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  چکیده
فواصل و اطلاع از هاي جدید،  براي تولید لاینریق هیبریداسیون از ط برنج هاي اصلاحی در برنامه

این مطالعه با هدف ارزیابی فواصل ژنتیکی شانزده رقم برنج . باشد ضروري میامري تشابهات ژنتیکی بین ارقام 
 شکلی آغازگر تولید چند 8آغازگر مورد استفاده  15از . انجام شده است RAPDبا استفاده از تجزیه و تحلیل 

باند  75/7با متوسط  (OPD-11) 11تا  (OPB-04) 4نمودند و تعداد باندهاي تولید شده توسط هر آغازگر از 
تجزیه و . چندشکلی بین ارقام را نشان دادند%) 35/69(باند  43باند،  62از مجموع . براي هر آغازگر متغیر بود

نتایج این . بندي نمود خوشه گروه 5را در  ارقام مورد مطالعه، 15خوشه اي در معیار فاصله ژنتیکی تحلیل 
. مطالعه نشان داد که ارقام هاشمی و پویا بیشترین فاصله ژنتیکی را از همدیگر و نیز نسبت به سایر ارقام داشتند

هاي آتی اصلاح برنج اطلاعات بدست آمده در این تحقیق براي انتخاب والدین متفاوت از نظر ژنتیکی در برنامه
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تولید ارقام پرمحصول و با کیفیت مطلوب، از 

ی ذخـایر ژنتیکـی و اطـلاع از میـزان     یطریق شناسـا 
تنوع ژنتیکی موجود در جوامع گیاهی و ارقام داراي 

بنابراین تنوع ژنتیکـی  . شودصفات مطلوب میسر می
متخصصان . باشدار اصلاح نباتات میاساس و پایه ک

اصلاح نباتـات از تنـوع موجـود جهـت اسـتفاده در      
هـاي مطلـوب بـه    هاي اصلاحی و یا انتقال ژنبرنامه

هـاي دورگ  در برنامـه . نمایندمی ارقام دیگر استفاده
گیري گیاهان خودگشـن، بـراي بهـره وري بهتـر از     
 تفکیک متجاوز، بایسـتی والـدین از نظـر ژنتیکـی از    
همدیگر دور باشند تا برتري نتاج نسبت بـه والـدین   

.  (Gravois and McNew, 1993)بیشتر اتفاق افتـد 
انواع مختلفی از نشانگرهاي مولکولی بـراي ارزیـابی   

باشـند کـه    تنوع ژنتیکـی در بـرنج در دسـترس مـی    
و  RFLP،  RAPD، AFLPبارتنـد از  مهمترین آنها ع

SSR . در بین آنها، از نشانگرهايRAPD    بـه علـت
در  (Williams et al., 1990)ســرعت و ســادگی 

ایـن  . شـود  مطالعات تنوع ژنتیکی بیشتر استفاده مـی 
تکنیک ارزیابی تنوع ژنتیکی را بدون داشتن آگـاهی  

 ,.Hadrys et al)آوردفــراهم مـی  DNAاز تـوالی  

1992)  .  
از طریـق  بندي ژرم پلاسم برنج طبقهدر ایران 

 & Nematzadehتوسـط   ائینشـانگرهاي بیوشـیمی  

Khush (1993) بندي مورد نظر، در طبقه. انجام شد
نتایج تحقیق . رقم برنج ایرانی استفاده گردید 178از 

هاي ایران جزء درصد از برنج 5/5داد که،  نشان آنان 

 Vدرصد جزء گروه   50یا ایندیکا، بیشتر از  Iگروه 
ــی( ــام کیف ــروه   6/5و ) ارق ــزء گ ــد ج ــا  VIدرص ی

د کـه  اد نشان مطالعه آنان همچنین . باشندیکا میژاپون
ــروه   ــی داراي   Vگ ــرنج ایران ــله   23ب ــد فاص درص

درصـد فاصـله    57یـا اینـدیکا و    Iژنتیکی با گـروه   
  . یا ژاپونیکا هستند VIژنتیکی با گروه 

