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فاده از تبا اس(.Triticum aestivum L) بررسي تنوع ژنتيكي ارقام مختلف گندم نان 
  RAPDو  ISSRنشانگرهاي مولكولي 

  ، مريم عبدلي نسب و محمود ملكي*مژده رحماني، مهدي رحيمي
  بيوتكنولوژيگروه  تكميلي صنعتي و فناوري پيشرفته، پژوهشگاه علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي، ايران، كرمان، دانشگاه تحصيلات

 19/1/1398 :تاريخ پذيرش  4/12/1397 :تاريخ دريافت

  چكيده

به منظور تدوين راهبرد حفاظت و استفاده از منابع ژنتيكي از اهميت  گياهانرزيابي دقيق مقدار و پراكنش تنوع ژنتيكي در ا
آغازگر  10با استفاده از  ).Triticum aestivum L( نان رقم گندم 40در اين پژوهش روابط ژنتيكي بين  .اي برخوردار است ويژه

ISSR  آغازگر  4وRAPD آغازگر  10 .ي قرار گرفتبررس موردISSR  باند چندشكل  2/9ميانگين با  چندشكلباند  92تعداد
 19تعداد  RAPDنشانگر  همچنين چهار آغازگر. بود درصد 79/86ي چندشكلدرصد  ميانگين وتوليد نمودند  براي هر آغازگر

بالا  .بود درصد 85/67ي چندشكلدرصد ميانگين و توليد كردند  باند چندشكل براي هر آغازگر 75/4ميانگين با چندشكل باند 
براي  ISSR، در مورد نشانگرهاي چندشكل اطلاعات محتواي، شاخص شانون، يارهاي تعداد آلل مؤثر، تنوع ژنيمع بودن

 OPA02و  OH-04آغازگرهاي براي  RAPDو در مورد نشانگرهاي  UBC824و  UBC813 ،UBC816آغازگرهاي 
ي به روش ا خوشهتجزيه . در اين تحقيق بودمطالعه  موردي گندم ژنوتيپهاكارايي بالاي اين آغازگرها در تمايز  دهنده نشان

UPGMA  نشانگر كل باندهاي چندشكل و بر اساس ضريب تشابه جاكارد بر اساسISSR  وRAPD گروه  دورا در  ارقام گندم
 STRUCTUREافزار  روش بيزي با نرم ر اساسهمچنين تجزيه به مختصات اصلي و تعيين ساختار جمعيت ب. جداگانه قرار داد

تجزيه واريانس مولكولي نشان داد كه تنوع درون . نمودند تأييداي را  در دو گروه قرار دادند و نتايج تجزيه خوشهنيز ارقام را 
ي پژوهشهاتواند در  مي به دست آمده از اين تحقيق و تنوع موجود در ارقام گندماطلاعات . ستگروههابيشتر از بين  گروهها

  .عملكرد مورد استفاده قرار گيردنژادي براي افزايش  به

  .UPGMA، روش ، ساختار جمعيتاصلي مختصاتاي، تجزيه به  تجزيه خوشه :هاي كليديواژه

  me.rahimi@kgut.ac.ir: يپست الكترونيك، 09173079874: تلفن تماس نوسينده مسئول، *

  مقدمه
 از بزرگي بخش براي پروتئين و كالري اصلي منبع گندم

سطح  و شود مي محسوبو همچنين ايران   دنيا جمعيت
 5437804برابر با  96- 95زير كشت گندم در ايران در سال 

 )1( تن بوده است 12400000هكتار با توليدي به ميزان 
ولي با اين وجود كشور سالانه ميزان زيادي گندم وارد مي 

تن  7122870برابر با  93كند كه ميزان واردات در سال 
هاي زيادي است ولي  گندم داراي گونه. )6( بوده است

و بيشترين ميزان ) درصد 90(بيشترين سطح زير كشت 
 يا گندم نان T. aestivumمربوط به گونة ) درصد 94(توليد 

كشور ايران از غناي ژنتيكي بالايي  اينكهبا وجود  است
ي گياهان جمعيتها، نژادها و ژنوتيپهابرخوردار است و تنوع 

زراعي در گذشته در آن زياد بوده است، ولي در حال 
حاضر اين تنوع به شدت كاهش يافته است و ارقام زراعي 
اندكي بخش عمده توليد هر محصول را به خود اختصاص 

بنابراين براي كاهش ميزان واردات گندم با . )8( دهند مي
ي قابل كشت بايد به دنبال افزايش زمينهاتوجه به كمبود 
. ودباز طريق افزايش عملكرد ارقام جديد توليد در هكتار 

 مواد انتخاب امكانآيد كه  اين اتفاق زماني به وجود مي
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 و باشد داشتهوجود  اصلاحي هاي برنامه در مناسبگياهي 
 همه مبناي تنوع. باشند كافي تنوع داراي نيزگياهي  مواد اين

. )19( است تنوع نيازمند نيز ژنوتيپي انتخاب و ستگزينشها
 خويشاوندان و زراعي گياهان در موجود ژنتيكي تنوع يزانم

 برنامه در مناسب والدين انتخاب جهتآنها  وحشي
 حفظ است و بنابراين گران اصلاح موفقيت كليد اصلاحي

 باشد مي مهم بسيار اصلاحي هاي برنامه در ژنتيكي تنوع
و يك برنامه اصلاحي زماني موفق است كه دو عامل  )19(

 .تنوع و انتخاب در گياه مورد آزمايش وجود داشته باشد
 مورفولوژيكي، نشانگرهاي انواع مانند مختلفي يروشها

 تنوع برآورد و تعيين جهت DNAيا  مولكولي و بيوشيميايي
 هاي داده ژنتيكي تنوع بررسي در .وجود دارد گياهان ژنتيكي

 هاي داده به نسبت مولكولي نشانگرهاي از حاصل

  .)17( دارند رتريب بيوشيميايي ها، نامه شجره مورفولوژيكي،

به كارگيري نشانگرهاي مولكولي در گندم كاربرد 
از جمله . اي در دهه گذشته داشته است گسترده

