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Oryza(ساقه برنج یابی ژن آنتوسیانیننقشه sativa L.(فاده از نشانگرهاي تبا اس
مولکولی ریزماهواره  

4غفار کیانیو 3، قربانعلی نعمت زاده2، غلامعلی رنجبر1طاهره ابراهیمی

چکیده
ارغوانی رنگ محسوب هاي آنتوسیانین در برنج و سایر گیاهان عامل اصلی تولید ساقهوجود رنگدانه

بیولوژي ابزار قدرتمندي در زمینهدرك درست از مسیر بیوسنتزي آنتوسیانین باعث توسعه. شودمی
تک بوته از 123براي مطالعه الگوي تفرق ژن آنتوسیانین ساقه تعداد . شودمولکولی و ژنتیک برنج می

اساس رنگ برF2هايبوتهتک. ار گرفت، مورد مطالعه قرAندا/ DN-33-18حاصل از تلاقی F2جمعیت
هاي بی رنگ و تعداد بوته83) ارغوانی(هاي رنگی تعداد بوته. بندي قرار گرفتندساقه مورد ارزیابی و طبقه

48/3براي این نسبت تفرق برابر با 2آماره . بدست آمد1:075/2بوته مشاهده گردید و نسبت تفرق 40
این نسبت موید کنترل تک ژنی براي صفت . نشان نداد3:1ا از نسبت تفکیک داري ربود که اختلاف معنی

درصد پلی مورفیسم بین SSR ،28نشانگر مولکولی 59مطالعات مولکولی با استفاده از . باشدمذکور می
نشان داد که ژن F2هاي مغلوب جمعیت آنالیز لینکاژ انجام شده روي بوته. والدین را نشان دادند

همبسته RM253برنج واقع بوده و با نشانگر6ساقه روي بازوي کوتاه کروموزم شماره ین آنتوسیان
.قرار داردسانتی مورگان از ژن مورد نظر15می باشد که در فاصله 

SSRهايرنگ ساقه، نشانگررنگدانه آنتوسیانین،برنج،: کلیديهايواژه

مقدمه
همی را نه آنتوسیانین نقش مهايرنگدانه

درها مؤلفهبیان وژنتنها در توضیح تنظیم
عنوان ه متابولیسم گیاه ایفا کرده است، بلکه ب

رات جانبی در تحمل گیاه بهشاخصی از اث
دفاع درو هاي زیستی و غیرزیستیاسترس

).3(شود ها محسوب میبرابر پاتوژن
هاي ثانویه گیاهی نقش مهمی در متابولیت

مختلف ) رنگ، طعم و بو(ایی کیفیت مواد غذ
ها، براي تولید دارو، رنگ، حشره کشودارند

هاي غـذایی و عطـر اسـتفاده طعم دهنده
شناسایی مسیرهاي بیوسنتزي ).15(می شوند 

،دانش آموخته کارشناسی ارشد دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري-1
)ebrahimi_404@yahoo.com:ولوده مسسننوی(

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريو استادیار، استاددانشیار-4و 3، 2
12/12/91: تاریخ پذیرش24/7/91: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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یابی ژن با این ژن ها به اهدافی چون نقشه
هاي مولکولی که ارتباط نزدیکی به آنها مارکر

ها و بی ژنیانقشه).16(کند دارند کمک می
هاي ژنتیکی کاري اساسی در علم تهیه نقشه

اي زیرا بخش عمده. ژنتیک محسوب می شود
از علم ژنتیک با درك توارث صفات ویژه و 

این گونه .دست ورزي آنها در ارتباط می باشد
اطلاعات به منظور به نژادي و شناسایی 

.رودنسل هاي واجد صفات مطلوب به کار می

وژنهاکردننشانمندبامولکولیروشهاي
رااصلاحیهايبرنامهنشانگر،کمکبهگزینش
نشانگرهايشناسایی).4(استبخشیدهسرعت

ونظرژن موردباپیوستهکاملاًمولکولی
برنجاصلاحدرمهمهدفیکآن،یابیمکان
توان برمیروشاینبا استفاده ازکهاست

