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 ّبی‌هتذاٍل‌ّبی‌سیب‌ایراًی،‌ارقبم‌تدبری‌ٍ‌برخی‌پبیِ‌کلرٍپلاستی‌برخی‌شًَتیپ‌DNAهقبیسِ‌تٌَع‌
‌

‌4هعصَهِ‌عبضَرپَر‌3‌ٍ،‌هحوذرضب‌فتبحی2،‌ربیح‌الِ‌زهبًی،*1ضبّیي‌خْبًگیرزادُ‌خیبٍی

 

آهَظـ ٍ تطٍیح ككبٍضظی،  اؾتبزیبض پػٍّكی، پػٍّكکسُ چبی، هؤؾؿِ تحقيقبت ػلَم ثبغجبًی، ؾبظهبى تحقيقبت، -1

 لاّيدبى

 اؾتبز، گطٍُ ػلَم ثبغجبًی، زاًكکسُ ككبٍضظی، زاًكگبُ تْطاى، كطج -2

 زاًكيبض، گطٍُ ػلَم ثبغجبًی، زاًكکسُ ككبٍضظی، زاًكگبُ تْطاى، كطج -3

 ضقت گيلاى، خْبز ككبٍضظیؾبظهبى  ،كبضقٌبؼ اضقس -4
 

 (20/12/1396 تبضید پصیطـ: – 14/04/1396 )تبضید زضیبفت:
 

‌چکیذُ

DNA  ؾيت ًوًَِ 64كلطٍپلاؾتی (Malus spp.( )54 غًَتيپ )ِثطای هكرص كطزى  ثَهی ایطاى، پٌح ضقن تدبضی ٍ پٌح پبی

( ثطضؾی PCR-RFLPتفبٍت عَل قغؼبت حبصل اظ ّضن )-هطاظ پلیای  آًْب ثب كبضثطز ضٍـ ٍاكٌف ظًديطُّبی  ّبپلَتبیپ

ٍ  MseI) طٍپلاؾت ٍ زٍ آًعین ثطقی هحسٍزگطلاظ غًَم كلطٍپلاؾت ثب كبضثطز زٍ خفت آغبظگط ػوَهی ك bp4320قس. تقطیجب 

EcoRI) اضبفِ زض هحسٍزُ -حصف ،ّبی قٌبؾبیی قسُ ثطضؾی گطزیس. توبم خْف bp40-10 ّب ثَزًس. تطكيت توبم خْف، 

هكرص قس كِ پبیِ ؾيت ثَهی هؼطفی ًوَز.  ّبی هَضز ثطضؾی زض ًوًَِ ( ضاH1, H2, H3, H4, H5, H6قف ّبپلَتبیپ )

هتفبٍت  )آشضثبیدبى( هٌغقِ ذَز ّبی هَضز ثطضؾی ًوًَِ ّبپلَتبیپ اذتصبصی ذَز ضا زاضا ثَزُ ٍ اظ توبهیضقن گوی آلوبؾی 

ّبی  چٌس قکلی ٍ گيبُ ثِ كبض ضٍزتَاًس ثطای هغبلؼبت فيلَغًتيکی زض ایي  كلطٍپلاؾتی هی DNA تٌَعاعلاػبت اؾت. 

 كوک كٌس. ؾيتثِ زضک ٍضاثت هبزضی تَاًس  هی PCR-RFLPثب ضٍـ  زض غًَم ؾيتَپلاؾوی هكرص قسُ

 PCR-RFLP، ّبپلَتبیپ ، ؾيت،آًعین ثطقی هحسٍزگط، طٍپلاؾتلآغبظگط ػوَهی ك: کلیذیٍاشگبى‌
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 ٍ‌ّوکبراى‌خْبًگیرزادُ‌خیبٍی سیب‌...‌ّبی‌کلرٍپلاستی‌برخی‌شًَتیپ‌DNAهقبیسِ‌تٌَع‌

‌هقذهِ

آغبظ  اٍایلثبقس كِ ثكط اظ  ّبیی هی ؾيت اظ خولِ هيَُ

ككبٍضظی اقسام ثِ كبقت آى ًوَزُ اؾت ٍ ثب ایي قسهت 

 تطیي هْنثِ ػٌَاى یکی اظ  قطى اذيطتبضیری زض 

ثِ (. Manie, 2001قَز ) هحصَلات ككبٍضظی قٌبذتِ هی

ّبی ثلٌسی زض خْت  ظًسگی، ثكط گبمزليل ثْجَز قطایظ 

كِ هٌدط ثِ هؼطفی اضقبم اصلاح ایي هحصَل ثطزاقتِ 

 Bagheriظیبزی ثب تٌَع ثبلا ثِ ثبظاض هصطف گكتِ اؾت )

