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  ...(.Punica granatum L)روابط ژنتيكي برخي از ارقام انار : رحيمي و همكاران
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 خلاصه
 

 10. مورد ارزیابی قرار گرفت    AFLP ژنوتیپ کاملاً نزدیک انار ایران با استفاده از نشانگر            11روابط ژنتیکی   
 برای  M+CGAعلاوه   ب E+AGAخاب شده و همچنین ترکیب آغازگری         انتترکیب آغازگری روی ارقام       

بیشترین . یزد با اسامی مشابه مورد استفاده قرار گرفت         تشخیص روابط ژنوتیپ های انار در دو منطقه اصفهان و          
و کمترین شباهت بین ارقام پوست سیاه و آمنه           )  درصد 1/79(شباهت بین ارقام دبه ای بم و دختر حمومی             

، 64/0 در فاصله    AFLPدی داده های حاصل از       پس از برش خوشه بن     . وجود داشت ) درصد 3/20(خاتونی  
علی رغم سطح   . هفت رقم در دو گروه جای گرفتند و چهار رقم باقیمانده هر کدام یک گروه را تشکیل دادند                    

چند شکلی پایین در ارقام مورد ارزیابی، تفاوت هایی در الگوی نواربندی در بین ژنوتیپ های با اسامی مشابه و                     
 .طقه جغرافیایی مشاهده گردیدهمچنین در بین دو من

 
 ، انار، روابط ژنتیکیAFLP :هاي كليدي واژه

 
 مقدمه

شناخت تنوع ژنتيكي و طبقه بندي ذخاير توارثي، يك امر            
زير بنايي و بنيادي براي طراحي موفق برنامه هاي به نژادي بوده            

هاي  و در آسان نمودن مديريت حفظ و نگهداري مجموعه               
پيشرفت در زمينه فناوري      ). ٣( دارد نقش بسزايي      1ژنتيكي

نژادگران و محققين ژنتيك گياهي را در          ، به DNAنشانگرهاي  
بندي و   غلبه بر بسياري از مشكلات موجود در زمينه طبقه              

 ). ٣( حفاظت ذخاير ژنتيكي گياهي كمك كرده است
اي است كه از      درخت ميوه ) .Punica granatum L(انار  

ايران يكي از بزرگترين     . شده است  دير باز در ايران كشت مي       
توليد كنندگان انار در دنيا است و داراي متنوع ترين ارقام انار               

 رقم انار از استان هاي مختلف       ٧٦٠مي باشد بطوري كه بيش از       
 ).١(كشور توسط بهزادي شهر بابكي جمع آوري شده است

                                                                                    
1. Germplasm  

 DNAم اكنون طيف وسيعي از روش هاي انگشت نگاري           ه
 مي  PCR كه مبتني بر     AFLP و   DAF  ،SSR  ،RAPDمانند  

 تركيبي از    AFLP). ٥(گيرند   باشند، مورد استفاده قرار مي       
RFLP   و PCR         هاي   است كه قطعات برش يافته توسط آنزيم

 ). ١٢(كند  برشي را بطور تصادفي تكثير مي
بواسطه كارايي، تكرارپذيري و قابليت اعتماد بالاي روش            

AFLP      در ). ١٢( لي بسياري دارد   ، اين روش كاربردهاي عم
 شناسايي شده و از آنها       AFLPهاي   بيشتر گياهان چند شكلي   

از ). ١٣(براي مطالعات ژنتيكي در گياهان استفاده گرديده است        
، مطالعه تنوع، تجزيه     AFLPمهمترين كاربردهاي نشانگرهاي     

هاي ژنتيكي، تجزيه فاصله ژنتيكي و بررسي ژنتيك فرد،          مجموعه
گرهاي پيوسته با صفت موردنظر، ايجاد نقشه هاي        شناسايي نشان 

ها، تجزيه فيلوژني و تكامل، شناسايي       سازي ژن  نشانگري،همسانه
نگاري  ، بررسي انگشت   )٦( ها و مطالعه ژنتيك جمعيت       واريته
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 ١٣٨٤، سال ٦، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ١٣٧٤

RNA        با استفاده از الگوي cDNA) و همچنين بررسي   ) ١٠
 . باشد مي) ٧ (1چند شكلي تك نوكلئو تيدي

