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نشانگرهاي  اطلاع از تنوع ژنتيكي بر پايه. سويا نقش مهمي در توليد انرژي براي انسان دارندروغني نظير گياهان دانه
تنش سرما يكي از عوامل محيطي است  .نژادي و از جمله انتخاب والدين نقش مهمي داردهاي بهگوناگون در برنامه

بيوشيميايي در سلول و در مجموع گياه كه منجر به بروز تنش اكسيداتيو و تغييرات فيزيولوژيكي، مورفولوژيكي و 
ژنوتيپ سويا  16در تحقيق حاضر تحمل سرما در . باشدو به دماهاي پايين حساس مي بودهسويا گرمادوست  .شودمي

. بررسي شد ISSRو ارتباط آن با نشانگر مولكولي  مورد ارزيابي قرار گرفت يكژبا استفاده از برخي صفات فيزيولو
از اين . نوار توليد كردند 94چندشكل نشان دادند و در مجموع  آغازگر الگوي نواربندي 12اد تعددر اين آزمايش 

ها به لحاظ صفات فيزيولوژيك در سطح تنش سرما با اي ژنوتيپتجزيه خوشه. نوار چندشكل بدست آمد 77تعداد، 
ون مانتل نيز اين شباهت نسبي هاي مولكولي تا حدودي شباهت داشت كه نتايج آزماي حاصل از دادهنمودار خوشه
شده در بر اساس تجزيه رگرسيون نيز برخي نشانگرهاي مثبت در ارتباط با صفات فيزيولوژيك بررسي. را تاييد كرد

هم ابزار مناسبي  به موازاتاين بررسي نشان داد كه نشانگرهاي مولكولي و مورفولوژيكي . شرايط سرما شناسايي شدند
  .باشندي برتر در تحمل سرما در گياه سويا ميهاجهت شناسايي ژنوتيپ
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   مقدمه
 سويا .ندهست بقولاتغلات، دومين منبع مهم غذايي بشر،  پس از

ي گياهي يك ساله از خانواده (.Glycine max L)با نام علمي 
. باشدمي Phaseoleae و طايفه 2نه آساا، زير خانواده پرو1بقولات

-هانسان و دام، مهمترين گياه دان دليل استفاده در تغذيهاين گياه به
روغن يكي از ). Whigham 1983(آيد اي بقولات به حساب مي

درصد از  20مواد غذايي اصلي مورد مصرف انسان است و حدود 
هاي غذايي متفاوت، سان، بسته به رژيمانمورد نياز  كالري روزانه

روغن مورد نياز انساني از دو منبع . شودمين مياتوسط روغن ت
در  ).Alyari and Shekari 1999(شود مين مياحيواني و گياهي ت

شرايط كمبود پروتئين حيواني و گران قيمت بودن آن، گياهاني 
طور  به سويا دانه .گيرندمانند سويا بيشتر مورد توجه قرار مي

 لحاظ از كه دارد روغن درصد 20و  درصد پروتئين 40متوسط

است  رقيباي، بيدانه زراعي مهم ميان گياهان در غذايي ارزش
)Rezvani-e-khorshidi et al. 2002(.  

 اي گسترده دامنه در وسيع، سازگاري ژنتيكي و تنوع دليل سويا به

 روغني هاي دانه بين در و دشو مي جغرافيايي كشت هاي عرض از

 Asadi and(است  داده خود اختصاص  به را توليد اول مقام

Faraji 2009 .(زان تنوع هاي اصلاح نباتات، اطلاع از ميدر برنامه
هاي برتر هاي مورد مطالعه و نيز شناسايي ژنوتيپژنتيكي ژنوتيپ

  .نظر اهميت فراواني دارد از نظر صفات مورد
سويا بومي مناطق گرمسيري است ولي در مناطق معتدله نيز به 

شود و طبيعتا به دماهاي پايين بسيار ميزان زيادي كشت مي
 Saeidi)بيند مييب سادگي در برابر سرما آسحساس است و به

اين گياه دانه روغني دما از عوامل مهم در زراعت بنابراين . (2003
 درجه 10زني بذور سويا حدود حداقل دما براي جوانه. ستا

زني، پر شدن دانه و سويا در مراحل جوانه. باشدگراد ميسانتي
 درجه دوحتي دماي . رسيدگي نسبت به سرما آسيب پذير است

 مناطق در ).Zhuetal 2003(اد براي اين گياه كشنده است گرسانتي

 در ،ي مانند سويامراحل رويشي گياهان در سرما تنش وقوع معتدله
 Mianabadi( شودمي شديد هايخسارت بروز مواقع سبب اغلب

et al. 2009 .( اين گياه با وقوع دماهاي پايين بالاتر از صفر درجه

                                                            
1 Fabaceae 
2 Papilionoideae 

اين صدمات از اختلال در . بينندهاي زيادي مينيز آسيب
فرآيندهاي متابوليكي و سلولي تا تغيير خصوصيات غشاها را 

هايي بنابراين يافتن ژنوتيپ ).Kasperska 1989(شوند شامل مي
هاي اصلاحي كه تحمل بيشتري نسبت به سرما دارند در برنامه

  .اهميت فراواني دارد
 هايروش وسيلهه ب مولكولي سطح درگياهان  ژنتيكي تنوع

، DNAنشانگرهاي  آنها از جمله. شوندمتعددي ارزيابي مي
برخي از ). Murtaza et al. 2005(است  مورفولوژيكي و پروتئيني

