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 )۱۳۸۷( ۸۲تا  ۶۹صفحه های  ۲شماره  ۹مجله علوم و فنون باغبانی ايران جلد 

با استفاده از نشانگرهاي  رانيا ’گلاب‘ب يس يها نژادگانتنوع ژنتيكي  يابيارز

  SSR١ ريزماهواره

EVALUATION OF GENETIC DIVERSITY OF ‘GOLAB’ APPLE 
GENOTYPES USING MICROSATELLITE (SSR) MARKERS  

        

        ۲۲۲۲حسن حاج نجاريحسن حاج نجاريحسن حاج نجاريحسن حاج نجاري، مسعود بهار، بدرالدين ابراهيم سيد طباطبائي و ، مسعود بهار، بدرالدين ابراهيم سيد طباطبائي و ، مسعود بهار، بدرالدين ابراهيم سيد طباطبائي و ، مسعود بهار، بدرالدين ابراهيم سيد طباطبائي و فريبا نقشينفريبا نقشينفريبا نقشينفريبا نقشين

        

  چکيده

جفت  ۲۸از  ،تجاري داخلي و خارجي رقم هايايران با  ’گلاب‘هاي  ژنتيکي سيب روابط يبررسبه منظور 

سيب  نژادگان ۲۷در  جفت آغازگر ۲۲ حاصل، ينوار يالگو بر اساس .دشاستفاده  SSR ريزماهوارهآغازگر 

 ۴/۵ن يانگيبا مآلل  ۱۱تا دو از آلل ها تعداد يهر مکان ژن يبرا .د کردندتولي يچندشکل و قابل امتيازده يالگو

 يابارزي/. ۶۸ن با ميانگي ۷۷/۰تا  ۳۷/۰از  يمورد بررس رقم هاين در بي ياطلاعات چند شکل يمحتوا و متغير بود

با استفاده از ضريب تشابه ني  ها  نژادگان يگروه بند .نشان دادسيب  رقم هايدر بين را بالا  يشد که هتروزيگوت

سيب هاي ايراني به  گروهشامل چهار  گروهپنج  به را سيب مورد بررسي رقم هاي، UPGMA الگوريتم و

سيب  رقم هاين در بي يبيشترين شباهت ژنتيک. منتسب کردسيب هاي خارجي  گروهو يک  ’۲- اهر‘ يااستثن

  ابه شم يظاهر ويژگي هايدر نظر گرفتن با . شده بودند يمشاهده شد که از مناطق مختلف جمع آور ’گلاب‘

سيب  رقم هاي لاحتما به کهد ه تقويت مي شوها اين فرضي آن يکروابط ژنتي يو نزديک ’گلاب‘ب سي رقم هاي

   .دارند يمشترک ءمنشا ’گلاب‘

 . SSR ،Malus domestica، نشانگر ’گلاب‘سيب ، ريزماهواره، تنوع ژنتيکي: ييييددددييييکلکلکلکل    ييييواژه هاواژه هاواژه هاواژه ها

        

  مقدمه

 مهم، انگور و موز چهارمين ميوه مرکباتبعد از  ،Rosaceae تيرهاز  ،Borkh.  Mauls domesticaسيب

کننده و  از لحاظ تجاري، ايران چهارمين توليد. )۱۶( طق معتدله به شمار مي آيداجهان و مهمترين ميوه من

و تهران  اصفهان هاي آذربايجان شرقي و غربي، خراسان، استانباشد و ننده سيب ميک هفدهمين کشور صادر

  .)۶ ،۲( ق توليد سيب در ايران هستندمهمترين مناط

  M. domestica  يا  Malus sylvestris ، M. pumiliaگونه هاي  ،سيب مختلف رقم هايه ياول امنش

ها  از آن يکه تعداد محدود سيب در دنيا شناخته شده اند رقم ۱۰۰۰۰در حال حاضر بيش از  . )۱۷( باشندمي

  .)۱۶ ، ۶(هستند  ۳ها از نوع سيب هاي ميوه ريز، زينتي يا وحشي بيشترين گونه و )۳۰( دارند يتجارتارزش 

                                                                                                                                                                                      
  ۲۳/۵/۸۷: تاريخ پذيرش                           ۱۵/۱۱/۸۶: تاريخ دريافت -١

گروه بيوتكنولوژي كشاورزي، دانشكده كشاورزي، دانشگاه صنعتي اصفهان و  انبه ترتيب دانشجوي كارشناسي ارشد، دانشيار -۲

  .جمهوري اسلامي ايران کرج، تحقيقات اصلاح وتهيه نهال و بذر کرج، موسسه. استاديار بخش تحقيقات باغباني

۳- Crabs  
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 ن و همکارانينقش

 ٧٠٧٠٧٠٧٠

 ، تنوع ژنتيکي زيادي)۱۷(ناحيه آسياي مرکزي و قرقيزستان   درخاستگاه سيب به  ايران ينزديک ليبه دل

به دليل زودرسي و دارا بودن  ’گلاب‘ميان، سيب معروف به  اين درکه  شود يمشاهده م يرانيا سيب رقم هاي در

وجود دارد که  ’گلاب‘ب ياز س يمختلف يها نژادگانران يدر ا. اي دارد ويژه شهرت و مطلوبيت ،ر و طعم خاصعط

  حيطي و اقليمي و شايد به علت حسب شرايط مبر  احتمال به ،اديمشترک ز ويژگي هايبا وجود دارا بودن 

هاي  همگروهدر واقع  ’گلاب‘ب يس اعانوکه  رسد يبه نظر م. )۵ ،۱(از يکديگر تفکيک شده اند  هاي مختصرجهش

و  ’گلاب کهنز‘ ،’گلاب اصفهان‘مختلفي مانند سيب  نام هایيک رقم خاص باشند که بر حسب محل پرورش به 

سيب  رقم هايمشابه، روابط ژنتيکي  بيبه تقرظاهري  ويژگي هاي برخلاف .معروف شده اند ’مشهد گلاب‘

ديگر سيب  رقم هايدر بين  ’گلاب‘تعيين موقعيت سيب  نيبنابرا. ستين محلي چندان مشخص نام های با ’گلاب‘

