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 ISSRهای نخود با استفاده از نشانگرهای مولکولی  بررسی تنوع ژنتیکی لاین
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 چکیده

از  .استفاده شد ISSRلاین نخود زراعی از نشانگر مولکولی  52در این بررسی برای مطالعۀ تنوع ژنتیکی 

نوار  35آغازگر با تولید  نههای نخود،  ژنومی لاین DNAشده برای تکثیر قطعات  آغازگر ارزیابی 34

 11/22آغازگرها  ۀچندشکل، الگوهای نواربندی مناسبی تولید کردند. میانگین درصد چندشکلی برای هم

 ۀص اطلاعات شانون در همدرصد بود. میانگین تنوع ژنتیکی نی و شاخ 111تا  25تغییرات  ۀدرصد با دامن

و  FLIP 01-40Cهای  لاین ،دست آمد. بر مبنای ضریب تشابه جاکارد به 422/1و  325/1ترتیب  آغازگرها به

 FLIP 02-84( و لاین122/1دارای کمترین تشابه ژنتیکی )  هایFLIP 03-6C  وFLIP 03-8C  دارای

و با استفاده از ماتریس شباهت  UPGMA روش ای به خوشه ۀ( بودند. تجزی1بیشترین تشابه ژنتیکی )

بندی  ها را در شش گروه مجزا قرار داد.گروه لاین 51/1انجام گرفت. برش دندروگرام در فاصلۀ  جاکارد

های مختلف در این دندروگرام، بیانگر تنوع مولکولی  ها در گروه توجه لاین شایانمتمایز و فواصل  کاملاً

اصلی  ۀلفؤبعدی براساس سه م ها در یک نمودار سه نمایش لاین است.های نخود مورد بررسی  لاین زیاد

ای را تأیید کرد و  خوشه ۀبندی حاصل تجزی گروهتا حدی ، های هماهنگ حاصل تجزیه به مؤلفه اول

  .ها را از هم تفکیک کند توانست لاین
 

 .ISSR نشانگر ،زراعی تنوع ژنتیکی، نخود ای، خوشه ۀتجزی های کلیدی: واژه
 

 مقدمه

و نقش ند از اجزای مهم بذرها  در حبوبات، پروتئین

درصد  40دارند. در مجموع  مواد غذایی ۀبسزایی در تهی

وزن خشک بذر نخود را کربوهیدرات و پروتئین تشکیل 

 نقص کردن (. برطرفTalebi et al., 2008دهد ) می

حبوبات، از  پروتئین طریق افزودن از غلات پروتئینی

های رفع کمبود پروتئین و کالری در  حل بهترین راه

کشورهای در حال توسعه است. پروتئین نخود در 

تا  49) بیشتریمقایسه با سایر بقولات ارزش بیولوژیکی 

تر  درصد( دارد و از پروتئین سایر بقولات مرغوب 44

نخود در دنیا پس از  .(Samdaliri et al., 2010است )

 Pisum) نخود فرنگی( و .Phaseolus vulgaris Lلوبیا )

sativum L.اول را در  ۀسوم و در جنوب آسیا رتب ۀ( رتب

(. عملکرد نخود از Gaur et al., 2010) داردبین حبوبات 

تن در هکتار در  00/3تن در هکتار در ایران تا  14/0

 ;Upadhyaya et al., 2007 مکزیک گزارش شده است )

Aggarwal et al., 2011 .) 

یق استفاده از تنوع ژنتیکی، طربهبود محصول از 

 Renganayakiهای اصلاحی است )موفقیت برنامه کلید

et al., 2001ها با توجه به  (. اختلافات بین ژنوتیپ

های زراعی، مورفولوژیک، بیوشیمیایی و مولکولی  ویژگی

اختلافات در  ةدهند طور مستقیم و غیرمستقیم نشانبه

ات در مورد . بنابراین، کسب اطلاعاست DNAسطح 

 ,Tahir & Karim) ناپذیر است اجتناب ،روابط ژنتیکی
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ارزیابی صحیح تنوع نیاز به دلایل زیادی برای  (.2011

های گیاهی وجود دارد. از  ژنتیکی درون و بین جمعیت

توان به گواهی بذر، حمایت یا نگهداری  این دلایل می

 ,Dwevdi & Gaibriyal) صحیح تنوع ژنتیکی گیاهان

ها، توزیع  تغییرپذیری ژنتیکی در ژنوتیپ ۀ، تجزی(2009

و انتخاب  (Zheleva et al., 2007) پلاسم ژرمو نگهداری 

 ,Tahir & Karim) ها صحیح والدهای برتر برای تلاقی

 درگوناگون  کارگیری منابع ژنتیکی بهاشاره کرد.  (2011

طور کلی، در دسترس  بهاست.  ثرؤمافزایش تنوع ژنتیکی 

فرصت مناسبی  و تلاقی بین آنها های مختلف نلایبودن 

و  کند میرا برای خلق ترکیبات ژنی جدید فراهم 

فرد، به تناسب  به احتمال تولید یک ژنوتیپ منحصر

یابد  های مختلف افزایش می والدین با تعداد ژن

(Upadhyaya et al., 2007 ،نشانگرهای مولکولی .)

