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 چکيده
 

ژنوتيپ هاي انار در ايران     ايران داراي غني ترين ذخاير ژنتيکي انار در جهان مي باشد بطوريكه تنوع و تعداد              

 ژنوتيپ انار   ٢٤ تعيين سطح تنوع و خويشاوندي در          براي RAPDدر اين مطالعه از نشانگرهاي       .  بي نظير است 

 ژنومي از برگها استخراج و کميت و کيفيت آنها با استفاده از روش اسپکتروفتومتري و                 DNA.  ايران استفاده شد  

 آغازگر  ١١٣تعداد  .   استفاده گرديد  PCRالکتروفورز ژل آگارز تعيين شد و پس از رقيق کردن در واكنش                 

 الگو را به خوبي     DNA آغازگر تکثير    ٢٧ بر روي نمونه ها آزمايش گرديد كه         PCRکنش  تصادفي در انجام وا   

قطعه هاي با وضوح خوب که داراي تکرار پذيري بالايي           .  انجام داده و بين ژنوتيپ ها چند شکلي نشان دادند          

ثير کردند که از     قطعه در کل ژنوتيپ ها تک      ٢٥٧ آغازگر در مجموع     ٢٧اين  .  بودند، براي محاسبات انتخاب شدند    

و عدم حضور نوار    )  يک(تجزيه خوشه اي ژنوتيپ ها براساس حضور نوار         .   قطعه چند شکل بودند    ١٥٨بين آنها   

بيشترين و کمترين تشابه ژنتيکي     .   انجام گرفت  UPGMAبا استفاده از ضريب تشابه جاکارد و به روش          )  صفر(

 ٨ در   ٦٤ر تجزيه خوشه اي، ژنوتيپ ها در درصد تشابه         د.  بدست آمد %  ٣٠و  %  ٨٨بين ژنوتيپ ها به ترتيب برابر       

بدست آمد  = r ٠/  ٩٢همچنين ضريب کوفنتيکي بين ماتريس تشابه و دندروگرام در حد           .  گروه مجزا جاي گرفتند   

ژنوتيپ هاي مورد بررسي     بنابر نتايج بدست آمده   .  که برازش مناسب دندروگرام به ماتريس تشابه را نشان ميدهد         

همچنين اين  .  تا بالايي برخوردار بودند که نشان دهنده غني بودن ذخاير ژنتيکي انار در ايران است                از تنوع نسب  

بررسي نشان داد که از اسامي مشابه ممکن است براي ژنوتيپ هاي متفاوت استفاده شده باشد و يا اينکه در ايجاد                     

بعلاوه اين آزمايش نشان    .  تباه بوجود آيد  کلکسيون ها و در هنگام جابجايي ژنوتيپ ها ممکن است اختلاط و يا اش           

 . براي گروه بندي ژنوتيپ هاي انار يک تکنيک موثر و مفيد استRAPDداد که نشانگر 
 

 RAPD ،PCR انار، تنوع ژنتيکي، نشانگرهاي مولکولي، :واژه هاي کليدي
 

 مقدمه
از جمله درختان ميوه اي     )  .Punica granatum L(انار  

شده است و هم      مي کار در ايران کشت و    است که از دير باز        
اکنون ايران يکي از بزرگترين توليد کنندگان انار در دنيا                 

 ژنوتيپ و نمونه    ٧٦٠در سالهاي اخير بيش از      .  محسوب مي شود 
گياهي انار از استانهاي مختلف کشور در کلکسيون شهرستان            

که نشان دهنده غناي ژرم پلاسم      )  ١(يزد جمع آوري شده است     
کلکسيون هاي ديگري نيز از اين گياه در           . در ايران است    انار

شهرستانهاي ساوه و ورامين وجود دارند که تعداد نمونه هاي             

کمتري را شامل مي شوند و بسياري از آنها نمونه هاي تکراري             
با وجود تنوع بالاي ژنتيكي،     .  يکديگر و يا کلکسيون يزد هستند     

تشابه اسامي و يا تشابه     بدليل قدمت کشت و کار انار در ايران          
اگر چه  .  ظاهري قابل توجهي نيز بين ژنوتيپ ها مشاهده مي شود       

شناسايي ژنوتيپ هاي انار در برخي نقاط ايران از روي صفات              
، ١(مرفولوژيکي به صورت محدودي در گذشته انجام شده است           

و اين به نوبه خود داراي ارزش است، اما به دليل تاثير عوامل             )  ٢
وي اين صفات استفاده از روشهاي مولکولي براي             محيطي ر 

. شناسايي و تفکيک دقيق ژنوتيپ ها و ارقام اجتناب ناپذير است          

                  E-mail: zzamani@ut.ac.ir  ۰۲۶۱‐۲۲۴۸۷۲۱:تلفن   ذبيح اله زماني:  نويسنده مسئول*



 ١٣٨٥، سال ٥، شماره ٣٧مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٨٦٦

 ،١RAPD همچون  DNAبعلاوه، استفاده از نشانگرهاي            
٢AFLP  ،٣SSR   ٤ وISSR       به منظور تعيين سطح تنوع ژنتيکي 

و استفاده از آن در طراحي برنامه هاي بهنژادي امروزه بسيار              
 .يد و حتي ضروري استمف

يک نشانگر مناسب براي بررسي تنوع ژنتيکي بايد داراي             
 پذيري مناسب،    تچهار خصوصيت باشد که عبارت از وارث           

داشتن چند شکلي بالا، سهولت ارزيابي و اندازه گيري و قابليت            
بايد ). ١٤، ١٣، ١٢، ١١(  باشند تعميم نتايج به مطالعات ديگر مي     

اي مرفولوژيکي و بيوشيميايي هر کدام      توجه داشت که نشانگره   
ولي امروزه  ).  ١١،  ٨(به نوعي فاقد اين خصوصيات هستند           