 .محلي و خارجي اهميت زيادي دارد

  روش هاي سنتي براي تشخيص  در. رود يبه کار مبراي طبقه بندي سيب ها معيار هاي مختلفي 

 يطيط محير شرايل تاثيبه دل يلو ،رفولوژيکي و کيفيت ميوه ها استفاده مي شدوم ويژگي هايسيب از  رقم هاي

 يبرا پژوهشگرانر ياخ يدر سال ها بنابراينو  ندنيستدست آمده چندان مورد اعتماد ه نتايج ب ،يبر صفات ظاهر

  .)۲۱( استفاده نموده اندنشانگر هاي مولکولي  ب ازيس رقم هاي يطبقه بند

ين روش در از آن پس ا و )۱۳( منتشرشد ۱۹۹۴در سال  RAPD١اولين نقشه ژنتيکي سيب با تکنيک 

مناطق ژني  صتشخي يبرا RFLP ۲ نشانگرهاي نيز يدر موارد .)۲۲، ۸(د گرديمرسوم سيب  رقم هايناسايي ش

  اين  اما .به کار رفتند )۳۲( يو تهيه نقشه ژنتيک )۲۹( سيب رقم هایخيص براي تش AFLP۳و  ) ۲۸ ،۲۲(

ر استفاده از ياخ يها در سال .ندرار گرفتكمتر مورد توجه قو هزينه زياد  تكنيكيبه خاطر پيچيدگي  ها روش

ه تهي يبرا، ۶مقدار زياد چندشکلي و  ۵به دليل سادگي، تکرارپذيري بالا، همبارز بودن ۴ (SSR)نشانگر ريزماهواره

  ).۱۹، ۱۲ ،۱۱(است  داشته يشتريرواج ب سيب رقم هاي يطبقه بند و) ۱۹( يژن ينقشه پيوستگ

از كه  )۱۹، ۱۲، ۱۱(اند  ز ريزماهواره ها در سيب شناسايي شدهجفت آغازگرهاي اختصاصي متفاوتي ا

 يها موقعيت ژنتشخيص  ،)۱۵( )ديپلوئيد( دوگان از )تريپلوئيد( سه گان رقم هايماهواره ها در تفكيك اين ريز

 يپيوستگو تهيه نقشه  )۱۸( domestica .Mسيب  يهمگروه هاميزان حفاظت شدگي  ،)۹(  يمقاومت به بيمار

هاي  نژادگانبراي بررسي  اي ريزماهوارهغازگر آجفت  ۲۵۰تاکنون بيش از .گرديده استاستفاده ) ۱۹( ميژنو

 شتريب، احتمال يافتن چندشکلي در بين  SSRنشانگر  فراوانبه دليل اين تعداد . )۳۱(گرديده است  طراحيسيب 

 داراي SSR جفت آغازگر ۱۴۰ با بررسي،در يک  که طوريه ، ب)۱۵، ۱۴( است زيادسيب  رقم هايگونه ها و 

  كارايي نشانگرهاي  .)۱۹( به صورت موفقيت آميزي از هم تفكيك شدندسيب  رقم هايشکلي زياد چند

گلابي نيز  انندم Rosaceae تيرهگونه هاي ديگر ژنتيكي   تعيين تنوع اي شناسايي شده در سيب براي ريزماهواره 

  . )۳۳ ،۳۱( اثبات رسيده استبه 

نشانگر ريزماهواره مقايسه چهار  رقم سيب ايراني را با استفاده از ۳۳ تعداد، )۱(همکاران  ارشادي و

 دوگانمورد بررسي همگي  رقم هاينشان داد که  رقم هايتشخيص دو آلل در هر مکان ژني در کليه . نمودند

                                                                                                                                                                                      
١- Random Amplified Polymorphism DNA       ۲- Restriction Fragment Length Polymorphism      

۳- Amplified Fragment Length Polymorphism          ۴- Simple Sequence Repeats          ۵- Codominant  

۶- Polymorphism   
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 SSRهاي سيب گلاب ايران با استفاده از نشانگرهاي ريزماهواره  نژادگانارزيابي تنوع ژنتيكي 

  ٧١٧١٧١٧١ 

 شدندروه طبقه بندي گ ۱۰ در سيب هاي ايراني ،بر اساس ضريب تشابه ني رقم هايتجزيه خوشه اي  با .هستند

 آن هاجغرافيايي  پراکنش با يو در مواردميوه  ويژگي هاي تان،ظاهري درخشكل  با  يبندگروه اين  نتايج که

  .)۱( رابطه منطقي داشت

 است و نشده هيتهکه تاکنون اطلاعات کافي در زمينه ژنتيکي سيب هاي بومي ايران  توجه به اينبا 

تجاري خارجي وجود ندارد،  رقم هايايران در مقايسه با  ’گلاب‘هاي سيب  نژادگانشناسنامه مشخصي براي 

 رقم هايدر مقايسه با  رقم هايژنتيکي اين  ويژگي هاي و روابط شجره اي سيب هاي ايران تعيين بنابراين

سيب  رقم هايرابطه ژنتيکي  بررسي با هدف پژوهشاز اين رو اين   .ضروري به نظر مي رسد تجاري ديگر

با استفاده از نشانگرهاي  شناخته شده رقم هايدر بين  ’گلاب‘و تعيين جايگاه فيلوژنتيکي سيب  و خارجي نيايرا

  . انجام شدريزماهواره اي 

  

 مواد و روش ها
سيب هاي  از نژادگان ، نه’گلاب‘از سيب هاي معروف به  نژادگان ۱۴شامل  (برگي انواع سيب  نمونه هاي

سيب واقع در  مجموعهموجود در  رقم هاياز ) سيب مهم تجاري خارجي رقم چهار ايراني وتجاري و تابستانه 

مركز  و) تهيه نهال و بذر ت باغباني موسسه تحقيقات اصلاح وبخش تحقيقا(ايستگاه تحقيقات كمال آباد كرج 

   .)۱جدول (تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي اروميه جمع آوري گرديدند 
  

  .پژوهشمورد استفاده در اين  هاي سيب نژادگان  - ۱جدول

Table 1. Apple genotypes used in this study. 