و در نتیجه  کنند  آشکار می DNAچندشکلی را در سطح 

شرایط محیطی یا مراحل رشدی گیاه قرار  تأثیرتحت 

استفاده از (. Collard et al., 2005گیرند ) نمی

، های پیوستگی ژنتیکی نقشه تهیۀنشانگرهای مولکولی و 

یکی  .استاصلاح مولکولی  در زمینۀاصلی  های فعالیتاز 

3مد،ااز نشانگرهای مولکولی کار
ISSR  روشاست. در این 

عنوان آغازگر در واکنش  ماهواره بههای ریز توالی از

 چندشکلمراز برای ایجاد نشانگرهای  ای پلی زنجیره

ماهیت  .، آسان و سریع استروش. این شود استفاده می

 ها مزایای ریزماهواره از ای است که گونه به روشاین 

(SSR
AFLPو نشانگرهای تصادفی )مانند  ها( 9

و  1

RAPD 5و  زیادچندشکلی  بودن، ( شامل اختصاصی

 Vos et al., 1995; Virkبرد ) تکرارپذیری خوب بهره می

et al., 2000ها  ترین محدودیت این روش (. مهم

و  AFLP ۀبودن هزین زیاد، RAPD اندکتکرارپذیری 

های جانبی برای طراحی آغازگرهای  نیاز به دانستن توالی

بر  ISSRخاص هر گونه در ریزماهواره است، که نشانگر 

 (.Belaj et al., 2003ها غلبه کرده است ) این محدودیت

و در مطالعات  بوده  چندشکلبسیار  ISSRنشانگرهای 

یابی  تنوع ژنتیکی، فیلوژنی، نشاندار کردن ژنی، نقشه

 Reddy et)ند شناسی تکاملی سودمند نومی و زیستژ

                                                                                 
1. Inter simple sequence repeat 

2. Simple sequence repeats 

3. Amplified fragment length polymorphism 

4. Random ampliefied polymorphic DNA  

al., 2000زراعی  ۀ(. کاربرد نشانگرهای مولکولی در گون

تنوع  احتمالی آن،سیار کم است که یکی از دلایل نخود ب

 استاین گونه  ةشد های کشت ژنتیکی کم در خزانه

(Varshney et al., 2007 در واقع یکی از دلایل .)

ژنتیکی ضعیف آن است تنوع نخود، اندک عملکرد 

(Clarke & Siddique, 2004; Rao, 2007 در یک .)

 ۀگون ششی و ارتباط ژنتیکی بین نخود زراع ،مطالعه

با استفاده از نشانگر  Cicerوحشی جنس  ۀیکسال

RAPD آغازگر  59از  بررسی شد. در این بررسی

 قادر به تولید نوارآغازگر  نهفقط  که تصادفی استفاده شد

 های موجود،  . براساس چندشکلیبودند ها گونه ۀدر هم

بندی شدند  ی مورد مطالعه در سه گروه دستهها گونه

(Talebi et al., 2009 ارزیابی مولکولی .)ژنوتیپ  پنج

انجام  RAPDو  ISSRنخود با استفاده از نشانگرهای 

 شدآغازگر استفاده  از پنج یشانگرن روش. در هر گرفت

 RAPDکردند. برای هر آغازگر تولید نوار  هاآن ۀکه هم

 0/0میانگین  ISSRنوار و برای هر آغازگر  4/4میانگین 

درصد و در  RAPD ،34/44نشانگر نوار مشاهده شد. در 

وجود داشت  چندشکلدرصد نوار  ISSR ،01/01نشانگر 

(Tahir & Karim, 2011 در بررسی دیگری با استفاده .)

 نوزدهارتباط ژنتیکی بین  ISSRو  RAPDاز نشانگرهای 

 Cicerوحشی  ۀژنوتیپ از گون پنجژنوتیپ نخود زراعی و 

reticulatum  ۀ. در تجزیگرفتانجام RAPD  میانگین

نوار برای هر  یازدهمیانگین  ISSR ۀنوار و در تجزی شش

های وحشی با  ژنوتیپ RAPDآغازگر مشاهده شد. در 

درصد  ISSR 0/43درصد و در  4/44های زراعی  ژنوتیپ

بین  RAPDمشاهده شد. در  چندشکلنوارهای 

های  درصد و بین ژنوتیپ 4/43های وحشی  ژنوتیپ

های وحشی  بین ژنوتیپ ISSRر درصد و د 4/40زراعی 

درصد  94/40های زراعی  درصد و بین ژنوتیپ 01/04

نشان داد  ISSR ۀمشاهده شد. تجزی چندشکلنوارهای 

توان تخمین قابل  می چندشکلآغازگر  ششکه حتی با 

که در  حالی  آورد، در دست بهاعتمادی از تنوع ژنتیکی 

از بود آغازگر نی 10برای این امر حدود  RAPD ۀتجزی

(Rao, 2007 در آزمایش دیگری از .)آغازگر  پنجISSR 

ژنوتیپ نخود استفاده شد.  94برای بررسی تنوع ژنتیکی 

کیلوباز  4/3تا  1/0 ۀنوارها در دامن نتایج نشان داد که

تولید شدند. همچنین، ارزش ضریب کوفنتیک 
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 433 ... های نخود با استفاده از بررسی تنوع ژنتیکی لاین: و همکاران نادری 

