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REMAPو ISSR ،IRAPایرانی با استفاده از نشانگرهاي برنج بررسی تنوع ژنتیکی ارقام 

2کرمیآفریننوشو1اعلمیعلی

چکیده
مورد REMAPوISSR ،IRAPبرنج با استفاده از نشانگرهاي شدهاصلاحو رقم بومی و لاین40ژنتیکیتنوع در این مطالعه،

309در مجموع نشان داد که هاژنوتیپاضح و چندشکلی را بین نشانگر، نوارهاي و20ورده تکثیر براي فرآارزیابی قرار گرفت. 
میانگین تنوع ژنی، شاخص شانون و محتواي اطلاعات چندشکلی به ترتیب شد. درصد تولید 03/88نوار با میانگین چندشکلی 

و 65/0تنوع ژنتیکی را با مقادیر هايشاخصب بالاترین به ترتیUBC813و UBC811بود. آغازگرهاي 35/0و 57/0، 39/0
) EMR() و نسبت چندگانه مؤثر MI(نشانگري، شاخص چندشکلیدر بروز نشانگرها کاراییتعیینبه منظور نشان دادند. 64/0

از EMRو MIبا بیشترین مقدار به ترتیب TOS2+UBC826وTOS2+UBC811ترکیبیاساس نشانگرهايبر این محاسبه شد که
بومیارقام بیشترکهگروه تقسیم کرد 6به را هاژنوتیپUPGMA. دندروگرام با استفاده از روش کارایی بهتري برخوردار بودند

در گروه سوم بیشترو گوهر کادوسدر گروه دوم و ارقام اصلاح شده همچون خزر، سراییو حسن کاظمیعلی، هاشمیمانند
نشان دادن جهت خوبیتواناییاز REMAPهمچون رتروترانسپوزون برمبتنینشانگرهاينشان داد جنتایهمچنینقرار گرفتند.

.گیرندمورد استفاده قرار برنج اصلاحیو ژنتیکیمطالعات برايتوانندمیو برخوردارند ژرم پلاسم برنج ژنتیکیتنوع 

ترنسپوزونرترو،نشانگرهاي مولکولی،ايخوشهتجزیه برنج، کلیدي: هايواژه

مقدمه
کوچکترین ژنوم از نظر اندازه دارايدر بین غلات برنج 

آلیدهاتا به عنوان گیاه زراعی شدهو این امر سبب باشدیم
مهم زراعی مورد يهاگونهدر تحقیقات تکاملی غلات و 

). دلایل دیگري نیز وجود دارد تا برنج 8استفاده قرار گیرد (
مولکولی باشد. حقیقات ژنتیکی و ماده آزمایشی خوبی براي ت
درصد 50و غذاي بیش از باشدیمبرنج دومین غله مهم دنیا 

به علت قابلیت رشد در شرایط .کندیممردم جهان را تأمین 
هايیطمحمحیطی متفاوت، امکان بررسی و مطالعه آن در 

زراعی برنج بیش از سایر هايیتهوارمختلف وجود دارد. تنوع 
است، گیاهی دیپلوئید است و طول ژنوم آن گیاهان زراعی

خام يمادهکه تنوع، ). از آنجا9،44(باشدیمکوتاه 
و برنج نیز داراي تنوع وسیع ژنتیکی و باشدیماصلاحنباتات 

، از این رو اتخاذ روش مناسب باشدیمدامنه سازگاري بالایی 
ت در جهت اصلاح و معرفی ارقام با کیفیت بالا نیازمند شناخ

هايیشرفتپ).34،43(باشدیمصحیح از تنوع و ماهیت آن 
استفاده از نشانگرهاي مولکولی و ابداع و يینهزماخیر در 
را به استفاده از این نشانگرها به نژادگرانبه، هاآنتوسعه 

و انتخاب هایپژنوتيبندگروهعنوان ابزاري قدرتمند براي 
ترین یکی از مهم.ه استواداشتهاگروهوالدین متنوع از این 

موارد کاربردي این نشانگرها در اصلاح نباتات ارزیابی پتانسیل 
با ارزش را در اختیار يهانمونهتواندیمذخایر توارثی است که 

ترکیبات توالی DNA). نشانگرهاي14قرار دهد (نژادگرانبه
و بنابراین قادر به شناسایی کشندیمژنوم را به تصویر 

در اطلاعات ژنتیکی حمل شده به وسیله افراد اهتفاوت

نواحی ریزماهواره یا توالی کوتاه تکرار .)32(مختلف هستند 
شده کوتاه تکرارDNAهايیتوال) شامل SSRشونده (
ن فراواهایوکاریوتوم و در ژنبوده جفت باز) 1-6متوالی (

یک سیستم نشانگري با هاSSRیهتجزهستند. اگرچه 
نتیکی و تکرارپذیري بالا و نیز همبارز را فراهم اطلاعات ژ

). 18و پر زحمت است (یرگوقتهاآنيتوسعهاما کندیم
است که SSRراهکار متفاوتی از ISSR1نشانگرهاي

). 45(کندیمرا تکثیر SSRبین دو جایگاه DNAتوالی 
بر اساس تکرار دو، سه، چهار و یا پنج ISSRآغازگرهاي 

دو ینبیهناحو )19هستند (5'یا3'با بازهاي انکور نوکلئوتید
ینا. در کنندیمیرتکثبه هم درژنوم را یکنزدیزماهوارهر

یطراحجهت یژنومیتوالبه اطلاعات در مورد یازينروش 
چند باز انکور یایکبا یزماهوارهریتوالو هر باشدینمآغازگر 

نشانگر . شودیمتفاده به عنوان آغازگر اس5'یا 3'يانتهادر 
يالگوبالا دریشکلچندیجادایلدلبهISSRیمولکول

