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  چكيده
انجـام ايـن   براي  . صفات زراعي مورد بررسي قرار گرفتبرخي مولكولي رپيد وهايا استفاده از نشانگر ژنوتيپ لوبيا ب25در اين تحقيق روابط ژنتيكي     

نتايج اين آزمايش نشان     .دشدر شرايط مزرعه انجام     ) ژنوتيپ هاي لوبيا    ( تيمار 25 آزمايشي درقالب طرح بلوك هاي كامل تصادفي با سه تكرار و             مطالعه
 UPGMA بـا روش   تهيه شدهدندروگرام مربوطهكه  در حالي .هاي لوبيا از نظر عملكرد و ساير صفات زراعي وجود دارد    داد كه تنوع زيادي بين ژنوتيپ       

در تعيين روابط ژنتيكي ژنوتيپ ها      . بودو براساس فاصله هاي اقليدسي، به هيچ وجه حاكي از تفكيك ژنوتيپ ها به سه گروه متمايز چيتي، قرمز و سفيد ن                     
 نوار براي هر آغازگر ايجـاد       54/5 نوار چندشكل با ميانگين      144 آغاز گر تصادفي مورد استفاده قرار گرفت كه          26انگر هاي مولكولي رپيد     با استفاده از نش   

 بـالاترين و پـائين تـرين مقـدار        . بود متغير )P9آغازگر  ( 458/0تا  ) P17آغازگر  ( 077/0 و دامنه آن بين      273/0متوسط ميزان اطلاعات چند شكلي      . شد
تجزيـه خوشـه اي     . دگردي ـ محاسـبه    59/1مربوط بوده كه متوسـط ايـن شـاخص          ) 154/0( P17و  ) P1 ) 55/3شاخص نشانگربه ترتيب به آغازگرهاي      

در ايـن  . ژنوتيپ ها را به سه گـروه تقـسيم نمـود     وبا استفاده ازضرايب جاكاردUPGMA مولكولي رپيد وروش  هايبراساس داده هاي حاصل از نشانگر     
تنها چهار ژنوتيپ درگروه مربوط به خود قرار نگرفتنـد لـذا كـارايي ايـن گـروه بنـدي             نواع لوبيا چيتي، قرمز و سفيد كاملاً از يكديگر مجزا شده و           تجزيه ا 

 -062/0 (تفكيك ژنوتيپ ها با استفاده از اين دو روش كاملاً متفاوت بود و آزمون مانتل نيز هيچگونـه همبـستگي معنـي داري                      .  تعيين شد  %25/21=84
r= (    زراعـي   صـفات نتيجه نهايي اينكه در اين تحقيق نشانگر مولكولي رپيد ابزار بهتري در تفكيك انـواع لوبيـا نـسبت بـه                      . بين دو دندروگرام نشان نداد 

  . تشخيص داده شد
 

  لوبيا، نشانگر مولكولي رپيد، صفات زراعي و تجزيه خوشه اي: واژه هاي كليدي
  
  1مقدمه

 درگياهان، ازطريق صـفات مورفولـوژيكي يـا     بررسي تنوع ژنتيكي  
بهـره بـرداري آگاهانـه از     ).7 (بيوشيميايي همواره متداول بوده اسـت       

ذخاير ژنتيكي جهت استفاده در مطالعات مختلف از جمله تجزيه هـاي            
ژنتيكي به يك دانش تفصيلي از روابط ژنتيكي مواد گيـاهي و تعيـين              

اطـلاع از ميـزان تنـوع    ). 15  (سطح تنـوع ژنتيكـي موجـود نيـاز دارد         
ژنتيكي ژرم پلاسم و ارتباط ژنتيكي بين ژنوتيپ ها براي محافظـت و             

ايـن  ). 18 (استفاده از منابع ژرم پلاسـم داراي اهميـت زيـادي اسـت            
ن را در انتخـاب تركيبـات والـديني مناسـب           ااطلاعات مي تواند محقق   
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د هيبريـد   براي بهره برداري حداكثر از مواد ژنتيكي موجود جهت تولي ـ         
  ). 25 ( ياري دهدكيكهاي پر محصول و جمعيت هاي در حال تف

مطالعه تنوع ژنتيكي فرآيندي است كه تفاوت يا شباهت گونه هـا،     
جمعيت ها و يا افراد را بـا اسـتفاده از روش هـا و مـدل هـاي آمـاري           
ــا    ــر اســاس صــفات مورفولوژيــك، اطلاعــات شــجره اي ي خــاص ب

تنوع ژنتيكي گونه هاي ). 20( مي كندخصوصيات مولكولي افراد بيان 
زراعي ووحـشي لوبيـا بوسـيله انـواع مختلـف نـشانگرها موردارزيـابي               
 قرارگرفته است، نشانگرهاي زراعـي ومورفولـوژيكي، پـروتئين دانـه و           

 هــا و پــي، رپيــد، مينــي ســاتلايت.ال.اف.فــازئولين، آيزوانــزايم هــا، آر
ن بين از نشانگر مولكولي دراي). 16 (ماكروساتلايتها از آن جمله هستند    

 رپيد بطورگسترده درتهيه نقشه هاي ژنتيكي، مطالعـات تاكـسونومي و          
بالكايـا و    ).8 (همچنين روابط ژنتيكي استفاده شده اسـت       فيلوژنيكي و 

 جمعيـت از لوبياهـاي      44با ارزيابي صـفات مورفولـوژيكي       ) 5 (ارگون
ايـن  . ردنـد تركيه را به وسيله تجزيه خوشه اي به شش گروه تقسيم ك           
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موضوع نشان داد كه تنوع زيـادي از نظـر صـفات مورفولوژيـك بـين                
بـا اسـتفاده از     ) 21 (مويـب و همكـاران    . جمعيت هاي لوبيا وجود دارد    

نشانگر مولكولي رپيد تنوع ژنتيكي را در بين لوبيا هاي آفريقايي مـورد           
 جمعيت لوبيـا وجـود داشـت كـه          24در اين مطالعه    . بررسي قرار دادند  