(39/0=rنشان ،) های مورد  تنوع کافی بین ژنوتیپ ةدهند

 (.Aggrawal et al., 2010) بررسی بود

مختلف در کشف  نشانگرهای ارزیابی کارایی برای

 RAPD ،99نشانگر  DNA ،33ی در سطح چندشکل

برای کشف اختلافات  ISSRنشانگر  90و  SSRنشانگر 

و  3ژنتیکی بین دو گیاه مهم حبوبات )لوبیای سودانی

. شدندنخود زراعی( با استفاده از صفات مختلف استفاده 

، 34ترتیب  به RAPDو  ISSR ،SSRط نشانگرهای توس

آمد. در کل الگوهای  دست بهدرصد چندشکلی  44و  31

 ها گونهنشان داد که تنوع ژنتیکی بین  DNAنواربندی 

محتوای اطلاعات  بود. ها گونهبیشتر از تنوع درون 

 ISSR، و RAPD ،SSRدر  نوارها (PIC) یچندشکل

 ,.Datta et al) دست آمد هب 40/0و 03/0، 53/0ترتیب  به

 هفتدر  RAPDآغازگر  نه(. در یک بررسی 2010

ژنوتیپ نخود زراعی استفاده شدند. تعداد نوارهای 

قرار داشت.  33-1 ۀایجادشده در هر آغازگر در دامن

ها را در دو گروه مجزا کرد.  ای ژنوتیپ خوشه ۀتجزی

درصد و کمترین  3/04ها  بیشترین شباهت بین ژنوتیپ

 53(. Mahmood et al., 2011درصد بود ) 1/11ت شباه

ژنوتیپ نخود با استفاده از نشانگرهای ریزماهواره تجزیه 

آلل مختلف را  40شده  جفت آغازگر استفاده پنجشدند. 

( که در DIتولید کرد. تنوع ژنتیکی توسط شاخص تنوع )

ی چندشکلی اطلاعات او محتو 305/0تا  444/0 ۀدامن

(PICکه در دامن )قرار داشت ارزیابی  333/0تا  349/0 ۀ

 AFLPنشانگر  ۀاز تجزی (.Jomová et al., 2009) شد

ی ها گونهبرای ارزیابی تنوع ژنتیکی میان نخود زراعی و 

آغازگر  پنجاستفاده شد. از مجموع  Cicerوحشی جنس 

درصد از  0/34نوار مشاهده شد که  935شده  استفاده

ها را  ای ژنوتیپ خوشه ۀیاین نوارها چندشکل بودند. تجز

(. در Nguyen et al., 2004در سه گروه متمایز قرار داد )

ژنوتیپ نخود )با  94بررسی دیگری تنوع ژنتیکی 

ارزیابی شد.  AFLPمبدأهای مختلف( توسط نشانگر 

 مشاهدهنوار چندشکل در هر آغازگر  سیزدهمیانگین 

های مورد بررسی را در  ای ژنوتیپ خوشه تجزیۀشد. 

گروه متمایز کرد. نتایج نشان داد که بیشترین  چهار

ن، افغانستان و لبنان بود. براساس اتنوع ژنتیکی در ایر

توان نتیجه گرفت که سه مرکز  می DNA نشانگرهای 

                                                                                 
1. Cajanus cajan 

ترکیه و -پاکستان، ایران-اصلی تنوع نخود، افغانستان

 (.Talebi et al., 2008لبنان است )-سوریه

 ةشد لاین اصلاح 40لکولی تنوع مو، حاضر ۀدر مطالع

روی این  گرفته انجام ۀ. مطالعشدنخود زراعی بررسی 

از نظر چشمگیر ها، حاکی از تنوع فنوتیپی  لاین

 Naderi etبوده است ) خصوصیات زراعی و تحمل سرما

al., 2013که از نظر صفات عملکرد دانه، وزن  طوری (. به

تفاوت زدگی  صددانه، ارتفاع بوته و تحمل سرما و یخ

ها  بندی لاین ها وجود داشت. گروه داری بین لاین معنی

های تحمل تنش سرما، آنها را به چهار  براساس ویژگی

. کردبندی  متحمل طبقه گروه متمایز، حساس تا کاملاً

عوامل محیطی در برآوردهای تنوع  تأثیربا توجه به 

حاصل از نشانگرهای مورفولوژیک، در این مطالعه از 

منظور ارزیابی تنوع  به ISSRی مولکولی نشانگرها

. بدیهی است شدهای مذکور استفاده  ژنتیکی لاین

های  برآوردهای تنوع ژنتیکی با استفاده از چندشکلی

تواند اطلاعات مفیدی در  می DNAها در سطح  بین لاین

ه ئپلاسم نخود مورد مطالعه ارا وضعیت ژنتیکی ژرم زمینۀ

 .دنک

 

 ها مواد و روش

تیپ  لاین نخود 40بررسی مواد گیاهی شامل  در این

المللی  مرکز بین های اصلاحی ژنوتیپ ۀمجموعاز  کابلی

 ۀبا عنوان خزان 9تحقیقات کشاورزی در مناطق خشک

که پیش از این در  بود 1المللی نخود متحمل به سرما بین

(. 3)جدول  است شدهدانشگاه محقق اردبیلی ارزیابی 

های  های برگی از بوته ه، نمونDNAبرای استخراج 

برگی با استفاده از روش  پنجتا  چهار ۀانتخابی در مرحل

CTAB (Doyle & Doyle, 1990 با اندکی تغییر )

