
  

  
  

  ژنتيك نوين
  1393 زمستان، 4ه ، شمارنهمدوره 

  429 - 438صفحه 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
 
  
  

 تجزيه به مختصات اصلي
 ايتجزيه خوشه
 جو زراعي
  AFLPنشانگر مولكولي 

 چكيده

 
 
 

  
  
 
 
 
 
  

هاي جو زراعي با استفاده از نشانگر مولكولي بررسي تنوع ژنتيكي برخي لاين
AFLP  

Evaluation of genetic diversity of some cultivated barley (Hordeum vulgare L.) 
lines by AFLP markers 

  2، شعبان كيا2عربي، مهدي كلاته1، حسن سلطانلو1*ساناز رمضانپور، سيده1افسانه شيري

  ، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگانارشد، دانشيارانآموخته كارشناسيشبه ترتيب دان -1
  ت كشاورزي گلستانمركز تحقيقا استادياران، -2

Shiri A1, Ramezanpour SS*1, Soltanloo H1, Kalateh Arabi M2, Kia Sh2 

1.1. Graduated Student, Associate Professors, Gorgan Universirty of Agricultural Sciences and Natural 
Resources, Gorgan, Iran 

2. Assistant Professor, Faculty Staff of Golestan Agricultural Research Station, Gorgan, Iran 
 

 ramezanpours@gau.ac.ir :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )23/6/93 :تاريخ پذيرش - 27/9/92 :تاريخ دريافت(

  
 

نوع كاهش ت. گيردمي قرار حيوانات و بشر استفاده مورد غذا عنوان به جو يكي از غلات مهم در جهان است كه
ها و در نتيجه كاهش هاي محيطي، آفات و بيماريپذيري شديد در برابر تنشموجب آسيبدر اين گياه ژنتيكي 
با تكرار  سهدر يك طرح بلوك كامل تصادفي با لاين زراعي جو  64 در اين تحقيق تنوع ژنتيكي. شده استعملكرد 

در  موجود ژنتيكي تنوع تعيين و ين تحقيق ارزيابيهدف از انجام ا. بررسي شد AFLPاستفاده از نشانگر مولكولي 
مولكولي و استفاده از اطلاعات حاصل در انتخاب والدين براي انجام تلاقي و توليد  بررسي جو از نظر مورد هايلاين

باند حاصل شد كه  749تعداد  AFLPتركيب آغازگري  8با استفاده از . هاي بعدي بودهاي مناسب در نسلجمعيت
-M-CTA/ Eبيشترين و كمترين باند چندشكل به ترتيب، با استفاده از تركيبات آغازگري . د چندشكل بودندبان 93

ACA )16 باند ( وM-CTC/ E-ACA )7 بيشترين ميزان از آنجا كه . حاصل شد) باندPIC  مربوط به تركيب
هاي جو با خويشاوندي ژنوتيپتوان از آن براي تمايز بين بود، بنابراين مي) E-ACA/ M-CAA )41/0آغازگري 

هاي مورد مطالعه را اي صفات مولكولي بر اساس ضريب تشابه جاكارد، لاينتجزيه خوشه. دكربسيار نزديك استفاده 
و رقم  41لاين . ييد كردااي را تنيز نتايج تجزيه خوشه) PCOA(تجزيه به مختصات اصلي . گروه تقسيم كرد 7به 

-بنابراين در برنامه. بودندو داراي بيشترين فاصله يا اختلاف ژنتيكي  هتيكي را نشان دادبومي صحرا كمترين تشابه ژن
  .توان از اين دو لاين براي انجام تلاقي و توليد نتاج داراي تنوع ژنتيكي بالا استفاده كردهاي اصلاحي مي
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   مقدمه
ر از اراضي زراعي در جهان به كشت ها هكتاهر ساله ميليون

شود كه در اين بين جو اص داده ميگياهان خانواده گندميان اختص
درصد از سطح زير كشت غله دنيا و  11با اختصاص حدود 

پس از گندم، برنج، ذرت، چهارمين  درصد توليد 12همچنين با 
جو به ). Patpour 1998( شودب ميمحسوغله با اهميت جهان 

 علت تنوع ژنتيكي بالا يكي از گياهاني است كه در شرايط كاملا
باشد كه كرده و داراي ارقامي مي متفاوت آب و هوايي رشد

 .Ebrahimi et al(نسبت به شرايط مختلف سازگاري دارند 

 كه مدرن كشاورزي ناپذيراجتناب آمدهايپي از يكي ).2011
 و عملكرد حداكثر با شده اصلاح هايواريته از استفاده بر مبتني
. است بوده ژنتيكي ذخاير تنوع كاهش است، قبول قابل كيفيت
 غيرممكن يا و مشكل ژنتيكي تنوع كاهش اين تخمين اگرچه
 و دست رفته از مفيد هايژن از بسياري تعداد كه اين در اما است،
 محصولات واند فتهيا اي كاهشفزاينده سرعت با ژنتيكي ذخاير

