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  چكيده
 ٢٧در  )REMAP(+ رتروترانسپوزون  ISSRنشانگر تركيبي  ١٥گر رتروترانسپوزون و ، دو نشانISSRنشانگر  ١١در اين تحقيق كارآيي 

 ٧٧دست آمده شكلي بهترين درصد چندبيش دست آمد.نوار چندشكل به ١٣٠آغازگر تعداد  ٢٨ژنوتيپ سويا، مورد ارزيابي قرار گرفتند. از 
نشانگرهاي رتروترانسپوزون و درصد چندشكلي در آغازگرهاي  در TOS-2درصد براي  ٥٤، ISSRهاي گردر نشان UBC808درصد براي 

براي  PIC هاي تنوع ژني ني، شاخص شانون و ميزاندست آمد. بالا بودن معياردرصد به ٧٠ ،UBC808+TOS-1تركيبي در آغازگر 
 UBC808و  UBC825 ،UBC811 ،TOS-2 ،HB-12 ،UBC834+TOS-1 ،UBC807+TOS-1 ،UBC807+TOS-2هاي آغازگر
كولي هاي مولاي دادهباشد. نتايج حاصل از تجزيه خوشهها در ارزيابي تنوع ژنتيكي در اين تحقيق ميدهنده كارآيي بالاي اين آغازگرنشان

، نه و ترتيب شامل چهار، نهها بهژنوتيپ را در چهار گروه قرار داد، گروه ٢٧ هاهاي نشانگردورترين همسايه با استفاده از تركيب داده روشبه
درصد جداسازي  ٣/٩٦ها را با دقت روش خطي فيشر نشان داد كه روش دورترين همسايه ژنوتيپتجزيه تابع تشخيص به .پنج ژنوتيپ بود
فاكتوريل بر پايه آزمايش در  NaClمولار ميلي ٩٠و  ٦٠، ٣٠هاي سويا در سطوح مختلف تنش شاهد، زني بذر ژنوتيپجوانه كرد. خصوصيات

داري بين ارقام، سطوح تنش از نظر تمامي صفات نشان داد كه تفاوت معني تجزيه واريانس از  تصادفي ارزيابي شد. نتايج حاصلطرح كاملاً
ك چه، وزن خشچه، وزن خشك ساقهغير از صفات وزن تر ساقهتنش براي تمامي صفات به×گيري شده و براي اثر متقابل رقمزني اندازهجوانه
روش دورترين همسايه با معيار زني بههاي جوانهاي دادهچه وجود داشت. نتايج حاصل از تجزيه خوشهتر و خشك ساقه وزنچه و تفاوت ريشه

هاي مورد مطالعه را نيز در چهار گروه مجزا قرار داد. نتايج حاصل از تجزيه تابع تشخيص نشان داد كه صحت فاصله اقليدوسي، ژنوتيپ
زني و مولكولي توسط آزمون هاي جوانهباشد. همبستگي بين دو ماتريس تشابه دادهدرصد مي ٦/٩٢اي وشهبندي حاصل از تجزيه خگروه

مل هايي كه موجب افزايش ميانگين صفات مرتبط با تحزني نشان داد بانددار نبود. تجزيه و تحليل ارتباط نشانگر با صفات جوانهمانتل معني
  .شوندهاي متحمل سويا استفاده اي شناسايي ژنوتيپبر ندتوانشوند، ميبه تنش شوري مي
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  مقدمه

ساله، گياهي يك ).Glycine max L(سويا با نام علمي 
اي با ارزش تغذيهدولپه و علفى و از گياهان مهم زراعي و 

جهت شناسايي منابع ژنتيكي اوليه و  اين ، ازباشدبالا مي
ش ارزتواند جديد مي تلاش در ايجاد ذخاير ژنتيكي با ارزش

اده اوليه منزله متنوع ژنتيكي به .باشد اصلاحي بالايي داشته
هاي اصلاح نباتات است و نتايج حاصل از بررسي فعاليت

تنوع ژنتيكي با استفاده از نشانگرهاي مولكولي نشان 
دهد كه تنوع ژنتيكي در گياه سويا نسبت به ساير گياهان مي
هاي . تنش)Younessi et al., 2012(تر است كم
جمله  اي از عوامل محيطي اززيستي شامل محدودهغير

باشند كه از طريق مي غيره خشكي، شوري، سرما، گرما و
تنش  .شوندسازوكارهاي مختلفي باعث كاهش عملكرد مي

 ده عملكردنكنترين عوامل محدودآبي، خشكي و شوري مهم
باشند. شوري شك ميخدر شرايط محيطي نواحي نيمه

ميليون هكتار از اراضي زراعي را  ٣٤٠تنهايي حدود خاك به
تحت تأثير قرار داده است. سميت ناشي از سديم در زمان 

شود. در يك بررسي آستانه نمو بافت گياهچه حادث مي
مولار برآورد  ٤٣/٠تحمل به شوري درصد تندش در حدود 

تنش شوري روي  .)Farokhi and Ghaleshi, 2005(شد. 
 (LAI)سطح برگ  شاخص انميز گياهان باعث كاهش

و  شدنزرد پديده و برگ كاهش سطح دنبالشود، بهمي
 برگ نيز كاهش سطح شاخص شوري، اثر در هابرگ ريزش

 تنش تأثير بررسي با .)Drazkiewicz, 1994( يابدمي

 شوري افزايش با كه گزارش شد سويا رشد ارقام بر شوري

 كاهش ريشه و هوايي قسمت وزن خشك برگ، سطح

 بررسي با )Khan et al., 2009( و همكاران خان .يابدمي

 شوري تنش تحت سويا دو ژنوتيپ مورفولوژيك تغييرات

 و تر وزن طول، شامل رشد كه فاكتورهاي كردند بيان
يابد. مي و كاهش گرفته قرار تأثير گياهان تحت خشك

 )Bourgeais-Chaillou et al., 1992(بورگلز و همكاران 

 افزايش با سويا ساقه گياه و ريشه وزن كه گرفتند نتيجه

  .يابدمي كاهش شوري غلظت
 ٢٠٠، )Seitova et al., 2004(سيتوا و همكاران 

 ششژنوتيپ سوياي زراعي و وحشي را توسط 
مورد بررسي قرار دادند و نشان دادند كه   RAPDنشانگر

طور قابل مورفيسم در سوياي وحشي بهدرصد پلي
 منظور ارزيابي تنوعبهاي بالاتر از سوياي زراعي بود. ملاحظه

ژنوتيپ سوياي مورد كشت در ايران، از دو نوع  ٤٥ژنتيكي 
 et Panjoo(استفاده شد  ISJ و RAPD مولكولينشانگر 

., 2014al(در اين مطالعه از ده آغازگر . RAPD  در مجموع
درصد  ٦٠باند قابل امتيازدهي را تكثير نمودند كه  ١٠٣

در  ISJ آغازگر ١٥. از طرف ديگر شكل بودندها چندآن
ها درصد آن ٨٧باند مشخص توليد كردند كه  ١٢٩مجموع 

و  UPGMAشكل بودند. تجزيه كلاستر به روش چند
 هفتهاي مورد مطالعه را در ضريب تطابق ساده ژنوتيپ

 تنوع ارزيابي منظوربه ديگر پژوهش درگروه قرار داد. 
 تفادهاس با ژني هايكانم تكثير سويا، ژنوتيپ ٤٨ در ژنتيكي

et Malekmohamadi ( شد نجاما ISSR آغازگر ١٠ از

2017 .,al(. توليد ارقام كل در كه ايقطعه ٦٨ تعداد از 
 زا شكلچند باندهاي تعداد بودند. چندشكل قطعه ٣٤ ،شد
 كردند اعلام هاآن بود. متفاوت آغازگر هر ازاي به پنج تا دو
 ايخوشه يتجزيه از استفاده با مطالعه مورد ژنوتيپ ٤٨
 گروه چهار در جاكارد تشابه ضريب و UPGAM روشبه

 ISSR نشانگر داشتند اظهار و شدند بنديگروه مجزا
 طحس سازيآشكار براي اطمينان قابل نشانگري سيستم
 عتنو يبررس در آن از توانمي و است شكليچند از بالايي

 ود.نم استفاده سويا در اصلاحي هايبرنامه انجام و ژنتيكي
 Shahnejat(نجات بوشهري در بررسي كه شاه

