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یک جمعیتکننده صفات مرتبط با کیفیت پخت و تبدیل درهاي کنترلQTLشناسایی 
F2:4 برنج

4و حسین صبوري3، عاطفه صبوري2، بابک ربیعی1مجتبی کردرستمی

چکیده
شده و بومی ایرانی به اسامی سپیدرود و حاصل از تلاقی دو رقم اصلاحF2:4خانواده 196متشکل از یاز جمعیتدر این پژوهش، 

وجود چندشکلی بین والدین در . شداستفاده شلتوكو تبدیلدانههاي صفات مرتبط با کیفیت پختQTLجهت شناسایی غریب
هاي بررسی و سپس نقشه پیوستگی جمعیت بر اساس دادهAFLPهاي و ده ترکیب آغازگر از نشانگر)SSR(نشانگر ریزماهواره 550

را مورگان از ژنوم برنج سانتی3/1861نقشه حاصل . تهیه شد) AFLPنشانگر 111و SSRنشانگر 105(نشانگر چندشکل 216ژنوتیپی 
اي مرکب در مجموع تعداد بیست یابی فاصلهنتایج حاصل از مکان. مورگان بودسانتی95/8پوشش داد و فاصله متوسط بین نشانگرها 

براي .بیش از یک صفت را بر عهده داشتندهاي شناسایی شده کنترل QTLتعدادي از که براي این صفات شناسایی نمودQTLو هشت 
اثر که سهم زیادي از تنوع فنوتیپی صفت بزرگQTLاثر به همراه حداقل یک کوچکQTLهر یک از صفات مورد مطالعه یک یا چند 

توانند در نظر و نشانگرهاي پیوسته با آنها میکننده صفات مورداثر کنترلهاي بزرگQTL.کردند، شناسایی شدرا کنترل می
.کمک نشانگر مورد استفاده قرار گیرندهاي انتخاب به برنامه

QTL،SSR،AFLPبرنج، نقشه پیوستگی، صفات مرتبط با کیفیت پخت و تبدیل، :هاي کلیديواژه

مقدمه
بیش ازاصلیوعمدهغذاي) Oryza sativa(برنج

رو نتایجی از این. )7(دهدیتشکیل ماز افراد جهان % 50
تواند مستقیماً شود، میشناسی برنج حاصل میکه از ژنوم

تأثیر ) عنوان یک ذخیره عمده غذاییبه(بر زندگی بشر 
هاي علاوه دستاوردهاي عمده علمی که در برنامهبه. بگذارد

هاي ستفادهتوانند اگردد، میاصلاحی برنج حاصل می
.)10(عملی زیادي در اصلاح سایر غلات داشته باشند

کیفیت دانه برنج یک خصوصیت پیچیده و شامل کیفیت 
این .ظاهري، کیفیت تبدیل و کیفیت پخت و خوراك است

ین کنار عملکرد دانه مورد توجه متخصصصفات همیشه در 
خصوص در ایران که ذائقهبه. انداصلاح نباتات قرار گرفته

و عرض دانه کم را هاي معطر با طول دانه بلندایرانی برنج
کیفیت ظاهري و پخت و تبدیل دانه برنج دهد، ترجیح می

رو بهنژادگران ایرانی همیشه اهمیت بیشتري دارد و از این
در کنار افزایش عملکرد و اجزاي عملکرد دانه، خصوصیات 

.)22(ندادادهمرتبط با کیفیت دانه را نیز مد نظر قرار 
اکثر صفات زراعی و اقتصادي در گیاهان، صفات کمی 

وسیله چندین ژن یا ناحیه ژنومی با اثرات کم بوده و به
اي در بین این صفات تنوع عموماً پیوسته. شوندکنترل می

دهند و علاوه بر وجود تعداد افراد یک جمعیت نشان می

گیرند قرار میزیاد ژن، به شدت تحت تأثیر عوامل محیطی 
در این راستا داشتن اطلاعات اولیه در مورد نحوه ). 17(

کنترل ژنتیکی هر صفت، جایگاه ژنومی و نیز میزان 
ها در تظاهر فنوتیپی صفات مشارکت و سهم هر یک از ژن

براي اصلاح عملکرد و بدون تردید از عواملی هستند که 
ثر، لازم ؤمنژادي کارا وکیفیت برنج در قالب یک برنامه به

انجام یک پروژه تجزیه باشند که از طریقو ضروري می
QTL4(دست خواهد آمد به .(

اولین نقشه ) 18(و ربیعی و همکاران ) 15(ربیعی 
پیوستگی نشانگرهاي ریزماهواره را در زمینه ژنتیکی 

