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  هاي كنترل كننده عملكرد در QTLمكان يابي

   دو رقم برنج ايراني 2Fجمعيت 

 
  4، قدير طاهري3، احمد زارع فيض آبادي2، بابك ربيعي1صادق موافق

  چكيده

ــايي  ــور شناسـ ــه منظـ ــت  QTLبـ ــرنج از جمعيـ ــرد بـ ــده عملكـ ــرل كننـ ــاي كنتـ ــرده و   ح2Fهـ ــام گـ ــين ارقـ ــي بـ ــل از تلاقـ   اصـ

-t گرم در بوته بودند كه با استفاده از آزمـون            55/31 و   25/43سفيد به ترتيب داراي متوسط عملكرد          والد گرده و دم    .سفيد استفاده گرديد   دم

  نقـشه  تعيين شد و    AFLPگر   نشان 117  با استفاده از   2F  بوته 194 ژنوتيپ   . نشان دادند  01/0استيودنت تفاوت معني داري در سطح احتمال        

 سـانتي مورگـان بـا متوسـط     1212طول نقشه بدست آمـده  . گرديد تهيه Map Manager v2.6.5 با استفاده از نرم افزار پيوستگي جمعيت

و روش   با استفاده از د    QTL، تجزيه    2Fبراي تشخيص ارتباط بين ژنوتيپ نشانگر و ارزش صفت در افراد            .  سانتي مورگان بود   88/11فاصله  

 2 پيوسته با عملكرد روي گـروه پيوسـتگي   QTL ، يك2Fجمعيت در . اي مركب انجام گرفت   اي ساده و مكان يابي فاصله       مكان يابي فاصله  

 QTLدر  . بـود گرم در بوتـه      62/2 در حدود    QTL اثر افزايشي اين      درصد و  3/8 در حدود    QTLتنوع فنوتيپي همبسته با اين      . شناسايي شد 

  . شدند 2Fهاي  هاي والد گرده باعث افزايش عملكرد دانه در بوته للشناسايي شده آ

  

  QTL، تجزيه AFLPبرنج، نقشه پيوستگي، نشانگرهاي  :هاي كليدي واژه

  مقدمه

هـاي بـه نـژادي بـرنج افـزايش يكي از اهداف مهم برنامه    
بـه دليـل كمـي بـودن ايـن. عملكرد در واحد سطح مي باشد

وسـيله چنـدين ژن و تـأثير شـديدصفت مهم و كنترل آن به       
 مطالعــه ژنتيكــي آن بــسيار مــشكل روي آنعوامــل محيطــي

هاي مناسب، تعداد در صورتي كه بتوان با اعمال روش      . است
ها، جايگاه ژنومي و سـهم هـر يـك از آنهـا را در كنتـرل ژن

تنوع فنوتيپي عملكرد دانه مشخص نمود، شايد بتوان هماننـد
هـاي روش .ين صـفت پرداخـت    صفات تك ژني به اصلاح ا     

1تجزيه  

QTL        بـه ايـنراهكاري جديد و مناسب براي رسيدن
هـاي بـه برنامـه توان از نتايج آن به خوبي در         هدف بوده و مي   

  .نژادي آينده استفاده نمود
ها و نشانگرها، تعيين محل آنهـاQTLتشخيص لينكاژ بين    

ها و برآورد اثـر آنهـا روي صـفت كمـي بـه روي كروموزوم 
يله محققين زيادي در برنج مورد مطالعه قرار گرفته اسـتوس

ــي ). 4 و 3، 13 ،1، 14، 5( ــاران ل ــه) 8(و همك ــي را ب تحقيق
منظور بررسي ژنتيكي سرعت رشد گياهان زراعـي و ارتبـاط

 لايــن258آن بـا عملكــرد و اجــزاي عملكـرد در بــرنج روي   
ــب  ــرد نوتركي ــم  RIL(2(اينب ــي رق  وLemont حاصــل از تلاق

Teqingســرعت رشــد گيــاه يــك خــصوصيت.  انجــام دادنــد
.كنـد  ديناميكي بوده كه عملكرد نهايي را در غلات تعيين مي         

 بــراي ســرعت رشــد گيــاه در چهــار دورهQTLآنهــا هــشت 
دو (5،  3هـاي    متوالي شناسايي كردنـد كـه روي كرومـوزوم        

QTL( ،8)  دوQTL( ،10 ،11ــتند12  و ــرار داشــ ــراي.  قــ بــ
 شناســـايي نمودنـــد كـــه رويQTLو عملكـــرد دانـــه نيـــز د

  . برنج قرار داشتند11  و 8هاي  كروموزوم

 دانشيار- 3استاديار دانشكده علوم كشاورزي دانشگاه گيلان، -2، ت كشاورزي و منابع طبيعي خراسان رضويكارشناس ارشد اصلاح نباتات، مركز تحقيقا��

   هيأت علمي دانشگاه آزاد اسلامي واحد نيشابور- 4زراعت، مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي خراسان رضوي، 
1- Quantitative trait loci   2- Recombinant inbred line 
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هاي كنترل كننـدهQTLمكان يابي   ) 19(يون و همكاران    
اجزاي عملكرد و برخـي صـفات مورفولـوژيكي را در يـك

ــت  ــي 2F2BCجمعي ــل از تلاق  .Oو  O.grandiglumis  حاص

sativa  رقــمHwaseongbyeo نــشانگر 51 بــا اســتفاده از SSR

QTLآنها براي عملكرد دانه در بوتـه تنهـا يـك            . انجام دادند 

 درصـد تنـوع5/11 شناسايي نمودنـد كـه       2روي كروموزوم   
  .كرد فنوتيپي اين صفت را كنترل مي

