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  چكيده
آيـد، اطلاعـات    ار ميدر دنيا به شم (.Cicer arietinum L) با وجود اينكه ايران يكي از خاستگاهاي عمده نخود 

ژنوتيپ نخود اصلاح شده و  18در اين تحقيق، تنوع ژنتيكي . اندكي از ساختار تنوع ژنتيكي اين گياه در ايران موجود است
آغازگري كـه   18از ميان  .مورد مطالعه قرار گرفتند RAPDمورد كشت و كار در غرب ايران با استفاده از نشانگر تصادفي 

ي واضح و قابل DNAقطعه  208در مجموع ) اي توليد نكرد قطعه OPM-05آغازگر ( آغازگر 17تند، كار رف هدر مطالعه ب
متوسـط تعـداد   . بودند%) 66/96( باند چندشكل 201از مجموع كل تعداد باندهاي حاصل، تعداد . امتيازدهي تكثير نمودند

و بـه روش   (Dice) سـاس ضـريب تشـابه دايـس    هـا برا  اي داده تجزيـه خوشـه  . بانـد بـود   2/12ازاي هر آغازگر بانددهي به
UPGMA )98/0ستگي كوفنتيك؛ بضريب هم =r (شهاي نخود را به  ژنوتيپبر مبناي دنـدروگرام  . گروه تقسيم نمود ش

ها در داخل  قرارگرفتن بخش وسيعي از ژنوتيپ. دست آمد هحاصل، بيشترين فاصله ژنتيكي بين رقم بومي و خوشه ششم ب
هـا شـباهت    پلاسـم، اكثـر ژنوتيـپ    هاي تكراري در اين ژرم اين نكته است كه با وجود عدم حضور ژنوتيپيك گروه، بيانگر 

توانـد   ي محلي بيـونيچ در بزرگتـرين خوشـه مـي     بندي توده همچنين گروه. دهند ژنتيكي بسيار بالايي با يكديگر نشان مي
. گرفتـه باشـند   أش ـني بومي غرب ايران م اردا از يك تودهي ايك هاي اصلاح شده اشد كه ژنوتيپبيانگر اين موضوع ب احتمالاً

، افـزايش تنـوع ژنتيكـي و مستندسـازي     پلاسـم نخـود زراعـي    پذيري ژرم تواند در جلوگيري از آسيب نتايج اين مطالعه مي
 .نخود مفيد فايده باشد پلاسم ژرم

  
  RAPDپلاسم، نخود، نشانگر مولكولي  تنوع ژنتيكي، ژرم :كليدي هاي واژه

  
   2  1مقدمه 
حبوبات نقش مهمي در تـأمين نيازهـاي غـذايي جامعـه      

در . كننـد  ويژه در كشورهاي در حال توسعه ايفـاء مـي   بشري، به
نسبت به ديگر حبوبات، سازگاري بيشـتري   1بين حبوبات، نخود

هاي موجـود   با شرايط اقليمي ايران دارد و با توجه به محدوديت
توانـد بخشـي از    ايـن گيـاه مـي   هاي حيواني،  در تأمين پروتئين

 ,SabaghPour)مين نمايـد  أپـروتئين مـورد نيـاز كشـور را ت ـ    

1998; Bagheri et al., 1999).     آگـاهي از چگـونگي تنـوع
 پلاسـم  ژرمژنتيكي و اطلاع از قرابت فاميلي بين افراد موجود در 

 هاي اساسي موفقيت در برنامه هاي شرط يك گونه، يكي از پيش
، پلاسـم  ژرماين مسئله به مـديريت بهتـر منـابع    . است نژادي به

هـاي تكـراري و در نهايـت بـه انتخـاب والـدين        تعيين ژنوتيـپ 
براي اصلاح  .كند گيري كمك مي هاي دورگ مناسب براي برنامه

ارقام نخود و نيز نگهداري و حفظ ذخاير تـوارثي، بررسـي تنـوع    
                                                 

   Nazarian.f@lu.ac.ir ،09166608194 :همراه :مسئول هنويسند*
1 Cicer arietinum  

اي برخـــوردار  موجــود بـــين ارقــام نخـــود از اهميــت ويـــژه   
 ;Sharma et al., 1995; Samizadeh-Lahiji, 1997)است

