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مقدمه
برن��ج غذاي اصل��ي و منبع تامين كربوهي��درات كثيري از جمعيت 
جهان بوده كه س��طح وس��يعي از زمين هاي زیر كش��ت در آس��يا را به 
خود اختصاص داده اس��ت، بطوري كه بي��ش از 90 درصد برنج دنيا در 
آس��يا توليد و مصرف مي گردد )35،34(. در ایران نيز برنج غذاي اصلي 
م��ردم بعد از گندم بوده كه با توجه به رش��د جمعي��ت و كمبود توليد 
داخل��ي آن، منجر به واردات س��اليانه این محصول جهت مصرف داخلي 
مي گردد. طبق آمار فائو )FAO( واردات برنج درس��ال 2000 مي�لادي 
در ایران 1/2 ميليون تن بوده كه این رقم در س��ال هاي اخير به جهت 
اصلاح و معرفي رقم هاي جدید به 0/98 ميليون تن در س��ال رس��يده 
اس��ت )7(. توجه به روند كلي افزایش جمعيت حاكي از افزایش مصرف 
كنندگان مواد غذایي بوده كه بر همين اس��اس باید توليد مواد غذای�ي 
ني��ز افزایش یابد ت��ا بتواند جوابگ���وي جمعيت در حال رش���د جهان 
 باش��د )22(. با توجه به محدودیت هاي اقليم�ي براي رش��د و توس��عه 
زمي��ن هاي زیر كش���ت، این مقدار غذا باید از زمي��ن هاي موجود و با 
اس��تفاده از عوامل اگروش��يميایي كمتر بدس��ت آید. یکي از روش هاي 
افزای��ش عملک��رد ژنتيکي و خ���روج از این بح�ران اس��تفاده از پدیده 
ه�تروزیس م�ي باش��د كه از زمان كش��ف آن توس��ط Jones )13( به 
عن��وان یك راهکار براي افزای��ش برنج مدنظر قرار گرفته اس��ت )22(. 
 پ��س از توليد و فراگير ش��دن برنج هيبرید در چي��ن توجه جهان�ي به 
به����ره برداري از ق��درت هيبرید در برنج جلب گردی��د بط�وري كه با 
توليد موفق برنج هيبرید در چ�ين، دس��ت كم در 17 كشور برنامه هاي 

اصلاح��ي براي توليد برنج هيبرید آغاز گردیده اس��ت )31(. با توجه به 
ای��ن كه لاین هاي هي�برید در مقایس��ه با لاین ه��اي برت�ر ه�ر منطقه 
م�ي توانند تا 30 درصد افزایش عملکرد نشان ده�ند، نقش لای�ن هاي 

