
  ١۴۵

  " علوم زراعي ايرانمجله"

  ۱۳۸۳تابستان  ،۲ شماره، ششم لدج

 

  هاي ايرانيهاي ايراني  بررسي فراواني آللي و چندشكلي نشانگرهاي آيزوزايم در برنجبررسي فراواني آللي و چندشكلي نشانگرهاي آيزوزايم در برنج
AAlllleelliicc  FFrreeqquueennccyy  aanndd  PPoollyymmoorrpphhiissmm  ooff  IIssoozzyymmee  MMaarrkkeerrss  iinn  IIrraanniiaann  RRiiccee  

 

  ٤اضي، بهزاد قره ي٣، علي اعلمي٢زاده ، قربانعلي نعمت١محمد ميردريكوند

  

  چكيده

هاي  ميزان چندشكلي، يكي از ويژگي. باشند هاي مهم و مفيد براي مطالعه ساختار ژنتيك و بهنژادي برنج مي ها از نشانگر آيزوزايم

دهنده سـاختار ژنتيـك      هاي آللي نشان   از سوي ديگر، فراواني   . نمايد كه ارزش و اهميت نسبي آن را بيان مي         باشد مهم هر نشانگر مي   

هـاي   هاي ژني آيزوزايم در بـرنج       پژوهش حاضر به منظور بررسي ساختار ژنتيك و تعيين اهميت نسبي مكان            ،بنابراين. ستندجوامع ه 

در هـر نمونـه، عـصاره       . هاي موجود در بانك ژن ايران انتخاب شـدند           نمونه از برنج   ۱۲۰در اين مطالعه تعداد     . ايراني انجام گرفت  

 ـ آميزي جداسازي و رنگ . گرديد  روزه تهيه  شش تا هشت  ) كلئوپتيل+ پلومول   (گياهچه جوان چهار تا شش    آنزيمي از    هـا   زوزايمـآي

نتـايج نـشان داد كـه فراوانـي آللـي      . انجـام گرفـت   (Glaszman et al., 1988)رات در روش گلازمن و همكاران ـا اندكي تغييــب

. داري دارد   تفاوت معني ) گزارش شده توسط گلازمن   (آسيايي  هاي   هاي ژني آيزوزايم با متوسط برنج      هاي ايراني در اكثر مكان     برنج

 بـه   Amp2 و   Amp3   ،Pgi2   ،Est2   ،Amp1پنج مكان ژنـي     . ژني، يك يا دو آلل داراي فراواني غالب بودند         چنين در هر مكان    هم

 تنـوعي  Est9 و  Amp4   ،Est5در سـه مكـان      . بيـشتري بودنـد   ) چندشـكلي ( درصد داراي تنـوع      ۴۸ و   ۵۱،  ۸/۵۴،  ۳/۵۵،  ۶۰ترتيب با   

هـاي ايـران و آسـيا در         تنـوع ژنـي بـرنج     . شـود  ها به عنوان نشانگر براي گياه برنج توصيه نمي         مشاهده نشد و بنابراين استفاده از آن      

،  Pgi1   ،Est9 تا حد زيادي با هم مطابقت داشت، امـا تنـوع ژنـي               Est5 و   Cat1   ،Pgi2   ،Amp2   ،Amp3   ،Amp4هاي ژني    مكان

Est1   و Amp1  بود كـه در     ۴۶/۳معادل  هاي ايراني      در برنج  شاخص تنوع ژنوتيپي  . هاي ايران و آسيا اختلاف فاحش داشت        در برنج 

هـاي ايـران داراي      مجموع نتايج اين پژوهش نشان داد كه برنج       . باشد  هاي ساير كشورهاي آسيايي مقدار فراواني مي        مقايسه با برنج  

دليل تكامل مـستقل ايـن گيـاه زراعـي در     ه  تواند ب   اين امر مي  . ها نيز بسيار زياد است      ك آن ساختار ژنتيك خاص هستند و تنوع ژنتي      

شرقي، هند و     بوم اصلي اين گياه در آسياي جنوب        اي با زيست    هاي قابل ملاحظه    بوم نسبتاً منحصر به فرد ايران باشد كه تفاوت          زيست

  .چين دارد

  

  ، تنوع آللي)مورفيسم پلي(ز ژل نشاسته، نشانگر، چندشكلي  آيزوزايم، برنج ، الكتروفور:هاي كليدي واژه

  

  

  

  

  ٢٦/٦/١٣٨٣: تاريخ پذيرش                                             ٥/١٢/١٣٨٠: تاريخ دريافت

   دانشگاه مازندران-ـ استاديار٢            ـ پژوهشگر مؤسسه تحقيقات بيوتكنولوژي ١

  ات بيوتكنولوژي كشاورزيـ پژوهشيار مؤسسه تحقيق٤                    ـ دانشگاه گيلان ـ مربي٣
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  ۱۳۸۳تابستان   ،۲، شماره ششم جلد ،"ن علوم زراعي ايرامجله"

  ١۴۶

  قدمهم

كننـده يـك      هر گونه نشانه، علامت و يـا صـفت بيـان          
تـوان    خصوصيت خاص را به شرط وراثتي بـودن آن مـي          

انواع مختلفي  ). ۱۳۷۷ياضي،    قره(ناميد  ) Marker(نشانگر  
بندي و بهنـژادي      از نشانگرها در عرصه علوم ژنتيك، رده      

هــا تفــاوت  ناصــول كــاربرد همــه آ. بــه كــار رفتــه اســت
 ولي هر كدام داراي مزايا و معايب خـاص     ،چنداني ندارد 

ها نيز بـه نوبـه خـود          خود هستند و البته اطلاعات تمام آن      
  . باشد ارزشمند مي

يك نـشانگر ژنتيكـي حـداقل بايـد دو ويژگـي كلـي             
  ):۱۳۷۷ياضي،  قره(داشته باشد 

در بـين افـراد جامعـه متفـاوت باشـد و بـه عبـارتي                ـ  ١
بنـابراين  . كافي داشته باشـد   ) Polymorphism(چندشكلي  

