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(Trigonella foenum-graecum)بومي ايران با استفاده از نشانگرهاي  AFLP .155 - 171 :30-1نهال و بذر  نژادي مجله به. 

  
اين بررسي به منظورارزيابي تنوع ژنتيكي در بين و درون بيست توده شـنبليله بـومي ايـران و بـا انتخـاب                      

اسـتفاده از پـنج جفـت       .  انجـام شـد    AFLPاز هر توده با اسـتفاده از نـشانگرهاي        ) لاين(وتهتصادفي هشت تك ب   
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  مقدمه

 (Trigonella foenum-graecum) شــنبليله
سـاله متعلـق بـه تيـره لگومينـوزه           از گياهان يـك   

بنا بـه روايـت تـاريخ انتـشار گياهـان، ايـن             . است
گياه از ايران و غـرب آسـيا برخاسـته و بـه سـاير               

در مقيــاس جهــاني . نقــاط دنيــا بــرده شــده اســت
 هند،  كشورهايي نظير شنبليله  مناطق عمده كشت    

 اسـت و در حـال       غيـره مراكش، مصر، اتيـوپي و      
حاضر، در اغلب كشورهاي اروپـايي، آسـيايي و         

 ؛ Omidbaighi, 2000 (شود آفريقايي كشت مي

Najafpoor Navaei, 1994 .(هاي اخير  در سال
  هــــاي غــــذايي و   شــــدن ارزشمــــشخصبــــا 

دارويــي شــنبليله و از ســوي ديگــر توقعــات كــم 
   وســــيع آن بــــه خــــاكي و ســــازگاري نــــسبتاً

  كـــشت در منـــاطق مختلـــف، دامنـــه كـــشت و  
ــسترش    ــتان گـ ــا هندوسـ ــا تـ   زرع آن از آمريكـ

 ؛ Petropoulos, 2002 (يافتـــــــه اســـــــت

Montgomery et al., 2007؛  
Acharya et al., 2006.( 

 هاي حاصل از تكثير      تفاوت طول قطعه    وشر
(Amplified Fragment Length Polymorphism: 

AFLP) همكــــــــــــاران توســــــــــــط وس و  
(Vos et al., 1995)اســاس ايــن .  ابــداع شــد

هـا از بـين تمـام         روش، تكثير انتخابي برخي قطعه    
تكرارپـذيري،  .  استDNAهاي هضم شده     قطعه

ــاييبــالادقــت و حــساسيت  تكثيــر اجــزاي  ، توان
ــشتري از ــاز   DNAبي ــان و عــدم ني    در يــك زم

ــوم    ــصوص ژنــ ــه در خــ ــات اوليــ ــه اطلاعــ   بــ
ــه ب  ــده، از جملـ ــود زنـ ــريموجـ ــاي روش رتـ   هـ

 AFLP   نسبت بهRAPD  ،RFLP   وSSR  اسـت  
)Geetha et al., 2008 ؛Ganguli,2009 ؛ 

Naghavi et al., 2002 .(   به دليل ميـزان بــالاي
توان بـه     نواردهي و قدرت وضوح اين روش، مي      

هــاي ژنتيكــي كــاملاً اختــصاصي بــا  اثــر انگــشت
هـا،    دست يافت و بـه تمـايز گونـه         اطلاعات زياد 

ــم ــا، رق ــپه ــت    اكوتي ــراد پرداخ ــي اف ــا و حت  ه
)Neumann et al., 2001 ؛Sarker et al., 2005؛  

Karakousis et al., 2003 ؛Solimani et al., 2002؛  

Botanga et al., 2002.(  
دهـد كـه اسـتفاده از         بررسي منـابع نـشان مـي      

 در بررســي تنــوع ژنتيكــي   DNAنــشانگرهاي 
ــران  ــا و اي ــادي در دني ــداردشــنبليله، ســابقه زي .  ن

  بــا(Dangi et al., 2004) دنگــي و همكــاران
ــي   ــوع ژنتيكـــ ــي تنـــ    ژنوتيـــــپ از 26بررســـ

ــنبليله  ــه مختلـــف شـ    وT. caerulea( دو گونـ
T. foenum-graecum  ( بــــــا اســــــتفاده از

 نــشان دادنــد كــه، ISSR و RAPDنــشانگرهاي 
 T. caerulea ميـزان تنــوع ژنتيكـي در گــونه     

همچنين آن ها   . استبيشتر   ديگر   نسبت به گـونه  
بنــدي  گــروهاســتفاده از دو روش مــذكور بــراي 

هـا را   ها و تعيين قرابـت ژنتيكـي بـين آن          ژنوتيپ
ــد ــيه كردنـــ ــاران. توصـــ ــي و همكـــ  مرزوقـــ

(Marzougui et al., 2007)    با ارزيـابي صـفات
ــود    ــر موجــ ــزان عناصــ ــوژيكي و ميــ   مورفولــ

ــرگ ــسيم،   ( در بـ ــديم، كلـ ــاس، سـ ــسفر، پتـ   فـ
   شـــنبليله خـــوراكيمرقـــ 38) منيزيـــوم و آهـــن

(T. foenum-graecum)    در تونس نـشان دادنـد
 كه تنوع مطلـوبي از نظـر صـفات مورفولـوژيكي     



 ...هاي شنبليله ارزيابي تنوع ژنتيكي توده

 

 موجـود اسـت   ارقـام در بـين    ) غير از رنگ گـل    (
هــا بــر مبنــاي صــفات  بنــدي ژنوتيــپ ولــي گــروه

ــواد معــدني بــرگ  ــزان م ــا  مورفولوژيــك و مي ه
 در  آن هـا  .ديگـر نداشـت    شباهت چنداني با يك   

ــه بررســي تنــوع ژنتيكــي در  مطالعــات  مربــوط ب
شنبليله، استفاده از نشانگرهاي مولكولي در كنار       

   .كردندصفات مورفولوژيكي را توصيه 
بــا بررســي تنــوع  (Moradi, 2008) مــرادي
ــستژنتيكــي در ــاطق   بي ــومي من ــوده شــنبليله ب  ت

) هاي حاضر در اين بررسـي       توده( مختلف كشور 
تيكي و  از طريق صـفات مورفولـوژيكي، سـيتوژن       

