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با استفاده از  )Lolium perenne( چچم دائمي برخي از ژنوتيپهاي بررسي تنوع ژنتيكي
  نشانگرهاي مولكولي و بيوشيميايي

  3ليدا فريدوني و 2، هومن شيرواني*1هوشمند صفري

بخش تحقيقات ، انشاهو منابع طبيعي استان كرم مركز تحقيقات و آموزش كشاورزي سازمان تحقيقات، آموزش و ترويج كشاورزي،كرمانشاه،  1
  جنگلها و مراتع

  ، دانشگاه پيام نور، گروه كشاورزيتهران 2
  ايلام، دانشگاه ايلام، دانشكده كشاورزي، گروه اصلاح نباتات 3

  17/3/96 :تاريخ پذيرش  17/6/95 :تاريخ دريافت

  چكيده
مولكولي و بيوشيميايي مورد بررسي قرار  با استفاده از نشانگرهاي Lolium perenneژنوتيپ از گونه مرتعي  12ژنتيكي  تنوع

مورد بررسي  درصد 12 ژل پلي آكريل آميد با و ،استخراج Laemmliپروتئينهاي محلول برگ به روش براي هر ژنوتيپ . گرفت
 6باند چندشكل بود و در  6باند حاصل تعداد  12ژنوتيپ مورد بررسي مشاهده شد، كه از  12باند براي  12تعداد . قرار گرفت

باند و كمترين تعداد باند مربوط به  12با  Tyroneبيشترين تعداد باند مربوط به ژنوتيپ . باند نيز چند شكلي مشاهده نشد
نتايج تجزيه كلاستر و تجزيه به مختصات اصلي ژنوتيپهاي مورد مطالعه را در سه دسته قرار . باند بود 6با  Green Goldژنوتيپ 

عدد داراي باندهاي  10آغازگر  12تنوع ژنتيكي ژنوتيپها مورد بررسي قرار گرفت كه از اين  ISSRگر آغاز 12با استفاده از . داد
باند يك شكل، ساير  15 ،باند توليد كنند كه از اين تعداد 62در مجموع توانستند  ISSRآغازگرهاي . دهي بودندقابل امتياز 

بيشترين  IS9آغازگر  .بود 2/6ژنوتيپ برابر  12توسط هر آغازگر براي ميانگين تعداد باند توليد شده . باندها چند شكل بودند
چندشكلي  ISSRبر اساس ماركر . را نشان دادند) باند 3تعداد (كمترين تعداد باند  IS15و آغازگر ) باند 11تعداد (تعداد باند 

آغازگرهاي مناسب براي بررسيهاي گونه  به عنوان IS16و  IS9 ،IS10 ،IS13مطلوبي در بين ژنوتيپها مشاهده شد و آغازگرهاي 
براي ژنوتيپهاي مورد مطالعه تطابق متوسطي با نتايج  ISSRبررسي تنوع ژنتيكي بر اساس ماركر . ندچچم دائمي، تعيين شد

  . مطالعات بيوشيميايي داشت

  ISSR، ماركر ، پروتئينهاي محلول، تنوع ژنتيكيچچم دائمي :واژه هاي كليدي

  Hooshmandp@yahoo.com: پست الكترونيكي ،  09183305823 :تلفن ،نويسنده مسئول* 

  مقدمه
-ه براي دستيابي به غذا كوششي پيتبشر از روزگاران گذش

آنچه مسلم است اين است كه . گير را آغاز كرده است
اهان ي بسياري را با خوردن گيهاها و سدههزاره ،انسان

غذا براي  تأميندر حال حاضر . خودرو گذرانده است
. ميليارد نفري جهان كاري بس مشكل است 7ژنوتيپ 

روند افزايش ژنوتيپ در جهان اين مشكل را بيشتر نمايان 

از كشاورزي و  عمدتاًاز آنجا كه غذاي انسان . سازدمي
 ،زمين ،شود و محدود بودن منابع آبمي تأميندامپروري 

محدوديت مواد غذايي را در پي دارد، توليدات  ،مرتعدام و 
به دست آمده از اين منابع پاسخگوي نيازهاي ژنوتيپ روز 

مرتع يكي از منابع مهمي است كه در . افزون نخواهد بود
 گياهان نقش. اي داردها نقش ارزندهفرآوردهتوليد اين 
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 اربرخورد انكاري غيرقابل اهميت از دام، تعليف در ايعلوفه

 با ايعلوفه محصولات كشت به توجه بذل رو، ازاين است،

مهم  از گراسها .)30( يابدمي خاصي اهميت علمي، شيوه
 احداث علوفه، توليد.لحاظ به كه هستند مرتعي گياهان ينتر

 اهميت خاك از فرسايش جلوگيري و حفاظت چراگاهها،

 هاييگونه شامل )Lolium( چچمجنس  ).23( دارند زيادي

 اروپا، بومي و )32( اندمنشأ گرفته مديترانه منطقه از كه تاس

 از تقريباً اما ،هستند آفريقا شمال و آسيا معتدل مناطق

به دليل كيفيت  ).25و  19( است شده جهان معرفي سرتاسر
هاي استفاده مهم از آن براي تغذيه گاو عمده بالاي اين گياه

هاي غذايي ازشيري و همچنين براي تمامي دامهايي كه ني
از  Lolium perenneدر هر حال . بالايي دارند مناسب است
اي بسيار مهم در ايران هاي علوفهنظر اقتصادي، از گونه

 بر علاوه كه ايعلوفه ارقام گياهانتوليد  ).21( هستند

 متفاوت انواع براي مناسب غذايي مواد داراي خوب عملكرد
 كنندگان توليد و ادگراننژبه مهم اهداف از يكي هستند دامها

 بررسي و تحليل تنوع ).15( باشد مي ايعلوفه محصولات
ين مراحل مهم ترژنتيكي در ذخائر توارثي موجود از 

بندي و توصيف نژادي است كه امكان گروههاي بهپروژه
گرها را در تشخيص نژادها را فراهم آورده و بهدقيق نمونه