به داشتن یازنو عدم اندكینههز، کاربردیسادگ، يباند
منظورهدف بهDNAیتوالاز یهاولاطلاعات 

هاگونهینبدر درون و یکیژنتتنوعیابیارز
شدنی جاجابه). عناصر 15مورد توجه قرار گرفته است (

)Transposable Elements: TEs (هاترنسپوزونبه دو نوع
بخصوص با فراوانی هایوکاریوتدر ژنوم هارتروترنسپوزونو 

از طریق هارتروترنسپوزون.بالا در گیاهان دیده شده است
مکانیسم کپی شدن و يیلهوسبهواسطه و RNAیک 

صلی دلیل اهاآن). در نتیجه، 3(شوندیمجاجابهچسبیدن 
گیاهی نزدیک به هم يهاگونهژنوم ياندازهبراي تفاوت در 

ali_aalami@guilan.ac.ir):مسوولنویسنده (، دانشگاه گیلان، استادیار-1
دانشگاه گیلان،آموخته کارشناسی ارشددانش-2

23/3/94تاریخ پذیرش:25/10/93ریخ دریافت:تا

1- Inter Simple Sequence Repeat

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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بهدرصد از ژنوم برنج 17-22هستند. براي مثال حدود 
اشغال شده است و حتی این نسبت هارتروترنسپوزونيیلهوس
درصد) و گندم 80شبیه ذرت (بیش از بزرگيهاژنومدر 

، یعتوز.)11،17،22است (تربزرگدرصد) 90معمولی (حدود 
یاهیگيهاژنومدر هارتروترنسپوزونوفراوانی ینظمیب

یاربس،یمولکولينشانگرهاعنوان را بههاآناستفاده از 
محفوظ، ینواحنسپوزون شامل . رتروترسازدیمآلیدها

آغازگر یطراحيبراتوانندیمکهبوده یطولانمشخص و 
شودیمسبب هایتوالینامحفوظ بودن . )33(استفاده شوند

دیگر نیز يهاگونهبراي گونهیکشده در یطراحآغازگرهاي
بر یمبتنينشانگرهاینترمهماز ).16استفاده شود (

اشاره REMAP2و IRAP1بهتوانیمهارتروترنسپوزون
بر الحاق یمبتنیچندشکلIRAPنشانگر . نمود

دو عنصر ینبيیهناحیرتکثرا با هارتروترنسپوزون
یکروش آغازگرها (ینا. در سازدیمآشکاریروترنسپوزونرت
یطراح3هاLTRیرونیببراساس بخش دو آغازگر) معمولاًیا
LTRییانتهایهناحاست براساس ممکن. آغازگرها شوندیم

ینواحیرسایارتروترنسپوزون و یرونیبینواحبه طرف 
ياندازههمچنین شوند. یطراحهارتروترنسپوزونمحفوظ 

جفت 100معمولاًبراي این آغازگرها شدهیرتکثمحصولات 
).15(باشندیمباز یلوکینچندباز تا 

است. اما یکی از دو IRAP، شبیه به REMAPروش 
. )16(شودیمبا یک موتیف ریزماهواره جفت آغازگر

REMAPاختلاط يهارتروترنسپوزوناست که ايیوهش
، این شوندآشکار توانندیمیافته با یک ریزماهواره مجاور

روي رتروترنسپوزونی يخانوادهزیع توينحوهروش بسته به 
ها تا صدها محصول در هر واکنش ژنوم گیاه مورد مطالعه ده

نشانگرهاي مبتنی بر ). 33(کندیمتولید ،تکثیر
بودهیدجدنسبتاًبالا يهاروشدر LTRيهارتروترنسپوزون

تحقیق با استفاده 99حداقل یمعرفن سال از زما13یطو در 
منتشر شده 2009ري تا پایان سال نشانگهايیستمساز این 

تا نارگیل، گوجه فرنگی، هاچمناز غلات و تنوعیاست که 
شامل و حشرات را گان، پرندهاقارچحبوبات، يهاگونهفلفل، 

).16(شودیم
آغازگر 12و ISSRنشانگر19با استفاده از يامطالعهدر 

ISSR-PCRبرنج باسماتی هايیتهواربین ارتباط ژنتیکی
ارزیابی و غیرباسماتی پاکوتاه ، باسماتی اصلاح شدهیمحل

کمترین تنوع باسماتی محلیهايیتهوارنتایج نشان داد شدند.
بیشترین تنوع را باسماتی اصلاح شده هايیتهوارژنتیکی و 

نشانگرهایی که توانسته همچنین تعدادي ازهاآننشان دادند. 
مورد استفاده را به صورت باسماتی محلی هايیتهواربودند 

متمایز اصلاح شده و غیرباسماتیبرنجهايیتهوارواضح از 
برنج باسماتی اصلاحيهابرنامهکه در شناسایی کردندرا کنند 

محققین . )27(کاربرد دارندمحلیهايیتهوارو نیز تأیید 
Oryzaجمعیت برنج وحشی (34تیکی بین تنوع ژندیگري

meyeriana Baill نشانگر 13) را با استفاده ازISSR بررسی
با استفاده از روش هایتجمعیناکردند. در مجموع

UPGMA مختلفی يهاگروهمربوطه اساس مناطق بر
،ISSRاز نشانگرهاي يدیگرمطالعات در .)40(شدندتقسیم 

IRAP وREMAPهايژنوتیپتنوع ژنتیکیجهت بررسی
UPGMAبه روش هایپژنوتبنديگروهتوتون استفاده شد و

. نتایج نشان داد این نشانگرها از توانایی مناسبی انجام شد
به ).13،39(ن برخوردارند.وهاي توتجهت تفکیک ژنوتیپ