 53 آغازگر چند شكلي نشان دادنـد و  11 آغازگر از مجموع 9ت به  نسب
نتايج اين تحقيق مشخص كرد كه تنوع ژنتيكـي خـوبي            .نوارتوليد شد 

در بين اين نمونه ها وجود دارد كـه مـي تـوان از آن در برنامـه هـاي                    
بـه منظـور مطالعـه تنـوع      ) 24 (ردي و همكاران  . اصلاحي سود جست  

آر و  .اس. نـشانگر اس   35 و   19بـه ترتيـب از       ژنوتيپ لوبيـا     30ژنتيكي
نتايج نـشان داد كـه نـشانگرهايي كـه          . آر استفاده نمودند  .اس.اس.آي

 است چند شكلي بيشتري نسبت به       ACتوالي هاي موتيف آنها      اساس
هـا   آن.  هست نشان مي دهند    AGآنهايي كه توالي هاي موتيف آنها       

يـق نـشانگر هـاي      همچنين بر اساس نتايج به دست آمده از ايـن تحق          
آر را ابزارهــاي مفيــدي بــراي گــروه بنــدي  .اس.اس.آر و آي.اس.اس

 زيرا آنها به خوبي ژنوتيپ هايي كه از لحاظ جغرافيـايي   ؛معرفي نمودند 
  . اختلاف داشتند را تفكيك كرده بودند

رنگ بذر يكي از خصوصياتي است كه در طبقه بندي انـواع لوبيـا              
وه بر اين رنـگ بـذر شـاخص مهمـي           علا. مورد استفاده قرار مي گيرد    

همچنين در طبقه بنـدي هـاي       . براي بازارپسندي و توليد زراعي است     
 خـصوصيت رنـگ بـذر از       1تجاري لوبيا و برنامه هاي تحقيقاتي سيات      

: در ايران سه تيپ رنگي لوبيا رايج است       . اهميت بالايي برخوردار است   
 كه  Great.Northernسفيد، مهمترين كلاس با اندازه متوسط و تيپ         

در مرتبه دوم اهميت لوبيـا چيتـي بـا          . به آن لوبيا سفيد گفته مي شود      
 است و لوبيا قرمز كـه       Cranberryاندازه متوسط قرار دارد كه از تيپ        

 بوده و اندازه بذر از خيلي كوچك تـا متوسـط   Red Mexicanاز تيپ 
 ـ            ). 2 (متغير است  ا اما سئوالي كه در اينجا مطرح اسـت اينـست كـه آي

ژنوتيپ هاي لوبيا كه از نظر اين خـصوصيات مهـم تجـاري در گـروه                
هاي متفاوت قرار مي گيرند از لحاظ صفات زراعي هم در گروه هـاي              
متفاوتي قرار مي گيرند؟ به عبارت ديگر آيا نشانگرهاي زراعي قادر به            

يـا اينكـه ممكـن    . تفكيك اين ژنوتيپ ها در گروه هاي خـود هـستند   
كه از نظر اين خصوصيت از يكديگر متمايز هستند         است ژنوتيپ هايي    

از لحاظ نشانگر هاي زراعي به يكديگر نزديـك تـر باشـند و در يـك                 
همين سئوال ها در رابطه بـا نـشانگرهاي مولكـولي           . گروه قرار گيرند  

از طرفي مقايـسه قـدرت تفكيـك اينگونـه      . مانند رپيد نيز مطرح است    
 اين زمينه مي تواند در نوع خـود         نشانگرها با نشانگرهاي زراعي نيز در     

با توجه به موارد ذكر شده در بالا تحقيق حاضر با اهـداف              .جالب باشد 
  :زير طراحي و به اجرا در آمد

  صفات زراعي هاي لوبيا بااستفاده از  گروه بندي ارقام ولاين-الف
هاي نـشانگر  هـاي لوبيـا بااسـتفاده از        گروه بندي ارقام ولاين    -ب

 مولكولي رپيد

                                                            
1- Centro International de Agriculture Tropical, Cali, 

Columbia 

ارزيـابي كـارآيي     و  مقايسه اين دوروش گروه بندي بايكـديگر       -ج
  آنها

  
  مواد و روش ها

اين آزمايش در محل دانـشكده كـشاورزي دانـشگاه آزاداسـلامي            
مرحله اول مطالعـات مزرعـه اي و        :  انجام گرديد  1387شيراز در سال    

ــات      ــه دوم مطالع ــي و مرحل ــفات زراع ــاس ص ــر اس ــدي ب ــروه بن گ
 و گـروه بنـدي براسـاس نـشانگرهاي          DNA آزمايشگاهي، اسـتخراج  

تهيـه شـده از      ( رقم ولاين لوبيـا    25دراين تحقيق،    .مولكولي رپيد بود  
سـفيد مـورد    از انواع مختلف قرمـز، چيتـي و  ) مركز ملي لوبياي خمين   

فهرست اسامي ارقام ولاين هـاي تحـت بررسـي،    . مطالعه قرار گرفتند  
  آزمـايش در قالـب       . آمـده اسـت    1همراه با كدهاي مربوطه در جدول     
) ارقام ولاين هـاي لوبيـا       ( تيمار 25طرح بلوك هاي كامل تصادفي با       

 خط كاشت با فاصله بـين  4 شامل 3×3هر كرت .  تكرار اجرا گرديد 3و
 بوتـه  40 سانتي متر بود كه پس از تنك كردن در هر كرت  50خطوط  

  از هر كرت با حفظ اثر حاشيه        زراعي جهت ثبت صفات  . نگه داشته شد  
تجزيـه داده هـا بـا       .  نمونه به طور تـصادفي برداشـت گرديـد         6تعداد  

-NTSYSpc و Excel-2007 ،SAS-6.12 استفاده از نرم افزار هاي

2.02eانجام شد .  
  

