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 مولكولي ايران با استفاده از نشانگردر ترين ارقام نيشكر  بررسي تنوع ژنتيكي مهم

RAPD   

  4سيد عطاء االله سيادت  و3شهرام محمدي ،2بهروز شيران ،*1محمد برات شوشتري

 

  

  چكيده

 RAPD  آغازگر65ز با استفاده ا رقم نيشكر 35 شاوندييزان خوي و مبررسي تنوع ژنتيكي اين مطالعه به منظور

رقم  همچنين دو و  S. officinarum هاي تجاري برخي از واريته براي تعيين سطح تنوع ژنتيكي و خويشاوندي در

 جوان تازه روئيده بر اساس روش  هاي برگ  ژنومي هر رقم ازDNA. شد هاستفاددر ايران   S. spontaneum وحشي

بيوفتومتر دستگاه د و غلظت آن توسط يحل گردTE  در حجم مناسبي از بافر و شداستخراج  CTABتغيير يافته 

 تمام .انجام گرديدكلئوتيدي انتخابي  نو10 به كمك آغازگرهايRAPD ل نشانگر  تجزيه و تحلي.گيري شد اندازه

ه و ي مورد تجزNTSYS 2002پ ها براي حضور نوار و عدم حضور آن نمره گذاري شدند و به كمك نرم افزار يژنوت

 نوار چند شكل 464 بين ارقام چند شكلي نشان دادند و  آغازگر در30 ،مورد استفاده  آغازگر65 از .ندل قرار گرفتيتحل

اين  در. قراردادمجزا  گروه 2ها را در  واريته UPGMAروش  و اساس ضريب تشابه جاكارد  تجزيه كلاستر بر. شدتوليد

جدا شدند و الگوي نواربندي كاملاً متفاوتي در  لاًكامها  از بقيه واريته S. spontaneum گونهز ارقم وحشي بندي دو تقسيم

 ابزار مناسبي RAPDدهد كه نشانگر   به طور كلي نتايج اين تحقيق نشان مي.ها نشان دادند ساير واريته مقايسه با

رسي هاي اصلاحي جهت بر شود به منظور افزايش كارايي برنامه توصيه مي  واستجهت بررسي تنوع ژنتيكي در نيشكر 

  . مورد استفاده قرار بگيرد،دقيق تنوع ژنتيكي و تعيين روابط خويشاوندي
 

  ، تنوع ژنتيكيRAPDنيشكر، نشانگر مولكولي : كليد واژه ها

  

  مقدمه    

، )1گرامينـه ( نيشكر متعلق بـه خـانواده غـلات   

اين جـنس سـه    در. )5و2( باشد  مي2ساكاروم جنس

 4م باربري ، ساكارو 3 ساكاروم افيسيناروم  گونه زراعي 

سـاكاروم   گونـه وحـشي   دوو   5و ساكاروم سـايننس   

7 و ساكاروم روبوستوم6اسپونتانئوم
تعداد . دارد دوجو 

 ولـي   ؛متفاوت اسـت   هاي نيشكر  گونه كروموزوم در 

                                                 
1- Gramineae 

2- Saccharum 

3- Saccharum Officinarum 

4- Saccharum Barberi 

5- Saccharum Sinense 

6- Saccharum Spontaneum 

7- Saccharum Robustum 

 اي امكـان پـذير اسـت       با اين حال تلاقي بين گونه     

)5(.  

 گياهـان قنـدي در جهـان        مهـم تـرين   نيشكر از   

انسيل توليد شكر بـا     اين گياه پت  . محسوب مي شود  

واحد سطح زمـين را      كيفيت بالا و به مقدار زياد در      

برگ ها و سر شاخه     علاوه بر شكر،    . )3و2 (داراست

ــده،  ــاي بري ــلاس ه ــاس، م ــافي   ، باگ ــل ص و گ

هاي شيميايي از محصولات جـانبي نيـشكر                    فراورده

 و تعيين فاصـله     كييژنتبررسي تنوع    .)6و2 (هستند

هـا در    موجود بين افـراد يـا جمعيـت       ژنتيكي نسبي   

 ؛ دارداي  برنامه هاي اصلاحي اهميت ويژه درنيشكر

*
  )behzadshoshtary@yahoo.com (دانشجو سابق كارشناسي ارشد اصلاح نباتات دانشگاه شهركرد: نويسنده مسئوول -1

  دانشياران گروه اصلاح نباتات دانشگاه شهركرد-3و2

   استاد گروه زراعت دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي رامين-4

 24/1/89 :تاريخ پذيرش   16/3/86: تاريخ دريافت
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گزينش به صـورت     پلاسم و    ژرم سازمان دهي زيرا  

