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  با استفاده از (.Zea mays L) هاي ذرت لاين گروه بنديارزيابي تنوع ژنتيكي و 
  ISSRنشانگرهاي 

  5بابك درويشي و 4، دانيال كهريزي3، زهرا آقاعلي*1،2، رضا درويش زاده1علي غفاري آذر
  اروميه، دانشگاه اروميه، دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح و بيوتكنولوژي گياهي 1

  گاه اروميه، پژوهشكده زيست فناورياروميه، دانش 2
  تهران، دانشگاه تربيت مدرس، دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح نباتات 3

  كرمانشاه، دانشگاه رازي، دانشكده كشاورزي، گروه زراعت و اصلاح نباتات 4
  كرج، سازمان تحقيقات آموزش و ترويج كشاورزي، مؤسسه تحقيقات ثبت و گواهي بذر 5

  16/11/96 :تاريخ پذيرش  30/5/96 :تاريخ دريافت

 چكيده

 يكيژنت ياتبا خصوص ييهالاين ييمطلوب دارد لذا شناسا خالص يهالاين يبه انتخاب و تلاق يارن يبريدبذر ه يداز آنجا كه تول
 منظوربه ) ISSR )Inter-simple sequence repeatدر اين مطالعه از نشانگر  .باشديم گياهگران از اهداف اصلاح يكيمناسب 

 هاآن از بين كه مكان ژني را تكثير كردند 81 مورد استفاده،آغازگر  16 .ذرت استفاده شد خالص لاين 100ارزيابي تنوع ژنتيكي 
تعداد  2و كمترين  8بيشترين  به ترتيب UBC811و  UBC825آغازگرهاي . بودند چندشكل) درصد 12/95(مكان ژني  78

 152/0از  )Polymorphic information content( )PIC( ميزان اطلاعات چندشكل يرمقاد. مكان چندشكل را توليد نمودند
ضريب بر اساس تجزيه خوشه اي . آمد به دست 213/0متغير بود و ميانگين آن ) A12 آغازگر( 365/0تا ) UBC867آغازگر (

تجزيه  .داد قرار اصلي گروه 3در ا رهاي مورد بررسي لاين )Complete linkage(پيوستگي كامل  و الگوريتم Jaccardتشابه 
درصد به تنوع درون  91و  گروهيدرصد تنوع به تنوع بين  9نشان داد كه  ISSRواريانس مولكولي با استفاده از نشانگرهاي 

رو ابزار بالايي را نشان دهند و از اين يقادرند چندشكل ISSR هاينشانگر نتايج حاصل نشان داد كه .شود مربوط مي گروهي
ن توان در تعيياز اين ويژگي مي .روندمي به شماردر گروههاي مختلف  ي ذرتژنوتيپهابندي دسته ونگاري  انگشت يدي برايمف

   .استفاده نمودهيبريد ذرت بذر بيني هتروزيس در توليد هاي هتروتيك و پيشگروه

  ISSR ،AMOVAنشانگر ذرت، تنوع ژنتيكي، : كليدي واژه هاي

  r.darvishzadeh@urmia.ac.ir: ، پست الكترونيكي09149734458: لفننويسنده مسئول، ت* 

  مقدمه
گياهي تك لپه و يكساله، از خانواده ) .Zea mays L(ذرت 

بوده اين گياه ديپلوئيد . باشدمي Maydeae قبيلهگرامينه و 
 مي باشد) 20n=2( جفت 10تعداد كروموزومهاي آن و 

اوليه ذرت، آمريكاي مركزي است و اگرچه اين  منشأ .)14(
عملكرد بالقوه  به دليلگياه با اقليم گرم سازش دارد ولي 

هاي حاصل از آن و نيز با توجه به وردهآبالا و تنوع فر

ار زود در قدرت سازگاري با شرايط اقليمي گوناگون، بسي
 و گندم از وم را پسو مكان س سراسر دنيا گسترش يافت

 در عملكرد و توليد ميزان سطح زيركشت،برنج از نظر 
ذرت سرشار از ). 29( به خود اختصاص داد سطح واحد
است كه منجر به  يو مواد معدن هاميناتويمواد مغذي، انواع 

 يبيماريها يابت،د: چون ييبيماريهابه ابتلاء  از يشگيريپ
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ذرت  .)30( شود يسرطان م و يگوارش يبيماريها ي،قلب
و در  باشد يم يا نشاستهگياهان از  يكي زميني يبمانند س

نيازهاي كننده  تأمين ياز منابع اصل يكياز كشورها  ياريبس
اهميت ارزيابي تنوع ژنتيكي در توليد ارقام . است غذايي

هاي و ديگر برنامهجديد سازگار با شرايط محيطي متفاوت 
ارزيابي تنوع  ،ذرتدر . غير قابل انكار استاصلاحي 

