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 دهيچك
ن، يتامي، انواع ولاژي موس ازيل برخورداريباشد كه به دلي ميي داروارزشمنداهان ي از گيكي(.Ziziphus jujuba Mill) اب عنّ

 اين گياه علاوه بر استفاده دارويي داراي . داردييع داروي صنا درياديت زي چرب اهميدهاي و اسيبات فنليد، تركين، آلكالوئيپكت
 تنوع يابيژوهش به منظور ارز ن پيا .زدايي كاربرد وسيعي داردجنبه زينتي نيز بوده و در جلوگيري از فرسايش خاك و بيابان

از نقاط مختلف پ عناّب يوت ژن29 شامل يتيجمع. انجام شد AFLP يمولكولنشانگر  عناّب با استفاده از يهاپيوت ژنيكيژنت
 يهاافزارها از نرمل دادهيه و تحلي تجزبه منظور . قرار گرفتيابيمورد ارز AFLP جفت آغازگر 15 د و توسطيكشور انتخاب گرد

EXCEL و NTSYSتم يبا الگور ياه خوشهي تجز،اردكب جايس تشابه با استفاده از ضريماتر.  استفاده شدUPGMAه به ي و تجز
 باند 689ن آغازگرها در مجموع ي ا. بودندي چندشكلي دارا،AFLP جفت آغازگر 15  جفت از12. انجام شد يمختصات اصل

 هشت مورد مطالعه به يهاپيوتژنج حاصل از دندروگرام، ي نتااساس بر. شان دادند نيها چندشكل عدد از آن44د كردند كه يتول
ك ي گروه قم، اصفهان و خراسان را تفكسهطور مشخص توانست  بهAFLPنشانگر . م شدندي تقس75/0گروه مجزا در سطح تشابه 

ج ي نتا.ها قرار گرفتر گروهيزا از سا به صورت كاملاً خالص و مجي بود كه گروه خراسانيك در حدين تفكيدقّت ا. دينما
 ؛ك شدندي گروه قم و اصفهان به صورت مجزا تفكدو.  شدتأييدز ي ني اصليهاه به مؤلفهي در تجزياه خوشهيحاصل از تجز

 يطور كلبه.  نمودي عناّب معرفّيها از خاستگاهيكي عنوان به يينان بالايتوان با اطميرا م) ي مركزينواح(ن مناطق ي ابنابراين
 .ها قابل ملاحظه استپيوتژن يك و جداسازي نشانگر در تفكنيا ي بالاييكارا

 
  .AFLP  نشانگر،يكياب، تنوع ژنت عنّ:يدي كليها واژه
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 مقدمه
 و  يي شناسـا  اهان و بـه منظـور     ي گ ي اصلاح يها در برنامه 

 از ياري بســيابيــ ارز، ارقــاميكــي ژنتياهــ ص قرابــتيتشــخ
 و  ييايميوش ـي، ب يكي تظـاهر مورفولـوژ    ل عدم يها به دل   تفاوت

 قابل ثبت هستند و     DNA يق بررس ي، تنها از طر   يكيولوژيزيف
 بـر   ي مبتن ـ ي چند دهه گذشـته نشـانگرها      يل ط ين دل يبه هم 
DNA  ه محققموجودات  يكي تنوع ژنت  ي بررس ين را برا  ا توج 

ن يــ از اياز تعــداد. مختلــف، بــه خــود جلــب كــرده اســت
 يـي اه دارو ي ـ گ يهـا  تيام و جمع   ارق يي شناسا ينشانگرها برا 

 يها، نشـانگرها  كين تمام تكنيدر ب. عناّب استفاده شده است   
AFLP )Amplified Fragment Length Polymorphism( 

 بالا، سرعت، دقتّ و     ي مانند چندشكل  ييايل داشتن مزا  يبه دل 
پلاسـم    ژرم يي شناسـا  ي بـرا  يطور مـؤثر    بالا؛ به  يريتكرارپذ

 بيشـتر دهـد كـه      يهـا نشـان م ـ     يبررس. ندا عناّب به كار رفته   
ا ي ارقام و    يي مورد استفاده جهت شناسا    يلكولو م ينشانگرها

 بـوده   AFLP و   RAPD ي جنس عناّب، نشـانگرها    يها گونه
 يط ـ ).et al., 2006; Anonymous, 2008 Azam-ali(است 

 مختلف  يها ن با اعمال روش   ان محقق ير در چ  يپنجاه سال اخ  
 رقـم از    400موفق به اصلاح و انتخـاب        ينژاد  و به  يزراع به
 ـ يب  ـ. انـد   رقـم عنّـاب شـده   530ش از  ين ب  يهـا  ن روشياز ب

 ينه، استفاده از نشانگرها   ين زم ي در ا  يوتكنولوژي و ب  ياصلاح
 سـودمند واقـع     يطـور مـؤثر     بـه  AFLP و   RAPD مولكولي

  ازيب ـي تركAFLP  نشـانگر ).et al., 2008 Wang(انـد   شـده 
افته توسط  ي رشت كه قطعات ب    اس PCR و   RFLP يها روش
ن ي ـدر ا . كند ير م ي تكث ي را به صورت تصادف    ي برش يها ميآنز

 قطعـات  يبه انتها )Adaptor(ييها روش پس از اتصال دنباله
گردد كه همولوگ  ياقدام م يير آغازگرهايخورده، به تكث برش

 دلخواه به يدهايافزودن نوكلئوت. باشند يم مذكور يها با دنباله
شـود كـه     ير م ـ ي ـبـودن تكث   ي آغازگرها سبب انتخاب   3' يانتها

 يدگي ـچيكـردن آغـازگر، باعـث كـاهش پ         يبـر انتخـاب    علاوه
  .)et al., 1995 Vos( گردد يز مي حاصل نيها فرآورده

 تنوع و قرابت ي به منظور بررسشده انجامدر مطالعات 
 )2002 ( و همكارانPeng شي آزماجينتاپلاسم عناّب،  ژرم

با استفاده از نشانگر   رقم عناّب14 ييشناسا يكه بر رو
RAPD،آمده،   باند به دست429 نشان داد كه از  انجام شد