 جمـع   Vaezi (2000)توسـط   رقم 54تعداد 
اسـتفاده از نشـانگرهاي   وري و تنوع ژنتیکی آنها با آ

گرفـت  بررسی قرار مورد فولوژیکی و مولکولی مور
-در ژرمزیـادي  حاکی از وجود تنـوع  وي نتایج  که

 Aghazadeh-ghulakiهمچنـین  . پلاسم کشور بود

et al. (2000) 56   ــق ــی را از طری ــرنج ایران ــم ب رق
آغـازگر   12بندي نمودنـد کـه   طبقه RAPDنشانگر 

در مطالعـه آنـان   . چندشکلی مطلوبی را نشان دادنـد 
درصد متغیـر بـود و    91تا  44ریب تشابه ارقام از ض

درصد، ارقـام   18اي در فاصله ژنتیکی  تجزیه خوشه
بنـدي  خوشه مختلف گروه 7مورد مطالعه آنان را در 

هـاي   در زمینه ارزیابی تنوع و قرابت ژنوتیـپ . نمود
در سـطح بـین    RAPDبرنج بـا اسـتفاده از نشـانگر    

 المللــــی نیــــز گزارشــــات متعــــددي وجــــود 
 Raghunathachari et al., 2000; Porreca et)دارد

al., 2001; Rahman et al., 2007; Rabbani et 
al., 2008)  .  در ایران ارقام مختلفی از برنج اصـلاح

اطــلاع دربــاره تشــابهات و . و معرفــی شــده اســت
ایـن تحقیـق   هدف فواصل ژنتیکی بین اینگونه ارقام 

  .ه استبود
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ــق از   ــن تحقی ــانزدهدر ای ــرنج   ش ــپ ب ژنوتی
بذور از موسسه تحقیقات برنج آمـل  . استفاده گردید

در مزرعـه   1390ارقام در سـال زراعـی   . تهیه شدند
پژوهشی دانشگاه علوم کشـاورزي و منـابع طبیعـی    

هـاي  از نمونـه   DNAاسـتخراج  . ساري کشت شدند
انجـام   Dellaporta et al. (1983)برگی طبق روش 

 RAPDنشـانگر   15ه از با استفاد PCRآنالیز . گرفت
 50میکرولیتري شامل  25مخلوط واکنش . انجام شد

 X10  ،3/0میکرولیتـــر بـــافر  DNA  ،5/2نــانوگرم  
ــر  ــولار،  dNTPs 10میکرولیت ــی م ــر  1میل میکرولیت

MgCl2 50  ،میکرولیتر از هـر آغـازگر   1میلی مولار 
پلـی   Taqواحد آنـزیم   1و میکرومولار  2با غلظت 

دقیقـه   5با پروفیل حرارتـی   PCRواکنش . بودمراز 
دقیقـه،   1به مـدت   C94°چرخه از  C94 ،40°براي 

°C35  دقیقه و  1به مدت°C72  دقیقـه و   2به مدت
هاي  فراورده. دقیقه انجام شد 5به مدت  C72°نهایتاٌ 
PCR    در % 5/1با استفاده از الکتروفـورز ژل آگـارز
پس از رنـگ آمیـزي بـا اتیـدیوم برمایـد       TAEبافر 

  . کسبرداري و مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتندع
بصورت چشمی نمره دهـی   RAPDباندهاي 

بطـور   0و عـدم حضـور بـا     1حضور باند با . شدند
جداگانه براي تمام آغازگرها در ارقـام مختلـف کـد    

بـراي تمـام    (F)ضریب تشابه ژنتیکی . گزاري شدند
 Nei andفرمـول  از  با استفاده ارقام بصورت جفتی

Li (1979) سپس از ضرایب تشـابه  . محاسبه گردید
بدست آمده، براي ارزیابی روابط بین ارقام از تجزیه 

محاسبات با استفاده از نـرم  . اي استفاده گردیدخوشه

انجـــام  SPSSو  NTSYS (Rohlf, 1992)افــزار  
  .گرفت

توانسـتند   RAPDدر این مطالعه نشـانگرهاي  
که  طوريه ب ند،نمایارقام برنج را از همدیگر متمایز 