et al., 1996 ثبػث (. اّلی كطزى ثطای هصبضف ككبٍضظی

ّبی ایي هحصَل  طات قگطف تکبهلی زض گًَِيیدبز تغيا

( كِ ایي ;Bagheri et al., 1996 Manie, 2001)قسُ اؾت 

اضقبم خسیس  زضثبػث گن قسى ٍالسیي اٍليِ  تکبهلی سفطایٌ

 قَز. هی

ثٌسی اضقبم ثط اؾبؼ  ثٌسی ٍ گطٍُ عجقِ زض اثتسا ًحَُ

ّبی  ٍلی ثب تَؾؼِ ضٍـ .ّبی هَضفَلَغیک ثَز ٍیػگی

ّبی  یثب اعلاع اظ ٍیػگ ٍ DNAّبی  ٍیػگیهجتٌی ثط 

DNA  حفبظت قسگی ثبلا، ٍضاثت )كلطٍپلاؾتی

-Demesure et al. 1995; Dumolin)ٍ ...(  ٍالسی تک

Lapegue et al. 1997; Grivet et al., 2001 )یبثی  ٍ تَالی

كبهل غًَم كلطٍپلاؾتی كِ ثِ ػلت حفبظت قسگی ثبلای 

آغبظگطّبی ػوَهی ظیبزی ثطای تکثيط قغؼبت ایي غًَم آى 

 ,.Taberlet et al., 1991; Demesure et al) هؼطفی قسًس

1995; Dumolin-Lapegue et al. 1997; Grivet et al., 

اؾتفبزُ اظ  یثِ ؾَ یلَغًيفهغبلؼبت  ثؿيبضی اظ (؛2001

 تغييط هؿيط زاز.هَلکَل اضظقوٌس  يیا

تَاى ثطای  ّبی هتفبٍتی هی كلطٍپلاؾتی ثِ ضٍـ DNAاظ 

تفبٍت عَل ضٍـ ثطضؾی تٌَع گيبّبى اؾتفبزُ ًوَز هبًٌس 

 Restriction Fragment Length) قغؼبت حبصل اظ ّضن

Polymorphism, RFLP( )Ishikawa et al., 1992; 

Matsumoto et al., 1997; Katayama and Uematsu, 

ای كلطٍپلاؾتی  یب ثب كبضثطز ضیعهبَّاضُ( 2005
(Chloroplast Simple Sequence Repeat, CpSSR )

(Heuertz et al.,2004 Zeinalabedini et al., 2007;ٍ ) 

 Single Nucleotide) ضٍـ تفبٍت تک ًَكلئَتيسی

polymorphism, SNP )(Fujii et al., 2002)ضٍـ  . اظ

تفبٍت عَل قغؼبت حبصل  -ای پلی هطاظ ٍاكٌف ظًديطُ

 Polymerase Chain Reaction–Restrictionاظ ّضن )

Fragment Length Polymorphism, PCR-RFLP)  ثطای

بزُ كلطٍپلاؾتی ثؿيبضی اظ گيبّبى اؾتف DNAثطضؾی تٌَع 

 Cros et al., 1998; Widmer and) قسُ اؾت

Baltisberger, 1999; Mohanty et al., 2001; Panda et 

al., 2003; Salehi Shanjani, 2004;  Kucuk et al., 

2006;  Turkec et al., 2006;  Coart et al., 2006;  
Bouhadida et al., 2007; Jahangirzadeh Khiavi et al., 

2013.) 

 Jahangirzadeh Khiaviّوکبضاى ) ٍذيبٍی خْبًگيطظازُ 

et al., 2013 ًوًَِ ؾيت ثَهی 26( زض ثطضؾی ّبپلَتبیپی 

ایطاى اظ هٌغقِ آشضثبیدبى ٍ زٍ ضقن تدبضی ٍ زٍ ضقن پبیِ 

 ظگطبآغخفت  3ثب كبضثطز  CAPs اظ ضٍـ پبكَتبُ كٌٌسُ

% اظ غًَم كلطٍپلاؾت ضا 13/4حسٍز  ػوَهی كلطٍپلاؾت

ّب زض  ًوًَِزض ثطضؾی آًْب  هَضز پػٍّف قطاض زازًس.

ّب  ّكت ّبپلَتبیپ قطاض گطفتٌس كِ توبم ایي ّبپلَ تبیپ

 .ّبی حصف ٍ اضبفِ ثَزًس ًتيدِ خْف

( ثب اؾتفبزُ اظ Turkec et al., 2006تَضكچ ٍ ّوکبضاى )

اضقبم گيلاؼ ضا هَضز ثطضؾی قطاض  cpSCAR ًكبًگطّبی

ی كلطٍپلاؾت DNAزازًس ٍ هكبّسُ ًوَزًس كِ آًبليع 

ضٍـ ذَثی ثطای عجقِ ثٌسی اضقبم گيلاؼ هی ثبقس ٍ ثب 

 اظ ضٍـ هقبیؿِ ًتبیح ذَز ثب زیگطاى گعاضـ ًوَزًس كِ

cpSCAR اؾتفبزُ ثطای هغبلؼبت فيلَغًتيکی تَاى  هی

 .ًوَز

ّبی ٍحكی اضٍپبیی  ثطای ثطضؾی اضتجبط ثيي ؾيت

(Malus sylvestris (L.) Mill ٍ ُاًَاع اّلی قس ٍ )

 DNA( تٌَع M. domestica Borkhهغلَة آى )

ز ضهَ SNP  ٍPCR-RFLPتَؾظ زٍ ضٍـ كلطٍپلاؾتی 

ّبی توبم  كِ ثب ثطضؾی چٌس قکلی ثطضؾی قطاض گطفت

 ,.Coart et alّبپلَتبیپ قٌبؾبیی قس ) 16ًكبًگطّب 

2006.) 

( ثب Zeinalabedini et al., 2007الؼبثسیٌی ٍ ّوکبضاى ) ظیي

طّبی ًكبًگاكؿيكي ثبزام تَؾظ  45ثطضؾی تٌَع غًتيکی 

SSR، DNA ی ّؿتِ ای ٍ كلطٍپلاؾتی گعاضـ ًوَزًس

SSR ِهَضفيؿن ثيكتطی ًؿجت ثِ  ای پلی ّبی ّؿت
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SSRزٌّس ٍ زليل ایي اهط ضا  ّبی كلطٍپلاؾتی ًكبى هی

حفبظت قسُ ثيكتطی زض زاذل غًَم ٍخَز ًَاحی 

 كلطٍپلاؾت ثيبى ًوَزًس.

