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 چکيده
ارزيوابی تنووع    منظوور بهنژادی گیاهان زراعی است. اين تحقیق کی از عوامل مهم در بهاز تنوع ژنتیکی ي برداریبهره
 PCR هوای واکنش، انجام DNA، انجام شد. پس از استخراج SSRجفت آغازگر 15ژنوتیپ نخود با استفاده از 35ژنتیکی 

توسو  تدوداد آلول تکثیرشوده بوه ازای هور       م .تکثیر کردند هاژنوتیپآلل را در تمام 49و الکتروفورز، آغازگرها در مجموع 
 ،آلل چهاربا  SSR63و  SSR14، SSR21 ،SSR26 یآغازگرهاهمراه با ، آللپنج با  SSR35 آغازگر آلل بود.26/3آغازگر 

آموده  دسوت بوه بر اسوا  رورايت تشوابه     نمودند. ریآلل را تکث نيکمتر ،آلل2با  SSR7و  SSR61 یو آغازگرها نيشتریب
 20/0، از (PIC)درصد را داشتند. میزان اطلاعات چندشوکیی  40/0با میانگین  80/0تا  10/0ای از ابه دامنههای تشارزش
 SSR62و  SSR21مربوط به آغازگرهوای   ترتیتبه PIC(. بیشترين و کمترين میزان 50/0متغیر بود )با متوس   88/0تا 

در هشوت گوروه اورار     هوا ژنوتیوپ انجام شود و   UPGMAوش ای با استفاده از رريت تشابه جاکارد و رخوشه ةبود. تجزي
از طريوق   هوا ژنوتیپی مختیف نخود را از همديگر تفکیک نمايد. تفکیک هاژنوتیپبندی تا حدودی توانست گرفتند. گروه

یوک  ای بود. رريت همبسوتگی کوفنت خوشه ةتجزي ةکنندتأيید تقريباًبددی نیز های دو و سهتجزيه هماهنگ اصیی و پلات
بوود. از تنووع موجوود     هوا ژنوتیپبندی ای و صحت گروههای مولکولی، روش تجزيه خوشهبین داده مؤثربالا بیانگر ارتباط 

 های اصلاح نخود استفاده نمود.توان در برنامهمی

 
 SSRنخود، نشانگر  ،(PICشکیی )میزان اطلاعات چندتنوع ژنتیکی،  های کليدی:واژه

 

   1مقدمه
درصود پوروتنین بووده و منبو      20دارای حدود  نخود ةدان

 Singh et)کالری مورد نیاز انسوان اسوت    تأمینمناسبی برای 

al., 2008)ايران . در بین حبوبات، نخود رتبه سوم دنیا را دارد .
چهارم و از نظور تولیود    ةکشت اين محصول رتباز نظر سطح زير

د حوودو، در ايووران (FAO, 2012)رتبووه ششووم دنیووا را دارد  
درصد از اراروی محصوولات سوالانه    2/6هکتار مدادل  هزار770

بوه حبوبوات اختصوا      1391-92برداشت شده درسال زراعی 
درصود و  2/20درصد، عد  3/61يافته است. از اين مقدار نخود 

 انود اختصا  داده خودبهدرصد از سطح برداشت را 95/14لوبیا 
(Ministry of jihade-agriculture, 2014).  آگاهی از میزان

تنوع و فاصیه ژنتیکی بین افراد يوا جوامو ، در انتخواا والودين     
ای الدواده های برتور از اهمیوت فوو    مناست جهت تولید هیبريد
کوه تنووع ژنتیکوی از ارکوان اصویی      برخوردار است. رومن ايون  
. بوا  (Sharma et al.,2002)شود کشاورزی پايدار محسوا می
توان   ژنتیکی و بهره برداری از آن میاطلاع از میزان تنوع مناب
تر برای منواطق مختیوف ايجواد و توصویه     اراام جديد و مطیوا

نژادگران جهوت افوزايش   ترين راهی که پیش روی بهنمود. ساده

                                                           
 drikvand_r@yahoo.com ،09163672770تیفن همراه:  نويسنده مسئول:*

محصوول  رهای پُعمیکرد در واحد سطح وجود دارد، گزينش رگه
ی گزينش، تنوع (. اما لازمهJoshig & Nguyen, 1993است )
و بايستی از میزان تنوع ژنتیکی موجود در گیاهان زراعوی  است 

ی ژنتیکی در بین افوراد يوا   و فاصیه هاآنو خويشاوندان وحشی 
 ،نوژادی هوای بوه  ها اطلاع کافی داشت تا بتوان در برنامهجمدیت

را  هوا ژنوتیوپ از  مؤثرگیری پلاسم و نمونهامکان سازماندهی ژرم
 .(Ismaili et al., 2010)فراهم آورد 

 عنووان بوه آگاهی از تنوع ژنتیکی و مديريت مناب  ژنتیکی، 
شوند. در وااو  تنووع   نباتات تیقی میهای اصلاحاجزاء مهم طرح

هاست و دسترسی به تنوع ژنتیکوی، اسوا    مبنای همه گزينش
های گیواهی موورد   و نمونه هاژنوتیپکارهای اصلاحی و انتخاا 

برآورد تنووع ژنتیکوی در    های مختیفی برایباشد، روشنظر می
توان اسوتفاده از  های گیاهی وجود دارد که از آن جمیه میگونه

اگرونوومیکی،  های مورفولوژيک(، صفات مورفولوژيکی )يا نشانگر
هوای مولکوولی   )نشوانگر  سیتولوژيکی، بیوشویمیايی و مولکوولی  

اسوتفاده   نژادگران گیاهی مدمولاًم برد. به( را ناDNAمبتنی بر 
را نسوبت بوه سواير     DNAانگرهای مولکوولی مبتنوی بور    از نش