 که اکثرا داراي هر چهار خصوصيت       DNAنشانگرهاي مولکولي   
مذکور مي باشند کاربرد چشمگيري براي بررسي تنوع ژنتيکي،          
نشانمند کردن ژنها، و تهيه نقشه هاي ژني پيدا کرده اند و اين              

 بالا بودن دقت آنها، دسترسي آسان به آنها و آزمون                 بدليل
در بين  ).  ۱۹  ،۱۶،  ۱۵،  ۷(مستقيم خود ماده ژنتيکي مي باشد        

 که  RAPDنشانگرهاي مولکولي به نظر مي رسد که نشانگر            
 با آغازگرهاي تصادفي با استفاده      DNAاساس آن تکثير قطعات     

سي تنوع   براي برر  توانايي قابل قبولي   مي باشد،    PCRاز روش   
ژنتيکي داشته باشد، ضمن اينکه نياز کمتري به تکنولوژي               
پيشرفته، ميزان کار و هزينه در مقابل ساير نشانگرهاي مولکولي          

 ). ۱۳ ،۱۲، ۱۱، ۱۰(دارد 
در منابع خارجي هيچ گزارشي که حاکي از استفاده از                

هاي انار باشد مشاهده       براي بررسي ژنوتيپ    DNAنشانگرهاي  
ين گزارش در اين زمينه از ايران توسط طالبي بداف          نگرديد و اول  
اين محققين براي اولين بار تنوع . ارايه شده است) ۳(و همکاران 

 ژنوتيپ انار که از کلکسيون انار يزد تهيه         ۲۸ژنتيکي بين تعداد    
 مورد بررسي قرار    RAPDشده بودند را با استفاده از نشانگرهاي        

في سري اوپرون مورد استفاده      آغازگر تصاد  ۱۰۴از تعداد   .  دادند
 آغازگر چند شکلي نشان دادند و براي مقايسات و          ۱۳آنها تعداد   

بندي  گروه گروه بندي به کاربرده شدند، اما آنها اظهار نمودند که   
حاصله با ويژگي هاي ظاهري انارهاي مورد بررسي تطابق                

 در بررسي تنوع     RAPDاز نشانگر   ).  ۳(چنداني نداشته است     
                                                                                    

1. Randomly Amplified Polymorphic DNA 
2. Amplified Fragment Length Polymorphism  
3. Simple Sequence Repeats 
4. Inter Simple Sequence Repeats 

بسياري از درختان ميوه در سطح جهان استفاده شده           ژنتيکي  
به عنوان مثال، بلاج و همکاران و جاستاس و همکاران             .  است

موز از  ارقام  بترتيب براي بررسي تنوع ژنتيکي ارقام زيتون و            
جوبور و همکاران جهت ). ۱۰ ،۶( استفاده کردند RAPDنشانگر 

 SSR و   RAPDکامل نمودن نقشه ژنتيکي بادام از نشانگرهاي        
همچنين رديابي شيمر در مرکبات با          ).  ۹(استفاده کردند    

 توسط سوگاوارا و همکاران        RAPDاستفاده از نشانگرهاي      
توده  همچنين بررسي تنوع ژنتيکي    ).  ۱۷(صورت گرفته است     

هاي وحشي بادام اصفهان و ارقام پسته ايراني نيز با استفاده از              
با توجه به مزاياي     ).۵  ،۴( صورت گرفته است      RAPDنشانگر  
مي   و کاربرد آن در محصولات مختلف، به نظر         RAPDنشانگر  

 ژنوتيپ   در رسد استفاده از اين روش براي بررسي تنوع ژنتيکي         
 .هاي انار ايران مفيد واقع شود

 
 ها مواد و روش

هاي انار مورد استفاده در اين بررسي از مرکز                  ژنوتيپ
شاورزي دانشگاه تهران و    تحقيقات گروه علوم باغباني دانشکده ک     

 شباهت و .  ايستگاه تحقيقات انار شهرستان ساوه تهيه گرديدند       
. ها در انتخاب آنها موثر بود       هاي ظاهري و يا نام ژنوتيپ       تفاوت

طعم هاي مختلف که در بين آنها         ژنوتيپ انار با   ۲۴بدين منظور   
 ژنوتيپ هايي با نام مشابه از دو منطقه نيز وجود داشتند در اين             

لازم به ذکر است که تعداد        .  مطالعه مورد بررسي قرار گرفتند     
 عدد بوده است که اينها نيز در        ۱۰هاي بر گرفته از کرج       ژنوتيپ
 ).۱جدول( سال قبل از ساوه به کرج منتقل شده بودند۱۱حدود 

هاي برگي با استفاده از روش ورابي         از نمونه  DNAاستخراج  
هاي  ت و کيفيت نمونه    کمي.  صورت گرفت )  ۱۹۹۶(و همکاران   

DNA           هاي   با استفاده از روش اسپکتروفتومتري در طول موج
 نانومتر و الکتروفورز ژل آگارز با غلظت يک درصد           ۲۸۰ و   ۲۶۰

 نانوگرم در ميکروليتر    ۵ها به غلظت     تعيين گرديد و سپس نمونه    
 .رقيق شدند
 آغازگر تصادفي   ۱۰۰ آغازگر تصادفي اوپرون و        ۱۳تعداد  

TIB MOLBIOL5هاي   سريA  ،B  ،C  ،D    و E   در اين  
، µl٢٥ با حجم    PCRواکنش  .  آزمايش مورد استفاده قرار گرفت    

