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ها با يافته ژنتيكي جهش تنوعبررسي ي و خشكتحمل به زايي در برنج براي ايجاد جهش
  ISSRنشانگر 

  2محمدهادي پهلوانيو  2، هدا شجاعيان*1خواهاسداالله احمدي
  دانشكده فناوريهاي نوين، گروه بيوتكنولوژيتهران، دانشگاه شهيد بهشتي  1

  تكنولوژيبيوو  ، دانشكده توليد گياهي، گروه اصلاح نباتاتگرگان، دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي 2

  18/8/93 :تاريخ پذيرش  20/9/92: تاريخ دريافت

  چكيده

شود و تعداد زيادي استفاده ميدر بسياري از گياهان زراعي تنوع ژنتيكي ايجاد  برايزايي فيزيكي و شيميايي از تكنيك جهش
 تنوع ايجاد به منظور) EMS(سولفونات  متان اتيل موتاژن از مطالعه اين در. استلاينهاي موتانت مفيد از اين طريق توليد شده 

لاينهاي موتانت نسل . بررسي شد خشكيبهبود تحمل به تنش  در زايي آنجهش نقش و شد استفاده )ندا رقم(برنج  در ژنتيكي
M2 با تنش اسمزياي در شرايط زني و گياهچهدر مرحله جوانه PEG )8/0- 9ي جداسازارزيابي شدند كه منجر به ) المگاپاسك 

آبياري رقم مادري در مرحله گياه كامل در شرايط مزرعه با اعمال  به همراهاين لاينها . گرديدخشكي متحمل به موتانت لاين 
 و MT90ي به نامهاي خشكلاين متحمل به  دو) STI(نيز مورد ارزيابي قرار گرفتند كه بر اساس شاخص تحمل به تنش  محدود

MT149  براي بررسي سطح تنوع ژنتيكي حاصل از تيمار جهش در لاينهاي موتانت، از نشانگرهاي . شدندشناساييISSR 
تنوع ژنتيكي حاصل از جهش در . ها چندشكلي بين رقم مادري و لاينهاي موتانت را نشان دادندآندرصد  4/69استفاده شد كه 

گروه عمده تفكيك  سهرا به  آنها UPGMAاي با روش تجزيه خوشهورد شد و درصد برآ 5/23ژنوتيپهاي مورد مطالعه معادل 
هم و بالاتر عملكرد هم ي خشكرقم مادري در شرايط تنش حاوي نسبت به گروه  هاي موتانتحاوي لاين هايكه گروهكرد 

در هر دو مرحله  خشكيه لاين متحمل ب به عنوان MT149لاين  ،نتايجبر اساس . ندرا نشان دادبالاتري شاخص تحمل به تنش 
تأثير مطلوبي در ايجاد لاينهاي  EMSد كه جهش القايي كرگيري نتيجهتوان يمبنابراين . شودمياي و گياه بالغ معرفي گياهچه

ي خشكتوان براي جداسازي لاينهاي موتانت متحمل به ميتا حدودي  ISSRي داشته و از نشانگرهاي خشكمتحمل به موتانت 
  .برنج استفاده كرد حاصل از جهش دردر جمعيتهاي 

  .ISSRي، نشانگر خشك، EMSبرنج، جهش، : هاي كليديواژه

 a_ahmadikhah@sbu.ac.ir: ، پست الكترونيكي09112734072 :، تلفننويسنده مسئول* 

  مقدمه
امروزه يكي از اهداف محققان بخش كشاورزي در راستاي 

ي، غلبه بر محدوديتهاي محيطي و حفظ امنيت غذاي
شناسايي و دستيابي به ارقامي است كه در شرايط دشوار از 

آب ). 4و  3(عملكرد مطلوب و پايدار برخوردار باشند 
هاي فيزيولوژيكي گياهان فرآيندمولكول مهمي براي تمامي 

در گياه ناكافي باشد، گياه مرحله كم  نگر مقدار آا است كه

كي خشتنش به آن  كه اصطلاحاً كندميآبي را تجربه 
خشكي عامل اصلي محدود كننده توليدات . گويند مي

كشاورزي است كه گياه را از رسيدن به حداكثر توان 
به خشكي به  تحمل. )29و  14(دارد دهي باز ميمحصول

زراعي براي توليد محصول اقتصادي  انمعناي توانايي گياه
با حداقل كاهش عملكرد در شرايط تنش نسبت به شرايط 
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گياهان براي سازگار شدن با . )15( باشدبدون تنش مي
. اند    ي گوناگوني را توسعه دادهمكانيسمهاشرايط كم آبي، 

هاي ژنتيك مولكولي، امكان پاسخ مناسب و سازگاري  جنبه
تحمل به خشكي  .)15(را به آنها داده است خشكي با تنش 

ي معمول مربوط روشهااي است كه با  خصوصيت پيچيده
ي پاتوژنهاژني مانند مقاومت به برخي  ي تكمقاومتهابه 

ي مكانها تجزيهالبته، ). 13(گياهي، قابل بررسي نيست 
دريچه جديدي به روي محققان ) QTL(خصوصيات كمي 

براي رديابي تأثير پارامترهاي ژنتيكي مختلف بر تحمل به 
 پليمر يك  (PEG)گليكول اتيلن پلي. خشكي گشوده است

 فشار ايجاد باعث تواند مي و هبود غيرسمي و انعطاف قابل

 از يكي به آن را خصوصيت، اينكه  گردد منفي اسمزي

 در منفي اسمزي ايجاد فشار براي هالمولكو مفيدترين

 تبديل )اسمزي تنش ايجاد به ويژه(يايي بيوشيم آزمايشهاي

ارزيابي تحمل  به منظور هاآزمايش از بسياري در. است كرده
 سازيشبيه براي اي،ياهچهبه خشكي در مرحله گ گياهان
  ).24( شودمي استفاده PEGاز  خشكي تنش

گياهان  منوژدر غير كشنده كوچك يا بزرگ  جهشهاي
جهشهاي ). 47(اهميت بالايي در اصلاح گياهان دارند 

هاي القايي منبع ارزشمندي براي ايجاد تنوع لازم در برنامه
 سولفوناتاتيل متان  ).10(باشند بهبود ژنتيكي گياهان مي

)EMS( باعث  اي،نقطه جهشهاي ايجاد عامل به عنوان
از دست  مانند موتانت، آللهاي از ايگسترده دامنه پيدايش

