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 چکیده
مطالعات تنوع ژنتیکی منتشر  درژنتیکی گیاهان  برآورد پارامترهاي ايربنشانگرهاي مولکولی کارآیی هاي متعددي از مقایسه گزارش

در این میان گزارشی  ولی گرفته است، هاي اصلاحی گوناگونی انجامهاي گیاهی مختلف و برنامهاغلب تحقیقات بر روي ژنوم .شده است
 .ه استدر ژنوم برنج مشاهده نشد )MASهاي گزینش به کمک نشانگر (برنامهدر  RAPDو  SSRنشانگرهاي کارآیی بر مقایسه  مبنی

رگشتی تلاقی ب هايلاینژنتیکی در  برخی پارامترهايتخمین جهت  فوقدو سیستم نشانگري کارآیی  به همین منظور، در این تحقیق
 استفاده شد. هانگاري ژنوتیپانگشتبراي  RAPDآغازگر  20و SSRجفت آغازگر  100از  .مورد مقایسه قرار گرفتپیشرفته در برنج 

 RAPDبیش از دو برابر نشانگر  SSRمیزان اطلاعات چندشکلی نشانگر ، اما SSRبیشتر از نشانگرهاي  RAPDچندشکلی نشانگرهاي 
تخمین شباهت ژنتیکی نتاج به والد تکراري مشاهده گردید. براي یفی میان دو سیستم مختلف نشانگري همبستگی ضع. دست آمد به

پیشنهاد نتایج این تحقیق در افزایش دقت برآوردها نداشت. با توجه تأثیري  RAPDهمچنین نتایج نشان داد که افزایش تعداد نشانگر 
 فاده شود.هاي گزینش استدر برنامه SSRشود که از نشانگر می

 
 SSR ،RAPD ،گزینش به کمک نشانگر ،برنجکلیدي:  هايواژه
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 مقدمه
جهت تخمین تنوع ژنتیکی و نیز  DNAنشانگرهاي مولکولی 

مندي در بهره منظوربههاي جدید پلاسمتشخیص ژرم
 شوندمیاستفاده  مختلف هاي گیاهیگونههاي اصلاحی  برنامه
 از نظر این نشانگرها). Panwar et al., 2010(و همکاران پنوار 
 ه، درجآشکارسازي سرعت  مورد نیاز، DNA، مقدار هزینه

هاي منحصر از تفاوتو دقت تخمین فاصله ژنتیکی  چندشکلی
). Garcia et al., 2004( و همکاران گارسیا برخوردارندبه فردي 

، RFLP بر همین اساس نشانگرهاي مولکولی متنوعی نظیر 
 AFLP،  RAPD و  SSR )و در یافته توسعه  )هاریزماهواره

 گیردمیقرار  پژوهشگران مورد استفاده یژنوم هايآنالیز
 ).Palombi and Damiano, 2002( دامیانوو  پالومبی

هاي متعددي از در راستاي مطالعات تنوع ژنتیکی، گزارش    
 فاصله ژنتیکیتخمین نشانگرهاي مولکولی در کارآیی مقایسه 

؛ و همکاران جونز ؛و همکارانلاگهید  منتشر شده استیاهان گ
اگراما و  ؛و همکارانرن  ؛و همکاراننقوي ، دامیانوپالومبی و 

و حنیف  ؛و همکارانساکر  ؛و همکارانتوئینسترا، پنوار 
 ؛و همکاراندمیر  ؛و همکارانلیل  ؛و همکارانداتا  ؛همکاران

؛ Jones et al., 1997( و همکارانچولاستوا  ؛و همکاران کرمی
Lougheed et al., 2000؛Agrama and Tuinstra, 2003  ؛Ren 

et al., 2003 ؛Naghavi et al., 2004 ؛Garcia et al., 2004 ؛
Saker et al., 2005 ؛Hanif et al., 2008 ؛Karami et al., 

 ,.Leal et al؛ Demir et al., 2010؛  Datta et al., 2010 ؛2010

و لیل  عنوان مثالبه ).Cholastova et al., 2011؛ 2010
که  SSRنشانگر  14و  RAPDنشانگر  9از  )2010همکاران (
کارآیی مقایسه تولید نمودند جهت  چندشکلباندهاي 

لاین  10تعیین تنوع ژنتیکی در  SSRو  RAPDنشانگرهاي 
بر شاره الافوقحقیقات تاغلب ذرت پاپ کُرن استفاده نمودند. 

هاي اصلاحی گوناگونی  هبرنامي گیاهی مختلف و هاژنوم روي
کارآیی مقایسه  برمبنی گزارشی در این میان ، ولیانجام شدند
تلاقی ( MAB  برنامه اصلاحیدر  RAPDو  SSRنشانگرهاي 

مشاهده لکولی) در ژنوم برنج موبرگشتی به کمک نشانگرهاي 
 .نشد

اي نشانگره DNAهاي قدرتمند در کاوش یکی از تکنیک    
SSR 2ها از تکرارهاي نوکلئوتیدي کروساتلایتیمد. نباشمی 
در تعداد   هاي آنها معمولاًجفت بازي تشکیل شده و آلل 6الی 

 و همکاراناوپدیاي  دنباشواحدهاي تکراري متفاوت می
)Upadhyay et al., 2011 .(بسیار ها در ژنوم نشانگر این تعداد

همبارزي، چند آللی بودن،  و به دلایل بوده پذیرجهشفراوان و 
قدرت و  در ژنومتوزیع مناسب آسان،  تفسیر نسبتاً تکرارپذیري،

 واگراما  و همکاران،، جونز آشکارسازي چندشکلی بالا 
و ، دمیر و همکاراندمیر  و همکاران،توئینسترا، گارسیا 