نشانگرهايي كه براي بررسي تنوع ژنتيكي در گندم استفاده 
اين  .)24و  22( باشد مي RAPD و ISSRشده نشانگرهاي 

به طراحي آغازگر نيازي بوده و  PCRنشانگرها مبتني بر 
ي موجود و قابل تكثير DNAقطعه  ISSRنشانگر . ندارند

دارند بين دو ريز ماهواره را كه در جهت مخالف هم قرار 
يك نشانگر تصادفي  RAPD و نشانگر )24(كند  تكثير مي

اين  .كند تصادفي در ژنوم را تكثير ميبوده و نواحي 
دار  نشان ،نشانگرها در مطالعات تنوع ژنتيكي، فيلوژني

شناسي تكاملي به كار  نومي و زيستژيابي  ني، نقشهژكردن 
 54ژنتيكي تنوع  )14(خلستكنيا و همكاران . )21( روند مي

جايگاه ريز  23رقم قديمي و جديد گندم بهاره را با 
آلل با تعداد آلل بين  151ماهواره ارزيابي و در مجموع 

آلل براي هر جايگاه گزارش  9/6آلل و ميانگين  3- 11
 دوروم گندم پلاسم ژرم ژنتيكي تنوع تحقيقي در .كردند

)Triticum turgidum ssp. durum (يتواليها از استفاده با 
 چهل و يكصد. شد ارزيابي) ها ريزماهواره( تكراري ساده

 جفت 48 با) كشور 10( مختلف مناطق به متعلق ژنوتيپ

 مورد) ژنوم يكنواخت پوشش با( ريزماهواره نشانگر
 چند نشانگر جفت 37 تعداد، اين از و گرفتند قرار بررسي
 245 نشانگر، جفت 37 از مجموع در. دادند نشان شكلي
 با و آلل 17 تا 2 بين اي دامنه در متفاوت، شكل چند آلل

 ميزان. گرديد تكثير ژني جايگاه هر در آلل 9/6 متوسط
 ژني جايگاه( 007/0 از) PIC( چندشكل اطلاعات

Xgwm274 (799/0 تا )ژني جايگاه Xgwm427 (متفاوت 
ي ژنوتيپها ژنتيكي تنوع ارزيابي ديگر در تحقيقي .)4( بود

نتايج نشان . شد انجام ISSR ماركرهاي از استفاده با گندم
 اطلاعات محتواي شاخص مقدار بيشترين كه داد

 و) 36/0( IS-10 پرايمر به مربوط) PIC( چندشكلي
) IS-11 )22/0 و IS-16 پرايمرهاي به مربوط آن كمترين

 اساس بر و UPGMA روش به اي خوشه تجزيه. بود
 كرد بندي دسته گروه سه در را ژنوتيپها دايس تشابه ضريب

 كاملاً گروه يك در) نان گندم شاهد( 25 شماره ژنوتيپ كه
 .)3( قرارگرفت گروهها ساير از زيادي فاصله با جداگانه

در بررسي الگوي تغييرات ژنتيكي درون و بين دو مجموعه 
ارقام بومي گندم نگهداري شده در مركز بين المللي اصلاح 

نشانگر ريز  76استفاده از با ) CIMMYT(گندم و ذرت 
هاي  اي درون توده ماهواره، تنوع ژنتيكي قابل ملاحظه

سفاليان و همكاران  .)11( مكزيكي و تركيه مشاهده شد
رقم گندم بومي بهاره  9به منظور بررسي تنوع ژنتيكي  )23(

باند  108استفاده كردند كه در مجموع  ISSRنشانگر  11از 
چندشكل  آنها از) درصد 22/72( قطعه 78تشكيل شد كه 

  .بودند

هم و با اين آغازگرها مورد  با توجه به اينكه اين ارقام با
و شباهت و تفاوت اين ارقام با هم  اند مطالعه قرار نگرفته
اهداف اين مطالعه بررسي تنوع بنابراين  .بررسي نشده است
 ISSRاز طريق نشانگرهاي مولكولي  نان ژنتيكي ارقام گندم

براي شناسايي والدين  آنها و تعيين روابط ژنتيكي RAPDو 
تا . باشد هاي اصلاحي و ژنتيكي مي مناسب براي برنامه

هاي  بتوان از ارقامي كه تفاوت زيادي باهم دارند در برنامه
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و مناسب كشت  براي افزايش عملكرد گندم گيري  دورگ
  .استفاده نموددر منطقه ماهان 

  روشهامواد و 
  زراعي رقم گندم  40براي بررسي تنوع ژنتيكي بذور تعداد 

 24به مدت ) 1 جدول(كه از بانك ژن تهيه گرديده بودند 
ساعت در آب و در تاريكي در دماي اتاق خيسانده شدند و 

 برگهاروز  12ديش كشت شدند و پس از  سپس در پتري
  . برداشت شدند DNAبراي استخراج 

  
  ارقام گندم نان مورد مطالعه -1جدول 

  ژنوتيپ  رديف  ژنوتيپ رديف ژنوتيپ رديف ژنوتيپ رديف
  رسول  31 الوند 21 زرين 11 اكبري 1
  شعله  32  شيراز  22  تجن  12  نيك نژاد  2
  سبلان  33  اكسكليبر 23 فلات 13  روشن 3
  مرودشت  34  بزاستايا 24 2آذر 14 چمران 4
  آرتا  35  داراب 25 3مغان 15 هيرمند 5
  2كرج   36  هامون 26 اميد 16 1مغان 6
  كوير  37  گاسپارد 27 ارگ 17 دز 7
 بولاني  38   وي ناك 28 سرداري 18 آستارا 8

  mv-17  39  شاه پسند 29 الموت 19 طوس 9
  مهدوي  40  پيشتاز 30 آزادي 20 سرخ تخم 10

  

