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AFLPي نشانگرهاازاستفادهباگندميهاپیژنوتی کیژنتتنوعی ابیارز

5اله اسفندیاريعزتو4، علیرضا پورمحمد3، امید سفالیان2، مجید شکرپور1رادبابک صارمی

دهیچک
بیترکیازدهاز. شدی بررس) AFLP(افتهیریتکثقطعاتطولی شکلچندينشانگرهاازاستفادهباگندمرقم45ی کیژنتتنوع

،P-CGA/M-CTA،P-ATG/M-CTG،P-ATG/M-CAT(آغازگربیترکشش،AFLPیشکلچندی بررسي براMse1وPstIآغازگر
P-AGT/M-CTA،P-AGT/M-CAGوP-ATG/M-CAG (نیبازکهآمددستبهنوار328مجموعدر. کردنددیتولشکلچندي نوارها

زانیم. استهاپیژنوتنیبدری شکلچندي بالادرصددهندهنشانکهبودشکلچندهاپیژنوتنیبدر%) 10/63(نوار207آنها
تنوعشاخصطبقبر. بودریمتغP-ATG/M-CTGآغازگردر44/0تاP-AGT/M-CAGآغازگردر39/0نیب) PIC(ی شکلچنداطلاعات

P-ATG/MM-CATدرآغازگرباتیترکاساسبرهاپیژنوتدرونی کیژنتتنوعنیکمترونیشتریبشانون،اطلاعاتشاخصوی نی ژن
بهراهاپیژنوتی نی کیژنتفاصلهازاستفادهباو1هاهیهمسانیدورترروشاساسبرکلاسترهیتجز. آمددستهبP-CGA/M-CTAو

قرار%) 65/4(چهارمکلاستردرآنهانیکمترو%) 86/41(ششمکلاستردرهاپیژنوتتعدادنیشتریب.کردي بندطبقهگروهشش
) 99/0(ی کیژنتتشابهنیشتریبقدسوآرتاپیژنوتدو. بودریمتغ99/0تا57/0ازسیداتشابهبیضراساسبرتشابهدامنه. گرفتند

.داشتندهاپیژنوتریسابارا)569/0(اهتشبنیکمترکوهدشتوي آزادپیژنوتدوو

یاصليبردارهابههیتجز،ياخوشههیتجز،یچندشکل: يدیکلي هاواژه

مقدمه
اصلاح نباتات، ایجاد ارقام برتر براي شرایط کی از ی

ي اصول اولیه. خاص و مناسب براي تولید اقتصادي است
تولید یک رقم زراعی، بسیار ساده و شامل سه عمل 

هاي پلاسمایجاد و یا شناسایی ژرم): 7(مشخص است 
هاي مورد گزینش ژنوتیپهاي ژنتیکی متنوع، اعمال روش

پلاسم که داراي صفات مورد نظر باشند و نظر از درون ژرم
هاي برتر و معرفی ارقام براي تثبیت و تکثیر این ژنوتیپ

توان گفت تنوع، اساس اکثر از این رو می. تولید تجاري
باشد و میزان موفقیت، به نباتات میهاي اصلاحبرنامه

ل و متعاقب آن گزینش وجود تنوع ژنتیکی قابل قبو
قادر DNAهاي هاي مبتنی بر نشانگرتکنیک.وابسته است

هاي در توالیبه شناسایی چندشکلی مربوط به تفاوت
DNAهاي کلاسیک ها مکمل روشاین روش. باشدمی

این است که تنوع را نهامزیت عمده آ. ارزیابی تنوع هستند
از شرایط مورد بررسی قرار داده و مستقلDNAدر سطح 

توانند در ها میهمچنین این تکنیک. باشندمحیطی می
تمام مراحل رشد با مقدار مواد گیاهی کم و با استفاده از 

). 9(هر قسمت گیاه انجام شوند 
از شمال اردن جوتنوع ژنتیکی ) 1(الصغیر و همکاران 

چندشکلی طول قطعات تکثیر یافتهرا با نشانگرهاي
AFLPبر اساس شش ترکیب . مورد مطالعه قرار دادند

155قطعه تکثیر گردید که 300، تعداد AFLPآغازگري 
تنوع ژنتیکی بین . چند شکل بود) درصد7/51(قطعه 

کاربرد . ها بیشتر بودها از درون جمعیتجمعیت
36براي آزمون ارتباطات ژنتیکی در AFLPهاي نشانگر

دست آمده از غرب ایران هبTriticum boeoticumجمعیت 
) چند شکل429(979در مجموع ). 5(ارزیابی شده است 

تجزیه . نمایان شدAFLPآغازگر 17با استفاده از نوار
را T.boeoticumجمعیت UPGMA ،36اي به روشخوشه

سطح ، طبق این بررسی. به دو گروه عمده تقسیم کرد
هاي کرمانشاه هاي استانخوبی از تنوع ژنتیکی در جمعیت

سطح T.boeoticumو لرستان دیده شد و نشان داد که 
هاي کشاورزي را در غرب ایران اشغال وسیعی از اکوسیستم