‘Golab’ apples    گلاب‘سيب هاي’  

  ’گلاب شفيع آبادي‘  ’گلاب اروميه‘  ’گلاب تابستانه مشهد‘  ’گلاب کهنز‘سيب 

  ’گلاب قرمز‘  ’گلاب زرد‘  ’٢-گلاب کرمانشاه‘  ’١-گلاب کرمانشاه‘

  ’گلاب نعمتي‘  ’گلاب اصفهان‘  ’ميگلاب رس‘  ’گلاب صحنه‘

      ’گلاب دماوند‘  ’گلاب جنتي‘

        

  سيب هاي تابستانه

  ’حيدرزاده‘  ’مشهد نوري‘  ’کولي محلات‘  ’قندک کاشان‘

  ’کمپوتي‘  ’١- اردبيل‘  ’شيخ احمد‘  ’ شفيعي‘

        ’٢-اهر‘

        

  سيب هاي تجاري خارجي

  ’١-٤جاناتان‘  ٣’تگراني اسمي‘  ٢’گلدن دليشس‘  ١’يلو ترانسپارنت‘

  

                                                                                                                                                                                      
١- ‘Yellow Transparent’                ۲- ‘Golden Delicious’        ۳- ‘Granny Smith’       ۴- ‘Jonathan ’  
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 ن و همکارانينقش

 ٧٢٧٢٧٢٧٢

) ۲۴(به روش موري و تامسـون  جمع آوري شده   سيب نژادگان ۲۷از برگ هاي جوان  DNAاستخراج     

بـا مخلـوط    يبـود و خـالص سـاز    ١مرکاپتواتـانول  ۲%مقدار  يمحتو انجام گرفت، با اين تفاوت که بافر استخراج

از نمونه هـا بـا اسـتفاده     DNAكميت و كيفيت . گرفت هر نمونه دوبار انجام يبرا) ۲۴:۱(ايزواميل الكل / كلروفرم

و مقايسـه تـراكم    TAE۲در بـافر    %۷/۰به دست آمده در ژل آگاروز  DNA روش الكتروفورز پنج ميكروليتر از 

تعيين ) Hind IIIو  EcoRIهاي برشي   برش يافته با آنزيم III )λDNAباند آن با مقدار استاندارد قطعات نشانگر 

  .رقيق گرديدند ng/µl ۲۵حدود غلظت در  DNA يمراز، نمونه ها يپل يره اکنش زنجياستفاده در وا يبرا .گرديد

  

      زماهواره هازماهواره هازماهواره هازماهواره هايييير رر رر رر رييييتکثتکثتکثتکث

 انتخاب شد   )۱۹، ۱۲، ۱۰،۱۱( يبر اساس مطالعات قبل ،)۲جدول( جفت آغازگر اختصاصي سيب ۲۸تعداد   

ايـن  مربـوط بـه   اطلاعـات   .هش استفاده گرديدژوپ اين يطهلند، ) Isogene(توسط شرکت ايزوژن  و پس از سنتز

 ينترنت ـيا نشـانی در  هـا  تـوالي آن  و) کامـل، نـاقص و مرکـب   ( نـوع موتيـف   ،بانـدي  اندازه شامل جفت آغازگرها

http://www.hidras.unimi.it  استوجود م.  

  

        ))))PCR((((    مراز مراز مراز مراز     ييييپلپلپلپل    ييييزنجيره ازنجيره ازنجيره ازنجيره ا    انجام واکنشانجام واکنشانجام واکنشانجام واکنش

، X۱۰ميکروليتر بافر  ۵/۱ يمحتوميکروليتري  ۱۵براي نمونه ها در حجم  مراز يپل يزنجيره ا واکنش

 ۳/۰از هر آغازگر،  ميکروليتر Taq DNA Polymerase ،۳/۰ميکروليتر  ۳/۰ميلي مولار کلريد منيزيم، ۵/۱

، در دستگاه PCRي گرمايامه برن. انجام شدژنومي  DNAگرم نانو ۵۰و  )dNTPs( يديمخلوط نوکلئوت ميکروليتر

  در دماي  اوليه ۳يک چرخه واسرشت سازي شامل ،)Master gradient(ترموسايکلر ساخت شرکت اپندورف 

به مدت  درجه سانتيگراد ۹۴چرخه شامل واسرشت سازي ثانويه در دماي  ۳۵و سپس تعداد درجه سانتيگراد  ۹۴

 ۷۲در دماي  ۵بسط ،ثانيه ۴۵به مدت  )۲جدول ( ه نوع آغازگربسته ب ،DNA۴ ثانيه، اتصال آغازگرها به رشته  ۳۰

 ۱۰به مدت   درجه سانتيگراد ۷۲يک چرخه بسط نهايي در دماي  در نهايت و ثانيه ۹۰به مدت  درجه سانتيگراد

  . )۱۲(بود دقيقه 

 %/۵فرماميد،  %۹۵(هر نمونه با دو ميکروليتر بافر بارگذاري  PCRميکروليتر از محصول  ۱۰مقدار 

 ۹۴مخلوط شد و پس از سه دقيقه گرم کردن در دماي ) EDTA ميلي مولار  ۱۰زايلن سيانول و  %/۵برموفنل بلو، 

واسرشت  % ۶و سرد کردن در يخ، مقدار هشت ميکروليتر از هر نمونه در چاهک ژل اكريل آميد  درجه سانتيگراد

آمپر به مدت دو ساعت الكتروفورز شد و جهت ميلي  ۲۰۰ژل با شدت جريان . مولار اوره بار گذاري شد ۷حاوي 

  . استفاده گرديد) ۷(در ژل، از رنگ آميزي به روش نيترات نقره  DNAنمايان كردن قطعات 

        تجزيه و تحليل داده هاتجزيه و تحليل داده هاتجزيه و تحليل داده هاتجزيه و تحليل داده ها

مقابل هر آغازگر بر حسب وجود يا عدم  نمونه ها، در PCRاز واکنش  به دست آمدهالگوهاي نواري 

 ۶تجزيه خوشه اي داده ها بر اساس ضريب تشابه ني. ي انگليسي امتيازدهي شدندوجود نوارها  با حروف الفبا

                                                                                                                                                                                      
١- ß-mercaptoethanol        ۲- Tris-Acetate-EDTA      ۳-   Denaturing         ۴- Annealing       ۵- Extension  

۶-Nei  
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 SSRهاي سيب گلاب ايران با استفاده از نشانگرهاي ريزماهواره  نژادگانارزيابي تنوع ژنتيكي 

  ٧٣٧٣٧٣٧٣ 

 PowerMarker V3.25انجام شد و تجزيه و تحليل داده ها با استفاده از نرم افزار UPGMA١  به روش) ۲۵(

)http://www.powermarker.net (آمده با اين  به دستهاي مختلف  دندروگرام بر اساس. صورت گرفت  

با كمك نرم افزار ) Consensus tree(، درخت فيلوژنتيكي مورد توافق Bootstrapنرم افزار به واسطه آزمون 

MEGA3 رسم گرديد.        

