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چکیده
کند. تنوع رشد میباشد و در شرایط مختلف آب و هوایی اي در مناطق سردسیري جهان میچچم یکی از گیاهان مهم علوفه

نشانگر مولکولی 15با استفاده از Lolium multiflorumو نه ژنوتیپ ازLolium perenneازبین نه ژنوتیپژنتیکی دو گونه
SCoT هاي آغازگر.شدبررسیScoT مشاهده شد و سـایر  شکلباند یک12که از این تعداد کردندباند تولید 86در مجموع

و SC10باند بیشترین تعداد باند و آغازگرهاي 8و 9ترتیب با بهSC26و SC35 ،SC36دند. آغازگرهاي بوشکلباندها چند
SC44 ی (شکلباند کمترین تعداد باند را نشان دادند. بیشترین میزان محتواي اطلاعات چند3و 2باPIC مربوط به آغازگرهاي (

SC5 ،SC40 ،SC35 ،SC63 ،SC13 ،SC44 ،SC26 ،SC21وSC10 .تفکیـک شاخص قدرتبیشترین میزان که طوريبهبود
)RP(، شاخص نشـانگري)MI( ـنسـبت چندگانـه   و  داشـتند. تشـابه ژنتیکـی    SC26و SC35را آغازگرهـاي  )EMR(ثر ؤم

ا برابر همیانگین تشابه بین ژنوتیپومتغیر بود91/0تا 35/0هاي مورد بررسی با استفاده از ضریب تشابه جاکارد از ژنوتیپ
رت صد در صد از یکـدیگر  صوبهها که گونهطوريبه،گروه قرار گرفتند2ها در ژنوتیپايخوشهتجزیه بر اساسبود.64/0

)AMOVA(. تجزیه واریانس مولکولیشدتأیید )PCoAاصلی (این نتایج با نتایج حاصل از تجزیه به مختصات.تفکیک شدند
بر اساس.بود% 49ها برابر % و در بین گونه51ها برابر ساله نشان داد که تنوع در درون گونههاي یکساله و چند بر اساس گونه

گونـه بـه و تنوع ژنـی مربـوط  ايگونهبیشترین تنوع درون (I)و شاخص شانون (He)هتروژنتیکی مورد انتظار هاي شاخص
L. Multiflorumبود.

ولکولیتنوع ژنتیکی، چچم، نشانگر مکلیدي:هاي واژه

مقدمه
لحـاظ بهکههستندمرتعیگیاهانمهمترینازهاگراس

از جلـوگیري وحفاظـت هـا، چراگاهاحداثعلوفه،تولید
Moradiدارند (زیادياهمیتخاكفرسایش & Jafari,

انگلیسی ناموچچمفارسینامباLoliumجنس ).2006

Ryegrassتاسمعتدلمناطقهايگراسمهمترینازیکی
ايطور گسـترده بهوگرفتهمنشأايمدیترانهنواحیازکه
آفریقاو شمالمیانهآسیايغربی،جنوبآسیاياروپا،در

,Tsvelev(استیافتهگسترش - از لحاظ تقسـیم .)1989

شناسی جنس لولیوم هشـت گونـه دارد کـه در    بندي گیاه
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چچــم و )Lolium perenne(میــان آنهــا چچــم دائمــی
)Lolium multiflorum(یا یکساله)Ryegrass(ایتالیایی

معتدلـه در  هـاي از جنبه تولید علوفه در شـرایط محـیط  
Heydari Sharifسراسر جهان ارزش اقتصـادي دارنـد (  

Abad & Dari, عنـوان  بـه در ایران، این گونه).2003
یک علوفه مرتعی خوشخوراك با رغبت مورد چراي 

هـاي  ف اصلاحی گراساهدامهمترین.گیرددام قرار می
یکساله و چند ساله، علاوه بر افـزایش عملکـرد علوفـه،    
صفات دیگري از قبیل سرعت رشد در اوایل بهار و پاییز، 

ی)، توسعه فصل چرا، بهبود ماندیرزیستی (طول دوره زنده
باشد. موفقیت در کیفیت علوفه و مقاومت به چراي دام می
تنـوع یـا ایجـاد    اصلاح و گزینش ارقام جدید بستگی به 

ــروزیس دارد ــوترکیبی ژنتیکــی و هت ,Humphreys;(ن

1991Peters & Martinelli, هاي یکی از روش.)1989
زینش همراه با آزمـایش نسـل   اي، گاصلاح گیاهان علوفه

فقیت در گـزینش، بسـتگی بـه تنـوع بـا ایجـاد       است. مو
هاي متعـددي  نوترکیبی ژنتیکی و هتروزیس دارد. گزارش

هـاي  که با افزایش فاصله ژنتیکی بین ژنوتیپردوجود دا
هـاي  هـا، احتمـال هتـروزیس در برنامـه    هاي گراسگونه

,Humphreys;(یابدتلاقی افزایش می 1991Peters &

Martinelli, موجودژنتیکیتنوعازدقیقآگاهی).1989
گیـاهی، ذخائر ژنتیکـی حفظضمنگیاهیپلاسمژرمدر