هاي بك كـراس پيـشرفته  از لاين ) 12(ماري و همكاران    
هـاي مـرتبط بـا عملكـرد دانـه اسـتفادهQTLبراي مكان يابي    

اي   و مكان يابي فاصله    IM(1(اي    يابي فاصله نمودند و با مكان     
 صفت زراعـي13 براي   QTL تعداد سي و نه      CIM(1(مركب

 بـا روشSSR نـشانگر    80آنهـا بـا كـاربرد       . شناسايي كردنـد  
CIM        تعداد بيـست و پـنج QTL      و بـا روش IMتعـداد سـي و 
 در هـر دو روشQTL شناسايي كردند كـه هفـده        QTLيك

،1هـاي      در روي كروموزوم   QTLه  اين سي و ن   . شناسايي شد 
در اين بررسـي مـشخص.  مكان يابي شدند9 و   8،  5،  4،  3،  2

 درصـد از74 اثـر مثبتـي روي       O.rufipogonهـاي     شد كه الل  
QTLهاي شناسـايي شـده بـراي عملكـرد و اجـزاي عملكـرد
پـنج (8 و   2،  1هـاي      روي كرومـوزوم   QTLآنها هفت   . دارند
QTL (      براي صفت عملكرد و سهQTL  هـاي   روي كروموزوم

 براي صفت عملكـرد دانـه در بوتـه شناسـاييQTL (9دو   (2
 شناسـايي شـده بـراي عملكـرد، شـشQTLاز هفت   . نمودند

QTL     لـي)23(توسط ژوانگ و همكاران      در تحقيقات قبلي ،
)20(و يو و همكاران ) 17(، زيااو و همكاران  )9(همكاران  و  

  .شناسايي شده بود
بـه منظـور شناســايي) 14(مكــاران  و هسـپتي نينـگ سـي   

QTLهاي عملكرد و اجزاي عملكرد در يـك جمعيـت بـك
 و رقـمIR64كراس پيـشرفته حاصـل از تلاقـي رقـم زراعـي

ــشانگر 165، از O.rufipogonوحـــشي  ــشانگر34 و SSR نـ  نـ
RFLP  اي آنها با دو روش مكان يـابي فاصـله        .  استفاده نمودند

ــله ــابي فاصـ ــان يـ ــاده و مكـ ــ سـ ــب سـ  رويQTLه اي مركـ
 بــراي صــفت عملكــرد در2و ) QTLدو  (1هــاي  كرومــوزوم

  . بوته شناسايي كردند
هــا را بــرايQTLمكــان يــابي ) 5(برونــداني و همكــاران 

ــيط ــرد در دو محــــ ــه عملكــــ ــسته بــــ ــفات وابــــ صــــ

 و نـشانگرهاي ريزمـاهواره2F2BCهـاي     با استفاده از خـانواده    
 محـيط و در يـك   QTLآنهـا در مجمـوع هفتـاد        . انجام دادند 

 در محيط دوم با استفاده از تجزيـه تـكQTLشصت و شش    
ــده     ــه هيج ــد ك ــايي نمودن ــشانگري شناس ــواحيQTLن  در ن

در روش. كروموزومي مشابهي در هر دو محيط قرار داشـتند        
 در7اي، تعداد هشت صفت بـا كرومـوزوم           مكان يابي فاصله  

 در محـيط5محيط اول و تعداد هفـت صـفت بـا كرومـوزوم             
QTLبه علاوه، با اين روش چهـل و يـك           . وسته بودند دوم پي 

 در محـيط دوم شناسـاييQTLدر محيط اول و سـي و شـش          
 در نواحي كروموزومي مشابهي در هـرQTLشدند كه بيست    

آنهــا در بررســي خــود در يــك. دو محــيط مــشخص شــدند
سـه (4،  3،  1هـاي      روي كرومـوزوم   QTLمحيط تعداد هفت    

QTL (  در گياه شناسايي كردند كـه براي صفت عملكرد   7و 
 درصد از تنوع فنوتيپي ايـن صـفت را توجيـه11/39 تا   9/12

 را رديابي نمودندQTLنمودند و در محيط ديگر تعداد يازده        
 درصد از تنوع فنوتيپي عملكـرد83/23 تا   29/12كه هر يك    

نيـز) 18 و   17(زيااو و همكاران    . نمودند  در گياه را توجيه مي    
 و1هـاي     روي كرومـوزوم   QTLرد تنها دو    براي صفت عملك  

 درصـد از تنـوع18 شناسايي كردند كه هر يك در حـدود          2
  .فنوتيپي را توجيه نمودند

پيوســـتگي ايـــن تحقيـــق تهيـــه نقـــشه هـــدف از انجـــام
هـاي  رقـم  حاصل از تلاقي     2F در جمعيت    AFLPنشانگرهاي  

هـاي كنتـرل كننـدهQTLيـابي     مكـان ،  سفيد و گـرده      دم برنج
و 2F در جمعيت       تهيه شده  پيوستگي دانه روي نقشه     عملكرد

هـاي شناسـاييQTLبرآورد نوع عمل ژن و سهم هر يـك از           
  .بوده استشده در تبيين تنوع فنوتيپي عملكرد دانه 

  ها مواد و روش

ــال    ــاه س ــرداد م ــق در خ ــن تحقي ــشگاه1385اي  در آزماي
ژنوميكس پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي منطقـه شـمال

حاضـر  تحقيـق    جمعيت تهيه نقشه  . ر رشت انجام شد   كشور د
 حاصل از تلاقي دو رقـم بـرنج ايرانـي بـه2F بوته 192شامل  

