
 1397/  1شماره  / 5 جلد / های ژنتیک گیاهیپژوهش

39 

 های حاوی اطلاعات در کنترل صفات برنج تحت شرایط غرقاب و تنش خشکیشناسایی آلل
 

 5پور علمداریابراهیم غلامعلیو  4علی موافقی، ،*3حسین صبوری، 2سید یحیی صالحی لیسار، 1بی بادیردستبی حال
 

 گروه علوم گیاهی، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز، تبریز، دانشجوی دکتری -1

 گروه علوم گیاهی، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز، تبریز، دانشیار-2

 کاووس کاووس، گنبدگنبددانشگاه  ،گیاهی، دانشکده کشاورزی و منابع طبیعیگروه تولیدات  دانشیار -3

 گروه علوم گیاهی، دانشکده علوم طبیعی، دانشگاه تبریز، تبریز استاد، -4

 کاووس گنبد کاووس،گنبددانشگاه  ،طبیعی منابع و کشاورزی دانشکده گیاهی، تولیدات گروهاستادیار، -5
 

 (21/01/1397 تاریخ پذیرش: – 10/08/1396 )تاریخ دریافت:

 

 چکیده

ی ها. امروزه نشانگرهای مولکولی ابزارستی انژادبههای اصلی پروژه و فنوتیب یکی از اهداف تعیین رابطه بین ژنوتیپ

لاین برنج با استفاده  112د. در این بررسی تنوع ژنتیکی ندهقرار می نژادگرانبهبرای ارزیابی این ارتباط در اختیار  یقدرتمند

آلل چند شکل  77 درمجموعی قرار گرفت که بررس موردهای تحمل به خشکی پیوسته با آلل ماهوارهیزرجفت نشانگر  20از 

 2با  RM212و  RM28199 هایترین تعداد آلل مربوط به نشانگرآلل به ازای هر جفت آغازگر تکثیر شد. کم 85/3 با میانگین

 30/0ی بین بررس موردی برای نشانگرهای چندشکلآلل بود. میزان اطلاعات  6با  RM72آلل و بیشترین آن مربوط به نشانگر 

ترین آن مربوط به نشانگر و کم RM20Aو  RM85بود که بیشترین مقدار مربوط به نشانگر  58/0با میانگین  72/0تا 

RM28099  .هایتنوع ژنی، نشانگر نظر ازبود RM28099  وRM85 را  تنوع (76/0)و بیشترین  (33/0)ترین به ترتیب کم

آلل و در شرایط  62و صفات مورفولوژیک در شرایط غرقاب  ماهوارهیزر یهاداده گامبهگامداشتند. نتایج تجزیه رگرسیون 

های مولکولی ای بر اساس دادهشناسایی نمود. تجزیه خوشه ،شدهیابیارزبخش را برای صفات آلل آگاهی 54تنش خشکی 

 ،این تحقیق در یبررس موردیرشده توسط نشانگرهای تکث DNAگروه تقسیم نمود. با توجه به توزیع مناسب  7ها را به ژنوتیپ

که در یدرصورتو )از نشانگرهایی که قدرت تفکیک و پیوستگی بالایی با صفات مهم زراعی در شرایط تنش خشکی دارند 

 ی تنش خشکی استفاده نمود.نژادبههای توان در برنامهمی ،(ید برسندأیتهای بعدی به یشآزما

 ماهوارهیزر تنوع ژنتیکی، نشانگرای، تنش خشکی، تجزیه خوشهبرنج،  کلیدی: واژگان
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 مقدمه
 کنندهینتأمو  گیاهان زراعی جهانترین برنج یکی از مهم

که سطح وسیعی  استکربوهیدرات کثیری از مردم جهان 

های زیر کشت در آسیا را به خود اختصاص داده از زمین

درصد برنج در آسیا تولید  90که بیش از  ایگونهبه ؛است

خشکی یکی  .(Yashitol et al., 2004) گرددو مصرف می

 برنج،که بر اکثر مراحل رشد  استهای محیطی از تنش

وارد  باریانزاثرات  ی این گیاههاساختار و فعالیت اندام

این گیاه عملکرد و تولید  موجب کاهشو  سازدمی

 ,Salehi Lisar and Bakhshayeshan Agdam) گرددمی

2016; Zali et al., 2016; Shayan et al., 2017 ).  پیدا

هایی با ذخایر ژنی ژنوتیپو  مؤثرهای ژنی مکانکردن 

در شرایط تنش  عملکرد گیاهانبهبود  جهتدر متنوع 

های مختلف یکی از اهداف دانشمندان در عرصه خشکی

 حدود میان از .(Park et al., 2014)است علوم گیاهی 

 گونه 30 تنها شدهییشناسا خوراکی گیاهی گونه 30000

 بر علاوه. دهندمی تشکیل را جهان مردم تغذیه عمده منابع

 گیاهان اصلاح زراعی، گیاهان در ایگونهینب تنوع کاهش

 سازگاری دارای شدهاصلاح هایجمعیت ایجاد طریق از

 محلی ارقام ایجاد ها،ژنوتیپ بهترین انتخاب بالا،

 تنوع کاهش باعث سازگار هایواریته ترویج و یکنواخت

 ;Amini Nasab et al., 2012) است شده ایگونه داخل

Haussmann et al., 2004). یفاصله از اطلاع کسب 

 در هاجمعیت یا افراد بین در موجود نسبی ژنتیکی

 امکان زیرا دارد، ایویژه اهمیت اصلاحی هایبرنامه

 طوربه ژنوتیپ گیرینمونه و پلاسمژرم دهیسازمان

 ژنتیکی تنوع تعیین جهت امروزه .شودمی فراهم مؤثرتر

 سنتی هایشیوه بر علاوه شدهحفاظت هایجمعیت بین

 و یمورفولوژ نشانگرهای و یاتبر خصوص مبتنی)

 ازجمله مولکولی نوین نشانگرهای و ابزارها از( فیلوژنیک

 ;Azizi et al., 2017) شودمی استفاده DNA نشانگرهای

Jedari Kouhi et al., 2011; Amiri et al., 2017) .