شـود كـه      يك صفت در صـورتي نـشانگر محـسوب مـي          
  . چندشكلي در آن زياد باشدميزان
منـشاء ژنتيكـي داشـته باشـد و كمتـر تحـت تـأثير               ـ  ٢

  .شرايط محيطي قرار گيرد
ــولي  ــشانگرهاي مولك ــاي  ابزار،ن ــت  ه ــد در دس مفي

هـا بـه عنـوان        نهاي مبتني بـر آ      نژادگران هستند و روش     به
ــنتي  مكمـــل روش در كمـــك و ) كلاســـيك(هـــاي سـ

نـژادي نقـش چـشمگيري        هـاي بـه     بخشي به برنامه    سرعت
ــد  ــره(دارن ــي،  ق ــاوري   ). ۱۳۷۷ياض ــون فن ــه اكن ــر چ   اگ

گسترش ي وسيعح درسط)DNA Technology(آ -نا-دي
ترين ابزار براي بررسي ساختار ژنتيـك         يافته است و دقيق   

هـا بـه عنـوان        ، ولـي پـروتئين    آيـد   موجودات به شمار مـي    
هاي مستقيم حاصل از ترجمه و تغييرات پـس از            فرآورده

و بــه عنــوان اجــزاي ) Post-translational(هــا  ترجمــه ژن
ــي خــاص     ــوز از اهميت ــلول، هن ــي س ــاختماني و آنزيم س

نشانگرهاي از بين ). Kephart, 1990(د ــرخوردار هستنــب
ــروتئين(بيوشــيميايي  ــر پ ــزوزايم، مطال)مبتنــي ب   هــا  عــه آي

)Isozymes or Isoenzymes (  به خاطر مزاياي متعـدد و از
، سـادگي، كـارايي     )Co-dominant(جمله همبـارز بـودن      

نسبي، سرعت زياد و هزينه مناسب به طـور فـراوان مـورد         
 ؛۱۳۷۵، زاده و كربلايـي    نعمـت (گيرنـد     استفاده قـرار مـي    

Tanksley & Orton, 1983; Kephart, 1990; Brar, 1991; 

May, 1992; Murphy et al., 1996 .(ن ــ ـاده از ايــ ـاستف
ــه   ــشانگرها در طــول ده ــداول شــد و  ۱۹۷۰ن ــيلادي مت  م

آ در درجـــه دوم -ان-امـــروزه بعـــد از نـــشانگرهاي دي
ــد  ــرار دارن ــزوزايم. اهميــت ق ــزيم  آي ــا آيزوآن ــا ي ــا از  ه ه

نشانگرهاي مهم و مفيـد بـراي مطالعـه سـاختار ژنتيـك و              
هـا انـواع      به طور كلي، آيـزوزايم    . باشند  ج مي نژادي برن   به

ــه فعاليــت       ــزيم هــستند ك ــولي يــك آن ــف مولك مختل
هـاي ژنـي      بيوشيميايي مشابهي دارنـد ولـي توسـط مكـان         

چنــين تغييراتــي در  هــم. شــوند مختلــف رمزگــذاري مــيِ
هــا وجــود دارد كــه از نظــر وزن     اســيدهاي آمينــه آن 

 هم تفـاوت    مولكولي، بار الكتريكي و ساختمان فضايي با      
ــت     ــرعت حرك ــي داراي س ــدان الكتريك ــد و در مي دارن

هـا   ها نيز زيرگروهي از آيـزوزايم    آلوزايم. مختلفي هستند 
هاي مختلـف يـك ژن رمزگـذاري          هستند كه توسط آلل   

   ،زاده و كربلايــي ؛ نعمــت۱۳۷۳نظــري،  حــق(شــوند  مــي
 ;Kephart, 1990; Brar, 1991; May, 1992؛ ۱۳۷۵

Murphy et al., 1996 .(وسط ـاي ت هاي گسترده ژوهشــپ
بنـدي     و طبقـه   يهـا بـراي شـناخت تنـوع ژنتيك ـ          آيزوزايم

ــشه   ــه نق ــايرتوارثي، تهي ــي،    ذخ ــان ژن ــين جري ــي، تعي ژن
هـا، بررسـي رونـد طبيعـي          گيري و تشخيص گونه     دورگ
زايي و تعيين روابط خويشاوندي انجـام شـده اسـت             گونه

 Akimoto et al. 1998؛ ۱۳۷۵؛ اعلمي، ۱۳۷۳نظري،  قـح(
Tanksley & Orton, 1983; Takahashi,1997;  
Murphy et al., 1996; Morishima, 1997b;  

Akimoto et al. 1997.(  
بــا گذشــت حــدود چهــل ســال از نخــستين مطالعــات 

هاي گيـاهي، امـروزه اطلاعـات         ژنتيك بر روي آيزوزايم   
مفيد و فراوان در علـوم پايـه و كـاربردي گياهـان فـراهم               

هـاي قابـل      نحوه توارث و كنترل اكثر آنـزيم      . آمده است 
مطالعه در بسياري از گياهان زراعـي مهـم از قبيـل ذرت،             

ــه  ــدم، گوج ــشه    گن ــده و نق ــشخص ش ــرنج م فرنگــي و ب
هـا بـر روي نقـاط         هاي ژني مـسئول رمزگـذاري آن        مكان

اكنـون بـسياري    . خاص كروموزومي تعيين گرديده است    
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  "...بررسي فراواني آللي و چندشكلي نشانگرهاي "

  ١۴٧

ــوالي   از ژن ــزوزايم، ت ــاي آي ــابي و ت ه ــده ي ــر ش ــد  كثي   ان
)Kephart, 1990; Tanksley & Orton, 1983 .(   اگـر چـه

-بــيش از چهــار دهــه اســت كــه از مطالعــات آيــزوزايم 
شود، ولي بـه خـاطر مزايـاي بـسيار از           آلوزايم استفاده مي  

جمله كارايي و دقت نسبي زياد، سرعت و هزينه مناسب،          
اند و همانند گذشـته       هنوز هم اهميت خود را حفظ نموده      

