
 

 

   

 

 ژنتيک نوين

 9315 زمستان، 4، شماره يازدهمدوره 

 571 - 515صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 تنوع ژنتيكي

 سيتوژنتيک

 ماركر

 چچم

 چكيده

 

 

 

 

 

با استفاده از نشانگر  Lolium multiflorumبررسی تنوع ژنتیکی 

 و صفات کاریوتیپی ISSRملکولی 

 

The study of genetic variation in Lolium multiflorum using ISSR 

molecular marker and karyotype traits 

 
 4، هومن شیروانی3، هوشمند صفری2اشرف جعفری، علی1*سوسن عباس زاده

 

  ، ايرانکرمانشاه، دانشگاه آزاد اسلامي، کرمانشاهواحد ، باشگاه پژوهشگران جوان و نخبگان -1

 موسسه تحقیقات جنگلها و مراتع کشور، تهران ،استاد -2

مراتع، مرکز تحقیقات و آموزش کشاورزی و منابع طبیعي استان کرمانشاه، ها و بخش تحقیقات جنگل مربي، -3

 سازمان تحقیقات، آموزش و ترويج کشاورزی، کرمانشاه، ايران

 دانشگاه پیام نور ،گروه کشاورزی ،مربي -4

 
Abbaszade S

*1
, Jafari AA

2
, Safari H

3
, Shirvani H

4
 

 

1- Young Researchers and Elite Club, Kermanshah Branch, Islamic Azad University, 

Kermanshah, Iran  

2- Professor, Research Institute of Forests and Rangelands, Tehran, Iran 

3- Instructor, Research Department of Forests and Rangelands, Kermanshah 

Agricultural and Natural Resources Research and Education Center 

4- Instructor, Department of Agriculture, Payame Noor University, Iran 

 

 so.abbaszade@yahoo.com :نويسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکي *

 (22/6/19 :تاريخ پذيرش - 11/7/14 :تاريخ دريافت)

و  خصوصيات كاريوتيپيبر اساس  Lolium multiflorumژنوتيپ از گونه  93ژنتيكي تعداد تنوع 

. سلول متافازی تهيه شد پنجبرای هر ژنوتيپ، كاريوتيپ برای . ملكولي مورد بررسي قرار گرفت

دار ها تنوع معنيبين آندر و  نامتقارني بودند های مورد بررسي دارای كاريوتيپ تقريباًژنوتيپ

های ديپلوئيد متوسط ها نشان داد ژنوتيپنتايج مقايسه ميانگين. برای صفات كاريوتيپي وجود داشت

های تتراپلوئيد عدم ژنوتيپ. های تتراپلوئيد داشتندتری نسبت به ژنوتيپطول كروموزوم بيش

تكامل كاريوتيپي گونه . داشتندهای ديپلوئيد تری نسبت به ژنوتيپتقارن درون كروموزومي بيش

L. multiflorum تر از طريق عدم تقارن درون های مورد بررسي بيشبا توجه به ژنوتيپ

-كروموزومي بود و با افزايش سطح پلوئيدی از ديپلوئيد به تتراپلوئيد عدم تقارن درون كروموزوم

و  9264های ريوتيپي و ژنوتيپترين تكامل كابيش plcو  vi، 374، 315های ژنوتيپ. تر شدها بيش

 96های مورد مطالعه با استفاده از تنوع ژنتيكي ژنوتيپ. ترين تكامل كاريوتيپي را داشتندكم 9725

عدد دارای باندهای قابل امتياز  1آغازگر  96مورد بررسي قرار گرفت كه از اين  ISSRآغازگر 

باند  95 ،كنند كه از اين تعدادتوليد باند 22در مجموع توانستند  ISSRآغازگرهای . دهي بودند

ترين تعداد بيش IS12و  IS9های آغازگر. يک شكل مشاهده شد و ساير باندها چند شكل بودند

بر اساس . را نشان دادند( باند سهتعداد )ترين تعداد باند كم IS15و آغازگر ( باند 95تعداد )باند 

، IS9 ،IS10 ،IS13مشاهده شد و آغازگرهای ها چندشكلي مطلوبي در بين ژنوتيپ ISSRماركر 

IS14  وIS16 بر . ساله، تعيين شدندهای گونه چچم يکعنوان آغازگرهای مناسب برای بررسيبه

صورت كامل تفكيک نشدند و ههای ديپلوئيد و تتراپلوئيد بژنوتيپ ،های مورد بررسيآغازگراساس 

لازم به ذكر . تتراپلوئيد در يک گروه قرار گرفتندهای با ژنوتيپ 374"و  313دو ژنوتيپ ديپلوئيد 

 . ها تطابق نداشتها با منشا جغرافيايي آنبندی ژنوتيپاست گروه
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 از يکي Ryegrassانگلیسي  نام و چچم فارسي نام با لولیوم جنس