تعیـین اصـلاحی هـاي در برنامهرانهاآازاستفادهقابلیت
بیننسبیژنتیکیاز فاصلهکسب اطلاعهمچنینکند.می

امکـان آنهـا، خویشاوندي بینروابطوهاجمعیتوافراد
برايرا مناسب هايجمعیتتهیهوپلاسمژرمسازماندهی

سـازد مـی فـراهم هـا ژنیابیو مکانژنتیکینقشهترسیم
)Williams et al., درژنتیکـی تنـوع ارزیـابی ).1990

ذخـایر ازحفاظـت واصـلاحی هـاي برنامهبرايگیاهان
درژنتیکـی تنـوع سـطح ازاطلاعوبودهحیاتیتوارثی،

هیبریـد بهرسیدنبرايوالدینانتخاببرايگیاهیگونه
,Singh(استبرخوردارزیادياهمیتازمناسب 2003.(

مولکولی مبتنـی بـر   هاي هاي اخیر از نشانگردر سال
PCRی، شکلقدرتمند براي شناسایی چنديعنوان ابزاربه

مطالعه تنوع و روابط ژنتیکی در گیاهان استفاده شده است
); Sicard et al., 2005Williams et al., 1990( .

(PCR)اي پلیمراز هاي زنجیرهواکنشمبتنی برهاي روش

م نیـاز بـه   دلیل سهولت، هزینـه پـایین، سـرعت و عـد    به
اي در طـور گسـترده  بـه هاي رادیواکتیـو امـروزه  کاوشگر

بررسی تنوع و فاصله ژنتیکی در بین ارقام مختلف گیاهی 
- گیرند. باید توجه داشت که نشانگرمورد استفاده قرار می

تواننــد تشــابهات ژنتیکــی را در ســطح مــیDNAهــاي 
کروماتینی) نیـز نشـان  هاي ژنومی بدون رمز (هتروقسمت

هاي دو گونه از لحاظ د. بنابراین، ممکن است جمعیتدهن
خصوصیات ظاهري متفاوت باشند ولی از لحاظ کل ژنوم 

ــا هــم شــباهت زیــادي داشــته باشــند  Buckler(ب &

Thornsherry, 2002.(
هـاي آغـاز   بر اساس تـوالی SCoT1مولکولی نشانگر

)ATGهاي شوند و نواحی بین کدون) پرایمرها طراحی می
هـا  اي پلیمـراز تکثیـر و تفـاوت   ز طی واکنش زنجیرهآغا

,Kalendarشود (آشکار می نشـانگر سیستم این ).2007
اي در واکـنش  اسـت. دو پرایمـر تـک رشـته    غالب بودن 

الگـو، در  DNAهـاي مخـالف   اي پلیمراز به رشتهزنجیره
شوند و فاصله بین آنها توسـط  جهت عکس هم متصل می

- تکثیر میPCRنمایی در واکنش صورت بهآنزیم پلیمراز

هاي حـذف یـا اضـافه در محـل اتصـال      جهشاگر شود. 
پرایمر رخ دهد شاهد عدم اتصـال پرایمـر و عـدم سـنتز     

ــه ــود (DNAقطع ــواهیم ب Davisخ et al., 1995 .(
و ISSRبـا  مقایسـه درکلـی طـور بهSCoTنشانگرهاي 

RAPDبـر عقیـده وبرخوردارندتکرارپذیري بیشترياز
عـواملی تنهـا آغازگرهادماي اتصالوطولکهاستنای

نقـش آنهـا نواربنـدي تکرارپذیري الگـوي درکهنیستند
Collardدارنـد (  & Mackill, ایـن مزایـاي از.)2009

کارگیريهببودنهزینهکموبودنآسانبهتواننشانگر می
وسـیع ژنتیکیاطلاعاتآشکارسازيبالا،آن، چندشکلی

.کرداشارهگیاهانژنومدرآنآغازگرهايدنبوفراگیرو

1- Start codon targeted



2209، شماره26هان مرتعی و جنگلی ایران جلد اصلاح گیادو فصلنامه تحقیقات ژنتیک و

بـه نشـانگر ایـن آغازگرهـاي طراحـی دراین،برافزون
Collardنیست (نیازژنومنوکلئوتیدياز توالیاطلاع &

Mackill, ) 2006و همکاران (Polokدر بررسی.)2009
با استفاده از Loliumهاي جنس شباهت ژنتیکی بین گونه

کهکردند و بیان گرفتبررسی قرار موردAFLPنشانگر
شباهت ژنتیکی L. perenneو L. multiflorumدو گونه

ارزیـابی  تحقیـق  این هدف از بسیار بالایی با هم داشتند.
در بررسی تنوع ژنتیکـی  SCoTکارایی نشانگر مولکولی 

ــنس ود ــه از ج ــله  Loliumگون ــزان فاص ــی می و بررس
هـاي اصـلاحی بـا    مـه برنابرايمورد مطالعههايژنوتیپ

