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با ) .Oryza sativa L( هاي برنجو هيبريد ها نيلا شناسايي تعدادي از  تفكيك و

  هاي مولكولي مرتبط با تحمل به سرمااستفاده از نشانگر

  

   2ي، بابك ربيع3، محمد مهدي سوهاني*2زاده لاهيجياله سميع، حبيب1فاطمه چمني محصص

  4و سهيلا طالش ساساني

  

به ترتيب دانشجوي سابق كارشناسي ارشد، دانشياران و استاديار گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشكده علوم  - 3و  2، 1

  مربي گروه علوم باغباني دانشكده علوم كشاورزي دانشگاه گيلان -4كشاورزي دانشگاه گيلان، 

  

  

  )16/11/1391: پذيرش تاريخ - 24/5/1391: دريافت تاريخ(

  چكيده

هيبريد  20و  IRRI با منشأبه منظور تعيين قرابت ژنتيكي چهار لاين ايراني حساس به سرما و پنج لاين مقاوم به سرما 

  و چهار نشانگر مرتبط با  هاي كنترل كننده مقاومت به سرماQTLمرتبط با  SSRنشانگر  24 دتعدا، هاحاصل از تلاقي آن

كننده هاي كنترلQTLمرتبط با  SSRبررسي ارتباط بين نشانگرهاي . ارزيابي قرار گرفتند ما موردهاي مقاومت به سرژن

، RM292 ،RM261 ،RM270 ،RM263 يبه سرما نشان داد كه نشانگرها مقاومبه سرما با ارقام حساس و  مقاومت

RM283 ،RM7200 ،RM7003 ،RM239 ،RM6770 ،RM101  وRM335 هاي حساس ايراني تيپبه خوبي توانستند ژنو

ترين شباهت را كم ترين وحسني و بينام به ترتيب بيش هايژنوتيپ. جدا كنند IRRI با منشأهاي مقاوم به سرما را از ژنوتيپ

از . هاي مقاوم به سرما در بين والدين چند شكلي نشان ندادندنشانگرهاي مرتبط با ژن. داشتند IRRI با منشأهاي با ژنوتيپ

ژنوتيپ والدي  9نوار چند شكل را بين  51نشانگر چند شكلي نشان دادند كه تعداد  18استفاده شده،  SSRنشانگر  24ميان 

، RM335 ،RM292ترين و نشانگرهاي با شش و پنج نوار بيش RM202و  SSR ،RM84از بين نشانگرهاي . توليد كردند

RM420،RM341  ،RM261، RM270  وRM283  محتواي . تعداد نوار چند شكل را ايجاد نمودند نيتر نوار كمبا دو

بر اساس  UPGMAاي به روش تجزيه خوشه. متغير بود 40/0تا  25/0بين  SSRنشانگرهاي  )PIC(اطلاعات چند شكلي 

 املهيبريد آنها را در چهار گروه قرار داد، كه به ترتيب ش 20، نه لاين والديني و SSRنشانگرهاي  هيبر پاضريب تطابق ساده و 

تابع تشخيص كانوني به روش . داشتند IRRIهاي تري با ژنوتيپدر مجموع هيبريدها شباهت بيش. بودندژنوتيپ  3و  15، 5، 6

  .درصد بود 1/93اي خطي فيشر نشان داد كه صحت گروه بندي حاصل از تجزيه خوشه

  

  .SSRهاي ه سرما، نشانگرمقاومت ب ،بق سادهاضريب تط ،ايتجزيه خوشه ،تابع تشخيص :هاي كليديواژه
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  مقدمه