 ایمديترانه نواحي از که معتدله است مناطق هایگراس ترينمهم

 غربي، جنوب آسیای اروپا، در ایطور گستردهبه و گرفته منشأ

 و( Tsvelev 1989) يافته گسترش آفريقا و شمال میانه آسیای

 1997)است شده پراکنده دنیا معتدله نواحي در سراسر امروزه

Bennett.) های گیاهي در يك محیط موجب پايداری و تنوع گونه

حائز اهمیت  نکتهاما  شودآن اکوسیستم ميافزايش قابلیت تولید 

تواند نقش مهمي در میزان ها ميکه تنوع داخل گونه  است اين

 از آگاهي(. Michaud et al. 1991) تولید يك اکوسیستم ايفا کند

 و گیاهي هایپلاسمژرم در آن دقیق برآورد و ژنتیکي تنوع سطح

 از بسیاری اساس و پايه مواداصلاحي، بین ژنتیکي روابط تعیین

کسب اطلاع از فاصله ژنتیکي در بین . است اصلاحي هایبرنامه

های مورد ها و آگاهي از روابط خويشاوندی گونهافراد يا جمعیت

-نمونه و توارثي دهي ذخايرنظر در برنامه اصلاحي، امکان سازمان

 هایبرنامه در تنوع از بهتر برداریو بهره هاژنوتیپ از مؤثر گیری

 همین به (.Sharma et al. 2007) سازدفراهم مي را اصلاحي

-ويژگي مورفولوژيك، صفات مختلفي مانند از نشانگرهای منظور

 .Brummer et al) شودمي استفاده و ملکولي يسیتوژنتیکهای 

1991; Echt et al. 1994; Kalo et al. 2000.)  استفاده از

گیاهان و کمك به  بندیخصوصیات کاريولوژيکي به منظور طبقه

تدريج مطرح و به ،حل مسائل و مشکلات تاکسونومي کلاسیك

(. Helser and Whitaker 1948) استبرده شدهبه اهمیت آن پي

 معیارها از مفیدترين يکي عنوانبه تواندمي کروموزوم مورفولوژی

-هم (.Stebbins 1971) باشد تاکسونومیکي روابط بررسي جهت

 مطالعه در مهم فاکتورهای از که يکي ريوتیپکا تقارن بحث چنین

 هایروش .(Goldblatt and Johnso 1998) هاستگونه تکامل

 ذخاير و تشخیص يژنتیک تنوع ارزيابي برای متعددی مولکولي

 هاISSR .(Botstein et al. 1980) اندشده ابداع گیاهان در توارثي

نیمه تصادفي  نشانگرهای مولکولي (های بین ريز ماهوارهتوالي)

اين نشانگر تا حدودی مشابه  .(Brantestam et al. 2004) هستند

باشد با اين تفاوت که در اينجا آغازگرها همان  مي RAPDنشانگر 

در واقع . اند متصل شده باشند که در يك انتها توالي ريزماهواره مي

را  SSRو  RAPDهمین مسأله مزيت اين نشانگر نسبت به 

 RAPDچرا که مشکل پرايمرهای تصادفي در  ،موجب شده است

ها و  يابي ناحیه متصل به ريزماهوارهگ و توالينو انجام کلونی

 را باشدميبر  که بسیار دشوار و هزينه SSRطراحي پرايمر در 

در هر حال هدف از  (.Rosenberger 1982) برطرف نموده است

له با ساجمعیت چچم يك 13تحقیق حاضر ارزيابي تنوع ژنتیکي 

های مولکولي و سیتوژنتیکي و ارتباط میان اين استفاده از نشانگر

 .باشدمي نشانگرها

 

تهیه شده  Lolium multiflorumژنوتیپ  13در تحقیق انجام شده 

در آزمايشگاه ( 1جدول )از بانك ژن منابع طبیعي ايران 

بیوتکنولوژی و سیتوژنتیك مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع 

. مورد ارزيابي قرار گرفت 1312طبیعي استان کرمانشاه در سال 

-، ريشههاآن رشد ها در شرايط کنترل شده وکشت نمونه پس از

. شدندگیری انتخاب برای نمونه متر سانتي يكتا  9/0های با طول 

های ترين تعداد سلولصبح بیش 11تا  10در فواصل زماني 

 .شدمشاهده متافازی 
 

 

 های مورد بررسيکد بانك ژن و منشاء ژنوتیپ -1جدول 

 کد بانك ژن منشاء شماره کد بانك ژن منشاء شماره

G1 374 ايتالیا G7 393 ايتالیا 

G2 1766 هلند G8 1551 روسیه 

G3 روسیه vi G9 374 ايتالیا" 

G4 1624 هلند G10 1151 ناشناخته 

G5 ناشناخته plc-Early G11 390 ايتالیا 

G6 1765 هلند G12 1268 فرانسه 

   G13 آمريکا usa 
 

 

 

 

 

  مقدمه

  هامواد و روش
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 سهمدت   به درصد يكمحلول آلفا برومونفتالین تیمار با پیش