Bushehry, 2003(  رقم زراعي سويا  ٢١روي تنوع ژنتيكي
اي خوشه تجزيه ند،انجام داد  DAFو RAPD با آغازگرهاي

دندروگرام در سه گروه مشخص تقسيم  دوها را در ژنوتيپ
كرد و نشان داد كه تشابه بين ارقام بالا بوده و تنوع قابل 

  ها وجود نداشت.ي بين آناملاحظه
هاي گياهان به تنش تحملبا توجه به اهميت موضوع 

ال دنبخصوص تنش شوري، اين تحقيق بهزيستي بهغير
ژنوتيپ سويا با استفاده از  ٢٧ن تنوع و جداسازي تعيي

و صفات  و رتروترانسپوزون ISSRهاي مولكولي نشانگر
سويا  هايژنوتيپ واكنش ارزيابيچنين و هم زني بذرجوانه

 ارقام شناسايي و زنيمرحله جوانه در شوري تنش به

. شدم انجا هاي پيشرفته آماريروش از گيريبهره با متحمل
ميان  در ژنتيكي ارتباط وپلاسم رمژ تنوع در از وجود آگاهي
 محصولات توسعه هاياستراتژي در بزرگي كمك هاژنوتيپ

 هاييژنوتيپ تشخيص و تعيين اين بر هرود، علاومي شماربه

 از گراصلاح براي دارد بالايي هتروزيس هاآن هيبريد هك

 .دبرخوردار خواهد بو سزاييهاهميت ب
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  هاشمواد و رو
مؤسسه  ژنژنوتيپ سويا از بانك  ٢٧در اين پژوهش، 

) براي ١تحقيقات اصلاح و تهيه نهال و بذر كرج (جدول 
 .تبررسي مورد استفاده قرار گرف

  زنيمربوط به جوانه صفات مورفولوژي ارزيابي
 زنيجوانهمنظور تعيين اثر تنش شوري بر صفات به

 زمايش فاكتوريلآهاي سويا، آزمايشي در قالب يك ژنوتيپ

با سه تكرار انجام شد و در آن بر پايه طرح كاملاً تصادفي 
 سطح تيمار شوري شامل صفر چهارژنوتيپ سويا در  ٢٧

مورد  NaClمولار ميلي ٩٠و  ٦٠، ٣٠، (شاهد و با آب مقطر)
ريت ها در هيپوكلرمطالعه قرار گرفتند. براي اين كار ابتدا بذ

قرار داده شد و سپس  دقيقه ١٠مدت درصد به ٢سديم 
بذرها چند بار با آب مقطر شستشو داده شدند. سپس بذور 

متر بر روي كاغذ سانتي ١٠ديش با ابعاد در داخل پتري
صافي قرار داده شد.

  هاي سويا مورد مطالعه در اين تحقيقاسامي ژنوتيپ -١جدول 
Table 1. Name of soybean genotypes studied in this experiment 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
درجه سلسيوس و  ٢١ها به انكوباتور با دماي ديشپتري

منظور فعال شدن ساعت (روز/شب) به ١٠/١٤روشنايي  دوره
 از بعد زنيجوانه زني منتقل شد. ارزيابيبذر و آغاز جوانه

 تمامي كه زماني تا عمل اين و رفتگ صورت ساعت ٢٤

 ادامه يافت. نبودند زنيجوانه قادر به يا و زده جوانه بذور

 كمي يا و مترميلي دو حدود در چهريشه طول كه زماني

 تهيه ليتر محلولميلي ١٠ ديشپتري هر به بود تربيش

 ,.Niakan et al( به روش نياكان و همكاران NaClبا  شده

دست براي به ت هر تيمار اضافه شد.ظبسته به غل )2008
توسط  NaClمولار ميلي ٩٠و  ٦٠، ٣٠هاي آوردن غلظت

  ) مقدار مورد نياز محاسبه شد.١(رابطه 
  2V2=N1V1N)                                       ١(رابطه 

(يك مولار)،  NaClغلظت محلول اوليه  1Nكه در آن 
1V  حجم لازم از محلولNaCl  ،2يك مولارN هاي غلظت

براي سطوح مختلف تنش شوري  NaClمورد نياز از محلول 

 NaClحجم نهايي محلول  2Vمولار) و ميلي ٩٠و  ٦٠، ٣٠(
  باشد.نياز براي استفاده در اعمال تنش شوري ميمورد

روز از اعمال اولين مرحله تنش  هسپس از گذشت 
ها با استفاده از كاغذ چه نمونهچه و ساقهشوري، طول ريشه

گرفتن توسط دوربين ديجيتال و آناليز مدرج و عكس
 طي سه مرحله Image-Jافزار مهندسي ها توسط نرمعكس

 روز پس از اولين كشت ١٢و  نه، ششبه فواصل زماني 

  گيري شد.اندازه
چه پس از چه و ريشهسرعت رشد ساقه گيرياندازه

چه توسط چه و ريشهگيري طول ساقهآخرين مرحله اندازه
  محاسبه شد.  )٢رابطه (

                            )                  ٢(رابطه 
Di

Li
GR   

چه يا طول ساقه Liسرعت رشد،  GRكه در آن 
تعداد روز از ابتداي كشت  Diگيري و چه در روز اندازهريشه

 باشد.مي

  اسم ژنوتيپ
Genotype  

 رديف

No.  
  اسم ژنوتيپ
Genotype  

 رديف

No. 
Sahar  15  Williams  1  
Tena  16  Zon  2  

Davis and Willliams  17  2001  3  
Tisa  18  M.7  4  

DI.74  19  033  5  
LH.2500  20  2002  6  

032  21  Sari  7  
Linford  22  M9  8  
Saland  23  L17  9  
DI.41  24  Katool 10  

Boutng  25  Clean  11  
Zara  26  BP  12  

Hamilton and Essex  27  Mercury  13  
    MS12  14  
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در پايان وزن  :گيري وزن تر و وزن خشك گياهچهاندازه
 گيري شد، سپساندازهدقيق ها با استفاده از ترازو تر نمونه

 ٧٢مدت ها را در داخل فويل آلومينيومي پيچانده و بهآن
درجه سلسيوس قرار داده تا  ٧٠ساعت در آون با دماي 

گيري شد. ها اندازهوزن خشك آن خشك شوند. سپس
چه چه به طول ساقهضريب آلومتري از نسبت طول ريشه

   .)Scott et al., 1984(محاسبه شد 
هاي دار بين ژنوتيپمنظور تعيين وجود اختلاف معنيبه

فات وري بر صچنين اثر متقابل ژنوتيپ و تنش شسويا و هم
صورت آزمايش ها بهگيري شده، تجزيه واريانس دادهاندازه

فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي با سه تكرار انجام شد. 
براي استفاده شد.  SAS 9.00افزار براي اين منظور از نرم

 زنيجوانه صفاتاساس  بر سويا، هايبندي ژنوتيپگروه
. به اين اي استفاده شدشده از تجزيه خوشهگيرياندازه

ها در چهار سطح تنش شوري ترتيب كه هركدام از ژنوتيپ
، ٢، ١ترتيب با ) بهNaClمولار ميلي ٩٠و  ٦٠، ٣٠(شاهد، 

هاي مختلف سويا در سطوح ژنوتيپو گذاري شد نام ٤و  ٣
عنوان يك تيمار در نظر گرفته شد و مختلف تنش شوري به

براي انجام  ختلف انجام شد.بندي تيمارها در سطوح مگروه
 از روش فاصله هاژنوتيپبين  اي فاصلهتجزيه خوشه

 ايهاي مختلف تجزيه خوشهاقليدوسي استفاده شد. روش
ها بين گروه شامل ادغام بر مبناي متوسط فاصله

)UPGMA(ها ترين همسايه، ادغام بر اساس نزديك)SL( ،
با  (Ward)ارد و حداقل واريانس و )CL(دورترين همسايه 

انجام شد. براي آزمون  ٢١نسخه  SPSSافزار استفاده از نرم
اي و برآورد ميزان بندي حاصل از تجزيه خوشهصحت گروه

ها از تجزيه تابع تشخيص انتساب اشتباه ارقام به گروه
هاي حاصل از تجزيه ترتيب كه گروه اين استفاده شد. به

عنوان گروه به هاي موجود در هراي و ژنوتيپخوشه
بندي اوليه در نظر گرفته شد و با استفاده از تجزيه تابع گروه

بندي اوليه مورد روش خطي فيشر، صحت گروهتشخيص به
 SPSSافزار آزمون قرار گرفت. تجزيه تابع تشخيص با نرم

