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Extended Abstract 
Background: Lentil (Lens culinaris Medic) is one of the most important plants of the legume 
family, playing an important role in providing human food, known as an important source of 
protein. There is a rich germplasm of this plant in Iran and the world. Given that a large number 
of varieties and breeding lines are produced and introduced by internal and exotic breeders every 
year, it is essential to study their genetic diversity for use in breeding programs. It is possible to 
study genetic diversity through morphological, biochemical, and DNA markers. The use of 
molecular markers to study genetic diversity is more reliable than other markers due to the lack 
of influence of environmental factors and extensive polymorphism. ISSR markers have shown 
high efficiency as a dominant marker in studying genetic diversity and genetic relationships 
between different genotypes of plants, especially lentil. Therefore, this study was designed and 
implemented to study the genetic diversity of different lines and several common varieties of 
lentil using the ISSR marker. 
Methods: In this experiment, fresh leaf samples of 36 lentil genotypes (including 33 new breeding 
lines and three common cultivars), which were obtained from the Gachsaran Rainfed Research 
Station, were collected and frozen at -40 ˚C. Leaf DNA was extracted using the CTAB method, 
and its quality and quantity were examined on agarose gel and using a spectrophotometer, 
respectively, in the central laboratory of the Faculty of Agriculture, Yasouj University. DNA 
samples with suitable quality were selected for the further step, and then PCR amplification was 
performed using 20 ISSR primers that had shown high polymorphism in other plants in previous 
studies. In the desired samples, the presence and absence of bands were scored as one and zero, 
respectively. The percentage of polymorphic bands, polymorphic information content, and the 
Shannon index were calculated with statistical analyses, followed by examining the efficiency of 
the ISSR markers. Then, the genotypes were grouped by cluster analysis (Jaccard’s similarity 
coefficient and the UPGMA method) and principal component analysis. The genotypes with the 
greatest genetic distance were introduced for further breeding programs. Excel, NTSYS PC 2.02, 
and Popgene 1.32 software were used for the analyses. 
Results: In total, 186 out of 190 produced bands were polymorphic. UBC840 marker produced 
the highest number of bands (17 bands), all of which showed polymorphism. Among the markers, 
the highest and the lowest polymorphic information content (PIC) belonged to UBC830 (0.49) 
and UBC814 (0.13) markers, respectively. Nine markers had PICs greater than 0.4, which were 
considered suitable for the genetic differentiation of genotypes. The average Shannon index was 
0.845. The highest and the lowest Shannon index, which indicates intra-population variation, were 
recorded for UBC853 (1.4) and UBC814 (0.3) primers, respectively. In general, considering the 
measured characteristics, UBC855 and UBC853 primers are recommended for genetic studies in 
lentil. Cluster analysis classified 36 lentil genotypes into five groups. There were two genotypes 
in the first group (C1), most of the genotypes (55.6%) were in the second group (C2), two 
genotypes were in the third group (C3), 11 genotypes were in the fourth group (C4), and only one 
genotype was in the fifth group (C5). The greatest genetic distance was observed between the 
fifth and second groups (for example, the Jaccard similarity coefficient was 0.08 between 
genotype 33 and genotype 19). Therefore, it is expected that the crossing between genotype 33 
(group 5) and the genotypes of the second group would witness more transgressive segregation. 
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This work is licensed under a Creative Commons Attribution-Non-Commercial 4.0 Unported License, which allows users to read, copy, distribute, 
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The Sepehr and Kimiya cultivars were placed in one group, which probably indicates their 
common origin, while the Gachsaran cultivar was placed in a different group. Most genotypes 
with the same origin were placed in the same group, although some differences were also 
observed. Principal component analysis showed that many components played a role in 
explaining the total variance; for example, the first five components explained 51.82% of the total 
variance. This result indicates a suitable distribution of the markers in the lentil genome. The 
grouping of genotypes based on the first two components partially confirmed the grouping 
obtained from cluster analysis, although it also had some differences. In cluster analysis, all the 
variance contributed to the grouping, while only 42.09% of the total variance contributed to the 
grouping obtained from the first two components. Therefore, the existence of differences in the 
grouping results is not far from expected. 
Conclusion: Similar to some studies, the ISSR markers used in this study showed high efficiency 
for examining genetic diversity and distinguishing lentil genotypes. Among them, two primers, 
including UBC855 and UBC853, were superior to the other markers. Given the extensive 
polymorphism shown by these markers, it is suggested that they can be used to study the 
association analysis with important lentil traits, including drought tolerance, grain yield, and 
protein percentage, to take a fundamental step toward improving these traits. On the other hand, 
a wide diversity was observed among the studied genotypes in terms of ISSR markers. The 
grouping of genotypes showed that genotypes with high genetic distance can be selected and 
introduced for continuing lentil breeding programs. Among them, the highest genetic distance 
was observed between only the fifth group genotype and the second group genotypes, which is 
suggested to be used in future studies. 
 
Keywords: Molecular markers, Polymorphism, Polymorphism information content,  
                        Shannon index  
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 دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي ساري

 
 مقاله پژوهشی 

 

 ISSR های عدس با استفاده از نشانگرهایارزیابی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ
 

   4زادهکریمی  اللهرحمت  و  3فهلیانی امیری رضا ،2دهداری  مسعود ،1آرمان رحمانی 
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 1404/ 11/11 تاریخ پذیرش:                               09/10/1404تاریخ ویرایش:                             03/07/1404تاریخ دریافت:  

 91تا  79صفحه: 
 

   :مبسوط چکیده
مین غذای انسان دارد و أکه نقش مهمی در تاست    بقولاتیکی از مهمترین گیاهان خانواده    Lens culinaris Medicبا نام علمی  عدس    مقدمه و هدف: 

های که هر ساله تعداد زیادی رقم و لاینبا توجه به این .غنی از این گیاه در ایران و دنیا وجود داردپلاسم ژرم .شودعنوان منبع مهمی از پروتئین شناخته میهب
بررسی .  های اصلاحی امری ضروری است، بررسی تنوع ژنتیکی آنها جهت استفاده در برنامهگردندمینژادگران داخلی و خارجی تولید و معرفی  اصلاحی توسط به

استفاده از نشانگرهای مولکولی جهت بررسی تنوع ژنتیکی نسبت به  ست.  ا پذیر  امکان  DNAتنوع ژنتیکی از طریق نشانگرهای مورفولوژیکی، بیوشیمیایی و  
عنوان یک نشانگر غالب کارایی بالایی  هب  ISSRنشانگر    ، در این میاناعتبار بیشتری دارد.  دلیل عدم تاثیر عوامل محیطی و چندشکلی گسترده  هبسایر نشانگرها  

این پژوهش جهت بررسی    ، همین دلیلبهخصوص عدس از خود نشان داده است.  ههای مختلف گیاهان بدر بررسی تنوع ژنتیکی و روابط ژنتیکی بین ژنوتیپ
 گردید.و اجرا طراحی  ISSRکمک نشانگر  های مختلف و چند رقم متداول عدس بهتنوع ژنتیکی لاین

که از ایستگاه تحقیقات دیم گچساران    ،لاین جدید و سه رقم متداول(  33)شامل    عدس  ژنوتیپ   36  تازه  برگ  هاینمونه  ،آزمایشاین  در    ها:مواد و روش
و کمیت  استخراج گردید و کیفیت آن بر روی ژل آگارز    CTABبه روش    DNA  ، درجه سلسیوس منجمد شدند. سپس  - 40برداشت و در دمای    تهیه شده بودند، 

جهت ادامه   با کیفیت مناسب DNAهای نمونه .ندمورد بررسی قرار گرفتدانشگاه یاسوج آزمایشگاه مرکزی دانشکده کشاورزی در آن به کمک اسپکتروفوتومتر 
 انجام گردید.  ، که در مطالعات قبلی چندشکلی بالایی در سایر گیاهان نشان داده بودند  ISSR  آغازگر  20کمک    با  PCR  تکثیر به کمک  ، سپسشدند.  انتخاب    کار