هيبرید بدیه�ي بوده و استف�اده از آن ض�روري م�ي نماید. 
برنج گياهي خ�ودگش��ن بوده، كه جه�ت توليد تجاري هيبریدهاي 
برنج باید از سي�س��تم هاي نرعقيمي اس��تفاده نم�ود. روش س��ه لاینه 
 كه شامل س��ه لاین: CMS لاین )A لاین(، لاین نگه�دارنده نرعقيمي 
)Bلای�ن( و لاین اعاده ك�ننده باروري )Rلاین( مي باش��ند، اصلي ترین 
سي�س��تم نرعقيمي اس��ت كه ب��راي توليد تجاري ب��ذر برن�ج هي�برید 
اس��ت�فاده م�ي گ��ردد )32،31،6(. كارب�رد موفق ارق��ام هيبریدF1  در 
برنج در درجه اول مس��تلزم بررس���ي تنوع و تشابه ژنتي�کي لاین هاي 
برن��ج جهت انتخ��اب لاین هاي برتر و در درجه دوم تش��خيص و حفظ 
خلوص ژنتيک�ي لاین هاي والدي و هيبریدهاي حاصل از آنهاست )22(. 
در ای��ن ميان، تولي��د و ارزیابي هيبریدها حایز اهميت زیادي اس��ت به 
ط��وري كه رقمي مي تواند تجاي ش��ود كه اس��تانداردهاي ملي و حتي 
بين المللي را دارا باش��د )35(. از آنجایي كه در غلات خودگش��ن نظير 
 برن��ج، یکي از چال��ش هاي مهم توليد و تهيه ب��ذر برنج هيبرید خالص 
مي باشد، سطح بالایي از خلوص ژنتيکي در این گياه جه�ت به�ره برداري 
از س��ط�ح مناس��ب�ي از هت�روزیس ض�روري مي باشد. به این جهت كه 
بروز ناخالصي در طي مراحل مختلف توليد بذور هيبرید بعلت پراكندگي 
دانه گرده غيروالدیني، دگرگرده افش��اني ناخواس��ته و اختلاط فيزیکي 
خصوص��اً اختلاط بذور لاین هاي A و B )مهمترین منبع ناخالصي( دور 
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Genetic purity testing of rice hybrid seeds using microsatellite markers
By: S.H. Hashemi-Petroudi Department of Agronomy and Plant Breeding, College of Agriculture, Isfahan University 
of Technology, S. A.M. Mirmohammadi-Maibody, Rice and Citrus Research Institute (Corresponding Author; Tel: 
+989131515143) A.Arzani, and Ghorbanali Nematzadeh. Rice & Citrus Research Institute, Sari University of 
Agricultural Sciences and Natural Resources.
Identification and determination of genetic purity of rice hybrid varieties for seed certification and control is an essential 
issue regarding to apply hybrid rice technology in Iran. Therefore, usefulness of microsatellite markers (SSR) for 
fingerprinting and genetic purity testing were investigated. Eight F1 rice hybrids and their parental lines were evaluated 
using 14 microsatellite markers in which 10 markers had reproducible polymorphic bands among genotypes. Totally 
27 bands (alleles) produced, average number of band per primers and per genotypes were 1.92 and 1.68, respectively. 
Genetic purity was tested in respect of microsatellite fingerprint and polymorphic primers which detected off types 
seeds among F1 hybrids. Extra band(s) was also observed when the F1’s SSR products were analyzed. Null alleles 
were appeared in three restorer lines for RM264 microsatellite locus. Cluster analysis based on shared allelic similarity 
coefficient, using UPGMA algorithm, grouped the 16 rice genotypes into three main clusters, each containing 43.75%, 
43.75% and 12.5% of genotypes. Overall, these results indicated there are reliable tools of microsatellite markers in 
DNA profiling and seed purity testing in rice varieties, especially hybrids. 
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از ذهن نمي باش��د. برآورد مي ش��ود به ازاي ه��ر 1 درصد ناخالصي در 
ب��ذور هيبرید، مقدار كاهش عملک��رد در حدود 100 كيلوگرم در هکتار 
مي باشد )18(. Ichii و همکاران )11( گزارش نمودند كه مقدار خلوص 
بذور هيبرید ارائه ش��ده به كش��اورز نباید از 96 درصد كمتر باش��د در 
حالي كه در گزارش Rajendran و همکاران )25( حداقل خلوص 98 
درصد اعلام گردید. طبيعي اس��ت كه لاین هاي والدیني مورد اس��تفاده 
در فراین��د هيبرید نيز باید از س��طح بالای��ي از خلوص ژنتيکي)99%>( 
برخوردار باشند )29، 35(. ارزیابي خلوص بذور هيبرید به طور معم�ول 
با استفاده از آزمون 1GOT )آزمون مورفولوژیکي( صورت م�ي گيرد كه 
بر اس��اس ارزیابي خصوصيات مورفولوژیك و گلدهي در مرحله بلوغ مي 
باش��د )14،12،2(. بس��ياري از این صفات چن�دژن�ي یا كم�ي بوده، در 
نتيج��ه بروز آنها تح�ت تاث�ير عوامل م�حيط�ي تغي��ير مي یابند. ضمن 
اینکه تعداد صفات مورفولوژیك موج���ود براي تمایز همه ارقام ج�دید 
كافي نم�ي باش��ند كه نياز به استفاده از روش سریع تر با كارای�ي بالاتر 
و در عي��ن حال هزین��ه و زمان كم�تر ض�روري مي نماید كه انگش��ت 
نگاري مولکولي2 كمك بزرگي در نيل به این هدف مي باشند. اص�طلاح 
انگش��ت ن��گاري مولکولي بطور كلي به كاربرد توال��ي خاصي از مولکول 
DNA جهت شناس��ای�ي افراد، ژنوتي�پ ها و لای�ن ها اطلاق مي ش�ود. 
روش هاي انگ��ش��ت ن�گاري مولکولي بهمراه نشانگرهاي مورفولوژیکي 
و فيزیکوش��يميایي كارب�رد وسيعي را در ژنوتي�پ یابي و تجزیه تحليل 
تنوع ژنتيکي گياهان زراعي و وحش��ي پيدا نموده اس��ت كه مي توان به 
موارد شناس��ایي ارقام، تعيين حقوق مالکيت معنوي براي ارقام، آزمون 
خلوص ژنتيکي، بررسي قرابت ژنتيکي، آزمون تمای�ز یکنواخت�ي پایداري 
DUS(3( اشاره نمود. سازمان بين المللي حمایت از ارقام جدید گياهي 