م ـرق18تنوع ژنتیکی ) 10(اران ـراسل و همک.کرده است
RAPDو RFLP ،AFLP ،SSRجو را توسط نشانگرهاي 

بالاترین سطح SSRنشانگرهاي . مورد بررسی قرار دادند
.چند شکلی را در مقایسه با سه نشانگر دیگر نشان دادند

مرتبط با AFLPنشانگر 19) 3(کراکمن و همکاران 
درصد از تغییرات را توجیه کرد 5/54عملکرد دانه را، که 

. هاي دوردیفه بهاره جدید در اروپا شناسایی کردنددر جو
رابطه تاریخ ) 2(اي دیگر، کراکمن و همکاران در مطالعه

AFLPهاي ظهور سنبله و ارتفاع بوته را با برخی از نشانگر

.عنوان کردندSSRو 

، دانشگاه محقق اردبیلیدانشیارکارشناس ارشد و -3و 1
استادیار، دانشگاه تهران-2

)pourmohammad@ymail.com:نویسنده مسوول(،دانشگاه مراغه، استادیار-4
، دانشگاه مراغهدانشیار-5

1/11/92: تاریخ پذیرش20/4/92: تاریخ دریافت

1- Furthest Neighbors Linkage

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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.چند شکلی را در مقایسه با سه نشانگر دیگر نشان دادند

مرتبط با AFLPنشانگر 19) 3(کراکمن و همکاران 
درصد از تغییرات را توجیه کرد 5/54عملکرد دانه را، که 

. هاي دوردیفه بهاره جدید در اروپا شناسایی کردنددر جو
رابطه تاریخ ) 2(اي دیگر، کراکمن و همکاران در مطالعه

AFLPهاي ظهور سنبله و ارتفاع بوته را با برخی از نشانگر

.عنوان کردندSSRو 

، دانشگاه محقق اردبیلیدانشیارکارشناس ارشد و -3و 1
استادیار، دانشگاه تهران-2

)pourmohammad@ymail.com:نویسنده مسوول(،دانشگاه مراغه، استادیار-4
، دانشگاه مراغهدانشیار-5

1/11/92: تاریخ پذیرش20/4/92: تاریخ دریافت

1- Furthest Neighbors Linkage

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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هامواد و روش
وتیپـژن45اده، ـورد استفـاهی مـیـواد گــم
این تحقیق در ). 1جدول (بود Triticcum aestivumگندم

آزمایشگاه اصلاح نباتات مولکولی دانشکده کشاورزي 

به DNAاستخراج . دانشگاه محقق اردبیلی انجام گردید
ت و ین کمییتعيبرا. انجام گرفت) CTAB)11روش 

استخراج شده از روش الکتروفورز ژل آگارز DNAت یفیک
. درصد و دستگاه اسپکتروفتومتر استفاده شد8/0

هاي مورد استفاده در آزمایشاسامی ژنوتیپ-1جدول 
ژنوتیپردیفژنوتیپردیف

کویر24آرتا1
قدس25مارون2
3کرج 26پیشتاز3
چناب427آتیلا 4
گلستان28بهار5
مهدوي29دریا6
اکبري30زاگرس7
فلات31سپاهان8
1پیشتاز 32تخمسرخ9

شیرودي33کوهدشت10
چمران34اروند11
Aلاین35البرز12
2کرج 5036آتیلا 13
1مغان 37سیستان14
کرخه238داراب 15
مرودشت39هیرمند16
طبسی40روشن17
41605کراس روشنبک18
42KDMنژادنیک19
43PGSیاواروس20
4461130آریا21
45PG-1252شعله22
آزادي23

با ) 12(همکاران اساس روش ووس و برAFLPتجزیه 
ک به ین تکنیمراحل ا. انجام گرفتییرات جزییاعمال تغ

، اتصال یم برشیبا دو آنزDNAمار یت: ب شاملیترت
یر انتخابی، تکثیر مقدماتی، تکثیآداپتورها به قطعات برش

، الکتروفورز با یبا سه باز انتخابییبا استفاده از آغازگرها
باشد که یر شده میتکثقطعات يزیآمو رنگیابییژل توال

: گرددیح میر تشریدر ز
به نام یم برشیاز دو نوع آنزیژنومDNAهضم يبرا

PstI وTru1Iو ششیگاه برشیجايب دارایکه به ترت
توسط DNAپس از برش . هستند استفاده شديبازچهار

ياهـدو رشتيدیگونوکلئوتیالي، آداپتورهایبرشيهامیآنز
گاه یچسبنده اضافه و جایبرشيهاقطعهيانتهابه هر دو 

ه یتهيبرا. گردیدا یمهPCRر یتکثياتصال آغازگر برا

5، )نمونه100يبرا(ياتر آداپتور دو رشتهیکرولیم100
م ـیمستقياـهدام از رشتهـر کـتر از هیـرولـکیم
)5'GACTGCGTAGGTGCA3'(وس ـکـو مع
)CCTACGCAGTCTACGAG 3'5'( آداپتورPst1 با