Tilman & Wedin, 1996).      ميـزان توليـد نخـود در ايـران
ــا ــتحقي. (Millan et al., 2006) ين اســتيپ ــدد، ق ات متع

محدوديت پايه ژنتيكي و ناسازگاري اين گياه بـا انـواع وحشـي    
ن بود ترين علل پايين اي را از عمده هاي بين گونه نخود در تلاقي

 Rao)كنند  تنوع ژنتيكي و در نهايت عملكرد اين گياه ذكر مي

et al., 2007).  نخـود، تنـوع   ارقام  پلاسم ژرمكلكسيون جهاني
بايست ارقام جديدي را بـا   كمي دارد و براي افزايش عملكرد مي

ــي    ــالا معرف ــيل ب ــودپتانس  ;Collard et al., 2003)نم

Robertson et al., 1997) . جهـاني نخـود    مپلاس ـ ژرمكمبود
 Robertson et)ثر اين گياه است ؤم نژادي به هاي نيازمند روش
al., 1997) . ي واسـطه  عـلاوه، فرسـايش ژنتيكـي نخـود بـه      بـه 

هاي زنده و غيرزنده به دلايل متعدد سبب شـده اسـت تـا     تنش
 توليـد و  .پلاسـم ايـن گيـاه كـاهش يابـد      تنوع ژنتيكـي در ژرم 

اي، قادر است ميزان تنوع ژنتيكـي   گونه هيبريدهاي بين نژادي به
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 گيـاهي ماننـد نخـود مفيـد باشـد      نژادي به را افزايش داده و در
(Singh et al., 1994; Van Rheenen et al., 1993) .

نخود بايستي روي اصلاح پتانسـيل ژنتيكـي    نژادي به هاي برنامه
هـاي زنـده و    همراه با افزايش عملكـرد و مقاومـت عليـه تـنش    

بـه منظـور افـزايش پتانسـيل ژنتيكـي،      . كز شوندغيرزنده متمر
هـاي موجـود و    بايست تنوع ژنتيكي كارآمدي را بـين گونـه   مي

 ;Robertson et al., 1997)هـاي وحشـي ايجـاد نمـود      نمونه

Collard et al., 2003).    اگرچه گزينش مبتني بر فنوتيـپ بـا
پـذير اسـت،    هاي آزمايشي امكان هاي آماري و طرح داده تكيه بر

ها در اكثـر مـوارد،    اما به دليل ماهيت ژنتيكي صفات و رفتار ژن
براي بررسـي تنـوع ژنتيكـي از    . ها با خطا همراه هستند انتخاب
ــه   روش ــي از جمل ــاي مختلف ــر  ه ــي ب ــايي مبتن ــع جغرافي توزي
ها از مناطق مختلف، اختلافـات مورفولـوژيكي،    آوري نمونه جمع

شـده اسـت كـه     دههـاي سـيتولوژيكي اسـتفا    آيزوزايم و بررسي
شان قادر بـه تعيـين   هاي ها به علت محدوديت هريك از اين روش

. (Gharhyazi, 1997)باشـند   دقيق و سريع تنوع ژنتيكي نمي
، در  DNAبررسي تنوع ژنتيكي به كمك نشـانگرهاي مولكـولي   

نشانگر مولكولي . ارقام مختلفي از گياه نخود صورت گرفته است
 RAPD (Random Amplified Polymorphic تصـادفي 

DNA)   يكي از نشانگرهاي مولكولي متداول براي بررسي تنـوع
اين نشانگر از . هاي گياهي است ژنتيكي موجود بين ارقام و گونه

برخوردار است  بررسي چندشكلي بين ارقامقدرت مناسبي براي 
(Byazid, 1996; Emamjomeh, 2000) .  نشـانگرRAPD 

ــم ــانگري ك ــ نش ــه و م ــرايؤهزين ــونومي و  ثر ب ــات تاكس مطالع
 Abo-elwafa et al., 1995; Sharma et)فيلوژنيـك اسـت   

al., 1995; Friesen et al., 1997; Wolff & Morgan-
Richards, 1998) .  سادگي فني تكنيـكRAPD   اسـتفاده از