 Jatoi et( و همکارانجاتوي  و همکاران،چولاستوا  همکاران،

al., 2006 (طالعات تکاملی، م در هانشانگرنوع از این ده استفا
 و حتیتنوع ژنتیکی و بررسی روابط خویشاوندي گیاهان 

 تلاشو  هزینه مورد نیاز. باشدپذیر میامکانشناسایی ارقام 
(ساخت کتابخانه ژنومی  هاتیکروساتلایمبراي توسعه  لازم

شانگر هایی را براي استفاده از این نمحدودیتریزماهواره و ...) 
از گیاهان مهم تعدادي  بهرا کاربرد آنها  کهطوريایجاد نموده به

 نمایدمیحدود میابی آنها تکمیل شده که برنامه توالی زراعی
عنوان به .)2006، و همکارانجاتوي  ؛2010،و همکارانکرمی (

 فراوانی SSRبرنج یکی از گیاهانی است که نشانگرهاي نمونه 
هاي برنج در بین و کروساتلایتیم. در آن شناسایی شده است

 به طوري که بوده چندشکلهاي برنج بسیار درون جمعیت
ابزاري آسان، سریع و مناسب را  SSRآنالیز  ازهاي حاصل داده

قرار  انپژوهشگر در اختیاراین گیاه جهت آزمایشات ژنومی 
این کارآیی در خصوص  همچنین .اوپدیاي و همکاران دهدمی

در تحقیقات خود نتیجه گرفتند ) 1993( تنسکلیوي و نشانگر 
بسیار بالاتر از نشانگرهاي  هاکروساتلایتیکه هتروزیگوسیتی م

بار  10الی  7 عنوان مثال میزان آنمعروف دیگر بوده و به
و به نقل از گارسیا (باشد می RFLPبیشتر از نشانگرهاي 

 هايشانگرشده براي ن اشارهاما با تمام فواید . )2004، همکاران
SSR یابی ژنوم  که ذکر شد توسعه آن نیاز به توالیطورهمان

نیاز به استفاده از هاي ناشناخته ژنوم کاوشبنابراین جهت  .رددا
 شود. احساس می RAPDنشانگرهاي تصادفی مانند 

RAPD  نشانگري غیراختصاصی بوده و مبتنی بر استفاده از
ور تکثیر چندین قطعه منظو به باشدمیمنفرد تصادفی  آغازگر

دو  صورتبهکه هر قطعه از یک محل از ژنوم مشتق و  DNAاز 
و  جونز( شودمیبا جهت معکوس طراحی  آغازگريقطعه کوتاه 

ند که تغییر دهنشان می متعدديمطالعات  .)1997، همکاران
ر، آغازگ به DNAجمله نسبت نمونه پارامترهاي مختلف از

 وسایکلرهاي متفاوت ترمگاهپلیمراز و حتی دست Taqغلظت 
اثر  RAPDاز نشانگر  دست آمده ند بر باندهاي بهنتوامی

نشانگر، نوع د. بنابراین جهت افزایش تکرارپذیري این نبگذار
لازم است که شرایط استانداردي براي واکنش آن در نظر گرفته 

در تحقیقات  عموماً RAPD هاينشانگر اما با این حال .شود
مورد استفاده کاربرد  سهولت ول سرعت فرآیند دلی ژنتیکی به

 ،و همکارانپنوار  ؛2003 اگراما و توئینسترا،(د نگیرقرار می

لب غاآن است که  RAPDخصوصیات نشانگر از دیگر  .)2010
ها بوده و توانایی ردیابی اختلاف تک نوکلئوتیدي در میان ژنوم
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هاي یک گونهدر تفک این نشانگرتوان از و بنابراین می داردرا 
و قرابت جغرافیایی با  ییک جنس بر پایه میزان شباهت ژنوم

 ).Sherry et al., 2011( و همکارانشري  موفقیت استفاده نمود
در  این نشانگرمندي پژوهشگران در استفاده از دلیل علاقه

جمله نامحدود بودن تعداد نشانگر، مزایاي منحصر به فردي از
آسان ژنومی،  DNAنیاز کم به واکتیو، عدم استفاده از مواد رادی

تر بودن نسبت به سایر و سریع بودن تجزیه و تحلیل و اقتصادي
هاي خصوص اینکه کاربرد آنها در گونه . بهباشدمینشانگرها 

 برايدلیل عدم نیاز به سابقه توالی ژنومی  کمتر شناخته شده به
رن  ؛، نو همکارافولاد  باشدبسیار مناسب می آغازگرها طراحی

، و همکارانداتا  ؛2008، و همکارانحنیف  ؛2003، و همکاران
 ؛2011، و همکارانچولاستوا  ؛2010، و همکاراندمیر  ؛2010

 Foolad et al., 1993; Selvaraj et( ایلبی ؛و همکارانسلوارج 

al., 2011; Ilbi, 2003(. منظور  بنابراین در پژوهش حاضر به
و شباهت به والد تکراري ژنتیکی تخمین فاصله کارآیی تعیین 

(جهت ایجاد در گیاه برنج  در نتاج نسل پیشرفته تلاقی برگشتی
از دو سیستم نشانگري لاین نرعقیم سیتوپلاسمی جدید) 

استفاده شد. هدف از انتخاب نشانگر  RAPDو  SSRمختلف 
SSR  کامل یابی  توالی دلیل بهاین بود که نشانگر مذکور در برنج

خوبی توسعه یافته و اطلاعات بسیار مناسبی از این  به ژنوم آن
 موجود است و مقصود از انتخاب این گیاهسیستم نشانگري در 

توان راهی که آیا می استپاسخ به این پرسش  RAPD نشانگر
کروساتلایت یپایه استفاده از نشانگر م یافت که نشانگر اخیر بر

هاي حاصل از آن به نوعی کالیبره شده تا بتوان بر نتایج داده
در برخی از تحقیقات  کهطورهمان اعتماد بیشتري نمود؟