)UPOV(، كميته روش هاي م�ولکول�ي و بيوشيميایي را براي بررسي 
كاربرد نشانگرهاي مولکولي در سيستم ثبت رقم تشکيل داده است. این 
كميته، از ميان نشانگرهاي مولکولي مختلف نشانگرهاي ریزماهواره را به 
عنوان بهترین روش موجود براي انگش��ت نگاري DNA جهت قضاوت 
در شناسایي و تشخيص ارقام مشتق شده معرفي نمود )30،27(. در این 
تحقيق جهت آزمون خلوص ژنتيکي بذور هيبرید، از ميان ن��شانگرهاي 
مبتن���ي بر DNA، نش��انگر ریزماهواره4 ب�ه عل��ت فراواني، ماهيت هم 
بارزي، مکان اختصاصي بودن در ژنوم و توزیع یکنواخت در سراس��ر آن 
)28،27،21( ب�راي ارقام هي�برید در دس��ت مع��رفي انتخاب گ�ردی�د. 
ضمن این كه در دس��ترس ب��ودن بيش از 2740 نش��انگ�ر ریزماهواره 
 5SSR 1( یك ن�ش��انگرcM 157 )كمتر از Kb با متوس��ط تراكم ه��ر
در ژن�وم برن�ج، س��ط�ح بالایي از تنوع آللي، قدرت جداس��ازي بالا، كار 
 آسان و قيمت پایين تا حد زیادي اس�ت�فاده از این ن�شانگرها را توج�يه 
م��ي نماید )21(. هدف از اجراي ای��ن تحقيق، ارزیابي هيبریدهاي برنج 
و لای��ن هاي والدیني ب��ه روش ملکولي به منظور تعيين اثر انگش��ت و 
بررسي خلوص ژنتيکي بذور هيبرید با استفاده از نشانگرهاي ریزماهواره 

بوده است. 

موادوروشها
در این تحقيق از 16 ژنوتيپ شامل سه لاین نرعقيمي سيتوپلاسمي: 
ندا-A، نعمت-A و IR58025A؛ پنج لاین اعاده كننده باروري شامل: 

 IR-3-54-IR،IR69726-1-3-1-93-IR42686R،IR62037
IR58025A/ :ش��امل F1 و هش��ت لای��ن هيبری��د SA4 و ، IR28
-3-54-A، IR69726-ندا/IR-1-3-1-93-IR42686R، IR62037
/IR-1-3-1-93-A، IR62037-ندا/A، SA4-ن��دا/A،IR28-ندا/IR

نعمت-IR-3-54-A،IR69726/نعمت-A، IR28/نعمت-A اس��تفاده 
ش��ده، كه از موسس��ه تحقيقات برنج آمل، پژوهش��کده برنج و مركبات 
 دانش��گاه علوم كش��اورزي و منابع طبيعي س��اري و موسسه تحقيقات 
بين المللي برنج )IRRI( تهيه گردید. استخراج DNA ژنومي به روش 
دلاپورتا و همکاران با اندكي تغيير در آزمایش��گاه اصلاح نباتات دانشگاه 
 DNA صنعت��ي اصفهان اجرا گردید )5(. كمي��ت و كيفيت نمونه هاي

نيز با روش الکتروفورز ژل آگارز تعيين گردید.
در این م��طالعه از ت�عداد 14 آغازگر ریزماهواره براي ارزیابي ژنتيکي 
اس��تفاده گردید كه انتخاب آغازگرها و كس��ب اطلاعات توال��ي آنها به 
 Nandakumr ،)4( و همکاران Chen ترتي���ب بر اساس گزارشات
و هم�کاران )22( و Yashitola و همکاران)35( انجام گ�رفت. اس��امي 
آغازگ�رها و مش��خصات توالي آنها به تفکيك ارائه ش��ده اس��ت )جدول 
1(. واكن��ش زنجيره اي پل��ي مراز در حج��م 12/5 ميکروليتر براي هر 
نمونه اج��را گردید كه عبارت بود از 4/4 ميکروليتر آب مقطراس��تریل، 
1/25 ميکروليت��ر بافر واكن��ش )10X(، 1/5ميکروليت��ر كلرید منيزیم 
25 ميلي مولار، 0/15 ميکروليت��ر مخلوط نوكلئوتيدي20 ميلي مولار، 
0/5ميکروليتر از آغازگرهاي رفت و برگش��ت 5 ميک�رومولار، یك واح�د 
ت��ك پل�ي م��راز و 4 ميکروليتر DNA با غلظ��ت 40 نانوگرم. واكنش 
 Techne LTD.( زن�جيره اي پل�ي مراز نيز در دس��تگاه ترموس��ایکر
UK. Mode FTGENE5D( در 3 چرخ��ه اج��را گردی��د كه چرخه 
اول از یك سي�کل ش��امل 94 درجه سانت�ي گ�راد 5 دقيقه، 55 درجه 
س��انت�ي گراد 1 دقيقه، 72 درجه س��انتي گراد 2 دقيقه، و چرخه دوم 
از 36 سيکل ش��امل 94 درجه سانتي گراد 1 دقيقه، 55 درج�ه سانتي 
گ��راد 1 دقيقه، 72 درجه س��ان�تي گراد 2 دقيقه، و نهایتا چرخه س��وم 
ش��امل بس��ط نهایي در دماي 72 درجه س��انتي گراد به مدت 7 دقيقه 
انجام ش��د. به منظور مش��اهده الگوي نواري محص��ولات تکثيري از ژل 
آگارز 2 درص��د و ژل پلي اكریل آميد 6 درصد اس��تفاده گردید. پس از 
الکتروف��ورز رنگ آميزي ژل ب��ه روش اتيدیوم  بروماید انجام گرفت و از 
الگوي نواري بدس��ت آمده عکس برداري گردید. تجزیه و تحليل آماري 
این نش��انگرها با اس��تفاده از نرم افزار PowerMarker V3.25 اجرا 
گردی��د )16(. در تجزی��ه چند متغيره داده ه��اي مولکولي، امتيازبندي 
داده ه��ا و كدگذاري آل��ل ها بر مبناي طول قطع��ات انجام گرفت و به 
ترتيب ش��اخص هاي تعداد آلل، تعداد ژنوتيپ، فراواني آلل اصلي، تنوع 
 )PIC( ژني، مقدار هتروزیگوس��يتي و نهایتاً مقدار اطلاعات چندشکلي
براي هر آغازگر برآورد گردید. جهت محاس��به ماتریس ضرایب تشابه، از 
 ،Mantel( ميان ضرایب تشابه مختلف با استفاده از آزمون مانتل تست
1967(، ضریب اش��تراك آللي6 با فرمول زیر توس��ط ن��رم افزار مربوطه 