اخـتلاف   و مورفيسم، شناسـايي ژنوتيـپ   آن را براي بررسي پلي
-Abo)كنــد مــي ژنتيكــي در طيــف وســيعي از گياهــان فــراهم

elwafa et al., 1995; Sharma et al., 1995; Friesen et 
al., 1997; Wolff & Morgan-Richards, 1998) .تاكنون 

تنـوع   در گياه نخـود بـراي بررسـي    RAPDاز نشانگر تصادفي 
بـراي مثـال،   . (Sant et al., 1999)ژنتيكي استفاده شده است 

ــي   ــ  17در تحقيق ــي و زراع ــود وحش ــت نخ ــاس جمعي ي براس
، RAPDها و به كمك نشانگر  هاي مورفولوژيكي، آلوزايم ويژگي

 ه شد كهو در نهايت نشان دادگرفتند مورد تجزيه و تحليل قرار 
هاي وحشي و زراعي نخـود وجـود    همبستگي نزديكي بين گونه

   Davis (1995)براساس نتـايج  .  (Hu & Carlos, 1991)دارد
ــولي  ــه  RAPDنشــانگر مولك ــوزايم و نشــانگرهاي نســبت ب آل

پروتئيني از كارايي بيشتري براي تعيين تنوع ژنتيكي برخوردار 
 Gaur)چنين نتايجي روي نخود نيز گزارش شده اسـت   .است

& Slinkard, 1990) .  نشـانگرRAPD     توانسـته اسـت سـطح
مورفيسـم را در ارقـام نخـود ايرانـي نشـان دهـد        بالايي از پلـي 

(Weeden, 1992; Sharma et al., 1995) . پژوهشــگران
 ,RFLP, RAPDهمبستگي بالايي را بين ماتريس حاصـل از  

AFLP     و ميكروساتليت گزارش نمودند و پيشـنهاد كردنـد كـه
  .ها نيز استفاده نمود توان از اين روش مي RFLPجاي  به

هاي لرستان و  خصوص استان رغم آنكه غرب كشور به علي 
سفانه أور هستند، اما متكرمانشاه قطب كشت و كار نخود در كش

در مورد ارقام نخود موجـود در ايـن منـاطق بررسـي و مطالعـه      
 هـاي  لـذا بـا توجـه بـه نيـاز روش     . جامعي صورت نگرفته اسـت 

هاي مختلف گيـاهي   به شناخت تنوع ژنتيكي بين گونه نژادي به
و با عنايت به اين كه نخود از نظـر اقتصـادي از اهميـت بـالايي     

راي مصــارف و مزايــاي متعــددي اســت و برخــوردار اســت و دا
همچنين اين گياه به شدت در معرض فرسـايش ژنتيكـي قـرار    
دارد، لازم است تحقيقات بيشـتر در زمينـه تعيـين چندشـكلي     

هـدف از اجـراي ايـن    . هاي مختلف آن صورت گيرد بين ژنوتيپ
ژنوتيـپ نخـود و    18تحقيق تعيين ميزان فاصله ژنتيكـي بـين   

   .بود RAPDبين آنها با استفاده از نشانگر ميزان تنوع ژنتيكي 
  

  ها مواد و روش
چندشـكلي  به منظور بررسـي تنـوع ژنتيكـي و شناسـايي     

هاي پيشنهادي بـراي كشـت و كـار در     مولكولي ارقام و ژنوتيپ
ژنوتيپ نخود از مركز تحقيقات كشاورزي  18غرب ايران، تعداد 

ــدند    ــه ش ــتان تهي ــتان لرس ــي اس ــابع طبيع ــدول (و من . )1ج
هـاي اميدبخشـي    ژنوتيـپ  وجـز  18تـا   2 ي هاي شماره ژنوتيپ

بـه ايـران    ICARDAالمللـي   هستند كه از مركز تحقيقات بين
 وجـز  (Bivanij)بيـونيچ  در ايـن جـدول رقـم    . انـد  ارسال شده