 صفات، تغيير بروز دادن كاركرد، به دست آوردن كاركرد يا

ويژه  خصوصيات با جديد موتانتهاي توليد كاركرد و در
هاي ريتهبا استفاده از جهشهاي القايي وا). 33(گردد  مي

كيفي و كمي هايي با خصوصيات و يا واريتهپرمحصول 
در  براي مثال، .است در گياهان مختلف ايجاد شده بهتر

 هاي مطلوبموتانت) Jana and Roy (2004) )18مطالعه 
تعداد دانه پر در خوشه و طول خوشه  از نظراز شاهد،  بهتر

ي لاينهادر گندم  .ايجاد شدند EMSبعد از تيمار با 
دابل  هايموتانتو با اشعه گاما پرتوتابي شدند  هاپلوئيد

در  كهتحت تنش رطوبتي قرار گرفتند  هاپلوئيد حاصل

هاپلوئيد با عملكرد بالاتر، نهايت دو لاين موتانت دابل
 خشكيزودرسي، مقاومت به بيماري و تحمل به تنش 

اتيل متان سولفونات و اشعه گاما از ). 21(شناسايي شدند 
و بعد از چندين بار انتخاب  شدهاستفاده ح سويا در اصلا

با عملكرد بالا و سازگاري خوب   A15وA5  دو موتانت
لاينهاي متحمل به تنش خشكي همچنين، . شناسايي شدند

غلاف در تعداد دانه  كه شدند در تحقيق آنها شناسايينيز 
بذرهاي سورگوم  ايمطالعهدر ). 30( كردندميزيادي توليد 

اشعه  كه ي مختلفي از اشعه گاما پرتوتابي شدنددزها با
افزايش  M2 داري تنوع ژنتيكي را در نسلگاما به طور معني

تعدادي موتانت با خصوصيات زراعي   M2در گياهان. داد
لاين موتانت  10تعداد  ؛ ازجملهمطلوب شناسايي شدند

اين لاينها  كم آبيدر فصل . متحمل به خشكي به دست آمد
 مادريملكرد دانه بالاتري نسبت به واريته و ع بيوماس

   ).17( ندتوليد كردي محلدورا و واريته شاهد 

ارقام اكوتيپهاي گياهي و ها، گونهبراي بررسي تنوع طبيعي 
از در گياهان ناشي از جهشهاي القايي يا تنوع زراعي و 

نشانگر مولكولي . شودنشانگرهاي مولكولي استفاده مي
ISSR ) به دانش قبلي از ) ي تكراري سادهاليهاتونواحي بين

اين . ژنوم و روشهاي طراحي آغازگرهاي خاص نياز ندارد
قرابت  باتواند تفاوت ميان افراد  تكنيك سريع است و مي

توان به داشتن ازجمله مزاياي آن مي. كندزياد را آشكار 
چندين لوكوس چند شكل، قابل كاربرد با تعداد زيادي 

 هاISSRعلاوه بر آن ). 2(ين اشاره كرد نمونه و هزينه پاي
قابليت تكرارپذيري بالاتري  RAPDنسبت به نشانگرهاي

نسبت  ISSRآناليز   و هزينه نددليل دماي اتصال بالاتر دار هب
و  37(است   پايين AFLP انندبرخي نشانگرها م  به هزينه

آميز در  طور گسترده و موفقيت به  ISSRنشانگر از ). 50
هاي ژنتيكي و نوع ژنتيكي، فيلوژنتيك، نقشهمطالعات ت

هاي گياهي  بيولوژي تكاملي در محدوده وسيعي از گونه
  .)39و  12(استفاده شده است 
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اهميت  ،برنج كشت براي دسترس در آبي كاهش منابع
كه در شرايط  رامتحمل به خشكي  شناسايي و انتخاب ارقام

دو چندان  باشند، تنش بتوانند عملكرد قابل قبولي داشته
زايي جهشبا توجه به موفقيت  ).43و  34( كرده است

فيزيكي و شيميايي در ايجاد هزاران موتانت مفيد براي 
 ، اينخصوصيات مختلف در بسياري از گياهان زراعي

به خشكي  حملبراي تژنتيكي قيق با هدف ايجاد تنوع تح
با استفاده از موتاژن اتيل متان  )رقم تجاري ندا(برنج در 

و شناسايي لاينهاي موتانت متحمل به ) EMS(سولفونات 
بررسي بعد و اي و گياه بالغ خشكي در مرحله گياهچه

  .انجام شد ISSRتغييرات ژنتيكي آنها با نشانگرهاي 

  هامواد و روش
در اين : زامناسب ماده جهشدز  اعمال جهش و تعيين

ار اعمال تيم برايماده گياهي  به عنوانتحقيق از رقم ندا 
 6بين (اين لاين داراي عملكرد خوب . شدجهش استفاده 

گيري روز از زمان خزانه 105(رس ميان، )تن در هكتار 7تا 
-، متحمل نسبت به آفت كرم ساقه)تا شروع ظهور خوشه

 105متوسط ارتفاع آن . باشدخوار و بيماري بلاست مي
درصد  2/26سانتيمتر، مقاوم به ورس، دانه دراز، داراي 

يلوز، دماي ژلاتيني شدن متوسط و بدون عطر و طعم آم
  . باشدمي

بذر از رقم ندا  2000ابتدا زا، ماده جهش دزسنجي براي
به  درصد 5با هيپوكلريت سديم ) حاصل از تك بوته(

ساعت  16به مدت  بعدضدعفوني گرديد و دقيقه  5مدت 
قسمت تقسيم چهار بذرها به . در آب مقطر خيسانده شدند

در ) EMS(و تيمار بذرها با اتيل متان سولفونات گرديد 
 16درصد به مدت  15/0و  1/0، 075/0 ،0 غلظتهاي

تماس بيشتر  براياز سيستم هوادهي . )8( ساعت انجام شد
و  پس از اتمام تيمار. زا با بذرها استفاده گرديدماده جهش

ساعت در آب شسته  3، بذرها به مدت حذف محلول
در سه تكرار در دز  بذر از هر 100سپس، تعداد . شدند

گراد كشت درجه سانتي 25حوله كاغذي مرطوب در دماي 

روز تعداد بذرهاي جوانه زده شمارش و  3پس از . گرديد
دز  .شدمحاسبه دز  زني براي هرميانگين درصد جوانه