هوای  نشانگرها جهت اطمینان از صحت تنوع بر اسوا  نشوانگر  
هوا ابوزاری اووی در    دهند. اين نشوانگر مورفولوژيک، ترجیح می
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ها و بررسی تنوع ژنتیکوی  يابی ژنهای ژنتیکی، مکانتهیه نقشه
 . (Khush, 1999)باشند پلاسم گیاهی میدر ژرم
مطالدات متدددی با اسوتفاده از نشوانگرهای مولکوولی     در

تنوع ژنتیکی نخود مطالده شده است که  SSRبخصو  نشانگر 
 .توان به چند مورد اشاره نمودمی

Aggarwal et al, (2015)  رام زراعی 125تنوع ژنتیکی
بررسوی   ISSRنخود هندوسوتان را بوا اسوتفاده از نشوانگرهای     

 91/0توا   26/0شکیی آغازگرها بین ندمیزان اطلاعات چ. نمودند
در  (Torutaeva et al., 2014) محققوان  بود. 72/0با متوس  

نمونه نخود در ارایزستان با اسوتفاده از  24بررسی تنوع ژنتیکی 
، میزان پروتنین و مواد مددنی مشوخ  نمودنود   SSRنشانگر 9

بوا   90/0توا   71/0آغازگرها بوین   شکییچندکه میزان اطلاعات 
تنوع ژنتیکوی و   Ghaffari et al, (2014)است.  83/0توس  م

نمونووه نخووود شووامل اراووام محیووی،   60تمووايزات جغرافیووايی  
المییوی  مرکوز بوین   های مدرفی شوده از های زراعی و لاينواريته

( را بووا ICARDA) 1تحقیقووات کشوواورزی در منوواطق خشووک 
رد موو  مواهواره ريوز نشوانگر  14استفاده از صفات مورفولوژيوک و  

را در  شوکیی چنود بررسی ارار دادند. نشانگرها سوطح بوالايی از   
 شوکیی چنود اراام مورد بررسی نشوان دادنود. میوزان اطلاعوات     

2(PIC)  متغیر بوود. اغیوت نشوانگرها     89/0تا  31/0آغازگرها از
5/0PIC> بودن اين نشوانگرها در بورآورد   آداشتند که بیانگر کار

های ديگری در بررسیلده بود. های مورد مطاتنوع ژنتیکی نمونه
(Sefera et al., 2011)، رام نخود را 48تنوع ژنتیکی  محققان

بررسی ارار دادنود. اطلاعوات   مورد SSRنشانگر 48با استفاده از 
 بوود.  77/0و میوانگین   37/0-91/0بوین   آغازگرهوا  شوکیی چند
(Naghavi et al, (2012 نخود  یمحی ةتيوار307 یکیتنوع ژنت

نشوانگر  16بوا   ،شده بوود  یآورجم  رانيمنطقه ا چهاردر  را که
دادنود. تدوداد آلول در هور مکوان       راورا  یماهواره مورد بررسزير

بوود )بووا متوسوو    ریوومتغ 28تووا  هشوت از  موواهوارهريووزنشوانگر  
 ةیو ناح ینخودهوا  نیدر ب یکیسطح تنوع ژنت ني(. بالاتر31/19

 یمولکوول  یهاکلاستر بر اسا  داده ةيشمال وجود داشت. تجز
از  يوی مجزا طوور کواملاً  هشمال بو  هیناح ینشان داد که نخودها

 Choudhary et. )انود شوده  کیتفک گريد ةنطقسه م ینخودها

al., 2012  آغوازگر  100(، با اسوتفاده از SSR   نمونوه  38تنووع
شوده  ریآلل تکث دارار دادند. تددا ینخود بانک ژن را مورد بررس

آلول در  8/4بود )بوا متوسو     ریمتغ 11تا  2از  یدر هر مکان ژن
 ریمتغ 80/0 ات 04/0آغازگرها از  شکییچندهر مکان(. اطلاعات 

 یهوا ژنوتیوپ مطالدوه   نيو بوود. در ا  3/0بود و متوس  آن برابر 

                                                           
1 International Center for Agricultural Research in the Dry Areas 

(ICARDA) 
2 Polymorphic Information Content 

نسوبت بوه    یتور متنووع  یژنو  یهوا ناو مکو  شتریتنوع ب یوحش
 نیتفواوت بو   ،یهماهنگ اصوی  ةي. تجزندداشت یزراع یهاتهيوار
 زياز هوم متموا  ی خوبهرا ب یوحش یهاو نمونه یزراع یاهتهيوار
  نمود.

ژنوتیپ 35هدف از انجام اين مطالده بررسی تنوع ژنتیکی 
بوا   هوا ژنوتیوپ بود. تنوع اين  SSRآغازگر 15نخود با استفاده از 
 ابلا بررسی نشده بود.   SSRاستفاده از نشانگر 

 

 هامواد و روش
شوده،  شامل اراوام اصولاح  ژنوتیپ نخود 35در اين تحقیق 

 مرکوز  از هوا آن بوذر  کوه  بخش و دو رام محییی امیدهاژنوتیپ
 شوده  تهیوه  لرسوتان  استان طبیدی مناب  و کشاورزی تحقیقات
 آورده 1 جدول در هاآن اسامی. گرفت ارار استفاده مورد بودند،
 . است شده

 شود  انجوام  CTAB روش از اسوتفاده  بوا  DNA استخراج
(Doyle & Doyle., 1990 .) حوذف  بورای RNA پوروتنین،  و 

 کیفیوت . شود  اروافه  هوا نمونه به پروتنیناز و RNase هایآنريم
 دسوتگاه  و درصود 8/0 ژل آگوارز  از استفاده با DNA هاینمونه