به طور وسيع از طريق الكتروفورز ژل نشاسته به خصوص          
بنـدي ذخـايرتوارثي و       براي ارزيابي ساختار ژنتيك، طبقه    

. روند  مطالعات فيلوژنتيك برنج و ساير گياهان به كار مي        
ــال مـــي  ــوان مثـ ــه عنـ ــكند و   بـ ــات سـ ــه مطالعـ ــوان بـ   تـ

  بر   (Second, 1982 & 1985)و سكند ) ۱۹۸۰(تروسولت 
، )Second, 1991 (يـي و وحـش ـــاي زراعه هـــروي گون

بــر روي  (Glaszman a,b, 1987 & 1988)لازمــن گ
ــرنج ــ ب ــاي زراع ــيا، دكوچكــو ـه ــر روي ) ۱۹۸۷(ي آس ب

اران ـــهمك ا وــاتــ ش.)Second, 1991( هاي آفريقا رنجـب
(Shatta et al., 1993) ،وش ـــــــــ ـزاده و ك تــــــ ـعم ن

(Nematzadeh & Khush, 1993) اران ــ ـاي و همكــ ـ، ك  
(Cai et al., 1995 & 1996) ا ــوريـشيم ـــــاي و مـــ ـ، ك  
(Cai & Morishima, 1997) وش ــــ ـك و كـــ ـالــــــ، م  

(Malik & Khush, 1966 a,b) اران ـــــ ـا و همكــــــ ـ، س  
(Suh et al., 1997)اندو و همكاران ،(Endo et al., 1997) ،

و و ــ ـ، آكيموت (Tang & Khush, 1998)وش ـــتنگ و ك
س و ـونتــو ف (Akimoto et al., 1997 & 1998)همكاران 
ج اشـاره  ــر روي برنـــب (Fuentes et al., 1999)همكاران 

  .نمود
 يـك صـفت در صـورتي        ،طور كـه گفتـه شـد       همان

 شـــود كـــه داراي چندشـــكلي  نـــشانگر محـــسوب مـــي
  كــافي باشــد و هــر چــه درجــه چندشــكلي بيــشتر باشــد، 

 از . ميـــزان ارزش آن نـــشانگر زيـــادتر خواهـــد بـــود     
ــي  ــي فراوانـ ــان  طرفـ ــي، بيـ ــاي آللـ ــاختار   هـ ــده سـ  كننـ

ــستند  ــع هـ ــر  . ژنتيـــك جوامـ ــژوهش حاضـ ــابراين پـ  بنـ
ــت       ــين اهمي ــك و تعي ــاختار ژنتي ــي س ــور بررس ــه منظ  ب

ــسبي مكــان ــرنج  ن ــزوزايم در ب ــي آي ــران  هــاي ژن  هــاي اي
  .انجام شد

  ها مواد و روش

اوانـي آللـي و ميـزان چندشـكلي         در اين پـژوهش، فر    
هـاي    کننده آيزوزايم   کنترل مكان ژني    ۱۲ها در     آيزوزايم
، )Pgi1 (۱-، فـــسفوگلوكز ايزومـــراز)Cat1 (۱-كاتـــالاز

ــراز  ــسفوگلوكز ايزومــ ــداز)Pgi2 (۲ -فــ    ۱-، آمينوپپتيــ
)Amp1(۲-، آمينوپپتيـــــداز) Amp2(۳-، آمينوپپتيـــــداز   
)Amp3(۴ -، آمينوپپتيــداز) Amp4(۱-ز، اســترا) Est1( ،

و ) Est9 (۹ -، استراز )Est5 (۵ -، استراز )Est2 (۲ -استراز
  .مطالعه شدند) Shd1 (۱-شيكميت دهيدروژناز

 نمونه برنج ايراني از ميـان دخـاير تـوارثي           ۱۲۰تعداد  
 بـذر  ۱۰تعـداد  . بانك ژن ملي گياهي ايران انتخاب شدند   

از هر نمونه در يك ظـرف پتـري بـر روي كاغـذ صـافي                
روز شش تا هشت ها به مدت    پتري. كشت شدند مرطوب  

ــاتور  ــرايط  ۲۵در درون اينكوبـ ــانتيگراد و شـ ــه سـ  درجـ
در مواقع لزوم مقداري آب مقطر به       . تاريكي قرار گرفتند  

ــد  آن ــا اضــافه گردي ــري. ه ــذور   ســپس پت هــاي حــاوي ب
 ساعت در معرض نور معمـولي قـرار         ۱۲زده، مدت     جوانه
  گياهچه سبز بـه طـول       چهار تا شش  از هر نمونه،    . گرفتند

ــصاره ۵/۲-۲ ــراي ع ــانتيمتر ب ــدند   س ــاب ش ــري انتخ   . گي
ــسمت محـــور ســـاقه     هـــا  چـــه و غـــلاف گياهچـــه   قـ

)Plumule & Coleoptile (افر ــ ـاسب از بـــدار منـــدر مق
ــتخراج  ــول    ۱۲(اس ــانتيمتر ط ــر س ــه ازاي ه ــر ب  ميكروليت

سپس مخلوط حاصل به مـدت      . هموژنيزه شدند ) گياهچه
دور در دقيقه و در داخـل  پنج هزار  و با سرعت    دقيقه  پنج  

) عصاره آنزيمـي  (يخچال سانتريفيوژ شد و محلول رويي       
عـصاره آنزيمـي تـا      . هاي اپندورف منتقـل گرديـد       به لوله 

بـافر  .  نگهداري شـد   -C۲۰˚زمان استفاده در درون فريزر      
% ۱ســـاكارز، % ۲۵اســـتخراج از يـــك تركيـــب شـــامل 

 ســرم آلبــومين تــشكيل بــووين% ۱گليكــول و  اتــيلن پلــي
   درصــد از مــاده ۳/۰گرديــد كــه هنگــام اســتفاده مقــدار  