هـاي بـین  توجه به اینکه این اطلاعات در انتخاب تلاقـی 

باشد.می،والدین اهمیت زیادي دارد

هامواد و روش
مواد گیاهی

خصوصـیات  ژنتیکـی براسـاس   تنـوع منظور ارزیابیبه
ژنوتیپ 9و Lolium perenneگونهژنوتیپ از 9مولکولی 

یره گرامینه با توجه به از تLolium multiflorumگونهاز 
تحقیقات مؤسسه بذرهاي موجود در بانک ژن منابع طبیعی 

مشخصات مـواد ژنتیکـی   . شدها و مراتع کشور تهیه جنگل
کد ژنوتیـپ و أمنش، ژنبانککد ، اسممورد مطالعه، با ذکر 

نشان داده شده است.1در جدول 

هاي مورد استفاده در تحقیقمشخصات ژنوتیپ-1جدول 
کد بانک ژنأمنشژنوتیپگونهکد بانک ژنأمنشژنوتیپگونه

L
olium

 perenne

1G1309هلند

L
olium

 m
ultiflorum

G10374ایتالیا

2G1307ایرلند جنوبیG111766هلند

3G1308ایرلند جنوبیG12روسیهvi

4G1305هلندG131624هلند

5G1313ایرلندG141755هلند

6G1301ایرلند شمالیG15393ایتالیا

7G1309هلندG161551روسیه

8G1307ایرلند جنوبیG171268فرانسه

9G1311دانماركG18آمریکاUSA

ژنومی  DNAاستخراج 
تحقیقات در آزمایشگاه بیوتکنولوژي دانشگاه پیام این

روشبـه DNAاسـتخراج  نور مرکز کرمانشاه انجام شـد.  
CTABتوسـط شدهتشریحتغییر یافتهDoyleوDoyle

بررسـی کیفیـت و   . گردیدانجام ژنوتیپهربراي)1987(
درصـد  8/0استخراج شده با استفاده از ژل DNAکمیت 

.انجام شدآگارز و دستگاه اسپکتوفتومتر 

)PCR(اي پلیمراز واکنش زنجیره
20محجــ) درPCRاي پلیمــراز (واکــنش زنجیــره

ــر ( ــانوگرم 50میکرولیت ــو، DNAن ــی2الگ ــولار میل م
MgCl2 ،05/0هر ازمولارمیلیdNTP ،2/0میکرومول
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بافروTaq DNA Polymeraseآنزیم آغازگر، یک واحد
یکشاملحرارتیچرخه) انجام شد.x1مقدار بهواکنش
- سـانتی درجه95دمايدراولیهسازيواسرشتمرحله

درکـه بـود حرارتیچرخه35ودقیقه5مدتبهوگراد
30ترتیـب بهسازيواسرشتدمايوزماننیزچرخههر

30آغـازگر اتصـال زمـان گراد،سانتیدرجه95وثانیه
همچنـین بـود. متفاوتآغازگرهربرايآندمايوثانیه
72وثانیـه 60ترتیـب بـه نیزرشتهتوسعهدمايوزمان
دردقیقـه 5مـدت بـه نهاییهتوسع. بودگرادسانتیدرجه
ازآزمایشایندر.شدانجامگرادسانتیدرجه72دماي

یـک درصـد  TBEواکـنش بـافر بـا درصد2آگارزژل
5میـزان ابتـدا منظور تزریق نمونه در ژل،به.شداستفاده

شـده تکثیـر هـاي DNAبـه گذارينمونهبافرمیکرولیتر
 ـازمیکرولیتر10میزانبعدواضافه درونبـه نمونـه ره

ولتاژباوبارگذاريآگارزژلدرشدهایجادهايچاهک
راژلبعـد وانجام شـد حرکتساعت5/2مدتو100

ــراي ــگب ــزيرن ــدیوممحلــولدرآمی ــداتی ــک(برمای ی
دادهقراردقیقه30- 45مدتبه)لیترمیکرودرمیکروگرم

اسـتفاده نوارهـا نشدنمایانبرايGel Documentازو
.شد

هاوتحلیل دادهتجزیه
) از طریق فرمول1PICی (شکلي اطلاعات چندامحتو

2

1

1PIC 



n

i

Piرابطهایندر.محاسبه شدpبابرابر
هاسـت  ژنوتیـپ کلیـه برايمقر ژنیهرنوارهايمجموع

)Hou et al., )2MI(شاخص نشـانگري ). همچنین 2005
تعداد کـل  Nکه آمددستبهMI= PIC × N×Bاز رابطه

نســبت چندشــکلی بــراي هــر آغــازگر بــود βبانــدها و 
)Powell et al., مـؤثر  . شاخص نسبت چندگانـه  )1996
)EMR3 از رابطــه (EMR= NPB × βــه از درصــدک

شــکل چنــدنوارهــايتعــداددر) ضــربβچندشــکلی (

1 -1Polymorphic information content
2- Marker Index
3- Effective multiplex ratio

)4NPB(آمـد دستبه)Kumar et al., قـدرت  و) 2009
مقـدار .شـد محاسـبه  RP=∑IBاز رابطه)RP5(تفکیک