،mM MgCl2٧٥/١،  X١ به صورت     PCRشامل بافر واکنش     
                                                                                    
5. WWW.TIB-MOLBIOL.COM.DNA@TIB.MOLBIOL.DE  
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dNTPs  mM  ٢/٠  ، µΜواحد  ١،  هاآغازگرهر يک از       ٤/٠ 
 و )   ايران ‐، شرکت سينا ژن    SmarTaq( پليمراز    Taqآنزيم  

ng  از    ٥ DNA   ط  شراي.   الگو بودPCR     با چرخه هاي دمايي 
 براي واسرشت    C٩٤° دقيقه در دماي       ٤بصورت يک چرخه     

 به  C٩٢° چرخه به صورت     ٣٥، تعداد    کروموزومي DNAسازي  
 به مدت دو    C٧٢° به مدت يک دقيقه و       C٣٧°مدت يک دقيقه،    

 به مدت   C٧٢°دقيقه براي تکثير قطعات و در نهايت يک چرخه          
فاده از دستگاه ترمال سايکلر      دقيقه براي تکميل بسط با است       ٥

Bio-Rad     مدل )i-Cycler  (  قبل از انجام     .  انجام گرديد
 ، MgCl2)  ۲۵/۱  ،۵/۱هاي مختلف     اصلي، غلظت    هاي واکنش
، ۱۰،  ۵،  ۵/۲( الگو   DNAو  )   ميلي مولار  ۵/۲ و   ۲۵/۲،  ۲،  ۷۵/۱
براي تعيين   )   نانوگرم در مخلوط واکنش        ۲۵ و     ۲۰،   ۱۵

 شرايط اين آزمايش جهت افزايش        ترين مقادير آنها در     مناسب
با MgCl2  مورد بررسي قرار گرفتند که        PCRکيفيت واکنش   

 نانوگرم در   ۵ الگو به مقدار      DNA ميلي مولار و      ۷۵/۱غلظت  
 پس از انجام      . ميکروليتر مخلوط واکنش انتخاب شدند         ۲۵

 ميکروليتر بافر    ۵ به محتويات هر لوله مقدار           PCRواکنش  
 ميکروليتر از مخلوط حاصله در         ۲۰ و بارگذاري اضافه گرديد   
.  ريخته شد   ١TBE بافر     در  درصد ۵/۱چاهکهاي ژل آگارز      

.  ولت الکتروفورز شدند   ۱۰۰ ساعت با جريان     ۲ها به مدت    ه نمون
 دقيقه در محلول اتيديوم      ۳۰پس از اين مرحله ژل به مدت           

آميزي شد و سپس توسط دستگاه ژل           رنگ µg/l۵/۰ برومايد  
 DNAقطعات تکثير يافته     )  Gel document, UVP(داک  

 . مشاهده و عکس برداري از ژل صورت گرفتUVتحت نور 
ها، تنها از آغازگرهايي     براي بررسي چند شکلي بين ژنوتيپ      

در فواصل  .  استفاده شد که از تکرارپذيري بالايي برخوردار بودند       
به حضور يک نوار خاص در هر ستون عدد            ها  مشابه از چاهک  

بعد از تشکيل ماتريس    .  ضور آن عدد صفر داده شد     يک و عدم ح   
ها با استفاده از نرم افزار         يک و صفر، ماتريس تشابه ژنوتيپ        

NTsys (Ver 2.02)           ٢ و استفاده از ضريب تشابه جاکارد 
اي بر اساس ماتريس      در نهايت تجزيه خوشه    .  محاسبه گرديد 

 . بدست آمد٣UPGMAفواصل انجام شد و دندروگرام به روش
                                                                                    
1. Tris Boric Acid EDTA 

2. Jaccard’s Similarity Coefficient  
3. Unweighted Paired Group Method Using Arithmatic  
Average 

 منطقه نمونه گيري ، اسامي ژنوتيپ هاي مورد بررسي‐١ جدول
 شده و برخي خصوصيات اندازه گيري شده در آنها

١طعم  رنگ 
١دانه 

رنگ 
١پوست  منطقه رديف ژنوتيپ

٥٣/٠ ٠١/١  ١ *آقامحمد علي کرج سفيد
٢٣/٢ ٣١/١  ٢ ملس ترش کرج سفيد
٣٢/١ ٥/٠  ٣ پوست سياه شيرين کرج سياه
٦٩/١ ٢٥/١  ٤ تابستانه ترش کرج سفيد
٦٩/٠ ٢٣/١ پوست سفيد بي هسته کرج سفيد ٥ 
٥٩/١ ٤٣/١  ٦ پوست سفيد شيرين کرج سفيد
٥٦/٠ ٢٢/١  ٧ شيرين ساوه کرج گلي
٩٤/١ ٨٢/٠  ٨ *پوست سفيد ترش کرج سفيد
۴۸/۰ ١٤/١  ٩ آلک شيرين کرج سرخ
٥١/٢ ٩٥/١ ١٠ *آلک  ترش کرج سرخ
٢٢/٢ ٠٣/١ ١١ نباتي ساوه سفيد
٣٩/٠ ٩٩/٠ ١٢ بي هسته حاجي آباد ساوه سفيد
٠٩/٢ ٢٧/١ ١٣ آمنه خاتوني ساوه سفيد
٤٤/٠ ٨٧/٠ ١٤ زاغ ساوه سفيد
٤٧/١ ٥١/١ ١٥ بريت کازرون ساوه سرخ
٥٤/١ ٥/٠ ١٦ پوست سياه ساوه ساوه سياه
٤٩/١ ٧٢/٠ ١٧ بي هسته اردستان ساوه سفيد
٦٢/٠ ٩١/١ ١٨ دستانپوست سياه ار ساوه سياه
٩٦/١ ٦٩/١ ١٩ آلک ساوه ساوه گلي
٥٢/٠ ٥٧/٠ ٢٠ گرچ شهوار ساوه سفيد
٥٧/٠ ٩٩/٠ ٢١ هسته ريز شهداد ساوه سفيد
٦١/١ ٦١/١ ٢٢ *پوست سفيد ترش ساوه سفيد
٢٧/٣ ٩٤/٠ ٢٣ *آلک ترش ساوه گلي
٤٩/٠ ١٦/١ ٢٤ *آقامحمد علي ساوه گلي

