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  چكيده
ور بررسي تنـوع ژنتيكـي   منظبه  .رويدكه در مناطق معتدل مي است  گياهي دائمي و دوپايه) .Uritica dioica L(گزنه 

. بودنـد  شـكل  چند باند 171 گرديد كه باند تشكيل 233استفاده شد و در مجموع  ISSRآغازگر  17ژنوتيپ گياه گزنه از  32
بيشـترين  . بـرآورد شـد   8/0تـا   64/0از  Jaccardبر اساس ضريب تشـابه   ISSRها با استفاده از نشانگر تشابه ژنتيكي ژنوتيپ
آباد و صـاحبي  هاي مناطق عباسشهر و آمل و كمترين شباهت مربوط به تودههاي جمع آوري شده از قائمشباهت بين ژنوتيپ

اي و تجزيـه بـه مختصـات    نتايج حاصل از تجزيه خوشـه . گروه اصلي را تشكيل داد 5تجزيه كلاستر انجام شده . مشاهده گرديد
هـاي  توانايي تفكيـك ژنوتيـپ   ISSRاين مطالعه نشان داد نشانگر  .اصلي تنوع وسيع گياه گزنه را در استان مازندران نشان داد

 .نژادي باشدهاي بهتواند ابزاري مناسب جهت انجام برنامهمختلف گياه گزنه استان مازندران را دار بوده و مي

  ISSR، نشانگر ) L. Urtica dioica(گزنه  ژنتيكي، تجزيه به مختصات اصلي، تنوع :كليدي واژگان
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  همقدم
دائمـي و   اسـت  گياهي) L. Urtica dioica(گزنه 

ات رويد و داراي تركيب ـدوپايه كه در مناطق معتدل مي
 ،هـا يـدها، ويتـامين  ويدارويي نظير كاروتنوئيـدها، فلاون 

خواص دارويـي   ها وها، اسيدهاي چرب، ايزولكتينتانن
بسياري مانند خاصيت ضد ويروسي عصاره و بازدارنـده  

بــه خصــوص در مــورد بيمــاري هــاي ســرطاني ســلول
ايــن گيــاه . (Koch., 2010) باشــدمــي... پروســتات و

و  2n=4x=48 ژنــــومي تتراپلوئيــــد داراي دو فــــرم
2n=4x=52 )Taylor., 2009( كه بـه طـور   باشد مي
 ـ اما برخي از جمعيت هستند عادي دو پايه ه هـاي آن ب

و گرده افشـاني   مشاهده گرديده استنيز  تك پايهطور 
  ).Taylor., 2009(گردد انجام ميباد  كمكآن به 

شناسايي، حفاظت و استفاده از منـابع ژنتيكـي بـه    
هاي ملي هر كشور از عنوان يكي از ارزشمندترين ثروت

اهميت خاصي برخوردار بوده و قبـل از هـر نـوع اقـدام     
اصــلاحي شــناخت تنــوع و ظرفيــت ژنتيكــي هرگونــه 

گيـاه  ). 1390نقوي و همكـاران،  ( گياهي ضروري است
گزنه بطور گسترده در شمال ايران مـي رويـد و از ايـن    
روشــناخت و حفــظ ذخــاير ژنتيكــي ايــن گيــاه داراي  

هــاي ارزيــابي تنــوع ژنتيكــي روش .باشــداهميــت مــي
به وفور از نشانگرهاي مولكولي  همختلفي دارد كه امروز

هـاي مختلـف   قرابت بين ژنوتيـپ ميزان براي شناسايي 
  ).1390نقوي و همكاران، ( گرددگياهي استفاده مي

از به دليل عدم نياز به اطلاعات اوليه  ISSRنشانگر 
در مطالعات تنوع ژنتيكي گياهـان   كاربرد فراواني ،ژنوم

طـور  بـه اين نشـانگر  . (Lu et al., 2006) دارويي دارد
را تكثير كرده و بسيار شبيه  SSRهاي موتيف تصادفي
داراي  RAPDاما بـر خـلاف    .باشدمي RAPDنشانگر 

 .(Lu et al., 2006) تكرار پـذيري بـالايي مـي باشـد    
رغم پيشينه تاريخي گياه گزنه و مصـارف شـناخته   علي