 دومين غله مهم دنيا است و )Oryza sativa L.( برنج

از گندم رتبه دوم را به خود  لحاظ توليد دانه بعد از

شده به  ديتولتقريباً تمامي برنج  .اختصاص داده است

ك يلي بيش از و غذاي اص رسدمصرف غذايي انسان مي

برنج محصول فصل . شودسوم مردم جهان محسوب مي

مناطق گرمسيري و نيمه گرمسيري  عمدتاً در گرم بوده و

درجه حرارت بهينه  .)Arzani, 2004( شوددنيا كشت مي

 35تا  25رشد اوليه جوانه برنج از  زني دانه وبراي جوانه

اين اولين مرحله جوانه زني در  .گراد استدرجه سانتي

و نمو بعدي مهم  رشد گياه براي ايستادگي ثابت گياهچه و

گراد در اين درجه سانتي 15درجه حرارت زير  و است

افزايش مرگ آن  مرحله معمولاً استقرار ضعيف گياهچه و

  ).Jiang et al., 2007(شود را منجر مي

بررسي آمار چهل ساله هواشناسي شمال كشور نشان 

اين ناحيه همواره در خطر بروز هاي دهد كه شاليزارمي

ها دماي هوا به اي سالحتي در پاره تنش سرما بوده و

تنش سرما . رسدنقطه بحراني تحمل برنج مي ازتر پايين

همواره يكي از عوامل محدود كننده رشد گياه برنج در 

سالانه موجب بروز خسارت به  بوده و شاليزارهاي كشور

  مراحل ابتداي رشد  زراعت برنج خصوصاً در خزانه و

از اين رو، افزايش سطح ). Hassibi et al., 2007( شودمي

هاي اصلاحي برنج مورد توجه مقاومت به سرما در برنامه

  .قرار گرفته است

ها در اصلاح نباتات هاي مهم نشانگركي از كاربردي

هدف اين است . باشدمي )MAS(ر انتخاب به كمك نشانگ

را با واسطه نشانگر پيوسته با  كه بتوان صفت مورد نظر

بسيار مهم است چرا كه  ن مسئلهيا. صفت، انتخاب كرد

اگر پيوستگي يك نشانگر با ژن مورد نظر تاييد شود آنگاه 

اي از رشد گياه و در هر محيطي توان در هر مرحلهمي

اغلب صفات مهم زراعي مثل . اقدام به گزينش نمود

سرما صفاتي كمي شوري و  ،عملكرد، مقابله با خشكي

هاي كنترل كننده صفات كمي هستند كه توسط مكان

)QTL( هاي اصلاحي، امروزه در پروژه؛ لذا شوندكنترل مي

در  ها آنها است تا بتوان از QTLسعي بر نقشه يابي 

 ,.Naghavi et al(استفاده كرد انتخاب به كمك نشانگر 

وع همچنين تجزيه به مختصات اصلي در بيان تن ).2009

زيادي دارد و با  ژنتيكي بر اساس صفات كيفي كاربرد

توان الگوهاي تنوع را به صورت چند  استفاده از آن مي

بعدي نشان داد و اجازه تفسير بيشتري در مورد ارتباط 

 ,.Khayam Nekouei et al(بين افراد را فراهم كرد 

2009 .( 

زايشي يك  تحمل به سرما در هر دو مرحله رويشي و

هاي برنج در مناطق اصلاحي مهم براي تهيه رقمهدف 

. معتدل و مرتفع گرمسيري و نيمه گرمسيري است

QTL هاي بزرگ اثر در مقاومت به سرما در مراحل رويشي

جهت اصلاح مقاومت به سرما استفاده  MASو زايشي در 

  .)Jena and Mackill, 2008(شوند مي

ساس ح يهابررسي تعدادي از لاينهدف اين تحقيق 

ها برنج و هيبريدهاي حاصله از آن يو مقاوم به سرما

با ) تحقيقات برنج كشور مؤسسهمعرفي شده از طرف (

هاي كنترل QTLمرتبط با  SSRاستفاده از نشانگرهاي 

هاي كننده مقاومت به سرما و نشانگرهاي مرتبط با ژن

   .در انتخاب است ها آنمقاومت به سرما و بررسي كارايي 

  

  هاوشمواد و ر

ژنوتيپ بومي ايراني حساس به سرما  4در اين بررسي 

 به IRRI ژنوتيپ مقاوم به سرماي 5 به عنوان لاين و

گيري هيبريد حاصل از دورگ 20عنوان تستر به همراه 

توسط قرباني و  تستر× روش لاين  بر اساسها، كه آن

هيه شده بودند، از ت )Ghorbani et al., 2009(همكاران 

مقاومت و ). 1جدول (نتيكي بررسي شدند ديدگاه ژ

ها و هيبريدها در مقابل سرما توسط اله حساسيت لاين

در  )Allah gholipur et al., 2011( همكارانقلي پور و 

 ها وبذر لاين. تحقيقات برنج كشور بررسي شد مؤسسه

تحقيقات برنج كشور تهيه و در خزانه سسه ؤمهيبريدها از 

با   DNAاستخراج .اشته شدتحقيقات برنج ك مؤسسه

 و همكاران روش سقايي معروفبه  CTABاستفاده از 

)Saghai Maroof et al., 1994(  با اندكي تغيير انجام

براي كميت سنجي استفاده  يشد و از اسپكتروفوتومتر

هاي مقاوم نشانگر مرتبط با ژن چهاردر اين تحقيق از . شد

بط با مرت SSRنشانگر  24و ) 2 جدول( به سرما

QTL 3جدول (هاي كنترل كننده مقاومت به سرما (

 با مايكروليتر و 10در حجم  PCRواكنش . شداستفاده 
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براي . انجام شد BioRadاستفاده از دستگاه ترموسايكلر 