 ژنتیکی عوامل با پیوسته هاینشانگر بتوان کهیدرصورت

 گزینش امکان داد، تشخیص را کمی صفات یکنندهکنترل

 و شده تسریع و تسهیل تفکیک حال در هاینسل در

 گزینش از حاصل ژنتیکی پیشرفت و گزینش کارایی

 نشان در ریزماهواره بالای توانایی علت به .یابدمی افزایش

 ،ژنوم در نسبی فراوانی و هم بارز توارث ،چندشکلی دادن

. شودمی استفاده ژنتیکی آنالیزهای برای نشانگرها این از

 که آورندمی وجود به را امکان این ماهوارهیزر نشانگرهای

 مقایسه مورد مستقیم طوربه مختلف هاینمونه هایآلل

 داده ارتباط تحقیقاتی هایگروه سایر نتایج به و گیرند قرار

 به ریزماهواره هایآلل آنالیز و شناسایی درمجموع. شوند

 Azizi et) است سودمند هاآن بارز هم آسان طبیعت دلیل

al., 2017; Nikzade Talebi et al., 2016) . با وجود

 امااست،  شده گزارش هاتوالی این از زیادی تعداد کهاین

 Jahani et) است نشده یلتکم زمینه این در مطالعات هنوز

al., 2016; Ghiasy et al., 2013) . با استفاده در آزمایشی

برنج مشخص  ژنوتیپ 22در  ماهوارهیزرنشانگر  17از 

، RM530-A ،RM24627-A)) نشانگر 8که  شد

RM24669-C ،RM684-A  ،RM160-A ،RM24627-A 

 ،RM684-A  وRM6535-C )داری با دارای ارتباط معنی

خصوصیات مورفولوژیک ریشه در طی تنش خشکی 

ی با ژنوتیپارزیابی  در طی .(Tavala et al., 2015) هستند

 53بر روی  ماهوارهیزرجفت آغازگر  26استفاده از 

، RM11943 ،RM104های برنج نشانگر ،ژنوتیپ

RM190 ،RM28166 ،RM231 ،RM510 ،RM270 ،

RM19367  وRM431 مرتبط با های نشانگر عنوانبه

 Raiesi) گردیدند معرفی زنی در برنجچندین صفت جوانه

and Sabouri, 2015).  صفاتدر بررسی تجزیه ارتباط 

 با شدهاصلاح و بومی برنج ژنوتیپ 34 زنیجوانه از پیش

( درصد 47) تبیین ضریب بالاترین ،ماهوارهیزر نشانگر 20

 و RM282، RM220، RM447 نشانگر چهار به متعلق

RM320 درصد صفات برای. بود دانه شکل صفت برای 

 از پیش زنیجوانه درصد و برداشت از پیش زنیجوانه

 RM525 مشترک نشانگر یک نیز پر دانه برحسب برداشت

 را صفت دو این تغییرات از رصدد 14 و 9 ترتیب به

 طول در زدهجوانه دانه فراوانی صفات برای. نمود توجیه

 مشترک طوربه نیز آمیلاز آلفا فعالیت میزان و خوشه

 و 31 ترتیب به RM124 و RM525، RM447 هاینشانگر
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 Nikzade) دادند اختصاص خود به را ارتباط درصد 28

Talebi et al., 2016).  

های حاوی اطلاعات شناسایی آللهدف از این تحقیق 

کنترل صفات برنج تحت شرایط غرقاب و تنش مثبت در 

 نشانگرهای مرتبط با صفات خشکی بود تا از این طریق

شناسایی  ینژادبههای برنامهاستفاده در برای  مورفولوژیک

 شوند.

 هامواد و روش
 از شدهیهته برنج لاین 112 بررسی این گیاهی مواد

 International Rice) برنج تحقیقات المللیبین موسسه

Research Institute )مشترک المللیبین طرح قالب در 

 (.1 جدول) بود کاووس گنبد دانشگاه و موسسه آن بین

 جداگانه آزمایش دو در هالاین، فنوتیپیهای ارزیابیجهت 

 خشکی تنش و نرمال شرایط دو در لاتیس طرح قالب در

 کشت گلدان در هالاین ابتدا. شد ارزیابی تکرار سه در

 انجام نشاکاری و شدند منتقل اصلی زمین به بعد و شدند

 یمیاییو ش یزیکیف یاتخصوص یابیمنظور ارزبه. شد

شد و به  انجاماز خاک مزرعه  یریگنمونه ،خاک

 گردیدشهرستان کلاله منتقل  یشناسخاک یشگاهآزما

 روی و بینفاصله  بالاین  112 از هرکدام (.2 جدول)

متر سانتی 25 ومتر  دو مساحت درسانتیمتر  25 ردیف

-به تنش بدون شرایط در آبیاری .مترمربع کشت شدند

 شد، انجام هاژنوتیپ رشد دوره طول در غرقاب صورت

 از پس روز 40 از مزرعه آبیاری تنش محیط در اما

به منظور اعمال ( زنیپنجه حداکثر با مرحله) نشاکاری

روز آبیاری  15روز به فاصله  40تنش قطع شد و بعد از 

برداری از خاک مزرعه نمونه روز 15انجام شد، پس از 

گیری شد و وزن خشک و تر آن و رطوبت وزنی آن اندازه

شد و با توجه به منحنی رطوبتی خاک مزرعه بر حسب 

 (نشا از بعد روز 55) بار تخمین زده شد که در مرحله اول

 70)بار و در مرحله دوم  -15پتانسیل آب خاک مزرعه 

 برای .بار بود- 25پتانسیل آب خاک روز بعد از نشا( 

 بین فاصله مزرعه، حاشیه از آب نفوذ از جلوگیری

تا  پلاستیکی پوشش و شد گرفته نظر در متر دو هایشآزما

 آب نفوذ از مانع عمق یک متری خاک فرو برده شد تا

ها متر و فاصله بین بلوک 5/0ها فاصله بین کرت .گردد

 10کامل  یدگیاز رس بعد موجود، بوته 49 از یک متر بود.