های  استخراج شد. برای تعیین کمیت و کیفیت نمونه

DNA درصد  4/0شده از الکتروفورز ژل آگارز  استخراج

 استفاده شد. در نهایت بعد از اطمینان از کمیت و

شده برای استفاده در  های استخراج DNAکیفیت 

 90( با غلظتی برابر PCRمراز ) ای پلی واکنش زنجیره

نانوگرم در میکرولیتر رقیق شدند. در این پژوهش برای 

                                                                                 
2. International Center for Agricultural Research in the 

Dry Areas (ICARDA) 

3. Chickpea International Cold Tolerance Nursery 

(CICTN) 
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 ISSRآغازگر  15ژنومی از   DNAتکثیر قطعات

جنوبی استفاده شد  ةکرBioneer شده از شرکت  تهیه

ای پلیمراز برای حجم  (. اجزای واکنش زنجیره9)جدول

میکرولیتر،  X30PCR (X3 )9میکرولیتر حاوی بافر  90

DNA (90  )میکرولیتر، کلرید  5نانوگرم در میکرولیتر

 5/0میکرولیتر، آغازگر ) 4/0مولار(  میلی 9منیزیم )

( مولار میلی 3/0) dNTPمیکرولیتر،  0/3میکرومولار( 

واحد(  1/3 مراز ) پلی DNATaqمیکرولیتر، آنزیم  9/0

میکرولیتر  35/33میکرولیتر و آب مقطر دیونیزه  90/0

به این  PCR ۀبود. تکثیر در دستگاه ترموسایکلر و چرخ

سازی اولیه  واسرشته :اول ۀشرح صورت گرفت: مرحل

 ۀ، مرحلگراد سانتی درجۀ 35دقیقه در دمای  4 مدت به

دقیقه در دمای  3 مدت بهسازی  واسرشته ۀچرخ 50 :دوم

های الگو  ها به رشته ، اتصال آغازگرگراد سانتی ۀدرج 35

 درجۀ 40-50شده ) دقیقه در دمای تست 3 مدت به

 3 مدت بهتوسط پلیمراز  DNAۀ ( و بسط رشتگراد سانتی

بسط  :سوم ۀ، مرحلگراد سانتی درجۀ 49دقیقه در دمای 

 گراد. سانتی درجۀ 49دقیقه در  4 مدت بهنهایی 

 
 خود مورد مطالعه در آزمایشهای ن لاین نام .3جدول 

 لاین شماره لاین شماره لاین شماره لاین شماره
3 FLIP 00-39C 34 FLIP 03-12C 93 FLIP 02-59C 51 FLIP05-37C 

9 FLIP 01-40C 30 FLIP 03-13C 10 FLIP 02-80C 55 FLIP05-39C 

1 FLIP 02-61C 34 FLIP 03-80C 13 FLIP 02-83 54 FLIP05-45C 

5 FLIP 02-69C 34 FLIP 03-89C 19 FLIP 02-84 50 FLIP05-49C 

4 FLIP 02-81C 33 FLIP 03-133C 11 FLIP 02-85 54 FLIP05-77C 

0 FLIP 03-1C 90 FLIP 99-26C 15 FLIP 03-16C 54 FLIP05-81C 

4 FLIP 03-2C 93 ILC 8262 14 FLIP 03-68C 53 FLIP05-84C 

4 FLIP 03-3C 99 ILC 8617 10 FLIP 03-78C 40 FLIP05-89C 

3 FLIP 03-5C 91 FLIP 97-118C 14 FLIP97-120C 43 FLIP05-91C 

30 FLIP 03-6C 95 FLIP 99-45C 14 FLIP04-35C 49 FLIP05-94C 

33 FLIP 03-7C 94 FLIP 01-7C 13 FLIP04-36C 41 FLIP05-95C 

39 FLIP 03-8C 90 FLIP 02-51C 50 FLIP04-37C 45 FLIP05-101C 

31 FLIP 03-9C 94 FLIP 02-52C 53 FLIP04-38C 44 FLIP05-127C 

35 FLIP 03-11C 94 FLIP 02-55C 59 FLIP05-13C 40 ILC 533 

 
 های نخود استفاده در بررسی لاینمورد ISSR توالی آغازگرهای  .9جدول 

 دما توالی آغازگر شماره دما توالی آغازگر شماره
3 5/ AGAC AGACGC 3/ 54 34 5/ CCACCACCACCACCA 3/ 40 