  انجام شد. ٢١نسخه 
  ارزيابي مولكولي

و  ISSRآغازگر  ١٢آغازگر شامل  ٣٠در اين تحقيق از 
 REMAPنشانگر تركيبي  ١٥و  رتروترانسپوزونآغازگر  سه

هاي برگي و  منظور تهيه نمونهبه ).٢استفاده شد (جدول 
ها مجددا در هاي هر يك از ژنوتيپبذرDNA استخراج 

متر با خاك سانتي ٧×١٠×٥هاي پلاستيكي به ابعاد گلدان
مناسب در گلخانه دانشكده كشاورزي دانشگاه گيلان كشت 

 چهارشدن گياه (حدوداً برگيشش تا هشت پس از شد. 
هاي جوان صورت گرفت برداري از برگهفته)، نمونه

 -٧٠ فريزر به DNAهاي برگي تا زمان استخراج نمونه
جوان  هايبرگ DNAمنظور استخراج منتقل شدند. به

گرم) را در هاون چيني گذاشته و با  ٧/٠تا  ٤/٠(حدود 
خوبي پودر گرديد. جهت استخراج افزودن نيتروژن مايع به

DNA  از روشCTAB  با اندكي تغييرات استفاده شد
)Saghai-Maroof et al., 1984( .منظور تعيين كميت به

شده، از ژل آگارز هاي استخراجدر نمونه DNAو كيفيت 
  اسپكتروفوتومتري استفاده شد. و  درصد يك

 ٤٠تا ٣٠ميكروليتر شامل  ١٠در حجم  PCRواكنش 
مول ميلي ٣/٠ ،dNTPمول ميلي ١/٠الگو،  DNAنوگرم نا

واحد  ١و  PCR 1X، بافر 2MgClمول ميلي ٥/١آغازگر، 
پليمراز با استفاده از دستگاه ترموسايكلر Taqآنزيم 

Biometra  انجام شد)Mohsenzadeh Golfazani et 

al., 2016, Mohsenzadeh Golfazani et al., 2012(.  
سازي اوليه دقيقه واسرشته چهارچرخه حرارتي شامل 

ثانيه  ٤٠ صورتسيكل به ٣٥، سپس درجه سلسيوس ٩٤در 
ثانيه مرحله  ٤٠، درجه سلسيوس ٩٤سازي در واسرشته

دقيقه مرحله بسط در دماي  دو، Tmاتصال آغازگر در دماي 
 ٧٢ي در دماي دقيقه بسط انتهاي پنجو  درجه سلسيوس ٧٢

چهار درجه داري در دماي ، سپس نگهدرجه سلسيوس
 بود. دماي بهينه براي اتصال هر آغازگر در طي سلسيوس

درجه  چهار، با تعريف كرد محدوده دمايي PCRواكنش 
بالاتر  سلسيوسدرجه  سهو  Tmتر از دماي سلسيوس پايين

هاي براي دستگاه ترموسايكلر داراي بلوك Tmاز دماي 
شده توسط شركت ارائه Tmب دمايي، بر اساس دماي شي

Generay Biotech  براي آغازگرهايISSR  و شركت سينا
  ).٢رتروترانسپوزون تعريف شد (جدول آغازگرهاي ژن براي 

 DNAو آشكارسازي  PCRمنظور الكتروفورز محصول به
درصد و با ولتاژ  ٥/١ها از ژل آگارز تكثيرشده براي نشانگر

  .دقيقه انجام شد ٩٠مدت ات بهو ٨٠ثابت 
با  ترتيبها بهالگوي باندي بر اساس وجود يا عدم وجود باند

صورت يك هاي حاصل بهدهي شدند. دادهيك و صفر نمره
 ٢٧شد كه در آن  Excelافزار وارد نرم ٢٧×١١٣٠ماتريس 

 شده بود. تعداد باند مشاهده ١٣٠تعداد ژنوتيپ سويا و 
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  و رتروترانسپوزن مورد استفاده ISSRزگرها، توالي و دماي اتصال آغازگرهاي ليست آغا -٢جدول 
Table 2. List of primers, primer sequence, annealing temperature of ISSR and Retrotransposons  

  
عنوان هاي چندشكل در هر آغازگر بهدرصد جايگاه

آغازگر در ايجاد چندشكلي و تمايز بين شاخصي از توانايي 
ها براي هر آغازگر محاسبه شد. درصد چندشكلي در جدايه

مطالعه از طريق تقسيم  هاي موردهر آغازگر براي ژنوتيپ

                                                             
1 - Polymorphism Information Content 

ه هاي تكثير شدهاي چندشكل بر تعداد كل باندتعداد باند
   .دست آمدهبراي هر آغازگر ب

، از C)(PI ١محتواي اطلاعات چندشكل يك نشانگر
محاسبه شد كه در  Excelافزار با استفاده از نرمو  ٣رابطه 

 
  رديف
No. 

 آغازگر

Primer  
 توالي

Sequence 

 دماي اتصال

C)◦Annealing temperature ( 

ISSR 

1 UBC8736 A8AC)(  43 

2 UBC827 G8(AC)  50 

3 UBC834 C8(AC) 48/5 

4 UBC807 T8(AG) 43 

5 UBC808 C8(AG)  45 

6 UBC825 T8(AC) 48  

7  UBC811 C8GA) (  42  

8  UBC809 G8(AG) 44 

9  UBC810 T8(GA) 47/5 

10  UBC821 T8(GT) 47/5 

11  UBC822 A8(TC) 43 

12  HB12 GC3(CAC) 43  

Retrotransposons 

13 TOS-1  TGTTGGGAATAGTCCCACA 61 

14 TOS-2 TGTTGAATAGTTCCACATT 52 

15 TOS-3 TGTTAGAAGTATAATATGT 43 

REMAP 

16 HB-12+TOS-1   43  

17 UBC809+TOS-1  44 

18 UBC810+TOS-1  48 

19 UBC807+TOS-1  43 

20 UBC822+TOS-1  42 

21 UBC808+TOS-1   45  

22  HB-12+TOS-2   43  

23  UBC834+TOS-1  49 

24  UBC825+TOS-1  48 

25  UBC808+TOS-2  45 

26  UBC807+TOS-2  43 

27  UBC822+TOS-2   43  

28 UBC809+TOS-2  44 

29 UBC810+TOS-2  48 

30 UBC811+TOS-2  43 



 )١٣-٢٩/(١٤٠١/دوم شماره/ مسال نه/ اناير بذر تحقيقات و علوم                                                         و همكاران            پركار 

١٨ 

هاست تعداد آلل nام و iفراواني آلل  Piاين رابطه 
(Mohsenzadeh Golfazani et al., 2012).  

PIC  )٣رابطه ( = 1 − ∑ p୧
ଶ୬

୧ୀଵ −  ∑ ∑ 2p୧
ଶ୬

୨ୀ୧ାଵ
୬ିଵ
୧ୀଵ p୨

ଶ   
هاي مؤثر، شاخص شانون، تعيين تنوع ژني ني تعداد آلل

تعيين  ٣١/١نسخه  POPGENافزار با استفاده از نرم
 افزارتجزيه به مختصات اصلي با استفاده از نرم .گرديد

GenStat  دي ارقام ابتدا بنانجام شد. جهت گروه ١٢نسخه
هاي مولكولي با هاي و مشابهت ارقام بر اساس دادهتفاوت

بندي ارقام با استفاده از روش تطابق ساده تهيه و گروه
ها، هاي مختلف حداقل واريانس وارد، دورترين همسايهروش

UPGMAها، مركزي، ، متوسط فاصله بين و درون كلاستر
شد. از بين اين  ها رسمترين همسايهاي و نزديكميانه
ترين ها بهترين روش و بيشها دورترين همسايهروش

ضريب همبستگي كوفنتيك را داشت. دندروگرام با استفاده 
رسم شد. جهت مطرح نمودن  NTSYS 2.02افزار از نرم

ها تا چه حد كه دندروگرام حاصل از ماتريس دادهاين
 كند از ها و ساختار جمعيت را توجيهتوانسته ماتريس داده

ضريب همبستگي كوفنتيك استفاده شد. براي محاسبه 
ضريب همبستگي كوفنتيك، دندروگرام به معادل آن تبديل 

شود. اين معادل را ماتريس كوفنتيك گويند. بعد از مي
دست آوردن ماتريس كوفنتيك ماتريس فاصله يا شباهت به