 نامناسب محيطي شرايط تهديد روز افزون معرض در عمده زراعي

 وجود ترديدي اند،گرفته قرار و غيرزيستي زيستي هايتنش و

 منابع مديريت و ژنتيكي تنوع از امروزه آگاهي بنابراين. ندارد

-مي تلقي نباتات اصلاح هايپروژه اجزاي مهم عنوان به ژنتيكي

 ايواكنش زنجيره بر مبتني AFLP روش ).Arzani 1999( شوند

 روش اين. ه شديارا ،Vos et al. (1995)توسط  كه است پليمراز

 با ژنومي يافته برش قطعات از خاصي دستجات تكثير براساس

 بالا، تكرارپذيري از مزاياي اين روش. باشدمي PCR از استفاده

 اطلاعات به نياز عدم ژني، مكان چندين زمانهم بررسي امكان

 ظرفيت الگو،بودن  غيرحساس آغازگر، طراحي جهت اوليه

 بررسي ظرفيت غلظت الگو، به DNA نمايان براي ژنوم كل بررسي

 نوار زياد تعداد توليد و چندشكلي كردن نمايان براي ژنوم كل

 Vos et al. 1995; Pejic(باشد مي كوتاه زمان مدت در تكرارپذير

et al. 1998; Sasanuma et al. 2002.( فراواني و توزيع 

 ساير همانند و نيست ژنوم يكنواخت طول در AFLPنشانگرهاي 

 مكاني توزيع روي مستقيم طور به تركيب آغازگرها انتخاب غلات

 اين غيريكنواخت توزيع دليل. گذاردمي ثيرات AFLPنشانگرهاي 

 نسبت نشانگر اين در چندشكلي ايجاد هايبه مكانيسم نشانگر

 در شدن قطعات اضافه جهش، حذف و مانند وقايعي شود،ه ميداد

 اكثر). Greg 1998(هستند  دخيل نشانگر اين در چندشكلي ايجاد

 و پيوندندمي وقوع به ژنوم طول در طور تصادفي به وقايع اين
 صورت به نيز AFLPنشانگر  هايمكان كه رسدبنابراين به نظر مي

). Franco et al. 2001(باشند  گرفته قرار ژنوم طول تصادفي در
 هايآنزيم مختلف هايتركيب با كه AFLPنشانگرهاي  عموما

 .اندداشته ژنوم طول در تريتوزيع مناسب اندشده حاصل برشي
 نواحي در AFLPخصوص نشانگرها به تجمع همچنين

 ;Staub and Serguen 1996(است شده گزارش نيز سانترومري

Franco et al. 2001 .(نشانگرهاي  جمعتAFLP  وRFLP  در
 در از نوتركيبي ممانعت يا كاهش دليل به شايد سانترومري نواحي

 و )Franco et al. 2001; Langridge et al. 2001(باشد  مناطق اين
 ساير در شده منتشر ژنتيكي هاينقشه مورد ساير در عقيده اين

يل دلبه  . Franco et al. 2001(AFLP(صادق است  نيز غلات
توليد تكرارپذيري بالا، كمترين وابستگي به شرايط محيطي و 

مفيد و قابل اعتماد  روشون، يك تعداد زيادي باند در يك آزم
يك روش ساده براي ارزيابي كيفيت  زيرا تكرارپذيري. باشدمي

بندي توان خوشهد كه در نتيجه ميشونشانگر محسوب مي
اي ارقام متفاوت انجام ل از آن برهاي حاصصحيحي بر اساس داده

 .Jones et alتوسط  كه تحقيقي در). Paul et al. 1997(داد 

 AFLP روش كه شد مشخص گرفت، صورت (1997)
است،  داشته اروپايي آزمايشگاه هفت بين در بالايي تكرارپذيري

  . داشتند تفاوت هم با باند يك در تنها هاآزمايش اين
Sayed-Tabatabaei and Shahnejat-Bushehri (2001)  منظور  به

 16از  AFLPگندم با استفاده از نشانگر  ارقامارزيابي تنوع ژنتيكي 
به نوار  1998در مجموع . جفت آغازگر انتخابي استفاده كردند

جفت بازي واقع  114الي  37دست آمد كه در محدوده تقريبي 
ارقام تحت بررسي از تنوع ژنتيكي  نتايج نشان داد كه. شدند
ها نياز جدي يي برخوردار نبوده و گسترش پايه ژنتيكي واريتهبالا

بلند  فسكيوي هايژنوتيپ تنوع ژنتيكيدر پژوهشي ديگر . است
ها بندي ژنوتيپگروه. بررسي شد AFLPنيز با استفاده از نشانگر 
ضريب تشابه جاكارد اي براساس خوشه  با استفاده از روش تجزيه

ها به پنج اساس ژنوتيپد و براين انجام ش NTSYSافزار در نرم
 .)Khayam-Nekouei et al. 2001(بندي شدند گروه تقسيم

Rahaii (2002)   به منظور ارزيابي تنوع ژنتيكي و تعيين روابط
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استفاده كرد  AFLPآغازگر انتخابي  20ژنتيكي بين ارقام كلزا از 
باند  1058باند مشاهده شد و از اين تعداد  2145كه در كل 

تحقيق تشابه ژنتيكي بين ارقام كلزا، با  اين در. ندشكل بودچ
تغيير تشابه ژنتيكي بين  هدامن. استفاده از ضريب جاكارد تعيين شد