 Pico drop کمپووانی سوواخت) Pico 200 موودل پیکووودرا 
 غیظت با هايینمونه هاDNA از سپس. گرديد تدیین (انگیستان

ng50 ابیوی  مطالدوات  اسوا   بور . شود  تهیه (Qadir et al., 

 اورار  اسوتفاده  موورد  و انتخواا  SSR آغوازگر 15 تدداد ،(2007
 .گرفت انجام زير صورتبه PCR هایواکنش(. 2جدول) گرفتند
 چرخوه 40 دایقوه،  يک مدتبه و درجه94 دمای در چرخه يک
 تمدبه آغازگرها اتصال دایقه، پنج مدتبه و درجه94 دمای در
 نووع  بوه  بسوته ) درجوه  65 توا  50 بوین  دموای  در و دایقه يک

 دموای  در و دایقوه 2 مودت بوه  هوا نمونوه  تکثیور  سپس ،(آغازگر
 انجوام  دایقه10 مدتبه و دما همین در نهايی تکثیر و درجه72
 دسووتگاه از اسووتفاده بووا میکرولیتوور15 حجووم در واکوونش. شوود

. شود  انجوام  Bio Rad کمپانی ساخت My cyclerترموسايکیر 
 از موايکرولیتر  سوه  نمونوه  هور  بوه  تکثیور،  مراحول  انجام از پس

: 5/1 نسووبتبووه) بووارگیری بووافر و رد ژل آمیووزیرنووگ محیووول
درصوود کووه ترکیبووی از  5/3افووزوده شوود. ژل ( مووايکرولیتر5/1
با اسوتفاده   ،درصد آگارز متافور بود50درصدآگارز مدمولی و 50

هوا در چاهوک بوارگیری    تهیه شود. سوپس نمونوه    3TBEاز بافر
نویم اجورا   وسواعت دومودت  و بوه  100شدند. الکتروفورز با ولتاژ 

 گرديد.

 

                                                           
3 Tris Boric Acid EDTA 



 

129 

 1396نيمة اول ، 1ة، شمار8/ جلدايران هاي حبوباتپژوهش .../رسی تنوع ژنتيکیبر ؛ميردريکوند

 ی نخود مورد استفاده در تحقيقهاژنوتيپاسامی  -1جدول 
Table 1. Names or identity of chickpea genotypes used in the study  

 شماره
No. 

 نام/شناسه
Name/Identity 

 منشأ
Origin 

 هشمار
No. 

 شناسهنام/
Name/Identity 

 منشأ
Origin 

1 ILC-249 ICARDA 19 Flip03-123c ICARDA 
2 ILC-1929 ICARDA 20 Flip03-71c ICARDA 

3 Flip03-135c ICARDA 21 Flip05-18c ICARDA 

4 ILC-3279 ICARDA 22 Flip06-23c ICARDA 

5 ILC-3996 ICARDA 23 Flip05-28c ICARDA 
6 ILC-202 ICARDA 24 Flip05-11c ICARDA 

7 ILC-72 ICARDA 25 Flip05-19c ICARDA 

8 Flip05-46c ICARDA 26 Flip07-31c ICARDA 

9 ILC-5928 ICARDA 27 Flip08-12c ICARDA 

10 ILC-194 ICARDA 28 Flip05-15c ICARDA 

11 ILC-482 ICARDA 29 Flip08-58c ICARDA 

12 Gerit LOCAL-IRAN 30 Flip03-110c ICARDA 

13 Arman ICARDA 31 Flip98-55c ICARDA 

14 Hashem ICARDA 32 Flip01-50c ICARDA 

15 Be Vanij LOCAL-IRAN 33 Flip04-18c ICARDA 

16 Flip05-16c ICARDA 34 Flip08-14c ICARDA 

17 Flip88-85c ICARDA 35 Flip93-93c ICARDA 

18 Flip03-87c ICARDA    

 
 

بوورای تدیین اندازه اطدات از نشوانگر بوا بانودهای اسوتاندارد     
bp100    بورداری زيور نوور    استفاده گرديود. مشواهده و عکوسUV 
انجوام   Bio Radساخت کمپوانی   Gel Doc XRکمک دستگاه به

و  1دحضوور نووار ک و   صورت امتیازدهی شدند که بهها بدينشد. داده
قت وجود يا عودم وجوود   عدم حضور نوار کد صفر داده شد. در حقی

شکیی( با اعداد صفر و يوک بورای هور ژنوتیوپ مشوخ       نوار )چند
هوای مولکوولی، از   اسوا  داده  ها بور بندی ژنوتیپگرديد. برای گروه

اسوتفاده شود. تجزيوه     1UPGMAرريت تشوابه جاکوارد و روش   
هماهنگ اصیی نیوز بوا    ةها و تجزيبندی ژنوتیپای برای گروهخوشه

انجام شد. اطلاعات  NTSYS ،(Rohlf, 1998)افزار رماستفاده از ن
2بوا اسوتفاده از رابطوة    (PIC)شکیی آغازگرهوا  چند

ijΣP -PIC = 1 
ام  iدر مکوان ژنوی    jفراوانی آلول   ijpمحاسبه شد که در اين رابطه 

 . (Anderson et al., 1993)است 
 

 نتايج و بحث
 DNAجهت تکثیور  SSRجفت آغازگر15در نتیجه استفاده از 

(. اطلاعوات  1مشواهده شود )شوکل     شوکیی چندژنوتیپ نخود، 35در 
هريک از ايون   مربوط به چندشکیی و تدداد نوارهای تکثیرشده توس 

 هوا ژنوتیوپ آورده شده است. آغازگرها در تموام   2در جدول ،آغازگرها
بانود اابول    هوا ژنوتیپدر تمام  کهطوریبهاند، مکانی برای تکثیر داشته

