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 بابك عبدالهي مندولكاني: مكاتبه كننده

 مجله علوم كشاورزي ايران
 )٤٤٧-٤٥٤( ١٣٨٢، سال ٢، شماره ٣٤جلد 

 
 مطالعه روابط خويشاوندي وتنوع ژنتيكي ارقام و لاينهاي گندم 

)  (Triticum aestivumنشانگرهاي اب RAPD 
 

 ، ٣، علي اكبر شاه نجات بوشهري٢، بدرالدين ابراهيم سيد طباطبايي١بابك عبدالهي مندولكاني
 ٥ و منصور اميدي٤دهامحمدرضا قنا

 ، دانشجوي دوره دكتري اصلاح نباتات، استادياران و دانشياران دانشكده كشاورزي دانشگاه تهران٥، ٤، ٣، ٢، ١
 ١٨/١٠/٨١تاريخ پذيرش مقاله 

 
 خلاصه

 
استخراج ) ١٩٨٣(دي ـ ان ـ اي ژنومي به روش دلاپورتا           ،  رقم و لاين گندم    ٢٨ ارزيابي تنوع ژنتيكي     براي

گو را   ال دي ـ ان ـ اي       هشت آغازگر تكثير  .مورد مطالعه قرار گرفتند    RAPDآغازگر   ٥٠ي نواربندي آنها با   والگو
ر د.بقيه آغازگرها فاقد نوار و يا منومورف بودند         . بخوبي انجام داده و در بين ژنوتيپها چند شكلي نشان دادند            

. يي بودند انتخاب و وارد محاسبات شدند        نوارهايي كه داراي تكرارپذيري بالا     .  نوار توليد شد    ١٥٣٢مجموع  
در بين ارقام ولاينها    . رين تعداد نوار را توليد كردند      كمت UBC77ترين تعداد نوار و آغازگر     بيش UBC66آغازگر

) ١(تجزيه كلاستر بر اساس حضور    . شيد بودند  و ر  بيشترين و كمترين تعداد نوار به ترتيب مربوط به ارقام ديهيم           
ام  انج SPSSبا نرم افزار   UPGMAروش   ر با استفاده ازضريب تطابق ساده و مبتني بر         نوا) ٠(وعدم حضور   

ميانگين ضرايب تشابه لاينها    .  بود ٦٤/٠ميانگين ضرايب تشابه  .متغير بود ٩١/٠تا٤٠/٠دامنه ضرايب تشابه از   .گرفت
 ١ بين ارقام آزادي وخزر     بيشترين تشابه ژنتيكي  .  كمترين تشابه را با ارقام داشت       ٧١٠٧لاين  .بيشتر از ارقام بود   

زش يزودرسي و حساسيت به ر    ، مانند داشتن والد مشترك     ، اين ارقام داراي بعضي خصوصيات مشابه     . ديده شد 
حاصله دو گروه عمده    ) دندروگرام(دارنگاره  .  بود ٣ ورقم كرج    ٧١٠٧تيكي بين لاين    ز ژن بيشترين تماي . مي باشند 

با توجه به   . دنچنين هر يك از گروهها به زيرگروههايي تقسيم شد         هم.  عضو بود  ١٤هرگروه شامل   .را نشان داد  
 لازم است   و  وجود چنين تنوعي در بين لاينها از جذابيت مطلوبي برخوردار نيست            ،ميانگين ضرايب تشابه لاينها   

ي همچنين اين چنين تحقيقاتي پيش نياز اساسي برا       . نسبت به گسترش ژرم پلاسم وتنوع ژنتيكي آنها  اقدام شود           
 . برنامه هاي دورگ گيري بشمارمي رود

 
 RAPDنشانگر، تنوع ژنتيكي، گندم هگزاپلوئيد : واژه هاي كليدي

 
 مقدمه

هاي ژنتيكي گياهي    آگاهي دقيق از تنوع ژنتيكي مجموعه       
قابليت استفاده از آنها را در       ، ضمن حفظ ذخائر ژنتيكي گياهي     