100به حجم TEمخلوط و با محلول هم
ز یو ن) کرومولاریم5ییغلظت نها(تر رسانده شد یکرولیم

م یمستقياـهدام از رشتهـر کـتر از هیرولـکیم50
)5'GACGATGAGTCCTGAG3' (وس ـکـو مع
)5'TACTCAGGACTCAT3' (ور ـآداپتTru1Iوط ـخلـم
65ییدمايهادر چرخهو) کرومولاریم50ییغلظت نها(

10(درجه 25و ) قهیدق10(درجه 37، )قهیدق10(درجه 
).2جدول (قرار داده شد ) قهیدق
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AFLPه یواکنش اتصال آداپتور در تجزياجزا-2جدول 
یینهاغلظت )تریکرولیم(ک نمونه یاجزا
برابر11)برابرT4)10بافر 

ATP)100مولاریلیم10-)مولارمیلی
کومولیپ15)کرومولاریمPstI)5آداپتور 
کومولیپ150)مولارکرویمMseI)5آداپتور 
واحد2/01)تریکرولیواحد در مT4)5گاز یآنزیم ل

تریکرولیم10تا حجم 8/6آب دو بار تقطیر

يهاحاصل از واکنشDNA، یر مقدماتیبراي تکث
TE0.1با محلول 1:5و اتصال آداپتور به نسبت برش

ق یرق) مولار استیلیم1/0ن محلول یدر اEDTAغلظت (
الگو DNAعنوان تر از آن بهیکرولیشد و شش م

ياجزا3جدول . دیاستفاده گردیر مقدماتیدر تکث

. دـدهیـان مـرا نشیتاـر مقدمیتکثواکنش 
یـافـاز اضـدون بـبياـرهـازگـآغنش از ـن واکـیدر ا

PstI)5'GACTGCGTAGGTGCAGN3' (وTru1I

)5'GATGAGTCCTGAGTAAN3' (استفاده شد .

AFLPه یدر تجزیر مقدماتیاجزاي واکنش تکث-3جدول 
اجزا )تریکرولیم(ک نمونه ی ییغلظت نها

)برابرPCR)10بافر  5/2 برابر1
)مولاریلیم10(يمخلوط نوکلئوتید 5/0 مولاریلیم2/0

)کرومولاریمM-00)10آغازگر  1 مولاریلیم4/0
)کرومولاریمP-00)10آغازگر  1 مولاریلیم4/0

Taq تریکرولیمواحد در 5(پلیمراز( 2/0 واحد1
DNAحاصل از مراحل برش و اتصال 6 -

Mgcl2)25mm( 5/1 مولاریلیم5/1
آب دو بار تقطیر 3/12 تریکرولیم25تا حجم 

:ر بودیصورت زبهPCRیحرارتيهاچرخه
درجه به مدت 72ه در یاوليسازواسرشته: مرحله اول

در يسازواسرشته: چرخه شامل30: مرحله دومقه، یدق2
درجه 56ه، اتصال آغازگرها در یثان30درجه به مدت 94

قه، یدق2درجه به مدت 72ه و بسط در یثان30به مدت 
. قهیدق10درجه به مدت 60در ییبسط نها: مرحله سوم

مراز در حجم یپليارهی، واکنش زنجیر انتخابیتکثدر 
). 4جدول (مربوطه انجام شد يتر با اجزایکرولیم5/12

برابر 5زان یبه میر مقدماتیحاصل از تکثDNAکه یبطور
عنوان الگو در ق شده بهیرقDNAق شد و یرقTE0.1با 

و Pst1يآغازگرها. دیاستفاده گردیر انتخابیواکنش تکث
Tru1Iيکسان با آغازگرهاییتوالين واکنش دارایدر ا

ن تفاوت که سه باز یبا ا. باشندیمیمقدماتر یمرحله تکث
. )Tru1I+NNNو PstI+NNN(داشتند یاضافیانتخاب

. آمده است5مورد استفاده در جدول يترکیب آغازگرها

از بافر با چهار میکرولیتر PCRهاي حاصل ازفرآورده
يسازها پس از واسرشتهو نمونهمخلوط گردید يگذاربار

خ یيقه،  بلافاصله رویدق5درجه به مدت 94يدر دما
. قرار داده شدند

يمنظور گرم شدن ژل و آماده نمودن آن برابه
يکه دمایها، ابتدا دستگاه الکتروفورز تا زماننمونهيبارگذار
با توان ثابت یکیان الکتریدرجه برسد به جر50ژل به 

ها چاهکها به سرعت در سپس نمونه. وات وصل شد100
وات به مدت 80شده و الکتروفورز با توان ثابت يبارگذار

50الکتروفورز یژل در طيدما. دیساعت انجام گرد2
. درجه بود

يزیآمت نوارها از رنگیمنظور روپس از الکتروفورز به
اتاق ي، ژل در دمايزیآمپس از رنگ. نقره استفاده شد

وتر یر ژل در کامپیخشک و با استفاده از اسکنر، تصو
.ره شدیذخ
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AFLPه یدر تجزیر انتخابیواکنش تکثياجزا-4جدول 
اجزا )تریکرولیم(ک نمونه ی ییغلظت نها