غلبهمتداولاصلاحیروشهايهايپیچیدگی
پیشرفت در بیولوژي مولکولی به همراه . کرد

اصلاح اطلاعات از بیوسنتز آنتوسیانین منجر به 
هاي گیاهی با افزایش ارقام و جهش یافته

.ها و اشکال جدید شده استرنگ
داراي سه ژن در برنجژن آنتوسیانین

Pو ) فعال کننده(A، )رنگ زا(C:اصلی است

روي بازوي کوتاه Cس لوکو).توزیع کننده(
wxکه وابسته به لوکوس 6کروموزوم 

ي ژنها). 12(می باشد نقشه یابی شده است 
داراي توارث در برنج رنگکننده صفت کنترل

و در مطالعات مختلف به صورت غالب هستند 
و چند ژنی ) 10(، دو ژنی )5،17(تک ژنی 

هاي مختلف بین اندام. اندشدهگزارش) 13(
ج از نظر تشکیل رنگ و تراکم گیاه برن

هاي آنتوسیانین روابطی وجود دارد در رنگیزه

قطعاً دلایلی از همبستگی بین صفات نتیجه
.داردخاص وجود

هدف از این پژوهش، مطالعه ژن کنترل 
کننده رنگ ساقه در ژنوم برنج و شناسایی 

SSRژنومی آن از طریق مارکرهاي جایگاه

. باشدمی

هاو روشمواد 
از تلاقی ژنوتیپ123شامل F2جمعیت 

) Aندا/ DN-33-18(بین دو رقم برنج ایرانی 
با ساقه سبز DN- 33- 18والد . به دست آمد

رنگ، لاین جدیدي از برنج است که به تازگی 
توسط محققین پژوهشکده زیست فناوري 
کشاورزي طبرستان با استفاده از روش تلاقی 

سنگ ×اي از تلاقی سپیدرود شجره-برگشتی
رقم ندا. باشدمیمعرفی در دست جو اصلاح و 

A از طریق تلاقی برگشتی با لاین نرعقیم
IR58025A اصلاح شده است و داراي ساقه

به منظور تهیه نقشه . ارغوانی رنگ است
نشانگر 59لینکاژي جمعیت مورد مطالعه، 

12روي وبیکه توزیع خSSRچند شکل
هاينقشهاساس ند، بربرنج داشتکروموزوم

هاي آغازگر.انتخاب شدند)20، 2،11(موجود 
.Metabion(متابیونخریداري شده از شرکت 

Germany( به صورت منجمد و خشک و در
هاي مختلف بوده و اطلاعاتی به همراه غلظت

.ها رقیق شدنداساس آنها پرایمردارند که بر
F2والدین و جمعیت هاي برگی از نمونه

)CTAB)14ژنومی طبق روش DNAتهیه و 
واکنش .دگردیتغییرات استخراج کمی و با 
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62................ .......................................................نشانگرهاي مولکولی ریزماهوارهبا استفاده از ).Oryza sativa L(ساقه برنجیابی ژن آنتوسیانیننقشه

lµ15در حجم ) PCR(اي پلیمراز زنجیره
در دماي PCRسیکل .انجام شد

ºC94دقیقه، 4براي ºC94واسرشته سازي
45براي ºC55ثانیه، دماي اتصال 45براي 
دقیقه و دماي گسترش 1براي ºC72ثانیه، 
دو راه . دقیقه انجام شد5براي ºC72نهایی 