پس از اين . انجام گرفتگراد  درجه سانتي چهارساعت در دمای 

ساعت در محلول  12مدت  به عمل تثبیت برایها ريشه ،مرحله

برای نگهداری ها نمونه ،بعد از تثبیت. قرار گرفتند لويتسکي

درجه  چهاردرصد در دمای  70طولاني بلافاصله در الکل اتیلیك 

پس از  هاجهت مطالعه ژنوتیپ. يخچال منتقل شدند گراد بهسانتي

ها در ماده  درصد، نمونه 70ها از الکل اتیلیك کردن ريشه خارج

درجه  64در درجه حرارت ( نرمال يك NaOH)هیدرولیزکننده 

بعد از هیدرولیز، . دقیقه قرار داده شدند هشتگراد، به مدت  سانتي

ساعت قرار  چهارمدت  به ها در محلول رنگ هماتوکسیلیننمونه

ها روی لام، منطقه مريستمي با  پس از قرار دادن نمونه. گرفتند

محلول اسید  استفاده از تیغ مخصوص برش داده شد و يك قطره

روی نمونه ريخته و لامل روی آن گذاشته شد،  درصد 49استیك 

های ريشه پخش با وارد کردن ضربات آهسته بر روی نمونه سلول

های ژنوتیپهای متافازی برداری از سلول ور عکسمنظ به. شدند

تصاوير . شدمورد مطالعه از سیستم مانیتورينگ استفاده 

مدل  بر روی میکروسکوپ نوریکروموزومي از طريق دوربین که 

 9 هایکروموزوم. ذخیره شدند نصب شده بود BH2المپیوس 

افزار  در نرم برداری شده از هر ژنوتیپمتافازی عکس سلول

Photoshop با . شدزده و در يك فايل جداگانه، مرتب  برش

و از طريق مشخص کردن  MicroMeasure  3.3افزاراستفاده از نرم

های  ها، ويژگيابتدا و انتهای کروموزوم و محل سانترومر آن

، طول بازوی کوتاه (LA)نظیر طول بازوی بلند  کروموزومي

(SA) طول کل کروموزوم ،(TL)بازوها ، نسبت (AR) شاخص ،

چنین پارامترهای تکامل کاريوتیپي شامل هم و( CI)سانترومری 

شاخص  ،(Huziwara 1962) (TF%)درصد شکل کلي کروموزوم 

نامتقارن بودن  شاخص، (A1) نامتقارن بودن درون کروموزومي

( DRL)و اختلاف طول نسبي کروموزوم ( A2) بین کروموزومي

(1986 Romero-Zarco )محیط  محاسبه و درExcel  ذخیره

تعیین  Levanها بر اساس روش چنین نوع کروموزوم، همشدند

افزار  های آماری توسط نرمتجزيه. (Levan et al. 1964) شد

MSTATC  وMINITAB ذکر است که  لازم به. صورت گرفت

 دوربینبا استفاده از  X100بزرگنمائي تصاوير حاصل از لنز 

  .برابر بود 2779 اًموجود در سیستم مانیتورينگ تقريب

، ابتدا بذور در گلدان کشت و پس از DNAمنظور استخراج به

تغییر  CTABروش به DNAاز برگ هر ژنوتیپ استخراج  ،رشد

 DNAکیفیت  و کمیت. انجام گرفت (Torres et al. 1993) يافته

 روش و ددرص 2/0آگارز  از ژل استفاده با شده استخراج

( PCR)ای پلیمراز واکنش زنجیره. مشخص شد اسپکتروفتومتری

مولار میلي دوالگو،  DNAنانوگرم  90)میکرولیتر  20 حجم در

MgCl2 ،09/0 هر  از مولارمیليdNTP ،2/0 آغازگر،  میکرومول

به مقدار  واکنش بافر و Taq DNA Polymeraseآنزيم  يك واحد

x1 )سازیواسرشت مرحله يك شامل حرارتي چرخه. انجام شد 

 39 و دقیقه چهار مدت به و گرادسانتي درجه 19 دمای در اولیه

 واسرشت دمای و زمان نیز، چرخه هر در که بود حرارتي سیکل

 اتصال زمان گراد،سانتي درجه 19 و ثانیه 30 ترتیببه سازی

 چنینهم .بود متفاوت آغازگر هر برای آن دمای و ثانیه 49 آغازگر

 درجه 72 و ثانیه 60 ترتیببه نیز رشته توسعه دمای و زمان

 72 دمای در دقیقه پنج مدت به نهايي توسعه. بود گرادسانتي

 درصد دو آگارز ژل از آزمايش اين در .شد انجام گرادسانتي درجه

 به 100 ولتاژ با عمل الکتروفورز .شد استفاده TBE واکنش بافر با

 آمیزیرنگ جهت ژل سپس و گرفت صورت ساعت 9/2 میزان

 مدت به( لیترمیکرو در میکروگرم يك) برمايد اتیديوم محلول در

 نمايان جهت Gel Document دستگاه از و داده قرار دقیقه 49-30

های افزاردر پايان نیز با استفاده از نرم. شداستفاده  باندها شدن

NTSYS ،DARwin6  وGenAlEx6.2 های حاصل مورد داده

از طريق ( PIC)محتوی اطلاعات چند شکل . قرار گرفت بررسي

2 فرمول

1

1PIC 



n

i

Pi (Powell et al. 1996 )محاسبه شد. 

 

های مورد ژنوتیپ و کاريوگرام متافازی هایتصاوير سلول 1شکل 

سطح پلوئیدی، تعداد  ،برای هر کاريوتیپ. دهد را نشان ميمطالعه 

و ، تعداد ماهواره (X)کل کروموزوم، تعداد کروموزوم پايه

که  شددار به همراه فرمول کاريوتیپي تعیین کروموزوم ماهواره

از  نتايج نشان داد، .استنشان داده شده 2نتايج حاصل در جدول 

های مورد بررسي، شش ژنوتیپ تتراپلوئید و هفت بین ژنوتیپ

-ژنوتیپدر تمامي تعداد کروموزوم پايه  وئید بودند وژنوتیپ ديپل

  نتایج و بحث
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بنابراين از نظر تعداد کروموزوم پايه ، بود هفتمورد مطالعه  های

ولي برای سطح پلوئیدی دو  شدمشاهده ن هاژنوتیپتنوع بین 

شش گونه از جنس  Thomas( 1981). دسته ژنوتیپ وجود داشت

رزيابي قرار داد و علاوه مورد ا C-bandingلولیوم را با استفاده از 

تنوع بالايي برای مناطق  2n=2x=14بر گزارش سطح پلوئیدی 

ها فرمول کاريوتیپي برای ژنوتیپ .هتروکروماتیني گزارش کرد

، 5m+3sm+6stفرمول  1766و  374های متفاوت بود، ژنوتیپ

های ، ژنوتیپ2m+2sm+3stفرمول  1191و  374"های ژنوتیپ

فرمول  vi، ژنوتیپ 3m+4smول فرم usaو  1262، 313

3m+5sm+6st 8فرمول  1624، ژنوتیپm+6sm ژنوتیپ ،plc 

، ژنوتیپ 5m+9smفرمول  1769، ژنوتیپ 4m+4sm+6stفرمول 

فرمول  310و ژنوتیپ  3m+3sm+1stفرمول  1991

3m+1sm+3st توان بیان داشت که کاريوتیپ تمام بنابراين مي .بود

متاسانتريك و متاسانتريك، سابهای ها از کروموزومژنوتیپ

است و از نظر فرم کروموزمي تنوع تلوسنتريك تشکیل شدهساب

مورد مطالعه دارای  هایژنوتیپو  شدای مشاهده درون گونه

بر اساس   Safari(2008) .های تقريبا نامتقارني بودندکروموزوم

و  Sophora ،Coluteaهای فرمول کاريوتیپي برای جنس

Hedysarum در تمام . اريوتیپ تقريبا متقارني گزارش کردک

صورت که در بدين. شدهای مورد بررسي ماهواره مشاهده ژنوتیپ

شش ماهواره و  1769و  vi ،1624 ،plc، 1766، 374های ژنوتیپ

سه  usaو  1262، 310، 1191، 374"، 1991، 313های در ژنوتیپ

قرار گرفتن  ، طول و محلماهواره مشاهده شد، که از نظر تعداد

براساس جدول . ها تنوع وجود داشتژنوتیپماهواره در بین 

قرار  A2در کلاس ها تمام ژنوتیپ Stebbin (1971) دوطرفه

های بنابراين مشاهده شد که بر اساس اين جدول ژنوتیپ. ندگرفت

مورد بررسي تقارن کروموزومي متوسطي داشتند و اين شاخص 

 .اين گونه را نشان دهدهای نتوانست تنوع بین ژنوتیپ

منظور بهتر مشخص نمودن تنوع در تقارن درون کروموزمي و به

ارن بودن درون قهای شاخص نامت، پارامتربین کروموزومي

، (A2) ، شاخص نامتقارن بودن بین کروموزومي(A1) کروموزومي

ترين ترين کروموزوم از کوچكاختلاف دامنه طول نسبي بزرگ

 شدمحاسبه  (TF%)صد شکل کلي در و (DRL) کروموزوم

بر اساس شاخص نامتقارن بودن درون کروموزومي . (2جدول )