محـدود  بسيار شده آن مطالعات تنوع ژنتيكي اين گياه 
بـا  تنوع ژنتيكي گياه گزنه ارتفاعات هيماليا . است بوده

 گرديدو اعلام  شد بررسي RAPDنشانگر  8استفاده از 
هــاي گرفتــه شــده از اهت انــدكي بــين نمونــهكــه شــب

مجموع  ازتحقيق  آن در. ها وجود داردارتفاعات و دامنه
 چند شكل هاباند درصد 2/20باند بدست آمد كه  134

تنـوع ژنتيكـي   . )Bharmauria et al., 2009( بودنـد 
ــاه  21 ــپ گي ــاط )  Acorus calamus( وج ژنوتي نق

 ISSRازگر آغــ 14بــا اسـتفاده از  مختلـف هندوسـتان   
 چند شكلي آغازگرهـا  ميزان مورد بررسي قرار گرفت و

ــد  درصــد 53/51را   ,.Kareem et al(بدســت آم

كه تنوع درون جمعيت گيـاه   آنها بيان داشتند). 2012
مذكور بسيار كم بوده است و نتيجـه گرفتنـد كـه ايـن     

ه تكثير غير جنسي طكمبود تنوع داخل جمعيت به واس
از العات تنوع ژنتيكي انجام شـده  مط .باشداين گياه مي

نمونه را با استفاده  160جمعيت گياه ريواس چين  13
بانـدهاي   درصد 94/92 نشان داد ISSR آغازگر 13از 

چنـد  بـالاي   حـد بودنـد و ايـن    چندشكلبدست آمده 
ايـن گيـاه    جنسـي به دليل نحوه تكثير  احتمالاشكلي 

 تيـپ ژنو 36 تنوع ژنتيكي .)Hu et al, 2010(باشدمي
با استفاد  (Chrysanthemum indicum) گل داوودي

و اعلام  گرفترا مورد بررسي قرار  ISSR آغازگر 24از 
بانـد معـادل    208بانـد بدسـت آمـده     238كـه از   شد

تنـوع مشـاهده شـده     بودند، چندشكل) درصد 13/86(
 گروه اصـلي قـرار داد   6را در  هاي گياه داووديژنوتيپ

(Fang et al., 2012). ــوع زيســتي ب  15ررســي تن
متعلـق بـه    .Rhodiola rosea Lژنوتيپ گياه دارويي 

 ISSR آغــازگر 18نقــاط مختلــف دنيــا بــا اســتفاده از 
قابليــت بــالايي در  نشــانگر حــاكي از آن بــود كــه ايــن

 بين جمعيـت دارد  كردن تنوع درون جمعيت و تفكيك
)Kozyrenko et al., 2001(.     هـدف از ايـن مطالعـه

هاي گياه گزنـه دوپايـه   تنوع ژنتيكي تودهتعيين ميزان 
Urtica dioica باشددر استان مازندران مي.  

  :ها مواد و روش
از  1390سي و دو ژنوتيپ گياه گزنـه در مهـر مـاه    

و ) 1جـدول  (نقاط مختلف استان مازندران جمع آوري 
ها بلافاصـله در مخـزن ازت مـايع قـرار گرفـت و      نمونه

تي گـراد در پژوهشـكده   درجه سان -80سپس به فريزر 
  .ژنتيك و زيست فناوري طبرستان منتقل شدند
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 هاي جمع آوري نمونه از نقاط مختلف استان مازندرانمحل. 1جدول 
N E شماره نمونه محل جمع آوري نمونه ارتفاع از سطح دريا  

  1 )از توابع مياندورود(صاحبي  -38 53˚ 08´ 45.83˝ 36˚ 40´ 38.53˝
 2 )مياندو رود(سورك  109 53˚ 12´ 25.13˝ 36˚ 35´ 51.80˝