طلاع از   همچنين كسب ا    .كند هاي اصلاحي تامين مي       برنامه
روابط خويشاوندي   فاصله ژنتيكي نسبي بين افراد و جمعيتها و        

پلاسم و تهيه جمعيتهاي مناسب      امكان سازماندهي ژرم  ، آنها بين
 سازد  ژنها رافراهم مي   ژنتيكي ومكان يابي   ي براي ترسيم نقشه  

 

 براي بررسي تنوع ژنتيكي روشهاي مختلفي ازجمله توزيع       .)٢٧(
هاي  و بررسي ) ١٤(آيزوزايم  ، )١٠(ي  جغرافيايي مورفولوژيك 

استفاده شده است كه هر يك از اين روشها           ) ٢١(سيتولوژيكي  
به علت محدوديتهايشان قادر به تعيين دقيق و سريع تنوع                

كه ، RFLP١از طرفي استفاده از نشانگرهاي    . ژنتيكي نمي باشند  
مبتني بر تفاوت در طول قطعات برش يافته حاصل از آنزيمهاي            

مورفيسم حاصله از اين      به علت پايين بودن پلي      ، استبرشي  
                                                                                    
1 . Restriction Fragment Length Polymorphism 



 ١٣٨٢، سال ٢، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٤٤٨

طولاني بودن تجزيه و تحليل و خطر         ، روش در ارقام اصلاحي    
 ).٢٢(مواد راديواكتيو محدود شده است 

تكنيكهاي مولكولي  ،با پيدايش فن واكنش زنجيره اي پليمراز     
، AFLP٢،  RAPD١ مطلوب و جديدي مبتني برآن از جمله           

SSRكه امكان تعيين دقيق و سريع تنوع          ، گسترش يافت     ٣
همچنين . ژنتيكي تعداد زيادي نمونه را فراهم ساخته است            

كه در آن تواليهاي دي ـ ان ـ اي  ژنومي             ، RAPDنشانگرهاي  
به علت مزايايي از    ، با آغازگرهاي كوتاه و اختياري تكثير مي شود      

عدم استفاده از مواد       ، نامحدود بودن تعداد نوارها      : قبيل
سادگي و سرعت عمل آن گستردگي زيادي را براي          ، يواكتيوراد

، ٢٠(ارزيابي تنوع ژنتيكي و روابط خويشاوندي پيدا كرده است           
 را براي   RAPDنشانگر  ) ١٣٧٨(جوزاني و همكاران    ). ٢٨ ،   ٢٢

 رقم تجارتي سيب زميني بكار بردند و        ٢٨تعيين چند شكلي در     
م پلاسم و ارزيابي    سودمندي اين نشانگر را براي دسته بندي ژر        

 به عنوان   RAPDكاربرد نشانگرهاي   . تنوع ژنتيكي بيان كردند   
ماركر ژنتيكي در گياهان خودگرده افشان با سطح تنوع داخل             

 و همكاران   كائو). ٨(گونه اي پايين مانند گندم ثابت شده است        
 نمونه ي  ١٨ را براي طبقه بندي و تمايز          RAPDنشانگر  ) ٤(

سودمندي اين نشانگر را براي ارزيابي تنوع         گندم بكار بردند و      
 ليو و همكاران    . ژنتيكي و روابط خويشاوندي اظهار كردند          

 بيست لاين گندم       RAPDبا استفاده از نشانگر         ) ١٩٩٩(
هگزاپلوئيد را در چهار گروه قرار دادند و پيشنهاد كردند كه                

 براي دسته بندي لاين هاي گندم و شناسايي            RAPDآناليز  
از نشانگرهاي  . براي توليد هيبريدهاي برتر مفيد است       والدين  
RAPD   و بررسي همبستگي   ) ٢٥( ي لينكاژي   براي ترسيم نقشه

نظيرزنگ سياه  ) ٢٦( هاي مهم زراعي    آنها با صفات و بيماري      
 .استفاده شده است