،وجود داردSSRبراي تفکیک باندهاي 
در ،)چهار(فور آکریلامید و دیگري آگارز متا

از PCRبراي بررسی محصولات این پژوهش 
استفاده شد که با اتیدیوم بروماید % 3ژل آگارز 

. رنگ آمیزي شدند
لکولی و فنوتیپی دو والد و هاي مواز داده

براي تعیین موقعیت F2جمعیت ژنوتیپ123
. کروموزومی ژن رنگ ساقه استفاده گردید

هاي ژنتیکی اساس نقشهگروه هاي لینکاژ بر
SSR در برنج ارائه شده توسط مک کوچ و

فواصل ژنتیکی . تعیین شدند) 11(همکاران 
محاسبه و از روش ) 9(براساس روش کوسمبی 

براي محاسبه میزان ) 1(کثر درست نمائی حدا
هاي مغلوب بی با استفاده از بوتهنوترکی

آزمون نسبت .محاسبه گردیدندF2جمعیت 
هاي نشانگر تفرق ژنوتیپ1:2:1مورد انتظار 

و با استفاده از2بوسیله آزمون 

ژنتیک .مورد آزمون قرار گرفتSPSSافزار نرم
ساقهیاهان با ، تفرق گآنتوسیانینژنمندلی 

را بر مبناي F2سبز و ارغوانی در جمعیت 
تجزیه و تحلیل رنگ ساقه گیاه با ارائه تناسب 

گیاه با ساقه ارغوانی 83(3:1خوبی با نسبت 
آشکار ) سبز رنگساقهگیاه با 40در برابر 

نمود که نشان دهنده حضور یک ژن غالب 
براي تولید رنگ در ساقه رقم ندا 

). 1ل جدو(می باشد 
براي تهیه نقشه پیوستگی نشانگرهاي ریز 

حاصل از تلاقی F2ماهواره در جمعیت 
مورد SSRجفت آغازگر DN-33-18 ،59/ ندا

جفت 17مطالعه قرار گرفتند که از این تعداد 
الگوي نوار بندي متفاوتی ) درصد28(نشانگر 

. براي والدین مورد مطالعه به نمایش گذاشتند
عدودي از نشانگرها تنها در یکی از دو تعداد م

والد، باند تولید نمودند و برخی نیز فاقد 
چون . محصول تکثیر یافته در هر دو والد بودند

جفت باز 10این نشانگرها تفاوتی بیشتر  از 
بین والدین داشتند، نوارهاي والدینی روي 

توالی .ودندـیک بتابل تفکــارز قـگآاي ـژل ه
خی اطلاعات مورد نیاز درباره آنها آغازگرها و بر

. اندذکر شده2در جدول 

F2براي صفت رنگ ساقه در جمعیت 1با درجه آزادي 2آماره محاسباتی- 1جدول 

٢(3:1)مربعاتمیانگینانتظارموردی فراوانشدهمشاهدهی فراوانیپیفنوتکلاس

یارغوانساقه
سبزساقه

83
40

93
30

48/3

123123کل
.باشدمی84/3، 1درصد و درجه آزادي 5مقدار بحرانی در سطح احتمالی 
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در این تحقیق به همراه توالی آغازگرهاي رفت و برگشت و) پلی مورف(نشانگرهاي چند شکل - 2جدول 
اتصال آنهادماي

پرایمر کروموزم توالی رفت توالی برگشت
RM3148 1 gactattgctcgaacactttg ttgtctgctttggtatttgc

RM443 1 gatggttttcatcggctacg agtcccagaatgtcgtttcg

RM497 2 tcctcttcacctatgggtgg gccagtgctaggagagttgg

RM262 2 cattccgtctcggctcaact cagagcaaggtggcttgc

RM1358 2 gatcgatgcagcagcatatg acgtgtggctgcttttgc

RM1164 3 cgtttctcccagaaaagtcg caaggtggtcgttgaggc

RM2422 5 aacatgggaaacactaataa aagatttgaaccacagtgga

RM253 6 tccttcaagagtgcaaaacc gcattgtcatgtcgaagcc

RM587 6 acgcgaacaaattaacagcc ctttgctaccagtagatccagc

RM7027 8 aggacctggactttatgggc cctgcactgctccacagtac

RM447 8 cccttgtgctgtctcctctc acgggcttcttctccttctc

RM7390 9 ctggttaacgtgagagctcg gcagatcaattggggagtac

RM1553 9 aattagagggtccacatgtc attaccctcattttctacgc

RM3152 10 ggaagaggacaatcgacag gactatcttgaaaattcccatc

RM5620 10 tcgacttgaagcatcacacc tctgaaatgtcaagtgggcc

RM6085 11 ggtgagagatggctaaagcg catcggcctctagcacctcc

RM101 12 gtgaatggtcaagtgacttaggtggc acacaacatgttccctcccatgc

و بحثایجنت
DNA ًژنومی حاصل از تعدادي گیاه کاملا
جفت17طور جداگانه با هر یک از هبی رنگ ب