  مورد مطالعه RAPDو  ISSRخصوصيات آغازگرهاي  -2جدول 
 نوع آغازگر نام آغازگرها توالي اتصال دماي GCدرصد 

47 42 5ሺGAሻ଼A3´ UBC812

ISSR 

47 42 5ሺCTሻ଼T3´ UBC813 

53 43 5ሺCTሻ଼G3´ UBC815 

47 47 5ሺCAሻ଼T3´ UBC816 

47 47 5ሺCAሻ଼A3´ UBC817 

53 44 5ሺTCሻ଼C3´ UBC823 

53 45 5ሺTCሻ଼G3´ UBC824 

47 48 5ሺACሻ଼T3´ UBC825 

53 49 5ሺACሻ଼C3´ UBC826 

47 43 5ሺACሻ଼A3´ UBC876 

70 34 5´GGAAGTCGCC3´ OH-04

RAPD 
60 32 5´TCGGCGATAG3´ OA12 

60 32 5´CCGCATCTAC3´ OC4 

70 30 5՜TGCCGAGCTG3՜ OPA02 

     

بلافاصله درون نيتروژن مايع قرار  شده  برداشتي برگها
درجه سانتي  - 80در گرفته و پس از انجماد سريع به فريزر 

ي جوان به برگهااز  DNAاستخراج  .منتقل شدندگراد 
كميت و . )10( يرات انجام شديروش دلاپورتا با اندكي تغ
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استخراجي از طريق اسپكتروفتومتري و  DNAكيفيت 
 280و  260ي موجهادر طول  DNAمطالعه طيف جذبي 

و  16، 13(يك درصد نانومتر و نيز الكتروفورز ژل آگارز 
 10مراز با استفاده از  اي پلي واكنش زنجيره. تعيين شد )25

جدول ( انجام شد RAPDآغازگر  چهارو  ISSRآغازگر 
با استفاده از مواد تهيه شده از شركت  PCRواكنش  .)2

ميكروليتر بافر  يكميكروليتر شامل  10سينا ژن و در حجم 
10X PCR ،25/0  مولار،  ميلي 50ميكروليتر كلريدمنيزيمU 

ميكروليتر از  Tag DNA Polymerase ،75/0آنزيم  25/0
ميكروليتر  25/0ميكرومولار،  10هر آغازگر با غلظت 

 دومولار و  ميلي dNTPs (10( محلول نوكلئوتيدي
در دستگاه ) نانوگرم 20(ژنومي  DNAميكروليتر 
  .انجام شد) Biometra مدل(ترموسايكلر 

اي پلي مراز براي آغازگر  الگوي دمايي واكنش زنجيره
ISSR چهاررخه حرارتي شامل ين چاول: به اين شرح بود 

انجام درجه سانتي گراد  94سازي اوليه در  دقيقه واسرشته
ثانيه  40 صورت بهسيكل بعدي  35گرفت، سپس 

ثانيه مرحله اتصال آغازگر  40، درجه 94سازي در  واسرشته
دقيقه  دو، )بسته به آغازگر متفاوت بود(در دماي مناسب 

صورت گرفت و آخرين درجه  72مرحله بسط در دماي 
 72دقيقه بسط انتهايي در دماي  پنج صورت بهچرخه هم 

. بوددرجه  4رفت، سپس نگهداري در دماي انجام گدرجه 
نيز به اين  RAPDهمچنين الگوي دمايي براي آغازگر 

دقيقه  پنجاولين چرخه حرارتي شامل : شرح بود
سيكل  35، سپس درجه 94در سازي اوليه  واسرشته

ثانيه  45، درجه 94در سازي  دقيقه واسرشته يك صورت به
بسته به آغازگر ( TMمرحله اتصال آغازگر در دماي 

و  درجه 72دقيقه مرحله بسط در دماي  يك، )متفاوت بود
، سپس نگهداري درجه 94دقيقه بسط انتهايي در دماي  پنج

با استفاده از ژل  PCRمحصولات . بوددرجه  4در در دماي 
ولت طي يك  70با ولتاژ  )25و  16، 13(درصد آگارز يك 

آميزي با اتيديوم  رنگ. ساعت الكتروفورز تفكيك شدند

در انتها ژل با آب . دقيقه انجام شد 15برومايد به مدت 
-Bio مدل(مقطر شسته شده و توسط دستگاه ژل داك 

Rad( به آغازگرهاي چند شكل . برداري انجام شد عكس
هاي صفر و  ژنوتيپ به صورت داده 40آمده روي  دست

و سپس به وسيله نرم افزارهاي  Excelيك وارد نرم افراز 
Power Marker، STRUCTURE، PAST، PopGene 32 

جهت به دست  .مورد تجزيه و تحليل قرار گرفتند SAS و
آوردن تعداد آلل مؤثر، شاخص شانون، تنوع ژني ني و 

 Powerشاخص اطلاعات نشانگري از نرم افزارهاي 

Marker  وPopGene32 تجزيه همچنين . استفاده شد
و تجزيه به  ، ضريب همبستگي كوفنتيكاي وشهخ

. انجام شد PASTاصلي با استفاده از نرم افزار  مختصات
و روش  SASافزار  تجزيه تابع تشخيص با استفاده از نرم

cross-validation افزار  همچنين از نرم. انجام شد
STRUCTURE  اي و  نتايج تجزيه خوشه تأييدبراي

در . و ساختار آن استفاده شد گروههمچنين تعيين تعداد 
براي بررسي تنوع درون  GenAlEx 6.5افزار  نهايت از نرم

 STRUCTUREافزار  به دست آمده از نرم يگروههاو بين 
  .استفاده شد

  نتايج
براي ) قسمت الف( UBC826تكثير پرايمر  1در شكل 

براي نشانگر ) قسمت ب( OH-04و پرايمر  ISSRنشانگر 
RAPD آغازگر  10از مجموع . نشان داده شده استISSR 

 4 دست آمد كه باند چندشكل به 92تعداد  مورد استفاده
چندشكلي نشان دادند و ميانگين  درصد 100آغازگر 