ــولي ــوع   (RAPD) مولك ــه تن ــت ك ــار داش  اظه
مطلــوبي از نظــر صــفات مورفولــوژيكي در بــين  

هـا ديپلوئيـد و       تمـامي آن   است و ها موجود     توده
هـاي سـوماتيك       كروموزوم در سـلول    16داراي  

با اسـتفاده   ها    ارزيابي مولكولي توده  . خود هستند 
در محدوده  تصادفي، نوارهايي    آغازگر   از بيست 

بيشترين .  توليد كرد  (bp)  جفت باز  2300 تا   700
شباهت بين توده بومي زنجان و خاش و كمترين         

آباد و برازجـان گـزارش     هاي خرم   تشابه بين توده  
هـاي انجـام شـده مـذكور،          در تمـام بررسـي    . شد

 و  گرفتگروهي جداگانه قرار     توده برازجان در  
در . داري داشـت    هـا تفـاوت معنـي       با سـاير تـوده    

هـاي احتمـالي نـشانگر         به كاسـتي   نهايت با توجه  
RAPD اســـتفاده از نـــشانگرهاي كارآمـــدتري ،

 شناسايي مولكولي   را براي  AFLP و   SSRچون  
  .كردو بررسي تنوع ژنتيكي شنبليله توصيه 

وجود تنـوع ژنتيكـي و تـشخيص آن، اسـاس           
دهـد و در   كار به نژادگران گياهي را تشكيل مـي   

 بـومي از    هـاي   اين ميان بررسي تنوع در بين توده      
ــوده و مــورد   اولويــت هــاي خاصــي برخــوردار ب

بـا  . (Fang et al., 2007)تاكيـد محققـان اسـت    
توجه به سابقه كـشت و زرع شـنبليله در ايـران و             
توسعه كشت آن در اقصي نقـاط كـشور و بـا در             

هــاي   كــه ســابقه انجــام برنامــه نظــر گــرفتن ايــن
هاي شنبليله بومي كشور چنـدان        نژادي در توده    به
يرينه نبوده و تاكنون رقم يا لاين خالصي از آن          د

هاي بومي    ها معرفي نشده و به نظر مي رسد توده        
شنبليله كشور از نظر تنـوع ژنتيكـي غنـي باشـند،            
شناسايي اين تنوع به عنوان گامي در جهت تهيـه          

نژادي ايـن گيـاه ضـرورت         هاي به   و تدوين برنامه  
نـوع  هدف از انجام ايـن بررسـي ارزيـابي ت         . دارد

هاي   ژنتيكي و تعيين ميزان خويشاوندي بين توده      
شــنبليله بــومي كــشور بــا اســتفاده از نــشانگرهاي 

AFLPضــمن آن، ميــزان تنــوع در  كــه در بــود 
  .شدداخل هر توده بومي نيز بررسي 

  
  ها مواد و روش

 توده شـنبليله بـومي      بيستدر اين بررسي بذر     
طــور ســنتّي و از ه منــاطق مختلــف كــشور كــه بــ

 آوري  ند، جمع وش  باز در آن مناطق كشت مي     دير
 در مزرعــــه ايــــستگاه 1387و در بهــــار ســــال 

هـايي    تحقيقات كشاورزي ديم مراغـه در كـرت       
در طول دوران رشد    . دش متر كشت    1×3به ابعاد   

هـاي لازم     و نمو گياهان و ضـمن انجـام مراقبـت         
هـاي هـرز و      آبياري، تغذيه، وجين علف   (زراعي
 تـصادفي در هـر      ه طـور   ب ـ  تك بوته  هشت ،)غيره
هاي منتخـب     بوته. شدانتخاب  ) توده بومي (كرت
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 و بـا نـصب      8 تـا  1هـاي     هر توده بومي از شـماره     
هاي موجود    هاي مخصوص از ساير بوته      برچسب

 و پـس از رسـيدن دانـه،         نددر كرت تفكيك شد   
بذر هـر بوتـه بـه صـورت مجـزا و تحـت شـماره             

   .برداشت شدمخصوص 
خـابي از هـر تـوده       هـاي انت    بذرهاي تك بوتـه   

المللـي تحقيقـات كـشاورزي        بومي، به مركز بين   
ــاطق خــشك  ــع در شــهر (ICARDA)در من  واق

 1388حلب سوريه منتقل و در اوايل پـاييز سـال           
ــابع ژنتيكــي آن   ــه واحــد تحقيقــات من در گلخان

. هاي پلاسـتيكي كاشـته شـدند      مركز و در گلدان   
هـاي    هـاي لازم از گياهچـه       پس از انجام مراقبـت    

 5 تـا    4بز شده هر توده و رسيدن آنها به مرحله          س
هـا بـه آزمايـشگاه منتقـل و مقـدار             برگي، گلدان 

هـر  ) ساقه و برگ  ( گرم از بافت گياهي      2حدود  
 چيني استريل و به كمك نيتروژن        كدام در هاون  

مـواد پـودر شـده بـه        . مايع به حالت پودر درآمد    
ليتـر     ميلـي  2هاي استريل با گنجايش       داخل تيوب 

 بـا اسـتفاده از      DNAنتقل و عمليـات اسـتخراج       م
 و  (CTAB)متيل آمونيوم برومايد      بافر ستيل تري  

ــسون   ــوراي و تامــــــــ ــه روش مــــــــ   بــــــــ
(Murray and Thompson, 1980) انجام شـد  .

