفت و ( نانوگرم از هر آغازگر 10بدون کلرید منیزیم، 
ا ژنومی از هر نمونه .ان. نانوگرم دي30و ) برگشت

اي  هاي واکنش زنجیره پس از تهیه حجم. تهیه شد
سازي  ها در شرایط یک چرخه واسرشت پلیمراز نمونه

مدت چهار  گراد به  درجه سانتی95اولیه در دماي 
 95سازي در   چرخه شامل واسرشت30دقیقه، سپس 
 ثانیه، اتصال آغازگر در 45مدت  گراد به درجه سانتی

  مدت  به) 4جدول (دماي مناسب براي هر آغازگر 
گراد   درجه سانتی72 ثانیه و تکثیر و بسط در دماي 45
) 4جدول (مدت لازم بسته به طول قطعه تکثیري  به

قرار گرفت و در نهایت یک چرخه تکثیر نهایی در 
 دقیقه اعمال 10مدت  گراد به  درجه سانتی72دماي 
  .گردید

هضم و برش  :هضم و برش توسط آنزیم برشی
اي پلیمراز توسط  شده در واکنش زنجیرهقطعات تکثیر

 بر اساس EcoRI و MseIدو آنزیم برشی محدودگر 
 صورت) Fermentas(کننده دستورالعمل شرکت تولید

گرفت به این صورت که مخلوط برش حاوي پنج 
مراز، دو  اي پلی میکرولیتر محصول واکنش زنجیره

 واحد 10، ) برابر غلظت10(میکرولیتر بافر هضم 
 میکرولیتر بود و 31حجم نهایی آنزیم برشی در 

گراد براي   درجه سانتی37 ساعت در دماي 10مدت  به
EcoRI درجه سانتی گراد براي 65 و MseI انجام 

براي تنظیم حجم از آب مقطر بدون (پذیرفت 
DNaseمیکرولیتر از 10سپس حجم  ). استفاده گردید 

گذاري و  محلول واکنش هضم، سه میکرولیتر بافر بار
 آگارز  درصد3 در ژل 1دو میکرولیتر ماده ژل رد

 ولت الکتروفورز شدند و 70اعت در مدت چهار س به

                                                
1- Gel Red, Biotium 
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از . بنفش صورت پذیرفتبرداري زیر نور ماورا عکس
 براي تخمین طول قطعات bp50و  kb1سایز مارکر  دو

  ).Fermentas( حاصل از هضم استفاده گردید
دست  هبراي آنالیز آماري نتایج ب :ها  دادهتجزیه و تحلیل

و  POPGENE version 1.31 افزارهاي  آمده از نرم
NTSYSpc version 2.0 استفاده شد و دندروگرام 

  . رسم گردیدdice و ضریب UPGMAتوسط روش 
  

  نتایج و بحث
 کار برده شده عمومی کلروپلاست هاز چهار پرایمر ب

 توانستند قطعاتی HK و CS ،K1K2 فقط سه پرایمر
 را bp1650 و bp1800 ،bp2470هاي حدود  طوله ب

 گونه یچهدر درخت سیب  TFتکثیر کنند و پرایمر 
 هاي در بررسی. )4جدول (تکثیري را انجام نداد 

جهانگیرزاده و  و )14 (جهانگیرزاده و همکاران
که از همین روش براي بررسی ) 15( کشاورزي

هاي بومی آذربایجان ایران و البرز مرکزي  سیب
برده مشابه تولید  کار هاستفاده نمودند آغازگرهاي ب

 موهانتی نتایج مشابهی توسط. ندقطعات مشابهی نمود
 DNA در مورد پرایمرها در بررسی )19(و همکاران 

خانواده با   که همPrunus aviumکلروپلاست 
Malusبا توجه به . باشد نیز مشاهده گردیده بود  می
دست آمده سه پرایمري که قدرت تکثیر  هنتایج ب

داشتند براي هضم با آنزیم برشی و بررسی انتخاب 
   .ندگردید

با توجه به اندازه قطعات تکثیر شده در این مطالعه 
bp5920) از ژنوم کلروپلاست )  درصد72/3دودا ح