اي آنها نتايج تجزيه خوشه. بود 61/0و ميانگين  84/0تا  38/0
محققين نشان . نشان داد كه ارقام كلزا در چهار گروه قرار گرفتند

به عنوان ابزاري كارا و مؤثر در  AFLP روش توان ازدادند كه مي
در پژوهشي ديگر  .تعيين روابط ژنتيكي ارقام كلزا استفاده كرد

  AFLPگندم سرداري توسط نشانگر هاياكوتيپ تنوع ژنتيكي
جهت محاسبه تشابه ژنتيكي ميان . مورد بررسي قرار گرفت

بندي ها از ضريب همبستگي جاكارد و روش گروهاكوتيپ
UPGMA 8درصد در  62ها در سطح تشابه اكوتيپ. استفاده شد 

ها نتايج، تنوع ژنتيكي بالايي را ميان اكوتيپ. گروه قرار گرفتند
همچنين تنوع ژنتيكي بالا نشان داد كه گندم سرداري . نشان داد

باشد و ها مياي از اكوتيپ احتمالا يك رقم نيست بلكه توده
اي ارزيابي تنوع ژنتيكي روشي مفيد بر AFLPتجزيه و تحليل 

 Osmani and siosemarde(باشد هاي گندم ميميان اكوتيپ

لاين  64 ژنتيكي بين تنوع منظور تعيين به تحقيق اين). 2009
هاي داراي فاصله ژنتيكي براي انجام جو و شناسايي لاين زراعي

 هاي اصلاحي تلاقي و توليد نتاج داراي تنوع ژنتيكي بالا در برنامه
  .گرفت صورت

  
   هامواد و روش

  مواد آزمايشي و شرايط كشت
در ايستگاه تحقيقات كشاورزي عراقي  1389اين تحقيق در سال 

لاين از  28لاين شامل  64آزمايش با . محله گرگان اجرا شد
لاين از مناطق ايكاردا به همراه رقم بومي  35مناطق معتدله و 

تكرار اجرا شد، صحرا در قالب طرح بلوك كامل تصادفي با سه 
هاي منطقه ايكاردا و ها و شجره آنها براي لاينمشخصات لاين

در هر تكرار . آمده است 2و  1هاي معتدله به ترتيب در جدول
هاي مورد بررسي در دو خط يك آزمايش، هريك از ژنوتيپ

و به ) روي يك پشته(متر از يكديگر سانتي 30متري و به فاصله 
اي و زير سيستم آبياري جوي رايط مزرعهگرم بذر در ش 6ميزان 

  .و پشته كشت شدند

   و تعيين كميت و كيفيت آن DNAاستخراج ، بردارينمونه
بذر از  5تعداد . فاده شداز برگ جوان است  DNAجهت استخراج 

ها در سپس گلدان. هاي پلاستيكي كشت شدهر لاين داخل گلدان
د تا آب از پايين به بالا هاي لبريز از آب قرار داده شدنداخل سيني

ها مين نور روي گلداناجهت ت  w 100نشت پيدا كند و يك لامپ
 2- 3ها به مرحله پس از دو هفته زماني كه گياهچه. تعبيه شد

هاي آلومينيومي ل فويلو در داخ هشدجدا  هابرگي رسيدند، برگ
ها در پس از انجماد سريع در نيتروژن مايع، نمونه. قرار گرفت

 DNAاستخراج . گراد نگهداري شدنددرجه سانتي -80ي دما
به . انجام شد Saghai-Maroof et al. (1994)براساس روش 

استخراج شده از دو روش  DNAمنظور تعيين كميت و كيفيت 
  .اسپكتروفتومتري و الكتروفورز بر روي ژل آگارز استفاده شد

  )AFLP(آزمايش چندشكلي طولي قطعات تكثيرشده 
AFLP ق روش طبVos et al. (1995) در ابتدا .انجام شد DNA 

كه  MseІو  EcoRІ استخراجي به طور همزمان با دو آنزيم برشي
ترتيب از شش و چهار باز تشكيل شده و ها بهمكان برشي آن

. كنند، مورد هضم آنزيمي قرار گرفتندانتهاي چسبنده توليد مي
ده، سپس به دو انتهاي چسبناك اين قطعات بريده ش

با توالي مشخص متصل شده و  MseІو EcoRІ  1سازگارسازهاي
بيست نوكلئوتيد  ،به اين ترتيب به هر دو انتهاي آزاد قطعات

 PCR(تكثير پيش انتخابي . شناخته شده و همگاني اضافه شد
با يك نوكلئوتيد اضافي  MseІو  EcoRІ توسط آغازگرهاي 2)اوليه

مورد استفاده با يك در اين مرحله آغازگرهاي . انجام شد
مناسب براي  DNA، الگوهاي 3´نوكلئوتيد اضافي در انتهاي 
 4اوليه،  PCRبه منظور انجام . كنندمرحله تكثير انتخابي فراهم مي

به ) 1:10به نسبت (رقيق شده از مرحله قبل  DNAميكروليتر 
، دي اكسي نوكلئوتيد 3تكثير X10ميكروليتر بافر  5/2عنوان الگو، 