ميكروليتر براي  10تهيه مخلوط واكنش در حجم نهايي 

 48/0، )برابر PCR )10بافر  كروليتريم 1هر نمونه، 

 كروليتريم 6/0، )ميلي مولار MgCl2 )50ميكروليتر 

 كروليتريم 4/0، )مولارلييم dNTPs )2مخلوط چهار نوع 

گرم در نانو 60(ر مستقيم و معكوس از هر آغازگ

 12/0(مراز پلي يا. ان. يواحد آنزيم تك د 5، )ميكروليتر

 10ژنومي با غلظت  DNAميكروليتر  2، )كروليتريم

ميكروليتر آب دو بار تقطير  5نانوگرم در ميكروليتر و 

دماي اتصال آغازگر به صورت . استريل با هم مخلوط شدند

Touch down از در چرخه اول°C 65  دقيقه براي يك

 C1°آغاز شد به نحوي كه در هر چرخه اين دما به اندازه 

دهم به دماي اتصال واقعي  كليدر سكاهش يافت تا 

در همين  ها چرخهرسيد و در ساير  C55°آغازگر يعني 

ها دماي بسط آغازگر نيز در تمام چرخه. دما ثابت ماند

°C72  نهايت يك  در. دقيقه در نظر گرفته شد 1براي

دقيقه جهت اطمينان  5براي  C72°چرخه اضافي با دماي 

 .شداز سنتز تمام آغازگرهاي متصل شده نيز انجام 

ابتدا با استفاده از  SSRهاي هاي تكثير با آغازگرفرآورده

 سازي شدند و از اتيديوم برومايد برايجدا% 3ژل آگارز 

رهايي نشانگ). 1شكل (د استفاده ش ظاهر ساختن نوارها

با استفاده  ،چندشكلي نشان ندادند% 3كه روي ژل آگارز 

جداسازي شده و از نيترات نقره براي % 6از ژل اكريل آميد 

وجود  بر اساسالگوي نواري  .استفاده شد ظاهر سازي

 .دهي شدندنوارها نمره) صفر(يا عدم وجود ) يك(

   برنج ها و هيبريدهاياسامي لاين -1جدول 
Table 1. The names of rice lines and hybrids  

 رديف

No. 

 لاين

Line 

  رديف
No. 

 هيبريد

Hybrid 

 رديف

No. 

 هيبريد

Hybrid 
)حسني(  1 Hassani 10 Hassani/ IR72944-1-2-2 20 Domsiah/ IR73694-41-2 

)بينام(  2 Binam 11 Binam/ IR72944-1-2-2 21 Hashemi/ IR73694-41-2 

)سياهدم(  3 Domsiah 12 Domsiah/ IR72944-1-2-2 22 Hassani/ IR76687-22-1-3-2-5 

)هاشمي(  4 Hashemi 13 Hashemi/ IR72944-1-2-2 23 Binam/IR76687-22-1-3-2-5 

5 IR72944-1-2-2 14 Hassani/IR73688-57-2 24 Domsiah/ IR76687-22-1-3-2-5 

6 IR73688-57-2 15 Binam/ IR73688-57-2 25 Hashemi/ IR76687-22-1-3-2-5 

7 IR73694-41-2 16 Domsiah/ IR73688-57-2 26 Hassani/PR27137-30R153 

8 IR76687-22-1-3-2-5 17 Hashemi/ IR73688-57-2 27 Binam/ PR27137-30R153 

9 PR27137-30R153 18 Hassani/IR73694-41-2 28 Domsiah/ PR27137-30R153 

  19 Binam/ IR73694-41-2 29 Hashemi/ PR27137-30R153 

  هاي مقاومت به سرماآغازگرهاي مبتني بر ژن -2جدول
Table 2. The primers associated with cold tolerant genes 

 منبع

Reference 

 ('3-'5)ها درآغازگر رو به جلو و رو به عقب توالي باز

The sequences of the forward and reverse 

primer (5'-3') 

 ژن

Gene 

Xiang et al., (2007) 5'-CAG GCA CTG AAT CTG GAC AA-3' 

5'-GCT ACT CTA CGG CGA ACA CC-3' 

 

OsCIPK03 

Neha Garg  et al.,(2008) 5'-GCT CCG ATT ACG AGT CTT C-3' 

5'-TTC TCC GAC GAA CTC CTC-3' 

 

OsDREB1A 

Hur et al., (2004) 5'- TTTCACGAATTGATCCTGCG-3' 

5'- TTAAGGTCAT GCGAGGAGAG -3' 

 

OsP5CS2 

Morsy and Stewart, (2006) 5'-AAT ACT GCG AGA GAA ATT AAT CA-3' 

5'-TAA GAG GGG AGC TTA TTC ACA C-3' 

OsLTi6a 
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  سرماتحمل به مرتبط با SSR نشانگرهاي  -3جدول 
Table 3. The SSR markers associated with cold tolerance 

  نشانگر
Marker 

  كروموزوم
Chromosome 

  اندازه

  )جفت باز( 
 Size (bp) 

 ('3-'5)ها درآغازگر رو به جلو و رو به عقب توالي باز

The sequences of the forward and reverse 

primer (5'-3') 