محاسبه گردید.

 

آزمونخلوصژنتيكی...
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ijp و ijq به ترتيب فراوان�ي آلل هاي i ام در مکان ژني j ام در جمعيت 
ها )یا ژنوتيپ هاي( X و Y م�ي باشد همچنين ia تعداد آلل ها در مکان 
ژني j و m تعداد مکان هاي مورد اس��تفاده مي باشد. تج�زیه خوشه اي 
نيز با اس��تفاده از الگوریتم UPGMA اجرا شد. جهت رسم دندروگرام 
نيز از نرم افزار MEGA 1/3 اس��تفاده گردی��د )15( بطوري كه تعداد 

مطلوب خوشه با استفاده از آزمون Bootstrapping تع�يين شد.

نتايجوبحث
چندشكليدرجايگاههايريزماهواره

بررس���ي چن�دش��کلي موجود در لاین ها و ارقام هيبرید با استفاده 
از تعداد 14 آغازگر ریزماهواره، منجر به شناس��ایي و انتخاب 10 نشانگر 
 ،RM164  ،RM171  ،RM337  ،RM263  ،RM1 چن�دش���کل: 
RM216 ،RM154 ،RM6344 ،RM206 ،RM1108 گردی��د كه 
جهت انگش��ت نگاري و بررس��ي خلوص ژنتيکي ارقام و لاین هاي برنج 

مورد استفاده قرار گرفتند. 
در ای��ن تحقيق نش��انگرهاي RM154 ،RM337 و RM206 در 
ژنوتي��پ هاي مورد اس��تفاده داراي س��ه آلل بودن��د در حالي كه دیگر 
آغازگره��اي چندش��کل از دو آلل برخ��وردار بودن��د. آغازگرهاي مورد 
اس��تفاده در مجموع 27 باند )هر باند به منزل��ه یك آلل( توليد نمودند 
كه 23 باند آن )85 درصد( چندشکل بودند. بدین ترتيب تعداد متوسط 
باندها براي هر آغازگر 1/92 و براي هر ژنوتيپ 1/68 بوده اس��ت. طول 
ان��دازه قطعات تکثيري در ای��ن تحقيق از bp 125 ب��راي آغازگرهاي 
 RM337 450 مربوط به آغازگرbp تا RM6344 ،RM1108 ،RM1
متغير بود. آغازگرهاي RM258 و RM443 براي ارقام مورد اس��تفاده 
هيچ چندش��کلي را ب��ر روي ژل آگارز و بر روي ژل اكریل آميد نش��ان 
ندادند. گذش���ته از این نش��انگر RM9 نيز از الگ�وي آللي نامشخص�ي 

برخوردار بود )جدول 2(.
ب��ه ترتيب تعداد آلل، تعداد ژنوتي��پ، فراواني آلل اصلي، تنوع ژني، 
مقدار هتروزیگوس��يتي و نهایتاً مقدار اطلاعات چندشکلي )PIC( براي 
هر آغازگر ب��رآورد و ارائه گردید )جدول 2(. بيش��ترین مقدار اطلاعات 
چندش��کلي با مقدار 0/52 مربوط به آغازگر RM154 و كمترین مقدار 
با 0/19 مربوط به آغازگر RM1108 بود و ميانگين شاخص چندشکلي 
0/35 بدس��ت آمد. هيبری��د IR58025A/IR42686R كه اولين برنج 
هيبرید در دس��ت معرفي در ایران مي باش��د بخوب��ي از بقيه هيبریدها 
تفکيك گردید و الگوي باندي منحصر به فردي را توليد نمود. تحقيقات 
زیادي درباره شناس��ایي و انگش��ت نگاري گياهان ب��ه ویژه برنج صورت 
گرفته اس��ت به طوري كه مي توان ب��ه تحقيقات Ye-yun و همکاران 
)36( و Chakravarthi و هم��کاران )3( در انگش��ت نگاري تركيبات 

هيبرید برنج با نشانگرهاي SSR اشاره نمود. 