بنابراين اين آغازگرها توالی مکمل بر روی ژنووم   تکثیر شد، دهیامتیاز
آلول و   پونج بوا   SSR35ی مورد مطالدوه داشوتند. آغوازگر    هاژنوتیپ

 چهوار  تدوداد  بوا  SSR63و  SSR14، SSR21 ،SSR26آغازگرهای 
نیوز   SSR7و  SSR61بیشترين آلل را تکثیر کردند. آغازگرهوای   آلل

                                                           
2 Unweighted Pair Group Method whit Arithmetic Average 

آلول را  49دند. در مجموع آغازگرهوا  آلل کمترين آلل را تکثیر نمو2با 
ازای تکثیر کردند، متوس  تدداد آلل تکثیرشوده بوه   هاژنوتیپدر تمام 
 (Hajibarati et al., 2014)ای هآلل بوود. در مطالدو  26/3هر آغازگر 

با اسوتفاده از نشوانگرهای ريزمواهواره     ،ی نخودهاژنوتیپتنوع ژنتیکی 
گوزارش   5/3ازای هور آغوازگر   هشده بمتوس  آلل تکثیرشد و  بررسی
مناسبی را ايجاد کردند. تدوداد آلول    شکییچنداغیت آغازگرها گرديد. 

که هور آغوازگر   اينبا توجه به. تکثیرشده توس  آغازگرها متفاوت است
اطدوات  DNA اسوت کوه در هنگوام تکثیور     5′و  3′شامل دو انتهای 
آغوازگر   3′هوای کننود، انت شروع به تکثیر موی  5′و  3′جديد در امتداد 

باشود  می PCRآغازگر در واکنش  مؤثرترين اسمت جهت اتصال مهم
(Erlich, 1989).      3′بنابراين ممکون اسوت در برخوی مووارد انتهوای 

با ناحیه مکمل خود نداشته اسوت و بانود کمتوری     مؤثرآغازگر اتصال 
 2آمده در جودول دستهتکثیر شده باشد. میزان اطلاعات چندشکیی ب

متغیرنوود )بووا   88/0تووا  20/0اسووت. ايوون مقووادير از   آورده شووده 
مربووط بوه    شکییچند(. بیشترين مقدار میزان اطلاعات 50/0متوس 

و  88/0برابوور  ترتیووتبووهاسووت کووه  SSR1و  SSR21آغازگرهووای 
مربووط   ترتیتبه 25/0و  20/0 میزانبهدرصد بود و کمترين آن 66/0

 است. SSR25و  SSR62به آغازگرهای 

بوودن هور   مواهواره مناسوت  تدداد آلل هر نشانگر ريوز میانگین 
 Roder etدهود ) مکان ژنی را برای تخمین تنوع ژنتیکی نشان می

al., 1998 .) اند داده هايی که تدداد آلل زيادی نشانآغازگربنابراين
با توجوه  . شوندبرای بررسی تنوع ژنتیکی مناست تشخی  داده می

در ايون   ،فو (جدول ات موجود در)اطلاع تدداد آلل و PIC میزانبه
 1، 4، 6، 7، 8، 11، 13آغازگرهای شوماره  تحقیق مشخ  شد که 

تور  نبست به ساير آغازگرها مناسوت بررسی تنوع ژنتیکی  برای 15و 
 هستند.
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 آمده آغازگرهای مورد استفاده در آزمايشدستبه شکلیچندنام، دمای اتصال و اطلاعات  -2جدول
Table 2. Name, annealing temperature and polymorphic information of primers 

ميزان اطلاعات 

 شکلیچند
PIC 

 شکلیچنددرصد 
Polymorphic % 

 تعداد باندهای

 چندشکل
Number of 

polymorphic 

bands 

 تعداد باندهای

 تکثيرشده
Number of 

amplified bands 

 دمای اتصال
Annealing 

temperature 

 نام آغازگر
Primer 

رديف
No. 

0.66 66 2 3 60 SSR1 1 

0.44 66 2 3 52 SSR42 2 

0.38 33 1 3 52 SSR38 3 

0.88 50 2 4 52 SSR21 4 

0.25 66 2 3 60 SSR25 5 

0.61 66 2 3 50 SSR28 6 

0.58 50 2 4 52 SSR26 7 

0.55 33 1 3 55 SSR22 8 
0.37 40 2 5 55 SSR35 9 
0.20 66 2 3 55 SSR62 10 

0.62 100 2 2 59 SSR61 11 

0.28 33 1 3 60 SSR58 12 

0.64 100 2 2 65 SSR7 13 

0.48 50 2 4 60 SSR14 14 

0.57 50 2 4 65 SSR63 15 

 

 
 در ژل آگارزSSR61 ی نخود با استفاده از آغازگرهاژنوتيپالگوی نواری تعدادی از  -1شکل

Fig. 1. Banding pattern of some chickpea genotypes using SSR61 primer in agarose gel 
 
تووان نتیجوه گرفوت کوه نشوانگرهايی کوه       طور کیی میهب

را دارند، بهتر از ديگر نشانگرهای موورد اسوتفاده    PICبیشترين 
کوه  اند فاصیه ژنتیکی اراام را مشوخ  کننود. در حوالی   توانسته

زی سوا خوبی توانوايی جودا  ، بهPICساير نشانگرهای با مقدار کم 
را ندارند. نتیجه ديگر اين است که ارتباط خاصی بین  هاژنوتیپ

 شوده وجوود نودارد   محاسوبه  PICافزايش تدوداد آلول و مقودار    
، متوسو   (Hajibarati et al., 2014) محققوان  (.2)جودول  
آغازگرهای ريزمواهواره را در بررسوی تنووع     شکییچنداطلاعات 