الكتروفـورز افقـي ژل     . شد  مركاپتواتانول به آن اضافه      -۲
 بـافري از روش اسـتاندارد   Iنشاسته با تغييراتي در سيـستم      

بـه شـرح    (Glaszmann et al., 1998)گلازمن و همكاران 
  :زير انجام گرفت
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  ۱۳۸۳تابستان   ،۲، شماره ششم جلد ،"ن علوم زراعي ايرامجله"

  ١۴٨

. بود% ۱۳ و غلظت ژل نشاسته نيز       ۳/۸اسيديته بافر ژل    
 ميكروليتر از عصاره آنزيمي هر نمونـه بـر روي           ۲۳مقدار  

 ميليمتـر لـود شـد و        ۵ × ۱۰ به ابعاد    ۳كاغذ واتمن شماره    
و ) IR36 (۳۶آر از دو رقم آي. در شكاف ژل قرار گرفت  

بــه عنــوان شــاخص در طــرفين و ) TC65 (۶۵ تايچونــگ
لكتروفـورز ابتـدا بـه      عمـل ا  . وسط هر ژل استفاده گرديد    

آمپـر و      ميلـي  ۴۰مدت يك ساعت با شدت جريان ثابـت         
آمپــر در داخــل   ميلــي۳۰ ســاعت بــا شــدت شــشســپس 

تغييـرات انجـام    .  درجه سانتيگراد انجام گرفت    دويخچال  
شده در روش استخراج آنزيمي و الكتروفورز بـه منظـور           

هـاي    بهتر نمودن آشكارسازي باندها و بـر اسـاس توصـيه          
ــابع  ــماره من ــام ۴۳ و ۴۱، ۲۹، ۲۵، ۲۱، ۱۲، ۸، ۲،۴ش  انج
هاي با ضخامت يـك       پس اتمام الكتروفورز، برش   . شدند

ميليمتر از ژل تهيه گرديد و به روش استاندارد گلازمن و           
. آميزي شـدند  رنگ (Glaszmann et al., 1988)همكاران 

دهي باندها بـر اسـاس الگـوي نامگـذاري اسـتاندارد              نمره
رنج و با در نظر گـرفتن آخـرين تغييـرات           هاي ب   آيزوزايم
 ;Malik et al, 1995 ( انجام گرفـت ۱ و ۰صورت  آللي به

Morishima & Glaszmann, 1990; Glaszmann et al, 

1988; Vaughan & Juliano, 1992; Tang et al. 1996, 

1997; Iwata, 1996; Sun et al. 1995.(  
  يــد فراوانــي آللــي از فرمــول مقابــل محاســبه گرد    

)Endo & Morishima, 1983:(       nt
-1 * pi= ni  

ni  =تعداد افراد داراي آلل مورد نظر        
nt =  ها نمونه(تعداد كل افراد(  

  بـــراي محاســـبه ميـــزان چندشـــكلي از دو معيـــار     
  و درجه چندشكلي ) Gene diversity(اخص تنوع ژني ـش
)Degree of Polymorphism (استفاده شد:  

  ):Endo & Morishima, 1983(شاخص تنوع ژني 
  
                       k  

HG= 1- ∑ pi2  
             i=1  

k =ها در هر مكان ژني تعداد كل آلل  
               )Ghareyazie et al., 1996(رجه چندشكلي د

  
    K     k-1  

Np = ∑(Xi . ∑Xj)  
        j=i+1     i=1  

Np  =مورفيك پلي(هاي چندشكل  تعداد جفت(    
Xi و Xj  =هاي داراي آلل  تعداد نمونهi ام وjام. 
P  = فراواني افراد چندشكل(درجه چندشكلي(  
N = تعداد كل مقايسات جفتي ممكن   

P = NP . N-1 

N = 0.5 nt (nt – 1) 
در نهايت فراواني، تنوع ژنـي و ميـزان چندشـكلي بـا             

ــرنج ــيايي  متوســط ب ــايج  (هــاي آس حاصــل از بررســي نت
ــر روي   ــن ب ــوده۱۶۸۸گلازم ــيايي ۲۰ از  ت ــشور آس )  ك

  .مقايسه گرديد
نيز طبق ) Genotype diversity(شاخص تنوع ژنوتيپي 

  ;Endo & Morishima, 1983(ر محاسبه شـد  ـرمول زيـــف
Cai & Morishima 1997:(  

               k  
GD= - ∑ pi . ln pi  

                i=1  
pi =فراواني ژنوتيپiام     
k  =هاي مشاهده شده تعداد كل ژنوتيپ  

  
  نتايج و بحث

هـاي     نتايج فراواني آللي و چندشكلي مكـان       ۱جدول  
. دهـد  هاي ايران و آسيا را نشان مي     ژني آيزوزايم در برنج   

ــه در مجمــوع   مكــان ــورد مطالع ــي م ــل را ۵۵هــاي ژن  آل
 آلـل  ۳۰هاي ايراني تنهـا       اما در برنج  . كنند  رمزگذاري مي 

. ه شد  آلل در هر مكان ژني مشاهد      ۴/۲ها با متوسط      از آن 
.  درصـد بـود    ۷/۳۴ها معادل     متوسط تنوع ژني در كل ژن     

ها بـا      آلل از آن   ۴۲ كشور آسيايي حدود     ۲۰هاي    در برنج 
ــده اســت  ۵/۳متوســط  ــشاهده گردي ــر ژن م ــل در ه   .  آل

ــي آن  ــوع ژنـ ــز   تنـ ــا نيـ ــت  ۵/۳۹هـ ــوده اسـ ــد بـ    درصـ
)Glaszmann, 1988 .(ف ـپ مختلــ ژنوتي۴۳وع ــدر مجم

ــزوزايم  ــرد در هــر ژنوتيــپ ۹/۲متوســط (آي مــشاهده ) ف
  .  بــود۴۶/۳شــاخص تنــوع ژنــوتيپي نيــز معــادل  . گرديــد
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  "...بررسي فراواني آللي و چندشكلي نشانگرهاي "