آنها در  مؤثرامكان استفاده هايي كه ها و نمونهزير مجموعه
 ).22( كندهاي اصلاحي آتي وجود دارد ياري ميبرنامه

ژنتيكي يكي از شاخصهاي مهم  ارزيابي و تعيين ميزان تنوع
يكي از . هاي اصلاحي استبراي انتخاب والدين در برنامه
اي، گزينش همراه با آزمايش روشهاي اصلاح گياهان علوفه
نش، بستگي به تنوع با ايجاد نسل است، موفقيت در گزي

با افزايش فاصله . نوتركيبي ژنتيكي و هتروزيس دارد
-هاي گراسها احتمال هتروزيس در برنامهژنتيكي بين گونه

هاي نشانگر. )26و  14( يابدهاي تلاقي افزايش مي
هاي بسيار مفيد و قوي در ارزيابي روابط مولكولي ابزار

برتر و بررسي شباهت  خويشاوندي ژنتيك، انتخاب گياهان
هاي نشانگر. باشدهاي مختلف مييا تفاوت بين نمونه

شرايط محيط قرار  تأثيرتحت  DNAمولكولي وابسته به 
توان به ها را ميگيرند و تعداد زيادي از بين نشانگرنمي

 ريز بين تواليهاي ).8( راحتي در كل ژنوم جستجو نمود

 ).7( هستند  تصادفي مولكولي نيمه هاينشانگرها ماهواره
با  مكمل آغازگر يك حضور در نشانگر اين در تكثير

در  ).31( پذيردمي انجام هدف ماهواره ريز يا SSRتواليهاي 
هاي مولكولي تنوع مطالعات متعددي با استفاده از ماركر

هاي چچم مورد بررسي قرار گرفته و گزارش ژنتيكي گونه
ولي روش كارآمدي شده كه استفاده از نشانگرهاي مولك

و  27، 13(جهت تعيين تنوع ژنتيكي ارقام چچم بوده است 
 :شوندمي تقسيم اصلي گروه دو به گياهي پروتئينهاي ).28
 پروتئينهاي - 2آنزيمها و  يا ساختاري غير پروتئينهاي - 1

 اين گروه دو هر بذر كه از ايذخيره پروتئينهاي و ساختاري

 درون تغييرات و ژنتيكي تنوع مطالعات براي پروتئينها،

 الكتروفورتيك تكنيك. )16( شودمي استفاده ژنوتيپها

 اختلافات ها وشباهت از بسياري دهنده نشان پروتئينها

 مورد در هستند بخصوص مقايسه مورد گياهان ميان ژنتيكي

 هستند ارزش با آناليز براي آنها كه رقمهاي زراعي گياهان
هت بررسي تنوع ژنتيكي از در بسياري از مطالعات ج .)17(

ي محلول در برگ استفاده گرديد و گزارش شده پروتئينها
الگوي باندي پروتئين روش كارآمدي جهت بررسي كه 

هدف  .)24و  11(ها مي باشد تنوع ژنتيكي و تفكيك گونه
ژنتيكي ژنوتيپهاي گونه چچم  از تحقيق حاضر بررسي تنوع

و پروتئينهاي  ISSRدائمي با استفاده از ماركر مولكولي 
  .باشدمحلول در برگ مي

  مواد و روشها
خصوصيات ژنتيكي براساس تنوع به منظور ارزيابي

  سردهژنوتيپ از  12بيوشيميايي و مولكولي تعداد 
Lolium perenne بذرهاي  كليه گرامينه با توجه به از تيره

تحقيقات جنگلها  مؤسسهموجود در بانك ژن منابع طبيعي 
مشخصات مواد ژنتيكي مورد . تهيه گرديدور و مراتع  كش

در  كد ژنوتيپ، منشاء و بانك ژنكد ، اسممطالعه، با ذكر 
لازم به ذكر است تحقيقات  .نشان داده شده است 1جدول 

آزمايشگاهي در آزمايشگاه بيوتكنولوژي مركز تحقيقات 
  .كشاورزي و منابع طبيعي استان كرمانشاه انجام شد
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ها و مراتع كشور به همراه كد بانك ژن و منابع طبيعي مؤسسه تحقيقات جنگليپهاي چچم چند ساله تهيه شده از بانك ژنليست ژنوت -1جدول 
  منشاء 

كد 
  ژنوتيپ

  اسم ژنوتيپ  منشاء
كد بانك 

  ژن
كد 

  ژنوتيپ
  كد بانك ژن  اسم ژنوتيپ  منشاء

1G هلند Aubisque 1309 7G ايرلند جنوبي Grenisle 1303 

2G وبيايرلند جن Green Gold 1307 8G ايرلند شمالي Tyrone 1312 

3G ايرلند جنوبي Magician 1308 9G دانمارك Napoleon 1311 

4G هلند Carat 1305 10G ايرلند جنوبي Fontoon 1310 

5G ايرلند Gilford 1313 11G نيو زيلند Yatsyn 1302 

6G ايرلند شمالي Moy 1301 12G ايرلند شمالي Spelga 1306 

تغيير   CTABبه روش DNAاستخراج : مولكوليتجزيه 
كيفيت  و كميت. براي ژنوتيپها انجام گرفت )10( يافته

DNA و درصد 8/0آگارز  از ژل استفاده با شده استخراج 
اي واكنش زنجيره. مشخص شد اسپكتروفتومتري روش

 DNAنانوگرم  50(ميكروليتر  20 حجم در) PCR(پليمراز 
هر  از مولار ميلي MgCl2 ،05/0مولار  ميلي 2الگو، 
dNTP ،2/0 آنزيم  آغازگر، يك واحد ميكرومولTaq 

DNA Polymerase غلظت به  واكنش بافر وx1 (انجام شد .
 در اوليه سازي واسرشت مرحله يك شامل حرارتي چرخه
 سيكل 40 و دقيقه 5 مدت به و گرادسانتي درجه 95 دماي

