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   اديار و استاد، استدانشجوي كارشناسي ارشدبه ترتيب  -3و2،1
  دانشگاه صنعتي اصفهان كشاورزي، گروه بيوتكنولوژي

  
 mtalebi@cc.iut.ac.ir :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )9/12/90 :تاريخ پذيرش -  10/10/90 :تاريخ دريافت(

ن هاي شناخته شده و جزو مهمترين گياها ترين ميوه يكي از قديمي (.Punica granatum L)انار 
نتايج  .اي در ايران دارد باغي در ايران محسوب مي شود كه پراكندگي و تنوع قابل توجه

 در انار RAPD ،AFLP ،SSRتحقيقات صورت گرفته بر اساس نشانگرهاي مولكولي مختلف مانند 
در اين . هاي آن عليرغم تنوع مورفولوژيك بوده استحاكي از چندشكلي پايين بين ژنوتيپ

، petA ،psbJ ،psbL ،psbF ،psbE ،petL ،petGهاي ژن شامل( petA-psaJژني  يپژوهش ناحيه
tRNApro ،tRNAtrp و psaJ( يابي و تجزيه و تحليل فيلوژني در انار استفاده شدبا هدف توالي .
هاي انار وحشي، اهلي ، زينتي و گياه مورد استخراج گرديد و  ژنومي از برگDNA  استخراج

 DNAبا آغازگرهاي اختصاصي كه بر اساس توالي  PCRتوسط واكنش  هاي مورد نظرژن
يابي محصولات توالي. همرديف شده با ساير گياهان طراحي گرديده شده بود، تكثير شدند

-psbEژني ي بينجفت باز دارد و از ناحيه 5400نشان داد كه اين ناحيه حدود  PCRهاي واكنش
petL   ه عنوان نشانگر مناسب براي بررسي تنوع بين ارقام انار توان بدرصد تنوع، مي 98/4با

ي كمتري از انار را در فاصله petA-psaJبر اساس ناحيه ي انار يا ساير گياهان مقايسه .استفاده كرد
 . قرار داد Myrtaceaeو پس از آن  Onagraceaeي خانواده

  
  مقدمه

كه اين خانواده  Punicaceaeياهي به نام ي گ اي است متعلق به كوچكترين خانواده انار درختچه
 .Pو ) انار خوراكي(P. granatum هاي و دو گونه به نام Punicaداراي يك جنس به نام 

protopunica )تفاوت اين دو گونه در كوچكتر بودن و . باشدمي) انارهاي غير خوراكي
ايران وجود ندارد و ي دوم در گونه.  ي دوم و شيريني كمتر آن است صورتي بودن گل گونه

پايه و  .)Akbar 2006(رويشگاه اصلي آن جزاير سوكترا در اقيانوس هند گزارش شده است 
بدين جهت بدون تنوع . نژادي گياهان بر وجود تنوع ژنتيكي استوار است اساس تحقيقات به

 كسيوندر ايران كل .)Akbar 2006(پذير نخواهد بود  ژني ارائه ارقام اصلاح شده جديد امكان
  همتأسفاندارد ولي  وجود و ورامين  يزد، ساوه  شهرهاي  در  انار  هاي   ژنوتيپ از  هاي غني 

 هاي كليدي واژه
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ها در دسترس  كافي در مورد خصوصيات اين ژنوتيپاطلاعات 
مطالعات ژنتيكي كمي در مورد  .)Sarkhosh et al. 2007(باشد  نمي

انار موضوع بسياري از تحقيقات  انار انجام شده است به طوريكه
بررسي روابط ژنتيكي  علمي نبوده و اطلاعات مورد استفاده در

مبناي صفات مورفولوژيك بوده است و  ايران بيشتر بر ارقام انار
ملاحظه در ميان قابل  از وجود تنوع فنوتيپي نتايج نشان

ولي . )Ohyama et al.1986;Sarkhosh et al. 2007(هاست  نمونه
با توجه به اينكه خصوصيات ظاهري گياه تحت تأثيرشرايط 

توانند معيار دقيق و  گيرند، لذا صفات ظاهري نمي محيطي قرار مي
هاي انار باشند و شناسايي دقيق  اسبي جهت گروه بندي ژنوتيپمن