 درصد 79/86و درصد چندشكلي  2/9باندهاي چندشكل 
 19تعداد  مورد استفاده RAPDآغازگر  4دست آمد و از  به

 درصد 100يك آغازگر  باند چندشكل حاصل شد كه
و  75/4چندشكلي نشان داد و ميانگين باندهاي چندشكل 

  ).3جدول ( دست آمد به درصد 85/67درصد چند شكلي 
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  )ب(            )الف(

  گندم ارقام تكثير از حاصل RAPDنشانگر ) ب( OH-04و پرايمر  ISSR نشانگر) الف( UBC826باندي پرايمر  الگوي نمونه -1شكل 

  در ارقام گندم RAPDو  ISSRنتايج تجزيه مولكولي براي آغازگرهاي  -3جدول 
نسبت چندگانه 

 موثر

شاخص 
 نشانگري

شاخص 
 شانون

تنوع ژني 
 ني

تعداد آلل
 مؤثر

محتواي اطلاعات
  چندشكل

درصد
  يچندشكل

يباندهاتعداد 
  چندشكل

  نام آغازگرها

8 08/2 5/0 33/0 56/1 26/0 100 8 UBC812

7 2/1 57/0 38/0 65/1 3/0 100 7 UBC813 

66/6 46/1 41/0 28/0 52/1 22/0 6/66 10 UBC815 

8 24/2 52/0 35/0 61/1 28/0 100 8 UBC816 

33/8 5/1 35/0 21/0 31/1 18/0 3/83 10 UBC817 

26/11 91/1 34/0 21/0 32/1 17/0 6/86 13 UBC823 

14 78/3 51/0 34/0 59/1 27/0 100 14 UBC824 

5/4 21/1 38/0 25/0 41/1 27/0 75 6 UBC825 

12/6 4/1 43/0 27/0 42/1 23/0 5/87 7 UBC826 

36/7 76/1 45/0 3/0 52/1 24/0 8/81 9 UBC876 

12/8 94/1 44/0 29/0 49/1 24/0 79/86 2/9 
 ميانگين

(Average) 

12/6 77/1 54/0 38/0 71/1 29/0 5/87 7 OH-04

5 65/0 26/0 14/0 17/1 13/0 100 5 OA12 

6/1 19/0 23/0 15/0 27/1 12/0 40 4 OC4 

8/1 36/0 38/0 26/0 49/1 2/0 60 3 OPA02 

63/3 74/0 35/0 23/0 41/1 18/0 85/67 75/4 
 ميانگين

(Average) 
  

 مجموع باندهاي چندشكل اي بر اساس تجزيه خوشه
 بر) باند چندشكل ISSR )111 و RAPDهاي نشانگر
ترين همسايه، دورترين  نزديك(ي مختلف روشهااساس 

 و معيارهاي تشابه مختلف) UPGMAهمسايه، وارد و 
انجام شد كه در نهايت  ..)جاكارد، دايس، تطابق ساده و (

با معيار تشابه جاكارد به دليل داشتن  UPGMA روش
 تعيينبراي . انتخاب گرديد) 78/0(ضريب كوفنتيك بالاتر 

و براساس پرش  ي مختلفي انجام شدروشها گروههاتعداد 
كه در نهايت با  ناگهاني در فاصله ادغام برش انجام شد

شكل ( گروه قرار گرفتند  دوتوجه به ناحيه برش، ارقام در 
 يا و برش خط مكان بودن صحيح از اطمينان جهت). 2

 در خود به مربوط دسته در ژنوتيپ هر گرفتن قرار صحيح
 بر. شد استفاده تشخيص تابع تجزيه از اي، خوشه تجزيه
تعداد باندهاي چندشكل هر  اساس بر بندي گروه اساس اين

 بندي گروه خطاي درصد و شد تأييدصدرصد  ،دو نشانگر
 تمام نتيجه در و بوده درصد صفر كلاسترها تمام براي

 شده بودند بندي گروه درست درصد 100 كلاسترها
   .)4جدول (
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  نان گندم ارقام در RAPDو  ISSR نشانگر از حاصل هاي داده اساس بر اي خوشه تجزيه از حاصل دندروگرام -2 شكل

  تشخيص تابع با گروهها درون افراد موفقيت نسبت جدول -4 جدول

  گروهها  گروه هر در افراد تعداد
  تشخيص تابع با گروه هر درشدهبينيپيشافرادتعداد

1 2  

23  1  
23 
100%  

0  

17  2  0  
17  
100%  

  %100 براساس دو گروهبنديگروهدرستيصحت
  

داشتن ديدگاه بهتر راجع به فواصل ژنتيكي بين ارقام  براي
و همچنين براي مشاهده فواصل ژنتيكي بين ارقام 

ي، تجزيه به مختصات اصلي نيز براي چندبعد صورت به
از تجزيه به . ي انجام شدا خوشهتكميل نتايج روش تجزيه 

 هر دو نشانگرهاي حاصل از  مختصات اصلي بر روي داده
  .دست آمد به) 3شكل (ي يك پلات دو بعد

  
 اصلي با نشانگر مختصات به تجزيه از حاصل دوبعدي پلات -3شكل 

ISSR  وRAPD  

  
 اساسبر ) K(نمودار دو طرفه براي تعيين تعداد بهينه گروه  -4 شكل

 ΔKآماره 

اند  اصلي كه بيشترين سهم را در ايجاد تنوع داشته مؤلفهدو 
درصد از كل تغييرات را توجيه  38/10و  47/16به ترتيب 

، مؤلفهارقام براساس اين دو  پراكنشبا توجه به . كردند
همچنين ساختار . )3شكل (در دو گروه قرار گرفتند ارقام 

 STRUCTUREافزار  با نرم گروههاجمعيت و تعداد 
 در. مورد بررسي قرار گرفتبراساس روش آماري بيزي 
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 تعيين و آن چگونگي و جمعيت ژنتيكي ساختار تحقيق اين