محققين اعتقاد دارند كه نشانگرهاي مولكولي يا نشانگرهاي 
DNA لذا، براي تعيين . سازندسطح بالاتري از تنوع را آشكار مي

تر گزينش از ساير نشانگرها ريعتنوع ژنتيكي و انجام كارا و س
 هايسال در ).Wilcox and Cavins 1995( باشندتر ميمطلوب

 به توجه با DNA سطح در مولكولي نشانگرهاي از استفاده اخير

باشند مي ژنتيكي مطالعات جهت مفيدي ابزار بالا سرعت و دقت
)Sudupak et al. 2003.( ابزارهاي  مولكولي نشانگرهاي

اي و براي تشخيص و ارزيابي تنوع ژنتيكي بين گونهارزشمندي 
با  ).Xuetal 2000(باشند هاي مختلف مياي جمعيتدرون گونه

از يك آزمايشگاه به  RAPDتوجه به اينكه سيستم نشانگري 
آزمايشگاه ديگر، تكرارپذيري كمي دارد و سيستم نشانگري 

AFLP بر است و نيز سيستم نشانگري گران و هزينهSSR  نياز به
اطلاعات اوليه از توالي مورد هدف دو طرف نواحي تكراري 

تواند مي ISSRجهت طراحي آغازگر دارد، لذا سيستم نشانگري 
لي بيشتر و كها غلبه كند و ميزان چندشبر اين محدوديت
تري نسبت به نشانگرهاي مولكولي ديگر آشكارسازي راحت

 ISSRنشانگر . )Terzopoulos and Bebeli 2008(داشته باشد 
- توليد مي RAPDتري نسبت به نشانگر الگوي نشانگري پيچيده

كند، كه براي تعيين خصوصيت نژادهاي بانك ژن و تشخيص 
 .Archak et al(شود ارقام زراعي نسبتا خويشاوند استفاده مي

براي آشكارسازي چندشكلي ژنتيكي  ISSR نشانگرهاي). 2003
اد زياد نشانگر ميكروساتلايتي بين نژادها، از طريق توليد تعد

). Awastietal 2004(توزيع شده در سراسر ژنوم، مفيد هستند 
. ، نشانگري ساده و داراي قابليت تكرارپذيري استISSRنشانگر 

نيازمند بوده و نيازي به  DNAاين نشانگر به حجم كمي از 
 ).Busselletal 2005(ندارد  DNAاطلاعات در خصوص توالي 
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شكلي در طول قطعات و چند) SSRs(ي ريزماهواره اغلب مزايا
ي تكثير شونده تصادفي DNAشكلي و چند) AFLP(تكثير شده 

)RAPD (در نشانگر ISSR مولكولي نشانگرهاي. جمع شده است 
 يكديگر كنندهتكميل توانندمي دو هرك لوژيفيزيومورفو صفات و

 هايروش در سودمندي و مفيد ابزار تنهايي به توانندنمي و باشند
بنابراين ). Mwamburi 2005( شوند محسوب اصلاحي مختلف

- بررسي اثر سرما بر برخي صفات فيزيولوژيك و رابطه آن با داده

هاي متحمل به سرما كمك هاي مولكولي به گزينش ژنوتيپ
  .دكرخواهد 

Powell et al. (1996) استفاده از چهار نشانگر  باSSR،RAPD 

،AFLP   وRFLP رقم سويا به ارزيابي خصوصيات  12ژنوم  در
بر اساس نتايج اين تحقيق نشانگرهاي . اين نشانگرها پرداختند

SSR،  AFLP  وRFLP  همبستگي بالايي با يكديگر داشته و نتايج
 Prabhu et. متفاوت بود RAPDحاصل از نشانگر  هها با نتيجآن

al. (2002)  سويا با  ژنوتيپ 10از طريق مطالعه روابط ژنتيكي
اي گزارش كردند كه هر سه روش و شجره RFLPو  DAFفنون 

  .برآورد تنوع ژنتيكي از كارايي لازم برخوردارند ذكر شده در زمينه
  

   هامواد و روش
شده از مركز تحقيقات ي تهيهژنوتيپ سويا 16در اين آزمايش 

از نظر برخي  1 شرح جدول به )واقع در استان اردبيل(مغان 
دوبرگي، در  فيزيولوزيك مرتبط با تحمل سرما در مرحلهصفات 

در گلخانه تحقيقاتي دانشكده كشاورزي دانشگاه  90مهر ماه سال 
آزمايش به صورت . گرفتند محقق اردبيلي مورد ارزيابي قرار

هاي خردشده در قالب طرح كاملا تصادفي در سه تكرار كرت
تنش سرما و  عامل اول يا كرت اصلي شامل سطح. انجام گرفت

. ژنوتيپ سويا بود 16شاهد و عامل دوم يا كرت فرعي شامل 
هايي بود كه از ابتدا تا انتهاي آزمايش در تيمار شاهد شامل گلدان

ها تا ولي بقيه گلدان. گراد قرار گرفتنددرجه سانتي 25±2دماي 
گراد درجه سانتي 25±2ظهور اولين جفت برگ حقيقي در دماي 

گراد درجه سانتي 15±2س به اتاقك سرما در دمايقرار گرفته، سپ
ساعت انتقال داده شدند، كه اين دما در واقع پيش  24به مدت 