(A1)  درصد شکل کليو (%TF )374 هایژنوتیپ ،vi ،plc  و

ترين دارای نامتقارن ،TF%ترين و کم A1ترين میزان با بیش 310

ها در ها بودند و از نظر تکاملي با توجه با اين پارامترکروموزوم

و  313، 1769، 1624های بالاتری قرار گرفتند و ژنوتیپ هدرج

usa ها بودند و با توجه به اين ترين کروموزومدارای متقارن

های مورد ترين مرتبه تکاملي در بین ژنوتیپها در پايینپارامتر

ها دارای تکامل کاريوتیپي ديگر ژنوتیپ. بررسي قرار داشتند

 .متر بودندمتوسطي بر اساس اين دو پارا

(2001 )Shariat های يونجه يكدر بررسي تنوع ژنتیکي جمعیت-

هائي نظیر درصد ها از کمیتساله جهت ارزيابي تقارن کاريوتیپ

اختلاف بین حداکثر و حداقل طول  و( TF%)شکل کلي 

و با استفاده از جدول  نموداستفاده  (DRL)ها کروموزوم

Stebbins قرار دادمطالعه  مورد راها تقارن کاريوتیپي جمعیت .

مشاهده شد که  (A2)برای شاخص نامتقارن بودن بین کروموزومي 

ترين عدم تقارن بین دارای کم 1262و  1769های ژنوتیپ

ترين کاريوتیپ را کروموزومي بود و بر اساس اين شاخص متقارن

 .ترين درجه قرار گرفتندداشتند بنابراين از نظر تکاملي در پايین

ترين کاريوتیپ بر اساس با داشتن نامتقارن usaو  viهای پژنوتی

ترين دارای بیش (A2)شاخص نامتقارن بودن بین کروموزومي 

تکامل کاريوتیپي بودند اما برای شاخص اختلاف طول نسبي 

با توجه به اينکه  (DRL)ترين کروموزوم ترين به کوچكبزرگ

شاخص شديدا ها متفاوت بود و اين سطح پلوئیدی جمعیت

-در بین جمعیت ،(Safari 2008)ه به سطح پلوئیدی است توابس

اختلاف ترين دارای کم 1769و  1624های های تتراپلوئید ژنوتیپ

ترين کروموزوم ترين کروموزوم از کوچكدامنه طول نسبي بزرگ

(DRL) دارای کم 1262های ديپلوئید ژنوتیپ و در بین جمعیت-

ها بر اساس شاخص که اين ژنوتیپبودند  DRL مقدارترين 

تکامل کاريوتیپي بودند و از طرف ديگر  ترينمذکور دارای کم

از گروه ديپلوئید  374"از گروه تتراپلوئید و ژنوتیپ  viژنوتیپ 

ترين تکامل کاريوتیپي بر و بیش DRLترين میزان دارای بیش

 ارزش نسبي کروماتینبا توجه به . اساس اين شاخص بودند

(VRC) 1991، 313های ژنوتیپترين میزان کروماتین به بیش ،

 .اختصاص داشت usaو  1191
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 های مورد بررسيژنوتیپ و کاريوگرام تصاوير سلول متافازی -1شکل 

 
 

تر و در نتیجه ها دارای میزان کروماتین بیشبنابراين اين ژنوتیپ

ترين مقدار ارزش نسبي کم. تری هستندتکامل کاريوتیپي بیش

 .اختصاص داشت 1262ژنوتیپ  کروماتین به

 هاژنوتیپبین دار معني تعیین وجود يا عدم وجود تفاوت منظوربه

تکرار استفاده  پنج با طرح کاملا تصادفي پايه از تجزيه واريانس بر

نشان داده شده  3در جدول  آمدهبدست که میانگین مربعات  شد

طول ، (TL)طول کل صفات  نظراز  هاژنوتیپبین در  .است

 شاخص سانترومری ،(SA)و کوتاه کروموزوم ( LA)بازوی بلند 

(CI ) نسبت بازوی بلند به کوتاه و(AR ) بر اساس تجزيه

 .شتوجود دا يك درصدداری در سطح اختلاف معني واريانس

بین ژرم  داریمعنيتنوع  گیری شدهاندازهصفات  بنابراين برای

وجود . برای صفات کاريوتیپي وجود داردهای مورد بررسي پلاسم

ها از دار برای صفات کاريوتیپي در بین برخي از گونهتنوع معني

توسط  Amorphaو  Coronilla ،Cassiaهای جنس

(2012)Jalilian et al.  های سه گونه جنس و در بین جمعیت

Sophora (2008) توسط Safari et al. با  .استهگزارش شد

مورد برای صفات  هاژنوتیپای دانکن استفاده از آزمون چند دامنه

شدند بندی مقايسه و دسته پنج درصددر سطح  ،بررسي

صفت طول کل کروموزوم  مقايسه میانگینبا توجه به (. 4جدول)

(TL) داشتن بلندبا  1991و  313های مشاهده شد که ژنوتیپ-

 Aدر گروه ( میکرون 11/7و  14/7ترتیب به)ها ترين کروموزوم

 .نداشتند ياختلاف plcو  usa ،310های قرار گرفتند که با ژنوتیپ

ترين دارای کوتاه 1766و  1262های از طرف ديگر ژنوتیپ

بودند و ( میکرون 03/6و  12/9ترتیب با میانگین به)کروموزوم 

دار در اختلاف معني usaو  310، 1991، 313ی هاتنها با ژنوتیپ

به  1624و  1766، 1262های ژنوتیپ. داشتند پنج درصدسطح 

 43/3و  31/3، 36/3ترتیب با داشتن متوسط طول بازوی بلند 

های ترين طول بازوی بلند را داشتند و با ژنوتیپمیکرون کوتاه

plc ،usa ،313 ،1991  پنج  دار در سطحاختلاف معني 310و

و  313های ژنوتیپ، (SA) طول بازوی کوتاهبرای . داشتند درصد

usa ترين میانگین طول دارای بلند 126/2و  141/2ترتیب با به

 .قرار گرفتند Aو در گروه  ندبود بازوی کوتاه
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 640/1)ترين طول بازوی کوتاه دارای کوتاه 374ژنوتیپ 