در کنار نتایج آنالیز نشانگر هاي جغرافیایی داده استفاده از
RAPD  و شري ( توصیه شده استبراي تفسیر بهتر نتایج

-منظور از این کار نوعی شاخصبنابراین . )2011، همکاران
سط این نشانگر به شمار هاي تولید شده توبراي دادهگذاري 

کارآیی این پژوهش مقایسه از هدف  ،در نتیجه رود.می
-بهمقایسه اطلاعات تولید شده و  SSRو  RAPDنشانگرهاي 

برخی پارامترهاي دو سیستم نشانگري براي تخمین وسیله 
با والد  برگشتیهاي تلاقیشباهت ژنتیکی لاینژنتیکی مانند 

 .، بودتکراري
 

 هامواد و روش
 )BC5F1پیشرفته (نسل در این تحقیق، از نتاج تلاقی برگشتی 

(لاین نرعقیم  IR68897Aو  حاصل از تلاقی دو والد یوسن
لاین بالقوه نگهدارنده یوسن یک سیتوپلاسمی) استفاده شد. 
خواه  احمديباشد میبرنج در  WAبراي سیتوپلاسم نرعقیم نوع 

)Ahmadikhah, 2008(. نوتیپی براي ابتدا یکدور انتخاب ف
صفاتی مانند ارتفاع شباهت مورفولوژیکی بیشتر به والد تکراري (

بر روي نتاج تلاقی  )دهی، تعداد پنجه و ...بوته، زمان خوشه
هاي لاین انتخابی وارد ارزیابی 8صورت گرفت و سپس برگشتی 

در  BC5F1 پس از تهیه خزانه و کشت نتاجمولکولی شدند. 
گیري و استخراج زنی نمونهوع پنجهدر مرحله شر زمین اصلی،

DNA  .انجام شدDNA ِهر یک از  ژنومی از برگ گیاهان جوان
 CTAB تغییریافته با استفاده از روشو والدین  BC5F1نتاج 

). کنترل Ahmadikhah, 2009( خواه احمدياستخراج شد 
وفورز ژل آگارز یک درصد وسیله الکتربه DNAکیفیت و کمیت 

 .انجام شد
 

 هالیز نشانگرآنا
براي غربال والدین  SSRجفت آغازگر  100در این آزمایش 

که بین والدین چندشکلی نشان  SSRجفت آغازگر  35تلاقی و 
منظور  به RAPDدر مورد نشانگر ). 1(جدول  استفاده شددادند 

بررسی اثر تعداد نشانگر بر میزان دقت گزینش ابتدا نتایج بر 
) استخراج شد و سپس RAPD )RAPDset1نشانگر  10اساس 

 متیازدهیبا نتایج ا )RAPDset2( نشانگر دیگر 10هاي داده
نشانگر قبلی ادغام شد و در نهایت نتایج فاصله  10باندهاي 

 . )2(جدول دست آمد هب RAPDنشانگر  20ژنتیکی براساس 
 شامل PCRمخلوط واکنش ، SSRجهت تکثیر آغازگرهاي     
 PCR Master Mix میکرولیتر 6میکرولیتر آب دیونیزه،  5

میکرولیتر آغازگر (براي هرکدام از  5/0(شرکت سیناژن)، 
 75/0میکرولیتر) و  25/0آغازگرهاي پیشرو و معکوس 

 2/0. هر واکنش در یک تیوب تهیه شدالگو  DNAمیکرولیتر 
درجه  94با دماي  PCRلیتري انجام شد. تکثیر  میلی

سیکل  35شد و با دقیقه شروع  5مدت گراد به سانتی
 35مدت گراد بهدرجه سانتی 94سازي در دماي (واسرشت

 30 مدتهگراد بدرجه سانتی 55ثانیه، اتصال آغازگر در دماي 
 1مدت گراد بهدرجه سانتی 72ثانیه و سنتز و بسط در دماي 

گراد درجه سانتی 72دقیقه) ادامه یافت. تکمیل سنتز در دماي 
نیز  RAPDجهت تکثیر آغازگرهاي شد. دقیقه انجام  7مدت به

 6میکرولیتر آب دیونیزه،  5شامل  PCRمخلوط واکنش 
 5/0(شرکت سیناژن)،  PCR Master Mixمیکرولیتر 

میکرولیتر آغازگر (براي هرکدام از آغازگرهاي پیشرو و معکوس 
الگو تهیه شد. هر  DNAمیکرولیتر  75/0میکرولیتر) و  25/0

با  PCRلیتري انجام شد. تکثیر  میلی 2/0واکنش در یک تیوب 
 35دقیقه شروع شد و با  5مدت گراد بهدرجه سانتی 94دماي 

مدت گراد بهدرجه سانتی 94سازي در دماي سیکل (واسرشت

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.sid.ir


 ...RAPDو  SSR مقایسه کارآیی نشانگرهاي مولکولی 

16 

گراد تیاندرجه س 45الی  38ثانیه، اتصال آغازگر در دماي  35
ثانیه و سنتز و بسط  30 مدتهب ر)دماي ذوب آغازگ(براساس 

دقیقه) ادامه یافت.  1مدت گراد بهدرجه سانتی 72ماي در د
دقیقه  7مدت گراد بهدرجه سانتی 72تکمیل سنتز در دماي 

بار براي هر نمونه تکرار  2اي پلیمراز واکنش زنجیره انجام شد.
با الکتروفورز  SSR هايآغازگرمربوط به  PCRهاي  فرآورده شد.