 اسـتخراج   DNAبراي ارزيابي كميت و كيفيـت       
  شـــــــــــــده از دو روش فلـــــــــــــوريمتري  

ــدل ( ــپكتروفتومتر مــــــ ــتفاده از اســــــ   اســــــ
Hoefer DyNA Quant 200   سـاخت شـركت 

Amersham و الكتروفـورز ژل آگـارز      )  آمريكا
الذكر،   پس از اتمام مراحل فوق    .استفاده شد %) 1(

 درجـــه -25(هـــا بلافاصـــله بـــه فريـــزر  تيـــوب

هـاي   منتقل و تا زمان انجام آزمايش      ) گراد سانتي
 .بعدي نگهداري شدند

  مطابق روش وس و همكـاران      AFLPتجزيه  
(Vos et al., 1995) هــاي  چرخــه. م شــدانجــا

 گراد   درجه سانتي  94 شامل يك چرخه     حرارتي،
  ،)DNAســــازي   ثانيــــه بــــراي واسرشــــت30(

ــه جهــت انجــام  30( گــراد  درجــه ســانتي65  ثاني
 ثانيه  60( گراد   درجه ســـانتي  72،  )مرحله اتصال 

 در مرحلـه اول، در      )جهت انجـام مرحلـه توسـعه      
ــه دوم  ــامل مرحلــ ــه 12شــ ــه 94 چرخــ  درجــ

   گــراد  درجــه ســانتي65، ) ثانيــه30( گــراد ســانتي
كـه  )  ثانيـه  60( گراد   درجه سانتي  72و  )  ثانيه 30(

گـراد از    درجـه سـانتي    7/0در هر چرخه به ميزان      
 (Touch down) يافـت  دماي اتصال كاهش مـي 

 گـراد    درجـه سـانتي    94 چرخـه    23شامل  و نهايتاً   
ــه30( ــانتي56، ) ثاني ــه30( گــراد  درجــه س   ،) ثاني

در ايــن . بــود)  ثانيــه60( گــراد  درجــه ســانتي72
گرهـاي    مرحله و به منظور آزمون كارآيي آغـاز       

هــا از نظـر توانـايي توليــد    مختلـف و ارزيـابي آن  
ــكلي  ــد شـ ــات چنـ ــاب  قطعـ و در نهايـــت انتخـ

 آغـازگري    تركيـب  بيـست هـا از     ترين آن   مناسب
 محصولات تكثيري با استفاده از ژل       .شداستفاده  

آميــزي  گتفكيــك و رنــ% 7پلــي آكريــل آميــد 
  .ها به روش نيترات نقره انجام شد ژل

 به صـورت    AFLPالگوي نواري نشانگرهاي    
حضور و عدم حضور نوارها به ترتيـب بـا اعـداد            

از ضـريب تطـابق     . يك و صفر امتيازدهي شـدند     
 بـراي  (Simple matching coefficient)سـاده  

براسـاس  . ها استفاده شد      تعيين روابط بين ژنوتيپ   
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هـا بـر      ابهات ژنتيكـي بـين ژنوتيـپ      اين روش، تش  
مبناي هر دو جنبه وجود و يا عدم وجـود نوارهـا            
قابل ارزيابي و محاسبه است و چـون در بررسـي           

 هم وجـود    AFLPنوارهاي حاصل ازنشانگرهاي    
ــي   ــوار م ــدم وجــود ن ــر   و هــم ع ــايي ب ــد مبن   توان

ــر     ــه نظ ــذا ب ــد، ل ــت باش ــدم قراب ــا ع ــت و ي   قراب
تري نـسبت بـه     رسد اين روش مطلوبيـت بيـش         مي

ــاير روش ــشابه دارد    س ــبه ضــرايب ت ــاي محاس ه
)Jakse et al., 2005 ؛Wang et al., 1999 ؛ 

Sneath and Sokal, 1973 .(بنــدي  گــروه
اي و بــه  هــا بـا اســتفاده از تجزيـه خوشــه   ژنوتيـپ 

براي تعيين نيكـويي    .  انجام شد  UPGMAروش  
بندي از ضريب كوفنتيـك اسـتفاده         برازش گروه 

ور بررسي تنوع ژنتيكـي درون و بـين         به منظ . شد
هاي مـورد مطالعـه، اطلاعـات چنـد شـكلي             توده

(Polymorphic information content : PIC) بــراي 
ــا اســتفاده از    ــين ب هــر ژنوتيــپ محاســبه و همچن

 واريانس  (AMOVA)هاي مولكولي     تجزيه داده 
افزارهـاي    نـرم . هـا محاسـبه شـد       بين و درون توده   

–NTSYSهــا  تجزيــه دادهمــورد اســتفاده بــراي 

PCVer.2.02، POPGENE و GenAlexبود .  
  

  نتايج و بحث
ــوده ــومي شــنبليله مــورد   مشخــصات ت هــاي ب

 نـشان داده    1استفاده در اين آزمايش در جـدول        
  .شده است

گـر نـشان داد كـه         انجام آزمون انتخاب آغاز   
ــب   ــت تركيـ ــست جفـ ــين بيـ ــازگري در بـ    آغـ

ــدول ( ــاز)2جـ ــف   ، آغـ ــاي رديـ ــي1گرهـ    الـ

 توانــايي نــشان دادن چنــد شــكلي در قطعــات 16
ـــابي   ــر انتخـ ــه تكثيـ ــل از مرحلـ  را DNAحاصـ

 پــنج جفــت از تركيبــات ،در ايــن ميــان. داشــتند
تركيب  (P(AGG) – M(CAT)مذكور شــامل 

ــماره  ــب  (P(AGG) – M(CAG)، )3ش تركي
ــماره  ــب  (P(ACG) – M(CTC)، )4ش تركي
ــماره  ــب  (P(GGG) – M(CAG)، )5ش تركي
تركيـب   (P(AAG) – M(CTA)، و )8شـماره  
از نظـر تعـداد توليـد نـوار و وضــوح     ) 10شـماره  

 ارزيابي و و برايها از بقيه تركيبات برتر بوده       آن
هــاي  هــاي ژنــوتيپي بــين تــوده تــشخيص تفــاوت

  . )2جدول (تر تشخيص داده شدند شنبليله مناسب
 تركيــب پــنجهــاي حاصــل از   بررســي ژل
 در  10 و   8،  5،  4 ،3هاي    شماره( مختلف آغازگر 

گرهــاي مــذكور  نــشان داد كــه آغــاز) 2جــدول 
 (bp)  جفت بـاز   700 تا   50نوارهايي در محدوده    

اغلـب نوارهـاي مـورد مطالعـه در         . توليد كردنـد  
در .  جفت بازي قـرار داشـتند  500 تا 50محدوده  
 محدوده نوارهاي مـورد مطالعـه در هـر          3 جدول

مشاهده گر به همراه تعداد نوارهاي        تركيب آغاز 
ــين درصــد نوارهــاي چنــد شــكل    شــده و همچن

گرها ارائه شـده      حاصل از تركيبات مختلف آغاز    
 128  نـوار مـورد مطالعـه،        147از مجمـوع     .است

 نـوار   19و  ) از كـل نوارهـا    % 87( نوار چند شكل  
يعني با بكارگيري پـنج     .  وجود داشت  يك شكل 

گــر مــذكور، ميــزان چنــد شــكلي  تركيــب آغــاز
ــاد و   ــالايي ايج ــك   ب ــايي و تفكي از آن در شناس

 تعـداد   ميـانگين . كـرد هاي شـنبليله اسـتفاده       لاين
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 هاي بومي شنبليله ايران آوري بذر توده  اسامي و مختصات جغرافيايي مناطق جمع-1جدول 
Table 1. Names and geographical information of collected locations of Iranian 

fenugreek landraces 
 

 شماره
No. 