شش رقم بومی زنجبیل،92منظور بررسی تنوع ژنتیکی میان 
مورد استفاده REMAPآغازگري ترکیب25و IRAPآغازگر 

و UPGMAروش نیز به هایپژنوتيبندگروه.قرار گرفت
گروه اصلی قرار 3ضریب تشابه جاکارد انجام شد و ارقام در 

.)29(گرفتند
به سبب یرانیابرنج پلاسمژرممطالعه یتاهمبا توجه به 

ینا، دریدمفيهاژنمنطقه و دارا بودن یطشرابه يسازگار
ینواحبر یمبتنينشانگرهابا استفاده از یققتح

یاهگینااز ژنوم یديجدیشپو، ISSRو نیز رتروترنسپوزون
در هانشانگریناتوسعه ینکهاقرار گرفت ضمن یبررسمورد 

یهتجزو یابیمکانبرنج همچون روي يبعدیقاتتحق
تسهیل و یقتحقینایجنتااز با استفاده تواندیمیارتباط

.گرددیعتسر

هاروشمواد و 
محلی و و رقم لاین 40شاملمواد گیاهی این تحقیق

شده برنج شامل نعمت، بینام، دشت، چمپابودار، اصلاح
، دم سرخ، موسی طارم، ساحل، یدسفدمسالاري، عنبربو، 

زرد، دم، جوسنگ، ندا، دمسیاه، قشنگه، پسندشاه
شفق، هاشمی،کادوس،صالح، هیبرید بهار، خزر، طارم محلی،

یلگسفیدرود،،کاظمییعلسنگ طارم، غریب سیاه ریحانی، 
، طارم منطقه، ییسراحسن، گوهر، 6ینلا، 3یلگ، فجر، 1

که از بوده، غریب و حسنییلمانیدطارم، بجار،3آمل صدري، 
بذر در يهانمونهمرکز تحقیقات برنج گیلان (رشت) تهیه شد. 

نمونه از ايیاهچهگدر مرحله گلدان و در گلخانه کشت شد و 
) با اندکی CTAB)25به روش DNAاستخراج هاآنبرگی 

استخراج يهاDNAکیفیت و کمیت .تغییر صورت گرفت
شده با استفاده از الکتروفورز ژل آگارز و دستگاه 

Hamburgمدل eppendorfاسپکتروفتومتر ( 22331 (
وگرم در نان50غلظت ا باستخراجیيهاDNAتعیین شد. 

استفاده شد. PCRيهاواکنشدر هاآنمیکرولیتر رقیق و از 
هفت)، ISSR)39آغازگر 11مورد استفاده شامل ينشانگرها

(سه آغازگر رتروترنسپوزونی از REMAPآغازگر ترکیبی 
یبترکدر Tos-3و Tos-1 ،Tos-2شامل Tosخانواده 

رکیب (تIRAPآغازگر ترکیبی دوو ) ISSRيهایمرپرابا
10در حجم PCR. واکنش بودآغازگرهاي رتروترانسپوزن) 
4/0الگو، DNAنانوگرم 50میکرولیتر شامل حدود 

MgCl250میکرولیتر 4/0، میلی مولارdNTP10میکرولیتر 
یک ،مولاریکروم10میکرولیتر آغازگر8/0، مولارمیلی

بایمرازپلTaqآنزیمیک واحد و 1X PCRمیکرولیتر بافر 
PCمدل Astecاز دستگاه ترموسایکلر (استفاده  ساخت 818

دانشگاه ، يکشاورزعلوم دانشکدهو در1390در سال ژاپن)
یقهدق4به صورت یحرارتچرخه انجام شد. گیلان 
40بصورتیکلس35، سپس C94°در یهاوليسازواسرشته

مرحله اتصال آغازگر یهثانC94،40°در يسازواسرشته یهثان
1- Inter-Retro transposon Amplified Polymorphism 2- Retro transposon-Microsatellite Amplified Polymorphism
3- Long Terminal Repeat
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مرحله یقهدق2، )1جدول (آغازگراتصال هريدمابسته به
C72°يدمادر یینهابسط یقهدق5و C72°يدمابسط در 

5/1ژل آگارز يرویمرازپلايیرهزنجواکنشحصول بود. م
ولت به 90ولتاژ ثابتژل با الکتروفورزو يبارگذاردرصد 
ز ژل با استفاده ایزيآمانجام شد. رنگ یقهدق80مدت 

دستگاه ژل UVرآشکارسازي باندها زیر نوو یدبرومایدیومات
Bio-Radداك ( بر اساس يبانديالگوانجام گرفت. ) 2000
یزانمشدند. یدهنمره(صفر) نوارها عدم وجودیا) یکوجود (

، با استفاده از فرمول1نشانگریچندشکل
PIC=2ΣPi(1-Pi)

براي هر امiآلل یفراوان، Piفرمول ینا)، در 31محاسبه شد (
و مشابهت ابتدا تفاوتيبندگروه. جهت باشدیمنشانگر 

با يبندگروهو یهتهبراساس روش تطابق ساده هایپژنوت
افزار ) و به کمک نرمUPGMA)36استفاده از روش 

NTSYS)28 و به منظور محاسبه میزان چند ) انجام شد
نسخهPopgenافزار از نرمنیتنوع ژنیوشکلی نشانگر

اصلی از به مختصات ). جهت تجزیه 41استفاده شد (31/1

) و براي انجام تجزیه تابع 37(12نسخه Genstatافزار نرم
SPSSافزار تشخیص از نرم ) استفاده شد.2(16.0

نتایج و بحث
منبع غنی از تنوع زیستی را تشکیل ،ایرانیبرنج ارقام 

نیاز است که ساختار جهت حفظ و استفاده از آن ودهندیم
به خوبی شناسایی شود. به این منظور در این هاآنژنتیکی 