از قبیل درصد نوارهای چندشکل،  های آماری  تجزیه و تحلیل  ، سپس  .ندیک و صفر امتیازبندی شد  ترتیب باعدم وجود نوار به  وجود و  ، های مطلوب در نمونه
  ای وسیله تجزیه خوشههها ببندی ژنوتیپ. سپس گروهمورد بررسی قرار گرفت  هاآغازگرو کارایی    محتوای اطلاعات چندشکلی و شاخص شانون محاسبه شد

های اصلاحی  های با بیشترین فاصله ژنتیکی جهت ادامه برنامههای اصلی انجام شد و ژنوتیپلفهؤو تجزیه به م(  UPGMAروش  )ضریب تشابه جاکارد و  
   در این مطالعه استفاده شد.Popgene 1.32 و Excel ,NTSYS PC 2.02 افزارهای نرم معرفی شدند. از

بودند.  تای آن186نوار تولید شدکه    190  ، در مجموع  ها: یافته )  UBC840  آغازگرها چندشکل  نوار  نمود که همگی آنرا  نوار(    17بیشترین تعداد  ها تولید 
( و کمترین میزان آن متعلق 49/0)  UBC830  آغازگرمتعلق به    (PIC)بیشترین میزان محتوای اطلاعات چندشکلی    ، هاآغازگر در بین   چندشکلی نشان دادند.

ن شاخص  یمیانگها مناسب تشخیص داده شدند.  بودند که برای تفکیک ژنتیکی ژنوتیپ  0/ 4بیشتر از    PICدارای    آغازگرنه  ( بود.  13/0)  UBC814  آغازگربه  
شانون  بود.    845/0شانون   به    دهدمی   نشان  را   جمعیتیدرون  تنوع  کهبیشترین شاخص  )  UBC853  آغازگرمربوط  به  4/1با  مربوط  آن  و کمترین    آغازگر ( 

UBC814 (3/0.بود )  های آغازگر ، گیری شدههای اندازهبا توجه به ویژگی ، طور کلی بهUBC855  وUBC853  دند.شجهت مطالعات ژنتیکی در عدس معرفی 
در گروه سوم  درصد(،  6/55ها )اکثر ژنوتیپ (C2)در گروه دوم دو ژنوتیپ،  (C1). در گروه اول نمودگروه تفکیک   پنج به را ژنوتیپ عدس  36 ایتجزیه خوشه

(C3  )  ژنوتیپ دو ،  ( در گروه چهارمC4  )11   ،پنجمدر گروه    و  ژنوتیپ  (C5)    گروه پنجم و ژنوتیپ  بین    بیشترین فاصله ژنتیکی  .ندژنوتیپ قرار گرفتیک  فقط
)گروه    33از تلاقی بین ژنوتیپ    که  رودانتظار می  ، این  . بنابر(19ژنوتیپ    و  33بین ژنوتیپ    0/ 08  جاکارد  تشابه  ضریب  ، عنوان مثال ه)ب  گروه دوم بودهای  ژنوتیپ

در  است  ها  در یک گروه قرار گرفتند که احتمالا بیانگر منشا یکسان آن   کیمیا  سپهر وهای گروه دوم شاهد تفکیک متجاوز بیشتری بود. ارقام  پنجم( با ژنوتیپ
تجزیه به  هایی نیز مشاهده گردید.  ها با منشا یکسان در یک گروه قرار گرفتند، هرچند تفاوتاکثر ژنوتیپکه رقم گچساران در گروه متفاوت قرار گرفت.  حالی
از واریانس کل  51/ 82لفه اول  ؤپنج م  ، عنوان مثاله ب  ؛های زیادی در توجیه واریانس کل نقش داشتندلفهؤمهای اصلی نشان داد که  مولفه توجیه    را   درصد 

بندی حاصل از  لفه اول تا حدی گروهؤها براساس دو مبندی ژنوتیپگروه. استهای مورد استفاده در ژنوم عدس  آغازگرنمودند. این نتیجه بیانگر توزیع مناسب 
  09/42که فقط  بندی نقش داشتند در حالیدر گروه  هاتمام واریانس  ، ای در تجزیه خوشههایی نیز با آن داشت.  تفاوتکه  چند    یید نمود هرأای را تتجزیه خوشه

     ها دور از انتظار نیست.بندیوجود تفاوت در نتایج گروه ، این نقش داشتند. بنابر لفه اولؤبندی حاصل از دو مدر گروه درصد از واریانس کل
های عدس جهت بررسی تنوع ژنتیکی و تفکیک ژنوتیپ  را   مورد استفاده در این پژوهش کارایی بالایی  ISSRنشانگرهای    ، همانند برخی مطالعات  گیری: نتیجه

ها نشان دادند، آغازگر ه این  ک . با توجه به چندشکلی گسترده  بودند  ها برترآغازگردر مقایسه با سایر    UBC853و    UBC855  آغازگردو    ، نشان دادند. در این میان
از آنها جهت مطالعه تجزیه ارتباطی با صفات مهم عدس از جمله تحمل به خشکی، عملکرد دانه و درصد پروتئین استفاده نمود تا بتوان که  گردد  پیشنهاد می

از نظر نشانگرهای  تنوع وسیعی میان ژنوتیپ  ، گام اساسی برای اصلاح این صفات برداشت. از طرف دیگر  بندی  گروهمشاهده شد.    ISSRهای مورد مطالعه 
بیشترین فاصله    ، های اصلاحی عدس انتخاب و معرفی نمود. در این میانجهت ادامه برنامهرا  فاصله ژنتیکی زیاد    های باتوان ژنوتیپها نشان داد که میژنوتیپ

 ها در مطالعات بعدی استفاده گردد.گردد از آنهای گروه دوم مشاهده شد که پیشنهاد میژنتیکی بین تنها ژنوتیپ گروه پنجم با ژنوتیپ
 

    محتوای اطلاعات چندشکلی، نشانگرهای مولکولیچندشکلی، شاخص شانون،  های کلیدی: واژه 
 

 مقدمه 
علمی       نام  با  از    Lens culinaris Medicعدس  یکی 

که نقش مهمی در تامین   است   مهمترین گیاهان خانواده بقولات
انسان   ب  ارددغذای  از پروتئین شناخته ه  و  عنوان منبع مهمی 

( است   2x   =2n=  14. این گیاه خودگشن و دیپلوئید )شودمی
(Anjam, et al., 2005  .)  صورت  در ایران بیشتر به گیاه عدس

کشت   مثال ه ب  ؛شودمیدیم  سرشماری   ،عنوان  آخرین  در 
زیر    (Statistical Center of Iran, 2024)  کشاورزی سطح 

که در  در حالی  است   هکتار بیان شده  42077کشت آن در ایران  
 Ministry of)  گزارش گردیده است   81980سال ماقبل آن  

Agriculture Jihad, 2024  )  دو گزارش بیش از   که در هر
درصد به کشت دیم اختصاص داشته است. شاید دلیل این    94
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دلیل ه ب  ، این  و بنابر  دنهای اخیر باشخشکسالی  ،کاهش فاحش
استفاده از نزولات آسمانی و عدم نیاز به آبیاری موردتوجه قرار  

پلاسم غنی از این گیاه در ایران و دنیا وجود دارد  . ژرمگیردمی
های جدیدی توسط پژوهشگران به این  و هر ساله ارقام و لاین

وجود تنوع و    نژادی،به   هایبرنامه   درشود.  مجموعه اضافه می
بهبود یک    انتخابسپس   مثال  ه )ب  مطلوب  صفتبرای  عنوان 

که    هدف عملکرد(   است  به  اصلی  نیاز  بررسی  متداول  روش 
ثیر عوامل محیطی  أت  ،حال. در عین داردمدت زمان طولانی  به 

استفاده  و بر کارایی انتخاب اثر سوء دارد.  است  ساز  هم مشکل
مولکولی   نشانگرهای  اهداف  از  این  به  نیل  دلیل ه ببرای 