با غلظت  5منيزيم - ميكرومول، كلريد 600با غلظت  4فاتتري فس
با  Cداراي يك نوكلئوتيد انتخابي  MseІمول، آغازگر ميلي 4

  نوكلئوتيد  يك   داراي   EcoRІ   آغازگر ميكرومول،   10  غلظت

                                                            
1 Adaptor 
2 Pre amplification 
3 10X PCR buffer 
4 dNTPs   
5 MgCl2  
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  AFLPهاي منطقه ايكاردا در بررسي تنوع ژنتيكي استفاده از نشانگر شماره و شجره لاين -1جدول 

  شجره  منطقه ايكاردا  شماره  شجره  منطقه ايكاردا  شماره
1  110/10* Rihane.03 18  110/53  Carina/Moroc9-75  
2  110/12  CWB117-9-7/3/Roho//Alger/Ceres362-1-1 19  110/62  Tipper//Wl2291/Wl2269  
3  110/14  CWB117-77-9-7//Alpha/Durra(TH(  20  110/64  Mo.B1337/Wl2291//Moroc9-75  
4  110/15  CWB117-77-9-7//Alpha/Durra(TH(  21  110/66  Zanbaka  
5  110/20  Tadmor 22  110/67  Mtn-01  
6  110/21  Angora/4/Roho//Alger/Ceres362-1-1/3/Alpha/Durra 23  110/68  ER.BL-1A-7  
7  110/22  Pamir-009/Sonata 24  110/69  ER.BL-8-5  
8  110/24  A109-SA-706-79//4341N/Ot/3/Roho//Alger/Ceres362-

1-1/4/Antares/ky63-1294//Lignee131 25  110/70  Arta  

9  110/27  CWB117-77-9-7//Hml-02/ArabiAbiad*2/6/Cl07117-
9/DeirAlla106//Bda/3/Arar/5/11012 -  26  110/77  ER.BL-42-9  

10  110/28  BKFMaguelone1604/Lignee640//Grivita/3/80-
5014/F3BulkHip//Alger/Ceres362-1-1 27  110/80  Tokak  

11 110/30  Cl6944 28 110/81  Tadmor//ER/Apm  
12  110/33  Viringa'S//Wl2291/Wl2269/3/H.spont.38-3/Akrash-01 29  110/95  Moroc9-75//Wl2291/Cl01387/3/H.spont.41-1  
13  110/35  Roho//Alger/Ceres362-1-

1/3/Alpha/Durra/4/Alpha/Gumhuriyet//Sonate 30  110/98  Schooner/Sara  

14  110/36  Mari/Aths*2  31  110/102  ChiCm/An57//Albert/3/Alger/Ceres362-1-
1/4/Arta  

15  110/40  Wl2291  32  110/103  ChiCm/An57//Albert/3/Alger/Ceres362-1-
1/4/Arta  

16  110/42  Sara/4/H.spont.96-3/3/Roho//Alger/Ceres362-1-1  33  110/104  Soufara-02/3/RM1508/Por//Wl2269/4/Hml-
02/ArabiAbiad//ER/Apm  

17  110/46  Lignee527//Lignee527/NK1272  34  110/105  Soufara-02/3/RM1508/Por//Wl2269/4/Hml-
02/ArabiAbiad//ER/Apm  

     35  110/106  ArabiAbiad//Arar//H.spont.41-5/Tadmor  
  لاين ايكاردا  110از بين  10ها هستند، لاين لاين ايكاردا انتخاب شدند و بنابراين اين اعداد بيانگر شماره لاين 110از بين  مورد بررسي در اين تحقيق لاين 35*

  
 DNAنانومول، يك واحد آنزيم تگ  800با غلظت  Aانتخابي 

با يكديگر مخلوط شد و حجم ) Fermentaseشركت ( 1مرازپلي
از   PCRانجامنهايت به منظور  در. ميكروليتر رسيد 25نهايي به 

  .استفاده شد 3برنامه حرارتي جدول 
توسط آغازگرها  )ثانويه PCR( اوليه تكثير انتخابي PCRپس از 

دو ثانويه  PCRبه منظور انجام . با سه نوكلئوتيد انتخابي انجام شد
رقيق شده به نسبت (مرحله قبل  PCRهاي ميكروليتر از فرآورده

تكثير، دي اكسي  X10ميكروليتر بافر  25/1و، به عنوان الگ) 1:6
ميكرومول، كلريد منيزيم با  600نوكلئوتيد تري فسفات با غلظت 

داراي بازهاي انتخابي  MseІمول، هشت آغازگر ميلي 4غلظت 
منتهي به ( EcoRІنانومول، يك آغازگر فلورسنت  800با غلظت 

                                                            
1 Tag DNA polymerase  

بي با غلظت داراي بازهاي انتخا 3و تمرا 2هاي فلورسنت هگزرنگ
شركت (مراز پلي DNAواحد آنزيم تگ  5/0نانومول،  400

Fermentase ( 5/12با يكديگر مخلوط شد و حجم نهايي به 
استفاده شد  4داناز برنامه تاچ PCRبراي انجام . ميكروليتر رسيد