 . ا ستاره مشخص شده اندژنوتيپ هاي هم نام بين دو منطقه ب *
 به صورت زير    ٢نحوه تقسيم بندي خصوصيات به اقتباس از منبع شماره           .  ١

 :.بوده است
 سفيد، تمام سطح پوست يا قسمت اعظم آن به رنگ             ‐١:  رنگ پوست 

 سرخ، رنگ پوست سرخ يکدست و يکنواخت         ‐٢زرد يا سبز متمايل به زرد        
نارنجي، قرمز، صورتي و      گلي، رنگ پوست بصورت مخلوط از رنگهاي            ‐٣

 . بنفش تيره متمايل به سياهسياه،  ‐٤مقداري نيز زرد بصورت رگه رگه 
 در  ٣ به   ١بر اساس مقدار جذب آب انار رقيق شده به نسبت               :  رنگ دانه 

، قرمز  ١٥/٠  ‐  ۴/۰؛ صورتي    ١٥/٠سفيد کمتر    :   نانومتر ٥١٠طول موج    
 . و بيشتر٤/١پررنگ ، قرمز خيلي ٨/٠‐٤/١، قرمز پررنگ ٤/٠‐٨/٠معمولي 

): بر حسب اسيد سيتريک    (  طعم انار بر اساس اسيديته قابل تيتراسيون           
‐٤٩/١، ملس   ٦٢/٠‐١١/١ ، ملس متمايل به شيرين         ٦٢/٠شيرين کمتر از  

، خيلي ترش بيشتر    ٢٦/٢‐٣، ترش   ٤٩/١‐٢٦/٢، ملس متمايل به ترش    ١١/١
 .٣از
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يي براي تعيين خصوصيات ميوه ژنوتيپ ها اندازه گيري ها          
صورت گرفت که از جمله آنها اسيديته قابل تيتراسيون و شدت            

گيري اسيديته قابل تيتراسيون با       زهااند).    ٢(رنگ دانه ها بود     
 ميلي ليتر آب     ٩٥ ميلي ليتر از آب ميوه که با            ٥استفاده از   

مقطر رقيق مي گرديد با روش استاندارد يعني تيتراسيون با              
 pH با استفاده از      =pH  ١/٨‐  ٢/٨ نرمال تا    ١/۰سود سوز آور    

متر صورت گرفت و سپس با استفاده از فرمول مربوطه مقدار              
شدت رنگ  .  اسيديته کل برحسب اسيد سيتريک محاسبه گرديد      

آب ميوه که معرف ميزان آنتوسيانين آب ميوه و رنگ دانه ها               
يک قسمت  ( مي باشد بر اساس مقدار جذب آب ميوه رقيق شده         

توسط دستگاه اسپکتروفتومتر   )  آب مقطر آب انار و سه قسمت       
 جذب   ماکزيمم ميانگين طول موج  ( نانومتر   ٥١٠در طول موج    
اندازه گيري شد و از آب مقطر به عنوان شاهد            )  آنتوسيانين ها 

هاي   بر اساس اندازه گيري      .براي صفر دستگاه استفاده گرديد      
 مشخصات اصلي   ۲انجام شده و روش ارايه شده در منبع شماره          

 ).۱جدول (ه ها تعيين گرديد ميو
 

 ج و بحثينتا
 آغازگر تصادفي اوپرون مورد استفاده که قبلا در انار            ۱۳از  

 عدد از آنها در اين       ۱۱تعداد  )  ۳(چند شکلي نشان داده بودند       
. بررسي چند شکلي مطلوب داشتند و در محاسبات منظور شدند         

 آغازگر يا هيچ     ۸۴ تعداد   TIB MOLBIOL آغازگر   ۱۰۰از  
ونه نواري توليد نکردند و يا اينکه محصولات تکثير شده آنها             گ

 ۲۷در مجموع تعداد    .  وضوح و قابليت تکرارپذيري کافي نداشتند     
 TIBهاي  تا از سري    ۱۶هاي اوپرون و       تا از سري    ۱۱(آغازگر  

MOLBIOL  (    ۲۵۷اين آغازگرها   .  در مقايسات منظور شدند 
 قطعه در بين تمام ۹۹ تکثير نمودند که از بين آنها  DNAقطعه  
در دو يا   )   قطعه ۱۵۸(ها يک شکل بودند و باقيمانده آنها         ژنوتيپ

چند ژنوتيپ انار چند شکلي نشان دادند که حاکي از درصد               
هاي مورد مطالعه است     بالاي قطعات چند شکل در بين ژنوتيپ       

مربوط و   عدد   ۱۴بيشترين تعداد قطعه تکثير شده       ).  ۲جدول  (
 و کمترين آن    TIBMBB-15 و   TIBMBA-08به آغازگرهاي   

بيشترين قطعات  .  بود  OPAD-02مربوط به آغازگر     و   عدد   ٥
 و   OPMG-01 عدد و توسط آغازگرهاي           ١١چند شکل     

TIBMBB-15    همچنين بيشترين درصد چند       .  توليد شد
و   TIBMBB-07 مربوط به آغازگر         ۹/۹۰ برابر با       شکلي

TIBMBC-08)    ده در  اندازه قطعات تکثير ش    .  بود)  ۱شکل
 جفت باز تخمين زده      ٣٠٠‐٣٥٠٠تمام آغازگرها در محدوده      

 ضريب همبستگي کوفنتيکي که نشان دهنده         در محاسبه .  شد
/۹۲همبستگي بين ماتريس تشابه و دندروگرام مي باشد، مقدار          