 .Zheleva et al(سازند  ها را با مشكل مواجه مي اين ژنوتيپ

1998;Sarkhosh et al. 2007( .اي كه در  به همين دليل فرضيه
پلاسم انار در ايران وجود دارد چندان قابل  مورد تنوع بالاي ژرم

ط اقليمي در اين گوناگوني استناد نيست و ممكن است شراي
تر  با توجه به لزوم شناسايي دقيق. ها مؤثر باشد ژنوتيپ
هاي انار در جهت اصلاح اين محصول و قابل اعتماد  ژنوتيپ

هاي مورفولوژيك و از  بندي انار بر اساس ويژگي نبودن طبقه
هاي  هاي قابل توجه در استفاده از تكنيك طرفي به دليل پيشرفت

هاي گياهي به نظر  تر ژنوتيپ تشخيص منطقي مولكولي براي
بندي و تعيين شناسنامه دقيق  ها در طبقه رسد كاربرد اين روش مي

هاي انار در ايران و بررسي تفاوت دقيق بين ارقام جهت  ژنوتيپ
هاي اصلاحي آينده انار  ها و برنامهمديريت مؤثر كلكسيون

 Zheleva et al. 1998;Sarkhosh et(ضرورتي انكارناپذير باشد 

al. 2007.(  با وجود تنوع مورفولوژيك بين ارقام انار، در اغلب
مطالعات صورت گرفته با استفاده از نشانگرهاي مولكولي مختلف 

، چند شكلي پاييني مشاهده ISSRو  RAPD ،AFLPاز جمله 
 Talebi 2003;Sarkhosh et al. 2006;Zeinalabedini( شده است

et al. 2010( .هاي سيتوپلاسمي، تغييرات ن امر را به ژندليل اي
. اندبرداري و شرايط اقليمي مختلف مرتبط دانستهپس از نسخه

هاي ژن. يكي از عوامل سيتوپلاسمي در گياهان كلروپلاست است
اي براي درك فيلوژني گياهان در كلروپلاستي به صورت گسترده

بندي و در رده. هاي مختلف تاكسونوميك به كار رفته استرده
و سرعت DNA تكامل گياهان كوچك بودن ژنوم، مقدار فراوان 

اي از جمله دلايلي است كه  كمتر جهش در مقايسه با ژنوم هسته

لعات رده بندي را در كارايي استفاده از ژنوم كلروپلاستي در مطا
 .)Clegg et al. 1994(هاي هسته افزايش داده است ژن مقايه با
، petA ،psbJ(ي ژني ده ناحيهشامل  petA-psaJي ژني ناحيه

psbL ،psbF ،psbE ،petL ،petG ،tRNApro ،tRNAtrp و psaJ(  و
اي  در مطالعه. )Steel et al. 2010(است  ي بين ژنينه ناحيه

داراي تنوع بالايي بوده و  psbE-petLي ناحيهكه  مشخص شد
اي گياه  توان از آن به عنوان باركد در بررسي تنوع درون گونهمي

Psiguria  استفاده كرد)Steel et al. 2010( .ياز طرفي ناحيه 
petA-psaJ هدف  بنابراين،. هاي مربوط به فتوسنتز استحاوي ژن

به منظور  petA-psaJي ژنياز انجام اين پژوهش توالي يابي ناحيه
ي مناسب براي بررسي تنوع بين ارقام انار و همچنين يافتن ناحيه

ايج حاصل با توالي اين نواحي در ديگر گياهان به ي نتمقايسه
 .بندي گياهي استهدف تعيين موقعيت انار در سيستم رده

  

  ژنومي DNAمواد گياهي و استخراج 
در اين تحقيق نمونه هاي برگي مورد استفاده از درختان انار، 

هاي وحشي تپه ، ژنوتيپ)R8(شامل رقم اهلي ملس ترش ساوه 
 )AZS(، ژنوتيپ زينتي گل سفيد )TSDB(ساحلي دريا كنار بابلسر

موجود در مركز تحقيقات اصفهان  )BMT( "1مورد"ي و درختچه
هاي برگي از نمونه DNAاستخراج . و يزد جمع آوري گرديدند

 sayed-Tabatabaei et(با استفاده ازروش پيشنهادي در گياه نارون 

al. 2007( يت كيفيت وكم. صورت گرفتDNA  استخراج شده
  .شدتعيين درصد  7/0به وسيله الكتروفورز ژل آگارز  