يك رقم بومي گيلان با ارتفاع بلند، كيفيت(اسامي دم سفيد    
يـك رقـم بـومي زنجـان بـا(و گرده   ) خوب و عملكرد پايين   

به همراه)  تا زياد  ارتفاع كم، كيفيت پايين و عملكرد متوسط      

1- Interval Mapping   2- Composite Interval Mapping 
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تهيه شـده) 13(و همكاران   بود كه قبلاً توسط ربيعي      دو والد   
   .بود

ــاران  AFLPروش  ــد روش وس و همكـ ــا) 15( هماننـ بـ
 ژنـومي بـاDNA نانو گـرم از      200. تغييرات اندكي انجام شد   

 در محلــولMse I و Pst Iاســتفاده از دو آنــزيم محــدودگر 
 ميكروليتـــــــــري حـــــــــاوي بـــــــــافر40واكـــــــــنش 

R (10 mM Tris-HCl pH 8.5, 10 mM MgCl2, 100 mM 

KCl and 0.1 mg/ml BCA)كــه ايــن دو آنــزيم در آن تــا 
 درصد فعاليت دارند، به مدت يك شـبانه روز در100حدود  
بعـد از.  درجه سانتيگراد مـورد هـضم قـرار گرفتنـد          37دماي  

 ميكروليتــري شــامل10انجــام مرحلــه گــوارش، محلــول    
 بـه ترتيـب بـاMse I و Pst I) آداپتورهـاي (سازگارسـازهاي  

تهيه) ATPحاوي  ( پيكومول و بافر اتصال      50 و   5هاي    غلظت
  . و به محلول واكنش اين مرحله افزوده گرديد

 درجه سانتيگراد و دو37و به مدت يك ساعت در دماي        
 درجــه ســانتيگراد قــرار گرفــت تــا20ســاعت در دمــاي  

ــه  ــه پايان ــازها ب ــد   سازگارس ــصل گردن ــه مت ــرش يافت ــاي ب .ه
  : گارسازهاي مورد استفاده داراي توالي زير بودندساز

΄Mse I   5΄-GACGATGAGTCCTGAG-3 سازگارساز

3΄-TACTCAGGACTCAT-5΄ 

΄Pst I  5΄-CTCGTAGACTGCGTACATGCA-3سازگارساز

  3΄-CATCTGACGCATGT-5΄

 Mse و Pst Iمرحله پيش تكثير با استفاده از آغازگرهاي 

I     و داراي  انجام گرفـت   3′تهاي   بدون نوكلئوتيد اضافي در ان
  :توالي زير بودند

΄M00  5΄-GATGAGTCCTGAGTAA-3آغازگر

 ΄P00  5΄-GACTGCGTACATGCAG-3آغازگر

 هـضمDNAمخلوط واكنش شامل دو ميكروليتر محلول       
،)1:5رقيق شده به نسبت     (شده و اتصال يافته با سازگارسازها       

60لظـت   يك ميكروليتر از هر يك از دو آغازگر فـوق بـا غ            
 ميلـي2نانوگرم در ميكروليتر، يك ميكروليتر كلريد منيـزيم

،)X 10( برابـر    10 بـا غلظـت      PCRبافر    ميكروليتر 5/2مولار،  
10 ميكروليتر مخلـوط چهـار نـوع نوكلئوتيـد بـا غلظـت               5/0

DNA) 5 پليمــراز Taq ميكروليتــر آنــزيم 2/0ميلــي مــولار و 
هت انجام پيشهاي حاوي مخلوط فوق، ج      تيوب. بود) واحد

اي در دســتگاه  چرخــه30تكثيــر تحــت يــك برنامــه دمــايي  
 ).1شكل( ترموسايكلر قرار گرفتند

مرحله تكثير انتخابي با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي
تـوالي ايـن.  گرفـت  صـورت Mse I و Pst Iسازگارسـازهاي  

  . اند  نشان داده شده1آغازگرها در جدول 
 ــ  ــن آغازگره ــتفاده از اي ــا اس ــبب ــوع ده تركي ا در مجم

.آغازگري مختلف بـراي انجـام تكثيـر انتخـابي تـشكيل شـد             
 ميكروليتـري بـراي انجـام ايـن مرحلـه حـاوي دو15مخلوط  

 رقيــق شــده مرحلــه قبــل، يــكPCRميكروليتــر از محــصول 
6/0ميكروليتـــر از هـــر يـــك از آغازگرهـــاي اختـــصاصي، 

بـافر ليتـر  ميكرو 5/1 ميلي مولار،    50ميكروليتر كلريد منيزيم    
PCR 10 ــر  ميكروليتــر مخلــوط چهــار نــوعX 10( ،3/0( براب

وليتـر آنـزيم ميكر2/0و  مـولار  ميلـي  10نوكلئوتيد با غلظت 
Taq   مخلوط فوق جهت تكثيـر انتخـابي.   واحد بود   5 پليمراز

 چرخـه در23 چرخه و    12اي شامل     اي دو مرحله    تحت برنامه 
  ). 2شكل ( دستگاه ترموسايكلر قرار گرفت

 ميكروليتـر محلـول5به منظـور انجـام الكتروفـورز، ابتـدا          
 حاصـل از تكثيـرPCRبه محـصول     رنگي بارگذاري فرماميد  

انتخابي مرحله قبل افزوده شد و به مدت سه دقيقـه در دمـاي
 ســانتيگراد بــه منظــور انجــام عمــل واسرشــته ســازي قــرار96