روز در  10ها به مدت سپس گلدان. بود) خوگيري(تيمار سرما 
گراد قرار گرفتند و بدين ترتيب تنش درجه سانتي 5±1دماي 

با استفاده (در اين مرحله صفات ميزان كلروفيل . سرما اعمال شد
، )متر بر ثانيهسانتي(اي ، هدايت روزنه)متراز دستگاه كلروفيل

و نشت ) بر حسب ميكروگرم پرولين در هر گرم وزن تر(پرولين 
در نهايت . گيري شدنداندازه) ميزان خسارت به غشاء(يوني 
گراد برگردانده شده و پس از درجه سانتي 25±2ها به دماي گلدان

هاي زنده از هر ژنوتيپ در تعداد بوته. ي شدندساعت بازياب 24
ها با استفاده از ماني بوتههر تكرار شمارش شد و درصد زنده

  :فرمول زيرمحاسبه شد
تعداد گياهان زنده /تعداد گياهان قبل از اعمال تيمار سرما(×  100

)پس از اعمال تيمار سرما  

از  Spad-502ل متر مدميزان كلروفيل با استفاده از دستگاه كلروفيل
  گيري طيف جذبي در محدوده با اندازه Konica Minoltaكمپاني 

- nm600 (نور قرمز   و در محدوده) nm500 -400 (نور آبي 
از دستگاه پرومتر  اي با استفادههدايت روزنه. بدست آمد )500

مورد سنجش قرار  Decagon Devices برگ ساخت شركت
هاي برگ از نمونه Dai et al. (2007)نشت يوني به روش . گرفت
 .Bates et alپرولين نيز به روش . گيري شدها اندازهژنوتيپ تازه

هاي برگي از نمونه DNAاستخراج . گيري شداندازه (1973)
 CTABژنوتيپ سويا، براساس روش  16برداشت شده از 

)Saghai-Maroof et al. 2000 (اي واكنش زنجيره. انجام شد
، كلرور منيزيم، PCRميكروليتر حاوي بافر  20 پليمراز با حجم

ژنومي از هر  DNAنانوگرم از  30و  Taq، آنزيم dNTPآغازگر، 
 PCRواكنش  هاي حرارتيچرخه). 2جدول(نمونه انجام گرفت 

-واسرشته )مرحله اول :شرح زير بوده ب ISSRبراي آغازگرهاي 

            ؛  گراددرجه سانتي 94دقيقه در  5سازي اوليه به مدت 
يك سازي به مدت واسرشته) الف چرخه 40شامل ) مرحله دوم

هاي ها به رشتهاتصال آغازگر) ، بگراددرجه سانتي 94در  دقيقه
درجه  46- 56(در دماي تست شده دقيقه  يكبه مدت  الگو

 يكتوسط پليمراز به مدت  DNAه بسط رشت) و ج) گرادسانتي
ط نهايي به مدت بس )مرحله سوم ؛گراددرجه سانتي 72در  دقيقه

تا  5/2الكتروفورز به مدت سپس  گراددرجه سانتي 72دقيقه در  5
انجام  درصد 2/1وات در ژل آگارز  120ثابت  ولتاژساعت با  سه
  براي ) Uvitec   شركت   ساخت(   داكژل   دستگاه و    فتگر
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  هاي سوياي مورد استفاده در آزمايشژنوتيپ -1جدول 
 ژنوتيپ شماره ژنوتيپ شماره

1 Jk  9 Safyabad 

2 Hamilton 10 O33 

3 Interprize 11 Sahar 

4 Lavina 12 M7 

5 Linford 13 B.p 

6 Liana 14 Clean 

7 T.m.s 15 Gorga 

8 Streesland 16 Calarak 
  

   ISSRبراي آغازگرهاي  PCRاي واكنشزاج -2جدول 
همقدارمورد استفاد غلظت نهايي اجزاي واكنش

  )ترميكرولي(
 PCR)X10( X1 2بافر

 8/0 مولارميلي 2 )مولارميلي 50(كلريد منيزيم 
 2/0 مولارميلي1/0 )مولارميلي 10(مخلوط چهار نوكلئوتيد

 6/1 ميكرو مولار 4/0  )ميكروليتر 5(آغازگر
 26/0 واحد3/1 )واحد در ميكروليترTaq)5آنزيم

DNA )20 4  )نانوگرم در ميكروليتر 
 14/11 قطر دي يونيزهآب م

 20 حجم نهايي واكنش
  

در اين تحقيق براي  .برداري از نوارها استفاده شدمشاهده و عكس
تهيه شده از  ISSRآغازگر  34ژنومي از  DNAتكثير قطعات 

الگوهاي نواري حاصل . كره جنوبي استفاده شد Bioneerشركت 
) ارترتيب عدم وجود يا وجود نوبه(صورت صفر و يك به

و شاخص ) PIC(ميزان اطلاعات چندشكلي . امتيازدهي شدند
رابطه زير وجود دارد  MIو  PICبين . دشمحاسبه  )MI(نشانگر 

)Powell et al. 1996:(  
PIC=2pq  ) 1معادله  
MI=N.PIC  ) 2معادله  

 Nبه ترتيب فراواني الل صفر و يك و  pو  q هادر اين معادله كه
  .باشدبه ازاي هر آغازگر مي تعداد نشانگر در كل جمعيت