   و واكنش زنجيره اي پلي مرازDNAاستخراج 
DNA    70 ميلي گرم برگ جوان كه قبلاً در دماي          90 ژنومي از- 

استخراج ) 13 ( باروش گاول و جارت    درجه سانتي گراد ذخيره شده بود     
 7/0 ژنومي اسـتخراج شـده بـر روي ژل           DNAپنج ميكروليتر از    . شد

 نانوگرم در ليتر اتيديوم برومايـد مخلـوط شـده           500درصد آگارز كه با     
 با توجه   DNAپس از الكتروفورز، كيفيت و كميت       . بود، بار گذاري شد   

 هـاي  DNAتنهـا    به عنـوان كنتـرل ارزيـابي شـد و          DNA  لاندا به
 روي ژل آگـارز بودنـد و نـسبت          RNAاستفاده شدند كه فاقد اسـمير       

A260/A280    سپس  .  بود 8/1 -2 آنها بينDNA     هـاي مناسـب بـه 
   درجه سانتي گـراد    4 نانوگرم در ميكروليتر رسيد و در دماي         25غلظت  

.  جهت انجام واكنش زنجيـره اي پلـي مـراز نگهـداري شـد              )يخچال(
 ميكروليترانجـام گرفـت كـه       10پلي مراز در حجم     واكنش زنجيره اي    
 نـانوگرم در ميكروليتـر، يـك        25 با غلظت    DNAمواد واكنش شامل    

 10 نانوگرم در ميكروليترآغـازگر،  Taq DNA Polymerase ،5واحد 
 ميلي مولار   50 و   10xPCR، يك ميكروليتر بافر     dNTPsميلي مولار   

MgCl2  موسايكلر بـه صـورت زيـر       تكثير با استفاده از دستگاه تر     .  بود
 درجـه سـانتي گـراد در يـك         94 دقيقه در دماي     5به مدت   : انجام شد 

درجه سـانتي گـراد، يـك دقيقـه          94چرخه اوليه سپس يك دقيقه در       
 درجه سانتي گـراد در      72 درجه سانتي گراد و دو دقيقه در دماي          37در
   درجه 72 دقيقه دماي 7چرخه به مدت  40 پس از انجام ، چرخه40
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   مورد مطالعه   لوبيا ارقام و لاين هايمشخصات -1جدول

  نوع  كد ژنوتيپ  نام ژنوتيپ  رديف  نوع  كد ژنوتيپ  نام ژنوتيپ  رديف
1  Khomein-5 Ks-21152 14 چيتي  Sayad Ks-31166 قرمز 
2  Local Khomein Ks-21467 15 چيتي  Derakhshan Ks-31168 قرمز 
3  Daneshjo Ks-21468 16 چيتي  Akhtar Ks-31170 قرمز 
4  Cardinal Ks-21469 17 چيتي  G5710 Ks-41104 سفيد 
5  Cran 75 Ks-21470 18 چيتي  WA8528-9 Ks-41108 سفيد 
6  Pinto Ks-21472 19 چيتي  WA8563-2 Ks-41125 سفيد 
7  MCD4012 Ks-21475 20 چيتي  WA8563-6 Ks-41127 سفيد 
8  COS16 Ks-21478 21 چيتي  WA8563-4 Ks-41133 سفيد 
9  Taylor Ks-21488 22 چيتي  WA8563-3 Ks-41135 سفيد 
10  Goli Ks-31167 11805  23 قرمز Ks-41233 سفيد 
11  Naz Ks-31165 24 قرمز  Cifemcave Ks-41235 سفيد 
12  Capsoli Ks-31145 25 قرمز  WA4502-1 Ks-41237 سفيد 
13  D81083 Ks-31164 قرمز         

  

  
   وبيا ژنوتيپ ل25 براي 25 و 9نوارهاي بدست آمده مربوط به آغازگرهاي  نمونه اي از-1شكل 

  
  . گرديدDNAسانتي گراد باعث تكثير نهايي رشته هاي 

 TBE 1x درصد بـا بـافر   2/1محصولات تكثير شده در ژل آگارز 
آنگاه با .  به مدت يك ساعت در الكتروفورز بارگذاري شدند    90ولتاژ   در

-λDNA/Hind III (  شـركت سـيناژن  3ره اسـتفاده از نـشانگر شـما   
EcoRI)     و براسـاس  عـدم      .  اندازه نوارهاي ايجادشده مشخص گرديد

 از   تجزيـه خوشـه اي     براي. وجود و وجود نوار كد صفر و يك داده شد         
و فاصـله   ) جهت داده هاي رپيـد    (و ضرايب جاكارد     UPGMA1روش  

اســتفاده شــد و ) جهــت داده هــاي صــفات زراعــي(هــاي اقليدســي 
  . رسم گرديد NTSYSpc-2.02e با نرم افزار ندروگرام هاي مربوطهد

 آغـازگر   26آغاز گر رپيد بـه كـار گرفتـه شـده در تكثيـر،                30 از  
  ). 1شكل  (چندشكلي ايجاد كردند

كـه   )MI (3 و شاخص نشانگر(PIC 2ميزان اطلاعات چند شكلي

                                                            
1- Unweighted Pair Group Method Analysis  
2-Polymorphic Information Content 
3- Marker Index 

لات معادمعيارهايي جهت قدرت تفكيك آغازگرها هستند با استفاده از          
  ):29 (محاسبه شد 2 و 1

PIC=Σ[2pi (1-pi)] )1                                       (  
MI=PIC × B )   2                                              (  

 تعداد نوارهاي چند شكل مي      Bام و   iفراواني نوار     pi معادلاتدر اين   
  . باشد

 
  نتايج و بحث

ژنوتيپ هـا در تمـامي      نشان مي دهد    اده   نتايج تجزيه واريانس س   
جـدول   ( صفت  مطالعه شده با يكديگر اختلاف معنـي داري دارنـد       12
از آنجائيكه ژنوتيپ ها مربوط به سـه گـروه لوبيـا چيتـي، قرمـز و                 . )2

چنين تنـوع بـالايي     . سفيد بودند چنين تنوعي منطقي به نظر مي رسد        
، آنجـو و    )23 ( گلومسر در ارتباط با صفات زراعي از تحقيقات پكسن و        