ــد     ــل گردي ــخ منتق ــريعاً روي ي ــپس س ــت و س ــار. گرف چه
 درصـد6تر از اين مخلوط روي ژل پلـي اكريلاميـد           ميكرولي

  مربوط به مرحله پيش تكثير برنامه دمايي:1شكل 

توالي آغازگرهاي اختصاصي مورد استفاده براي انجام تكثير  :1جدول 

  DNAانتخابي 
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 وات بـه مـدت يـك سـاعت و نـيم85بارگذاري و بـا تـوان       
هـا از روش نيتـرات  بـراي رنـگ آميـزي ژل      . الكتروفورز شد 

  . نقره استفاده گرديد
 بـر2Fپس از اتمام مراحل آزمايشگاهي امتياز دادن افراد         

در ايــن. چنــد شــكل انجــام شــد) بانــدهاي(اســاس نوارهــاي 
مرحله ابتدا نوارهـاي چنـد شـكل در بـين دو والـد مـشخص

. رديـابي گرديدنـد    2Fشدند و سـپس همـان نوارهـا در افـراد            
نحوه كار بدين صورت بود كه به والدي كه داراي يك نوار

 تعلـق0 و والد ديگر كه فاقد آن نوار بـود امتيـاز             1بود امتياز
  . ياده گشت نيز پ2Fهمين قاعده در مورد افراد . گرفت

 از نظر ايـن نـشانگرها،      2Fبعد از تعيين ژنوتيپ كليه افراد       
 تنظـيم و117×194هاي حاصل به صورت يك ماتريس         داده
Map Manager v2.6.5پيوستگي با استفاده از نرم افـزار  نقشه

هـا بـراي عملكـرد دانـهQTLترسيم و سپس مكان يابي      ) 11(
ي مكـان يــابيهـا   از روشQTLبـراي تجزيــه  . انجـام گرفـت  

)22 و   21(و مكان يابي فاصله اي مركـب        ) 7 ( ساده اي فاصله
دانه در بوتـههاي كنترل كننده عملكرد     QTL .گرديداستفاده  

Win QTL Cartographerبه كمك نـرم افـزار    2Fدر جمعيت 

 ياLOD براي انتخاب حداقل مقدار      .گرديدندمكان يابي   ) 2(
LRT     به منظور تعيين QTL 1ار از آزمـون تبـديل     د  ي معنـي  هـا

  .استفاده گرديد

  نتايج و بحث

 و1F نتـاج    ،هاي فنوتيپي مربوط به عملكرد والـدين       ارزش
انجـام آزمـون .داده شده است  نشان   2جدول   در 2F هاي    بوته

t-  ين صورتدبه منظور مقايسه ميانگين بين وال     كه  استيودنت
يـك احتمـال   پذيرفت وجود تفاوت معني داري را در سطح         

 ايـن تفـاوت بـسيار معنـي.نشان داددانه   براي عملكرد    ددرص
هـاQTLدار بين والدين، استفاده از آنها را بـراي مكـان يـابي              

 نـشان داده شـد2همان طور كـه در جـدول        . نمود  تسهيل مي 
 ازكمتـر گـرم در بوتـه       7/11زان  عملكرد والد دم سفيد به مي     

رم در گ ـ 1F  ،14/54ميانگين عملكـرد نتـاج      . والد گرده است  
بوته بوده و از ميانگين عملكـرد هـر دو والـد بيـشتر بـود كـه

. باشـد  1Fهـاي     تواند دليلي بـر وجـود هتـروزيس در بوتـه            مي

  %1معني دار در سطح احتمال :  **

 

   برنامه دمايي مورد استفاده براي انجام تكثير انتخابي:2شكل 

 

   براي مقايسه بين والدينt و آزمون 2F  و1Fهاي  هاي فنوتيپي والدين و نسل ارزش :2جدول 

 

1- Permutation test 
Simple Interval Mapping 
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باشد و   كمتر از هر دو والد مي      1Fبعلاوه اشتباه استاندارد نتاج     
 در مقابـل1Fتواند دليلي بر هموستازي افراد هتروزيگوت         مي

همچنـين متوسـط عملكـرد. اثر عوامل نامساعد محيطي باشد    
 گرم در بوته نسبت به نتـاج نـسل65/19به ميزان    2Fهاي    بوته

1Fكاهش داشت، در حالي كه تنوع فنوتيپي مشاهده شده در 
اين موضوع مـورد انتظـار.  بود 1Fآنها بيشتر از والدين و نسل       

از نظر ژنتيكي تفاوت داشته 2Fهاي نسل     نيز بود، چرا كه بوته    
و تنوع مشاهده شده در آنها ناشـي از عوامـل ژنتيكـي و غيـر

هـاي يكنواخـت   گـروه  1Fژنتيكي است، امـا والـدين و نـسل
ژنتيكي بوده و تنوع آنهـا تنهـا بـه دليـل اثـر عوامـل محيطـي

  .است
 نيــز برخــي از پارامترهــاي ژنتيكــي مربــوط بــه3جــدول 

هاي فنوتيپي، ژنـوتيپي و محيطـي و عملكرد از قبيل واريانس   
 نشان2F  و 1Fهاي    وراثت پذيري عمومي را در والدين و نسل       

گـردد سـهم بيـشتري از  همان طور كـه مـشاهده مـي       . دهد  مي
تنوع فنوتيپي مشاهده شـده در عملكـرد دانـه توسـط عوامـل

 درصـد40محيطي كنترل شده و سـهم عوامـل ژنتيكـي تنهـا
  .است

هاي فنوتيپي مربوط بـه عملكـرد در توزيع فراواني ارزش  
هـاي  انجـام آزمـون   .  شده است   نشان داده  3 شكل در   2Fنتاج