( ثب اؾتفبزُ Ishikawa et al., 1992كبٍا ٍ ّوکبضاى ) ایكی

 DNAاظ تفبٍت ّبی عَل قغؼبت ًبقی اظ ّضن 

 18هيتَكٌسضیبیی ٍ كلطٍپلاؾتی ثِ ثطضؾی تٌَع غًتيکی 

پبیِ آى پطزاذتٌس ٍ ثط ایي اؾبؼ غًَتيپ  3ضقن ؾيت ٍ 

 گطٍُ عجقِ ثٌسی قسًس. 3هغبلؼِ ثِ ّبی هَضز 

ضقن  96( ثِ ثطضؾی Panda et al., 2003پبًسا ٍ ّوکبضاى )

 Prunusضقن آلجبلَ ) 5( ٍ .Prunus avium L) گيلاؼ

cerasus l. خْت هكرص كطزى ّبپلَتيپ ّبی آًْب )

 6/9پطزاذتٌس ٍ زض ایي هغبلؼِ  PCR-RFLPتَؾظ ضٍـ 

هكرص گطزیس كِ غًَم كلطٍپلاؾت ثطضؾی قس ٍ زضصس 

 pb30-5 ّب اظ تغييطاتی زض حسٍز  توبهی خْف یبفتِ

ثطذَضزاض ثَزًس. اضقبم هَضز هغبلؼِ زض ًْبیت ثِ ؾِ 

( زض هَضز گيلاؼ ٍ یک H1  ،H2  ٍH3ّبپلَتيپ )

ًتبیح ایي  ( زض هَضز آلجبلَ عجقِ ثٌسی قسًس.H4ّبپلَتيپ )

ض كلطٍپلاؾتی ز DNAهَضفيؿن  تحقيقبت ًكبى زاز كِ پلی

زضک ٍضاثت هبزضی زض گيلاؼ ٍ آلجبلَ ًقف هَثطی ایفب 

یق گيلاؼ كبهلا اظ آلجبلَ خسا ًوبیس ٍ ثسیي عط هی

گطزز. زض ایي هغبلؼِ هكرص قس كِ گيلاؼ ٍالس  هی

 ثبقس. هبزضی آلجبلَ ًوی

( ثِ Katayama and Uematsu, 2005كبتبیبهب ٍ یَهبتؿَ )

زض  cpDNAهٌظَض آگبّی اظ خٌجِ ّبی تکبهلی ؾبذتبض 

ّلَ ضا عطاحی  cpDNAًقكِ فيعیکی  Rosaceaeذبًَازُ 

ّبی ثطضؾی  هَضز تغييطات خْكی زض اكؿيكي 17كطزًس ٍ 

 قسُ هكبّسُ ًوَزًس.

ثيي ثطذی  ٍ اضتجبعبت ؾيتَپلاؾویتٌَع  حبضط زض هغبلؼِ

غًَتيپ ّبی ؾيت ثَهی ایطاى، اضقبم تدبضی ٍ ثطذی پبیِ 

اؾت تب اظ  قسُثطضؾی  ایي گيبُ ّبی پبكَتبُ كٌٌسُ هتساٍل

غضم پلاؾن ثؿيبض  ٍ هسیطیت ایي ضاُ كوکی ثطای حفبظت

 ثبقس. غٌی ؾيت هَخَز زض ككَض ایطاى

‌ّب‌هَاد‌ٍرٍش

‌گیبّی ‌هَاد غًَتيپ ٍ ضقن  64ثطای اًدبم ایي تحقيق :

 5غًَتيپ ثَهی ایطاى، پٌح ضقن تدبضی ؾيت ٍ  54قبهل 

اظ  ؾيت ضٍیكی هتساٍلّبی پبكَتبُ كٌٌسُ  پبیِ ًَع اظ

كلکؿيَى هَؾؿِ اصلاح ٍ تْيِ ًْبل ٍ ثصض ) ٍاقغ زض 

كوبل آثبز كطج( ٍ كلکؿيَى ؾيت زاًكگبُ اضٍهيِ تْيِ 

كبهل قسُ ثِ ػٌَاى  ثبلغ ٍّبی  (. ثطگ1گطزیس )خسٍل 

گطاز تب  زضخِ ؾبًتی -80ی ٍ زض زهبی ًوًَِ خوغ آٍض

 .سقسًظهبى اؾتفبزُ ًگْساضی 

‌DNAاستخراج‌ :DNA ًَِّبی ثطگی خوغ  غًَهی اظ ًو

آٍضی قسُ ثط اؾبؼ زؾتَض الؼول هؼطفی قسُ ثطای 

( تَؾظ قطكت DART P/Lًكبًگط آضایِ تٌَع )
Diversity Arrays Technology Pty Ltd  

(http://www.diversityarrays.com) .اؾترطاج گطزیس 

‌ ‌قطعبت ‌کلرٍپلاست‌DNAتکثیر :DNA لطٍپلاؾت ك

 ,B1B2گط ػوَهی كلطٍپلاؾت )تَؾظ ؾِ خفت آغبظ

K1K2, TF )(Grivet et al., 2001 ثب قطایظ ظیط تکثيط )

ّب  هطاظ ثطای ًوًَِ ای پلی ٍاكٌف ظًديطُ هرلَط كطزیس.