 3 نكا 141 53˚ 17´ 26.18˝ 36˚ 38´ 38.74 ˝

 4 رستم كلا 105 53˚ 25´ 49.12˝ 36˚ 40´ 30.49˝

 5 بهشهر 78 53˚ 32´ 30.38˝ 36˚ 41´ 27.25˝

 6 )از توابع بهشهر(علي تپه  376 53˚ 35´ 09.45˝ 36˚ 40´ 55.89˝

 7 )از توابع بهشهر(علي تپه  376 53˚ 35´ 09.45˝ 36˚ 40´ 55.89˝

 8 )بهشهر(عباس آباد  1275 53˚ 35´ 30.55˝ 36˚ 39´ 47.39˝

 9 ساري 94 53˚ 03´ 45.83˝ 36˚ 33´ 48.32˝

 10 قائم شهر 29 52˚ 44´ 54.67˝ 36˚ 30´ 44.04˝

 11 پليس راه بابل 6 52˚ 36´ 26.28˝ 36˚ 31´ 24.50˝

 12 آمل 316 52˚ 19´ 32.17˝ 36˚ 27´ 36.50˝

 13 بيجي كلا) بابل( 58 52˚ 29´ 01.19˝ 36˚ 29´ 49.73˝

 14 )بابل(كمانگر كلا  149 52˚ 20´ 35.20˝ 36˚ 30´ 41.42˝

 15 )محمود آباد(كلوده  23 52˚ 18´ 35.40˝ 36˚ 33´ 02.93˝

 16 محمود آباد -81 52˚ 15´ 01.87˝ 36˚ 38´ 01.39˝

 17 نور -61 52˚ 01´ 01.16˝ 36˚ 40´ 38.53˝

 18 سيسنگان 139 51˚ 30´ 02.38˝ 36˚ 34´ 22.94˝

 19 نوشهر -60 51˚ 08´ 45.83˝ 36˚ 40´ 38.53˝

˝17.80 �39 º36 ˝20.25 �25 º51 71 20 چالوس 

 21 تنكابن -49 50˚ 48´ 50.23˝ 36˚ 50´ 24.34˝

 22 )تنكابن(كريم آباد  -69 50˚ 46´ 51.58˝ 36˚ 51´ 56.28˝

 23 )ارتفاعات آزارك(رامسر  2485 50˚ 35´ 02.15˝ 36˚ 52´ 51.58˝

 24  رامسر -50 50˚ 40´ 00.56˝ 36˚ 54´ 59.47˝

 25 )رامسر(نياسته  142 50˚ 43´ 22.95˝ 36˚ 51´ 49.81˝

 26 )جويبار(چپك رود  -59 52˚ 53´ 14.08˝ 36˚ 41´ 21.57˝

˝38.09 �41 º36 ˝20.82 �31 º52 79 27 كنار فريدون 

 28 بهنمير -61 52˚ 45´ 48.18˝ 36˚ 40´ 17.29˝

 29 )بابلسر(اجاكسر  -77 50˚ 36´ 34.97˝ 36˚ 41´ 28.44˝

 30 )جويبار(كوهي خيل  -57 52˚ 54´ 58.14˝ 36˚ 41´ 24.94˝

 31 جويبار -27 52˚ 54´ 39.84˝ 36˚ 38´ 12.42˝

 32 )ساري(كردخيل  67 52˚ 57´ 01.43˝ 36˚ 30´ 00.33˝

  
 مرازاي پليو واكنش زنجيره DNAاستخراج 

با كمي تغييرات  CTABبه روش  DNAاستخراج 
استخراج شده به  DNAكميت وكيفيت . صورت گرفت

 7/0 اسـپكتروفتومتري و ژل آگـارز   هايروش ترتيب با
بررسي و بر اساس نتايج كميت وكيفيت سـنجي  درصد 

نانوگرم  12.5مراز به مقدار اي پليبراي واكنش زنجيره
از  ISSR آغـازگر  32تعـداد  . در ميكروليتر رقيـق شـد  

ــك و زيســت    ــوميكس پژوهشــكده ژنتي ــگاه ژن آزمايش
 17 تعــدادفنــاوري طبرســتان تهيــه و بعــد از ارزيــابي 

انتخـاب   آغازگر كه وضوح و چند شكلي بالايي داشتند
 PCRميكروليتـري   5/12هر واكـنش  . )2جدول ( شد

مولار ميلي 2/0مولار، ميلي 7/1تا  MgCl2 2/1: شامل
dNTPs ،75/0  آنـزيم  ميكرومولار آغازگر، يك واحــد 

  .بودالگو  DNAنانوگرم  60مراز و پلي تك
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  ISSRژنوتيپ گزنه استان مازندران با استفاده از نشانگر  32نتايج حاصل از بررسي  - 2جدول 
توالي آغازگر نام آغازگر تعداد كل باندها تعداد بانهاي چند 