 منبع

Reference 

RM263 2 199 
CCC AGG CTA GCT CAT GAA CC 
GCT ACG TTT GAG CTA CCA CG 

Longzhi et 

al., 2007 

RM202 11 189 
GCCTCGAGCATCATCATCAG 

ATCAACCTGCACTTGCCTGG 

Zhang et al., 

2004 

RM230 8 257 
GCC AGA CCG TGG ATG TTC 

ACA TAT GGG ACC CAC CTG TC 

Lu et al., 

1997 

RM239 10 144 
TAC AAA ATG CTG GGT ACC CC 

ACA TAT GGG ACC CAC CTG TC 

Andaya et al., 

2003 

RM 19 12 226 
CAA AAA CAG AGC AGA TGA C 
CTC AAG ATG GAC GCC AAG A 

Roawake et 

al., 2008 

RM9 1 136 
GGT GCC ATT GTC GTC CTC 
ACG GCC CTC ATC ACC TTC 

Longzhi et 

al., 2007 

RM31 5 140 
GAT CAC GAT CCA CTG GAG CT 

AAG TCC ATT ACT CTC CTCCC 

Shen et al., 

2005 

RM204 6 169 
ACCCAACTACGATCAGCTCG 
CTCCAGGAACACGCTCTTTC 

Liu et al., 

2003 

RM420 7 197 
GGACAGAATGTGAAGACAGTCG 

ACTAATCCACCAACGCATCC 

Lou et al., 

2007 

RM283 1 151 
GTCTACATGTACCCTTGTTGGG 
CGGCATGAGAGTCTGTGATG 

Temnykh et 

al.,2000 

RM262 2 154 
CATTCCGTCTCGGCTCAACT 
CAGAGCAAGGTGGCTTGC 

Longzhi et 

al., 2007 

RM26 6 112 
TGGTCAAACCAAGGTCCTTC 
GACATACATTCTACCCCCGG 

Andaya et al., 

2003 

RM84 1 113 
GCCACCAGTAAAAGCAATAC 
TTGATCTGCTAGTGAGACCC 

Lou et al., 

2007 

RM270 12 108 
CACTCACACGAACGACTGAC 
CGCAGGTTCTTGTGAAATGT 

Longzhi et 

al., 2007 

RM6770 4 158 
ACCAATTCCACCTTCACTCG 
GGAGGAAGAGTTGTTGCTGC 

Andaya et al., 

2007 

RM101 12 324 
GTGAATGGTCAAGTGACTTAGGTGGC 

ACACAACATGTTCCCTCCCATGC 

Andaya et al., 

2003 

RM7200 4 174 
TCGATGGTGACGATGATACG 
ACACAACAAAGGGATGGTCC 

Andaya et al., 

2007 

RM335 4 104 
GTACACACCCACATCGAGAAG 
GCTCTATGCGAGTATCCATGG 

Andaya et al., 

2003 

RM341 2 172 
CAAGAAACCTCAATCCGAGC 

CTCCTCCCGATCCCAATC 

Lou et al., 

2007 

RM561 2 190 
GAGCTGTTTTGGACTACGGC 
GAGTAGCTTTCTCCCACCCC 

Lou et al., 

2007 

RM 292 12 159 
ACTGCTGTTGCGAAACGC 

TGCAGCAAATCAAGCTGGAA 

Andaya et al., 

2003 
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  3ادامه جدول 
Table 3. continued 

  نشانگر
Marker 

  كروموزوم
Chromosome 

اندازه 

  )جفت باز(

Size (bp) 

 ('3-'5)ها درآغازگر رو به جلو و رو به عقب توالي باز

The sequences of the forward and reverse 

primer (5'-3') 

 منبع

Reference 

RM7003 12 101 GGCAGACATACAGCTTATAGGC 

TGCAAATGAACCCCTCTAGC 

Andaya et al., 

2006 

RM 261 4 125 CTACTTCTCCCCTTGTGTCG 
TGTACCATCGCCAAATCTCC 

Andaya et al., 

2003 

RM81 1 110 GAGTGCTTGTGCAAGATCCA 
CTTCTTCACTCATGCAGTTC 

Liu et al., 

2003 

  

وارد  29×51هاي حاصل به صورت يك ماتريس داده

 51ژنوتيپ برنج تعداد  29شد كه در آن  Excelنرم افزار 

  مؤلفهارزيابي تنوع ژنتيكي از براي  .تشكيل دادندنوار 

 Polymorphism(ميزان اطلاعات چندشكل 

Information Content( با استفاده از رابطه 

∑−=
21 ipPIC( در آن، شد كه استفاده pi فراواني ،

 بر اساسها بندي ژنوتيپگروه. استتعداد آلل  nام و iآلل 

بين  يتشابه ژنتيك. دهي صفر و يك انجام شدرتبه

 ,Sokal and Michener(ها با روش تطابق ساده ژنوتيپ

ها از تجزيه  بندي ژنوتيپمحاسبه شد و براي گروه )1958

نسخه  NTSYS نرم افزارو  UPGMAاي به روش خوشه

2 ) Rohlf, 1998(  جهت تجزيه به بردار  .شداستفاده

 VSN( 12نسخه  GenStat اصلي از نرم افزار

International, 2009 ( و جهت تجزيه تابع تشخيص از

  .شداستفاده  SPSS16.0نرم افزار 

  

  بحث نتايج و

استفاده شد، كه  SSR نشانگر 24 در اين پژوهش از

نشان  يچندشكلدر بين والدين  نشانگر 18ها ين آناز ب

استفاده شده در  چندشكلنشانگر  18مجموع  از .دادند

باند  51ها باند تشكيل شد كه از بين آن 53 ،والد 9بين 

ميانگين تعداد باندهاي  .چندشكل بودند) درصد 3/96(

از بين . باند بود 8/2به ازاي هر نشانگر معادل  چندشكل

باند و  6با تعداد  RM84مورد استفاده، نشانگر  نشانگرهاي

با به ترتيب  RM202، RM6770 بعد از آن، نشانگرهاي

ترين تعداد باند و نشانگرهاي باند، بيش 4باند و  5تعداد 

RM292،RM341 ،RM420 ،RM270 ، RM261 و 

RM283  ترين تعداد را داشتندباند، كم 2با تعداد .