  طراحي آغازگر و تكثير نواحي ژني و بين ژني
ها به منظور تكثير نواحي مورد نظر همرديف سازي چندتايي توالي

 MEGAهاي كلروپلاستي گياهان مختلف توسط نرم افزار در ژن

ver4.0 از نرم افزار  صورت گرفت ، سپس با استفادهOLIGO ver 

هاي حفاظت شده طراحي آغازگرهاي اختصاصي از نواحي 5.0
كره   Bioneerآلمان و Metabionهاي و توسط شركت  ندشد

 15در حجم  PCR  واكنش. )1جدول( جنوبي ساخته شدند
 ميلي  2برابر غلظت،  PCR 10ميكروليتر بافر  5/1ميكروليتر شامل

 

                                                            
1 Myrtle  

   هامواد و روش
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در كلروپلاست  petA-psaJي ژني هاي رفت و برگشت براي تكثير ناحيهتوالي آغازگر -1جدول 

  نام جفت رديف
 آغازگر 

 توالي
 آغازگر 

درصد
GC(%) 

  ميزان
 ∆G*  

طول آغازگر بر 
 bpحسب 

دماي اتصال 
)˚C(بهينه شده

1F1 petA-psaJ 3'-CAATGATTGGACCATGCA-5'4/44  4/8-  18  50 
R1 petA-psaJ 5'-TCTCCTTGACCAAATCCAC-3'4/47  9/7-  19  

2 F2 petA-psaJ 5'-GTGGATTTGGTCAAGGAG-3'0/50 9/7-  18  50  
R2 petA-psaJ 5'-TCGATTTGATTTTCCTGA-3'3/33  2/8-  18  

3F3 petA-psaJ 5'-TCATTCAGGAAAATCAAATCG-3'3/33 6/8-  21 56 
R3 petA-psaJ 5'-TGTTGAATTGAATCGTACCAG-3'3/38  9/7-  21  

4 F4 petA-psaJ 5'-CTGGTACGATTCAATTCAACA-3'1/38  0/7-  21 50  
R4 petA-psaJ 5'-CAACAAAACAATGTGTGCATC-3'1/38  1/8-  21  

5 F5 petA-psaJ 5'-TAAGGTTTCTTTCTCTCC-3' 9/38 9/7-  18  50  
R5 petA-psaJ 5'-TAAGCATGAAGATGAAGG-3'9/38  2/8-  18  

6F6 petA-psaJ 5'-CATTTCATTTAGCTCCTT-3' 3/33 2/8- 18 50 
R6 petA-psaJ 5'-GTTCAAATCCTGTCATCC-3'4/44  1/8-  18  

7F7 petA-psaJ 5'-CTAACCAAGAATGGAATCACG-3' 9/42 4/8- 21  56 
R7 petA-psaJ 5'-TCTTCACCCCTTCCCATG-3'6/55  4/8-  18  

8F1 rbcL 5'- ACTCCGAATTTCTGTCGAGT-3' 0/45 5/8- 20  50 
R1 rbcL 5'- AAATCAAGTCCACCACGAAG-3' 0/45  5/8-  20  

9F2 rbcL 5'-TAAAGGAAGATGCTACCACA-3'0/40 2/8- 20 50 
R2 rbcL 5'-GCAATTCAATTAAGAGAACGA-3'3/33  4/8-  21  

10 F psbA-trnH 5'-ATTCACAATCCACTGCCTTG-3'0/45  5/8-  20  55  
R psbA-trnH 5'-ATGGCTTTCAACCTAAATGG-3'0/40  4/8-  20  

∆G* :ي آزادژتغييرات انر. 

 2/0پليمراز ،  Taq DNAمولار كلريد منيزيم ، يك واحد از آنزيم 
 20و حدود   ميكرو مولار از هر آغازگر dNTPs، 3/0ميلي مولار 

 .انجام شد Bioradدر دستگاه ترموسايكلر شركت  DNAنانوگرم 
  100bp )Fermentase Lifeبه همراه نشانگر اندازه  PCR محصول

Science Co.  (بر روي ژل   ي قطعاتبه منظور تخمين اندازه
 .الكتروفورز شد TBEدر بافر درصد  2/1 آگارز 

  يابي قطعات تكثير يافتههمسانه سازي و توالي
 pTZ57R/Tقطعات تكثير شده، به منظور توالي يابي در ناقل  