اوليه با ماتريس همبستگي حاصل از برگردان دندروگرام 
شد. بالابودن ضريب همبستگي كوفنتيك به يسه ميمقا

مفهوم وجود همبستگي بين دندروگرام و ماتريس فاصله يا 
شباهت همبستگي وجود دارد. تعيين ضريب همبستگي 

انجام شد. تجزيه تابع  NTSYS 2.02افزار كوفنتيك با نرم
هاي موجود و يا از قبل تشخيص به بررسي ميزان تمايز گروه

 پردازد وشده ميهاي انجامگيريلحاظ اندازه ازتشكيل شده 
بندي موجود را ارزيابي ميزان صحت و يا اشتباه گروه

شده توسط بندي انجامكند. جهت بررسي صحت گروهمي
  انجام شد. ٢١نسخه  SPSSافزار اي، با نرمتجزيه خوشه

  زنيارتباط نشانگرهاي مولكولي و صفات جوانه
ـــي تواناي منظوربه ـــانگربررس ـــازي ي نش ها در جداس

س مورد زنيصفات جوانه نظر ازها، ژنوتيپ شرايط برر ي در 
، رتروترانســپوزون و ISSRنشــانگر  ٢٨تنش با اســتفاده از 

سپوزون و  سويا،  ٢٧بر روي  ISSRتركيب رتروتران ژنوتيپ 

ـــد كه نقش وجود يا عدم وجود باند در  ١٣٠ باند توليد ش
ـــفات  ـــده در گيرياندازهكاهش يا افزايش ميانگين ص ش

در برنامه  Proc Anovaي ها با اســـتفاده از برنامهژنوتيپ
SAS  ــي تنش ــد. در اين بررس ــي ش مولار يليم ٩٠بررس

NaCl شوري براي  عنوانبه ي بالا در نظر هاتنششاخص 
دســت آوردن همبســتگي منظور بهچنين بهگرفته شــد. هم

 مولكولي توسطو  زنيهاي جوانهبين دو ماتريس تشابه داده
سخه  GenStatافزار نرمآزمون مانتل با  شد كه  ١٢ن انجام 

  دار نبود.يمعننتايج نشان داد اين ارتباط 
  

  نتايج و بحث
  زنيارزيابي صفات مورفولوژي مربوط به جوانه

ـــاس  ـــل از تجزيه واريانس بر اس  آزمايشنتايج حاص
شان داد كه تفاو صادفي ن  تفاكتوريل در قالب طرح كاملاً ت

صفات داري بين ژنوتيپمعني سطوح تنش براي كليه  ها و 
درصد وجود دارد (نتايج  يكشده در سطح احتمال مطالعه

شد). هم شان داده ن نش ت ×چنين براي اثر متقابل ژنوتيپ ن
ـــفات ـــوري نيز براي كليه ص ـــفات وزن تر به ش غير از ص

چه و چه، وزن خشــك ريشــهچه، وزن خشــك ســاقهســاقه
ـــاقهتفاوت وزن ت ـــك س داري چه نيز تفاوت معنير و خش

دار شــدن اثر متقابل ژنوتيپ در تنش . معنيمشــاهده شــد
ها در سطوح تنش شوري دهد كه واكنش ژنوتيپنشان مي

ي هاي متفاوتها واكنشمورد مطالعه يكسان نبوده و ژنوتيپ
سطوح مختلف تنش شتند. در  شوري دا  ٦٠در تنش هاي 

ــكل  هامولار نيز ژنوتيپميلي ــه گروه قرار گرفتند (ش در س
يپ١  M9،Boutng ،L17 ،32 هاي)، در گروه اول ژنوت

،Bp ،Clean،Mercury ، DI74،Zon ،Linford ،  
Sahar،Tisa ،Saland ،Ms12  هاي در گروه دوم ژنوتيپ

Williams، Sari، 33،Hamilton&Essex ،Zara 

،Tena ،Davis&Williams   و DI41 ـــوم و در گروه س
يپ   2002و  Katool، LH2500،M7 ، 2001 هايژنوت

ند.  يپميلي ٩٠در تنش قرار گرفت هار مولار ژنوت ها در چ
كل  ـــ ند (ش يپ٢گروه قرار گرفت هاي ). در گروه اول ژنوت

2001، Clean،Mercury ، Ms12، M9، DI74،L17   و
Sahar ،.قرار گرفتند



 )١٣-٢٩/(١٤٠١/دوم شماره/ مسال نه/ اناير بذر تحقيقات و علوم                                                    ...هايژنوتيپ بندي برخيگروه

١٩ 

  
اقليدوسي و روش دورترين  فاصله معيار و زني مورد ارزيابيصفات جوانه اساس بر هاي سوياژنوتيپ بنديگروه -١شكل 

 NaCl مولارميلي ٦٠تنش  مبناي فاصله بر

Figure 1. Cluster analysis of soybean genotypes based on Euclidean distance with on complete linkage 
method in 60 mM NaCl

 Tisa،Zon ،32 ،Linfordهاي در گروه دوم ژنوتيپ

،Boutng ،Williams ،Bp ،33 ، Tena، Sari وSaland 

 Hamilton and،2002هاي گروه سوم شامل ژنوتيپ ،

Essex، Zara، 2001  وM7 هايو در گروه چهارم ژنوتيپ 

Katool،LH2500 ،Davis and Williams  وDI41   قرار
گرفتند.

  
اقليدوسي و روش دورترين  فاصله معيار و ارزيابي مورد يزنصفات جوانه اساس بر هاي سوياژنوتيپ بنديگروه -٢شكل 

 NaClمولار ميلي ٩٠تنش  مبناي بر فاصله
Figure 2. Cluster analysis of soybean genotypes based on Euclidean distance with on complete linkage 

method in 90 mM NaCl
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در كلاستر  هاي مختلفتجزيه از حاصل مطالعه نتايج
 ،DI41مانند هاي ژنوتيپ كه داد نشان شوري سطوح تنش

M7، 2001، 2002، Katool و LH2500  در سطوح
 تواندمي اين موضوع گرفته و مختلف تنش در يك گروه قرار

 از در تيمارهاي مختلفها ژنوتيپ اين كه باشد اين بيانگر
عبارتي داشت. به نخواهد چنداني تغييرات رشدي نظر

 ،Katool،2001 ، DI41، M7، 2002چون همها ژنوتيپ
LH2500 ٩٠و  ٦٠خصوص سطوح در كليه سطوح تنش به 

 طول به مربوط صفات ويژهبه مولار براي اكثر صفاتميلي

و  داشته ترين ميانگين صفات راچه بيشو ساقه چهريشه
ن چنيو هم هاي متحمل سويا معرفي شدندعنوان ژنوتيپبه

 Mercury و Boutng، M9 ،L17، BP، هايي مانند زانرقم
 ٩٠و  ٦٠خصوص سطوح در سطوح مختلف تنش به

وان عنو به تري بودندمولار داراي ميانگين صفات كمميلي
اي كه ايدهبراي اين .هاي حساس سويا معرفي شدندژنوتيپ

ژنوتيپ مورد  ٢٧هاي بين ها و تفاوتاز ميزان شباهت
شده در مجموع چهار سطح يگيرنظر صفات اندازه مطالعه از

روش دورترين اي بهدست آيد، تجزيه خوشهتنش شوري به
ها همسايه و با معيار فاصله اقليدوسي انجام شد و ژنوتيپ

). بر اساس ٣بندي شدند (شكل در چهار گروه، گروه
، Williams ،Zon ،2001 ،M.7هاي دندروگرام ژنوتيپ

2002، Katool ،Clean ،MS12 ،Davis and 

Willliams ،LH.2500 ،Saland  وDI41  براي تيمار
هاي چنين ژنوتيپشاهد در گروه اول قرار گرفتند هم

2001 ،M.7 ،2002، Katool ،Clean ،LH.2500  وDI41 
ها در نيز در كنار اين ژنوتيپ NaClمولار ميلي ٣٠در تيمار 

اين خوشه قرار گرفتند كه بيانگر اين است كه اين ارقام در 
هم ايط تيماري ذكر شده عملكرد و خصوصيات نزديك بهشر

، Williams ،Zonهاي داشتند. در گروه دوم ژنوتيپ
2001 ،M.7 ،033 ،Sari ،Katool ،Clean ،MS12 ،