 واسرشت دماي و زمان ز،ني چرخه هر در كه بود حرارتي
 زمان گراد،سانتي درجه 95 و ثانيه 30 ترتيب به سازي
 متفاوت آغازگر هر براي آن دماي و ثانيه 45 آغازگر اتصال
 60 ترتيب به نيز رشته توسعه دماي و زمان همچنين .بود
 5 مدت به نهايي توسعه. بود گرادسانتي درجه 72 و ثانيه
 اين در .شد انجام گراديسانت درجه 72 دماي در دقيقه

 استفاده TBE x1 بافر با درصد 2 آگارز ژل از آزمايش
اي به منظور بررسي محصولات واكنش زنجيره .گرديد

 نمونه گذاري بافر ميكروليتر 5 ميزان ابتدا )PCR(پليمراز 
ميكرو  10 ميزان سپس و اضافه شده تكثير هاي DNA به

 ژل در شده يجادا چاهكهاي درون به نمونه هر از ليتر
 حركت ساعت 5/2 ميزان و 100 ولتاژ با و بارگذاري آگارز

 در رنگ آميزي جهت را ژل سپس و گرفت صورت
 به) ليترميكرو در ميكروگرم يك( برمايد اتيديوم محلول

 Gel Document دستگاه از و داده قرار دقيقه 30-45 مدت
  . شد استفاده باندها مشاهده جهت

گرم از برگ  5/0گيري جهت عصاره: بيوشيميايينجزيه 
در داخل گلدان كشت شده بودند، بريده را كه هر ژنوتيپ  

 گيريليتر محلول عصارهميلي 5/1پس از توزين با  و

در  )pH=3/8، گرم 96/2، گليسينو  گرم 6/5 ،تريس(
 پس از. )18( ساييده شد كاملاًداخل هاون چيني مخلوط و 

هاي آزمايش لوله در ادقيقه سايش عصاره حاصل ر 10
به  مدت  گراددرجه سانتي 4و در يخچال در دماي  ريخته

ها جهت صاف سپس عصاره. گرديدنگهداري  ساعت 12
دقيقه  15دور در دقيقه به مدت  14000كردن با دور 

محلول صاف شده رويي توسط . شدندوژ يسانتريف
 1 : 1ميكروپيپت جدا شده و با محلول بافر نمونه به نسبت 

سرانجام محلول مخلوط شده به . مخلوط گرديد
دار اپندروف منتقل و در دستگاه بن ميكروتيوپهاي درب

 5گراد به مدت درجه سانتي 95ماري در درجه حرارت 
ها تا زمان مصرف در فريزر در دماي نمونه. دقيقه گرم شد

الكتروفورز ). 18( گراد نگهداري گرديددرجه سانتي - 20
 12(ي اكريل اميد به صورت ژل پاييني به روش ژل پل

انجام شد ) درصد 4(و ژل بالايي يا متراكم كننده ) درصد
 70ميزان  پروتئينهابررسي كميت و كيفيت  از پس ). 18(

سيستم تزريق و نمونه به داخل چاهك ميكروليتر پروتئين 
نمونه  هنگامي كه. ديالكتروفورز به منبع تغذيه وصل گرد

و بعد  110ني قرار داشت از ولتاژ ثابت در داخل ژل فوقا
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و  130از ورود نمونه به داخل ژل جداكننده ولتاژ را به 
پس از انجام الكتروفورز به . ساعت استفاده گرديد 5مدت 
باندهاي پروتئيني، رنگ آميزي با استفاده از مشاهده منظور 

در پايان جهت . ساعت انجام گرفت 1كوماسي بلو به مدت 
رنگ بر در چند  لباندهاي پروتئيني از محلوآشكار شدن 

  . ساعت استفاده گرديد 1مرحله به مدت 

به منظور استفاده از اطلاعات  :هاتجزيه و تحليل داده
كد ( باندالكتروفورزي در آناليزهاي آماري براساس داشتن 

براي پروتئين  نتايج حاصل) كد صفر(باند يا نداشتن ) يك
، ماتريس ايتجزيه خوشه .ندكدبندي شد ISSRو نشانگر 

اصلي  و تجزيه به مختصات بر مبناي ضريب دايس تشابه
)PCo( ها با استفاده از نرم افزاردادهDarwin  ،تجزيه  و

  با استفاده از نرم افزار )AMOVA( واريانس مولكولي
GenAlEx 6.2 بر اساس ضرايب دايس انجام گرفت. 

از  ISSRشانگر براي ن) PIC(محتوي اطلاعات چند شكلي 

  طريق فرمول
2

1

1PIC 



n

i

PI )29 (محاسبه گرديد.  

  نتايج و بحث

الگوي باندي نتايج حاصل از ارزيابي تنوع بر اساس 
باندهاي حاصل از الكتروفورز ژل  1در شكل : پروتئين

پروتئينهاي استخراج شده از برگ ژنوتيپهاي مورد بررسي 
اگر چه باندهاي ، گرددملاحظه مي همچنان كه. ارائه شد

پروتئيني مشترك زيادي در داخل ژنوتيپهاي مورد بررسي 
وجود داشت، اما در بعضي موارد نيز ژنوتيپها فاقد بعضي 

تواند مربوط به عدم كه اين موضوع مي از باندها بودند
. توليد پروتئين مورد نظر در  مرحله استخراج پروتئين باشد

ژنوتيپ مورد بررسي  12ي باند برا 12در مجموع تعداد 
 مشاهده شد كه بيشترين تعداد باند مربوط به ژنوتيپ 

Tyrone)8G ( باند و كمترين تعداد باند مربوط به  12با
بنابراين به خوبي  .باند بود 6با ) Green Gold )2Gژنوتيپ 

هاي پروتئيني در مشخص است كه تنوع بالايي براي باند
باند حاصل  12نين از همچ. بين ژنوتيپها وجود نداشت