  

 رقم هايبراي انگشت نگاري ژنتيکي  پژوهشمورد استفاده در اين  SSR ياطلاعات مربوط به نشانگرها - ۲جدول

   .بيس

Table 2. Microsatellite sets used to fingerprint apple cultivars in this study. 
دماي اتصال 

درجه (بهينه 

  )سانتيگراد
Annealing 

temp.  

محدوده 

اندازه مورد 

  انتظار

  

نوع 

  نشانگر
 

  نوع موتيف
 

  توالي آغازگرها
 Primer seqnence 

 

نام جفت 

  آغازگر
SSR 
name 

  کامل د مکانيچن 125-178 59/3

 

F: CGC ATG CTG ACA TGT TGA AT  
R: CGG TGA GCC CTC TTA TGT GA 

CH01B12 

  F: CCA CTT GGC AAT GAC TCC TC  کامل چند مکاني 136-160 57
R: ACC TTA CCG CCA ATG TGA AG 

CH01D03 

  F: GCC ATC TGA ACA GAA TGT GC کامل تک مکاني 134-172 60/5
R: CCC TTC ATT CAC ATT TCC AG 

CH01D09 

  F: AAA CTG AAG CCA TGA GGG C کامل تک مکاني 246-278 56/3
R: TTC CAA TTC ACA TGA GGC TG 

CH01E12 

 F: ACC ACA TTA GAG CAG TTG کامل تک مکاني 168-222 60
AGG  
R: CTG GTT TGT TTT CCT CCA GC 

CH01F02 

  F: GAG AAG CAA ATG CAA AAC CC ناقص تک مکاني 139-183 58
R: CTC CCC GGC TCC TAT TCT AC 

CH01F03b 

  F: GAA AGA CTT GCA GTG GGA GC کامل تک مکاني 107-141 57/3
R: GGA GTG GGT TTG AGA AGG TT 

CH01H01 

 F: TGC AAA GAT AGG TAG ATA کامل تک مکاني 93-119 57/3
TAT GCC A  
R: AGG AGG GAT TGT TTG TGC AC 

CH01H10  

 F: CCA GAC AAG TCA TCA CAA کامل تک مکاني 180-202 60
CAC TC  
R: ATG TCG ATG TCG CTC TGT TG 

CH02B07 

 مرکب تک مکاني 138-158 56

(TG)20(AG)20 

F: CCC TCT TCA GAC CTG CAT ATG  
R: ACT GTT TCC AAG CGA TCA GG 

CH02F06 

 F: TCA CTA TTT ACG GGA TCA  کامل تک مکاني 116-136 57/3
AGC A  
R: CTG CAG AGT CTT TGA CAA 
GGC 

CH03C02 

  F: AGT GGC TGA TGA GGA TGA GG کامل تک مکاني 170-186 60
R: GCT AGT TGC ACC AAG TTC 
ACA 

CH04G04 

                                                                                                                                                                                      
١-  Unweighted pair-Group Method Using arithmetic Average  
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 ن و همکارانينقش

 ٧٤٧٤٧٤٧٤

 F: GTT GCA AGA GTT GCA TGT کامل چند مکاني 111-135 57
TAG C  
R: TTT TGA CCC CAT AAA ACC 
CAC 

CH05A02 

  F: TAC CTG AAA GAG GAA GCC CT لکام تک مکاني 152-187  58
R: TCA TTC CTT CTC ACA TCC ACT 

CH05D03 

 F: CGA ATA TTT TCA CTC TGA CTG کامل تک مکاني 158-190 57/4
GG  
R: CAA GTT GTT GTA CTG CTC 
CGA C 

CH05E03 

 F: CCG TGA TGA CAA AGT GCA --- تک مکاني 212-238 60/5
TGA  
R: ATG AGT TTG ATG CCC TTG GA 

02b1 

 F: CGG CCA TCG ATT ATC TTA CTC --- تک مکاني 115-147 57/3
TT  
R: GGA TCA ATG CAC TGA AAT 
AAA CG 

05g8 

  F: TTT CTC TCT CTT TCC CAA CTC --- تک مکاني 86-116 60
R: AGC CGC CTT GCA TTA AAT AC 

23g4 

  F: TTG AGG TGT TTC CCA TTG GA نامشخص نامشخص 141-191 56
R: CTA ACG AAG CCG CCA TTT 
CTT T 

GD12 

  F: CGG CGG AAA GCA ATC ACC T --- نامشخص 152-197 60/5
R: GCC AGC CCT CTA TGG TTC 
CAG A 

GD96 

 F: ACA GCA AGG TGT TGG GTA --- نامشخص 223-242 60
AGA AGG T  
R: TGC GGA CAA AGG AAA AAA 
AAA AGT G 

GD100 

  F: TCC CGC CAT TTC TCT GC امشخصن تک مکاني 135-155 59
R: AAA CCG CTG CTG CTG AAC 

GD147 

        

  ج و بحثينتا

سيب  رقم هايدر  چند شکل ينوار يالگوجفت آغازگر  ۲۲، مورد استفادهجفت آغازگر  ۲۸از مجموع 

   ينوارهايا توليد  )CH04E03 ،CH02C06 ،01a6(شش جفت آغازگر به علت عدم تکثير. .د کردندتولي

تکثير  يها د آللاتعد. حذف گرديدند ها از ادامه آزمايش )CH03A04 ،CH03D01 ،GD142( ياختصاصغير 

هر  ياآلل بر ۴/۵با ميانگين   23g4) جفت آغازگر(آلل ۱۱تا  GD100 )جفت آغازگر ( سهاز اين آغازگرها بايافته 

