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 خلاصه

 
كولي، ژنوتيپ سنجي بر مبناي اين نشانگرها امروزه كاملا  متداول و           با توجه به مزاياي فراوان نشانگرهاي مول       

 RAPDهدف از اين تحقيق، مقايسه روش هاي       . براي تشخيص چند شكلي ابزارهاي متنوعي در اختيار مي باشد         
 در تخمين فاصله ژنتيكي ارقام سويا بود كه در آن آغازگرهاي متعددي از هر يك از نشانگرها استفاده                     DAFو  
نوارهاي رنگ آميزي شده بر روي ژل ها از نظر حضور و عدم حضور مطالعه و روابط ارقام با روش                       . ديدگر

 (RAPDنسبت به   ) ٨٩٩/٠الي   / ٧٠٤ (DAFرابطه ارقام در روش     . ضرايب تطابق ساده مورد بررسي واقع شد      
داده هاي حاصل  . آشكار گشت  DAFبالاتر برآورد گرديد و مكان هاي ژني بسيار زيادتري در          ) ٨٥٤/٠ الي   ٥٦١/٠

 و داده هاي توام حاصل از دو روش به نحو مطلوب تري ارقام را دسته بندي كردند، به طوري كه                    DAFاز روش   
 ندارد و   RAPD تفاوت چنداني از نظر هزينه با        DAFروش  . ارقام ايراني بالاترين شباهت را با هم نشان دادند        

دقت، وضوح بسيار بالا و محتواي       .  است RAPDغ از معايب ذاتي     ضمن داشتن مزايايي مانند سهولت آن فار       
نتيجه مشتركي كه از دو     . اطلاعاتي كافي در اين آزمايش استفاده از اين روش را توصيه و كاملا  توجيه مي نمايد               

 .روش به دست آمد آن است كه تشابه ارقام بالا بوده و از تنوع ژنتيكي قابل ملاحظه اي برخوردار نيستند
 

 .RAPD و DAF، تنوع ژنتيكي، DNA سويا، نشانگرهاي :واژه هاي كليدي
 

 مقدمه
فناوري هاي جديد مولكولي موجب گرديده است كه دامنه           
ارزيابي چند شكلي براي اهدافي مانند نقشه هاي ژنتيكي، اصلاح          
نباتات مبتني بر نشانگرها، انگشت نگاري ژنومي و تشخيص              

اين فناوري ها در برگيرنده     . يدروابط ژنتيكي گسترش پيدا نما     
 مي باشد كه   DAF٤ و   SSR٣،  ٢ RAPD،  ١ RFLPفنوني نظير   

 كل ژنومي    DNAچند شكلي را از طريق ارزيابي توالي هاي            
 موجودات را مي توان حداقل     DNAدر طبيعت   . آشكار مي سازد 

با يك آغازگر تكثير و با بررسي الگوهاي به دست آمده به                   
روشهاي كاوش ژنوم متعدد    . ي آنها پرداخت  اثرنگاري و گروه بند  

 در آنها متفاوت    DNAو چند منظوره هستند و راندمان تكثير         

                                                                                    
1 . Restriction Fragment Lenghth Polymorphism 
2 . Random Amplyfied Polymorphic DNA 
3 . Simple Sequence Repeat 
4 . DNA amplification Fingerprinting 

در . است، بنابراين هر يك نيازهاي خاصي را برآورده مي سازد           
دهه گذشته از فناوري هاي مبتني بر آغازگرهاي اختياري نظير           

DAF   و RAPD        به طور گسترده اي براي شناسايي ژنوتيپ ها و  
تحقيق در روابط ژنتيكي به كار رفت، كه اساس آنها استفاده از              

 ).٧(استDNAيك آغازگر اختياري براي تكثير قطعات مختلف 
مقايسه همزمان فنون مولكولي مختلف در تحقيقات زيادي         

با بررسي چهار   ) ١٩٩٦(پاول و همكاران    . صورت پذيرفته است  
 سويا   رقم ١٢ در ژنوم    SSR و   RFLP  ،AFLP ،RAPDروش  

دلدي و همكاران   . به ارزيابي خصوصيات اين نشانگرها پرداختند     
 تنوع ژنتيكي   SSR و   RAPDبا استفاده از نشانگرهاي     ) ١٩٩٧(

 ژنوتيپ سويا را بررسي نموده و نتيجه گرفتند كه در صورت             ١٨
عدم اطلاع از شجره ارقام به كارگيري تعداد معدودي نشانگر از             

پرابو و  . و مفيدي براي ارزيابي است     انواع مذكور، ابزار مطمئن      
 ژنوتيپ  ١٠از طريق مطالعه روابط ژنتيكي        ) ١٩٩٧(همكاران  

