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هاي پیوسته با ارتفاع بوته و زمان رسیدگی در برنجQTLشناسایی 
Identification of QTLs linked to plant height and maturity time in rice

3و رضا شیرزادیان خرم آباد2، بابک ربیعی1پور آهندانیمیثم شیخ

چکیده
مجلـه علـوم زراعـی    . هاي پیوسته با ارتفاع بوتـه و زمـان رسـیدگی در بـرنج    QTLشناسایی . 1392. شیرزادیان خرم آباد. ربیعی و ر. ، ب.پور آهندانی، مشیخ

.107-120):2(15. ایران

پیوسته با صفات ارتفاع بوتـه و زمـان رسـیدگی در یـک     AFLPو ) SSR(هدف از این تحقیق، شناسایی نشانگرهاي ریزماهواره 
هاي انتخاب به کمـک نشـانگر و   حاصل از تلاقی ارقام برنج بینام و کادوس به منظور استفاده از آنها در برنامهF2:3فردي 188جمعیت 

در دانشـکده  1388د کـه در سـال   براي کاهش ارتفاع بوتـه و زمـان رسـیدگی در نتـاج حاصـل بـو      ) هاQTL(ها هرمی نمودن ژن
74و SSRنشـانگر  61مـورد اسـتفاده در ایـن تحقیـق، تعـداد      AFLPو SSRاز بین نشانگرهاي . کشاورزي دانشگاه گیلان اجرا شد

نقشـه  . ، چندشکلی خوبی در بین والدین نشان دادند که براي تهیه نقشه پیوستگی جمعیت مورد اسـتفاده قـرار گرفتنـد   AFLPنشانگر 
. مـورگان بـود سانتی06/14مورگان از ژنوم برنج را پوشش داد و فاصله متوسط هر دو نشانگر مجاور از یکدیگر سانتی4/1786ل، حاص

و بـراي روز تـا   11و 10، 9، 7، 3هـاي  روي کرومـوزوم QTLاي مرکب، براي ارتفاع بوتـه، پـنج   یابی فاصلهبا استفاده از روش مکان
9/23درصـد و  8/62ها در مجموع بـه ترتیـب   QTLاین . شناسایی شدند7و 6هاي ر روي کروموزومبQTLرسیدگی کامل نیز دو 

-P36در فاصـله بـین نشـانگرهاي    (qPH-3هاي شناسایی شده، QTLاز میان . درصد از تنوع فنوتیپی این دو صفت را پوشش دادند
M42-3_RM232 ( وqPH-10) در فاصله بین نشانگرهايRM147_P77-M62-4 (    بـراي ارتفـاع بوتـه وqMD-6)   در فاصـله بـین

تـرین  مورگـان از نزدیـک  سانتی8/0و 7/19، 5/5ترتیب با فاصله براي روز تا رسیدگی کامل، به) RM314_P51-M74-4نشانگرهاي 
اثـر  بزرگنسبتاًموثر و هايQTLعنواندرصد از تنوع فنوتیپی صفات مربوطه را کنترل کردند و به71/15و 47/15، 16/17نشانگر و 

هـا یـا از   کردن ژنفوق براي هرمیQTLتوان از سه نتایج این تحقیق نشان داد که می. ارتفاع بوته و زمان رسیدگی شناسایی شدند
هـاي پاکوتـاه و زودرس در   هاي انتخاب به کمـک نشـانگر بـه منظـور انتخـاب لایـن      نشانگرهاي پیوسته با آنها براي استفاده در برنامه

. استفاده نمود،مورد مطالعهبرنج اي در حال تفرق هلاین

.، نشانگر ریزماهواره و نقشه پیوستگیQTLبرنج، تجزیه : هاي کلیديواژه

باشدیماز پایان نامه کارشناسی ارشد نگارنده اول مستخرجمقالهنیا23/12/1391: تاریخ پذیرش1/12/1390:تاریخ دریافت
دانشجوي کارشناسی ارشد دانشکده علوم کشاورزي دانشگاه گیلان-1

)مکاتبه کننده()ایراننباتاتاصلاحوزراعتعلومانجمنعضو(دانشیار دانشکده علوم کشاورزي دانشگاه گیلان -2
)rabiei@guilan.ac.ir: پست الکترونیک(

استادیار دانشکده علوم کشاورزي دانشگاه گیلان-3
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مقدمه
ترین اهداف اصلاحی در برنج، کـاهش  یکی از مهم

ارقام پا کوتاه، علاوه . استارتفاع بوته و زمان رسیدگی 
بر تولید عملکـرد بیشـتر دانـه در واحـد سـطح، مقاومـت       
بیشتري در مقابـل خوابیـدگی بوتـه و همچنـین مقاومـت      

دهنـد  زنـده نشـان مـی   هـاي زنـده و غیـر   بیشتري به تـنش 
)Fujino and Sekiguchi, 2008 .(   از نظر زمـان رسـیدگی

ــم ــز رق ــم نی ــه رق ــبت ب ــاي زودرس نس ــررس، ه ــاي دی ه
بـا توجـه   . )Akita, 1989(کننـد  خوشه بیشتري تولید مـی 

به کاهش دماي هوا، کاهش میزان فتوسنتز و عدم انتقـال  
ها، وزن هزار دانـه در ارقـام   مجدد مواد فتوسنتزي به دانه

ــی   ــام زودرس مـــ ــر از ارقـــ ــررس کمتـــ ــد دیـــ باشـــ
)Noorbakhshian and Rezaei, عــلاوه ارقــام بــه). 1999

ي زنـدگی خـود   تري دورهکوتاهزودرس در مدت زمان 
ــی  ــل م ــیاري از    را تکمی ــت از بس ــین عل ــه هم ــد و ب کنن

هاي محیطی انتهاي فصـل، در امـان مانـده و قبـل از     تنش
بـه ایـن   . شـود وقـوع تـنش، محصـول آنهـا برداشـت مـی      

ترتیب، کاهش ارتفاع بوته و زمان رسیدگی و یا انتخاب 
بـه  ،هـاي در حـال تفـرق   کوتاه و زودرس در نسلپانتاج 