هدف از اين تحقيق ارزيابي و تعيين سطح تنوع ژنتيكي و              
ندم هگزاپلوئيد و نهايتا      لاين گ  ٧ رقم و    ٢١روابط خويشاوندي   

 .ي كلاستر بود گروه بندي آنها به روش تجزيه
 

 مواد و روشها
 استخراج دي ـ ان ـ اي ژنومي

 ١٠-١٢ گرم بافت تازه برگي كه       ١/٠ اي  ژنومي از      - ان -دي
) ١٩٨٣(روز از تاريخ كاشت آن گذشته بود به روش دلاپورتا               

                                                                                    
1 . Random Amplified Polimorphic DNA 
2 . Amplified Fragment Length Polimorphism 
3 . Simple Sequence Repeat 

جي از طريق   اي  استخرا  - ان -كيفيت وكميت دي  . استخراج شد 
نمونه هايي كه داراي كيفيت بالا      . اسپكتروفتومتري مشخص شد  

 نانوگرم در ميكروليتر    ١بودند انتخاب و محلول كاري با غلظت         
 .تهيه شده و در آزمايشات استفاده گرديد

 آغازگر
 آغازگر تصادفي از شركت سيناژن تهيه و                ٥٠تعداد   

وكلئوتيدي و   ن ١٠آغازگرهاي مورد استفاده     . بكارگرفته شدند 
همچنين هيچكدام از   .  بودند CG درصد   ٥٠-٦٠داراي حداقل   

 .آغازگرها داراي انتهاي خود مكملي نبودند
PCRو شرايط الكتروفورزي  

 بكار برده شده روشي بودكه اساس آن        PCRروشي كه براي    
٢٥اجزاي تشكيل دهنده ي هر واكنش     ). ٢٨(روش ويليامز است  

ريد لك) ٢ ، X١ با غلظت    X١٠بافر) ١: ميكروليتري عبارت بود از   
 ١٧٥/٠ غلظت   هب dNTP) ٣،  ميلي مول    ١٤/١منيزيم با غلظت    

 ٥/٠يدي به غلظت    ت نوكلئو ١٠آغازگر  ) ٤، لي مول از هر كدام      يم
 ١ ميكروليتر دي ـ ان ـ اي ژنومي با غلظت              ٥) ٥،ميكرومول  

) ٧ واحد در ميكروليتر و       ٥ ميكروليتر آنزيم تگ     ٢/٠)٦نانوگرم  
مخلوطهاي واكنش آماده شده براي       . دو بار استريل بود     آب  

قبل از  . يافت تكثير به دستگاه ترموسايكلر فارماسيا انتقال مي         
 ميكروليتر روغن معدني جهت     ٣٠تكثير به هر كدام از نمونه ها        

الگوي دمائي واكنش    .شد جلوگيري از تبخير مواد اضافه مي         
 ٩٤، يك چرخه : اولقسمت  : اي پليمراز بدين ترتيب بود     زنجيره

 درجه  ٩٢ چرخه شامل    ٤٥: قسمت دوم ،  دقيقه ٢درجه به مدت    
 درجه به   ٧٢،  درجه به مدت يك دقيقه     ٣٥، به مدت يك دقيقه     

 درجه به   ٧٢يك چرخه شامل     : قسمت سوم ، مدت سه دقيقه  
 . دقيقه٥مدت 

آميد با غلظت    اكريل از ژل عمودي پلي   ، براي انجام الكتروفورز  
براي الكتروفورز از   . چاهك بود استفاده شد     ١٥كه شامل   % ٦

نشانگر .  ساعت استفاده شد    ٥/٢ ولت به مدت      ٢٠٠ولتاژ ثابت   
رنگ آميزي با اتيديوم برومايد به مدت        .  بود CGمورد استفاده   

 دقيقه انجام شده بعد ژلها با آب مقطر شسته شده و در                  ٤٥
برداري صورت   نهايت به كمك دستگاه ترانسلوميناتور عكس         