  ١۴٩

بـا بررسـي   ) Cai & Morishima, 1997(كاي و موريشيما 
 ۲۱هاي بنگلادش، مقدار تنوع در     نژاد محلي از برنج    ۱۴۴

اند و ادعـا نمودنـد، بـالاترين           بيان كرده  ۶/۵مكان ژني را    
بنـابراين  . ده اسـت  مقداري است كه تا به حال گزارش ش       

دهنــده   مكــان ژنــي، نــشان۱۲ بــراي ۴۶/۳شــاخص تنــوع 
بـسياري از   . باشـد   هاي ايران مـي     وجود تنوع زياد در برنج    

 داراي نام مشابه از نظر ژنوتيپ آنزيمـي بـا هـم             هاي  نمونه
غريـب و   هاي داراي نام      نمونهبه عنوان مثال،    . فرق داشتند 

رار داشتند و اين نيز     هاي ژنوتيپي ق    بينام در بين اكثر گروه    
  .باشد هاي ايران مي دليل ديگري بر تنوع زياد برنج

فراوانـي   بـا    هاي ژني   بيشتر مکان هاي آللي در      فراواني
هاي آسيايي، اختلاف فاحشي نشان دادند و در          برنجآللي  

). ۱جـدول   (نداشـتند   زيـادي   چند مكان ژني نيز اختلاف      
 فاحش، غالـب     با اختلاف  Cat1-2هاي ايران آلل      در برنج 

 غالب بوده اسـت     Cat1-1هاي آسيا آلل      بود و اما در برنج    
 نمونـه   ۳۴البته در مطالعه گلازمن كـه       ).  برابر سهبيش از   (

 نيـز   ،برنج ايراني را بر اساس تيپ دانه انتخاب كـرده بـود           
در ). ۱نمــودار ( را داشــتند Cat1-2آلــل %) ۵۶( نمونــه ۱۹

غالب بود، ولي   % ۹۰ با حدود    Pgi1-2هاي ايران آلل      توده
 با نسبت مـساوي وجـود    ۲ و   ۱هاي    هاي آسيا آلل    در برنج 

 در  Pgi2-1فراواني مـشاهده شـده آلـل        ). ۳نمودار  (دارند  
ــا هــم مــساوي   بــرنج %) ۶۰حــدود (هــاي ايــران و آســيا ب
 و  Amp1-1هـاي     در حـالي كـه آلـل      ). ۱جدول  (باشد    مي

Amp1-2ــرنج ــساوي     در بـ ــسبت مـ ــا نـ ــي بـ ــاي ايرانـ   هـ
 با  Amp1-1وجود داشتند ولي در آسيا آلل       %) ۵۰ حدود(

نسبت مـشاهده شـده     ). ۲نمودار  (غالب است   % ۸۷حدود  
هاي ايـران و آسـيا بـه           در برنج  Amp2-2 و   Amp2-1براي  

 هاي   برنج  در Amp3-0فراواني  . باشد  صورت معكوس مي  
% ۴آسـيا تنهـا حـدود       هـاي     بـرنج و در   % ۵۰ايران بيش از    

 ۲۰ز ـــني (Glaszmann, 1988)من در مطالعه گلاز. تــاس
 ۱آلل  . داراي اين آلل بودند   %) ۵۶( رقم ايراني    ۳۴رقم از   

ديــده % ۱۸و % ۲۸ نيــز در ايــران بــه ترتيــب بــا نــسبت ۲و 
شدند و اما در آسيا اين دو آلل با نسبت مـساوي بـيش از               

ــورد ). ۴نمــودار (، غالــب هــستند ۴۰%  هــيچ Amp4در م

 بـا  Amp4-1شاهده نـشد و  هـاي آسـيا م ـ   اختلافي بـا بـرنج    
ــي  ــه صــورت تــك % ۱۰۰فراوان ) Monomorph(شــكل  ب

  در ايـران بـا فراوانـي حـدود          Shd1-1آلـل   . وجود داشت 
ــا Sdh1-2غالــب بــود و بــر عكــس در آســيا،  % ۷۰ % ۶۰ ب

 (Glaszmann, 1988)در بررسي گلازمـن  . باشد غالب مي
 ۱هــاي ايرانــي داراي آلــل  از بــرنج%) ۷۹( نمونــه ۲۷ز يــن

هاي ايران و آسيا زياد      در برنج  Est1-1فراواني آلل   . ندبود
 نيز با فراواني Est1-0هاي ايران آلل  البته در برنج. باشد مي

 در بـين    Est2-0در حالي كـه     . مشاهده گرديد % ۳۰حدود  
باشـد، در آسـيا       غالـب مـي   % ۶۰هاي ايران با حـدود        برنج

Est2-0   و Est2-1      و تانـگ   .  با نسبت مساوي وجود دارنـد
 را در Est2-0نيـز فراوانـي   ) Tang et al., 1996(همكاران 

در . گـزارش كردنـد   % ۴/۵۴ذخاير توارثي تايوان و چين      
 نيز نتـايج ايـران و آسـيا بـا هـم مطابقـت               Est5مكان ژني   

شـكل    به صـورت تـك    % ۱۰۰ با فراواني    Est5-1داشتند و   
، تفاوت بسياري بين ايران   Est9در مكان ژني    . وجود دارد 

هاي ايراني بـه جـز       يا مشاهده شد، به طوري كه برنج      و آس 
 بودنـد و بنـابراين      ۱شده سپيدرود داراي آلل       رقم اصلاح 

 در آسـيا تـا      ۲ و   ۱امـا فراوانـي آلـل       . باشـد   منومورف مي 
طـور كـه    همـان ). ۱جـدول  (حدودي يكسان بوده اسـت   

هاي آيزوزايم بـه جـز در مـورد           مشاهده شد، فراواني آلل   
Amp4   و Est5   هـاي آسـيا      ساير موارد با متوسـط بـرنج       در

تفاوت دارند و اين موضـوع نـشاندهنده تفـاوت زيـاد در             
  .باشد هاي ايران و آسيا مي ساختار ژنتيك برنج