و  plc ،usa ،1769 ،313، 1624های و با ژنوتیپ بود( میکرون

برای صفت . داشت پنج درصددار در سطح اختلاف معني 1991

 به ژنوتیپ( 312/0)ترين میزان بیش( CI)شاخص سانترومری 

های قرار داشت و با ژنوتیپ Aتعلق گرفت، که در گروه  1624

ترين میزان کم. نشان نداد ياختلاف usaو  1262، 313، 1769

ترين عدم يا به عبارت ديگر بیش( 274/0)شاخص سانترومری 

تقارن درون کروموزومي بر اساس اين شاخص مربوط به ژنوتیپ 

ترين بیش( AR)وتاه برای صفت نسبت بازوی بلند به ک .بود 374

، 96/2ترتیب به)بود  374و  plc، 310های میزان مربوط به ژنوتیپ

متعلق ( AR)ترين نسبت بازوی بلند به کوتاه کم .(47/2و  91/2

، 09/2ترتیب به) 1624و  usa، 313، 1769، 1262های به ژنوتیپ

بندی کلي برای در يك جمع .بود( 22/1و  16/1، 16/1، 17/1

 1991، 313های توان بیان داشت که ژنوتیپها ميمیانگین مقايسه

و ( LA)، بازوی بلند (TL)ها ترين کروموزومدارای بلند usaو 

. ، اما دارای عدم تقارن درون کروموزومي پائین بودند(SA)کوتاه 

ترين عدم دارای بیش 1191و  vi ،1766 ،"374، 374های ژنوتیپ

و ( CI)اساس شاخص سانترومری تقارن درون کروموزومي بر 

اما دارای طول کل کروموزومي ( AR)نسبت بازوی بلند به کوتاه 

(TL )های کوتاهي و طول بازو(SA )و  310های ژنوتیپ. بودند

plc  هم از لحاظ صفات طولي و هم از نظر صفات تقارني در رده

توان ها بودند و ميمطلوبي قرار داشتند و برتر از ديگر ژنوتیپ

با در نظر گرفتن . بیان داشت که تکامل کاريوتیپي بالايي داشتند

توان بیان داشت که های مورد بررسي ميسطح پلوئیدی ژنوتیپ

از لحاظ صفات طولي کروموزوم برتر  های ديپلوئید اکثراًژنوتیپ

بر اساس صفات تقارني در  های تتراپلوئید اکثراًبودند و ژنوتیپ

  .ار داشتندهای برتر قررده ژنوتیپ

تواند عاملي در توان بیان داشت افزايش سطح پلوئیدی ميپس مي

جهت افزايش تکامل از طريق افزايش عدم تقارن درون 

کروموزومي باشد اين نکته علاوه بر اين است که خود افزايش 

 . شودسطح پلوئیدی باعث افزايش میزان کروماتین مي

در  Wardای به روش از تجزيه خوشه دست آمده دندروگرام به

شود با برش طور که مشاهده مي همان. استارائه شده 2شکل 

طبق دندروگرام . خوشه قرار گرفتند دو ها دردندروگرام اکسشن

 (1191و  plc ،313 ،310، 1991) اکسشن پنج خوشه اول شامل

ها تتراپلويید و ساير ژنوتیپ plcبود که در بین اين گروه ژنوتیپ 

 های مورد بررسيژنوتیپکاريوتیپي ( تکامل)های تقارن پارامتر، کاريوتیپي خصوصیات -2 جدول

 فرمول کاريوتیپي VRC DRL %TF A1 A2 دارکروموزوم ماهواره ماهواره تعداد سطح پلوئیدی ژنوتیپ

374 
2n=4x=28 6 1,2,3,5,6,7 

6.155 4.066 26.637 0.5237 0.1794 
5m+3sm+6st 

1766 
2n=4x=28 6 2,3,4,6,7,8 

6.032 4.217 28.521 0.4977 0.1737 
5m+3sm+6st 

vi 
2n=4x=28 6 2,3,4,5,6,7 

6.555 4.566 27.493 0.5117 0.1909 
3m+5sm+6st 

1624 
2n=4x=28 6 1,3,4,6,7,8 

6.395 3.780 30.896 0.4270 0.1715 
8m+6sm 

plc 
2n=4x=28 6 2,3,4,6,7,8 

6.843 4.156 27.873 0.5070 0.1740 
4m+4sm+6st 

1765 
2n=4x=28 6 1,2,4,5,6,7 

6.519 3.898 30.256 0.4451 0.1649 
5m+9sm 

393 
2n=2x=14 3 1,3,4 

7.137 6.921 30.115 0.4453 0.1753 
3m+4sm 

1551 
2n=2x=14 3 2,3,4 

7.108 6.690 29.204 0.4661 0.1745 
3m+3sm+1st 

374" 
2n=2x=14 3 2,3,4 

6.357 7.344 28.615 0.4968 0.1757 
2m+2sm+3st 

1151 
2n=2x=14 3 2,3,4 

7.108 6.690 29.204 0.4661 0.1745 
2m+2sm+3st 

390 
2n=2x=14 3 1,2,3 

6.930 7.146 26.053 0.5294 0.1789 
3m+1sm+3st 

1268 
2n=2x=14 3 1,2,3 

5.982 5.699 29.220 0.4772 0.1550 
3m+4sm 

usa 
2n=2x=14 3 2,3,4 

7.079 6.693 30.032 0.4457 0.1897 
3m+4sm 
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، 1642، 1769) اکسشن هشتخوشه دوم شامل . ديپلويید بودند