چولگي و كشيدگي نـشان داد كـه توزيـع فنـوتيپي پيوسـته و
 وجـود دارد كـه احتمـالاً دليلـي بـر2Fتقريباً نرمالي در نتـاج      

  .باشد كمي بودن صفت مورد مطالعه مي
  

  2F نتاج جستجوي چند شكلي در بين والدين و

در اين تحقيق با استفاده از ده تركيب آغازگري مختلـف
 در بين دو والد شناسايي شـد چند شكل  نوار 117در مجموع   

ــراد    ــدين و اف ــپ وال ــا ژنوتي ــين نواره ــتفاده از هم ــا اس 2Fو ب

 تركيــبPCR الكتروفــورز محــصول 4شــكل . مــشخص شــد
ــازگري ــيP70-M47آغـ ــراد را روي ژل پلـ ــدادي از افـ  تعـ

مقايــسه چنــد شــكلي در. دهــد نــشان مــي % 6ميــد اكريلا
هاي آغـازگري مـورد مطالعـه نـشان داد كـه تركيـبتركيب

2F، Dهاي  بوته در هاي فنوتيپي عملكرد دانه  توزيع فراواني ارزش:3شكل 

  دهد سفيد و گرده را نشان مي  به ترتيب ارزش فنوتيپي والدين دمGو 

   وراثت پذيري عمومي عملكرد دانهژنتيكي و محيطي و فنوتيپي، هاي  واريانس:3جدول 

 

 نـوار چنـد شـكل داراي بيـشترين17 با   P70-M49آغازگري  
P51-M49 و   P70-M54هاي آغـازگري     چند شكلي و تركيب   

 نـوار چنـد شـكل داراي كمتـرين در بـين كليـه8هر يك بـا     
متوسـط تعـداد. مطالعـه بودنـد   هاي آغـازگري مـورد        تركيب

 به ازاي هـر تركيـب آغـازگري7/11نوارهاي چند شكل نيز     
  . بود

بــه منظــور بررســي وجــود يــا عــدم وجــود انحــراف
از نـسبت منـدليمـشاهده شـده     هاي آللي و ژنـوتيپي       فراواني

.اســتفاده گرديــد 2χ آزمــون از ،)3:1نــسبت (مــورد انتظــار 
 نـشانگري115بيانگر اين مطلب بود كه از بـين         حاصل  نتايج

از نــسبت)  درصــد8/27( نــشانگر 32شــدند، كــه وارد نقــشه 
كننـد و در واقـع تبعيـت نمـي  ) 3:1(تفرق مورد انتظار منـدلي      

ــوتيپي آنهــا حــداقل در ســطح   ــي آللــي و ژن  درصــد5فراوان
علـت ايـن. باشد  كه مورد انتظار مي    بودمتفاوت از آن چيزي     

AFLPتوان بدين صورت بيان كرد كه نـشانگرهاي          امر را مي  

دهند كه تنها نشان مي نيز  اي از خود حالت همبارزي       تا اندازه 
توان آن را شناسايي نمـود و در واقـع اي مي  در سطح پيشرفته  

در مورد تعدادي از آنها حالت همبارزي و به تبـع آن نـسبت
يــناز ادر اكثــر مــوارد كــه  شــد مــي بايــستي مــشاهده 1:2:1

 و از آنجـايي كـه ايـن همبـارزيواقعيت چشم پوشي گرديد   
. خطا نيـز شـده اسـت       ي باعث بروز مقدار   نبود تشخيص   قابل
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ــه   ــد كـ ــذكر شـ ــستي متـ ــشانگرهاي بايـ ــروهAFLPنـ  در گـ
گيرند و تكنيك مربوط به آنها نيـز  نشانگرهاي غالب قرار مي   

بر همين اساس پايه ريزي شده است و امكانـات موجـود نيـز
  .دهند مين حالت غالب را نشان ميتنها ه
  

  تهيه نقشه پيوستگي

 نشانگر چند شكلي مـورد مطالعـه در117نقشه پيوستگي   
شود  همان طور كه ملاحظه مي    .  نشان داده شده است    5شكل  

نقشه حاصل. گرفتند گروه پيوستگي قرار     13  نشانگر در  117
م برنج را تحت پوشـش قـرار داد سانتي مورگان از ژنو    1212

متوسـطفاصله هر دو نـشانگر مجـاور از يكـديگر بـه طـور               و  
ــرآورد شــد  ســانتي88/11 بعــلاوه دو). 5شــكل ( مورگــان ب

 با هيچ يـك از نـشانگرهاP70-M47-1 و   P51-M48-7نشانگر

.پيوسته نبودند و به عنوان نشانگرهاي ناپيوسته شناسايي شدند
  

  هاي كنترل كننده عملكرد QTLمكان يابي 

هاي كنتـرل كننـده عملكـرد از دوQTLبي  به منظور رديا  
ــله   ــابي فاص ــان ي ــاده  روش مك ــابيSIM(1(اي س ــان ي  و مك

براي اين منظـور از نـرم. استفاده شد ) CIM(اي مركب     فاصله
ــزار  ــد و) Win QTL Cartographer) 2افـ ــتفاده گرديـ اسـ

QTL      2هاي كنترل كننده عملكرد دانه در جمعيتFشناسـايي 
LODداري    نه معنـي  بـراي انتخـاب آسـتا     . شدند

LRT يـا    2
 از3

ــزار     ــرم اف ــد و ن ــتفاده گردي ــديل اس ــون تب  Win QTLآزم

Cartographer 9 حداقل=LRTرا محاسبه نمود  .  
  