تنوع و توسعه م خالصهاي لاينژنتيكي براي توليد 
 و ،آيدمي به شماريك نياز اساسي  قويهيبريدهاي 

همچنين براي بهبود ژرم پلاسم و توسعه ارقام سنتتيك 
ذرت با استفاده از ژنهاي پيوسته با صفات مطلوب از جمله 

يي تحمل به تنشهاي زيستي و غير زيستي از اهميت بالا
 گروه بنديارزيابي تنوع ژنتيكي و ). 18(باشد برخوردار مي
تواند بر پايه نشانگرهاي مورفولوژيكي،  افراد مي

. )31 و 18( انجام گيرد DNAبيوشيميايي و مولكولي 
عدم تاثير پذيري از  به دليل DNAنشانگرهاي مولكولي 

وراثت اثرات پليوتروپي و اپيستازي، شرايط محيطي، 
  ). 3(باشند ي ميمؤثرفراواني بالا ابزار  و پذيري

نواحي در ژنوم هستند ) ISSR(ساده  يتكراربين تواليهاي 
نشانگرهاي . انداحاطه شده ماهوارهكه توسط تواليهاي ريز 

ISSR پايين، تكرار پذيري  استفاده آسان، هزينه به علت
، توزيع تصادفي، DNAخوب، عدم نياز به توالي يابي 

چند شكلي بالا از و  ش ژنومي بالاپوش ،گستردگي
نشانگرهاي مولكولي پركاربرد در مطالعات انگشت نگاري 

يابي هاي فيلوژنتيكي و نقشهژنومي، تنوع ژنتيكي، تجزيه
اي تاكنون مطالعات گسترده). 25 و 9، 7(ژنومي هستند 

 خالصلاينهاي و ) 12(براي ارزيابي تنوع ژنتيكي جمعيتها 
در ) 2017(محمد و همكاران  .است انجام شده) 13(ذرت 

 هايژنوتيپهاي ذرت بر اساس نشانگرتنوع ژنتيكي مطالعه 
ISSR ند كه نشانگرهاي مورد استفاده به خوبي گزارش كرد
 توانند ژنوتيپهاي مورد نظر را از يكديگر متمايز نمايندمي

 به منظور) 2012(ايدريس و همكاران  قاديصال .)20(
 ISSRنشانگرهاي  ازنوتيپهاي ذرت مطالعه تنوع ژنتيكي ژ

نشانگرهاي مورد نظر توانستند سطح بالايي . استفاده نمودند

بين ژنوتيپهاي مورد مطالعه در را ) درصد 69(چندشكلي از 
نتايج حاصل از ارزيابي تنوع ژنتيكي  .)15(آشكار نمايند 

كه نشانگرهاي  ژنوتيپهاي ذرت بومي برزيل نيز نشان داد
ISSR موجود در اسبي جهت شناسايي تنوع ابزار من

  ).5(باشند ژنوتيپهاي مورد بررسي مي

 اهميت مي داراي دليل چند به ذرت در ژنتيكي تنوع مطالعه

كه  موجود ژنتيكي منابع از استخراج لاين و تهيه - 1 :باشد
 مؤسسات تحقيقاتي هايترين پايهاساسي و ترينمهم از يكي

 منابع تنوع در گسترش و حفظ - 2است،  بذر كننده توليد

 -4، برتر شناسايي تركيبهاي و لاينها ارزيابي -3 ،پلاسم ژرم
عملكرد و بهبود  شناسايي نشانگرهاي آگاهي بخش جهت

با  .محيطي و غيرزنده زنده تنشهاي به حساسيت شكاه
در هر تلاش باندهاي زيادي  ISSRنشانگر توجه به اينكه 
د آن ركارب ،داردبالايي  تكثيرپذيري به عبارتي توليد مي كند

تكرارپذيرتر  RAPDو در مقايسه با  سريع و آسان است
ژنتيكي بين بررسي تنوع  در مطالعاترو از اين ؛باشدمي

استفاده مي بيشتر نسبت به ساير نشانگرها افراد خويشاوند 
اين بررسي براي اولين بار در ژرم پلاسم مورد مطالعه  .شود

يشاوندي و ميزان شباهت يا بررسي روابط خو به منظور
تفاوت ژنوتيپها و تعيين گروههاي بالقوه هتروتيك با 

  . فتانجام گر ISSRتركيب آغازگري  16استفاده از 

  هامواد و روش
خالص ذرت از  لاين 100در پژوهش حاضر : مواد گياهي

دانشگاه رازي كرمانشاه، مركز تحقيقات كشاورزي خراسان 
 به منظوررج تهيه شده و رضوي و مؤسسه نهال و بذر ك

). 1جدول (مورد مطالعه قرار گرفتند ارزيابي تنوع ژنتيكي، 
بزرگ با قطر  يگلدانهاتكرار در  6 خالص لايناز هر 
كشت و در مزرعه  سانتيمتر 26و ارتفاع  30دهانه 