نشانگر نشان دهنده پلی مورفیسم بین والدین 
17از میان این . ار گرفتمورد بررسی قر

الگوي نواربندي RM253آغازگر تنها آغازگر،
مشابه بین لاین هاي والدینی و گیاهان کاملاً

123آغازگر اخیر در . بی رنگ نشان دادند

مورد مطالعه قرار گرفت و با F2ژنوتیپ
استفاده از نوارهاي الکتروفورز والدینی ژنوتیپ 

).1شکل (افراد مشخص گردید 
تجزیه پیوستگی نشان داد که ژن کنترل 

برنج واقع در بازوي کوتاه ساقهکننده رنگ 
، F2بوته 20در میان. می باشد6کروموزوم 

به RM253ده از جفت آغازگردو گیاه با استفا
شناسایی هاي نوترکیبعنوان بوته
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64................ .......................................................نشانگرهاي مولکولی ریزماهوارهبا استفاده از ).Oryza sativa L(ساقه برنجیابی ژن آنتوسیانیننقشه

سانتی 15با فاصله RM253شانگر ن. شدند
آزمون. قرار داشت6ان روي کروموزوم مورگ

2 براي بررسی انحراف فراوانی هاي ژنوتیپی
از فراوانی مورد انتظار مندلی RM253نشانگر 

استفاده گردید F2بوته 20در ) 1:2:1(
).3جدول (

به خوبی RM253نشانگرکه از آنجائی
ارغوانی از ساقهباهايقادر به تفکیک بوته

مورد نظر F2سبز در جمعیت قهبا ساهاي بوته
، ارقام ندا(یگري با ساقه ارغوانی بود، ارقام د

و ساقه سبز ) هاي رنگی1F، خزر، 1قائم 

و 2ارقام سپید رود، باسماتی، دم سیاه، قائم (
نیز جهت ) 1F×1Fهاي نعمت به همراه لاین

اطمینان از نتیجه حاصله با این آغازگر مورد 
بندي بدست لگوي نوارا.ارزیابی قرار گرفتند

ه ـــت کـن اسـده ایـان دهنـشـــده نـآم
به خوبی قادر به تفکیک ارقام RM253نشانگر
. باشدارغوانی میساقهسبز از ارقام ساقهداراي 

بدست آمده نشان دهنده این الگوي نوار بندي 
قـادر به به خوبیRM253پرایمراست که

.رنگ از رنگی می باشدتفکیک بوته هـاي بی

بدست آمده از تلاقیF2با صفت رنگ ساقه در تعدادي از بوته هاي RM253همبستگی نشانگر - 1کلش
.سبزساقه: B،ارغوانیساقه: P2:DN-33-18،A،ندا: 100Kb .P1مارکر وزنی : DN-33-18 .M/ ندا

آمیزي در مسئول رنگهايژنبسیاري از 
د مطالعه قرار هاي مختلف گیاه برنج موراندام

بیوسنتز فلاوونوئید و آنتوسیانین . گرفته است
هاي ثانویه هاي متابولیتاز اولین مسیر

که مهندسی ژنتیک آنها صورت باشدمی
که مسیر استدلیل این موضوع این . گرفت

و باشدمیبیوسنتز آنها به خوبی شناخته شده 
نتایج تغییرات انجام شده به راحتی از روي 

هاي مختلف گیاه قابل نگ در بخشتغییر ر
در گیاه برنج داراي این ژنها. مشاهده است

توارث غالب هستند و صفت رنگ ممکن است 
در . توسط یک، دو یا سه ژن کنترل شود

پژوهش حاضر، تجزیه و تحلیل ژنتیک مندلی، 
3:1عمل غالبیت یک جایگاه ژنی را با نسبت 

هم شدهاي انجادر گذشته پژوهش. آشکار نمود
گ در ـت رنــــقین روي صفــوسط محقـت
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. اندغالبیت ناقص نیز داشتههاي مختلف گیاه برنج اشاره به عمل بخش