 خـوبي اين رقم سـازگاري  . هاي بومي استان كرمانشاه است توده
وسـط  هـاي غـرب كشـور دارد و هنـوز هـم ت      به شـرايط اسـتان  
حـدود  . شود هاي كرمانشاه و لرستان كشت مي كشاورزان استان

، از )عـدد بـذر   10تعـداد  ( سه هفته بعد از كاشت گلداني بـذور 
برگ جوان و تازه  سه به تصادف گياهان جوان بوته از پنجتعداد 
سـپس  . مايع منجمـد شـدند   نيتروژنو بلافاصله در  آوري جمع
گـراد   درجه سـانتي  -80در  ها به آزمايشگاه منتقل شده و نمونه

بـه منظـور اسـتخراج    . نگهداري شـدند  DNAتا زمان استخراج 
DNA گـرم بـرگ جـوان از هـر گيـاه در       4/0ي ژنومي، حدود

 CTABژنــومي بــه روش  DNAمــايع پــودر شــد و  نيتــروژن
پـس از  .  (Murray & Thompson, 1980)اسـتخراج گرديـد  

وفـورز ژل  ي ژنـومي در جريـان الكتر  DNAبررسي سالم بـودن  
درصد، غلظـت و خلـوص آن بـا اسـتفاده از دسـتگاه       8/0آگارز 

در ). انـد  نتايج نشـان داده نشـده  (اسپكتروفوتومتر تعيين گرديد 
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كه  )2جدول (گرديد آغازگر تصادفي استفاده  18اين تحقيق از 
براساس توليد بيشترين چندشكلي براساس مطالعات ساير منابع 

در حجـم  ) PCR(جيـره پليمـراز   واكنش زن. انتخاب شده بودند
ــر 25 ــزيم  ميكروليت ــر آن ــك ميكروليت ــامل ي  Tag DNAش

Polymerase )µl u/ 10) ( ميكروليتــر  10، )فزاپــژو، تهــران
DNA  ژنـــومي)ng/µl 30( يـــك ميكروليتـــر از هركـــدام از ،

ــا  ــر )µl pmol 100/(آغازگره ــك ميكروليت  dNTPs )mM، ي
مراز با غلظت نهـايي  ميكروليتر بافر مخصوص آنزيم پلي6و ) 2/0
چرخه 40سازي در  بعد از بهينه PCRواكنش  .صورت گرفت 1×

دقيقـه در دمـاي    5در آغاز كل واكنش به مـدت  . صورت گرفت
. حرارت داده شـد ) پيش واسرشت سازي(گراد  درجه سانتي 94

ــنش،   ــر چرخــه از واك ــه در  3ه ــراد  درجــه ســانتي 94دقيق گ
 نشستن آغازگرهـا  صدر دماي خادقيقه  يك، )واسرشت سازي(
) بسط آغازگرهـا (گراد  درجه سانتي 72دقيقه در دو ، )2جدول (

 5چرخـه، واكـنش بـراي مـدت      40بعد از اتمـام  . انجام گرديد
گراد حرارت داده  درجه سانتي 72در دماي ) بسط نهايي(دقيقه 

ي ژنومي روي ژل آگـارز  DNAمحصولات حاصل از تكثير . شد
سـاعت در   2مايـد بـراي مـدت    برو درصد حـاوي اتيـديوم   5/1

تـك   بـراي تـك   PCRواكـنش   .ولت الكتروفـورز گرديدنـد  100
 95بـيش از  (آغازگرها بهينـه گرديـد و از تكرارپـذيري نسـبي     

 .اطمينان حاصل گرديد PCRباندها پس از سه واكنش ) درصد
روي ژل آگارز، براسـاس   RAPDباندي حاصل از تجزيه  الگوي

صورت يك يا صفر  هها، ب ر نمونهوجود يا عدم وجود باند خاص د
سپس براساس ماتريس صفر و يـك حاصـل،   . امتيازدهي گرديد

از ماتريس تشـابه  فاصله يا شباهت ژنتيكي بين افراد با استفاده 
و روش  Diceهاي نخود با استفاده از ضريب تشـابه   بين ژنوتيپ
UPGMA  افزارنرمبه كمك  NTSYSpc 2. محاسبه گرديد.  