تحقيقاتي گروه اصلاح و بيوتكنولوژي گياهي دانشگاه 
 فاصله. شدند يدهچ يتصادف كاملاًاروميه در قالب طرح 

در  سانتيمتر 60 يفدو رد ينو ب 40 يفهارد روي در هاگلدان
 سيستم با رشد فصل طول در هاگلدان ياريآب. نظر گرفته شد
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 10هر  يشيدر طول دوره رشد رو. انجام گرفت ايقطره
انجام ) NPK( 20-20- 20با كود  يكودده يكبارروز 

  . گرفت

  مطالعههاي ذرت مورد ره كلاستر لاينآوري و شماكد، نام، محل جمع -1جدول 

 محل نام لاينكد

 آوريجمع

  محل  نام لاين كد كلاستر
 آوريجمع

  كلاستر

1 Tenptato (White- Grade 1) 34 1 مشهد A679/420N89 1 مشهد  
2 K1263-1388 35 2 مشهد K18-B /1392 (Indonesia-Colombia) 1 مشهد  
4 36-N/M-K3653/2 1 مشهد 1388*66 36 1 مشهد  
  1 مشهد 1388*70 37  1 مشهد *89-4 5
6 9/K1911 1 مشهد 89/*14 38 1 مشهد  
  1 مشهد 88/*6 39  1 مشهد 1388/*74 7
8 8/K1911 3 40 1 مشهدK19/1 1 مشهد  
  2 مشهد K1263/1 (Sterilized) 41  1 مشهد 89/*25 9

10 K1264 /1 1387/193 42 1 مشهد/Chase* 1 مشهد  
  3 مشهد K615/1 43  1 مشهد 1390*48 11
12 13/K19/1 89/*39 44 1 مشهد (Sibcer) 3 مشهد  
13 11K1910 3 مشهد 89/*16 45  1 مشهد  
14 5/K1911 13981*115 46 1 مشهد (White cob corn) 3 مشهد  
15 4/K1911 3 مشهد 89/*138 47 1 مشهد  
16 7/K1911 48 1 مشهد K19*/1392 (Isolate) 3 مشهد  
17 6/K19/1 49 1 مشهد P13L2 3 مشهد  
18 2K1911 50 1 مشهد P19L17 Kahia 3 كرمانشاه  
19 55-N- K3640/S 51 1 مشهد P15L16 3 كرمانشاه  
20 43*89 (Red cob corn) 52 1 مشهد P6L1 3 كرمانشاه  
  3 كرمانشاه P3L2 53 1 مشهد 89/*172 21
  3 كرمانشاه P14L1 Kahia 54 1 مشهد 88/*67 22
  3 كرمانشاه P19l3 55 1 مشهد 89*23 23
24 10/K 19/1 56 1 مشهد P9L3 Kahia 2 كرمانشاه  
25 1*/89 (Red cob corn) 57 1 مشهد P15 L16 Kahia 3 كرمانشاه  
  3 كرمانشاه P11L7 58 3 مشهد 1399/*34 26
  3 كرمانشاه P14L2 59 3 مشهد 1399*20 27
28 S2/QPM/SUKMA 

(Indonesia) 
  3 كرمانشاه P14L2 60  2 مشهد

29 K19/1 61 2 مشهد P10L5 3 كرمانشاه  
30 K166 B/89 62  2 مشهد P16L6 Kahia 3 كرمانشاه  
  3 كرمانشاه P16L4 Kahia 63 2 مشهد 6/15/*163 31
32 KE70012/ 1-12 -1388 64 1 مشهد P15L4 3 كرمانشاه  
  3 كرمانشاه P1L4 (Dialell- Karaj) 65 3 مشهد 1388/*75 33
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 -1ادامه جدول 

66 P11L9 85 3 كرمانشاه R59 (Paternal) 1 كرج  
67 P11L6 86  3 كرمانشاه Super sweet-1387 Basin 2 مشهد  
68 P9L6 197 87 3 كرمانشاه/ Power Hense-S2 3 مشهد  
69 P13L3 88  3 كرمانشاه Challenged 1389/st 3 مشهد  
70 P3L11 89 3 كرمانشاه Sweet white/ 1390 3 شهدم  
71 P3L1 1390 90  3 كرمانشاه Sweet 3151* 3 مشهد  
72 P10L7 52 91 3 كرمانشاه*Sweet 3 مشهد  
73 P16L12 Kahia 92 3 كرمانشاه Popcorn-53 or 54 (Linear) 1 مشهد  
74 p1L15 Kahia 93 3 كرمانشاه W37a 3 كرج  
75 P19L5 Kahia 94 3 كرمانشاه KS13 1 كرج  
76 P10L9 95 3 كرج R319 3 كرج  
77 K615/1 96 3 كرج R59 (Paternal) 1 كرج  
78 Mo17 97 3 كرج W153R 3 كرج  
79 OH43/1-42 98 3 كرج K1533 Popcorn 3 كرج  
80 K12264/ 5-1 99 3 كرج R59*R (Double cross- maternal) 3 كرج  
81 R=59 100 3 كرجB73(RFC or CMS) 3 كرج  
82 K615/1 3 كرج 1 /1011264 3 كرج  
83 B73 102 3 كرجMO17 3 كرج  
84 OH43/1042 (Paternal) 103 3 كرجZK472221 3 كرج  