 استفاده در بررسي روابط ژنتيكي ارقام انار           اطلاعات مورد 
ايران، تا كنون خصوصيات مورفولوژيكي بوده است كه به دليل            
متغير بودن در شرايط اقليمي متفاوت و نيز انتشارات غير علمي            

بنابراين، به نظر مي رسد استفاده      . باشد محلي، چندان معتبر نمي   
 شناسنامه ارقام   هاي مولكولي براي طبقه بندي و تعيين        از روش 

 . تر است متنوع انار در ايران مطلوب
 رقم انار ايراني از كلكسيون      ٢٨ تنوع ژنتيكي    )١٣٨١(طالبي  

مركز تحقيقات كشاورزي استان يزد را با استفاده از نشانگر                
RAPD    روش  ). ٤( قرار دادAFLP      به دليل ميزان بالاي تكثير 

 اطلاعات  RAPDقطعات و قدرت وضوح بالاتر نسبت به نشانگر          
بيشتري از ساختار ذخاير ژنتيكي اين گياه براي پيشبرد برنامه            

در اين پژوهش كارايي روش     ). ٦(هاي به نژادي، ارائه مي دهد        
AFLPدر بررسي چند شكلي ارقام انار مورد ارزيابي قرار گرفت . 

 
 ها روش مواد و

 مواد گياهي
نه  رقم انار شامل پوست سياه، شهوار شيرين، آم               يازده

لرز، اردستاني پوست سفيد، بي هسته خفر، دم           خاتوني، تب و  
انبروتي، پنجه عروس خفر، دبه اي بم، دختر حمومي و خفري             
پوست قرمز از بين ارقام موجود در كلكسيون مركز تحقيقات              

انتخاب ارقام براساس     . كشاورزي استان يزد انتخاب گرديد        
 بر اساس نشانگر    شباهت ها و تفاوت هاي موجود در بين آنها كه         

RAPD      ٤( بندي شده بودند     دسته )١٣٨١(، توسط طالبي (
براي بررسي ژنوتيپ هاي با اسامي مشابه در            . صورت گرفت 

مناطق مختلف، تعداد پنج ژنوتيپ از ارقام آمنه خاتوني و پوست           
سياه از كلكسيون مركز تحقيقات كشاورزي استان هاي يزد و             

 . اصفهان انتخاب گرديد
 DNAاستخراج 

 ژنومي طبق روش موري و تامسون كه            DNAاستخراج  
تغيير يافته، صورت گرفت كه مراحل آن        ) ١٣٨١(توسط طالبي   

به شرح زير است، مقدار نيم گرم برگ از هر نمونه در حضور                 
                                                                                    
1. Single Nucleotide Polymorphism  

ازت مايع پودر گرديد، سپس مقدار پنج ميلي ليتر از بافر                  
 استخراج 

)Sodium EDTA مول،  ميلي ٢٠ Tris-HCl) ٨pH  (١٠٠ 
 ،%٢) CTAB) W/Vمول،     ميلي  ٤/١ NaCl ليتر، ميلي

β-mercaptoethanol به هر نمونه اضافه شده و مخلوط        %)٢/٠
 درجه  ٦٠ دقيقه در حمام آب گرم        ٣٠ها به مدت     نمونه. گرديد
 به روش كلروفرم     DNAسازي خالص. گراد قرار داده شد    سانتي

 حجم  ٦/٠ ايزوآميل الكل صورت گرفت و سپس به اندازه               –
ها به   لوله. محلول به آن ايزوپروپانل خالص سرد اضافه گرديد          

 دور در دقيقه سانتريفوژ شدند تا         ١٠٠٠٠ دقيقه در     ١٥مدت  
DNA     رسوب محتوي   .  در كف لوله رسوب گرددDNA ار با  ب دو
شستشو داده شده و سپس رسوب حاصله خشك           % ٧٠اتانول  
ميكروليتر آب   ٧٠٠ رسوب داده شده هر نمونه       DNAبه  . گرديد

ها به مدت يك شب در        مقطر دوبار استريل افزوده شده و نمونه       
 داخل آب   DNAگراد نگهداري گرديد تا توده          درجه سانتي  ٤

 به  RNaseA) ١٠ mg/ml( ميكروليتر   ٣مقدار  . مقطر حل شود  
هر نمونه اضافه گرديد و لوله به مدت يك ساعت در حمام آب               