 µg/ml 5/0ي محتو X TBE1درصد در بافر  4ژل آگارز 
مربوط به  PCRهاي . فرآوردهاتیدیوم بروماید جدا شدند

 درصد در بافر 5/1با الکتروفورز ژل آگارز  RAPD هايآغازگر

TBE X 1  محتويµg/ml 5/0 .براي  اتیدیوم بروماید جدا شدند
 bp 100مشخص کردن طول قطعات از نشانگر اندازه مولکولی (

Ladder آمیزي با اتیدیوم  وسیله رنگ) استفاده شد. باندها به
بروماید قابل رویت شده و تحت اشعه فرابنفش با استفاده از 

 برداري شدند.دستگاه ژل داکیومنت عکس
 

 ها  گذاري باندها و آنالیزداده ارزش
) یا Aاساس حضور باند مشابه با والد تکراري (بر SSRباندهاي 

 شدند. یمتیازده) اAB) و یا داراي هر دو آلل (Bبخشنده (
هاي حضور باندنیز بر حسب حضور و عدم RAPDباندهاي 
آنالیز  شدند. متیازدهیاو صفر یک صورت بهترتیب به تکرارپذیر

 Yeh(و همکاران  یه Popgene 32افزار ها با استفاده از نرمداده

et al., 1997 (ژنتیکی  هاي بررسی تنوع انجام شد و شاخص
 یئتنوع ژنی ن و )PIC( شکلیمانند میزان اطلاعات چند

محاسبه شده  /عدم تشابهمحاسبه شدند. از ماتریس تشابه
شباهت  براي محاسبه )Nei, 1978( نئیاساس مقادیر نااریب بر

تجزیه همبستگی با استفاده از  .و فاصله ژنتیکی استفاده شد
) Kinnear and Colin, 2000( کینیر و کولین SPSSافزار نرم

 انجام شد.
 
 
 
 
 

 نتایج
 SSRنشانگرهاي 

بین دو والد چندشکلی جفت  SSR ،35جفت آغازگر100بین  از
اي از الگوي بانددهی یکی از آنهـا در  را آشکار ساختند که نمونه

 نشان داده شده است.  1شکل 
در دامنه  SSR) نشانگرهاي PICاطلاعات چندشکلی (میزان     
سـبه  محادرصـد   4/45 برابردرصد و متوسط آن  9/63تا  5/37

هـاي مـورد مطالعـه    ). شاخص تنوع ژنی نئی لاین1(جدول  شد
طـور  درصـد و بـه   0/48تـا   0/32هاي مختلـف بـین   در لوکوس

 درصد محاسبه شد. 3/41متوسط برابر 
برابـر   RAPDset1هـاي  گرآغازتعداد کـل بانـدهاي حاصـل از        

بود کـه از ایـن میـان    باند به ازاي هر آغازگر)  5/14عدد ( 145
 درصـد چندشـکلی  متوسـط  د چند شکل وجود داشـت و  بان 78

تعداد کل بانـدهاي حاصـل از   محاسبه شد. درصد  8/53معادل 
بانــد بــه ازاي هــر  9/8عــدد ( 89برابــر  RAPDset2هــاي گرآغاز

باند چند شکل وجـود داشـت و    44 بود که از این میانآغازگر) 
؛ محاسـبه شـد  درصـد   4/49معـادل   درصد چندشـکلی متوسط 

در مجمـوع   RAPDآغازگرهـاي  بانـدهاي حاصـل از   تعداد کـل  
متوسـط  از آنها چند شـکل بودنـد و    عدد122بود که عدد  234

بـراي   PICشاخص محاسبه شد. درصد  1/52درصد چندشکلی 
RAPDset1  6/19برابـر  طـور متوسـط   درصد و به 5/32تا  8بین 

طــور درصــد و بــه 1/26تــا  4/6بــین RAPDset2درصــد و بــراي 
درصد محاسبه شد. متوسط این شـاخص در   7/18متوسط برابر 

دسـت  درصد به 2/19 برابر RAPDمجموع براي کل نشانگرهاي 
بررسی شاخص تنـوع ژنـی نیـز نشـان داد کـه       ).2(جدول  آمد

ترتیـب  بـه  RAPDset2و  RAPDset1متوسط ایـن شـاخص بـراي    
درصـد   1/43درصد و در مجمـوع معـادل    1/44و  5/42معادل 

 بود.
 

 RAPDنشانگرهاي 
توانسـتند چندشـکلی بـین دو والـد و      RAPDهمه آغازگرهاي 

در آنهـا  اي از الگوي بانددهی نمونهرا نشان دهند که  BC5نتاج 
 نشان داده شده است. 2شکل 
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: SSR )RM224( .P1وسط جفت آغازگر همراه والدین تبه BC5تکثیر شده نتاج  DNAحاصل از الکتروفورز الگوي باندهاي  :1شکل 

 یوسن والد تکراري: IR68897A ،P2ین نرعقیم لا
Fig. 1: Electrophoretic banding pattern of amplified DNA of BC5 lines along with parents using SSR primer pair 

RM224. P1: male sterile line IR68897A, P2: recurrent parent Yusen 
 

 چندشکل SSRنگرهاي هاي محاسبه شده براي نشا: شاخص1جدول 
Table 1: Calculated indices for polymorphic SSR markers 

 ردیف
Row 

 نشانگر
Marker 

PIC  (%)  تنوع ژنی 
Gene diversity 

 ردیف
Row 

 نشانگر
Marker 

PIC  (%)  تنوع ژنی 
Gene diversity 

1 SPRF01 37.5 32.0 19 RM206 63.9 37.5 

2 RM311 37.5 45.5 20 RM215 37.5 42.0 
3 MRG0335 46.9 45.5 21 RM224 50.0 32.0 

4 MRG2773 46.9 45.5 22 RM273 37.5 48.0 
5 RM131 37.5 32.0 23 RM279 37.5 42.0 
6 RM1003 56.6 44.4 24 RM317 50.0 47.5 
7 RM151 37.5 48.0 25 RM334 54.7 37.5 