ها در برابـر خوابیـدگی   ترتیب به منظور تحمل بیشتر بوته
هاي محیطی انتهـاي فصـل، همیشـه    و دور ماندن از تنش

امـا مشـکل   ،نژادگـران بـرنج بـوده اسـت    مورد توجـه بـه  
زمـان نتـاج   ها، انتخاب هـم اساسی در بسیاري از پژوهش

در صــورتی کــه . پاکوتــاه، زودرس و پرمحصــول اســت
ــژوهش ــوان پ ــههــايبت ــراي شناســایی ژنپای ــا اي ب ــا ی ه

QTLکننـــده ایـــن صـــفات اجـــرا نمـــود،هـــاي کنتـــرل
تواند با دقت بیشتر و به صـورت  انتخاب نتاج مناسب می

هدفمند با توجه به نشانگرهاي پیوسته با آنها انجـام شـود  
)Rabiei and Ghareyazie, 2005.(   ،بــر ایــن اســاس

ــژوهش ــایی  پـ ــراي شناسـ ــی بـ ــاي مختلفـ ــا QTLهـ و هـ
.نشانگرهاي پیوسته با آنها انجام شده است

ــی،  ــنجدر آزمایش ــر  QTLپ ــیدگی ب ــان رس روي زم
نشـانگر  88اسـتفاده از با ، 8و 6، 5، 3، 2هاي کروموزوم

SSRگیاه 192در یک جمعیت متشکل ازF2  حاصـل از

شـد  یـابی  مکان، سفید و گردهدمهايبرنجوالدینتلاقی 
)Rabiei and Ghareyazie, در آزمـایش دیگـري   ). 2005

بـا غالبیـت   QTL، یـک  F2فـردي  125در یک جمعیـت  
یـــابی شـــد کـــه مکـــان8نـــاقص بـــر روي کرومـــوزوم 

درصـد از تغییـرات ارتفـاع بوتـه     8/93ي کننـده توصیف
Zhang(بـود   et al.,2006 .(    در یـک آزمـایش، در یـک

و چنـد  ) RILs(آمیختـه نوترکیـب   جمعیت لاین خـویش 
نشـــانگر 244بـــا اســـتفاده از کـــراس، جمعیـــت تســـت
براي ارتفاع بوتـه شناسـایی شـدند    QTLمولکولی، هفده 

ــرنج پراکنــده   ــر روي تمــامی دوازده کرومــوزوم ب کــه ب
You(بودنـد   et al., در تحقیـق دیگـري در یـک    ). 2006

حاصـل از تلاقـی دو رقـم بـرنج ایرانـی و بـا       F2جمعیت 
ــاهواره چندشــکل، ســه  اســتفاده از QTLنشــانگر ریزم

ــزرگ ــر روي     بـ ــیدگی بـ ــان رسـ ــا زمـ ــرتبط بـ ــر مـ اثـ
شناسایی شـدند کـه بـه ترتیـب     8و 7، 6هاي کروموزوم

ــان  5/20و 8/19، 5/23 ــوتیپی زم ــرات فن درصــد از تغیی
ــد رســیدگی را توصــیف مــی  در ). Rabiei, 2007(کردن

فردي حاصـل از  115گزارش دیگري، در یک جمعیت 
ــتی   ــی برگش ــتفاده از  ) BC1F1(تلاق ــا اس ــانگر 93و ب نش

در QTLریزماهواره چندشکل، براي ارتفـاع بوتـه، یـک    
شناسایی 4مورگانی کروموزوم شماره سانتی128منطقه 

درصد تنوع فنوتیپی ایـن صـفت را کنتـرل    8/12شد که 
Susanto(کـرد  می et al., در یـک آزمـایش، در   ).2008

هــــايQTLارقـــام بــــرنج ژاپنـــی،   F2ســـه جمعیــــت  
SSRنشـانگرهاي  اسـتفاده از مرتبط با زمان رسیدگی، با 

بـر روي  QTLمورد بررسی قرار گرفتـه و در پایـان، سـه    
یــابی شــدند  مکــان) QTLدو (6و 3هــاي کرومــوزوم

)Fujino and Sekiguchi, 2008 .(    در یـک تحقیـق دیگـر
حاصــل از F2:3و F2ي فــرد192یــک جمعیــتبــر روي 

ــین  ــامتلاقــی ب ــرنج ارق ــی طــو (Indica)خــزرب ارم محل
(Indica) ، ــا و ــتفاده ازبـ ــانگر365اسـ ــاهواره نشـ ریزمـ

بـر  بوتـه، ارتفاعاثر مربوط به بزرگQTLدو چندشکل، 
ترتیب که بهیابی شدندمکان5و 1هايروي کروموزوم

درصد از تنـوع فنـوتیپی ارتفـاع بوتـه را     48/20و 30/16
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Sabouri(کردنـد  توصیف می et al.,2009 .(  در گـزارش
بـر روي  براي صـفت ارتفـاع بوتـه،   QTLدو دیگري نیز
هـا در  QTLایـن  . یابی شـدند مکان8و 7هاي کروموزوم

ــک جمعیـــت   ــردي 236یـ حاصـــل از تلاقـــی F2:3فـ
هـاي سـپیدرود و غریـب و بـا     دو رقم برنج ایرانی بـا نـام  

نشانگر چندشـکل ریزمـاهواره شناسـایی    105استفاده از
Sabouri(شدند  et al., 2010.(

ــق  ــن تحقی ــه نقشــه پیوســتگی یــک  ،هــدف از ای تهی
هــاي بینــام و صــل از تلاقــی رقــمبــرنج حاF2:3جمعیــت 

ــاد ــا وسک ــتفاده ازب ــولی  اس ــانگرهاي مولک وSSRنش
AFLPیابی ، مکانQTLکننده صـفات ارتفـاع  هاي کنترل

و زمان رسیدگی روي نقشـه پیوسـتگی ایجـاد شـده     بوته
هـا جهـت   وشناسایی نشانگرهاي مولکولی پیوسـته بـا آن  