ژنوم کلروپلاست در گیاه سیب توسط جمع کردن (

 BamHIقطعات حاصل از هضم توسط آنزیم برشی 
تاش و رددلیشز  دلیشز، مکین هاي گلدن براي رقم

 گزارش kb 7/143 و kb4/143،kb 35/143ترتیب  به
 که در این بررسی ژنوم کلروپلاست )13 (شده است

   در نظر kb48/143 فوق یعنی ادیرمیانگین مق
از ترکیب سه . مورد بررسی قرار گرفت) گرفته شد

) EcoRI و MseI(قطعه تکثیر شده و آنزیم برشی 
باشد که ترکیبات  شش حالت متفاوت ممکن می

K1K2-MseI و CS-MseI حالت  برش خوردند ولی
 CSیک شکلی نشان دادند و قطعه تکثیري با پرایمر 

.  نداشتEcoRIگونه جایگاه برشی براي آنزیم  هیچ
جهانگیرزاده و و  )14 (جهانگیرزاده و همکاران

نیز با کاربرد همین پرایمرها و ) 15( کشاورزي
قطعات تکثیر هاي برشی نتایج مشابهی را از نظر  آنزیم

  .اند شده گذارش کرده
 HK-EcoRI, K1K2-EcoRI(مانده  رکیب باقیسه ت

شکلی نمودند که ایجاد حالت چند) HK-MseIو 
 در  با دارا بودن دو جایگاه برشHK-MseIترکیب 

شکلی نمود ولی با هر دو جایگاه تولید حالت چند
 نیز دو جایگاه K1K2-EcoRIکه ترکیب  وجود آن

فقط در یک جایگاه تولید حالت برش داشت 
شکلی مشاهده و تمام این حالات چند شکلی کردچند

 bpهاي حذف و اضافه در محدوده دلیل جهش شده به
 مشابه همین نتایج توسط جهانگیرزاده و  بودند50-20

) 15( جهانگیرزاده و کشاورزيو ) 14(همکاران 
 تعدادي از 1شکل  ).5جدول  (گزارش شده است

ها توسط آنزیم  هایی که قطعه تکثیري در آن نمونه
  .دهند شی مورد هضم قرار گرفته را نشان میبر
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 .  آنزیم-هاي آغازگر دست آمده توسط ترکیب هشکلی ب هاي چند در جایگاه) bp( الگوي اصلی و متغیر -5جدول 
Table 5. The main and variable pattern (bp) in polymorphic sites obtained by primer-enzyme combinations.  

 طول جهش
Length of mutation  

 *یافتهالگوي تغییر

Modified pattern  
 *الگوي اصلی

Main pattern  

  جایگاه چندشکلی
Polymorphic locus 

)650 (KEB )610 (KEA K1K2- EcoRI  

)300 (HEB )260 (HEA HK/ EcoRI 

)280 (HM1B )300 (HM1A HK/ MseI (1) 

)230 (HM2C ،)260 (HM2B )280 (HM2A HK/ MseI (2) 
 . )باشند شکلی می  اندازه باند چند،اعداد( باشد شکلی می  حالت چند، حرف اول ابتداي نام آغازگر، حرف دوم نام آنزیم برشی و اندیس*

The first and second letters are the beginning of primers and restriction enzymes names, while the index is polymorphism 
(Numbers, are the size of polymorphic bands). 

  

  .اند یافتههاي تغییر   حالتB ،Cعنوان الگوي اصلی در نظر گرفته شده است و   به،هاي مورد بررسی تر در نمونه علت فراوانی بیش  بهAاندیس 
Index A was considered as the main pattern due to a higher frequency in the samples examined, moreover, B and C are 
modified patterns. 