آزمونخلوصژنتيكي
آزمون خلوص ژنتيکي هيبریدهاي مختلف با توجه به اثر انگشت هر 
هيبرید با استفاده از یك نشانگر خاص بررسي گردید. به این ترتيب كه 
بطور تصادفي بذور هيبرید مختلف با یك نشانگر چندشکل )چندشکلي 
بي��ن دو والد( م��ورد تجزیه و تحليل قرار گرفتند. ب��ه عنوان مثال براي 

 RM337 از نشانگر A-ندا/IR69726-54-3-IR بررسي بذور هيبرید
كه داراي چندشکلي بين لاین هاي IR-3-54-IR69726 و ندا-A بود، 

استفاده گردید )شکل1(. 
از هشت ژنوتيپ مورد بررسي تنها یك بذر، خارج از تيپ تشخيص داده 
ش��د كه شبيه والد مادري بود در حالي كه بقيه بذور این هيبرید داراي 
باندهاي مشترك از هر دو والد بودند )شکل Yashitola .)2 و همکاران 
)35(، Ye-yan و هم��کاران )36(، Nandakumr و همکاران )22( 
نيز به همين ترتيب با اس��تفاده از چندش��کلي ریزماهواره خلوص بذور 
هيبرید برنج را بررس��ي كردند. براي ارزیاب��ي هيبرید IR28/ندا-A نيز 
از یك نشانگر پيوسته به ژن اعاده كننده باروري در والد پدري استفاده 
گردید بدین ترتيب كه با اس��تفاده از نش��انگر ریزماهواره RM171 كه 
به ژن اعاده كننده باروري Rf4 در رقم IR28 پيوس��ته بود )1( آزمون 
خلوص ژنتيکي بذور صورت گرفت. در آزمایش مشابه Garg و همکاران 
)8( از یك ژن بازگرداننده باروري پيوس���ته به نشانگ�ر RM258 براي 
آزمون خلوص ژنتيکي بذور برنج هيبرید اس��تفاده كرده و نتيجه گيري 
نمودند كه اس��تفاده از یك ژن Rf پيوسته به نشانگر هم بارز م�ي تواند 
جایگزین دقيق تر و س��ریع تر براي آزمون GOT جهت بررسي خلوص 

بذور هيبرید باشد. 

باندهايغيروالديني
در ژنوتي��پ هاي رق��م هيبرید كه در مطالعات ملکولي مورد بررس��ي و 
تجزی��ه و تحليل ق��رار گرفتند باندهاي اضاف��ه غيروالدیني در برخي از 
 مکان هاي نش��انگري ریزماهواره مشاهده گردید )شکل های 1 و 2(. در 
آزمایش هایي كه توسط یه تيان (36) بر روي ارقام برنج صورت گرفته بود 
وجود این باندها گزارش گردید هر چند كه دليلي براي آن بيان نگردید. 

این باندهاي اضافه م�ي تواند ناش�ي از تشکيل هترودوپلکس7بين پ
توالي هاي آلل�ي باشند. 

هترودوپل�کس ها در واقع مولک�ول هاي DNA دو رش��ته اي تش��کيل 
یافت��ه از دو آل��ل مخ�تلف م�ي باش��ند ك��ه در اثر پيوند اش��تباه�ي8 
 بوج���ود آم��ده و از آنجای��ي كه از س��رعت حركت متفاوتي نس��بت به 
همودوپلک��س ها برخوردارند ب��ر روي ژل جایگاه متمای��زي را به خود 

اختصاص مي دهند )24،17(. 
مش��ابه این باندها در نش��انگر RAPD در تحقيق��ات هانت و همکاران 
ب��ر روي زنب��ور عس��ل )Huang ،)10 و هم��کاران در هيبریده��اي 
 Zheng 33( و( و همکاران در برنج Wu ،)9(  Chrysanthemum
و همکاران در سویا )38( نيز مشاهده گردید. بطور كلي، مي توان وجود 
این باندهاي غيروالدیني را بعنوان یك مش��خصه كليدي براي شناسایي 

افراد هتروزیگوت از هموزیگوت در نظر گرفت.