 همكاران و ايوانو روش اساس بر )K( گروهها مناسب تعداد
 استوار ΔKآمار  اساسبر  روش اين. شد مشخص )12(

 شكند مي اي نقطه در را LnP(D)احتمالي  تابع شيب كه است

 .باشد احتمال حداكثر داراي نقطه آن در فرضي Kتعداد  كه
پلاسم دو  مناسب براي اين ژرم گروهنتايج تعداد  اساس بر

احتمالي و نحوه قرار گرفتن ارقام  گروهدو و ) 4شكل (بود 

 گروهبراساس دو  .نشان داده شده است 5در شكل  آنها در
با تجزيه واريانس  گروهبه دست آمده تنوع درون و بين دو 

مولكولي براساس تعداد باندهاي چندشكل هر دو نشانگر 
نتايج نشان داد كه ). 5جدول ( مورد بررسي قرار گرفت

 گروهها بيننسبت به واريانس  گروهها درونواريانس 
و  درصد 16 گروهيتنوع بين  طوريكه به. باشد بيشتر مي

  .از تنوع كل را توجيه نمودند درصد 84 گروهيتنوع درون 

  
  .باند چندشكل 111رقم گندم مورد مطالعه بر اساس  40براي  Bayesianمدل  بر مبتني كلاستر تجزيه -5شكل 

  .دهد مي نشان را كلاستر هر به فرد هر تعلق ضريب محور عمودي. دهد مي نشان را كلاستر يا زيرجمعيت هر رنگ يك

  RAPD و ISSR نشانگرهاي اساس بر مولكولي واريانس تجزيه -5 جدول
 تغييرات منابع درجه آزادي مجموع مربعات مربعاتميانگين واريانس (%)واريانس نسبي تجمعي 

  گروههابين  1 004/81 004/81 325/3 16%
   گروههادرون  38 396/652 168/17 168/17 84%
 كل 39 40/733  493/20 100%

162/0 PhiPT ارزش آماره 
001/0 PhiPT  احتمال آماره 

  بحث
معيارهاي مهم در انتخاب آغازگرهاي از آنجايي كه يكي از 

نتايج حاصل از  .مناسب و سودمند، تعداد آللهاي مؤثر است
بررسي تعداد آلل مؤثر براي تمام جايگاههاي ژني نشان داد 
ميانگين تعداد آلل مؤثر در كل جمعيت براي نشانگرهاي 

ISSR ،49/1 بيشترين تعداد آلل مؤثر به . آمد به دست
و  UBC813 ،UBC816ازگرهاي ترتيب مربوط به آغ

. در بين كل ارقام بود UBC817كمترين براي آغازگر 
 RAPDهمچنين ميانگين تعداد آلل مؤثر براي نشانگرهاي 

و بيشترين مقدار مربوط به  41/1 موردمطالعهدر جمعيت 

دست   به OA12و كمترين براي آغازگر  OH-04آغازگر 
قدرت تفكيك يك ) PIC(ميزان اطلاعات چندشكل  .آمد

ي چندشكل و فراواني نسبي آللهانشانگر را به واسطه تعداد 
اين . دهد در جمعيت تحت مطالعه نشان مي آللهااين 

 UBC813براي جايگاه ژني  ISSRشاخص در نشانگرهاي 
 UBC823و براي جايگاه ژني ) 30/0(در بيشترين مقدار 
اي بر RAPDو براي نشانگر ) 17/0(در كمترين مقدار 

و براي جايگاه ) 29/0(بيشترين مقدار  OH-04جايگاه ژني 
شاخص . به دست آمد) 12/0(كمترين مقدار  OC4ژني 

براي هر دو ) Nei(و تنوع ژنتيكي ني ) I(اطلاعات شانون 
شاخص شانون معياري براي . نشانگر نيز محاسبه شد
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 .ي چندشكل در يك جايگاه استآللهاگيري ميزان  اندازه
 UBC813در جايگاه ژني  ISSRاين شاخص براي نشانگر 

 UBC823و براي جايگاه ژني ) 57/0(بيشترين مقدار 
در  RAPDهاي و براي نشانگر) 34/0(كمترين مقدار 

و ) 54/0(بيشتر از ساير جايگاهها  OH-04جايگاه ژني 
به ) 23/0( جايگاههاكمتر از ساير  OC4براي جايگاه ژني 

براي ارزيابي  شاخصهاين تر مهمر از يكي ديگ. دست آمد
، شاخص تنوع ژني ني جمعيتهاتنوع ژني در بين ارقام و 

در جايگاه  ISSRتنوع ژنتيكي ني براي نشانگر . باشد يم
و براي ) بيشترين مقدار(  38/0به ميزان  UBC813ژني 

و ) كمترين مقدار( 21/0به ميزان  UBC823جايگاه ژني 
به ميزان  OH-04ايگاه ژني براي ج RAPDبراي نشانگر 

به ميزان  OA12و براي جايگاه ژني ) بيشترين مقدار( 38/0
با توجه به نتايج حاصل . ارزيابي شد) كمترين مقدار( 14/0
در  UBC813ي ژني جايگاههاتوان بيان داشت كه  مي

به دليل داشتن  RAPDدر نشانگر  OH-04و  ISSRنشانگر 
بيشترين ميزان شاخص شانون، تنوع ژنتيكي ني، تعدا آلل 
مؤثر و محتواي اطلاعات چندشكل بيشترين تنوع را بر 

آزمايشي از  در. روي جمعيت مورد مطالعه داشته است
 ازشد و براي تنوع ژنتيكي گندم استفاده  SSRنشانگرهاي 

 قابل شكلي چند آغازگر 9 انتخابي، آغازگر 10 مجموع
 نوار 4/3 ميانگين با شكل چند نوار 31داده و  نشان توجهي

همچنين در مطالعه . )9( شد مشاهده آغازگر هر ازاي به
 ISSRبا استفاده از نشانگر تنوع ژنتيكي گندم ديگري 