۰r =  نتايج حاصل از ماتريس تشابه نشان داد که          .   بدست آمد
اغ و ملس ترش    مربوط به دو ژنوتيپ ز    )  ۳۰/۰(کمترين شباهت   

بين دو ژنوتيپ پوست سفيد      )  ۸۸/۰(است و بيشترين شباهت      
 صدم در   ۶۴در حد تشابه    .  باشد بي هسته و تابستانه ترش مي      

.  گروه جاي گرفتند   ۸ژنوتيپ ها در    )  ۲شکل  (دندروگرام حاصله   
 ژنوتيپ  ۶ گروه قرار گرفتند و          ۲ ژنوتيپ در      ۱۸بطوريکه  

گروه بندي .  را تشکيل دادندباقيمانده هر کدام يک گروه مستقل
  و يا اسامي   بدست آمده در برخي حالات با صفات مرفولوژيکي        

موجود مطابقت نداشت، بطوريکه ژنوتيپ هاي همنام از دو              
منطقه در يک گروه قرار نگرفتند، اما ژنوتيپ پوست سفيد بي             

نرمي ( هيچ خصوصيت بي هستگي       نام آن هسته که بر خلاف      
داراي طعم ترش، هسته هاي سخت و          نشان نمي داد و    )  دانه

پوست سفيد رنگ بود بيشترين تشابه را با ژنوتيپ تابستانه ترش 
. با طعم ترش، هسته هاي سخت و رنگ پوست گلي نشان داد              

  با يكديگر  هاي زاغ و ملس ترش که کمترين تشابه را            ژنوتيپ
 داشتند، همنشان دادند از لحاظ مرفولوژيکي نيز تفاوت زيادي با 

هايي با اندازه بزرگ، پوست ميوه        ن صورت که انار زاغ ميوه      بدي
 شيرين داشت در حاليکه     تقريباسفيد، دانه هاي سفيد و طعمي       

ملس ترش داراي ميوهايي با اندازه متوسط، پوست ميوه گلي،            
بدين ترتيب در . دانه هاي قرمز و طعم ملس متمايل به ترش بود

مرفولوژيکي متفاوت در    ژنوتيپ انار با خصوصيات       ۱۰گروه اول   
رنگ پوست در ژنوتيپ هاي اين گروه         .  کنار هم قرار گرفتند    

 اکثرا سفيد ولي شيرين ساوه با رنگ پوست گلي، آلک ترش و             
آلک شيرين با رنگ پوست سرخ و پوست سياه شيرين با رنگ              
پوست بنفش تيره متمايل به سياه از بقيه ژنوتيپ ها متمايز               

در اين گروه ژنوتيپ آلک ترش      )  آريل  (از لحاظ رنگ دانه   .  بودند
همچنين .  بودهاي قرمز تر نسبت به بقيه ژنوتيپ ها          ه داراي دان 

 شد  هاي اين گروه از لحاظ طعم هم تفاوت ديده         در بين ژنوتيپ  
هاي آلک شيرين، پوست سياه شيرين و آقا محمد علي           ژنوتيپو  
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با طعم شيرين و آلک ترش با طعم ترش در اين گروه قرار                   
هاي کاملا نرم    ژنوتيپ بي هسته حاجي آباد با هسته        .  رفتندگ
هاي  ميوهداشتن نسبت به تمام ژنوتيپ هاي ديگر و با        )  نرم دانه (

هاي نسبتا روشن و طعم شيرين       کوچک، رنگ پوست سفيد، دانه    
پوست سفيد ترش از کرج      .  تبه تنهايي در يک گروه قرار گرف       

 ۸در گروه چهار تعداد . تنيز به تنهايي در گروه ديگري قرار گرف      
ژنوتيپ با خصوصيات مرفولوژيکي متفاوت در کنار هم قرار              

دو ژنوتيپ پوست سياه ساوه و پوست سياه اردستان در          .  گرفتند
 ژنوتيپ  ٦  اين گروه در کنار همديگر قرار گرفته اند در حاليکه           

چهار ژنوتيپ  .  ديگر شباهت ظاهري چنداني با يکديگر نداشتند       
، نباتي، زاغ و گرچ با خصوصيات مرفولوژيکي تقريبا بريت کازرون 

هاي  متفاوتي که با بقيه داشتند هر يک به تنهايي در گروه                
جداگانه قرار گرفتند که در ميان آنها زاغ و گرچ با دارا بودن                 

تر، در خوشه بندي نيز چنين مفهومي را تداعي            صفات نزديک 
علي، آلک ترش و آقامحمد  نکته جالب اينکه سه ژنوتيپ. نمودند

 دو منطقه در کنار هم       ازهاي خود    با همنام   پوست سفيد ترش  
بطوريکه سه ژنوتيپ فوق الذکر از ساوه در کنار           .  قرار نگرفتند 

 قرار گرفتند ولي     ۴هم و در يک زير گروه جداگانه در گروه              
همين ژنوتيپ ها از کرج در دو گروه جداگانه، آقامحمد علي و              

 ۳ پوست سفيد ترش به تنهايي در گروه          و ۱آلک ترش در گروه     
هاي  براي ژنوتيپ) ۳شکل  (PCAهمچنين تجزيه . جاي گرفتند

انار انجام شد که تاييد کننده گروه بندي ژنوتيپها در دندروگرام            
ها انار بر اساس       عدم تطابق گروه بندي ژنوتيپ       .  مي باشد 

 و خصوصيات ميوه مورد بررسي        RAPDنشانگرهاي مولکولي   
ند به علت تاثير شرايط اقليمي و خاکي بر خصوصيات               توا مي

 تاثير پذير   RAPDها باشد در حاليکه نشانگرهاي        ميوه ژنوتيپ 
تفاوت در بعضي از صفات       ).  ۱۲  ،۱۱،  ۳(باشد   از محيط نمي   