در طي . يابدكه در هر چرخه مقدار دماي اتصال آغازگر كاهش مي
گراد از دماي ك درجه سانتيچرخه اول، در هر چرخه ي 10

 ).4جدول (اتصال كاهش يافت 

اكريلاميد واسرشت پنج پليمحصولات تكثير انتخابي بر روي ژل 
، DNA براي تجزيه و تحليل اطلاعات. بارگذاري شد درصد

  به ترتيب براي حضور و ) صفر(و ) 1(امتيازدهي باندها به صورت 
                                                            
2 HEX 
3 TAMRA  
4 Touch down 
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  AFLPمعتدله در بررسي تنوع ژنتيكي با استفاده از نشانگر هاي مناطق شماره و شجره لاين -2جدول 

  لاين ايكاردا  352از بين  14ها هستند، لاين لاين مناطق معتدله انتخاب شدند و بنابراين اين اعداد بيانگر شماره لاين 352مورد بررسي در اين تحقيق از بين  لاين 28*
  

در  يانتخاب شيپ ريدر مرحله تكث PCRانجام  يبرا يحرارت برنامه -3 جدول
  AFLPروش 

  )گراددرجه سانتي(دما  زمان  چرخه

  چرخه 20
30  94 
60  60  
120  72 

 72  300  چرخه1
 4  نامحدود  

  
باندهاي مبهم و از دست رفته نيز به . عدم حضور باند انجام شد

 Excel افزارها به نرمسپس داده. مشخص شد(.) صورت نقطه 
پس از اين مرحله ماتريس . جهت تجزيه و تحليل منتقل شدند

 NTSYS pc 2.02e افزاراي با استفاده از نرمو تجزيه خوشه 1تشابه
با استفاده  UPGMA محاسبه شد و دندروگرام بر اساس الگوريتم

براي تعيين همبستگي بين . از ضريب تشابه جاكارد ترسيم شد
-ماتريسي كه بر اساس دندروگرام به دست مي(ماتريس خروجي 

                                                            
1 Similarity matrix 

بندي صورت بر اساس آن خوشه(و ماتريس فاصله يا تشابه ) آيد
 افزاراز نرم. ، همبستگي كوفنتيك محاسبه شد)گيردمي

GenALEX V.6.2  براي محاسبه تجزيه به مختصات اصلي
  .استفاده شد

  
    نتايج و بحث

هاي DNAبر روي ژل آگارز نشان داد كه  DNAنتايج الگوي 
استخراجي از كميت و كيفيت خوبي برخوردار بودند و شكستگي 

نانوگرم بر  5/764تا  5/31ها نيز بين نداشتند، غلظت نمونه
الگو  DNAبه منظور ورود مقادير يكسان . يتر متغير بودميكرول

استخراجي به  DNAهاي غلظت نمونه AFLPهاي براي واكنش
  ).1شكل ( تقليل يافتنانوگرم بر ميكروليتر  100
 8 هاي جو زراعي ازبين لاينDNA چندشكلي  بررسي براي

 749در مجموع . )5جدول (استفاده شد  جفت تركيب آغازگري
جفت باز  500تا  100بل امتيازدهي كه اندازه آنها در محدوده باند قا

  .باند چند شكل بودند 93بود، ايجاد شد كه تعداد 

  شجره  منطقه معتدله  شماره  شجره  منطقه معتدله  شماره
36 352/14* YEA389.3/YEA475.4//Productive 50 352/190  S:510/3/Arinar/Aths//DS 2982 

37  352/18  Kavir/Arinar//Ashar/3/Lignee 527/Chn-01//Gustoe/4/Rhn-
08/3/Deir Alla 106//Dl71/ 51  352/216  Zabol  

38  352/29  Alanda-01/3/Arar/Lignee527//Arar/PI386540 52  352/258  Rhn-03*2/M83-194 Ras*32  

39  352/32  
Alanda-
01/7/M126/CM67//As/Pro/3/Alanda/6/UC76252/Arig8/5/Hml
/4/Lth/3/Nopal//Pro/11012-2 

53  352/265  Arbayan/NK1272/4/Arar/3/Mari/Aths*2//M-Att-73-337-1  

40 352/33 Bereke-54/Alanda 54 352/267    
41  352/34  Bereke-54/Alanda 55  352/269  CHAMICO/TOCTE//CONGONA  
42  352/37  Zarjau/80-5151//DZ-40-66/3/Meteor 56  352/283  PETUNIA 1  
43  352/39  PRATO/3/Roubur/WA2136-68//K-281/Skorokhod  57  352/289  ATACO/BERMEJO//HIGO/3/CLN-B/80.5138//GLORIA-

BAR/COPAL/4/CHEVRON-BAR/5/MNS3/6/PINON  

44  352/74  Express/Saida  58  352/291  
PENCO/CHEVRON-
BAR/3/SLLO/ROBUST//QUINA/5/ATACO/BERMEJO//H
IGO/3/CLN-B/80.5138//GLORIA-
BAR/COPAL/4/CHEVRON-BAR  