 .رفتگ
 تجزيه آماري داده ها 

 ١٠٠-١٥٠٠ي    نوارهايي در محدوده    ،براي تجزيه آماري    
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جفت باز كه داراي تكرارپذيري بالائي بودند انتخاب و وارد                
 ژلهاي بدست آمده براساس حضور نوار         ).١٢( محاسبات شدند 

) ٢(تجزيه كلاستر . رتبه بندي شدند  ) ٠(و عدم حضور نوار      ) ١(
فاده از ضرايب تطابق ساده مبتني بر روش        بر همين اساس با است    

UPGMAحاصله ) دندروگرام( انجام گرفته و در نهايت دارنگاره      ١
 SPSSتمامي مراحل تجزيه با استفاده از نرم افزار            . رسم شد 

 .صورت گرفت
 

 نتايج و بحث
 آغازگر پلي مورفيسم     ٨ آغازگر بكار رفته      ٥٠بطور كلي از     

.  راحتي قابل دسته بندي بودند     قابل توجهي را نشان دادند كه به      
-١٥٠٠ي    آغازگر در محدوده   ٨نوارهاي توليد شده بوسيله اين       

 نوار   ١٥٣٢هشت آغازگر درمجموع       . جفت باز بودند      ١٠٠
 ٥/١٩١ميانگين نواردهي براي هر آغازگر     ). ١جدول  (توليدكردند

بيشترين و كمترين نوار به ترتيب مربوط به آغازگرهاي             . بود
UBC66    و UBC77 در بين ارقام و لاينها،        ). ١جدول(بود

الگوي نواربندي  .ديهيم بيشترين و رشيد كمترين نوار را داشتند        
 نشان  ٢ و   ١ رقم و لاين در شكل         ٢٨ براي   UBC64آغازگر  

مورفيسم بدست آمده با اين آغازگر در اين           پلي.داده شده است  
 .شكل بخوبي مشخص مي باشد

    

كننده چند شكلي،تعداد كل  توالي آغازگرهاي توليد-١جدول 
  ي نوارهاي توليد شده  نوارهاي و دامنه

دامنه ي باندهاي
 توليد شده

تعداد كل باندها  آغازگر توالي

١٦٠ ١٠٠-٧٦٠ CCTGGGCTTC UBC1 
١٠٠-١٣٨٠ ٢٧٣ CCTGGGTTCC UBC5 
١٤٢ ١٤٠-٦٣٠ CCTGGGTGGA UBC13 
١٣٠-١٣٠٠ ٢٠٧ GAGGGGGGGA UBC64 
٢٨٥ ١٠٧-٧٠٠ GAGGGCGTGA UBC66 
١٠٤ ١١٥-٥٠٠ GAGCACCAGG UBC77 
١٣٩ ١٠٢-٦٠٠ GGGCCCGAGG UBC82 
٢٢٢ ١١٠-٥٨٠ GGGCGCGAGT UBC84 

 
 

                                                                                    
1.Unweighted Pair-Group Method Average 

                   

 
 اي تكثير شده بر اساس       - ان -قطعات دي ،  الگوي نواربندي    -١شكل

خزر،آزادي:پبه ترتيب ازراست به چ    :  رقم گندم  ١٤، UBC64آغازگر  
، رشيد، چناب، نويد، ٢مغان، ١مغان، ١اروند، ٣كرج،٢كرج، ١كرج، ١

 CG:نشانگر اندازه، ديهيم، قفقاز، استار
 ) جفت باز٣١٢، ٣١٥، ٣٦٨، ٤٥٧، ١٣٥٧، ١٤٤٤( 
 

 
 اي  تكثير شده بر        - ان    -قطعات دي    ،  الگوي نواربندي     -٢شكل

:  به راست  به ترتيب از چپ    :  رقم گندم  ١٤، UBC64اساس آغازگر   
ل، آذر ،عدل قديم  ،عدل جديد ، ٢داراب ،١داراب ،٢الموت، ١الموت
 ،٥٨٠٦ل ، ٧١٠٧ ل، ٥٢٤-٦ل  ،٥١٨ل ،٥٨٣ل ،٢٧٣