راهکاری درصد و عدم تاثیرپذیری از محیط    100  رییپذوراثت
 اولیه  مطالعات(.  Collard et al., 2005)است  کارا  مناسب و  

  مورفولوژیکی   صفات  اساس  بر   عمدتاً  عدس  در  ژنتیکی   تنوع
؛  ,.Rao et al   1988؛,Tyagi & Khan  2010)  نداشده   انجام

et al., 2011  Fikiru  ؛Anjam et al., 2005.)    معرفی با 
و کارایی بالاتر آنها نسبت    (ISSR  جمله)از    DNAنشانگرهای  

مورفولوژیکی و  پروتئینی  نشانگرهای  آن   ،به  از  ها استفاده 
چشمبه  است.  صورت  یافته  افزایش  اخیر،  گیری  دهه  در 

تنوع ژنتیکی در  ارزیابی  منظور  به   یمتنوع  یمولکولنشانگرهای  
از   ،عنوان مثاله ب   اند.کار گرفته شدههبگیاهان از جمله عدس  

   RAPD  (Nouri et al., 2014)،  ScOTنشانگرهای  
(El-Danasoury et al., 2017  ،)SSR   (Kumar Mishra 

et al., 2019  ،)ISSR  (2011  El-Nahas, et al.,  و )SNP 
(Khazaei et al., 2016میان این  در  است.  شده  استفاده   ) ،  

بالایی    ISSRنشانگرهای   بسیار  دادهرا  کارایی   اندنشان 
(Sicard et al., 2005 .)  ی نشانگرها  ISSR  ر یتکث  هیکه بر پا  

  شوند، یم  ی( طراحSSR)   یازماهوارهیر  یهایتوال  نیب  ینواح
و نسبت به    دهندینشان م  را  %( 90<)معمولاً    ییبالا  یچندشکل
RAPD  برخلاف    ،نیدارند. همچن  یبهتر  یریتکرارپذSSR   و

SNP  ،ISSR  نه یژنوم ندارد و با هز  یبه اطلاعات توال   یازین  
اج قابل   کاربه   ژنتیکی   تنوع  تشخیص  برای  که   ستا  راکمتر 

 مناسب  هایویژگی  دلیلبه  (.Liu & Wendel, 2001)  ندرومی
  اجرای   و   کم  هزینه  پذیری،تکرار   بالا،  بسیار  تنوع  بالا،   دقت  مانند
  نژادگران قرار گرفته است مورد توجه به   نشانگر  این  آن،  آسان

(Souframanien & Gopalkrishna, 2004  ؛
Terzopoulos & Bebeli, 2008  .)دارای  ،علاوهه ب  

  ژنی   مکان   زیادی  تعداد  همزمان  تجزیه   مثل  مناسب  هایویژگی
 کردن  آشکار  در   زیادی  قدرت  جداسازی،  سرعت  دلیلبه   و  است
 Hassani Tesie et al., 2015; Reddy)  دارد  ژنتیکی  تنوع

et al., 2002  .) در سایر گیاهان نیز این نشانگر کارایی بالایی
 Sakhravi)و همکاران    صخراوی   ،عنوان مثاله ب .داشته است

et al., 2023  )استفاده  با  را  چیتی  لوبیا  ژنوتیپ  41  ژنتیکیتنوع 
در    ، تحقیق  این  در.  ندداد  قرار   بررسی  مورد ISSR نشانگر  20  از

  نوار چندشکلی نشان دادند.   172نوار تولید شد که    193مجموع  
های مختلف پنج نشانگر کارا معرفی  براساس شاخص   ،علاوهه ب

داشتند جهت   را  هایی که بیشترین فاصله ژنتیکیشدند و ژنوتیپ 
جعفری و همکاران    های اصلاحی معرفی گردیدند.ادامه برنامه 

(Jafari, et al.,2023  ) تنوع ژنتیکی داخل و بین جوامع مختلف
 ،مطالعه نمودند. در مطالعه آنها  ISSRکمک نشانگر  به   را  کینوا

از    79 همچنین  90نوار  بودند.  چندشکل  تولیدشده    13  ،نوار 
مورد تجزیه    ژنوتیپ  روش  به  گروه  دو  در  مطالعه 

گروه   UPGMAایخوشه  گرفتند.  به قرار    PCAکمک  بندی 
خوشه گروه تجزیه  از  حاصل  در  أت   را  ایبندی  نمود.  یید 
کار  ه جهت بررسی تنوع ژنتیکی ب  ISSRفرنگی نیز نشانگر  گوجه

یک نشانگر با کارایی بالاتر نسبت به سایر    ،گرفته شده است 
گزارش    4/0تا    22/0از    PICو دامنه    نشانگرها معرفی شده است

    (.GolCheshmeh, et al., 2023گردیده است )
  عدس   واریته  10  فنوتیپی  و  ژنوتیپی  تنوع  ،ایمطالعهدر  
 آغازگر  چهار  و  مورفولوژیکیاگرو   صفت   نه  از  استفاده  با  اتیوپیائی

ISSR  های داده   تحلیل  و  تجزیه.  گرفت  قرار  مطالعه  مورد  
 خوبی  چندشکلی  ،ISSR  آغازگرهای  از  استفاده  با  مولکولی

و    .(Fikiru et al., 2011)  دادند  نشان النهاس  آزمایش  در 
ب  ، (,.El-Nahas, et al  2011)همکاران   کارگیری هبا 
در عدس تعداد نوارهای چندشکل از سه نوار    ISSRنشانگرهای  

درصد متغیر   60تا    20تا ده نوار متغیر بود اما درصد چندشکلی از  
(  Mammadova & Aghayeva, 2023ممدوف و آقایاوا )  .بود

در   ISSRکمک نه نشانگر  ژنوتیپ عدس به   46نیز با مطالعه  
  ، درصد چندشکلی مشاهده کردند. در مطالعه دیگر  76مجموع  

ژنوتیپ    37(  et al., 2023  Al-Mousaالموسی و همکاران )
استفاده از    .بررسی نمودند  ISSRنشانگر    20کمک  به   را  عدس

سایر نشانگرها در عدس چندشکلی کمتری در مقایسه با نشانگر  
ISSR  به مثالداشتند  درصد   SCoT  86/67نشانگر    ،عنوان 

(El-Danasoury et al., 2017  و نشانگر )SSR  45/41   درصد
(Tomar et al., 2023  چندشکلی در عدس داشتند. در عین )

ها از کارایی بالای سایر نشانگرها حکایت برخی پژوهش  ،حال
ب مثاله دارند.    ساختار   تعیین  و   ژنتیکی  تنوع  بررسی   ،عنوان 
نشان  SSR نشانگر  30 از استفاده  با عدس ژنوتیپ 90 جمعیت

  و   دارد  ژنتیکی  تنوع  ارزیابی  بالای این نشانگر برای  از توانایی
 Sarvmeili) کند تفکیک هم از خوبیبه را هاژنوتیپ  تواندمی

et al., 2020 .) 
)-ال همکاران  و   ,.El-Danasoury et alداناسوری 

جمعیت 2017 عدس  (  مختلف  نشانگر   17کمک  به را  های 
SCoT  روش  بهUPGMA    در دو گروه مختلف قرار دادند. تومار

ژنوتیپ عدس را    37( نیز  Tomar et al., 2023و همکاران )
 بندی نمودند. دردر دو گروه مجزا گروه  SSRکمک نشانگر  به 

  ژنوتیپها   خوشهای  تجزیة  عدس،  هایژنوتیپ  روی  ایمطالعه
.  نمود طبقهبندی اصلی گروه چهار در 56/0 تشابه ضریب در را
  وجود   عدس  هایژنوتیپ   بین   زیادی  ژنتیکیتنوع   ،مطالعه  این  در

  ارزیابی   برای  مناسبی  ابزار  RAPD  مولکولی  نشانگر  و  داشت
 Nouri)  شد  داده  تشخیص  عدس  ژنوتیپهای  بین  ژنتیکیتنوع

et al., 2014.)   آقایاوا   و  ممدوف  (Mammadova & 

Aghayeva, 2023  )46   نشانگر    20کمک  ژنوتیپ عدس را به
ISSR  و ال -( موسی و همکارانet al., 2023  Al-Mousa )