هم حجم محلول داخل    . اده شد گراد قرار د    درجه سانتي  ٣٧گرم  
افزوده شد و مخلوط    ) ٢٤:١( ايزوآميل الكل  –هر نمونه كلروفرم    

 دور در دقيقه سانتريفوژ      ١١٠٠٠ دقيقه در     ٢حاصل به مدت     
  ايزوآميل الكل   – به روش كلروفرم       DNAخالص سازي    . شد

دوباره تكرار گرديد و پس از برداشت نهايي به لوله جديد انتقال             
  ٨/٤(حجم نمونه استات سديم سه مولار          ١/٠ازه  به اند . يافت
pH (               و دو حجم اتانول خالص سرد به هر نمونه افزوده شد .

 دور در دقيقه سانتريفوژ      ١٠٠٠٠ دقيقه در     ٥ها به مدت      نمونه
ار شستشو داده شد و در      بدو% ٧٠شده و رسوب حاصله با اتانول       

 استخراج شده از       DNA. شرايط آزمايشگاه خشك گرديد      
 درجه  – ٢٠گيري مقدار و كيفيت آنها در        ها تا زمان اندازه    نهنمو

 با استفاده از    DNAكميت و كيفيت    . گراد نگهداري شد   سانتي
 Beckman ٥٣٠طيف جذبي آن توسط دستگاه اسپكتروفتومتر     

DU گيري شد  و روش ژل آگارز اندازه. 
  AFLPتكنيك 

  بر اساس روش ووس و همكاران        AFLP ٤٠انجام واكنش   
هاي   از آنزيم  DNAبه منظور برش    ). ١٢( صورت گرفت ) ١٩٩٥(
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  ...(.Punica granatum L)روابط ژنتيكي برخي از ارقام انار : رحيمي و همكاران

 

١٣٧٥

EcoRI   و Tru9I) 1مرزوايزوشي MseI (   استفاده گرديد، مراحل
 :باشد انجام واكنش به ترتيب زير مي

  ژنومي DNAبرش 
 ميكروليتر   ٥ اجزاء واكنش ميكروليتري عبارت بود از             

DNA) ميكروليتر بافر   ٤،  ) نانوگرم در ميكروليتر    ١٠٠ OPA2  
)µl استات منيزيم     ١٠٠ mM ٥٠  ،µl استات پتاسيم    ٢٥٠ 

mM ٢٥٠،µl،µl  ٥٠ Tris-HCl mM كه با آب مقطر به      ٥٠ 
 ميكروليتر آنزيم برشي       ٥/٠)  رسانده شد    ١٠٠٠ µlحجم   

EcoRI) ميكروليتر آنزيم برشي     ٥/٠،) واحد در ميكروليتر    ١٠ 
Tru9I) ٣٧اين واكنش در دماي       ).  واحد در ميكروليتر     ١٠ 
 . ساعت به طول انجاميد١٢ سانتيگراد به مدت درجه

 : اتصال آداپتور
ها در اثر زمان طولاني مرحله         بدليل كاهش فعاليت آنزيم    
هاي برشي    واحد از آنزيم    ٢٥/١برش به هر نمونه برش خورده         

EcoRI   و Tru9I  براي تهيه آداپتور     .  اضافه گرديد EcoRI از
و ) ٥َ– CTCGTAGACTGCGTACC -٣َ(آغازگرهاي رفت   

 و ) ٥َ– AATTGGTACGCAGTCTAC-٣َ(برگشت    
  از آغازگرهاي رفت              MseIبراي تهيه آداپتور              

)َ٣-GACGATGAGTCCTGAG-َو برگشت       ) ٥ 
)َ٣- TACTCAGGACTCAT-َاستفاده شد) ٥. 