9 5/ GACAGACAGACA GACA 3/ 49 33 5/ AGAGAGAGAGAGAGAGT 3/ 41 

1 5/ AGAGAGAGAGAGAGAGC 3/ 49 90 5/ AATAATAATDG 3/ 45 

5 5/ ACAGACAGCG 3/ 45 93 5/ ACTCACTCGC 3/ 45 

4 5/ AACAACAACGC 3/ 49 99 5/ ATGATGATGATGATGATG 3/ 43 

0 5/ GATAGATATG 3/ 45 91 5/ GTGTGTGTGTGTGTGTYG 3/ 45 

4 5/ GAGAGAGAGAGAGAGAT 3/ 54 95 5/ GACAGACAGACAGACA 3/ 50 

4 5/ GACGACGACGACG 3/ 41 94 5/ ATCATCATCCG 3/ 43 

3 5/ TCTCTCTCTCTCTCTCC 3/ 41 90 5/ GATCGATCGATCGC 3/ 54 

30 5/ CGTCGTCGTCGT 3/ 50 94 5/ CTTCACTTCACTTCA 3/ 54 

33 5/ GTGGTGGTGGC 3/ 50 94 5/ GAGGAGGAGGC 3/ 50 

39 5/ TTGTTGTTGTTGTTGC 3/ 54 93 5/ ACACACACACACACACYT 3/ 54 

31 5/ ACACACACACACACACYG 3/ 45 10 5/ GAGAGAGAGAGAGAGAC 3/ 54 

35 5/ CACACACACACAGT 3/ 49 13 5/ CACCACCACGC 3/ 50 

34 5/ ACGACGACGACGAAC 3/ 49 19 5/ AGAGAGAGAGAGAGAC 3/ 54 

30 5/  CACACACACACAAG 3/ 40 11 5/ AAGAAGAAGGC 3/ 50 

34 5/ AGAGAGAGAGAGAGAGG 3/ 54 15 5/ CACACACACACACACAG 3/ 54 
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با استفاده از   PCRهای تکثیرشده توسط وردهافر

روش  درصد جداسازی و به 4/3الکتروفورز ژل آگارز 

آمیزی با اتیدیوم بروماید آشکارسازی شدند. برای  رنگ

قطعات تکثیرشده از نشانگر وزن  ةمشخص شدن انداز

قطعات  ةبا انداز Fermentasشرکت  0333SMلکولی وم

اده شد. برای جفت باز استف 93990تا  405

 استفاده شد.  UV-tecها از دستگاه  برداری از ژل عکس

های تکثیرشده توسط آغازگر یک  هر یک از مکان

ترتیب با  آنها به نبودنشانگر در نظر گرفته شد و حضور و 

اعداد یک و صفر امتیازدهی شد و برای تشکیل ماتریس 

 ها ها به لاین های خام سطرها به نوارها و ستون داده

برای بررسی  3اختصاص یافت. شاخص اطلاعات شانون

(. Lewontin, 1972ها محاسبه شد ) تنوع درون ژنوتیپ

یی آغازگرها در تمییز بین امنظور بررسی کار به

و  (PIC) 9یچندشکلمحتوای اطلاعات  ها، ژنوتیپ

1شاخص نشانگر
 (MI ) برای شدآغازگر محاسبه هر .

تفاده شد که در آن اس 2fi(1-fi)از فرمول  PIC ۀمحاسب

fi 1)آلل( تکثیرشده و  ۀفراوانی قطع-fi  فراوانی آلل نول

این  (.Roldain-Ruiz et al., 2000) استنوار(  نبود)

های ژنی  شاخص چندشکلی حاصل نشانگرها یا مکان

در این  د.شو محاسبه می تکثیرشده توسط هر آغازگر

شاخص، تعداد نشانگرهای تولیدشده توسط آغازگر 

های درون هر  و تنها چندشکلی نداردی در برآورد یرتأث

نیز ( MIشاخص نشانگر )رو  . ازایندارندنشانگر اهمیت 

در تعداد  PICضرب  حاصل. این شاخص از شدمحاسبه 

 Powell etدست آمد ) ههر آغازگر ب چندشکلنوارهای 

al., 1996ۀها با استفاده از تجزی بندی لاین (. گروه 

جاکارد انجام  ۀو معیار فاصل UPGMAروش  ای به خوشه

 ۀای با محاسب خوشه ۀمناسب بودن روش تجزی .گرفت

که  طوری ، بهشدضریب همبستگی کوفنتیک تعیین 

دار این همبستگی برای انتخاب  و معنی چشمگیرمقدار 

های  لفهؤتجزیه به م روش مناسب مورد توجه قرار گرفت.

نتیکی ژ ۀهماهنگ اصلی با استفاده از ماتریس فاصل

تر روابط ژنتیکی بین  منظور تشخیص دقیق جاکارد به

ای صورت گرفت.  خوشه تجزیۀبندی  گروه تأییدها و  لاین

                                                                                 
1. Shannon Information Index  

2. Polymorphic Information Content 

3. Marker Index 

PCoAهای هماهنگ اصلی ) تجزیه به مؤلفه
یکی از  (5

ضریب  ۀبندی بر پای های چندمتغیره برای گروه روش

که  استها  تشابه یا واریانس/کوواریانس در بین داده

ی اصلی ارائه ها گروهتمایز  ةدتری درباراطلاعات مفی

افزارهای  از نرم یادشدهبرای محاسبات د. کن می

NTSYS-pc 2.0 (Rohlf, 1987 ،)Genealex 6.5   

(Peakall & Smouse, 2012 ) وPOPGENE 1.32 

(Yeh & Yang, 1999)  شداستفاده. 