  
  نتايج و بحث

ــه RAPDنشــانگرهاي تصــادفي  ــه دليــل هزين ي كــم،  ب
و توليـد   DNAسادگي اجـرا، عـدم نيـاز بـه اطلاعـات تـرادف       

هـا،   بندي ارقام و ژنوتيپ اطلاعات مقدماتي مورد نياز براي گروه
 Ahmad)از مقبوليت خوبي در بين محققان بر خوردار هستند 

& Slinkard, 1992) .     هـاي   بـه منظـور ارزيـابي چنـد شـكلي
ي بـومي   ژنوتيپ و يك توده 17در بين  DNAاصل از تكثير ح

از مجمـوع هجـده   . نخود، از هجده آغازگر تصادفي استفاده شـد 
بانـد واضـح    208آغازگر مورد مطالعه، هفده آغازگر در مجموع 

 OPM-05آغــازگر  .تكثيــر نمودنــد bp1300تــا  bp100بــين 
ي گونـه بانـد   ، هـيچ PCRرغم آزمون دماهـاي مختلـف در    علي

ميانگين تعداد باندهاي تكثيري براي هر ). 2جدول ( توليد نكرد
ــود 2/12آغــازگر  ــدها،  . ب ــد  201از مجمــوع تعــداد كــل بان بان

 19و  5تعداد قطعات تكثيـري بـين   . بودند) %6/96( شكلچند
در بين آغازگرها، بيشترين تعداد قطعات مربوط به . متفاوت بود

تعداد مربوط به آغـازگر  باند و كمترين  19با  OPA-07آغازگر 
OPA-16  17ميزان درصـد چندشـكلي در بـين    . باند بود 5با 
كه از نتايج  طوري همان. متغير بود درصد100تا  8/81آغازگر از 

ــد، آغازگرهــاي مــورد برمــي مطالعــه از نظــر كــارايي توليــد   آي
و حتـي يكـي از آنهـا بـه نـام       شتندشكلي با هم اختلاف داچند

OPM-05  رغم آنكه  يي را تكثير نمايد، عل اقطعهنتوانست هيچ
از جمله آغازگرهاي با كارايي بـالا بـود    ي ا اين آغازگر در مطالعه

(Iruela et al., 2002) . كلكسيوني از  مذكوراگرچه در مطالعه
سـاله و  سـاله و چند  هـاي زراعـي، يـك    ژنوتيپ شامل گونـه  75

 اسـتفاده شـده اسـت،   ) آغـازگر  30(همچنين تعـداد بيشـتري   
تـر از   ينيپا) 5/8(ميانگين تعداد قطعات توليدي در اين مطالعه 
. ي حاضــر اســت متوســط تعــداد قطعــات توليــدي در مطالعــه 

ازاي هـر آغـازگر و درصـد     همچنين تعـداد قطعـات حاصـل بـه    
ترتيـب بيشـتر از تعـداد     ي اخير به چندشكلي حاصل در مطالعه

ــل     ــكلي حاص ــد چندش ــدي و درص ــات تولي در %) 4/74(قطع
 ي ا در مطالعـه  .(Rao et al., 2006)اسـت   مـذكور  ي العـه مط

ازاي هر آغـازگر   باند به 3/12هاي بومي نيز به  ارقام و توده ديگر،
رسيد كه با متوسـط تعـداد بانـد توليـدي توسـط ايـن مطالعـه        

درصـد  .  (Fazeli & Choghamirza, 2011)تفـاوتي نـدارد  
هـا نسـبت    ژنوتيپتوان به قرابت بالاي اين  شكلي بالا را ميچند

كه متوسط تعداد قطعات توليدي بـه دليـل قرابـت     طوري داد، به
  . ي مشابه، نسبتاً بالاست ها و برخورداري از شجره ژنوتيپ

هاي نخود با استفاده از ضـريب   ماتريس تشابه بين ژنوتيپ
). 3 جــدول( تشــكيل گرديــد UPGMAو روش  Diceتشــابه 
هـاي نخـود،    نوتيـپ شـود بـين ژ  ديده مـي  2كه در شكل  چنان

ــات نشــان داده .شــباهت ژنتيكــي وجــود دارد  ــه تحقيق ــد ك ان
 ;Ahmad & Slinkard, 1992)نشــانگرهاي بيوشــيميايي 