ها است   مرفولوژيکي نتيجه تغييرات ژنتيکي از جمله انواع جهش       
 شناسايي  که از نظر ظاهري قابل تشخيص هستند اما تفکيک و          

). ۱۹  ،۳(  اشد بآنها با استفاده از نشانگرهاي مولکولي مشکل مي        
 DNA به تکثير بخش تکراري          RAPDتمايل نشانگرهاي    

 ارزيابي شده، استفاده از      RAPDهاي   ژنومي، تعداد کم مکان    
 الگو  DNAآغازگرهاي کوتاه و دماي پايين اتصال آغازگرها به           

 و تصادفي برخي از نقاط      تواند موجب تکثير غيراختصاصي    که مي 
که در محل اتصال داراي تفاوت هستند شود، در عدم تطابق               

بندي   درگروه RAPDصفات مرفولوژيکي با نشانگرهاي مولکولي      
همچنين تغييرات  ).  ۱۹  ،۱۱،  ۳(تواند موثر باشد      ها مي  ژنوتيپ

اي برخي از صفات نيز از       پس از نسخه برداري و وراثت غيرهسته      
 عدم تطابق نشانگرهاي مرفولوژيکي با نشانگرهاي       عوامل موثر بر  

از ).  ۲۰  ،۱۹،  ۱۵،  ۳(مولکولي در گياهان ذکر گرديده است          
تواند نشان دهنده اين      طرفي نتايج حاصل از اين آزمايش مي        

ها از يک منطقه به منطقه ديگر         موضوع باشد که انتقال ژنوتيپ    
آوري  در جمع با تاکيد بر خصوصيات مرفولوژيکي بوده و يا اينکه          

هاي نامبرده خطاها و        ها در کلکسيون     و کدگذاري ژنوتيپ    
اشتباهاتي رخ داده است و اين موضوع اهميت دقت در تاسيس            

 .دهد کلکسيون ها را نشان مي
بيان کردند که چند شکلي     )  ۱۳۸۲(طالبي بداف و همکاران     

هاي مورد بررسي توسط آنها، با           بين ژنوتيپ   (DNA)پايين  
ظاهري گسترده، مي تواند مربوط به تکثير رويشي          وجود تنوع   

ولي تحقيق حاضر که    ).  ۳(گرده افشاني آن باشد       اين گياه و نوع   
انجام شد نشان داد که     )  تقريبا دو برابر  (با تعداد آغازگر بيشتري     

 بالا  (DNA)هاي مورد آزمايش سطح چند شکلي         بين ژنوتيپ 
 اکثر دانشمنداني   تواند تائيد کننده نظر     مي  بوده و اين موضوع    

در اين بررسي    .  دانند باشد که ايران را مرکز تنوع انار مي             
همچنين مشخص گرديد که اگر چه برخي صفات قابل ملاحظه           
ظاهري در انار مانند رنگ پوست، رنگ دانه و طعم ميتواند گاهي 
اوقات از نظر ترکيب ژنتيکي نيز شباهت ها و تفاوت هايي را                

هاي متفاوت ظاهري لزوما بيانگر       ژگيمنعکس نمايد، معهذا وي    
باشد و بنابراين تکنيک      تفاوت هاي عميق ترکيب ژنتيکي نمي      

 ميتواند در تعيين     RAPD و از جمله       DNAهاي مولکولي    
بعلاوه، جدا شدن کامل    .  فواصل ژنتيکي عامل بسيار دقيقي باشد     

ژنوتيپ هايي مانند گرچ، زاغ، نباتي و بريت که منشا جغرافيايي            
هاي ساوه دارند و منشا آنها           کاملا متفاوتي از ژنوتيپ      اصلي

، نيز بيانگر توانايي     )۲شکل  (استانهاي يزد و شيراز مي باشند         
هاي انار با توجه به مبناي         در تفکيک ژنوتيپ    RAPDتکنيک  

چنين وضعيتي در مورد      .  باشد ژنتيکي و جغرافيايي آنها مي      
 توسط نشانگرهاي   هاي زيتون اسپانيا   تطابق گروه بندي ژنوتيپ   

RAPD             ۶( با منشا جغرافيايي آنها نيز گزارش گرديده است، 
در مجموع، اطلاعات اين بررسي نشان داد که تکنيک             ).  ۱۲

RAPD تواند به عنوان يک ابزار موثر در تعيين روابط                 مي
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ها و ارزيابي وسعت تنوع ژنتيکي               ژنتيکي بين ژنوتيپ     
ر چند استفاده از      هاي انار در کشور بکار رود، ه            کلکسيون

 به همراه   ريزماهواره ها و   AFLPنشانگرهاي مولکولي ديگر مانند     

تواند به تشخيص بهتر     اطلاعات کافي در مورد مرفولوژي گياه مي      
 .هاي انار در ايران کمک کند ژنوتيپ

  
 .وتيپ انار ژن٢٤ نوکلئوتيدي مورد استفاده براي تعيين تنوع ژنتيکي ١٠ ليست آغازگرهاي تصادفي ‐٢جدول 