در شش گروه    ISSRنشانگر    18کمک  به  را  ژنوتیپ عدس  37
گروه  این  از  نمودند.  ژنوتیپبندیتفکیک  یافتن  برای  های ها 
برنامه ادامه  جهت  استفاده مطلوب  عدس  در  اصلاحی  های 

 شود.  می
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به این تعداد زیادی رقم و لاینبا توجه  های  که هر ساله 
به  توسط  معرفی  اصلاحی  و  تولید  خارجی  و  داخلی  نژادگران 

های گردند، بررسی تنوع ژنتیکی آنها جهت استفاده در برنامهمی
به   توجه  با  و  دلیل  همین  به  است.  ضروری  امری  اصلاحی 

این پژوهش جهت ارزیابی تنوع    ،ISSRکارایی بالای نشانگر  
ه  های مناسب با ب، معرفی نشانگرهای کارآمد و ژنوتیپژنتیکی

رقم    33)  ژنوتیپ  36  کارگیری سه  و  جدید  پیشرفته  لاین 
 طراحی گردید.   ISSRر  آغازگ  20بوسیله  مختلف عدس  متداول(  

 ها مواد و روش
لاین پیشرفته(   33ژنوتیپ عدس )شامل سه رقم و    36بذور  

در    1399آذر ماه  در  و    تهیه  از ایستگاه تحقیقات دیم گچساران  
)جدول   شدندداده کشت در شهرستان گچساران مزرعه شرایط 

 )قبل از مرحله گلدهی(  های جوانهای برگی از برگ نمونه .  (1
ها  نمونهبوته عدس برداشت و در ازت مایع قرار داده شدند.  ده  

استخراج   زمان  دمای    DNAتا  سلسیوس   -40در  درجه 
 نگهداری گردیدند.  

 های عدس مورد مطالعه نام، شجره و منشا ژنوتیپ -1جدول 
Table 1. The names of the studied lentil genotypes, pedigrees and origins. 

 ردیف
No. 

 منشأ

Origin 

 ژنوتیپ نام یا شجره
Name or pedigree 

1 ICARDA FLIP2013-048L(ILL11301)-ILL7616 X 
ILL7723 

2 ICARDA FLIP2014-069L(ILL11479)-ILL7723 x 
ILL5883 

3 ICARDA FLIP2014-074L(ILL11484)-ILL6994 x 
ILL9932 

4 ICARDA FLIP2014-078L(ILL11488)-ILL6994 x 
ILL5725 

5 ICARDA FLIP2014-118L(ILL11528)-ILL6212 x 
ILL1005 

6 ICARDA FLIP2012-31L(ILL11006)-
ILL7502XILL590 

7 ICARDA FLIP2012-51L(ILL11026)-
ILL7981XILL7706 

8 ICARDA FLIP2012-62L(ILL11037)-L-
5125XILL8006 

9 ICARDA FLIP2012-68L(ILL11043)-
ILL7980XILL7666 

10 ICARDA FLIP2012-109L(ILL11084)-
ILL7617XILL5883 

11 ICARDA FLIP2012-120L(ILL11095)-
ILL4605XILL6024 

12 ICARDA FLIP2012-123L(ILL11098)-
ILL4605XILL7537 

13 ICARDA FLIP2012-124L(ILL11099)-
ILL8008XILL7201 

14 ICARDA FLIP2013-60L(ILL11313)-
ILL9835XILL7010 

15 ICARDA FLIP2013-74L(ILL11327)-ILL 10870 
XILL8176 

16 Argentina PRECOZ-4605- 
17 ICARDA FLIP2010-40L-10770-ILL 8119 / ILL 

7686 
18 ICARDA FLIP 2009-52L  ILL 5883/91517 
19 ICARDA FLIP2011-13L-10893-ILL 358  / ILL 

590 
20 ICARDA FLIP2010-50L-10780-ILL 5883 / ILL 

8188 
21 ICARDA ILL 7547 x ILL 9892 2006-06-0G-0GA-

0GA-11 
22 ICARDA FLIP2010-90L-10820-ILL 7115 / AKM 

27 
23 ICARDA ILL 6434 x ILL 8008 2006-02-0G-0GA-

0GA-11 
24 ICARDA FLIP2007-16L  ILL 2126 X ILL 4659 
25 ICARDA ILL 7547 x ILL 6002 2006-03-0G-0GA-

0GA-11 
26 IRAN GACH LOC 2010-01 
27 ICARDA ILL 6211 x ILL 6002 2006-07-0G-0GA-

0GA-11 
28 ICARDA FLIP 2005-32L 
29 ICARDA FLIP1996-15L(Ibla 1) ILL 

6209xILL5671 
30 ICARDA FLIP2011-1L   ILL 6443 X  ILL 1005 
31 ICARDA FLIP2011-6L  ILL 6434 X  ILL 6972 
32 IRAN FLIP2010-8L  ILL 2126 X ILL 6199 
33 IRAN FLIP2013-136L(ILL11389)-

ILL7617XILL5883 
34 IRAN Sepehr 
35 IRAN Gachsaran 
36 IRAN Kimiya 

 

 ژنومی  DNAاستخراج 
روش  DNAستخراج  ا از  استفاده  با  تب  سی ژنومی 

(Cetyltrimethylammonium bromide, CTAB,  ) انجام
گرم از نمونه برگی در    5/0  (.Doyl & Doyl, 1990)  گرفت

چینی   درون  هاون  به  و  پودر  سریع  مایع  ازت  حضور  در  و 
میکرولیتر بافر    490  لیتری ریخته شد.لیمی   2های  میکروتیوپ 
)با غلظت  kمیکرولیتر محلول پروتئیناز  5(، CTABاستخراج )
mg/ml  10 و از    مرکاپتواتانلمیکرولیتر    5  (  هرکدام  به 

با    هایکروتیوب م کردن  مخلوط  کمی  از  بعد  و  گردید  اضافه 
درجه    60در حمام آب گرم با دمای  (  Vortex)  دستگاه ورتکس

  ، در این مدت  دقیقه قرار داده شدند.   70و مدت زمان    سلسیوس
تا پودر گیاهی    دقیقه یک بار به آرامی تکان داده شدند  10هر  

ها و استخراج  د و تخریب سلولوخوبی در بافر استخراج حل شه ب
DNA  تسهیل  از هسته تکان  شوندهای سلولی  از کمی  بعد   .
به نسبت )کلروفرم و ایزوآمیل الکل    به اندازه حجم نمونه  دادن،
دقیقه و سرعت    10مدت  ها به ( اضافه گردید و بعد نمونه 1:24
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فاز  سه    ، سانتریفیوژ شدند. در این مرحلهدقیقه    دور در   12000
مجزا مشاهده شد که فاز بالایی به آرامی با استفاده از سمپلر  

منتقل شد. به اندازه  جدید  لیتری  میلی  2  هایلولهبرداشته و به  
ایزوپروپانول   3/2 قبل،  مرحله  از  حاصل  بالایی  فاز  حجم  از 

( تا    سرد  %(    100مطلق  شد  داده  تکان  آرامی  به  و  اضافه 
معمولا   ،در پایان این مرحله  امولسیون کاملی مشاهده گردید.