به  توانستندبنابراين، . ودندب چند شكلاكثريت نشانگرها 

ها را نشان دهند و قادر به خوبي تنوع ژنتيكي بين ژنوتيپ

، RM84هاي نشانگر. ها از هم بودندتفكيك ژنوتيپ

RM202 و RM6770 ترين تعداد باند، توانستند با بيش

  .هاي برنج را بهتر نشان دهندتنوع ژنتيكي بين ژنوتيپ

يد به وسيله آزمون اثر اعتبار نشانگرها با يبه طور كل

هاي شان در تشخيص فنوتيپ مورد نظر در جمعيتبخشي

 به عنوانهاي ژنتيكي متفاوت بررسي تا مستقل و زمينه

در اين . )Cakir et al., 2003( شوندنشانگر معتبر ناميده 

 پنجژنوتيپ حساس به سرما ايراني و  چهارپژوهش از 

نشانگر  18به همراه  IRRIژنوتيپ متحمل به سرماي 

SSR از بين نشانگرهاي . مرتبط با سرما استفاده شد

 و RM292، RM261، RM270، RM263استفاده شده، 

RM283  هاي باند يك باند مربوط به ژنوتيپ دوبا داشتن

IRRI )هاي يپتژنوو يك باند مربوط به ) متحمل به سرما

 با .ها را جدا كردند، آنيبه راحت، )حساس به سرما(ايراني 

  توجه به اينكه ممكن است كار با اين نشانگرها براي 

و در صورت اينكه اين نشانگرها با  تر باشدنژادگر راحتبه

 MASتوانند در تعداد ژنوتيپ بيشتري آزمايش شوند، مي

، RM7200 نشانگرهاي .مورد استفاده قرار گيرند

RM7003 ،RM239 ،RM6770 ،RM101 و RM335 

و ) متحمل به سرما( IRRIي هاخوبي ژنوتيپنيز به

را از هم جدا كردند) حساس به سرما(هاي ايراني پيتژنو
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هاي ذكر شده نشان دادند كه چنين نشانگرهم). 1شكل ( 