Labdi et al., 1996)    و نشانگرهاي مبتنـي بـرDNA  و از آن
 ;RAPD (Sant et al., 1999; Iruela et al., 2002جملـه  

Sudupak et al., 2002)  نخود را ضـعيف  ، تنوع ژنتيكي گياه
هـاي نشـانگري مبتنـي بـر      با اين حال سيستم. اندارزيابي كرده
تواننـد تنـوع   خـوبي مـي   به (Sharma, 1995)ها  ميكروساتليت

كـه از نتـايج ايـن     طـوري  همـان . ژنتيكي نخود را آشكار سـازند 
 به تنهايي كـارايي خـوبي در   RAPDآيد، نشانگر تحقيق بر مي

بـه رغـم   . هـا نـدارد   ن ژنوتيـپ جداسازي و تشخيص تنوع در اي
 ,.Sant et al)و هماهنگ با نتـايج ديگـران    RAPDمشكلات 

1999; Iruela et al., 2002; Sudupak et al., 2002)   ايـن
با ايـن  . هاي نخود را از همديگر جدا كند نشانگر توانست ژنوتيپ

تـرين   يكـي از عمـده  . حال قدرت اين جداسازي خيلي زياد نبود
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خصــوص ممكــن اســت پيشــينه مشــترك ايــن دلايــل در ايــن 
هــا باشــد كــه از شــجره آنهــا و محــل اصــلاح آنهــا در  ژنوتيــپ

ICARDA ژنوتيـپ بـومي   . مشخص استBivanij   بيشـترين
و كمترين شباهت را  )درصدFlip 98-22C )2/86شباهت را با 

با توجه به خاستگاه نخود و . نشان داد Flip 99-66Cبا ژنوتيپ 
نظـر   هبگونه  اين ها با اين توده محلي، يپشباهت بالاي بقيه ژنوت

هايي ممكن اسـت از ايـن تـوده و يـا      رسد كه چنين ژنوتيپ مي
   . گرفته باشند أاي ايراني با خصوصيات مشابه منش توده

    

 
  

  OPT-13و OPAC-09  دو آغازگر تصادفي PCR  پروفايل الكتروفورز محصول - 1شكل 
 .دهدرا نشان مي bp100 نشانگر  M .هستند 1براساس جدول ها ي ژنوتيپشماره 18تا  1اعداد از 

Fig. 1. RAPD fingerprinting of chickpea genotypes generated by two different random primers 
M: 100 bp size marker 

 
 

 
  ژنوتيپ نخود 18دندروگرام روابط ژنتيكي  -2شكل 

  .ترسيم شده است UPGMAو روش  Diceهاي نخود با استفاده از ضريب تشابه  س تشابه بين ژنوتيپماتري. است 1ها براساس جدول  اسامي ژنوتيپ
Fig. 2. Dendrogram representing genetic relationships among 18 chickpea genotypes 

The genotype names are the same as those shown in table 1. Similarity matrix among genotypes was created based on 
Dice similarity coefficient and denderogram was drawn by UPGMA  
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 آنها شجره همراه به نخود يها پيژنوت ياسام -1جدول 

 .است شده يآور جمع كرند شهرستان اطراف در نام نيهم به ييروستا از كه است كرمانشاه استان يمحل ي توده كي نام چيونيب
Table 1. Name and pedigree of chickpea genotypes 

Bivanij is a landrace from Kermansha province and has been collected from a village in Kerend suburb 
 رديف
Row  