 اطلاعات محتواي شاخص مقدار بيشترين و بررسي شد
 آن كمترين و) 36/0( 6 آغازگر به مربوط) PIC( چندشكلي

 اي خوشه تجزيه و بود) 22/0( 5 و 1 هايآغازگر به مربوط
 دايس تشابه ضريب اساس بر و UPGMA روش به

 شماره ژنوتيپ كه كرد بندي دسته گروه سه در را ژنوتيپها
 فاصله با جداگانه كاملاً گروه يك در) نان گندم شاهد( 25

همچنين در تحقيقي  .)3( قرارگرفت گروهها ساير از زيادي
روم با وو ارقام گندم نان و دو رقم گندم د لاينهاكه بر روي 
اگزوني انجام شد، كارايي -اينتروني تصادفي نشانگر نيمه

اين نشانگرها در بررسي تنوع گندم نشان داده شد و 
ي بهاره و زمستانه، و گندم نان و لاينهاتوانست ارقام و 

همچنين ). 2( تفكيك نمايددوروم را به خوبي از همديگر 
ي لاينهابندي ارقام و  در گروه ISSRكارايي نشانگرهاي 

ذرت در مطالعه ديگري نشان داه شد و توانست اين 
و در اين ) 7(را از هم تفكيك نمايد  لاينهانشانگر به خوبي 

تحقيق نيز اين نشانگر در تفكيك ارقام توانايي خود را 
  .نشان داد

 RAPDو  ISSR هاينشانگر اساس بر اي خوشه تجزيه
گروه اول شامل ارقام  .گروه تقسيم كرد دوارقام را در 

، دز، 1اكبري، نيك نژاد، روشن، چمران، هيرمند، مغان 
، 2آستارا، طوس، سرخ تخم، زرين، تجن، فلات، آذر

، اميد، ارگ، سرداري، الموت، آزادي، الوند، شيراز، 3مغان
بزاستايا، داراب، سكليبر، اكرسول و گروه دوم شامل ارقام 

سبلان، پيشتاز، شعله، هامون، گاسپارد، وي ناك، شاه پسند، 
مهدوي و  mv-17بولاني، ، كوير، 2مرودشت، آرتا، كرج 

نتايج حاصل از ميزان شباهت ژنتيكي در مجموع نشان . بود
ترتيب بين ارقام اكسكليبر  داد كه بيشترين ميزان شباهت به

 05/96( مهدويو  مرودشتو ) درصد 44/97(و هامون 
يا در مقابل بيشترين فاصله ژنتيكي . محاسبه گرديد) درصد

) درصد 6/46( دارابو  دز ارقاممربوط به كمترين شباهت 
  .محاسبه گرديد) درصد 52/48( شعلهو  دزو 

 بعدي ز پلات دوا آمده دست بهبا استفاده از اطلاعات 
 RAPDو  ISSRبراساس نشانگر اصلي  مختصاتتجزيه به 
بندي حاصل با  بندي با گروه كه اين گروه ه شدنتيجه گرفت

ولي با توجه به  داردبالايي مطابقت اي  خوشهدندروگرام 
باشد  پايين مي) 85/26( مؤلفهاينكه درصد تجمعي اين دو 

 تأييداي را  بندي تجزيه خوشه اند نتايج گروه ولي توانسته
به اين احتمال است كه اين نشانگرها در طول ژنوم  نمايد

. )5( اند شده و ژنوم را پوشش داده هپراكندبه خوبي 
افزار  بندي به روش بيزي با نرم همچنين نتايج گروه

STRUCTURE  براي اين ارقام  گروهنيز نشان داد كه دو
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تعداد  .نمود تأييداي را  وجود دارد و نتايج تجزيه خوشه
 17و  23اي به ترتيب  گروه با تجزيه خوشه ارقام در دو

ژنوتيپ بود درحالي كه در روش بيزي در دو گروه به 
ژنوتيپ قرار گرفته بودند و تنها يك  16و  24ترتيب 

 5/97ژنوتيپ در گروهي ديگر قرار گرفته بود و در حدود 
تجزيه ساختار با . هت داشتندادرصد دو گروه باهم شب

در مطالعات ديگر هم  ...)و  ISSRمانند ( نشانگرهاي غالب
تجزيه واريانس  .)26و  20، 18، 15( انجام شده است

نشان داد  RAPDو  ISSRمولكولي بر اساس نشانگرهاي 
 گروههانسبت به واريانس بين  گروههاكه واريانس درون 

و  درصد 16تنوع بين جمعيتي  طوري كه باشد به بيشتر مي
از تنوع كل را توجيه نمودند  درصد 84تنوع درون جمعيتي 
و  ISSRنشانگرهاي  اساس دهد كه بر و اين نتيجه نشان مي

RAPD  گروههابيشتر از تفاوت بين  گروههاتفاوت داخل 
نشان  گروههاهمچنين وجود تنوع بالا در درون . باشد مي
هم به اندازه كافي تنوع براي  گروههادهد كه در درون  مي

ديگري كه جهت ارزيابي تنوع شاخص . انتخاب وجود دارد
اين . بود PhiPTمحاسبه گرديد شاخص  جمعيتهابين 

از لحاظ نشانگرهاي  گروههاشاخص نشان داد كه تنوع بين 
ISSR  وRAPD باشد  دار مي در سطح يك درصد معني

دار  در جهت وجود تنوع ژنتيكي معني ديتأيو ) 162/0**(
  .است در بين ارقام گندم مورد مطالعه

  گيري كلي نتيجه

آغازگر  10باند چندشكل براي  92در اين تحقيق تعداد 
باند چندشكل براي چهار  19و همچنين  ISSRنشانگر 

همچنين ارقام براساس . حاصل شد RAPDآغازگر نشانگر 
تجزيه به مختصات اصلي و تجزيه  ،اي تجزيه خوشه

در دو  STRUCTUREافزار  كلاستر به روش بيزي با نرم
تجزيه . نمودند تأييدگروه قرار گرفتند و نتايج هم را 

