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  چكيده
حگر و اين شناخت به اصلا گردداحساس ميتنوع موجود نياز به وجود و شناخت جهت انجام هر كار اصلاحي 

شناخت بهتر است بدست آوردن اين  يبرا نمايد.هاي اصلاحي كمك وافري ميبهتر برنامه و كنترلمديريت در 
مي يپ بوژنوت 16استفاده نمود. در اين پژوهش تنوع ژنتيكي  RAPDبراي ابتدا از ماركرهاي ساده و پر كاربرد مانند 

تعداد متوسط باندها  بررسي شدند. TIB MOLBIOLسري  RAPDپرايمر  11توسط  سيب منطقه البرز مركزي ايران
 افزارنرمم توسط انجام شد و دندروگرا POPGENE افزارنرمبا  هادادهل بود. تجزيه و تحلي 27/10به ازاي هر پرايمر 

NTSYS  بر پايهUPGMA .ها (تيل در جمعك يكيتنوع ژنت ترسيم گرديدHt( يتي)، تنوع درون جمعHs،(  تفاوت
، 018/0، 314/0، 436/0ب ي) به ترتh) و ضريب تنوع ژنتيكي ني(I)، شاخص شانون (Gstها (تين جمعيب يكيژنت

در شباهت  هاي بومي طالقان راها، ژنوتيپتيجمع ي. دندروگرام حاصل از بررسبدست آمدند 436/0و  626/0
 زين شباهت نيشتريرد. بك كيكسه منطقه ديگر (شميران، چالوس و دماوند) تف يبوم يهاپياز ژنوت 71/0 يكيژنت
 ) مشاهده شد.835/0ت شميران و چالوس (ين دو جمعيب

  RAPD، جمعيت، تنوع ژنتيكي، پلاسمژرمسيب، يدي: كلمات كل
  

  مقدمه
 وهيم درختان يبهنژاد يهابرنامه در مرحله نيترياساســــ ،يخارج و يداخل پلاسمژرم ريذخا يابيارز و آوريجمع

هاي پايه ژناصلاح درختان سيب، امروزه با توجه به اهميت تغذيه سالم و توليد پايدار ميوه با كيفيت سيب بيشتر بر  باشد.يم
گردند تنوع ژنتيكي رويشي تكثير مي صورتبههاي سيب ). با توجه به آنكه اكثر واريتهCrosby et al., 1992باشد (مقاومت مي

اين تنوع مورد انتظار  باشدهاي برتر ميهاي بومي كه حاصل انتخاب ويژگيد ژنوتيپباشد اما در موركمي مورد انتظار مي
هاي ژنتيكي موارد دقت بالا در شناسايي تفاوتباشند. با توجه به اين نتاج بذري مي اكثراًها ا اين ژنوتيپيابد زيرافزايش مي
 گشتــه سازگار نامناسب يمياقل طيشرا با هك مهم يكينتژ منابـــع نيا بررسي است.هاي اصلاحي بسيار ضروري براي برنامه

 به منجر شده اصلاح ارقام كاشت رشد به رو روند شود. گرفته ارك به يبهنژاد يهابرنامه در مقاومت منابع عنوانبه توانديم
 ذخاير اين حفظ براي گردد.مي باشند،مي متنوع هايژن بردارنده در بومي اهلي كه هايژنوتيپ انقراض و ژنتيكي فرسايش
 هايمحدوديت نمود. اقدام ژن بانك ... در و بذر غده، صورتبه مختلف هايژنوتيپ ذخيره و آوريجمع به توانمي توارثي
 پرهيز مشابه ارقام آوريجمع از تا داردمي آن بر را ما گياهي، مواد عظيم حجم سازيذخيره جهت فضا كافي و هزينه در موجود
 هانشانگر از استفاده مشابه، گياهي مواد حذف و ارقام ژنتيكي هايقرابت تشخيص و شناسايي براي حل راه ترينمناسب كنيم.
هاي ژنتيكي كه بر اساس تنوع مورفولوژيكي هستند به دليل هاي قديمي بررسي تفاوتروش ).Graham et al., 1996( باشدمي

 و آيزوزايم) DNAباشند. اما نشانگرهاي مولكولي (وابسته به ر مورد توجه ميگيرند كمتعوامل محيطي قرار مي تأثيرتحت آنكه 
در بررسي  مؤثرك روش ي RAPDكنند. امروزه روش را فراهم مي هاآنون اثر محيط بر ها را بدفرصت بررسي مستقيم ويژگي