هاي  همچنين اطلاع از شباهت   . شود موثر انجام مي  

 تكميل كننـده اطلاعـات      ،ها وتيپنبين ژ  ژنتيكي در 

  .باشد ميفنوتيپي در پيشبرد اصلاح جمعيت 

 ارزيـابي منـابع ژنتيكـي       ايـن كـه   ه بـه    با توج ـ 

 و شناسايي ارقـام     سازمان دهي  هاي بذر و   كلكسيون

اسـتفاده از ماركرهـاي     ،  اسـت  مستلزم هزينه بالايي  

RAPD  از قبيل  ملكولي ارزان و ساده   
راي كسب  ب 1

 شده تا حـد زيـادي راهگـشا    سازمان دهياطلاعات  

 نوكلئوتيـدي   هاي  اين روش توالي   در. )16 (باشد مي

 ژنومي در نواحي خـاص هـدف بـا          DNA داخل   در

توسط استفاده از آغازگرهاي اختياري ده نوكلئوتيدي  

  ).19( شوند رزيابي مي ا2ليمرازپواكنش زنجيره اي 

نشانگر  ينايپ  غالب بودن و تكرارپذيري  با وجود 

RAPD         در  اين تكنيك براي ارزيابي تنوع ژنتيكـي

ر رفتـه   كاه  سطح گونه و جمعيت ب     متعدد در اهان  يگ

با استفاده از   ) 10 (3لئون و همكاران    پيفل. )13 (است

 رقـم  39ي بـين  يكي بالايتنوع ژنتRAPD نشانگر 

ص دادند و از آن براي برنامـه هـاي         ينيشكر را تشخ  

و  ناير. اصلاحي و معرفي والد مناسب استفاده نمودند

كي ارقـام  يي و تنوع ژنت  براي شناساي ) 19( 4همكاران

 تعـدادي   RAPDتفاده از نشانگر    شكر هندي با اس   ين

هــا  تــهينوارهــاي چنــد شــكل اختــصاصي بــراي وار

بـا انجـام    ) 15( 5همكـاران  و  كارپ .تشخيص دادند 

هـاي   ارتبـاط بـين ژنوتيـپ      مطالعه روي اين نشانگر   

ــوع  ــين تن ــف و همچن ــنس  ژرم مختل ــم در ج پلاس

ــد  راســاكاروم ــين   و بررســي نمودن ــي ب ــاط كل ارتب

 ـادر    سـاكاروم   جنس يها گونه ار ين بررسـي را بـس  ي

ز دلايلي كـه باعـث شـده كـه           ا .ناچيز گزارش دادند  

 نيـشكرهاي هنـدي      يني در سطوح ژنوتيـپ    تنوع پاي 

 ءگزارش شود، اين است كـه تمـام نيـشكرها منـشا           

                                                 
1- Random Amplified Polymorphism DNA  

2  - Polymerase Chain Reaction (PCR) 

3- Felipeleon et al. 

4  - Nair et al. 

5- Karp et al. 