  

چهار  ها به مرحله  پس از رسيدن گياهچه :ارزيابي ژنوتيپي
يك نمونه برگي مخلوط تهيه  لاينتكرار هر  6برگي از 

 CTAB )Cetylهاي برگي به روش  نمونه DNA .شد

Trimethyl Ammonium Bromide ()22 ( استخراج

و استخراج شده  DNAارزيابي كيفيت و كميت . گرديد
از  با استفاده آگاهي از ميزان خلوص و غلظت آن

و الكتروفورز نانومتر  260طول موج  بااسپكتروفتومتري 
  ).1شكل ( گرفتانجام  درصد 1ژل آگارز 

 

  
  درصد 1با استفاده از ژل آگارز رت مورد مطالعه استخراج شده از برخي از لاينهاي ذ DNAكيفيت سنجي  -1شكل 
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 ISSRتركيب آغازگري  16ارزيابي ژنتيكي ژنوتيپها با 
  ).2جدول ( انجام شد

 مورد استفاده ISSRآغازگرهاي نام و توالي  -2جدول 

 )3′5′(توالي  نام آغازگر
UBC890 VHV(GT)7

B9 (GGT)2CAAG 
A12 (GA)6CC 

UBC807 (AG)8T
UBC 811 (GA)8C 
UBC812 (GA)8A 
UBC820 (GT)8C
UBC825  (AC)7T 
UBC827 (AC)8G 
UBC835 (AG)8YC
UBC841 (GA)8YC 
UBC 848 (CA)8RG 
UBC867 (GGC)6
UBC884 HBH(AG)7 
UBC885 (AC)8YT 

A7 (AG)10T 
R = A/T, Y = G/C, B = T/G/C; D = A/T/G, H = 

A/TIC, V = A/G/C 

 lµ25، lµ5/0 در حجم نهاييهاي تكثير براي انجام واكنش
dNTP )mM 50(، lµ7/0  كلريد منيزيم)mM 10(، lµ5/2 

 28/0از هر كدام از آغازگرها،  PCR )X10(، pmol10بافر 
آب دوبار تقطير شده  ،Taq DNA Polymeraseواحد آنزيم 

درجه  94واكنش تكثير در . پايه استفاده شد ng25 DNA و
دقيقه براي شروع واشرست سازي  4به مدت سانتي گراد 

DNA درجه  94ثانيه در  30: چرخه شامل 36، سپس
بسته ( درجه سانتي گراد 35- 55 درثانيه  30، سانتي گراد

و بسط نهايي درجه  72 دقيقه در 2، )به تركيب آغازگري
دقيقه در دستگاه ترموسايكلر  10به مدت درجه  72 در

ABI )Applied Biosystem (محصولات  .انجام گرفت
 TBE 0.5Xو بافر  درصد 7/1 تكثير شده بر روي ژل آگارز

)Tris base- Boric acid- EDTA (براي . الكتروفورز شدند
استفاده  UVمشاهده باندها از اتيديوم برومايد و اشعه 

  ).2شكل (گرديد 

  
  )1kb Gene ruler )Fermentasنشانگر اندازه . لعهدر برخي از لاينهاي ذرت مورد مطا UBC827چندشكلي تكثير شده توسط آغازگر  -2شكل 

 PCRقطعات تكثير شده حاصل از : هاتجزيه و تحليل داده
بر اساس حضور يا عدم حضور قطعه مورد نظر در نشانگر 

امتيازدهي شدند و  صفرو  يك به صورت به ترتيب
ماتريس حاصل در تجزيه هاي آماري مورد استفاده قرار 

ي چند شكل با استفاده از نرم مكانهاد تعداد و درص. گرفت
ي مكانهاخصوصيات . محاسبه گرديد PopGen32افزار 

ي مورد لاينهادر  H و Ne ،I ،He ،Naتكثير شده مانند 
 )GenAlEx6/051 )23مطالعه با استفاده از نرم افزار 

براي ترسيم دندروگرام . محاسبه گرديد) PopGen32  )35و
 Complete linkageالگوي  ايهضريب تشابه جاكارد بر پاز 

تجزيه به . شداستفاده ) NTSYS2.1 )28در نرم افزار 
 Dcenterماتريس  با استفاده از) PcoA(مختصات اصلي 