و هتروزيگوت  وگاند د مطالعهمورسيب  رقم هاي ،به دست آمدهج اساس نتايبر  ).۳جدول(آغازگر متغير بود 

  .بودند

تک مکاني بودند  و يدو نوکلئوتيد يتکرار يواجدها يدارا مورد استفادهريزماهواره هاي  شتريب

  از بين  که ، دو مکان را تکثير نمودندCH01B12و  CH01D03 ،CH05A02تنها جفت آغازگرهاي . )۲جدول(

  ي زودرس ايراني و سيب ها هاي نژادگاندربين چند شکلي مناسبي را  CH01D03 جفت آغازگر ،ها آن

سيب  رقم هايو  ’گلاب‘هاي سيب  نژادگانعلت اين امر قرابت  رودگمان مي. نشان نداد ’گلاب‘سيب هاي 

، عدم ايجاد چند شکلي توسط برخي از اين جفت آغازگرها چندان دور از انتظار بنابراين. تابستانه ايراني باشد

  .)۱شکل ( نبود
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 SSRهاي سيب گلاب ايران با استفاده از نشانگرهاي ريزماهواره  نژادگانارزيابي تنوع ژنتيكي 

  ٧٥٧٥٧٥٧٥ 

و تنها جفت  به صورت کامل بود به طور عمدهCH  كد با ز ماهوارهري ياه هاجايگ يتکرار ياحدهاو نوع

 ينوارها CH01F03bجفت آغازگر . داشتندناقص  يتکرار يواحدها CH03D01و  CH01F03bآغازگرهاي 

 با CH02F06جفت آغازگر  .شدسيب تکثير ن رقم هايدر CH03D01 ولي جفت آغازگر کردزيادي تکثير 

که  تکثير قابل تفسيري توليد نموددرجه سانتيگراد  ۵۶ در دماي ، فقط 20(AG)20(TG)مرکب  يتکرار يواحدها

  . )۲۷، ۲۲( باشد يتکرار يواحدهاتوالي بر تکثير ترکيب نوع  رشايد به دليل تاثي

 04H11و 23g4 ،05g8 ،02b1جفت آغازگر کاربرد چهار، يبرقم س ۳۳ ژنتيکي يبررس در) ۱(ارشادي 

در . گزارش کرده است سودمند، ’۲-اهر‘و  ’زنوز مرند‘دو رقم  يابه استثن، سيب ايراني رقم هايتمايز  يرا برا

، تکثير نمودندآلل  ۱۱نيز  23g4و جفت آغازگر  آلل چهارهر يک  05g8 و  02b1جفت آغازگرهاي  حاضرطالعه م

اين . )۱( آلل بود ۱۴و  ارشادي هفت پژوهش جفت آغازگر در سهاين  براي تعداد آلل تکثير شده كه در حالي

ازآن جايي که در اين . سيب مورد بررسي باشد رقم هايتفاوت در تکثير آغازگرها مي تواند به دليل اختلاف در 

تنوع در ميان اين  ال بروزبودند، احتم ’گلاب‘هاي سيب  نژادگانسيب مورد ارزيابي از  رقم هايبيشتر  پژوهش

  .ندشد ظاهر يبه صورت محدودتر ارشادي بوده و در نتيجه باندهاي چندشکلي يافته هايکمتر از  رقم هاي

دامنــه بــود ولــي  ۶۵/۰, مــورد اســتفاده جفــت آغــازگر ۲۲چــه ميــانگين هتروزيگــوتي مــورد انتظــار بــراي   اگــر

 رزيـابي ادر مکان ژنـي اکثـر جفـت آغازگرهـا      ۹۷۶۲/۰با ميانگين  ۰۰/۱تا  ۶۶/۰هتروزيگوسيتي مشاهده شده بين 

  مقـدار بـالاي هتروزيگوسـيتي مشـاهده شـده نشـان دهنـده ميـزان بـالاي خـود ناسـازگاري و            . )۳جدول ( گرديد

و تعـداد   ۹۷۶۲/۰ميزان هتروزيگوسـيتي بـالا بـا ميـانگين     . سيب مورد بررسي است رقم هايدگرگرده افشاني در 

 سيب ريز ماهواره  ني نشان داد که نشانگرهايژ براي کليه مکان هاي   ۴/۵زياد آلل هاي مشاهده شده با ميانگين 

  .تنوع ژنتيکي سيب سودمند باشند ه هايتوانند در مطالعبسيار چندشکل بوده و مي

          PICبالاترين . بود ۶۸/۰آمده  به دست  ١ PIC اطلاعات چند شکلي يا يميانگين محتوا پژوهشدر اين 

ديده شد  CHO2b07در نشانگر ) ۳۷/۰(  PICآلل بود و پايين ترين  ۱۱تعداد   با 23g4مربوط به جايگاه ) ۷۷/۰(

نشان دهنده تعداد آلل زيادتر و چند شکلي بالاتر است  PICچون بزرگتر بودن عدد . که دو آلل را تکثير نمود

به هاي نادر نسبت از آن جايي که آلل. هم افزايش مي يابد PIC،  مي توان گفت با افزايش هتروزيگوسيتي، )۲۶(

به عنوان مثال اگرچه . دارند، اين روند همواره يکنواخت نيست PICآلل هاي مشترک اثر کمتري روي ارزش هاي 

بود ولي در  ۹۲۵/۰برابر  CH01H10و   CH05E03هتروزيگوسيتي مشاهده شده در هر دو مکان ريزماهواره

  .ه دست آمدب) ۵۳/۰( GHO4g04نسبت به نشانگر ) ۶۶/۰(بيشتري  CH05E03 ،PICنشانگر 

ايراني و خارجي نشان داد که در  رقم هايتعداد آلل هاي توليد شده توسط هر رقم در دو گروه  ميانگين

ايراني و  رقم هاياز اين رو انجام تلاقي بين . ايراني کمتر است رقم هاي  تعداد آلل ميانگينبيشتر جفت آغازگر ها 

تواند هتروزيگوسيتي و در نتيجه تنوع را ها از نظر خويشاوندي ژنتيکي مي خارجي با توجه به دور بودن آن

  . افزايش دهد

و مطابق دندروگرام ترسيم شده،   SSRاز جفت آغازگرهاي  به دست آمدهبر اساس فراواني آلل هاي 

   .)۲شکل ( هاي سيب مورد بررسي در پنج گروه قرار گرفتند نژادگان

  

                                                                                                                                                                                      
١- Polymorphism Information Content   
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مـورد اسـتفاده    SSRمحتواي اطلاعات چند شکلي جفـت آغازگرهـاي   هتروزيگوتي  مورد انتظار، هتروزيگوتي مشاهده شده و تعداد و فراواني آلل،  -۳جدول 

     .بيهای س نژادگان براي انگشت نگاري ژنتيکي

Table 3. Number and frequency of alleles, observed heterozygoties, polymorphic information contents for each SSR set used 
forgenetic fingerprinting of    apple genotypes. 