بـه  هـا QTLکـردن هرمـی انتخاب بـه کمـک نشـانگر یـا     
هـاي  در برنامهمنظور دستیابی به ارقام پاکوتاه و زودرس

.اصلاح مولکولی بود

هامواد و روش
حاصــل از F3لایــن 188جمعیــت تهیــه نقشــه شــامل 

وس بـود  هاي بینام و کـاد ج ایرانی با نامتلاقی دو رقم برن
که به همراه والدین، در مزرعه پژوهشی دانشـکده علـوم   

.ندکشـت شـد  1388کشاورزي دانشگاه گیلان در سـال  
علت انتخاب این ارقام به عنوان والدین تلاقـی، بـه دلیـل    

ان تا از این طریق بتـو خصوصیات بسیار متفاوت آنها بود
ي هـــاQTLجمعیـــت بســـیار متنـــوعی بـــراي شناســـایی 

اثر صفات مـورد نظـر ایجـاد و    اثر و حتی کوچکبزرگ
اثرات ژنوتیپی و فنوتیپی آنها را با دقت بیشتري ارزیـابی  

هـاي  بینام از ارقام محلی ایران است کـه طـی سـال   .نمود
ومتمادي در منـاطق شـمالی کشـور کشـت شـده اسـت       

ایـن رقـم   . باشـد مطلـوب مـی  داراي کیفیت پخت بسـیار  
پابلند و حساس به خوابیدگی و بیمـاري بلاسـت بـوده و    
همچنــین داراي دوره رشــد کــم تــا متوســط و عملکــرد  

در مقابل، کادوس از ارقـام اصـلاح شـده    . باشدپایین می
در موسسه تحقیقات برنج کشور است که داراي کیفیت 

وتـاه  این رقم داراي ارتفاع بوته ک. باشدپخت متوسط می
و مقاوم بـه خوابیـدگی و بیمـاري بلاسـت بـوده و داراي      
دوره رشـد متوســط و عملکـرد بــالا اسـت و جــزء ارقــام    

.)1جدول (شود پرمحصول محسوب می

Safaeiریابی در تحقیق حاضمشخصات والدین برنج مورد استفاده براي تهیه جمعیت نقشه- 1جدول  Chaeikar et al., 2009)(
Table 1. Characteristics of rice parents used for mapping population constructing (Safaei Chaeikar et al., 2009)

عملکرد دانه
Grain yield (kg.ha-1)

ارتفاع بوته
Plant height (cm)

زمان رسیدگی
Maturity (day)

کیفیت پخت
Cooking quality

منشا
Origin

رقم برنج
Rice cultivar

3000138110
خیلی خوب

Very good
بومی ایرانی

Iranian native
بینام

Binam

5500110130
متوسط

Intermediate
اصلاح شده

Improved
وسکاد

Kadous

براي ارزیابی فنوتیپی، ارتفاع بوته و زمـان رسـیدگی   
بوته از هر لاین در قالب طـرح  21و در F3لاین 188در 

گیـري شـد و   بلوك کامل تصادفی در سه تکـرار انـدازه  
مـورد اسـتفاده قـرار    QTLمیانگین هر لاین براي تجزیـه  

گیـري ارتفـاع بوتـه، طـول بلنـدترین      براي اندازه. گرفت
آن بـدون احتسـاب   ساقه از سطح زمین تـا نـوك خوشـه   

ــانتی  ــر حســب س ــا  ریشــک ب ــراي صــفت روز ت ــر و ب مت

ــذر در    ــان کاشــت ب ــل، تعــداد روز از زم رســیدگی کام
هـاي  درصـد از خوشـه  80خزانه تا زمان رسیدگی کامل 

.هر لاین ثبت شد
هـاي والـدینی بـراي شناسـایی     جهت ارزیابی ژنوتیپ

نشــانگرهاي چندشــکل و همچنـــین غربــال مولکـــولی    
هاي بـرگ والـدینی و   از نمونهDNAجمعیت، استخراج 

درجـــه -80کــه از قبــل در دمــاي    ، F2هــاي  گیاهچــه 
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گـراد نگهـداري شـده بودنـد، بـا اسـتفاده از روش       سانتی
CTAB)Murray and Thompson, 1980(انجــام شــد .
هــاي ژنــوتیپی مربوطــه در آزمایشــگاه    ارزیــابیکلیــه

بیوتکنولوژي دانشکده علوم کشاورزي دانشـگاه گـیلان   
ــه. انجــام شــد ــایی   ب ــه نقشــه ژنتیکــی و شناس ــور تهی منظ

QTLجفـت  144صفات مورد مطالعـه،  کنندههاي کنترل
بـر روي  AFLPترکیب از نشانگرهاي62و SSRنشانگر 

زیـــابی قــرار گرفتنـــد و نشـــانگرهاي  والــدین مـــورد ار 
ــراي ثبــت داده  ــدین ب ــین وال ــوتیپیچندشــکل ب هــاي ژن

ــد   ــرار گرفتن ــورد اســتفاده ق ــت م ــراد جمعی واکــنش . اف
در دســتگاه ترموســایکلر)PCR(مــراز اي پلــیزنجیــره

(Applied Biosystems- 2720, USA)  برنامـه  . انجـام شـد
مراز به پلیاي واکنش زنجیرههاي زمانی حرارتی و دوره

منظور کـاهش تکثیـر نوارهـاي الکتروفـورزي اضـافی و      
تکثیر اختصاصی، با توجـه بـه دمـاي اتصـال آغازگرهـا،      

انجـام  ) Touch down PCR(طـی برنامـه کـاهش دمـایی     
ــدین صــورت کــه اتصــال آغــازگر از  . شــد درجــه 10ب

ــانتی ــازگر    س ــال آغ ــلی اتص ــاي اص ــالاتر از دم ــراد ب گ
ــه،   ــر چرخ ــد و در ه ــازگر شــروع ش ــال آغ ــاي اتص دم

چرخه 10گراد کاهش یافت و پس از یک درجه سانتی
بــه دمــاي اصــلی اتصــال آغــازگر رســید و ســپس تکثیــر 

DNA ــازگر در ــال آغـ ــلی اتصـ ــاي اصـ ــومی در دمـ ژنـ
هــاي الکتروفــورز فــرآورده.چرخــه انجــام شــد26طــی 
PCRــر روي ژل ــی ، ب ــاي پل ــته ه ــد واسرش ــاز اکریلامی س

از دسـتگاه الکتروفـورز عمـودي   فاده شش درصد با است
(Bio-RADSequi Gen, USA)انجام شد.