 نام
Name 

 شجره
Pedigree

أمنش  

Origin  

1 Bivanij كرمانشاه شاهد محلي 

2 FLIP98-22C 95TH2/FLIP91-18C*×FLIP90-96C ICARDA 

3 FLIP00-57C 96TH22-2-BH-122/FLIP92-146C*×FLIP93-53C ICARDA 

4 FLIP98-107C 95TH47/(FLIP88-6C×ILC3373)×FLIP89-4C ICARDA 

5 FLIP98-131C 95TH47/(FLIP88-6C×ILC3373)×FLIP89-4C ICARDA 

6 FLIP98-126C 95TH47/(FLIP88-6C×ILC3373)×FLIP89-4C ICARDA 

7 FLIP99-66C 96TH61/(FLIP91-159C×ILC1278)× FLIP91-149C ICARDA 

8 FLIP93-93C 89TH258/(FLIP85-122C×FLIP82-150C) FLIP86-77C ICARDA 

9 FLIP98-40C 95TH70/(FLIP81-77C× PLOT29283)× S93320 ICARDA 

10 FLIP90-96C (ILC5342/FLIP84-93C) ICARDA 

11 FLIP92-113C 89TH141/ILC1934×FLIP85-122C ICARDA 

12 FLIP98-106C 95TH47/(FLIP88-6C×ILC3373)×FLIP89-4C ICARDA 

13 FLIP98-74C 95TH17/FLIP90-100C×S93040 ICARDA 

14 FLIP98-201C 95TH4/FLIP91-52C*×FLIP93-65C ICARDA 

15 FLIP98-197C 95TH11/FLIP90-95C*×FLIP92-19C ICARDA 

16 ILC482 - ICARDA 

17 FLIP98-178C 95TH8/FLIP91-124C*×FLIP90-19C ICARDA 

18 FLIP00-10C 96TH7/FLIP90-196C*×FLIP90-15C ICARDA 
 

 مورف و درصد چندشكلي براي آغازگرها، نام دماي آنيلينگ، تعداد باندهاي پلييتوال -2 جدول

 .هستند يدينوكلئوت10 يهمگ آغازگرها
Table 2- Primer sequences, name, Tm, number of polymorphic bands and the percentage of polymorphism 

All primes are 10 nucleotides long. 
 رديف
Row 

 نام آغازگر
Primer 

توالي ('3→'5)
Sequence 

 دما آنيلينگ

Tm (°C) 

تعداد قطعات چند شكل
No. Polymorphic bands

مورفيسم درصد پلي  
Polymorphism (%) 

1  OPZ-10 CCGACAAACC 34 16 100 
2  OPZ-19 GTGCGAGCAA 35 11 90.66 
3  OPY-18 GTGGAGTCAG 39 8 100 
4  OPY-02 CATCGCCGCA 32 13 100 
5  OPY-10 CAAACGTGGG 32 6 100 
6  OPS-01 CTACTGCGCT 33 9 100 
7  OPJ-20 AAGCGGCCTC 33 15 100 
8  OPT-13 AGGACTGCCA 34 17 94.44 
9  OPX-14 ACAGGTGCTG 32 11 90.66 
10  OPA-07 GAAACGGGTG 31 19 100 
11  OPA-08 GTGACGTAGG 29 12 100 
12  OPA-16 AGCCAGCGAA 36 5 100 
13  OPAB-17 TCGCATCCAG 33 10 90.91 
14  OPAC-09 AGAGCGTACC 31 18 100 
15  OPM-05 GGGAACGTGT 33 0 0 
16  OPI-13 CTGGGGCTGA 35 11 84.61 
17  OPC-05 GATGACCGCC 35 9 81.81 
18  OPAF-16 TCCCGGTGAG 35 10 100 

 
در داخــل يــك  هــا ژنوتيــپقرارگــرفتن بخــش وســيعي از 

هـاي تكـراري در ايـن     كلاستر بيانگر اين است كه اگرچـه تـوده  
 ها شباهت ژنتيكـي نسـبتاً   وجود ندارد ولي اكثر توده پلاسم ژرم

ر بخش وسيعي از ژنـوم خـود مشـابه    بالايي با يكديگر دارند و د
  .هستند

اگرچه ايران يكي از خاستگاهاي اين گياه اسـت، بـه نظـر    
 RAPDهـا براسـاس ماركرهـاي     بنـدي تـوده   رسد كه گـروه  مي

 .دهد تصوير واضحي از پراكنش جغرافيايي آنها نشان نمي
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هـاي نخـود    تنوع ژنتيكي و فاصله ژنتيكي كه بين ژنوتيپ
 (RAPD)بــا اســتفاده از نشــانگرهاي تصــادفي  مــورد مطالعــه
تواند بـراي انجـام تلاقـي بـه منظـور بـالابردن        ميمشاهده شد، 