 بودند و ي چندشكليا داراهآن)  درصد88/49( عدد 214تنها 
 و Li، ي پژوهشيط .ابديد كاهش ين اساس تعداد ارقام بايبرا

 عناّب يكيژنت ساختار يابي به منظور ارز)a2008( همكاران
شده  ن ارقام كشتيتر معروف از يكيكه ) Huizaoرقم (

استفاده ISSR ، از نشانگر استن ي چهنان عناّب در استان
اهان منطقه ي از گينمونه برگ 117ن منظور تعداد يبد. كردند

 PCR انجام مرحله يبرا.  شديآور ن رقم جمعيپراكنش ا
 عنوان به، ده عدد از آنها ي آغازگر مورد بررس70از

 96در مجموع از . ن آغازگرها انتخاب شدنديدتركارآم
از آنها )  درصد17/79( عدد 76دشده، ي تولي بانديالگو
چ ارتباط يه ين بررسيج اينتادر .  بودندي چندشكليدارا
ن افراد ي بي و سطح ژنييايع جغرافي از لحاظ توزيدار يمعن

 )b2008( و همكاران Liگر، ي ديدر پژوهش .مشاهده نشد
 ي كارا و داراي ابزارعنوان به SRAPند كه نشانگر اثبات كرد

ن روابط يي، تعييتواند در شناسا ي بالا ميريت تكرارپذيقابل
ها و ارقام عناّب مورد  پي اكوتينگار  و انگشتيكيژنت

 PCRنه ين مطالعه روش بهين در ايهمچن. ردياستفاده قرار گ
 .ح شدين نشانگر تشريدر استفاده از ا

  عناّبي گونه وحش2 رقم و 58 يگري پژوهش ديط
با  يكيژنتن ارتباط يي تعبه منظور )پي ژنوت60مجموعاً (

 از بي ترك9از . انتخاب شدند AFLP ياستفاده از نشانگرها
 مورد يآغازگرها . شديريگ بهره  مورد استفاده آغازگر40

 در محدوده يازدهيباند قابل امت 1118استفاده، در مجموع 
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 1066  باند،دن تعداياز ا. جاد كردنديااز  ب  جفت450 تا 100
ه يج تجزينتا . نشان دادنديچندشكل) درصد 53/95(باند 
 اكي حUPGMA به روش يكيتشابه ژنت اساس بر يا خوشه

 87/0و  47/0ب تشابه ي با ضري گروه اصل4از وجود 
 به طور متفاوت و يدو گونه وحش. بود) يو ل يب نيترت به(

قرار گرفتند كه با توجه به  كيشه خور دم اقر اريسا از مجزا
 57. نددك شي دو گونه تفكعنوان بهجادشده ي ايكيفاصله ژنت

 70/0 ب تشابهي ضرابارقم عناّب به دو دسته عمده 
 گريكديك به ي نزديكي ارتباط ژنتي شدند و دارايبند دسته
 با ي در سطح مولكولينتيتازه، خشك و زن ارقام يب. بودند

 Sucuizaoارقام . دار مشاهده نشد ي معنگر اختلافيكدي
 به كيار نزدي بسيكيژنت قرابت ي دارا Kongfusucuizaoو

 ).et al., 2008 Wen(د هم بودن

 به منظور )2005 ( و همكارانLuك پژوهش، يدر 
 AFLP عناّب از نشانگر يدهايبرين هي روابط بيبررس

ز پ كه حاصل اي ژنوت56ق از ين تحقيدر ا. استفاده كردند
 81از . ن ارقام مختلف بودند، استفاده شدي آزاد بيافشان گرده
 جفت از آنها انتخاب 12 مورد استفاده، يب آغازگريترك

 ي چندشكلي عدد از آنها دارا376 باند، تعداد 517از . شدند
 نشانگر يد مورد مطالعه تنها تعداديبرين هيدر چند. بودند

انست  توين نشانگر به خوبيخاص مشاهده شد و ا
 يا  مطالعهيط .ديك نماي مورد مطالعه را تفكيها پيژنوت

Wangيكيافتن روابط ژنتيبه منظور  )2007 ( و همكاران 
 جفت آغازگر 5ب آغازگر ي ترك32ن ي از ب،عناّب رقم 28 نيب

 انتخاب ،ت بالاتر بودنديفي كي و داراي از چندشكليرا كه غن
 172د كردند كه ي باند تول213ت آغازگرها ي در نها.نمودند

 كه يطور  برخوردار بودند، بهيا از چندشكلهعدد از آن
 يازدهيپس از امت. دست آمد  به16/76 يدرصد چندشكل
 ين ارقام در سه گروه مجزا جاي، ايا ه خوشهيباندها و تجز

 ياننگر با بازده بالا توانست نابسامن نشايا. گرفتند
ك ي عنوان بهد و ي نمايده  مورد مطالعه را سامانيها پيژنوت

اه ين گي ايها پي ژنوتي و معرفيينشانگر توانمند در شناسا
 رقم از 26 يكي روابط ژنتيابيارزدر آزمايشي  .كار رود به

ن به منظور توسعه ارقام برتر، با استفاده يعناّب در جنوب چ
ب يتركهشت .  قرار گرفتي مورد بررسAFLPاز نشانگر 
 817 باند، تعداد 886از .  شدش استفادهين آزمايآغازگر در ا

با استفاده .  بودندي چندشكلياز آنها دارا)  درصد2/92(عدد 
ارقام .  ارقام در دو گروه قرار گرفتنديا ه خوشهياز تجز

. گر بودنديكدي با يكي نزديكي ارتباط ژنتي دارايخور تازه
ك به يار نزديبسKongfusucuizao  و Sucuizaoارقام

 كه از دو استان هنان و هونان Jidanzaoرقم . گر بودنديكدي
 نشان دادند و يادي زيكي شده بود، فاصله ژنتيآور جمع

 ).Wen & He., 2007 (شدند يف دو رقم مجزا معرّعنوان به
 عنّاب يياه دارويم گيار عظي بسيكير ژنتيبا وجود ذخا

 Khakdaman (رانيو پراكنش گسترده آن در سراسر ا

et al., 2007(،ي بوميها پيوتر مورد تنوع ژن تاكنون د 
، ي اندكيها ا پژوهشهاه ارزشمند و استفاده از آنين گيا