ج تحقیوق حارور   گزارش نمودند کوه نتواي   48/0 ،ژنتیکی نخود
 ,Aggarwal et alبووا آن مطابقووت دارد. در بررسووی تقريبوواً

رام زراعی نخوود بوا اسوتفاده از    125که تنوع ژنتیکی  (2015)
 شوکیی چنود ، میزان اطلاعوات  گرديدبررسی  ISSRنشانگرهای 
گزارش شده است.  72/0با متوس   91/0تا  26/0آغازگرها بین 

Torutaeva et al, (2014) نمونووه نخووود 24تیکووی تنوووع ژن
بورای صوفات میوزان     SSRنشانگر 9ارایزستان را با استفاده از 

مددنی مورد مطالده ارار دادند و نتیجوه گرفتنود   پروتنین و مواد
بوا   90/0توا   71/0آغازگرها بوین   شکییچندکه میزان اطلاعات 

تنووع ژنتیکوی    Ghaffari et al, (2014)اسوت.   83/0متوس  
هوای  های زراعی و لاينمل اراام محیی، واريتهنمونه نخود شا60

را با استفاده از صوفات مورفولوژيوک و    ICRDAمدرفی شده از 
مورد بررسی ارار دادنود. میوزان اطلاعوات     ماهوارهريزنشانگر 14
متغیر بود. اغیت نشانگرها  89/0تا  31/0آغازگرها از  شکییچند
5/0PIC>  دامنووه در خصووو ايشووانداشووتند. نتووايج مطالدووه  

آمده در مطالده حارور  دستبهمشابه نتايج  تقريباً PICتغییرات 
تنووع   (Sefera et al., 2011)هوای ديگوری   در بررسوی است. 
بوا   ،کشوور مدرفوی شوده بودنود    9رام نخوود کوه در   48ژنتیکی 

. محتووای  گرفوت مورد بررسی اورار   SSRنشانگر 48استفاده از 
و  37/0-91/0بووین  ،(PIC)آغازگرهووا  شووکییچنووداطلاعووات 
با توجه به مواد ژنتیکی و توالی آغازگرهوای  بود.  77/0میانگین 

ممکن اسوت در   PICمورد استفاده در مطالدات مختیف، میزان 
 Botstian et al, (1980)هوای متفواوتی اورار گیورد.     دامنوه 

داشوته   5/0تور از  بوزر   PICگزارش دادند که آغازگرهايی که 
بوین   PICکوه مقوادير  يیهاآنفید زياد، حاوی اطلاعات م ،باشند
کمتور   PICدارند اطلاعات مفید و آغازگرهايی کوه   5/0و  25/0
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دارند، حاوی اطلاعات مفید اندکی هسوتند. در تحقیوق    25/0از 
متوس  برابور   طوربهآغازگرها  شکییچندحارر میزان اطلاعات 

بود اين موروع بیوانگر ايون اسوت کوه آغازگرهوا حواوی        50/0
هوای مکمول   عبارت ديگر دارای توالیعات مفیدی بوده و بهاطلا
هوا  ی مورد بررسی هستند که اين توالیهاژنوتیپيی در هانامک
عبوارتی از نظور طوول بوا هوم      بوه  ؛تغییراتی دارنود  هاژنوتیپدر 

 نشان دادند. شکییچندزيرا پس از تکثیر  ،متفاوتند
استفاده از  مورد مطالده با هایژنوتیپماتريس تشابه بین  

تشووکیل گرديوود.   UPGMAرووريت تشووابه جاکووارد و روش  
درصود را داشوتند.    80/0توا   10/0ای از های تشابه دامنهارزش

بود. کمتورين تشوابه ژنتیکوی بوین      40/0متوس  ررايت تشابه 
و  11، 5، 3، 2، 1ی شوماره  هوا ژنوتیپو  35ی شماره هاژنوتیپ
( وجوود داشوت.   12/0، )30و  5ی هاژنوتیپ( و بین 10/0، )12

ها رريت تشابه کمی ( با اکثر لاين11رام محیی گريت )شماره 
رسد چون گريت از اراام محیی لرستان است و نظر میبه .داشت
تشوابه   ،انود المییی وارد کشوور شوده  از مراکز بین هاژنوتیپساير 

ی هوا ژنوتیوپ کمتری با رام گريت دارند. بیشترين تشوابه بوین   
و آرموان   (FILIP84-48C)يدنی اراام هاشوم   14و  13شماره 

(FILIP90-96C) (80/0    وجود داشت. ايون دو راوم حاصول ،)
سسوه  ؤکشوور بوا م   یقاتیمشترک مراکز تحقهای اصلاحی پروژه

ICARDA مشوابه   تقريباًمطیوا و  یزراع اتیخصوص ،هستند
 ميو د ریگرمسو موه یدر منواطق مدتودل و ن   شوتر یهم را دارند و ب
وجوود   هوا ژنوتیپبالايی بین  تقريباًتنوع  .شوندمیکشور کشت 

يی با درصد تشوابه ژنتیکوی کوم و    هاژنوتیپکه یطوربه داشت؛
وجوود   هوا آنيی با درصد تشابه ژنتیکوی بوالا در بوین    هاژنوتیپ

ی هوا ژنوتیوپ . در مطالدات مختیوف روريت تشوابه بوین     شتدا
 ةمطالدو تووان بوه   از جمیه می ؛مختیف نخود محاسبه شده است

Gemechu & Endashaw (2012)  اشاره کرد که در آن تنوع
نشوانگرهای   نمونه نخود زراعی اتیوپی با استفاده از155ژنتیکی 
. نتايج نشان داد کوه دامنوه   گرفتندمورد بررسی ارار  ماهوارهريز