انجام  NTSYS2.1نرم افزار در از ماتريس تشابه حاصل 
 مورد مطالعهي گروههابين  Neiفاصله ژنتيكي . شد

ه از نرم افزار با استفاد )كرمانشاه، خراسان رضوي و كرج(
GenAlEx6/051  وPopGen32 براي بررسي . محاسبه شد
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 وواريانس مولكولي  تجزيهاز  گروههاتنوع بين و درون 
سطوح تمايز . شد استفاده GenAlEx6/051نرم افزار 

 و همچنين ميزان اطلاعات چند شكلي )PhiPT(ژنتيكي 
)Polymorphism information content;PIC(  بر اساس

 GenAlEx6/051زير و با استفاده از نرم افزار  فرمول
  ):6(محاسبه شد 





n

i
iPPIC

1

21  

  .باشد ام ميiفراواني آلل  Piدر اين فرمول 

  نتايج و بحث
تركيب  16 از در اين پژوهش: اطلاعات نشانگرها

 به منظورذرت  خالص لاين 100روي بر  ISSR يآغازگر
مورد  يآغازگر ركيباتت .ارزيابي تنوع ژنتيكي استفاده شد

از بين . ندنمكان ژني را تكثير ك 81 توانستند استفاده
 چندشكل) درصد 12/95(مكان ژني  78 مكانهاي تكثيري،

 به ترتيب UBC811و  UBC825آغازگرهاي . دندبو
شكل را توليد  تعداد مكان چند 2و كمترين  8بيشترين 
پژوهش آمده در اين  به دستبالا بودن چند شكلي . نمودند

ي مورد بالاي نشانگرها كارآييتوان به  را مي) درصد 3/96(
ي مورد بررسي ژنوتيپهاو همچنين تعداد زياد  استفاده

بسيار  ISSRبا توجه به اينكه نشانگرهاي ). 19(نسبت داد 
اند و در سراسر ژنوم پخش هستند، بنابراين استفاده  متنوع

ند شكلي را تواند سطح بالايي از چ از اين نشانگرها مي
هاي لايندر مطالعه تنوع ژنتيكي  ).33 و 32(آشكار سازد 

 SSR )Simpleزودرس ذرت با استفاده از نشانگرهاي 

sequence repeat( ،46  باند چند شكل توليد  137نشانگر
متغير و  5تا  2بين  مكانبراي هر  هاتعداد آلل). 4(كردند 

 ر نشانگره لميانگين تعداد آل. بود 96/2 آن نيزميانگين 
تخمين تنوع مناسب بودن آن در  ژني مولكولي در هر مكان

بنابراين آغازگرهايي كه تعداد آلل . دهدنشان ميرا ژنتيكي 
، براي بررسي تنوع ژنتيكي مناسب تكثير مي نمايندبيشتري 

آغازگر  براي 16/1از  مؤثردامنه تعداد آلل ). 27( تر هستند
UBC867  آغازگر  براي 62/1تاA12 ير بود، ميانگين متغ

از  مؤثرتعداد آلل ). 3جدول (برآورد شد  34/1 مؤثرآلل 
تعداد . آيد مي به دست آنها و فراواني آللهاتعداد  محاسبه
، UBC807(2500)ي ژني مكانهادر  1 مؤثرآلل 

UBC807(300)  وB9(1000)  بيانگر وجود يك آلل با
 مؤثرلل آ. باشد حداكثر اثر و ويژگي منحصر به فرد مي

دو آلل  دهنده نشان UBC825(500)براي مكان ژني  06/1
متفاوت و وجود يك آلل نادر براي  كاملاًبا فراواني آللي 
  .اين مكان است

با  است، يك نشانگر غالب ISSRبا توجه به اينكه نشانگر 
و  PopGene32تنوع ژنتيكي مانند  تجزيهنرم افزارهاي 

GenAlEx 6/051  وسيتي مشاهده را هتروزيگنمي توان
بنابراين محاسبه ساير شاخصهاي تنوع از . كردمحاسبه 

در لاينهاي  PIC  دامنه. امكان پذير نبود Chisqو  Fstجمله 
 365/0تا  UBC867براي آغازگر  152/0مورد مطالعه از 

در لاينهاي مورد  PICميانگين . متغير بود A12براي مكان 
لعات مختلفي از در مطا). 3جدول ( بود 213/0مطالعه 

براي ارزيابي تنوع ژنتيكي ژنوتيپهاي ذرت  PICشاخص 
ميزان اطلاعات چند شكل، ). 20و  5، 4(استفاده شده است 

يكي از شاخصهاي مهم جهت مقايسه نشانگرهاي مختلف 
 PICمقادير بالاي . باشد از لحاظ قدرت تمايز آنها مي

در در يك دلالت بر چندشكلي بالا و وجود آلل يا آللهاي نا
ه جايگاه نشانگري است كه در تفكيك و تمايز افراد نقش ب