توان مي. است IRRIهاي پيتژنوتيپ حسني شبيه به ژنو

اين فرض را كرد كه ژنوتيپ حسني مقاومت به سرماي 

بقيه  .هاي ايراني دارده بقيه ژنوتيپتري نسبت ببيش

متحمل ( IRRIهاي ژنوتيپها به خوبي نتوانستند نشانگر

 را) حساس به سرما(هاي ايراني پيتو ژنو) به سرما

 .جداسازي كنند

در اين تحقيق  )PIC(محتواي اطلاعات چندشكل 

و  49/0تا  27/0در بين والدين از  SSRبراي نشانگرهاي 

). 4جدول (بود  38/0طلاعات چندشكل محتواي ا ميانگين

 ،RM261 ،RM292 نشانگرهاي در PICبالاترين ميزان 

RM270 و RM283  تعيين شد كه نشان 49/0به ميزان -

هاي در تمايز ژنوتيپنشانگرها  دهنده كارايي بالاي اين

همچنين اين . مورد استفاده در اين تحقيق بود والديني

هاي اند مربوط به ژنوتيپباند يك ب دونشانگرها با داشتن 

IRRI )هاي و يك باند مربوط به ژنونيپ) متحمل به سرما

ها را جدا كرده ، آنيبه راحت، )حساس به سرما( يايران

ر د )Zhang et al., 2010( همكاران ژانگ و .بودند

 لاين 11و  عقيم لاين نر 18بررسي فاصله ژنتيكي 

 SSRنشانگر  41 با استفاده ازباروري در برنج برگرداننده 

 100تقريباً  يچند شكلمكان را با  41، مرتبط با عملكرد

تعداد باند در هر نشانگر  .باند گزارش نمودند 105با  درصد

نتايج اين  .باند بود 56/2باند با ميانگين  چهارتا  دواز 

 چند شكلپژوهش از نظر تعداد باند و درصد باندهاي 

  .ققين بودي اين محتقريباً مشابه با مطالعه

ژن سرماي مورد استفاده در بين  چهارآغازگرهاي 

تواند دليل آن مي. والدين، باندهاي چند شكل نشان ندادند

هاي برنج مورد مطالعه از نظر اين اين باشد كه ژنوتيپ

ها از تفاوتي ندارند و تفاوت آنDNA ها در سطح نشانگر

كه  ها باشدها ممكن است در سطح بيان آننظر اين ژن

نيز  )Edrisi et al., 2011( توسط ادريسي و همكاران

 ,.Edrisi et al(و همكاران  ادريسي. نشان داده شده است

هاي اختصاصي و القاء با بررسي ميزان بيان ژن )2011

ها ، حضور اين ژنRNAو  DNAشونده با سرما در سطح 

چنين نشان دادند كه اين ها همآن. كردندييد أترا در برنج 

هاي مختلف و تيمار سرمايي، داراي سطح ها در ژنوتيپژن

در ژنوتيپ  OsLti6aميزان بيان ژن . بيان متفاوتي هستند

PR  درجه  5(، بعد از تنش سرمايي )متحمل به سرما(برنج

افزايش پيدا كرد، ) ساعت 24گراد به مدت سانتي

بعد ) حساس به سرما(در ژنوتيپ هاشمي برنج  كه يدرحال

. گيري كاهش پيدا كردسرمايي به طور چشماز تنش 

برنج قبل از  PRژنوتيپ  در OsP5CS2ميزان بيان ژن 

تر از بيان اين ژن كم) گراددرجه سانتي 25(تيمار سرمايي 

بعد از تيمار سرمايي، ميزان بيان . در ژنوتيپ هاشمي بود

در ژنوتيپ  كه يحالافزايش پيدا كرد، در  PRاين ژن در 

در  OsCIPK03بيان ژن . يدا نمودهاشمي كاهش پ

 تيمار سرمايي كاهش پيدا و هاشمي بعد از PRژنوتيپ 

تر از كم PRدر كرد، با اين تفاوت كه ميزان كاهش آن 

بعد  PRنيز در ژنوتيپ  OsDREB1بيان ژن . هاشمي بود

از تنش سرمايي افزايش پيدا كرد، در مقابل در ژنوتيپ 

.ردهاشمي، بيان اين ژن كاهش پيدا ك

 

 

  .)1شماره گذاري براساس جدول ( RM7200با استفاده از نشانگر مورد مطالعه ژنوتيپ برنج 29الگوي باندي حاصل از تكثير  -1شكل 
Figure 1.The banding patterns resulted from the amplification of 29 studied rice genotypes using RM7200 marker (The 

numbering is according to Table 1). 
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دهي صفر و يك رتبه بر اساسها بندي ژنوتيپگروه

ها از براي برآورد تشابه ژنتيكي بين ژنوتيپ. انجام شد

كه  ييآن جاضرايب مختلف استفاده شد و در نهايت از 

با ضريب تطابق  UPGMAدندروگرام حاصل از روش 

ضريب همبستگي كوفنتيك را داشت اين  ساده بالاترين

ضريب همبستگي . دندروگرام براي تفسير انتخاب شد

كوفنتيك بين ماتريس تشابه حاصل از ضريب تطابق ساده 

اي با ماتريس خروجي حاصل از دندروگرام تجزيه خوشه

اي مورد نشان داد كه روش تجزيه خوشه درصد بود و 83

ها عات حاصل از نشانگراستفاده به خوبي توانسته است اطلا

 .هاي برنج مورد استفاده قرار دهدرا براي تفكيك ژنوتيپ

  ميزان تشابه بين والدين و، SSR هايبراساس نشانگر

F1 33تا  درصد 99براساس ضريب تطابق ساده از ها 

هاي ترين شباهت بين ژنوتيپبيش. درصد متغير بود

IR73688-57-2  وIR73694-41-2 )99/0 (يپ و ژنوت

IR72944-1-2-2 هاي با ژنوتيپIR73688-57-2  و

IR73694-41-2 )99/0( ژنوتيپ  سهاين . بودIRRI 

حاصل از تلاقي  ديبريه سه. شباهت زيادي با هم داشتند

نيز شباهت زيادي با هم  IRRIژنوتيپ  سهبينام با اين 

هيبريد حاصل از تلاقي دم  سههمچنين ). 96/0. (دداشتن

ژنوتيپ با هم  سهني نيز با اين سياه، هاشمي و حس

ترين شباهت بين بينام كم). 96/0( شباهت زيادي داشتند

و دم سياه و هاشمي با ) IR76687-22-1-3-2-5)33/0و 

IR76687-22-1-3-2-5 )37/0 (چهارشباهت بين . بود 

چنين هم. بود) 37/0(با بينام هم  IRRIژنوتيپ ديگر 

بريدهاي حاصل از بين بينام با هي) 37/0(شباهت كمي 

  .بود IRRIهاي تلاقي ژنوتيپ حسني با ژنوتيپ

فاصله ژنتيكي  )Zhang et al., 2010(همكاران  ژانگ و

لاين بازگرداننده باروري را با  11 عقيم و لاين نر 18بين 

تا  49/0 مرتبط با عملكرد از  SSRنشانگر 41استفاده از 

وجود فاصله ژنتيكي . ندگزارش كرد 7/0با ميانگين  87/0

و برگرداننده باروري  هاي نر عقيمنسبتاً بزرگ بين لاين

طور ژنتيكي مشخص كرد كه والديني كه استفاده شدند، به

ك تركيب هتروزيس قوي، ي بالايي متفاوت و براي ايجاد و

  .مناسب بودند

بر  SSRبرپايه نشانگرهاي   F1گروه بندي والدين و

 نه، 71/0 نمودار از ناحيه و برش UPGMAروش  اساس

گروه قرار داد چهارمورد مطالعه را در  F1 بيستو والد 

حاصل از  )PIC( محتواي اطلاعات چند شكل تعداد الل و -4جدول

  هاي والديني برنج مورد مطالعهدر ژنوتيپ SSR نشانگر 18
Table 4. The Number of alleles and polymorphic 