ــگ ــا   رن ــز ب ــزي ژل نی ــاران  آمی ــام و همک روش باس
)Bassam et al.,1991 (     در شش مرحلـه بـه صـورت زیـر

وسیله یک لیتر در بافت ژل بهDNAتثبیت -1: انجام شد
-2دقیقـه،  45درصـد بـه مـدت    10محلول اسید استیک 
آمیـزي ژل  رنـگ -3دو بار تقطیـر،  شستشوي ژل با آب

آمیزي شامل یک گرم نیترات نقـره و دو  با محلول رنگ
درصد در یـک لیتـر آب دو بـار    37آلدهید لیتر فرممیلی

شستشوي ژل با آب دو بـار  -4دقیقه، 30تقطیر به مدت 
ظهـور نوارهـاي   -5ثانیـه،  10تـا  5تقطیر سرد بـه مـدت   

30کننده سرد شـامل  روسیله محلول ظاهالکتروفورزي به
درصـد  37آلدهیـد  لیتر فـرم گرم کربنات سدیم، دو میلی

میکرولیتر محلول تیوسولفات سدیم یـک درصـد   500و 
توقف ظهور نوارهاي -6در یک لیتر آب دو بار تقطیر، 

کلیـه مراحـل   .محلـول تثبیـت  با استفاده ازالکتروفورزي 
بـا  ، AFLPبرش، تکثیر اولیه و تکثیـر نهـایی نشـانگرهاي    

Vos(روش ووس و همکاران  et al.,1995(انجام شد.

در مرحله MseIو PstI، سازگارسازها و آغازگرهايDNAکنندههاي هضمهاي برشی آنزیمتوالی جایگاه- 2جدول 
پیش تکثیر

Table 2. Sequence of restriction sites of DNA restriction enzymes, adaptors and PstI and MseI primers in

preamplification stage
MseISequence ofبرشی جایگاهتوالی MseI restriction site

5'…T↓TAA…3'
3'…AAT↑T…5'

PstISequence ofبرشی گاه توالی جای PstI restriction site
5'…CTGCA↓G…3'
3'…G↑ACGTC…5'

MseISequence ofتوالی سازگارساز  MseI adaptor
5'-GACGATGAGTCCTGAG-3'

3'-TACTCAGGACTCAT-5'

PstISequence ofتوالی سازگارساز PstI adaptor
5'-CTCGTAGACTGCGTACATGCA-3

3'-CATCTGACGCATGT-5'
در مرحله پیش تکثیرMseIتوالی آغازگر 

Sequence of MseI primer in preamplification stage
5'-GATGAGTCCTGAGTAA-3'

در مرحله پیش تکثیرPstIتوالی آغازگر 
Sequence of PstI primer in preamplification stage

5'-GACTGCGTACATGCAG-3'
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توالی آغازگرهاي مورد استفاده در مرحله تکثیر انتخابی- 3جدول 
Table 3. Sequence of primers used in selective amplification stage

آغازگر نوکلئوتیدهاي انتخابی
Primer Selective nucleotides

P89-M44 P-TGG + M-ATC
P36-M42 P-ACC + M-AGT
P67-M39 P-GCA + M-AGA
P77-M62 P-GTG + M-CTT
P57-M61 P-CGG + M-CTG
P43-M33 P-ATA + M-AAG
P67-M59 P-GCA + M-CTA
P70-M47 P-GTT + M-CAA
P70-M49 P-GTT + M-CAG
P70-M37 P-GTT + M-ACG
P70-M48 P-GTT + M-CAC
P70-M50 P-GTT + M-CAT
P70-M54 P-GTT + M-CCT
P70-M55 P-GTT + M-CGA
P70-M58 P-GTT + M-CGT
P51-M58 P-CCA + M-CGT
P51-M74 P-CCA + M-CCA

دو بـا اسـتفاده از  ژنـومی  DNAبراي این منظـور، هضـم   
تــوالی . انجــام گرفــت MseIو PstIآنــزیم محــدودگر 

ــزیم جایگــاه ــاي برشــی آن ــاي هضــمه ــدهه ، DNAکنن
در مرحله پـیش  MseIو PstIسازگارسازها، آغازگرهاي

تکثیر در جدول دو و تـوالی آغازگرهـاي مرحلـه تکثیـر     
.اندانتخابی در جدول سه ارائه شده

ــانس     ــوتیپی و واری ــتاندارد فن ــراف اس ــانگین، انح می
گیـري  ي تصادفی اندازهنمونه21صفات مورد مطالعه از 
ــدین و   ــده از والــ ــن188شــ ــد F3لایــ ــرآورد شــ . ، بــ

ي میانگین والدین از نظر صفات ارتفاع بوته براي مقایسه
ــون    ــیدگی، از آزمــ ــان رســ ــرايt-studentو زمــ و بــ

مـــوردF3در جمعیـــت بررســـی وجـــود توزیـــع نرمـــال 
هــاي چــولگی و کشــیدگی اســتفاده  مطالعــه از آزمــون

نـرم افـزار   ،پیوسـتگی جمعیـت  نقشـه براي تهیـه . گردید
MapManager QTXb17)Manly and Olson, 1999(

ــاد     ــور ایجـ ــه منظـ ــت و بـ ــرار گرفـ ــتفاده قـ ــورد اسـ مـ
هاي پیوسـتگی و اختصـاص نشـانگرها بـه آنهـا از      گروه

کـوش و همکـاران   نقشه ژنتیکی ارائه شـده توسـط مـک   
)McCouch et al., 2002 (براي ایـن منظـور،   .استفاده شد