)برابرPCR)10بافر  5/2 برابر1
)مولاریلیم10(يمخلوط نوکلئوتید 5/0 مولاریلیم2/0

)کرومولاریمM-NNN)10آغازگر  5/0 مولاریلیم2/0
)کرومولاریمP-NNN)10آغازگر  5/0 مولاریلیم2/0

Taq تریکرولیواحد در م5(پلیمراز( 2/0 واحد5/0
DNAحاصل از مراحل برش و اتصال 4 -

آب دو بار تقطیر 3/15 تریکرولیم25تا حجم 
Mgcl2)25mm( 5/1 مولارلییم5/1

Tru1Iآغازگر Mو Pst1آغازگر AFLP،Pه یآغازگر مورد استفاده در تجزيهابیترک-5جدول 
شماره کد ب آغازگریترک

1 P1 P-CGA,M-CTA

2 P2 P-ATG,M-CTG

3 P3 P-ATG,M-CAT

4 P4 P-AGT,M-CTA

5 P5 P-AGT,M-CAG

6 P6 P-ATG,M-CAG

7 P7 P-ATG,M-CTA

8 P8 P-ATC,M-CTG

9 P9 P-AAT,M-CAA

10 P10 P-ATC,M-CAT

11 P11 P-ACC,M-CAG

هاتجزیه و تحلیل داده
عنوان ر شده توسط آغازگر بهیتکثيهاک از مکانیهر 

ک صفت در نظر گرفته شد و حضور و عدم حضور آنها به ی
ینیتنوع ژن.شدیازدهیک و صفر امتیب با اعداد یترت

تنوع درون يبرا) 4نقل از (و شاخص اطلاعات شانون ) 6(
یاطلاعات چند شکليمحتوا. ها محاسبه شدپیژنوت

)PIC ( و شاخص نشانگر)MI ( هر ترکیب آغازگر محاسبه
PICi= 2fi(1-fi)از فرمول PICبراي محاسبه . گردید

تکثیر شده و ) آلل(فراوانی قطعه fiاستفاده شد که در آن 
1-fi شاخص . باشدمی) عدم وجود نوار(فراوانی آلل نول

در تعداد نوارهاي چند PICاز حاصلضرب ) MI(نشانگر 
ن احتمال یهمچن).8(دست آمد هشکل هر آغازگر ب

ب یبراي هر ترک)D(ک یو قدرت تفک) PI(یهمسان
ر استفاده یبطه زاز راPIمحاسبه يبرا. بدست آمديآغازگر

=. شد ∑ + ∑ ∑ 2
Pjو تکثیر شده) آلل(فراوانی قطعه Piدر این رابطه 

از رابطه ) D(یاحتمال همسان. باشدیفراوانی آلل نول م
)PI-1(دست آمدهب .

به ياخوشهه یها با استفاده از تجزپیژنوتيبندگروه
س انجام یس فاصله دایو ماتر) 4(ها روش دورترین همسایه

س فاصله یبا استفاده از ماتریه به بردارهاي اصلیتجز. شد
یکیتر روابط ژنتقیص دقیمنظور تشخس بهیدایکیژنت

صورت ياه خوشهیتجزيبندد گروهییها و تأپین ژنوتیب
ر از ـذکـالوقـات فـام محاسبـانجيراـب.رفتـگ

استفاده Genelex 6.4وNTSYS-pc 2.0يافزارهانرم
.دیگرد

نتایج و بحث
هاي در ژنوتیپDNAهاي براي بررسی چند شکلی

با Mse1و PstIگندم مورد مطالعه، از یازده ترکیب آغازگر 
شش ترکیب آغازگر . سه نوکلئوتید انتخابی استفاده شد

)P-CGA/M-CTA ،P-ATG/M-CTG ،P-ATG/M-

CAT ،P-AGT/M-CTA ،P-AGT/M-CAG و
P-ATG/M-CAG (نام . نوارهاي چند شکل تولید کرد

هاي آغازگر، تعداد نشانگرهاي تولید شده توسط هر ترکیب
در . آمده است6آغازگر و میزان چند شکلی آنها در جدول

دست آمد که بهDNA) هاي ژنیجایگاه(نوار 328مجموع 
ها چند در بین ژنوتیپ%) 10/63(وار ن207ا از بین آنه

دهنده درصد بالاي چند شکلی در بین شکل بود که نشان
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AFLPه یدر تجزیر انتخابیواکنش تکثياجزا-4جدول 
اجزا )تریکرولیم(ک نمونه ی ییغلظت نها

)برابرPCR)10بافر  5/2 برابر1
)مولاریلیم10(يمخلوط نوکلئوتید 5/0 مولاریلیم2/0

)کرومولاریمM-NNN)10آغازگر  5/0 مولاریلیم2/0
)کرومولاریمP-NNN)10آغازگر  5/0 مولاریلیم2/0