هـا، دو     به منظور بررسي ميـزان چندشـكلي آيـزوزايم        
ــدند     ــبه ش ــي و درجــه چندشــكلي محاس ــوع ژن ــار تن   معي

 مـشابهي   هر دو معيار در جوامع بزرگ، نتايج      ). ۱جدول  (
اما هنگامي كـه تمـام      . نمايند  از ميزان چندشكلي ارايه مي    

افراد مورد مطالعه داراي ژنوتيپ آنزيمي مختلف باشند و         
باشـد، معيـار تنـوع      % ۱۰۰يا به عبارتي ميـزان چندشـكلي        

در ايـن حالـت     . دهـد   ژني كمتر از صددرصد را نشان مي      
مقـادير  حتي ميزان تنوع بسته به تعداد افراد مورد بررسي،          

اين تفـاوت بـه خـصوص زمـاني         . متفاوتي خواهد داشت  
بنـابراين  . شود كـه انـدازه جامعـه كوچـك باشـد            بارز مي 
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  ۱۳۸۳تابستان   ،۲، شماره ششم جلد ،"ن علوم زراعي ايرامجله"

  ١۵٠

  هاي ايران و آسيا هاي ژني آيزوزايم در برنج  مقايسه فراواني آللي و چندشكلي مكان-۱جدول 
Table 1.Comparison of allelic frequency and polymorphism of isozyme loci in rice germplasm of Iran And Asia 

 )درصد(شاخص تنوع ژني 
(Gene diversity,%)  

 )درصد(فراواني آللي 
(Allelic frequency%) 

 ۲درجه چندشكلي

 )درصد(
Degree of 

polymorphism  
 ۳آسيا

(Asia)  
 ۲ايران

(Iran)  
 ۳آسيا

(Asia)  
 ۲ايران

(Iran)  

۱آلل  
(Allele) 

  مکان ژني آيزوزايم
(Isozym loci) 

00.0 0.0 Cat1-0 
71 22.6 Cat1-1 
29 77.4 Cat1-2 

 
35.26 

 
41 

 

 
35 

< 0.5 0.0 Cat1-3 

  
 ۱كاتالاز 

Catalase 1  

0.0 0.0 Pgi1-0 
49 12.5 Pgi1-1 
51 84.5 Pgi1-2 
0.0 1.5 Pgi1-3 

 
 

27 

 
 

50 

 
 

26 

0.0 1.5 Pgi1-4 

  ۱فسفو گلوكز ايزومراز
Phosphoglucose 

isomerase1  

60 60.8 Pgi2-1 
29 27.2 Pgi2-2 
8 4.8 Pgi2-3 

 
55.32 

 
55 

 

 
55 

 

3 7.2 Pgi2-4 

  ۲فسفو گلوكز ايزومراز
Phosphoglucose 

isomerase2  

0.0 0.0 Amp1-0 
78 48.5 Amp1-1 
13 50.7 Amp1-2 
4 0.0 Amp1-3 
5 0.7 Amp1-4 

< 0.5 0.0 Amp1-5 

 
 
 

51.06 

 
 
 

37 

 
 
 

50.7 

0.0 0.0 Amp1-6 

  
 ۱آمينو پپتيداز
Amino   

peptidase 1  

0.0 0.0 Amp2-0 
39 59.5 Amp2-1 
61 40.6 Amp2-2 

< 0.5 0.0 Amp2-3 
< 0.5 0.0 Amp2-4 

 
 

49 

 
 

48 

 
 

48 
 

0.0 0.0 Amp2-5 

  
 ۲آمينو پپتيداز
Amino   

peptidase 2  

4 53.8 Amp3-0 
48 28.3 Amp3-1 
43 17.9 Amp3-2 
1 0.0 Amp3-3 
3 0.0 Amp3-4 

< 0.5 0.0 Amp3-5 

 
 
 

60.36 

 
 
 

58 

 
 
 

60 
 
 

1 0.0 Amp3-6 

  
 ۳آمينو پپتيداز
Amino   

peptidase 3  

0.0 0.0 `Amp4-0 
97 100 Amp4-1 
3 0.0 Amp4-2 

< 0.5 0.0 Amp4-3 

 
 

0.0 

 
 

5 

 
 

0.0 
 
 0.0 0.0 Amp4-4 

  
 ۴آمينو پپتيداز
Amino   

peptidase 4  

37 74.3 Sdh1-1 
62 23.9 Sdh1-2 
1 0.0 Sdh1-3 

 
 

48 

 
 

48 

 
 

39 

1 1.7 Sdh1-4 

  ۱شيكميت دهيدروژناز 
Shikmate 

dehydrogenase1 
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  "...بررسي فراواني آللي و چندشكلي نشانگرهاي "

  ١۵١

   ۱ادامه جدول 
 )درصد(شاخص تنوع ژني 

(Genotype diversity,%)  
 )درصد(فراواني آللي 

(Allelic frequency%) 
 ۲ليدرجه چندشك

 )درصد(
Degree of 

polymorphism  
 ۳آسيا

(Asia)  
 ۲ايران

(Iran)  
 ۳آسيا

(Asia)  
 ۲ايران

(Iran)  

۱آلل  
(Allele) 

  مکان ژني آيزوزايم
(Isozyme loci) 

9 31.94 Est1-0 
91 68.05 Est1-1 

 
44 

 
17 

 
43.5 

0.0 0.0 Est1-2 

  ۱تراز اس
Estrase 1 

36 62 Est2-0 
42 15.1 Est2-1 

 
54.8 

 
65 

 
53.9 

22 22.7 Est2-2 

  ۲استراز 
Estrase 2  

< 0.5 0.0 Est5-0 
99 100 Est5-1 

 
0.0 

 
2 

 
0.0 

 1 0.0 Est5-2 

  ۵استراز 
Estrase 5  

0.0 0.0 Est9-0 
40 99.2 Est9-1 

 
2 

 
48 

 
2 

60 0.8 Est9-2 

  ۹استراز 
Estrase 9  

  (Average)ميانگين    34.67 39.5 34.7
  ).۴۲، ۴۰، ۳۶، ۲۶، ۲۲، ۲۰، ۱۹، ۱۸(ها به روش استاندارد و با در نظر گرفتن آخرين تغييرات آللي انجام گرفته است   نمادگذاري آلل-١