آللهايخنثي
در این تحقيق نش��انگ�ر RM264 نتوانس��ت در س��ه لاین اعاده كننده 
 SA4 و IR-1-3-1-93-IR، IR62037-3-54-IR69726 ب��اروري
 قطع���ه اي را تکثي��ر نمای��د )ش��کل 3( ك��ه از آن اصطلاح��ا تعبير به 
 آلل هاي خنثي9 مي گردد. آلل هاي خنثي ناشي از تغيير در توالي هاي 
 احاط��ه كننده SSR مي باش��ند. در اث�ر ح�ذف )ه��ا( یا جهش )هاي( 
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نقط��ه اي در مکان اتصال آغازگر به لحاظ نظ��ري انتظار مي رود كه از 
اتصال آغازگ��ر جلوگيري به عمل آمده و نهایت��اً تکثيري صورت نگيرد 
)19( یا در برخي از افراد تنها یك آلل توليد گردد )26( در آزمایش��ات 
"Yu )37( ني��ز یك جف��ت آغازگر SSR هي��چ ف��رآورده اي را در اكثر 
لای��ن هاي لوبيا تکثير ننمودند، آنها نب�ود باند تکثيري یك آلل در یك 
ژنوتي��پ خاص را به تغ�يير در توال�ي احاط���ه كننده ریزماهواره ها كه 

منج�ر به ایجاد آلل خنثي م�ي گردد، نسبت دادند. 
 ضم��ن اینکه احتمال اختلاف در ش��رایط مناس��ب PCR ب��راي تمام 

ژنوتيپ ها را نيز منتفي ندانستند. 

تجزيهخوشهاي
تجزیه خوش��ه اي مرب��وط به داده هاي ریزماهواره ب��ا توجه به كل آلل 
)باند( هاي توليد ش��ده چندشکل محاس��به گردید. به این منظور ابتدا 
ماتریس ضرایب تشابه با استفاده از ضریب اشتراك آللي محاسبه گردید. 
ضرایب تش��ابه محاسبه ش��ده براي ژنوتيپ هاي مورد مطالعه نشان داد 
كه ارزش هاي تشابه در دامنه 0/11 الي 1 با متوسط 0/607 قرار داشت 

)جدول ضرایب تشابه آورده نشده است(.
 همانطوري كه بيان نمودیم نش��انگرهاي ریزماهواره نتوانس��تند بين دو 
لای��ن CMS )نداA  و نعم��ت A( و در نتيجه هيبریده��اي آنها كه از 
ی��ك والد پدري بودند تمایز قائل ش���وند. رقم ندا-A و نعمت-A لاین 
هاي خواهري بوده )23( و از والدین مش��تركي برخوردارند كه به دليل 
داش��تن زمينه ژنتيکي مشترك نشانگرهاي ریزماهواره نتوانستند آنها را 
از ه��م تفکيك نمایند. نتایج مطالعه حاضر با گزارش Nandakumr و 
همکاران )22( كه با استفاده از نشانگر SSR در تحقيقات شان نتوانستند 
بين لاین هاي CMS م�ورد اس��تفاده تم�ایزي قائل ش�وند، هماهنگي 
وج��ود دارد. همچني�ن Ye-Yun و همکاران )36( نيز نتوانس��تند در 
انگش���ت نگاري پنج هيبرید برنج، دو لای��ن CMS 0293 و 9311 را 
از هم متمایز نمایند. آنها دليل این امر را نزدیک�ي ش��جره این لاین ها 
 IR58025A بيان نمودند. كم�ترین ش��باهت نيز )0/11( به لاین هاي

و ندا-A ، IR58025A و نعمت-A اخت�صاص داشت. 
در ای���ن تحقي�ق ميانگي�ن ضرایب تش��ابه در لاین هاي CMS، اعاده 
كنن��ده باروري و هيبریدها ب��ه ترتيب 0/406 ، 0/621 و 0/748 برآورد 
گردید. كمترین فاصله ژنتيکي نيز بين لاین هاي نرعقيم و اعاده كننده 
نيز مربوط به لاین هاي ندا-A و نعمتA- با SA4 با ضریب تشابه 0/6 
بود در حالي كه بيشترین فاصله نيز بين نداA- و لاین هاي بازگرداننده 
IR-1-3-1-93-IR62037 و IR-3-54-IR69726 با ضریب تش��ابه 
0/33 ب��ود. تجزیه خوش��ه اي داده هاي ریزماهواره ب��ا توجه به آزمون 
Bootstrapping بر اس��اس ضریب تش��ابه اش��تراك آلل�ي محاسبه 
 UPGMA گردی��د و دندروگ���رام مربوطه ب��ا اس��تفاده از الگ�وریتم
ترس��يم شد )شکل 4( كه در آن ژنوتيپ هاي برنج به 3 كلاستر اصل�ي 
دس��ت�ه بندي گردیدند كه این گ�روه ها به ترتي�ب 43/75 ، 43/75 و 
 12/5 درصد از ژنوتي�پ ها را در بر داش��تند. نتاج تجزیه كلاست�ر نشان 
مي دهد كه برخي از ژنوتيپ ها به واسطه داشتن شباهت بيشتر از نظر 

جایگاه ژن�ي ریزماه�واره ها در یك گروه قرار گرفته اند. 
 گ��روه ی��ك ش��امل لای��ن ه��اي نرعقي���م سيتوپلاس��م�ي ب���وده 

)بجز IR58025A( كه 12/5 درصد از نمونه ها را در بر مي گرفت. گروه 
دوم داراي بيش��ترین درصد از هيبریدها بوده بطوري كه تمام هيبریدها 
)بج��زIR58025A/IR42686R( در ای���ن گ���روه ق��رار گرفت�ند. در 
IR58025A/ نهای��ت تمام لاین هاي اعاده كننده ب��ه هم�راه هي�برید