 درصد چند شکلي 
)  ۱۰۰×b/a( 

تعداد قطعات چند 
 )b(شکل

تعداد کل قطعات 
 )a(تکثير شده 

 ٥́        ٣́توالي بازي 
 رديف آغازگر

٨ ٣ ٥/٣٧ CCTGGGTCAG OPAC-11* ١ 
٣ ٦٠ ۵ CTGAACGCTG OPAD-02* ٢ 
١١ ٨ ٧٢/٧٢ TTTGCCCCGT OPAD-15* ٣ 
٨ ٧ ٥/٨٧ GTAGGCCTCA OPAD-04* ٤ 
٩ ٨ ٨٨/٨٨ AACGGGCGTC OPAD-16* ٥ 
١١ ٣ ٥/٣٧ CTGAAGCGCA OPAE-10* ٦ 
٨ ٥ ٥/٦٢ CTGCTGGGAC OPB-10* ٧ 
١٢ ٨ ٦٦/٦٦ TCGGCACGCA OPP-02* ٨ 
٩ ٣ ٣٣/٣٣ CCAGCCGAAC OPP-14* ٩ 
١٤ ١١ ٥٧/٧٨ AGCGCCGACG OPMG-01* ١٠ 
٦ ١ ٦٦/١٦ GAAGAACCGC OPMG-16* ١١ 
١١ ٥ ٤٥/٤٥ GTGCGAGAAC TIBMBA-03 ١٢ 
١٣ ٧ ٨٤/٥٣ GGACGACCGT TIBMBA-06 ١٣ 
١١ ٣ ٢٧/٢٧ GGGTCGCATC TIBMBA-07 ١٤ 
١٤ ٨ ١٤/٥٧ CCACAGCCGA TIBMBA-08 ١٥ 
١٢ ٥ ٦٦/٤١ TCACGTGGCT TIBMBB-03 ١٦ 

١٠ ٣ ٣٠ ACCAGGTCAC TIBMBB-04 ١٧ 
١١ ١٠ ٩٠/٩٠ GAAGGCTGGG TIBMBB-07 ١٨ 
١٢ ٧ ٣٣/٥٨ AGGCCGGTCA TIBMBB-09 ١٩ 
٨ ٣ ٥/٣٧ TGCGGGTTCC TIBMBB-11 ٢٠ 
٦ ١ ٦٦/١٦ CTTCGGTGTG TIBMBB-13 ٢١ 
١٢ ٩ ٧٥ GTGGGACCTG TIBMBB-14 ٢٢ 
١٤ ١١ ٥٧/٧٨ AAGTGCCCTG TIBMBB-15 ٢٣ 
١١ ٦ ٥٤/٥٤ GAGGCGATTG TIBMBC-05 ٢٤ 
١١ ١٠ ٩/٩٠ GGTCTTCCCT TIBMBC-08 ٢٥ 
١١ ٥ ٤٥/٥٤ GAGCTGGTCC TIBMBD-07 ٢٦ 
١١ ٨ ٧٢/٧٢ GTTCGCTCCC TIBMBD-17 ٢٧ 

 کل ‐ ‐ ٢٥٧ ١٥٨ ___
 ميانگين ‐ ‐ ٥٢/٩ ٨٥/٥ ٦٣/٥٦
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 TIBMBC-08.  ژنوتيپ هاي انار با استفاده از آغازگر DNA الگوي نواري حاصل از تکثير ‐۱شکل 
بي  پوست سفيد    ‐۵ تابستانه ترش    ‐۴ پوست سياه شيرين     ‐۳ ملس ترش    ‐۲ آقا محمد علي     ‐۱:   عبارتند ۱ژنوتيپ ها به ترتيب شماره در شکل         

 آمنه  ‐۱۳ بي هسته حاجي آباد      ‐۱۲ نباتي   ‐۱۱ آلک ترش    ‐۱۰ آلک شيرين    ‐۹ پوست سفيد ترش     ‐۸ شيرين ساوه    ‐۷ پوست سفيد شيرين     ‐۶هسته  
 ‐۲۱ گرچ شهوار    ‐۲۰ آلک ساوه    ‐۱۹ پوست سياه اردستان     ‐۱۸ بي هسته اردستان     ‐۱۷ پوست سياه ساوه     ‐۱۶ بريت کازرون    ‐۱۵ زاغ   ‐۱۴خاتوني  

 از ساوه   ۲۴ الي   ۱۱ از کرج و      ۱۰ الي   ۱نمونه برداري ژنوتيپ هاي        . آقا محمد علي   ‐۲۴ آلک ترش    ‐۲۳ پوست سفيد ترش      ‐۲۲شهداد  هسته ريز   
 .صورت گرفته است

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  1kb  ۲۴۲۳ ۲۲ ۲۱۲۰ ۱۹  ۱۸ ۱۷۱۶۱۵ ۱۴۱۳ ۱۲ ۱۱ ۱۰   ۹    ۸   ۷    ۶   ۵    ۴    ۳    ۲    ۱ 1kb

 کرج-آقا محمد علي
-تابستانه ترش 
کرج
پوست سفيد بي هسته

 کرج-
-پوست سياه شيرين 
کرج

  کرج-ملس ترش 
-پوست سفيد شيرين 
 کرج

 کرج-آلک شيرين 
   کرج-آلک ترش 

-آمنه خاتوني 
 ساوه

 کرج-شيرين ساوه 
جي آبادبي هسته حا
   ساوه-

-پوست سفيد ترش 
کرج
- پوست سياه ساوه

ساوه
پوست سياه اردستان

 ساوه-
 ساوه- آلک ساوه

بي  هسته اردستان
  ساوه-

-هسته ريزشهداد 
ساوه
-پوست سفيد ترش 

ساوه
 ساوه-آلک ترش 

-آقا محمد علي 
ساوه
-بريت کازرون 
 ساوه

 ساوه-نباتي 
 ساوه-زاغ 
شهوار ساوه-گرچ

Similarity Cofficient

2500 bp 

1500 bp 

1000 bp 

       1kb ١    ٢    ٣    ٤    ٥     ٦    ٧    ٨   ٩   ١٠  ١٢١١  ١٣ ١٤ ١٥ ١٦ ١٧ ١٨ ١٩ ٢٠   ٢١  ٢٢   ٢٣ ٢٤  1kb