 یبرا .شد برداشت حاشیه اثر رعایت با لاین هر از بوته

 تاصف و یدمنتقل گرد یشگاهصفات به آزما یریگاندازه

 و گلدهی تا کشت از روز تعداد ؛از جمله مورفولوژیک

 تعداد بارور، پنجه تعداد گیاه، ارتفاع بیوماس، رسیدگی،

 از خروج طول پرچم، برگ عرض و طول کل، پنجه

 ها،خوشه کل وزن اصلی، خوشه طول ساقه، قطر غلاف،

 وزن پر، هایدانه وزن ،ساقه کل وزن اصلی، خوشه وزن

خوشه  تعداد پوک، دانه تعداد پر، دانه تعداد پوک، هایدانه

 دستورالعمل اساس بر ثانویه خوشه چه تعداد اولیه، چه

 گیریاندازه( SES, 2013) برنج صفات ارزیابی استاندارد

متر  از یکبرای محاسبه عملکرد دانه نیز  گردیدند. ثبت و

 گردید. وزنهای برداشت شده دانه و مربع برداشت شد

 ها،ژنوتیپ جوان و تازه یهابرگ از: مولکولی هایارزیابی

 CTABبه روش  DNAاستخراج  منظوربهبرگی  هاینمونه

پس از استخراج . (Saghai Mroof et al., 1994شد ) تهیه

DNA،  8/0ژل آگارز  یلهوسبهکیفیت و کمیت تقریبی آن 

 جفت 20 از استفاده با آزمایش این درصد تعیین شد.

های تحمل به خشکی QTLبه پیوسته  ماهوارهیزر آغازگر

 مطالعات طبق نشانگرها این شد. انجام برنج گیاه ژنوم

 متعدد های ژنتیکیزمینه و هاجمعیت از استفاده با پیشین

برنج  گیاه در خشکی های مرتبط با تنش QTLبا  پیوسته

 ,.Vikram et al., 2011; Miah et al) شدند شناسایی

2013; Vikram et al., 2016; Anandan et al., 2016; 

Awasthi and Lal, 2014; Mishra et al., 2013 .)برای 

 گرامینه معتبر سایت و مقالات از نشانگرها این انتخاب

(www.gramene.org)  درواکنش  .(3)جدول  شد استفاده 

 DNA ،1یتر لیکروم 2 اجزای یتر، بالیکروم 10 حدود حجم

از هر  یترلیکروم PCR ،4/0(10Xبافر ) از یترل یکروم

یتر لیکروم 6/0یتر، لیکرومنانوگرم در  60آغازگر با غلظت 

یتر آنزیم لیکروم 12/0(، مو لارمیلی  2) dNTPمخلوط 

DNA Taq polymerase (5  و لیکرومواحد در )5یتر 

 PCRیتر آب دیونیزه شده انجام شد. واکنش لیکروم

 Bioتاچ داون و توسط دستگاه ترموسایکلر  صورتبه

RAD )صورت گرفت. )ساخت کشور آمریکا 
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 مطالعه این در شدهارزیابی هایژنوتیپ نام و شماره -1 جدول
Table 1. Number and name of evaluated genotypes in this study 

شماره 
No. 

 نام ژنوتیپ
 genotype Name 

 منشأ
 Origin 

 شماره
No. 

نام ژنوتیپ 
Genotype 

name 

منشأ 
Origin 

شماره 
No. 

نام ژنوتیپ 
Genotype name 

منشأ 
Origin 

شماره 
No. 

نام ژنوتیپ 
Genotype name 

منشأ 
Origin 

1 BP 12600F-KN-4-1 Indonesia 34 
HHZ 1-DT3-

Y1-Y1 
IRRI 67 IR12L357 IRRI 100 IR 11A506 IRRI 

2 BP 12816F-KN-7-1 Indonesia 35 
HHZ 1-DT4-

LI1-LI1 
IRRI 68 IR12L369 IRRI 101 IR 11A511 IRRI 

3 BP 16732E-6 Indonesia 36 
HHZ 1-DT7-

LI2-LI1 
IRRI 69 IR13L114 IRRI 102 IR 11N121 IRRI 

4 HHZ 10-DT7-Y1 IRRI 37 
HHZ 21-

SAL13-Y1-
Y1 

IRRI 70 IR13L118 IRRI 103 IR 11N169 IRRI 

5 
HHZ 14-SAL13-LI2-

DT1 
IRRI 38 

HHZ 21-Y4-
Y2-Y1 

IRRI 71 IR13L137 IRRI 104 IR 11N313 IRRI 

6 HHZ 1-DT3-Y1-Y1 IRRI 39 
HHZ 2-SUB2-

DT1-DT1 
IRRI 72 IR13L397 IRRI 105 IR12L201 IRRI 

7 GhNa-3 IRAN 40 
HHZ 3-

SAL13-Y1-
SAL1 

IRRI 73 IR13L400 IRRI 106 SAKHA 105 
EGYP

T 

8 
IR 64683-87-2-2-3-3 

(PSB RC 82) 
Philippines 41 

HHZ 3-SAL6-
Y1-Y1 

IRRI 74 IR13L406 IRRI 107 IR 11C123 IRRI 

9 
HHZ 10-DT5-LI1-

LI1 
IRRI 42 

HHZ 4-DT3-
Y1-Y1 

IRRI 75 IR13L413 IRRI 108 IR 11C186 IRRI 

10 HHZ 15-SAL13-Y1 IRRI 43 
HHZ 4-DT6-

LI2-LI1 
IRRI 76 IR14L177 IRRI 109 IR 11C228 IRRI 

11 HHZ 15-SAL13-Y3 IRRI 44 
HHZ 6-DT1-

LI1-LI1 
IRRI 77 IR14L238 IRRI 110 

HHZ-5-DT20-
DT2-DT1 

IRRI 

12 HHZ 18-Y3-Y1-Y1 IRRI 45 IR14L116 IRRI 78 IR14L240 IRRI 111 
Firooz (Acc 

39261) 
IRAN 

13 HHZ 1-DT3-Y1-Y1 IRRI 46 IR14L101 IRRI 79 IR 43 IRRI 112 
IR64197-3B-

15-2 
IRRI 

14 HHZ 1-DT7-LI2-LI1 IRRI 47 IR14L103 IRRI 80 IR14T111 IRRI 
   

15 HHZ 21-DT7-Y1-Y1 IRRI 48 IR13L188 IRRI 81 IR14T129 IRRI 
   

16 
HHZ 21-SAL13-Y1-

Y1 
IRRI 49 IR14L247 IRRI 82 IR12T246 IRRI 

   
17 HHZ 21-Y4-Y2-Y1 IRRI 50 IR14L260 IRRI 83 IR11T257 IRRI 

   
18 HHZ 22-Y3-DT1-Y1 IRRI 51 IR14L256 IRRI 84 IR 28 IRRI 

   
19 

HHZ 23-DT16-DT1-
DT1 

IRRI 52 IR14L248 IRRI 85 
IR71896-3R-8-

3-1 
IRRI 

   