 و شجره اي گزارش كردند كه هر        RFLP و   DAFسويا با فنون    
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سه روش مذكور در خصوص برآورد تنوع ژنتيكي از كارايي لازم            
 اينبرد لاين ذرت را     ٣٣ ،)١٩٩٨(پجيك و همكاران    . برخوردارند

 مقايسه و    AFLP و    RFLP  ،RAPD  ،SSRار روش    با چه 
با ارزيابي   ) ١٩٩٤(هالدن و همكاران       . گروه بندي نمودند  

 به مقايسه لاين هاي جنس         RAPD و     RFLPنشانگرهاي   
 و  RFLPبا نشانگرهاي   ) ١٩٩٣(لي و فرينر    . براسيكا پرداختند 

RAPD           تنوع ژنتيكي در داخل و بين درختان تبريزي را بررسي 
 .نمودند
ف از اين تحقيق بررسي روابط ژنتيكي ارقام سويا با فنون           هد
DAF و RAPDو مقايسه داده هاي حاصل از اين دو روش بود . 
 

 مواد و روشها
 مواد گياهي

 رقم زراعي سويا شامل استيل، هاركور، كلارك،          ٢١از بذر   
هابيت، هيل، سنچري، سمس، بلاك هاك، بونوس، كالاند،              

 SRF-450  ،SRF-450بوي، فار،   گرگان، هك، سحر، زان، كلم     
موتان، ويليامز، ويليامز موتان و يونيون در اين بررسي استفاده             

 .شد
 DNAاستخراج و تكثير 

) ١٩٨٣( بر مبناي روش دلاپورتا و همكاران        DNAاستخراج  
 آغازگر ده   ٨از بين تعداد زيادي آغازگر، تعداد         . صورت گرفت 

 مناسب براي   ١سنجاقي آغازگر از آغازگرهاي ريز    ٨نوكلئوتيدي و   
 ميكروليتري مورد    ٢٥حجم واكنش    . اين تحقيق انتخاب شد    

 ٥/٢ ميكروليتر آب مقطر استريل،       ٨/١٤: استفاده عبارت بود از   
 ميكروليتر كلريد منيزيم    ٥٧/٠ برابر،   ١٠ميكروليتر بافر واكنش    

 ميلي مول،  ٢٥/١ ميكروليتر مخلوط نوكلئوتيدي     ٢ ميلي مول،   ٥٠
 ٥/٠و  )  ميكرومول ١٠(آغازگر ده نوكلئوتيدي      ميكروليتر   ٥/٠

 ميكروليتر  ٢/٠،  ) ميكرومول ٣٠(ميكروليتر آغازگر ريزسنجاقي     
 DNA ميكروليتر   ٥ميكروليتر و   /  واحد   ٥آنزيم تك پلي مراز     

يك ( با سه چرخه مختلف         DNAقطعات  ).  نانوگرم ٥(الگو  
 ٩٢ چرخه شامل    ٤٥ دقيقه،   ٢ درجه به مدت     ٩٤چرخه شامل   

 دقيقه و   ٢ درجه   ٧٢ درجه يك دقيقه،      ٣٥يك دقيقه،   درجه  
 .تكثير گرديد)  دقيقه٥ درجه به مدت ٧٢يك چرخه شامل 

) ٨×١٠( در ژل هاي عمودي     DAF در روش    DNAقطعات  
 ميلي متر كه     ٤٥/٠با ضخامت   % ١٠سانتي متر پلي اكريلاميد     

                                                                                    
1 . miniharipin 

پشت آنها فيلم هاي پلي استري بود تكثير گرديد و  با روش بسام             
رنگ آميزي و در دماي اتاق خشك و  دايمي         ) ١٩٩١(مكاران  و ه 

قطعات .  به طور ثابت بود     ٣٠٠ولتاژ الكتروفورز معادل     . گرديد
DNA    در روش RAPD      بافر   %٥/١ در ژل هاي آگارز ،TAE  و 

/  ميكروگرم    ٥/٠ژل ها با    .  الكتروفورز  گرديد    ٧٠ولتاژ ثابت    
از قرار گرفتن بر     ميلي ليتر اتيديوم برومايد رنگ آميزي و پس         

 .از آنها عكسبرداري گرديد)  نانومتر٣٠٢(روي نوار فرابنفس 
 تجزيه داده ها

براي هر  ) ٠ يا   ١(رتبه بندي داده ها به صورت حاضر و غايب         
نوار انجام گرفت و از روش ضرايب تطابق ساده براي محاسبه               