RP=∑IBرابطــه در)]IB=1-[2×(0.5-Pi وPiنســبت
Altıntas(است نواردارايافراد et al., هاي داده.)2008

NTSYSpcهـاي  ارافزبـا اسـتفاده از نـرم   حاصل 2.02e

Rohlfبراي محاسبه ماتریس تشابه و آزمون مانتـل (  &

Taxonomy, 1998،(DARwin ياخوشهتجزیه براي6
Perrierهاي اصلی (و تجزیه به مؤلفه & Jacquemoud-

Collet, 2006( ،GenAlEx براي تجزیـه واریـانس   6.2
Peakallمولکــولی ( & Smouse, ار افــزو نــرم)2006
Popgen32ژنیهاي جریانبراي محاسبه شاخص)Nm(

,GST()Wright(هـا گونـه میـان ژنتیکیتمایزو ضریب

.شدتجزیه) 1949

جنتای
SCoTی نشانگر شکلبررسی چند

هاي مورد مطالعه بـا اسـتفاده از   ژنوتیپژنتیکی تنوع 
هاي آغازگر.مورد بررسی قرار گرفتSCoTآغازگر 15

SCoT که از این تعـداد کردندباند تولید 86در مجموع،
شـکل مشاهده شد و سایر باندها چنـد شکلباند یک12

شده توسـط هـر آغـازگر    بودند. میانگین تعداد باند تولید
همچنـین آغازگرهـاي   .بود77/4برابر ژنوتیپ18براي 

SCoT ـمکان را تکث821در مجموع تعداد  ر کردنـد کـه   ی
آغـازگر برابـر   15ر شده بـراي  یمیانگین تعداد مکان تکث

ــاي  73/54 ــود. آغازگرهــ SC26و SC35 ،SC36بــ

ي و آغازگرهـا باندباند بیشترین تعداد8و 9ترتیب با به
SC10 وSC44 باند کمترین تعداد باند را نشان 3و 2با
18ژنوتیـپ باند) و 58بیشترین باند (11ژنوتیپدادند. 

هاي مورد بررسی ژنوتیپباند) را در بین 36کمترین باند (
را مورد بررسی ژنوتیپ18الگوي باندي 1داشتند. شکل

دهد. نشان میSC26با استفاده از آغازگر 

4- Nomber of polymorphic bands
5- Resolving power
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SC26با استفاده از آغازگر ژنوتیپ18الگوي باندي -1شکل

هاي استفاده شـده در  دست آمده براي آغازگرنتایج به
شکل در بین ارائه شده است. میانگین درصد چند2جدول 

درصـد بـود کـه    17/88آغازگرهاي مورد بررسی برابـر  
%)، SC36)50شکلی را آغازگرهـاي  کمترین درصد چند

SC20)43/71 ،(%SC21)43/71 و (%SC59)75 (%
شـکلی  داشتند. بیشترین میـزان محتـواي اطلاعـات چنـد    

)PIC   ــاي ــه آغازگره ــوط ب ، SC5 ،SC40 ،SC35) مرب
SC63 ،SC13 ،SC44 ،SC26 ،SC21 وSC10 بــود کــه

هـا بـر اسـاس شـاخص محتـواي      بهتر از سـایر آغـازگر  
) توانسـتند فاصـله ژنتیکـی    PICشـکلی ( اطلاعات چنـد 

بـا کمتـرین   SC36ها را مشخص کننـد. آغـازگر   یپژنوت

) توانایی خـوبی  PICشکلی (میزان محتواي اطلاعات چند
ها نداشت. میانگین شاخص قدرتدر جداسازي ژنوتیپ

و SC35بود کـه آغازگرهـاي   68/4برابر ) RP(تفکیک
SC26  بیشترین میزان و آغـازگرSC44 ،SC10 ،SC59  ،

ص را داشـتند. همچنـین   کمترین میزان این شـاخ SC5و
 ـو ) MIشاخص نشانگري (میانگین  ثر ؤنسبت چندگانه م

)EMR(کـه  طـوري بود. بـه 39/4و 75/1ترتیب برابر به
نسبت چندگانه و ) MIشاخص نشانگري (بیشترین میزان 

و کمتـرین  SC26و SC35را آغازگرهاي )EMRثر (ؤم
داشتند.SC59و SC44 ،SC10میزان را آغازگرهاي 



تفکیک در آغازگرهاي مورد بررسیقدرتو شاخصثرؤت چندگانه مبنس، شاخص نشانگريشکلی،شکلی، تعداد کل باند، محتواي اطلاعات چنددرصد چند-2جدول 