باند نيز چند شكلي  6باند چند شكل بود و در  6تعداد 
 نظر از تنها نه پروتئيني هايعلاوه بر اين باند. مشاهده نشد

 لحاظ از بلكه مولكولي، وزن و ژل روي گرفتن قرار محل
  .دادند نشان اختلاف يكديگر با نيز شدت و تراكم

  
  مطالعه چچم چند ساله مورد ژنوتيپهاي برگ محلول در هايپروتين الكتروفورز تصوير -1شكل 

  باشدنشان دهنده عدم وجود باند در ژل مي

kD١٧۵  
kD١٣٠

kD٩۵  
kD٧٠  
kD۶٢  
kD۵١  
kD۴٢  

  
kD٢٩  

  
kD22  

  
 

kD14 
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س يماتر: ماتريس تشابه ژنوتيپها براساس پروتئين برگ
هاي حاصل از جاكارد براي باندضريب تشابه بر مبناي 

ول در برگ ژنوتيپها محاسبه الكتروفورز پروتئينهاي محل
ميانگين تشابه بين . ارائه شده است 2 جدول شد و در

بود كه بالا بودن تشابه بيانگر شباهت  863/0ژنوتيپها برابر 
ژنتيكي بين ژنوتيپها براي پروتئينهاي محلول در برگ بود و 

بيشترين تشابه . متغير بود 667/0تا  000/1ضريب تشابه از 
و ) 7G( Grenisleو ) Aubisque )1Gبين دو ژنوتيپ 

و ) Magician )3G( ،Carat )4Gهمچنين بين سه ژنوتيپ 
Yatsyn )11G (و  1، با ضريب تشابه مشاهده گرديد

 Napoleonو ) Moy )6Gبين ژنوتيپهاي  كمترين تشابه
)9G ( و بين ژنوتيپهاي  737/0با ضريب تشابهGilford 
)5G ( وGreen Gold )2G( و بين  706/0 با ضريب تشابه

، )1G( Aubisqueبا ژنوتيپهاي ) Tyrone )8Gژنوتيپ 
Green Gold )2G ( وGrenisle )7G ( به ترتيب با ضرايب

  . بود 737/0و  667/0، 737/0تشابه 
   ماتريس تشابه ژنوتيپهاي مورد بررسي براي پروتئينهاي برگ بر اساس ضريب جاكارد -2جدول 
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Aubisque 1             

Green Gold 923/0 1           

Magician 933/0 857/0 1          

Carat 933/0 857/0 00/1 1         

Gilford 778/0 706/0 842/0 842/0 1        

Moy 857/0 800/0 941/0 941/0 900/0 1       

Grenisle 00/1 923/0 933/0 933/0 788/0 857/0 1      

Tyrone 737/0 667/0 800/0 800/0 957/0 857/0 737/0 1     

Napoleon 824/0 750/0 778/0 778/0 857/0 737/0 824/0 909/0 1    

Fontoon 857/0 800/0 941/0 941/0 900/0 889/0 857/0 857/0 842/0 1   

Yatsyn 933/0 857/0 00/1 00/1 842/0 941/0 933/0 800/0 778/0 941/0 1  

Spelga 857/0 800/0 824/0 824/0 900/0 889/0 857/0 857/0 842/0 889/0 823/0 1 

ه يتجز: ها بر اساس پروتئين برگاي ژنوتيپتجزيه خوشه
بندي آنها بر اساس اي براي ژنوتيپها به منظور گروهخوشه

تنوع باندهاي پروتئيني بر اساس ضريب جاكارد و با روش 
UPGMA  كه ژنوتيپهاي مورد ) 2شكل (صورت گرفت

كه گروه اول  به طوريم شدند، يدسته تقس 3مطالعه به 
و ) Green Gold )2G( ،Grenisle )7Gشامل ژنوتيپهاي 

Aubisque )1G (ژنوتيپهاي . بودCarat )4G( ،Magician 
)3G( ،Yatsyn )11G( ،Moy )6G ( وFontoon )10G ( در

، )Napoleon )9Gگروه دوم قرار داشتند و ژنوتيپهاي 
Spelga )12G( ،Tyrone )8G ( وGilford )5G ( در گروه

بندي ، گروهگرددملاحظه مي همچنان كه .سوم قرار داشتند
اي بر اساس باندهاي پروتئيني حاصل از تجزيه خوشه

وه متمايز قرار دهد و آنها را توانست ژنوتيپها را در سه گر
  .از هم تفكيك نمايد

: پروتئينهاي برگ تجزيه به مختصات اصلي بر اساس
تجزيه به مختصات اصلي براي ژنوتيپها بر اساس 
پروتئينهاي برگ انجام شد و نمودار پراكنش ژنوتيپها بر 

، ارائه شده است 3اساس دو مختصات اول و دوم در شكل 
بندي حاصل از مختصات گردد گروههمچنانكه ملاحظه مي

اي بندي ژنوتيپها بر اساس تجزيه خوشهاول و دوم با گروه
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 Green Goldمطابقت داشت و ژنوتيپهاي  كاملاً) 2شكل (
)2G( ،Grenisle )7G ( وAubisque )1G (  در يك گروه

، )Carat )4G( ،Magician )3Gژنوتيپهاي . قرار گرفتند
Yatsyn )11G( ،Moy )6G (و Fontoon )10G ( در گروه

 Napoleon )9G( ،Spelgaدوم قرار داشتند و ژنوتيپهاي 
)12G( ،Tyrone )8G ( وGilford )5G ( در گروه سوم

بنابراين ژنوتيپهاي هر گروه داراي بيشترين . قرار داشتند

از طرف ديگر . تشابه بر اساس پروتئينهاي محلول بودند
با ) Green Gold )2G( ،Grenisle )7Gژنوتيپهاي 
بيشترين فاصله ) 5G( Gilfordو ) Tyrone )8Gژنوتيپهاي 

، )Carat )4Gداشتند و ژنوتيپهاي  3ژنتيكي بر اساس شكل 
Magician )3G( ،Yatsyn )11G( ،Moy )6G ( و
Fontoon )10G ( بيشترين فاصله با ژنوتيپهايNapoleon 

)9G (و Spelga )12G (داشتند .  