 LD50 محاسبهبا ، اعمال تيمار اصلي جهشبراي  مناسب
 به عنواندرصد  1/0ز د .)8و  6(تعيين شد لف تي مخدزها
ايجاد جهش انتخاب گرديد و تعداد حدود  برايمناسب دز 

  .تيمار شدنددز  بذر جديد با اين 2000

حد بحراني تحمل به خشكي در رقم مادري ندا در 
به تعيين حد بحراني تحمل  براي: زنيمرحله جوانه

رقم مادري ندا با هدف نهايي اعمال فشار اسمزي  خشكي
لازم بود تا  M2ي موتانت نسل لاينهابال كافي براي غر

زني درجه تحمل رقم ندا به خشكي در مرحله جوانه
براي ارزيابي درجه تحمل رقم ندا، تيمار . مشخص شود

در چهار سطح ) PEG(خشكي با پلي اتيلن گلايكول 
مگاپاسكال  -2/1و  -8/0،  - 4/0، 0مختلف فشار اسمزي 

استفاده  PEGغلظت  محاسبه براي 1رابطه از . شداعمال 
   .)19( شد

  ) 1(رابطه 

S = پتانسيل اسمزي بر حسب بار؛=  فشار اسمزي بر
  گراددرجه حرارت بر حسب سانتي=  Tحسب بار؛ 

پس از ) عدد بذر سالم براي هر تيمار 20(بذرهاي رقم ندا 
و دقيقه  5به مدت  درصد 5ضدعفوني با هيپوكلريت 

ب طرح كاملاً در حوله كاغذي در قال ،شستشو با آب مقطر
گراد در درجه سانتي 25در دماي تكرار  4تصادفي با 

صفات طول . روز قرار داده شدند 8انكوباتور به مدت 
و وزن ) متريبا استفاده از كاغذ ميلي(چه چه و ساقهريشه

گيري در روز هشتم اندازهبا ترازوي ديجيتال  تر گياهچه 
  . شدند

ي موتانت متحمل به خشكي در مرحله غربال لاينها
زا پس از تيمار با ماده جهش: ايگياهچهزني و جوانه

در خزانه  1389در سال  M1 نسل دار شدهبذرهاي جوانه
 ءروزه در زمين اصلي نشا 30هاي گياهچه. كشت شدند
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لاين  212از  M2پس از رسيدن كامل، بذرهاي نسل . شدند
طور جداگانه برداشت  موتانت در شهريور همان سال به

با توجه به اينكه بررسي حد بحراني تحمل به . شدند
زني نشان داد كه خشكي در رقم ندا در مرحله جوانه

بهترين تيمار براي غربال لاينهاي موتانت متحمل به 
باشد، بنابراين مي PEG مگاپاسكال - 8/0تيمار ي خشك

لاين  212محلولي با پتانسيل فوق تهيه گرديد و بذرهاي 
پس از ) بذر سالم از هر لاين موتانت M2 )20موتانت نسل 

درجه  25ضدعفوني، با استفاده از حوله كاغذي در دماي 
پس . شدند تيمار) بذر سالم از رقم ندا 20(همراه با شاهد 

 هاچه و وزن تر گياهچه چه و ساقهروز طول ريشه 8از 
لي و در نهايت موتانتهاي احتما) 8(گيري شد اندازه

  . به مزرعه انتقال يافتند ،متحمل

در : ي در مزرعهخشككشت لاينهاي متحمل به 
 هر لاين مربوط بهبذور جوانه زده  1390ارديبهشت سال 

روز  30پس از . در خزانه كشت شدند M2 موتانت
رقم مادري (شاهد  به همراههاي لاينهاي موتانت گياهچه

 1ي شماره به زمين اصلي واقع در مزرعه تحقيقات) ندا
دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان انتقال داده 

شاهد  به عنوانآزمايش يك بلوك براي اجراي . شدند
 برايو يك بلوك ) غرقابي مداوم به صورت آبياري كامل(

دو روز آبياري و يك روز ( آبياري محدوداعمال تيمار 
در ) تا رسيدن كامل يك هفته پس از نشاكارياز  خشكي

 ءاز هر ژنوتيپ نشا تكرار 8در هر بلوك . نظر گرفته شد
ها در يك هفته پس از كشت و استقرار گياهچه. گرديد

در زمانهاي . عمال گرديدآبياري محدود امزرعه تيمار 
دهي، ارتفاع بوته، تاريخ خوشه همانندمناسب، خصوصياتي 

تعداد پنجه، طول خوشه، عملكرد بوته، تعداد دانه كل و 
دانه پر در خوشه، درصد باروري خوشه، وزن تر  تعداد
دانه با در نظر گرفتن اثرات  100و وزن ) بيوماس(بوته 

  . گيري شدندحاشيه اندازه

با  ISSR :DNAو تكثير با نشانگرهاي  DNAاستخراج 
براي . استخراج شد) CTAB )5استفاده از روش تغيير يافته 

كتروفورز ژل استخراجي از ال DNAتعيين كميت و كيفيت 
براي بررسي . استفاده شد TBEدر بافر  درصد 8/0آگارز 

آغازگر  10سطح تنوع مولكولي حاصل از تيمار جهش از 
ISSR  حجم نهايي مخلوط واكنش ). 1جدول (استفاده شد
PCR ،12  8/0ميكروليتر در نظر گرفته شد كه حاوي 

 6، )نانوگرم بر ميكروليتر 10(الگو  DNAميكروليتر از 
 5، )شركت سيناكلون( PCR Master Mixيكروليتر م

 10(ميكروليتر از آغازگرها  2/0ميكروليتر آب ديونيزه و 
محصولات حاصل از تكثير به . بود) پيكو گرم بر ميكروليتر

درصد حاوي اتيديوم  5/1وسيله الكتروفورز در ژل آگارز 
 TBEدر بافر ) ميكرو گرم بر ميكروليتر 5/0(برومايد 
براي مشخص كردن طول قطعات از نشانگر . دندتفكيك ش

عكسبرداري از . استفاده شد bp ladder 100اندازه مولكولي 
يووي ساخت شركت ( ژلها با استفاده از دستگاه ژل داك