کد آغازگر توالی آغازگر
هاي تعداد مکان

تکثیر شده
شکلهاي چندنتعداد مکا یشکلدرصد چند PIC MI EMR RP

SC36 5'-GCAACAATGGCTACCAC-3' 8 4 50% 23/0 47/0 2 22/3
SC35 5'-CATGGCTACCACCGGCC-3' 9 9 100% 44/0 99/3 9 44/8
SC40 5'-CAATGGCTACCACTACAG-3' 5 5 100% 45/0 23/2 5 78/3
SC59 5'-ACAATGGCTACCACCATC-3' 4 3 75% 35/0 78/0 25/2 44/2
SC44 5'-CAATGGCTACCATTAGCC-3' 3 3 100% 42/0 85/0 3 75/2
SC63 5'-ACCATGGCTACCACGGG-3' 5 5 100% 44/0 22/2 5 70/4
SC28 5'-CCATGGCTACCACCGCC-3' 6 5 33/83% 40/0 65/1 17/4 56/5
SC26 5'-CACCATGGCTACCACCAT-3' 8 8 100% 41/0 25/3 8 89/9
SC20 5'-ACCATGGCTACCACCGC-3' 7 5 43/71% 32/0 16/1 57/3 33/4
SC15 5'-CCATGGCTACCACCGGC-3' 7 6 71/85% 39/0 03/2 14/5 22/5
SC11 5'-AAGCAATGGCTACCACCA-3' 7 6 71/85% 39/0 01/2 14/5 87/5
SC5 5'-AAGCAATGGCTACCACCA-3' 3 3 100% 45/0 36/1 3 11/2

SC13 5'-ACGACATGGCGACCATC-3' 5 5 100% 43/0 17/2 5 33/4
SC21 5'-AACCATGGCTACCACCG-3' 7 5 43/71% 34/0 21/1 57/3 89/5
SC10 5'-CAACAATGGCTACCAGC-3' 2 2 100% 41/0 82/0 2 67/1
میانگین 73/5 93/4 17/88% 39/0 75/1 39/4 68/4

)RP(تفکیکقدرتو شاخص)EMRثر (ؤنسبت چندگانه م، )MI(شاخص نشانگري)، PICی (شکلمحتواي اطلاعات چند



L. multiflorumو L. perenneهاي هاي گونهماتریس تشابه بین ژنوتیپ-3جدول 

Lolium perenne Lolium multiflorum

1309 1307 1308 1305 1313 1301 1309 1307 1311 374 1766 vi 1624 1755 393 1551 1268 USA

1309 1
1307 70/0 1
1308 69/0 63/0 1
1305 78/0 68/0 87/0 1
1313 73/0 75/0 79/0 84/0 1
1301 73/0 74/0 78/0 84/0 91/0 1
1309 78/0 72/0 71/0 76/0 86/0 85/0 1
1307 84/0 78/0 76/0 84/0 86/0 88/0 90/0 1
1311 72/0 76/0 72/0 73/0 76/0 80/0 87/0 83/0 1
374 47/0 49/0 59/0 58/0 60/0 64/0 58/0 58/0 58/0 1
1766 53/0 55/0 50/0 54/0 61/0 56/0 59/0 57/0 59/0 81/0 1

Vi 45/0 44/0 44/0 47/0 45/0 49/0 41/0 43/0 42/0 75/0 76/0 1
1624 46/0 51/0 51/0 53/0 51/0 49/0 53/0 51/0 53/0 75/0 78/0 71/0 1
1755 62/0 56/0 56/0 60/0 67/0 64/0 69/0 64/0 65/0 65/0 79/0 59/0 71/0 1
393 54/0 61/0 53/0 52/0 62/0 54/0 64/0 62/0 67/0 71/0 80/0 62/0 67/0 78/0 1
1551 48/0 53/0 53/0 54/0 57/0 51/0 51/0 55/0 55/0 78/0 78/0 75/0 77/0 64/0 79/0 1
1268 50/0 52/0 49/0 51/0 47/0 48/0 48/0 54/0 55/0 72/0 73/0 76/0 79/0 65/0 74/0 86/0 1
USA 46/0 52/0 41/0 41/0 37/0 38/0 36/0 40/0 42/0 61/0 68/0 77/0 74/0 67/0 66/0 71/0 79/0 1
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ماتریس تشابه  
هاي مورد بررسی با استفاده از تشابه ژنتیکی ژنوتیپ
متغیر بود، میانگین 91/0تا 35/0ضریب تشابه جاکارد از 

دهنده وجود بود که نشان64/0ا برابر هتشابه بین ژنوتیپ
-هاي لولیوم بر اساس آغازگرتنوع قابل قبول در بین ژنوتیپ

). بیشترین تشابه را در گونه 3هاي مورد بررسی بود (جدول 
L. perenneبا 2و کمترین تشابه را ژنوتیپ 8با 7ژنوتیپ

ژنوتیپL. multiflorumداشت. بیشترین تشابه را در گونه 3
داشت. 10با 18هاي و کمترین تشابه را ژنوتیپ17با 16

از 7ها نیز بیشترین تشابه را ژنوتیپ همچنین در بین گونه
و L. multiflorumاز گونه 14با ژنوتیپ L. perenneگونه 

با ژنوتیپ L. perenneاز گونه 7کمترین تشابه را ژنوتیپ 
وان از تداشت که میL. multiflorumاز گونه 18

ها بیشترین تشابه را داشتند براي هایی که در بین گونهژنوتیپ
تلاقی و جریان ژنی استفاده کرد. 