Sahar ،Tena ،Davis and Willliams ،Tisa ،
LH.2500 ،Linford ،Saland ،DI41 ،Zara  و

Hamilton and Essex  ر، مولاميلي ٦٠از تيمار
 ٣٠از در تيمار  Zaraو  M9 ،Boutngهاي ژنوتيپ

و  M.7 ،2002 ،Katool، 2001هاي ژنوتيپ مولار وميلي
LH.2500  مولار ميلي ٩٠از تيمارNaCl  قرار داشتند. گروه

، Williams ،033 ،Sari ،Boutngهاي سوم شامل ژنوتيپ
M9 ،L17 ،BP ،Mercury ،Sahar ،Tena ،Tisa ،DI74 ،
032 ،Linford ،Zara ،Hamilton and Essex  از تيمار

، Williams ،Sari ،L17 ،Cleanهاي شاهد، ژنوتيپ
Mercury ،MS12 ،Sahar ،Tena،Davis and 

Willliams  ،Tisa ،DI74 ،032 ،Linford ،Saland ،
Hamilton and Essex  مولار و ميلي ٦٠از تيمار

مولار يميل ٩٠نيز از تيمار  032و  BP، 2002هاي ژنوتيپ
NaCl  در كنار يكديگر قرار گرفتند. در گروه چهارم نيز
هاي مولار، ژنوتيپميلي ٦٠از تيمار  032و  BPهاي ژنوتيپ

 ،M9 ،L17 ،Boutng ،Mercury  مولار ميلي ٦٠از تيمار
، Williams ،Zon ،033 ،Sari ،M9 ،L17 هايو ژنوتيپ

BP ،Mercury ،Clean ،MS12 ،Sahar ،Tena ،Davis 

and Willliams ،Tisa ،DI74 ،032 ،Linford ،Saland ،
DI41 ،Boutng ،Zara  وHamilton and Essex  در كنار

بندي قرار گرفتند. قرار گرفتن يكديگر در يك خوشه گروه
با العمل تقريعكس ها نشان دهندهها در اين گروهاين ژنوتيپ
 رتعباباشد، بهها تحت شرايط تيمار شوري ميمشابه آن

به يك ميزان تحت تنش قرار  زنيجوانه صفات لحاظ ديگر از
هاي مقاوم و حساس بر منظور شناسايي ژنوتيپبه گرفتند.

سطح  چهارشده در گيرياندازه زنيجوانهاساس صفات 
 ٩٠و  ٦٠، ٣٠سطح شاهد،  چهارها در تنش، ژنوتيپ

 ،گذارينام چهارو  سه، دو، يكترتيب با به NaClمولار ميلي
صحت بندي شدند. گروه گروه چهارو بر اساس تنش در 

اي توسط تابع تشخيص بندي حاصل از تجزيه خوشهگروه
 . نسبتدرصد بوده است ٦/٩٢روش خطي فيشر كانوني به

ا ي يك تهادرون گروههاي سويا بندي ژنوتيپموفقيت گروه
 ٨/٧٧و  ٨/٧١، ٧/٦٦، ٦٣ترتيب به با تابع تشخيص چهار
  بود.
  يابي مولكوليارز

نشانگر رتروترانسپوزون  سهو   ISSRنشانگر ١٢از بين 
 دوو  ISSRنشانگر  ١١استفاده شده در اين پژوهش تعداد 

نشان  شكليها چندنشانگر رتروترانسپوزون در بين ژنوتيپ
و يك نشانگر  )ISSR )UBC821دادند و يك نشانگر 

را  قابليت امتيازدهي باندها )TOS-3( رتروترانسپوزون
شده در شكل استفادهنشانگر چند ١٣مجموع  از نداشتند.

ها عدد از آن ٦١باند تشكيل شد كه  ١٢٩ژنوتيپ  ٢٧بين 
  شكل بودند.درصد) چند ٧٨/٤٧(
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  و روش دورترين فاصله اقليدوسي فاصله معيار و ارزيابي مورد زنيجوانه صفات اساس بر هاي سوياژنوتيپ بنديگروه -٣شكل 

Figure 3. Cluster analysis of soybean genotypes based on Euclidean distance with on complete linkage method  
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ازاي هر نشانگر شكل بههاي چندميانگين تعداد باند
هاي مورد از بين نشانگر ).٣باند بود (جدول  ٦٧/٣معادل 

آن،  زا باند و بعد ١٤با تعداد  UBC8736استفاده، نشانگر 
باند،  ١٢با تعداد  UBC825و UBC827 هاينشانگر

 UBC822و  UBC810هاي ترين تعداد باند و نشانگربيش
ترين تعداد را داشتند. تمام نشانگرها باند، كم هفتبا تعداد 

يكي خوبي تنوع ژنتشكل بودند. بنابراين، توانستند بهچند
ها از وتيپها را نشان دهند و قادر به تفكيك ژنبين ژنوتيپ

 UBC825و UBC873،  UBC827هاي هم بودند. نشانگر

هاي توانند تنوع ژنتيكي بين ژنوتيپتر، ميبا تعداد باند بيش
نشانگر تركيبي  ١٥سويا را بهتر نشان دهند. از بين 

شكلي شده در اين پژوهش تمامي نشانگرها چنداستفاده
ر شده ددهشكل استفانشانگر چند ١٥مجموع  از نشان دادند.

ها عدد از آن ٦٩باند تشكيل شد كه  ١٣٩ژنوتيپ  ٢٧بين 
هاي ميانگين تعداد باند شكل بودند.درصد) چند ٧٤/٤٩(

باند بود (جدول  ٣١/٣ازاي هر نشانگر معادل شكل بهچند
٣.(  

شاخص شانون و تعداد آلل مؤثر، تنوع ژني ني، هاي چندشكل و درصد چندشكلي، تعداد باند، تعداد باند -٣جدول 
  مطالعه مورد REMAP، رتروترانسپوزون و ISSRهاي محتواي اطلاعات چند شكل مربوط به نشانگر

Table 3. Number of bands, Polymorphic percentage, Number of polymorphic bands, PIC, number of 
effective alleles, Nei gene diversity and Shannon index at ISSR and retrotransposon studied  

 نام آغازگر
 تعداد باند

Number of  
bands 

 شكل تعداد باند چند

Number of 
polymorphic bands 

 درصد چند شكلي

Polymorphic 
percentage  

PIC 
 شاخص شانون

Shannon 
index 

 تنوع ژني نئ

Nei gene 
diversity 

 تعداد آلل مؤثر

Number of 
effective alleles  

UBC8736 14 6 42/86 0/39 0/64 0/44 1/82 

UBC827 12 5 41/67 0/3 0/6 0/42 1/76 

UBC834 8 4 50 0/37 0/55 0/37 1/65 
UBC807 11 4 36/36 0/41 0/56 0/38 1/65 

UBC808 9 7 77/77 0/47 0/62 0/43 1/77 

UBC825 12 4 33/33 0/39 0/68 0/49 1/96 

UBC811 10 3 30 0/42 0/67 0/48 1/93 

TOS-1 10 5 50 0/21 0/59 0/4 1/69 

TOS-2 11 6 54/54 0/35 0/65 0/46 1/85 

UBC809 8 6 75 0/24 0/59 0/4 1/71 

UBC810 7 3 42/85 0/31 0/61 0/42 1/74 

UBC822 7 3 42/85 0/27 0/53 0/35 1/62 

HB-12  10 5 50 0/47 0/65 0/46 1/86 

HB-12+TOS-1 6 3 50 0/41 0/61 0/42 1/76 

UBC809+TOS-1 12 4 33/33 0/42 0/48 0/31 1/48 

UBC810+TOS-1 13 9 69/23 0/39 0/58 0/4 1/7 

UBC807+TOS-1 11 4 36/36 0/48 0/59 0/4 1/7 

UBC822+TOS-1 11 6 54/54 0/37 0/63 0/44 1/66 

UBC808+TOS-1 10 7 70 0/4 0/52 0/34 1/57 

HB-12+TOS-2 8 3 37/5 0/34 0/57 0/39 1/74 

UBC834+TOS-1 10 3 30 0/49 0/58 0/39 1/65 

UBC825+TOS-1 10 6 60 0/35 0/6 0/41 1/73 

UBC808+TOS-2 8 5 62/5 0/39 0/6 0/41 1/74 

UBC807+TOS-2 9 5 55/5 0/39 0/66 0/46 1/88 

UBC822+TOS-2 7 4 57/14 0/46 0/56 0/37 1/64 

UBC809+TOS-2 7 3 42/8 0/42 0/63 0/44 1/82 

UBC810+TOS-2 10 5 50 0/41 0/61 0/42 1/77 

UBC811+TOS-2 8 2 25 0/36 0/52 0/35 1/63 
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   UBC808هاي سويا با استفاده از آغازگر الگوي نواري حاصل از تكثير ژنوتيپ -٤شكل 