ضريب تغييـرات   . هم گزارش شده است   ) 10 (و دورسان ) 4 (همكاران
، وزن  ) درصـد  38/31  (در بعضي از صفات ازجمله تعداد سـاقه فرعـي         
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كمـي  )  درصـد  9/33  (و تعـداد دانـه در بوتـه       )  درصد 63/30  (غلاف
و ) 2  (بالاست، از آنجائيكه توارث اين صفات به صـورت كمـي بـوده            

ر تحت تأثير عوامل محيطي مي باشند لذا شـايد يكـي از دلايـل               بيشت
  . بزرگ شدن ضريب تغييرات همين موضوع باشد

 آماره هاي توصيفي مربوط به صفات مورد مطالعه به          3 در جدول   
 )3 (همـانطور كـه در ايـن جـدول        . تفكيك انواع لوبيا ارائه شده اسـت      

تغييـرات ايـن    ملاحظه مي شود ميانگين طول سـاقه اصـلي و دامنـه             
كـه   در صـورتي . صفت در لوبيا چيتي بيش از دو گروه ديگر لوبيا است    

در رابطه با صفات طول غلاف و طول دانه ميانگين و دامنـه تغييـرات               
ميـانگين  . صفات در انواع لوبيا قرمز بيش از دو گروه ديگر مـي باشـد             

 صفت تعداد ساقه فرعي در لوبيا قرمز بيشتر از گروه هاي ديگـر اسـت              
از نظر . لوبيا چيتي بيش از دو گروه ديگر مي باشد  اما دامنه تغييرات در   

صفت تعداد گره ساقه اصلي، لوبيا چيتـي داراي بيـشترين ميـانگين و               
در ارتباط با سه صفت تعداد غلاف در بوته، تعـداد     . دامنه تغييرات است  

غلاف پوك در بوته و تعداد دانه در بوتـه بيـشترين ميـانگين و دامنـه                 
بيـشترين ميـانگين و دامنـه       . تغيرات مربوط به گروه لوبيا سفيد اسـت       

بيشترين ميانگين  . تغييرات وزن غلاف مربوط به گروه لوبيا قرمز است        
 دانه مربوط بـه گـروه لوبيـا چيتـي بـوده و بيـشترين دامنـه          100وزن  

در رابطه با عملكرد بوتـه      . تغييرات مربوط به انواع لوبيا سفيد مي باشد       
. شترين ميانگين و دامنه تغييرات مربوط به انواع لوبيا سـفيد بـود            نيز بي 

همانطور كه در مطالب قبلي ديده شد تنوع زيادي در رابطه بـا صـفات       
  . زراعي بين گروه هاي مختلف لوبيا مشاهده مي شود

  
گــروه بنــدي ژنوتيــپ هــا براســاس داده هــاي حاصــل از 

  نشانگر مولكولي رپيد و صفات زراعي
) P1-P30  (ازگر تصادفي انتخاب شده در ايـن تحقيـق         آغ 30 از  

 ژنوتيـپ  25 آغازگر چند شكل، قطعات تكثيـر متفـاوتي را در بـين         26
تعداد نشانگرهاي ايجاد شـده در      ). 4جدول   (مورد مطالعه ايجاد كردند   

بطوريكه ميانگين تعداد   .  نوار تكثير شده تصادفي بود     144اين آزمايش   
، بيشترين نوار چنـد شـكل       54/5 آغازگر   نوارهاي چند شكلي براي هر    

و كمترين نوار چند شـكل      )  نوار چند شكل   P18 )10مربوط به آغازگر    
متوسـط  ). 5جـدول    (بـود ) يك نوارچند شكل  ( P28مربوط به آغاز گر     

 15/4) 2006 (همكـاران  مطالعه گالوان و   نوارهاي چند شكل در    تعداد
 . ش شد گزار8/4) 11 (ودر تحقيق فرانكلين و همكاران

متوسط اطلاعات چند شكلي بـراي هـر آغـازگر در ايـن تحقيـق               
بيشترين ميزان اطلاعات چند شكلي مربـوط بـه         .  به دست آمد   273/0

و كمترين ميزان اطلاعات چند شكلي مربوط بـه  ) P9)  458/0آغازگر  
ميانگين شاخص نشانگر براي هر آغازگر در     . بود) P17) 077/0آغازگر  

حاسبه شد، بطوريكه بيشترين مقـدار آن مربـوط     م 594/1اين آزمايش   
ــازگر   ــه آغ ــازگر   ) P1)  552/3ب ــه آغ ــوط ب ــرين آن مرب   P17و كمت

متوسـط اطلاعـات چندشـكلي در پـژوهش         ). 5جـدول    (بود) 154/0(
 همكـاران   ودر تحقيق سـارالادوي و     312/0) 29 (تيماپايه و همكاران  

يجـاد شـده در     انـدازه تقريبـي نوارهـاي ا       . گزارش گرديد  243/0) 26(
 جفت باز بوده و باندهاي خارج از اين محدوده به           300-2500محدوده  

اگر چـه   . علت ضعيف بودن تكرار پذيري آنها از محاسبات خارج شدند         
نشانگر رپيد به علت سادگي تكنيك و هزينه پـائين بطـور وسـيعي در               
مطالعات طبقه بندي نمونه ها، تشخيص ارقـام و تنـوع ژنتيكـي بكـار               

يكي از  . اما تكرار پذيري آن هميشه مورد سئوال بوده است        ) 14 (رفته  
دلايل اين امر استفاده از آغازگرهاي كوتاه و دماي پائين براي اتـصال             

 الگو مي باشد كه موجب تكثير غير اختـصاصي و  DNA آغازگرها به 
تصادفي برخي نقاط كه داراي شباهت كمي با آغازگرها مي باشد مـي             

 تكـرار   -الـف . حـل ارائـه شـده اسـت       مـشكل دو راه     براي اين   . گردد
 -ب. آزمايش در شرايط كاملاً يكسان و حذف نوارهـاي تكـرار ناپـذير      

  ). 1  (انجام فقط يك آزمايش و پذيرفتن درصدي از خطا
در اين تحقيق به منظور تعيين تكرار پذيري، آزمـايش در شـرايط             