 نام توده
Landrace name 

 طول جغرافيايي
Longitude 

 عرض جغرافيايي
Latitude 

 ارتفاع از سطح دريا
Altitude(meter from 

 sea level) 
1 Ardestan 23,˚52 اردستان ́ 33˚,23 ́ 1250 

2 Isfahan 40,˚51 اصفهان ́ 32˚,37 ́ 1550 

3 Ahvaz 40,˚48 اهواز ́ 31˚,20 ́ 20 

4 Borazjan 34,˚51 انبرازج ́ 29˚,35 ́ 630 

5 Broojerd 45,˚48 بروجرد ́ 33˚,55 ́ 1630 

6 Khash 12,˚61 خـــاش ́ 28˚,13 ́ 1390 

7 Khorasan 43,˚57 خراســان ́ 36˚,12 ́ 980 

8 Khoramabad 17,˚48 آباد خرم ́ 33˚,26 ́ 1150 

9 Rey 19,˚51 ري ́ 35˚,41 ́ 1190 

10 Zanjan 29,˚48 زنجــان ́ 36˚,41 ́ 1660 

11 Semnan 32,˚53 سمــــنان ́ 35˚,35 ́ 1130 

12 Shiraz 36,˚52 شيـــراز ́ 29˚,32 ́ 1480 

13 Yazd 17,˚54 يـــزد ́ 31˚,55 ́ 1240 

14 Ghaenat 10,˚59 قـائنـات ́ 33˚,43 ́ 1430 

15 Kashan 27,˚51 كــاشــان ́ 32˚,59 ́ 980 

16 Kerman 58,˚56 كرمـــان ́ 30˚,15 ́ 1750 

17 Kermanshah 90,˚47 كرمانشــاه ́ 34˚,31 ́ 1320 

18 Neyshaboor 48,˚45 نيشــابور ́ 36˚,16 ́ 1210 

19 Yasooj 1  41,˚51 1ياسـوج ́ 30˚,50 ́ 1830 

20 Yasooj 2  58,˚51 2ياسـوج ́ 30˚,25 ́ 1730 

  
 و  4/29 برابـر گـر     نوار به ازاي هـر تركيـب آغـاز        

 3/25 نوارهاي چنـد شـكل در هـر لايـن       ميانگين
 3نتـايج منـدرج در جـدول        ). 3 جدول( ر بود نوا

  دهــد كــه ميــزان چنــد شــكلي نوارهــا   نــشان مــي
ــاز    ــف آغ ــات مختل ــين تركيب ــر در ب ــد (گ درص

ــد شــكل  ــوده و جفــت  ) نوارهــاي چن متفــاوت ب
و جفت % 97 با P(GGG) – M(CAG)آغازگر 
ــا P(AGG) – M(CAG)گــر  آغــاز ــه % 72 ب ب

ــد      ــد چنـ ــرين درصـ ــشترين و كمتـ ــب بيـ   ترتيـ
بـا توجه بـه ايـن نتــــايج       . ايجاد كردند شكلي را   

ــي ـــاز   م ــب آغــــ ــه تركي ــت ك ــوان گف ــ ت ي رگ
P(GGG) – M(CAG)    برتـرين تركيـب از نظـر 

نشان دادن اطلاعات مربوط به ميزان تنوع در بين         
ــن ــنبليله   لاي ــاي ش ــوده ــكل. ب ــاي  در ش  2و  1ه
هاي حاصـل از كـاربرد تركيبـات          اي از ژل    نمونه

هاي مورد مطالعـه      تيپگر روي ژنو    مختلف آغاز 
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گرهاي  گرهاي واكنش انتخابي به منظور انجام آزمون انتخاب آغاز  توالي و تركيب آغاز-2جدول 
 مناسب

Table 2. Selective amplification primers sequences and compositions for testing and 
selection of suitable primers 

 
  شماره
No. 

  گرتوالي و تركيب آغاز
Primers sequences 
and compositions 

  شماره
No. 

  توالي و تركيب آغازگر
Primers sequences 
and compositions 

1 P(AGG) - M(GAA) 11 P(ACG) - M(CTC) 
2 P(AGG) - M(CTA) 12 P(TGC) - M(AAG) 
3 P(AGG) - M(CAT) 13 P(ACT) - M(CTA) 
4 P(AGG) - M(CAG) 14 P(ACG) - M(CTG) 
5 P(ACG) - M(CTC) 15 P(AAG) - M(ACC) 
6 P(AGG) - M(CTT) 16 P(AGG) - M(GAA) 
7 P(ACG) - M(CAC) 17 P(AAG) - M(AAG) 
8 P(GGG) - M(CAG) 18 P(AGG) - M(CTT) 
9 P(ACC) - M(CTT) 19 P(AAG) - M(ACC) 

10 P(AAG) - M(CTA) 20 P(AAG) - M(CTA) 
 

هاي شنبليله بومي ايران   مورد استفاده براي ارزيابي تنوع ژنتيكي در تودهگرهاي  مشخصات آغاز-3جدول 
  و نوارهاي حاصل از آن هاAFLPبه روش 

Table 3. AFLP primers combinations used to characterize the genetic diversity of 
Iranian fenugreek landraces and the number of fragments produced 