information content (PIC) resulted from 18 SSR 

markers on the  rice parental  genotypes  

  نگرنشا
marker 

 تعداد آلل

Allele number 

PIC 

RM101 3 0.34 

RM335 2 0.25 

RM7200 3 0.30 

RM7003 3 0.34 

RM341 2 0.30 

RM292 2 0.26 

RM561 3 0.33 

RM6770 4 0.44 

RM261 2 0.26 

RM26 3 0.34 

RM420 2 0.30 

RM202 5 0.37 

RM270 2 0.26 

RM31 3 0.33 

RM239 3 0.34 

RM84 6 0.37 

RM283 2 0.26 

RM263 3 0.40 
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، 5، 6هاي يك تا چهار به ترتيب شامل گروه). 2شكل ( 

بندي حاصل از تجزيه صحت گروه. ژنوتيپ بودند 3و  15

اي توسط تابع تشخيص كانوني به روش خطي فيشر خوشه

ي مورد استفاده نشانگرها. شدييد أتدرصد  1/93با 

 را به ريدهايشانهيب و IRRIتوانستند والدين ايراني و 

با حدي تاا هبندي ژنوتيپ گروه. كنندتفكيك خوبي از هم 

طوري كه ها همخواني داشت، به جغرافيايي آن منشأ

ايراني در يك  با منشأسياه و هاشمي هاي بينام، دمژنوتيپ

، IR72944-1-2-2هاي ژنوتيپ. گروه قرار گرفتند

IR73688-57-2 ،IR73694-41-2 ،IR76687-22-1-

در گروه  IRRI با منشأ PR27137-30R15و  3-2-5

هيبريد حاصل از  5ژنوتيپ حسني با . ديگر قرار گرفتند

در يك گروه مجزا قرار  IRRIژنوتيپ  5تلاقي آن با 

 هايژنوتيپهيبريد حاصل از تلاقي  15 همچنين. گرفتند

-IRRI )IR72944ژنوتيپ  5و هاشمي با سياه بينام، دم

1-2-2،IR73688-57-2  ،IR73694-41-2 ،IR76687-

در گروه ديگر قرار  ) PR27137-30R153و  22-1-3-2-5

هيبريدهاي . زير گروه تقسيم شد دواين گروه به . گرفتند

هاي با ژنوتيپ IR76687-22-1-3-2-5حاصل از تلاقي 

زير گروه اول قرار  ايراني هاشمي، دم سياه و بينام در

 چهارهيبريدهاي حاصل از تلاقي ژنوتيپ بينام با . گرفتند

،  IRRI )IR72944-1-2-2،IR73688-57-2پ ژنوتي

IR73694-41-2 و PR27137-30R153( هاي و هيبريد

 چهارهاي دم سياه و هاشمي با اين حاصل از تلاقي ژنوتيپ

ر گروه در زي. در زير گروه دوم قرار گرفتند IRRIژنوتيپ 

تلاقي بين بينام، دم سياه و  دوم هيبريدهاي حاصل از

ژنوتيپ ايراني  سهبا تلاقي بين اين  PRهاشمي با ژنوتيپ 

اله قلي پور و . متفاوت بود IRRIژنوتيپ ديگر  سهبا 

نيز در بررسي  )Allah gholipur et al., 2011( همكاران

اصل كه بر روي اين هيبريدها انجام دادند، هيبريدهاي ح

ايراني را متفاوت از هاي با ژنوتيپ PRاز تلاقي ژنوتيپ 

  .بقيه هيبريدها گزارش كردند

به منظور بررسي پراكنش پرايمرهاي مورد بررسي در 

ژنوم از تجزيه به مختصات اصلي استفاده شد كه در 

از درصد  68/60 اول توانستند مجموعاً مؤلفهمجموع سه 

 97/45 ،اول مجموعاً ؤلفهمدو . واريانس كل را توجيه كنند

اول  مؤلفه نمودند كه سهم توجيهدرصد از واريانس كل را 

جدول (د درصد بو 95/18دوم  مؤلفهدرصد و سهم  02/27

به علت استفاده از نشانگرهاي اختصاصي در اين ). 5

ها را تحت پوشش پژوهش كه تعداد محدودي از كروموزوم

د از تغييرات درص 50بردار اول و دوم حدود  ،دهندمي

تر نشانگرهاي بيش. نمايندمربوط به نشانگرها را توجيه مي

 .اند شدهواقع  1، 12، 4هاي انتخاب شده بر روي كروموزوم

تفاوت . اي متفاوت بودبندي اندكي با تجزيه خوشهگروه

تواند اول نمي مؤلفهاين است كه دو  ليبه دلمشاهده شده 

) هاتعداد كل باند(وليه دهنده تنوع كل متغيرهاي ا نشان

با ) Selvaraj et al., 2010( سلواراج و همكاران. باشد

گروه  سهرقم برنج را درون  26تجزيه به مختصات اصلي، 

درصد  27/89ار اول د، بردادند كهاصلي قرار دادند و نشان 

ار دوم و دكرد و سهم برتوجيه  از كل تنوع مشاهده شده را

  .درصد بود 72/2و  07/6سوم به ترتيب 

  