قابل دیدن بود، ولی برای تشکیل کلاف کامل،   DNA  کلاف
به حاصله  فریزر    30مدت  امولسیون  در  درجه    -20دقیقه 

  1000ها با سرعت  نمونه   ،در مرحله بعدنگهداری شد.  سلسیوس  
دقیقه 10مدت  به   سلسیوسدور در دقیقه در دمای چهار درجه  

  ، تا کلاف در ته لوله باقی بماند. جهت شستشوشدند  سانتریفیوژ  
مدت  درصد به  96میکرولیتر اتانول    800در حضورDNA نمونه  

  10000با سرعت    ،سپس  .دقیقه در دمای محیط قرار گرفت  20
به  مایع  و    دقیقه سانتریفیوژ شد  10مدت  دور در دقیقه  سپس 

مجدد،   شستشوی  برای  گردید.  حذف  لیتر  میکرو   800رویی 
درصد استفاده شد و با شرایط مرحله قبل سانتریفیوژ   70اتانول 

دقیقه نگهداری    10-15مدت  در هوای آزاد به DNA   . انجام شد
الکل تا  درباقی  شد  شود  DNAکلاف    مانده  تبخیر   .  کاملا 

ها اضافه شد و  به میکروتیوب   (TE)  ایتی  میکرولیتر  50-30

ساعت در یخچال   24مدت  به   هاببرای حل شدن کلاف، تیو 
فریزر    4 در  استفاده  زمان  تا  سپس  شدند.  داده  قرار   درجه 

 نگهداری شدند.  سلسیوسدرجه  -40
غلظت  برای   دستگاه    ،DNAتعیین    اسپکتوفتومتر ابتدا 

به  Eppendorf AG-22331 Bio. Photometer)مدل    )
تریس    100کمک   شدمیکرولیتر  موج   . کالیبره   های طول 

26 A  280وA  دهنده میزان جذب نوری توسط  ترتیب نشانبه
DNA    پس از کالیبره کردن، داخل کووت هستندو پروتئین .
ژنومی ریخته   DNAمیکرولیتر از  2و  TEتر لیمیکرو 98دیگر 

هایی که  نمونه ژنومی تعیین شد.    DNAو میزان جذب نوری  
جهت ادامه کار  بود،    8/1-2در محدوده  ها  آن  280A/260A نسبت

شدند  (PCR)  آرسی پی  با اندازه انتخاب  روش  کیفیت  .  گیری 
DNA انجام شد.   استخراجی با استفاده از ژل آگارز 

آغازگرهای  DNAتکثیر   با  ژنومی    وسیله هب  ISSRی 
PCR 

ای پلیمراز با استفاده از ترکیب مواد  انجام واکنش زنجیره
، مسترمیکس، آغازگر و آب مقطر  DNAمورد نیاز شامل، نمونه  

برای انجام واکنش  ترکیبات لازم  دوبار استریل صورت پذیرفت.  
PCR بود 2 طبق جدول . 

 
 PCRواکنش  هر مقدار مواد لازم برای -2جدول 

Table 2. The amount of materials required for each PCR reaction  
( میکرولیتر ) مقدار  

Amount 
ماده  نوع  

Components 
7.0 PCR Master Mix 2X 
5.0 DNA (50 ng) 
0.8 Primer (10 µM) 
 آب دو بار تقطیر 7.2
 حجم نهایی  20.0

 
تعداد    ,.ISSR  (Izzatullayeva, et alآغازگر    20از 

مختلف    ( که در مطالعات قبلی تنوع وسیعی بروی گیاهان2014
بودند،   استفاده گردید   جفت بازی  50  درول  همراهبه نشان داده 

دند. مشخصات این نشانگرها  تهیه شکه توسط شرکت سینا ژن  
 . نداآورده شده 3در جدول 

 
 مورد استفاده  ISSRآغازگر  20نام، توالی و دمای اتصال  -3جدول 

Table 3. Name, sequences, and annealing temperatures of the studied ISSR primers 
 ردیف
No. 

آغازگرنام    
Name 

 '3-'5  آغازگر  توالی

Sequence ( 5’-3’) 

  )سلسیوس( اتصال دمای 
Annealing temperature (˚C) 

1 UBC826 ACACACACACACACACC 47.1 
2 UBC830 TGTGTGTGTGTGTGTGG 47.1 
3 UBC814 CTCTCTCTCTCTCTCTA 44.6 
4 UBC823 TCTCTCTCTCTCTCTCTC 47.1 
5 UBC847 CACACACACACACACACRC 48 
6 UBC853 TCTCTCTCTCTCTCTCRT 48 
7 UBC851 GTGTGTGTGTGTGTGTYG 48 
8 UBC824 CTCTCTCTCTCTCTCTCG 48 
9 UBC844 AGAGAGAGAGAGAGAGAYT 48 
10 UBC842 GAGAGAGAGAGAGAGAGAT 48 
11 UBC836 ACACACACACACACACYA 48 
12 UBC848 CACACACACACACACACRG 48 
13 UBC838 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 48 
14 UBC864 ATCATGATGATGATGATG 48 
15 UBC859 ACACACACACACACACYG 48 
16 UBC827 ACACACACACACACACG 48 
17 UBC840 GAGAGAGAGAGAGAGYT 48 
18 UBC845 CTCTCTCTCTCTCTCTRE 48 
19 UBC835 ACACACACACACACACYT 48 
20 UBC857 ACACACACACACACACYG 48 

و بعد    ندلیتری ریخته شدمیلی  5/1  بمواد واکنش در تیو
چاهک بتیو در  آرامی  به  دستگاه  ها  ترموسایکلر   PCRهای 

قرار داده   ( PCR-MJ Mini-BIO RAD, Germanyمدل  )

آمده است. پس   4  رد استفاده در جدولشدند. الگوی دمایی مو
ها از دستگاه خارج و در فریزر در دمای  از اتمام واکنش، نمونه 

 نگهداری شدند.  سلسیوسدرجه  -40
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 در مراحل مختلف تکثیر  PCRدمایی   یالگو -4جدول 
Table 4. PCR temperature patterns at different stages of amplification 

 مراحل واکنش 
Reaction steps 

 )سلسیوس( دما
Temperature (˚C) 

 )ثانیه(  زمان 
Duration (seconds) 

 تعداد چرخه 
Number of cycles 

   اولیه سازی واسرشت
Initial denaturation 

94 180 1 

 سازی ثانویه واسزشته
 Secondary denaturation 

94 30 34 

 اتصال آغازگرها 
Annealing of primers 

41.2-48 45 

 بسط اولیه 
Initial elongation 

72 60 

 بسط نهایی
Final elongation 

72 300 1 

 های آماری تجزیه
داده تحلیل  و  تجزیه  الگوبرای  حاصل  هاها،  نواری  از  ی 

آغازگرها   بهتکثیر  حضور  عدم  یا  و  حضور  اساس  ترتیب  بر 
امتیاز به  صفر  و  یک  شدند.صورت  مختلف  ویژگی   بندی  های 

تعداد    مربوط به نشانگرها از قبیل تعداد کل نوارهای تولید شده، 
شکل محاسبه شدند.  تعداد نوارهای تک  و   نوارهای چندشکل،

 پارامترهای مختلف به شرح زیر محاسبه شدند.  ،سپس
)چند  درصد اطلاعات    (،PPBشکلی  محتوای  شاخص 

1)چندشکلی  
PIC)   از  به میانگینی  بPICصورت  دست  ههای 

-Roldán) کل جمعیت    آمده از تمامی نوارهای هر نشانگر در

ruiz et al., 2000 )   شاخص   و  (شانونH)  ابط  وبا استفاده از ر
 : ندزیر محاسبه شد 

 
𝑃𝑃𝐵 =

𝑛𝑝

𝑛
× 100 

 

PIC=2fi(1-fi) 

𝐻 = −∑𝑃𝑖 × 𝑙𝑛𝑃𝑖

𝑠

𝑖=1

 

 
: تعداد کل  n: تعداد نوارهای چند شکل،  npدر این روابط  

فراوانی نسبی آلل )وجود    Piو    (نوار  وجود)  آللی  فراوانی  fiنوارها،  
   .هستند نوار(

  و شاخص   شکلدرصد نوارهای چند،  تعداد کل نوارهابرآورد  
محتوی اطلاعات    ،  Popgene 1.32افزار  کمک نرمشانون به 

به  تشابه   سیماتر  محاسبه،  Excelکمک پردازشگر  چندشکلی 
 یهامولفه  هیتجز  و  UPGMA  روشبه   یاخوشه  هیجاکارد، تجز

نرم  یاصل   صورت گرفت.    NTSYS PC 2.02افزاربه کمک 
گروه خوشهتعداد  تجزیه  در  آماره  ها  طریق  از  کاذب    2Tای 
( نرمJohnson, 1998هتلینگ  به کمک  و   SAS 9.1افزار  ( 

 تعیین گردید.
 