حاصل از F2هاي ایرانی با استفاده از یک جمعیت برنج
و گرده تهیه و براي طول، عرض و سفیددمتلاقی ارقام 

یابی مکانQTLشکل دانه به ترتیب پنج، هفت و شش 
دار نمودند و نشان دادند که علت وجود همبستگی معنی

اثر داراي هاي بزرگQTLبین این صفات، وجود تعدادي از 
) 5(فتوکیان و همکاران . باشنداثرات پلیوتروپی می

QTL ،هاي صفات مرتبط با کیفیت دانه برنج شامل طول
عرض و نسبت طول به عرض دانه خام و پخته را با استفاده 

حاصل از BC2F5لاین 62نشانگر ریزماهواره در 114از 
و طارم مولایی مطالعه نمودند و نشان Teqingتلاقی ارقام 

دادند که دلیل وجود همبستگی بین این صفات وجود 

و استادیار، دانشگاه گیلاندانشجوي دکتري -3و 1
)rabiei@guilan.ac.ir: نویسنده مسوول(، دانشگاه گیلان، استاد-2

کاووسگنبددانشگاه ، دانشیار-4
30/5/92: تاریخ پذیرش2/11/91: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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و استادیار، دانشگاه گیلاندانشجوي دکتري -3و 1
)rabiei@guilan.ac.ir: نویسنده مسوول(، دانشگاه گیلان، استاد-2

کاووسگنبددانشگاه ، دانشیار-4
30/5/92: تاریخ پذیرش2/11/91: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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QTLکی است که کنترل آنها را بر عهده دارندهاي مشتر.
حاصل F2:3از یک جمعیت ) 19(در مطالعه دیگر صبوري

از دو رقم ایرانی طارم محلی و خزر براي شناسایی 
QTL هاي موثر بر میزان آمیلوز، درجه حرارت ژلاتینه

براي QTLشدن و قوام ژل استفاده نمود و تعداد چهار 
QTLژلاتینه شدن و یک براي حرارت QTLآمیلوز، سه 

هايQTLیک از یابی نمود که هیچبراي قوام ژل مکان
قرار 6آمیلوز در ناحیه ژن مومی یا قلیا روي کروموزوم 

.نداشتند
کننده صفات مرتبط هاي کنترلQTLدر این مطالعه، 

با کیفیت پخت و تبدیل مرتبط با ارقام برنج ایرانی 
پیوستگیتهیه نقشه ،مطالعههدف از این . شناسایی شدند

هاي ایرانی، در زمینه برنجAFLPو SSRنشانگرهاي 
صفات مرتبط با کیفیت کننده هاي کنترلQTLیابی مکان

هاي شناسایی QTLبرآورد سهم هر یک از پخت و تبدیل، 
شده در تبیین تنوع فنوتیپی صفات مورد مطالعه و 

براي ثر اهاي بزرگQTLشناسایی نشانگرهاي پیوسته با 
.نژادي آینده بودهاي بهاستفاده در برنامه

هامواد و روش
حاصل از F2:4لاین 196جمعیت تهیه نقشه شامل 

. تلاقی دو رقم برنج ایرانی به اسامی سپیدرود و غریب بود
در هاي جداگانهدر ردیفF4هاي بذرهاي والدین و لاین

خزانه تحقیقاتی دانشکده علوم کشاورزي دانشگاه گیلان 
ها از یکدیگر، شماره کشت شدند و براي تفکیک لاین

رقم سپیدرود از ارقام . ها در جلوي آنها ثبت شدلاین
اصلاح شده در موسسه تحقیقات برنج کشور است که با 

IRRIهاي خالص ارسالی از روش انتخاب از بین لاین
هاي سازگاري و و سپس مراحل آزمایشانتخاب شده 

پایداري را در مناطق مختلف کشور طی کرده و در نهایت 
این رقم . عنوان رقم به کشاورزان معرفی شده استبه

زنی زیاد، عملکرد دانه نسبتاً زیاد و پاکوتاه، داراي پنجه
همچنین خاصیت . هاي ایستاده استداراي برگ

در . مقاوم استبیدگیکودپذیري بالایی دارد و به خوا
مقابل، رقم غریب از ارقام محلی ایران است که طی 

هاي متمادي در مناطق شمالی کشور کشت شده سال
باشد و این رقم پابلند و حساس به خوابیدگی می. است

از سایر خصوصیات بارز . خاصیت کودپذیري بالایی ندارد
توان به دوره رشد کم تا متوسط، عملکرداین رقم می

در هر F4هر لاین . پایین و کیفیت دانه خوب اشاره نمود
صورت بوته به30تکرار در یک خط و هر خط شامل 