 سیهَلاض كلط یليهؾِ  هيکطٍليتط اظ تطكيت 30زض حدن 

 نیٍاحس آًع کی ،dNTPهَلاض اظ ّط  یليه 2/0 ،نیعيهٌ

اظ ثبفط ٍاكٌف  تطيکطٍليزٍ ه ،هطاظ یپل DNAتک 

 ٍ نیعيهٌ سیثطاثط غلظت( ثسٍى كلط 10) وطاظيپل یا طُيظًد

ٍاكٌف . تْيِ قساظ ّط ًوًَِ  یغًَه DNAًبًَگطم  30

یک چطذِ ٍاؾطقت ّب زض قطایظ  ای پليوطاظ ًوًَِ ظًديطُ

ض ؾبًتی گطاز ثِ هست چْب زضخِ 95ؾبظی اٍليِ زض زهبی 

 95چطذِ قبهل ٍاؾطقت ؾبظی زض  30ؾپؽ زقيقِ، 

زض  اتصبل آغبظگطثبًيِ،  45زضخِ ؾبًتی گطاز ثِ هست 

 45ثِ هست  (2زهبی هٌبؾت ثطای ّط آغبظگط )خسٍل 

زضخِ ؾبًتی گطاز ثِ  72زض زهبی  ٍ ثؿظ ثبًيِ ٍ تکثيط

یک چطذِ تکثيط  زض ًْبیتٍ  ِقطاض گطفت هست زٍ زقيقِ

زقيقِ  10زضخِ ؾبًتی گطاز ثِ هست  72ًْبیی زض زهبی 

 .اػوبل گطزیس
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 ٍ‌ّوکبراى‌خْبًگیرزادُ‌خیبٍی سیب‌...‌ّبی‌کلرٍپلاستی‌برخی‌شًَتیپ‌DNAهقبیسِ‌تٌَع‌

 آًْب ٍ ّبپلَتبیپ قٌبؾبیی قسُ آٍضی خوغ ثطضؾی، هحل هَضز بیّ ّب، اضقبم ٍ پبیِ غًَتيپ اؾبهی -1 خسٍل
Table 1. Name of studied genotypes, cultivars and rootstocks, their place of collection and determined haplotype 

 هحل خوغ آٍضی

Place of collection 
 ّبپلَتبیپ

Haplotype 
 ًبم ًوًَِ

Sample Name 
 ضزیف
No 

 هحل خوغ آٍضی

Place of collection 
 ّبپلَتبیپ

Haplotype 
 ًبم ًوًَِ

Sample Name 
 ضزیف

No 
Seed and plant 
improvement 

Institute 
H5 Shafi Abadi 

Chalous 33 
Seed and plant 
improvement 

Institute 
H4 Boomi meshkin 

shahr 1 

‘ H6 Shahrood 10 34 ‘ H3 Azarbayjan 1 2 
‘ H6 Shahrood 21 35 ‘ H4 Azarbayjan 5 3 
‘ H3 Golab Nemati 36 ‘ H2 Azarbayjan 6 4 
‘ H1 Golab 

Damavand 37 ‘ H2 Azarbayjan 7 5 
‘ H2 Golab Paize 38 ‘ H1 Azarbayjan 8 6 
‘ H4 Torbati 39 ‘ H4 Azarbayjan 14 7 
‘ H4 Ferdos 40 ‘ H2 ME 2 8 
‘ H2 Aroos Mashhad 41 ‘ H1 ME3 9 
‘ H3 Aroos Ghermez 42 ‘ H3 ME 4 10 
‘ H1 Ghermez 

Jangali 43 ‘ H2 ME 5 11 
‘ H2 Ghermez 1 44 ‘ H2 ME 6 12 
‘ H6 Shemirani Khati 45 ‘ H3 Ghermez Ahar 13 
‘ H3 Shemirani 

Dirras 46 ‘ H1 Mahali Beyghi 
Urmia 14 

‘ H6 Shemirani 
Tabestane 47 ‘ H2 Ghara Yarbagh 15 

‘ H3 Tabestane 
Zodras Oghlid 48 ‘ H2 Khan Almasi 16 

‘ H6 Tarhe Golabi 
Arak 49 ‘ H4 Shahe Kord 8 17 

‘ H3 SBA 50 ‘ H2 T3 18 
‘ H6 HGH 51 ‘ H2 T4 19 
‘ H6 Golden Asiai 52 ‘ H2 Boshghabi 

Taleghan 20 
‘ H4 Golden Asiai 1 53 ‘ H2 Malayer 1 21 
‘ H1 Golden 

Delicious 54 ‘ H1 Malayer 3 22 
‘ H4 Red Delicious 55 ‘ H2 Malayer 5 23 
‘ H5 Gala 56 ‘ H2 Malayer 8 24 
‘ H5 Fuji 57 ‘ H1 Malayer 25 
‘ H5 Granny Smith 58 ‘ H3 Palestini 26 
‘ H6 Gami Almasi 59 ‘ H4 Torsh Mesri 27 
‘ H3 M7 60 ‘ H5 Torsh Damavand 28 
‘ H6 M9 61 ‘ H5 Torsh 

Kermanshah 29 
‘ H5 M26 62 ‘ H5 Torsh Chalous 30 
‘ H3 M4 63 ‘ H5 Torshak Chalous 31 
‘ H4 MM109 64 ‘ H5 Torsh Meigon 32 

 

 قطایظ ٍاكٌف ظًديطُ ای پليوطاظ، تَالی آغبظگطّب، اًساظُ قغؼبت تکثيط قسُ ٍ كيفيت تکثيط -2خسٍل 

Table 2. PCR conditions, primers sequence, size of amplified fragment and quality of amplification 

 زضخِ تکثيط*

Degree of 
amplification 

 عَل قغؼِ تکثيط قسُ

Size of amplified 
fragment 

(bp) 

زهبی اتصبل 
 آغبظگطّب

Annealing 
temperature 

(ºc) 

 تَالی آغبظگط
Sequence 

5'-3' 