 ،OPA-04 نشــانگر 8نشــانگر مــورد اســتفاده  15از 
OPA-11، OPA-12 ،OPB-04، OPC-01،OPD-

11 ،OPH-12  وOPH-20  بانــدهاي قابــل تکثیــر و
بطـور   1شکل ). 1جدول (دهی را تولید نمودند نمره

-OPAهاي باندي را براي آغازگرهـاي   نمونه الگوي

  .دهد نشان می در ارقام مورد مطالعه OPH-20و  12
 در ارقام مورد مطالعه RAPDباند  62در مجموع 

 1800تا  350تولید شدند که اندازه این باندها از 
تعداد باندهاي تولید ). 1جدول (جفت باز متغیر بود 

 11تا  (OPB-04) 4شده به ازاي هر آغازگر از 
(OPD-11)   از . باند متغیر بود 75/7با متوسط

 35/69(باند  43شده، تعداد  باند تولید 62مجموع 
. بین ارقام چندشکلی را نشان دادند) درصد

بیشترین درصد  OPA-12و  OPB-04آغازگرهاي  
باندهاي چندشکل را داشتند، در حالی که حداقل 

متوسط . بود OPH-20چندشکلی مربوط به آغازگر 
جدول (بود  37/5قطعات چندشکل در بین ارقام 

مطالعه با نتایج  مقدار چندشکلی در این). 1
مطابقت   Choudhury et al. (2001)مطالعات 

  . دارد
، 15اي در معیار فاصله ژنتیکـی  تجزیه خوشه

گروه دسـته گـروه بنـدي     5ارقام مورد مطالعه را در 
شامل سه زیر گروه بود و  1خوشه ). 2شکل (نمود 
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در این خوشه ضرایب . اکثر ارقام در آن قرار گرفتند
 98/0تـا  ) تابش با سـپیدرود ( 73/0ز تشابه ژنتیکی ا

متغیر بود کـه مبـین وجـود تنـوع     ) قائم با پژوهش(
نســبتاٌ کــم در بــین ارقــام موجــود در ایــن خوشــه  

گیــري از هــاي دورگبنــابراین در برنامــه. باشــد مــی
سـایر  . تلاقی این ارقام با همدیگر باید اجتناب شـود 

 ـ ه ارقام، یعنی خزر، پردیس، پویا و هاشمی هر یک ب
طور جداگانه ضـمن متمـایز شـدن از دیگـر ارقـام،      

کمتـرین ضـریب   . هاي بعدي را تشکیل دادندخوشه
و رقـم  ) 59/0(تشابه بین رقم پویا بـا رقـم هاشـمی    

 ـ هاشمی با هر بـا   3از ارقـام نـدا، چمپـا و آمـل     کی
مشــاهده گردیـد کــه حـاکی از فاصــله    61/0مقـدار  

محلـی  رقـم  . باشـد  بیشتر ژنتیکی بین این ارقـام مـی  
هاشـمی نســبت بــه ســایر ارقــام از فاصــله ژنتیکــی  
بیشتري برخوردار است که با توجه به کیفـی بـودن   

هـاي اصـلاحی   این رقم ضروري است که در برنامه

تلاقـی بـین   . ي به آن شـود اویژه گیري توجهدورگ
هـاي بـا فاصـله ژنتیکـی بیشـتر هتـروزیس       ژنوتیپ

در زمینـه   اینگونـه مطالعـات  . بالاتري را بدنبال دارد
ــف توســط    ــام مختل ــین ارق ــط خویشــاوندي ب رواب

 Porreca et)محققین مختلفی گـزارش شـده اسـت   

al., 2001; Neeraja et al., 2002; Saker et al., 
2005; Rabbani et al., 2008) .  