 نتایج و بحث 
ها عدد از آن   18  ،مورد استفاده  ISSRگر  آغازجفت    20  از

نوارهای واضح و چندشکل و دو نشانگر نوارهای با وضوح کم  
دادند به    1شکل  .  (5)جدول    تشکیل  مربوط  نوارهای  الگوی 

تعداد نوارهای   ،در مجموعدهد.  را نشان می  UBC851آغازگر  
آن   190شده    تشکیل میان  از  که  بودند  نوار    186ها  عدد 

های آشکار شده  آللشکل بودند. تعداد  نوار تک  چهارچندشکل و  
مربوط تمام نوارهای  برای هر نشانگر متفاوت بود.    17تا    یک  از

 
1 Polymorphic information content 

، UBC814 ،  UBC823  ،UBC853  ،UBC851های  گرآغازبه  
UBC824  ،UBC834  ،UBC842  ،UBC856  ،UBC848  ،
UBC835  ،UBC864  ،UBC859  ،UBC827  ،UBC840    و
UBC855    کمترین  ندبودچندشکل و  .  نوارهای درصد  تعداد 

( به  50چندشکلی  مربوط    در بود.    UBC830  آغازگر%( 
)  ،ایمطالعه همکاران  و    تنوع   (Fikiru et al., 2011فکیرو 

  نه  از استفاده با را اتیوپیائی عدس واریته 10 فنوتیپی و ژنوتیپی
  قرار   مطالعه  مورد  ISSR  آغازگر  چهار  و  مورفولوژیکیاگرو   صفت
  نشان   خوبی   چندشکلی  ISSR  آغازگرهای  ،در این مطالعه.  دادند
 El-Nahas, et  2011)النهاس و همکاران  در آزمایش    .دادند

al.,) ،  کارگیری نشانگرهای  ه  با بISSR   در عدس تعداد نوارهای
چندشکل از سه نوار تا ده نوار متغیر بود که شبیه به آزمایش  

درصد متغیر بود    60تا    20حاضر است اما درصد چندشکلی از  
بود.   ما  آزمایش  از  کمتر  مراتب  به  آقایاوا  که  و  ممدوف 

(Mammadova & Aghayeva, 2023  مطالعه با  نیز   )46  
درصد    76در مجموع    ISSRژنوتیپ عدس به کمک نه نشانگر  

دیگر  را  چندشکلی مطالعه  در  کردند.  و    ،مشاهده  الموسی 
را ژنوتیپ عدس    37(  et al., 2023  Al-Mousa ,همکاران )

مطالعه   بررسی  ISSR  آغازگر  20کمک  به  همانند  که  نمودند 
  31/87نوار با  184 ،تکثیر شدند و در مجموعآغازگر  18حاضر 

درصد چند شکلی تولید نمودند که برخی نوارها در عدس جدید 
و توالی آنها در    نشانگر که ژنوتیپ و نوع    با توجه به این  بودند. 

، دلیل تفاوت در نتایج را هستندگونه مطالعات بسیار مهم    این
نشانگرها در    برخیاستفاده از  توان به این عوامل نسبت داد.  می

 .داشتند  ISSRعدس چندشکلی کمتری در مقایسه با نشانگر  
مثالبه  )  SCoT  86/67نشانگر    ،عنوان  -Elدرصد 

Danasoury, et al., 2017  نشانگر و   )SSR  45/41    درصد
(Tomar, et al., 2023.داشتند عدس  در  چندشکلی  در   ( 

پژوهش  ،حالعین نشانگرها  برخی  سایر  بالای  کارایی  از  ها 
دار بنحکایت  مثاله د.    تعیین   و   ژنتیکی   تنوع  بررسی  ،عنوان 

 SSR  گرآغاز  30  از  استفاده  با  عدس  ژنوتیپ  90  جمعیت  ساختار
  ژنتیکی   تنوع  ارزیابی  بالای این نشانگر برای  نشان از توانایی

 کند   تفکیک  هم  از  خوبیبه  را  هاژنوتیپ   تواندمی  و  دارد
(Sarvmeili et al., 2020 .)   مطالعه   ،این  بنابر نوع  به  بسته 

استآغازگرکارایی   متفاوت  دلیلبه   ؛ ها  مقایسه    ،همین  برای 
در آزمایش   را  های یکسانهای مختلف باید ژنوتیپآغازگردقیق  

 کار گرفت. ه ب
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متعلق    PICبیشترین میزان محتوای اطلاعات چندشکلی  
به  UBC830  (49/0  آغازگربه     آغازگر ( و کمترین آن متعلق 

UBC814  های  آغازگردر  (.  5)جدول    ندبود  13/0میزان  به
که  آغازگرغالب،   و   کارآدارند    5/0تا    25/0بین    PICهایی 

که  آن دارند   PICهایی  کمتری  مفید  اطلاعات  دارند  کمتری 
(Qi, et al., 2006). آغازگر  16در این آزمایش    ،ینا  بنابر  PIC  

  ،UBC826 ،UBC830 ،UBC847 هایآغازگر. خوبی داشتند
UBC853  ،UBC851  ،UBC834  ،UBC856  ،UBC855   و  
UBC857  دارای  PIC  تفکیک   برای  که  بودند  4/0  از  بیشتر  

با وجود این که  .  شدند داده تشخیص  مناسب هاژنوتیپ ژنتیکی
مقدار    UBC830  آغازگر ب  PICبالاترین  اما  بود  دلیل ه دارا 

  ، در این میانشود.  داشتن تنها یک نوار چندشکل توصیه نمی 
آلل نسبت نه  با    UBC853آلل و    13با    UBC855های  آغازگر

سایر   بودآغازگربه  برتر  ، UBC814  هایآغازگرد.  نها 
UBC859  ،UBC824    وUBC845    اطلاعات محتوای 

هایی که آغازگرچندشکلی کمتری نسبت به بقیه نشان دادند.  
( چندشکلی  اطلاعات  به  PICمحتوای  نسبت  دارند  بالاتری   )

 Dasکنند )ها، فاصله ژنتیکی را بهتر مشخص میآغازگردیگر 

et al., 2013.) ای که توسط سیدی مرادی و طالبی در مطالعه
(Seyedimoradi & Talebi, 2014  روی بر  ژنوتیپ    31( 

شد انجام  مقدار به   ISSR  آغازگربرای  را    PICمقدار    ، عدس 
آنها هر دو    گزارش کردند.  DAMP  41/0  و برای نشانگر  37/0

نشانگر را برای بررسی تنوع ژنتیکی در عدس کارا معرفی کردند. 
که  است در حالی  PIC  5/0بیشترین مقدار    ،در نشانگرهای غالب

در آزمایش تومار   ،. مثلااست  1بارز این مقدار  در نشانگرهای هم
در   SSRز نشانگر  ا( که  Tomar, et al., 2023و همکاران )

و   ،متغیر بود  77/0تا    37/0از    PICعدس استفاده کردند دامنه  
(  Kumar Mishra et al., 2019یا در آزمایش کومار میشرا )

نشانگرهای   برای  مقدار  از  هب  SSRاین  بیشتر  رفته    5/0کار 
 گزارش گردید. 

آزمایش   این  در  شانون  شاخص  بود.    845/0میانگین 
دهد جمعیتی را نشان می درونبیشترین شاخص شانون که تنوع  

به   ( و کمترین میزان شاخص  4/1)  UBC853  آغازگرمربوط 
به   مربوط  بودUBC814  (3/0  آغازگر شانون    (. 5)جدول    ند ( 

از شاخص    یتجمعها در درون  ژنوتیپ   ینتنوع ب  یبررس  یبرا
م استفاده  مکان شودی شانون  شاخص  .  میزان  که  ژنی  های 

. این دهندمی نشان  را  ها  شانون بالایی دارند، تنوع بین ژنوتیپ 
مجموع   چندشکلی  میزان  ژنوتیپ را  ها  آغازگرشاخص  ها در 

مطالعه   .دهدمینشان   در  شانون  ژنتیکی  تنوع  شاخص  دامنه 
( در  Mammadova & Aghayeva, 2023)    آقایاوا  و  ممدوف

گزارش گردید   81/0تا    0/ 56از    ISSRکمک نشانگر  عدس به 
ها دهد که تنوع ژنوتیپ این نشان میکه کمتر از آزمایش ما بود.  