ابتــدا مقــادیر نــوترکیبی بــین نشــانگرهاي چندشــکل     
بـه  ) Kosambi, 1944(محاسبه و بر اساس تابع کوسامبی 

در . مورگان تبـدیل شـدند  فاصله ژنتیکی بر حسب سانتی
ــه ــدمرحل ــل و    بع ــتگی حاص ــه پیوس ــتفاده از نقش ــا اس ب
ي کننـده هـاي کنتـرل  QTLهـاي فنـوتیپی صـفات،    ارزش

ــا     ــیدگی بـ ــان رسـ ــه و زمـ ــاع بوتـ ــفات ارتفـ روش صـ
ایـن  . شناسـایی شـدند  ) CIM(اي مرکب یابی فاصلهمکان

Win QTL Cartographerنـرم افـزار   اسـتفاده از عمـل بـا   

)Basten et al., 5/0حداقل فاصـله پـویش   انجام و) 2001
هایی بـا حـداقل   QTLمورگان در نظر گرفته شد و سانتی

5/2=LOD) 5/11معادل=LRT (عنوانبهQTL   هـاي مهـم
.و موثر بر صفات مورد مطالعه انتخاب شدند

و بحثنتایج 
وس نشـان داد  میانگین بین والدین بینام و کادمقایسه

که تفاوت بین آنها از نظر ارتفاع بوته و روز تا رسیدگی 
هـاي  انجـام آزمـون  ). 4جدول (بود دارکامل بسیار معنی

نشان داد کـه توزیـع   F3چولگی و کشیدگی در جمعیت 
فنوتیپی صفات مورد مطالعه، پیوسته و تقریباً نرمال بود و 
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دار هـاي چـولگی و کشـیدگی معنـی    هیچ کدام از آماره
تواند دلیلی بـر وجـود وراثـت    نبودند که این موضوع می

تعـدادي  ). 1شکل (باشد ی براي صفات مورد مطالعه کم
محـــدودههــاي فنــوتیپی خــارج از    رزش، اF3از نتــاج  

دهنـده پدیـده  توانـد نشـان  والدینی را نشان دادند که مـی 
ــود     ــالاً وج ــل آن احتم ــه دلی ــد ک ــاوز باش ــک متج تفکی

ــل هــاي ژنــی  مکــانهــاي متفــاوت در دو والــد در  آل
کننده این صفات و دخالت هـر دو والـد در بـروز    کنترل

ــی آن ــا مــ ــی   هــ ــر مــ ــه نظــ ــد، بــ ــه باشــ ــد کــ رســ
منجر به بـروز مقـادیر   هاي دو والد در نتاج،ترکیب آلل

تفکیــک تــر از والــدین و ظهــور پدیــدهبــالاتر یــا پــایین
.متجاوز شده است

برنجF3لاین 188براي صفات ارتفاع بوته و زمان رسیدگی در والدین و شدهگیري مقادیر اندازه- 4جدول 
Table 4. Measured values for plant height and maturity time in parents and 188 F3 lines of rice

t- value
)P1-P2(

F3

)m ±Sx(

Parentsوالدین

صفات گیاهی
Plant characteristics

بینام
Binam

)m ±Sx(

کادوس
Kadous

)m ±Sx(
**29.910.9±144.50.83±136.71.46±113.6

ارتفاع بوته
Plant height (cm)

**11.310.7±125.30.86±119.30.67±131.6
روز تا رسیدگی کامل
Maturity (day)

Significant at 1% probability level :**دار در سطح احتمال یک درصدمعنی: **
m وSx :باشند   به ترتیب میانگین و اشتباه استاندارد جمعیت می

m and Sx : Average and standard error of population, respectively
.

حاصل از تلاقی برنج F3لاین 188هاي فنوتیپی صفات ارتفاع بوته و زمان رسیدگی در توزیع فراوانی ارزش- 1شکل 
دهندها موقعیت والدین را از نظر صفات مورد مطالعه نشان میپیکان. وسارقام بینام و کاد

Fig.1. Frequency distribution of phenotypic values of plant height and day to maturity traits studied traits in 188

F3 rice lines derived from a cross between Binam and Kadous.

(B) and (K) indicate the phenotypic values of the parents, Binam and Kadous, respectively

نشـانگر  144براي تهیه نقشه ژنتیکی جمعیت، تعـداد  
SSR ــانگرهاي   62و ــازگر از نش ــب آغ ، در AFLPترکی

135تعیین ژنوتیپ شدند کـه از ایـن تعـداد    F2بوته 188
ــانگر ــانگر 61نشــــ ــانگر 74و SSRنشــــ AFLPنشــــ

رسیدگی کاملتاروز 
Maturiy(day)

ارتفاع بوته
Plant height (cm)
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وس دشکلی در بین والدین بینام و کـاد چن) ترکیب17(
نشان دادند که براي تهیه نقشـه پیوسـتگی مـورد اسـتفاده     

توزیـع یکنـواختی   SSRنشـانگر  61شـامل .قرار گرفتند
طـور متوسـط   اي که بهها داشتند به گونهروي کروموزوم

نقشـه  . وجود داشـت SSRنشانگر 5روي هر کروموزوم 
مورگان از ژنـوم بـرنج را پوشـش    سانتی4/1786حاصل، 

ــه داد و فاصــله  ــین دو نشــانگر مجــاور، ب طــور متوســط ب
همچنـین، هفـت   ). 2شـکل  (مـورگان بـود  سانتی06/14

ــا هــیچ  ــد و  نـشانـگـــر ب یــک از نشــانگرها پیوســته نبودن
.عنوان نشانگرهاي ناپیوسته شناسایی شدندبه

QTLهـاي  ترتیب روي کروموزومهاي ارتفاع بوته به
.)5جــــــدول (شناســــــایی شــــــدند11و10، 9، 7، 3
3هـــاي کـــه روي کرومـــوزومQTLز ایـــن میـــان، دو ا
)qPH-3  ــع در فاصـــله 10و ) P36-M42-3_RM232واقـ
)qPH-10  ــله ــع در فاص ــرار ) RM147_P77-M62-4واق ق