توان بيان نمود  مي PICبا توجه به ميزان . )8( سزايي دارد
مناسب ترين آغازگر براي بررسي تنوع  A12كه آغازگر 

مقايسه دو شاخص . باشد ژنتيكي و تمايز ژنوتيپها مي
يزان و م) uHe(هتروزيگوسيتي مورد انتظار تصحيح شده 

اين  ي بيناطلاعات چند شكلي نشان داد كه همبستگي بالاي
با  ينشانگرهايكه وجود دارد به طوري دو شاخص

هتروزيگوسيتي بالا داراي ميزان اطلاعات چند شكلي بالا 
  . دبودننيز 
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  استفاده در لاينهاي ذرتمورد  ISSRآغازگرهاي  مربوط بهتنوع ژنتيكي  پارامترهاي تخمين -3جدول 

 AT TAL PL Ne H I Nm UHe PIC ام آغازگرن

UBC807 56 5 3 26/1 17/0 27/0 24/50 18/0 18/0 

B9 35 4 3 39/1 25/0 39/0 18/4 22/0 22/0 

A12 42 5 5 62/1 37/0 55/0 30/28 36/0 36/0 

UBC890 46 7 7 43/1 29/0 45/0 19/327 28/0 28/0 

UBC884 58 3 3 41/1 24/0 37/0 68/43 23/0 23/0 

UBC812 42 7 7 16/1 13/0 25/0 22/15 15/0 15/0 

UBC811 52 2 2 41/1 24/0 45/0 28/205 27/0 27/0 

UBC820 52 6 6 33/1 22/0 36/0 45/34 19/0 19/0 

UBC825 54 8 8 38/1 25/0 39/0 89/15 21/0 21/0 

UBC827 52 7 7 35/1 25/0 39/0 68/25 23/0 23/0 

UBC835 41 3 3 48/1 27/0 42/0 29/9 15/0 15/0 

UBC841 55 6 6  36/1 24/0 38/0 30/238 18/0 18/0 

UBC848 40 7 7 38/1 25/0 33/0 06/25 19/0 19/0 

UBC867 40 3 3  16/1 14/0 26/0 43/15 15/0 15/0 

UBC88 40 4 4 36/1 23/0 37/0 81/17 121/0 21/0 

A7 52 4 4  15/1 13/0 25/0 39/19 14/0 138/0 

Mean - - - 34/1 23/0 37/0 733/5 213/0 213/0 

St.Dev -  - -  12/0 061/0 08/0 61/97 058/0 058/0 

AT= ،دماي اتصال آغازگر TAL = ،تعداد كل مكانهاي تكثيريPL = ،تعداد مكان چندشكلNe = ،تعداد آلل مؤثرI = ،شاخص شانونuHe =
  .ميزان اطلاعات چندشكل= PICميزان تمايز ژنتيكي، = Nei ،Nmكي فاصله ژنتي= Hهتروزيگوسيتي مورد انتظار تصحيح شده، 

 UBC890مربوط به آغازگر ) Nm )19/327بالاترين مقدار 
. بود B9مربوط به آغازگر ) 189/4( و كمترين مقدار آن

كلي اگر  به طور .)3جدول ( برآورد شد Nm 7/5ميانگين 
Nm  بيشتر خواهد بود و  لاينهاباشد تمايز بين كمتر از يك
 لاينهاباشد تمايز كمي بين مقدار آن بيشتر از يك  اگر

 25/0از ) I(شاخص شانون  ).34(وجود خواهد داشت 
ير متغ  A12آغازگر براي 55/0تا  UBC812آغازگر  براي
 PICميزان . )3جدول ( آمد به دست37/0 آنميانگين  و بود
 در بين چندشكليشانون بيانگر ميزان  شاخصو 

فعاليت  دلايلتواند به تنوع ژنتيكي بالا مي. ستژنوتيپها
عناصر ترنسپوزوني، نوتركيبي ميوزي، رانش ژنتيكي،  بالاي

 Neiفاصله ژنتيكي ). 11(انتخاب طبيعي و مصنوعي باشد 
، 049/0مشهد و كرمانشاه، گروههاي مربوط به هاي لاينبين 

 .د شدبرآور 022/0كرمانشاه و كرج  و 034/0كرج و مشهد 

 ين برايانتخاب والد يارهاياز مع يكي ي،زراع ياهاندر گ
- يم ژنتيكي فاصله يس،هتروز يدهمندي از پدو بهره يتلاق
 فرآينددر  يلدخ يكيژنت هايمكانيسمهرچند . باشد

است  شده مشخص يول انددرك نشده يخوببه هتروزيس
 يكيژنت روابط با ينوالد ينب يحاصل از تلاق يبريدهايكه ه