 ًبم آغبظگط

Primer name 

++ 1740 55 F: TGCCTTGGTATCGTGTTCATAC 
R: CYTGTCTTYTTGTAGTTGGAT B1B2 

++ 2580 54.5 F: GGGTTGCCCGGGACTCGAAC 
R:CAACGGTAGAGTACTCGGCTTTTA K1K2 

NA - 57.5 F: CATTACAAATGCGATGCTCT 
R: ATTTGAACTGGTGACACGAG TF 

* NAػسم تکثيط، ++ تکثيط ػبلی :                                                                 * No Amplification; ++ Perfect Amplification 
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اظ  هيکطٍليتط پٌححدن  DNAثطای آگبّی اظ ًتيدِ تکثيط 

ای پليوطاظ، ؾِ هيکطٍليتط ثبفط  هحلَل ٍاكٌف ظًديطُ

 Gel red Nucleic) هيکطٍليتط هبزُ غل ضزگصاضی ٍ زٍ  ثبض

acid, Biotium, cat: 41003-3-1-10ml ) آگبضظ 1زض غل %

ٍ ٍلت الکتطٍفَضظ  70ثِ هست زٍؾبػت ٍ ًين زض 

اظ ثطزاضی ظیط ًَض هبٍضا ثٌفف صَضت پصیطفت  ػکؽ

ثطای ترويي عَل قغؼبت  kb1( Lader) ؾبیع هبضكط
 .حبصل اظ تکثيط اؾتفبزُ گطزیس

ّضن ٍ ثطـ قغؼبت :‌یبرض‌نیآًس‌تَسط‌برش‌ٍ‌ّضن

ای پليوطاظ تَؾظ زٍ آًعین  تکثيط قسُ زض ٍاكٌف ظًديطُ

ثط اؾبؼ ضٍـ  MseI  ٍEcoRIثطقی هحسٍزگط 

 (Fermentas, Germany) تَليس كٌٌسُ قطكت پيكٌْبزی

ثِ ایي صَضت كِ هرلَط ثطـ حبٍی پٌح  صَضت گطفت

پليوطاظ، زٍ ای  هيکطٍليتط هحصَل ٍاكٌف ظًديطُ

ٍاحس آًعین  10ثطاثط غلظت(،  10هيکطٍليتط ثبفط ّضن )

 10ثِ هست ٍ هيکطٍليتط ثَز 31ثطقی زض حدن ًْبیی 
 EcoRI  ٍ65زضخِ ؾبًتی گطاز ثطای  37ؾبػت زض زهبی 

اًدبم پصیطفت )ثطای تٌظين  MseIزضخِ ؾبًتی گطاز ثطای 
ؾپؽ  .یس(گطز اؾتفبزُ DNase ثسٍى هقغط آة اظحدن 

اكٌف ّضن، ؾِ هيکطٍليتط اظ هحلَل ٍ 10حدن 

گصاضی ٍ زٍ هيکطٍليتط هبزُ غل ضز زض  هيکطٍليتط ثبفط ثبض

 ،70ثب ٍلتبغزض  چْبض ؾبػت% آگبضظ ثِ هست 3غل 
ثطزاضی ظیط ًَض هبٍضا ثٌفف  ػکؽ .الکتطٍفَضظ قسًس

ثطای  kb1  ٍbp50هبضكط  عیؾب اظ زٍصَضت پصیطفت )

 .اؾتفبزُ گطزیس( ّضنترويي عَل قغؼبت حبصل اظ 

‌بحث‌ٍ‌حیًتب
قغؼبتی ثِ  ثِ تطتيت سامّط ك B1B2  ٍ K1K2زٍ آغبظگط 

ضا تکثيط كطزًس ٍلی  bp2580  ٍbp1740عَل تقطیجی 
ٍ ذيبٍی خْبًگيطظازُ  تکثيطی اًدبم ًساز. TFآغبظگط 

( ًيع زض Jahangirzadeh Khiavi et al., 2013ّوکبضاى )

ّبی ثَهی  زض ثطضؾی ضٍی ؾيت TFاضتجبط ثب آغبظگط 
اًس كِ ایي  هٌغقِ آشضثبیدبى ًتيدِ هكبثْی گعاضـ ًوَزُ

 تَاًس ثِ زليلی ضخ زازى خْف ّب هی ػسم تکثيط زض ًوًَِ

ای زض هحل اتصبل آغبظگط ثبقس ظیطا ایي آغبظگطّب اظ  ًقغِ
 اًس. قسُ عطاحی (Grivet et al., 2001) ضٍی گيبُ تٌجبكَ

 K1K2زض ضاثغِ ثب اًساظُ قغؼِ تکثيط قسُ تَؾظ پطایوط 

 Jahangirzadehٍ ّوکبضاى )ذيبٍی ًيع خْبًگيطظازُ 

Khiavi et al., 2013ُاًس. ( ًتبیح هكبثْی ضا گعاض ـ ًوَز 
 ،قسُ ثطزُ آًعین ثطقی ثکبض -اظ چْبض تطكيت آغبظگط

ًكبى حبلت چٌس قکلی  MseIتطكيجبت زاضای آًعین ثطقی 

خبیگبُ ثطـ ًجَز  یزاضا B1B2- MseI)تطكيت  ًسازًس

 .قغؼبت یکؿبًی تَليس ًوَز( K1K2- MseIٍلی تطكيت 
 چٌس B1B2- EcoRI  ٍK1K2- EcoRIاهب تطكيجبت 

-B1B2ّبی هٌبؾت ضا ایدبز ًوَزًس كِ تطكيت  قکلی

EcoRI  س ؾِ تَليخْف حصف/اضبفِ  زٍثِ ػلت ضخ زاز
ثِ ػلت ضخ  K1K2- EcoRIحبلت چٌس قکلی ٍ تطكيت 