مورد ورتروترنسپوزونISSRي آغازگرترکیب 30پژوهش 
واضح، گرفت که بر اساس الگوي نواربندي استفاده قرار

شامل يآغازگریبترک20، تعداد يامتیازدهی و تکرارپذیریتقابل
ISSR،IRAP وREMAP و بر آن اساس 1ول (جدانتخاب (

مورد ژنوتیپ برنج بومی و اصلاح شده ایرانی40تنوع ژنتیکی 
شودیممشاهده 1شکلدر کهقرار گرفت. همانطور بررسی

قابل یچندشکلضمن بروز اندتوانستهمذکورينشانگرها
دهندهنشانکنندکهیدتولرا یفتیکبا واضح ويالگوملاحظه، 

برنجیاهگدریشتربمطالعات يبراهانشانگرنوع ینايتوانمند
.باشدیم

UBC815+TOS2حاصل از تکثیر ارقام برنج با استفاده از آغازگرREMAPالگوي باندي -1شکل

Figure 1. REMAP banding pattern generated by rice cultivars using UBC815+TOS2 primer

نوار تشکیل 309در مجموعبا استفاده از آغازگرهاي فوق
چندشکل بودند. تعداد نوارهاي هاآننوار از 272شد که 

نوار براي آغازگر 9از ل شده براي آغازگرها متفاوت بود.تشکی
UBC817)نوار براي آغازگر 21تا )کمترین تعداد نوار
UBC812 یبیترکیآغازگرهاوTOS2+UBC826 که

د نوارهاي بیشترین تعداد نوار را داشتند متغیر بود. تعدا
نوار متغیر بود که کمترین تعداد نوار 21تا 5چندشکل نیز از 

و بیشترین TOS1چندشکل متعلق به آغازگر رتروترنسپوزون 
، (REMAP)ترکیبی يآغازگرهابراي هاآنتعداد از 

TOS2+UBC826 درصد چندشکلی در این اساس بود. بر

، تا TOS1درصد براي آغازگر 45/45نیز از هایپژنوتمیان 
، ISSR)UBC811 ،UBC813درصد براي آغازگرهاي 100

UBC815 ،UBC817 ،UBC823،ISSR425 و (
، REMAP)TOS2+UBC815آغازگرهاي ترکیبی 

TOS2+UBC817 ،TOS2+UBC825 ،
TOS2+UBC826 ،TOS2+ISSR425 .نوسان داشت (

مذکورهايیپژنوتبراي میانگین درصد چندشکلی آغازگرها 
قابل توجهود که بیانگر میزان تنوع ژنتیکیدرصد ب03/88
.)1جدول (هاستآن

1-Polymorphism Information Content
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و توالیهاتعداد نوار چندشکل،درصد چندشکلی، تعداد نوار ،آغازگرهاي مورد استفاده، دماي اتصال- 1جدول
Table 1. List of used primers, annealing temperature, polymorphism percentage, band numbers, polymorphism band

numbers and sequences
توالی چندشکلنوارتعداد  نوارتعداد  چندشکلیدرصد  اتصاليدما آغازگرنام  نوع نشانگر

GAGAGAGAGAGAGAGAC 15 15 100 43 UBC811 ISSR

GAGAGAGAGAGAGAGAA 15 21 43/71 42 UBC812 ISSR

CTCTCTCTCTCTCTCTT 10 10 100 42 UBC813 ISSR

CTCTCTCTCTCTCTCTA 13 19 42/68 41 UBC814 ISSR

CTCTCTCTCTCTCTCTG 15 15 100 43 UBC815 ISSR

CACACACACACACACAA 9 9 100 47 UBC817 ISSR

TCTCTCTCTCTCTCTCC 14 14 100 44 UBC823 ISSR

ACACACACACACACACC 12 17 59/70 49 UBC826 ISSR

GACAGACAGACAGACA 12 16 75 43 UBC876 ISSR

ACACACACACACACACACC 13 13 100 2/60 ISSR425 ISSR

CACACACACACACACACACAG 13 19 42/68 58 ISSR440 ISSR

TGTTGGGAATAGTCCCACA 5 11 45/45 3/59 TOS1 IRAP

TGTTAGAAGTATAATATGT 10 12 33/83 3/53 TOS1+TOS3 IRAP

TGTTGAATAGTTCCACATT 15 16 75/93 48 TOS2+UBC811 REMAP

18 18 100 48 TOS2+UBC815 REMAP

14 14 100 4/49 TOS2+UBC817 REMAP

15 16 75/93 50 TOS2+UBC823 REMAP

16 16 100 49 TOS2+UBC825 REMAP

21 21 100 3/51 TOS2+UBC826 REMAP

17 17 100 60 TOS2+ISSR425 REMAP

272 309 03/88 کل

مختلف توتون از یپژنوت49يوريامشابهیقتحقدر 
یبیترکبصورت تنها و ISSRرتروترانسپوزن و يآغازگرها

آغازگر ها از جمله سه از آغازگريتعدادکه)24(استفاده شد
بود. مشتركحاضر یقتحقيآغازگرهارتروترانسپوزون با 

موفق و یرتکث،مطالعهاین مانند یزنهاآنیقتحقیجنتا
قابل هایپژنوتینبیراحته بکهبود ل ژيرواضح وينوارها
ينشانگرهاینکهاضمن ،بودندیابیارزو یدهنمره

را نشان ییبالایشکلچند یقتحقسپوزن در هر دو نرتروتر
هايیابیارزیبرانشانگرها یناییکارادلالت بر کهد دادن
ارزیابی تنوع ژنتیکی یک .باشدیمدو گونه ینادر یکیژنت

اسایی ژرم پلاسم و حفظ آن است. نتایج بهجزء مهم در شن
به کمک DNAدست آمده از تنوع ژنتیکی در سطح 