250bp 

500bp 

750 bp

2000 bp 

3000 bp 
3500 bp 
4000 bp 

  ژنوتيپ انار ايران که بر اساس ضريب تشابه جاکارد۲۴ مربوط به RAPD دندروگرام مربوط به داده هاي حاصل از نشانگر هاي ‐۲شکل 
 . حاصل شده استUPGMAوه بندي و گر



 ١٣٨٥، سال ٥، شماره ٣٧مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٨٧٢

 
  بر اساس ماتريسPCA نمودار سه بعدي پراکنش ژنوتيپ هاي انار با استفاده از تجزيه ‐٣شکل 

 ). آمده است١يپ ها همراه با شماره آنها در جدول نام ژنوت(تشابه 
 
 REFERENCES         ع مورد استفادهنابم
 صفحه۲۶۵ .نشر آموزش کشاورزي. تنوع ارقام انار در ايران پراکندگي و. ١٣٧٧.  شهربابکي، ح بهزادي.۱
 .دانشکده کشاورزي دانشگاه تهران.  کارشناسي ارشدپايان نامه. بررسي خصوصيات مرفولوژيکي انار هاي منطقه ساوه. ۱۳۶۹.  زماني، ذ.۲
مجموعه .  RAPDتنوع ژنتيکي برخي از ارقام انار در ايران با استفاده از نشانگرهاي              .  ١٣٨٢.  شريف نبي .  بهار و ب  .  ، م .مطالبي بداف،   .  ٣

 .۳۴۳‐۳۴۵ .مقالات سومين کنگره بيوتکنولوژي ايران
بررسي تنوع ژنتيکي توده هاي وحشي      .  ۱۳۸۲.  مدرس هاشمي .  م.  مقدم و س  .  گريگوريان، م .  طبائي عقدايي، و  .  ر.  ، س . کدخدايي، س  .۴

 .٤١٣‐٤١٦. مجموعه مقالات سومين کنگره بيوتکنولوژي ايران. RAPDبادام استان اصفهان با استفاده از نشانگرهاي 
مجموعه مقالات سومين کنگره    .  RAPDس نشانگرهاي   تنوع ارقام پسته ايراني بر اسا     .  ۱۳۸۲.  شريف نبي .  بهار و ب  .  ، م . ميرزايي، س  .۵

 .۹۰‐۹۲ .بيوتکنولوژي ايران
6. Belaj, A., Z. Satovic, I. Trujillo & L. Rallo. 2004. Genetic relationships of Spanish olive cultivars using 

RAPD markers. HortSci. 39: 948-951. 
7. Carlier, J. D., A. Reis, M. F. Duval, G. Coppens & J. M. Leitao. 2004. Genetic maps of RAPD, AFLP and 

SSR markers in Ananas bracteatus and Ananas comosus using the pseudo-testcross strategy. Plant 
Breeding. 123: 186-192. 

8. Ipek, M. & P. W. Simon. 2003. Comparison of AFLPs, RAPD markers, and Isozymes for diversity 
assessment of garlic and detection of putative duplicates in germplasm collections. J. Amer. Soc. Hort. Sci. 
128: 246-252. 

9. Joobeur, T., N. Periam, M.  C. de Vecente, G. J. King & P. Arus. 2000. Development of a second generation 
linkage map for almond using RAPD and SSR markers. Genome. 43: 649-655. 

10. Justus, M., M. Esther, W. Kahangi & M. Fusao. 2004. Genetic characterization of cultivated bananas and 
plantains in Kenya by RAPD markers. Scie. Hort. 99: 9-20. 

11. Kumar, L. S. 1999. DNA markers in plant improvement. Biotechnology Advances. 17: 143-183 



 ٨٧٣ ... ارزيابي تنوع ژنتيكي در بين تعدادي از ژنوتيپ هاي انار به                                    :  زماني و همكاران           

12. Nikoloudakis N., G. Banilas, F. Gazis & P. Hatazopoulos. 2003. Discrimination and genetic diversity 
among cultivated olives of Greece using RAPD markers. J. Amer. Soc. Hort. Sci. 128: 741-746. 

13. Nurnas, M., N. Mutulu & P. Read. 2004. Random amplified polymorphic DNA (RAPD) analysis of long-
term cultured hybrid hazelnut. HortSci. 39: 1079-1082. 

14. Paz, M. M. & R. E. Veillux. 1998. Genetic diversity based on RAPD and its relationship with the 
performance of diploid potato hybrids. J. Amer. Soc. Hort. Sci. 122: 740-747. 

15. Singh, A. P., S. Dwivedi, S. Bharti, A. Srivastava, V. Singh & S. P. S. Khanuja. 2004. Phylogenetic 
relationships as in Ociumum revealed by RAPD markers. Euphytica. 136: 11-20. 

16. Sosinniski, B. & D. S. Douches. 1996. Using PCR- based DNA amplification to fingerprinting North 
American potato cultivars. HortSci. 31: 130- 133. 

17. Sugawara, K., A. Oowada, T. Moriguchi & M. Omura. 1995. Identification of Citrus chimeras by RAPD 
markers . HortSci. 30: 1276-1278. 

18. Vroh Bi, I., L. Hraventg, A. Chandelier, G. Mergeai & P. Du Jardin. 1996. Improved RAPD amplification 
of recalcitrant plant DNA by use of activated charcoal during DNA extraction. Plant Breeding 115: 205–
206. 

19. Wen, X. P., X. M. Pang & X. X. Deng. 2004. Characterization of genetic relationships of Rosa roxburghii 
Tratt. and its relatives using morphological traits, RAPD and AFLP markers. J. Hort. Sci. & Biotech. 79: 
189-196. 

20. Zahuang, F. Y., J. F. Chen, J. E. Staub & T. Qian. 2004. Assessment of genetic relationships among 
Cucumis spp. by SSR and RAPD marker analysis. Plant Breeding. 123: 167-172. 