IR42686R و لاین نرعقيم IR58025A در گروه س��وم جاي گرفتند. 
در این تحقيق نش��انگرهاي ریزماهواره نتوانس��تند بين دو لاین نداA  و 
نعمت A )لاین هاي خواهري( تمایز قائل ش���وند. پيش��نهاد مي ش��ود 
انگش��ت نگاري ارقام برنج با تعداد بيشتري نشانگر انجام گيرد و ترجيحاً 
جهت پوشش كامل ژنوم )بررسي تنوع مولکولي در سطح 12 كروموزوم 
برنج( با توجه به مکان اختصاصي بودن نشانگرهاي SSR، از هر كروموزوم 
برنج جهت انگش��ت نگاري حداقل یك نشانگر مورد استفاده قرار گيرد. 
مزیت اصلي نشانگرهاي ریزماهواره ماهيت همبارزي آنها بوده كه بخوبي 
امکان بررس��ي باندهاي والدیني را در نتاج هيبرید 1F فراهم مي نماید 

كه از این قابليت جهت آزمون خلوص استفاده گردید. 
نتایج این بررس��ي موید پتانس��يل بالاي این نش��انگر در تشخيص بذور 
خ��ارج از تيپ در هيبریدهاي برنج مورد بررس��ي مي باش��د كه امکان 
بررسي خلوص بذور را در هر مرحله از رشد فراهم مي آورد. از آنجائيکه 
آزم��ون خلوص ژنتيکي در ای��ن تحقيق در مقياس آزمایش��ي و تنها با 
اس��تفاده از 10 ژنوتيپ صورت گرفت، توصيه مي شود جهت اجتناب از 
اش��تباه در برآورد درصد خلوص )اریب(، آزمون خلوص ژنتيکي حداقل 
ب��ر روي 50 ژنوتي��پ اجرا گ��ردد. روي هم رفته نتایج نش��ان مي دهد 
كه از نش��انگرهاي ریزماهواره م�ي توان جهت شناس��ای�ي هي�بریدهاي 
برنج و لاین هاي والدین�ي و همچنين بررس��ي و تعيين خلوص ژنتيکي 

هيبریدهاي برنج بهره برد. 
از ای��ن گذش��ته باندهاي هترودوپلک��س مي توان بعن��وان یك ویژگي 
منحصربفرد در شناس��ایي افراد هيبرید استفاده نمود. نتایج این تحقيق 
مي تواند در برنام�ه هاي كنترل و گواهي بذور هيبرید برنج مدنظر قرار 

گيرد. 

سپاسگزاري
بدین وسيله نویس��ندگان از زحمات موسسه تحقيقات برنج آمل خصوصاً 
مهندس محمد الزمان نوري و پژوهش��کده برنج و مركبات دانش��گاه علوم 
 كش��اورزي و منابع طبيعي س��اري نهایت تش��کر و سپاس��گزاري را ابراز 

مي نمایند.

پاورقيها
1- Grow Out Test 
2- Molecular fingerprinting
3- Distinctness uniformity and stability
4- Microsatellite
5- Simple sequence repeat
6- Shared allele
7- Heteroduplex
8- Mismatch 
9- Null allele

آزمونخلوصژنتيكی...
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شكل1-پروفايلاثرانگشتقطعاتDNAتكثيريافتهبااستفادهازآغازگرRM337(b)بررويژلآگارز2درصد)50bp Ladder M=).از
IR69726-وA-ن��دا/IR69726-54-3-IRميتوانبعنوانيکنشانگراختصاصيدربررسيخلوصژنتيكيهيبريدهايRM337آغازگر
IR-3-54/نعمت-Aاستفادهنمود.باندهايهترودوپلكستشكبليافتهبينتواليهايآلل�ينيزدرژنوتيبهايهيبريدمشاهدهم�يشود.

/A ،2-IR69726-54-3-IR-شم��ارههاي1-5نشان�دهن�دهپروفايلارق�امهي�بري�دولاي�نه�ااستكهبهت�رتي�بعبارتن�داز:-1ندا
ن��دا-A ،3-IR69726-54-3-IR،4-IR69726-54-3-IR/نعمت--A ،5نعمت-Aميباشند.
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آغازگرتواليرفتوبرگشتناحيهكروموزوميموتيفتكرارشونده