 

  
. اند که در ژل آگارز مشخص شده) ب (K1K2-EcoRIو ) الف (HK-EcoRI آنزیم برشی -الگوي برش دو ترکیب پرایمر - 1شکل 
  ، فلسطینیارپاق، ی ، قرهME3 ،ME5، 14 ، آذربایجان7 ، آذربایجان5 هاي آذربایجانترتیب نمونه ها بر اساس شماره به چاهک

   .باشند  و گمی آلماسی میM4ترش دماوند، بشقابی طالقان، شمیرانی تابستانه، فوجی، 
Figure 1. The cutting pattern of two Primer- Restriction enzyme combinations HK-EcoRI (a) and  
K1K2-EcoRI (b) were shown in agarose gel. Wells (based on the number) are Azerbaijan 5, Azerbaijan 7, 
Azerbaijan 14, ME3, ME5, Ghareh Yarpagh, Palestinee, Torsh Damavand, Boshghabi Taleqan, Shemirani 
Tabestaneh, Fuji, M4 and Ghami Almasi, respectively. 

  
هاي مورد  شکلی نمونه بر اساس این حالت چند

پی متفاوت قرار هاپلوتایبررسی در هشت حالت 
ا پوشش هشت  بH4هاپلوتایپ . )1 جدول(گرفتند 

. ها بودترین آن ترین هاپلوتایپ و متداول نمونه بزرگ
 کدام با پوشش فقط  نیز هرH6 و H1دو هاپلوتایپ 

از میان . ها بودند ترین هاپلوتایپ یک نمونه کوچک
 این هشت هاپلوتایپ مشاهده شده فقط سه هاپلوتایپ

)H1 ،H3  وH6 (ت آذربایجان هستند خاص جمعی
ها از منطقه ها تحت پوشش آن که تمام نمونه

اند و باقی پنج هاپلوتایپ  دست آمده هآذربایجان ب
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ها  هایی از دیگر مناطق، ارقام و و یا پایه داراي نمونه
پایه ( و گمی آلماسی M9کننده  کوتاه  دو پایه پا.بودند

 قرار H5وتایپ در هاپل) کننده بومی ایران پاکوتاه
علت وجود والد مادري   بهتواند یمگرفتند که این 
  . باشدها یهپامشترك براي این 

) 2شکل (ها  دست آمده از داده هدر دندروگرام ب
 درصد 20ها از حد تشابه  مشخص است که کل نمونه

  تقسیم شدند که گروه)B و A (به دو گروه اصلی
 H8و  H1 ،H3، H4  چهار هاپلوتایپ شاملAاصلی 

هاي جمعیت آذربایجان در این  بوده و اکثر نمونه
 در حد  مجدداًیرگروهزخود این .  قرار داشتندیرگروهز

مشاهده  که )A2 و A1 (شد تقسیم  درصد40تشابه 
هاي جمعیت   فقط نمونه)A1(گروه اخیر  در دش

اي غیر از  آذربایجان حضور دارند و هیچ نمونه
گروه اصلی . نگردیدهاي آذربایجان مشاهده  نمونه
و  H2 ،H5، H6 هاي شامل هاپلوتایپکه  )B (دیگر
H7 خلاف گروه اول اصلیبر ،بود) A( در سطح 

  از یکدیگر جدا شده و در دو گروهدرصد 64تشابه 
)B1 و B2( ها  کلی تمام هاپلوتایپورط هب. گرفتند قرار

 از یکدیگر جدا شده و درصد 75در سطح تشابه 
  .گرفتندصورت تکی قرار  هب

 

 
 با کاربرد UPGMA تجزیه توسط Malus sppهاي جنس  هاي ایران، ارقام و پایه دست آمده براي برخی ژنوتیپ هدندروگرام ب - 2شکل 

 ).باشد  می1 ها بر اساس جدول شماره. (Diceضریب 
Figure 2. Dendrogram obtained for some Iranian genotypes, varieties and rootstocks of the genus Malus spp 
using UPGMA analysis with Dice coefficient.  