 برش  DNA ميكروليتر    ٤٠اجزاء واكنش اتصال شامل        
، يك  ) پيكو مول   ٥( EcoRIخورده، يك ميكروليتر آداپتور        

، يك ميكروليتر بافر    ) پيكومول ٥٠ (MseIر آداپتور    ميكروليت
OPA          يك ميكروليتر از آنزيمهاي برشي ،EcoRI    و Tru9I  

  ليگاز T4-DNAو يك ميكروليتر     )  واحد در ميكروليتر    ٢٥/١(
 درجه  ٣٧اين واكنش در دماي      . بودند)  واحد در ميكروليتر    ٥(

 . ساعت به طول انجاميد٣گراد به مدت  سانتي
 نتخابيتكثير پيش ا

 حاصل از مراحل برش و        DNAقبل از انجام اين مرحله،        
در اين مرحله آغازگرهاي     .  رقيق گرديد   ٥:١اتصال به نسبت     

  E000 آغازگر،      ٣بدون نوكلئوتيد اضافي در انتهاي َ              
                                                                                    
1. Isoschizomer 
2. ONEPhoreAll Buffer 

)َ٣- GACTGCGTACCAATTC-َو      ) ٥M000  
)َ٣- GATGAGTCCTGAGTAA-َبرنامه . استفاده شد ) ٥

PCR     درجه سانتي گراد براي      ٩٤امل   چرخه ش  ٣٠ به صورت 
 درجه  ٧٢ ثانيه و      ٣٠گراد براي     سانتي  درجه ٦٠ ثانيه،    ٣٠

 ميكرولينري براي   ٢٥اجزاء واكنش   . ثانيه بود ٦٠گراد براي    سانتي
 حاصل از مرحله    DNA ميكروليتر   ٣تكثير پيش انتخابي شامل     

،  يك   )نانوگرم ٥٠ (M000اتصال، يك ميكروليتر آغازگر         
 ميكروليتر بافر    ٥/٢،  ) نانوگرم ٥٠ (E000ازگر  ميكروليتر آغ 

PCR) ١٠( ميكروليتر مخلوط نوكلئوتيدي        ٥/٠،  ) برابر ١٠ 
 واحد در     ٥( پلي مراز        Taq ميكروليتر     ٢/٠،   )مول ميلي

.  ميكروليتر آب مقطر استريل بودند            ٨/١٦و   ) ميكروليتر
 مورد  Mastercycler-gradiant مدل   Ependorfترموسايكلر  
 ميكروليتر  ٤جهت تاييد مراحل انجام روش،      .  گرفت استفاده قرار 

گذاري  از محصولات اين مرحله با دو ميكروليتر بافر نمونه               
 ولت به   ٨٠ و با ولتاژ     TAE درصد   ٧/٠مخلوط و روي ژل آگارز      

مشاهده نوار اسمير روي ژل     .  دقيقه الكتروفورز گرديد   ٢٠مدت  
 ماوراء بنفش   بعد از رنگ آميزي توسط اتيديوم برومايد تحت نور        

 .معياري براي اجراي موفق روش تا اين مرحله تلقي گرديد
 تكثير انتخابي 

 حاصل از تكثير پيش انتخابي به           DNAدر اين مرحله      
 برابر با آب مقطر استريل رقيق گرديد و بعنوان الگو             ٢٠ميزان  

 شامل سه    PCRبرنامه  . در واكنش مورد استفاده قرار گرفت       
 گراد   درجه سانتي  ٩٤امل يك چرخه    قسمت اول ش  : قسمت بود 

 درجه  ٧٢و  )  ثانيه ٣٠(  درجه سانتي گراد     ٦٥،  ) ثانيه ٣٠(
 درجه  ٩٤ چرخه   ١٢قسمت دوم شامل    ).  ثانيه ٦٠(گراد   سانتي

 ٧٢و  )  ثانيه ٣٠(  درجه سانتي گراد   ٦٥،  ) ثانيه ٣٠(سانتي گراد   
 ٧/٠كه در هر چرخه به ميزان         )  ثانيه ٦٠(درجه سانتي گراد     

قسمت سوم  . 3نتي گراد از دماي اتصال كاهش مي يافت      درجه سا 
 درجه  ٥٦،  ) ثانيه ٣٠( درجه سانتي گراد      ٩٤ چرخه   ٢٣شامل  

اجزاء ).  ثانيه ٦٠( درجه سانتي گراد     ٧٢و  )  ثانيه ٣٠( سانتي گراد 
 ٥/١ ميكروليتري تكثير انتخابي عبارت بود از              ١٠واكنش   

كروليتر از   مي ٢ حاصل از تكثير پيش انتخابي،       DNAميكروليتر  
، يك  ) نانوگرم ٣٠(  +M )باز۳( و   +E )باز۳ (آغازگرهاي انتخابي 