، ٣١٥، ٣٦٨، ٤٥٧، ١٣٥٧، ١٤٤٤( CG:نشانگر اندازه ، ٢/٧٠٠٧-٦ل
 ) جفت باز٣١٢

 
با توجه به درصد بالاي خودباروري در گندم و پيچيدگي ژنوم              

رات در بين ارقام و خصوصا  لاينهاي          انتظار مي رفت كه تغيي      
با اين حال ممكن است تنوع      ). ١٧،  ٦(مورد استفاده پايين باشد   

ژنتيكي و تغييرات نسبتا  بالايي در بين اين ارقام ولاينها به                 
جهت اينكه برخي از آنها حاصل تلاقي ارقام خارجي و داخلي              

سم تجزيه كلاستر و ر    در هر صورت  . مي باشد وجود داشته باشد    
 دوگروه عمده را نشان داد       UPGMAدارنگاره مبتني بر روش      

 ، گروه اول شامل ارقام   ). ٣شكل( عضو بود    ١٤كه هر گروه شامل     



 ١٣٨٢، سال ٢، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٤٥٠
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، نويد، ٢مغان، ١مغان، استار، قفقاز، رشيد، ١كرج، ١خزر، آزادي
چناب و ديهيم بودكه اكثر ارقام قرار گرفته        ، ٣كرج،١اروند، ٢كرج

 هر دو   ١مثلا  آزادي و خزر   . ابه بالايي بودند  در اين گروه داراي تش    
). ٣(داراي والد مشترك و مقاوم به ريزش هستند       ، نسبتا  زودرس 
مقاوم به سرما و    ،  و رشيد هرسه پاييزه       ٢، كرج ١همچنين كرج 

 ، ٢٧٣: گروه دوم شامل ارقام و لاينهاي         ). ٣(ريزش مي باشند   
، ١داراب، ١تالمو، آذر، عدل جديد ، عدل قديم ، ٢داراب، ٥٢٤-٦

در .  بود ٢/٧٠٠٧-٦ و    ٥٨٠٦-٣، ٥١٨، ٢الموت، ٧١٠٧، ٥٨٣
، اين گروه نيز اكثرا  ارقام با خصوصيات مشابه ديده مي شد مثلا             

 و عدل جديد زودرس و كيفيت نانوايي مشابه           ٢، داراب ١داراب
نيز با مطالعه اي كه بر روي       ) ٢٠٠١(گراسي و همكاران    ).٣(دارند

 روشي مفيد   RAPDبيان كردند كه نشانگر     براسيكا انجام دادند    
همچنين در مطالعه   .براي تاييد تفاوتهاي مورفولوژيكي مي باشد      

بر روي گندمهاي تتراپلوئيد     ) ١٩٩٩(اي كه پوجار و همكاران       
هاي بومي هيچ ارتباطي با توزيع       انجام دادند زيرگروههاي واريته   

هاي يكسان  شان نشان ندادند و ارقامي كه در زيرگروه        جغرافيايي
تمامي لاينها در   .شان داشتند  قرار گرفتند والد مشترك در شجره     

گروه دوم قرارگرفتند كه ناشي از تنوع ژنتيكي پايين لاينها و               
البته لازم  . شباهت آنها به ارقام قرار گرفته در اين گروه مي باشد          

شد كه   به ذكر است كه هر گروه به زيرگروههايي تقسيم مي             
مثلا  ارقام  . ها قرار داشتند   بالا در اين ريزگروه    ارقام با شباهت     

داراي والدين  ،  كه همگي مقاوم به ريزش      ١ و كرج  ١خزر، آزادي
در يك زيرگروه   ) ٣(خارجي و كيفيت نانوايي نسبتا  خوب بودند       