45  352/75  Express/Saida 59  352/312  CHAMICO/TOCTE//CONGONA  

46  352/116  Rhn//Bc/Coho/3/DeirAlla106//Api/EB89-8-2-15-4/4/Fassa-01  60  352/319  HIGO/LINO//TOCTE/FALCON-
BAR/3/CHAMICO/TOCTE..//  

47  352/144  Kmk//Rbr/Wa2196-68/3/EBC(A)/4/Beecher 61  352/331  Alanda//Lignee527/Arar/3/BF891M-616/4/BF891M-592  
48  352/149  Sawson /3/Zaphar*2//As46/Aths*2  62  352/336  CHAMICO/TOCTE//CONGONA/3/CHENG DU 

105/5/ATACO…  
49  352/166  ICNB-105960/Torkman 63  352/338  HIGO/LINO//TOCTE/FALCON-BAR/3/CHAMI…  
    صحرا 64   
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  AFLPدر روش  هيثانو PCRانجام  يتاچدان برا PCRبرنامه  -4 جدول

  ملاحظات )گراددرجه سانتي(دما )ثانيه(زمان  چرخه
   94 120  چرخه 1

  چرخه 10
30 94 

 63 30  يابدگراد كاهش ميماي اتصال يك درجه سانتيدر هر چرخه د
120 72 

  چرخه 23
30 94 

  30 54 
30 72 

   4 نامحدود  
  

  
حرا، لاين مربوط به رقم ص  DNA ؛bp100 نشانگر اندازه شامل به ترتيب از چپ به راست ها چاهك. CTABهاي جو زراعي با روش سه نمونه از ژنوتيپ شده استخراج  DNA- 1شكل

  .2جدول  50و لاين  18
  

جفت آغازگرهاي مختلف در آشكارسازي چند شكلي  8توانايي 
بيشترين تعداد باند مربوط به  ).6 جدول(ها متفاوت بود بين لاين

باند و كمترين تعداد  112با  M-CTT / E-ACAتركيب آغازگري 
 .باند بود 79با  M-CAT/E-ACAباند مربوط به تركيب آغازگري 

-Mتركيب آغازگري به  همچنين بيشترين باند چندشكل مربوط

CTA/ E-ACA باند و كمترين باند چند شكل مربوط به  16با
بيشترين درصد چندشكلي  .باند بود 7با  M-CTC/E-ACA آغازگر

درصد و كمترين  28/17با  M-CAG/E-ACAمربوط به آغازگر 
 13/8با M-CTC / E-ACAدرصد چندشكلي مربوط به آغازگر

بر طبق نتايج بدست آمده هيچ گونه ارتباط . درصد حاصل شد
مستقيمي بين تعداد كل نوارها با مقدار چندشكلي مشاهده شده 

با M-CTT / E-ACAبراي مثال تركيب آغازگري. وجود نداشت
با M-CAG/ E-ACAآغازگري نسبت به تركيب  112تعداد باند 
ميانگين تعداد . ن دادتري نشادرصد چندشكلي پايين 81تعداد باند 

 AFLP 64الگوي باندي  2شكل . بود 62/11باندهاي چند شكل 

را  AFLPجهت تجزيه  E-ACA/M-CTTنمونه با تركيبات آغازگري 
 .دهدنشان مي

  
در  AFLPجفت تركيبات آغازگري مورد استفاده در آزمايش  -5جدول 

 لاين جو زراعي 64بررسي تنوع ژنتيكي 

 EcoRІز انتخابي با MseІباز انتخابي 
M-CTG  E-ACA  
M-CAG  E-ACA  
M-CTA  E-ACA  
M-CTT  E-ACA  
M-CAA  E-ACA  
M-CTC  E-ACA  
M-CAC  E-ACA  
M-CAT E-ACA   

متغير بود  41/0تا  28/0از ) PIC(محتواي اطلاعات چند شكلي 
-Mمربوط به جفت آغازگر  PICبالاتـرين مقدار ). 7جدول (

CAA/E-ACA  توان از آن براي تمايز بين براين ميبنا .بود 41/0با
 .هاي جو با خويشاوندي بسيار نزديك استفاده كردژنوتيپ
با  M-CTA/E-ACAمربوط به جفت آغازگر  PICمقدار  كمترين
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براي تمام جفت آغازگرهاي مورد استفاده  PICميانگين  .بود 28/0
 هايدر مطالعات اينبرد لاين Lombard et al. (2002). بود 37/0

براي  PIC، مقدار AFLPخالص ذرت با استفاده از نشانگرهاي 
گزارش  25/0 - 31/0آغازگرهاي مختلف مورد استفاده را بين 

در بررسي تنوع ژنتيكي  Mardi et al. (2011)همچنين . ندكرد
 PIC، مقدار ميانگين AFLPگندم دوروم با استفاده از نشانگرهاي 

ميزان اطلاعات چند شكلي، يكي از . اعلام كرد 3/0را برابر با 
پارامترهاي مهم جهت مقايسه نشانگرها از لحاظ قدرت تمايز آنها 

مقادير بالاي اين معيار دلالت بر چند شكلي زياد و وجود . باشدمي
هاي نادر در يك جايگاه نشانگري است و بيانگر قدرت آلل يا آلل