اي  تجزیه خوشه

با اسـتفاده از  ايخوشهاي حاصل از تجزیه نمودار خوشه
DARwinار افزنرم ارائه شـده  2ها در شکل ژنوتیپبراي 6

اکـارد  بر اساس ضریب تشـابه ج UPGMAاست. از روش 
چـون ایـن ضـریب    ،شـد ها استفاده ژنوتیپبندي براي گروه

ي تطابق ساده و دایس ضـریب کوفنتیـک   هانسبت به ضریب
ــت. 93( ــالاتري داش ــه%) ب ــیهمانطورک ــه م ــوملاحظ د ش

 ـبـه ،گروه قرار گرفتنـد 2ها در ژنوتیپ هـا  کـه گونـه  وريط
رت صــد در صــد از یکــدیگر تفکیــک شــدند کــه صــوبــه
. گروه باشدیی بالاي نشانگر مورد استفاده مینده کارادهننشا

، L. perenne1،2 ،3،4 ،5 ،6گونههاي ژنوتیپاول شامل 
هـاي ایـن   ژنوتیپمتوسط ضریب تشابه براي ؛بود9و 8، 7
گونــههــايژنوتیــپبــود. در گــروه دوم  78/0ونــهگ

L. multiflorum10 ،11 ،12 ،13 ،14 ،15 ،16 ،17 18و
هـاي ایـن   ژنوتیپمتوسط ضریب تشابه براي قرار گرفتند که

بود.  73/0ونهگ

UPGMAمورد مطالعه با استفاده از روش Loliumهاي براي ژنوتیپSCoTهاي نشانگر دندروگرام حاصل از داده-2شکل 
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)PCoتجزیه به مختصات اصلی (
مورد بررسیهاي هاي حاصل از آغازگربر اساس داده

نحويبه، ها انجام شدژنوتیپتجزیه به مختصات اصلی براي 
ترتیب و دوم بهمختصات اول محور که نتایج نشان داد 

درصد از واریانس موجود را توضیح 21/20و 25/21

درصد از واریانس با این دو 46/41دادند و در مجموع 
. بر اساس مختصات اول و دوم دیاگرام شدمحور بیان 

) که این دیاگرام با 3(شکلشدها رسم ژنوتیپراکنشی پ
دوبههاژنوتیپاي مطابقت داشت و نتایج تجزیه خوشه
گروه تقسیم شدند. 

بر اساس محور مختصات اصلی اول و دوم SCoTها براي نشانگر ت ژنوتیپپلاباي-3شکل 

SCoTها با استفاده از نشانگر کولی بر اساس گونه ژنوتیپتجزیه واریانس مول-4جدول 

منابع تغییرات درجه آزادي مجموع 
مربعات میانگین مربعات واریانس برآورد شده درصد از واریانس PhiPT

هابین گونه 1 222/90 222/90 972/8 49% *486/0
هادرون گونه 16 556/151 472/9 472/9 51%

کل 17 778/241 444/18 100%
دار% معنی5اختلاف در سطح : *

-.35 -.3 -.25 -.2 -.15 -.1 -.05 .05 .1 .15 .2 .25

.2
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) AMOVAتجزیه واریانس مولکولی (
% 5ها در سطح در بین گونهPhiPTبر اساس آماره 

دست آمده نشان داد دار وجود داشت. نتایج بهاختلاف معنی
باشد ها میها تنوع بیشتر از بین گونهگونهدرونکه در 
% و 51ها برابر درون گونه). بر این اساس تنوع در 4(جدول 

). 4% مشاهده شد (شکل 49ها برابر در بین گونه

اي هاي تنوع ژنتیکی درون گونهمحاسبه شاخص
هاي مورد با توجه به نتایج حاصل از بررسی مولکولی گونه

هاي درصد براي هر گونه شاخص، SCoTنشانگربررسی با 
، (Uhe)یبهتروژنتیکی مورد انتظار ناار،(%P)چندشکلی 

ژنیجریان، (I)، شاخص شانون (He)هتروژنتیکی مورد انتظار 

)Nm ( هاگونهمیانژنتیکیتمایزضریبو)GST( شدمحاسبه
آمده بیشترین تنوع دستبه) که با توجه به نتایج 5(جدول 

.بودL. Multiflorumدرون جمعیتی و تنوع ژنی مربوط گونه 
هاي یسم نیز در بین ژنوتیپمورفپلیهمچنین بیشترین میزان 

میان) برآوردشدهGSTژنتیکی (تمایزضریباین گونه بود.
ده تقویتدهنکه این موضوع نشانبود339/0ها گونه

- در ژنوتیپآللیهايفراوانیشدنیکسانوژنتیکییکنواختی

میان ) Nm(ژنی جریان. فراوانیباشدهاي مورد بررسی می
بودنپایینکه بافرد برآورد شد973/0در هر نسل ها گونه