  )SIM(ساده اي  مكان يابي فاصله

هـا ابتـدا از روشQTLبه منظور شناسايي موقعيت ژنومي      

د بـا تركيـب نمـايي از ژل مربـوط بـه الكتروفـورز تعـدادي از افـرا               :4شكل  

ها به ترتيب از چپ به راست، الگوي نواربنـدي ستون. P70-M47آغازگري

ــد دم ــرده،   وال ــد گ ــفيد، وال ــه 20س ــت 2F بوت ــتانداردDNA و در نهاي  اس

)Fermentas, 50 bp (ها محل نوارهايي را نـشان پيكان. دهند را نشان مي

  . دادند نشان2Fدهند كه چند شكلي خوبي در بين والدين و افراد  مي

 

 حاصـل از2F در جمعيـت     AFLP نـشانگر    117 نقشه پيوستگي    :5شكل

هاي پيوستگي، اسامي نـشانگرها در سمت راست گروه   . سفيد دم×تلاقي گرده

وسـامبيو در سمت چپ آنها فاصله ژنتيكي بين نشانگرها بر اسـاس تـابع ك              

  .نشان داده شده است

 

1- Simple Interval Mapping   2- Log-likelihood   3- Likelihood Ratio Test 
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در جمعيـت. اسـتفاده گرديـد   ) 7(اي سـاده      مكان يابي فاصله  
2F  ، ها يك    تنQTL    دانه شناسـايي شـدعملكرد  كنترل كننده

 وP51-M38-1و بين نـشانگرهاي      2 گروه پيوستگي كه روي
P70-M47-6 ــرار دا ــتق ــوتيپي8/4و  ش ــوع فن ــد از تن  درص

 اثر).6 و شكل    4جدول  (عملكرد دانه در بوته را توجيه نمود        
 آنLODگـرم در بوتـه و        62/2 در حدود    QTLافزايشي اين   

هـاي والـد گـرده باعـث افـزايش  الـل  آنبـود و در      2 برابر با
  .  دانه شدندعملكرد

  
  ) CIM(اي مركب  مكان يابي فاصله

 درQTLاي براي رديابي      در اين روش يك آزمون فاصله     
هــا بــه عنــوانQTLشــود و اثــر ســاير  يــك فاصــله انجــام مــي

 اصلي جدا شده و در پي آنQTLمتغيرهاي كوواريت از اثر     
هـا بـا دقـتQTLشي كاهش يافته و مكـان يـابي         اشتباه آزماي 

  ).1(گيرد  بيشتري صورت مي
 نـشان داده شـده4نتايج حاصل از اين تجزيـه در جـدول          

QTLشـودهمان طور كه در جـدول نيـز مـشاهده مـي.است

ــت   ــن روش داراي   2Fشناســايي شــده در جمعي LOD در اي

پي درصـد از تنـوع فنـوتي       3/8 بـود و در حـدود        77/3برابر بـا
 بر روي گـروهQTLاين  . عملكرد دانه در بوته را توجيه كرد      

 وP70-M47-6 و در حد فاصـل بـين نـشانگرهاي           2 پيوستگي
P51-M38-1        گرم در بوتـه74/4 قرار داشته و اثر افزايشي آن 

دانـههاي والد گرده باعث افزايش عملكـرد          الل  آن دربود و
  . شوند ميدر بوته 

ه پيوسـتگي دوم مربـوط بـه گـرو  LODمقايسه دو منحني    
هايي را نـسبت بـه هـم  دو روش مختلف مورد استفاده تفاوت     

ــشان داد ــي . ن ــابيLODدر منحن ــان ي ــه روش مك ــوط ب  مرب
 شناسـايي شـده داراي مقـدارQTL،  )6شكل  (اي ساده     فاصله
LOD    درصـد بـود، در حـالي كـه8/4 و اثر فنوتيپي     2 برابر با 
QTL         اي مركـب  ي فاصـله   شناسايي شـده در روش مكـان يـاب

بــا اينكــه دقيقــاً در همــان محــل شناســايي گرديــد) 7شــكل (
اگـر.  درصد بـود   3/8 و اثر فنوتيپي     77/3 برابر با    LODداراي  

گردد كه اين منحني داراي   توجه شود مشاهده مي    6به شكل
باشـد   شناسايي شده مي   QTLنقاط پيك ديگري غير از محل       

  2Fدر جمعيت ) CIM(اي مركب  يابي فاصله و مكان) SIM(اي ساده   هاي شناسايي شده براي عملكرد دانه برنج به روش مكان يابي فاصلهQTL: 4جدول 

با استفاده از روش  اثر افزايشي مربوطهنمودار و 2 مربوط به گروه پيوستگي LODمنحني : 6ل شك

  2Fدر جمعيت ) SIM(اي ساده  مكان يابي فاصله

a- فاصله داده شده، فاصله QTL دهد نشان مياز ابتداي گروه پيوستگي  را. b- درصد واريانس فنوتيپي توجيه شده به وسيله QTLكند  مورد نظر را بيان مي.
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ــه نقــاط همجــوار خــود نقطــه ــسبت ب پيــك محــسوبكــه ن
CIMاز آنجايي كه اين نقاط پيك ثانوي در روش          . شوند  مي

بــه عنــوان متغيــر كوواريــت وارد مــدل رگرســيون چندگانــه
 فوقQTLهاي ثانوي از اثر     QTLشوند و اثر آنها به عنوان         مي

هـايQTLرسـد كـه اثـر         ، لـذا بـه نظـر مـي        )1(گردد    جدا مي 
پي آن در نقطه پيك و اثـر فنـوتي    LODهمجوار باعث كاهش    