 انجام شده  برتري ملكوليها كيخصوصاً با استفاده از تكن
 يكي تنوع ژنتين پژوهش بررسيهدف از انجام ا. است

 مولكولي مورد مطالعه با استفاده از نشانگر يها پيوتژن
AFLP،ن روابط ييها و تع پيوتن ژيبند ك و گروهي تفك

 . بوده استيها به منظور اهداف مختلف اصلاح ن آنيب

 
 مواد و روشها

 شامل يتيجمعن پژوهش، يجهت انجام ا :ياهيمواد گ
 .دياز نقاط مختلف كشور انتخاب گردپ عنّاب يوت ژن29

ن ي عنّاب مورد استفاده در ايها پيوتژن يآور محل جمع
 . آمده است1مطالعه در جدول 
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 هاي مختلف عنّاب آوري ژنوتيپ شماره و محل جمع-1جدول 
 آوريمحل جمع نام ژنوتيپ شماره آوريمحل جمع نام ژنوتيپشماره 

 )قم(هموارلكها  1
بخش مركزي، جنوب قم، 
 حاشيه جاده قديم اصفهان

 خيزشهر اردستان، ناحيه عناّب )اصفهان(اردستان  16

 )قم(عليا قاضي 2
 ، روستايبخش سلفچگان
 علياقاضي

 شهر نطنز، مركز عناّب )اصفهان(نطنز  17

 )قم(مارون  3

بخش جعفرآباد، دوراهي 
سلفچگان، توده -آباددولت

 مارون

 شهر بياضيه، توده رايج )اصفهان(بياضيه  18

 )قم(كاسوا  4
بخش خلجستان، قاهان، 

 روستاي كاسوا
 )خراسان(دشت بياض  19

 شهرستان دشت -بخش نيمبلوك
 بياض

 )قم (1نشينكلاغ 5
بخش جعفرآباد، روستاي 

 نشين، توده بزرگكلاغ
 )بيرجند(آلقو  20

بيرجند، بخش مركزي، روستاي 
 آلقو

 )قم (2نشينكلاغ 6
بخش جعفرآباد، روستاي 

 نشين، توده كوچككلاغ
 )بيرجند(گليان  21

بخش مركزي، روستاي  بيرجند،
 گليان

 )قم(چنار كم 7
هان، مرز بخش خلجستان، قا

 چنارتفرش، روستاي كم
 )فارس (1نودان 22

، رانيدوس منطقه ،ارژن دشت
 نودان، توده متراكم

 )قم(آباد دولت 8
بخش جعفرآباد، مرز 
 آبادسلفچگان، روستاي دولت

 )فارس (2نودان 23
، رانيدوس منطقه ،ارژن دشت

 نودان، توده پراكنده

 )قم(نهالستان  9
آباد، بخش مركزي، جنت

 لستان عناّبنها
 شهرستان كلاله، توده خودرو )گلستان(كلاله  24

 )ساري(مقام  25 شهر شهرضا، دامنه عناّب )اصفهان(شهرضا  10
بخش مركزي، روستاي  ساري،

 مقام، قبرستان عمومي

 )ساري(حميدآباد  26 كاشان، پارك نياسر )كاشان(نياسر  11
ساري، بخش مركزي، روستاي 

 حميدآباد

 )اصفهان (1كوهپايه 12
شهرستان نائين، شهر كوهپايه، 

 توده بالا
 شهر بهشهر، توده كناررود )مازندران(بهشهر  27

 )اصفهان (2كوهپايه 13
شهرستان نائين، شهر كوهپايه، 

 توده پائين
 )مازندران(لاريم  28

شهرستان جويبار، بخش 
 گيلخواران، شهر لاريم

 )اصفهان (1پوده 14
شهرستان دهاقان، بخش 

 كزي، شهر پوده، توده دامنهمر
 )مازندران(دهنه لاريم  29

شهرستان جويبار، بخش گيلخواران، 
 شهر لاريم، دهنه سياهرود

 )اصفهان (2پوده 15
شهرستان دهاقان، بخش 

    مركزي، شهر پوده، توده دشت
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 DNA، اسـتخراج    يسـاز  نـه يپـس از به   : DNAاستخراج  
و همكـاران    Dellaporta روش يها بـر مبنـا   پيوت ژنيژنوم

 ن روش ي ـ در ا  .رات صورت گرفـت   يي تغ ي با مقدار  ،)1983(
 450 ،عي پودرشده بـا ازت مـا      ي گرم بافت برگ   1/0ازاء هر    به
ــتخراج  يكروليم ــافر اس ــر ب ــدCTAB 10ت ــدار  درص  5، مق

ايزوآميل   ميكروليتر كلروفرم  200ميكروليتر بتامركاپتواتانول و    
نظـور رسـوب مـاده      م ن بـه  يهمچن ـ.  شد ستفادها) 1:24(الكل  
و ل سـرد    وزوپروپـان ياب از   ي ـترت  آن، بـه   ي و شستشو  يكيژنت

شـدن  خشـك  پـس از  انيدر پا . استفاده شد  درصد   70 اتانول
ر بـه آن اضـافه      يتقطتر آب دوبار  يكرولي م DNA  ،100رسوب  

 ـ كميريگ ها تا زمان اندازه  از نمونهياستحصالDNA  .شد ت ي
 . شدنديگراد نگهدار ي درجه سانت 20 يا در دماهت آنفييو ك

 ـن كم يـي  تع يبرا DNA:ت  يفيت و ك  ين كم ييتع ت و  ي
  از روش اســــــــــپكتروفتومتر DNAت يــــــــــفيك
)Spectrophotometer (دياستفاده گرد . 