و درون  گروههاواريانس مولكولي به خوبي تنوع بين 
بين ارقام بنابراين با توجه به نتايج، . را نشان داد گروهها

تنوع   RAPDو  ISSRگندم نان از لحاظ نشانگرهاي 
همچنين  ،براساس ماتريس شباهتژنتيكي بسيار خوبي 

وجود دارد و بندي و تجزيه واريانس مولكولي  يج گروهنتا
تلاقي ارقام كه شباهت كمي  دهد كه بتوان با اين اميد را مي

 ي در حال تفرق و انتخابنسلهاباهم دارند و انتخاب در 
در ي مناسب لاينهاي صحيح اصلاحي باعث انتخاب روشها

به منظور ارزيابي . شدگندم جهت بهبود كميت و كيفيت 
اي در سطح صفات مورفولوژيكي و  مطالعات مقايسه ،دقيق

 و همچنين SSRبا نشانگرهاي ديگري مانند  مولكولي
 پيشنهادتعداد بيشتري آغازگر با پراكنش كروموزومي بالا 

  .شود مي

  تشكر و قدرداني

وسيله از دانشگاه تحصيلات تكميلي صنعتي و  بدين
هزينه مالي و همچنين  تأمينفنĤوري پيشرفته به خاطر 

  .شود امكانات آزمايشگاهي تشكر و قدرداني مي

  منابع
. ، مرفيعي و. ، آكاظميان، .ه عبدشاه،، .ر.ح عبادزاده،، .ك احمدي، -1

: ، جلد اول1395-96كشاورزي سال زراعي  آمارنامه. 1397
 ريزي برنامه معاونت كشاورزي، جهاد وزارت. محصولات زراعي

  .ارتباطات و اطلاعات فناوري مركز اقتصادي، و
. يكوند، ردرو . يعي، كسم، .يروزآبادي، فف ياننظر، .يلي، ااسماع -2

با استفاده  يمگندم د يژنوتيپها يكيتنوع ژنت يبررس. 1396
 يسلول يپژوهشها. ياگزون-ينترونيا يتصادف يمهن يازآغازگرها
  .117-126): 2(30. يو مولكول

 يكيتنوع ژنت. 1394. ي، لشوشترو . ي، رمحمد، .ي، رالوند -3
و  يزراع ياتگندم دوروم با استفاده ازخصوص يژنوتيپها
- 458): 3( 31. مجله به نژادي نهال و بذر. يمولكول يماركرها

441.  
ي، كاظم، .ر.، مهمتا يب، .ي، ممرد، .ر.ي، منقو، .ا.، مفرد يدبخشام -4

 يها نمونه يكيتنوع ژنت يررسب. 1388. م. يرسيدي، سپو . م
 يبا استفاده از نشانگرها) Triticum turgidum(گندم دوروم 

  .75-83): 2(40. يرانا يزراع ياهانعلوم گ. يزماهوارهر



 1400، 2، شماره 34جلد   )مجله زيست شناسي ايران( مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

206 

DOR: 20.1001.1.23832738.1400.34.2.8.7 

 يبررس. 1395. نژاد، ق و محمدي. ع.زاده، ق ، نعمت.جهاني، م -5
نشانگر  يلهبرنج به وس يالملل ينب يونكلكس يك يكيتنوع ژنت

  .19-32): 1(8. مجله بيوتكنولوژي كشاورزي. يزماهوارهر
. ، شافروزي محمدنيا، .ر.ح عبادزاده،، .ك احمدي،، .ر حسينپور، -6

صادرات و واردات بخش كشاورزي . 1394. ، رعباسطاقانيو 
ريزي و  وزارت جهاد كشاورزي، معاونت برنامه. 1393 سال

  .اقتصادي، مركز فناوري اطلاعات و ارتباطات
و . يزي، دكهر، .ي، زآقاعل، .، رزاده يشدرو، .، عآذر يغفار -7

 يلاينها يبند و گروه يكيتنوع ژنت يابيارز. 1397. يشي، بدرو

. ISSR يبا استفاده از نشانگرها ).Zea mays L(ذرت 
  .مقالات آماده انتشار. يو مولكول يسلول يپژوهشها

فيض و زارع . ح.، غبين جهان، .، منصيري محلاتي، .ر.، عكوچكي -8
. بيان. يراندر ا يزراع ياهانگ يها يتهتنوع وار. 1383. ، اآبادي

9)1 :(68-49.  
ارقام  يكيتنوع ژنت يبررس. 1393. و عبدالشاهي، ر. نظري، م -9

صفات  يقاز طر) .Triticum aestivum L(گندم نان 
مجله . SSRي مولكول يو نشانگرها يزيولوژيكمورفوف

  .215-231): 1(6. بيوتكنولوژي كشاورزي
10- Dellaporta, S.L., Wood, J. and Hicks, J.B. 1983. 

A plant DNA minipreparation: version II. Plant 
Molecular Biology Reporter. 1: 19-21. 

11- Dreisigacker, S., Zhang, P., Warburton, M., Van 
Ginkel, M., Hoisington, D., Bohn, M. and 
Melchinger, A. 2004. SSR and pedigree 
analyses of genetic diversity among CIMMYT 
wheat lines targeted to different 
megaenvironments. Crop Science. 44: 381-388. 

12- Evanno, G., Regnaut, S. and Goudet, J. 2005. 
Detecting the number of clusters of individuals 
using the software STRUCTURE: a simulation 
study. Molecular Ecology. 14: 2611-2620. 

13- Hu, Y., Xie, X., Wang, L., Zhang, H., Yang, J. 
and Li, Y. 2014. Genetic variation in cultivated 
Rheum tanguticum populations. Genetics and 
Molecular Biology. 37: 540-548. 

14- Khlestkina, E., Röder, M., Efremova, T., 
Börner, A. and Shumny, V. 2004. The genetic 
diversity of old and modern Siberian varieties of 
common spring wheat as determined by 
microsatellite markers. Plant Breeding. 123: 
122-127. 