 

 نتایج و بحث

ی آغازگر با الگو ISSR ،3شده  آغازگر ارزیابی 15از 

لاین نخود  40های مولکولی  نواربندی مناسب برای بررسی

نوار با  54. این آغازگرها در مجموع شداستفاده 

ازای هر آغازگر ایجاد کردند که از این   نوار به 11/4میانگین

نوار چندشکل مشاهده شد که میانگین آنها  14تعداد، 

ه با بود. تعداد قطعات تکثیرشدنوار  44/1گر زازای هر آغا به

نوار  هشت، تا 39نوار برای آغازگر  سهآغازگرهای مختلف از 

ها بیشترین تعداد  متغیر بود. در بین لاین 4برای آغازگر 

نوار و کمترین تعداد نوار  53با  FLIP05-91Cنوار در لاین 

نوار  94با  FLIP 03-5Cو  FLIP05-89Cهای  در لاین

درصد  94ز مشاهده شد. درصد چندشکلی برای هر آغازگر ا

درصد برای آغازگرهای  300تا  99و  34برای آغازگرهای 

درصد بود )جدول  03/00متغیر و میانگین آن  33و  9، 3

نشان داده شده  3در شکل  33(. الگوی نواربندی آغازگر 1

رقم نخود با  پنجاست. در یک آزمایش تنوع ژنتیکی بین 

ین نوارها بررسی شد که میانگ ISSRآغازگر  پنجاستفاده از 

نوار و میزان چندشکلی برابر با  0/0ازای هر آغازگر  به

در یک مطالعه،  (.Tahir & Karim, 2011بود ) 01/01

یابی ژنومی و  در نقشه ISSRآغازگر  کارگیری پنج به

گونه  دهبر روی  زدگی به بیماری برق های مقاومت ویژگی

این نشانگر در بین  شد کهو اعلام  شدنخود تأیید 

صرفه  به از لحاظ اقتصادی مقرون PCRانگرهای مبتنی بر نش

 & Vuralکند ) ارائه می یو در زمان کوتاه نتایج مطلوب است

Akcin, 2010). 

برای آغازگرهای مورد استفاده  PIC وMI میانگین 

کمترین دارای  19بود. آغازگر  900/0و  03/3 ترتیب به

                                                                                 
4. Principle Coordinate Analysis 
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ن مقدار دارای بیشتری 3( و آغازگر  149/0) MI مقدار

MI (490/9بود که نشان ) بیشترقدرت تفکیک  ةدهند 

 34این آغازگر در مقایسه با سایر آغازگرها است. آغازگر 

کمترین مقدار  19( و آغازگر 4/0) PICبیشترین مقدار 

PIC (333/0 را نشان دادند. معیار )PIC  توان تمایز هر

ها در یک مکان ژنی و  آغازگر را از طریق تعداد آلل

 ,.Muminovic et alکند ) ها تعیین می راوانی نسبی آللف

آللی برابر  های دو در جایگاهPIC  (. حداکثر مقدار2004

افتد که فراوانی  و فقط زمانی این اتفاق می است 4/0با 

 ,.Mateescu et al) ها در جمعیت مساوی باشد للآ

های ژنی  ( نیز، از تعداد مکانMI(. شاخص نشانگر )2005

حاصل از آغازگرها در برآورد کارایی و قدرت  لچندشک

(. Powell et al., 1996کند ) تفکیک آنها استفاده می

کارایی  ةدهند نشان PICو  MIآمده  دست مقادیر به

های روابط ژنتیکی  خوب این نشانگر در بررسی نسبت به

 .استدر نخود 

 

 
  های مختلف نخود رد استفاده در لاینمو ISSRاز نشانگرهای  33الگوی نواربندی آغازگر  .3 شکل

 (.رجوع شود 3ها به جدول  )برای شماره

 
 نخود مختلف های مورد استفاده در لاین ISSRتعداد نشانگرهای چندشکل تولیدشده توسط آغازگرهای کارایی و . 1جدول 

PIC MI 
تعداد کل 

 نوارها

تعداد نوارهای 

 چندشکل

تعداد نوارهای 

 مونومورف

درصد چند 

 یشکل

 ةشمار

 آغازگر
 آغازگر

593/0 490/9 0 0 0 300 3 5' AGACAGACGC 3' 

905/0 995/3 4 4 0 300 9 5' GACAGACAGACA GACA 3' 

519/0 405/0 5 9 9 40 4 5' GAGAGAGAGAGAGAGAT 3' 

345/0 044/3 4 4 3 4/44 4 5' GACGACGACGACG 3' 

339/0 155/3 4 4 0 300 33 5' GTGGTGGTGGC 3' 

139/0 445/0 1 9 3 00/00 39 5' TTGTTGTTGTTGTTGC 3' 

4/0 4/0 5 3 1 94 34 5' ACGACGACGACGAAC 3' 
139/0 139/0 5 3 1 94 99 5' ATGATGATGATGATGATG 3' 

333/0 149/0 4 9 1 50 19 5' AGAGAGAGAGAGAGAC 3' 

 میانگین  03/00 55/3 44/1 11/4 03/3 900/0

 