اطلاعات بدست آمده درباره فواصل و تشابهات 
هاي اصلاحی آتی برنج ژنتیکی در طراحی برنامه

این . هاي جدید ضروري استبراي تولید لاین
به طور  RAPDدهد که نشانگر مطالعه نشان می

. موثر ارقام مختلف برنج را از همدیگر متمایز نمود
اطلاعات به دست آمده در این مطالعه براي انتخاب 

هاي اصلاحی از طریق مناسب والدین در برنامه
 .فید خواهد بودگیري در برنج مدورگ
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 .ارقام برنجدر مطالعه بررسی فواصل ژنتیکی  RAPDآغازگرهاي  - 1جدول 
Table 1- RAPD primers in the study of genetic distances for rice varieties. 

نام 
 نشانگر

Primer 
name 

 ('3-'5)توالی 
Sequence  

باندهاي تکثیر 
 شده

Amplified 
bands 

باندهاي 
 چندشکل

Polymorphi
c bands  

درصد 
 چندشکلی

Polymorphi
sm percent   

وزن باندها 
(bp) 
Band 

weights 
OPA-

04 
AATCGGGC

TG 8 4 50 500-1200 

OPA-
11 

CAATCGCC
GT 6  4  66.67  350-1700 

OPA-
12 

TCGGCGAT
AG 7 7 100 400-1250 

OPB-
04 

GGACTGGA
GT 4 4 100 550-1800 

OPC-
01 

CTCACCGT
CC 7 6 85.71 350-1600 

OPD-
11 

AGCGCCAT
TG 11 9 81.82 350-1250 

OPH-
12 

ACGCGCAT
GT 9 5 55.56 400-1250 

OPH-
20 

GGGAGAC
ATC 10 4 40 500-1300 

Total  62 43   
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 OPH-20و ) الـف ( OPA-12نمونه اي از الگوهاي نواربندي ارقام برنج بـا اسـتفاده از آغـازگر     -1شکل 
بترتیب ندا، هاشمی، شیرودي، تابش، پویا، فجر، خزر،  16تا  1جفت باز، اعداد  100مارکر وزنی : M). ب(

 .باشند ، قائم، پژوهش، پردیس و سپیدرود می3شفق، نعمت، دشت، چمپا، آمل
Figure 1- Sample of RAPD profiles of rice varieties using primer OPA-12 (A) and OPH-20 
(B). M: Molecular weight marker (100 bp DNA ladder), numbers 1 to 16 are Neda, 
Hashemi, Shiroudi, Tabesh, Pouya, Fajr, Khazar, Shafagh, Nemat, Dasht, Champa, Amol-
3, Ghaem, Pajouhesh, Pardis and Sepidrood, respectively. 
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تا  1اعداد . RAPDهاي حاصل از اساس داده اي ارقام برنج بر خوشهدندروگرام حاصل از تجزیه  -2شکل 

، قائم، پـژوهش،  3بترتیب ندا، هاشمی، شیرودي، تابش، پویا، فجر، خزر، شفق، نعمت، دشت، چمپا، آمل 16
  .باشندپردیس و سپیدرود می

Figure 2- Dendrogram of rice varieties constructed by cluster analysis of RAPD data. 
Numbers 1 to 16 are Neda, Hashemi, Shiroudi, Tabesh, Pouya, Fajr, Khazar, Shafagh, 
Nemat, Dasht, Champa, Amol-3, Ghaem, Pajouhesh, Pardis and Sepidrood, respectively. 
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Abstract 
In rice breeding programs through hybridization, information on genetic distances and 

similarities between varieties is necessary for development of new lines. This study conducted 
with the aim of evaluating genetic distances between sixteen rice varieties using Random 
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analysis. Eight out of fifteen primers generated 
polymorphism and the number of amplification products generated by each primer varied from 4 
(OPB-04) to 11 (OPD-11) with an average of 7.75 bands per primer. Out of 62 bands, 43 (69.35 
percent) were found to be polymorphic between varieties. Cluster analysis grouped genotypes 
into 5 clusters. Results of the study showed that varieties Hashemi and Pouya had more genetic 
distance from each other and from the rest varieties. The information obtained in this study will 
be helpful in selecting genetically diverse parents for designing rice breeding program in Iran.  
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