یک خْف حصف/اضبفِ تَليس زٍ حبلت چٌس قکلی زاز 
. (3)خسٍل  ثَز bp40-10ّب  كِ زاهٌِ ایي خْفًوَزًس 

 Jahangirzadeh Khiaviى )ٍ ّوکبضاذيبٍی خْبًگيطظازُ 

et al., 2013 ًيع ثطای ًكبًگط )K1K2  اظ ًتبیح هكبثْی ضا
ًظط خبیگبُ ثطـ، حبلات چٌسقکلی ٍ یک قکلی، ٍ 

ّبی ثَهی هٌغقِ آشضثبیدبى ٍ  ثطای ؾيتاًساظُ قغؼبت 
 اًس. پبكَتبُ كٌٌسُ گعاضـ ًوَزُّبی  بیِپ اضقبم ٍ

ٍ  B1B2- EcoRIّبی حصف ٍ اضبفِ زض تطكيجبت  خْف
K1K2- EcoRI  حبلات یک قکلی تطكيجبت  1زض قکل ٍ

B1B2- MseI  ٍK1K2- MseI تؼسازی  ثطای 2قکل  زض
تطكيت توبم حبلات  ّب ًكبى زازُ قسُ اؾت. اظ ًوًَِ

ّبی قٌبؾبیی قسُ ثب یکسیگط تَليس قف ّبپلَتبیپ  خْف
ّب ثِ ایي  قٌبؾبیی ّبپلَتبیپ (.4)خسٍل  ًوَزهتفبٍت 

صَضت اًدبم گطفت كِ ثِ قغؼِ ثعضگتط حبصل اظ ثطـ 

ّبی ثطضقی ػٌَاى الگَی اصلی زازُ قس،  تَؾظ آًعین
حطف اٍل كسّب اظ پطایوط، حطف زٍم ًبم آًعین ثطقی ٍ 

حطف ؾَم كِ ثصَضت اًسیؽ اهسُ اؾت ثِ قغؼِ حبصل 

اظ ثطـ تَؾظ آًعین ّبی ثطضقی تؼلق زاضز. ثؼس اظ ایي 
ّبیی كِ ثب یکسیگط زاضای كسّبی هكبثِ  كس گصاضی ًوًَِ

ض گطفتٌس. اظ آًدبیی كِ توبم ثَزًس زض یک ّبپلَتبیپ قطا

یکٌَاذت ٍ ّن اًساظُ  PCRقغؼبت تکثيط قسُ زض ٍاكٌف 
ثَزًس لصا ثب ثطضؾی تٌْب یک قغؼِ حبصل زض تطكيت 

K1K2- EcoRI  یب زٍ حبلت تطكيتB1B2- EcoRI 

 ّبی ّبپلَتبیپی ضا هكرص ًوَز. تَاى توبم حبلت هی
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 ٍ‌ّوکبراى‌خْبًگیرزادُ‌خیبٍی سیب‌...‌ّبی‌کلرٍپلاستی‌برخی‌شًَتیپ‌DNAهقبیسِ‌تٌَع‌

 آًعین ثطقی -زؾت آهسُ تَؾظ تطكيت آغبظگطِ ( زض خبیگبُ ّبی چٌس قکلی ثbpی اصلی ٍ هتغيط )الگَ -3خسٍل 

Table 3. Major patterns and variants (bp) of fragments revealed in each polymorphic site detected with different 
primer pair–restriction enzyme combinations 

 عَل خْف

Length of mutation خبیگبُ چٌس قکلی 

Polymorphic Site ِالگَی تغييط یبفت 

Variant 
 الگَی اصلی

Major Pattern 

(400bp )BEB ( ٍ390bp )BEC (410bp )BEA B1B2- EcoRI 

(610bp )KEB (650bp )KEA K1K2- EcoRI 

 
 

 

 ّبی قٌبؾبیی قسُ فطاٍاًی ّبپلَتبیپ -4 خسٍل

Table 4. Frequency of determined haplotype 
 فطاٍاًی

Frequency 
 تؼساز

Number 

 ّب ّبپلَتبیپ

Haplotypes 

0.125 8 (BEaKEa) H1 
0.250 16 (BEaKEb) H2 

0.172 11 (BEbKEa) H3 

0.156 10 (BEbKEb) H4 

0.156 10 (BEcKEa) H5 

0.141 9 (BEcKEb) H6 
1.000 64 Total 

 
 

 

 
 B1B2- EcoRI (a)  ٍK1K2- EcoRI (b)الگَّبی ثطـ زض تطكيجبت  -1قکل 

Figure 1. Restriction patterns in combinations of B1B2- EcoRI (a) and K1K2- EcoRI (b) 
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 B1B2- MseI (a)  ٍK1K2- MseI (b)الگَّبی ثطـ تطكيجبت  -2قکل 

Figure 2. Restriction patterns in combinations of B1B2- MseI (a) and K1K2- MseI (b) 

 

ٍ ّوکبضاى حيبٍی زض ثطضؾی خْبًگيطظازُ 
(Jahangirzadeh Khiavi et al., 2013 ًَُيع ثِ ایي ًح )

كلطٍپلاؾتی ثغَض كلی ثِ ػلت  DNA .ػول قسُ اؾت

 .Curtis and Clegg) حفبظت قسگی ثبلایی كِ زاضز

1984; Palmer, 1987ثطای تكريص ی كوی ی( زاضای تَاًب
كلطٍپلاؾتی  DNAثبقس.  ای هی ّبی زضٍى گًَِ تفبٍت