 شكل
درصد چند 

 شكلي
محتواي اطلاعات چند شكل 

(PIC) 
شاخص 
 نشانگر

issr-2 (GA)9-C 7 4 57 59/0 63/33  
issr-5 (GT)9-C 5 4 80 13/0 4/10  
issr-6 (GT)9-T 18 14 78 33/0 74/25  
issr-7 (GA)8C 7 3 43 23/0 89/9  
issr-8 (CT)8G 6 1 17 09/0 53/1  
issr-9 (AG)8C 21 15 71 15/0 65/10  
issr-10 (AG)8G 6 2 33 28/0 24/9  
issr-11 (GA)8C 9 5 56 24/0 44/13  
issr-12 (GA)8A 36 26 72 16/0 52/11  
issr-13 (TC)8C 8 6 75 28/0 21  
issr-14 (TC)8G 8 7 88 25/0 22  
issr-15 (AC)8G 8 5 63 23/0 49/14  
issr-16 (TG)8A 13 12 92 35/0 2/32  
issr-17 (AC)8C 29 24 83 21/0 43/17  
issr-18 (ATC)6T 17 13 76 08/0 08/6  
issr-19 (ATC)6C 19 16 84 12/0 08/10  
issr-20 (ATG)6G 17 14 82 18/0 76/14  

ميانگين كل  13.7  10  68  23/0 57/15  

  
 MJ(مراحــل تكثيــر در دســتگاه ترمــال ســايكلر 

Mini™ Personal Thermal Cycler BIO 

RAD ( تشريح شده است 3در جدول انجام گرفت و.  
  

  مرازاي پليمراحل حرارتي واكنش زنجيره. 3جدول
سانتي (دما   )دقيقه(زمان   چرخه

  )گراد
  مرحله

واسرشت سازي   95  5  1
  اوليه

  
35  
  

1  
1  
1  

94  
59 – 55  

72  

  واسرشت سازي
  اتصال
  بسط

  بسط نهايي  72  5  1

  
درجه سـانتي گـراد    4در دماي  PCRسپس محول 

منظور آشكارسازي باندها از ژل آگـارز  به .نگهداري شد
درصد و رنگ آميزي اتيديوم برومايد و عكسـبرداري   2

UVP استفاده شد.  

  تجزيه آماري
بر اساس وجود وعدم وجود باند، ماتريس صـفر و  بر 

 ,.Total Lab (Domyati et alيك توسط نرم افـزار  

تهيه گرديد و سپس از اين مـاتريس بـراي بـه     (2011
دن مــاتريس تشــابه، آزمــون مانتــل و رســم دســت آور

 ,.NTSYS Ver 2.02 )Rohlfدندروگرام از نرم افزار 

تجزيه به مختصات اصلي و تجزيه . اقدام گرديد) 1998
 GenAlexواريانس مولكولي با اسـتفاده از نـرم افـزار    

ver 6.5  و آزمونBootstrapping    با اسـتفاده از نـرم
 ,.Yap and Nelson(انجـام شـد    Winbootافـزار  

1996.(  
ــكلي      ــات چندش ــواي اطلاع ــبه محت ــراي محاس ب

ــا  PIC=∑2از فرمــول ) PIC(آغازگره 1 / 
(Mohammadi and Prasanna., 2003)   اسـتفاده

هـاي مشـاهده   فراواني نسـبي بانـد   fشد، در اين رابطه 
. هــاي محاســبه شــده اســتتعــداد لوكــوس nشــده و 
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چند شكلي و تعـداد  هاي تعداد كل باند، درصد شاخص
 Popgenباندهاي چند شكل بـا اسـتفاده از نـرم افـزار    

Ver32 )Yeh et al., 1996 ( و شاخص نشانگر)MI (
از حاصل ضرب درصد چندشكلي در محتواي اطلاعـات  

 ,.Powell et al(محاسبه گرديـد  ) PIC(چند شكلي 

1996.(  
  نتايج و بحث

ايه توده گزنه دوپ 32منظور بررسي تنوع ژنتيكي به
استفاده شـد كـه    ISSRآغازگر  32استان مازندران از 

از . آغازگر باندهاي واضح و چند شكل توليد كردنـد  17
 62باند چند شـكل و   171باند تشكيل شده  233كل 