Taq تریکرولیواحد در م5(پلیمراز( 2/0 واحد5/0
DNAحاصل از مراحل برش و اتصال 4 -

آب دو بار تقطیر 3/15 تریکرولیم25تا حجم 
Mgcl2)25mm( 5/1 مولارلییم5/1

Tru1Iآغازگر Mو Pst1آغازگر AFLP،Pه یآغازگر مورد استفاده در تجزيهابیترک-5جدول 
شماره کد ب آغازگریترک

1 P1 P-CGA,M-CTA

2 P2 P-ATG,M-CTG

3 P3 P-ATG,M-CAT

4 P4 P-AGT,M-CTA

5 P5 P-AGT,M-CAG

6 P6 P-ATG,M-CAG

7 P7 P-ATG,M-CTA

8 P8 P-ATC,M-CTG

9 P9 P-AAT,M-CAA

10 P10 P-ATC,M-CAT

11 P11 P-ACC,M-CAG

هاتجزیه و تحلیل داده
عنوان ر شده توسط آغازگر بهیتکثيهاک از مکانیهر 

ک صفت در نظر گرفته شد و حضور و عدم حضور آنها به ی
ینیتنوع ژن.شدیازدهیک و صفر امتیب با اعداد یترت

تنوع درون يبرا) 4نقل از (و شاخص اطلاعات شانون ) 6(
یاطلاعات چند شکليمحتوا. ها محاسبه شدپیژنوت

)PIC ( و شاخص نشانگر)MI ( هر ترکیب آغازگر محاسبه
PICi= 2fi(1-fi)از فرمول PICبراي محاسبه . گردید

تکثیر شده و ) آلل(فراوانی قطعه fiاستفاده شد که در آن 
1-fi شاخص . باشدمی) عدم وجود نوار(فراوانی آلل نول

در تعداد نوارهاي چند PICاز حاصلضرب ) MI(نشانگر 
ن احتمال یهمچن).8(دست آمد هشکل هر آغازگر ب

ب یبراي هر ترک)D(ک یو قدرت تفک) PI(یهمسان
ر استفاده یبطه زاز راPIمحاسبه يبرا. بدست آمديآغازگر

=. شد ∑ + ∑ ∑ 2
Pjو تکثیر شده) آلل(فراوانی قطعه Piدر این رابطه 

از رابطه ) D(یاحتمال همسان. باشدیفراوانی آلل نول م
)PI-1(دست آمدهب .

به ياخوشهه یها با استفاده از تجزپیژنوتيبندگروه
س انجام یس فاصله دایو ماتر) 4(ها روش دورترین همسایه

س فاصله یبا استفاده از ماتریه به بردارهاي اصلیتجز. شد
یکیتر روابط ژنتقیص دقیمنظور تشخس بهیدایکیژنت

صورت ياه خوشهیتجزيبندد گروهییها و تأپین ژنوتیب
ر از ـذکـالوقـات فـام محاسبـانجيراـب.رفتـگ

استفاده Genelex 6.4وNTSYS-pc 2.0يافزارهانرم
.دیگرد

نتایج و بحث
هاي در ژنوتیپDNAهاي براي بررسی چند شکلی

با Mse1و PstIگندم مورد مطالعه، از یازده ترکیب آغازگر 
شش ترکیب آغازگر . سه نوکلئوتید انتخابی استفاده شد

)P-CGA/M-CTA ،P-ATG/M-CTG ،P-ATG/M-

CAT ،P-AGT/M-CTA ،P-AGT/M-CAG و
P-ATG/M-CAG (نام . نوارهاي چند شکل تولید کرد

هاي آغازگر، تعداد نشانگرهاي تولید شده توسط هر ترکیب
در . آمده است6آغازگر و میزان چند شکلی آنها در جدول

دست آمد که بهDNA) هاي ژنیجایگاه(نوار 328مجموع 
ها چند در بین ژنوتیپ%) 10/63(وار ن207ا از بین آنه

دهنده درصد بالاي چند شکلی در بین شکل بود که نشان
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AFLPه یدر تجزیر انتخابیواکنش تکثياجزا-4جدول 
اجزا )تریکرولیم(ک نمونه ی ییغلظت نها

)برابرPCR)10بافر  5/2 برابر1
)مولاریلیم10(يمخلوط نوکلئوتید 5/0 مولاریلیم2/0
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Taq تریکرولیواحد در م5(پلیمراز( 2/0 واحد5/0
DNAحاصل از مراحل برش و اتصال 4 -

آب دو بار تقطیر 3/15 تریکرولیم25تا حجم 
Mgcl2)25mm( 5/1 مولارلییم5/1

Tru1Iآغازگر Mو Pst1آغازگر AFLP،Pه یآغازگر مورد استفاده در تجزيهابیترک-5جدول 
شماره کد ب آغازگریترک