Figure 4. Band pattern obtained from amplification of soybean DNA results using UBC808 primer, 1 to 9 
respectively soybean genotypes studied, Lader (Gene RulerTM 100bp DNA Ladder, fermentas) (100- 1500 bp) 

  
 TOS-2 هاي سويا با استفاده از نشانگرالگوي نواري حاصل از تكثير ژنوتيپ -٥شكل 

Figure 5. Band pattern obtained from amplification of soybean DNA results using TOS-5 primer, 1 to 17 
respectively soybean genotypes studied, Lader (Gene RulerTM 100bp DNA Ladder, fermentas) (100- 1500 bp) 

 استفاده، نشانگر هاي مورداز بين نشانگر
از آن،  باند و بعد ١٣تعداد  با  UBC810 + TOS-1تركيبي

باند،  ١٢با تعداد  UBC809 + TOS-1 ركيبينشانگر ت
 HB-12 + TOS-1ترين تعداد باند و نشانگر تركيبي بيش

ها ترين تعداد را داشتند. تمام نشانگرباند، كم ششبا تعداد 
يكي خوبي تنوع ژنتشكل بودند. بنابراين، توانستند بهچند

 ها ازها را نشان دهند و قادر به تفكيك ژنوتيپبين ژنوتيپ
 UBC810 + TOS-1هاي تركيبيبودند. نشانگر هم

نوع توانند تتر، ميبا تعداد باند بيش  UBC809 + TOS-1و
 .هاي سويا را بهتر نشان دهندژنتيكي بين ژنوتيپ

معادل تنوع ژنتيكي  )PIC(شكل ميزان اطلاعات چند
هاي واسطه تعداد آللبوده و قدرت تفكيك يك نشانگر را به

ها را در جمعيت تحت اني نسبي اين آللشكل و فراوچند

. محتواي )Senior et al., 1998(دهد مطالعه نشان مي
شكل به تفكيك براي هر يك از نشانگرهاي اطلاعات چند

ارائه  )٣جدول (عه محاسبه و نتايج مربوطه در مطال مورد
 + UBC834در نشانگرهاي  PICشد. بالاترين ميزان 

TOS-1، UBC807 + TOS-1، UBC808  وHB-12 
تعيين شد كه  ٤٧/٠و  ٤٧/٠، ٤٨/٠، ٤٩/٠ميزان به

 هايدهنده كارايي بالاي اين نشانگرها در تمايز ژنوتيپنشان
ر ترين تعداد آلل مؤثد. بيشاستفاده در اين تحقيق بو مورد

 ،UBC825، UBC811 ترتيب مربوط به نشانگرهايبه
HB-12  وUBC807 + TOS-2 ها بود در بين كل ژنوتيپ
هاي مهم در انتخاب كه يكي از معيارجايي). ازآن٣(جدول 

هاي مؤثر است، نشانگرهاي مناسب و سودمند، تعداد آلل
منظور لعات بعدي بهها براي مطاتوان از اين نشانگرمي
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ها استفاده كرد. يكي از بررسي تنوع ژنتيكي ژنوتيپ
ها براي ارزيابي تنوع ژني در بين ارقام و ترين شاخصمهم

. )Nei, 1972(باشد ها، شاخص تنوع ژني ني ميجمعيت
تا  ٣١/٠برآورد شاخص ني نشان داد كه ميزان تنوع ژني از 

 UBC825اي هها متغير بود. نشانگردر بين ژنوتيپ ٤٩/٠
ترين تنوع ژني را نشان دادند. نشانگر بيش UBC811و 

UBC809 + TOS-1 ميزان تنوع ژني را نشان  ترينكم
شاخص  بود. ٤١/٠ها داد. ميانگين تنوع ژني در بين ژنوتيپ

 ها استشكلي در بين ژنوتيپشانون بيانگر ميزان چند
)Shannon, 1948(يق ميانگين ضريب شانون . در اين تحق

دهنده تنوع نسبتاٌ بود كه نشان ٥٩/٠ها در بين ژنوتيپ
 هايبررسي است. نشانگر هاي موردبالايي در ژنوتيپ

UBC825، UBC811، TOS-2، HB-12  و
UBC807+TOS-2 ترين شاخص شانون داراي بيش

هاي مورد اشاره دهد كه نشانگربودند، اين نشان مي
كنند نتيكي درون جمعيتي را بهتر توجيه توانند تنوع ژمي

 UBC808+TOS-1و  UBC809+TOS-1و نشانگرهاي 
 .باشندترين شاخص شانون ميداراي كم

 قابل تفاوت منزلهبه موجود دو بين ژنتيكي فاصله

 است. آللي تنوع از استفاده با موجود دو آن بين توجيه

 ژني هايتفاوت ميزان بيانگر ژنتيكي ديگر فاصلهعبارتبه

 برخي از استفاده با كه هاستگونه يا هاجمعيت بين

 بنديباشد. گروهمي گيريقابل اندازه عددي هايكميت

 شد. تجزيه انجام يك و صفر دهيرتبه اساس بر هاژنوتيپ

 سه گيريهاي مختلف و اندازهاي بر اساس الگوريتمخوشه

 كه داد نشان دايس، و جاكارد ساده، تطابق تشابه ضريب

 روش استفاده از با ساده ضريب تطابق اساس بر بنديگروه

 مورد هايروش بين از هابندي دورترين همسايهگروه
 و بودبندي ارقام را دارا بهترين وضعيت جهت گروه بررسي
بين  ساده ضريب تطابق بر اساس ارقام بين تشابه ميزان
 ٦٣كوفنتيك  درصد متغير بود و ضريب ٨٢ درصد تا چهار

كارآيي نسبتاً بالاي اين  دهندهدست آمد كه نشاندرصد به
 ترين شباهتباشد. بيشها ميبندي ژنوتيپروش در گروه

 ) بود. و پس٨٢/٠( LH2500 و Katoolهاي بين ژنوتيپ

 L17و  DI74)، ٧٨/٠( 2002و  Zaraهاي ها ژنوتيپاز آن
   .ترين تشابه را داشتند) بيش٧٢/٠( DI41 و M7) و ٧٥/٠(

 و Saland)، ٠٤/٠( Mercury و DI41هاي ژنوتيپ
Mercury )٠٦/٠ ،(032 و Katool )٠٨/٠ ،(2001  و

MS12 )١١/٠ ،(Zon و Katool، L17 و Katool )١٣/٠ (
 بين تشابه مقادير به توجه ترين شباهت را داشتند. باكم

 كه ارقامي بين تلاقي ،كه كرد گيرينتيجه توانمي ارقام

 كه ازصورتي در فاصله)، ترين(بيش دارند را تشابه ترينكم
ا از ترين فاصله رنظر نيز بيش لحاظ صفات فنوتيپي مورد

 به يابيدست در را نتيجه بهترين ،هم داشته باشند

تر خواهد تنوع ژنتيكي بيش به يابيدست يا و هيبريدها
، ارقام ٦٩/٠ضريب تشابه  برش دندروگرام از ناحيه داشت.
هاي ). ژنوتيپ٤گروه تفكيك كرد (شكل  رچهارا به 

Williams ،Zon، Mercury، Saland  وMS12  در گروه
 ،33هاي اول قرار گرفتند. گروه دوم نيز شامل ژنوتيپ

Sahar، BP ،Clean، 32، M9، Davis and Williams، 
L17  وDI74 .2002 ،2001 هايژنوتيپ بود، Zara، 

Hamillton and Essex ،Tena، Sari، Tisa، Katool  و
LH2500  در گروه سوم قرار گرفتند. در گروه چهارم نيز

صحت قرار گرفتند.  M7و Boutng، Linford، DI41ارقام 
اي بر اساس تمامي بندي حاصل از تجزيه خوشهگروه

 توسط تابع تشخيص كانونيشده كار گرفتههاي بهنشانگر
  .درصد بوده است ٣/٩٦روش خطي فيشر به