  
از روي همین دندروگرام مشخص است که دو 

 از ناحیه طالقان در منطقه T3نمونه بشقابی طالقانی و 
ترین ناحیه مورد بررسی به  البرز مرکزي که نزدیک

باشد در کنار شش نمونه از منطقه  منطقه آذربایجان می

قرار دارند که از ) H4(ربایجان در یک هاپلوتایپ آذ
توان این برداشت را نمود که این  این نتیجه می

 از منطقه آذربایجان که ل زیاداحتمابه ها  نمونه
باشد به این  اي با کشت و کار زیاد سیب می منطقه
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 هاي این هاپلوتایپ اند زیرا اکثر نمونه ناحیه آورده شده
منطقه آذربایجان هستند و از هاي بومی   ژنوتیپءجز

هاي   قرار دارند که اکثر نمونههاپلوتایپیطرفی نیز در 
. )H4( باشند  از جمعیت آذربایجان مییرشاخهزآن 

 دیده شد که دو H2حالت مشابهی نیز در هاپلوتایپ 
نمونه ترش میگون و گلاب دماوند نیز در کنار چهار 

ا درباره این نمونه از جمعیت آذربایجان قرار گرفتند ام
 باید با قاطعیت H4هاپلوتایپ بر خلاف هاپلوتایپ 

 منطقه تري بیان نمود که این دو ژنوتیپ از کم
اند  آورده شده) البرز مرکزي(آذربایجان به این منطقه 

، در زیرگروه که از دلایل قابل ذکر براي این مورد اولاً
هایی که از منطقه آذربایجان هستند  دوم تعداد نمونه

که این دو نمونه خود از  تر بودند و دلیل دوم این مک
اي هستند که تاریخچه کشت و کار سیب در آن  ناحیه

. خلاف منطقه طالقان باشد بر طولانی و گسترده می
گلاب  ،ترش میگون(ر مورد هر چهار نمونه البته د

باید موضوع رخداد ) T3دماوند، بشقابی طالقانی و 
نظر قرار داد اما   نظر مدجهش را نیز در زمان اعلام

طور کامل  هاحتمال وجود والد مادري یکسان را ب
شود رد کرد زیرا بحث مهاجر اقوام و یا انتخابات  نمی

تر یا بهتر همواره وجود داشته  اولیه براي محصول بیش
اي از یک منطقه به  تواند عامل انتقال نمونه و خود می

  .منطقه دیگر گردد
ور یک ساختار ژنتیکی براي یکی از دلایل عدم ظه

ها باشد  تواند جریان ژن یک منطقه و جمعیت می
ها  که گاهی سرعت این گونه مهاجرت) مهاجرت بذرها(

  .)19 و 14 (باشد تر از حد مورد انتظار می سریع
ها امکان  یکی از کاربردهاي شناسایی هاپلوتایپ

ها  رایط شناسایی برخی ارقام، ژنوتیپفراهم کردن ش
و ) 2001( موهانتی و همکاران که طوري هشد ببا می

نیز نتایج مشابهی را براي ) 2006(تورکک و همکاران 
هاي مورد بررسی خود گزارش  شناسایی برخی نمونه

که دو نمونه  اند که در این بررسی با توجه به این نموده

صورت اختصاصی  هشهر و قرمز اهر ب بومی مشکین
توان از آن براي  د میپی خود را داشتنیحالت هاپلوتا

  .)29 و 19، 14( ها استفاده نمود شناسایی آن
، میانگین تنوع بین )Ht(حداکثر تنوع ژنتیکی 

ها  و تفاوت ژنتیکی بین جمعیت) Hs(جمعیتی 
)Gstc (دست  ه ب0481/0 و 4451/0، 467/0ترتیب  به

 که Malusدر مطالعه مشابهی بر روي جنس . آمد
یجان ایران بودند با کاربرد ها از منطقه آذربا نمونه

روش مشابه نتایج نزدیکی توسط جهانگیرزاده و 
 Ht ،445/0=Hs=467/0(همکاران گزارش شده است 

  ).Gstc( )14= 048/0و 
دست آمده و مقایسه آن با باقی   بهGstcبا توجه به 

Gstcهاي جنسشده در   هاي محاسبه Prunus avium 
)08/0=Gstc() 19 ( وPrunus spinosa )19/0=Gstc( 
باشند  می Malusخانواده با جنس  که هم) 21(

گردد که تنوع ژنتیکی درون جمعیت  خص میمش
)Gstc (باشد و حتی نسبت به  تر می حساب شده کم