 Vos روش   يك بر مبنا  ين تكن ي ا :AFLP يها شيآزما
رات و پــس از ييــ تغيبــا مقــدار ) 1995(و همكــاران 

 .شد انجام ريز به شرح يساز نهيبه
 DNAن مرحلـه    يدر ا  ):Digestion( يميهضم آنز  -1
 دو   لهيوس ـ تـر بـه   يكرولي نانوگرم بـر م    150 با غلظت    يژنوم
مورد  )Cohesive End(  چسبندهيم محدودگر با انتهايآنز
 يتـر يكرولي م 20 واكـنش    ي حجم ءاجزا. مار قرار گرفت  يت

 4،  )تريكرولي نانوگرم بر م   DNA) 150تر  يكرولي م 15 شامل
تـر اسـتات   يكرولي مTango Buffer() 100 (فرتر بايكروليم
 50م  يتـر اسـتات پتاس ـ    يكرولي م 250مـول،    يلي م 50م  يزيمن
مول كه با آب     يلي م Tris-HCl 50تر  يكرولي م 50مول،   يليم

ــم   ــه حج ــر ب ــد يكرولي م1000مقط ــانده ش ــر رس  5/0، )ت
  و )تريكرولي واحد در م   EcoRI) 10 يم برش يتر آنز يكروليم
) تريكرولي واحد در م   MseI) 10 يم برش يتر آنز يكرولي م 5/0

 ـ    ي درجه سانت  37 ين واكنش در دما   يا. بود ام گـراد در حم
 .دي ساعت به طول انجام12آب گرم و به مدت 

 واكـنش   ي حجم ـ ءاجزا ):Ligation(  اتصال دنباله  -2
 20 شـامل    به هر نمونـه     اتصال دنباله  ي برا يتريكرولي م 25
 EcoRIتر آداپتور   يلكرويك م يشده،   هضم DNAتر  يكروليم
 ،)كومولي پ 50 (MseIتر آداپتور   يكروليم كي،  )كومولي پ 5(
ــ ــز يكروليك مي ــر آن ــاز يم ليت  T4) T4 DNA Ligaseگ

Enzyme(، تــر بــافر يكروليك ميــ )T4 DNA Ligase 
Buffer( )10   تـر آب   يكروليك م ي ـو  ) تـر يكرولي واحد در م
اد گر ي درجه سانت  37 ين واكنش در دما   يا. ر بود يتقطدوبار
 .انجام شد ساعت در حمام آب گرم 3ت دو به م
ن ي ـبـل از انجـام ا     ق ):Preamplification( ريتكث شي پ -3

 به 3 حاصل از مرحله هضم و اتصال به نسبت DNAمرحله، 
 يها وپيكروتيتر در م  يكرولي م 75/3زان  يق شدند و به م    ي رق 1

  بـدون  ين مرحلـه آغازگرهـا    ي ـدر ا . دنـد يع گرد يد توز يجد
  آغــــــازگر،3׳ ي در انتهــــــايد اضــــــافيــــــنوكلئوت

E00 ) 5'-GACTGCGTACCAATTC-3' ( وM00) 5'-

GATGAGTCCTGAGTAA-3'(  ــد ــتفاده ش ــزا.اس ء  اج
 شـامل   يماتر مقد ي جهت تكث  يتريكرولي م 25 واكنش   يحجم

ــر يكرولي م75/3 ــال،  DNAت ــه اتص ــل از مرحل ــ حاص ك ي
 تر آغازگريكروليك مي، )كومولي پE00 )10 تر آغازگريكروليم

 M00 )10كومولي پ( ،تر بافر يكرولي م5/2PCR) 10 برابـر (، 
تـر  يكرولي م 5/1،  )مـول  يل ـي م 5(م  يزي ـد من ي ـتر كلر يكروليم 2

 2/0، )مـــول يلـــيم dNTPS() 40( يديـــمخلـــوط نوكلئوت
 واحد يك( )Taq Polymerase( مرازيپل Taqم يتر آنزيكروليم

ــريكروليدر م ــار يكرولي م05/13و ) ت ــر آب دوب ــوديتقطت  .ر ب
 بـه صـورت      چرخه 20 شامل   هيمراز اول ي پل يا رهيواكنش زنج 

 60(گـراد    ي درجـه سـانت    60،  )هي ثان 30(گراد   ي درجه سانت  95
جهـت حصـول    . بود) هي ثان 120(گراد   ي درجه سانت  72،  )هيثان
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 3 هر نمونـه بـا       DNAتر از   يكرولي م 5ه،  ير اول يتكثاز  نان  ياطم
 5/1 آگـارز     ژل ي مخلـوط و رو    يگـذار  تر بافر نمونه  يكروليم

 يرو )Smear (ريت نوار اسـم   يرؤ. ديگرددرصد الكتروفورز   
د تحـت نـور     ي ـوم بروما يدي ـ توسـط ات   يزيآم ژل پس از رنگ   
ن ي ـك تـا ا   ي ـق تكن  موف ـ ي اجـرا  جهت ياريماوراءبنفش، مع 

تر يكرولي م 10پس از انجام مراحل فوق،      . دي گرد يمرحله تلق 
جهـت  ) 10:1(تر آب به نسـبت      يكرولي م 90ن محلول با    ياز ا 

 .شدق ي رقير انتخابياستفاده در مرحله تكث
نحوه  ):Selective Amplification( ير انتخابي تكث-4

تنها تفـاوت آن    . ن است يشيه مرحله پ  ين مرحله شب  يانجام ا 
ن منظـور   ي اسـت كـه بـد      ي انتخاب يدهايدر كاربرد نوكلئوت  

ــنش  ــه تكثمحصــول واك ــمرحل ــر اولي ــرا،هي ــنش ي ب  واك
د  با تعـدا   MseI و   EcoRI يبا آغازگرها مراز  ي پل يا رهيزنج

 واكنش  ي حجم ياجزا.  مختلف استفاده شد   يدهاينوكلئوت
تـر  يكرولي م 5 شـامل    ير انتخـاب  ي جهت تكث  يتريكرولي م 25

DNA     از تـر يكروليك م ي ـه،  ي ـر اول ي ـ حاصل از مرحلـه تكث  
ــاآغازگر ــاز2 (ي انتخــابيه  10(+M )بــاز2( و +E )ب

 2، ) برابـــر10 (PCRتـــر بـــافر يكرولي م5/2، )كومـــوليپ
تـر  يكرولي م 5/1،  )مـول  يل ـي م 5(م  يزي ـد من ي ـتر كلر يكروليم

م يتر آنـز  يكرولي م 2/0،  )مول يليم 40 (يديمخلوط نوكلئوت 
Taq تـر  يكرولي م 8/11و  ) تـر يكرولي واحـد در م    1(مراز  يپل