و شاخص اطلاعات شانون ) Nei 1973(شاخص تنوع ژني ني
)Lewontin 1972( افزار  با استفاده از نرمPopGen 1.32 )Yeh et 

al. 1997 (آزمون مانتل .محاسبه شد )Mantel 1967(  با استفاده از
صورت  )GenAlex 6.4)Peakall and Smouse 2006 افزار  نرم

ها براساس نشانگرها به روش دورترين بندي ژنوتيپگروه .گرفت
هاي هماهنگ اصلي توسط نرم افزار ها و تجزيه به مولفههمسايه

NTsys 2.2 )Rohlf 1998( براي تعيين ارتباط بين داده. انجام شد-

هاي ژنوتيپي و صفات فنوتيپي و همچنين حذف نشانگرهايي كه 
تجزيه رگرسيون گام . اشتندگيري شده تاثير ندروي صفات اندازه
نشانگرهاي مولكولي . انجام شد SPSS 16افزار به گام توسط نرم

به عنوان متغيرهاي مستقل و صفات مورد مطالعه به عنوان 
هاي مربوط به تمامي تجزيه .متغيرهاي وابسته در نظر گرفته شدند

و  SPSS 16افزار صفات فيزيولوزيكي مورد مطالعه نيز توسط نرم
  .انجام گرفت Excelافزار نمودارها با استفاده از نرم رسم

  
    نتايج و بحث

نظر ها از با توجه به نتايج تجزيه واريانس تفاوت بين ژنوتيپ
ماني در سطح احتمال يك درصد و از كلروفيل و پرولين و زنده
دار اي در سطح احتمال پنج درصد معنينظر صفت هدايت روزنه
اثر متقابل  .دار نبودحاظ نشت يوني معنيبه دست آمد، ولي از ل

ژنوتيپ فقط براي صفت پرولين در سطح احتمال يك × تنش 
 .تنش سرما نشت يوني افزايش يافت تحت. دار بوددرصد معني

Rizza et al. 1994; Esenta et al. 2003) Blum 1988; ( گزارش
رساند و اند كه تنش سرما به غشا سيتوپلاسمي آسيب ميكرده

مواد  ارصورت ادامه انجماد، غشا سيتوپلاسمي پاره شده و متعاقبد
مقايسات ميانگين . دكنسلولي به خارج از سلول نشت مي

. نشان داد تنش سرما ميزان كلروفيل را افزايش داد) 3جدول(
و كمترين ميزان آن   M7بيشترين ميزان كلروفيل مربوط به رقم

 Chen and Ane (2005)طبق گزارش. بود Lavinaمربوط به رقم 

با افزايش مدت زمان سرمادهي و كاهش بيشتر محتوي آب نسبي 
تدريج هاي برگ به هاي برگ غلظت كلروفيل در سلولسلول

تواند ناشي از كند شدن رشد گياهچه اين روند مي. يابدافزايش مي
در سرما و كاهش تقسيم سلول باشد كه باعث افزايش ميزان 

براساس نتايج مقايسه ميانگين . دشوميكلروفيل در واحد سطح 
داراي بيشترين  Safyabadو  Jk ،Hamiltonهاي  ارقام، ژنوتيپ

داراي كمترين ميزان اين  Gorgaاي و ژنوتيپ ميزان هدايت روزنه
اي كاهش با اعمال تنش سرما ميزان هدايت روزنه. باشدصفت مي

ت گرفته ها صوربسته شدن روزنه يافت، كه اين امر در نتيجه
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ها در خاك با مشكل طي تنش سرما جذب آب توسط ريشه. است
بنابراين . يابداي كاهش ميروبرو شده و به ميزان قابل ملاحظه

ها و كاهش تعرق منجر به حفظ آب درون بسته شدن روزنه
هاي متحمل به اي در ژنوتيپهدايت روزنه. شودهاي گياه ميبافت

  .س، كاهش كمتري داردهاي حساسرما نسبت به ژنوتيپ
  

  هاي سويا براي صفات فيزيولوژيكمقايسه ميانگين ژنوتيپ -3جدول 
 مانيدرصد زنده كلروفيل ايهدايت روزنه  ژنوتيپ رديف

1 Jk 25/27  33/36 92/0  
2 Hamilton 85/26 77/38 87/0 
3 Interprize 30/16 5/38 11/0  
4 Lavina 85/16 10/32  57/0 
5 Linford 55/18 90/32 79/0 
6 Liana 47/20 52/36 74/0 
7 t.m.s 38/18 37//37 83/0 
8 Streesland 83/24 97/34 85/0 
9 Safyabad 55/23 10/33 91//0 
10 O33 37/21 62/35 71/0 
11 Sahar 57/19  38  84/0  
12 M7 72/22 22/41  84/0 
13 B.p 50/19 03/37 61/0 
14 Clean 13/16 45/32 68/0 
15 Gorga 18/14 25/35 51/0 
16 calarak 42/19  52/32  74/0  

5% LSD    86/7  77/3  339/0  
  

كمترين  Interprizeبيشترين و رقم  Safyabadو  Jkهمچنين رقم 
تنش سرما انرژي متابوليكي  تحت. ماني را دارا هستند درصد زنده

گيرد، جذب آب و عناصر كمتري در دسترس گياه زراعي قرار مي
شود، آسيميلاسيون كاهش يافته و رشد متوقف غذايي محدود مي