بررسی تنوع ژنتیکی براساس شاخص تنوع ژنی نی 

(Nei, 1973( و شاخص اطلاعات شانون )Lewontin, 

درج شده است. نتایج نشان داد که  5( در جدول 1972

بود.  194/0آغازگرها  ۀمیانگین شاخص تنوع نی در هم

( و 535/0) 34بیشترین مقدار این شاخص در آغازگر 

( مشاهده شد. 305/0) 19کمترین مقدار آن در آغازگر 

بود.  539/0آغازگرها  ۀمیانگین شاخص شانون در هم

 34در آغازگر  005/0بیشترین میزان این شاخص با مقدار 

 ( وجود داشت.  939/0) 19و کمترین مقدار آن در آغازگر 

شده،  های اصلاح و ارزیابی لاین برای شناسایی

 ةشد ینهای جایگز های دارای کروموزوم اضافی، لاین لاین

 ۀکروموزومی، قطعات کروموزومی و پی بردن به فاصل

های گیاهی از نشانگرهای ژنتیکی ژنتیکی بین ژنوتیپ

 میزان از اطلاع .(Farshadfar, 2005) شوداستفاده می

 ها ژنوتیپ بین ژنتیکی ارتباط و پلاسم ژرم تنوع ژنتیکی

 اهمیت دارای پلاسم ژرم منابع از و استفاده محافظت برای

 این اطلاعات (.Matus & Hayes, 2002است ) زیادی

مناسب  والدینی ترکیبات انتخاب در را محققان تواند می
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 برایموجود  مواد ژنتیکی حداکثر از برداری بهره برای

در حال  های و جمعیت پرمحصول تولید هیبریدهای

 تنوع ۀ(. مطالعReif et al., 2004دهد ) یاری تفکیک

ها،  گونه شباهت یا تفاوت که است یندیافر ژنتیکی

 های مدل و ها  روش از استفاده با را افراد یا ها  جمعیت

 اطلاعات مورفولوژیک، صفات براساس آماری خاص

کند بیان می افراد مولکولی یا خصوصیات ای شجره

(Mohammadi & Prasanna, 2003 بر مبنای ضریب .)

 3تا  300/0ها از تشابه بین لاین ۀدامن ،تشابه جاکارد

با  FLIP 02-84و  FLIP 01-40Cدو لاین  متغیر بود.

 ۀ( دارای بیشترین فاصل300/0) کمترین تشابه ژنتیکی

ها را در صورت  توان این لاین می رو ازاینژنتیکی بودند. 

)عملکرد، مقاومت به سرما و داشتن صفات مطلوب 

گیری برای رگهای دو عنوان والد در برنامه به زدگی( یخ

آوردن حداکثر هتروزیس  دست بهح نخود زراعی و اصلا

های لاینژنتیکی مربوط به  ۀکمترین فاصل. کرداستفاده 

FLIP 03-6C  وFLIP 03-8C  های لاین نیزو FLIP 02-

61C  وFLIP 02-69C .ها بندی لاینمنظور گروهبه بود

روش  ای بهخوشه تجزیۀاساس فواصل ژنتیکی، بر

UPGMA ریس شباهت جاکارد انجام با استفاده از مات

بندی ن دیگر نیز برای گروها(. محقق9)شکل  گرفت

 ISSRهای مختلف نخود با استفاده از نشانگرهای ژنوتیپ

با  UPGMAای به روش خوشه تجزیۀاز  RAPDو  

 Raoاند )استفاده از ضریب تشابه جاکارد استفاده کرده

et al., 2007; Mahmood et al., 2011; Tahir &. 

Karim, 2011 و با  40/0(. ضریب همبستگی کوفنتیک

 دار به درصد معنی 3در سطح  توجه به آزمون مانتل

دست آمد. در این بررسی با برش نمودار درختی در 

ها به شش گروه مجزا تقسیم شدند. در  لاین 43/0 ۀفاصل

 گروه دوم لایندر ، FLIP 05-89Cگروه اول لاین 

FLIP97-120C ، هایینگروه سوم لادر FLIP 02-85  و

FLIP 03-9C ، گروه چهارم لایندرFLIP 03-13C ، در

 FLIPو  ILC 533  ،FLIP 03-5Cهای گروه پنجم لاین

03-16C ها قرار گرفتند. و در گروه ششم دیگر لاین

ها در  توجه لاین شایانمتمایز و فواصل  بندی کاملاً گروه

وع مولکولی ی مختلف در این دندروگرام، بیانگر تنها گروه

که   نحوی های نخود مورد بررسی است. به در لاین زیاد

ی دور از هم ها گروههای قرارگرفته در  توان از لاین می

های گروه دوم با توجه به  اول و لاین همانند گرو

 Naderi et) خصوصیات مورفولوژیک و زراعی مورد نظر

al., 2013) های دارای تنوع ژنتیکی  در ایجاد جمعیت

بهره جست. نخود های اصلاح  منظور استفاده در برنامه به

ژنوتیپ از  پنجلاین نخود زراعی و  نوزدهدر یک بررسی 

 تجزیۀبا استفاده از  Cicer reticulatumنخود وحشی 

که  طوری به ،ای در سه گروه مجزا قرار گرفتندخوشه

ی ها لاینو دو لاین از  های وحشی در یک گروه ژنوتیپ

قرار گرفتند  ها لاینر گروهی مجزا از دیگر زراعی نیز د

(Rao et al., 2007ازآنجا .) ژنتیکی  ۀکه هر چه فاصل

توان به هتروزیس بیشتری ها بیشتر باشد میژنوتیپ

ی مجزا ها گروهیی که در ها لاینتوان از می ،دست یافت

های بیشتری از هم دارند در برنامه ۀو فاصل اند قرار گرفته

 .ده کرداستفا تلاقی

 
 مورد بررسی با استفاده از   ISSR میانگین تنوع ژنتیکی نشانگرهای .5جدول 

 (Levontin, 1972( و شاخص شانون )Nei, 1973شاخص تنوع ژنی نی )
 شاخص تنوع نی شاخص اطلاعات شانون آغازگر ةشمار ترکیب آغازگر