هاي سازي نياز به سلولبراي همسانه. شدند 1همسانه سازي
 PCR cloningبود كه از كيت  Escherichia coliتعد باكتريمس

(Fermentase CO.) InsTA clone TM  به منظور تاييد . شداستفاده
از سه  E. coli MC1061 ورود ژن مورد نظر به داخل باكتري

و واكنش هضم آنزيمي  2گري سريع، غربالColony PCRروش 
هاي ركه با تكنيكهمسانه هاي حاوي قطعه مورد نظ. شداستفاده 

 حاوي   LB  جامد  محيط بودند، روي   فوق انتخاب و تأييد شده

                                                            
1 Coloning  

 2 Rapid screening  
  

 
 

آمپي سيلين كشت داده شدند و براي توالي يابي به شركت 
Macrogen  شدندكره جنوبي ارسال.   

  هاتجزيه و تحليل داده
افزار  پس از دريافت نتايج، الكتروگرام توالي هر نمونه با نرم

Chromas ver 2.13 بررسي گرديد و پس از اطمينان از كيفيت 

 ژنوم ديگر با توالي  NCBIها، در پايگاه اطلاعاتي مناسب توالي

هاي بدست گرديد تا توالي BLASTگياهان موجود در بانك ژن 
هاي بين توالي سپس همرديف سازي چندتايي. شوندآمده تاييد 

 GenBankمشخص شده در اين تحقيق و اطلاعات موجود در 
هاي تحليل ها و همچنين تجزيه وجهت تعيين ميزان تشابه آن

افزار فيلوژنتيك با استفاده از نرم ها و رسم درختفيلوژنتيك داده
MEGA ver 4.0 از نرم افزار . انجام گرديدARLEQUIN ver 3.1 

و از نرم  براي بررسي تعداد جايگزيني هم جنس و نا همجنس
 kinefold(و CLC Main Workbench ver 5.0افزارهاي 

(kinefold.curie.fr  براي بررسي ساختارtRNA استفاده شد .
 Pairwise distance و K2P distance ، p-distanceمقادير 
به معناي  Pairwise distance .شدمحاسبه   MEGA ver 5.0توسط
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-Kimura 2). ها استي دوتايي بين هر جفت از نمونهفاصله

parameter distance) K2P  ميزان فاصله را بر اساس نسبت
-P. كندميجايگزيني هم جنس به جايگزيني ناهمجنس محاسبه 

distance هاي نوكلئوتيدي در فاصله را بر اساس تفاوت در مكان
دهد كه از تقسيم تعداد نوكلئوتيد بين دو توالي متفاوت نشان مي

 .ي آيدمتفاوت به تعداد كل نوكلئوتيدهاي مقايسه شده به دست م
 

   نتايج و بحث
  يابي شدهتنوع نوكلئوتيدي نواحي توالي

ژنوتيپ وحشي، اهلي و  cpDNAدر   petA-psaJطول ناحيه
گياه  cpDNAو در  5494و  5492، 5491زينتي انار به ترتيب 

ي ژني و جفت باز محاسبه شد كه شامل ده ناحيه 5392 "مورد"
 K2P ،Pairwiseن كلميانگي. )2جدول ( ي بين ژني استنه ناحيه

distance  وP-distance  حاصل ازنتايج بررسي تنوع درون ارقام
و نتايج حاصل از  3در جدول  "مورد"انار و بين انار و گياه 

خلاصه شده  4بررسي تنوع بر اساس ميزان جايگزيني در جدول
ها توسط نرم به منظور بررسي بهتر نتايج حاصل، داده .است
به صورت نمودار نمايش  Microsoft Office Excel 2007افزار

مشاهده     4و  3همان طور كه در جداول ). 1شكل(داده شدند
شود، نواحي غير كد كننده در مقايسه با نواحي كد كننده تنوع مي

با وجود بيشترين   psbL-psbFي اند كه ناحيهبالاتري را نشان داده
در (ن محدود است كه تعداد نوكلئوتيد آميزان تنوع، به دليل اين

ي مناسبي براي بررسي تواند نماينده، نمي)جفت باز 21حدود 
تنوع در ميان ارقام انار باشد و احتمالا دليل تنوع بالاي آن، تعداد 