  .انجام شد )تك انگليس

 به صورت ISSRبراي آغازگرهاي  PCRپروفيل حرارتي 
 رجهد 94چرخه در  35دقيقه؛  5بمدت  درجه 94: زير بود
بمدت  درجه 72ثانيه،  35بمدت  درجه 48ثانيه،  30بمدت 

  .دقيقه 5بمدت درجه  72ثانيه؛ و سرانجام  90

هاي براي آناليز آماري داده: هاي كميآماري داده تجزيه
اي تك نمونه tاي از آزمون مربوط به مرحله گياهچه كمي

تجزيه  از ايهاي كمي مربوط به آزمايش مزرعهو داده
 .استفاده شد) SPSS10 )22افزار نرم با استفاده ازريانس وا

 درصد 1و  5در سطح  دانكنآزمون مقايسه ميانگينها با 
براي ارزيابي ) STI(شاخص تحمل به تنش . شدانجام 

شوري مورد استفاده قرار  واكنش تحمل ژنوتيپها به تنش
  . )1( شد محاسبه 2 گرفت كه طبق رابطه

  

STI = Yp * Ys/Mp2    2(رابطه(         
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  استفاده شده در اين تحقيق ISSRآغازگرهاي  -1جدول 
  5`-3`توالي   نام آغازگر رديف 5`-3`توالي نام آغازگر  رديف

1 ISSR1 (GA)7-RG 6 ISSR6 (AC)8-YG 

2 ISSR2 (CA)7-YC 7 ISSR7 (TG)8-RC 

3 ISSR3 (AG)8-T 8 ISSR8 (AT)7-RC 

4 ISSR4 (AG)8-YC 9 ISSR9 (CA)7-YG 

5 ISSR5 (GT)8-YC 10 ISSR10 (CA)8-RC 

R  وY باشددر تركيب آغازگر به مفهوم دجنره بودن آن آغازگر مي .R دهنده نوكلئوتيدهاي نشانA  ياG ؛Y دهنده نوكلئوتيدهاي  نشانC  ياT.  
  

ميانگين عملكرد هر  به ترتيب YSو  YPدر اين فرمول 
ميانگين عملكرد  Mpو تنش و  ژنوتيپ در محيط مساعد

  . باشدكليه ژنوتيپها در محيط مساعد مي

باندهاي حاصل از تكثير با : هاي مولكوليآناليز داده
عدم ( 0و ) وجود باند( 1 به صورت ISSRنشانگرهاي 
امتيازدهي شدند، سپس با استفاده از نرم افزار ) وجود باند

PopGene32 )49 (عات ميزان چندشكلي، مقدار اطلا
... ي، شاخص اطلاعات شانون و ئچندشكلي، فاصله ژني ن

 هايميزان چندشكلي با تقسيم تعداد لوكوس. محاسبه گرديد
مقدار . شدچندشكل بر تعداد كل لوكوسها محاسبه 

اطلاعات نسبي نشانگرهاي مولكولي از طريق محاسبه 
محاسبه  3طبق رابطه ) PIC(مقدار اطلاعات چندشكلي 

  ).7(گرديد 

      )  3(طه راب

باشد كه براي مي iبراي نشانگر  jفراواني آلل  Pijكه در آن 
ي ئي نتيكفاصله ژن. شودجمع زده مي) آلل n(همه آللها 

  . محاسبه شد 4از رابطه ) H(بين ژنوتيپها ) 31(

    )4(رابطه 

Nx,y : تعداد كل باندهاي يكسان بين دو نمونهx  وy ؛Nx :
تعداد : Nyوجود دارد؛  xايي كه فقط در نمونه تعداد بانده

تنوع ژني  شاخص. وجود دارد yباندهايي كه فقط در نمونه 
  .)25( محاسبه شد 5از رابطه ) `H(شانون 

  )   5(رابطه 

امين آلل در يك جايگاه معين  iفراواني  Piكه در آن 
  .باشد مي

  نتايج
وجه با ت: ندا مادري رقمحد بحراني تحمل به خشكي در 

از نظر تحمل به  M2ي موتانت نسل لاينهاكه غربال به اين
در اين نخستين گام ، هدف اصلي اين مطالعه بودخشكي 

در رقم مادري  خشكيحد بحراني تحمل به  تعيينراستا 
نتايج تجزيه واريانس نشان داد كه تيمار خشكي . بودندا 

)PEG (چه و وزن تر گياهچه  چه، طول ريشه بر طول ساقه
). 2جدول (داري داشت  اثر بسيار معنيم مادري ندا رق

مگاپاسكال نه تنها باعث افت  - 4/0فشار اسمزي 
خصوصيات رشد و نموي گياهچه نشد، بلكه آنها را 

چه چه، ريشه ، به طوري كه ميزان رشد ساقهكردتحريك نيز 
به ) آب مقطر(و وزن تر گياهچه نسبت به تيمار شاهد 

افزايش  درصد 27و  درصد 188، درصد 171حدود  ترتيب
مگاپاسكال  -8/0با افزايش فشار اسمزي به اما . نشان داد

سرانجام در فشار . نديافتكاهش خصوصيات مورد مطالعه 
ترين حد خود اين خصوصيات به پايينمگاپاسكال  - 2/1
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 فشارمادري به اين تيمارها،  رقمبا توجه به پاسخ . رسيدند
در د بحراني تحمل خشكي ح به عنوانمگاپاسكال  - 8/0

  ). 1شكل ( شدتعيين رقم ندا 

ي در مرحله خشكي موتانت متحمل به لاينهاغربال 
 نسل لاين موتانت 212بذرهاي : ايگياهچهزني و جوانه

M2  تحت تيمارPEG  قرار گرفتند و  -8/0در فشار اسمزي
 رقم مادري به همراهاي در آنها سه خصوصيت گياهچه

به لاين موفق  69كه از اين ميان، تنها  ارزيابي شد) ندا(

بنابراين وزن تر كل  ،چه شدندچه و ساقهتوليد ريشه
نشان  tآزمون . گيري شدلاين اندازه 69گياهچه تنها در اين 

داري ميان تفاوت معنياز نظر هر سه صفت فوق داد كه 
اما ). 3جدول (وجود داشت لاينهاي موتانت با رقم مادري 

د تفاوت ميانگين موتانتها با رقم مادري منفي در هر سه مور
طول در بين موتانتها لاينهايي با بوده است، هر چند كه 