که در بین اين خوشه بود ( usaو  1191، 374"، 1766، 1262

ها تتراپلويید ديپلويید و ساير ژنوتیپ 1262و  374" هایژنوتیپ

  .بودند

کده از   باند تکثیر کنندد  66در مجموع توانستند  ISSRهای آغازگر

ها چند شکل باند يك شکل مشاهده شد و ساير باند 10اين تعداد 

 10تعدداد  )تدرين تعدداد باندد    بیش IS12و  IS9های آغازگر. بودند

را نشدان  ( باندد  سهتعداد )ترين تعداد باند کم IS15و آغازگر ( باند

ژنوتیپ مورد بررسي با استفاده از  13الگوی باندی  3شکل . دادند

 . دهدرا نشان مي IS11ی هاآغازگر

(2008 )Pivoriene and Pasakinskiene  رقم چچم  16تعداد

مورد بررسي قرار دادند و  ISSRچند ساله را با استفاده از مارکر 

گزارش  ISSRدار در بین ارقام با استفاده از مارکر تنوع معني

روش  ISSRنگاری چنین بیان داشتند که انگشتکردند و هم

 .هت تعیین تنوع ژنتیکي ارقام چچم بوده استکارآمدی ج

(2007) Pivoriene and Pasakinskiene  بررسي تفاوت در

ساله و چچم چندساله با استفاده از نشانگر ژنتیکي چچم يك

ISSR 97ساله و چند ساله از تعداد که بین چچم يك دندنشان دا 

آمده  نتايج بدست .باند متفاوت بودند 37باند تشکیل شده تعداد 

-کم. استارائه شده 9های استفاده شده در جدول برای آغازگر

به میزان  IS15و  IS11های ترين میزان درصد چند شکلي را آغازگر

ترين درصد چند شکلي برای داشتند و بیش درصد 67/66

چنین بود، هم درصد 100به میزان  IS13و  IS9 ،IS10های آغازگر

متوسط تعداد . بود درصد 46/23میانگین درصد چندشکلي برابر 

 33/7ژنوتیپ برابر  13های تولید شده توسط هر آغازگر برای باند

 .بود 22/6های چندشکل بود و متوسط تعداد باند

 

 

 میانگین مربعات تجزيه واريانس صفات کاريوتیپي -3 جدول

AR CI SA LA TL تغییراتمنابع  درجه آزادی 

 ژنوتیپ 12 **0.794 **0.183 **0.128 **0.001 **0.299

 خطا 52 0.154 0.057 0.019 0.0002 0.036

 (CV%) ضريب تغییرات 5.95 6.59 7.25 4.5 8.54

 میانگین  6.58 3.63 1.89 0.30 2.23

 .دار استمعني يك درصدمیانگین مربعات تیمار در سطح  **

TL= ، طول کل کروموزوم LA= ، بازوی بلند SA= ، بازوی کوتاه CI= ، شاخص سانترومری AR=  هنسبت بازوی بلند به بازوی کوتا  
 

 

 

 

 پنج درصد مقايسه میانگین صفات کاريوتیپي به روش دانکن در سطح -4 جدول

 TL(μm) LA(μm) SA(μm) ژنوتیپ
CI AR 

374 6.31 cd 3.48 cd 1.640 e 0.274 f 2.47 a 

1766 6.03 d 3.39 d 1.720 de 0.290 cdef 2.40 ab 

vi 6.55 bcd 3.68 abcd 1.802 cde 0.285 def 2.40 ab 

1624 6.40 bcd 3.43 d 1.976 abc 0.318 a 1.88 c 

plc 6.84 abcd 3.85 ab 1.907 bcd 0.286 def 2.51 a 

1765 6.52 bcd 3.55 bcd 1.972 abc 0.312 ab 1.97 c 

393 7.14 a 3.82 abc 2.149 a 0.309 abc 1.96 c 

1551 7.11 a 3.80 abc 2.076 ab 0.298 bcde 2.15 bc 

374" 6.36 cd 3.55 bcd 1.819 cde 0.291 cdef 2.37 ab 

1151 6.35 cd 3.56 bcd 1.825 cde 0.292 cdef 2.35 ab 

390 6.93 abc 3.92 a 1.805 cde 0.279 ef 2.56 a 

1268 5.98 d 3.36 d 1.748 de 0.302 abcd 2.05 c 

usa 7.08 ab 3.78 abc 2.126 a 0.308 abc 1.96 c 

TL= طول کل کروموزوم ، LA= بازوی بلند ، SA= بازوی کوتاه ، CI= شاخص سانترومری ، AR= نسبت بازوی بلند به بازوی کوتا       
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 Wardهای مورد مطالعه با استفاده از روش ژنوتیپدندروگرام تجزيه کلاستر صفات برای  -2 شکل

 

 
 IS11ژنوتیپ مورد بررسي با استفاده از آغازگر  13الگوی باندی  -3شکل 

 

در )از صفر تا نیم متغیر است ( PIC)محتوای اطلاعات چندشکلي 

تر باشد بیانگر فراواني و هرچه اين عدد بزرگ( های غالبنشانگر

های تحت بررسي بیشتر چندشکلي برای آن جايگاه در ژنوتیپ

( PIC)ترين میزان محتوای اطلاعات چندشکلي بیش .باشدمي

های بنابراين آغازگر. بود IS16و  IS11، IS14های مربوط به آغازگر

IS9 ،IS10، IS13 ،IS14  وIS16 ها توانستند بهتر از ساير آغازگر

از  شودها را مشخص کنند و پیشنهاد ميفاصله ژنتیکي ژنوتیپ

ديگر چچم  هایمجموعه ژرم پلاسم بررسيها برای راين آغازگ

با  IS15و  IS5 ،IS11 هایآغازگر. شوددر تحقیقات بعدی استفاده 

و درصد ( PIC)ترين میزان محتوای اطلاعات چند شکلي کم

 .ها نداشتندچندشکلي توانايي خوبي در جداسازی ژنوتیپ

(2011)  Hu et al.های تنوع ژنتیکي ارقام تجاری و جمعیت

مورد  ISSRرا با استفاده از مارکر  L. perenneآوری شده جمع

-ارزيابي قرار دادند و تنوع ژنتیکي بسیار بالايي با میزان پلي

 .را گزارش نمودنددرصد  16/17مورفیسم 

های مورد بررسي با استفاده از ضريب تشابه تشابه ژنتیکي ژنوتیپ

، میانگین تشابه (6جدول )متغیر بود  794/0تا  907/0دايس از 

توان بیان داشت تنوع بنابراين مي. بود 612/0ها برابر بین ژنوتیپ

های مورد بررسي بر اساس نشانگر نسبتا مطلوبي در بین ژنوتیپ

ISSR وجود داشت. 