                                                                                    
3. Touch down  
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 ١٣٨٤، سال ٦، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ١٣٧٦

 ميكروليتر مخلوط     ٢٥/٠،   ) برابر  ١٠ (PCRميكروليتر بافر     
 ٥( پلي مراز     Taq ميكروليتر   ١/٠،  )ميلي مول ١٠(نوكلئوتيدي  

 ١٠.  ميكروليتر آب مقطر استريل     ١٥/٣و  ) واحد در ميكروليتر  
 . آمده است١ه در جدول شماره تركيب آغازگري مورد استفاد

 
توالی ارائه (  توالی و ترکیب آغازگرهای واکنش انتخابی -1جدول 

 ) آغازگر می باشد3شده بر اساس بازهای انتخابی انتهای َ
E (AAA)- M(CAC) 6 E (ACG)- M(CTC) 1 
E (AAC)- M(CTG) 7 E (ACT)- M(CCC) 2 
E (AAG)- M(CTA) 8 E (AGA)- M(CGA) 3 
E (AAT)- M(CGT) 9 E (AGC)- M(CTC) 4 
E (ACA)- M(CCC) 10 E (ATT)- M(CAC) 5 

 
 اي كردن قطعات تكثير شده تك رشته

به منظور واسرشت سازي قطعات تكثير شده، فراورده هاي           
 ميكروليتر از   ١٠حاصل از تكثير انتخابي را با حجمي مساوي            

 ميلي  ١٠ EDTA،  %٩٦فرم آميد    (1بافر نمونه گذاري فرم آميد    
 دقيقه  ٣مخلوط و پس از      ) 3 و زيلن سيانول   2مول، برمو فنول بلو   

 . درجه سانتي گراد سريعاً روي يخ قرار داده شد٩٥در دماي 
  DNAالكتروفورز 

 ژل پلي   PCRبه منظور مشاهده الگوي نواري، محصولات         
سپس الكتروفورز  .  درصد واسرشت تهيه گرديد      ٧اكريل آميد    

 دقيقه در شرايط    ٢٠به مدت   ) ونه گذاري   بدون نم ( مقدماتي  
 درجه سانتي گراد    ٤٥ – ٥٠ ولت و دماي الكتروفورز     ٢٠٠ولتاژ  

 ٢٠٠ در ولتاژ ثابت     PCRالكتروفورز فراورده هاي    . صورت گرفت 
  دقيقه و دماي ژل در طول الكتروفورز         ١١٠ولت و مدت زمان      

پس از الكتروفورز،   .  درجه سانتي گراد صورت گرفت      ٤٥ – ٥٠
گ آميزي با نيترات نقره انجام شد و از ژل عكس برداري                  رن

 . )۲شکل  (گرديد
 تجزيه داده ها

 وجود و عدم وجود نوار با اعداد         AFLPپس از انجام روش     
پس از  . صفر و يك  براي ارقام مورد مطالعه مشخص گرديد             

                                                                                    
1. Dye Formamide  
2. Bromophenol Blue  
3. Xylen Cyanole  

 ها با استفاده از نرم افزار         تشكيل ماتريس تشابه، تجزيه داده      
٠٢/٢ NTSYS-pc verاي انجام گرفت  به طريق تجزيه خوشه . 

 
 نتايج و بحث

 رقم انار انتخاب    ١١ تركيب آغازگري روي     ١٠در اين تحقيق    
آغازگر هاي به كار رفته در         . شده مورد ارزيابي قرار گرفت       

 ٨٠٠ تا    ٥٠ نوار توليد كردند كه در محدوده            ١٨٧٠مجموع  
 ر در آغازگر   به طور ميانگين تعداد نوا     . جفت بازي قرار داشتند    

متوسط تعداد نوار چند     .  بود ١٧ و متوسط آن در رقم          ٧/١٨
ماتريس تشابه براساس ضريب     .  بدست آمد  ٧شكل در آغازگر     

 UPGMAتشابه جاكارد و تجزيه خوشه اي با استفاده از روش            
بيشترين تشابه بين ارقام دبه اي بم و          ). ١شكل  (انجام گرفت   

رصد و كمترين تشابه بين      د ١/٧٩دختر حمومي با ضريب تشابه      
 درصد  ٣/٢٠ارقام پوست سياه و آمنه خاتوني با ضريب تشابه             