هووا درصوود و در بووین جمدیووت73هووا تنوووع در داخوول جمدیووت
 36های محیوی از  دهکه تنوع در بین تودرصد است. در حالی27
با محاسوبه   Hajibarati et al, (2014)درصد متغیر بود. 57تا 

از نخود را  هاژنوتیپهای تشابه بین رريت تشابه جاکارد، ارزش
کوه در مطالدوات   ايون  با توجوه بوه  . گزارش دادند 94/0تا  47/0

ی مختیف و نشوانگرهای بوا تووالی متفواوت     هاژنوتیپمختیف از 
 نیز متفاوت خواهد بود.   هاژنوتیپدامنه تشابه  ،ودشمیاستفاده 
در  .نشان داده شوده اسوت   2در شکل هاژنوتیپبندی گروه
محول بورش    نیوی تشوابه جهوت تد   تيرورا  نیانگیو ماين شکل 

بوا اطو     .(Jamshidi, 2011شود )  نییتد هاژنوتیپدندروگرام 
آمود کوه    دسوت بوه گوروه   هشوت درصد، 40دندروگرام در نقطه 

، 1ی شوماره  هوا ژنوتیپگروه يک: شامل باشند. یم ريز صورتبه
ايکواردا دارنود. گوروه دو: شوامل      منشأکه هر سه ژنوتیپ  4و  3

 منشوأ است که هموه   10و  9، 8، 7، 6، 5، 2ی شماره هاژنوتیپ
)راوم   12ايکاردا دارند. گروه سه: در اين گوروه ژنوتیوپ شوماره    

رسود ايون   موی  نظور به .تنهايی ارار گرفته استمحیی گريت( به
 .هوايی دارد در سطح مولکوولی تفواوت   هاژنوتیپژنوتیپ با ساير 

)راوم محیوی    15البته در کنوار ايون ژنوتیوپ، ژنوتیوپ شوماره      
چوون ايون دو    ،البته در گروهی ديگراست،  نیج( ارار گرفتهبیوه

بنوابراين احتموال دارد    ،اراام محیی کشور هسوتند  وژنوتیپ جز
ا داشته باشند و تکثیور ايون تووالی موجوت     های مشابهی رتوالی
ايون در  ربَبندی کنار هم ارار گیرند. علاوهکه در گروهباشد شده 

، 31ی هوا ژنوتیوپ (، 4نیج ارار گرفته )گروه گروهی که رام بیوه
ايکاردا  منشأی با هاژنوتیپکه همگی از  اندگرفتهارار  33و  32

، 13، 11ی شوماره  هوا ژنوتیوپ هستند. گروه پنج: در اين گوروه  
 13ی شوماره  هوا ژنوتیوپ . اندگرفتهارار  20و  19، 18، 17، 14

 و( جوز FILIP84-48C)هاشم،  14( و FILIP90-96C)آرمان، 
اين دو ژنوتیوپ   .ء ايکاردا هستندمنشأشده با اراام زراعی اصلاح

هوم بووده و در سوطح وسوی  در     از نظر بسیاری صفات شبیه به
. شووند موی گرمسویر ديوم کشوور کاشوت     مناطق مدتدل و نیمه

در کنوار هموديگر در ايون گوروه      ،شودمیکه ملاحظه طورهمان
المییی ايکاردا ی اين گروه از مرکز بینهاژنوتیپارار دارند. ساير 

 23و  22، 21ی شماره هاژنوتیپ. در گروه شش، اندشدهمدرفی 
. گوروه  انود شوده اند که همگی از مرکز ايکاردا مدرفی ارار گرفته
، 29، 28، 27، 26، 25، 24، 16ی شماره هاژنوتیپهفت شامل 

در  35البته در کنار اين گروه، ژنوتیوپ شوماره    .است 34و  30
گروهی جداگانه ارار گرفته اسوت )گوروه هشوت(. تموامی ايون      

که از مرکز ايکواردا مدرفوی    اندهای پیشرفتهلاين وجز هاژنوتیپ
بنودی فوو  توا    گوروه  ،شوود موی که ملاحظوه  طورهمان. اندشده

 طوور بوه ولی  ،را از هم تفکیک نمايد هاژنوتیپحدودی توانسته 
ی هوا ژنوتیوپ عنووان مثوال   هکامل اين کار انجام نشده اسوت. بو  

يوا اراوام    ،اندگرفتهدر کنار هم ارار  تقريباًنیج محیی گهر و بیوه
 ولوی  ،دارنود  هاشم و آرمان نیوز در يوک گوروه اورار     شدةاصلاح
 اورار  متفواوتی  هوای گروه در ايکاردا ءمنشأ با پیشرفته هایينلا

 مولکووولی سووطح در هوواژنوتیووپ ايوون اسووت ممکوون .انوودگرفتووه
که نشوانگر موورد اسوتفاده    باشند يا اين داشته هم با هايیتفاوت

 .نتوانسته است تنوع موجود را نشان دهد
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 جاکارد تشابه ضريب اساس بر UPGMA روش از استفاده با نخود یهاژنوتيپ دندروگرام -2 شکل

Fig. 2. Dendrogram of chickpea genotypes using UPGMA method based on Jaccard's similarity coefficient 

 

رريت همبسوتگی بوین مواتريس رورايت کوفنتیوک و      
ماتريس تشابه که به ايون همبسوتگی اصوطلاحا همبسوتگی     

بوود کوه بورازش     = 76/0r، کوفتینک گويند، در اين مطالده
اسووت و صووحت  هوواژنوتیووپمناسووت ژنتیکووی بووین  تقريبوواً
توانود  دهد. اين رريت همبستگی موی بندی را نشان میگروه
باشود  بنودی  مدیواری بورای نکوويی بورازش گوروه      عنووان به
(Rohlf, 1998 & Schaut et al., 1999 .)Ismaili et al, 