8 RM302 46.9 45.5 26 RM415 46.9 32.0 
9 RM1146 46.9 45.5 27 RM457 37.5 42.0 

10 SSR923 50.0 42.0 28 RM481 50.0 37.5 

11 RM118 46.9 37.5 29 RM505 46.9 37.5 
12 RM1335 46.9 45.5 30 RM527 46.9 37.5 

13 RM339 37.5 32.0 31 RM563 46.9 32.0 

14 RM152 46.9 37.5 32 RM566 37.5 37.5 

15 RM159 37.5 48.0 33 RM5373 46.9 42.0 
16 RM162 46.9 45.5 34 RM7180 50.0 45.5 
17 RM173-1 37.5 48.0 35 RM5841 37.5 48.0 

18 RM173-2 37.5 45.9  میانگین
Mean 

 45.4 41.3 
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 .)RAPD )OPA03توسط آغازگر  تکراري همراه والدبه BC5تکثیر شده نتاج  DNAباندهاي حاصل از الکتروفورز الگوي : 2شکل 

Fig. 2: Electrophoretic banding pattern of amplified DNA of BC5 lines along with recurrent parent using RAPD primer 
OPA03 

 
 

 RAPDهاي محاسبه شده براي نشانگرهاي : شاخص2جدول 
Table 2: Calculated indices for RAPD markers 

 ردیف
Row 

 آغازگر
Primer 

تعداد 
 باندها

Number 
of bands 

 چندشکلی (%)
Polymorphism 

PIC  (%)  
تنوع ژنی 

(%) 
Gene 

diversity 

 ردیف
Row 

 آغازگر
Primer 

تعداد 
 باندها

Number 
of bands 

 چندشکلی (%)
Polymorphism 

PIC  (%)  
تنوع ژنی 

(%) 
Gene 

diversity 
1 OPD02 22 50.0 19.7 43.3 11 OPB09 4 50.0 20.0 44.9 
2 OPB05 24 62.5 26.3 44.9 12 OPB10 8 50.0 22.5 46.9 
3 OPB06 8 75.0 27.1 42.2 13 OPC05 14 50.0 20.8 44.6 
4 OPA03 16 50.0 18.8 42.0 14 OPC10 8 25.0 11.2 46.9 
5 OPA04 11 45.5 20.0 46.4 15 OPD03 16 62.5 25.0 43.6 
6 OPA05 14 71.4 32.5 47.5 16 OPD04 5 60.0 6.4 29.9 
7 OPA09 17 41.2 15.1 41.4 17 OPD05 12 41.6 17.0 44.4 
8 OPA10 8 25.0 12.2 27.2 18 OPD06 6 33.3 14.6 47.2 
9 OPB03 8 25.0 8.0 40.8 19 OPD07 5 60.0 26.1 46.1 

10 OPB07 17 35.3 16.0 47.0 20 OPD10 11 54.5 23.9 46.0 

 میانگین
Mean 

 14.5 53.8 19.6 42.5   8.9 49.4 18.7 44.1 

 باشندمی RAPDset2عنوان به 20تا  11و از ردیف  RAPDset1عنوان به 10تا  1ه: از ردیف توج
Note: rows from 1 to 10 and from 11 to 20 represent as RAPDset1 and RAPDset2 

 
 مقایسه دو سیستم نشانگري

و سیستم برآورد شده با دکلی، شباهت بین والدین تلاقی طوربه
این شباهت  SSRاساس نشانگرهاي وت بود. برنشانگري، متفا

 9/47معادل  RAPDاساس نشانگرهاي درصد و بر 65معادل 
). چندشکلی آشکار شده بین نتاج با 3درصد برآورد شد (جدول 

درصد در  100این دو سیستم نشانگري نیز بسیار متفاوت بود (
درصد). اما، تنوع ژنتیکی برآورد شده با این دو  7/48مقابل 

 ستم نشانگري تفاوت چندانی با هم نداشت.سی
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 تلاقی برگشتیهاي ی لاینهاي مولکولبرخی شاخص: مقایسه دو سیستم نشانگري جهت بررسی 3جدول 
Table 3: Comparison of two marker system for assessing some molecular indices of backcross lines 

 
تم نشانگري مورد استفاده برآورد متفاوتی از میـزان  دو سیس    

دست دادنـد،  هاي تلاقی برگشتی با والد تکراري بهشباهت لاین
کمتـرین  نشان داد کـه   SSRحاصل از نشانگر که نتایج طوريبه

درصد شباهت  4/84با  3متعلق به لاین به والد تکراري شباهت 
درصـد   1/91بـا   7و  6هـاي  و بیشترین شباهت متعلق به لایـن 

. این درحالی اسـت کـه براسـاس    )4جدول ( بوده است شباهت
بـه والـد تکـراري    کمتـرین شـباهت    RAPDset1نتایج حاصل از 
درصد) و بیشترین شباهت متعلق بـه   5/61(با  1متعلق به لاین 

 RAPDset2درصـد) و طبـق نتـایج حاصـل از      8/80(بـا   8لاین 
درصـد) و بیشـترین    8/70(با  6کمترین شباهت متعلق به لاین 

و در  ددسـت آم ـ بـه  )درصـد  80(بـا   3 شباهت متعلق به لایـن 
 RAPDدسـت آمـده بـا کـل نشـانگرهاي      مجموع طبق نتایج به

هـاي  کمترین و بیشترین شباهت به والد تکراري مربوط به لاین
با توجـه بـه    .)درصد 5/80و  2/68ترتیب با به(بوده است  8و  1

بـر  بـا انجـام بـرآورد     شـود کـه  می ملاحظهاطلاعات این جدول 
هـاي تلاقـی   لایـن متوسط شباهت ژنتیکـی   SSRاساس نشانگر 

توسـط   بـرآورد بیشتر از زمانی است که والد تکراري  برگشتی با
در مقابـل   1/87طـور متوسـط   (به گرفتصورت  RAPDنشانگر 

 SSRنتایج دو سیستم نشـانگري  همبستگی بین  .درصد) 1/75
نتایج دو همبستگی بین دار بود، ولی عنیمنفی و م RAPDset2و 

بسـیار نـاچیز و   طـورکلی  بـه  RAPDو  SSRسیستم نشـانگري  
همچنـین هـیچ گونـه همبسـتگی     ). 5جدول ( دار بودغیرمعنی

مشـاهده   RAPDset2و  RAPDset1داري میان دو مجموعـه  معنی
 نشد.