  

 

PIC1 شده مشاهده هتروزيگوتي 

Heterozygoties 

انتظار مورد هتروزيگوتي  

Gene diversity 

ها داده درصد آلل تعداد   

No. of alleles 

نهنمو تعداد  

Samples 

  تعداد نژادگان

No. genotype 

 فراواني آلل اصلي

SSR Loci 

جفت آغازگر 

Primers 

0.6129 1.0000 0.6701 1.0000 5.0000 27.0000 5.0000 0.4444 CH03C02    

0.7297 1.0000 0.7668 1.0000 7.0000 27.0000 7.0000 0.2963 CH05D03 
0.5343 1.0000 0.6125 1.0000 4.0000 27.0000 4.0000 0.4444 CH01E12    
0.7484 1.0000 0.7791 1.0000 6.0000 27.0000 8.0000 0.3519 CH01F03b    
0.7662 1.0000 0.7942 1.0000 8.0000 27.0000 9.0000 0.2963 CH04G04    
0.5574 0.6667 0.6097 1.0000 6.0000 27.0000 7.0000 0.5556 CH01D09    
0.6623 0.9630 0.7092 1.0000 5.0000 27.0000 7.0000 0.4259 CH05E03    
0.7152 1.0000 0.7496 0.9259 6.0000 27.0000 6.0000 0.4000 CH01F02    
0.3750 1.0000 0.5000 1.0000 9.0000 27.0000 8.0000 0.5000 CH01B12    
0.3750 1.0000 0.5000 1.0000 2.0000 27.0000 1.0000 0.5000 CH02B07    
0.5982 1.0000 0.6619 1.0000 4.0000 27.0000 3.0000 0.4074 CH01D03    
0.7752 1.0000 0.7990 1.0000 7.0000 27.0000 8.0000 0.3519 CH02F06    
0.6578 1.0000 0.7051 1.0000 5.0000 27.0000 6.0000 0.4259 CH05A02    
0.6526 1.0000 0.7030 1.0000 5.0000 27.0000 5.0000 0.3704 CH01H01    
0.5339 0.9630 0.6070 1.0000 5.0000 27.0000 6.0000 0.5000 CH01H10    
0.6713 1.0000 0.7222 1.0000 4.0000 27.0000 2.0000 0.3333 02b1    
0.5524 1.0000 0.6262 1.0000 4.0000 27.0000 2.0000 0.4259 05g8    
0.7850 1.0000 0.5000 1.0000 11.0000 27.0000 8.0000 0.5000 23g4    
0.6141 1.0000 0.6742 1.0000 4.0000 27.0000 3.0000 0.4259 GD12    
0.3716 0.8846 0.4933 0.9630 4.0000 27.0000 3.0000 0.5577 GD96    
0.3750 1.0000 0.5000 1.0000 3.0000 27.0000 2.0000 0.5000 GD100    
0.6414 1.0000 0.6955 1.0000 5.0000 27.0000 4.0000 0.3889 GD147    
    ميانگينميانگينميانگينميانگين 0.4274 5.1818 27.0000 5.499 0.9949 0.6536 0.9762 0.6858
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 SSRهاي سيب گلاب ايران با استفاده از نشانگرهاي ريزماهواره  نژادگانارزيابي تنوع ژنتيكي 

  ٧٧٧٧٧٧٧٧ 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  
Fig. 1. Electrophoretic patterns of apple genotypes amplified with microsatellite CH01E12. 

  .CH01E12حاصل از جفت آغازگر  SSRالگوي باندي  -۱شكل
  

M: Marker Ladder DNA 50. 1- ‘Golab e Kohanz’, 2- ‘Golab e Tabestaneh Mashhad’, 3- 
‘Golab e Oroomiyeh’ 4- ‘Golab e Shafi abadi’, 5- ‘Golab e kermanshah-1’, 6- ‘Golab e 
kermanshah-2’, 7- ‘Golab e zard’, 8-‘Golab e ghermez’, 9- ‘Golab e Sahneh’, 10- ‘Golab e 
Rasmi’, 11- ‘Golab e Isfahan’, 12- ‘Golab e Nemati’, 13- ‘Golab e Janati’, 14- ‘Golab e 
Damavand’, 15-‘Ghandak kashan’, 16-‘Koli mahalat’, 17- ‘Mashhad noori’, 18-
‘Heydarzadeh’, 19-‘shafiee’ 20-‘Shaykh ahmad’, 21-‘Ardebil-1’, 22- ‘Kompoti’, 23- ‘AHAR-
2’, 24-‘Yellow Transparent’, 25-‘Golden Delicious’, 26-‘Granny Smith’, 27- ‘Jonathan’. 

 M :گـلاب شـفيع   ‘ -۴، ’گـلاب اروميـه  ‘ -۳، ’گـلاب تابسـتانه مشـهد   ‘ -۲،  ’سيب گلاب کهنز‘ -۱، ۵۰شانگر اندازه ن

، ’گـلاب  صـحنه  ‘ -۹، ’گلاب  قرمز‘ -۸، ’گلاب  زرد‘ -۷، ’٢ -گلاب کرمانشاه‘ -۶ ،’١-گلاب کرمانشاه ‘ -۵، ’آبادي

قنـدک  ‘ -۱۵، ’گلاب دماونـد ‘ -۱۴، ’گلاب جنتي‘ -۱۳ ،’گلاب نعمتي‘ -۱۲، ’گلاب اصفهان‘ -۱۱، ’گلاب  رسمي‘ -۱۰

 -اردبيل‘ -۲۱، ’شيخ احمد‘ -۲۰ ،’شفيعي‘ -۱۹، ’حيدر زاده‘ -۱۸، ’مشهد نوري‘ -۱۷، ’کولي محلات‘ -۱۶، ’کاشان