مـايش اول تعـداد     مشابه با آزمايش اصلي تكرار گرديـد و نهايتـاً در آز           
 نوار چند شـكل تكـرار    144 نوار چند شكل و در آزمايش تكراري         172

بطوريكه عمده نوارهاي تكرار نشده كه در خـارج از          . شده به دست آمد   
 جفت باز بودنـد  از محاسـبات حـذف گرديـده و              300-2500محدوده  

نهايتـاً  .  نوار تكرار شده اساس محاسبات اصلي قرار گرفتند        144همان  
 در صد برآورد گرديـد كـه        72/83زان تكرار پذيري در اين آزمايش       مي

  ). 5جدول  (عددي قابل قبول است
 دراين تحقيق براساس داده هاي حاصل از صفات زراعي و نتـايج         
 به دست آمده از نشانگرهاي رپيد بر مبناي عدم حضور و حـضور نـوار              

ــا اســتفاده از روش پــس از تجزيــه خوشــه اي) كــد صــفر و يــك(  ب
UPGMA1     و فاصـله هـاي   ) جهت داده هاي رپيـد    (و ضرايب جاكارد

 بـا   دندروگرام هاي مربوطـه   ) جهت داده هاي صفات زراعي    (اقليدسي    
با توجه بـه    ). 3 و 2شكل    ( رسم گرديد   NTSYSpc-2.02eنرم افزار   

دندروگرام مربوط به داده هاي حاصل از نشانگر هاي رپيـد مـشخص             
در ) 9 تا   1  (ربوط به گروه لوبيا چيتي    مي شود كه كليه ژنوتيپ هاي م      

از هفت ژنوتيپ لوبيا قرمـز      ) 11،12،13،14و  15 ( ، پنج ژنوتيپ   Iدسته  
از نه ژنوتيپ   ) 17،18،21،22،23،24 و   25 ( و هفت ژنوتيپ   IIدر دسته   

 ژنوتيپ مورد مطالعه تنها     25از  .  قرار گرفته اند   IIIلوبيا سفيد در دسته     
 مربـوط بـه گـروه لوبيـا قرمـز و            10،16ژنوتيـپ هـاي      (چهار ژنوتيپ 

 قرار  در دسته هاي خود   )  مربوط به گروه لوبيا سفيد     19،20هاي   ژنوتيپ
بدين ترتيب كارآيي تفكيك ژنوتيپ ها به سـه گـروه چيتـي،             . نگرفتند

يكـي از دلايـل     .  تعيين شد  25/21%= 84قرمز و سفيد در اين تحقيق       
اين امر مي توانـد همبـستگي نزديـك آغازگرهـاي انتخـاب شـده بـا                 

) 19( مـك كلـين و همكـاران           .هاي كنترل كننده رنگ بذر باشـد       ژن
 بر روي شش گـروه پيوسـته مختلـف بـراي         هشت مكان ژني متفاوت   

                                                            
1- Unweighted Pair Group Method Analysis  
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اين پراكندگي مكان هاي ژني در سطح ژنوم       . نمودندرنگ بذر گزارش    
مي تواند يكي از دلايل مهم اين همبستگي باشد چراكـه نـشانگرهاي           

تجزيـه بـه     (مورد مطالعه در اين تحقيق نيز در سطح ژنوم پراكنده اند          
مه ايـن موضـوع را       انجام شده در ادا    )(PCOA 1هماهنگ هاي اصلي  

نيز همبستگي بـسيار خـوب      ) 19 (فرانكلين وهمكاران ) نشان مي دهد  
وبالايي بين الگوي نوارهاي حاصل از رپيد با تفكيك نمونـه هـا لوبيـا              
براساس وزن دانه به گـروه هـاي سـبك، متوسـط و سـنگين بدسـت                 
آوردند و گـزارش نمودنـد احتمـالاً بـين آغازگرهـاي انتخـاب شـده و                 

از طرفي  . داشته است  ترل كننده وزن دانه همبستگي وجود     هاي كن  ژن
مطالعه دندروگرام مربوط به داده هاي حاصل از صفات زراعي به هـيچ   
وجه حاكي از تفكيك ژنوتيپ ها به سه گـروه متمـايز چيتـي، قرمـز و       

تفكيك ژنوتيپ ها با استفاده از اين دو دندروگرام كـاملاً           . سفيد نيست 
مثـال در دنـدروگرام حاصـل از داده هـاي     متفـاوت اسـت بـه عنـوان     

 بيـشترين شـباهت در حاليكـه ايـن دو           17و16مولكولي ژنوتيپ هاي    
 فاصله زيـادي بايكـديگر   زراعيصفات  ژنوتيپ در دندروگرام حاصل از  

-NTSYSpcجهت مقايـسه ايـن دو دنـدروگرام از نـرم افـزار              . دارند
2.02e    ن آزمـون،   براسـاس اي ـ  . اسـتفاده گرديـد   ) 17 ( و آزمون مانتـل

062/0-r= بدست آمد ) p[random Z >=observed Z=0.3462) 
كه نـشان دهنـده اينـست كـه دو دنـدروگرام از نظـر آمـاري بـا هـم                     

 چنين نتايجي در مطالعات زيادي گزارش شده است       . همبستگي ندارند 
كـه تعـداد     در شرايطي    البته همبستگي هاي ضعيف   ). 28 و   27،  9،  6(

 مهمتـرين   ؛)22 و   12 (ه گـزارش شـده اسـت      نشانگرها خيلي زياد بود   
دليل اينكه گروه بندي حاصل از داده هاي مربوط به نشانگرهاي رپيد            

بندي براساس صـفات زراعـي مطابقـت نـدارد          ه  با نتايج حاصل از گرو    
اينست كه، اغلـب اينگونـه صـفات توسـط تعـداد زيـادي ژن كنتـرل                 

. گيرنـد شوند و به شدت تحـت تـأثير شـرايط محيطـي قـرار مـي                  مي
همچنين نشانگرهاي مولكولي رپيد به طور تـصادفي در سراسـر ژنـوم       

از نظـر   ) درصد 90بيش از    (توزيع مي شوند و عمدتاً اغلب نواحي ژنوم       
بنـابراين احتمـال اينكـه نـواحي غيـر          ). 9 (ژنتيكي بروز فنوتيپي ندارد   