يكساني داشـته و تاريخچـه آنهـا احتمـالاً ناشـي از             

استفاده مكرر تعداد انـدكي از نيـشكرهاست كـه بـه      

  .)22(شود  ته ميعنوان والد در نظر گرف

با توجه به اهميت نيشكر در توليد قند و كـشت           

و كار اين محصول در نواحي جنوبي و شمالي كشور          

هـا جهـت     شناخت تنوع ژنتيكي موجـود در ژنوتيـپ       

 . ضروري اسـت   يهاي به نژاد   استفاده آنها در برنامه   

محصول و مـستعد بـراي منـاطق         شناسايي ارقام پر  

آورد تـا برنامـه    فراهم ميجنوبي كشور اين امكان را  

هاي برتر محدود شـده و منـابع         اصلاحي به ژنوتيپ  

محدود مالي به صـورت بهينـه بـه اصـلاح كمـي و           

 شناسـايي   .هـا اختـصاص يابـد      كيفي ايـن ژنوتيـپ    

محصول شباهت بيشتري    كه با ارقام پر    هايي ژنوتيپ

توانـد   ميهاي موجود     د و درك تنوع ميان واريته     دارن

 شده در محـدوده زمـاني   ارقام اصلاح منجر به توليد    

   .شود كمتر و عملكرد بالاتر

بنـدي مناسـب و پيـدا         ن مطالعه با هدف گروه    يا

هـا و نيـز       كردن ارتبـاط خويـشاوندي بـين ژنوتيـپ        

 بـراي   مـواد ژنتيكـي  بررسي شـباهت و اخـتلاف در   

هاي اصلاحي و به نـژادي        استفاده مطلوب در برنامه   

  .انجام شد

  ها مواد و روش

  نه بردارينمو

شـامل  مواد ژنتيكي مورد استفاده در اين مطالعه        

سـاكاروم  ( رقم نيشكر اهلي     200ش از   ي رقم از ب   33

) سـاكاروم اسـپونتانئوم   ( رقم وحشي    2و  ) آفيسيناروم

ايـن  . ندا ه از كشورهاي مختلف وارد ايران شد بود كه 

ترين و جديدترين ارقام موجود در   قديميمواد شامل،

باشـند    مركز توسعه نيشكر اهواز مي     كلون تحقيقاتي 

 قرابـت    و اسـاس عملكـرد، تنـوع، سـازگاري       ر   ب كه

 در ايـن مطالعـه بررسـي شـدند          و خانوادگي انتخاب 

  ).1جدول(
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  )11و  9( مولكولي يا هرقم مورد مطالعه در آزمايش  واريته و35 نام و منشاء -1جدول
 