ميزان پرولين نيز تحت ). Vitamvas and Prasil 2008(شود مي
در سطح ). 1شكل(ها افزايش يافت تنش سرما در تمامي ژنوتيپ

كمترين ميزان  Saharبيشترين و ژنوتيپ  M7شاهد ژنوتيپ 
 ،Jkهاي تنش سرما نيز ژنوتيپ تحت. پرولين را دارا بود

Hamilton  وSafyabad هاي بيشترين ميزان پرولين و ژنوتيپ
Interprize  و  B.p  ميزان . دارا بودند را   پرولين مقدار   كمترين  

هاي بيشتر از ژنوتيپ تحملهاي متجمع پرولين در ژنوتيپ
 Petcu)باشد كه با نتايج آزمايشات مطابقت دارد حساس مي

and Terbea 1995; Konstantinova et al. 2002; Javadian et 
al. 2007) .هاي راديكال تجمع پرولين در سلول باعث از بين رفتن

ها از تجزيه شدن، تنظيم اسمزي سلول آزاد اكسيژن، حفاظت آنزيم
تعدادي از گياهان تحت  در. شودو حفظ حالت طبيعي غشا مي

-برابر شرايط نرمال غلظت پرولين افزايش مي 100تنش سرما تا 

- توان گفت ژنوتيپطور كلي ميه ب). Matysik et al. 2002(يابد 

 از لحاظ كليه M7 و Jk،Hamilton ،Safyabad ، Streeslandهاي 
صفات مورد بررسي در تحمل تنش سرما، نسبت به ساير 

  .ها برتري داشتندژنوتيپ

  
هاي سويا از نظر ميزان پرولين در سطح شاهد و تنش ميانگين ژنوتيپ -1شكل 
  سرما

  
، بـا  1روش وارد اي بـه در تحقيق حاضر، از طريق تجزيـه خوشـه  

اقليدسـي،   هيانگين استاندارد شده صفات و معيار فاصلاستفاده از م
تنش سرما در سه گروه مجزا و در شرايط شـاهد   تحتها ژنوتيپ

در شـرايط سـرما گـروه اول شـامل     . نيز در سه گروه قرار گرفتند
در  .بـود  Safyabadو   Jk،StressLand ،Hamiltonچهار ژنوتيـپ  

ــرار گرفــت  ــارت بو گــروه دوم شــش ژنوتيــپ ق ــد ازكــه عب : دن
Lavina،Clean ،Calarak ،B.p ،Gorga   وInterprize ،  در گـروه

هـا  ايـن ژنوتيـپ  ). 2شـكل (سوم نيز شش ژنوتيپ قـرار گرفتنـد   
با توجـه  . بودند M7و   Liana،O33 ،Linford ، t.m.s،Saharشامل

   )3شكل(به نتايج مقايسات ميانگين و نمودار انحرافات از ميانگين 

                                                            
1 Ward 
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هاي سويا بر اساس  اي ژنوتيپ تي حاصل از تجزيه خوشهنمودار درخ -2شكل 

  تنش تحتگيري شده صفات اندازه
  

  
اي براي صفات  هاي حاصل از تجزيه خوشهانحراف از ميانگين گروه -3شكل 

هاي ژنوتيپشامل  1خوشه (هاي سويا  در ژنوتيپ سطح تنش
Jk،Stressland ،Hamilton   وSafyabad شامل  2؛ خوشه

Lavina،Clean ،Calarak ،B.p ،Gorga   وInterprize  3و خوشه 
  )باشدمي M7و   Liana،O33 ،Linford  ،t.m.s،Saharشامل 

  
داراي ميـزان   اغالبهاي گروه اول توان اظهار داشت كه ژنوتيپمي

مـاني  اي بالا بوده و درصد زنـده كلروفيل، پرولين و هدايت روزنه
را در گروه متحمل   ها توان آن درصد بود و لذا مي 70ها بيش از  آن

مـاني  دليل قدرت زندههاي گروه دوم به ژنوتيپ. به سرما قرار داد
كمتر از لحاظ تحمل سرما ضعيف بـوده و از نظـر سـاير صـفات     

. اي و ميــزان كلروفيــل نيــز ضــعيف بودنــد ماننــد هــدايت روزنــه
-از نظر ميزان كلروفيل و هدايت روزنههاي گروه سوم نيز ژنوتيپ

در شرايط شـاهد يـا بـدون    . ي نسبت به گروه دوم برتري داشتندا
ــنش  ــكل(ت ــد ) 4ش ــه اول در برگيرن ــز خوش ــپ هني ــاي ژنوتي ه

Jk،Interprize ،Hamilton ،O33   وM7 5با توجه بـه شـكل   . بود 
اي بـالا بـود،   ها غالباً داراي ميزان كلروفيل و هدايت رونهاين لاين

هاي داراي مقاومت ذاتـي در  وتيپرا در گروه ژن  ها توان آن لذا مي
 Clean،B.pگروه دوم شامل هشـت ژنوتيـپ   . برابر تنش قرار داد

،Gorga ،Safyabad ،StressLand ،Liana ،Linford    وLavina 
در گروه سوم فقط سه ژنوتيپ قرار گرفت كه عبارت بودنـد  . بود
فيل ها از نظر ميزان كلرو اين ژنوتيپ. Calarak و t.m.s، Sahar: از

رسد كه در به نظر مي .و نشت يوني آنها نيز بالا بود برتري داشتند
هاي متحمل به سـرما صـفات برتـر را     شرايط بدون تنش نيز لاين