ن ي ـمـراز در ا   ي پل يا رهي ـواكـنش زنج   .ر بـود  يتقطآب دوبار 
 4در  ،)Touch Down (يمرحلــه از نــوع كــاهش حرارتــ

سـت  يل. شـد  انجـام    يي چرخه دما  36مرحله و در مجموع     
 2جـدول    در   ي اضاف يدهاي نوكلئوت يبات آغازگر حاو  يترك
 .ش داده شده استينما

 

  توالي و تركيب آغازگرهاي مورد استفاده در تكثير انتخابي -2جدول 
 EcoRIتركيب آغازگر  MseIتركيب آغازگر  رديف

1 5' GATGAGTCCTGAGTAAGC 5' GACTGCGTACCAATTCTG 

2 5' GATGAGTCCTGAGTAAGC 5' GACTGCGTACCAATTCTC 

3 5' GATGAGTCCTGAGTAAAC 5' GACTGCGTACCAATTCTC 
4 5' GATGAGTCCTGAGTAATG 5' GACTGCGTACCAATTC TC 

5 5' GATGAGTCCTGAGTAAGC 5' GACTGCGTACCAATTCAC 

6 5' GATGAGTCCTGAGTAAAC 5' GACTGCGTACCAATTCAC 
7 5' GATGAGTCCTGAGTAATC 5' GACTGCGTACCAATTCGC 
8 5' GATGAGTCCTGAGTAACA 5' GACTGCGTACCAATTCGC 

9 5' GATGAGTCCTGAGTAAGT 5' GACTGCGTACCAATTCGC 

10 5' GATGAGTCCTGAGTAACT 5' GACTGCGTACCAATTCCG 
11 5' GATGAGTCCTGAGTAATG 5' GACTGCGTACCAATTCCG 

12 5' GATGAGTCCTGAGTAAAC 5' GACTGCGTACCAATTCCG 
13 5' GATGAGTCCTGAGTAAGC 5' GACTGCGTACCAATTCGA 

14 5' GATGAGTCCTGAGTAATC 5' GACTGCGTACCAATTCGA 

15 5' GATGAGTCCTGAGTAACT 5' GACTGCGTACCAATTCGA 
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جهـت  : رشـده ي كـردن قطعـات تكث     يا رشته  تك -5
 از   حاصـل  يها رشده، فرآورده ي قطعات تكث  يساز واسرشت

ــتكث ــابي  ــير انتخ ــا حجم ــر ي ب ــافر  يكرولي م10 براب ــر ب ت
مول،  يلي م EDTA 10،  %96د  يفرمام[د  ي فرمام يگذار نمونه

ــول ــو برموفن ــنيو ز )Bromophenol Blue( بل ــ ل  انوليس

)Xylen Cyanole([ يقـه در دمـا  ي دق4و پـس از   مخلوط 
 .خ قرار داده شدي يگراد، بلافاصله رو ي درجه سانت96

ر يــپــس از اتمـام مرحلــه تكث : DNAرز  الكتروفـو -6
 ديلامياكر يپل )Sequencing Gel( ابي ي از ژل تواليانتخاب

 . ك باندها استفاده شدي به منظور مشاهده و تفك درصد6
مشـاهده قطعـات حاصـل از         جهـت  :يزيآم  رنگ -8

كر دوار با   يترات نقره توسط ش   ي با ن  يزيآم ، رنگ الكتروفورز
 شـد ود انجـام    ر ه ـ يقه و در ز   ي دور در دق   40سرعت ثابت   

)Bassam et al., 1991(. 
 DNAك از قطعـات     ي ـ هر :ها ل داده يه و تحل  يتجز -7
ك صفت در نظر گرفته     ي عنوان  بهرشده توسط نشانگر    يتكث

 ك و ي ـب با اعداد    يترت ا، به هشد و حضور و عدم حضور آن      
 يك ـيفاصـله ژنت  .  شـدند  يده  نمره Excelافزار    در نرم  صفر
ــر ــاس ب ــاس ــارد ير روش ض ــابه جاك  Jaccard's (ب تش

Similarity Coefficient (افــزار  توســط نــرم)ver 2.02 (
NTSYSــ محاســبه گرد ــتجز. دي  Cluster (يا ه خوشــهي

Analysis (تميالگور با UPGMA  ه بـه مختصـات     يو تجز
بـا اسـتفاده از   ) Principle Coordinate Analysis( ياصـل 
 . شدانجام NTSYSافزار  نرم

 
 جينتا

ب آغازگر استفاده شد ي جفت ترك15ش ين آزمايدر ا
 مورد يها پيوت ژني آغازگر بر رو3ن تعداد، يكه از ا

ب آغازگر يجفت تركدوازده .  نداشتنديريمطالعه، تكث
 باند قابل 689پ عنّاب، در مجموع يوت ژن29 يبرا
د كردند يتول باز جفت 1000 تا 50 در محدوده يازدهيامت

ن يانگيم.  نشان دادنديندشكل باند چ44ن ين بيكه در ا
ر جفت  هيازا رشده و چندشكل بهي تكثيتعداد باندها

   جفتييتوانا.  بود67/3 و 42/57ب يترت بهآغازگر 
ن ي در بي چندشكلي مختلف در آشكارسازيغازگرهاآ
ان ين ميدر ا. ر بودياه متغيگاين  مختلف يها پيوتژن
 يدارا) TC-MseI/GC-EcoRI (يآغازگرب جفتيترك
 يآغازگرب جفتيباند چندشكل و تركن تعداد يشتريب
)AC-MseI/AC-EcoRI (ن تعداد باند ي كمتريدارا

 ي باندهايازبنديل عدم سهولت در امتي به دل.چندشكل بود
AFLPفير در كيي كه به علّت تغيي و خطاهات ژل رخ ي

اب و يف، كميار ضعي بسيدهد، با حذف باندها يم
د، هضم ناقص، ي ديل خطايدل كه به ييباندها (يمصنوع

ت يبه صورت باند رؤ...   ژل ويرگي، تPCRط ير شراييتغ
ه يزان قرابت افراد در تجزي، از بروز خطا در م)شوند يم