های و ژنوتیپ 631/0های تتراپلوئید متوسط تشابه بین ژنوتیپ

های تتراپلوئید و بود و متوسط تشابه بین ژنوتیپ 630/0ديپلوئید 

بنابراين تشابه درون سطح پلوئیدی بیشتر از . بود 602/0ديپلوئید 

ید کرد که أيتوان تتشابه بین سطح پلوئیدی بود و به خوبي مي
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های مورد استفاده وجود تنوع بین سطح پلوئیدی برای آغازگر

-ترين تشابه را ژنوتیپهای تتراپلوئید بیشدر بین ژنوتیپ .داشت

ترين فاصله را ژنوتیپ داشتند و بیش 1769با  374و  1766های 

های در بین ژنوتیپ. داشت 1766و  1769های با ژنوتیپ 1624

 310و ژنوتیپ  374"با  313ترين تشابه را ژنوتیپ ديپلوئید بیش

-اما در بین دو گروه ديپلوئید و تتراپلوئید بیش. داشت 1262با 

با ژنوتیپ  1769و  plcئید های تتراپلوترين تشابه را ژنوتیپ

 .داشتند 374"ديپلوئید 

(2006 )et al. Polok هددای جددنس شددباهت ژنتیکددي بددین گوندده

Lolium  را با استفاده از مارکرAFLP    مورد بررسي قدرار دادندد و

شدباهت ژنتیکدي    L. perenne و L. multiflorumبیان داشتند کده  

 .درنبسیار بالايي با هم دا

بر  UPGMAای به روش از تجزيه خوشهنمودار درختي حاصل 

ها در دو بندی ژنوتیپاساس ضريب تشابه دايس باعث گروه

 (. 4شکل )گروه شد 

 

 های مورد استفادهدرصد چند شکلي، تعداد کل باند و محتوای اطلاعات چند شکلي در آغازگر -9جدول 

 PIC درصد چند شکلي های چند شکلمکان های تکثیر شدهمکان توالي آغازگر آغازگر کد

IS5 5'- AG AG AG AG AG AG AG AGC-3' 8 6 75% 0.31 

IS9 5'- CT CT CT CT CT CT CT CTG-3' 10 10 100% 0.43 

IS10 5'- GA GA GA GA GA GA GA GA Rc-3' 5 5 100% 0.42 

IS11 5'-ACACACACACACACACC-3' 6 4 66.67% 0.45 

IS12 5'-TGTGTGTGTGTGTGTGG-3' 10 9 90% 0.40 

IS13 5'- AG AG AG AG AG AG AG AGYT-3' 7 7 100% 0.36 

IS14 5'- GACA GACA GACA GACA-3' 8 6 75% 0.47 

IS15 5'- GGATGGATGGATGGAT-3' 3 2 66.67% 0.32 

IS16 5'-DBDACACACACACACACA-3' 9 7 77.78 0.45 

 0.40 %83.46 6.22 7.33  میانگین

 

 های مورد بررسيماتريس تشابه با استفاده ضريب تشابه دايس برای ژنوتیپ -6جدول 

 ژنوتیپ
3

7
4
 

1
7
6
6
 

v
i 

1
6
2
4
 

p
lc 

1
7
6
5
 

3
9
3
 

1
5
5
1
 

3
7
4

" 

1
1
5
1
 

3
9
0
 

1
2
6
8
 

1766 0.70            

vi 0.62 0.58           

1624 0.68 0.53 0.65          

plc 0.61 0.57 0.56 0.63         

1765 0.73 0.42 0.65 0.54 0.60        

393 0.68 0.57 0.64 0.62 0.67 0.68       

1551 0.50 0.58 0.53 0.65 0.55 0.61 0.60      

374" 0.59 0.56 0.61 0.62 0.70 0.71 0.75 0.60     

1151 0.62 0.65 0.50 0.57 0.60 0.68 0.60 0.67 0.63    

390 0.61 0.55 0.58 0.54 0.62 0.62 0.57 0.70 0.59 0.65   

1268 0.59 0.59 0.64 0.54 0.67 0.62 0.60 0.63 0.57 0.54 0.71  

usa 0.58 0.54 0.52 0.57 0.58 0.67 0.64 0.65 0.59 0.56 0.63 0.66 
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ها بر اساس سطح پلوئیدی ژنوتیپ شودکه ملاحظه مينهمچنا

در  374"و  313ديپلوئید کاملا از هم تفکیك نشدند و دو ژنوتیپ 

توان تائید خوبي ميدر هر حال به .گروه تتراپلوئیدها قرار گرفتند

تواند در تفکیك سطوح پلوئیدی گونه مي ISSRنمود که مارکر 

در نمودار درختي ارائه شده پنج گروه . ساله مفید باشدچچم يك

گروه اول شامل سه ژنوتیپ  .متفاوت و مجزا قابل توجه است

ترين بیش 17در فاصله اقلیدوسي  1769و  1766، 374تتراپلوئید 

یپ تتراپلوئید شباهت را با هم داشتند، بعد از اين گروه دو ژنوت

دارای بیشترين تشابه  12در فاصله اقلیدوسي  1991و  1191

با  374"و  313های دپلوئید گروه سوم شامل ژنوتیپ. بودند

بود که اين گروه نیز در فاصله اقلیدوسي  plcژنوتیپ تتراپلوئید 

و  viهای تتراپلوئید ژنوتیپ. دارای تشابه با همديگر بودند 11

با  20را تشکیل دادند و در فاصله اقلیدوسي گروه چهارم  1624

، 1262های ديپلوئید در نهايت ژنوتیپ. همديگر تشابه داشتند

با  21با قرار گرفتن در يك گروه در فاصله اقلیدوسي  usaو  310

تنوع ژنتیکي   .Elazreg et al(2011) .همديگر شباهت داشتند

 AFLPهای کررا با استفاده از مار  Lolium perenneهایجمعیت

ای اقدام به مورد ارزيابي قرار دادند و با استفاده از تجزيه خوشه

 .های مورد بررسي نمودندبندی جمعیتگروه

تجزيه واريانس مولکولي برای دو دسته پلوئیدی انجام شد 

در بین دو  PhiPTو مشاهده شد که بر اساس آماره ( 7جدول )