 مولكولي نشان نشانگرهايها بر اساس وتيپبررسي ژن
 ٦١/٦٢عامل اول در مجموع توانستند مجموعاً  ٩داد كه 

اي ماتريس فاصله را توجيه نمودند و درصد از تنوع فاصله
درصد از تنوع كل را  ٠٩/٢٢دو بردار اول توانستند مجموعاً 

درصد و سهم بردار  ٧٨/١١كه سهم بردار اول  كنندتوجيه 
هاي مولكولي، ). در داده٥درصد بود (جدول  ٣٩/١٠دوم 

درصد از  ٢٠تا  ١٠كه دو يا سه بردار اول حدود درصورتي
ظر ن ها را توجيه نمايند، اگرچه ازتغييرات مربوط به نشانگر

آماري ممكن است براي نمايش گرافيكي مناسب نباشد، 
برداري مطلوب دهنده نمونهنظر ژنتيكي نشان ولي از
عداد كه تديگر، زمانيعبارتبه باشد.از كل ژنوم ميها نشانگر

هاي ها به تعداد كمي بردار كاهش يابد، نشانگرصفات يا باند
ها را تحت پوشش استفاده تعداد محدودي از كروموزوم مورد

توانند افراد را از حدي نمي نتيجه تا دهند و درقرار مي
 بردارها زياد باشد،خوبي جدا نمايند. اما اگر تعداد ديگر بههم

تري را تحت هاي بيشنشانگرهاي مورداستفاده، كروموزوم
خوبي تنوع ژنتيكي افراد را پوشش قرار داده و نشانگر به

 ,.Mohsenzadeh Golfazani et al(نمايد تعيين مي

2012(.
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، ISSRنشانگرهاي  اساس بر تطابق ساده ضريب ها وروش دورترين همسايهبه هاي سوياوتيپژن بنديگروه -٦شكل 

  REMAPرتروترانسپوزون و 
Figure 6. Dendrogram drawn based on complete linkage method and simple similarity matrix for 

soybean genotypes studied 
  اول بردار ٩و درصد تجمعي براي  مقادير ويژه، واريانس نسبي -٥جدول 

Table 5. Eigenvalues, relative variance and cumulative percentage for 9 Component  
  درصد تجمعي

Cumulative percentage  
  واريانس توجيه شدهدرصد 

Percentage of variance 

 ريشه مشخصه

Eigenvalue
s  

  بردار
Vector  

11/78 11/78 1/22  1 

22/09 10/39 1/08  2 

30/08 7/99 0/83  3 

36/83 6/75 0/7  4 

43/02 6/19 0/64  5 

48/2 5/18 0/53  6 

53/2 5 0/52  7 

58/1 4/9 0/5  8 

62/61 4/51 0/46  9 

اساس دو بردار مختصات اصلي نمودار الگوي تنوع  بر
). در نمودار الگوي ٧هاي سويا رسم شد (شكل ميان ژنوتيپ
اند، در يك در يك نقطه متمركز شدهها كه تنوع ژنوتيپ

در  هاي يك تا چهارهاي گروهاند. ژنوتيپگروه قرار گرفته
اي ترتيب با رنگ آبي، قرمز، سبز و قهوهاي بهتجزيه خوشه

كه در شكل طوراند. هماندر نمودار پراكنش مشخص شده
هايي كه در گروه سوم و چهارم در شود ژنوتيپديده مي

كنار هم قرار داشتند در نمودار الگوي تنوع  ايتجزيه خوشه
حاصل از تجزيه به مختصات اصلي نيز كنار هم قرار 

  اند.گرفته
  

  ارتباط نشانگر مولكولي و صفات مرفولوژيك
ـــي داده   موردهاي هاي مولكولي در ژنوتيپنتايج بررس

ـــ ـــبت مورد انتظار براي يك آغازگر بررس ي با توجه به نس
شان داد كه از  شده،  ١٣٠مجموع غالب ن  ٧٥آغازگر توليد 

ـــان دادند كه در مرحله  ـــبت مورد انتظار را نش آغازگر نس
ستفاده  شانگر ا صفت با ن سي نحوه ارتباط  بعدي جهت برر

  زنيهاي جوانهيه واريانس دادهاز تجزشــدند. نتايج حاصــل 
ـــان داد كه از مجموع  ـــاس هر يك از آغازگر نش  ٨٥بر اس

ـــفات آغا ٢٢آغازگر داراي تفرق،  زگر حداقل در يكي از ص
صد داراي تفاوت گيرياندازه سطح احتمال پنج در شده در 
 دار در ميانگين صفات بودند.معني



 )١٣-٢٩/(١٤٠١/دوم شماره/ مسال نه/ اناير بذر تحقيقات و علوم                                                         و همكاران            پركار 

٢٦ 

  
  هاي سويا براساس بردار اول و دوم حاصل از تجزيه به مختصات اصليالگوي دوبعدي پراكنش ژنوتيپ -٧شكل 

Figure 7. Biplot of soybean genotypes based on first and second vector in principal coordinate analysis 
method

ــاقه ــفت طول س در  ٦٤و  ٩٨چه، وجود باندهاي در ص
صد و هم ضور باند سطح احتمال يك در ، ٧٦، ٦٨چنين ح

در ســطح احتمال پنج درصــد ســبب  ٥٩و  ١٢٠، ٩٩، ٩٦
كه ها شد. درحاليچه در ژنوتيپافزايش ميانگين طول ساقه

ب هاي وجود  ند يانگين  ١٠٥و  ٧٠، ٦٩ا كاهش م جب  مو
ــه ــد.  ٩٥ها با اطمينان چه در ژنوتيپطول ريش ــد ش درص

لل هم فت در  ٧٣چنين وجود آ ـــ كاهش اين ص جب  مو
  درصد شد. ٩٩ها با اطمينان ژنوتيپ

 ١٠٥و  ٩٨، ٦٤چه، وجود باندهاي در صفت طول ريشه
، ٦٨چنين حضــور باند در ســطح احتمال يك درصــد و هم

ــبب افزايش  ١٢٠ و ٧٩ ــد س ــطح احتمال پنج درص در س
شه شد. درحاليچه در ژنوتيپميانگين طول ري كه وجود ها 

موجب كاهش ميانگين طول  ٨٧و  ٧٢، ٧٠، ٦٥هاي باند
  ها در سطح احتمال پنج درصد شد.چه در ژنوتيپريشه

ــه ــفت وزن تر ريش و  ٨١، ٦٤هاي چه، وجود بانددر ص
د ســبب افزايش ميانگين در ســطح احتمال پنج درصــ ٩٨

 ٦٣كه وجود باند ها شد. درحاليچه در ژنوتيپتر ريشهوزن
ـــه ها در چه در ژنوتيپموجب كاهش ميانگين وزن تر ريش

  سطح احتمال پنج درصد شد.
و  ٨١، ٥٢هاي چه، وجود بانددر صــفت وزن تر ســاقه

ـــد و باند  ٩٨ ـــطح احتمال پنج درص ـــطح  ٦٤در س در س
چه افزايش ميانگين وزن تر ريشه احتمال يك درصد سبب

موجب كاهش  ١٢٦كه وجود باند ها شد. درحاليدر ژنوتيپ
ــاقه ــطح احتمال چه در ژنوتيپميانگين وزن تر س ها در س

چه، وجود در صــفت وزن خشــك ريشــه .پنج درصــد شــد
ـــطح احتمال پنج  ١١٠و  ٦٨، ٦٤، ٥٩، ٥٢هاي باند در س

ال يك درصــد در ســطح احتم ٩٨و  ٨١درصــد و باندهاي 
. ها شــدچه در ژنوتيپتر ريشــهســبب افزايش ميانگين وزن

ــد و  ١١كه وجود باند درحالي ــطح احتمال پنچ درص در س
ـــك موجب كاهش ميانگين وزن ١٢٦و  ١٠٥باندهاي  خش

شه شدند. چه در ژنوتيپري صد  سطح احتمال يك در ها در 
ساقه شك  صفت وزن خ ، ٦٤، ١٧چه نيز وجود باندهاي در 

صد و باند  ٩٨و  ٩٦ سطح احتمال پنج در سطح  ٥٢در  در 
ــبب افزايش ميانگين وزن خشــك  احتمال يك درصــد س

  ها شد.چه در ژنوتيپساقه
ساقه شد  سرعت ر صفت  و  ٩٨هاي چه، وجود بانددر 

ـــد و باند  ٦٤ ـــطح احتمال يك درص ـــطح  ٨٧در س در س
احتمال پنچ درصــد ســبب افزايش ميانگين ســرعت رشــد 