كدكننده براي عمل نشانگر رپيد انتخاب گردد بسيار زياد است لذا عدم      
طابق نتايج حاصل از نشانگرهاي رپيد و صفات زراعي بسيار محتمـل          ت

بـه عبـارت ديگـر روابـط مـشاهده شـده بـر اسـاس             . به نظر مي رسد   
نشانگرهاي مولكولي رپيد شايد حاوي اطلاعاتي در خصوص تكامل و          
بيولوژي ارقام و ژنوتيپ ها باشد ولي لزوماً نمي تواند مـنعكس كننـده              

براي اثبات اين . زراعي و مورفولوژيكي باشدتفاوت ها در سطح صفات    
موضوع در اين تحقيق بر روي داده هاي حاصل از نـشانگرهاي رپيـد              

نتايج نشان داد كه سـه      . تجزيه به هماهنگ هاي اصلي صورت گرفت      
 و  6 جـدول  (درصد تغييرات را توجيه مـي كنـد        40مؤلفه اول كمتر از     

  ). 4شكل 
  

                                                            
1- Principal Coordinate Analysis. 
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 آمـاري بـراي نمـايش گرافيكـي         اگر چه اين ميزان از نقطه نظـر       
باشد ولي از نقطه نظر ژنتيكي نشان دهنده نمونه بـرداري            مناسب نمي 

به اين ترتيب كه هـر يـك از   . مطلوب نشانگر ها از كل ژنوم مي باشد    
نشانگرهاي مورد استفاده از بخش هاي متفاوت ژنـوم بـوده، بنـابراين             

كه عمده ژنوم    ائيآنج از). 3 (با يكديگر هستند   داراي همبستگي كمتر  
قسمت هاي غيركدكننده مي باشند بنابراين مي توان گفت كـه دليـل             
اصلي عدم همبستگي دو دندروگرام در اين مطالعه توزيع آغازگرهـاي           

البته اين موضوع در رابطـه      . رپيد انتخابي در كل سطح ژنوم بوده است       
با صفت رنگ بذر كه مكان هاي ژني كنترل كننده آن نيـز در سـطح                

نوم توزيع خـوبي دارد و نقـش عوامـل محيطـي بـر روي آنهـا كـم                   ژ

 باعث شد كه نشانگرهاي رپيد به خوبي آنها را به گـروه             ؛)19 (باشد مي
هاي متمايز تقسيم كند اما در رابطه با صـفات زراعـي بايـستي توجـه                
داشت كه چون همزمان چندين صفت درنظر گرفتـه شـده كـه نحـوه               

ا در سطح ژنـوم بـا يكـديگر متفـاوت           هنتوزيع ژن هاي كنترل كننده آ     
 لـذا   ،از طرفي تأثير عوامل محيطي نيز روي آنها زياد اسـت           باشد و  مي

نتيجـه  . عدم وجود تفكيك مشابه با دو روش منطقي به نظر مي رسـد            
نهايي اينكه در اين تحقيق نشانگر رپيد كارآيي بسيار بـالاتري نـسبت          

، قرمز و سفيد داشت و به       به صفات زراعي در تفكيك انواع لوبيا چيتي       
  .عنوان ابزاري مناسب در اين زمينه معرفي مي شود

  
   آماره هاي توصيفي صفات مورد مطالعه در انواع ژنوتيپ هاي لوبيا-3جدول

نوع   صفت
حداك  اشتباه استاندارد  ميانگين  لوبيا

  دامنه  حداقل  ثر

  55/85  97/41  52/127  84/9  51/82  چيتي
  )cm(طول ساقه اصلي   83/74  17/41  00/116  12/11  40/64  مزقر

  86/70  47/38  33/109  06/8  99/75  سفيد
  16/36  23/68  39/104  25/4  81/80  چيتي
  )mm(طول غلاف   29/41  67/73  96/114  62/5  80/94  قرمز
  53/35  52/70  05/106  75/3  59/93  سفيد
  20/4  70/9  90/13  46/0  44/12  چيتي
  )mm(طول دانه   10/6  30/10  40/16  93/0  99/12  قرمز
  60/5  30/9  90/14  58/0  16/11  سفيد
  00/11  50/3  50/14  15/1  00/7  چيتي
  تعدادساقه فرعي  66/8  17/4  83/12  28/1  55/7  قرمز
  50/7  83/3  33/11  91/0  50/7  سفيد
  84/9  33/8  17/18  22/1  52/13  چيتي
  تعدادگره ساقه اصلي  67/7  50/7  17/15  28/1  05/11  قرمز
  83/6  67/9  50/16  92/0  98/12  سفيد
  33/21  50/9  83/30  29/2  63/18  چيتي
  تعدادغلاف دربوته  50/25  33/13  83/38  65/3  98/22  قرمز
  50/47  33/13  83/60  50/5  50/28  سفيد
  83/6  67/1  50/8  74/0  76/5  چيتي
  تعدادغلاف پوك دربوته  83/18  50/3  33/22  54/2  19/8  قرمز
  16/52  67/2  83/54  83/5  89/14  سفيد
  50/67  83/17  33/85  30/7  39/48  چيتي
  تعداددانه دربوته  16/65  17/37  33/102  21/8  95/56  قرمز
  00/166  83/25  83/191  98/16  19/78  سفيد
  50/2  50/2  00/5  25/0  70/3  چيتي
  تعداددانه درغلاف  28/3  77/2  05/6  42/0  89/3  قرمز
  21/3  16/2  37/5  34/0  88/3  سفيد
  44/38  40/18  84/56  87/4  10/37  چيتي
  وزن غلاف  52/92  42/22  94/114  73/12  47/45  قرمز

) gr(  34/73  85/10  19/84  49/6  56/42  سفيد  
  48/38  78/36  26/75  04/4  61/48  چيتي
  دانه100وزن   74/24  75/30  49/55  27/3  79/38  قرمز