  .’جاناتان‘ -۲۷، ’گراني اسميت‘ -۲۶،  ’گلدن دليشس‘ -۲۵ ’يلوترانسپرانت‘ -٢٤، ’٢-اهر‘ -۲۳، ’کمپوتي‘ -۲۲، ’١

  

  

 ’نتاريلوترانسپ‘و  ’١ -جاناتان‘ ،’گلدن دليشس‘،  ’٢-اهر ،’ني اسميتگرا‘ .۱

 ’شفيعي‘،’حيدر زاده‘ .۲

 ’١-گلاب کرمانشاه ‘ ،’کمپوتي‘ ،’شيخ احمد‘ ،’١ -اردبيل‘ ،’کولي محلات‘ .۳

 ’گلاب نعمتي‘ ،’گلاب اصفهان‘ ،’گلاب جنتي‘ ،’گلاب  قرمز‘ ،’٢ - گلاب کرمانشاه‘ ،’گلاب  رسمي‘  .۴

گلاب ‘ ،’زرد گلاب‘ ،’مشهد نوري‘ ،’صحنه گلاب‘ ،’گلاب دماوند‘ ،’گلاب تابستانه مشهد‘ ،’قندک کاشان‘ .۵

 ’گلاب شفيع آبادي‘ ،’گلاب اروميه‘ ،’کهنز

  

  

۲۰۰  

۱۵۰  
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 ٧٨٧٨٧٨٧٨

 
     

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

        

                          بـا    نشانگر چند شکلي ريز ماهواره، ۲۲سيب بر اساس اطلاعات الگو هاي باندي  نژادگان ۲۷دندروگرام  -۲شكل

  . Bootstrap consensus treeو UPGMAو روش  ۱۹۸۳ استفاده از ضريب تشابه ني

Fig. 2. Phylogenetic dendrogram of 27 apple genotypes constructed using data from 22 
polymorphic SSR markers. The phenogram was produced using the UPGMA method 
of Nei's genetic identity between varieties.  

  

و متفاوت از سيب هاي ايراني تقسيم بندي  ۱سيب خارجي در گروه  رقم هايبر اساس اين دندروگرام، 

  جداگانه  يگروه بند. خارجي قرار گرفت رقم هايبود که در گروه  ’۲- اهر‘ رقمتنها استثنا در اين مورد . شدند

مدت زمان کوتاهي است که در  رقم هاياين  رقم هاي ايراني نشان مي دهد که به احتمالي از خارج رقم هاي
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به عنوان  ’۱-جاناتان‘و  ’گلدن دليشس‘زودرس آمريكايي  رقم هايدر اين گروه ). ۶ ،۳(ايران کشت مي شوند 

. ابت زيادي با هم داشتند، قر)Esopus Spitzenburg’ )۲۳ ‘و’ Grimes Golden ‘هاي تصادفي از دو والد دانهال

، ’گلدن دليشس‘به علت داشتن شباهت زياد به رقم  ’۱- جاناتان‘در بررسي هاي قبلي نيز معلوم شده بود که رقم 

قرار گرفتن . )۲۰(رود به کار مي ١’جوناگولد‘ جديد و مقاوم سيب مثل رقم هایدر تلاقي  با اين رقم جهت ايجاد 

گراني ‘در مجاورت رقم ديررس استراليايي  )۶(ابستانه با مبدأ احتمالي از قفقاز به عنوان يک رقم ت ’۲-اهر‘سيب 

  .، در نوع خود جالب توجه بود’اسميت

  به دليل عملکرد بالا و  ’حيدرزاده‘رقم سيب . قرار گرفتند ’شفيعي‘و  ’حيدرزاده‘در گروه دوم، سيب هاي 

زودرس وميان رس سيب  رقم هايي اصلاح و توليد هاي پومولوژيکي مناسب به عنوان والد مادري براويژگي

اطلاعات زيادي در دسترس نيست ولي به نظر مي رسد از جمله  ’شفيعي‘در مورد رقم ). ۳(باشد  يم  مورد توجه

  .سيب هاي تابستانه در اطراف تهران و کرج باشد

گلاب ‘و  ’کمپوتي‘، ’شيخ احمد‘، ’۱-اردبيل‘کولي محلات، ‘در گروه سوم دندروگرام، سيب هاي زودرس 

ها تا حدودي مشابه  قرار گرفتند که با وجود پراکنش جغرافيايي مختلف، صفات مورفولوژيکي آن ’۱- کرمانشاه

  ناحيه آذربايجان،  ’شيخ احمد‘و  ’۱- اردبيل‘گمان مي رود منطقه پراكنش سيب هاي ). ۴ ،۳(است 

 ’۱-اردبيل‘و  ’کمپوتي‘در اين گروه . ه خراسان باشدمنطق ’کمپوتي‘منطقه کرمانشاه و رقم  ’۱- گلاب کرمانشاه‘

شکل تاج، فرم رويشي، شکل ميوه، (نزديک ترين رقم به يکديگر بودند، هر چند از لحاظ ظاهري  ’شيخ احمد‘بعد از 

توجه به اين مورد ضروري . است ’شيخ احمد‘بيش از  ’کمپوتي‘با  ’۱- اردبيل‘شباهت ) شعاع گسترش تاج, ارتفاع

به  به احتمال و) ۳(روند هاي بومي آذربايجان به شمار مي نژادگانهر دو از  ’شيخ احمد‘و  ’۱- اردبيل‘ است که

در بررسي هاي انجام شده توسط . دليل منشا جغرافيايي مشابه روابط خويشاوندي نزديکتري با هم دارند

 آن هابا پراكنش جغرافيايي  رقم هايبر روي سيب هاي اروپايي نيز مطابقت تفكيك ژنتيكي  SSRنشانگرهاي 

  .)۲۱، ۱۹(گزارش گرديده است 

در گروه هاي چهارم و پنجم قرار  ’۱-گلاب کرمانشاه‘ ياه استثنب ’گلاب‘سيب  رقم هايتمام  به تقريب

گلاب ‘،’گلاب جنتي‘،’گلاب قرمز‘،’۲- گلاب کرمانشاه‘،’گلاب رسمي‘گروه چهارم، شامل سيب هاي  .گرفتند