 بوا  ديوم  گندم یهاژنوتیپ ژنتیکی تنوع بررسی در (2010)
 بووین همبسووتگی ،ISJ تصووادفی نیمووه نشووانگر از اسووتفاده
 را جاکارد تشابه ررايت ماتريس و کوفنتیک ررايت ماتريس
 بوین  ژنتیکوی  مناست برازش بیانگر که نمودند برآورد 86/0
 تقريبواً  نیز حارر تحقیق نتايج. بود بندیگروه صحت و اراام
 . دارد تطابق فو  تحقیق نتايج با

 روابو   بررسوی  در( Panwar et al., 2010) ینهمچن
 ,RAPD نشانگرهای از استفاده با ارزن یهاژنوتیپ ژنتیکی

SSR سیتوکروم نشانگر ژن و P450، مانتول  آزمون انجام با 
 مواتريس  بوین ( 95/0) بوالايی  کوفنتیوک  همبسوتگی  رريت
 نکتوه  ايون  بر محققان برخی. آوردند دستبه نشانگرها تشابه
 بور  دلالوت  بوالا  کوفنتیوک  همبستگی رريت که دارند تاکید
 اسوا   بور  هوا ژنوتیوپ  تفکیک در ایخوشه ةتجزي بودنمؤثر
نتايج اين  .(Tilman et al., 1996) دارد مولکولی هایداده

 بوین  مناسوبی  تقريبواً  همبسوتگی  تحقیق مبین آن است که
 اين که دارد وجود کوفنتیک و جاکارد تشابه ررايت ماتريس
 .کنود موی  تأيیود  را شوده  انجوام  بنودی گوروه  صوحت  موروع
از  هوا آنبور اسوا  فاصویه     هاژنوتیپتوزي  فضايی  منظوربه

اسوتفاده   1(PCoA)تجزيه هماهنگ اصویی  همديگر از روش 
و در  یدوبدد صورتبه 3در شکلهماهنگ اصیی  ةشد. تجزي
 نشان داده شده است.  یبددسه صورتبه 4شکل

روش  کوه در  یاصل ژنتیکو فو یبا مقايسه فواصل فضاي
شود که هور  آمده است، مشاهده می دستبه یاتجزيه خوشه
از هموديگر   یمشوابه  طوور بوه  تقريبواً را  هوا ژنوتیپدو روش 

ملاحظوه   یکه در شوکل دو بدود  طورهمان .اندتفکیک نموده
(، 15و  12 هایشماره) جینوهیو ب تيگر یاراام محی ،شودمی
همچنوین دو راوم   . انود گرفتوه  اورار  2ةیدر ناح وهم  کينزد

( نیوز  14و  13 هایشمارهآرمان و هاشم ) شدةزراعی اصلاح
. بنوابراين  انود گرفتهارار  4و  3ولی در نواحی  ،در مجاور هم

 نمايند. می تأيیددر اين مورد نتايج تجزيه کلاستر را 
ايکواردا در   منشأهای پیشرفته با راين اغیت لاينبَعلاوه
اراوام   زیو ن یبددسهدر پلات ت ارار گرفتند. اين پلا 1ناحیة

در کنار هم و  (15و  12 هایشمارهنیج )محیی گريت و بیوه
( 14و  13 هووایشوومارههاشوم و آرمووان )  ةشووداراوام اصوولاح 

                                                           
1 Principle Coordinate Analysis 
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های مدرفی شوده بوا   و اغیت لاين اندگرفتههم ارار نزديک به
. انود گرفتهايکاردا در اسمت سمت چپ اين پلات ارار  منشأ
 یبدددو و سه یهاکه از پلات شودمیگرفته  جهینت نيبرابنا
اسوتفاده   هوا ژنوتیوپ  یبنود روش گوروه  تأيیدجهت  توانیم

 نمود.
Choudhary et al, (2012)   در بررسی تنوع ژنتیکوی

و سوپس اسوتفاده از    SSRی نخود با نشوانگرهای  هاژنوتیپ
ی های زراعهماهنگ اصیی توانستند تفاوت بین واريته ةتجزي

خوووبی تشووخی  دهنوود. ههووای وحشووی نخووود را بووو نمونووه
(Schaut & Stam (1997    بوا   یاز تجزيوه هماهنوگ اصوی

، نشوان  AFLPآموده از نشوانگر   دستبه یهااستفاده از داده
را  یادادند که اين تجزيه، اطلاعات حاصل از تجزيوه خوشوه  

 صوورت بوه رديفه جوو را  نموده و اراام دو رديفه و شش تأيید
بوا   Ismaili et al, (2010)نمايود.  متموايز موی   ییکو گراف

نشان دادنود   ISJآمده از نشانگر دستبه یهااستفاده از داده
 یبدود و سوه  یدو بدد یهاو پلات یکه تجزيه هماهنگ اصی

از هوم   یخووب گنودم نوان و گنودم دوروم را بوه     یهوا ژنوتیپ
مده از آدستبهها با نتايج نمايند و نتايج اين پلاتتفکیک می
 مطابقت دارند. مبا ه یاتجزيه خوشه

و  SSR یآموده بوا اسوتفاده از نشوانگرها    دستبه جينتا
( نشوان  PICآغازگرهوا )  شوکیی چنداطلاعات  میزانبهمحاس

موورد   یهوا ژنوتیوپ آغازگرهوا در   نيو ا PICداده که مقودار  
 یآغازگرها نواح که است نيا انگریبالا بوده و ب تقريباًمطالده 
تنوع  یبررس یرا داشته و برا هاژنوتیپدر  ریتکث یامکمل بر