1 P1 P-CGA,M-CTA

2 P2 P-ATG,M-CTG

3 P3 P-ATG,M-CAT

4 P4 P-AGT,M-CTA

5 P5 P-AGT,M-CAG

6 P6 P-ATG,M-CAG

7 P7 P-ATG,M-CTA

8 P8 P-ATC,M-CTG

9 P9 P-AAT,M-CAA

10 P10 P-ATC,M-CAT

11 P11 P-ACC,M-CAG
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)P-CGA/M-CTA ،P-ATG/M-CTG ،P-ATG/M-
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.Tرويتحقیقی در. ها استژنوتیپ boeoticum از غرب
سطح خوبی از تنوع ژنتیکی در ،AFLPهاي ایران با نشانگر

هاي کرمانشاه و لرستان دیده شد و هاي استانجمعیت
سطح وسیعی از T.boeoticumنشان داد که 

هاي کشاورزي را در غرب ایران اشغال کرده اکوسیستم
نوار با استفاده از ) چند شکل429(979در مجموع . است
، پژوهش حاضردر).5(نمایان شد AFLPآغازگر 17

بیشترین درصد چند شکلی مربوط به ترکیب آغازگر
P-ATG/M-CTG)27/86 (%میانگین تعداد نوارهاي . بود

و میانگین 66/54تکثیر شده به ازاي هر ترکیب آغازگر 
5/34تعداد نوارهاي چند شکل به ازاي هر ترکیب آغازگر 

2372بیشترین تعداد قطعه تکثیر شده با . باشدنوار می
و کمترین P-ATG/M-CTGنوار مربوط به ترکیب آغازگر 

1636با P-ATG/M-CATآغازگر آن، مربوط به ترکیب 
در مطالعه تنوع ژنتیکی جو توسط الصغیر و . نوار بود

، AFLPبر اساس شش ترکیب آغازگري ) 1(همکاران 
7/51(قطعه 155قطعه تکثیر گردید که 300تعداد 
) PIC(میزان اطلاعات چند شکلی . چند شکل بود) درصد

39/0ن بیAFLPبراي آغازگرهاي مورد استفاده در تجزیه 
ازگر ـدر آغ44/0تا P-AGT/M-CAGازگر ـدر آغ

P-ATG/M-CTGبیشترین میزان شاخص . متغیر بود
عنوان یک معیار کارا در تعیین که به) MI(نشانگر 

يرـازگـرکیب آغـگردد، در تاده میـاستفیـچند شکل
P-ATG/M-CTG)48/18 (دست آمد به)6جدول .(

و 41/0براي کلیه آغازگرها به ترتیب MIو PICمیانگین 
، احتمالی را توضیح )PI(احتمال همسانی . بود38/14
دهد که دو رقم مستقل توسط یک نشانگر از یکدیگر می

هایی که بیشترین تعداد آلل را در جایگاه. تفکیک شوند
نیز باشد که 05/0تواند حتی کمتر از میPIدارند میزان 

هاي آن درصد آلل5که به احتمال دهنده این است نشان
بالا براي PI. باشندجایگاه در بین ارقام مجزا مشترك می

دهنده این است که نشانP-ATG/M-CAGترکیب آغازگر
دو رقم مستقل از یکدیگر با استفاده از این نشانگر به 

آغازگر. ممکن است مشابه شناخته شوند% 1احتمال
P-ATG/M-CTGین بوداز این نظر بهتر .PI کل براي

دهنده بود که نشان008/0در این تحقیق AFLPنشانگر 
احتمالی است که این سري نشانگرها دو رقم مستقل را به 

، )D(قدرت تفکیک . اشتباه از همدیگر تفکیک کنند
. دهداحتمال شناسایی ارقام را توسط یک نشانگر نشان می

محاسبه شده براي یک جایگاه با میزان چند Dمیزان 
و براي یک جایگاه نسبتا چند 895/0شکلی بالا بیشتر از 

دست هب)D(میانگین کل . باشدمی697/0-85/0شکل 
دهنده این مقدار بالا نشان. بود99/0آمده در این تحقیق 

دقت بالاي نشانگرهاي استفاده شده در تفکیک 
با توجه به اطلاعات بدست . استهاي مورد بررسیژنوتیپ

آمده در مورد نشانگرهاي استفاده شده در این تحقیق، دو 
عنوان بهP-CGA/M-CTAو P-ATG/M-CTGنشانگر 

.بهترین نشانگرها شناخته شدند

گندميهاپیدر ژنوتAFLPب آغازگر یترکششد شده توسط یچند شکل توليتعداد نشانگرها-6جدول 

هاي مورد مطالعهبرآورد تنوع ژنتیکی ژنوتیپ
هاي مورد مطالعه میزان تنوع ژنتیکی بین ژنوتیپ

شانوناساس شاخص تنوع ژنی نی شاخص اطلاعات بر
وضعیت تنوع ژنتیکی بر . درج شده است7در جدول )6(

. اساس شاخص شانون تقریباً مشابه تنوع ژنی نی بود
اي ـهدر بین ژنوتیپAFLPر ـراي نشانگـون بـشاخص شان

دست آمد که به609/0هاي آغازگر ترکیبگندم در کل 
P-ATG/M-CATيبیشترین مقدار آن در ترکیب آغازگر

براي نشانگر تنوع ژنی نی میانگین شاخص . بود) 63/0(
AFLP ،402/0راي ـدار بـن مقـا بیشتریـب
و) P-ATG/M-CAT)42/0هاي آغازگري ترکیب

P-AGT/M-CAG)44/0 (به دست آمد.