 بیشتر است.  ماآزمایش  در کار رفتهه در جمعیت ب
  100-50از  در لوبیا چیتی درصد چندشکلی    هاآغازگراین  

  23/1و شاخص شانون از    50/0تا    35/0  از  PIC، دامنه  درصد
کارایی  حاکی از  که    (Sakhravi et al., 2023داشتند )60/10تا  

   . استدر مقایسه با عدس بیشتر 

 

 های عدس در ژنوتیپ  ISSR آغازگر 20نتایج حاصل از تکثیر خلاصه  -5دول ج

Table 5. Summarized results of the molecular data analysis of the 20 ISSR primers used in the lentil genotypes 

شاخص 
 شانون

Shannon 
index 

اطلاعات  محتوی 
 چندشکلی 

Polymorphism 
Band percentage 

(PIC) 

 درصد چندشکلی 
Polymorphism 

bands 
percentage 

 شکلتعداد نوار تک
Number of 

monomorphic 
bands 

 تعداد نوار چندشکل
Number of 

polymorphism 
bands 

 تعداد کل نوارها 
Total number 

of bands 
 نام آغازگر

Primer name 
 شماره

No. 

0.5 0.47 83.3 1 5 6 UBC826 1 
0.7 0.49 50 1 1 2 UBC830 2 
0.3 0.13 100 - 9 9 UBC814 3 
0.6 0.37 100 - 10 10 UBC823 4 
1.2 0.48 90 1 9 10 UBC847 5 
1.4 0.45 100 - 9 9 UBC853 6 
0.6 0.48 100 - 7 7 UBC851 7 
0.5 0.21 100 - 13 13 UBC824 8 
1.3 0.42 100 - 6 6 UBC844 9 
0.6 0.36 100 - 7 7 UBC842 10 
0.6 0.44 100 - 7 7 UBC836 11 
0.6 0.35 100 - 9 9 UBC848 12 
1.2 0.35 100 - 15 15 UBC838 13 
0.6 0.29 100 - 10 10 UBC864 14 
0.7 0.23 100 - 1 1 UBC859 15 
1.3 0.37 100 - 13 13 UBC827 16 
1.0 0.35 100 - 17 17 UBC840 17 
1.0 0.14 100 - 12 12 UBC845 18 
1.1 0.40 100 - 13 13 UBC835 19 
1.1 0.41 92.8 1 13 14 UBC857 20 
 جمع - 190 186 4 - - -

 میانگین  - - - - - - 0.845
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 هاسایر ستون .است بازجفت  اساس  بر راهنما  آغازگر  Ladder چاهک .ژنوتیپ عدس 36در  UBC851 الگوی نواری آغازگر -1شکل  

 .هستند  1ها طبق جدول مربوط به ژنوتیپ 
Figure 1. The band patterns of PCR products with the primer UBC851 in 36 lentil genotypes. The ladder column 

belongs to the ladder marker, and the other columns correspond to genotypes as in Table 1. 
 

 ها  بندی ژنوتیپ گروه
با مقایسه سه ضریب تشابه دایس، جاکارد و تطابق ساده 

ب جاکارد  تشابه  برای  هضریب  ضریب  مناسبترین  عنوان 
بندی انتخاب گردید. همچنین بیشترین ضریب همبستگی گروه

( روش  88/0کوفنتیک   و  جاکارد  تشابه  ماتریس  بین   )
بنابر  UPGMAبندی  خوشه  گردید.  ماتریس    ، این  مشاهده  از 

بندی استفاده شد.  برای خوشه  UPGMAتشابه جاکارد و روش  
ژنوتیپ عدس بر اساس    36آمده  دست ه با توجه به دندروگرام ب

گروه    پنجبه    92/0( در فاصله  2  کاذب هتلینگ )شکل  2Tآزمون  
که د  ندهدست آمده نشان میه (. نتایج ب3  شکلتفکیک شدند )

رقم گچساران و ژنوتیپ  دو ژنوتیپ شامل    (C1)در گروه اول  
دوم    ،1شماره   گروه  ژنوتیپ   (C2)در  درصد(    6/55)ها  اکثر 
،  16،  18،  22،  20های  های سپهر و کیمیا و ژنوتیپرقمشامل  

  ، 6  و  5،  3،  2،  4،  14،  17،  7،  8،  9،  10،  12،  11،  13،  15،  19
( C4در گروه چهارم )  ،(C3)  23و  21های  ژنوتیپ در گروه سوم  

در گروه    و  ، 26و    25،  31،  29،  32،  30،  28،  27،  24  هایژنوتیپ 
جاکارد  ضریب تشابه    .ندقرار گرفت  33فقط ژنوتیپ    (C5)  پنجم

دامنه   در  مطالعه  این  تنوع   716/0تا    08/0در  بیانگر  که  بود 
بیشترین فاصله ژنتیکی بین گروه  .  استها  وسیع میان ژنوتیپ 

از تلاقی بین    که  رودانتظار می  ،این  بنابر و گروه دوم بود.    پنجم
ژنوتیپ پنجم)گروه    33ژنوتیپ   با  تفکیک  (  دوم  گروه  های 

استفاده از نشانگرهای مولکولی    .شود  مشاهدهمتجاوز بیشتری  

گروه  ژنوتیپ برای  نشانگرهای  بندی  با  مقایسه  در  ها 
های دوم در گروه مورفولوژیکی از اعتبار بیشتری برخوردار است.  

اکثر لاین چهارم  بو  هنوز  که  جدید  معرفی  ه های  رقم  عنوان 
با توجه به نحوه اصلاح آنها و شجره درج  .اند قرار گرفتندنشده

جدول   در  نیست  ، 1شده  انتظار  از  دور  نتایج  تمام .  نداین 
های جز ژنوتیپ ه  دوم و سوم ب  هایهای موجود در گروهژنوتیپ 

)با منشا برزیل( از ایکاردا بودند که اکثر   16)با منشا ایران( و    35
دارای جد مشترک هستند.   ایرانیآنها  ژنوتیپ  چهار    ،از شش 

شباهت   بیانگر  خود  که  گرفتند  قرار  چهارم  گروه  در  ژنوتیپ 
های . قرار گرفتن سایر ژنوتیپاستمنشا یکسان آنها   ژنتیکی و

بذور توان به اختلاط و جابجایی  های دیگر را میایرانی در گروه
تواند برای  بندی میاین گروهیا اجداد غیر مشترک نسبت داد.  

های اصلاحی و همچنین یافتن نشانگرهای مرتبط  ادامه برنامه
با صفات مهم در عدس مورد استفاده قرار گیرد. از نشانگرهای  

های عدس در داخل و خارج  بندی ژنوتیپمولکولی برای گروه 
؛  ;El-Danasoury, et al., 2017)  از ایران استفاده شده است

Tomar, et al., 2023  ؛Nouri, et al., 2014  ؛
Mammadova & Aghayeva, 2023  ؛et al., 2023;  Al-

Mousa).  تواند  های مختلف میتفاوت در تعداد گروه در آزمایش
اینه ب دوی  هر  و  ژنوتیپ  نوع  نشانگر،  نوع  در  تفاوت  ها دلیل 

   باشد.   
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 .تعداد خوشه  و هتلینگ کاذب   2Tدوبعدی  نمودار -2شکل  

Figure 2. The bi-plot of the pseudo Hotelling T2 statistic and the number of clusters.  