يهابرنامهبراي طراحی تواندیمنشانگرهاي مولکولی
تجاري به هايیتهواراساس ژنتیکی يتوسعهاصلاحی مؤثر و 

جهت ارزیابی بر این اساس در این تحقیقکار برده شود.
و شاخص تنوع شانون PICشاخص نشانگرها از تنوع ژنی،

که اغلب هتروزیگوسیتی مورد نی استفاده شد. تنوع ژنی 
، احتمال متفاوت بودن دو الل انتخاب شودیمانتظار نامیده 

يفاصلهو دهدیمشده به طور تصادفی از دو فرد را نشان 
يیلهوسبه تواندیمو ت ژنتیکی تفاوت بین دو موجود اس

میانگین تنوع در این مطالعه).28ود (آللی توصیف شاختلاف
.به دست آمد39/0هایپژنوتکل براي ژنی نی برآورد شده 

هاي ترکیبیو آغازگر46/0با UBC811آغازگر 
TOS2+UBC815 به ترتیب بیشترین و کمترین 27/0با

میزان تنوع ژنی را دارا بودند. محتواي اطلاعات چندشکلی 
)PICی قدرت تمایز نشانگرها و معیار ) یکی از معیارهاي ارزیاب

که مستقل از کندیماز میزان تنوع هر ژن را بیان تريیقدق
PIC). بیشترین میزان 4(باشدیمتعداد نمونه مورد مطالعه 

و ISSR440،TOS2+UBC811براي آغازگرهاي 
TOS1+TOS3 و کمترین میزان تنوع مربوط 48/0با مقدار
با مقدار TOS2+UBC815و UBC817به آغازگرهاي 

بود. میانگین محتواي اطلاعات چندشکلی براي کل 25/0
بود. یکی 35/0و آغازگرهاي مورد مطالعه برابر هایپژنوت

. میانگین باشدیمتنوع، شاخص شانون يهاشاخصدیگر از 
اي مورد مطالعه در آغازگرهيیهکلشاخص شانون براي 

، بیشترین و آمد. همانند تنوع ژنیدستبه57/0جمعیت 
کمترین مقدار شاخص شانون مربوط به آغازگرهاي

UBC811 وTOS2+UBC815 و 65/0به ترتیب با مقادیر
، UBC811بود. شاخص شانون بالاي آغازگر 42/0

یکیژنتتنوع تواندیماین آغازگر کهاست ینادهندهنشان
درون را بهتر نمایش دهد و بنابراین براي ارزیابی تنوع موجود

تنوع ژنتیکی مشاهده شده در مناسب است. همچنینیتیجمع
يیجهنتتعدادي از ارقام خیلی محدود است که ممکن است 

تطبیق با شرایط و هاآنطولانی کشتيسابقه
agroclimatic ژنتیکی يینهزميیجهنتمحل باشد و یا شاید

نشانگرها در ییکارایینتعبه منظور ).35باشد (هاآنمحدود 
) و نسبت چندگانه MI(ينشانگر، شاخص یچندشکلبروز 

يبراEMRیزانمیشترینب) محاسبه شد. EMR(ثر مؤ
و 21با مقدار TOS2+UBC826ترکیبیيآغازگرها

بود. 27/2با مقدارTOS1آغازگر يبراآن یزانمینکمتر
نوسان 75/6تا 73/0براي آغازگرهاي مختلف بین MIمیزان 
و TOS1دار آن مربوط به آغازگر که کمترین مقداشت

،TOS2+UBC811يآغازگرهابیشترین مقادیر نیز متعلق به 
TOS2+UBC826 وTOS2+UBC825 به ترتیب با

).2بود (جدول 05/6و 51/6، 75/6مقادیر 
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براي خص شانون )، تنوع ژنی نی و شاMI)، شاخص نشانگري (EMR)، نسبت چندگانه مؤثر (PICمحتواي اطلاعات چندشکل (-2جدول 
مورد مطالعهبرنج هايیپژنوتدر IRAPو ISSR ،REMAPينشانگرها

Table 2. Polymorphism Information Content (PIC), Effective Multiplex Ratio (EMR), Marker Index (MI),Ne: Nei's
Diversity Index and I: Shannon's information index for ISSR, REMAP and IRAP markers in studied rice
genotypes

شاخص شانون نینیژنینیتنوع MI EMR PIC آغازگرنام  نشانگرنوع 
65/0 46/0 65/4 15 31/0 UBC811 ISSR

62/0 43/0 96/3 71/10 37/0 UBC812 ISSR

64/0 44/0 6/3 10 36/0 UBC813 ISSR

62/0 43/0 73/3 89/8 42/0 UBC814 ISSR

53/0 35/0 8/4 15 32/0 UBC815 ISSR

62/0 43/0 25/2 9 25/0 UBC817 ISSR

57/0 39/0 04/5 14 36/0 UBC823 ISSR

60/0 42/0 63/2 47/8 31/0 UBC826 ISSR

62/0 43/0 06/3 9 34/0 UBC876 ISSR

56/0 38/0 81/4 13 37/0 ISSR425 ISSR

56/0 38/0 27/4 89/8 48/0 ISSR440 ISSR

56/0 37/0 73/0 27/2 32/0 TOS1 IRAP

51/0 33/0 4 33/8 48/0 TOS1+TOS3 IRAP

59/0 40/0 75/6 06/14 48/0 TOS2+UBC811 REMAP

42/0 27/0 5/4 18 25/0 TOS2+UBC815 REMAP

51/0 34/0 92/3 14 28/0 TOS2+UBC817 REMAP

61/0 42/0 78/4 06/14 34/0 TOS2+UBC823 REMAP

58/0 40/0 08/6 16 38/0 TOS2+UBC825 REMAP

60/0 42/0 51/6 21 31/0 TOS2+UBC826 REMAP

44/0 28/0 95/5 17 35/0 TOS2+ISSR425 REMAP

57/0 39/0 30/4 35/0 میانگین

REMAPينشانگرها، یسهمقادر کلیطوربه
شان نIRAPو ISSRنسبت بهرا بالاتريمورفیسمیپل

ن نشانگرهاي چندشکل، درصد چندشکلی، میانگیدادند.
) EMR(ثر ؤ) و نسبت چندگانه مMI(ينشانگرشاخص 