ـــاقه ـــد. درحاليپچه در ژنوتيس  ١٠٥كه وجود باند ها ش
ساقه شد  سرعت ر ها چه در ژنوتيپموجب كاهش ميانگين 

  در سطح احتمال يك درصد شد.
شه شد ري سرعت ر صفت  و  ٦٤هاي چه، وجود بانددر 

 ٩٦چنين حضور باند در سطح احتمال يك درصد و هم ٩٨
در سطح احتمال پنچ درصد سبب افزايش ميانگين  ١٠٠و 
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شد شه سرعت ر شد. درحاليچه در ژنوتيپري كه وجود ها 
صد و باندهاي  ٧٣باند  سطح احتمال يك در و  ٦٩، ٦٥در 
ــد موجب كاهش ميانگين  ٧٠ ــطح احتمال پنج درص در س

  ها شدند.چه در ژنوتيپسرعت رشد ريشه
چه تنها وجود ريشـه تر و خشـكوزن تفاوتدر صـفت 

ــطح احتمال پنج  ٩٨و  ٨٩، ٨١، ٦٤ي باندها ــد در س درص
ها در ژنوتيپچه ريشه تر و خشك وزن تفاوتسبب افزايش 

صفت  شكوزن تفاوتشد. در  وجود  چه نيزساقه تر و خ
 ٩٨و  ٨١در ســطح احتمال يك درصــد و باندهاي  ٦٤باند 

سبب افزايش ميانگين  سطح احتمال پنج درصد    اوتتفدر 
كه ها شــدند. درحاليدر ژنوتيپ چهســاقه تر و خشــكوزن

با كاهش ميانگين  ١٢٦و  ٧٢هاي ندوجود  فاوتموجب    ت
ها در ســطح احتمال در ژنوتيپ چهســاقه تر و خشــكوزن

  پنج درصد شد.
 ٥٤و  ١ي باندهاوجود  در صفت ضريب آلومتريك نيز

ميانگين ضريب  در سطح احتمال پنج درصد سبب كاهش
 ٧٣كه تنها وجود باند ها شد درحاليدر ژنوتيپآلومتريك 

سطح  ها درژنوتيپيانگين ضريب آلومتريك م سبب افزايش
  احتمال يك درصد شد.

  نتايج آزمون مانتل
هاي تشابه دادهآزمون منتل همبستگي بين دو ماتريس 

كه ارتباط اين دو محاسبه كرد  ٢/٠را و مولكولي  زنيجوانه
اختلاف ديده شــده در دو تجزيه دار نيســت. يمعنماتريس 
ـــه ـــل از دادهخوش ـــانگرهاي  زنينهجواهاي اي حاص و نش

يپ فات  ،باشــــدها طبيعي ميمولكولي بين ژنوت ـــ زيرا ص
نه ـــرايط اجرايي و محيط دارد و  زنيجوا به ش ته  ـــ وابس

ـــرايط ها ميژنوتيپ ـــبت به ش توانند واكنش متفاوتي نس
شان دهند شانگرهاي مولكولي اختلاف در  ،محيطي ن ولي ن

وم ي از ژنهايد يا قادر به تكثير قسمتندهژنوم را نشان مي
صفات اندازه ست  شده در اين تحقيق بودند كه نتوان گيري 

هايي كه را توجيه كند. ممكن اســـت اســـتفاده از نشـــانگر
سبت به  صفات متفاوت و مراحل نموي متفاوتي ن مرتبط با 
يل بر اين اختلاف  اين تحقيق طراحي شـــده بودند نيز دل

الگوي ها در باشــد. مطالعات نيز شــاهد بر وجود اين تفاوت
هــاي مختلف در بنــدي و ژنوتيــپ در ميــان گروهگروه
ـــد. وتحليل تنوع ميهاي مختلف تجزيهروش بورلاكو و باش

گزارش دادنــد كــه  )Burlacu et al., 2011(همكــاران 
سياري ازجملهصفات مي ط شراي :تواند تحت تأثير عوامل ب

ندازه مان ا نه، ز گيري و غيره قرار گيرد محيطي، حجم نمو

ـــود.ها ميكه موجب بروز اين تفاوت كه از اين درحالي ش
ـــش قرار نظر ژنتي بابت نيز كه كل ژنوم از كي تحت پوش

  .اطمينان نداريم ،گرفته باشد
  

  گيري كلينتيجه
ر بررسي د نتايج حاصل از تجزيه واريانس براي صفات مورد

ي داركه تفاوت معنيشرايط تنش و بدون تنش نشان داد 
ر نظ از )تنش× رقم (بين ارقام، سطوح تنش و اثر متقابل 

دارد و  گيري شده وجوداندازه زنيجوانه تمامي صفات
واكنش متفاوت ارقام در سطوح مختلف تنش  دهندهنشان

متوسط روش اي بهباشد. نتايج حاصل از تجزيه خوشهمي
فات بر اساس ص ها با معيار فاصله اقليدوسيفاصله بين گروه

گروه مجزا  چهار مطالعه را در هاي موردژنوتيپ زنيجوانه
ژنتيكي مانند  هاي مختلف تنوعبالا بودن معيار قرار داد.
هاي ، براي آغازگرPICني، شاخص شانون و ميزان  تنوع ژني

UBC825، UBC811، TOS-2، HB-12، 
UBC834+TOS-1، UBC807+TOS-1، 
UBC807+TOS-2 و UBC808 داد كه اين  نشان

 آيي بالايي داشتند وهاي سويا كارآغازگرها در تمايز ژنوتيپ
تنوع ژنتيكي استفاده ها در بررسي توان از اين آغازگرمي

كه در تجزيه به مختصات اصلي دليل اينچنين بهنمود. هم
هاي زياد، درصد كمي از تغييرات كل را توجيه تعداد مؤلفه

استفاده ناحيه كروموزومي  بنابراين آغازگرهاي مورد ،كردند
نتيجه توانستند  زيادي را تحت پوشش قرار داده و در

ديگر جدا نمودند و تنوع ژنتيكي خوبي از همها را بهژنوتيپ
 آزمون منتل در ايننتايج ها را تعيين كردند. بين ژنوتيپ

هاي هتشابه دادتحقيق نشان داد همبستگي بين دو ماتريس 
   دار نيست.يمعنو مولكولي  زنيجوانه

  
  تشكر و قدرداني

مؤسسه تحقيقات  ژنبانك نگارندگان از مسئولين 
.نماينديم قدراني و تشكر كرجاصلاح و تهيه نهال و بذر 
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Abstract 
In the present study, 11 ISSR, 2 Retrotransposon and 15 Retrotransposon + ISSR composed markers 

(REMAP) were evaluated among 27 genotypes of Soybean. 130 polymorphic bands were produced from 
28 primers. The maximum percentage of polymorphism were 77% for UBC808, 54% for TOS-2 and 
70% in UBC808 + TOS-1 marker. The mount of Nei′s, Shanon and PIC index for UBC808, UBC811, 
UBC825, HB-12, TOS-2, UBC807 + TOS1 and UBC834 + TOS-1 indicated that theses markers could 
be used to assessment of genetic variation. The result of cluster analysis using complete linkage 
algorithms clustered 27 studied genotype in 4 distinct groups with 4, 9, 9 and 5 genotype in respected 
group. Discriminant function analysis using the Fisher′s linear method showed that the complete linkage 
method separated the genotypes with 96/3 percent accuracy. Morphological characteristics of genotype 
were evaluated in a completely randomized design with factorial arrangements whit two factors, The 
first factor were salt stress treatments at 0 (check), 30, 60 and 90 mM NaCl and the second factors was 
genotypes. ANOVA showed significant differences among varieties and level of Treatment for all 
measured morphological traits, and in interaction of cultivar × stress for all traits except Shoot fresh 
weight, shoot dry weight, root dry weight and shoot's weight difference between wet and dry. The cluster 
analysis based on within group′s method clustered genotype at different salt stress treatment in 4 clusters, 
and the accuracy of cluster analysis revealed by discriminant analysis was 92/6%. The correlation 
between the two similarity matrices was not significant by Mantel test. Analysis using marker-assisted 
selection of bands that enhance salt tolerance traits mean they can be used to identify resistant soybean 
genotypes. 
Keywords: Cluster analysis ISSR, Polymorphism, PIC, Retrotransposon  
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