 منشاء والدين  نام رقم شماره

1  B42-231 B3354×CP28-11 باربادوس  

2  CL73-239 آمريكا-فلوريدا  مشخص نشد  

3  Co1148 CO301×P4383  هند-كويمباتور  

4  COLK8001 CO62-175×CO1148  آمريكا-فلوريدا  

5  CP48-103 CP29-320×CO290  آمريكا-فلوريدا  

6  CP56-69 آمريكا-فلوريدا  مشخص نشد  

7  CP57-614 CL47-473×CP57-17  آمريكا-فلوريدا  

8  CP63-588 CL54-191×CP57-120  آمريكا-فلوريدا  

9  CP69-1062 آمريكا-فلوريدا  مشخص نشد  

10  CP70-321 CP57-614×CP61-39  آمريكا-فلوريدا  

11  CP72-2086 CP62-347×CP63-588  آمريكا-فلوريدا  

12  CP73-231 آمريكا-فلوريدا  مشخص نشد  

13  CRISTALINA  هيبريد طبيعي   S.officinarum  گينه نو  

14  Ja64-20 Ja55-663×Ja54-309  كوبا-مارونو  

15  L62-96 CP52-68×CP44-154  آمريكا-لويزينا  

16  MEX57-473 CB40-77×CP43-47  مكزيك  

17  Spont1 وحشيORIGINAL  وحشي-جنوب آسيا   

18  My55-14 CP34-79×B45181  كوبا  

19  N30 77FO633×78F1025  جنوب آفريقا  

20  NCo310 CO421×CO312   جنوبيآفريقا  

21  NI9 
NCO310×Poly cross . com 

Okinawa island  
  ژاپن

22  PINDAR  Co270×MQ157  استراليا  

23  RB83-5529 نامشخص؟NA56-62×  برزيل  

24  SP70-1143 
IAC48-65×Poly cross. Decreas 

Brazil  
  برزيل

25  SP71-6113 برزيل  مشخص نشد  

26  SP71-6163 
NA5679×Poly cross former main 

com SP Brazil  
  برزيل

27  TRITON CO270×EROS  استراليا  

28  TUC68-19 CP58-28×NA56-79  آرژانتين  

29  VESTA  استراليا  مشخص نشد  

30  C86-456 كوبا  مشخص نشد  

31  C90-530 كوبا  مشخص نشد  

32  COK32 POJ2878×CO331  هند-كويمباتور  

33  CSG88-358 كوبا  مشخص نشد  

34  CSG88-365 كوبا  مشخص نشد  

35  Spont2  وحشيORIGINAL  وحشي-جنوب آسيا   
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  DNAاستخراج 

هاي مربوط به هر     گربدر اين مرحله از آزمايش      

 در تيـر    رقم از مركز توسعه و نيشكر اميركبير اهـواز        

برداشـت شـد و بـه منظـور حفـظ            1384ماه سـال    

 يـك  مـدت    طيها روي يخ     طراوت و شادابي، برگ   

 ـ     وژي دانـشگاه شـهركرد     روز به آزمايـشگاه بيوتكنول

ــال داده شــدند ــشگاه  . انتق ــه آزماي ــال ب ــد از انتق بع

هـاي برگـي بـه طـور مختـصر بـا آب مقطـر                نمونه

هـاي زائـد و رگبـرگ        شستشو داده شدند و قـسمت     

اصلي را جدا كرده و بعد از وزن كـردن بـا تـرازوي               

 و يـا  -80 بندي و در فريـزر  ديجيتالي در فويل بسته   

ــايع  ــا  -198ازت م ــه س ــداري   نتيدرج ــراد نگه گ

  .گرديدند

 DNAهاي  ت نمونهفي كيت وي كمتعيين

DNA ژنومي از g3-5/1اساس   برگ جوان، بر

) 1مـوري و تامپـسون  ( CTAB روش تغييـر يافتـه  

 استخراج شده در بـافر      DNA .)18( گرديدتخراج  اس

TE
ــد  2 ــل گردي ــط    ح ــافر توس ــت آن در ب و غلظ

 ـابـراي   .گيري شد اندازه) اپندرف( بيوفتومتر ن كـار  ي

 محلـول   رت ـيكرولي م 10( درصد   2نمونه ها به نسبت     

DNA + 490 تر بافر   يكرولي مTE (ق و غلظـت    يرق

DNA     نـانومتر توسـط   260 هر نمونه با طول موج 

ري و با استفاده    ياندازه گ ) اپندرف(وفتومتر  يدستگاه ب 

  :دير محاسبه گردياز فرمول ز

  

  
  

 بــــراي 280A/260Aهمچنــــين از نــــسبت 

  .  استفاده گرديدDNAري خلوص گي اندازه

مـي   8/1-2  بين ر براي اين نسبت   اديبهترين مق 

آلودگي با فنل   .  است DNA كه بيانگر خلوص     باشد،

ن يش و آلودگي با پـروتئ     ين نسبت را افزا   يكلروفرم ا 

هـايي كـه داراي       نمونه. )23(  دهد يآن را كاهش م   

                                                 
1- Murry & Thompson 

2- Tris-EDTA 

 بودنـد، حـذف شـده و        8/1-2نسبتي خارج از دامنه     

هاي گياهي مربوطه مجدداً       از نمونه  DNAاستخراج  

  .صورت پذيرفت

 استخراج شده به كمك     DNAكيفيت  ن  يهمچن

. گرفـت  مورد ارزيـابي قـرار    ز  ي ن ژل آگارز  الكتروفورز

تـر از   يكرولي م 2ن منظور، در مورد هر نمونه،       يبراي ا 

تر محلول بافر بارگذاري    يكرولي م 1با   DNAمحلول  

شده در لوله هـاي     ل  يتر آب مقطر استر   يكرولي م 7و  

بعد از آماده . تري به خوبي مخلوط شدنديكرولي م5/1

 تـر محلـول حاصـل در      يكرولي م 10شدن نمونه هـا،     

 x1بـافر    ها بارگذاري شـده و الكتروفـورز در         چاهك

TAE    انجـام  ، به مدت يك سـاعت        ولت 70 با ولتاژ

 تعيين برايدست آمده  از الگوي الكتروفورزي به   . شد

 دست   و نيز تأييد غلظت بهDNAهاي  كيفيت نمونه

  .آمده از دستگاه بيوفتومتر استفاده شد

مشاهده نوارهاي قوي با وزن مولكولي بالا نشان 

 اسـتخراج شـده     DNA كيفيـت مطلـوب       ي دهنده

 دهنـده كيفيـت       اسـمير نـشان    نـوار وجـود   . باشد  مي

 و وجـود هالـه در قـسمت انتهـاي           DNAنامناسب  

 هضم  RNAوجود  دهنده    محصول الكتروفورز نشان  

  ).20(باشد  نشده مي

 RAPDابي نشانگر هاي يارز

ــهــاي مــورد اســتفاده در اآغازگر ن مطالعــه از ي

 65، آلمان بودند، كه MWG BIOTECHشركت 

مـورد بررسـي مقـدماتي قـرار        آغازگر استفاده شد و     

 و  واضح نوارهاي آغازگر كه    30 از بين آنها     وگرفت  

اي  واكنش زنجيره . انتخاب شدند توليد نمودند  پايدار

بـا   )27 (3همكاران ومز  ويليا اساس روش  پليمراز بر 

ــي  ــر جزئ ــنش  يكرولي م25در تغيي ــوط واك ــر مخل ت

ــامل ــافر lµ 5/2شــ  PCR) X10 (،µM 200 بــ

dNTPs ،ng15،واحد7/0  آغازگر  Polymerase 

ــوDNA از ng50 و ــود  الگ ــر در. ب ــتگاه  تكثي دس

 44 بـراي  Taq DNA كـه  )اپنـدرف (ترموسـيكلر  

                                                 
3- Williams et al. 