- ور معمول گونهطبه.داردها همخوانیگونهمیانتمایزژنتیکی

بین جمعیتیژنتیکیتمایزوبالاژنتیکیتنوعازدگرگشنهاي
.هستنددارپایینی برخور

اي براي دو گونه مورد بررسیمیزان تنوع درون گونه-5جدول 

گونه تعداد 
ژنوتیپ PPB% UHe(st) He I Nm GST

L. perenne 9 93/54 232/0 219/0 320/0
L. multiflorum 9 38/63 247/0 233/0 347/0

15/59 239/0 226/0 333/0 973/0 339/0

بحث
شد مشاهدهکههمانطورSCoTنشانگر ازاستفادهبا
هاي هر دو گونه ژنوتیپبیندرايملاحظهقابلتنوع

Loliumنیااساسبرمطلوبیچندشکلیوداشتوجود
bو همکاران (Abbaszade. در بررسی شدنشانگر مشاهده 

ژنتیکی شش جمعیت تتراپلوئید چچم یکساله ) تنوع2013
Lolium multiflorum با استفاده از نشانگرISSR بررسی

باند 43ها مشاهده شد که باند براي جمعیت50تعداد .شد
ژنتیکی آمد. تنوعدستبهشکلکباند ی7و شکلچند

در بررسی تفاوت هاي مورد بررسی مناسب بود. جمعیت
و Pivorieneژنتیکی چچم یکساله و چچم چندساله 

Pasakinskiene)2007 با استفاده از نشانگر (ISSR نشان
باند 57که بین چچم یکساله و چند ساله از تعداد ندداد

بودند. محتواي اطلاعات باند متفاوت 37تشکیل شده تعداد 
) در نشانگرهاي غالب از صفر تا نیم متغیر PICی (شکلچند
هرچه این عدد بزرگتر باشد بیانگر فراوانی بیشتر البته بود.
بررسی موردهاي ی براي آن جایگاه در ژنوتیپشکلچند
) در PICی (شکلمیانگین محتواي اطلاعات چند.باشدمی

بود. در مجموع 39/0بر هاي مورد بررسی براآغازگر
د با توجه به این شاخص از آغازگرهاي شوپیشنهاد می

SC5 ،SC40 ،SC35 ،SC63 ،SC13 ،SC44 ،SC26 ،
SC21 وSC10را نشان از این شاخصکه میزان بالایی
-سم دیگر ژنوتیپپلامجموعه ژرموتحلیلتجزیهبراي ، دادند

بهتریند.شوهاي جنس لولیوم در تحقیقات بعدي استفاده 
قدرتشاخصمناسب،آغازگرانتخاببرايشاخص
وبانددارايافرادتعدادازهمزیراباشد،می) RP(تفکیک



2217، شماره26اصلاح گیاهان مرتعی و جنگلی ایران جلد دو فصلنامه تحقیقات ژنتیک و

میانگین شاخص قدرت.داردثیرپذیريأتآللتعدادهم
بود. در حالت کلی با توجه به کلیه 68/4برابر ) RP(تفکیک
عنوان بهترین بهSC26و SC35ها آغازگرهاي شاخص

بررسی تنوع ژنتیکی جنس لولیوم معرفی برايازگرها آغ
) به a2013و همکاران (Abbaszadeاي شوند. در مطالعهمی

ژنتیکی هفت جمعیت دیپلوئید چچم یکساله ارزیابی تنوع
Lolium multiflorum با استفاده از نشانگرISSR

46که شدها مشاهده باند براي جمعیت53تعداد پرداختند.
بهآمد. با توجهدستبهشکلباند یک7و شکلدباند چن

هاي مورد ژنتیکی جمعیتآمده تنوعدستبهی شکلچند
همکاران وFarshadfarهمچنین بررسی مناسب بود.

نه با هاي رازیادر بررسی تنوع ژنتیکی اکسشن)2017(
بر SCoTشناختی و مولکولی استفاده از نشانگرهاي ریخت

)،PICی (شکلواي اطلاعات چندهاي محتاساس شاخص
نسبت و )MI(شاخص نشانگري، )RP(تفکیکقدرت

اقدام به معرفی بهترین نشانگرها )EMR(ثر ؤمچندگانه 
بود که 64/0ها برابر ند. میانگین تشابه بین ژنوتیپکرد

هاي لولیوم دهنده وجود تنوع قابل قبول در بین ژنوتیپنشان
باشد. در این تحقیق سی میهاي مورد برربر اساس آغازگر

را هایی که حداکثر فاصله ژنتیکیژنوتیپد از شومیپیشنهاد
هاي مورد بر اساس نشانگردر درون گونه خود دارند

هاي در جهت استفاده از حداکثر هتروزیس در برنامه، استفاده
هایی که توان از ژنوتیپ. همچنین میاصلاحی استفاده شود

تلاقی و جریان برايرین تشابه را داشتند ها بیشتدر بین گونه
) 2003و همکاران (Ghariani. در بررسی کردژنی استفاده 

با تونسیLolium perenneازاکسشن18ژنتیکی تنوع
مورد بررسی قرار گرفت. این ISSRاستفاده از نشانگر 

نشانگر براي تخمین فاصله ژنتیکی میان ارقام در نظر گرفته 
درژنتیکی راحاصل میزان بالاي تنوعهاي داده.شد