 
  يبترك

   آغازگر
AFLP primer 
combination 

  محدوده وزن
   مولكولي ارزيابي نوارها
Range of scored 
bands molecular 

weights 

  تعداد كل نوارهاي
   بررسي شده

Total number of 
AFLP bands 

scored 

  تعداد نوارهاي 
  چند شكل

number of 
polymorphic bands 

  درصد نوارهاي 
  چند شكل

Percentage of  
polymorphic bands 

P(AGG) – M(CAT) 50-300 bp 25 23 92 
P(AGG) – M(CAG) 50-500 bp 25 18 72 
P(GGG) – M(CAG) 50-500 bp 29 28 97 
P(ACG) – M(CTC) 120-400 bp 37 31 84 
P(AAG) – M(CTA) 50-400 bp 31 28 90 
Total - 147 128 - 
Mean  29.4 25.3 87 

  
  .ستارائه شده ا

  بررســي ضــريب تــشابه تطــابق ســاده در بــين 
 لاين مستخرج از بيست توده شـنبليله بـومي          160

حاكي از وجـود    ) هشت لاين از هر توده    (كشور  
% 94تــا حــداكثر % 44دامنــه متغييــري از حــداقل 

 از 7كمترين درجه تـشابه بـين لايـن شـماره        . بود
 از  8و لاين شماره    ) 5توده شماره   (توده بروجرد   

بـين  . مشاهده شـد  ) 18توده شماره   (يشابور  توده ن 

 از تـوده كاشـان      4 و شـماره     7هـاي شـماره       لاين
ــالايي   ــشابه ب ــت %) 94(ت ــود داش ــانگين . وج مي

هـاي   ضريب تشابهات ژنتيكي در بـين كـل لايـن     
  .بود% 69برابر )  لاين160(مورد بررسي 

نتايج محاسبه ضـريب همبـستگي كـوفنتيكي        
تريس تـشابه  كه نـشان دهنـده همبـستگي بـين مـا       

ها با مـاتريس خروجـي دنـدروگرام اسـت،            لاين
  r =61/0نشان داد كه مقـدار ايـن ضـريب برابـر     
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  M(CTA) و  P(AAG)  با استفاده از آغازگرهاي AFLP تصوير يك انگشت نگار-1شكل 
M = هاي  دي به ترتيب متعلق به لاينهاي توده خاش و هر هشت ستون بع نشانگر، هشت ستون اول از سمت چپ متعلق به لاين
  .آباد، ري و زنجان است هاي بومي خراسان، خرم توده

Fig. 1. AFLP fingerprint using P(AAG)- M(CTA) primers.  
M: Marker, the first 8 columns from left belong to Khash landrace lines and each 8 next columns belong 
to Khorasan, Khoramabad, Rey and Zanjan landraces lines, respectively. 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

    M(CAG) و  P(GGG)  با استفاده از آغازگرهايAFLP تصوير يك انگشت نگار -2شكل 
M = هاي  هاي توده سمنان و هر هشت ستون بعدي به ترتيب متعلق به لاين نشانگر، هشت ستون اول از سمت چپ متعلق به لاين

  .بومي شيراز، يزد، قائنات و كاشان استهاي  توده
Fig. 2. AFLP fingerprint using P(GGG)- M(CAG) primers 

M: Marker, the first 8 columns from left belong to Semnan landrace lines and each 8 next columns 
belong to Shiraz, Yazd, Ghaenat and Kashan landraces lines, respectively. 
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بـا  % 61است، يعني نتايج خروجي از دندروگرام       
مــاتريس تــشابه اوليــه حاصــل از ضــرايب تطــابق 

 .ساده همخواني داشت

ــشابهات ژنتيكــي    ــرايب ت ــاد ض ــه زي از (دامن
در ايــن بررســي، %) 94تــا حــداكثر% 44حــداقل 

هـاي    دليلي بـر وجـود تنـوع بـسيار بـالا در تـوده             
دهدكه ايـران   شنبليله بومي ايران است و نشان مي      

هـاي شـنبليله داراي    بـه عنـوان يكـي از خاسـتگاه    
. غناي مطلوبي از نظر تنوع ژنتيكي شـنبليله اسـت         

هاي انجام شده توسـط نـشانگرهاي         نتايج بررسي 
 در ســــاير RAPD و AFLPمولكــــولي نظيــــر 

گياهان زراعـي و بـاغي كـشور نيـز مؤيـد غنـاي              
 ؛ Zahedi et al., 2007(ژنتيكــي ايــران اســت 

Rahimi et al., 2004 ؛Rahaei et al., 2001 (
كه با نتايج حاصل از ايـن تحقيـق همـسو بـوده و      
لزوم توجه به منابع با ارزش ژنتيكي را در كـشور      

  .سازد تر مي روشن
 نيــز در تحقيقــات (Moradi, 2008)مــرادي 

هـا بـا اسـتفاده از         خود روي همين گروه از تـوده      
ات ضريب تـشابه جاكـارد دامنـه ضـرايب تـشابه          

% 75و ميـانگين آن را  % 94تـا  % 43ژنتيكـي را از  
گزارش كردكه تا حدودي با نتـايج ايـن تحقيـق           

ــي   ــد م ــته و آن را تايي ــد مطابقــت داش ــل . كن دلي
اختلاف در اعداد گزارش شده توسط نامبرده بـا         
ضريب تشابهات محاسبه شده در تحقيـق حاضـر         

توان به تفاوت در روش مورد استفاده براي   را مي 
هــا  تخمــين ضــرايب تــشابه و نيــز تعــداد ژنوتيــپ

چون در اين مطالعه از داخل هـر        . مربوط دانست 
انتخـاب شـده   ) لاين(توده تعداد هشت تك بوته  

ــود  در حــالي كــه در )  ژئوتيــپ160مجموعــاً (ب
  هـــا  تحقيقـــات نـــامبرده، وضـــعيت كلـــي تـــوده

  .ارزيابي شده بود)  توده20(
ايب تشابه  اي بر مبناي ضر     نتيجه تجزيه خوشه  

ــي و روش  ــكل UPGMAژنتيك ــده 3 در ش  آم
دهد كه با بـرش دنـدروگرام در          است و نشان مي   

 تـوده بـومي     20هاي حاصـل از        لاين 67/0فاصله  
را در شش گروه مجـزا      )  لاين مورد مطالعه   160(

ها و تك     بندي برخي توده    در اين گروه  . قرار داد 
 و  ها بسيار شبيه به هم بوده      هاي حاصل از آن     بوته

ديگـر داشـتند     هاي زيـادي بـا يـك        برخي تفاوت 
 ) .3شكل (

با توجه به روش به كار رفته در اين مطالعه از           
هـاي    هـا و شـباهت      تـوان بـه تفـاوت       يك سو مـي   