 
 هاي نشانگري مختلفستمسیبراي با والد تکراري  BC5 نسل هايلاینتشابه ژنتیکی : 4جدول 

Table 4: Genetic similarity of BC5 lines to recurrent parent for different marker systems 
 ينشانگرسیستم 

Marker system 
BC#1 BC#2 BC#3 BC#4 BC#5 BC#6 BC#7 BC#8 میانگین 

Mean 
SSR 85.5 85.0 84.4 87.4 86.5 91.1 91.1 85.7 87.1 

RAPDset1 61.5 79.1 70.1 76.6 73.8 77.0 76.6 80.8 74.4 
RAPDset2 80.0 76.2 80.5 73.6 77.4 70.8 71.9 80.0 76.3 
RAPDs 68.2 78.0 74.0 75.4 75.1 74.6 74.8 80.5 75.1 

 
 مختلف هاي نشانگريبین سیستم نتیجه تجزیه همبستگی: 5جدول 

Table 5: Result of analysis of correlation between different marker systems 
 RAPDset1 RAPDset2 RAPDs 

RAPDset2 -0.444   
RAPDs 0.927** 0.076  
SSRs 0.295 -0.890** 0.047 

 
  

 شاخص
Index 

 RAPDset1 RAPDset2 RAPDs SSR 

 هاتعداد کل باند
Number of total bands 

 145 89 234 200 

 بین والدین تعداد باندهاي چند شکل
Polymorphic bands between parents 

 78 44 122 70 

 شباهت بین والدین تلاقی (%)
Parents similarity 

 46.2 50.6 47.9 65.0 

 بین نتاج تعداد باندهاي چند شکل
Polymorphic bands between progenies 

 72 42 114 100 

 چندشکلی بین نتاج (%)
Polymorphism between progenies 

 49.7 47.2 48.7 100 

PIC (%) نشانگرهاي چندشکل 
Polymorphic markers PIC 

 19.6 18.7 19.2 45.4 

 ی (%)تیکتنوع ژن
Genetic variation 

 42.5 44.1 43.1 41.3 
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 بحث
 در نسلژنتیکی مینه زپسبراي قبل از گزینش  این تحقیقدر 

یکی بیشتر (نظیر مورفولوژ، افرادي که شباهت تلاقی برگشتی
ي، ارتفاع گیاه، متوسط تعداد پنجه، همانندي در شکل ظاهر

. انتخاب شدند ،) با والد تکراري داشتندو ... دهیتاریخ خوشه
هاي موجود در نسل از مجموع لاین ژنوتیپبنابراین هشت 

هاي شد و سپس وارد ارزیابیتلاقی برگشتی پنجم انتخاب 
نیز قبل از  )Pan et al., 2009( و همکارانپن  ندمولکولی گردید

یابی شباهت نتاج تلاقی برگشتی با والد تکراري، اقدام به ارز
 و همکارانجونز  .تلاقی برگشتی نمودندغربال فنوتیپی نتاج 

در پژوهشی جهت تعیین قابلیت تکرارپذیري ) 1997(
هاي اروپا از سه نشانگرهاي مولکولی در میان شبکه آزمایشگاه

دادند  و نشان استفاده نمودند AFLPو  RAPD ،SSRنشانگر 
-از قابلیت تکرارپذیري کمتري برخوردار می RAPDکه نشانگر 

تنها یک باند متفاوت در  AFLP. در مورد نشانگر باشد
که ها مشاهده شد درحالیتکرارهاي مختلف در بین آزمایشگاه

ها تکثیر در میان همه آزمایشگاه SSRهاي نشانگر همه آلل
هاي نشانگري ستمبین سی یکلی همبستگی ضعیفطوربهگردید. 

و همکاران  پاولسویا ؛ 2009 و همکاران،پن  مختلف در گندم
)Powell et al., 1996.و همکاران کریم  )، گزارش شده است
)Kraim et al., 2009 ریزماهواره) نشان دادند که نشانگرهاي 

ها  قدرت بیشتري براي آشکارسازي سطح تنوع بین جمعیت
تگی میان نتایج حاصل از که همبس و گزارش نمودند دارند

براي برآورد میزان شباهت  ریزماهوارهو  RAPDنشانگرهاي 
در ) قرار دارد. r=19/0هاي مختلف، در حد پایینی ( ژنوتیپ

و  RAPDمطالعه حاضر نیز همبستگی بسیار پایینی بین نشانگر 
SSR مشاهده شد که با نتایج تحقیق مذکور همخوانی دارد 

منظور در تحقیق خود که بهنیز  .)1996، و همکارانپاول (
آنالیز  در SSRو  RFLP ،RAPD ،AFLPمقایسه نشانگرهاي 

تریس شباهت پلاسم سویا اجرا شد، نشان دادند که ماژرم
، SSRاساس سه سیستم نشانگري ژنتیکی محاسبه شده بر

RFLP  وAFLP پلاسم سویاي زراعی و وحشی براي آنالیز ژرم
 RAPDکه نشانگر حالیر دارند، درستگی بالایی با یکدیگهمب

هاي نشانگري تري را نسبت به سایر سیستمهمبستگی پایین
نشان داده ) 2011(و همکاران چولاستوا  در پژوهشنشان داد. 