 و يازبنديرا عدم دقّت در امتي ز.دي ممانعت گرديا خوشه
 نادرست روابط يابي، باعث ارزي اضافيوجود باندها

). Powell et al.,1996(شود  ين افراد مي بيكيژنت
 ,.et al(  انجام شدبندي توسط ضريب تشابه جاكارد خوشه

2003 Rahaei(  در پايان، نتايج حاصل به صورت يك و
 نتايج اساس بر.  خلاصه گرديد1دندروگرام در شكل 
 گروه 8هاي مورد مطالعه به  وتيپحاصل از دندروگرام، ژن

 .  درصد تقسيم شدند75مجزا در سطح تشابه 
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 اب با استفاده هاي عنّ وتيپژن روي AFLP دندروگرام حاصل از تجزيه و تحليل باندهاي -1ل شك

 اردك و ضريب تشابه جاUPGMAاز روش 
 

ها از قم  كوتيپ هموارلگروه اول به تنهايي شامل ژن
چنار،  عليا، كم هاي قاضي وتيپگروه دوم شامل ژن. بود

آباد و  ، دولت2نشين  ، كلاغ1نشين  كاسوا، مارون، كلاغ
نهالستان بود كه همگي مربوط به نواحي مختلف استان قم 

هاي نياسر و بياضيه از اصفهان،  وتيپ گروه سوم ژن.بودند
كلاله از گلستان، لاريم و مقام ساري از مازندران را در 

هاي نطنز از اصفهان وتيپ گروه چهارم شامل ژن.برگرفت
هاي شهرضا،  وتيپ پنجم ژن گروه.آباد از ساري بود و حميد
 از اصفهان 2، پوده 1، اردستان، پوده 2، كوهپايه 1كوهپايه 

 .برگرفت  از فارس را در2 و نودان 1و همچنين نودان 
هاي دشت بياض، آلقو و گليان وتيپگروه ششم شامل ژن

وتيپ بهشهر از  گروه هفتم به تنهايي ژن.از خراسان بود

هشتم نيز به طور مجزا روه گ. مازندران را در برگرفت
 .وتيپ دهنه لاريم از مازندران شدشامل ژن

 ماتريس تشابه اساس برتجزيه به مختصات اصلي 
نتايج . ديدآمده از ضريب تشابه جاكارد انجام گر دست به

) 85/27(اولين مؤلفه بيشترين تغييرات را   كهنشان داد
 كند و مؤلفه دوم حدود ها توجيه مي نسبت به ساير مؤلفه

با ادامه اين روال . كند  درصد تغييرات را توجيه مي10
هاي بعد از آن   درصد و مؤلفه1مؤلفه شانزدهم تنها حدود 

 16بنابراين . كند  درصد اطلاعات را توجيه مي1كمتر از 
در  .كند  درصد تغييرات را توجيه مي3/96مؤلفه اول 

  توانست كاهش اطلاعات به دو مؤلفه اصليضمن
 . از يكديگر تفكيك نمايد2را مطابق شكل ها  وتيپژن
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  نمودار دو بعدي حاصل از تجزيه به مختصات اصلي مبتني بر ماتريس تشابه جاكارد-2شكل 
 

 بحث
ه طور كلي در بررسي تنوع ژنتيكي گياهان، از دو ب

، )SSR )Simple Sequence Repeat و AFLP تكنيك
هاي   ساير روشدليل ميزان بالاي چندتركيبي بيشتر از به

. شود اي پليمراز استفاده مي نش زنجيرهمبتني بر واك
توان مقدار  يندي است كه توسط آن ميچندتركيبي فرا
طور همزمان تجزيه  ها را به هاي ژني يا آلل زيادي از مكان

 ).Maguire et al., 2002; Becker & Heun, 1995(نمود 
 ليه و تحلي حاصل از تجزيا ه خوشهيج تجزينتا
 توانست يي و با دقّت بالاي به خوبمولكولي يها داده
منطبق با خاستگاه اغلب آنها  مورد مطالعه را يها پيوتژن

ز، ي نكساني  با منشأيها پي ژنوتي البته برخ.ديك نمايتفك
 AFLP روش .اند در نقاط مختلف دندروگرام پراكنده شده

در يك به دليل تكرارپذيري بالا و توليد تعداد زيادي باند 

باشد، زيرا   مفيد و قابل اعتماد ميروشآزمون، يك 
تكرارپذيري يك روش ساده براي ارزيابي كيفيت نشانگر 

بندي  توان خوشه شود كه در نتيجه مي محسوب مي
هاي حاصل از آن، براي ارقام متفاوت  صحيحي براي داده

) 1997( و همكاران Jhonesاي توسط  در مطالعه. انجام داد
 تكرارپذيري بالايي در AFLP كه تكنيك مشخص شد

ها تنها در  هاي مختلف داشته است، اين آزمايش آزمايش
 اين نشانگر ، وجوداين با . يك باند با هم تفاوت داشتند

شود و در نتيجه   يك نشانگر غالب محسوب ميعنوان به
. ها تشخيص داد ها را از هموزيگوت توان هتروزيگوت نمي

 حاصل AFLPتي كه از روش هرچند ميزان اطلاعا
شود، تا حدود زيادي به تعداد آغازگر و نوع نوكلئوتيد  مي

) 1997( و همكاران Ellisانتخابي آن بستگي دارد، اما 
 جفت از بهترين آغازگرها، 6ثابت كردند كه با انتخاب 
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 et al., 2003( درصد روابط وجود دارد 80امكان توجيه 
Rahaei.( 

ها از قم  پ هموارلكيوت شامل ژنيياگروه اول به تنه   
طور   بهي مناطق مختلف قم همگيها پيوتر ژنيسا. بود

 سوم يها در واقع تنها گروه. مشترك در گروه دوم گرفتند
 دو يها پيوت و ژن بودندي ناخالصي دارايو چهارم تا حد

 يران را در خود جاي و شمال ايمنطقه متفاوت مركز
اسر و ي نيها پيوتم هم ژنالبته در گروه سو كه دادند

رگروه يك زيه از اصفهان، به صورت جداگانه در ياضيب
در گروه  .ت استين نظر حائز اهمي كه از ا؛ندر گرفتقرا