تـا   200انـدازه بانـدها بـين    . باند نيز منومـورف بودنـد  
تا  5تعداد باندها حاصله از . جفت باز متغيير بود 2500

درصد چند شكلي . ي هر آغازگر متفاوت بودباند برا 36
 100تــا ) ISSR-8آغــازگر (درصــد  17هــر آغــازگر از 

متوسط تعـداد  . متغيير بود) ISSR-16آغازگر ( درصد 
كل باندها و متوسط تعداد باندهاي چندشكل براي هـر  

 1شـكل  ). 2جـدول (بـود   10و  7/13آغازگر به ترتيب 
را  ISSR-17زگر باندهاي تشكيل شده با استفاده از آغا

  .دهدبه عنوان نمونه نشان مي
  

  

  
  . ISSR-17با استفاده از آغازگر ISSRالگوي باندي   - 1شكل 

  
 ISSRها با استفاده از نشانگر تشابه ژنتيكي ژنوتيپ

متغير  8/0تا  64/0از  Jaccardبر اساس ضريب تشابه 
هاي جمع آوري شده بيشترين شباهت بين ژنوتيپ. بود

هـاي  شهر و آمل و كمترين شـباهت بـين تـوده   از قائم
آباد و صاحبي مشاهده جمع آوري شده از مناطق عباس

 Diceگرديــد امــا بــر اســاس ضــريب تشــابه ژنتيكــي  

هاي سـاري و بابـل   كمترين فاصله ژنتيكي بين ژنوتيپ
ضريب همبستگي كوفنينگ بين ماتريس تشابه و . بوده

ريب جاكـارد  دندروگرام حاصل از آن بـا اسـتفاده از ض ـ  
تر بوده از اين رو بزرگ) 67/0( Diceنسبت به ) 82/0(

  .هاي بعدي نيز از مورد اول استفاده گرديددر تجزيه
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با استفاده از   Jaccardبر اساس ضريب تشابه و  UPGMAبه روش  ژنوتيپ گزنه استان مازندران 32 ايتجزيه خوشه -2شكل 

  ISSRنشانگر 
  

. متغيير بـود  59/0تا  08/0بين  PICدير توزيع مقا
 08/6محاسبه شـده بـين   ) MI(مقادير شاخص نشانگر 

بيشترين مقدار شـاخص نشـانگر   . قرار داشت 63/33تا 
كه نشان دهنده قدرت تفكيك بالاي آغازگر نسبت بـه  

 ISSR-17شود به نشانگر ساير آغازگرها بود مربوط مي
زيـه واريـانس   برش دندروگرام بر اساس تج). 2جدول (

جايي كه بيشترين اختلاف بين ) AMOVA(مولكولي 
گـروه   5و تعـداد  ) 4جـدول  (ها بود انجام گرفـت  گروه

نشان داد كـه سـه    PCoAتجزيه . اصلي حاصل گرديد
درصد واريانس كـل را توجيـه    58مختصات اول حدود 

ترين مختصـات نيـز   اولين مختصات كه بزرگ. كنندمي

درصـد و   06/17ختصات دوم درصد، م 24/46باشد مي
درصد از واريانس كل را توجيـه   67/16مختصات سوم 

بر اسـاس تجزيـه بـه مختصـات اصـلي الگـوي       . نمودند
). 3شـكل  (هـا رسـم گرديدنـد    پراكنش ميـان ژنوتيـپ  

مقادير بالاي سـه مولفـه اول تجزيـه مختصـات اصـلي      
نشان دهنده عدم پوشش كامل كل ژنوم مورد مطالعـه،  

باشــد مــورد اســتفاده مــي ISSRاي توســط نشــانگره
كـه ايـن بـدليل توزيـع     ) 1393محجوب و همكـاران،  (

  .در سرتاسر ژنوم است SSRهاي نامتقارن موتيف
  

  

 گروه اول

  دومگروه 

  سومگروه 

  چهارمگروه 
  پنجم گروه
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  ISSRاصلي بر اساس نشانگر  مختصاتتجزيه به در ها نمودار پراكندگي ژنوتيپ -3شكل 

  

 (AMOVA)آناليز واريانس مولكولي . 4 جدول

%Var Est. Var  MS  SS  Df منابع تغييرات  
  )هابين خوشه(ها بين جمعيت  4  61/12  15/3  37/0  29%
  )هادرون خوشه(ها درون جمعيت  27  5/24  91/0  91/0  71%
  كل  31  12/37    28/1  100%