) شناسايي كالتيوارهاي Malus )Dunemann et al., 1994باشد. از اين نشانگر در بررسي روابط ژنتيكي جنس ژنوم سيب مي
 ,.Harada et al) و براي آناليز والدي (Autio et al., 1998هاي آن (و پايه Koller et al., 1993; Mulcahy et al., 1993)سيب (

1993; Gardiner et al., 1996 .ن ميزان تنوع ژنتيكي برخيهدف اصلي اين بررسي مشخص كرد) استفاده شده است 
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بود ها و مقايسه آن ميزان شباهت بين اين ژنوتيپو تعيين منطقه البرز مركزي موجود در سيب بومي هاي ژنوتيپ يهاجمعيت
مي اقداارزشمند  پلاسمژرمهاي اصلاحي كمكي كرده باشد و در جهت حفاظت از اين از اين طريق به كاهش زمان برنامهتا 

  صورت پذيرد.
 

  هامواد و روش
  مواد گياهي
مونه از (شش نمونه از منطقه شميرانات، چهار ن ايران مركزي سيب بومي نمونه16بالغ و كامل شده  جوان هايبرگ

واقع  (هال و بذر از كلكسيون موسسه اصلاح و تهيه ن منطقه چالوس، سه نمونه از منطقه طالقان و سه نمونه از منطقه دماوند)
 هاآناما امروزه كشت  شدندمياي كشت منطقه صورتبهها در گذشته مونهتمام اين ن.)1(جدول  كرج) تهيه گرديد آبادكمالدر 

  اي وجود دارند.خاص و نقطه صورتبهشده و فقط  متوقف
  .هاآن آوريجمعن پژوهش، محل يدر ا يب مورد بررسيس يهاپيارقام و ژنوت ياسام -1جدول

  منشأ  نام نمونه فيرد منشأ  نام نمونه فيرد
G1 (شميرانات) مركزيالبرز  ترش ميگون G9 البرز مركزي (چالوس) ترشك چالوس 

G2 (شميرانات) مركزيالبرز  شميراني تابستانه G10 البرز مركزي (چالوس) عروس مشهد 

G3 (شميرانات) مركزيالبرز  شميراني ديررس G11 T4 (طالقان) البرز مركزي 

G4 (شميرانات) مركزيالبرز  گلدن آسيايي G12  البرز مركزي (طالقان) طالقانبشقابي 

G5  (شميرانات) مركزيالبرز  1 ييايآسگلدن G13 البرز مركزي (طالقان) قرمز جنگلي 

G6 (شميرانات) مركزيالبرز  شميراني خطي G14 البرز مركزي (دماوند) ترش دماوند 

G7 البرز مركزي (چالوس) ترش چالوس G15 البرز مركزي (دماوند) عروس قرمز 

G8 البرز مركزي (چالوس) چالوس آباديشفيع G16 HGH (دماوند) البرز مركزي 

  
  DNA  استخراج

DNA نوع (دارت) معرفي شده براي نشانگر آرايه ت دستورالعملشده بر اساس  آوريجمعهاي برگي ژنومي از نمونه
  ) استخراج گرديد.Diversity Arrays Technology Pty Ltd (DART P/L) )http://www.diversityarrays.comتوسط شركت 

  DNAتكثير قطعات 
 گرفت. قرار ) مورد استفادهTIB MOLBIOL, Germany( يآغازگر تصادف 10 مرازيپل يارهينش زنجكوا يبررس يبرا

از  مولارميلي 2/0يزيم، كلريد من مولارميليدو  ميكروليتر از تركيب 30ها در حجم اي پليمراز براي نمونهمخلوط واكنش زنجيره
بدون كلريد  برابر غلظت) 10اي پليمراز (ميكروليتر از بافر واكنش زنجيره پليمراز، دو DNA، يك واحد آنزيم تكdNTPهر 

 30دقيقه و در  3به مدت  گرادسانتيدرجه  95ژنومي از هر نمونه تهيه شد. دناتوره شدن اوليه در  DNAنانوگرم  30و  منيزيم
به  گرادانتيسدرجه  37دقيقه، سپس مرحله اتصال در دماي  1به مدت  گرادسانتيدرجه  95سيكل بعدي، دناتوره شدن در 