به صورت IRAPوISSR،REMAPينشانگرهامربوط به 
ارائه شده است.3در جدول ايیسهمقا

پارامترهایی مانند تعداد يیسهمقادر تحقیق دیگري نیز با 
تعدادکلی،کل نوارها، تعداد نوارهاي چندشکل، درصد چندش

، PICنوارهاي هر آغازگر، نوارهاي چندشکل هر آغازگر، 

و ISSRشاخص نشانگري و ... حاصل از کاربرد آغازگرهاي 
REMAP به این قارچ عامل بلاست برنج هايیهجدادر

ISSRز کارآتر اREMAPنتیجه رسیدند که آغازگرهاي 
ISSRکهاندگرفتهنیز نتیجه ییهاپژوهش). در 7هستند (

براي مطالعات فیلوژنتیک RAPDابزار بهتري از تواندیم
که گردید دیگري نیز گزارش يمطالعهدر .)1،10باشد (

چندین مرتبه اطلاعات بهتري از ISSRآغازگرهاي 
).26را در گندم تولید کردند (RAPDنشانگرهاي 

REMAPو ISSRIRAPنشانگرهايوسیلهبهالگوي باندي تولید شده يتجزیه-3جدول

Table 3. Analysis of banding patterns produced by ISSR, IRAP and REMAP markers
ISSRREMAPIRAPمؤلفه

1172تعداد آغازگرها
16811823تعداد نوارها

27/1586/165/11تعداد نوار براي هر آغازگر
82/1257/165/7میانگین نوارهاي چندشکل

71/8621/9839/64دشکلیدرصد چن
EMR09/1130/163/5

MI89/350/536/2

نشانگرهاي مبتنی بر رسدیمبه نظر ، بر این اساس
در ژنوم برنج REMAPرتروترنسپوزون همچون هايیتوال

با کارایی بالا توانندیمبنابراین دارند، ياملاحظهتنوع قابل 
جهت گونه بکار روند. براي تحقیقات ژنتیکی و اصلاحی این

بر هایپژنوتيهاشباهتوهاتفاوتابتدا هایپژنوتيبندگروه
هایپژنوتیبندگروه) محاسبه و SMاساس روش تطابق ساده (

انجام شد. دندروگرام حاصلUPGMAبا استفاده از روش 
از یکدیگر درصد 81سطح تشابه ژنوتیپ برنج را در40

درصد متغیر بود. 81تا59از و میزان تشابهتفکیک نمود
ضریب همبستگی کوفنتیک بین ماتریس تشابه اولیه و 

و دندروگرام به يبندخوشهماتریس کوفنتیک که از فرآیند
دقت مناسب دهندهنشانبود که 73/0دست آمد حدود 

ناحیه با ترسیم خط برش ازيبندگروه. باشدیمیبندخوشه
گروه تقسیم شدند6به اهیپژنوتانجام و 65/0تشابه حدود 

ینلاوارقام نعمت، شاه پسندبنديیمتقس. در این )2شکل (
در گروه یک قرار گرفتند که ضریب تشابه بین ارقام این 6
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متغیر بود. گروه دوم که عمدتاً 71/0تا 65/0گروه از حدود 
شامل چمپابودار، سالاري، بودند ارقام بومی با کیفیت خوب 

سفید، دم سرخ، موسی طارم، دمسیاه، غریب، طارم منطقه، دم 
سنگ جو، حسن سرایی، دم زرد، هاشمی، علی کاظمی، طارم 

، صدري و 1یلگمحلی، غریب سیاه ریحانی، بینام، عنبربو، 
81/0تا 66/0که تشابه بین ارقام از حدود باشدیمحسنی 

متغیر و بیشترین تشابه در این گروه بین دو رقم سنگ جو و 
، فجر، 3یلگبود. خزر، 81/0یی با ضریب تشابه حسن سرا

، کادوس، صالح، گوهر، شفق، طارم دیلمانی، هیبرید3آمل 
بهار، بجار، دشت و سفیدرود نیز با وجود ضریب تشابه حدود 

در گروه سوم قرار گرفتند. سنگ طارم و ندا هر 75/0تا 66/0
ي با قرار گرفتند و تفاوت زیادياجداگانهيهاگروهیک در 

سایر ارقام داشتند و دو رقم ساحل و قشنگه نیز که ضریب 
در گروه ششم قرار گرفتند. با توجه داشتند66/0تشابه حدود 

ین به اینکه ارقام دورتر تفاوت ژنتیکی بیشتري دارند بنابرا
صفات يداراکهیصورتدر انجام تلاقی بین ارقام دورتر، 

کارایی تولید هیبرید و تواندیمباشند یکدیگرکنندهیلتکم
اگر چه استفاده از تنها نماید.امکان ایجاد هتروزیس را بیشتر

و دهدیمپوشش را از ژنوم برنج یاندکنشانگر سطح 20
بتوانديبندگروهاین کهانتظار داشت توانینمینبنابرا

از کاملاًهاآنیکیژنتیاتخصوصو بر اساس منشأهایپژنوت
یکتفکشودیمحال مشاهده ینعدر .نمایدیکتفکیکدیگر