 فارس يها پيوتو ژن اصفهان يها پيوت ژنبيشترپنجم 
 نسبتاً ييايت جغرافي گرفتند، كه با توجه به وضعيجا

توان  يفهان، مك مناطق فارس و اصيار نزديمشترك و بس
 . اصفهان در نظر گرفتي گروه اصلعنوان بهن گروه را يا

ان ياض، آلقو و گلي دشت بيها پيوتگروه ششم شامل ژن
 نشانگر ي بالايياز منطقه خراسان بود، كه دقّت و كارا

AFLPن منطقه را در ي ايها پيوت توانست ژني به خوب
 و  آلقويها پيوتژنكردن جدا.  دهديك گروه مجزا جاي
پ دشت يوترگروه مجزا از ژنيك زيرجند در يان از بيگل
 .سازد يان ميشتر نماين نشانگر را بيبازده و دقّت ااض، يب

 يها پيوتب ژنيترت ز هركدام بهي هفتم و هشتم نيها هگرو
م از مازندران را شامل شدند كه هرچند در يبهشهر و لار

مشترك  يايك ني گرفتند، اما از يدر دو گروه متفاوت جا
ها  پيوتن ژنيانگر قرابت ايتواند ب ياند كه م افتهياشتقاق 

 .اشدب
 از ي برخكه نيها، با وجود ا پيوت روابط ژنيدر بررس

 ي دارايمشترك و تا حد مربوط به نقاط يها پيوتژن
 يها ، به صورت پراكنده و نامنظم در گروهكسانيمنشاء 

مشخص طور   بهAFLP گرفتند، اما نشانگر يمتفاوت جا

. ديك نماي گروه قم، اصفهان و خراسان را تفك3توانست 
 بود كه گروه يك در حدين تفكيدقّت ا يطور كل به

ها  ر گروهي به صورت كاملاً خالص و مجزا از سايخراسان
 يبه استثنا( مختلف قم ي نواحيها پيوتقرار گرفت و ژن

 يك گروه جايز به صورت مشترك در ي، ن)پيوتك ژني
 در مورد گروه اصفهان يين موضوع تا حد بالايا. گرفتند

 . كند يز صدق مين
 Principle Components( ي اصليها ه به مؤلفهيتجز

Analysis (يبند  گروهيره براي چندمتغيها  از روشيكي 
ها  ن دادهيانس در بيانس، كواريا واريب تشابه يه ضريبر پا

 يها ز گروهي درباره تمايدتريباشد كه اطلاعات مف يم
ه به ياز تجز ).Bottini et al., 2002(كند  ي ارائه مياصل

 پراكنش يش دو بعدي نمايتوان برا يم ي اصليها مؤلفه
ه از پلات، يك ناحيتجمع افراد در . افراد استفاده كرد

جا كه در  از آن. باشد ي آن افراد ميكيدهنده تشابه ژنت نشان
ك ي و ر صفري بودند و مقاديفيها ك ن مطالعه دادهيا

ه به ي، از تجزي اصليها ه به مؤلفهي تجزيگرفتند، به جا
 يه به مختصات اصليتجز.  استفاده شديمختصات اصل

  ها به منظور روشن  كاستن حجم دادهي براي روشعنوان به
رات كل ييه تغير و توجيا چند متغين دو يساختن روابط ب

-اني اجازه نمايبند ن نوع دستهيا. باشد ي مي اصليها داده

ها را  ن افراد را داده و مشاهده همه گروهيها ب شدن تفاوت
ل يها توسط تبد شدن حجم داده كاسته. سازد يممكن م

 كه يدي مستقل جديرهاي به متغي اصليها  دادهيخط
رند، يگ يشوند انجام م ي شناخته مي مختصات اصلعنوان به
 يها رات دادهيين مقدار تغيشترين مؤلفه بي كه اوليطور به
رات يين مقدار تغيشتريكند و مؤلفه دوم ب يه ميه را توجياول
ن يكند و به هم يه ميمانده را بعد از مؤلفه اول توج يباق

 را يراتييهر مؤلفه تغ. ن مؤلفه ادامه دارديروال تا آخر
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 .ان نشده استي بي قبليها كند كه توسط مؤلفه يه ميتوج
و وضوح  مولكولي اطلاعات يها كردن داده  خلاصهيبرا
ب با ي در تركيه مختصات اصليتوان از تجز يشتر ميب

 يبند  به صورت توأم استفاده كرد و گروهيبند خوشه
 متشكل از دو يها را با استفاده از نمودار دو بعد پيژنوت

 مؤلفه اول 2كه  يژه هنگاميو  به. نموديمؤلفه اول بررس
اين  ه نموديها را توج رات كل دادهيي درصد تغ25ش از يب

 ).Fabrikiurang, 2007 (امر صادق است
 يها  با استفاده از دادهيكي تنوع ژنتيدر بررس

ع ين است كه نشانگرها توزين حالت اي، بهترمولكولي
كنواخت و مناسب در سطح كل ژنوم داشته باشند تا ي

 ين در صورتيبنابرا.  كننديبردار بتوانند كل ژنوم را نمونه
ختلف ژنوم انتخاب شده  ميها كه نشانگرها از بخش

جه به يها كم خواهد بود و در نت ن آني بيباشند، همبستگ
با . از استيرات كل نييه تغي جهت توجيشتري بيها مؤلفه

 يه به مختصات اصلي تجزي در اين بررسكه نيتوجه به ا
 درصد از 40، دو مؤلفه اول تنها AFLP يها  دادهيبر رو
 ي نشانگرهانيابراكنند، بن يه ميانس كل را توجيوار

AFLPدر ژنوم ين پژوهش به اندازه كافي حاصل از ا 
 كاهش ياز طرف. )Talebibodaf et al., 2006 (اند پراكنده

ها را  پيوت توانست اكثر ژني اصلمؤلفهاطلاعات به دو 
گونه كه در  همان.  از هم جدا كنديا ه خوشهيا تجزمطابق ب

 مشاهده ياصله مختصات ي حاصل از تجزينمودار دوبعد
ا قم در ي مربوط به گروه دوم يها پيوتگردد، تجمع ژن يم
. استيه مشخص از پلات كاملاً مشخص و گويك ناحي