در جمعیت1:2:1با فراوانی هاي مورد انتظار RM253سه فراوانی هاي ژنوتیپی نشانگر براي مقای2آزمون - 3جدول 
F2

مربعاتمیانگین
2(1:2:1)

)سبز(هموزیگوت مغلوب 
b/b

هتروزیگوت
A/B)ارغوانی(

هموزیگوت غالب 
A/A)ارغوانی(

نشانگر

6/3 ** 3 10 7 RM253

.2و درجه آزادي % 5مال اختلاف معنی دار در سطح احت:**

هايلاینافزایشدر برنج با استفاده از
مشخص ) MAAL(1 ،)8(ناسازگارمونوزومی

داراي) ps(شد که ژن کـلالـه ارغوانـی 
غـالبـیت مونـوژنیـک بوده و روي کرومـوزوم 

). 19(قرار دارد 3O. officinalisشـماره 
با جایگزینی هاییهمچنین با استفاده از لاین

طور مختصر ه یا ب) SSSl(قطعات واحد 
نشان داده شد که ژن رنگ s -3هاي لایـن

غالبنیز مونوژنیک و ) ps(نوك دانه ارغوانی 
است که با نتایج به دست آمده در مطالعه 

هاي ژنوتیپهمچنین .حاضر مطابقت دارد
، RM253 ،PSM349هاي پلی مورفیک نشانگر

PSM425را نشان ) 1:2:1(وراثت مندلی
از طریق s -3هاي لایـن). 7(دهند یم

هاي نزدیک به تلاقی برگشتی با کمک سیستم
در این مطالعه . ایجاد شدندSSRمارکرهاي 

گیاه ساقهآنتوسیانینموقعیت کروموزومی ژن 
حاصل از لاین رنگی در برنج تجزیه و تحلیل 

طور جالب توجهی تالوکدار و هب. شده است
6ن رنگ نوك دانه را روي کروموزوم ژانگ ژ

ها ژن رنگ در مطالعه آن. یابی نمودندنقشه
در 6روي کروموزوم نوك دانه 
2/0با فاصله ژنتیکیRM253مجاورت نشانگر

همچنین در ). 19(سانتی مورگان قرار داشت 
در یک نمونه گیاه برنج ) 6(مطالعه دیگري 
فت گزارش داد که صrdh(2(دابل هاپلوئید 

کلاله ارغوانی توسط یک ژن غالب کنترل 
شکلی شود و تجزیه و تحلیل چندمی

نشانگرهاي میکروستلایت نشان داد که این ژن 
، 2/4فاصله برنج به ترتیب در6روي کروموزوم 

سانتی مورگان از نشانگرهاي 53/0و 35/0
RM111و RM276 ،RM253میکروستلایت 

ی از عملکردها و وجود طیف وسیع. قرار دارد
ها سوالات زیادي را در زمینه انواع آنتوسانین

که رنگ ارغوانی چه نقشی را در ساقه این
اگر رنگ بنفش . انگیزدکند بر میبازي می

ساقه در جذب حشرات گرده افشان به گیاه 
کند، چه توضیحی در مورد کمک می

هاي متنوع برنج، خود گرده افشانی واریته
رنگ و باروري بالا و ساقه بیمحصولاتی با 

هاي برنج داراي همچنین بسیاري از واریته
رنگ و نسبت بذر بالا با توجه به اینساقه بی

هاي ثانویه وظایف مختلفی در که متابولیت
توانیم ارئه طول چرخه زندگی گیاه دارند می

دهیم؟

1- Shoot apex 2- Double haploid rice
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66................ .......................................................نشانگرهاي مولکولی ریزماهوارهبا استفاده از ).Oryza sativa L(ساقه برنجیابی ژن آنتوسیانیننقشه