20 
HHZ 26-SAL12-Y1-

Y1 
IRRI 53 IR14L121 IRRI 86 IRBL7-M[CO] IRRI 

   

21 
HHZ 2-SUB2-DT1-

DT1 
IRRI 54 IR14L153 IRRI 87 

IRBLZT-
IR56[CO] 

IRRI 
   

22 
HHZ 3-SAL13-Y2-

DT1 
IRRI 55 IR14L160 IRRI 88 IR06A145 IRRI 

   
23 HHZ 3-SAL4-Y1-Y1 IRRI 56 IR14L137 IRRI 89 IR 09L204 IRRI 

   
24 HHZ 4-SAL5-Y2-Y1 IRRI 57 IR13L268 IRRI 90 IR08L216 IRRI 

   
25 HHZ 6-DT1-LI1-LI1 IRRI 58 IR12L380 IRRI 91 IR09N516 IRRI 

   
26 IRRI 104 IRRI 59 IR14L262 IRRI 92 IR 09N251 IRRI 

   
27 IRRI 154 IRRI 60 IR14L271 IRRI 93 IR 10A227 IRRI 

   
28 

HHZ 10-DT5-LI1-
LI1 

IRRI 61 IR14L270 IRRI 94 IR10A121 IRRI 
   

29 
HHZ 10-DT8-DT1-

DT1 
IRRI 62 IR13F228 IRRI 95 IR 10A199 IRRI 

   
30 HHZ 15-DT7-SAL2 IRRI 63 IR13F321 IRRI 96 IR 10A237 IRRI 

   
31 HHZ 15-SAL13-Y1 IRRI 64 IR13F589 IRRI 97 IR 10A314 IRRI 

   
32 HHZ 15-SAL13-Y3 IRRI 65 IRRI 132 IRRI 98 IR 11A479 IRRI 

   
33 HHZ 18-Y3-Y1-Y1 IRRI 66 

B11598C-TB-
2-1-B-7 

INDON
ESIA 

99 IR 11A501 IRRI 
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 خصوصیات فیزیکی و شیمیایی خاک محل آزمایش -2جدول 
Table 2. Physical and chemical properties of soil at the test site 

  مشخصه Characteristic (Content) مقدار

2 Electric conductivity (dc Siemens/m) (متر بر منسیز یدس) یکیالکتر تیهدا 

7.6 pH pH 

10.5 Neutralizing agents (percent) (درصد) شونده یخنث مواد 

0.84 Organic carbon (percent) (درصد) یآل کربن 

0.08 Total nitrogen (percent) (درصد) کل تروژنین 

16.4 absorbable Phosphorus (ppm) (ونیلیم در قسمت) جذبقابل فسفر 

195 absorbable potassium (ppm) (ونیلیم در قسمت) جذبقابل میپتاس 

35 Si (percent) (درصد) لتیس 

54 C (percent) (درصد) رس 

11 L (percent) لوم 

48.5 Saturated moisture percent درصد( اشباع رطوبت( 

4 Fe آهن 

17.8 Mn منگنز 

0.7 Zn یرو 

2 Cu مس 

 

 در این مطالعه استفاده موردویژگی نشانگرهای  -3جدول 

Table 3. Characteristics of the markers used in this study 

 نشانگر

Marker 

 رو به جلو آغازگر 

Forward primer 
5'-3- 

 آغازگر معکوس

Reverse primer 
5'-3' 

شماره 

 کروموزوم 

Chr. No. 
RM28048 TTCAGCCGATCCATTCAATTCC GCTATTGGCCGGAAAGTAGTTAGC 12 

RM28099 TGTGCGGATGCGGGTAAGTCC CCACCTGTCAACCACCGAAACC 12 

RM511 AACGAAAGCGAAGCTGTCTCC ATTTGTTCCCTTCCTTCGATCC 12 

RM28166 TGCTTGCAAACATTGCTTCTGG ACTGATGTACTGAACACGGGAAGG 12 

RM28199 CGGCTTAGGGAGCGTCTGTAGG GCATGCTAGTATGGCCACCATATTCC 12 

RM315 AAGCTCATTTGAGGGTATCG AGGGCAAGAGAAACTATTGG 1 

RM11943 CTTGTTCGAGGACGAAGATAGGG CCAGTTTACCAGGGTCGAAACC 1 

RM8134,RM431 GCTTGCTTGTATCTGCATTGGTAGG GGGATGATCCACTCTCTGTTTGG 1 

RM12023 TGCGTACCTCTGCTCCTCTCTGC GACGAAGCCGACCAAGTGAAGC 1 

RM212 AAGGTCAAGGAAACAGGGACTGG AGCCACGAATTCCACTTTCAGC 1 

RM256 GACAGGGAGTGATTGAAGGC GTTGATTTCGCCAAGGGC 2 

RM149 GCTGACCAACGAACCTAGGCCG GTTGGAAGCCTTTCCTCGTAACACG 8 

RM8085 CCTCGTCCTCCTCGTCATCG AGCAGCGAAATGGAAGGAACC 1 

RM3825 CCACTAGCAGATGATCACAGACG GAGCACCTCATAAGGGTTTCAGC 1 

RM72 CCGGCGATAAAACAATGAG GCATCGGTCCTAACTAAGGG 8 

RM5414,RM518 AAGACACAAGCAAACAGCTCAACC AAGCTTGCTTGGTTCAAGAGAGG 4 

RM228 CTGGCCATTAGTCCTTGG GCTTGCGGCTCTGCTTAC 10 

RM20A TGTATGCACAGCTGCTCTACTCC GCACGACCAGAAATTAACAAGG 12 

RM85 CCAAAGATGAAACCTGGATTG GCACAAGGTGAGCAGTCC 8 

RM341 CAAGAAACCTCAATCCGAGC CTCCTCCCGATCCCAATC 2 

 
برای  اولیه چرخه واسرشت یک شامل حرارتی چرخه
DNA دقیقه 4 مدت به گرادیسانت درجه 94 دمای در الگو 