 :Est. Varواريانس تخميني
  Var: %در صد واريانس هر منبع به كل

هـاي جمـع آوري   طبق نتايج بدست آمده، ژنوتيپ 
ناطق صاحبي و عباس آباد بر اسـاس ضـريب   شده از م

كمتـرين شـباهت را داشـتند كـه در       Jaccardتشابه 
ايي و نمودار حاصل از تجزيه به مختصات تجزيه خوشه

جهـت تاييـد   . اصلي هم در دو گروه مجزا قرار گرفتنـد 
هــاي درون كلاســتر اصــلي، از آزمــون    زيــر گــروه 

Bootstrapping گـروه   استفاده شد كه در اكثر موارد
  .بندي با مقادير بالاي بوت استرپينگ تائيد شد

چندشكلي بالاي مشاهده شده در اين گياه با توجه 
آوري نمونه نشان دهنده تنـوع  به ابعاد جغرافيايي جمع

هاي دگرگشـن  گونه. باشدوسيع در استان مازندران مي
گياهي معمولا داراي تنوع بالاي ژنتيكي درون جمعيت 

  ).Brown., 1979(باشند مي
نتايج حاصل از دنـدروگرام و تجزيـه بـه مختصـات     
اصلي تنوع بالاي گياه گزنه را در استان مازندران نشان 

دهد اما همبستگي معناداري بـين تنـوع ژنتيكـي و    مي
دهـد  جغرافيايي مشاهده نشد ايـن تحليـل نشـان مـي    

هايي كه از لحاظ جغرافيايي نيز نزديـك بـه هـم    نمونه
. لحاظ ژنتيكي تشابه بيشتري را ندارنـد  هستند الزاما از

هاي بسياري دور از هم را كه براي مثال مي توان نمونه
از شرق و غرب مازندران جمع آوري شدند را در گـروه  

نمونـه جمـع آوري شـده از منطقـه     . اول مشاهده كـرد 
. عباس آباد در هيچ يك از پنج گروه اصلي قرار نگرفـت 

از علي تپـه همـانطور   تنها دو ژنوتيپ جمع آوري شده 
رفت در يك گروه قـرار گرفتنـد ولـي بـر     كه انتظار مي

درصـد شـباهت    69اساس ضريب تشابه جاكـارد تنهـا   
  .داشتند

هـاي طبيعـي و   گياهان دارويـي عمومـا در محـيط   
هـاي اخيـر   شـوند، در سـال  بصورت خـودرو يافـت مـي   

مطالعــات بســياري در زمينــه تنــوع ژنتيكــي گياهــان  
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تـه اسـت و سـطوح بـالايي از تنـوع      دارويي صورت گرف
توانـد بـه   ژنتيكي مشاهده گرديده است، كه اين امر مي

هـاي مختلـف باشـد    دليل سازگاري اين گياهان محيط
)Sarwat et al., 2008 .(    بررسـي تنـوع ژنتيكـي در

بـا  . باشـد پلاسم گياه گزنه بسيار مفيد مـي مديريت ژرم
بي تنـوع  استفاده از نتايج بـه دسـت آمـده و نيـز ارزيـا     

هـاي  فيتوشيميايي گياه گزنه، امكان شناسايي ژنوتيـپ 
گيري از ايـن گيـاه فـراهم    مناسب جهت توسعه و بهره

همچنـين ايـن مطالعـه نشـان داد، نشـانگر      . گـردد مي
ISSR هاي مختلف گيـاه گزنـه   توانايي تفكيك ژنوتيپ

توانـد ابـزاري مناسـب    استان مازندران را دار بوده و مي
  .نژادي باشدهاي بهامهجهت انجام برن

  قدرداني تشكر و
بدينوسيله از رياست محتـرم پژوهشـكده ژنتيـك و    

-زيست فناوري كشاورزي طبرستان آقاي دكتر نعمـت 

هـاي ايـن پـژوهش    زاده جهت تامين امكانات و هزينـه 
كمــال تشــكر و قــدردارني را مــي نمــاييم و از دوســت 
خوبمان آقاي دكتر علي پاكـدين كـه در ايـن تحقيـق     

  .همواره ياورمان بودند بسيار سپاس گزاريم
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