ــا باعــثSIMروش  ــر آنه ــل جــدا كــردن اث  شــده و در مقاب
 . شده استCIM در روش QTL و اثر فنوتيپي LODافزايش 

  

هـا بـا نتـايج محققـين  مقايسه نتايج حاصـله از آنـاليز داده       
زيـااو و همان طور كه  . نمايد  ديگر نكات جالبي را روشن مي     

همكـارانو بن موسي و     ) 10(، لين وهمكاران    )16(همكاران  
هاي كمي براي عملكـردQTLاند كه تعداد     نيز بيان كرده  ) 4(

ــل شناســايي اســت ــي و همكــاران . قاب ــذيري) 8(ل وراثــت پ
آنها بـا اسـتفاده.  درصد برآورد نمودند   1/60عملكرد دانه را    

QTL دو RIL لاينـــي 258 در يــك جمعيــت   CIMاز روش 

زايشي شناسايي كردند كه اثر اف     11 و   8هاي    روي كروموزوم 
4/16 به ترتيب    QTLاين دو   .  بود 45/2 و   29/3آنها به ترتيب    

. درصد از تنوع فنوتيپي عملكرد دانه را توجيـه كردنـد           1/9و  
 درSSRبـا بـه كـارگيري نـشانگرهاي         ) 19(يون و همكـاران     
ــت   ــك جمعي ــك  3Fي ــستند ي ــوزوم QTL توان 2 روي كروم

ر كنتـرل درصد از تنوع فنـوتيپي را د       5/11شناسايي كنند كه    
يپيتنيـز اثـر فنـو     شود آنهـا      همان طور كه ملاحظه مي    . داشت

QTL فوق برآورد كردند، اما اثـر افزايـشي          QTLپاييني براي

  . گرم در بوته بود5/30بسيار زياد و حدود 
 خـانواده تـست251با اسـتفاده از     ) 12(ماري و همكاران    

 براي صفت عملكردSSR نشانگر 80كراس و با به كارگيري     
ــه روش    ــه بــ ــد بوتــ ــه در واحــ ــه SIMدانــ  رويQTL ســ

 با اثرهاي افزايشي به ترتيب9و  ) QTLدو   (2هاي    كروموزوم
 رديـابي نمودنـد كـه بـه ترتيـب-84/3 و   -7/2،  -79/3برابر

 درصد از تنوع فنوتيپي عملكرد دانـه در2/23 و   05/7،  2/14
 تنهـاCIMايـن محققـين بـه روش        . بوته را در كنتـرل داشـتند      

 شناسايي نمودند كه داراي اثـر2 روي كروموزوم    QTLيك  
 درصد از تنـوع فنـوتيپي صـفت21/12 بوده و    58/3افزايشي  

بعـلاوه، بـراي صـفت. نمـود   عملكرد در گياه را تـوجيح مـي       
 و بـا روشQTL شش   SIMعملكرد در واحد كرت به روش       

CIM   چهار QTL          را مكان يابي نمودند كـه در روش SIMدو 
QTL  درصـد بودنـد و غيـر از10ر فنوتيپي كمتـر از       داراي اث 
دامنـه. هـا بـسيار بـالا بـود       QTL، اثر افزايشي سـاير      QTLيك  

86/5هاي ژني روي توزيع فنـوتيپي صـفت از            تأثير اين مكان  
CIMهـايي كـه بـه روش        QTL.   درصـد متغيـر بـود      24/20تا  

 درصد از تنـوع10رديابي شدند به جز يكي از آنها، بقيه زير          
سـپتي. پي عملكرد در واحد كرت را در كنتـرل داشـتند          فنوتي

2F2BC خانواده   285با استفاده از    ) 14( و همكاران    نينگ سي 

 توانستند باRFLP نشانگر   34 و   SSR نشانگر   165و به كمك    
 رويQTL ســـــه CIM و SIMاســـــتفاده از هـــــر دو روش 

 براي صـفت عملكـرد دانـه2و  ) QTLدو   (1هاي    كروموزوم
اسايي كنند كـه در هـر دو روش همچـون تحقيـقدر بوته شن  

اي مركب براي صفت   در روش مكان يابي فاصلهQTL براي رديابي LOD منحني :7شكل 

  2F در جمعيت 2در روي گروه پيوستگي شماره  عملكرد دانه و نمودار اثر افزايشي مربوطه
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 درصد از تنوع فنـوتيپي10ها كمتر از   QTLحاضر هر يك از     
ها نيـز درQTLاثر افزايشي   . عملكرد دانه را در كنترل داشتند     

 در دامنهCIM و در روش     30/2 تا   01/1 در دامنه    SIMروش  
در بررسـي آنهـا نيـز.  گرم در بوته قرار داشـت      23/3 تا   63/2
هـاي شناسـايي شـده درQTLچون پـژوهش حاضـر كليـه        هم

ــه روش SIMروش  ــاCIM بـ ــايي گرديـــد و تنهـ ــز شناسـ  نيـ
پارامترهاي برآورده شده به دلايلي كـه قـبلاً ذكـر شـد تغييـر

 آنها نيز نـشان داد كـه صـفت عملكـرد بـيش ازمطالعه. نمود
آنكه تحت تأثير عوامل ژنتيكي باشد، تحت تأثير فاكتورهاي

در بررسـي خـود از) 5(برونـداني و همكـاران      . محيطي است 
 در دو شرايط محيطي مختلـف اسـتفاده2F2BCيك جمعيت   