يقه دق 7 دقيقه اعمال شد و سپس مرحله گسترش نهايي به مدت 2خر يا مرحله گسترش به مدت آدقيقه و مرحله  1مدت 
 Bio-Rad سايكلر الترم دستگاه از تا زمان الكتروفورز نگهداري شدند. گرادسانتيدرجه  4ا در دماي هانجام گرديد. سپس نمونه

 د.ياستفاده گرد i-Cycler مدل

  هادادهآناليز 
د در ژل ميكروليتر ژل ر 2ميكروليتر بافر بارگذاري و  PCR ،3ميكروليتر محصول  5محصولات تكثير شده به نسبت 

ر اساس بدقيقه تفكيك گرديدند. به باندهاي داراي وضوح مطلوب  120ولت به مدت  90درصد تحت ولتاژ ثابت  2/1آگارز 
تفاده شد و اس POPGENE,Ver.32 افزارنرمز از ين يتيز جمعيجهت آنالحضور باند يا عدم حضور باند يك و صفر داده شد. 

  د.يرسم گرد NTSYS-pc ver 2.02 افزارنرمتوسط  يتيدندروگرام جمع
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  يج و بحثانت

مورف نشان لت پليباند حا 77ناسايي شدند كه مطلوب براي بررسي ش هايويژگيباند داراي  113پرايمر بكار رفته  11از كل 
راي ر دابالاترين تعداد باند را توليد كرد و همين پرايم AGCACTGGGGبا توالي  TIBMBC20پرايمر ). 2دادند (جدول 

ي داراي با توليد هفت باند قابل بررس GAACTCCCAGبا توالي  TIBMBD16مورف بود اما پرايمر بالاترين تعداد باند پلي
ورف مت پليلحا تماماًبا توليد نه باند كه  GGGAAGCGTCبا توالي  TIBMBE08حداقل تعداد باند تكثيري بود. پرايمر 

ن توسط هاي سيب بومي ايراها بود.در بررسي انجام شده روي برخي ژنوتيپداشتند بهترين پرايمر از نظر تفكيك نمونه
ار برده شده بود ) كه همين پرايمرها بك1388) و ارقام گيلاس ايراني توسط خديوي و همكاران (1392جهانگيرزاده و همكاران (

يب نيز سس در گياه شابهي بدست آمده بود بدين معنا كه پرايمرهاي داراي قدرت تكثير بالا در گيلااز نظر قدرت تكثير نتايج م
براي هر پرايمر هفت  مورفو متوسط تعداد باند پلي 3/10يمر قدرت تكثير بالايي داشتند. متوسط تعداد باند براي هر پرا تقريباً

و  TIBMBB17و كمترين درصد در پرايمرهاي  %100با  TIBMBE08مر ). بالاترين در صد چندشكلي در پراي2باند بود (جدول
TIBMBB05  شد.  مشاهده %50با  

  
ژنوتيپ سيب بومي ايران و يك رقم  23مورد استفاده براي تعيين تنوع ژنتيكي  RAPDآغازگرهاي تصادفي ده نوكلئوتيدي  -2جدول 

  هاآنتجاري و در صد چندشكلي حاصل از 
 (b/a×100)درصد چندشكلي   )bمورف (باندهاي پلي  )a( باندهاكل   توالي پرايمر

TIBMBA-06  GGACGACCGT 8 5 62.50 
TIBMBA-08  CCACAGCCGA 10 7 70.00 
TIBMBC-20  AGCACTGGGG 15 10 66.67 
TIBMBD-16  GAACTCCCAG 7 4 57.14 
TIBMBA-20  GAGCGCTACC 12 9 75.00 
TIBMBB-05  GGGCCGAACA 10 5 50.00 
TIBMBD-17  GTTCGCTCCC 8 6 75.00 
TIBMBB-17  ACACCGTGCC 14 7 50.00 
TIBMBC-04  CCACGTGCCA 11 9 81.82 
TIBMBE-08  GGGAAGCGTC 9 9 100.00 
TIBMBC-12  CCTCCACCAG 9 6 66.67 

Total -- 113 77 -- 
Mean. -- 10.27 7.00 68.14 

  
ن يب ييكتفاوت ژنت )،Hs( يتي)، تنوع درون جمعHtها (تيجمعل در ك يكيها، تنوع ژنتنمونه يتيجمع يدر بررس

بدست  436/0و  626/0، 018/0، 314/0، 436/0ب ي) به ترتh) و ضريب تنوع ژنتيكي ني(I)، شاخص شانون (Gstها (تيجمع
  آمدند.