بـرد و از      هاي شنبليله بومي با يك ديگر پـي         توده
توان تا حدودي بـه ميـزان وجـود           سوي ديگر مي  

ارتي بـرد بـه عب ـ   تنوع در داخل هـر تـوده نيـز پـي        
ــوده  ــين تـ ــوع بـ ــر تنـ ــوده ديگـ اي  اي و درون تـ

(Diversity within and among landraces) 
) 3شـكل  (در گروه اول. را مورد بررسي قرار داد 

هـاي بـومي كاشـان، قائنـات،          هـايي از تـوده      لاين
يــــزد، ســــمنان، بروجــــرد و اردســــتان قــــرار  

هـايي از     گروه دوم با دو عضو شامل لاين      .گرفت
ن و خراسـان بـوده و در گـروه          توده بـومي سـمنا    

هايي از تـوده      سوم كه شامل پنج عضو بود، لاين      
. بــومي خراســان، بروجــرد و اهوازحــضورداشت

بنـدي، حـاوي هـشت        گروه چهارم در اين دسـته     
عضو بوده و سه لاين از توده بومي يــــزد، يـك      
لاين از توده بـومي قائنـات، يـك لايـن از تـوده              
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 تودة شنبليلة بومي ايران بر اساس اطلاعات حاصل از بيست لاين مستخرج از 160وگرام  دندر- 3شكل 
AFLP 

Fig. 3. Dendrogram of 160 lines extracted from 20 Iranian fenugreek landraces based on 
AFLP markers 

  
بومي بروجرد، دو لاين از توده بـومي اصـفهان و          

ي اردستان را در    در نهايت يك لاين از توده بوم      
بندي، گروه پنجم با      در اين گروه  . خود جاي داد  

ترين گروه را به خود اختصاص       عضو، بزرگ  97
هاي مختلف قرار  هايي از توده داده و در آن لاين    

در نهايـــت، گـــروه شـــشم حاصـــل از . داشـــتند
هـاي    عـضو متعلـق بـه تـوده     42بندي شـامل      دسته

ي از هــاي در ايــن گــروه نيــز لايــن. مختلــف بــود
تـوده شـماره     (1هاي شـنبليله بـومي ياسـوج        توده

تـوده  (، نيـشابور    )20توده شماره    (2، ياسوج   )19
، كرمـان   )17توده شـماره    (، كرمانشاه   )18شماره  

) 1تــوده شــماره (و اردســتان ) 16تــوده شــماره (
تـوان دريافـت كـه هماننـد          حضور داشـتند و مـي     

ــشاء    ســاير گــروه ــز از نظــر من هــا، ايــن گــروه ني
افيـايي اعــضاي آن، گــروه همگنــي نبــوده و  جغر
هايي از مناطق مختلف جغرافيايي كشور در         لاين

 .آن حضور داشتند

ــك   ــاي تكنيـ ــي از كاربردهـ  در AFLPيكـ
  نـــــژادي گياهـــــان بررســـــي ميـــــزان     بـــــه

  هــــاي گيــــاهي اســــت خلــــوص در ژنوتيــــپ
)Geetha et al., 2008 ؛Ganguli, 2009 .(

در ايــن هــاي شــنبليله مــورد اســتفاده  چــون تــوده
بررسي هيچ گونه سابقه اصلاحي مدوني نداشـته        

ها انجـام نـشده      و عمليات خالص سازي روي آن     
ها نيز    رسيد، در درون توده    بود بنابرين  به نظر مي     

بـا توجـه بـه ايـن نكتـه و بـه             . تنوع موجود باشـد   
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هـاي    منظور ارزيابي ميزان خلوص در درون توده      
ده از  بومي، بررسي نتايج اطلاعات بـه دسـت آم ـ        

درصـد و محتـواي      (AFLPكاربرد نـشانگرهاي    
 در  نـشان داد كـه  ) PIC: اطلاعات چنـد شـكلي  

 در  79/0 بـين    PICجمعيت مورد مطالعـه، ميـزان       
 در 93/0تــا ) تــرين تــوده خــالص(تــوده كاشــان 

تــرين  ناخــالص(هــاي بروجــرد و خراســان  تــوده
با توجه به جـدول     ). 4جدول  (متغيير بود   ) ها  توده

شود كه از نظر ميزان        معلوم مي  2 ل  مذكور و شك  
هاي شنبليله بومي كشور را       توان توده   خلوص مي 

 .هاي مختلفي قرار داد در رتبه

تــوان گفــت كــه اســاس كــار تمــامي بــه   مــي
نژادگران گياهان بر تنـوع اسـتوار اسـت و بـدون            
تنوع هيچ گونه پيشرفتي در اصـلاح محـصولات         

ان، مختلف گياهي عايد نخواهد شـد در ايـن مي ـ         
اغلب محققان ضمن تاكيد بر اولويت بررسي در        

هـا   ، از آن(Fang et al., 2007)هاي بـومي   توده
كننـد كـه اغلـب        به عنوان منابع با ارزشي ياد مـي       

ــازگاري و     داراي ژن ــه س ــدي در زمين ــاي مفي ه
هاي زيستي و غيـر زيـستي محيطـي           مقابله با تنش  

اي ه  هستند و ماده اوليه پرارزشي در شروع برنامه       
از . (Brush, 1999)شـوند   نژادي محسوب مـي  به

شـود كـه تنـوع ژنتيكـي          اين ديـدگاه معلـوم مـي      
هاي شنبليله بومي كشور موجود       مطلوبي در توده  

است كـه نيـاز بـه بررسـي، كـشف و اسـتفاده از               
  .نژادي دارد هاي به ها در برنامه آن

بــا توجــه بــه نتــايج حاصــل از بررســي ميــزان 
هاي شنبليله بـومي       توده خلوص و تنوع در درون    

توان اظهار داشـت كـه، هرگـاه          مناطق كشور مي  

نــژادي گيــاه شــنبليله در  هــاي بــه هــدف از برنامــه
هـاي خـالص باشـد        كشور معرفـي لايـن يـا رقـم        

 1هـاي بـومي كاشـان و ياســوج            توان از توده    مي
از طرف ديگر و به دليل وجود       . برداري كرد   بهره