ــا اســتفاده از   ــد و ب ــشاگر 157كردن  ، در يــكSTS و SSR ن
 كنترل كننده عملكرد دانه شناسـاييQTLمحيط تعداد هفت    

 قـرار7و  ) QTLسه   (4،  3،  1هاي    كردند كه روي كروموزوم   
 درصد از تنوع فنوتيپي اين صفت را11/39ا   ت 9/12داشتند و   

ــد ــه نمودن ــازده  . توجي ــداد ي ــابيQTLدر محــيط دوم تع  ردي
 درصد از تنـوع فنـوتيپي83/23 تا   29/12نمودند كه هر يك     

در مقابــل، زيــااو و. نمودنــد عملكــرد در گيــاه را توجيــه مــي
 رويQTLبراي صفت عملكرد تنهـا دو       ) 18 و   17(همكاران  

 شناسايي كردند كه هر يك در حـدود2 و   1 هاي كروموزوم
  .كردند  درصد از تنوع فنوتيپي را توجيه مي18

هاي تحقيق حاضـر و پـژوهش  نتيجه حاصل از آناليز داده    
افراد ديگر حاكي از ايـن مطلـب اسـت كـه عوامـل ژنتيكـي
كنترل كننده عملكرد تأثير كمي بـر ايـن صـفت دارنـد و در

گذارنـد و از  اي بـر آن مـي      مقابل عوامـل محيطـي اثـر عمـده        
 يـاQTL بدست آمده در اين مطالعـه و نيـز           QTLآنجايي كه

QTLهاي گزارش شده توسط افـراد ديگـر درصـد پـاييني از
تنوع فنوتيپي را در كنترل صفت عملكرد بر عهده دارنـد، بـر

توان آنها را بـه عنـوان  ، نمي )10(اساس گفته لين و همكاران      

QTL    تنهـا در بررسـي برونـداني و. ودهاي بزرگ اثر تلقي نم
 درصـد از تنـوع20ها بـيش از     QTLتعدادي از   ) 5(همكاران  

ــتند    ــده داش ــر عه ــاه را ب ــرد گي ــوتيپي عملك ــوع. فن در مجم
هاي مشاهده شده حاصل از مقايسات انجـام گرفتـه را  تفاوت

تـوان نـسبت داد از جملـه اينكـه صـفت  به دلايل مختلفي مي   
رود از لحـاظ بيولـوژيكي   مـي  عملكرد همان طور كـه انتظـار      

هاي مختلف نشان  بسيار پيچيده بوده و همان گونه كه بررسي       
دهند وراثت پذيري اين صفت چندان بالا نيـست و از آن  مي

هـاي مختلـف  هاي مختلـف روي كرومـوزوم     QTLجايي كه   
توان اين واقعيت را نتيجه گيري كـرد كـه  اند مي   رديابي شده 

هـا بـه يـك   در تمـامي محـيط     هاي كنترل كننده عملكـرد      ژن
 در يـكQTLشوند و ممكن است يك ژن يا         اندازه بيان نمي  

محــيط تظــاهر يافتــه و قابــل رديــابي باشــد، در حــالي كــه در
محيط ديگر اثر خود را بروز نداده و در نتيجه قابل شناسـايي

هـاي  از سوي ديگر در مطالعـات مختلـف از جمعيـت          . نباشد
ي متفاوت استفاده شـده اسـت كـههاي ژنتيك  متنوعي با زمينه  

هـاي خـاص خـود را داشـته و متعاقبـاً نتـايج  هر يك ويژگـي   
در ضمن نبايد فرامـوش كـرد. دهند  متفاوتي را نيز بدست مي    

ها يعني نشانگرهاي مورد اسـتفاده  كه ابزار ديگر اين پژوهش    
نيز نقش به سزايي در حصول نتيجه دارند و از آنجايي كه در

 اسـتفاده شـد و درAFLPشانگرهاي غالـب    تحقيق حاضر از ن   
هــاي آورده شــده از محققــين ديگــر از نــشانگرهاي گــزارش

 اسـتفاده شـده اسـت،SSR و   RFLPديگري نظير نشانگرهاي    
به هر حال بـراي. عدم انطباق كامل نتايج دور از انتظار نيست       

هـاي كنتـرل كننـدهQTLاينكه يـك نتيجـه قطعـي در مـورد           
بدســت آيــد، لازم اســت تحقيقــاتعملكــرد دانــه در بــرنج 

هاي ژنتيكي متفاوت  هاي مختلف با زمينه     بيشتري در جمعيت  
و در شرايط محيطي مختلف صورت گيرد تا با مقايسه نتـايج

  .ها و اثرات آنها بدست آيدQTLمختلف ايده بيشتري از 
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     Abstract 

In this study, a linkage map of 117 AFLP markers was constructed in an F2 population derived from a 
cross between two Iranian rice varieties, Domsephid and Gerdeh. This map used for identification of 
the QTLs controlling yield in F2. Average grain yield in parents Gerdeh and Domsephid were 43.25 
and 31.55 g/plant respectively, and t-test showed significant difference (P<0.01) between two parents. 
Genotypes were determined for F2 individuals using 117 AFLP markers. The linkage map of the 
population was generated with Map Manager V2.6.5. Map length was 1212 cM with an average 
interval size of 11.88 cM. QTLs analysis were carried out to determine the relationship between 
marker genotypes and trait values in F2 individuals using simple interval mapping (SIM) and 
composite interval mapping (CIM). In F2 population, one QTL associated with yield was determined 
on linkage group 2. Phenotypic variation associated with this QTL and its additive effect was 8.3% and 
4.74 gr, respectively. In this QTL, alleles from Gerdeh increased grain yield. 
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