گرفتوه توا   صوورت  یبنود گوروه  مناست هستند. نخود یکیژنت
نخود شامل اراام محیی، اراوام   یهاژنوتیپتوانست  یحدود

را از هوم   شده از ايکارداهای مدرفیشده و لاينزراعی اصلاح
 یهاگروهدر  تقريباً هاژنوتیپ نيا کهیطوربه ،دينما کیتفک

توانست فاصیه  یبندگروه نيا نیجداگانه ارار گرفتند. همچن
 را نشان دهد.  ی نخودهاژنوتیپ نیب یکیژنت

 زیو ن یبا استفاده از صفات زراع هاژنوتیپچنانچه تنوع 
 یکو یو فاصویه ژنت  یکو یتنوع ژنت نياز ا توانیشود، م یبررس
 ،سوت مشاهده شوده ا  مورد مطالده نخود یهاژنوتیپ نیکه ب
، هوا ژنوتیوپ  نیبو  یو انجام تلاا یبدد یاصلاح یکارها یبرا
 يیهودف نهوا   کهعمیکرد  تیو کم تیفیبردن کمنظور بالابه

 صفات، استفاده کرد.  ريسا نیاست و همچن اهانیدر اصلاح گ
ها بوا اسوتفاده از صوفات    تنوع ژنوتیپشود می شنهادیپ
، بتووان  دو روش جينتوا  قیو توا بوا تیف   ودش یبررس زین یزراع
  برد.  یشتریگرفت و از آن بهرة ب یبهتر جهینت

 
 
 

 
 SSRهای آغازگر ی نخود بر اساس تجزيه هماهنگ اصلی با استفاده از دادههاژنوتيپنمودار پراکنش دو بعدی  -3شکل

Fig. 3. dimensional graph of chickpea genotypes based on principle co-ordinate analysis using SSR primers data 
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 SSRهای آغازگر ی نخود بر اساس تجزيه هماهنگ اصلی با استفاده از دادههاژنوتيپبعدی نمودار سه -4شکل

Fig. 4. Three dimensional graph of chickpea genotypes based on principle co-ordinate analysis using SSR primers data 
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Introduction 

 Utilization of genetic diversity in crop plants is very important for breeding objectives. Chickpea is the 

third most important grain legume and its seeds contain protein that is an important energy source for human. 

It ranks third worldwide among grain legumes. In Iran this crop cultivated at about 473000 hectares with an 

average annual production of 195000 tons. Genetic diversity of chickpea genotypes using SSR markers were 

examined in several studies.The objective of this study was investigation of genetic diversity among some 

chickpea genotypes using molecular data obtained from SSR primers.  

 

 Materials & Methods 

 Genetic diversity of 35 chickpea genotypes (Including cultivated, local variety and promising line) were 

assessed using 15 SSR primers. These primers were selected from previous study. DNA was extracted from 

two-week old plants of each genotype following the protocol of CTAB-method. After DNA extraction, the 

quantity of DNA was measured under 0.8% agarose gel electrophoresis. DNA concentration was estimated 

using Picodrop. The final DNA concentration of each template stock was adjusted to 50 ng/µl. The PCR was 

performed in a Thermal Cycler (Bio-Rad Model thermal cycler) in a volume of 15 µL. The amplification 

step was as follows: 1 cycle at 94°C for 1 min, then 40 cycles comprising 94°C for 5 min, annealing of 

primer at 50-65°C (depending on the primer) for 1 min. The final extension was carried out at 72°C for 10 

min. The amplification products were electrophoresed on 3.5% agarose gels (combination of 50% Metaphor 

and 50% LE Agarose), and for staining, 3 µL Gel Red and dye (the 1.5:1.5 ratio) was added to each sample. 

Photographed was performed using the Bio-Rad Gel Doc. Molecular data was analyzed using the NTSYS-pc 

software version 2.02.  
 

Results & Discussion 

 All of fifteen SSR primers were generated scorable bands. Totally 49 alleles (ranged between 2 to 5 

alleles per each locus) with an average 3.26 allele per locus was distinguished. These results are agreement 

with the results of some study and did not match to other. One of the reasons may be due to the use of 

different genetic material and SSR markers.  

Majority of primers identified high level of polymorphism. Jaccard similarity coefficient values among 
genotypes, ranged from 0.10 to 0.80, average value of similarity coefficient was 0.40. The highest similarity 

was found between Hashem and Arman genotypes. Polymorphic information content (PIC) ranged from 0.20 

to 0.88 (average 0.50). The highest (0.88) and the lowest (0.20) value of PIC was pertained to SSR21 and 

SSR62 Primers, respectively. A high mean PIC value can be attributed to the use of more informative 

markers. Unweighted pair group method of the arithmetic average (UPGMA), based on Jaccard similarity 

clustering form a dendrogram with eight genotypes group. Eight groups can be distinguished by truncating 

the dendrogram at mean similarity coefficient value of 0.40. Clustering somewhat was distinguished 

chickpea genotypes, as cultivated genotypes and local were put together. In the present study SSR markers 

almost succeed in separation of genotypes but this marker could not separate promising chickpea completely. 

Principal co-ordinate analysis (PCoA) was carried out on the mean pairwise genetic distances to display the 
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genetic relationship of genotypes in the PCoA 2D and 3D plot. 2 and 3D plot were confirmed the results of 

cluster analysis. Cophenetic correlation showed that molecular data and cluster was corresponded.  

 

Conclusion 

 SSR primers that used in this study are more informative in chickpea genotypes. The genotypes almost 

showed diverse and distinct SSR patterns. It was concluded that SSR marker was suitable for evaluation of 

genetic diversity in chickpea genotypes and this genetic diversity can be used in chickpea breeding 

programs. To achieve better results in crossing programs, we recommended also these genotypes get 

evaluated using morphological and agronomic traits.  
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