 درجه 94 دمای در ثانیه 45 چرخه شامل 10 آن دنبال به و

 با) گرادیسانت درجه 65 دمای در ثانیه 45 گراد،یسانت

 به رسیدن تا چرخه هر در گرادیسانت یک درجه هر کاهش

و  گرادیسانت درجه 72 دمای در دقیقه یک دمای اتصال( و

 درجه 94دمای  در ثانیه 45 شامل چرخه 26 آن دنبال به

 یک و گرادیسانتدرجه  55 دمای در ثانیه 45 گراد،یسانت

 26 اتمام از پسبود. گراد یسانت درجه 72 دمای در دقیقه

 دقیقه پنج نهایی بسط انجام منظوربه هانمونه فوق، چرخه

 گرفتند. سپس قرار گرادیسانتدرجه  72 دمای در

 آکریل پلی ژل الکتروفورز از با استفاده PCRهای فرآورده



 و همکاران بادیردست ... های حاوی اطلاعات در کنترل صفات برنجشناسایی آلل

 

44 

 آمیزینقره رنگ نیترات روش به درصد تفکیک و 6 آمید

 نوارها امتیازدهی یتدرنها. (Switzer et al., 1979)شدند 

های مولکولی و وتحلیل دادهیه تجز منظوربهگرفت.  انجام
های آوردن اطلاعات مربوط به تنوع نشانگر به دست

، برای تجزیه به pope geneافزار از نرم ماهوارهیزر
و رسم نمودار درختی و  pastافزار ی اصلی از نرمهامؤلفه

 power markerافزار سایر اطلاعات تنوع ژنتیکی از نرم
 طریق از چندشکلی آغازگر اطلاعات استفاده شد. شاخص

فراوانی آلل  piکه  محاسبه شد PIC= Σ (1- pi 2)/nفرمول 
i و  مn  شناسایی  منظوربههاست. ژنوتیپتعداد کل

 رگرسیون از تجزیه مؤثرنشانگرهای دارای اطلاعات 

ت مورفولوژیک به ابرای صف گامبهگام روش به چندگانه
 در کهیطوربهانجام شد.  SPSS Ver. 20افزار کمک نرم

 عنوانبهمورفولوژیکی  صفات از یکی تجزیه انجام بار هر

های متغیر عنوانبه( و کلیه نشانگرها Yوابسته ) متغیر
 شدند. وارد تجزیه ( درXمستقل )

جلوگیری از اشتباه نوع اول برای نشانگرهای معنی   نظر به
برای این   دار مشاهده شده تصحیح بونفرونی انجام شد.

مرتبط با نشانگرهای مرتبط در برابر مقدار  p valueمنظور 
بحرانی معنی دار بونفرونی آزمون شد. بنابراین دو مقدار 

( بر تعداد نشانگر الل تکتیر شده تقسیم شد 01/0و  05/0)
 (.2017)جمالی و همکاران، 

 و بحث نتایج
 آغازگر جفت : بیستماهوارهیزرسودمندی نشانگرهای 

 تولید امتیازدهی قابل و مناسب الگوهای نواری مورداستفاده

های مورد آلل در ژنوتیپ 77 درمجموع(. 4کردند )جدول 

به ازای هر نشانگر تکثیر آلل  85/3ارزیابی با میانگین 

های آلل بیشترین و نشانگر 6با  RM72شدند. نشانگر 

RM28199  وRM212  ترین تعداد آلل را آلل کم 2با

 استفاده با برنج وتیپژن 32 در طی بررسی تولید نمودند.

نشانگر  15نشان داده شد که  ریزماهوارهنشانگر  19 از

یرشده به ازای هر تکث چند شکل بود و تعداد قطعات

 (.Valizadeh Soumeh et al., 2014نوار بود ) 6نشانگر 

 شدهمشاهده هایآلل بین در که آللی) شایع آلل فراوانی

 هایژنوتیپ بین در را فراوانی بیشترین نشانگر، یک برای

 در 81/0 تا RM431 در 29/0 از ،(دارد موردبررسی

RM28099 فراوانی بیشترین. بود متغیر 48/0 میانگین با 

 آن ترینکم و RM28099 نشانگر به مربوط شایع آلل

 بقیه که است این بر عقیده. بود RM431 نشانگر به مربوط

 یا ژنی تنوع. اندگرفته منشأ شایع آلل از هاآلل

 آلل دو بودن متفاوت احتمال که انتظار مورد هتروزیگوتی

 76/0 تا 33/0 بین دهد،می نشان را فرد دو از تصادفی

 و RM85 نشانگر به ژنی تنوع میزان بیشترین. بود متغیر

مقادیر بالای  .بود مربوط RM28099 به مربوط آن ترینکم

نشان  هاتنوع ژنی توانایی نشانگرها را در تمایز ژنوتیپ

 اطلاعات میزان(. Matus and Hayes, 2002دهد )می

 محدوده در مورداستفاده نشانگرهای درمجموع چندشکلی

 میزان بیشترین. داشت قرار 58/0 میانگین با 72/0 تا 30/0

PIC نشانگرهای به RM85 و RM20A میزان ترینکم و 

 گفت توانمی. داشت اختصاص RM28099 نشانگر به آن

 در را بالایی تمایز قدرت RM20A و RM85 نشانگر که

با استفاده از  در بررسی که. داشتند هاژنوتیپ از گروه این

 Aegilopsژنوتیپ  70بر  ریزماهوارهجفت نشانگر  20

crassa نشانگر  ،بومی ایران انجام شدGWM161  بیشترین

 PICترین کم GWM190( و نشانگر 44/0) PICمقدار 

 . میزان(Ranjbar et al., 2009) دادندرا نشان  (16/0)

 مقایسه مهم جهت پارامترهای از یکی ی،چندشکل اطلاعات

 این بالای مقادیر .است هاآن تمایز قدرت ازلحاظ نشانگرها

های نادر آلل یا آلل وجود و ی زیادچندشکل بر دلالت معیار

 و تفکیک قدرت بیانگر و است جایگاه نشانگری یک در

 ,.Ribeiro-Carvalho et al) استبالای آن نشانگر  تمایز

هایی که گردد نشانگرکه ملاحظه می گونههمان (.2004

شکلی بالایی داشتند، تنوع ژنی بالایی میزان اطلاعات چند

و  PICدهنده همبستگی بین نیز دارا بودند که این امر نشان

نشانگر  20در بررسی که با استفاده از  تنوع ژنی است.