براي . تشابه بين هر يك از زوج هاي ژنوتيپي استفاده گرديد            
ه ماتريس تشابه بر اساس روش ضرايب تطابق ساده از              محاسب

.  استفاده و دندروگرام مربوطه ترسيم گرديد          SPSSنرم افزار  
 . بودUPGMAروش ادغام گروه هاي 

 
 نتايج و بحث

 نوار توليد   ٨٤٤ آغازگرهاي انتخاب شده مجموعا       RAPDدر  
تعداد نوار در   .  نوار پلي مورفيك بودند   ٦٧٦كه  ) ١شكل  (كردند  

 ٨٥٤/٠ تا   ٥٦١/٠ متغير و تغييرات تنوع از       ١٠٧ تا   ٥٨غازگر از   آ
 آغازگرهاي انتخاب   DAFدر روش   . متفاوت بودند ) ١جدول  (

تعداد نوار در آغازگر     ). ٢شكل  ( نوار توليد كردند      ١١٤٠شده  
جدول  (٨٩٩/٠ تا   ٧٠٤/٠درجه تشابه از    .  متغير بود  ١٩٤ تا   ١٠٧

اي حاصل از دو روش مذكور      در بررسي توأم داده ه   . متغير بود ) ٢
 . تفاوت نشان داد) ٣جدول  (٨٦٦/٠ تا ٦٨٨/٠طيف تنوع از 

اين تحقيق به منظور بررسي كارآيي فنون مولكولي مختلف          
بر اساس نتايج به     . در ارزيابي ژنوتيپ هاي سويا انجام گرفت        

 تعداد مكان هاي ژني خيلي بيشتري      DAFدست آمده در روش     
 علاوه  DAFوضوح بسيار بالاي    . ت آشكار گش  RAPDنسبت به   

بر آشكار نمودن تعداد واقعي مكان هاي تكثير شده تكرار پذيري           
تفكيك پروضوح و سيستم    . الگوهاي نواري را هم به همراه داشت      

 در آشكار نمودن فرآورده هايي با          DNAرنگ آميزي مناسب    
مقياسي در سطح پيكوگرم امري حياتي است ك اين امر از                

تجزيه خوشه اي ژنوتيپ ها  .  مي باشد DAFي روش   خصوصيات ذات 
بر اساس درجه تشابه برآورد خوبي را از روابط ارقام در اختيار               

  آمده  ٥ و    ٤،  ٣نتايج اين تجزيه ها در شكل هاي        . قرار مي دهد 
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 UBC82 با آغازگر نوكلئوتيدي RAPD نمونه اي از ژل -١شكل 

 

 
 B7 با آغازگرريز سنجاقي DAF نمونه اي از ژل-٢شكل 

 
 RAPD رقم سويا بر اساس نشانگرهاي ٢١ دندوگرام -٣شكل 

 
 DAF رقم سويا بر اساس نشانگرهاي ٢١ دندوگرام -٤شكل 

 
 DAF  وRAPD رقم سويا بر اساس دو نشانگر٢١ دندوگرام -٥شكل 

 
 بيشترين شباهت را    RAPDبا بررسي كلاسترها در تجزيه      . است

. با هم نشان مي دهند   ) ٨٥٤/٠( هابيت و كلارك      ارقام استيل با  
 بالاترين شباهت   DAFدر صورتي كه در تجزيه كلاستر با روش         

اين . با هم نشان مي دهند   ) ٨٩٩/٠(را ارقام ايراني سحر و گرگان       
نتيجه در تجزيه داده هاي توآم دو روش به كار رفته در اين                  

. د شده است   مجددا  تايي ) ٨٦٦/٠(آزمايش با بالاترين ميزان       
  بين استيل و يونيون     DAFحداقل رابطه خويشاوندي در روش       

است كه تقريبا  اين حداقل رابطه در تجزيه توام               ) ٧٠٤/٠(
همان . نيز كاملا  مشهود است    ) ٦٩٤/٠(داده هاي هر دو روش      
 پيداست داده هاي حاصل از روش       ٥ و   ٤طور كه از شكل هاي      

DAF            ا به نحو مطلوب تري        داده هاي توام دو روش ارقام ر
در هر دو دندروگرام سه گروه مشخص قابل        . دسته بندي كرده اند 

در كلاستر اول ارقام ايراني سحر و گرگان، هك،            . رؤيت است 
كلاستر دوم در بر    . زان، بونوس، كالاند و بلاك هاك واقع هستند      

 و موتان آن، و ارقام         SRFگيرنده رقم ويليامز و موتان آن،          
و كلمبوس و در كلاستر سوم سنچري، سمس،            يونيون، فار    