حائز اهميت  ’نعمتي‘و  ’جنتي‘با  ’گلاب اصفهان‘نزديک بسيار بود که رابطه ژنتيکي  ’عمتيگلاب ن‘و  ’اصفهان

 نيا شايد. گرددميح گسترده اي در منطقه اصفهان کشت به صورت تجاري و در سط ’گلاب اصفهان‘سيب . است

گلاب ‘و  ’گلاب نعمتي‘محلي مانند  يها برده شده و نام و بازارپسندي به مناطق ديگريب به دليل مرغوبيت يس

قندک ‘،’گلاب تابستانه مشهد‘سيب  رقم هايدر گروه پنجم  .ها در نظر گرفته شده باشد براي آن ’جنتي

 ’اديگلاب شفيع آب‘و  ’گلاب اروميه‘،’گلاب کهنز‘،’گلاب زرد‘،’مشهد نوري‘،’گلاب صحنه‘،’گلاب دماوند‘،’کاشان

شکل ( ا توجه به صفات مورفولوژيکيدر نزديک يکديگر ب ’اونددم‘و  ’گلاب صحنه‘قرارگيري . نددسته بندي شد

از منطقه  ’گلاب صحنه‘رسد، هرچند منطقي به نظر مي آن ها) ميوه، نسبت طول به قطر ميوه، و اندازه بذر

ندارد اما با داشتن ويژگي هايي  ’گلاب‘نيز عنوان  ’قندک کاشان‘گر چه سيب . )۶، ۳(کردستان منشا گرفته است 

  در دسته  )۶( شيرين، شکل کروي واندازه کوچک ميوه، زمان گلدهي و زودرس بودن آن’گلاب‘ن مزه همچو

نيز منشا جغرافيايي قطعي وجود ندارد، برخي  ’مشهد نوري‘رد سيب ’گلاب‘در مو. گيردسيب هاي گلاب قرار مي

                                                                                                                                                                                      
١- ‘ Jonagold’  
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گلاب ‘ ،’گلاب اروميه‘ ،’گلاب کهنز‘ در اين گروه. )۶(ي دانند آن را از ناحيه خراسان و عده اي از منطقه مراغه م

  .)۴ ،۳( باشدمي ها در ناحيه آذربايجان قرار دارند که پراکنش آن ’گلاب زرد‘و  ’شفيع آبادي

از گروه سيب هاي مهم تجاري هستند که  ’کهنز‘و  ’صحنه‘، ’گلاب اصفهان‘ به ويژه ’گلاب‘سيب هاي 

 ، مشابهتيقبل يها يدر بررس. ود اختصاص داده اندرا به خ ’گلاب‘سطح زير کشت سيب هاي  %۹۰بيش از 

ها  آنزودرسي  و مانند شکل کروي، طعم شيرين و آبدار ميوه، اندازه ميوه  رقم هاياين  صفات مورفولوژيکي

ها  مورفولوژيکي و فيزيولوژيکي با گروه بندي ژنتيکي آن ويژگي هايو اين همبستگي بين  )۴( است د شدهييتا

  به طوري که . ها چندان قابل توجه نيست جغرافيايي آن اارد، هرچند اين همبستگي در مورد منشمطابقت زيادي د

با ساير سيب هاي ) ’گلاب شفيع آبادي‘و  ’گلاب اروميه‘ ،’گلاب زرد‘ مانند(ناحيه آذربايجان  ’گلاب‘سيب هاي 

تعبير ديگري که از اين . ندگرفتاسان در کنار يکديگر قرار مانند کردستان، کرمانشاه و خر ساير مناطق کشور

که    به اين ترتيب .باشد يب ميس رقم هاي امنش مربوط به يها عدم صحت در گزارش ،داشتمقايسه مي توان 

 يبه طور واقع ’گلاب کرمانشاه‘و  ’گلاب اروميه‘، ’گلاب اصفهان‘ها مانند  سيب نامگذاري منطقه اي نام  بر خلاف

مناطق مختلف  درگرفته و سپس  اق نبوده و از يک مکان مشترک  خاصي منشها اين مناط خاستگاه اصلي آن

  .پراکنده شده باشند

سيب ايراني به طور کامل تابعي  رقم هايحاضر، به نظر مي رسد تنوع ژنتيکي  پژوهشبا توجه به نتايج 

وت درگروه هاي بومي با مراکز پراکنش متفا ’گلاب‘كه سيب هاي  طوريه از تنوع جغرافيايي نبوده است، ب

سيب  رقم هايبرخي از  تنوع ژنتيكيکه نيز نتيجه گيري كرده است  )۱(ارشادي . ژنتيكي مجاور هم قرارگرفتند

 رقم هايانتقال احتمالي  آن که دليل مطابقت ندارد آن ها تنوع جغرافيايي بامرکزي هاي تهران و  مربوط به استان

  که ممکن است  شود يم تقويتاين فرضيه  ،يبتبه اين تر . )۱(ت اس ذكر شدهبه اين منطقه  ها استاناز ساير 

اين  شايد. گرفته و سپس در نواحي مختلف ايران پراکنده شده باشند ايک والد مشترک منش سيب هاي گلاب از

پيدا  هاي ظاهري جهش ها و عوامل محيطي با يکديگر تفاوت’گلاب‘و بر اثر بروز  طي يك دوره طولاني رقم ها

  .ژنتيکي از همديگر دور نمايدها را از نظر  اند، هرچند اين تفاوت ها در حدي نيست که آنکرده 

براي مطالعات تنوع ژنتيكي و شناسايي  SSR يهانشانگرنشان داد  پژوهشاين  از به دست آمدهنتايج 

ماهواره اي ريزنده با استفاده از آغازگرهاي انتظار مي رود در آي و سودمند هستند هاي مختلف سيب نژادگان

نسبت به جايگاه سيب هاي  بررسي گردد تا با اطمينان بيشتر پژوهشبيشتر، صحت نتايج به دست آمده در اين 

هاي بومي سيب  نژادگانبراي انتخاب و اصلاح  پژوهش هااين نوع . اظهار نظر شود ’گلاب‘سيب  ژهيبه وايراني و 

  .جهت معرفي و توليد کمک فراواني خواهد نمود
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