يبندگروهتوانسته مذکورينشانگرهابر اساس هایپژنوت
در گروه هایپژنوت، نمونهبه عنوان.یدنمایجادارا یقبولقابل 
در یاو باشندیممنطقه یفیتکو با یبوماز ارقام یهمگدوم 

ارقام هایپژنوته و بجار همیلمانیدگروه سوم به جز طارم 
ينشانگرهادهندیمنشان یجنتاینا. باشندیماصلاح شده

شونده ژنوم یانبو یژنینواحدر یشتربمورد استفاده احتمالاً
یکتفکهایپژنوتيبنددستهیلدلینهمو به اندگرفتهقرار 
. استو از توجیه قابل قبولی برخوردارایجاد نموده را يبهتر

LTRینواحشودیمفته مطلب گیناییدتأالبته در
رمزکننده ژنومینواحدر مجاورت عمدتاًهارتروترانسپوزون

تنوع يمطالعه) در 23میردریکوند و همکاران (.)6(قرار دارند 
اطلاعات هفت مکان ایرانی با استفاده ازيهابرنجژنتیکی 

برنج ایران راپلاسمژرمژنوتیپ انتخابی از 120ژنی آیزوزایم، 
يبندگروهدر سیم نمودند. گروه تق7به UPGMAبه روش 

مانند سالاري، دم سرخ، موسی طارم، هایییپژنوتانجام شده 
دمسیاه، غریب، حسن سرایی، دم زرد، بینام، عنبربو، صدري و 
حسنی نیز در یک گروه قرار گرفتند که با گروه دوم تحقیق 

.حاضر مطابقت دارند

ژنوتیپ برنج مورد مطالعه40و ضریب تشابه تطابق ساده براي UPGMAر اساس روش دندروگرام ترسیم شده ب-2شکل
Figure 2.Dendrogram of 40 studied rice genotypes using UPGMA (Unweighted Pair Group Means Analysis)

clustering method and simple matching similarity coefficient
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ر اساس ماتریس تشابه بیلاصتجزیه به مختصات 
آمده از ضریب تطابق ساده انجام شد. مقادیر دستبه

اول و میزان يمؤلفه17محاسبه شده براي مختصات
آورده شده 4در جدول شودیمتوجیه هاآنتغییراتی که توسط 

اصلی اول يمؤلفهکه شودیماست. در این جدول مشاهده 
درصد از 81/67اول يمؤلفه17درصد و مجموع 36/8تنها 

آغازگر مورد مطالعه را توجیه کردند. 20تغییرات مربوط به 
سهم را در یشترینباول يمؤلفهبودانتظار مورد که طورهمان

مربوط به نشانگرهاي يهادادهداشت. در ییراتتغیهتوج

از تنوع موجود بین نشانگرها توسط اندکمولکولی توجیه مقادیر 
و هامکانلی اول، دلیل بر استقلال اصيمؤلفهچند 

در نواحی مختلف ژنوم هاآننشانگرهاي مورد مطالعه و توزیع 
مختلف ژنوم يهابخشاگر نشانگرها از است. بنابراین

کم خواهد بود و در هاآنانتخاب شده باشند پیوستگی بین 
هاآننتیجه تعداد بیشتري مؤلفه براي توجیه تغییرات کل 

اصلی نشان داد که مختصاتاست. نتایج تجزیه بهمورد نیاز 
نشانگرهاي مورد استفاده در این پژوهش در نواحی مختلف 

.ژنوم پراکنده هستند

مؤلفه اول17درصد واریانس و درصد واریانس تجمعی براي - 4جدول
Table 4. variance percentage and cumulative variance percentile for first 17 principal coordinates

درصد واریانس تجمعی درصد واریانس مقادیر ویژه مؤلفه اصلی
36/8 36/8 14/1 1
11/15 75/6 92/0 2
88/20 77/5 79/0 3
62/25 74/4 65/0 4
96/29 34/4 59/0 5
11/34 15/4 57/0 6
01/38 9/3 53/0 7
62/41 61/3 49/0 8
11/45 49/3 48/0 9
52/48 41/3 46/0 10
56/51 04/3 41/0 11
58/54 02/3 41/0 12
49/57 91/2 40/0 13
29/60 80/2 38/0 14
03/63 74/2 37/0 15
45/65 42/2 33/0 16
81/67 36/2 32/0 17

نیز به وسیله ياخوشهحاصل از تجزیه يبندگروهصحت 
تجزیه تابع تشخیص مورد آزمون قرار گرفت. با توجه به 

درصد، 2/78توابع تشخیص اول تا پنجم به ترتیب ،5جدول 
درصد و صفر درصد از واریانس 3/0، درصد3/3درصد، 1/18

را توجیه نمودند. هادادهدرصد تنوع 100د و در مجموع موجو
بنابراین پنج تابع تشخیص، کل تنوع موجود بین ارقام و 

توانیم. به این ترتیب اندنمودهاولیه را توصیف يهاگروه

گرفت که تابع تشخیص تقسیم ارقام در شش گروه به یجهنت
يبندگروه. صحت نمایدیمرا تأیید ياخوشهوسیله تجزیه 

توسط تابع تشخیص کانونی به ياخوشهحاصل از تجزیه 
درصد برآورد شد.5/67روش خطی فیشر 

ي ارقام بر اساس توابع بندگروهمربوط به 3شکل 
تقسیم ارقام در شش که به خوبیتشخیص اول و دوم است 

نماید.یمي را تأیید اخوشهگروه به وسیله تجزیه 

ايخوشهجزیه اولیه حاصل از تبنديگروهتوابع تشخیص کانونی حاصل از تجزیه تشخیص خطی فیشر بر اساس - 5جدول
Table 5. Canonical discriminate functions generated by Fisher’s linear method based on premier grouping resulted from

cluster analysis
همبستگی کانونیواریانس تجمعی (درصد)واریانس (درصد)تابع تشخیص کانونی