نسبت به  يشتري راقدرت ب يشترب يكيمتر و فاصله ژنتك
از خود  يكي كمترژنت فاصلهبا  ينحاصل از والد يبريدهايه

مشهد و ي گروهها افراد متعلق به ينبنابرا. دهندينشان م
 به عنوان بالقوه به طور تواننديم) 1 جدول(كرمانشاه 

  .شوند ذرت استفاده يهاي اصلاحدر برنامه يتلاق ينوالد

تمايز و  به منظور: )AMOVA( تجزيه واريانس مولكولي
با ي مختلف ذرت، تجزيه واريانس مولكولي لاينهاتفكيك 

با استفاده از گروه  به عنوان لاينهادر نظر گرفتن محل تهيه 
تجزيه واريانس . انجام گرديد GenAlEx6.501نرم افزار 
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 9شان داد كه ن ISSRمولكولي با استفاده از نشانگرهاي 
 Among( گروهيدرصد تنوع محاسبه شده به تنوع بين 

pops ( گروهيدرصد به تنوع درون  91و )Within pops (
 .)4جدول ( بود 089/0برابر  PhiPTمقدار . شود مربوط مي
مختلف ي گروههادهد كه تمايز بين  نشان مي اين نتايج

 جهتبنابراين در گزينش . باشد كم مي) هالاينمحل تهيه (
هاي درون لايناز هتروزيس بهتر است كه انتخاب ه رسيدن ب
ي خالص لاينهاي گروههاتنوع كم بين . انجام گيرد گروهها

 گروههاجريان ژني بالا در بين  تواند نشان دهنده ذرت مي
گروه هر روش گزينشي متفاوت در وجود همچنين  و

به تنوع  نسبتگروهي بالا بودن تنوع درون  ).24(. باشد
مختلف ي گروههادهد كه در بين  ان مينش گروهيبين 

  ). 10(ساختار ژنتيكي بارزي وجود ندارد 
با  ژرم پلاسم ذرت مورد مطالعهتجزيه واريانس مولكولي  -4جدول 

 ISSRاستفاده از نشانگرهاي 

 % df  SS MS Est.Var  منابع
 9 34/1 2/54 4/108  2  بين جمعيت
 91 77/13 7/13 8/1335  97  درون جمعيت

 100 11/15  3/1444  99  كل
كي از بهترين راهكارهاي طبقه بندي ي: ايتجزيه خوشه

ذخاير ژنتيكي و تجزيه و تحليل تنوع ژنتيكي بين افراد، 
تجزيه . ره استاز الگوريتمهاي آماري چند متغي استفاده

ه هدف ره است كتغيي آماري چند متكنيكهاخوشه اي از 
به  .ت آنهاستصفامجموعه بر اساس  افراد گروه بنديآن 
ي كه افراد با صفات مشابه در يك خوشه قرار طور
اي افراد داخل يك خوشه داراي  در تجزيه خوشه. گيرند مي

ها بيشترين تفاوت  خوشهبين در بيشترين يكنواختي بوده و 
درست انجام گرفته  گروه بنديبنابراين اگر  .وجود دارد

هم ه ب باشد اجزا يا افراد داخل خوشه از لحاظ ژنتيكي
  ). 17(هاي متفاوت از هم دورترند  نزديكتر و افراد خوشه

ذرت با سه ضريب تشابه تطابق ساده،  يهالاين گروه بندي
تجزيه . دايس و جاكارد و الگوريتمهاي مختلف انجام شد

جاكارد و ژنتيكي كلاستر با استفاده از ضريب تشابه 

 3در را هاي مورد بررسي لاين پيوستگي كامل الگوريتم
 به ترتيبگروه سوم و دوم  .)3 شكل( دداقرار  اصلي گروه

را به خود اختصاص  لاينتعداد  7و كمترين  56بيشترين 
از مركز تحقيقاتي  هاييلاين ،گروه بندياين  در. دادند
 يكي از ناشي توانددر كنار هم قرار نگرفتند كه مي خاص
مواد  تبادل اثر در كه باشد مختلف هايلاين بذري منشأ بودن

است  گرفته صورت مختلف مراكز تحقيقاتي بينژنتيكي 
نيز در ارزيابي تنوع ) 2014( مروتو و همكاران). 26(

 6از هر كدام (ذرت  خالص لاينهيبريد و  12ژنتيكي 
 Random amplified( RAPDبا استفاده از نشانگر ) نمونه

polymorphic DNA ( آوردند به دستنتايج مشابهي را 
و همكاران  كاروالهوديگري كه توسط  مطالعهدر . )21(
بومي توده  79ارزيابي تنوع ژنتيكي  به منظور) 2002(

نشانگرهاي انجام شد، ذرت و دو رقم اصلاح شده برزيل 
ISSR  گروه اصلي قرار  3ژنوتيپهاي مورد بررسي را در
جغرافيايي  منشأژنوتيپهايي با  گروه بنديدر اين . دادند