نحـوي  تر شناخته شدند، بههاي مهمQTLعنوانداشتند، به
تنهایی قـادر بـه توصـیف بـیش از     ها بهکه هرکدام از آن

برآورد . ی ارتفاع بوته بودنددرصد از واریانس فنوتیپ15
هـاي  ، آلـل qPH-3ها نشـان داد کـه در   QTLاثر افزایشی 

-qPHوس باعث کاهش ارتفاع بوتـه شـدند، امـا در    کاد

هاي والد بینـام موجـب افـزایش ارتفـاع     ، مثبت و آلل10
در بررسی اثر غالبیت نیز مشخص شد که در . بوته شدند

qPH-3 اثر غالبیت ،QTL     به سـمت کـاهش ارتفـاع بوتـه
ــود، امــا در  ــه ســمت افــزایش QTL، غالبیــت qPH-10ب ب

ها نیز نشان داد که در QTLبررسی عمل . ارتفاع بوته بود
qPH-3 اثر ،QTL بنـابراین  . باشـد غالبیـت مـی  از نوع فـوق

در جهت کـاهش ارتفـاع بوتـه    QTLبراي استفاده از این 
ــی ــتفاده ن  مـ ــد اسـ ــد هیبریـ ــوان از روش تولیـ ــود وتـ مـ

دوم QTLامـا در  . نتاج انتخابی را با یکـدیگر تلاقـی داد  
)qPH-10( ــل ــود و   QTL، عم ــاقص ب ــت ن ــوع غالبی از ن

هـاي برتـر و   یک یا دو نسل انتخاب بین ژنوتیـپ بنابراین
منظـور اسـتفاده از هـر دو نـوع     ها بـه سپس هیبرید بین آن

بـراي اصــلاح جمعیــت  QTLاثـرات افزایشــی و غالبیــت  

، اگرچه باید توجـه داشـت کـه هـر دو     استیه توصقابل 
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کمـک نشـانگر اسـتفاده    نژادي بههاي بهکاربرد در برنامه
.نمود
Xing(ینگ و همکـاران  ش et al., QTL، یـک )2001

یـابی  مکـان 7کرومـوزوم شـماره   براي ارتفاع بوتـه روي  
بطـور  اجـراي آزمـایش  سـه سـال   در QTLایـن  . نمودند

ایـن احتمال بسیار زیاداز اینرو با متوالی شناسایی شد و 
QTLرا بر عهده داشته باشدرتفاع بوته تواند کنترل امی.

ــاران   ــو و همک Yu(ی etal.,2002 ( ــق ــک تحقی در ی
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نشانگرها در سمت . وسبینام و کادحاصل از تلاقی ارقام برنجF2در جمعیت AFLPو SSRنشانگر128نقشه پیوستگی -2شکل 
هاي پیوستگی بر گروه. ها نشان داده شده استتابع کوسامبی در سمت چپ آنها بر اساس هاي پیوستگی و فاصله ژنتیکی آنراست گروه

McCouch(کوش و همکاران اساس نقشه ژنتیکی مک et al., ایجاد شدند) 2002
Fig. 2. Linkage map of 128 SSR and AFLP markers in the F2 population derived from Binam and Kadous rice
cultivars. Names of markers and genetic distances (cM) calculated by the Kosambi function are shown on the

right and left of the linkage groups, respectively. Linkage groups were constructed based on the genetic map of
McCouch et al. (2002)

ع بـــراي ارتفـــا، F2:3فـــردي 240دوســـاله در جمعیـــت 
7روي کرومــوزومQTLیــک در ســال اول فقــط بوتــه

)ph7 در فاصلهRG128-C1023 (کـه نمودنـد یـابی  مکان
ــیف   1/13 ــفت را توص ــوتیپی ص ــانس فن ــد از واری درص

روي QTLدودر ســـال دومکـــه، در حـــالیکـــردمـــی
ــوزوم ــايکروم ــله ph3(3ه 7و ) R1966-G144در فاص

)ph7 ــله ــد ) C1023-R1440در فاصــ ــایی نمودنــ شناســ
ــب   ــه ترتیــ ــه بــ ــد از 7/9و 1/6کــ ــانسدرصــ واریــ
هیتالمـــانی و . نـــدکردمـــیکنتـــرلفنـــوتیپی صـــفت را 

ــاران  Hittalmani(همکــ et al., در یــــک ) 2002

بـراي صـفت ارتفـاع بوتـه،     ، )DH(هاپلوئید جمعیت دابل
ــر بـــــزرگQTLیـــــک  روي کرومـــــوزوم بـــــر اثـــ

درصـــد4/24یـــابی نمودنـــد کـــه   مکـــان3شـــماره 
ــی    ــه م ــذکور را توجی ــفت م ــوتیپی ص ــوع فن ــرداز تن . ک

Feng-hua(هوا و همکـاران  فنگ et al., QTL، ده )2005

ــرنج     ــت بـ ــرنج را در دو جمعیـ ــاع بـ ــه ارتفـ ــوط بـ مربـ
، 2، 1هاي ها روي کروموزومQTLاین . شناسایی نمودند

اثرات افزایشی هفـت . قرار داشتند12و 10، 8، 7، 4، 3
QTL   شناسایی شده، مثبت بود و مـابقی سـهQTL  دیگـر

You(یـو و همکـاران   . صورت منفی بـود به et al.,2006 (
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١١٥

وساز تلاقی ارقام برنج بینام و کادحاصل F2:3کننده ارتفاع بوته و زمان رسیدگی در جمعیت هاي کنترلQTLنشانگرهاي پیوسته با - 5جدول
Table 5. Linked markers to QTLs controlling plant height and maturity time in the F2:3 population from the cross between Binam and Kadous  rice cultivars