2/782/781اول
1/183/961دوم
3/36/998/99سوم

3/01006/97چهارم
01000/82پنجم
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و ISSR ،IRAPترکیب آغازگري 20بر مبناي تجزیه تابع تشخیصبا استفاده از ایرانییپ برنجژتوت40نمودار تنوع ژنتیکی -3شکل
REMAP

Figure 3. Graphic representation genetic diversity of 40 Iranian rice genotypes using discriminant function analysis
based on 20 primer combinations of ISSR, IRAP and REMAP

6و REMAPآغازگري ترکیب 16از در یک پژوهش 
ژنوتیپ 51جهت بررسی تشابه میان IRAPآغازگري ترکیب 

د. گردیبرزیل و فیلیپین استفاده برنج از کشورهاي ژاپن،
گروه 8به راهایپژنوتUPGMAبر اساس روش يبندگروه
حاصل نتایج يیسهمقابیان کردند با هاآند. تفکیک کرمجزا

ثابت شده است که این نشانگرها مانند REMAPو IRAPاز 
AFLP نشانگرهاي مولکولی قابل اطمینانی هستند و

که دهندیمدر اختیار قرار همچنین اطلاعات بیشتري نیز 
هايیصتشخپتانسیل زیاد این نشانگرها در يدهندهنشان

و تنوع یابیمکانژنومی براي مطالعات انگشت نگاري، 
.)5(باشندیم

) جهت شناسایی نشانگرهاي20محجوب و همکاران (
ISSR36هاي جنس براسیکا، از مؤثر در تفکیک گونه

کهاستفاده کردندISSRنشانگر 13ژنوتیپ جنس براسیکا و 
مشترك حاضرمطالعهآغازگرهاي تعدادي از آغازگرها با 

اي د برنتوانمیهابودند. نتایج نشان داد  که این نشانگر
اي در اي و همچنین داخل گونههاي بین گونهشناسایی تفاوت

مطالعات فیلوژنی استفاده شود.
يهاگونهبه منظور ارزیابی و محافظت از پژوهشگران 
) در معرض خطر، تنوع Oryza granulataوحشی برنج (

را با استفاده از برنجوحشیهايیتجمعتعدادي از ژنتیکی
بررسی کردند. درصد نوارهاي ISSRو RAPDنشانگرهاي 

RAPD ،59جمعیت براي نشانگرهاي 14بین چندشکل

درصد بود. بر اساس نتایج تحقیق ISSR ،64درصد و براي 
راهکارهاي مناسب مانند نجات و نگهداري از هاآنمذکور 

مرکزي جهت نگهداري در شرایط آزمایشگاه، هايیتجمع
بیشتر با تعداد افراد ايهیتجمعاز يدارنگهبرداري و نمونه

هاگونهکمتر از هر جمعیت را براي حفظ منابع ژنتیکی این 
تنوع همچنین نتایج حاصل از بررسی . )38(پیشنهاد کردند
گونه غیرباسماتی 16واریته برنج، شامل 23ژنتیکی میان 

از طریقگونه غیرعطري،2گونه باسماتی و 5معطر، 
درصد چندشکلی داد که نشان RAPDو ISSRي هانشانگر

با استفاده از ترکیب هاآندرصد بود. 80و 65به ترتیب هاآن
يهاگونهحاصل از هر دو سیستم نشانگري توانستند يهاداده

يبندگروهبرنج باسماتی و غیرباسماتی را به طور جداگانه 
نمایند. این مطالعه همچنین تنوع ژنتیکی بالایی را در میان 

با توجه به . )21(ج معطر غیرباسماتی آشکار کردبرنيهاگونه
مورد مطالعه که هايیپژنوترسدیمنتایج این تحقیق به نظر 

از تنوع باشندیماز ارقام بومی و اصلاح شده برنج عمدتأ
ياپراکندهیعتوزگونه از ینابالایی برخوردارند. همچنین ژنوم 

ینهمو به برخوردار استیرتروترنسپوزنهايیتواليبرا
و IRAPهمچون هایتوالینابر یمبتنينشانگرهایلدل

REMAPیتموفقگونه با ینایکیژنتیقاتتحقدر توانندیم
و یکیژنتيهانقشهیهتهمانند یاهدافيبراد و ظاهر شون

.باشندیهتوصقابل یارتباطیهتجز
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The Study of Genetic Diversity in Iranian Rice Cultivars using ISSR, IRAP and
REMAP Markers

Ali Aalami1 and Noushafarin Karami2

Abstract
In this study, genetic diversity was evaluated for 40 landraces and improved rice genotypes

by inter-simple sequence repeat (ISSR), IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified) and REM
(Retro transposon-Microsatellite AmplifiedPolymorphism) marker systems. Amplified
productions of 20 primers indicated distinct and polymorphic bands among genotypes that
produced a total of 309 bands and an average of 88.03% polymorphism. The average gene
diversity, Shannon’s diversity index and polymorphism information content were 0.39, 0.57 and
0.35, respectively. UBC811 and UBC813 markers showed the highest genetic diversity indices
which were 0.65 and 0.64, respectively. In order to determine the efficiency of the markers in
polymorphism appearance, marker index (MI) and effective multiplex ratio (EMR) were
calculated which based onTOS2+UBC811and TOS2+UBC826 markers with the highest MI and
EMR value, had better efficiency, respectively. The dendrogram obtained using UPGMA
method divided genotypes into six clusters. The most of local rice varieties including Hashemi,
Alikazemi and Hassansaraiee located in cluster two whereas improved cultivars such as Khazar,
Kadous and Gohar located in cluster three. Also, the results indicated that markers based on
retrotransposon as REMAP have good potential for using in genetics and breeding researches in
rice.
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