اي هم نوكلئوتيد اندك آن است كه حتي به ازاي يك جهش نقطه
به دليل طول اندك اين ناحيه  .تواند نشان دهدتنوع بالايي را مي

ت تفكيك آن به كمك ژل الكتروفورز بسيار كم است و با قدر
معرفي ناحيه اي به عنوان باركد به (به هدف پژوهش حاضر  توجه

اي با طول نياز به ناحيه) اي انارمنظور بررسي تنوع درون گونه
، درصد 98/4 با درصد تنوع  psbE-petLي ناحيه. مناسب است

و ميانگين درصد  p-distance  28، ميانگين درصد  K2P 3ميانگين
 Pairwise distance 3 در حدود (تعداد نوكلئوتيد مناسب و درصد

تنوع نسبتا بالاتري در مقايسه با ساير نواحي ) نوكلئوتيد 1300
. ، به منظور تمايز ارقام انار نشان دادpetA-psaJبررسي شده در 

نيز نتايج محققين ديگر روي باركدهاي گياهي در ساير خانواده ها 
 .Kress et al( درصد 7/5 تا درصد 2/0ايگونهاز تنوع درون حاكي

 Luo et( درصد 4/0 اي صفر تا ، ميانگين تنوع درون گونه)2007

al. 2010( درصد 73/1 تا   درصد 44/0اي و تنوع درون گونه )et 

al. 2008 Selvaraj( بنابراين با توجه به مطالب ذكر شده . است
تنوع مناسبي را در بين  psbE-petLت كه ناحيه توان نتيجه گرفمي

 psbEي ژني با توجه به اينكه دو ناحيه. ارقام انار نشان داده است

در بين ارقام انار  ،psbE-petL ي در دو طرف ناحيه petLو 
 8/0اراي تنوع صفر و شدگي بالايي دارند و به ترتيب دحفاظت

ي طراحي آغازگر ها برا، از آن)3و  2جداول ( در صد هستند
 نوكلئوتيدي  آغازگر رفت با توالي. استفاده شد

GTTCTCCTGTGCTTCCAGA-3'-5'  وآغازگر برگشت با
تكثير  براي 'TCAAATAAGTCGTATCTTGGTCA-3' -5توالي

توان براي بررسي اين ناحيه طراحي شدند كه از اين آغازگرها  مي
خاب باركد مناسب سه پارامتر انت. تنوع بين ارقام انار استفاده نمود

  و PCRي مناسب جهت تكثير در ها، اندازه تنوع كافي بين نمونه
وجود نواحي حفاظت شده در دو طرف آن به هدف طراحي 

، كه در تحقيق )Kress et al. 2005(است  آغازگرهاي عمومي
به دليل دارا بودن پارامترهاي ذكر  psbE-petLي حاضر نيز ناحيه

نوع بين ارقام انار معرفي ه هدف بررسي تشده به عنوان باركد ب
ي كلروپلاستي كه  به منظور ي غير كد كنندهچهار ناحيهوسي. شد

 Shaw et al. 2005;Shaw et al. 2007;اي بررسي تنوع درون گونه
اي كه از نه ناحيه. بررسي شدند Psiguriaمعرفي شده بود در گياه 

ي شتند، چهار ناحيهدر مطالعه قبل بالاترين ميزان تنوع را دا
psbE-petL ،rps16-trnQ، ndhC-trnV  وndhF-rpl32  تنوع

كه با  )Steel et al. 2010(نشان دادندPsiguria  بالاتري در گياه
ي در مطالعه سه ناحيه. نتايج تحقيق حاضر همسو هستند

به منظور بررسي  matKو  petA-psbJ ،psbA-trnHكلروپلاستي 
 Boesenbergia (Zingiberaceae)ايتنوع درون و برون گونه

 اي درون گونه داراي تنوع petA-psbJي مشخص شد كه ناحيه
 و  B. pulcherrima، صفر درصد در B. Curtisiiدر درصد 16/0
است و اين ناحيه براي بررسي   B. Longifloraدردرصد  33/0

   ).Ngamriabsakul et al. 2006( اي پيشنهاد شدتنوع درون گونه
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"مورد"در كلروپلاست هاي انار و گياه petA-psaJتعداد نوكلئوتيد و اسيد آمينه نواحي ژني و بين ژني در  -2جدول