انجام  برنج شدهاصلاحرقم بومی و  34بر روی  ریزماهواره
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 95/2ی بررس موردمیانگین شاخص تنوع در جمعیت  ،شد

ترین آن به ترتیب مربوط به نشانگر بود که بیشترین و کم

RM104 (56/5)  وRM282 (06/1)  بود. در بررسی این

بیشترین و  81/0با مقدار  RM104محققین نشانگر 

RM282  ترین مقدار کم 10/0باPIC  را به خود اختصاص

 برآورد گردید 59/0میانگین این شاخص نیز و دادند 

(Nikzade Talebi et al., 2016). 

 همبستگی میزان تعیین منظور: بهاصلی هایمؤلفه به تجزیه

 چند اولیه متغیرهای واریانس مقادیر توجیه و صفات بین

 ده. شد انجام اصلی هایمؤلفه به تجزیه اول، اصلی مؤلفه

 اولین. نمودند توجیه را تغییرات درصد 60/43 اول مؤلفه

 مؤلفه دومین .نمود توجیه را تغییرات درصد 66/6 مؤلفه

 توجیه اول مؤلفه توسط که را تغییراتی از درصد 25/6

 توجیه روند ترتیب همین به و کرد توجیه را بود نشده

 از درصد 20/3 دهم مؤلفه اینکه تا یابدمی ادامه تغییرات

  توجیه را نشده توجیه قبل مؤلفه 9 توسط که را تغییراتی

ی اصلی هامؤلفهدر تجزیه به  (.1و شکل  5 جدول) کرد

 میزان بیشترین اولمؤلفه  رفتمی انتظار که گونههمان

 از حاصل اطلاعات در .نمود توجیه را تغییرات

 تغییرات تبیین درصدکم بودن  ،مولکولی هاینشانگر

 به تجزیه مثل چندمتغیره هایتجزیه در مولکولی

 و هامکان بودن مستقل بر اول، اصلی یهامؤلفه

 نواحی درها آن مناسب توزیع و مطالعه مورد هاینشانگر

 از نشانگرها کهیصورت . دردارد دلالت ژنوم مختلف

 بین پیوستگی ،باشندشده  انتخاب ژنوم مختلف هایبخش

 برایمؤلفه  بیشتری تعداد یجهنت در و بود خواهد کمها آن

 در هانشانگر مناسب توزیع .است لازم تغییرات کل توجیه

 مولکولی تنوع بهتر و تردقیق سنجش معنی به ژنوم سراسر

 Aalami) است ژنوم کل از مناسب بردارینمونه دلیل به

and Karami, 2016; Fazeli and Cheghamirza, 2011; 

Mohammadi and Prasanna, 2003 نتایج بنابراین(؛ 

 که داد نشان بررسی این در اصلی مختصات به تجزیه

 مختلف نواحی در مطالعه این در موردبررسی هاینشانگر

 .هستند پراکنده ژنوم

 

 در این بررسی ریزماهوارهنشانگرهای ی چندشکلاطلاعات مربوط به  -4 جدول
Table 4. Polymorphic information of SSR markers used in this study 

 نشانگر

Marker 

 فراوانی آلل شایع

Major allele frquency 
 تعداد آلل چند شکل

No. of polymorphic allele 
 تنوع ژنی

Gene diversity 

 شکلیمیزان اطلاعات چند

Polymorphic information content 
(PIC) 

RM28048 0.517 4 0.593 0.515 
RM28099 0.806 3 0.329 0.301 
RM511 0.648 3 0.482 0.400 

RM28166 0.469 3 0.639 0.567 
RM28199 0.523 2 0.499 0.374 
RM315 0.367 4 0.721 0.671 

RM11943 0.592 4 0.589 0.545 
RM431 0.295 4 0.746 0.698 

RM12023 0.444 3 0.648 0.575 
RM212 0.571 2 0.490 0.370 
RM302 0.486 4 0.659 0.604 
RM149 0.400 4 0.684 0.624 

RM8085 0.535 4 0.633 0.583 
RM3825 0.480 4 0.661 0.605 

RM72 0.466 6 0.692 0.648 
RM518 0.448 4 0.693 0.644 
RM228 0.405 5 0.725 0.681 
RM20A 0.372 5 0.749 0.709 
RM85 0.350 5 0.756 0.717 

RM341 0.341 4 0.721 0.668 

 میانگین

Means 
0.476 3.85 0.635 0.575 
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 های برنج مورد ارزیابیدر ژنوتیپ اول مؤلفه 10اطلاعات مربوط به  -5جدول 
Table 5. Information of the 10 first components in rice genotypes 

 مولفه اصلی

Axis 

 مقدار ویژه

Eigenvalue 
 درصد واریانس

Percent 
 میزان کل

Total 
1 3.001 6.658 6.660 
2 2.814 6.242 12.890 
3 2.188 4.854 17.740 
4 1.973 4.377 22.120 
5 1.846 4.094 26.210 
6 1.710 3.794 30.000 
7 1.698 3.767 33.770 
8 1.546 3.429 37.200 
9 1.447 3.210 40.410 

10 1.434 3.180 43.600 

 

و  ریزماهوارههای : تجزیه رگرسیون دادهتجزیه ارتباط

در شرایط بدون تنش و  درمجموعصفات مورفولوژیکی 

 22بخش برای آلل آگاهی 54و  62 تنش خشکی به ترتیب

شده شناسایی نمود. در شرایط بدون تنش یابیارزصفت 

صفات عرض برگ پرچم، قطر ساقه و وزن دانه پر 

بیشترین آلل مثبت را داشتند. در شرایط تنش خشکی 

صفات عملکرد دانه، وزن خوشه اصلی، بیوماس، وزن دانه 

را دارا بودند.  بیشترین تعداد آلل مثبت پر و روز تا گلدهی

ترین تعداد آلل مثبت در ارتباط با در شرایط بدون تنش کم

تعداد پنجه بارور، تعداد پنجه کل، وزن کل ساقه و تعداد 

در ترین تعداد آلل مثبت کمچه اولیه دیده شد. هخوش

شرایط تنش خشکی در ارتباط با تعداد دانه پوک، وزن 

عداد تعداد پنجه کل، تچه اولیه، هدانه پوک، تعداد خوش

جه بارور، عرض برگ پرچم، مساحت برگ پرچم و نپ

های ژنی وجود مکانطول خوشه اصلی مشاهده گردید. 