  . برنج ايرانينمونه ۱۲۰نتايج اين پژوهش بر روي ـ ٢

 ).۱۷( كشور آسيا ۲۰ توده برنج از ۱۶۸۸ نتايج گلازمن بر روي  -۳
 

تر از ميزان تنوع هر  درجه چندشكلي، يك معيار دقيق   

نمايد و مستقل از تعداد نمونه مورد مطالعـه           ژن را بيان مي   

 مـشاهده   ۵طور كه در نمـودار       به هر حال همان   . باشد  مي

   Amp3) ۶۰(%  ،Pgi2هـاي ژنـي      شود بـه ترتيـب مكـان        مي

)۳/۵۵(%  ،Est2) ۸/۵۴(%  ،Amp1) ۵۱ (%  وAmp2) ۴۸ (%

هـاي     در نمونـه   چندشـكلي .  بودنـد  زيادداراي چندشكلي   

 بـه   Pgi1 و   Shd1  ،Cat1هاي ژني     مورد بررسي براي مکان   

امــا ســه مكــان .  درصــد بــود۲۶ و ۳۵، ۳۹معــادل ترتيــب 

ــي ــزا Est9 و Amp4،Est5ژنـ ــد و ميـ ــورف بودنـ ن  منومـ

هـا بـه      كـارگيري آن  ه  لذا ب . چندشكلي، مساوي صفر بود   

 البته اين موضـوع    . شود  عنوان نشانگر در برنج توصيه نمي     

ــراي  ــرنج Est9بـ ــراي بـ ــادق    فقـــط بـ ــاي ايرانـــي صـ  هـ

  .است

هاي   هاي ايران و آسيا در مكان       درجه چندشكلي برنج  

 Shd1 و Cat1 ،Pgi2 ،Amp2 ،Amp3 ،Amp4  ،Est5ژني 

امــا چنــد مــورد . ا هــم مطابقــت داشــتندتــا حــد زيــادي بــ

چندشكلي ). ۵نمودار  (اختلاف عمده نيز مشاهده گرديد      

Pgi1     و به خصوص Est9  هاي ايران بـسيار كمتـر         در برنج

 در ايـران    Amp1 و   Est1بـر عكـس تنـوع ژنـي         . باشـد   مي

  .باشد بسيار بيشتر از آسيا مي

هـاي    دهـد، بـرنج     مجموع نتايج اين پژوهش نشان مـي      

علاوه بـر داشـتن تنـوع ژنتيـك بـسيار زيـاد، داراي              ايران  

ــرنج  هــاي  ســاختار ژنتيــك خــاص و متفــاوت از ديگــر ب

اسـت  اين تفاوت احتمالاً به ايـن دليـل         . باشند  آسيايي مي 

  هـاي بـومي ايـران طـي سـاليان متمـادي              كه ارقام و تـوده    

بـوم نـسبتاً منحـصر بـه فـرد            به طور مستقل در يك زيست     

بوم اصلي ايـن گيـاه        حظه با زيست  ملا  داراي تفاوت قابل  (

. انـد  تكامـل يافتـه  ) در آسياي جنوب شرقي، هنـد و چـين     

بنابراين دور از انتظار نخواهد بود كه در مـسير نـوتركيبي            

ناكاگارا . و انتخاب طبيعي، دستخوش تغييرات شده باشند  

وي ــررسي الگــبا ب) Nakagara et al., 1975(و همكاران 

 شاهده نمودنـد كـه توزيـع فراوانـي         پراكندگي استرازها م  
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  و ايران) ۱۹۸۸گلازمن، (آسيا هاي برنج ميان ذخاير توارثي ۱- ژني كاتالازهاي آللي در مكان مقايسه فراواني-۱شكل   

Fig. 1- Comparison of allelic frequencies at isozyme locus Cat1 among Asian (Glaszmann, 1988)  
and Iranian rice germplasm

  و ايران) ۱۹۸۸گلازمن، (آسيا هاي برنج ميان ذخاير توارثي ۱- ژني آمينوپپتيدازهاي آللي در مكان مقايسه فراواني-۲شكل 
Fig. 2- Comparison of allelic frequencies at isozyme locus Pgi1 among Asian (Glaszmann, 1988)  

and Iranian rice germplasm
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و )۱۹۸۸من گلاز( ميان ذخاير توارثي برنج هاي آسيا ۳-مقايسه فراواني هاي آللي در مكان ژني آمينوپپتيداز -۴شكل 

  ايران
Fig. 4-comparison of allelic frequencies at isozime locus amp3 among asian (glaszmann 1988)and iranian rice 

germplasm 
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  آسيا هاي برنج ميان ذخاير توارثي۱- ژني فسفوگلوكزايزومرازهاي آللي در مكان مقايسه فراواني-۳شكل 

  و ايران) ۱۹۸۸گلازمن، (
Fig. 3- Comparison of allelic frequencies at isozyme locus Amp1 among Asian (Glaszmann, 1988)  

and Iranian rice germplasm
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  ١۵۴

 
  
 
 
 
 

 
 

 