  .نيز مشاهده شدچه و وزن تر گياهچه بالاتر از شاهد ساقه

  بر خصوصيات رشدي گياهچه در رقم مادري ندا PEGتجزيه واريانس اثر  -2جدول 
   منبع تغيير

  درجه آزادي
  تميانگين مربعا

  وزن تر گياهچه  چهطول ريشه چهطول ساقه
  PEG 4 **363/35 **029/484  **756/1تيمار 
  002/0  701/0 108/0 12  خطا

 .باشد درصد مي 1دار در سطح احتمال  به مفهوم معني**:                     

  )گاپاسكالم -8/0فشار اسمزي (اي در شرايط تنش خشكي براي سه صفت گياهچه tآزمون  -3جدول 
تفاوت ميانگين tآماره  صفت

  موتانتها با شاهد
  )ندا(شاهد   بيشينه  كمينه انحراف معيار

  mm(  *09/4- 44/98/6- 26/14 4/0  9/59  74/27(چه طول ساقه
  mm(  *62/27- 56/45- 92/25 8/0  7/78  9/114(چه طول ريشه

  mg(  *11/21- 45/29- 65/28 327  899  5/711(وزن تر گياهچه 
  .باشددرصد مي 5در سطح  ي موتانت با شاهدهالاين دار بودن تفاوتدهنده معني نشان :*
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  PEGچه و وزن تر گياهچه رقم مادري ندا در پتانسيلهاي مختلف چه، ساقهروند رشد ريشه -1شكل 

  .است ان داده شدهبا علائم و رنگهاي مختلف نش) SW(و وزن تر گياهچه ) Rleng(چه ، طول ريشه)Sleng(چه طول ساقه
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 چهارها در ژنوتيپ، با روش وارد ايبر اساس تجزيه خوشه
و متحمل  ، نسبتاً متحملحساسنسبتاً گروه اصلي حساس، 

لاين موتانت  9تعداد ). 4جدول (به خشكي قرار گرفتند 
لاين موتانت در گروه نسبتاً حساس،  37در گروه حساس، 

ر گروه نسبتاً رقم مادري د به همراهلاين موتانت  13
بندي گروهدر گروه متحمل  موتانتلاين  10متحمل و 

  .ندشد

بندي، تجزيه واريانس بر روي اعتبارسنجي اين گروه براي
نشان داد تفاوت ژنوتيپهاي داخل هر گروه انجام شد كه 

داري ميان گروههاي به دست آمده با تجزيه بسيار معني
شان داد كه مقايسه ميانگينها ن. اي وجود داشتخوشه

-تفاوت چهار گروه براي هر سه صفت مورد مطالعه معني

كه در مورد طول  كرداما بايد توجه  ).4جدول (د بودار 
چه حتي بيشينه اين صفت در گروه لاينهاي متحمل ريشه

  ).3جدول (كمتر از رقم مادري بود 

لاين  10اي مربوط به ميانگين سه خصوصيت گياهچه
آورده شده  5متحمل در جدول موتانت واقع در گروه 

داشتن به دليل  MT106اين لاينها، لاين  از ميان. است
 9 نامطلوب از ادامه ارزيابي حذف گرديد و مقادير ميانگين

در شرايط آبياري محدود رقم مادري  به همراهديگر لاين 
  .ندفتقرار گراي مزرعهمورد ارزيابي 

ه تحمل ببررسي لاينهاي موتانت انتخابي براي 
لاين موتانت  9هاي گياهچه: خشكي در شرايط مزرعه

شاهد به زمين  به همراهاي انتخاب شده در مرحله گياهچه
زني تا رسيدن كامل در اصلي منتقل شدند و از مرحله پنجه

با برنامه دو همچنين آبياري محدود و  بياري كاملآشرايط 
روز آبياري و يك روز عدم آبياري مورد ارزيابي قرار 

تجزيه واريانس بر روي صفات مختلف نشان داد  .رفتندگ
از نظر خصوصياتي مانند عملكرد بوته، ارتفاع بوته، كه 

داري بين تفاوت معنيتعداد پنجه، بيوماس و طول خوشه 
اما  ؛)6 جدول(سطوح آبياري و بين ژنوتيپها وجود داشت 

ژنوتيپ فقط براي بيوماس و عملكرد × اثر متقابل خشكي 
  .شددار درصد معني 5و  1ه ترتيب در سطح بوته ب

  
  

  PEGبر اساس خصوصيات رشدي گياهچه در شرايط تنش  UPGMAبندي ژنوتيپهاي مورد مطالعه با روش گروه -4جدول 
خطاي معيار 

)S.E.(  
1گروه

  )حساس(
  2گروه

  )حساس نسبتا(
   3گروه 

  )متحملا نسبت(
 4گروه 

  )متحمل(
  لاين 10  رقم مادري+ لاين  13  لاين37 لاين9 -  تعداد لاينها

  mm( 871/0 d22/1 c92/15  b94/25  a79/46(چه ميانگين طول ساقه
  mm( 666/1 c50/13 c23/14  b41/53  a19/70(چه ميانگين طول ريشه

  mg( 977/1 d55/435 c27/473  b74/671  a88/803(ميانگين وزن تر گياهچه 
  

بوته  10تعداد نمونه براي هر ژنوتيپ ( ايدر مرحله گياهچهبه همراه شاهد لاين موتانت متحمل به خشكي  10 اي درگياهچه ميانگين صفات -5جدول 
  )بود

MT1  ندا  
0 

MT1
8 

MT90 MT10
6 

MT11
7 

MT12
2  

MT12
4  

MT13
6  

MT14
9  

MT17
1  

  mm(  74/27  9/59  5/51  7/45  1/38  2/47  2/42  9/40  4/53  9/38  1/50(چه طول ساقه
  mm(  9/114  8/72 3/74 9/64 4/58 7/78 4/68  7/65  9/76  1/78  7/63(چهطول ريشه

  mg(  5/711  834 899 855 701 847 723  814  763  795  808(وزن تر گياهچه
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  تجزيه واريانس اثر تيمار خشكي، ژنوتيپ و اثر متقابل آنها بر صفات مورد مطالعه -6جدول 
زمـــــــــــان  پنجهتعداد ارتفاع بوته عملكرد درجه آزادي  منبع تغييرات

  دهي خوشه
  بيوماس  دانه 100وزن 

  n.s517/211 **276/37 *104/66 ns058/0  **871/45  ns817/2790 7 تكرار
  ns005/0  ns270/1  **062/92158 774/561** 789/1879** 602/2871**  1 آبياري
  n.s037/0  **596/46  **226/24916  150/189**  826/72**  905/566**  8  ژنوتيپ
  ns443/18 ns067/54 ns026/0  ns105/3  **465/6860 760/296*  8  ژنوتيپ×خشكي

  317/1638  491/14  030/0 692/28 559/11 250/121 119 خطا
ns ، * باشددرصد مي 1و  5دار بودن تفاوتها در سطح دار بودن و معنيدهنده غيرمعني ترتيب نشان به**: و.  