 زضغًَتيپ ؾيت  64ثطای اٍليي ثبض ثطای تكريص ضٍاثظ 
ّبی هتساٍل  بیؿِ آًْب ثب اضقبم تدبضی ٍ پبیٍِ هقایطاى 

هَضز آظهَى قطاض  PCR-RFLPتبُ كٌٌسُ تَؾظ ضٍـ پبكَ

اظ غًَم  bp4320گطفت. زض ایي ثطضؾی حسٍز 

ّبپلَتبیپ  ؾت هَضز هغبلؼِ قطاض گطفت كِ قفكلطٍپلا

ّبی هغبلؼِ قسُ زض  توبم تٌَع. هتفبٍت قٌبؾبیی قس
( ثَزًس كِ bp40-10ّبی كَچک حصف/ اضبفِ ) خْفاثط

كلطٍپلاؾتی ضا  DNA% تٌَع 50ّب حسٍز  خْف ًَعایي 

 (.Gielly and Taberlet, 1994)گطزًس  ؾجت هی
 Jahangirzadeh Khiaviٍ ّوکبضاى )ذيبٍی خْبًگيطظازُ 

et al., 2013ّبی قٌبؾبیی قسُ زض  ( ًيع زاهٌِ خْف

ّبی ثَهی هٌغقِ آشضثبیدبى ضا زض ّويي هحسٍزُ  ؾيت

(bp50-20ُگعاضـ ًوَز ) .اًس 

یس كِ ثب تَخِ ثِ اعلاػبت حبصل هكرص گطز

 غطة ایطاى ذَز ثِ پٌح گطٍُ لقوبّبی ًبحيِ  غًَتيپ

( كِ H1,H2,H3,H4,H6ّبپلَتبیپی تؼلق زاضًس )

اقل ثب حسH6 %( ٍ 11ثب حساكثط فطاٍاًی ) H4ّبپلَتبیپ

)پبیِ پبكَتبُ  یگوی آلوبؾ %(  فقظ قبهل5/1فطاٍاًی )

 ثبقٌس. كٌٌسُ ثَهی ایطاى( هی

گطزًس ٍ زاضای  ّبیی كِ ثب ًبم تطـ قٌبؾبیی هی غًَتيپ

زض یک  ّؿتٌسگؿتطزگی ظیبزی زض ؾغح ككَض ایطاى 

)تطـ هصطی اظ هٌغقِ  گطفتٌس( قطاض H5ّبپلَتبیپ )

( H4زض ّبپلَتبیپ زیگطی ) صَضت اؾتثٌبِ قوبل غطة ث

ٍ  ذيبٍی زض ثطضؾی خْبًگيطظازُ .(قطاض گطفتِ اؾت

ًيع  (Jahangirzadeh Khiavi et al., 2013) ّوکبضاى

ظ هطكعی )تطـ زهبًٍس ٍ تطـ تطـ هٌغقِ الجطّبی  ًوًَِ

زض  زض ثطضؾی حبضط( 30ٍ  28ّبی ثب كس  چبلَؼ؛ ًوًَِ

 . زض ثطضؾی آًْبیک ّبپلَتبیپ قطاض گطفتٌس

(Jahangirzadeh Khiavi et al., 2013)  ًيع تطـ هصطی

 كِ ای اظ ایي ًتيدِ ًکتِ .ّب هدعا قطاض گطفت اظ ثبقی ًوًَِ

خس هبزضی یکؿبى ثطای ایي  زاقتي هحتول اؾت

يبى هغلق ایي ًکتِ ًيبظ ثِ اهب ثطای ث .ثبقس ّب هی غًَتيپ

 SSRتط هبًٌس  ّبی ثيكتط ثب ًكبًگطّبی زقيق ثطضؾی

ّبی هبليٌگ ٍ هبليٌگ هطتَى هَضز  گطزز. پبیِ احؿبؼ هی

ثطضؾی ًيع ذَز ثِ چْبض گطٍُ تقؿين قسًس كِ پبیِ 

MM109  زض ّبپلَتبیپH3، ِّبی پبیM7  ٍM4 زض 

 M26 پبیِ ٍ H5 ّبپلَتبیپ زض M9 پبیِ ،H9 ّبپلَتبیپ

 M9  ٍM26قطاض گطفتٌس كِ خسا قسى  H6 ّبپلَتبیپ زض

ایكيکبٍا ٍ ّوکبضاى  اظ یکسیگط ثب ًتبیح اػلام قسُ تَؾظ

(Ishikawa et al., 1992 ) زض ایي ثطضؾی زاضزّورَاًی .
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 ٍ‌ّوکبراى‌خْبًگیرزادُ‌خیبٍی سیب‌...‌ّبی‌کلرٍپلاستی‌برخی‌شًَتیپ‌DNAهقبیسِ‌تٌَع‌