5' AGACAGACGC 3' 3 493/0 154/0 

5' GACAGACAGACA GACA 3' 9 440/0 134/0 

5' GAGAGAGAGAGAGAGAT 3' 4 545/0 1/0 

5' GACGACGACGACG 3' 4 504/0 135/0 

5' GTGGTGGTGGC 3' 33 543/0 195/0 

5'TTGTTGTTGTTGTTGC 3' 39 544/0 133/0 

5' ACGACGACGACGAAC 3' 34 005/0 535/0 

5' ATGATGATGATGATGATG 3' 99 539/0 954/0 

5' AGAGAGAGAGAGAGAC 3' 19 939/0 305/0 

 194/0 539/0  میانگین
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 ژنتیکی جاکارد ۀو فاصل UPGMAبا روش  ISSRهای  های نخود مورد بررسی براساس داده لاین ای تجزیۀ خوشه .9شکل 

 

ی هماهنگ اصلی نشان داد ها مؤلفهنتایج تجزیه به 

درصد تغییرات  45/49اول حدود  هماهنگ لفۀؤمسه که 

 00/01اول  لفۀؤمرا تبیین کردند.  ها لاینمولکولی بین 

درصد  95/1سوم  لفۀؤمدرصد و  41/4دوم  لفۀؤمدرصد، 

در یک  ها لایناز تغییرات کل را تبیین کردند. نمایش 

 تا حدی اصلی اول، لفۀؤماساس سه  بعدی بر نمودار سه

کرد و  تأییدای را  خوشه تجزیۀبندی حاصل از  گروه

با توجه به  (.1 د )شکلرا تفکیک کن ها لاینتوانست 

درصد تغییرات مولکولی توسط سه  94اینکه بیش از 

عدم تطابق  سبباین امر  ،شوند اول تبیین نمی لفۀؤم

ای و تجزیه به  خوشه تجزیۀبندی  کامل نتایج گروه

که ذکر است  شایاند. شو ی هماهنگ اصلی میها مؤلفه

های  کم بودن درصد تبیین تغییرات مولکولی در تجزیه

ی هماهنگ اصلی ها مؤلفهچندمتغیره مانند تجزیه به 

تواند ناشی از توزیع مناسب نشانگرهای مولکولی در  می

اول برای  لفۀؤمعدم کفایت سه  در نتیجهسراسر ژنوم و 

توجیه حداکثر تغییرات مولکولی باشد. از طرف دیگر 

مفهوم ارزیابی  توزیع مناسب نشانگرها در سراسر ژنوم به

برداری  دلیل نمونه بهتر تنوع مولکولی بهتر و  دقیق

 ,Fazeli & Cheghamirza) استمناسب از کل ژنوم 

2011; Mohammadi & Prassana, 2003 .) 

 

  گیری کلی نتیجه

در  ISSRگر ننشاکارایی  ةدهند ر نشانضحا ۀمطالع

 نخود بود.کاررفتۀ  بههای  بررسی چندشکلی بین لاین

تواند در  از این نشانگر می آمده دست بهمولکولی اطلاعات 

آمده  دست و مکمل اطلاعات به شودها استفاده  تمایز لاین

 از صفات مورفولوژیک باشد.
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 ISSRهای  اصلی هماهنگ اول حاصل از دادهلفۀ ؤم سههای نخود مورد بررسی براساس  بعدی لاین نمودار سه .1شکل 

 (.ده استآم 3ها در جدول  لاین  )نام و شمارة

 

طور کارایی در  تواند به همچنین نتایج این بررسی می

های اصلاحی  های والدی متنوع در برنامه انتخاب لاین

نخود و مدیریت مناسب منابع ژنتیکی نخود مفید واقع 

های مورد  بندی مولکولی لاین اساس گروه بر شود.

مطالعه و نتایج حاصل از مطالعۀ صفات مورفولوژیک و 

های قرارگرفته در خوشۀ سوم مانند  رما، لاینتحمل س

ILC533 های حساس به سرما با عملکرد  عنوان ژنوتیپ به

های چهارم و اول  های موجود در خوشه کم و لاین

اند  های متحمل و پرعملکرد شناخته شده عنوان لاین به

(Naderi et al., 2013 .)آمده  دست با توجه به نتایج به

صلاحگران در انتخاب والدین مناسب شود که ا توصیه می

ها علاوه بر صفات مورفولوژی و  یریگ برای دورگ

 فیزیولوژی به روابط مولکولی آنها نیز توجه داشته 

 باشند.
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