   -6ادامه جدول 
  درصد عقيمي  درصد باروري  تعداد دانه پوك تعداد دانه پر تعداد كل دانه شهطول خو درجه آزادي  منبع تغييرات

  ns975/0 ns970/566 ns978/224 **234/196  **526/139  **526/139 7 تكرار
  ns304/208 ns126/46 ns387/58  ns812/28  ns812/28 865/20**  1 آبياري
  ns034/273 ns704/153 ns217/52  ns167/34  ns167/34 962/2**  8 ژنوتيپ
  ns601/0 ns251/125 ns332/159 ns298/34  ns003/36  ns003/36  8  ژنوتيپ×خشكي

  451/32  451/32  495/38  849/236  323/296  890/0  119  خطا
  

اثر كلي تيمار خشكي نشان داد كه برنامه آبياري  بررسي
محدود بر برخي صفات مورد مطالعه شامل عملكرد، ارتفاع 

ول خوشه و بيوماس تأثير منفي بسيار بوته، تعداد پنجه، ط
، به طوري كه شديدترين تأثير )7جدول (داري داشت معني

، عملكرد بوته )درصد 6/29(بر بيوماس  به ترتيبمنفي را 
 يجا رب) درصد 1/21(و تعداد پنجه ) درصد 9/21(

دهي و صفات مرتبط در عوض صفت زمان خوشه. گذاشت
اد دانه كل، تعداد دانه پر و شامل وزن صد دانه، تعد(با دانه 

  .داري نشان ندادندكاهش معني) درصد باروري

نشان در شرايط تنش آبي مقايسه ميانگين عملكرد ژنوتيپها 
داد كه چهار لاين موتانت داراي عملكرد بالاتري نسبت به 

، MT149لاين موتانت  سه فقط امامادري بودند،  رقم
MT90  وMT117  نظر متوسط از  رقم مادرينسبت به

  ).2 شكل( ندبه طور محسوسي بالاتر بودعملكرد 

نشان داد كه لاينهاي ) STI(تنش به محاسبه شاخص تحمل 
MT149  وMT90  دارايSTI به ( ايقابل ملاحظه بالاتر

نسبت به بقيه لاينها و نيز  )درصد 1/103و  5/138 ترتيب
  ). 8جدول (مادري بودند  رقم

براي بررسي مولكولي لاينهاي موتانت انتخابي 
براي بررسي سطح تنوع : تحمل به تنش خشكي

لاين موتانت متحمل  9در  مولكولي حاصل از تيمار جهش
 62استفاده شد كه توليد  ISSRآغازگر  9، از به خشكي

 4/69(عدد از نشانگرها  43. كردقابل امتيازدهي  را نشانگر
را مادري و لاينهاي موتانت  رقمميان  چندشكلي) درصد

تكثير ژنوتيپهاي مورد اي از نمونه 3در شكل . كردندآشكار 
  .نشان داده شده است ISSR6مطالعه با آغازگر 

هاي مولكولي حاكي از تفاوت فاحش ميان داده تجزيه
شاخص تنوع . دبولاينهاي موتانت و لاين مادري ندا 

 5/35درصد و شاخص تنوع شانون  5/23ني ژنتيكي 
مادري با  رقمبيشترين فاصله ژنتيكي . درصد محاسبه شد

و كمترين فاصله ) درصد MT149 )52لاين موتانت 
. دست آمده ب) درصد MT10 )4 موتانت ژنتيكي آن با لاين
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و بر اساس ضريب  UPGMAاي با روش تجزيه خوشه
كه  كردها را به سه گروه عمده تفكيك ژنوتيپي ئتشابه ن

دو موتانت  به علاوهمادري ندا  قمرگروه اول شامل 

MT10  وMT18  لاين موتانت ديگر  6و گروه دوم شامل
 MT149بود؛ در حالي كه در گروه سوم تنها لاين موتانت 

  . )4شكل (قرار گرفت 
  

  مقايسه اثر كلي آبياري كامل و آبياري محدود بر صفات مختلف در شرايط مزرعه -7جدول 
تفاوت دو سطح  خطاي معيار ميانگين يآبيارسطح  متغير

  آبياري
تغيير در شرايط تنش 

 (%) آبي

    -29/10**  861/1  96/46  كامل  عملكرد بوته
  -91/21   861/1 67/36 محدود  

    - 33/8**  575/0  75/91  كامل  ارتفاع بوته 
  - 07/9   575/0 43/83 محدود  

    - 55/4**  905/0  61/21  كامل  تعداد پنجه
  -06/21   905/0 06/17 محدود  

    -ns13/0  029/0  76/2  كامل  وزن صد دانه

  - 71/4    029/0  75/2  محدود  
    -ns22/0 644/0 76/93 كامل  دهي زمان خوشه

  - 23/0    644/0  54/93  محدود  
    -30/58** 842/6 84/196 كامل  )وزن تر(بيوماس 

  -61/29    842/6  54/138  محدود  
    - 88/0** 159/0 91/23 كامل  طول خوشه

  - 66/3    159/0  04/23  محدود  
    -ns77/2 910/2 79/96 كامل  تعداد كل دانه

  - 86/2   910/2 02/94 محدود  
    -ns30/1 602/2 30/84 كامل  تعداد دانه پر

  - 54/1   602/2 99/82 محدود  
    ns04/1 963/0 21/87 كامل  درصد باروري

  18/1   963/0 24/88 محدود  
ns ، * باشددرصد مي 1و  5ها در سطح دار بودن تفاوتدار بودن و معنيدهنده غيرمعني ترتيب نشان به**: و.  