  
  در ژنوتيپهاي مطالعه شدهالكتروفورز پروتئينهاي برگ دندروگرام حاصل از بررسي  -2شكل 

  
   دوم و اول اصلي مختصات محور دو نمودار پراكنش ژنوتيپهاي مورد بررسي براساس -3شكل 

Aubisque Green Gold

Magician
Carat

Gilford

Moy 

Grenisle

Tyrone

Napoleon

Fontoon

Yatsyn

Spelga
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ژنتيكي ژنوتيپهاي  تنوع: ISSRتجزيه نتايج حاصل از 
مورد بررسي  ISSRآغازگر  12مورد مطالعه با استفاده از 

هاي عدد داراي باند 10آغازگر  12قرار گرفت كه از اين 
در مجموع  ISSRهاي آغازگر. دهي بودندقابل امتياز 

باند يك  15 ،باند توليد كنند كه از اين تعداد 62توانستند 
ميانگين . شكل مشاهده شد و ساير باندها چند شكل بودند

ژنوتيپ  12گر براي تعداد باند توليد شده توسط هر آغاز
 11تعداد (بيشترين تعداد باند  IS9آغازگر  .بود 2/6برابر 

را ) باند 3تعداد (كمترين تعداد باند  IS15و آغازگر ) باند
 49(بيشترين باند ) Spelga )12Gژنوتيپ . نشان دادند

را ) باند 34(كمترين باند ) 10G( Fontoonو ژنوتيپ ) باند
الگوي  4شكل . رسي داشتنددر بين ژنوتيپهاي مورد بر

ژنوتيپ مورد بررسي به ترتيب با استفاده از  12باندي 
آمده براي  به دستنتايج . دهدرا نشان مي IS5هاي آغازگر
  . ارائه شده است 3هاي استفاده شده در جدول آغازگر

 ISSRدرصد چند شكلي، تعداد كل باند و محتواي اطلاعات چند شكلي در آغازگرهاهاي -3جدول 

  )'5 '3-(توالي آغازگر  نام آغازگر
هايتعداد مكان

 تكثير شده

هاينتعداد مكا
 چند شكل

 درصد چند شكلي
اطلاعات يمحتو

  يچند شكل
IS3 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 4 4 100 25/0  

IS5 AGAGAGAGAGAGAGAGC' 11 8 73/72 30/0  

IS9 CTCTCTCTCTCTCTCTG 4 4 100 36/0  

IS10 GAGAGAGAGAGAGAGA Rc 8 8 100 33/0  

IS11 ACACACACACACACACC  7 4 14/57 34/0  

IS12 TGTGTGTGTGTGTGTGG  5 3 60 45/0  

IS13  AGAGAGAGAGAGAGAGYT  3 3 100 32/0  

IS14  GACAGACAGACAGACA 8 5 50/62 28/0  

IS15  GGATGGATGGATGGAT 8 4 50 33/0  

IS16 DBDACACACACACACACA 4 4 100 34/0  

33/0  24/80 70/4 20/6  ميانگين  

Y=(C,T), V=(A,C,G), D=(A,G,T), B=(C,G,T)  

  
  IS5تصوير ژل الكتروفورزي ژنوتيپهاي چچم چند ساله مورد بررسي براي آغازگر  -4شكل 
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ميانگين درصد چند شكل در بين ژنوتيپهاي مورد بررسي 
درصد بود كه كمترين درصد چند شكلي را  24/80برابر 

و بيشترين درصد چند شكلي به ) درصد IS15 )50آغازگر 
 ،اختصاص داشتIS16 و  IS3 ،IS9 ،IS10 ،IS13هاي آغازگر

درصد  100ها برابر كه ميزان چند شكلي در اين آغازگر
هاي مورد بررسي برابر در آغازگر PICميانگين  ..بود

 IS12مربوط به آغازگر  PICبود كه بيشترين ميزان  335/0
ها بر اساس شاخص بهتر از ساير آغازگربود كه اين آغازگر 

PIC توانست فاصله ژنتيكي ژنوتيپها را مشخص كنند .
توانايي خوبي در  PICبا كمترين ميزان  IS14و  IS3آغازگر 

گردد از در مجموع پيشنهاد مي. جداسازي ژنوتيپها نداشتند
درصد  PICكه شاخص  IS16و  IS9 ،IS10 ،IS13آغازگرهاي 

براي آناليز مجموعه ، يي را نشان دادندچند چندشكلي بالا
ژرم پلاسم ديگر ژنوتيپهاي لوليوم در تحقيقات بعدي 

با كمترين  IS15و  IS5، IS11 ،IS14هاي آغازگر. استفاده كرد
و درصد چند شكلي توانايي خوبي در  PICميزان 

ها براي يكي از ديگر آغازگر. جداسازي ژنوتيپها نداشتند
  .درصد چندشكلي برتري نشان دادنديا  PICپارامترهاي 

تشابه ژنتيكي ژنوتيپهاي مورد بررسي با  :ماتريس تشابه
متغير  873/0تا  709/0استفاده از ضريب تشابه دايس از 

بود  792/0، ميانگين تشابه بين ژنوتيپها برابر )4جدول (بود 
 دهنده تنوع كه بالا بودن تشابه ژنتيكي ياد شده نشان

هاي بر اساس آغازگرچچم بين ژنوتيپهاي ژنتيكي پايين در 
بيشترين تشابه را ژنوتيپهاي . باشدمورد بررسي مي

Aubisque )1G ( باGrenisle )7G ( و كمترين تشابه را
  . داشتند) 7G( Grenisleبا ) Yatsyn )11Gژنوتيپ 

  ايسبر اساس ضريب د استفاده شده ISSRماتريس تشابه ژنوتيپها براي پرايمرهاي  -4جدول 
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Aubisque 1 
    