(R2)اریانس فنوتیپی در صد و
Percentage of

phenotypic variance explained
والد دهنده

Donor parent

درجه غالبیت
Degree of
dominance

)d(اثر غالبیت 
Dominant effect

)a(اثر افزایشی 
Additive effect

موقعیت
*Position *(cM)LOD

کروموزوم
Chromosome

هاي مجاورنشانگر
Flanking markersQTL

صفات گیاهی
Plant characteristics

17.16
وسکاد

Kadous
- 4.8- 11.76- 2.455.54.953

P36-M42-3
_RM232

qPH-3

13.12
بینام

Binam
- 1.9- 8.664.559.63.17

RM542_
P43-M33-4

qPH-7

12.56
بینام

Binam
- 1.20- 5.484.536.54.719

RM219_
P70-M37-3

qPH-9
ارتفاع بوته

Plant height

15.47
بینام

Binam
0.21.948.6919.74.6710

RM147_
P77-M62-4

qPH-10

4.51
بینام

Binam
2.4113.185.4510.53.3711

P70-M49-3
_RM332

qPH-11

15.71
بینام

Binam
- 1.46- 3.992.73-0.83.236

RM314_
P51-M74-4

qMD-6روز تا رسیدگی کامل
Maturity

8.25
وسکاد

Kadous
1.86.843.71447

P43-M33-3
_RM542

qMD-7

:*Position means the distance of QTL from nearest markerاز نزدیکترین نشانگر استQTLمنظور از موقعیت، فاصله *: 
SSR and AFLP markers, named with RM and P-M, respectivelyاندنامگذاري شدهP-Mو RMبه ترتیب با AFLPو SSRنشانگرهاي 
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) RILs(آمیختـه نوترکیـب   در یک جمعیت لاین خویش
نشـانگر  244کـراس، بـا اسـتفاده از    هاي تستو جمعیت

براي ارتفاع بوته شناسـایی  QTLمولکولی توانستند هفده 
کنند که روي تمـامی دوازده کرومـوزوم بـرنج پراکنـده     

Sabouri(صـبوري و همکـاران   . بودنـد  et al., در ) 2010
حاصـل از تلاقـی دو رقـم    F2:3فـردي  236یک جمعیت 

اسـتفاده از درود و غریـب، بـا   هـاي سـپی  برنج ایرانی با نام
دو نشانگر ریزمـاهواره، بـراي صـفت ارتفـاع بوتـه،      105

QTLهـــا بـــر روي شناســـایی نمودنـــد کـــه یکـــی از آن
قـرار  )RM3608-RM3555واقع در فاصـله  (7کروموزوم

ــت ــن .داش ــوتیپی  QTL ،19/4ای ــانس فن ــد از واری درص
بــه QTLاثــر غالبیــت و در آن کــردصــفت را توصــیف 

ــه   ــاع بوت ــزایش ارتف ــر وســمت اف ــوق QTLاث ــوع ف از ن
.بودغالبیت 

شناسایی QTLبراي صفت روز تا رسیدگی کامل دو 
ــدند ــوزوم  QTL. شــ ــده روي کرومــ ــایی شــ 6شناســ

)qMD-6  ــله ــع در فاصـ ــا)RM314_P51-M74-4واقـ ، بـ
LOD تنوع فنوتیپی درصد از 71/15میزان ، 23/3برابر با

توصــیف نمــود و بــه راصــفت روز تــا رســیدگی کامــل 
در ایـن  . مؤثر براي ایـن صـفت معرفـی شـد    QTLعنوان 
QTLــل ــداد روز تــا      ، آل ــاهش تع ــث ک ــام باع ــاي بین ه

به سمت کاهش QTLاثر غالبیت ،رسیدگی کامل شدند
غالبیــت نــوع فــوقو عمــل ژن در آن اززمــان رســیدگی 

بـراي اسـتفاده از ایـن    رسـد کـه  بنابراین به نظـر مـی  .بود
QTLتوان از روش تولید هیبرید استفاده نمود و نتـاج  می

P51-M74-4نشـانگر  . انتخابی را بـا یکـدیگر تلاقـی داد   

بـه  احتمـالاً بتوانـد  ، QTLدلیل نزدیکی مناسب بـا ایـن   به
هـاي اصـلاحی انتخـاب    عنوان نشانگر مطلوب در برنامـه 

دیگـر  QTL. کار گرفته شودکمک نشانگر در آینده بهبه
)qMD-7 (ــز ــله نیــ روي P43-M33-3_RM542در فاصــ

کمتـر  یابی شد که با توجه بـه توجیـه   مکان7کروموزوم 
QTLعنوان ، به )درصد2/8(تغییرات فنوتیپی این صفت 

نشـان  QTLبرآورد اثر افزایشـی  . اثر شناخته شدکوچک
وس باعث افزایش روز تا رسـیدگی  هاي کادداد که آلل

ــدند  ــل شـ ــل ژنو کامـ ــا در آن از عمـ ــهـ ــوقنـ وع فـ
ــودغالبیــت ــین ژنوتیــپ ب ــد ب ــابراین هیبری ــر، بن هــاي برت

ــل توصــیه اســت  ــراي اصــلاح جمعیــت، قاب ربیعــی و . ب
ــره ــی قــ )Rabiei and Ghareyazie, 2005(یاضــ

والـدین  حاصل از تلاقـی  F2فردي192در یک جمعیت 
ــرده دم ــفید و گ ــنج، س ــراي زQTLپ ــیدگی  ب ــان رس م

md6اثــربــزرگQTLشناســایی نمودنــد کــه از ایــن بــین،

9/27، مقــدار)RM121-RM527در فاصــله نشــانگرهاي(
. کـرد از تنوع فنـوتیپی زمـان رسـیدگی را کنتـرل     درصد

ــن  ــد QTLایـــ ــایی QTL، هماننـــ ــده رويشناســـ شـــ
ــماره   ــوزوم ش ــان   در 6کروم ــاهش زم ــق، ک ــن تحقی ای

مونکـــادا و همکـــاران . دنبـــال داشـــترســـیدگی را بـــه
)Moncada et al.,2001 ( فــردي 274در یــک جمعیــت

براي زمان رسیدگی QTLتلاقی برگشتی پیشرفته، چهار 
همانند پژوهش حاضرهاشناسایی نمودند که یکی از آن