زٍ ضقن تدبضی فَخی ٍ گلسى زليكع اظ یکسیگط خسا 

 ,.Ishikawa et alایكيکبٍا ٍ ّوکبضاى )ب ًتبیح ثقسًس كِ 

یک گطٍُ اػلام كطزًس تضبز كِ ایي زٍ ضقن ضا زض ( 1992

گلسى زليكع زض هغبلؼِ حبضط زض گطٍُ ّبپلَتبیپی  .زاضز

H2  فَخی زض ٍH6  قطاض گطفتٌس كِ تٌْب تفبٍت هب ثيي

آًْب ضذساز حساقل یک خْف زض قغؼِ تکثيط قسُ تَؾظ 

ثبقس. ّوچٌيي خسا قسى فَخی اظ ضقن  هی B1B2آغبظگط 

ثبقس،  هیضززليكع تبیيسی ثط ٍالس پسضی ثَزى ضز زليكع 

 Delicious × Rollosjanetظیطا ضقن فَخی حبصل تلاقی 

 Ishikawa etایكيکبٍا ٍ ّوکبضاى ) كِ زض هغبلؼبتثَزُ 

al., 1992 ) ُّبی هٌغقِ  غًَتيپ .اؾتًيع هكرص گطزیس

الجطظ هطكعی )زهبًٍس، چبلَؼ، قْطیبض، قبّطٍز ٍ عبلقبى( 

حساكثط  H5زض قف ّبپلَتبیپ زیسُ قسًس كِ ّبپلَتبیپ 

%( كِ اكثط ایي 37/9) تؼساز ًوًَِ ضا تحت پَقف قطاض زاز

ٍ  H2ّبی  قويطاًبت ثَزًس. ّبپلَتبیپّب اظ ًَاحی  ًوًَِ

H3  ّط كسام زٍ 12/3ًيع حساقل پَقف ضا ثب فطاٍاًی( %

خٌَة )زاهٌِ  -ّبی هٌغقِ هطكع . غًَتيپزاقتٌس ًوًَِ(

ًيع ّط قف حبلت ّبپلَتبیپی ضا ًكبى زازًس كِ ظاگطؼ( 

ٍ  %(25/6حساكثط فطاٍاًی ) H1زض ایي هٌغقِ ّبپلَتبیپ 

ّط كسام ثب یک ًوًَِ حساقل  H5  ٍH6ّبی  ّبپلَتبیپ

اظ اصفْبى ٍ تبثؿتبى  SBAزٍ ًوًَِ  فطاٍاًی ضا زاقتٌس.

ای كِ ككت ٍ كبض ؾيت زض آًْب  زٍ هٌغقِ)ظٍزضؼ اقليس 

اًتربة قسُ ثَزًس ٍ اظ ًظط ثؼس هؿبفتی ثِ  اؾت(هحسٍز 

( H4ًيع زض یک حبلت ّبپلَتبیپی ) ،یکسیگط ًعزیک ثَزًس

ثبقس كِ ایي زٍ  ًكبى اظ آى هی قطاض گطفتٌس كِ ایي حبلت

 ًوًَِ احتوبلا زاضای خس هبزضی اٍليِ یکؿبى اًس.

ّبیی كِ زض زٍ هٌغقِ الجطظ هطكعی ٍ  تؼساز ظیبز ّبپلَتبیپ

كبتَ ٍ  زاهٌِ ظاگطؼ زیسُ قس ثب ًتبیح حبصل اظ هغبلؼبت

 11غًَتيپ ؾيت  14كِ زض ( Kato et al. 1993ّوکبضاى )

زّس ٍ ثِ  ّوبٌّگی ًكبى هی ،ًوَزّبپلَتبیپ ضا قٌبؾبیی 

ّبی ایي زٍ هٌغقِ  ِ تؼساز ثبلای ّبپلَتبیپایي زليل ث

 تَاى ثب زیسُ تطزیس ًگطیؿت. ًوی

زّس كِ  ًتبیح حبصل اظ ایي ثطضؾی ًكبى هیثِ عَض كلی، 

ثب قکؿتي كلطٍپلاؾتی  DNAهغبلؼِ گًَبگًَی 

يب كطزى ّْبی كَچک ٍ ه ّبی ثعضگ ثِ خوؼيت خبهؼِ

تط  يقّب تَؾظ ًكبًگطّبی زق ثطای ثطضؾی ًوًَِقطایظ 

ّب زض حدن كبضی كوتط ثؿيبض هٌبؾت  هبًٌس ضیعهبَّاضُ

ّبی زاذل  كِ ًوًَِ. ثغَضی كِ فقظ كبفی اؾت ثبقس هی

. قًَسیک گطٍُ ّبپلَتبیپی ثب یکسیگط هقبیؿِ ٍ ثطضؾی 

ثطای هكرص ًوَزى  PCR-RFLPزض ایي اضتجبط ضٍـ 

ّب یک ضٍـ ثؿيبض  ًوًَِّبی ّبپلَتبیپی ثيي  تفبٍت

ّب ضا هكرص  ّبپلَتبیپثبقس كِ ثِ ضاحتی  هٌبؾت هی

ّب  ثطای افعایف زقت تؼييي ّبپلَتبیپًوبیس. الجتِ  هی

ٍ  یب تکثيط قغؼبت هتفبٍت ثيكتطّبی ثطقی  كبضثطز آًعین

 ط قطاض گيطز.ًيع تبثيط ظیبزی زاضًس كِ ثبیس هسًظ ثطضؾی آًْب
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Abstract 
The chloroplastic DNA of 64 accessions of apple (Malus spp.) (54 Iranian genotypes, five commercial 

cultivars and five rootstocks) were analyzed to reveal their haplotypes by using Polymerase Chain 

Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) method. Approximately 4320 bp 

of the chloroplast genome was analyzed, by using two chloroplast universal primer pairs and two 

restriction enzymes (EcoRI and MseI). All the mutations detected were insertion-deletions been in the 

range between 10-40 bp. The combination of all the mutations resulted to six haplotypes (H1, H2, H3, 

H4, H5 and H6) in the studied apple accessions. It was defined that the Iranian apple rootstock 'Gami-

Almasi' had a specific haplotype form all the other studied accessions. It was approved that cpDNA 

diversity data can be considered for phylogenetic studies in this plant and the polymorphism 

determined in cytoplasmic genome by PCR-RFLP method can help to understand the maternal 

inheritance in apple. 

Keywords: Chloroplast universal primer, Restriction enzyme, Malus Spp, Haplotype, PCR-RFLP 
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