آللي و تنوع در مناطق مختلف جغرافيايي يكسان نيست و  

   هـــاي خاصـــي در برخـــي منـــاطق غالـــب هـــستند آلـــل

)Morishima, 1997b; Second, 1991( .ن ـــــــلازمـــگ  

)Glaszmann, 1988 (رنج از ـــ توده ب۱۶۸۸ي ـررســـدر ب 

ي برخـــي از  كـــشور آســـيا، پراكنـــدگي غيرتـــصادف۲۰

اي   نقطـه  و تمركز ) اي  وجود همبستگي ناحيه  (ها    آللوزايم

ــل ــرد   آل ــزارش ك ــاطق را گ ــضي از من ــا در بع ــشان . ه اي

هـا    جغرافيايي آلـل   چنين به پيچيدگي روند پراكندگي     هم

هــاي ايرانــي را نيــز شــامل  كــه اكثــر بــرنج (Vدر گــروه 

هاي ايرانـي     رقمدر بررسي گلازمن،    . اشاره نمود ) شد  مي

باشـند،     از نظر جغرافيايي از ساير مناطق آسيا جدا مـي          كه

ــان   ــصوص در مك ــه خ ــي   ب ــاي ژن  داراي Cat1 و Pgi2ه

 رقم ايراني،   ۳۴ نمونه از    ۲۰حدود  . هاي خاص بودند    آلل

 ها در اين    روند پراكندگي آلل  .  را نشان دادند   Amp3آلل  

ــز ب  ــي ني ـــمكــان ژن ـــه طــول جغرافيــ ــستـ ــودــايي واب   ه ب

)Glaszmann, 1988( .اوا ـــــــايشيك)Ishikawa, 1991(، 

هـاي    هاي آيزوزايم در بين بـرنج       وتيپي آلل ــوابستگي اك 

   ارانــــــاحمــــدي و همك. ژاپنــــي را گــــزارش نمــــود

)Ahmadi et al., 1991 (راواني ــــ ف،ردندــزارش كـنيز گ

 ذخــاير تــوارثي ماداگاســكار بــا آســيا و هــا در آيــزوزايم

 يــل ايــن امــر را نــوتركيبي دروندل. آفريقــا تفــاوت دارد

 ,Second( دـــسكن. دـــكنن هاي برنج عنوان مي زيرگروه

  ۱۹۹۶ و ۱۹۹۵( ارانـو كــــــــــاي و همكــــــــــ) 1991

Cai et al., (وع ژني ــــي و تنـــي آللـاوت فراوانــز تفــني

  هـــاي وحـــشي منـــاطق  هـــا را در بـــين بـــرنج آيـــزوزايم

 .مختلف مشاهده نمودند
 

 آسيا هاي برنجهاي ژني آيزوزايم ميان ذخاير توارثي انمك) تنوع ژني( مقايسه چندشكلي -۵شكل 
  و ايران) ۱۹۸۸گلازمن (

Fig. 5- Comparison of polymorphism (Gene diversity) at isozyme loci among Asian (Glaszmann, 1988)  
and Iranian rice germplasm 
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  ١۵۵

  
 

  

  

  

  

  

  

  

  

   برنج بر روي ژل نشاستههاياهچهگي) Leu-Amp( زايموگرام آنزيم لوسين آمينوپپتيداز -۷شكل 
Fig 7. Zymogram of lucine aminopeptidase (Leu-Amp) in plumuls of Iranian rice on Starch gel 

Amp1 

Amp3 

 

Pgi2 

Pgi1

   برنج بر روي ژل نشاستههايگياهچه) Pgi( زايموگرام آنزيم فسفوگلوكز ايزومراز -۶شكل 
Fig 6. Zymogram of phosphoglocose isomerase (pgi) in plumuls of Iranian rice on Starch gel 
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  ١۵۶

  تشكر و سپاسگزاري

 سـاز   دانند از تمـام افـرادي كـه زمينـه           نگارندگان لازم مي  
 هـاي صـميمانه آقايـان       انجام اين مطالعه بودند و همكاري     

 مهندس شفيعي، مهندس حسيني سالكده و آقـاي عـادلي         
 هاي لازم در تأمين برخـي از        نسب جهت انجام هماهنگي   

داشـته   امتنـان را  امكانات مورد نياز، كمال سپاسـگزاري و      
  و  اكبــر چنــين از آقايــان دكتــر عليرضــا علــي  هــم. باشــند

دكتر سيروس عبدميشاني به خاطر برخي ارشادات ارزنده        
ها و تكنيك الكتروفورز افقـي        در زمينه بررسي آيزوزايم   

  .آيد ژل نشاسته، تقدير و تشكر به عمل مي
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SSttuuddyy  ooff  AAlllleelliicc  FFrreeqquueennccyy  aanndd  PPoollyymmoorrpphhiissmm  ooff  IIssoozzyymmee    
MMaarrkkeerrss  iinn  IIrraanniiaann  RRiiccee 

 
Mir Drikvand, M1, GH. A. Nematzadeh2, A. Aalamy3, and B. Ghareyazie4 

 
ABSTRACT 

Isozymes are useful and important markers for studying genetic structure and breeding of rice. The level of 
polymorphism is an important character of each marker that represents its validation and relative importance. 
Allelic frequencies represent genetic structure of populations. Therefore, this investigation was conducted for 
evaluation of genetic structure and identifying of relative importance of isozyme loci in Iranian landraces of rice. 
One hundred twenty rice accessions were selected from National Plant Gene Bank of Iran (NPGBI). In each 
sample, enzyme extract was extracted from 4-6 seedlings. Separation and visualization of isozymes was carried 
out using Glaszman et al. (1988) protocol, with some minor modifications. In most isozymic loci, allelic 
frequencies of Iranian landraces had significant differences with average of other Asian rices. Also in each locus, 
one or two alleles were frequent. Five loci including Amp3, Pgi2, Est2, Amp1 and Amp2 with 60, 55.3, 54.8, 51 
and 48 percent were more polymorphic, respectively. Three loci, Amp4, Est5 and Est9 were monomorphic and 
they are not useful markers for rice. Genetic diversity of Iranian landraces and Asian rices on Cat1, Pgi2, Amp3, 
Amp4 and Est5 loci have not significant diffrences, however, Pgi1, Est9, Est1 and Amp1 were reverse. 
Genotypic diversity index was 3.46, which is high in comparison with other Asian rices. These results showed a 
very high genetic variability and special genetic structure in Iranian landraces of rice. These can be due mainly to 
independent evolution of Iranian land races in unique ecological region of Iran which differes with the ecological 
conditions in the origin of rice in Southeast of Asia, India and China. 

 
Key words: Isozymes, Rice, Starch gel electrophoresis, Marker, Polymorphism, Allelic diversity.  
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