تنــوع درصــد از 8/7وقــرار داشــت7روي کرومــوزوم 
گـوچی  فوجینو و سـکی . نمودفنوتیپی صفت را توصیف 

)Fujino and Sekiguchi, 2008( در سه جمعیتF2قـام  ار
بـراي زمـان رسـیدگی شناسـایی     QTLبـرنج ژاپنـی، سـه    

روي کروموزوم شـماره  QTLنمودند که از این بین، دو 
4/10هـــا در موقعیـــت QTLیکـــی از . قـــرار داشـــت6

ــانتی ــري در موقعیـــــت  ســـ ــانی و دیگـــ 5/53مورگـــ
، QTLاثر غالبیـت در هـر دو   . مورگانی واقع بودندسانتی

.به سمت افزایش زمان رسیدگی بود

گیرينتیجه
qPH-10و qPH-3هاي شناسـایی شـده،   QTLاز میان 

براي روز تا رسیدگی کامل، qMD-6براي ارتفاع بوته و 
درصــد از تنــوع فنــوتیپی 7/15و 5/15، 2/17ترتیــب بــه

هـاي  QTLعنـوان صـفات مربوطـه را کنتـرل کردنـد و بـه     
این صفات شناسـایی  کنندهکنترلاثر موثر و نسبتاً بزرگ

ــوع ، عمــــل ژنqMD-6و qPH-3در.شــــدند ــا از نــ هــ
غالبیـت بـود و بنـابراین بـراي اسـتفاده مـؤثر از ایـن        فوق

QTL هـاي  از روش هیبریـد بـین ژنوتیـپ   احتمالاً بتوانها
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ترتیب براي ارتفـاع بوتـه و   برتر جهت اصلاح جمعیت به
، عمل ژن qPH-10روز تا رسیدگی استفاده نمود، اما در 

د و بنــابراین یــک یــا دو نســل از نــوع غالبیــت نــاقص بــو
هـا  هاي برتر و سپس هیبریـد بـین آن  انتخاب بین ژنوتیپ

منظور استفاده از هر دو نوع اثرات افزایشـی و غالبیـت   به
QTLنتایج این پژوهش نشـان داد کـه  . قابل توصیه است

ــانگرهاي   ــتفاده از نشـ -P51و P36-M42-3 ،RM219اسـ

M74-4دلیل فاصله کمی که با بهQTLاي مجـاور خـود   ه
احتمـالاً بتواننـد بـه    براي دو صفت مورد مطالعه داشـتند، 

کمک نشـانگر  براي انتخاب بهعنوان نشانگرهاي مناسب
مـورد اسـتفاده   در برنامه هاي آتی جمعیت مورد مطالعـه  

هــاي اگرچــه تکــرار آزمــایش بــا نســل. گیرنــدقــرار مــی
هاي دیگر به منظور به دست آوردنتر و جمعیتپیشرفته

تر ضروري است، اما با توجه به نتـایج حاصـل   نتایج دقیق

تـوان نـواحی شناسـایی شـده از     مینیزحاضرآزمایش از 
را مورد توجه قرار داد و براي 10و 6، 3هاي کروموزوم

یـابی دقیـق ایـن    تایید نتایج، آزمایش دیگري براي نقشـه 
.ناحیه اجرا نمود

سپاسگزاري
از مسئولین محترم دانشکده علوم کشاورزي دانشگاه 

ــگاه   ــرم آزمایشــ ــان محتــ ــیلان و کارشناســ ــاي گــ هــ
بیوتکنولـوژي، مرکـزي و زراعـت و همچنـین از تمــامی     
همکارانی که در مراحل اجراي ایـن تحقیـق یـار و یـاور     

هزینــه . شــودمــیبودنــد، تشــکر و قــدردانی نگارنــدگان
ی و تحصـیلات  اجراي این تحقیق توسط معاونت آموزش

تکمیلی و معاونـت پژوهشـی دانشـگاه گـیلان پرداخـت      
.شودوسیله قدردانی میشده است که بدین
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Identification of QTLs linked to plant height and maturity time in rice

Sheykhpour Ahandani, M.1, B. Rabiei2 and R. Shirzadian Khoramabad3

ABSTRACT
Sheykhpour Ahandani, M., B. Rabiei and R. ShirzadianKhoramabad.2013. Identification of QTLs linked to plant height

and maturity time in rice. Iranian Journal of Crop Sciences. 15(2): 107-120. (In Persian).

The objective of this study was to determine the microsatellite (SSR) and AFLP markers linked to plant

height and maturity time in the 188 F2:3 families derived from the cross between two Iranian rice cultivars,

Binam and Kadous for using in marker assisted selection method and pyramiding of genes (QTLs) for

decreasing of plant height and maturity time in progenies. Among SSR and AFLP markers that used in this

research, 61 SSR and 74 AFLP markers had adequate polymorphism between the parents that were used to

construct linkage map of the population. The average distance of adjacent markers was 14.06 cM and covers

1786.4 cM of the rice genome. Using the Composite interval mapping (CIM) method, 5 QTLs were mapped for

plant height on the chromosomes 3, 7, 9, 10 and 11, and 2 QTLs for maturity time on the chromosomes 6 and 7.

These QTLs totally controlled 62.82 % and 23.96 % of the phenotypic variance of 2 traits, respectively. Among

these mapped QTLs, qPH-3 (between P36-M42-3_RM232) and qPH-10 (between RM147_P77-M62-4) for plant

height and qMD-6 (between RM314_P51-M74-4) for maturity timewith distance from nearest markers,

respectively equal 5.5, 19.7 and 0.8 cM, controlled 17.16 %, 15.47 % and 15.71 % of the phenotypic variance,

respectively. These QTLs were identified as effective and relatively major QTLs for plant height and maturity

times. Results showed that these three QTLs can be used for pyramiding of genes and their linkage markers can

be used in marker assisted selection programs for selection of dwarf and early lines in these segregating

populations.

Keywords: Linkage map, Microsatellite marker, QTL analysis and Rice.
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