كميت و كيفيت عملكرد كه هدف نهايي در اصلاح گياهان است 

هـاي   با استفاده از برآورد تنوع ژنتيكي حجـم تلاقـي  . كار رود به
هـا   قـي يابد و شانس توليد نتاج برتر از اين تلا ممكن كاهش مي

 .افزايش خواهد يافت
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Introduction 
Despite the fact that Iran is one of the major chickpea (Cicer arietinum L.) center of origins, limited information is 
available regarding chickpea genetic variation and diversity. Genetic diversity information is crucial for the choice of 
proper parents to establish new breeding programs. Chickpea germplasm is poor, suggesting the need for gaining 
enough knowledge of genetic diversity among available chickpea genotypes. A number of molecular techniques have 
been developed to unveil the genetic potentials of plant materials. Random Amplified Polymorpic DNA (RAPD) seems 
to be a reliable molecular marker to investigate the genetic diversity of chickpea genotypes in IRAN. The objectives of 
present research was: (1) to investigate the power of RAPD markers for estimation of  genetic diversity among chickpea 
genotypes in west of Iran, (2) to investigate the genetic relationships between chickpea genotypes, and (3) to determine 
whether chickpea genotypes could be distinguished by RAPD marker data. 
 
Materials and Methods 
Random amplified polymorphic DNA markers (RAPD) were used to assess the genetic relationship between 18 
different chickpea genotypes representing the cultivated chickpea cultivars in west of Iran. Genomic DNA was isolated 
according to Murray & Thompson (1980). Eighteen oligonucleotide primers were selected according to the number of 
literature published with the highest number of polymorphic bands. Polymerase chain reaction (PCR) was carried out in 
a total volume of 25 μl including 2 units of Taq DNA polymerase, 30 ng of genomic DNA template, 10 pmol of 
primers, 0.2 mM of dNTPs, and 2.5 μl of 10 × reaction buffer. DNA amplifications were performed in a thermocycler. 
The thermal profile was as follow: One time denaturation at 94◦C (5 min), followed by 40 cycles of denaturation at 94◦C 
(3 min), annealing at each primer proper Tm (1 min) and extension at 72◦C (2 min) and one time final extension at 72◦C 
(5 min). PCR products were analyzed on 1.5 % agarose gels in TBE buffer running at 100 V for 2h. The gels were 
stained using ethidium bromide and visualized with UV light. The reproducibility of the DNA band patterns was 
evaluated duplicate gel electrophoresis analysis. Only clear and repeatedly amplified RAPD DNA bands were scored as 
(1) for present bands and (0) for absent ones.  
 
Results and Discussion 
Out of 18 random RAPD primers used in this study, 17 primers amplified genomic DNA across all the genotypes. In 
total, 201 polymorphic bands (96.63%) out of 208 reproducibly scoreable RAPD markers were generated (OPM-05 
primer did not produce any band). On average, 12.2 bands per primer were observed in RAPD analysis. Cluster analysis 
using Dice coefficient of similarity and UPGMA (r=0.98) method based on polymorphic fragments, grouped all 
eighteen genotypes into 6 groups with 77% accuracy. Based on dendrogram obtained, Bivanij (Landrace genotype) 
showed the least similarity with the 6th cluster. Although there was no redundancy among the genotypes tested, the 
majority of genotypes were clustered together. ICARDA genotypes may have been improved from an Iranian landrace.  
 
Conclusions 
Genetic diversity among chickpea cultivars using RAPD markers have been studied by a number of 
researchers. Although in most cases a low level of polymorphism with RAPD markers have been reported, 
this study showed a considerable amount of polymorphism. Furthermore, our results showed that cultivated 
chickpea cultivars in west of Iran have many genes in common. We recommend further studies to be 
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conducted by using more number of chickpea genotypes as well as more robust molecular markers. Results 
of this study can be used in germplasm management/conservation practices, developing core collections and 
as guidance to plant geneticist and breeders for planning future explorations, and crop improvement 
purposes. These findings may help to avoid genetic vulnerability and erosion, keeping chickpea genetic 
diversity and germplasm.  
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