  .اند نشان داده

  
هاي سويا بر اساس  اي ژنوتيپ نمودار درختي حاصل از تجزيه خوشه -4شكل 

  گيري شده در سطح شاهدصفات اندازه
  

هاي تحت بررسي آزمايش د كه بر روي لاينآغازگر موجو 34از 
آغازگر الگوي نواربندي مناسبي نشان داده و  12شدند، تعداد 

اين آغازگرها در  ).4جدول(قطعات با وضوح بالا توليد كردند 
ازاي هر آغازگر ايجاد نوار به  83/7نوار، با ميانگين  94مجموع 

تك شكل  نوار چند شكل و بقيه 77كردند كه از اين تعداد، 
هاي سويا بالا و  هاي ژني چندشكل بين لاين ميزان مكان .بودند

 ISSRبر اساس آغازگرهاي . درصد بود 91/81ميانگين آن برابر با 
درصد متغير بود و  100تا  67مورد استفاده درصد چندشكلي بين 

) درصد 100( 34و  دوبيشترين درصد چندشكلي در آغازگرهاي 
) درصد 67/66( 17در آغازگر شماره  و كمترين درصد چندشكلي

به طور جداگانه  )PIC(ميزان اطلاعات چند شكلي . دشمشاهده 
 9و  8هاي شماره  آغازگر. براي هر جفت آغازگر محاسبه شد

 13و آغازگر شماره  499/0برابر با  PICداراي بيشترين مقدار 
بنابراين دو . بودند 246/0به ميزان  PICداراي كمترين مقدار 

بهتر از ساير آغازگرها تفاوت ژنتيكي ارقام سويا را  9و  8غازگر آ
براي هر كدام از  )MI(محاسبه شاخص نشانگر . نشان دادند
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آغازگرهاي مورد استفاده نشان داد كه بيشترين ميزان شاخص 
و كمترين مقدار  46/4برابر با  31نشانگر مربوط به آغازگر شماره 

ميانگين . بود 17/1برابر با  19اين شاخص براي آغازگر شماره 
MI و PIC و  62/2ترتيب برابر با براي آغازگرهاي مورد استفاده به
بود، كه كارآيي نسبتا بالاي اين نشانگر در ارزيابي روابط  36/0

). 4جدول(دهند  هاي سويا در اين مطالعه را نشان مي ژنتيكي لاين
ژنتيكي بر بيشترين و كمترين ميانگين سطح تنوع  5 طبق جدول

اساس هر دو شاخص ني و شانون به ترتيب در آغازگرهاي 
مشاهده شد كه حاكي از تطابق برآورد در هر دو  13و  31شماره 

نشان  6در شكل  12الگوي نواربندي آغازگر شماره . شاخص بود
  .داده شده است

  
اي براي صفات  هاي حاصل از تجزيه خوشهانحراف از ميانگين گروه -5شكل

هاي ژنوتيپشامل  1خوشه (هاي سويا  شاهد در ژنوتيپسطح 
Jk،Interprize ،Hamilton ،O33   وM7 ، هاي ژنوتيپشامل  2خوشه

Clean،B.p ،Gorga ،Safyabad ،Stressland ،Liana ،Linford   و
Lavina  شامل  3و خوشهt.m.s ،Sahar  وCalarak باشدمي(  

  
براي مطالعه  12با آغازگر شماره  تكثير شده ISSRالگوي نواربندي  -6شكل 

  هاي سوياتنوع در ژنوتيپ

بر اساس ضريب  1هاهمسايهاي به روش دورترين تجزيه خوشه
ها به سه گروه مجزا تفكيك لاين ).7شكل(شد  تعيين 2تطابق ساده

 ،Jk، Hamilton، Stressland، Safyabadهاي لاين. شدند
Interprize، Lavina  وT.m.s هاي  ل، لايندر گروه اوLinford ،

Liana  وO33 هاي در گروه دوم و لاين Sahar، Gorga، M7، 
B.p، Calarak  وClean هاي ژنوتيپ. در گروه سوم قرار گرفتند

Jk ،Hamilton، Safyabad  وStressland اي در نمودار خوشه
حاصل از صفات فيزيولوژيك پس از اعمال تنش سرما نيز در يك 

ها به لحاظ بندي ژنوتيپهمچنين، در خوشه. گروه قرار داشتند
در يك   O33و Liana، Linfordهاي صفات فيزيولوژيك ژنوتيپ

نيز در يك  Calarakو  Clean ،B.p ،Gorgaهاي گروه و ژنوتيپ
 تصادفي ها نشانگرهاييISSRاز آنجا كه . گروه قرار داشتند

 گرفتن ارقامي كه از نظر مورفوفيزيولوژيك با هم قرار هستند،
 رمزكننده غير مناطق تكثير علت به شايد هم، كنار در متفاوتند
 Barakat. باشد بررسي اين در استفاده آغازگرهاي مورد توسط

در تعيين روابط ژنتيكي و انگشت نگاري شش رقم سويا  (2004)
ها تعيين  آن ، سه گروه برايDNAبر اساس چندشكلي پروتئين و 

و  Clarkهاي  ها داراي تك ژنوتيپ دو گروه از اين دسته. دكر
Grawford كه تفاوت زيادي بين اين نتايج حاكي از آن بود . بودند
هاي مطالعه شده وجود داشته  و ساير ژنوتيپ مذكوردو لاين 