Lolium perenneنشان داد. همچنینPivorieneو
باراسالهچندچچمرقم16تعداد)2008(همکاران
تنوعودادندقراربررسیموردISSRنشانگرازاستفاده

ISSRنشانگرازاستفادهباارقامبیندررادارمعنی

نگاريانگشتکهندکردبیانهمچنین،کردندگزارش

ISSRارقامژنتیکیتنوعتعیینبرايکارآمديروش
به)Mirlohi)2010و Majidi. همچنین استبودهلولیوم

گونه ایرانی 8جمعیت از 42بررسی تشابه ژنتیکی 
Festuca،Lolium ،BromusوAgropyron با استفاده از

ب تشابه که ضرایکردندبیان وپرداختندAFLPهاينشانگر
ده دهنها متغیر بود که نشانژنتیکی جاکارد میان جمعیت

ایست. بر اساس ژنتیکی بین و داخل گونهسطوح بالاي تنوع
گروه قرار 2ها در اي ژنوتیپنتایج حاصل از تجزیه خوشه

رت صد در صد از یکدیگر صوبهها که گونهطوريبه؛گرفتند
ي نشانگر مورد دهنده کارایی بالاتفکیک شدند که نشان

با نتایج حاصل از تجزیه به باشد. این نتایجاستفاده می
و Bolaricمختصات اصلی مطابقت داشت. در مطالعه

) به ارزیابی خصوصیت مولکولی از طریق 2005همکاران (
Loliumاز گونههاي لهستانیژنتیکی در اکوتیپتنوع

perenneآلمانی و هاي و مقایسه رابطه این گروه و اکوتیپ
مشترك وتحلیلتجزیههاي اروپایی پرداختند. در یک واریته

واریته 22اکوتیپ آلمانی و 22اکوتیپ لهستانی، 19با 
شد و هدیدRAPDمورفیک نشانگر پلی172اروپایی 

همچنین هاي لهستانی متغیر بود.فاصله ژنتیکی میان اکوتیپ
Elazregازیهایجمعیتژنتیکیتنوع)2011(همکارانو

هاينشانگرازاستفادهباراLolium perenneگونه
AFLPپراکنشعاملکهکردندبیانودندکرارزیابی

اساسهمینبروداشتهنقشژنتیکیتنوعدرجغرافیایی
جغرافیاییپراکنشعاملازمتأثرژنتیکیتنوعازتوانمی
بهبودهمچنینوژنتیکیذخایرحفاظتهايبرنامهدر

هايبرنامهدرمطالعهموردگونهايعلوفهعملکرد
هاي تجزیه واریانس از کاربرد.کرداستفادهاصلاحی

ها و توان در تعیین تفاوت ژنتیکی بین جمعیتمولکولی می
اي اشاره کرد. تعیین حد مطلوب خوشه در تجزیه خوشه

هاي یکساله و چند تجزیه واریانس مولکولی بر اساس گونه
GenAlExار افزاستفاده از نرمساله با  انجام شد که 6.2

ها % و در بین گونه51ها برابر اساس تنوع در درون گونه
و همکاران Vieira. در مطالعه شد% مشاهده 49تنوع برابر 

ژنتیکی و ساختار ) به بررسی تعیین خصوصیت تنوع2004(
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با استفاده از نشانگر Lolium multiflorumجمعیت 4
RAPDدستبهژنتیکی کلی مقدار شاخص تنوعداختند.پر

4ژنتیکی وسیع در دهنده وجود تنوعآمده بالا بود که نشان
ساختار ژنتیکی نشان داد که وتحلیلتجزیهجمعیت بود. 

تنوع داخل جمعیتی بیشتر از تنوع بین جمعیتی بود.
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Abstract
Lolium is an important cool season grass species growing in different climates. To identify

variation among nine Lolium multiflorum and nine Lolium perenne genotypes, this experiment
was carried out based on 15 SCoT molecular markers. All of the SCoT primers showed 86
visible bands. Seventy four out of 86 bands were polymorphs. Primers SC35, SC36 and SC26
(with 9 and 8 bands respectively) showed the highest number of bands and SC10 and SC44
(with 2 and 3 bands) showed the lowest number of bands. The greatest number of band for
polymorphic information content (PIC) belonged to SC5، SC40، SC35 ،SC63 ،SC13, C44،
SC26 ،SC21and SC10. The greatest Resolving Power (RP), Marker Index (MI), Effective
Multiplex Ratio (EMR) belonged to SC35 andSC26 primers. Genetic similarity based on
Jaccard coefficient ranged from 0.35 to 0.91. Mean similarity between the genotypes was 0.64.
Cluster analysis grouped genotypes into two groups. The results of clustering was confirmed by
principal coordinate (PCo) analysis. Analysis of molecular variance of annual and perennial
species revealed that variation within species was 51% and variation between species was 49%.
Based on heterogeneity (He) and Shannon indices (I), the highest intraspecific variability and
gene variation belonged to L. Multiflorum.

Key words: Genetic variability, Lolium multiflorum, Lolium perenne, molecular marker, SCoT