 ضريب). 8(كديگر قرار گرفتند متفاوت در كنار ي
بود كه نشان دهنده مطابقت  59/0 يككوفنت يهمبستگ
 يستشابه حاصل از دندروگرام و ماتر يسماتر ينخوب ب

رهاي نشانگتوجيه پراكنش  به منظور .است يهتشابه اول
 ياصل يهابه مولفه يهتجزاز مولكولي در سطح ژنوم 

 52/7و  15/9 ببه ترتيو دوم دو مولفه اول . استفاده شد
توجيه درصد . ندها را توجيه نموددرصد از تغييرات داده

لفه در اين مطالعه، بيانگر اين ؤكمي از تغييرات توسط هر م
است كه نشانگرهاي استفاده شده مستقل از هم هستند و 

در واقع نشانگرهاي . ندهست ژنوم ي ازنماينده نقاط مختلف
  . وم ذرت دارندانتخاب شده پراكنش مناسبي را در ژن

تحقيقات ) 16(با توجه به نياز كشور براي ذرت دانه اي 
در  راستاي افزايش توليددر مختلف به زراعي و به نژادي 

تنوع  يابيارز به منظوردر اين مطالعه . )2 و 1(جريان است 
 ISSRآغازگر  16 از خالص ذرت لاين 100 يكيژنت

 81توانستند  مورد استفاده يآغازگر يباتترك. استفاده شد
  . كنند يررا تكث يمكان ژن
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Coefficient
0.09 0.26 0.44 0.62 0.79
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  ISSRلاين ذرت بر اساس داده هاي حاصل از نشانگرهاي  100اي دندروگرام حاصل از تجزيه خوشه -3شكل 

با  .چندشكل بودند يمكان ژن 78 يري،تكث هايمكان يناز ب
 هاينشانگرمي توان نتيجه گرفت  بالا يچندشكلتوجه به 

ISSR بندي دسته نگاري و انگشت ابزار مفيدي براي
هتروتيك به شمار  بالقوه در گروههاي ي ذرتژنوتيپها

حاصل  هايگروهاز در گام بعدي تحقيق مي توان . روندمي
تعدادي فرد را انتخاب و تلاقي داده و عملكرد هيبريد هاي 

ن ترتيب مي توان با استفاده از يبد. حاصل را بررسي كرد
د هيبريد هاي بررسي شده و ضريب خويشاوندي عملكر

Group I 

Group II 

  Group III 
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  .كرد بينيپيش) BLUP )Best linear unbiased predictionژنوتيپها، عملكرد هيبريدهاي توليد نشده را با روش 
  منابع

بررسي تاثير  ).1396( .ف ،برناردو . ر.م، قلمبران، .م، ده يادگاري -1
 غلظت هاي مختلف آلژينات بر برخي از شاخصهاي

در محيط ) Zea mays L(.فيزيولوژيكي رشد گياهچه ذرت 
مجله (مجله پژوهشهاي گياهي . )گازوئيل(آلوده به تركيبات نفتي 

  .776-788 ،30 ،)زيست شناسي ايران

هاي آنتي  بررسي فعاليت آنزيم ).1396. (، عبشيرزاده و .د، لازمم -2
 تحت تنش) .Zea mays L( اكسيدان و پرولين در ارقام ذرت

زيست شناسي ( سلولي و مولكوليهاي  مجله پژوهش .شوري
  .77-90 ، 30جلد  ،)ايران

3- Agarwal, M., Shrivastava, N. and Padh, H. 
(2008). Advances in molecular marker 
techniques and their applications in plant 
sciences. Plant Cell Reports, 27: 617-631.  
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Abstract 

Since the production of maize hybrids needs to selection and crossing of desirable 
inbred lines, identification of lines with suitable genetic characteristics is one of the 
objectives of plant breeders. In this study, ISSR markers were used to assess genetic 
diversity in 100 inbred lines of maize. Sixteen primers amplified 81 loci, of which 78 
(95.12 %) were polymorphic. The maximum and minimum number of polymorphic 
bands were produced by UBC825 (8 loci) and UBC811 (2 loci) primers, respectively. 
The polymorphic information content (PIC) ranged from 0.65 (UBC849) to 0.93 (443), 
with an average of 0.77. Cluster analysis based on Jaccard’s similarity coefficient and 
complete linkage algorithm categorized the studied lines into 3 main clusters. The 
analysis of molecular variance using ISSR data showed that 9% of the variation was 
explained by the variation among population and 91% by the variation within 
population. The results showed that the ISSR markers capable to display a high degree 
of polymorphism among lines and are useful tools for fingerprinting and categorizing of 
maize genotypes into different groups. This feature can be used in determining heterotic 
groups and prediction of heterosis in maize hybrid production. 

Key words: AMOVA, genetic diversity, ISSR marker, maize.  

 

  

  