هاي  بندي ژنوتيپ استفاده از تجزيه كلاستر براي گروه. است
 Jaynes(ققان ديگر نيز گزارش شده است مختلف سويا توسط مح

et al. 2005 and Mudibu et al. 2011.( 

  
 ISSRهاي نشانگر هاي سويا براساس دادهاي ژنوتيپتجزيه خوشه -7شكل 

                                                            
1 Complete linkage 
2 Simple matching 
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  هاي سويا مورد بررسيدر لاين ISSRآغازگرهاي نشانگرهاي چند شكل توليد شده توسط  -4جدول 

  ) (′3-′5آغازگر
شماره
 PIC  MI آغازگر

تعداد كل
  نوارها

تعداد نوارهاي 
  چند شكل

تعداد نوارهاي 
  مونومورف

  درصد چند شكلي

AGACAGACGC 1 327/0 946/2 10 9 1 90 
GACAGACAGACA GACA 2 413/0 479/2 6 6 0 100 

GACGACGACGACG 8 499/0 999/3 9 8 1 89/88 
TCTCTCTCTCTCTCTCC 9  499/0  498/2  6  5  1  33/83  
TTGTTGTTGTTGTTGC 12 341/0 392/2 10 7 3 70 

ACACACACACACACACYG 13  246/0 723/1 10 7 3 70  
AGAGAGAGAGAGAGAGG 17 375/0 5/1 6 4  2  67/66  
AGAGAGAGAGAGAGAGT 19  390/0  170/1  4  3  1  75  

AATAATAATDG 20 360/0 525/2 9 7 2  78/77 
GACAGACAGACAGACA 24  484/0  420/2  7  5  2  43/71  

CACCACCACGC 31 495/0 455/4 10 9  1  90  
CACACACACACACACAG 34 477/0 339/3 7 7 0  100 

 91/81  42/1  41/6 83/7 620/2 362/0   ميانگين

 
  شانون اطلاعات تنوع ني و هاي با استفاده از شاخص بررسيمورد   ISSR نشانگرهاي در ميانگين تنوع ژنتيكي -5جدول 

 شاخص اطلاعات شانون  شاخص تنوع ني آغازگرشماره ) (′3-′5 تركيب آغازگر

AGACAGACGC 1 296/0 453/0 
GACAGACAGACA GACA 2 265/0 418/0 

AACAACAACGC 5 252/0 368/0 
GACGACGACGACG 8 304/0 460/0 

TCTCTCTCTCTCTCTCC 9 363/0 518/0 
TTGTTGTTGTTGTTGC 12 225/0 345/0 

ACACACACACACACACYG 13 182/0 293/0 
AGAGAGAGAGAGAGAGT 19 259/0 396/0 

AATAATAATDG 20 255/0 388/0 
GACAGACAGACAGACA 24 203/0  325/0  

 
هاي مولكولي و صفات به منظور بررسي ميزان ارتباط داده

ماتريس ضريب تطابق فيزيولوژيك، آزمون مانتل با استفاده از 
صفات اساس  هاي مولكولي و ماتريس شباهت بر براي داده ساده

ضرايب . فيزيولوژيك با استفاده از روش اقليدسي انجام شد
به ترتيب براي صفات  181/0و  -019/0همبستگي برابر با 

دست به  هاي مولكوليبا داده فيزيولوژيك در سطح شاهد و تنش
دار و در سطح شاهد غير معني توجه به آزمون مانتل، كه با ندآمد

 رسدبه نظر مي .دار بودعنيدرصد م 5تنش سرما با احتمال  تحت

تنش سرما تا حدودي  تحتالعمل فيزيولوژيكي گياه سويا عكس
دست هايي است كه الگوي نواري آنها را بهبيان ژن يا ژن نتيجه

  ).8شكل (آورديم 
هاي متناقضي در زمينه وجود يا عدم وجود تطابق بين  گزارش

رفولوژيك هاي مونتايج حاصل از نشانگرهاي مولكولي و داده
 .Shahnejat-Bushehri et al. 2000; Grativo et al(وجود دارد 

2010 and Mudibu et al. 2011(. Bonato et al. (2006)  پس از
و صفات مورفولوژيك به  AFLPاستفاده از نشانگر مولكولي 
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همبستگي  همنظور بررسي خويشاوندي چند رقم سويا و محاسب
هاي تشابه نشانگر  داري بين ماتريس بين اين نشانگرها، رابطة معني

 .نكردند و صفات مورفولوژيك مشاهده AFLPمولكولي 
Nagaoka and Ogihara (1997) هاي گندم بر نيز با مطالعه لاين

، بر وجود SSRاساس برخي صفات مورفولوژيك و نشانگر 
دار بين ماتريس تشابه صفات مورفولوژيك و نشانگر  ارتباط معني
 .كردندمزبور تاكيد 

 

  
 شاهد شرايطهاي مولكولي با صفات فيزيولوژيك در  رابطة داده -8شكل 

  در سويا) ب(و تنش سرما ) الف(
  

با صفات فيزيولوژيك در دو  ISSRهاي مولكولي ارتباط نشانگر
در اين مرحله براي تمام . سطح شاهد و تنش سرما بررسي شد
در سطح شاهد  .انجام شد 1صفات، رگرسيون به روش گام به گام