  
در شرايط بدون تنش و تنش در رقم مادري و لاينهاي موتانت انتخابي براي تحمل به ) STI(عملكرد تك بوته و شاخص تحمل به تنش  -8جدول 

  خشكي
  ژنوتيپ

  عملكرد
MT10 MT1 ندا

8  
MT90 MT11

7  
MT1
22  

MT12
4  

MT136  MT14
9  

MT171  

  gr(  2/43 *4/32 ns9/37 *4/50 *2/62 ns9/46  ns4/45  ns1/45  *6/62  ns5/44(شرايط بدون تنش 
  gr(  0/36 ns2/32 ns4/34 *3/45 *8/29 *4/30  *8/44  ns2/38  *0/49  ns7/34(شرايط تنش

  7/69  5/138  8/73  8/91  4/64  7/83  1/103  9/58  1/47  2/70تنش به شاخص تحمل 

ns :دار استتفاوت با شاهد معني*: دار است؛ غيرمعني) رقم مادري(وت با شاهد تفا.  
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در شرايط بدون تنش و تنش براي بوته ميانگين عملكرد 
گرم در بوته، براي گروه  2/34و  8/37گروه يك به ترتيب 

گرم در بوته و براي گروه سه  2/37و  1/49دو به ترتيب 
ميانگين . ه دست آمدگرم در بوته ب 49و  6/62به ترتيب 

 1/52براي گروه يك ) STI(شاخص تحمل به تنش 
درصد و براي تك لاين  5/73درصد، براي گروه دو 

  ). 9جدول ( شددرصد محاسبه  5/123موجود در گروه سه 

  
اي بر اساس جزيه خوشهدست آمده با ت در شرايط بدون تنش و تنش در گروههاي به) STI(عملكرد گياه كامل و شاخص تحمل به تنش  -9جدول 

  ISSRنگرهاي انش
دو  عملكردمتوسط  )gr(شرايط تنش )gr(شرايط بدون تنش  گروه

  )gr( محيط
STI (%) 

1  8/37 2/34 0/36  1/52  
2  
3  

1/49 
6/62  

2/37 
0/49  

1/43  
8/55  

5/73  
5/123  

  
  آبياري محدودتخابي در شرايط و لاينهاي موتانت ان )شاهد(مقايسه ميانگين عملكرد بوته بين رقم مادري  -2شكل 

  .است درصد با حروف مشترك نشان داده شده 5دار در سطح ژنوتيپهاي فاقد اختلاف معني

  
  ISSR6الگوي بانددهي ژنوتيپهاي مورد مطالعه با آغازگر  -3شكل 

N : رقم مادري ندا؛M : نشانگر اندازه مولكوليladder bp100. است خص شدهبرخي باندهاي چندشكل با پيكان مش.  
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 UPGMApبا روش  ISSRبندي لاينهاي موتانت متحمل به خشكي به همراه رقم مادري شاهد بر اساس الگوي باندي آغازگرهاي گروه -4شكل 

  

  بحث
استفاده از جهش از ديرباز توسط پژوهشگران در بسياري 

ايجاد مواد ژنتيكي براي از كشورها متداول بوده و از آن 
هبود خواص كمي و كيفي مختلف سود جديد با هدف ب

دار معني. )46و  40، 38، 35، 27، 20، 11، 9( اندجسته
 اي در تيمار خشكيدر هر سه صفت گياهچه tشدن آماره 

ر ايجاد تنوع در دتأثيرگذاري جهش بيانگر ، )3جدول (
هر به طور كلي ميانگين . دبوخصوصيات رشدي گياهچه 

تر از رقم موتانت پايين اي در لاينهايسه صفت گياهچه
هاي بالاتر از رقم مادري از لاينهايي با ارزشاما . مادري بود

چه و وزن تر گياهچه نظر دو خصوصيت طول ساقه
لاين  10شناسايي شدند كه بررسي بيشتر نشان داد در 

چه و وزن تر رشد ساقه، )4جدول (موتانت انتخابي 
چه شد ريشهگياهچه نسبت به رقم مادري افزايش ولي ر

در طول متر ميلي 1/32لاينهايي با افزايش . كاهش نشان داد
در گرم ميلي 5/187و ) درصد بهبود 118بيش از (چه ساقه

اين . به دست آمدند) درصد بهبود 4/26(وزن تر گياهچه 
ايجاد تنوع براي نتايج نشان دهنده قابليت استفاده از جهش 

در مطالعات ديگر نيز باشد كه ميگياهان در ارقام زراعي 
اي با استفاده از اشعه گاما بر در مطالعه. گزارش شده است

پرمحصول و مقاوم به موسي طارم، لاينهاي برنج روي رقم 

 .Shehata et alهمچنين، ). 26( ندشناسايي شد خوابيدگي

با استفاده از جهش در برنج جاسمين مصري، ) 41( (2009)
ايشي براي كيفيت دانه و تنوع خوبي را در بين مواد آزم
 Wongswad et al. (2005). عطر و طعم دانه گزارش كردند

ي با موتانت لاينهايدر برنج،  EMSبا به وسيله جهش ) 48(
در ساير مطالعات لاينهاي . برگهاي طويل ايجاد كردند

موتانتهاي آلبينو، سبز سير و مايل به زرد  ،)23(بدون كرك 
در اثر ) 44(يشك در گندم رلاينهاي بدون و نيز ) 36(

 ،همچنين، با استفاده از تكنيك جهش. جهش ايجاد شد
) 32(و موز ) 21(، گندم )41(لاينهاي زودرس در برنج 

  . شدايجاد 

بندي انجام شده بر اساس خصوصيات رشدي در گروه
، اغلب لاينها در PEGگياهچه تحت تنش اعمال شده با 

 به همراهدري ندا گروه حساس و نسبتاً حساس و رقم ما
 10لاين ديگر در گروه نسبتاً متحمل واقع شدند و تنها  13

لاين  9لاين موتانت در گروه متحمل قرار گرفتند كه تعداد 
آنها انتخاب و در شرايط مزرعه تحت رژيم آبياري ميان از 

در مزرعه تمام صفات مورد بررسي . محدود ارزيابي شدند
 )آبياري كامل( به شاهدنسبت  آبياري محدودتحت تيمار 

 100كاهش نشان دادند كه البته اين كاهش در مورد وزن 
دهي، تعداد كل دانه و درصد باروري دانه، زمان خوشه
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 يبنابراين از نظر اين خصوصيات لاينها ،بوددار نمعني
در حالي . با هم برابر بودندو بدون تنش تقريباً تحت تنش 