 تعداد نوكلئوتيد  نام ناحيه
 انارcpDNAدر

تعداد نوكلئوتيد در
cpDNAمورد"گياه" 

  تعداد اسيد آمينه
  انار cpDNAدر  

تعداد اسيدآمينه در 
cpDNA مورد"گياه"

   زينتيوحشي اهلي  زينتي وحشي لياه 
petA  966 964 966 963 322  321  322  321  
psbJ  123 123 123 123 41  41  41  41  
psbL  122 117 117 118 40  39  39  39  
psbF  120 120 120 120 40  40  40  40  
psbE  253 252 252 252 84  84  84  84  
petL  96 96 96 96 32  32  32  32  
petG  114 114 114 114 38  38  38  38  

tRNApro  74 74 74 74 24  24  24  24  
tRNAtrp 73 73 73 73 24  24  24  24  

psaJ  135 135 135 135 45  45  45  45  
petA-psbJ  917 920 941 986 -  -  -  -  
psbJ-psbL  143 147 147 147 -  -  -  -  
psbL-psbF  22 22 22 31 -  -  -  -  
psbF-psbE  9 9 9 7 -  -  -  -  
psbE-petL 1385 1382 1361 1260 -  -  -  -  
petL-petG  178 178 178 171 -  -  -  -  

petG-tRNAtrp  121 126 126 131 -  -  -  -  
tRNAtrp-tRNApro 186 185 186 169 -  -  -  -  

tRNApro-psaJ  455 454 454 422 -  -  -  -  
petA-psaJ 5492 5491 5494 5392         

  
 .P-distance و K2P ،)Pairwise distance(model K2Pبر  "مورد"در كلروپلاست هاي انار و گياه petA-psaJي اي ناحيهبررسي تنوع بين جنسي و درون گونه -3جدول

 ناحيه
 

ميانگين كل
 K2P* 

  كل  ميانگين
  distance Pairwise*  

 ميانگين كل
P-distance *  

 بين انار و مورداي اناردرون گونه بين انار و مورداي اناردرون گونه انار و موردبين اي اناردرون گونه
petA 0 05/0 00977/0 00970/0  00970/0  03171/0  
psbJ 0 033/0 0 01670/0  0  01626/0  
psbL 01733/0 02613/0 017/0 035/0  01709/0  02564/0  
psbF 0 0168/0 0 01667/0  0  01667/0  
psbE 004/0 022/0 0043/0 022/0  00432/0  01886/0  
petL 0 02/0 0 02145/0  0  02083/0  
petG 006/0 011/0 0059/0 00888/0  00585/0  00877/0  

tRNAtrp 0 01370/0 0 01374/0  0  01351/0  
tRNApro 0 0 0 0  0  0  

psaJ 0 0 0 02311/0  0  02231/0  
petA-psbJ 0 25/0 01326/0 13172/0  01310/0  11283/0  
psbJ-psbL 0 05/0 0 02571/0  0  02471/0  
psbL-psbF 06522/0 5435/0 06522/0 5435/0  06061/0  38/0  
psbF-psbE 0 0 0 0  0  0  
psbE-petL 03/0 21/0 03/0 12396/0  02848/0  10868/0  
petL-petG 0037/0 2/0 00377/0 10526/0  00375/0  09154/0  

petG-tRNAtrp 022/0 12/0 02254/0 07583/0  02204/0  07020/0  
tRNA trp-tRNApro 00359/0 16360/0 00359/0 13632/0  00357/0  13632/0  

tRNApro-psaJ 0 08279/0 0 08279/0  0  07418/0  
K2P :دهدفاصله بر اساس نسبت جايگزيني هم جنس به ناهم جنس نشان مي. 

distance  Pairwise :ي دو تاييفاصله.  
P-distance :ر اساس تعداد نوكلئوتيد متفاوت به تعداد كل فاصله ب

  دهدنوكلئوتيدهاي استفاده شده نشان مي
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) رنگ مشكي(ايگونه و درون )رنگ خاكستري(تنوع بين جنسي  -1شكل
 K2Pميانگين كل ) الف(بر اساس  "مورد"گياه در انار و petA-psaJي ناحيه

 ،Pairwise distanceميانگين كل ) ج(گزيني، درصد تنوع بر اساس جاي) ب(،
 .P-distanceميانگين كل  ) د(
 