دار وجود داشت اختلاف معني نه درصدسطح پلوئیدی در سطح 

به عبارت ديگر نتايج بدست آمده از تفکیك سطوح پلويیدی بر 

نتايج بدست . تائید شد درصد 11با اعتماد  ISSRاساس مارکر 

نه آمده نشان داد که هرچند تنوع بین دو دسته پلوئیدی در سطح 

 19)دار شد، اما سهم تنوع درون سطوح پلوئیدی معني درصد

  .بود( درصد 9)شتر از تنوع بین سطوح پلوئیدی بی( درصد

(2004 ) Peter-schmid et al.تنوع ژنتیکي دو گونه Festuca 

pratensis  و Lolium multiflorum و 24ترتیب به را با استفاده از 

مورد بررسي قرار دادند و نتیجه تجزيه واريانس  SSRمارکر  22

های مرتعي در بین تیپدار ملکولي بیانگر عدم وجود تنوع معني

ساختار ژنتیکي چچم  .Vieira et al (2004) .هر دو گونه بود

مورد بررسي قرار دادند و بیان داشتند  RAPDساله را با مارکر يك

 دوها بوده و تنها درصد تنوع ژنتیکي ناشي از بین جمعیت 12که 

  .شددرصد تنوع ژنتیکي درون جمعیتي مشاهده 

نشانگر ملکولي  ژنتیکي تشابههای ماتريس بین ضريب همبستگي

ISSR هایژنوتیپ سیتوژنتیکي صفات وLolium  استفاده از  با

 نتايج نشان داد که .محاسبه شد (Mantel 1976) آزمون مانتل

از نظر آماری  و بسیار کم بود تشابههای بین ماتريس همبستگي

1/0P=، 032/0R) دار نبودمعني اين همبستگي نیز
2
-گزارش. (=

بین نتايج حاصل  وجود رابطه عدم يا وجود زمینه در متناقضي های

که  et al. Schaut( 1997) از نشانگرها وجود دارد مانند، بررسي

داری را بین صفات زراعي و مولکولي جو همبستگي غیر معني

ارتباط بالايي را  .Hamza et al( 2004) همچنین. گزارش کردند

 .شناسي در جو گزارش نمودنديختبین نشانگر مولکولي و ر

 

 
 ی مورد بررسيهابرای ژنوتیپ UPGMAبا روش  ISSRهای نشانگر ای دادهنمودار درختي حاصل از تجزيه خوشه -4شکل 
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 ISSRتجزيه واريانس مولکولي بر اساس نشانگر  -7جدول 

 مجموع مربعات درجه آزادی منابع تغییرات
میانگین 

 مربعات
 PhiPT P_value درصد از واريانس واريانس برآورد شده

 0.090 0.048 %5 0.64 16.90 16.90 1 سطح پلوئیدیبین 

   %95 12.76 12.75 140.33 11 سطح پلوئیدیدرون 

   %100 13.40  157.23 12 کل
 

 

 

بر روی يونجه بین صفات  et al.  Farshadfar(2016) در مطالعه

داری مشاهده سیتوژنتیکي و ملکولي همبستگي پايین و غیر معني

 .شد

 کلیگیری نتیجه

هدا  بر اساس مطالعات سیتوژنتیکي تنوع مطلدوبي در بدین ژنوتیدپ   

سدیتوژنتیکي در بررسدي وضدعیت     ، بندابراين نشدانگر  مشاهده شد

ساله مفیدد  های چچم يكتکامل کاريوتیپي و تنوع ژنتیکي ژنوتیپ

، 1991، 313های چنین بر اساس اين مطالعات ژنوتیپاست و هم

، 374هددای ديپلوئیددد و ژنوتیددپ usaو  374"، 1262، 310، 1191

1766 ،1624 ،1769 ،vi  وplc هددای ژنوتیددپ. تتراپلوئیددد بودنددد

هدای  تدری نسدبت بده گونده    ديپلوئید متوسط طول کروموزوم بیش

برخدوردار  تدری  میزان کرومداتین کدم   از تتراپلوئید داشتند هر چند

-های تتراپلوئید عدم تقارن درون کروموزومي بیشژنوتیپ. بودند

تکامل کاريوتیپي گونه  .های ديپلوئید داشتندتری نسبت به ژنوتیپ

L. multiflorum هدای مدورد بررسدي بیشدتر از     با توجه به ژنوتیپ

سطح پلوئیدی با افزايش . طريق عدم تقارن درون کروموزومي بود

تدر  هدا بدیش  از ديپلوئید به تتراپلوئید عدم تقارن درون کرومدوزوم 

بنابراين افزايش سدطح پلوئیددی عدلاوه بدر افدزايش میدزان        ،شده

و کروماتین باعث افزايش میدزان عددم تقدارن درون کرومدوزومي     

چنین های ديپلوئید و همدر بین ژنوتیپ. افزايش تکامل شده است

ی تتراپلوئید افزايش عدم تقارن بین کروموزومي هادر بین ژنوتیپ

های در نهايت نیز ژنوتیپ .ها داشتتری در تنوع آننقش پر رنگ

310 ،374 ،vi  وplc هدای  ترين تکامل کداريوتیپي و ژنوتیدپ  بیش

بدا توجده بده     .ترين تکامل کاريوتیپي را داشدتند کم 1769و  1624

 ISSRنتايج بدست آمده تنوع ژنتیکي مطلدوبي بدر اسداس مدارکر     

چندشکلي  IS16و  IS9 ،IS10، IS13 ،IS14 هایآغازگر مشاهده شد و

و بده عندوان آغازگرهدای    را بهتر از ساير آغازگرهدا نشدان دادندد    

-مناسب در بررسي تنوع ژنتیکي گونه چچم يکساله بدرای برنامده  

با استفاده از  نتايج تجزيه تنوع ژنتیکي .شوندهای بعدی معرفي مي

بر اساس  های سیتوژنتیکيبا نتايج حاصل از بررسي ISSRنشانگر 

های مدورد  اما بر اساس پرايمر ،تطابق چنداني نداشت آزمون مانتل

های ديپلوئید و تتراپلوئیدد بهتدر تفکیدك    بررسي دو دسته ژنوتیپ

دارای فاصدله   1769و  1766، 374های تتراپلوئیدد  ژنوتیپ .شدند

بودند و دو ژنوتیپ  1624و  vi ،plcهای ژنتیکي بالايي با ژنوتیپ

های ترين فاصله با ديگر ژنوتیپدارای بیش 313و  374"ديپلوئید 

های با فاصله ژنتیکدي بدالا منبدع    ديپلوئید بودند، که تلاقي ژنوتیپ

-مي های اصلاحيمفیدی در جهت استفاده از هتروزيس در برنامه

 هيد تجزهدا بدا اسدتفاده از    بندی ژنوتیپنتايج حاصل از گروه. باشد

 هدی  يدك از دو  بدر اسداس    ای نشان داد که تندوع ژنتیکدي  خوشه

 . ها تطابق نداشتبا منشا جغرافیايي ژنوتیپ نشانگر
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