بالاتري در کارآیی از  RAPDنسبت به  SSRشد که نشانگرهاي 
 و همکاراننقوي  دارندبرخورتعیین هویت هیبریدهاي ذرت 

)Naghavi et al., 2009(.  در پژوهشی جهت تعیین تنوع
 RAPDو  SSRر نشانگاز دو نوع  ژنتیکی گندم دیپلوئید وحشی

-گروهتجزیه کلاستر جمعیت استفاده نمودند که نتایج براي 

که براساس طوريبا یکدیگر متفاوت بود، بهها بندي ژنوتیپ
جمعیت مذکور به سه گروه و براساس  RAPDنشاگرهاي 

جمعیت مورد مطالعه به دو گروه تقسیم زماهواره ریگرهاي ننشا
در مجموع نتایج تحقیق حاضر با سایر تحقیقات ذکر شده  شد.
همبستگی پایین نتایج آنالیز مولکولی دو سیستم  خصوصدر 

RAPD  وSSR .2010( و همکاران لیل اما همخوانی دارد( 
هاي ذرت از دو سیستم جهت تخمین تنوع ژنتیکی لاین

 حاکیاستفاده نمودند و نتایج حاصل  SSRو  RAPDنشانگري 
هاي حاصل از آنها در  درصدي بین داده 50از همبستگی حدود 

نیز در پژوهش خود که  )2009( و همکارانکریم  د.بوژنوم ذرت 
منظور بررسی تنوع ژنتیکی ارقام نیشکر انجام شد بین ضریب به

همبستگی  SSR و RAPDتشابه ژنتیکی حاصل از نشانگر
) مشاهده نمودند. این =46/0rدرصد ( 5داري در سطح معنی

تواند حاکی از آن باشد که در ترکیبات ژنتیکی نتایج می
دهند. متفاوتی را نشان میکارآیی  مختلفنشانگرهاي  ،مختلف

و  SSRاما به هر حال تفاوت بین نتایج حاصل از دو نشانگر 
RAPD ر استفاده تواند موجب تردید د در تحقیقات مختلف می

 .)2010و همکاران،  لیل( شود RAPDاز نشانگر 
هاي مورد بررسی متعلق به لایندر این تحقیق که  از آنجایی    

بودند و شباهت ژنتیکی مورد پیشرفته تلاقی برگشتی نسل 
سیستم نشانگري که بتواند این شباهت بالا  ،انتظار آنها بالا است

قرار  مطلوبیري در سطح را آشکار نماید و از لحاظ تکرارپذی
و این مسئله با نتایج حاصل از  تر خواهد بودداشته باشد مناسب

 در نتایج تحقیق .دهدمیهمخوانی نشان  SSRنشانگر مولکولی 
گزارش شده است که فاصله ژنتیکی محاسبه  اگراما و توئینسترا

 RAPDرهاي آغازگنسبت به  SSRرهاي زگاآغشده براساس 
هاي جغرافیایی ژنوتیپ أبا فاصله منشا همبستگی بالایی ر

و کارآیی دهنده  نشاننیز این مطلب شت که سورگوم دا
 باشد.می SSRاطمینان بالا به نتایج حاصل از نشانگر 

توان ارزش می از طریق محاسبه میزان اطلاعات چندشکلی    
دو سیستم نشانگري مختلف جهت بررسی چند شکلی ژنتیکی 

به تنوع آللی  این شاخص مستقیماًه نمود. را با یکدیگر مقایس
تواند در یک مجموعه از افراد در هر لوکوس وابسته است و می

 ,.Shahid et al( و همکارانشهید مورد بررسی قرار گیرد 

) PICدر پژوهش حاضر، میزان اطلاعات چندشکلی ( ).2011
 5/37در نسل تلاقی برگشتی پنجم در دامنه  SSRنشانگرهاي 

قرار داشت. این میزان  )درصد 4/45(با میانگین  درصد 9/63تا 
برابر بسیار کمتر و  SSRنسبت به نشانگر  RAPD نشانگر براي

گیري  . در مطالعات دیگر نیز نتیجهدرصد محاسبه شد 2/19
براي بررسی فاصله ژنتیکی  ریزماهوارهشد که ارزش نشانگرهاي 
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ت هشت آغازگر قابلی ساکر و همکاران، بیشتر است. براي مثال
RAPD و هشت ترکیب  ریزماهواره، شش جفتAFLP  را براي

بندي و تعیین تنوع ژنتیکی ارقام برنج مصري مقایسه گروه
 ریزماهوارهکردند که سطح چندشکلی آشکار شده با نشانگرهاي 

 AFLPو  RAPDلوکوسی  بیشتر از دو سیستم آغازگري چند
جهت تعیین تنوع در پژوهشی  )2009( و همکاراننقوي  بود.

نشانگر  14و  SSRنشانگر  17ژنتیکی گندم دیپلوئید وحشی، از 
RAPD میزان  که استفاده نمودندPIC  محاسبه شده براي

طور بهکه دست آمد به درصد 81معادل  SSRنشانگرهاي 
 و اینبود  درصد) RAPD )45بیشتر از نشانگر داري معنی
آشکارسازي  در SSRنشانگر  تربالا قدرت دهندهنشان

در زمینه  پنوار و همکاران نتایج تحقیقباشد. میچندشکلی 
نشانگر  18اساس بر Eleusine coracanaارزیابی تنوع ژنتیکی 

RAPD  نشانگر  10وSSR  نشان داد که میانگین نیزPIC 
 RAPD) بیشتر از درصد SSR )5/50محاسبه شده براي نشانگر 

 .درصد) بود 5/13(
در  SSRد چندشکلی نشانگر در تحقیق حاضر درص

بیشتر از این شاخص براي هاي تلاقی برگشتی پیشرفته  لاین
 7/48درصد در مقابل  100دست آمد (به RAPDنشانگر 
برتري نشانگر ) 2011( و همکارانشهید  در پژوهشدرصد). 