Green Gold 822/0 1 
   

Magician 795/0 787/0 1 
  

Carat 714/0 825/0 782/0 1 
  

Gilford 873/0 805/0 818/0 785/0 1 
  

Moy 778/0 732/0 809/0 775/0 840/0 1 
  

Grenisle 836/0 800/0 771/0 767/0 800/0 747/0 1 
  

Tyrone 776/0 831/0 738/0 800/0 831/0 753/0 817/0 1 
  

Napoleon 827/0 814/0 839/0 786/0 860/0 814/0 795/0 815/0 1 
  

Fontoon 787/0 789/0 747/0 746/0 829/0 743/0 857/0 862/0 865/0 1 
 

Yatsyn 747/0 736/0 766/0 800/0 767/0 782/0 709/0 756/0 791/0 784/0 1 

Spelga 744/0 800/0 804/0 750/0 778/0 778/0 786/0 800/0 809/0 763/0 821/0 1 

اي به دندروگرام حاصل از تجزيه خوشه: ايتجزيه خوشه
بر اساس ضريب تشابه دايس براي  UPGMAروش 

ملاحظه  همچنان كه. ارائه شده است 5ژنوتيپها در شكل 
گروه اول شامل . گروه قرار گرفتند 3گردد ژنوتيپها در مي
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 Yatsyn )11G(، Spelga )12G( ،Magicianژنوتيپهاي 
)3G (و Moy )6G (متوسط ضريب تشابه براي ، بود

 ،)Carat )4Gژنوتيپهاي . بود 793/0ژنوتيپهاي اين گروه 
Green Gold )2G ( وTyrone )8G (كه گروه دوم بود ،

 به دست 819/0متوسط ضريب تشابه براي اين سه ژنوتيپ 
، )Aubisque )1Gگروه سوم شامل پنج ژنوتيپ . آمد

Gilford )5G( ،Grenisle )7G( ،Napoleon )9G ( و
Fontoon )10G (براي اين گروه متوسط ضريب . بود

بنابراين گروه چهارم داراي . بود 833/0تشابه اين گروه 
بيشترين تشابه بودند و ژنوتيپهاي گروه اول داراي كمترين 

ماتريس تشابه براي گروههاي حاصل از . تشابه بودند
ر نشان داد كه بيشترين تشابه د) 5جدول (اي تجزيه خوشه

كمترين تشابه در بين . بود 3و  2بين ژنوتيپهاي گروه 
  . وجود داشت 1و  2ژنوتيپهاي گروه 

  ايشباهت گروههاي حاصل از تجزيه خوشه -5جدول 
 گروه سوم  گروه دوم  گروه اول  گروه

    000/1  گروه اول

   000/1  767/0  گروه دوم

 000/1 795/0  778/0  گروه سوم

  

  
  براي ژنوتيپهاي مورد مطالعه ISSRهاي نشانگر دندروگرام حاصل از داده -5شكل 

هاي بر اساس داده: )PCo( اصلي تجزيه به مختصات
هاي مورد بررسي تجزيه به مختصات حاصل از آغازگر

محور ، كه نتايج نشان داد اصلي براي ژنوتيپها انجام شد
درصد از  27/19و  51/24و دوم به ترتيب مختصات اول 

 78/43واريانس موجود را توضيح دادند و در مجموع 
بر اساس . درصد از واريانس با اين دو محور بيان گرديد

مختصات اول و دوم دياگرام پراكنشي ژنوتيپها رسم گرديد 
اي تا ه خوشهيج تجزي، كه اين دياگرام با نتا)6شكل (

تقسيم  حدودي مطابقت داشت و ژنوتيپها به چهار گروه

 و) Magician )3Gبا توجه به نمودار ژنوتيپهاي . شدند
Moy )6G(  با بيشترين تشابه در يك گروه قرار داشتند و

، )Green Gold )2Gداراي بيشترين فاصله را با ژنوتيپهاي 
Tyrone )8G( ،Grenisle )7G ( وFontoon )10G ( كه در

 1G ،5Gهمچنين ژنوتيپهاي  .ند، بوديك گروه قرار داشتند
با ژنوتيپهاي ) با تشابه بالا در يك گروه قرار داشتند( 9Gو 

Aubisque )1G( ،Gilford )5G (و Napoleon )9G) ( با
بيشترين فاصله ژنتيكي ) تشابه بالا در يك گروه قرار داشتند

  .پلات نشان دادندبر اساس باي

0

0.01

Aubisque Green Gold MagicianCaratGilford MoyGrenisle TyroneNapoleonFontoon YatsynSpelga

13

15

181917

14

16

20

21

22

23



 1396، 4، شماره 30جلد                                                  )                         مجله زيست شناسي ايران(سلولي و مولكولي  مجله پژوهشهاي

370 

  
  تصات اصلي اول و دومبر اساس محور مخ ISSRباي پلات ژنوتيپها براي نشانگر  -6شكل 

تجزيه واريانس : )AMOVA(تجزيه واريانس مولكولي 
اي انجام شد بندي تجزيه خوشهمولكولي بر اساس گروه

گروه قرار گرفتند بر  3، كه ژنوتيپها در داخل )6جدول (
 درصد 5در بين ژنوتيپها در سطح  PhiPTاساس آماره 
بندي وهدار وجود داشت به عبارت ديگر گراختلاف معني

آمده  به دستنتايج  .به صورت صحيح انجام گرفته است
نشان داد كه در ميان كلاسترها تنوع بيشتر از بين گروهها 

 87بر اين اساس تنوع در درون كلاسترها برابر . باشدمي
مشاهده  درصد 13و در بين كلاسترها تنوع برابر  درصد
  .گرديد