15- Li, M., Zhao, Z., Miao, X. and Zhou, J. 2014. 
Genetic diversity and population structure of 
Siberian apricot (Prunus sibirica L.) in China. 
International Journal of Molecular Sciences. 15: 
377-400. 

16- Monfared, M.A., Samsampour, D., Sharifi-
Sirchi, G.R. and Sadeghi, F. 2018. Assessment 
of genetic diversity in Salvadora persica L. 
based on inter simple sequence repeat (ISSR) 
genetic marker. Journal of Genetic Engineering 
and Biotechnology. 16: 661-667. 

17- Nadeem, M.A., Nawaz, M.A., Shahid, M.Q., 
Doğan, Y., Comertpay, G., Yıldız, M., 
Hatipoğlu, R., Ahmad, F., Alsaleh, A. and 
Labhane, N. 2018. DNA molecular markers in 
plant breeding: current status and recent 
advancements in genomic selection and genome 

editing. Biotechnology and Biotechnological 
Equipment. 32: 261-285. 

18- Nilkanta, H., Amom, T., Tikendra, L., Rahaman, 
H. and Nongdam, P. 2017. ISSR marker based 
population genetic study of Melocanna baccifera 
(Roxb.) Kurz: a commercially important 
bamboo of manipur, north-east India. 
Scientifica. 2017: Article ID 3757238, 9 pages. 

19- Pearce, S., Knox, M., Ellis, T., Flavell, A. and 
Kumar, A. 2000. Pea Ty1-copia group 
retrotransposons: transpositional activity and use 
as markers to study genetic diversity in Pisum. 
Molecular Genetics and Genomics. 263: 898-
907. 

20- Pérez de la Torre, M., García, M., Heinz, R. and 
Escandón, A. 2012. Analysis of genetic 
variability by ISSR markers in Calibrachoa 
caesia. Electronic Journal of Biotechnology. 15: 
fulltext-8, 12 pages. 

21- Reddy, M., Sarla, N. and Siddiq, E. 2002. Inter 
simple sequence repeat (ISSR) polymorphism 
and its application in plant breeding. Euphytica. 
128: 9-17. 

22- Salem, H.H., Ali, B.A., Huang, T.H., Qin, D.N., 
Wang, X.M. and Xie, Q.D. 2007. Use of random 
amplified polymorphic DNA analysis for 
economically important food crops. Journal of 
Integrative Plant Biology. 49: 1670-1680. 

23- Sofalian, O., Chaparzadeh, N. and Dolati, M. 
2009. Genetic diversity in spring wheat 
landraces from northwest of Iran assessed by 
ISSR markers. Notulae Botanicae Horti 
Agrobotanici Cluj-Napoca. 37(2): 252-256. 

24- Terzopoulos, P. and Bebeli, P. 2008. Genetic 
diversity analysis of Mediterranean faba bean 
(Vicia faba L.) with ISSR markers. Field Crops 
Research. 108: 39-44. 

25- Toledo, A.V., Franco, M.E., Medina, R., de 
Remes Lenicov, A.M.M. and Balatti, P.A. 2019. 
Assessment of the genetic diversity of 



 1400، 2، شماره 34جلد   )مجله زيست شناسي ايران( مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

207 

DOR: 20.1001.1.23832738.1400.34.2.8.7 

Argentinean isolates of Beauveria bassiana 
(Ascomycota: Hypocreales) using ISSR 
markers. Journal of King Saud University-
Science. 7pages (In Press). 

26- Zhang, Y., Yan, H., Jiang, X., Wang, X., Huang, 
L., Xu, B., Zhang, X. and Zhang, L. 2016. 

Genetic variation, population structure and 
linkage disequilibrium in Switchgrass with 
ISSR, SCoT and EST-SSR markers. Hereditas. 
153: Article:4, 12 pages. 

 

 

 

 

 

Evaluation of genetic diversity of different bread wheat (Triticum 
aestivum L.) varieties using molecular markers ISSR and RAPD 

Rahmani M.,1 Rahimi M.,2 AbdoliNasab M.2 and Maleki M.2 
1 Dept. of Plant Genetics and Breeding, Institute of Science and High Technology and Environmental 

Sciences, Graduate University of Advanced Technology, Kerman, I.R. of Iran. 
2 Dept. of Biotechnology, Institute of Science and High Technology and Environmental Sciences, Graduate 

University of Advanced Technology, Kerman, I.R. of Iran. 

Abstract 
Exact evaluation of the amount and distribution of genetic diversity in plants is essential 
for developing a strategy for conservation and use of genetic resources. Study, the 
genetic diversity of 40 genotypes of bread wheat (Triticum aestivum L.) was 
investigated using 10 Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) markers and four Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) markers. The 10 ISSR primers produced 92 
polymorphic bands with an average of 9.2 polymorphic bands for each primer and the 
polymorphic percentage was 86.79%. Also, four RAPD primers produced 19 
polymorphic bands with an average of 4.75 bands for each primer, and the average 
polymorphic percentage was 67.85%. High levels of effective number of alleles, Nei 
index, Shannon index, and the Polymorphism information content of ISSR markers for 
UBC813, UBC816 and UBC824 primers, and RAPD markers for OH-04 and OPA02 
primers was indicated the high efficiency of these primers in differentiating the studied 
wheat genotypes in this research. Cluster analysis using UPGMA method based on 
Jaccard's similarity coefficient based on the whole polynomial bands of ISSR and 
RAPD markers divided wheat genotypes in two separate groups. Also, principal 
coordinates analysis and determining population structure based on Bayesian method 
with STRUCTURE software placed the cultivars in two groups and confirmed cluster 
analysis results. Molecular analysis of variance showed that within groups’ diversity is 
more than between groups’ diversity. Information obtained from this research and 
variation in wheat cultivars can be used in the breeding programs for yield 
improvement. 

Key words: Cluster analysis, Principal coordinates analysis, UPGMA method, 
Population structure. 