) gr(  74/38  25/26  99/64  07/4  12/35  سفيد  
  34/21  11/10  45/31  81/2  83/20  چيتي
  ملكردتك بوتهع  31/22  01/13  32/35  76/2  27/20  قرمز

) gr(  88/43  69/6  57/50  11/4  42/23  سفيد  
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   و مشخصات مربوطه استفاده شده ليست آغازگرهاي رپيد-4جدول 
  آغازگر   3  به  5والي  ت  تعدادباندهاي چندشكلي bp) MI   PIC value (اندازه تقريبي باند هاي ايجاد شده

2000- 800  552/3  444/0  8  CAG GCC CTT C P1 
2000- 500  589/1  227/0  7  AGG ACT GCT C P2 
1600- 400  520/2  360/0  7  GTG GGT GCC A P3 
2000- 300  212/2  316/0  7  AAC GGG CCA A P4 
1400- 400  304/2  384/0  6  ACG GAA GCC C P5 
2000- 500  198/2  314/0  7  GAG CCC GAC T P6 
1900- 500  142/2  357/0  6  GAG ACC AGA C P7 
2500- 600  368/1  152/0  9  AGA TGC AGC C P8 
2000- 400  748/2  458/0  6  ACC CGA CCT G P9 

---  ---  ---  ---  GAG CGT CGC T P10 
1600- 800  850/0  170/0  5  GTG ACG TAG G P11 
2000- 600  044/2  292/0  7  CAA TCG CCG T P12 

---  ---  ---  ---  TCG GCG ATA G P13 
1300- 500  384/0  128/0  3  CAG CAC CCA C P14 

---  ---  ---  ---  TCT GTG CTG G P15 
2000- 800  648/0  162/0  4  TTC CGA ACC C P16 
1700- 500  154/0  077/0  2  AGC CAG CGA A P17 
2000- 600  340/2  234/0  10  GAC CGC TTG T P18 
2100- 400  472/3  434/0  8  AGG TGA CCG T P19 
1950- 700  755/1  351/0  5  GTT TCG CTC C P20 
2000- 850  032/1  258/0  4  CAT CCC CCT G P21 
1900- 400  218/1  203/0  6  GGA CTG GAG T P22 
2000- 800  812/0  203/0  4  TGC GCC CTT C P23 
1800- 700  555/1  311/0  5  GGT GAC GCA G P24 
1950- 750  056/1  264/0  4  GTC CAC ACG G P25 

---  ---  ---  ---  CAA ACG TCG G P26 
2200- 500  990/0  198/0  5  GTT GCC ATC C P27 
900- 800  211/0  211/0  1  GGC TGC GAC A P28 
1500- 800  634/0  317/0  2  AGG CAG AGC A P29 
1900- 350  644/1  247/0  6  GGT CGA TCT G P30 

  
  اطلاعات آماري آغاز گرها همراه با درصد تكرارپذيري-5 جدول

  PIC value MI  درصد تكرارپذيري  تعدادباندهاي چندشكلي  
  72/83  54/5  594/1  273/0  ميانگين
  P18(  100(  آغازگر - 10  )P1( آغازگر – 552/3  )P9( آغازگر – 458/0  حداكثر
  P28(  66/66 ( آغازگر  - 1  )P17(  154/0 –)  P17  (– 077/0  حداقل
  34/33  9  398/3  381/0  دامنه

  
  ي حاصل از نشانگر هاي رپيد  مقادير ويژه مؤلفه ها، درصد مقادير ويژه و درصد تجمعي مقادير ويژه آنها  براي داده ها-6جدول 

 درصد تجمعي مقادير ويژه درصد مقادير ويژه مقادير ويژه مؤلفه
69/6 اول  2536/15  2536/15  
88/5 دوم  5832/13  8369/28  
69/4 سوم  8304/10  6672/39  
08/3 چهارم  1117/7  7789/46  
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III

  

  
   و بر اساس ضريب تشابه جاكارد مربوط به داده هاي حاصل از نشانگرهاي رپيدUPGMA ژنوتيپ لوبيا بر مبناي روش 25  دندروگرام -2شكل 

 

  هاي حاصل از صفات زراعي و بر اساس فاصله هاي اقليدسي مربوط به داده UPGMA ژنوتيپ لوبيا بر مبناي روش 25 دندروگرام -3كلش
  

  

I

II

III
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  )(PCOA   براساس سه مؤلفه اول در سطح ژنوم نمودار سه بعدي پراكنش نشانگرها رپيد-4شكل 

  
  سپاسگزاري

در دانـشگاه آزاد    اين مقاله قسمتي از طرح تحقيقاتي انجـام شـده           
لين زيـربط كـه   ئو شيراز مي باشد كـه بدينوسـيله از مـس       واحد اسلامي

  . سپاسگزاري مي گرددمنابع مالي اين كار را فراهم نمودند
  
  منابع

 RAPD نشانگر طبقه بندي بخشي از ژرم پلاسم برنج ايراني با استفاده از        . 1382. بابائيان. نعمت زاده و ن   . قره ياضي، ق  . ، ب .آقازاده قولكي، ر   -1
  . 767-757: 34. مجله علوم كشاورزي ايران. 

 . صفحه556.جهاد دانشگاهي مشهد). ترجمه (زراعت واصلاح لوبيا. 1380.قزلي. محمودي و ف. ا. ، ع.ر. باقري، ع -2
ره علـوم   نهمـين كنگ ـ  : مقالات كليـدي  .  تجزيه وتحليل داده هاي مولكولي از ديدگاه بررسي تنوع ژنتيكي         . 1385. ا. محمدي، س  ‐٣

 .1385دانشگاه تهران، شهريور - پرديس ابوريحان.زراعت واصلاح نباتات ايران
4- Anju, D., S. K. Sharma, K. P. Singh, and O. P. Luthra. 2006. Path analysis of seed yield components in French 

bean (Phaseolus vulgaris L.). Research on Crops, 7: 255- 257. 
5- Balkaya, A and A. Ergun. 2008. Diversity and use of pinto bean (Phaseolus vulgaris L.) populations from Samsun, 