تفاع بوته، تعداد تنش خشكي در صفات عملكرد، اركه 
به داري را پنجه، بيوماس و طول خوشه كاهش بسيار معني

 22حدود (داري معني طورعملكرد بوته به . دوجود آور
نسبت به شاهد كاهش  در شرايط تنش خشكي) درصد

در مورد فقط اثر متقابل خشكي و ژنوتيپ . نشان داد
دهد كه نشان مي دار شدصفات عملكرد و بيوماس معني

واكنش به رژيم آبياري  در ژنوتيپهاي مختلف ن دو صفتاي
   .دهندمينشان متفاوتي 

بين در شرايط تنش مقايسه ميانگين عملكرد تك بوته 
نشان داد كه لاينهاي  رقم مادريلاينهاي موتانت انتخابي و 

از نظر متوسط عملكرد نسبت  MT149و  MT90موتانت 
داري معنيفزايش گرم ا 3/13و  3/9 به ترتيبشاهد  رقمبه 

لاينها نسبت  شاخص تحمل به تنش نيز در اين. نشان دادند
 ،درصد افزايش نشان داد 68و  33 به ترتيب به شاهد
لاينهاي متحمل به خشكي شناسايي  به عنوانبنابراين 

كه در بررسيهاي  MT149به خصوص لاين . شدند
اي قرار گرفت و بيشترين مولكولي نيز در دسته جداگانه

اين امر . )4شكل ( صله ژنتيكي را با رقم مادري نشان دادفا
هاي فنوتيپي و مولكولي دهنده هماهنگي ميان دادهنشان
لاينهاي موتانت متحمل به خشكي شناسايي البته . باشدمي

و سورگوم ) 30(، سويا )21(توسط ساير محققان در گندم 
  .نيز گزارش شده است) 17(

 70 بانشانگر  62وانست توليد ت ISSRآغازگر  9استفاده از 
ايجاد و لاينهاي موتانت  رقم مادريدرصد چندشكلي ميان 

چندشكليهاي آشكار شده توسط نشانگرها و ميزان . كند
 رقمدهنده ايجاد تنوع در ، نشانژنتيكيشاخصهاي تنوع 

 رقمو تفاوت فاحش بين  EMSبر اثر جهش با مادري 
نئي نوع ژنتيكي شاخص ت. دبومادري و لاينهاي موتانت 

- درصد محاسبه شد كه نشان دهنده تأثير تيمار جهش 5/23

براي  DNAدر سطح  كافيزا در جهت ايجاد تغييرات 
نژادگر  اعمال انتخاب توسط بهبراي  مطلوبايجاد تنوع 

اي بر ي مورد مطالعه در تجزيه خوشههاژنوتيپ. باشدمي
 ار گرفتندجداگانه قردر سه گروه  هاي مولكولي،اساس داده

شاخص تحمل به تنش در گروه دوم و سوم كه . )4شكل (
دربردارنده لاينهاي موتانت بودند از گروه اول كه لاين 

 بالاتر بودبه طور محسوسي مادري در آن جاي داشت، 
در شرايط تنش در لاينهاي نيز عملكرد بوته . )9جدول (

 غربالالبته  .گروه دوم و سوم بالاتر از گروه اول بود
لاينهاي موتانت با استفاده از نشانگرهاي مولكولي و 

و  مادري ارقامدر  جهشبررسي چندشكلي ناشي از 
 و استشده موتانت توسط ساير محققان نيز انجام لاينهاي 

به خوبي از لاينهاي مادري مربوطه ارقام  مطالعاتدر 
 Shehzad et al. (2011)براي مثال، . اند شدهموتانت متمايز 

 Hoang et al. (2009) و SSRا استفاده از نشانگر ب) 42(
 RAMP-PCR ،Miri و RAPD-PCR اينشانگرهبا ) 16(

et al. (2009) )28 ( با نشانگرهايRAPD  وOPJ، 
Nogueira et al. (2011) )32 ( وTarinejad (2013) )45 (

 ارقام بينژنتيكي  توانستند تفاوت ISSRبا نشانگرهاي 
بر اساس  .كنندرا آشكار انتخابي نت موتالاينهاي مادري و 

گيري كرد كه تكنيك جهش توان نتيجهنتايج اين تحقيق، مي
براي ايجاد لاينهاي موتانت متحمل به خشكي در برنج 

تا حدودي توان مي ISSRنشانگرهاي از باشد و مطلوب مي
در جمعيتهاي لاينهاي موتانت و شناسايي  سازيجدابراي 

  .استفاده كردبرنج  حاصل از جهش در

  منابع
انتشارات دانشگاه . اصلاح نباتات تكميلي. )1389( خواه ااحمدي -1

  .ص 480. علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان
انتشارات ). چاپ دوم(ژنتيك تكميلي . )1391( خواه ااحمدي -2

  .ص 360. دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان
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Abstract 

Physical and chemical mutagenesis techniques are used for creating genetic variability 
in many crop plants and several desire mutant lines have been developed by 
mutagenesis. In this research, EMS mutagen was applied to create genetic variability in 
rice (cv. Neda), and its mutagenesis effect was investigated in drought tolerance 
improvement. M2 mutants were evaluated at germinating and seedling stages under 
osmotic stress of PEG (-0.8 MPa) which resulted to isolating 9 drought tolerant lines. 
The lines along with their original cultivar also were evaluated in field under restricted 
irrigation regime which two mutants viz. MT90 and MT149 based on stress tolerance 
index (STI) were identified as drought tolerant lines. ISSR markers were used to assess 
genetic variability induced by mutation in mutant lines, 69.4 percent of which detected 
polymorphism between original cultivar and mutant lines. Mutation-induced genetic 
variation was estimated equal to 23.5 percent in the studied genotypes and cluster 
analysis using UPGMA method differentiated them into three main classes which 
mutants-containing groups produced higher yield and STI relative to original cultivar 
group under drought stress. Based on the results, MT149 mutant can be introduced as a 
drought tolerant line at both seedling and whole plant stages. It can be concluded that 
EMS-induced mutation had a desire effect in developing drought tolerant mutants and 
ISSR markers can be applied for differentiating drought tolerant mutants in rice 
mutation derived populations. 
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