ي اي انار بر اساس ناحيهي حاضر نيز تنوع درون گونهدر مطالعه
petA-psbJ 91/1 به دست آمد، اما ميزان تنوع اين ناحيه  درصد

 psbE-petLو ) درصدpsbL-psbF ) 52/10مقايسه با نواحي در 
بنابراين بر اساس سه پارامتر استفاده . ر استكمت) درصد 98/4(

در نشان دادن  petA-psbJي شده در اين تحقيق، توانايي ناحيه
-psbEو  psbL-psbFي تنوع بين ارقام انار نسبت به دو ناحيه

petL اي بررسي بين ارقام انار ميپايين است و از اهميت آن بر -

  .كاهد

 هاواليبررسي ساختار تريپتوفان و پرولين در ت

تريپتوفان و  tRNAدر ناحيه بررسي شده دو ژن كد شونده ي 
ها به هدف تعيين ي آنبنابراين ساختار اوليه. پرولين وجود داشت

  4و  3  ولاجد  در  كه  طورهمان آنتي كدون مربوطه رسم شد و 

   در petA-psaJ ي اي ناحيهبررسي تنوع  بين جنسي و درون گونه  -4جدول
هم جنس و (بر اساس جايگزيني  "مورد"ت هاي انار و گياهكلروپلاس
  ) .ناهمجنس

اي انار تنوع درون گونه ناحيه ژني
  )درصد(

تنوع بين انار و مورد  
  )درصد(

petA 44/1  70/5  
psbJ 0  5/2  
psbL 43/2  06/4  
psbF 0  66/1  
psbE 8/0  77/2  
petL 0  24/2  
petG 87/0  75/1  

tRNAtrp 0  70/2  
tRNApro 0  0  

psaJ 0  44/4  
petA-psbJ 91/1  19/20  
psbJ-psbL 0  76/4  
psbL-psbF 52/10  25/32  
psbF-psbE 0  0  
psbE-petL 98/4  73/19  
petL-petG 56/0  85/16  

petG-tRNAtrp 0  2/10  
tRNA trp-tRNApro 5/0  08/24  

tRNApro-psaJ 0 58/12 

 
ه مورد در مقايسه با ي تريپتوفان گياشود ژن كد كنندهمشاهده مي

ي آن نيز ترسيم هاي انار متنوع بود، بنابراين ساختار ثانويهژنوتيپ
كدون ژن مذكور مشخص شد تا اثر احتمالي اين تنوع بر آنتي

تريپتوفان و پرولين    tRNAنتايج حاصل از ترسيم ساختار. شود
همان طور كه   .نشان داده شده است 2ها در شكلتمام نمونه

ي در همه tRNAtrp و tRNAPro يشود، ساختار اوليه مي ملاحظه
ها به ها كاملا يكسان بوده و آنتي كدون هاي مربوط به آننمونه

 et al. 1985(در تحقيق . است -'UGG 5 '3-و  'CCA-3-'5ترتيب 

Marechal( با بررسي tRNAPro كلروپلاست و ميتوكندري لوبيا
الي اين دو ژن  با آنتي براي تو  درصد 97 /3تشابهي در حدود

 tRNAtrpها اعتقاد دارند كه آن. مشاهده شد 'CCA-3-'5كدون 

ميتوكندري اگر چه توسط دو ژن مختلف  tRNAtrp و كلروپلاست
 زياد   بسيار  شباهت  دليل شوند ولي به در دو مكان مجزا رمز مي
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رسم شده در انار   tRNApro) ب(و  tRNA trp ساختار اوليه) الف(  -2شكل
 ."مورد"و گياه

 
  et( ي مشترك مشتق شده اندها، احتمالا از يك ژن اوليهتوالي آن

al.1985 Marechal( .در تحقيق ديگري ساختار tRNA trp  از خيار
 شد و نشان داد كه در حدود بررسي -'UGG 5 '3-با آنتي كدون 

در  tRNAPro بادرصد  72اسفناج و  tRNAPro صد بادر 93
-ميتوكندري لوبيا شباهت دارد و اين تشابه بالا در بين گياهان مي

 et( ها باشدتواند در ارتباط با ساختار و عملكرد مشابه آن

al.1997 Hande .( نتايج تحقيقات بر روي گياهان خشكي نشان
كلروپلاست همه چهار كدون مربوط به پرولين  tRNAProداد كه 