هاي مولکولی و شناسایی نواحی تهیه نقشه
ژنومی کنترل کننده صفات اهمیت زیادي براي 

که با علم به ان برنج دارد به طوريرنژاد گبه
ع با دقت بیشتر و در مدت زمان کمتري موضو

توان از طریق اجراي برنامه هاي انتخاب به می
کمک نشانگر به اصلاح این گونه صفات 

توان از نشانگرهاي همچنین می.پرداخت
جود یک صفت متناظر ومجاور آن براي احراز 

بدین ترتیب نیازي به انتظار براي . استفاده کرد
.ظهور آثار ژن نیست

هاي علیرغم مطالعات مختلف در سیستم
اصلاحی برنج، شناسایی و نقشه یابی ژن رنگ 

.ن ارقام ایرانی مطالعه نشده استساقه در بی
تعیین الگوي تفرق براي صفات کمی و 
کیفی در برنج کمک موثري در شناخت ماهیت 
ژنتیکی آنها و راهنماي خوبی براي انتخاب و 

قطعاً . باشدتفکیک میهاي در حال اداره نسل
انتخاب صفات مهم کیفی و کمی بستگی مطلق 

پذیري آنها و الگوي تفرق یا به درصد وراثت
اطلاع از ماهیت . آنها داردرفتارهاي اصلاحی

نژادگرها ژنتیکی صفات این فرصت را به به
دهد تا با آمادگی بیشتر و بهتر به کارمی

اولیناین مطالعه براي.اصلاحی بپردازند
گیاه بار موقعیت کروموزومی ژن رنگ ساقه

ج ایرانی تجزیه و حاصل از لاین رنگی را در برن
SSRلیکن تا کنون نشانگر .استتحلیل نموده 

6پیوسته با ژن رنگ ساقه روي کروموزوم 
که در این RM253نشانگر . گزارش نشده است

مطالعه با ژن رنگ ساقه گیاه همبستگی نشان 
هاي داراي این ژن ، براي شناسایی لاینداد

باشند و نتایج قابل اطمینان، بسیار مفید می
با شناسایی . موثر و کارآمدي را ارائه خواهد داد

توان از نشانگرهاي مولکولی همبسته با ژن، می
هاي انتخاب به کمک نشانگر مولکولی مزیت

)MAS) (18 (هاي اصلاحی برنج در برنامه
.استفاده نمود

تشکر و قدردانی
تمامی عملیات زراعی و آزمایشگاهی این 

زیست فناوري ژنتیکتحقیق در پژوهشکده
و با حمایت مالی این کشاورزي طبرستان

شکده انجام شده است که بدین وسیله هپژو
بهتقدیممراتب تشکر و سپاس فراوان خود را 

.نماییمهمکاران این پژوهشکده میکلیه
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Molecular Tagging of Stem Anthocyanin Gene in Rice Using SSR
Markers

Tahereh Ebrahimi1, Gholam Ali Ranjbar2, Ghorbanali Nematzadeh3 and Ghaffar
Kiani4

Abstract
Anthocyanin pigments are responsible for production of purple stem in rice. Proper

understanding of anthocyanin pigmentation may lead to the development of a powerful
tool in rice genetics and molecular biology. Segregation mode of stem anthocyanin gene
is studied on 123 individual plants from an F2 population derived from Neda/DN-33-18
cross. Plants evaluated based on stem color as purple and colorless classes. Segregating
of 83 purple to 40 colorless plants revealed that monogenic Mendelian inheritance
governed on this trait. Molecular analysis using 59 microsatellite markers showed that
17 (28%) were polymorphic between parents. Linkage analysis on recessive individuals
from F2 population showed that the stem anthocyanin gene has associated with SSR
marker RM253 located on short arm of chromosome 6 in rice genome.
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