 

 
را   هاها ژنوتیپ شماره .UPGMAروش به  ISSRمورد مطالعه بر اساس مشاهدات مولکولی نشانگر  های عدس بندی ژنوتیپگروه -3شکل  

 .دهندنشان می  1مطابق جدول 
Figure 3. Classification of lentil genotypes based on ISSR markers data using the UPGMA method. Numbers 

correspond to genotypes as in Table 1. 
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 های اصلی  فه تجزیه به مؤل
 ندهای اصلی نشان داده به مؤلفه دست آمده از تجزیه نتایج ب

  ند توجیه کرد  درصد از تنوع کل را  82/51مؤلفه اول،    پنج  که
درصد،   78/8درصد، مؤلفه دوم    31/33مؤلفه اول    (.6جدول  )

سوم   چهارم    57/3مؤلفه  مؤلفه  مؤلفه    34/3درصد،  و  درصد 
درصد از تغییرات کل را تبیین کردند. با توجه به سهم   8/2پنجم  
واریانسمؤلفه توجیه  در  اصلی  توزیع  می  ، های  که  توان گفت 
 ها در ژنوم عدس مناسب است. نشانگر این 

( حاصل از دو  4ها در نمودار دو بعدی )شکل وتیپ توزیع ژن
گروه  تا حدودی  اول،  بمؤلفه  تجزیه خوشه ه بندی  را  وسیله  ای 

ژنوتیپ  توانست  و  کرد  به تأیید  کند.  تفکیک  از هم  را  طور  ها 
  اول   گروه  با  اصلی  هایمؤلفه  تحلیل  از  حاصل  اول  گروهمثال،  

  اصلی   تفاوت.  داشت  تطابق  درصد  50  حدود  ایخوشه   تجزیه  در
 PCA  بندیگروه  در  1  شماره  ژنوتیپ  که  بود  آن  گروه  دو  این
های اصلی با گروه دوم  . گروه دوم تجزیه به مؤلفهنگرفت   قرار

  ند؛ درصد نسبت به هم شباهت داشت  95ای حدود  تجزیه خوشه 
بندی اضافه شدن ژنوتیپ شماره یک تنها تفاوت این دو گروه

مؤلفه  به  تجزیه  دوم  گروه  به  به  تجزیه  سوم  گروه  بود.  ها 
درصد با هم   50 ایاصلی با گروه سوم تجزیه خوشه  هایمؤلفه

در گروه سوم حاصل از دو مولفه   21ژنوتیپ    شباهت داشتند.
بندی نیز شباهت گروه چهارم در هر دو گروهاول قرار نگرفت.  

  33درصد بود و بالاخره در هردو گروهبندی ژنوتیپ    80بیش از  
 در گروه پنجم قرار گرفت.

وسیله دو یا سه مولفه اول  ه بندی بگروه  ،در اکثر مطالعات
کار گرفته شده ه ای ببندی تجزیه خوشه اطمینان از گروه جهت  

گروه این  در  تفاوت  مقداری  دلیل  توان  می را  ها  بندیاست. 
وسیله دو روش نسبت داد. در تجزیه  ه میزان توجیه واریانس ببه 

واریانس )خوشه تمامی  از  استفاده می  100ای  شود در درصد( 
لفه اصلی بخشی از  ؤوسیله دو یاسه مهبندی بکه در گروهحالی

در    ،عنوان مثاله ب  ؛شودبندی شرکت داده میواریانس در گروه
بندی کل واریانس در گروه   درصد از  09/42مطالعه حاضر فقط  

موضوع این  به  توجه  با  است.  بوده  که  می  ،سهیم  گفت  توان 
   . استای از اعتبار بالاتری برخوردار بندی با تجزیه خوشه گروه

ژنتیکی بر اساس    های اصلی در بیان تنوعتجزیه به مؤلفه 
کاربرد زیادی دارد و با  نظیر نشانگرهای مولکولی صفات کیفی 

به  را  تنوع  الگوهای  میتوان  آن  از  بعدی  استفاده  چند  صورت 
نشان داد و تفسیر بیشتر در مورد ارتباط بین افراد را ممکن کرد  

(Johnson, 1998.)  نوری گوغری و همکاران    ،عنوان مثاله ب
(Nouri, et al., 2014  ،)و همکاران  وگلرید  (Gleridou, et 

al., 2022)    آقایاوا  و   ممدوفو  (Mammadova & 

Aghayeva, 2023  برای روش  این  از  تایید (  عدم  یا  تایید 
ژنوتیپ عدس  گروهبندی  مختلف  تجزیه های  از  حاصل 

اند کردهدر تمامی این مطالعات ذکر  .  انداستفاده نمودهای  خوشه 
گروه مولفهکه  تجزیه  از  حاصل  حدی  بندی  تا  اصلی  های 

تجزیهگروه میخوشه   بندی  تایید  را  هرای    که   چند  کند، 
 د. نهایی نیز وجود دار تفاوت

 
 ISSRهای آغازگر های مؤلفه اول بر اساس داده   پنج واریانس توجیه شده -6 جدول

Table 6. Variances explained by the first five principal components based on ISSR observations 
 واریانس کل 

Cumulative variance% 
 واریانس جزء 

Proportion variance% 
 مقدار ویژه 

Eigenvalues 
 مولفه شماره 

Components 
33.31 33.31 11.99 1 
42.09 8.78 3.16 2 
45.67 3.57 1.28 3 
49.01 3.34 1.2 4 
51.82 2.80 1.0 5 

 

 
 ISSRوسیله دو مؤلفه اول حاصل از مشاهدات نشانگرهای ههای عدس ببندی ژنوتیپگروه -4شکل  

Figure 4. Classification of lentil genotypes using the first two principal components. The numbers correspond to 
genotypes as in Table 1. 
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 کلی  گیرینتیجه
کلیه ب به   ،طور  نشان  نتایج  پژوهش  این  از  آمده  دست 

سازی روابط مولکولی  جهت آشکار  ISSRکه نشانگر    دهندمی
ژنوتیپ  نشانگری کاربین  آزمایش،  مورد  ارقام  و  در ا  ها  است. 

ژنتیکی در  ابزار مهمی جهت مطالعه تنوع  ISSRنشانگر    ،واقع
 UBC853و    UBC855های  آغازگر  ،در مجموععدس است.  

سایر   به  بودند.  آغازگرنسبت  برتر  چندشکلی  ها  به  توجه  با 
توان تجزیه ارتباطی آنها با صفات مهم  ها میآغازگرگسترده این  

از بررسی نمود تا در امر انتخاب از آنها بهره جست.    را  عدس
ب گروهه  نتایج  در  آمده  ژنوتیپ دست  مورد  بندی  ارقام  و  ها 

می  عدس  سطوح  آزمایش  که  گرفت  را  نتیجه  این  توان 
ارقام مورد مطالعه ها در حد مطلوبی است.  ژنتیکی بین آن تنوع

های مختلف قرار گرفتند که بیانگر منشا مختلف آنها در گروه
های  توان گامهای اصلاحی مناسب در آینده میبا برنامه . است

مهمی در جهت افزایش عملکرد، کیفیت و سازگاری این گیاه  
  گروه   یک   در  هاژنوتیپ   و  ارقام  گرفتن   قراردر کشور برداشت.  

با دقت و  .  ستا  هاآن  بین  ژنتیکی  تشابه  دهنده  نشان  مشترک
گروه به  کافی  انجامبندیتوجه  ژنوتیپ   های  برای  ها، شده 

نژادی  های بهها و ارقام مناسب را جهت برنامه توان ژنوتیپ می
گرفت.ه ب راستا  کار  این  ملاک   ،در  ژنتیکی  فاصله  بیشترین 

  088/0و    08/0یب تشابه در این مطالعه  اخواهد بود. کمترین ضر
می   ، این  بنابر .  ندبود ژنوتیپ    که  رودانتظار  بین  تلاقی    33از 

که بیشتر  های گروه دوم  ( با ژنوتیپ با منشا ایران  )گروه پنجم
مشاهده تفکیک متجاوز بیشتری  آنها دارای منشا ایکاردا هستند،  

.  شود
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