  

  

  SSRهاي مولفه اول براي نشانگر 7براي  واريانس درصد واريانس و درصد تجمعي -5جدول
Table 5. The Percentage and cumulative percentage variance for the first 7 

components by SSR markers 

  مولفه
No. of coordinate 

 ريشه مشخصه

Eigen value 

  )٪( واريانس
Variance (٪) 

 )٪(تجمعي واريانس 

Cumulative variance (٪) 
1 2.51 27.02 27.02 

2 1.76 18.95 45.97 

3 1.37 14.71 60.68 

4 1.16 12.48 73.16 

5 0.96 10.31 83.47 

6 0.62 6.67 90.14 

7 0.37 3.99 94.13 
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  نتيجه گيري كلي

بندي مورد استفاده قادر به گروه  SSRنشانگرهاي

هاي ايراني و ها بودند و توانستند ژنوتيپهتروتيك ژنوتيپ

IRRI چنين توانستند تنوع بين را از هم جدا كنند، هم

ژنوتيپ . را هم نشان دهند IRRIهاي ايراني و ژنوتيپ

تر بود و هاي ايراني متفاوتقيه ژنوتيپحسني نسبت به ب

-IR76687-22-1 و  PR27137-30R153هاي ژنوتيپ

 .تر بودندمتفاوت IRRIهاي ژنوتيپ نسبت به بقيه 3-2-5

و ترين ژنوتيپ حسني و ژنوتيپ بينام به ترتيب بيش

 .داشتند IRRI با منشأهاي شباهت را با ژنوتيپ نيتر كم

هاي تري با ژنوتيپيشدر مجموع هيبريدها شباهت ب

IRRI داشتند.  

، RM292مرتبط با سرما  SSRنشانگرهاي 

RM261 ،RM270 ،RM263 و RM283  دوبا داشتن 

متحمل به ( IRRIهاي يك باند مربوط به ژنوتيپ ،باند

حساس به ( يهاي ايرانو يك باند مربوط به ژنونيپ) سرما

، RM 7200 .ها را جدا كردندراحتي آنبه) سرما

RM7003 ،RM239 ،RM6770 ،RM101 و RM335 

 ها را از هم جدا كردند و در صورتنيز به خوبي اين ژنوتيپ

مورد  MASتوانند در مي با تعداد ژنوتيپ بيشترآزمايش 

 .استفاده قرار گيرند

با وجود مشاهده تنوع مطلوب در  شود يمپيشنهاد 

 آمده، اما به دستاين پژوهش كه با تعداد محدود نشانگر 

تري بهتر است در تحقيقات بعدي از نشانگرهاي بيش

هاي تري از لاينهمچنين از تعداد بيش. استفاده شود

والدي برنج استفاده شود و اين نشانگرها در كليه ارقام 

از نظر  ها آنشده مطالعه شوند و تنوع برنج بومي و اصلاح

  .ل به سرما بررسي شوندهاي تحمنشانگرهاي مرتبط با ژن
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Abstract  

In this study, 24 SSR markers associated with QTL controlling cold tolerance and four markers 

associated with cold genes were used to determine the genetic affinity of nine parental lines (including 

four Iranian susceptible lines and five tolerant IRRI lines) and their 20 hybrid combinations to cold 

stress. The Evaluation of relationship between SSR markers associated with QTLs controlling cold 

tolerance with susceptible and tolerant genotypes indicated that RM292, RM261, RM270, RM263, 

RM283, RM7200, RM7003, RM239 ،RM6770, RM101 and RM335 were able to separate four Iranian 

susceptible genotypes from five IRRI tolerant genotypes. Hassani and Binam genotypes had the most 

and the least similarity with IRRI genotypes, respectively. Markers associated with cold genes didn’t 

show any polymorphism between parents. Among the 24 used SSR markers, 18 markers were 

polymorph that amplified 51 polymorphic bands. The maximum band number (six and five) was 

produced by RM84 and RM202, respectively. The minimum band number (two) was produced by 

RM335, RM292, RM420, RM341, RM261, RM270 and RM283. PIC value for SSR primers varied 

from 0.25 to 0.40. Cluster analysis using UPGMA based on SSR markers and simple matching 

coefficient separated 9 parental lines and their 20 hybrid combinations into four groups, including 6, 5, 

15 and 3 genotypes, respectively. Totally, hybrids were more similar to the IRRI genotypes. Results of 

canonical discriminant function Analysis using the Fisher
’
s linear method showed that the UPGMA 

method separated the genotypes with the 93.1 ٪ accuracy.  

 

Keywords: Cluster analysis, Cold tolerance, Fisher’s linear discriminant function analysis, Simple 

matching coefficient, SSR markers 
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