ترکیب آغازگر PIC MI
تعداد کل 

نوارها
تعداد نوارهاي 

چند شکل
تعداد نوارهاي 

مونومورف
درصد 

شکلیچند PI D

P-CGA/M-CTA 43/0 38/16 58 42 16 41/72 0048/0 9952/0
P-ATG/M-CTG 44/0 48/18 51 44 7 27/86 0043/0 9957/0
P-ATG/M-CAT 42/0 64/13 71 31 40 89/41 0052/0 9948/0
P-AGT/M-CTA 42/0 9/12 48 30 18 50/62 0053/0 9947/0
P-AGT/M-CAG 39/0 18/12 49 29 20 18/59 013/0 987/0
P-ATG/M-CAG 41/0 71/12 51 31 20 78/60 015/0 985/0
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میانگین تنوع ژنتیکی نشانگرهاي مورد مطالعه با استفاده از شاخص تنوع ژنی نی و شاخص شانون -7جدول

هاي دادههاي مورد بررسی بر اساس بندي ژنوتیپگروه
مولکولی 

ها بر اساس فواصل ژنتیکی، بندي ژنوتیپمنظور گروهبه
به روش AFLPهاي اي بر اساس دادهتجزیه خوشه

اده از ماتریس نی انجام شد با استف) 4(ها دورترین همسایه
هاي مورد با توجه به دندروگرام حاصل، ژنوتیپ). 1شکل (

. گروه تقسیم شددرصد به شش63بررسی در سطح تشابه 
.Tدر ارزیابی ارتباطات ژنتیکی در  boeoticum از غرب

جمعیت را 36اي تجزیه خوشه،AFLPهاي ایران با نشانگر
به دلیل AFLPنشانگر ). 5(به دو گروه عمده تقسیم کرد 

تکرارپذیري بالا و تولید زیادي نوار در یک آزمون، یک 
زیرا تکرارپذیري، یک باشد، نشانگر مفید و قابل اعتماد می

شود روش ساده براي ارزیابی کیفیت نشانگر محسوب می

هاي بندي صحیحی براي دادهتوان خوشهکه در نتیجه می
دامنه تشابه ). 8(حاصل از آن براي ارقام متفاوت انجام داد 

بر اساس AFLPهاي ها با استفاده ازدادهبراي این ژنوتیپ
چون . متغیر بود99/0تا57/0ضریب تشابه دایس از 

تشابه ژنتیکی با فاصله ژنتیکی رابطه معکوس دارد، لذا دو 
که بیشترین تشابه ژنتیکی را ) 99/0(ژنوتیپ آرتا و قدس 

کی ینشان دادند داراي کمترین فاصله یا اختلاف ژنت
) 569/0(همچنین دو ژنوتیپ آزادي و کوهدشت . هستند

با توجه به . اشتنددها کمترین شباهت را با سایر ژنوتیپ
توان از ارقامی که فاصله ژنتیکی زیادي نتایج حاصله می

بیشترین تعداد . باهم دارند در فرآیند تلاقی استفاده کرد
%) 93/20(2و کلاستر%) 86/41(6ها در کلاستر ژنوتیپ

.قرار گرفتند%) 65/4(4و کمترین آنها در کلاستر 

AFLPهاي هاي مورد مطالعه بر اساس دادهبندي ژنوتیپگروه- 1شکل 

شاخص اطلاعات 
شانون

متوسط تعداد آلل مشاهده 
یشده در هر مکان ژن

متوسط تعداد آلل مؤثر 
یدر هر مکان ژن

شاخص تنوع 
یژنی ن ب آغازگریترک

57/0 2 65/1 38/0 P-CGA/M-CTA

619/0 2 77/1 386/0 P-ATG/M-CTG

63/0 2 80/1 42/0 P-ATG/M-CAT

62/0 2 78/1 412/0 P-AGT/M-CTA

616/0 2 75/1 44/0 P-AGT/M-CAG

60/0 2 71/1 38/0 P-ATG/M-CAG
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ها بر اساس فواصل ژنتیکی، بندي ژنوتیپمنظور گروهبه
به روش AFLPهاي اي بر اساس دادهتجزیه خوشه

اده از ماتریس نی انجام شد با استف) 4(ها دورترین همسایه
هاي مورد با توجه به دندروگرام حاصل، ژنوتیپ). 1شکل (

. گروه تقسیم شددرصد به شش63بررسی در سطح تشابه 
.Tدر ارزیابی ارتباطات ژنتیکی در  boeoticum از غرب

جمعیت را 36اي تجزیه خوشه،AFLPهاي ایران با نشانگر
به دلیل AFLPنشانگر ). 5(به دو گروه عمده تقسیم کرد 

تکرارپذیري بالا و تولید زیادي نوار در یک آزمون، یک 
زیرا تکرارپذیري، یک باشد، نشانگر مفید و قابل اعتماد می