هاي بومي   شتر در توده  اي نسبتاً بي    تنوع درون توده  
بروجرد، خراسان و كــرمـــان و همچنـين تنـوع          

هاي بومي اردسـتان، برازجـان و         مطلوب در توده  
هاي انتخـاب تـك       توان با انجام برنامه     سمنان، مي 

هاي اصلاحي متداول مربوط بـه آن         بوته و روش  
از ) هاي مقايسه عملكـرد و غيـره        انجام آزمايش (

تنـوع  (هـاي مـذكور       ههـاي نهفتـه در تـود        قابليت
هـاي مختلفـي      برداري نموده و رقـم      بهره) ژنتيكي

هاي ژنتيكي از درون آن ها شناسايي        از نظر زمينه  
  .و معرفي كرد

هـاي    داده تجزيهنتايج حاصل از     5در جدول   
   آمـــده اســـت و نـــشان(AMOVA)مولكـــولي 

ها از نظر آماري      هاي بين توده    دهد كه تفاوت    مي
بوده ولـي تنـوع     ) %1تمال  در سطح اح  ( معني دار 

در ايـن   . ها وجـود داشـت      بيشتري در درون توده   
هــا  جــدول واريــانس محاســبه شــده درون تــوده 

 از واريانس كل اسـت در حـالي كـه           %75معادل  
 از واريــانس كــل را %25هــا  واريــانس بــين تــوده

وب در  ـاين امر نشان از تنـوع مطل ـ      . دش  شامل مي 
بـر غنـاي    هاي مـورد بررسـي بـوده و          توده درون
  .هاي بومي كشور دلالت دارد پلاسم توده ژرم

هــاي  نتــايج تجزيــه كلاســتر داده 4ل در شــك
مولكـولي در بيـست تـوده بـومي شـنبليله كـشور       

دهـد كـه بـر اسـاس ايـن       مده است و نـشان مـي      آ
ــوده اطلاعــات مــي ــوان ت ــا را در گــروه ت هــاي  ه

165 
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 160و محتواي اطلاعاتي چند شكل در هاي چندشكل، درصد نوارهاي چند شكل  مكان  تعداد-4جدول 
  AFLP نوار به دست آمده از روش 147شنبليله بومي ايران بر اساس )  توده20 تك بوته از 8(لاين 

Table 4. Number of polymorphic sites, percentage of polymorphic detected markers and 
polymorphism information content (PIC) for 160 lines (8 individuals from each 20 

landrace) of Iranian fenugreek determined by 147 AFLP markers 
 

  شماره
No. 

  نام
   توده

Landrace name 

  هاي تعداد مكان
   چندشكل

Number of 
polymorphic sites 

  درصد نوارهاي
   چند شكل

Percentage of 
polymorphic 

detected markers 

  اتمحتواي اطلاع
   چند شكلي

PIC score 

1 Ardestan 87 60.84 0.90 
2 Isfahan 78 54.55 0.87 
3 Ahvaz 76 53.15 0.87 
4 Borazjan 87 60.84 0.90 
5 Broojerd 99 69.23 0.93 
6 Khash 74 51.75 0.86 
7 Khorasan 98 68.53 0.93 
8 Khoramabad 71 49.65 0.84 
9 Rey 80 55.94 0.87 

10 Zanjan 73 51.05 0.85 
11 Semnan 88 61.54 0.90 
12 Shiraz 70 48.95 0.84 
13 Yazd 74 51.75 0.84 
14 Ghaenat 73 51.05 0.84 
15 Kashan 65 45.45 0.79 
16 Kerman 93 65.03 0.91 
17 Kermanshah 81 56.64 0.88 
18 Neyshaboor 74 51.75 0.86 
19 Yasooj 1 67 46.85 0.82 
20 Yasooj 2 67 46.85 0.84 

 
 

  در توده هاي بومي شنبليله ايران(AFLP)هاي مولكولي  نتايج تجزيه داده-5جدول 
Table 5. Analysis of molecular variance in Iranian fenugreek landraces based on 

AFLP markers. 
 

  درجه  آزادي ميانگين مربعات واريانس درصد تغييرات

C. V. (%) Variance MS  df. منابع تغييرات  S.O.V. 
 Among landraces ها بين توده 19 57** 5 25
 Within landraces ها درون توده 140 15** 15 75

 Total كل 159 - 20 100

 .Significant at 1% probability level : **                                                       .%1دار در سطح احتمال  معني : **

  
 و  4 و   3  هـاي   با توجه به شـكل    . مجزايي قرار داد  

هــاي  د كــه تــودهشــو مــشاهده مــي 4نيــز جــدول 
 و  6هـاي     شـماره (شنبليله بومي خاش و زنجــــان     

بــا قــرار گــرفتن در گــروه پــنجم شــباهت و  ) 10
 مــرادي. ديگــر دارنــد قرابــت نزديكــي، بــا يــك

(Moradi, 2008)   ــود بـ ـ ــات خ ــز در مطالع ا ني
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 (AFLP) بومي شنبليله بر مبناي اطلاعات حاصل از آناليز مولكولي  بندي بيست توده  گروه-4شكل 

Fig. 4. Grouping of 20 fenugreek landraces according to information of AFLP markers 
  

ــشانگرهاي   ــتفاده از ن ــت  RAPDاس ــزان قراب  مي
 كه با نتايج ردكبيشتري بين اين دو توده گزارش    

را  حاصــل از ايــن بررســي مطابقــت داشــته و آن
 نـامبرده   هاي  همچنين نتايج بررسي  . كند  تأييد مي 

 هــاي شــنبليله بــومي كرمــان نــشان داد كــه تــوده
با قرار گـرفتن    ) 14شماره  ( و قائنات ) 16شماره  (

ديگــر  در يــك گــروه قرابــت نزديكــي بــا يــك 
نـشان  ولي نتـايج حاصـل از ايـن مطالعـه           . داشتند
ــي ــر اســاس اطلاعــات حاصــل از  ،دهــد كــه م  ب

هـاي شـنبليله      تـوان تـوده      نمي AFLPنشانگرهاي  
ــروه    ــك گـ ــات را در يـ ــان و قائنـ ــومي كرمـ بـ