)GATG(510
AACGCGAGGACACGTACTTAC

ACGAGATACGTACGCCTTTG
RM171

)AG(261
GCGAAAACACAATGCAAAAA

GCGTTGGTTGGACCTGAC
RM1

)AG(1210
GCTCGCGAATCAATCCAC

CTGGATCCTGGACAGACGAG
RM1108

)GA(212
ACCCTCTCCGCCTCGCCTCCTC

CTCCTCCTCCTGCGACCGCTCC
RM154

)GT(16TT)GT(45
TCTTGCCCGTCACTGCAGATATCC

GCAGCCCTAATGCTACAATTCTTC
RM164

)CTT(4-19-)CTT(88
GTAGGAAAGGAAGGGCAGAG

CGATAGATAGCTAGATGTGGCC
RM337

)GAA(87
ACACGCCATGGATGATGAC

TGGCATCATCACTTCCTCAC
RM6344

)CT(342
CCCAGGCTAGCTCATGAACC

GCTACGTTTGAGCTACCACG
RM263

)GA(278
 GTTGCGTCCTACTGCTACTTC

GATCCGTGTCGATGATTAGC
RM264

)GA(21)GGA(310
 TGCTGTATGTAGCTCGCACC

TGGCCTTTAAAGCTGTCGC
RM258

)GA(15GT)GA(21
 GGTGCCATTGTCGTCCTC

ACGGCCCTCATCACCTTC
RM9

)GT(101
 GATGGTTTTCATCGGCTACG

AGTCCCAGAATGTCGTTTCG
RM443

)CT(1810
GCATGGCCGATGGTAAAG

TGTATAAAACCACACGGCCA
RM216

)CT(2111
CCCATGCGTTTAACTATTCT

CCCATGCGTTTAACTATTCT
RM206

مقداراطلاعاتچندشكلي)PIC)مقدارهتروزيگوسيتيتنوعژنيفراوانيآللاصليتعدادژنوتيپتعدادآللنامآغازگرشماره
1RM1230/650/450/440/35
2RM263230/650/450/440/35
3RM337340/680/470/130/43
4RM171230/530/490/310/37
5RM164230/780/340/190/28
6RM1108230/870/210/130/19
7RM206350/560/550/310/47
8RM6344230/570/480/540/37
9RM154360/560/580/310/52
10RM216230/90/160/0630/16

2/33/60/670/420/290/35ميانگين

جدول1-اساميومشخّصاتتواليآغازگرهايريزماهوارهمورداستفادهجهتآزمونخلوصژنتيكيبذورهيبريدبرنج

جدول2-آغازگرهايريزماهوارهمورداستفادهدرآزمونخلوصژنتيكيبذورهيبريدبرنج

PowerMarker V3,25
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IR69726-54-ونربارورA-بهترتيبلايننرعقيمنداP2وP1.بررويژلآگارزRM337تكثيريافتهبااستفادهازآغازگرDNAشكل2-پروفايلژلقطعات

IR-3)والدين)بوده،درحاليكههشتبذرهيبريدتصادفيبينآنهاقراردارد.ازهشتژنوتيپموردبررسيتنهايکبذرآلودهشناساييميگردد)شماره6)كه

شبيهوالدمادرياستدرحاليكهدربقيهبذورعلاوهبرباندهايهردووالد،باندهايهترودوپلكسنيزمشاهدهم�يگرددكهمبينهيبريدبودنبذوراست.

IR69726-54-3-IR،IR62037-93-1-3-1-IR،درسهلايناعادهكنندهباروري.RM264تكثيريافتهبااستفادهازآغازگرDNAشكل3-پروفايلژلقطعات
SA4قطع�هايتكثيرنگ�رديدكهاحتمالاناشيازحذف)ها)ياجهش)هاي)نقطهاي)divergence)درت�وال�يجايگاهاتصالآغازگرهايSSRم�يباشند)آللهاي
A،7-IR69726--ندا/A،6-IR69726-54-3-IR-نداA،5--ندا/A،3-IR28،4-IR28-نعمت/A،2-IR28-نول).شمارههاي1-15بهترتيبنشاندهنده-1نعمت

A،11-IR62037-93-1-3-1-IR،12-IR62037-93-1-3--نعم�ت/A،10-IR62037-93-1-3-1-IR-نعم�تA،8-IR69726-54-3-IR،9--3-54/نعمت-IR

IR-1/ندا--A،13ندا-A،14-SA4/ندا-AوSA4-15ميباشند.

شكل-4گروهبنديلاينهايهيبريدووالدينشانبااستفادهازروشتجزيهخوشهايبراساسضريبتشابهاشتراكآلليواالگوريتمUPGMA.شماره
A،3-IR28،-نعمت/A ،2-IR28-هاي1-16نشان�دهن�دهارق�امهي�بري�دولاي�نه�ايم�ورداست�فادهب�ودهكهبهت�رتي�بعبارتن�داز-1نعم�ت
A،9-IR62037--نعمت/A،7-IR69726-54-3-IR،8-IR69726-54-3-IR-ن��دا/A،6-IR69726-54-3-IR-ن���داA،5--4/ن��دا-IR28
A،13-،SA4،14-IR58025A،-ندا/A،12-SA4-ندا/A،10-IR62037-93-1-3-1-IR،11-IR62037-93-1-3-1-IR-1-3-1-93/نعم�ت-IR

IR58025A/IR42686R،16-IR42686R-15ميباشند.
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