م و بهشهر از مازندران، به ي دهنه لاريها پيوتن ژنيهمچن
ن يشترياند و ب ها قرار گرفته پيوتر ژنيصورت مجزا از سا

ج با ين نتايه ايها دارند كه كل پيوتر ژنيفاصله را با سا
 ي همگام بوده و دارايا ه خوشهيج حاصل از تجزينتا

ه يج حاصل از تجزي نتاي است، به عبارتييتطابق بالا
 .شد تأييدز ي ني اصليها ؤلفهه به مي در تجزيا خوشه

دمثل ي توسط تولفقط مانند عنّاب چنانچه ييها گونه
ش ي خود ادامه دهند، در معرض فرساي به بقايشيرو
 به روش يكي تنوع ژنتيابيارز. رار خواهند گرفت قيكيژنت
ر ي كه توسط تكثياهانيدر گ.  داردياهان بستگير گيتكث
ها   نسلي را طيار كميشوند، تنوع بس ياد مي زيشيرو

رات يي توسط تغي اندكيكيرات ژنتييدهند و تغ ينشان م
 ,.Rahimi et al (دهد ياهان رخ مين گيسوماكلونال در ا

ن ير اي از نحوه تكثي اندكيطلاعات علم هرچند ا).2005
ن ي تفاوت عمده ب، اماباشد يها در دسترس م پيوتژن
ك ي يها پي مناطق مختلف و قرارگرفتن اكوتيها پيوتژن

 يشير زاي از تكثيتواند ناش ي مجزا ميها منطقه در گروه
ك و استقرار در مناطق يه قبل از تفكياول يها در نسل

 يها در نواح پيوتن ژني ايشير رويمختلف و سپس تكث
  .افته باشدياستقرار
ن پژوهش در يگردد ا يطور كه ملاحظه م همان   
اه ي گيها پيوتك ژني و تفكيكي تنوع ژنتيابي ارزيراستا
ن ي بود و در نقطه مقابل امولكولي عنّاب با ابزار ييدارو
 در مولكولي ييها كي تكناساس بر ييها ي بررس،قيتحق
پلاسم   ژرمنگاري و تفكيك ا در انگشتيدن از نقاط ياريبس
كه  نين راستا و با توجه به ايدر هم. اه وجود داردين گيا

ت مذكور ي جمعي بر رومولكولي  چ پژوهشيتاكنون ه
سه با ي در شالوده بحث از مقابنابرايننگرفته،  صورت
ده و ير مطالعات اجتناب گرديشده در سا  انجاميبند دسته

 موجود يها پيوتك و قرابت ژنيكشتر به نحوه تفيب
 .پرداخته شده است

 يك برنامه اصلاحي از يقت بخشين پژوهش در حقيا
اه عنّاب بود ي مطلوب از گيها پيوت به ژنيابي جهت دست



66 ...هاي بررسي تنوع ژنتيكي ژنوتيپ

ن امكان را فراهم نمود كه يبار در كشور اني اوليكه برا
 تي جمعيكي ژنتينگار  در انگشتAFLPنقش نشانگر 

ط ي قرار گرفته و شرايرسعنّاب كشور مورد بر
ك يشود از تكن يشنهاد ميپ. نه شودي آن بهيشگاهيآزما

AFLPاه و ين گي ايها ر تودهي سايي و شناسايابي در ارز
ز يخ  خصوصاً در مناطق عنّابيتيجمع  درونيابيارز

ن يت ايش قابلين به منظور افزايهمچن. استفاده شود
با . ستفاده گردد مختلف ايها و آغازگرها ميك، از آنزيتكن

 يابيك و ارزي در تفكن نشانگريا ييتوجه به اثبات كارآ
ن يگردد از ا يشنهاد مياهان، پي از گياري در بسيكيتنوع ژنت
) نيگزينه جا( مكمل عنوان بهد و مطمئن يفن جد
تر  قي دقييك در شناساي اصلاح كلاسيها روش

اد ث موي ارقام برتر از حياه و معرّفين گي ايها پيوتژن
 نهايت درر صفات مطلوب وي، عملكرد و ساييمؤثره دارو

ن با توجه به ارزش يهمچن.  آن استفاده گرددينژاد به
 يگردد بررس يشنهاد مياه، پين گيژه اي وييدارو

 آن مورد مطالعه و آزمون ي و عملكردييات دارويخصوص
 موجود بين يرد و با استفاده از همبستگيقرار گ
 و ييايميوشي بي با نشانگرهايلكولو مينشانگرها
 .نش ارقام برتر اقدام گردديبه گز، يكيمورفولوژ

 
 سپاسگزاري
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Abstract 
Jujube (Ziziphus jujube Mill.) is one of the important medicinal plants belong to 

Rhamnaceae family. Jujube containes mucilage, vitamins, pectin, alkaloids, phenol compounds, 
and fatty acids. Therefore, it is important in the pharmaceutical industries. In addition to 
medicinal uses, the species has ornamental use as well. It has also been widely used in 
preventing soil erosion and desertification. This research was performed to evaluate genetic 
diversity of Iranian jujube genotypes using molecular AFLP marker. Twenty nine Jujube 
genotypes were selected from different parts of the country. Their molecular characteristics 
were assessed by 15 AFLP primers. Similarity matrix was generated using the Jaccard 
coefficient. Cluster analysis was carried out by UPGMA algorithm and Principle Coordinate 
Analysis. Twelve primers showed polymorphism. The primers produced 689 bands of which 44 
bands showed polymorphism. Based on the dendrogram, the genotypes were divided to eight 
groups at 0.75 similarities. AFLP marker precisely separated the Qom, Isfahan and Khorasan 
groups. This resolution was very precise, so that Khorasan group was absolutely pure and 
separated from other groups. Cluster analysis result was confirmed by principal components 
analysis. Qom and Isfahan alocated in the same group. Therefore, the two genotypes may be 
considered as a common origin with high confidence. High efficiency of the applied marker in 
separation of genotypes was significant. 

 
Key words: Jujube (Zizyphus jujuba Mill.), Genetic Variation, Molecular AFLP Marker. 