Turkey. New Zealand Journal of Crop and Horticultural Science, 36: 189- 197. 
6- Chowdhury, A. K., P. Srinives, P. Tongpamnak, and P. Saksoong. 2001. Genetic diversity based on morphology 

and RAPD analysis in vegetable soybean. Korean J. Crop Sci. 46 (2): 112-120. 
7- Chtourou-Ghorbel,  N., B. Lauga, N. B. Brahim, D. Combes, and M. Marrakchi. 2002. Genetic variation analysis 

in the genus Lathyrus using RAPD markers. Genetic Resources and Crop Evolution. 49: 363-370. 
8- Danylchenko, O and B. Sorochinsky. 2005. Use of RAPD assay for the detection of mutation changes in plant 

DNA induced by UV-B and g-rays. BMC Plant Biol. 5  (Suppl. 1), S9. 
9- Dey, S. S., A. K. Singh, D. Chandel, and T. K. Behera. 2006. Genetic diversity of bitter gourd (Momordica 

charantia L.) genotypes revealed by RAPD markers and agronomic traits. Scientia Horticulturae. 109: 21-28. 
10- Dursun, A. 2007. Variability, heritability and correlation studies in bean (Phaseolus vulgaris L.) genotypes. World 

Journal of Agricultural Sciences. 3 (1): 12- 16. 
11- Franklin, C. J., M. M. Sudheer, G. Thomas, G. Varghese, N. Selvaraj, and M. Dorai. 2009. Genetic diversity and 

conservation of common bean (Phaseolus vulgaris L.) landraces in Nilgiris. Current Science. 97: 227-235. 
12- Galvan, M. Z., M. C. Menendes-Sevillano, A. M. De Ron, M. Santalla, and P. A. Balatti. 2006. Genetic diversity 

among wild common beans from northwestern Argentina based on morpho-agronomic and RAPD data. Genetic 
Resoources and Crop Evolution. 53:891-900. 

13- Gawel, N. J and R. L. Jarret. 1991. A modified CTAB DNA extraction procedure for Musa and Ipomoea. Plant 
Molecular Biology Reporter. 9: 262-266.  

14- Konstantinos, T., O. Koutita, I. I. Papadopoulos, I. S. Tokatlidis, E. G. Tamoutsidis, V. P. Michailidou, and M. K. 
Sotiriou. 2008. Genetic diversity in bean populations based on RAPD markers. Biotechnology. 7: 1-9. 



  1021       ...روابط ژنتيكي بين ژنوتيپ هاي لوبيا

15- Liu, K., M. Goodman, S. Muse, J. S. Smith, E. Buckler, and J. Doebley. 2003. Genetic structure and diversity 
among maize inbred lines as inferred from DNA microsatellites. Genetics. 165: 2117- 2128. 

16- Martins, S. R., F. J. Venses, L. E. Saenz, M. R. Barroso, and V. Carnide. 2006. RAPD analysis of genetic diversity 
among and within Portuguese landraces of common white bean  (Phaseolus vulgaris L.). Scientia Horticulturae. 
108: 133-142. 

17- Mantel, N. A. 1967. The detection of disease clustering and a generalized regression approach. Cancer Res. 27: 
209-220. 

18- Matus, I. A and P. M. Hayes. 2002. Genetic diversity in three groups of barley germplasm assessed by simple 
sequence repeats. Genome. 45: 1095- 1106. 

19- Mc Clean, P. E., R. K. Lee, C. Otto, P. Gepts, and M. J. Bassett. 2009. Molecular and phenotypic mapping of 
genes controlling seed coat pattern and color in common bean (Phaseolus vulgaris L.). The Journal of Heredity. 
93: 148-152. 

20- Mohammadi, S. A and B. M. Prasanna. 2003. Analysis of genetic diversity in crop plant- salient statistical tools 
and consideration. Crop Science. 43: 1235- 1248. 

21- Moyib, O. K., M. A. Gbadegesin, O. O. Aina, and O. A. Odunola. 2008. Genetic variation within a collection of 
Nigerian accessions of African yam bean (Sphenostylis stenocarpa) revealed by RAPD primers. African Journal of 
Biotechnology. 7: 1839- 1864. 

22- Ortiz, R. 1997. Morphological variation in Musa germplasm. Genet. Res. Crop Evol. 44: 393-402. 
23- Peksen, E., and A. Gulumser. 2005. Relationships between seed yield and yield components and path analysis in 

some common bean (Phaseolus vulgaris L.) genotypes. Ondokus Mayis Universitesi. 20:82- 87. 
24- Reddy, K. S., J. Souframanien, and P. Dhanasekar. 2008. Genetic diversity in mungbean as revealed by SSR and 

ISSR markers. Journal of Food Legumes. 21: 15- 21. 
25- Reif, J. C., X. C. Xia, A. E. Melchinger, M. L. Warburton, D. A. Hoisington, D. Beck,  M. Bohn,  and M. Frisch. 

2004. Genetic diversity determined within and among CIMMYT maize population of tropical, subtropical, and 
temperate germplasm by SSR markers. Crop Science. 44: 326- 334. 

26- Saraladevi, M., K. Selvaraju, and P. Shanmugasundaram. 2008. Efficiency of RAPD and ISSR markers in 
accessing genetic variation of rice bean (Vigna umbellata) landraces. Electronic Journal of Biotechnology. 11: 
641- 653. 

27- Solouki, M., H. Mehdikhani, H. Zeinali, and A.A. Emamjomeh. 2008. Study of genetic diversity in Chamomile 
(Matricaria chamomilla) based on morphological traits and molecular markers. Scientia Horticulturae. 117: 281-
287. 

28- Talebi, R., F. Fayaz, M. Mardi, S. Pirsyedi, and A. M. Naji. 2008. Genetic relationships among chickpea (Cicer 
arietinum) elite lines based on RAPD and agronomic markers. Int. J. Agri. Biol. 10: 301-305. 

29- Thimmappaiah, W., G. Santhosh, D. Shobha, and G. S. Melwyn. 2008. Assessment of genetic diversity in cashew 
germplasm using RAPD and ISSR markers. Scientia Horticulturae. 118: 1-7. 

 