OD ٢ × �٠	٠ nm _____________ 

 

                                      

       = ����DNA  

  )تريكرولينانوگرم در م(               

 

٢%  
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به شـرح زيـر صـورت       سيكل برنامه ريزي شده بود      

  :گرفت

o دقيقه در    3
C92   جهت واسرشت سازي آغازين  

 دقيقـه در  1 سيكل هركدام شامل 44و به دنبال آن     
o
C92  ،1    دقيقه در    2 و   35 دقيقه در o

C72    10 بـا 

oدقيقه در   
C72       جهت بسط نهايي انجـام پـذيرفت  

ژل آگارز  هاي تكثير توسط الكتروفورز      فراورده. )24(

با  TBE بافر   x5/0 حاوي اتيديوم برومايد در   % 2/1

يكـديگر تفكيـك    از سـاعت  5/2 به مـدت    85ولتاژ  

ــشانگر bp 100ســايز مــاركر . شــدند  بــه عنــوان ن

سـپس  . )3شكل   (استاندارد مورد استفاده قرار گرفت    

 1توسط دسـتگاه ژل داكيومنـت      UV  نور  زير  در ژل

هـر بانـد   عـدم حـضور   حضور يا   . عكس برداري شد  

نمـره   واريتـه  هـر   بـراي صفرو يك خاص با اعداد 

 SEQUIDافـزار آمـاري       به كمك نـرم   .  شد گذاري

نوارهاي ضعيف و نوارهايي    .  شدند يكنواختداده ها   

مـاتريس  . كه تكرارپذير نبودند در نظر گرفته نشدند      

هـا و    ها براي ژنوتيـپ     هاي خام كه در آن ستون       داده

. ل شد يه بودند، تشك  تها اختصاص ياف  نوارسطرها به   

اسـاس ضـريب    تشابه بـر س يو ماترماتريس فاصله   

ــه  تــشابه جاكــارد  روش محاســبه و گــروه بنــدي ب

UPGMAافـزار   با استفاده از نرم NTSYS 2002 

  .انجام گرفت

كارآيي الگوريتم هاي  يكي از روش هاي مقايسه

مختلف خوشه بنـدي، تخمـين ضـريب همبـستگي          

مـي  ) 16(بندي  ش گروهبراز كوفنتيك، معيار نكويي

باشد كه در آن همبستگي بين ماتريس شـباهت يـا           

با اسـتفاده از  (X)  با ماتريس كوفنتيك ،(Y) فاصله

 نـرم افـزار   MAXCOMP و COPH گزينه هاي

NTSYS ــ روشــي كــه داراي . رآورد مــي گــردد ب

تواند  همبستگي كوفنتيك باشد، مي بيشترين ضريب

 تحليـل تلقـي     ترين روش تجزيه و    به عنوان مناسب  

  .كار روده و ب گردد

                                                 
1- Gel-documentation 

  نتايج و بحث

 30 آغازگر مورد اسـتفاده در ايـن مطالعـه           65از  

آغازگر الگوهـاي نـواري چنـد شـكل واضـح توليـد             

. )3شـكل   ( نـوار توليـد شـد   489مجموعاً  نمودند و

 ؛مختلف، متفـاوت بـود   تعداد باندهاي در نمونه هاي

ر شكار شده توسـط ه ـ آ RAPD زيرا تعداد باندهاي

توالي آغازگر و ميزان تنوع در نمونه هاي  آغازگر به

 تـا   292 اندازه نوارها بين     .مورد استفاده بستگي دارد   

bp 2822   در بيـشتر آغازگرهـاي مـورد       .  متغير بـود

اسـپونتانئوم الگـوي    استفاده دو رقم وحشي ساكاروم

ــا    ــاوت ب ــاملاً متف ــواري ك ــاكاروم  33ن ــه س  وارتي

 با احتساب دو رقم وحـشي     . آفيسيناروم توليد نمودند  

Spont1, Spont2 نوار چند شكل توليد 466 تعداد 

چند شكلي وجود داشـت و بـدون        % 98/93گرديد و   

 و 339در نظر گرفتن دو رقم وحـشي تعـداد نوارهـا          

ج نشان ين نتايا). 2 جدول(شد  %49/66چند شكلي 

فرد مي تواننـد    ه  ن باندهاي منحصر ب   يمي دهد كه ا   

اي مخصوص گونه در برنامه هاي نشانگره به عنوان

  . استفاده قرار گيرندآتي اصلاحي مورد

 2و همكـاران هاسكت  ياش هج با گزارينتا نيا

 4و همكارانشيران  و) 8 (3و همكارانبارانكي ، )14(

 قت كه تعدادي از باندهايين حقيا در ارتباط با) 26(

 RAPDتيشكر و بادام قابليب در خانواده نيبه ترت 

ت ي به طور موفق    از آنها  ن داده و مي توان    توارث نشا 

استفاده نمود،  زي به عنوان نشانگرهاي مولكولييآم

   .مطابقت نشان داد

 در ايـن مطالعـه   ضـريب همبـستگي كوفنتيـك   

 098/0 R=كه نشان دهنده ) 1 شكل( برآورد گرديد

دنــدروگرام و مــاتريس  بــرازش بــسيار خــوب بــين

  ضـرائب ).21 (شباهت اوليه بين واريته ها مي باشـد  

 >R≥9/0  برازش خيلي خـوب،    R 9/0≥ كوفنتيك

 برازش ضـعيف و    R< 7/0≥8/0 برازش خوب،    8/0

                                                 
2- Huckett et al. 