شود روش ساده براي ارزیابی کیفیت نشانگر محسوب می

هاي بندي صحیحی براي دادهتوان خوشهکه در نتیجه می
دامنه تشابه ). 8(حاصل از آن براي ارقام متفاوت انجام داد 

بر اساس AFLPهاي ها با استفاده ازدادهبراي این ژنوتیپ
چون . متغیر بود99/0تا57/0ضریب تشابه دایس از 

تشابه ژنتیکی با فاصله ژنتیکی رابطه معکوس دارد، لذا دو 
که بیشترین تشابه ژنتیکی را ) 99/0(ژنوتیپ آرتا و قدس 

کی ینشان دادند داراي کمترین فاصله یا اختلاف ژنت
) 569/0(همچنین دو ژنوتیپ آزادي و کوهدشت . هستند

با توجه به . اشتنددها کمترین شباهت را با سایر ژنوتیپ
توان از ارقامی که فاصله ژنتیکی زیادي نتایج حاصله می

بیشترین تعداد . باهم دارند در فرآیند تلاقی استفاده کرد
%) 93/20(2و کلاستر%) 86/41(6ها در کلاستر ژنوتیپ

.قرار گرفتند%) 65/4(4و کمترین آنها در کلاستر 

AFLPهاي هاي مورد مطالعه بر اساس دادهبندي ژنوتیپگروه- 1شکل 

شاخص اطلاعات 
شانون

متوسط تعداد آلل مشاهده 
یشده در هر مکان ژن

متوسط تعداد آلل مؤثر 
یدر هر مکان ژن

شاخص تنوع 
یژنی ن ب آغازگریترک

57/0 2 65/1 38/0 P-CGA/M-CTA

619/0 2 77/1 386/0 P-ATG/M-CTG

63/0 2 80/1 42/0 P-ATG/M-CAT

62/0 2 78/1 412/0 P-AGT/M-CTA

616/0 2 75/1 44/0 P-AGT/M-CAG

60/0 2 71/1 38/0 P-ATG/M-CAG
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نوار چند 238ترکیب آغازگر، AFLP ،6در تجزیه 
نوار به ازاي هر ترکیب آغازگر تولید 5/34شکل با میانگین 

بیشترین نشانگرهاي چند شکل P2کرد و ترکیب آغازگر 
براي کلیه MIو PICمقادیر قابل توجه میانگین . را داشت

هاي آغازگر حاکی از کارایی و توانمندي بالاي روش ترکیب
AFLPتجزیه .باشددر مطالعات ژنتیکی گندم میAFLP

نشان داد که این نشانگر ابزار مولکولیِ توانمندي براي 
باشد و قابلیت کاربرد براي م میمطالعه تنوع ژنتیکی گند

هاي والدي دور اهداف مختلف از جمله گزینش ژنوتیپ

منظور ایجاد جوامع تفرق یافته با تنوع ژنتیکی زیاد را به
هاي تجزیهزمان از نتایجاستفاده همالبته .باشددارا می

تواند در گندم میهاي ژنوتیپمولکولی و مورفولوژیکی 
هاي تحقیقاتی با اهداف مناسب جهت برنامهانتخاب والدین 

در این تحقیق به دست . )5(مفیدتر واقع شود ،مختلف
در مقابل تعداد کم چندشکلنوارهايآمدن تعداد بالاي 

نشان داد آغازگريدر مجموع ترکیبات شکلتکينوارها
یافتن تنوع ژنتیکی در پتانسیل بالایی براي AFLPکه

.داردگندم راهايژنوتیپمیان 
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Evaluation of Genetic Diversity of Wheat Genotypes by AFLP Markers

Babak Saramirad1, Majid Shokrpour2, Omid Sofalian3, Alireza Pourmohammad4 and
Ezatollah Esfandiari5

Abstract
Genetic diversity of 45 wheat varietions were studied using AFLP markers. From 11 primer

combinations of PstI and Mse1for obtaining AFLP polymorphism, six primer combinations (P-
CGA/M-CTA, P-ATG/M-CTG, P-ATG/M-CAT, P-AGT/M-CTA, P-AGT/M-CAG and P-ATG/M-
CAG) produced polymorphic bands. Totally, 328 bands be produced that 207 bands (63.10%) were
polymorphic, which showing high polymorphism among genotypes. PIC was variable between 0.39
in P-AGT/M-CAG and 0.44 in P-ATG/M-CT. According to Nei’s gene index and Shanon’s
information index, the highest and the lowest genetic diversity within genotypes on the basis primer
combinations were obtained in P-ATG/MM-CAT and P-CGA/M-CTA primer combinations.
Cluster analysis based on furthest neighbors linkage and Nei's genetic distance categorized the
genotypes into six clusters. The highest and lowest number of genotypes situated in sixth (41.86%)
and fourth (4.65%) clusters, respectively. The similarity's range based on Dice similarity coefficient
changed between 0.57-0.99. Arta and Ghods had the highest genetic similarity (0.99) and Azadi and
Koohdasht owned the lowest genetic similarity.
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