نتيجه . كلارك، هابيت، هيل، هاركور و استيل قرار دارند              
مشتركي كه از دو روش به دست آمد آن است كه تشابه ارقام                

 .بالا بوده و تنوع قابل ملاحظه اي در بين آنها وجود ندارد
ابزارهاي ژنتيي مولكولي، تجزيه و تحليل هاي گياهي را             

 را بر اساس     DNAروش هايي كه   . صي بخشيده است  غناي خا 
تكثير مي كنند كارآيي   ) RAPD و   DAF(آغازگرهاي اختياري   

PCR               را در تجزيه و تحليل عملي ژنوم ها توسعه داده است  .
DAF           با توجه به اينكه از آغازگرهاي كوتاه تري استفاده مي كند 

ترات نقره  و در ژل آن اوره به كار مي رود و رنگ آميزي آن با ني              
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 در آن نسبت غلظت مولاري      RAPDاست و همچنين بر خلاف      
الگو در واكنش بالا است، با توليد تعداد زيادي نشانگر             / آغازگر

الگوهاي . عملا  تعداد نامحدودي مكان ژني را آشكار مي كند           
 كاملا  مطمئن و فارغ از توليد نوارهاي غير واقعي            DAFنواري  
ي ريزسنجاقي به نحو مؤثري در        در پژوهشها، آغازگرها   . است

 ٢/٠-١ (PCRانگشت نگاري قطعات كوچك نظير فرآورده هاي        
و انگشت نگاري هاي حاصل    )  كيلوباز ٢-٥(، پلاسميدها   )كيلوباز

و قطعات ژنومي   )  كيلوباز ١٥-٢٠ (DNAاز تكثيرهاي انتخابي    
، ١٥،  ١٠،  ٤،  ٢(به كار رفته است     )  كيلوباز ٥٠-٢٥٠(كلون شده   

 نوكلئوتيدي با موفقيت در      ١٠گرهاي ريز سنجاقي و      آغاز). ١٦
، )١٧(تشخيص چند شكلي گياهان گوناگون مانند سنتيپدگراس        

گاهي اوقات لازم   . به كار رفته است   ) ٦(و سويا   ) ٣(برموداگراس  
است كه توان تشخيص موجودات در سطوح مختلف تاكسونومي          

 در اين راستا    افزايش و يا كاهش يابد كه     ) مثلا  گونه يا زيرگونه   (
معمولا  از روشهاي مختلف مولكولي با توان هاي متفاوت استفاده          

 .مي شود
 در مجموع مي توان چنين نتيجه گيري كرد كه به كارگيري           

 

مكانيسم هاي متعدد در بررسي پلي مورفيسم درك بهتري را از           
 DAFروش  . ارتباط ژنومي ژنوتيپ ها در اختيار قرار مي دهد         

 ندارد و ضمن داشتن      RAPDاز نظر هزينه با      تفاوت چنداني   
.  است RAPDمزايايي مانند سهولت آن فارغ از معايب ذاتي             

 به نحو بارزي تحت تنوعات محيطي است به              RAPDروش  
طوري كه محققين را به سمت استفاده از فنون ديگر سوق داده             

عدم نياز به مواد راديواكتيو و دانستن اطلاعات قبلي در             . است
، دسترسي به محتواي اطلاعاتي بسيار        DNAوالي هاي  مورد ت 

، استفاده از اين     DAFبالا، تكرار پذيري و وضوح زياد در روش          
 .روش را توصيه و كاملا  توجيه مي كند

 
 

 سپاسگزاري
اين پژوهش مستخرج از طرح مطالعه تنوع ژنتيكي سويا از            

 ٥٠٩/٣/٥/٧ به شماره    DAF و   RAPDطريق تجزيه و تحليل      
شد كه با حمايت مالي معاونت پژوهشي دانشگاه تهران              مي با

 .انجام شده و بدينوسيله قدرداني مي گردد
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SUMMARY 

 
Given numerous molecular marker advantages, at present, marker–based genotyping 

has been extensively adoped by plant breeders. In this study, using DAF and RAPD 
technology, relationships of several soybean cultivars were evaluated through simple 
matching Coefficients. Similarity of cultivars in DAF method (0.704-0.899) was higher 
than in RAPD (0.561-0.854). Cultivars were better classified by both DAF and 
combined data (DAF and RAPD), so that Iranian cultivars of the highest relationship 
occupied the same group. DAF technology allowed studying of soybean genomic DNA 
with greater resolution, more informative content and free from inherent disadvantages 
in RAPD.  
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