به دلیل  احتمالاًمشترک برای برخی صفات در این تحقیق 

های کروموزومی است که پیوستگی یا پلیوتروپی مکان

همبستگی مثبت بین صفات مورفولوژیکی شاهدی بر این 

بیشترین ضریب تبیین در شرایط بدون تنش باشد. عا میاد

های ( مربوط به ارتفاع کل بوته توسط مکان88/0)

 RM28099-1 و RM11943-4 ،RM20A-1 یاریزماهواره

ترین ضریب تبیین در این شرایط مربوط توجیه گردید. کم

در شرایط تنش خشکی بیشترین به تعداد پنجه بارور بود. 

( در ارتباط با وزن خوشه اصلی 764/0ضریب تبیین )

، RM28166-3 ،RM315-3 ،RM256-1های توسط نشانگر

RM431-4  وRM28166-2 ترین ضریب . کمتبیین شد

و  6تبیین در ارتباط با وزن دانه پوک مشاهده شد )جداول 

 نشانگرهای ی برایبالای ارتباط در این تحقیق (.7

RM11943-4، RM20A-1 و RM28099-1 شرایط در 

 ژنی هایمکان وگیاه  ارتفاع صفت با تنش بدون

RM28166-3 ،RM315-3 ،RM256-1 ،RM431-4  و

RM28166-2 به توجه بادیده شد.  اصلی خوشه وزن با 

 برنج عملکرد در مؤثر عوامل از صفات این هردوی اینکه

 دامها باشند،می خشکی تنش شرایط در خصوصبه

 این مجاور نواحی در پویش مثل مولکولی هایبررسی

 دیگر هایژنوتیپ در هامکان این مجدد بررسی و هامکان

 در صفات این کنندهکنترل هایمکان شناسایی در تواندمی

 .باشد مؤثر برنج هایژنوتیپ

 از استفاده با هاژنوتیپ بندی: گروهایتجزیه خوشه

 با مولکولی هایداده اساس بر Power marker افزارنرم

 انجام( 92/0) کوفنینگ ضریب معیار و UPGMA روش

در یک  (.2 شکل) گرفتند قرار گروه 7 در هاژنوتیپ. شد

 در برنج ژنوتیپ SSR، 38 نشانگر 14 از استفاده بررسی با

گروهی  .(Gharekhani et al., 2016قرارگرفتند ) گروه 3

 SSR نشانگر 21 کمک به را برنج ژنوتیپ 22 از محققیین

 ,.Honarvar et al)نمودند  بندیطبقه مجزا گروه 3 در

 که هاییژنوتیپ داد نشان ایخوشه تجزیه نتایج .(2016

 ظاهری هایتفاوت وجود با دارند قرار گروه یک در
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. دارند خود ژنوم ساختمان در مشابه تکراری هایتوالی

 تصادفی هاینشانگر جزء استفاده مورد هاینشانگر چون

 کنار در متفاوت هایژنوتیپ گیریقرار بنابراین ،باشندمی

 توسط کننده غیررمز مناطق تکثیر علت به شاید هم

 بروز در محیطی عوامل تأثیر و استفاده مورد هاینشانگر

 مطالعه این در بررسی مورد هایژنوتیپ ریختی صفات

 ,.Masoudi et al., 2017; Roldan-Ruiz et al) باشد

2001.) 

 آلل تعداد ترینکمبه طور کلی در این تحقیق دیده شد که 

 آن بیشترین و RM212 و RM28199 نشانگر به مربوط

 اطلاعات میزان یشترین. ببود RM72 رگنشان به مربوط

 و RM20A و RM85 هاینشانگر به مربوط یچندشکل

نظر  ازو  بود RM28099 نشانگر به مربوط آن ترینکم

 ترتیب به RM85 و RM28099 نشانگر دو ژنی، تنوع

 در تغییرات بیشترین. داشتند را مقدار بیشترین و ترینکم

 توسط بوته کل ارتفاع به مربوط تنش بدون شرایط

 ،RM11943-4، RM20A-1 یاریزماهواره هایمکان

RM28099-1، RM85-3، RM72-3 و RM149-1 تبیین 

 در تغییرات بیشترین خشکی تنش شرایط در .گردید

 هاینشانگر توسط اصلی خوشه وزن با ارتباط

RM28166-3، RM315-3، RM256-1، RM431-4 و 

RM28166-2 اساس بر ایخوشه تجزیه .شد تبیین 

. نمود تقسیم گروه 7 به را هاژنوتیپ مولکولی هایداده

 مناسب توزیع به توجه با که است آن گویای نتایج این

DNA از ،یبررس مورد نشانگرهای توسط شده یرتکث 

 با بالایی پیوستگی و تفکیک قدرت که نشانگرهایی

 مثل ارتفاع و وزن خوشه اصلی دارند زراعی مهم صفات

 ،برسند یدأیت به بعدی هاییشآزما در کهیصورت درو 

خشکی  تنش با مرتبط ینژادبه هایبرنامه در توانمی

 .نمود استفاده
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Figure 1. Two-dimensional plot of clusters by using microsatellite markers 
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 ریزماهواره هاینشانگر کمک به مولکولی هایداده طبق بر بررسی مورد برنج هایژنوتیپ ایخوشه تجزیه -2 شکل

Figure 2. Cluster analysis of rice genotypes based on molecular data using microsatellite markers 
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های مولکولی و صفات مورفولوژیک در شرایط برای داده گامبهگامنتایج تجزیه ارتباط با استفاده از رگرسیون  -6جدول 
 های برنجغرقاب در ژنوتیپ

Table 6. Results of association analysis using stepwise regression for molecular data and morphological traits in 
flood conditions in rice genotypes 