 AFLPهاي حاصل از     پس از برش خوشه بندي داده     . بدست آمد 
 هفت رقم در دو گروه جاي گرفتند و            ٦٤/٠در فاصله ژنتيكي     

 . چهار رقم باقيمانده هر كدام يك گروه را تشكيل دادند
ز، بي هسته خفر، دم انبروتي و           ارقام تب ولر   : گروه اول 

لرز، بي   تب و ) اردستاني پوست سفيد شامل دو زير گروه الف         
 اردستاني پوست سفيد) هسته خفر، دم انبروتي و ب

اي بم، دختر حمومي و خفري پوست          ارقام دبه : گروه دوم 
) اي بم، دختر حمومي ب       دبه) قرمز شامل دو زير گروه الف        

 خفري پوست قرمز
سياه، شهوار شيرين، پنجه عروس خفر و آمنه         ارقام پوست   

 .خاتوني هر كدام در يك گروه جداگانه قرار گرفتند
هاي حاصل از آناليز مولكولي و           رابطه منطقي بين داده     

هاي مورفولوژيك به دليل تاثير عوامل محيطي و ماهيت              داده
.  وجود نداشت   AFLPنيمه تصادفي بودن نشانگر مولكولي          

بندي ارقام انار بر اساس         عدم تطابق گروه    نيز) ١٣٨١(طالبي  
). ٤(  با صفات مورفولوژيك را بيان نموده است         RAPDنشانگر  

اي در گندم مشخص شده است كه توزيع نشانگرهاي           در مطالعه 
AFLP               در اين گياه در نزديك نواحي سانترومري متمركز 

تواند دليلي براي عدم تطابق        ، اين موضوع مي     )١٤( باشد مي
 .اي مولكولي و مورفولوژيك باشده داده
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١٣٧٧

 رقم انار از مناطق مختلف كشور نشان            ٧٦٠جمع آوري    
دهنده تنوع گسترده اين محصول در ايران مي باشد لذا سطح              

طالبي نيز  . چند شكلي پاييني در ارقام مورد ارزيابي بدست آمد         
با تاكيد بر اين موضوع علت پايين بودن تنوع ژنتيكي ارقام را               

تنوع ژنتيكي پايين اين     ). ٤( داند كثير رويشي مي   مربوط به ت   
ارقام مي تواند مربوط به تكثير رويشي آنها باشد، زيرا انار به                 

شود و گياهاني كه از اين طريق        وسيله قلمه و پا جوش تكثير مي      
آيند يكنواختي ژنتيكي دارند، مگر اينكه تغييراتي          به وجود مي  

 از يكديگر متمايز     مانند جهش در طول رشد درخت، آنها را           
نمايد كه به عنوان دو رقم جداگانه معرفي گردند، اگر چه اين               

). ٤(گياهان ممكن است فاصله ژنتيكي چنداني نداشته باشند            
اي كه روي شناسايي و انگشت نگاري ژنتيكي بعضي            در مطالعه 

هاي درختان ميوه مناطق معتدله با استفاده از نشانگرهاي            گونه
DNA    ،ظاهراً ). ١٦( چنين نظري تاييد گرديده است     انجام شده

سطح تنوع بالاي چند شكلي در بين ارقام و عدم تنوع درون                
 ).١٦( ارقام به خاطر تكثير رويشي است

برخي ارقام عمده تجاري تعدادي از گونه هاي درختان ميوه           
 ).١٦(مانند سيب ، حاصل جهش هاي رويشي هستند 

ساس داده هاي حاصل از      رقم انار برا   ١١ دندروگرام   -١شكل
 با  AFLP گروه بندي ارقام بر اساس داده هاي           AFLPنشانگر  

 ارائه  )١٣٨١( كه توسط طالبي      RAPDگروه بندي حاصل از      
ارقام پوست سياه و پنجه عروس       . شده، تفاوتها و تشابهاتي دارد    

به تنهايي در يك گروه        RAPD مانند AFLPخفر در روش     
ين با توجه به خصوصيات ظاهري رقم       بنابرا. جداگانه قرار گرفتند  

پوست سياه و زينتي بودن رقم پنجه عروس و صرف نظر از مبدا             
جغرافيايي آنها مي توان نتيجه گرفت كه اين ارقام در سطح                