 .Ribeiro-carvalho et al(باشد تفكيك و تمايز بالاي آن نشانگر مي

2004( .  
مشخصات آغازگرها و اطلاعات چند شكلي به دست آمده در آزمايش  - 6جدول

AFLP  لاين جو زراعي 64در بررسي تنوع ژنتيكي  
جفت آغازگر 
  اختصاصي

تعداد 
  باند

تعداد باند 
  چندشكل

درصد 
  چندشكلي

M-CAG/ E-ACA  81  14 28/17 
M-CTA / E-ACA  110  16 54/14 
M-CTT / E-ACA  112  13 6/11 
M-CAA / E-ACA  102  11 78/10 
M-CAC / E-ACA  92  10 86/10 
M-CAT/E-ACA  79  10 65/12 
M-CTG / E-ACA  87  12 79/13 
M-CTC / E-ACA 86  7 13/8 

 45/12 62/11  62/93 ميانگين
  

مورد مطالعه در بررسي تنوع  AFLPنشانگرهاي  PICميزان  - 7جدول 
  زراعي لاين جو 64ژنتيكي 

PIC  جفت آغازگر اختصاصي 
39/0   M-CAG/E-ACA 

28/0 M-CTA/E-ACA 

40/0   M-CTT/E-ACA 

41/0 M-CAA/E-ACA 

29/0   M-CAC/E-ACA 

40/0 M-CAT/E-ACA 

39/0   M-CTG/E-ACA 

40/0 M-CTC/E-ACA 

37/0 ميانگين  

اس ، براسNTSYSpc 2.02eافزار اي با استفاده از نرمتجزيه خوشه
، همچنين ضرايب CLINKو  UPGMA ،SLINKهاي الگوريتم

 عنوان معيار مقايسه انجامتشابه دايس، جاكارد و تطابق ساده به
با  UPGMAبندي بر اساس ضريب جاكارد و روش گروه. شد

 بالاتري هاي ديگر ضريبروش به نسبت 89/0 ضريب كوفنتيك

اي ه خوشهدندروگرام حاصل از تجزي .داد اختصاص خود به را
خط ). 3شكل (گروه مجزا تفكيك كرد  7جمعيت مورد نظر را به 

. شد تعيين) 46/0(برش با توجه به ميانگين ضرايب تشابه 
، گروه 3ارائه شده و با توجه به شكل  8همانطور كه در جدول 

اول، دوم و پنجم هريك داراي تنها يك ژنوتيپ هستند، گروه 
ژنوتيپ در رده بعدي  سهبا  چهارم با دو ژنوتيپ و گروه سوم

ژنوتيپ قرار گرفته  20قرار دارند و پس از آنها نيز گروه هفتم با 
ژنوتيپ بيشترين تعداد ژنوتيپ را به خود  36گروه ششم با . است

  .اختصاص داده بود

  
 يمنظور بررس به E-ACA/M-CTTالگوي نواري جفت آغازگر  -2 شكل

 ژل اين در آميد،اكريلپلي ژل روي يعجو زرا هايلاين بينچندشكل  نوارهاي
 قرار راست به چپ از) 2و  1طبق جدول ( شماره ترتيب به ژنوتيپ 64

  .گرفتند
، براساس NTSYSpc 2.02eافزار با استفاده از نرمماتريس تشابه 

تا  1129/0ضريب تشابه ژنتيكي بين . ضريب جاكارد محاسبه شد
  آمده بيشترين تشابه   دستب  نتايج  براساس  .بود متغير   9538/0
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 هاي جو قرار گرفته در هر گروه بر اساس نشانگرهاي مورد مطالعهتعداد ژنوتيپ -8جدول 

  1گروه   2گروه   3گروه   4گروه 5گروه 6گروه  7گروه 
1-2-6-10-12-

14-20 -21-22-
25-28 -29-31-
34-35 -36-39-
53-57 -61  

3-4-5-7-8-9-13-15-17-
18-19 -23-26-27-30-32-
38-40 -42-43-44-45-46-
47-48 -49-50-51-52-54-
58-59 -60-62-63-64  

16 56-33  55-24 -11  41  37  

  

Coefficient
0.25 0.41 0.57 0.73 0.89

    

 1 
 2 
 10 
 6 
 12 
 25 
 31 
 14 
 53 
 57 
 22 
 21 
 35 
 28 
 29 
 36 
 20 
 34 
 39 
 61 
 3 
 4 
 7 
 49 
 17 
 58 
 59 
 48 
 50 
 5 
 9 
 40 
 52 
 15 
 18 
 60 
 62 
 32 
 44 
 45 
 63 
 64 
 8 
 13 
 51 
 54 
 19 
 27 
 30 
 23 
 26 
 46 
 47 
 43 
 38 
 42 
 16 
 33 
 56 
 11 
 55 
 24 
 41 
 37 

  AFLPتركيب آغازگري  8با استفاده از  UPGMAجاكارد و روش  يبضر اساسبر  لاين جو زراعي 64اي خوشه تجزيه دندروگرام -3 شكل
  

طق ايكاردا هاي منااز لاين) 8871/0( 12و  6ژنتيكي بين دو لاين 
از مناطق  41در گروه هفتم و كمترين تشابه ژنتيكي بين لاين 