3  - Baranek et al. 

4- Shiran et al. 
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شكل و درصد چند شكلي  اطلاعات مربوط به تعداد باندهاي مشاهده شده، باندهاي چند -2جدول 

  نيشكر شاوند وحشيي و خو رقم35در بين  RAPD آغازگرهاي تصادفي

  شماره رديف  نام آغازگر  تعداد كل باند   شكل د باندهاي چندتعدا   چند شكلباندهايدرصد 

66/66  4  6  OPM2 1  

100  18  18  OPM4  2  

100  22  22  OPM5  3  

100  19  19  OPM8  4  

72/72  8  11  OPM11  5  

100  9  9  OPM15  6  

75/93  15  16  OPM16  7  

100  18  18  OPM17  8  

66/91  11  12  OPM18  9  

90/90  10  11  OPM19  10  

100  18  18  OPM20  11  

100  21  21  OPM21  12  

44/94  17  18  OPM22  13  

75/93  15  16  OPM23  14  

23/88  15  17  OPM25  15  

100  11  11  OPM27  16  

100  15  15  OPM29  17  

66/86  13  15  OPM32  18  

100  27  27  OPM33  19  

100  22  22  OPM35  20  

100  16  16  OPM36  21  

100  16  16  OPM37  22  

23/82  15  17  OPM38  23  

61/84  11  13  OPM40  24  

100  17  17  OPM42  25  

100  20  20  OPM48  26  

100  22  22  OPM50  27  

100  21  21  OPM55  28  

60  6  10  OPM57  29  

33/93  10  14  OPM60  30  

  

7/0  R<بـا  . دهـد  برازش خيلي ضعيف را نشان مي

هـاي   داده اين حال ضريب كوفنتيـك پـائين بـراي   

 ؛مولكولي به مفهوم عدم كارائي آن الگوريتم نيـست        

ها به علـت وجـود    داده دهنده اختلاف در بلكه نشان

  ).17 (باشد هاي گمشده مي داده

اي ارقام مـورد      دندروگرام حاصل از تجزيه خوشه    

به دو گـروه اصـلي مجـزا        % 76مطالعه را در فاصله     

  ).2 شكل(تقسيم كرد 
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 تكثير شده با استفاده از آغازگرهاي تصادفي به ترتيب از  DNA الكتروفورز ژل آگارز قطعات -3 شكل

  OPM(27) و OPM(55)  ،  OPM(42)بالا به پائين 
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 رقـم و واريتـه بـه دو گـروه           35در كلاستر حاصـل     

  . اصلي تفكيك شدند

در گروه اول ده زير گروه داريم كه به ترتيب در            

  PINDAR ، NI9 ،NCo310 زير گروه اول ارقام

ــه    B42-231و ــد، واريتـ ــن و NI9بودنـ  از ژاپـ

NCo310       25  از كويمباتور هند با فاصله ژنتيكـي %

در يك مجموعه قرار گرفتند، كه والـد مـادري رقـم       

NI9   رقم NCo310 فاصله ژنتيكي رقم   ). 11(  است

PINDARاســتراليا از رقــم ء بــا منــشا  NI931 %

-B42 بجز رقم در اين زير گروه همگي ارقام     . است

  .باشند  داراي يك جد مشترك مي231

 TRITONو  VESTA در زير گروه دوم ارقـام 

از  C86-456از آرژانتين و  TUC68-19 از استراليا،

ــد  ــرار دارن ــا ق ــتر . كوب ــن كلاس و VESTA در اي

TRITON   و رقـم هـاي   %29 با فاصـله ژنتيكـي 

TUC68-19   وC86-456 جاي % 34 با فاصله ي

  .گرفتند

ــام  در ز ــوم ارقـ ــروه سـ ــر گـ   ،SP71-6163يـ

 SP71-6113وRB83-5529   برزيـل  �با منـشا 

  فاصـله ژنتيكـي رقـم   .  از بقيه ارقـام جـدا گرديدنـد    

 SP71-6163 با SP6113، 25 %است.  