DNAنيز با ساير ارقام تفاوت معني داري دارند . 
قرار گرفتن ارقام دختر حمومي و دبه اي بم در روش                  

RAPD   و AFLP     نشان دهنده تشابه ژنتيكي اين      در يك گروه
 وجود  AFLP و   RAPDتفاوت هايي در نتايج     . دو رقم مي باشد   

دارد كه مي تواند مربوط به مسائل تكنيكي، تعداد زياد لوكوس             
. ، پوشش ژنومي نشانگر و اشتباه در امتياز بندي باشد         AFLPدر  

و ) ٢٠٠١( واشيرا و همكاران      AFLP و   RAPDتفاوت در نتايج    
گروه بندي  . نيز گزارش شده است   ) ٢٠٠٢(دز و همكاران    فردينان

 تعداد نوار چند شكل       AFLPارقام انار بر اساس داده هاي           
تعداد .  نشان مي دهد    RAPDبيشتري را نسبت به داده هاي         

 ده برابر بيشتر در     AFLPنوارهاي تكثير شده به ازاي هر آغازگر        
 مي  RAPD هر آغازگر      تعداد نوارهاي تکثير شده        مقايسه با 

فرديناندز و همكاران نيز اين نتايج را در گياه برومو گراس            . باشد
 ).٨(گزارش كردند

 
 AFLP رقم انار براساس داده های حاصل از نشانگر 11 دندروگرام -1شکل
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 ١٣٨٤، سال ٦، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ١٣٧٨

Pb ٣٠٠

Pb ٢٠٠

Pb ١٠٠

 در ژنوم انار ناشناخته      AFLP و   RAPDموقعيت قطعات   
گر تواند با يكدي   است و پوشش ژنومي هر يك از اين نشانگرها مي         

متفاوت باشد، در نتيجه امكان برآورد دامنه وسيعي از فاصله              
هر چند كه نشانگر      . ژنتيكي بين ارقام وجود خواهد داشت         

AFLP      در مقايسه با RAPD      اطلاعات بيشتري براي ارزيابي 
دهد، اما به نظر       روابط ژنتيكي بين افراد در اختيار قرار مي            

رآورد روابط ژنتيكي   بندي و ب   رسد هر دو نشانگر براي گروه        مي
 AFLPولي نشانگر   . ارقام انار مي توانند مورد استفاده قرار گيرند      

بدليل تكرارپذيري، ارزيابي تعداد مكان بيشتر در يك ژل و                
قابليت اعتماد بالاي آن بهتر است در مطالعات بعدي مورد توجه           

 .قرار گيرد
 هاي با اسامي مشابه در مناطق مختلف بررسي ژنوتيپ

 نواربندي ارقام با اسامي مشابه پس از انجام آزمون             الگوي
AFLP     بوسيله تركيب آغازگري E+AGA   و M+CGA  نشان 

هاي يك رقم و همچنين بين دو منطقه          داد كه در بين ژنوتيپ     
ها  علت اين تفاوت   . )۲شکل   (جغرافيايي تفاوت وجود دارد     

ان در گياه  1تواند به نوع تكثير انار و تغييرات سوماكلونال            مي
گرده افشاني انار به دو طريق خود گرده            ). ١( مربوطه باشد 

گيرد، اما به دليل شكل       افشاني و دگر گرده افشاني صورت مي        
 خاص گل ممكن است كه ميزان خودگشني در آن بيشتر باشد             

مقدار كم دگرگشني ممكن است باعث اين تفاوت ژنتيكي           ). ١(
 .ق مختلف باشدهاي با اسامي مشابه در مناط در بين ژنوتيپ

ارزيابي تنوع ژنتيكي به روش تكثير گياهان بستگي دارد،            
شوند، تنوع   هايي مانند انار كه با تكثير رويشي زياد مي              گونه

دهند و تغييرات ژنتيكي     ها نشان مي   بسيار كمي را در طي نسل      
اندكي بوسيله تغييرات سوماكلونال در اين گياهان ايجاد                

 فقط بخشي از ژنوم     AFLPه در آزمون    با توجه به اينك   . گردد مي
اي استفاده شده است، اين احتمال وجود دارد كه تعدادي            هسته

بنابراين درك  . از صفات متنوع در انار وراثت مادري داشته باشند        
هاي فوق نياز به       ها در الگوي نواري ژنوتيپ        بهتر اين تفاوت   