اي با تعدادي سه صفت نشت يوني، ميزان پرولين و هدايت روزنه
در سطح ). 6جدول(دار نشان دادند ارتباط معني ISSRنشانگر 
مورد مطالعه  ISSRي صفات با تعدادي از نشانگرهاي تنش همه

مقادير ضرايب تبيين تصحيح ). 7جدول(داري داشتند معني رابطه
تعدادي از . گيري شده بالا بودت اندازهشده براي تمامي صفا

                                                            
1 Stepwise method 

دار با بيش از يك صفت بودند، به نشانگرها داراي رابطه معني
 ،p9m3هاي نشانگر با چهار صفت و p31m9نشانگر  طوري كه
p12m10، p13m3، p20m8، p24m4 وp32m7  با دو صفت ارتباط
بين برخي نشانگرها با صفات بررسي شده هيچ ارتباطي  .داشتند

در هر دو سطح تنش با صفت  p12m10نشانگر . ود نداشتوج
 .اي ارتباط مثبت داشتهدايت روزنه

 
شاهد و  شرايطصفات فيزيولوژيك در ضرايب رگرسيون بين  -6جدول

  ISSRنشانگرهاي 
  ايهدايت روزنه  پرولين نشت يوني نشانگر

  738/24  025/0  19/19  عرض از مبدأ

P1m4 294/1      

P2m1   631/0    

P2m4 869/7-      

P5m1 785/10-      

P8m5   577/0    

P9m5   265/0    

P12m1   372/0-    

P12m10     377/6  

P20m1     210/4  

P20m2     480/9-  

P20m8     777/2  

P31m4 294/1      

R2 95/0  80/0  92/0  

  
يكي از دلايل احتمالي رابطه بين نشانگرهاي مولكولي و نمود 

ل در روابط تصادفي صفات كمي، عدم تعادل پيوستگي دخي
. باشد هاي كوچك مي هاي آللي همبسته در نمونه مربوط به فراواني

هاي ژني  با وجود اين، پيوستگي ژنتيكي بين نشانگرها و مكان
ترين توجيه براي اين روابط است  محتمل) هاQTL(صفات كمي 

)Chung et al. 2003( . كه نشانگرهاي  رسدبه نظر ميبنابراين
نار نشانگرهاي مورفولوژيكي ابزار مناسبي براي مولكولي در ك

اي مكمل همديگر باشند و به گونههاي برتر ميشناسايي ژنوتيپ
 .هستند
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 ISSRصفات فيزيولوژيك در سطح تنش سرما و نشانگرهاي ضرايب رگرسيون بين  -7جدول 

  مانيدرصد زنده  ايهدايت روزنه پرولين نشت يوني كلروفيل  نشانگرها
  317/0  904/21  462/1  105/27  139/38  از مبدأعرض 

P1m8  933/6      
P2m3         423/0-  
P2m4 233/0       
P5m1       254/5-    
P5m5   766/0-     
P5m6   052/7-        
P8m1    851/1    
P8m3         050/0-  
P8m6      095/0  
P9m1 276/2       
P9m3 218/1 389/1      
P12m2 458/0       

P12m10    358/2  170/0  
P13m1  076/3-      
P13m3 517/1- 478/7      
P13m9      452/0  
P19m4 385/0-       
P20m1      047/0  
P20m2 792/3-       
P20m8 289/4     055/0-  
P24m2      256/0  
P24m3      032/0-  
P24m4   621/10    004/3-    
P24m7  885/4-      
P31m3     571/0-      
P31m9 061/2-  117/1 394/3  258/0  
P32m3     308/0-      
P32m7 605/0-     010/0-  

R2998/0  970/0 956/0 988/0 997/0 تصحيح شده  
 

اي صفات فيزيولوژيك بندي حاصل از تجزيه خوشهبراساس گروه
ين و با توجه به نتايج مقايسات ميانگدر شرايط تنش سرما و 
هاي داشت كه ژنوتيپ توان اظهارمي نمودار انحرافات از ميانگين

و  Jk ،Stressland ،Hamiltonشامل چهار ژنوتيپ ( گروه اول
Safyabad(  اي داراي ميزان كلروفيل، پرولين و هدايت روزنهاكثرا

و لذا  باشددرصد مي 70ها نيز بيش از  ماني آنبالايي بوده و زنده

دي بندستهمتحمل به سرما هاي ژنوتيپ در گروهرا   ها ن آنتوا مي
. ها بهره بردبه سرما از آن تحملهاي مكرده و در اصلاح واريته

نشان  ISSRهاي بدست آمده از كاربرد نشانگرهاي همچنين داده
هاي سوياي مورد مطالعه به داد كه تنوع ژنتيكي لازم بين ژنوتيپ

ميانگين بدست آمده . هاي برتر وجود داردمنظور گزينش ژنوتيپ
دهنده كارايي بالاي نشان PICو  MIهاي براي شاخص
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هاي سوياي هاي فيلوژني ژنوتيپدر ارزيابي ISSRنشانگرهاي 
اين بررسي نشان داد كه نشانگرهاي در كل . باشدمورد مطالعه مي

ابزار مناسبي جهت  يكديگرمولكولي و مورفولوژيكي در كنار 

ها در متحمل به سرما و استفاده از آن هاي برترشناسايي ژنوتيپ
  .آيندنژادي و توليد هيبريد به حساب ميهاي بهرنامهب
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