) 0462/0(معتدله در گروه دوم و رقم بومي صحرا در گروه ششم 
در بررسي تنوع ژنتيكي بلوط ايراني در غرب كشور  .مشاهده شد

تا  32/0ضريب تشابه ژنتيكي بين  AFLPبا نشانگر مولكولي 

همچنين در ). Mashayekhi et al. 2010(حاصل شد  74/0
گيري از هاي گندم سرداري با بهرهبررسي تنوع ژنتيكي اكوتيپ

 89/0تا  50/0ها از دامنه تشابه بين اين اكوتيپ AFLPنشانگر 
  ). Osmani and Siosemarde 2009(متغير بود 
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منظور بررسي توزيع در اين مطالعه تجزيه به مختصات اصلي به
افزار ، با استفاده از نرمAFLPاي مناسب ژنومي نشانگره

GenALEx V.6.2 تجزيه به مختصات اصلي بر . انجام گرفت
. دست آمده از ضريب جاكارد انجام شد اساس ماتريس تشابه به

اي را تاييد نتايج تجزيه خوشه ،نتايج تجزيه به مختصات اصلي
پيشنهاد كردند كه تجزيه به  Messmer et al. (1992) .كرد

اي صلي به عنوان روشي مكمل براي تجزيه خوشهمختصات ا
هاي منجر به استفاده بهينه و استخراج حداكثر اطلاعات از داده

ها بر بندي لاينهفت گروه حاصل از دسته. مولكولي خواهد شد
باشد قابل تشخيص مي كاملا 4شكل  اي، دراساس تجزيه خوشه

محل مناسب و  اي ازتجزيه خوشه نموداركه اين مسئله مويد قطع 
اولين مولفه اصلي بيشترين . باشدها ميبندي صحيح اكوتيپدسته

ها را در بردارد و داده) درصد 57/37(هاي اوليه تغييرات داده
همبستگي بالايي با يكديگر نشان داده و دومين مولفه اصلي 

مولفه اولين بعد از را ) درصد 37/28(بيشترين تغييرات باقيمانده 
درصد  86/77در مجموع سه مولفه اول . كندمي اصلي توجيه

نتايج تجزيه به مختصات اصلي . تغييرات واريانس را توجيه كردند
مورد استفاده داراي توزيع  AFLPجفت نشانگر  8نشان داد كه 

  .مناسب ژنومي بوده است

  
 64تجزيه به مختصات اصلي بر اساس مولفه اول و دوم بر روي  -4شكل 

  تركيب آغازگري 8ي با استفاده از ژنوتيپ جو زراع
  

ترين غلات جهان به جهت تنوع ژنتيكي جو به عنوان يكي از مهم
. مورد بررسي قرار گرفت AFLPاقتصادي با نشانگر مولكولي 

هاي زراعي نتايج اين بررسي حاكي از وجود تنوع بالا در بين لاين
يي كه در هااغلب ژنوتيپ .هاي مناطق معتدله بودجو به ويژه لاين

هاي انفرادي هاي اول، دوم، سوم و چهارم به صورت ژنوتيپگروه
در گروه . هاي مناطق معتدله هستنداند، متعلق به لاينواقع شده
هاي منطقه ژنوتيپ مربوط به لاين 15ژنوتيپ موجود،  20هفتم از 

هاي مناطق معتدله در اين ژنوتيپ از لاين 5ايكاردا هستند و تنها 
رقم بومي صحرا نيز در گروه هفتم واقع . ر گرفته استگروه قرا

هاي ايكاردا و ژنوتيپ متعلق به لاين 16شده است، در اين گروه 
با توجه به شجره . هاي مناطق معتدله هستندژنوتيپ از لاين 19

هايي كه در يك گروه واقع هاي مورد بررسي اغلب ژنوتيپلاين
. رك در شجره خود هستنداند، داراي حداقل يك ژنوتيپ مشتشده

از آنجا كه تشابه ژنتيكي با فاصله ژنتيكي رابطه معكوس دارد، لذا 
و رقم بومي صحرا كه كمترين تشابه ژنتيكي را نشان  41لاين 

بنابراين در . دادند داراي بيشترين فاصله يا اختلاف ژنتيكي هستند
قي و توان از اين دو لاين براي انجام تلاهاي اصلاحي ميبرنامه

 بيشترين ميزان. بالا استفاده كرد توليد نتاج داراي تنوع ژنتيكي
PIC مربوط به تركيب آغازگري E-ACA/ M-CAA )41/0 (بود .

هايي با خويشاوندي توان از آن براي تمايز بين ژنوتيپبنابراين مي
پذيري بالا به دليل تكرار AFLP روش. بسيار نزديك استفاده كرد

ند در يك آزمون، يك تكنيك مفيد و قابل اعتماد و تعداد زيادي با
پذيري، يك روش ساده براي ارزيابي كيفيت باشد زيرا تكرارمي

بندي  توان خوشهشود كه در نتيجه مينشانگر محسوب مي
هاي حاصل از آن براي ارقام متفاوت انجام صحيحي بر اساس داده
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