و CSG88-265 زيـر گــروه چهــارم بـه ارقــام   

CSG88-258 ــا منــشا ــا فاصــله �ب ــا و ب % 28 كوب

  . اختصاص پيدا كرد

تر در زير گروه پـنجم    در قسمت ديگري از كلاس    

از كوبا   JA64-20وMy55-14 ،  C90-530 ارقام

 از جنــوب آفريقــا در يــك N30بــه همــراه واريتــه 

  .بندي شدند مجموعه تقسيم

 برابــر C90-530 بـا  Ja64-20فاصـله ژنتيكــي  

، My55-14  بـا واريتـه   Ja64-20و فاصـله  % 26

 .باشد مي% 29

در  Ja64-20 بــا N30در ايــن زيــر گــروه رقــم 

 10زيـر گـروه شـشم داراي        . قرار دارند % 31فاصله  

واريته از منطقه فلوريدا و لويزينياي آمريكاست، كـه         

نو در يك زيـر گـروه    همراه واريته كريستالينا از گينه    

واريته كريستالينا هيبريد طبيعي    . كلاستربندي شدند 

از جنس ساكاروم افيسيناروم است كه از اجـداد ايـن           

در زير گـروه هفـتم دو       . شود  واريته محسوب مي   10

 از كويمباتور هنـد     CO1148 و   COLK8001رقم  

 واريتـه   COLK8001قرار دارند كـه والـد مـادري         

Co1148 در زيـر گـروه هـشتم، نهـم و     . باشـد    مي  

 و  MEX57-473 ،COK32 :دهــم بــه ترتيــب

SP70-1143         به صورت جداگانه از بقيه ارقام قـرار 

 .گرفتند

ــه در گــروه دوم اصــلي دو رقــم  وحــشي از گون

ساكاروم اسپونتانئوم از بقيـه ارقـام زراعـي بـه طـور        

 اين دو رقم در فاصله ژنتيكـي         كاملاً مجزا هستند و   

  .از هم قرار دارند% 52

 بـا دو    MEX57-473هاي ژنتيكي رقـم       فاصله

شـده اسـت    % 77رقم وحشي سـاكاروم اسـپونتانئوم       

  ). 2 شكل(

ر اين هاي مولكولي د    كلاستربندي حاصل از داده   

مطالعه، ارقام اهلي سـاكاروم افيـسيناروم را از ارقـام           

. وحشي جنس سـاكاروم اسـپونتانئوم تفكيـك نمـود         

تفكيك ارقام ساكاروم اسپونتانئوم از ارقـام سـاكاروم       

دسـت آمـده از     ه  افيسيناروم  مشابه نتايج مطالعات ب     

 2ك و همكـاران   و اسچين ) 12 (1 و همكاران  گلازمن

يگر است كـه كـار بـا نـشانگر          هاي د   با نشانگر ) 24(

RAPDًنمايد ييد مي و اين تجزيه كلاستر را تا.  

و  سـلوي  گـزارش هـاي  اين نتايج بـا   همچنين

) 7 (4نو همكـارا  الوالا و) 4(، كرمي )25 (3همكاران

  TRAP و SSR به ترتيب با استفاده از نشانگرهاي

سـاكاروم در   جايي كه جنس و گونه هـاي مختلـف  

 جداگانـه گـروه بنـدي شـدند،         دندروگرام به صورت  

 .داد مطابقت نشان

با دقت به اين دندروگرام متوجه خواهيم شد كـه       

 ارقام اهلـي و وحـشي از هـم جـدا        اين كه علاوه بر   

                                                 
1- Glazmann et al. 

2- Schenck et al. 

3- Selvi et al. 

4- Alwala et al. 
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هـاي     و نـام   �شدند، ارقام نيز بر اساس والدين، منشا      