شخص ) م3-) (جدول1973( ين يكيژنت شباهت) بر اساس 1-لك(ش يتيجمع يوگرام حاصل از بررسدندر يدر بررس
ثر كداحد و يجدا گرد شميران، چالوس و دماوند يهاتياز جمع %71در حد تشابه  منطقه طالقانت متعلق به يه جمعكشد 

) چالوسو  شميرانگر (يت ديه نسبت به دو جمعكمنطقه دماوند ت يجمع ماندهباقيت ينشان داد. در سه جمع هاآنفاصله را از 
گر يديكا ب) را %87ثر تشابه (كحدا شميران و چالوست يد. دو جمعيور جدا گردكمذت ياز دو جمع 81/0در سطح تشابه حدود 

  داشتند.
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  يتيز جمعي) دندروگرام بدست آمده بر اساس آنال2ل (كش

  )طالقان: Taleghanو دماوند : Damavand،چالوس: Chalus، شميرانات: Shemiranها شامل: تي(جمع 
 

 يكيتاز فاصله ژن ها با استفادهتين راست) جمعيياعداد پا( يكيچپ) و فاصله ژنتزان تشابه (اعداد بالا ي). م5جدول (
  .Malus ssp) در جنس 1972( ين

  طالقان  طالقان  چالوس شميرانات تيجمع
  774/0  720/0  874/0 -  شميرانات
  835/0  725/0 -  135/0  چالوس
  671/0 -  321/0  328/0  طالقان
 -  399/0  181/0  257/0  طالقان

  
ن دو ين ايگذشته در ب يهابهتر در زمان يهاپيه انتقال ژنوتكنمود  برداشت گونهاينتوان ين دندروگرام مياساس ابر 

  باشد.ين موضوع ميبر ا تأييديندروگرام ه اطلاعات حاصل از دك) صورت گرفته شميران و چالوسمنطقه (
  

  منابع
، RAPDنشانگر  از با استفاده رانيا بيس هايژنوتيپ از يبرخ يكيژنت تنوع يابي، ارز1392 ، ح.، داميار، س.نورافكنجهانگيرزاده خياوي، ش.، 

  21-29): 1( 9دار، يپا يشاورزك نينو دانش نامهفصل
 از استفاده اب يرانيا لاسيگ ارقام از يبرخ يكيژنت يگوناگون يابي، ارز1388 مقدم، م.ر. ي، ن.، فتاحي، ذ.الف.، بوذريخوب، ع.؛ زمان يويخد

  195-209): 1(25بذر،  و نهال ينژادبه ، مجلهRAPDو نشانگر  يكيمورفولوژ هايويژگي
Graham, J., McNicol, R.J., McNicol, J. W., 1996. Acomparision of  methods for the estimation of genetic 

diversity in strawberry cultivars. Theoretical and Applied Genetics. 93:402-406. 

Coefficient
0.71 0.75 0.79 0.83 0.87

          

 Shemiran 

 Chalous 

 Damavand 

 Taleghan 
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Abstract 
Each breeding program required to identify and recognize the diversity that exists. This knowledge 

was helped the breeder to better controlled and management of program. For achievement to this 
identification, it’s better to used simple and useful marker like RAPD.In this research, the genetic 
diversity of 16 apple indigenous genotypes of Iran, Central Alborz region were evaluated by the 11, RAPD 
primers TIB MOLBIOL series.The average number of bands was 10.27 for each primer. Data were 
analyzed using and dendrogram was drawn based on UPGMA by NTSYS software.The total genetic 
diversity in populations (HT), and a major portion of it was within populations (HS), the genetic 
differentiation among populations (GST), Shannon's Information index (I) and Nei's gene diversity (h) 
was calculated 0.436, 0.314, 0.018, 0.626 and 0436214 (respectively).Resulted dendrogram from population 
study, discriminated Taleghan genotypes from other three populations (Shemiranat, Chalous and 
Damavand) by 0.71 genetic similarities (approximately). Maximum similarity were observed between 
Shemiranat and Chalous (0.835 approximately). 
Keywords: Apple, germplasm, genetic diversity, population, RAPD 