ضریب 

 تبیین
2R 

 اطلاعاتهای حاوی نشانگر
Markers containing information 

Trait صفت 

0.879 
 

  RM28099-1* RM20A-1** RM11943-4** Plant High  گیاهارتفاع 

0.1473 
     

RM28166-1** Fertilized Tiller تعداد پنجه بارور 

0.242 
   

  RM28166-1** Total Tiller تعداد پنجه کل 

0.383 
   

 RM11943-4** RM256-1** Flag Leaf Length طول برگ پرچم 

0.739 RM72-6* RM341-2** RM28166-1** RM8085-3** RM20A-1** RM20A-3** Flag Leaf Width عرض برگ پرچم 

0.444 
 

   RM28199-1** RM431-1** Flag Leaf area 

مساحت برگ 

 پرچم

0.565 
 

 RM28199-1* RM518-2** RM28048-3** RM11943-4** Panicle Excitation 

طول خروج از 

 غلاف

0.640 
 

RM228-3** RM12023-1** RM20A-1** RM431-2** RM28048-2** Shoot Diameter قطر ساقه 

0.591 
 

  RM11943-4** RM341-4** RM85-5** Panicle Length طول خوشه اصلی 

0.595     RM256-2** RM28166-3** 
Main Panicle 

Weight 
 اصلیوزن خوشه 

0.67      RM11943-4** Total Shoot Weight وزن کل ساقه ها 

0.567    RM2121-1* RM315-3** RM28166-3** 
Filled Grain 

Number 
 تعداد دانه پر

0.713   RM28099-1** RM85-1** RM8085-1** RM72-5** 
Unfilled Grain 

Number 
 تعداد دانه پوک

0.771  RM149-4* RM3825-4** RM256-1** RM315-3* RM28166-3** Filled Grain Weight وزن دانه پر 

0.693   RM3825-2* RM28099-1** RM28048-2* RM149-3 
Unfilled Grain 

Weight 
 وزن دانه پوک

0.293      RM518-2** 
Number of Primery 

Branching 

تعداد خوشچه 

 اولیه

0.607    RM228-2** RM341-1** RM315-3** 

Number of 

Secondery 

Branching 

تعداد خوشچه 

 ثانویه

0.430     RM3825-1* RM85-4** Biomass بیوماس 

0.574     RM315-1* RM85-1** Day to Flowering روز تا گلدهی 

0.557     RM11943-1* RM228-5** Harvest Index شاخص برداشت 

0.543   RM28166-1* RM256-2* RM20A-3** RM256-1** Grain yield عملکرد 

0.487     RM72-5** RM28166-3** Fertility باروری 
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 تنش شرایط در مورفولوژیک صفات و مولکولی هایداده برایگام بهگام رگرسیون از استفاده با ارتباط تجزیه نتایج -7 جدول

 های برنجخشکی در ژنوتیپ

Table 7. Results of association analysis using stepwise regression for molecular data and morphological traits in 

drought stress conditions in rice genotypes. 
ضریب 

 تبیین
2R 

 های حاوی اطلاعات نشانگر

Markers containing information  
Trait صفت 

0.743 
 

 RM518-3* RM20A-1** RM11943-4** Plant High  گیاهارتفاع 

0.342 
 

   RM149-3** Fertilized Tiller تعداد پنجه بارور 

0.410 
 

   RM72-6** Total Tiller تعداد پنجه کل 

0.565 
 

  RM20A-4** RM8085-2** Flag Leaf Length طول برگ پرچم 

0.307 
 

   RM20A-2** Flag Leaf Width  پرچمعرض برگ 

0.227 
    

RM28199-1** Flag Leaf area مساحت برگ پرچم 

0.631 
 

 RM149-4* RM315-4** RM11943-4** Panicle Excitation طول خروج از غلاف 

0.345 
   

RM518-1* RM11943-1** Shoot Diameter قطر ساقه 

0.378 
 

   RM85-2** Panicle Length طول خوشه اصلی 

0.647 
 

RM341-1* RM256-3* RM28166-3** RM12023-2** Total Panicle Weight وزن کل خوشه ها 

0.764 RM28166-2** RM431-4** RM256-1* RM315-3** RM28166-3** Main Panicle Weight وزن خوشه اصلی 

0.278 
   

RM3825-1* RM11943-4** Total Shoot Weight وزن کل ساقه ها 

0.565   RM12023-2* RM315-3** RM28166-3** Filled Grain Number تعداد دانه پر 

0.280     RM431-2* Unfilled Grain Number تعداد دانه پوک 

0.3654  RM256-1* RM431-4* RM8085-2* RM28166-3** Filled Grain Weight وزن دانه پر 

0.180     RM149-1** Unfilled Grain Weight وزن دانه پوک 

0.423     RM3825-3** 
Number of Primery 

Branching 
 تعداد خوشچه اولیه

0.414    RM149-1** RM212-2** 
Number of Secondery 

Branching 
 تعداد خوشچه ثانویه

0.705  RM8085-2** RM3825-3** RM256-3** RM85-1** Biomass بیوماس 

0.582  RM28166-1* RM212-2* RM28199-1 RM85-1** Day to Flowering روز تا گلدهی 

0.672    RM431-4* RM212-2** Harvest Index شاخص برداشت 

0.727  RM228-2* RM228-2* RM12023-2** RM28166-3** Grain yield عملکرد 

0.500    RM431-4** RM28166-3** Fertility  باروری 
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 سپاسگزاری

های اجرای این پژوهش از طرح ملی از هزینهبخشی 

تکثیر، توسعه و ترویج ارقام برنج هوازی برای مناطق 

خشک و نمیه خشک شمال شرق کشور تامین شده است. 

بدینوسیله از معاونت علمی و فناوری ریاست جمهوری 

 آید.می تقدیر و تشکر به عمل
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Abstract 
One of the main objectives of plant breeding is defining the relationship between genotype and 

phenotype. Nowadays, molecular markers provide powerful tools to evaluate this relationship for plant 

breeders. In this study, genetic diversity of 112 rice lines was evaluated by 20 pairs of SSR markers 

which linked to drought tolerant alleles. Totally, 77 polymorphic alleles with mean of 3.85 alleles per 

primer pairs were amplified. The minimum number of alleles was belonged to RM28199 and RM212 

markers with 2 alleles, and the maximum number of alleles was belonged to RM72 marker with 6 

alleles. The range of PIC for the examined markers was 0.30 to 0.72 and the mean of PIC was 0.58. 

The maximum amount of PIC was belonged to RM85 and RM20A markers and the minimum of PIC 

was belonged to RM28099 marker. Considering the gene diversity coeficient, RM28099 and RM 85 

markers had minimum (0.33) and maximum (0.76) diversity, respectively. The stepwise regression 

analysis of the microsatellite data and morphologic traits identified 62 and 54 informative alleles for 

the evaluated traits in flooding and drought conditions, respectivly. Cluster analysis based on 

molecular data divided the genotypes into 7 groups. Considering the appropriate distribution of 

amplified DNA by the studied markers in this study, markers that have high separation power and high 

association with important agronomic traits in drought stress condition (if further experiments 

confirmed them), could be employed in plant breeding programs of drought stress. 

Keywords: Rice, Cluster analysis, Drought stress, Genetic variety, SSR marker 
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