 ؛گيرنـد  مشابه با استدلال كافي در كنار هم قرار مـي         

ارقام نا متجـانس بـا       بعضي از      واريته، 35اما در بين    

 اسم واريتـه تـشابه      اين كه  از نظر منشأ و يا       اين كه 

ــد  ــين ارقــام كلاســتر قــرار گرفتن ــد، نيــز در ب . دارن

 بـا    كـه  گـزارش دادنـد،   ) 24(اسچينك و همكـاران     

هاي نيشكر بومي و زراعي ارقامي        مطالعه روي گونه  

رفت كـه     هاي مشابه داشتند و انتظار مي       كه بعضاً نام  

ــر ژن ــد   از نظ ــرار گيرن ــم ق ــار ه ــي در كن  در ،تيك

در . هاي مختلف قـرار گرفتنـد       بندي در گروه    كلاستر

شـوند محـصول      ضمن ارقام جديدي كه توليـد مـي       

پلوئيدي هـستند كـه احتمـال دارد         سطوح بالاي پلي  

ها به مقدار خيلي زياد همپوشـاني بـه           بين كروموزوم 

 به همين دليل رقابت بـين جايگـاه هـاي           ؛وجود آيد 

 فوق العاده   RAPD متعدد براي يك پرايمر      مختلف

گونه پرايمر ها بـه دليـل        زياد است و استفاده از اين     

 ولي  ؛تكرار ناپذيري براي شناسايي ارقام مفيد نيست      

  . براي بررسي تنوع مي تواند مفيد واقع شود

 بـه استفاده از آغازگرهاي زيادتر كمك بيـشتري      

 ايـن كـه    ضمن   ؛نمايد  بندي ارقام مي    تفكيك و گروه  

 SSR و   AFLP:هاي ديگر ماننـد     استفاده از تكنيك  

براي تشخيص تنوع ژنتيكي و شناسايي ارقام نيشكر        

ارزيابي صحيح تنوع ژنتيكي امكـان      . شود  توصيه مي 

هاي مختلف به منظور ايجاد نتـايج         شناسايي تركيب 

هـاي    با حداكثر تنوع ژنتيكي براي استفاده در برنامه       

  .كند مياصلاحي مختلف را فراهم 

دسـت  ه  در اين مطالعه تنوع مطلوبي بين ارقام ب       

 ـ         دسـت آمـده    ه  آمد و مي توان با فواصل ژنتيكـي ب

هـاي بـه      والدين مناسب را جهت تلاقـي در برنامـه        

از آنجا كه ارقـامي كـه فاصـله         . نژادي انتخاب نمود  

ژنتيكي بيشتري دارند، امكان هتروزيس بيـشتري را        

لاقي بين والدين كـه   خواهند داشت، بنابراين انجام ت    

فاصله ژنتيكي بيشتري دارند، كارايي بهتر در زمينـه         

  بنابراين بر اساس.توليد ارقام هيبريد خواهند داشت

 از اين تحقيق بهتـرين تلاقـي        به دست آمده  نتيجه  

واريتـه   جهت دستيابي به ارقام هيبريد مطلوب، بـين 

-MEX57 نهم، هـشتم بـه ترتيـب        زير گروه دهم،  

473 ،COK32  ، SP70-1143 هاي زير  با واريته

ــلي   ــتر اص ــروه اول كلاس ، PINDAR ،NI9 گ

NCo310 و B42-231   ــد ــد شـ ــل خواهـ . حاصـ

از بـا اسـتفاده     ن راسـتا    يز در هم  يگري ن يدمطالعات  

ــشانگ ــك   RAPDرن  و )1(و صــفات مورفولوژي

 صـورت  )4(و صـفات مورفولوژيـك    SSR نـشانگر 

ي و  روش مولكــول دواز اســتفاده تــوامگرفــت و در 

معرفـي و  كـي،   يبررسي تنـوع ژنت    برايمورفولوژيك  

منظور بهـره   انتخاب بهترين والدين جهت تلاقي به

والدين  برداري از پديده هتروزيس و تفكيك متجاوز،

صفت مورد مطالعـه، بـر اسـاس     معرفي شده از نظر

دنــدروگرام مربــوط بــه صــفات مورفولوژيــك در دو 

اس داده هـاي  و بر اس ـند قرار گرفت كلاستر جداگانه

 و داشـتند  مولكولي حداكثر فاصله ژنتيكي را از هـم 

  .مي كنند تاييد  رانتيجه فوق

كه  دهد، نشان ميبه طور كلي نتايج اين تحقيق 

 بررسي تنوع براي ابزار مناسبي RAPDنشانگر 

شود به منظور   و توصيه ميژنتيكي در نيشكر است

هاي اصلاحي ارقامي كه  افزايش كارايي برنامه

 با NCo310:  ژنتيكي بيشتري دارند مانند فاصله

MEX57-473تلاقي داده شوند . 
  

 سپاسگزاري

ــسئو  ــيله از م ــدين وس ــشگاه لاوب ــرم دان ن محت

شهركرد بـراي تـأمين وسـايل و امكانـات و هزينـه          

 ؛گــردد درداني مــياجــراي ايــن طــرح صــميمانه قــ

ــسئو ــين از م ــات  لاوهمچن ــز تحقيق ــرم مرك ن محت

ميركبير اهواز آقايان مهندس شركت كشت و توسعه ا

ــي ــي، مهنــدس بن عباســي، مهنــدس حمــدي،  آميل

 يمهندس پرويزي و ساير عزيزان به پاس كمك ها     

  يدريغ ارزنده علمي و همكـاري در زمينـه اجـرا            بي

  .شود مي   طرح، سپاسگزاري
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