  ). 4 و3هاي  و شكل 4جدول (كرد بندي  دسته
ــرادي   ــات مـــ ــر مطالعـــ ــوي ديگـــ   از ســـ

(Moradi, 2008)  ــشان داد كــه تــوده شــنبليله  ن
صـل از   بومي بــــرازجان بر اسـاس اطلاعـات حا       

ها در     و همچنين طول كروموزوم    RAPDنشانگر  
هـاي    هاي سوماتيك خود را از سـاير تـوده          سلول

شنبليله بومي مناطق مختلف كشور متفاوت بـوده        
بـا توجـه بـه    . اي قرار داشـت  و در گروه جداگانه 

نتايج حاصل از اين مطالعه و بر مبنـاي اطلاعـات           
ــ ــشانگرهاي  ه ب ــده از ن ــوم AFLPدســت آم  معل

ــومي برازجــان در  شــ مــي ــوده شــنبليله ب ود كــه ت
 اسـت كـه سـاير اعـضاي ايـن           شدهگروهي واقع   

هاي شنبليله بومي خراسـان، اردسـتان،     گروه توده 
تـوان     و لذا نمـي    هستندبروجرد، اهواز و اصفهان     

اي  تـــوده شـــنبليله بـــومي برازجـــان را در دســـته
 4 همچنـين شـكل   ). 4شـكل   ( جداگانه قـرار داد   

ــشان مــي ــومي انتخــابي از دهــد كــه دو ن ــوده ب  ت
بــر اســاس اطلاعــات حاصــل از ) 2 و 1( ياســوج

 در يك گروه قـرار داشـته و         AFLPنشانگرهاي  
  .از نظر ژنتيكي قرابت بيشتري دارند

ــاوت ــايج  تفـ ــايي در نتـ  AFLP و RAPDهـ
ــان مختلــف گــزارش     اســتشــدهتوســط محقق

)Ferdinandez and Coulman, 2002 ؛ 
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Wachira et al., 2001 .(تواند  ها مي  تفاوتاين
مربوط به مسائل تكنيكي، تعداد زياد لوكوس در       

AFLP پوشـــش ژنـــومي نـــشانگر و اشـــتباه در ،
چـون  ). Rahimi et al., 2004(بندي باشـد  امتياز

روش مــورد اســتفاده در ايــن بررســي حاصــل از 
برداري تصادفي در داخل هر تـوده بـوده و            نمونه

ده از داخــل تــو) لايــن( تــك بوتــههــشتدر آن 
رسد نتايج    مورد مطالعه قرار گرفت لذا به نظر مي       

  .حاصله قريب به واقعيت بوده و قابل استناد باشد
هـاي مختلـف      مروري بـر سـابقه معرفـي رقـم        

دهــد كــه  گيــاهي در كــشور و جهــان نــشان مــي
هــاي بــومي از   همــواره انتخــاب از بــين تــوده   

نژادگـران    هاي متداول و مـورد اسـتفاده بـه         روش
هـاي    هـا و لايـن      ه و از اين طريق رقـم      گياهان بود 

متأســفانه . انــد دهشــمتعــددي شناســايي و معرفــي 
هـاي تحقيقـاتي جـامع و مـدون در            تاكنون برنامه 

هـاي خـالص و برتـر         نژادي و معرفي رقم     زمينه به 
رسـد بـا      مي به نظر   و نشدهشنبليله در كشور اجرا     

پلاسم شنبليله بـومي كـشور از         توجه به غناي ژرم   
هـاي    ع ژنتيكي، توجه و اسـتفاده از تـوده        نظر تنو 

ــه ــومي آن در برنام ــه ب ــاي ب ــژادي از اولويــت  ه ن
 .باشدبرخوردار 

ــع ــايج   جم ــدي نت ــارآيي  بن ــات ك  ضــمن اثب
گياه   در بررسي تنوع ژنتيكي    AFLPي  نشانگرها

 تركيـب   پـنج  مناسـب شنبليله، حاكي از كارآيي     
ــامل  ــازگر شـــــ ، P(AGG)–M(CAT) آغـــــ

P(ACG)–M(CTC) ،P(GGG) – M(CAG) ،
P(AAG) – M(CTA) و P(AGG) – M(CAG)  بـود 

مربوط بـه    در مطالعات    ها آن استفاده از     بنابرين و

  . بررسي تنوع ژنتيكي شنبليله قابل توصيه است
 نشان داد كه در بين      ههمچنين نتايج اين مطالع   

هــاي شــنبليله بــومي كــشور تنــوع ژنتيكــي   تــوده
 هـر   مطلوبي موجـود بـوده و ايـن تنـوع در درون           

شـدت و   . توده نيز قابل ارزيابي و مـشاهده اسـت        
هـاي شـنبليله      ضعف ميـزان تنـوع در درون تـوده        

بومي مورد مطالعه در اين بررسي متفاوت بوده و         
 مستقيماً و بـا كمتـرين       ،ها  در برخي از آن    بنابرين

هـاي خـالص      توان بـه رقـم      كارهاي اصلاحي مي  
ــوده   ــت و در ت ــت ياف ــوع درون    دس ــا تن ــايي ب ه

هايي از قبيـل      كارگيري روش ه   با ب  ،اي بيشتر   توده
هـاي    انتخاب تك بوته و كشت بـر روي رديـف         

 ضمن انتخـاب  (Pure line selection) جداگانه
هـا   هاي برتـر، نـسبت بـه خـالص سـازي آن             لاين

  . كرداقدام 
 

  سپاسگزاري
از آقاي دكتر عبدالعلي غفاري رئيس موسسه       
ــاطر      ــه خ ــشور ب ــم ك ــشاورزي دي ــات ك تحقيق

ساعدت جهت اعزام نگارنده اول و اجراي ايـن         م
از آقاي دكتـر    . شود پژوهش در سوريه تشكر مي    

پژمــان مــرادي بــه دليــل در اختيــار گذاشــتن      
پلاســم و همچنــين كليــه افــراد شــاغل در      ژرم

 مركـــز  Genetic Resource Unitبخـــش
، خـصوصاً خـانم مهنـدس       ICARDAالمللي   بين

نيد بـه خـاطر     فيدا علوء و آقاي محمود الشيخ الج      
همكـــاري صـــميمانه در اجـــراي ايـــن مطالعـــه، 

  .شود قدرداني مي
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