همچنين لاينها تماما  در زيرگروه هاي مشابه قرار          . قرار گرفتند 
نها به همديگر و پايين     مي گرفتند كه احتمالا  دليل بر شباهت آ        

 .بودن تنوع ژنتيكي آنهاست
ميانگين .متغير بود  ٩١/٠ تا     ٤٠/٠دامنه ضرايب تشابه از      

 ٦٣/٠ميانگين ضرايب تشابه ارقام    . بود ٦٤/٠ضرايب تشابه كل     
بيشتر از ارقام     ) ٨/٠(ميانگين ضرايب تشابه لاينها          . بود
ي ژنتيكي    ي پايه   بنابراين گسترش و توسعه      ). ٢جدول(بود
 . ينهاي مورد مطالعه امري حياتي و اجتناب ناپذير مي نمايدلا

  كمترين تشابه را با ارقام مورد مطالعه داشت            ٧١٠٧لاين  
بنابراين اين لاين با انجام مطالعات بيشتر مي تواند در            ). ٥٨/٠(

بيشترين تشابه  . برنامه هاي اصلاحي مورد استفاده قرار گيرد         
 و لاين   ٣رين تشابه بين رقم كرج     و كمت  ١بين ارقام آزادي و خزر    

بنابراين با توجه به فاصله ژنتيكي، اين دو         ). ٢جدول( بود ٧١٠٧
گيري به عنوان والدين     هاي دورگ  توانند در برنامه   رقم و لاين مي   

. جهت ايجاد هيبريدهاي برتر و هتروزيس بيشتر استفاده شوند          
وامل ع، ي ژنتيكي    البته لازم به ذكر است كه علاوه بر فاصله           

ديگري مانند قابليت تركيب پذيري بهتر والدين براي توليد              
 ).١٩(هيبريدهاي برتر ضروري است

 

 
 رقم و لاين گندم ٢٨فاصله ي ژنتيكي ) دندروگرام( دارنگاره-٣شكل

 بر مبناي كليه ي آغازگرها
 

، ٩،  ٧،  ٦،  ٥(در نهايت مشاهدات اين تحقيق و ساير مطالعات       
نشان داد كه ماركرهاي      ) ٢٤،  ١٨ ،١٧،  ١٦،  ١٥،  ١٣،  ١١

RAPD                يك روش سريع و ارزان قيمت براي ارزيابي تنوع 
ماركرهاي ويژه ژنوم و روابط خويشاوندي تعداد زيادي          ،ژنتيكي

نمونه وهمچنين شناسايي والدين جهت تلاقي و توليد                  
همچنين با  . باشد گيري مي  هيبريدهاي برتر در برنامه هاي دورگ     

) ٢جدول(تشابه لاينهاي مورد مطالعه     توجه به ميانگين ضرايب     
وجود چنين تنوعي در بين لاينها از جذابيت مطلوبي برخوردار            

 نبوده و بايد نسبت به گسترش پايه ي ژنتيكي آنها اقدام شود
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SUMMARY 

 
The RAPD procedure was used to evaluate genetic diversity of 28 Iranian wheat 

cultivars and advanced breeding lines. Genomic DNA was extracted from leaves by 
Dellaporta method. Fifty decamer primers were used. Eight of them amplified template 
DNA properly and showed polymorphism among genotypes. The other primers had no 
band or were monomorph. The bands showing high reproducibility were used in 
analysis. UBC66 and UBC77 primers produced the greatest and lowest band, 
respectively. Rashid and Deyhim cultivares yielded the greatest and lowest band, 
respectively. Cluster analysis was performed based on band presence (1) and absence 
(0) using simple matching coefficients by UPGMA method. Similarity coefficient 
ranged from 0.40 to 0.91 with an average of 0.64. The most similarity was between 
Azadi and Khazar1. The greatest genetic difference was between 7107 line number and 
Karaj3. Dendrogram indicated two main groups. According to the results of the current 
research, it is necessary to extend genetic diversity and germplasm of studied breeding 
lines. Clearly, such researches are prerequisite for hybridization breeding programs. 
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