)CCU,CCC,CCA,CCG( كندايي ميرا رمز گش )Shaw et 

al.2007.( 

 يابي شدهروابط فيلوژني انار بر اساس نواحي توالي

انار  تر بهگياهان نزديك  petA-psaJيناحيه  BLASTبا استفاده از 
ها براي رسم درخت فيلوژني بر اساس روش انتخاب و از آن

همان طور كه در ). 3شكل (استفاده شد  1حداكثر صرفه جويي
ي ژني، انار شود بر اساس توالي اين ناحيهه ميمشاهد 3شكل

  Myrtaceaeو پس از آن Onagraceaeي شباهت زيادي با خانواده
ترين گونه از لحاظ تكاملي به انار كه از اين خانواده نزديك دارد

) "مورد"ژنوتيپ وحشي گياه (  Myrtus communisگونه 
ندي گياهي انار ب ابتدا از نظر رده Punicaجنس . تشخيص داده شد

هاي  قرار گرفته بود، ليكن در بررسي Myrtaceaeدر خانواده 
بعدي به علت اختلافات عمده آناتوميك آن را از اين تيره جدا 

 Akbar( طبقه بندي شد Lythraceaeي گرديده و در خانواده

به دليل  Bentham and Hoker2هاي اما پس از بررسي. )2006

                                                            
 1Maximum parsimony 

 

هاي رويشي و تخمدان لي در اندامفقدان دستگاه ترشحي داخ
هاي متعدد از اين خانواده جدا شده و منفرد با يك نهنج و پرچم

در مطالعه). Akbar 2006(قرار گرفت  Punicaceaeي در خانواده
و  Lythraceaeي در دو خانواده  rbcLي ژناي با مقايسه

Onagraceae  ارتباط بسيار نزديكي)bootstrap=92%(  بين آنها
اين نتايج توسط مطالعات ). Conti et al. 1997( به دست آمد

 Dahlgren and Thorne(مولكولي ساير محققين هم تاييد شد 

1984;Johnson and Briggs 1984 ;Sytsma et al. 2004(.  در
ارتباط  Punicaceaeي طبقه بندي ديگري نيز بيان شد كه خانواده

به  (Koehne 1881) اردد Onagraceaeو  Lythraceaeنزديكي با 
، Lythraceaeي دليل عدم توالي يابي اين ناحيه در گياهان خانواده

ي گيري قطعي در رابطه با شباهت خانوادهتوان نتيجهنمي
Punicacaea  بهOnagraceae و Myrtaceae  داشت و نياز به
ي هاي مشترك در بين چهار خانوادهبررسي ژن

Myrtaceae،Punicaceae ،Onagraceae   وLythraceae  در
 .باشدمطالعات آتي مي

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 
 
 
 
 
 

هاي انار و ساير گياهان بر اساس توالي هاي درخت فيلوژني ژنوتيپ -3شكل
: R8رقم زينتي، : AZS. در كلروپلاست  petA-psaJنوكلئوتيدي ناحيه ژني 

ژنوتيپ وحشي  Myrtus communisرقم وحشي و  :TSDBرقم اهلي، 
 "مورد"ياهگ
 

 ب الف

 Gossypium barbadense

 Gossypium hirsutum cultivar cokerFR

 Fragaria vesca subsp.vesca

 Prunus persica

 Pyrus pyrifolia

 Hevea brasiliensis

 Manihotesculenta

 Olea europaea subsp.europaea

 Olea europaea cultivar Bianchera

 Olea europaea cultivar Frantoio

 Olea europaea subsp.maroccana

 Olea europaea subsp.cuspidata

 Olea woodiana subsp.woodiana

 Nicotiana sylvestris

 Nicotiana tabacum

 Nicotiana tomentosiformis

 Atropa belladonna

 Solanum tuberosum

 Solanum lycopersicum

 Solanum tuberosum cultivar Desiree

 Solanum bulbocastanum cultivar PT

 Syzygium cumini

 Eucalyptus globulus

 Myrtus communis

 AZS

 R8

 TSDB

 Oenothera elta

 Oenother parviflora

 oenothera glaziviala

32

100

100

100

99

95
100

100

100

100
100

34

18
46

50

68

100

99
99

69

96

52

99

100

100

73

100

Myrtace

Punicace

Onagraceae
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