  .مطالعات بيشتر و منظور نمودن وراثت مادري در آن دارد
                                                                                    
1. Somaclonal variation  

 
 الگوي نواري ژنوتيپ هاي با اسامي مشابه در دو منطقه                -٢شكل  

 رقم پوست سياه    ٥ و   ٤،  ٣ ، ٢،  ١،  ١٠٠ bp ماركر   M(اصفهان و يزد    
 و  ١٤،  ١٣،  ١٢،  ١١ رقم پوست سياه اصفهان،       ١٠ و   ٩،  ٨،  ٧،  ٦يزد،  
 رقم آمنه خاتوني    ٢٠ و   ١٩،  ١٨،  ١٧،  ١٦ رقم آمنه خاتوني يزد و        ١٥

 )اصفهان

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  ...(.Punica granatum L)روابط ژنتيكي برخي از ارقام انار : رحيمي و همكاران

 

١٣٧٩

 REFERENCES                                                                                                           ع مورد استفاده نابم
 .پراكندگي و تنوع ارقام انار در ايران، نشر اموزش كشاورزي. ١٣٧٧.بهزادي شهر بابكي، ح. ١
 .افزايي انار مينياتوري، پايان نامه كارشناسي ارشد، دانشكده كشاورزي، دانشگاه شيرازكشت بافت و ريز . ١٣٨٠. ستاري، ح. ٢
 .كاربردهاي بيوتكنولوژي گياهي و اهميت آن براي كشور، شبكه تحليلگران تكنولوژي ايران. ١٣٨٠. شاهسواران، ا. ٣
، پايان نامه كارشناسي ارشد، دانشكده كشاورزي،         RAPDتنوع ژنتيكي ارقام انار ايران بر اساس تجزيه و تحليل              . ١٣٨١. طالبي، م . ٤

 .دانشگاه صنعتي اصفهان
5. Money, T., S.,Reader, J. L., Qu, R. P.,Dunford, & G., Moore. 1996. AFLP- based mRNA fingerprinting, 

Nucl. A. Res., 24,2616-2617. 
6. Muller, U. G. & L. Wolefenbager. 1999. AFLP genotyping and fingerprinting, Tree,14, 389-394,. 
7. Nicod, J.C. & C. R., Largiader. 2003. SNPs by AFLP (SBA) : a rapid SNP isolation strategy for non-model 

organisms, Nucl. A. Res.,31, 389-394. 
8. Ferdinandez, Y. & B. Coulman. 2002. Evaluating genetic variation and relationships among two bromograss 

species and their hybrid using RAPD and AFLP markers, Euphytica, 125, 281-291. 
9. Rohlf, F. J..1998. NTSYS-pc Numerical taxonomy and Multivariate analysis system, Exeter software, 

setauket, New York. 
10. Savolkool, P. H. M., H. J. M. Aarts, J. Dehass, L. Dijkshoorn, B. Duim, M. Otsen, J. L. W. Rademaker, L. 

Schouls & J.A. Lenstra.1999. Amplified Fragment Length Polymorphism analysis: the state an art, Clin. 
Micr., 37, 3083-3091. 

11. Soleimani, V. D., B. R. Baum, & D. A. Johnson.2002. AFLP and pedgree-based genetic diversity estimates 
in modern cultivars of durum wheat (Triticum turgidum L. subsp. durum (Desf.) Husn.), Theor. Appl. 
Genet., 104, 350-357. 

12. Vos , P. , R. Hogers, M. Bleeker, M. Reijans, D. L. Theo van, M. Hornes, A. Frijers, J. Pot, J. Peleman, M. 
Kuiper & M. Zabeau. 1995.  AFLP: a new technique for DNA fingerprinting , Nucl. A. Res., 23, 4407-
4414. 

13. Wachira, F., J. Tanaka & Y. Tanaka. 2001. Genetic variation and differentiation in tea (Caqmellia sinensis) 
germplasm revealed by RAPD and AFLP variation, J. of Hort. Sci. & Biotech., 76, 557-563. 

14. Wunsch, A. & J. I. Hormoza. 2002. Cultivar identification and genetic fingerprinting of temperate fruit tree 
species using DNA markers, Euphytica, 125,59-67. 

www.SID.ir