 ISSRنشانگر تجزيه واريانس مولكولي بر اساس-6جدول

 درجه آزادي منابع تغييرات
مجموع 
 مربعات

ميانگين
 مربعات

واريانس
 برآورد شده

درصد از
 PhiPT واريانس

63/27 2 بين گروه 82/13 323/1 13% 133/0 * 

70/77 9 درون گروه 63/8 633/8 87%   
33/105 11 كل   957/9 100%   

 دارمعني%5اختلاف در سطح   *

  گيريهو نتيج بحث

آمده ملاحظه شد كه شباهت  به دستتوجه به نتايج  با
-ژنوتيپها بر اساس پروتئينهاي برگ بالا بود و بنابراين مي

ژنتيكي بالايي بر اساس  توان بيان داشت كه تنوع
جعفري و . پروتئينهاي برگ در بين ژنوتيپها مشاهده نشد

در بررسي ارتباط بين تنوع ژنتيكي و ) 1392(همكاران 
  جمعيت وحشي 11وزيع جغرافيايي ميان ت
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Dactylis glomerata  هاي كل گزارش كردند پروتئينتوسط
كي و تنوع جغرافيايي بسيار كم يكه همبستگي ميان تنوع ژنت

و   Aiken .)1( بوده و از لحاظ آماري معني دار نبوده است
اي بذر با استفاده از پروتئينهاي ذخيره) 1998(همكاران 

بندي كردند و بيان س فستوكا و لوليوم را طبقههاي جنگونه
آوري هاي پروتئين با مناطق جمعداشتند كه پروفايل باند

بندي بر اما در هر حال گروه .)4( ها تطابق نداشتگونه
هاي متمايزي از اساس پروتئينهاي برگ تا حدودي دسته

توان بيان ژنوتيپها را نشان داد كه باتوجه به اين مسئله مي
اشت استفاده از بررسي پروتئينهاي برگ در بررسي تنوع د

 Luccheseو  Dinelli .است مؤثراي تا حدودي درون گونه
ژنتيكي بين و  تنوع  SDS-PAGEبا استفاده از) 1999(

اي در جنس لوليوم را مورد بررسي قرار دادند و درون گونه
تواند در جهت بيان داشتند كه استفاده از پروتئينها مي

از ) 1994( Ahmed .)9( رزيابي تنوع مفيد واقع شودا
گونه  7آميد براي بررسي  آكريل تكنيك الكتروفورز ژل پلي

از جنس يونجه استفاده كرد و نتايج حاصل را با استفاده از 
او نشان داد كه الكتروفورز . اي تحليل نمود تجزيه خوشه

اي ه براي ارزيابي روابط فنوتيپي در بين رده مؤثرروشي 
انتخاب شده است و اين تكنيك به طور وسيعي در 

ها و  بندي جنسها و نيز ارزيابي تنوع بين گونه مطالعات رده
  .)3( شود برده مي به كارها  درون گونه

چندشكلي مطلوبي بر اساس بر اساس مطالعات مولكولي 
عبدالهي و . در بين ژنوتيپها مشاهده شد ISSRماركر 

العه جمعيتهاي مختلف يونجه نيز در مط) 1393(عزيزي 
را گزارش  ISSRچند شكلي بالاي نشانگر مولكولي 

ها براي بررسيهاي گونه ترين آغازگرمناسب). 2(نمودند 
بر اساس  IS16و  IS9 ،IS10 ،IS13هاي چچم دائمي، آغازگر

محتواي اطلاعات چند شكلي  ،تعيين شد PICشاخص 
)PIC ( متغير است و از صفر تا نيم در نشانگرهاي غالب

 چندشكلي بر دلالت هرچه اين عدد بزرگتر باشد بيانگر
 تمايز و تفكيك در كه دارد نشانگري جايگاه يك در زياد
به ) 2003(و همكاران  Ghariani .دارد سزايي به نقش افراد

 تونسي Lolium perenne  جمعيت 18ژنتيكي  بررسي تنوع
شانگر براي اين ن. پرداختند ISSRبا استفاده از نشانگر 

هاي تخمين فاصله ژنتيكي ميان ارقام در نظر گرفته شد داده
نشان  Lolium perenneژنتيكي را  حاصل ميزان بالاي تنوع

براي  ISSRژنتيكي بر اساس ماركر  نتايج تنوع. )12( داد
ژنوتيپهاي مورد مطالعه تطابق متوسطي با نتايج مطالعات 

 Yatsynپهاي ين شرح كه ژنوتيدب. بيوشيميايي داشت
)11G(، Magician )3G (و Moy )6G ( با توجه به تجزيه

، در يك گروه قرار داشتند ISSRبيوشيميايي و تجزيه 
بر ) 7G( Grenisleو ) Aubisque )1Gهاي همچنين ژنوتيپ

اساس هر دو روش شباهت ژنتيكي داشتند و همچنين 
نيز بر اساس ) 9G( Napoleon و) Gilford )5Gژنوتيپهاي 

) 2011(و همكاران  Hu .دو روش در يك گروه بودند هر
با استفاده از  Lolium perenne ژنتيكي  به بررسي تنوع

هاي ژنتيكي مابين واريته براي مقايسه تنوع ISSRنشانگر 
تجاري و ژرم پلاسم طبيعي كه از اروپا، آفريقا، آسيا، و 

يك تغيير . آوري شده بودند پرداختندآمريكاي شمالي جمع
نتايج . بالا در كل مجموعه مشخص شد نسبتاًنتيكي ژ

هاي تجاري تر در واريتهژنتيكي پايين دهنده تنوعنشان
بر اساس ضريب تشابه . نسبت به ژرم پلاسم طبيعي بود

بر  .)13( گروه با يك نقطه برش متمايز شدند 12 جاكارد،
، اي ژنوتيپها در سه گروه قرار گرفتنداساس تجزيه خوشه

نتيجه با دياگرام حاصل از پراكنش ژنوتيپها بر  كه اين
اساس مقدار مختصات اول و دوم حاصل از تجزيه به 

، علت اينكه مختصات اصلي تا حدودي مطابقت نشان داد
تطابق بالا مشاهده نشد اين بود كه دو مختصات اول تنها 