 Querus petraeaهاي جنگلی مانند  برخی گونه
)90/0=Gstc( )24( ،Fagus sylvatica) 83/0=Gstc( 
بسیار ) 60/0=Gstc( )7 (Argania spinosa و )4(

هاي  که در تمام گونه با توجه با آن. باشد تر می کم
تفاوت ژنتیکی  (Gstnتر از   بسیار پایینGstcشده ذکر

 باشد می) اي ها با کاربرد مارکرهاي هسته بین جمعیت
اي در مقایسه  توان بیان نمود که توارث هسته می )24(

تري روي  با توارث سیتوپلاسمی با سازماندهی کم
خلاف  هاي سیتوپلاسمی بر دهد زیرا جریان ژن می
شدگی بذرها  اي توسط عامل پخش هاي هسته ژن

  .گردد محدود می
بود مقایسه با سایر مطالعات مشابه  از دلایل کم

هاي مشترك در مطالعات،   به تعداد کم نمونهتوان یم
پرایمرهاي متنوع براي تکثیر نواحی متفاوت ژنوم 

هاي برشی که باعث ایجاد  مکلروپلاست و تعدد آنزی
 اشاره کرد شوند یم آنزیم برشی -ترکیبات زیاد پرایمر

  .له در بررسی ما نیز مشاهده گردیدأکه این مس
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هاي جمعیت  که در این مطالعه نمونه با توجه به آن
ها جدا نگردیدند   از سایر نمونهآذربایجان کاملاً

در هاي برتر  توان مطرح نمود که انتخاب ژنوتیپ می
هاي  گذشته صورت پذیرفته و این ژنوتیپهاي  زمان

  .اند برتر به نقاط متفاوت برده شده
 ها با تعریف مسیرهاي کلی شناسایی هاپلوتایپطور هب

بندي  تکاملی و توزیع جغرافیایی و همچنین تقسیم
 تر  باعث راحتتر کوچکهاي  هاي بزرگ به گروه جمعیت

 نشانگرهاينتیکی با هاي ژ شدن کارهاي مطالعاتی و بررسی
و تفاوت طول قطعات ) SSR(ها  بر مانند ریزماهواره زمان

 با البته امروزه .گردد می) AFLP(حاصل از تکثیر 
یابی سریع قطعات  توالی یژهو بهپیشرفت علوم مولکولی 

سمت استفاده از این   بهمطالعات فیلوژنتیکی و مولکولی
 مشکلاتی که علت  بهچند هر. روش تغییر مسیر داده است

)  بودنبر زمانهزینه بالا و (یابی وجود دارد  در انجام توالی
 - ازمر اي پلی شود از هر دو روش واکنش زنجیره توصیه می

و ) PCR-RFLP( تفاوت طول قطعات حاصل از هضم
 در صورت ترکیبی استفاده گردد به این فرم که هیابی ب توالی

نشان  یچیدگیو پحالتی که نتایج مقداري گنگی 
  .یابی استفاده گردد دهند از توالی می

  گیري کلی یجهنت
رو بیان نمود  کلی نتایج حاصل بررسی پیشطور هب

هاي سیب مورد که ساختار ژنتیکی مدونی در نمونه
تواند به  گردد که دلیل آن می بررسی مشاهده نمی

هاي برتر در طی زمان در بین مناطق  انتقال نمونه
یگر با توجه به روش کار از سوي د. مختلف باشد

 شکافتن قطعات یندشکلمشخص گردید که روش چ
هاي سیب و ارقام   جهت شناسایی ژنوتیپتکثیر شده

از سوي . تعنوان روشی مفید قابل توصیه اس آن به
هاي  که در گذشته تکثیر ژنوتیپ دیگر با توجه به آن

صورت جنسی و با استفاده از بذر بوده است  هسیب ب
کلی جهت طور هب. مشاهده گردیدی بالایی تنوع ژنتیک

رو مناسب است از  انجام کارهایی مشابه بررسی پیش
پذیر و با دقت بالا مانند روش استفاده هاي تکرار روش

 استفاده گردد تا نتایج در کارهاي cpSSRشده یا 
تر در صورت دقیق هب) گیري دورگه(اصلاحی کلاسیک 
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