SSR ت به ـنسبRAPD هود ـی مشـازي چندشکلـکارسـدر آش
برابر  SSRتوسط نشانگر  که چندشکلی آشکار شدهطوريبود به

از درصد بود.  2/39برابر  RAPDدرصد و براي نشانگر  3/67
که نشانگر  ندنشان داد) 2003( و همکارانرن  سوي دیگر

RAPD  نسبت بهSSR  در آشکارسازي چندشکلی روابط
-عمل میتر برنج موفق AAژنوم  هايمیان گونهخویشاوندي 

تري از این نشانگر را براي کاربرد تعداد بیش محققانین انماید. 
 نشانگرالبته . چندشکلی پیشنهاد نمودند ترمطلوبآشکارسازي 

RAPD منظور شناسایی هاي بسیار بزرگ بهدر جمعیت
و شهید ( ثر واقع شودؤتواند مدهنگام لاین موردنظر میزو

 ،زمانی که ژنوم گیاه ناشناخته باشد همچنین. )2011، همکاران
و توزیع مناسبی از نشانگر در ژنوم در نظر  در شرایطی که تعداد
استفاده از نشانگرهاي  ،دي مطلوب باشپذیرگرفته شود و تکرار

RAPD پس از  ).2008، و همکاران حنیف( باشدقابل توجیه می
توان آن را  می RAPDشناسایی یک نشانگر غیراختصاصی 

کرد. نشانگرهاي  SCARتبدیل به یک نشانگر اختصاصی 
SCAR بر  مبتنیPCR عموماً همبارز هستند و امکان تفکیک ،

 و همکارانهرناندز  کنند ها را میسر می انواع ژنوتیپ

)Hernandez et al., 2002.( خواه احمدي، عنوان مثالبه 
هاي نرعقیم لاین DNAغربال منظور ر پژوهشی بهد )2008(

 RAPDسیتوپلاسمی و نگهدارنده برنج با استفاده از نشانگرهاي 
قادر به ایجاد  OPC05و  OPH03خص نمود که دو نشانگر مش

پس از  و باشندنوارهاي اختصاصی در سیتوپلاسم نرعقیم می
یابی آن، جفت بازي و توالی 1900چندشکل سازي نوار همسانه

هاي جهت شناسایی لاین SCARنشانگر جدید اختصاصی یک 
 .طراحی نمودنرعقیم 

نشانگرهاي مولکولی  موفقیت روش تلاقی برگشتی به کمک
)MAB (،موقعیت و تـراکم نشـانگرها،    بستگی به طرح آزمایشی  

ــدازه جمعیــت و اســتراتژي گــزینش دارد  ــریچ و ملچینگــر ان  ف
)Frisch and Melchinger, 2005( . براسـاس نتـایج تحقیـق    اما

حاضر نوع سیستم نشـانگري کـه انتخـاب بـر پایـه آن صـورت       
. نشان داده است قیت این روشثیر را در موفأتبیشترین  فت،گر

تـاکنون هـیچ پـژوهش مشـابهی     براساس جسـتجوي اینترنتـی   
منظـور کـاربرد در   بـه  SSRو  RAPDجهت مقایسه نشانگرهاي 

برنامه اصلاحی تلاقی برگشتی به کمـک نشـانگرهاي مولکـولی    
)MAB (    .در تحقیـق حاضـر   در گیاه برنج گـزارش نشـده اسـت

و  RAPDset1یج حاصـل از  بـین نتـا   )927/0( همبستگی بالایی
RAPDset2   ج نسـل تلاقـی   در تعیین میزان شباهت ژنتیکـی نتـا

تـوان  بنـابراین، مـی   مشاهده شـد. تکراري برگشتی پنجم با والد 
بـه   10(از  RAPDافزایش تعـداد نشـانگر    گیري نمود کهنتیجه

تواند سودمند واقـع  در ایجاد نتایج قابل اعتمادتر میآغازگر)  20
 SSR و RAPD بـین دو سیسـتم نشـانگري    هر حال بهشود. اما 

همبستگی بسیار ضعیفی مشاهد شد و فرضیه اثربخشی افزایش 
. ییـد نگردیـد  أتر تنتایج دقیق براي حصول RAPDتعداد نشانگر 

در برنامـه   SSRهـاي اصـلی اسـتفاده از نشـانگر      یکی از مزیـت 
MAB  این است که این نشانگر همبارز بوده و بنابراین بـرخلاف 

قادر به تفکیک نتاج هموزیگوت از هتروزیگـوت   RAPDنشانگر 
ییـد  أجهـت ت تکرار آزمایش باشد. همچنین با توجه به اینکه می

 RAPDرهاي آغازگ وسیلهشده به تکرارپذیري نشانگرهاي تولید
ــه آزمایشــات  ضــرورت دارد، ــن  MABو  MASهزین توســط ای

قـات متعـدد   بـه گزارشـات تحقی   عنایـت باشد. با بالا مینشانگر 
همبستگی و یا همبسـتگی انـدك بـین دو نشـانگر      بر عدممبنی

RAPD  وSSR  نشـانگر   يشناسایی تعداد بسیار زیادو از طرفی
SSR ود نم ـگیـري  نتیجـه توان می یابی شده برنج،در گیاه توالی

در  مولکـولی اصـلاح  هـاي  در برنامـه  SSRشانگر استفاده از ن که
 .  باشدمد میآکارگیاه برنج 
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