در مجموع . درصد از تنوع موجود را توجيه نمود 78/43
ي مورد استفاده و با توجه به تجزيه هابر اساس آغازگر

 Greenكلاستر و تجزيه به مختصات اصلي ژنوتيپهاي 

Gold )2G ( وTyrone )8G ( داراي بيشترين فاصله ژنتيكي
 .بودند) 6G( Moy و) Magician )3Gبا ژنوتيپهاي 

Pivoriene  16ژنتيكي  به بررسي تنوع) 2008(و همكاران 
ين اصلاح شده و دو لا Lolium perenne واريته 
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Festulolium  با استفاده از نشانگرISSR تشابه . پرداختند
 .Lهاي ژنتيكي در ماتريس محاسبه شده بين واريته

perenne و Festulolium  و لاينهاي اصلاح شده متغير
ها و ژنتيكي بين واريته نتايج سطح قابل توجه تنوع. بودند

ناشي از  ISSRلاينهاي اصلاح شده توسط پلي مورفيسم 
و  Majidi. )27( را نشان داد DNAهاي تغييرات نمونه

Mirlohi )2010 ( 8جمعيت از  42به بررسي تشابه ژنتيكي 
با  Agropyron و Festuca، Lolium ،Bromusگونه ايراني 

بيان داشتند كه . پرداختند  AFLPاستفاده از نشانگرهاي
بود كه ضرايب تشابه ژنتيكي جاكارد ميان جمعيتها متغير 

اي ژنتيكي بين و داخل گونه نشان دهنده سطوح بالاي تنوع
اي و تجزيه به مختصات اصلي به طور آناليز خوشه. است

از  .)20( واضح تفاوت ميان ذخاير ژنتيكي را نشان داد
توان در تعيين هاي تجزيه واريانس مولكولي ميكاربرد

ه در تفاوت ژنتيكي بين ژنوتيپها و تعيين حد مطلوب خوش
اي اشاره كرد، به اين صورت كه در هر گروه تجزيه خوشه

در نقطه برش دندروگرام به عنوان يك ژنوتيپ و 
ژنوتيپهاي درون آن به عنوان افراد ژنوتيپ در نظر گرفته 

شود و براي هر نقطه برش يك تجزيه واريانس انجام مي
اي كه بيشترين تمايز بين گروهها به وجود نقطه. گيردمي 
آيد، به عنوان نقطه مناسب برش دندروگرام انتخاب  مي

بر اساس تجزيه واريانس مولكولي گروههاي  .خواهد شد
حاصل از تجزيه كلاستر مشاهده شد كه واريانس بين 

دار بود، اما بر اساس معني درصد 5گروهها در سطح 

 13واريانس برآورد شده سهم واريانس بين گروهها تنها 
به ) b2005(و همكاران   Bolaric.داز تنوع كل بو درصد

و توصيف  Lolium perenneرقم  22ژنتيكي  بررسي تنوع
رابطه ميان ارقام در شرايط اصلاح از راه دور با استفاده از 

تجزيه و تحليل واريانس . پرداختندRAPD نشانگرهاي 
 66(نشان داد تنوع زيادي در درون  (AMOVA)مولكولي 

. )6( وجود داشت) صددر 34(و بين ارقام ) درصد
Bolaric  و همكاران)a2005 ( به ارزيابي خصوصيت

 ژنتيكي در اكوتيپهاي لهستاني  مولكولي از طريق تنوع

Lolium perenne و مقايسه رابطه اين گروه و اكوتيپهاي ،
در يك آناليز . پرداختندهاي اروپايي آلماني و واريته

 22ماني و اكوتيپ آل 22اكوتيپ لهستاني،  19مشترك با 
توان مي RAPDمورفيك  نشانگر پلي 172واريته اروپايي 

 .فاصله ژنتيكي ميان اكوتيپهاي لهستاني متغيير بود. ديد
تغييرات بيشتري  (AMOVA)آناليز واريانس مولكولي 

اكوتيپهاي . داخل جمعيتها نسبت به بين جمعيتها نشان داد
. )5( ودندلهستاني شامل بالاترين تغييرات داخل جمعيتي ب

Vieira  به بررسي تعيين خصوصيت ) 2004(و همكاران
با  Lolium multiflorumجمعيت  4ژنتيكي و ساختار  تنوع

 مقدار شاخص تنوع. پرداختند RAPDاستفاده از نشانگر 
دهنده وجود آمده بالا بود، كه نشان به دستژنتيكي كلي 

نتيكي آناليز ساختار ژ. جمعيت بود 4ژنتيكي وسيع در  تنوع
نشان داد كه تنوع داخل جمعيتي بيشتر از تنوع بين جمعيتي 

  .)33( بود
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Abstract 

Genetic variations were study for 12 accessions of Lolium perenne using molecular and 
biochemical markers. Soluble proteins were extracted for each population by Laemmli′s 
method and electrophoresis was done using polyacrilamid 12% gel. The numbers of 12 
bands were observed for genotypes, which the numbers of 6 bands were polymorph. 
The highest number of band belonging to Tyrone with 12 bands and the genotype of 
Green Gold had the lowest number of band (6 bands). The results of cluster analysis and 
principal coordinate analysis were fall the genotypes in three groups. Genetic variation 
for accessions were surveyed using the number of 12 ISSR primers, that the number of 
10 primers can be scored. The ISSR primers can be produced the number of 62 bands, 
which the polymorphism was showed for the number of 47 bands. The average of bands 
was 6.2 for each primer. The primer of IS9 showed the highest number of band (11 
bands) and IS15 showed the lowest number of band (3 bands). A desirable 
polymorphism between genotype was observed based on ISSR markers, which the 
primers of IS9, IS10, IS13 and IS16 were determined for genetic variation study in Lolium 
perenne as desirable primers. Genetic variation based on ISSR marker had a average 
conformity with the results of protein surveys.  

Key words: Lolium perenne, Genetic variation, soluble proteins, ISSR marker.  