.متر از یکدیگر نشا شدسانتی25×25بوته با فاصله تک
ها هاي لازم در طول مرحله رشد و نمو بوتهتمامی مراقبت

ویژه کرم ها بهاز قبیل آبیاري و مبارزه با آفات و بیماري
خوار و بلاست برنج، در زمان مناسب مطابق با ساقه

. هاي مؤسسه تحقیقات برنج کشور انجام شدتوصیه
گیري آنهاصفات مورد بررسی و روش اندازه

هاي هر ، ابتدا دانهموردنظرگیري صفاتبراي اندازه
جداگانه برداشت شد و پس از جدا کردن شلتوك از لاین

کنی شلتوك طی دو مرحله براي ساقه و خوشه، پوست
صفات زیر واي و برنج سفید انجام تهیه برنج قهوه

از نسبت وزن برنج سفید بازده تبدیل:گیري شدنداندازه
شلتوك، بازده تبدیل محاسبه و بر حسب سالم به وزن

براي ،عرض و شکل دانه سفیدطول، .درصد بیان شد
و از هر بوته بوته 17گیري این دو صفت از هر لاین اندازه

طور تصادفی انتخاب و طول و عرض آنها دانه سالم به10
متر میلی1/0به کمک دستگاه فتوالایزر با دقت 

همچنین از تقسیم طول برنج به عرض . گیري شداندازه
.برنج سفید، شکل دانه سفید ثبت شد

براي این ، طویل شدن و عریض شدن دانه پس از پخت
در یک لوله آزمایش ریخته شدند و هاابتدا دانه،منظور
پس از نیم . لیتر آب مقطر به آن افزوده شدمیلی20مقدار 

وردند، عمل پخت ها به خوبی خیس خساعت که دانه
10ها به مدت به این ترتیب که لولهها انجام شد،دانه

آنگاه . ندقرار داده شدC100˚قیقه در حمام آب گرم د
دقیقه نگهداري در 5ها از آب خارج شدند و پس از نمونه

طول و عرض فتوالایزروسیله دستگاههواي اتاق، به
از تقسیم طول برنج پخته به طول . ثبت شدهاي پخته دانه

دست برنج خام، نسبت افزایش طول یا طویل شدن دانه به
آمد و از تقسیم عرض برنج پخته به عرض برنج خام، میزان 

. عریض شدن دانه محاسبه شد
بوته و از هر 17، حداقل F4از هر خانواده ، مقدار آمیلوز

وسیله تصادفی انتخاب و بهطور دانه سفید به25بوته تعداد 
براي جلوگیري از . دستگاه آسیاب مخصوص آرد شد

مخلوط شدن آرد هر نمونه با نمونه بعدي، کاسه آسیاب 
سپس بر . پس از هر مرتبه آرد کردن به دقت تمیز گردید

) 14(پرز و جولیانو و )9(جولیانو و ویلارییل اساس روش 
زم به ذکر است لا. مقدار آمیلوز مورد سنجش قرار گرفت

که ارقام با آمیلوز خیلی پایین، پایین، متوسط و بالا به 
درصد 25و بالاتر از 20-25، 10-20، 2-10ترتیب داراي 
ارقام با آمیلوز پایین پس از پخت، لزج ).8(آمیلوز هستند

و چسبنده و لعابدار و در مقابل ارقام با آمیلوز بالا، سفت و 
. شوندخشک می
بر زمان پخت و همچنین بافت ،ژلاتینه شدندماي 

گیري آن یک روند هاي برنج دلالت دارد و اندازهدانه
ها در حین ژلاتینه شدن، که دانهطوريگرماگیر است به
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گیري این صفت، از هر براي اندازه. کنندگرما جذب می
دانه برنج سالم در دو تکرار 12طور تصادفی تعداد بهلاین

لیتر محلول پتري کوچک حاوي پنج میلیدر یک ظرف
درصد طوري قرار داده شدند که 7/1هیدروکسید پتاسیم 

ور شده و با هم و همچنین به ها در داخل ظرف غوطهدانه
ظروف پتري به . هاي ظرف تماس نداشته باشنددیواره
در داخل آون گذاشته C30˚ساعت در دماي 23مدت 
تأثیر هیدروکسید پتاسیم، ها بر حسب میزان نمونه. شدند

این امتیاز به تک تک . به هفت درجه امتیازدهی شدند
دست آمده بهها داده شد و سپس میانگین نمرات بهدانه

قوام یا .ثبت شدلاینعنوان دماي ژلاتینه شدن آن 
با استفاده از اتانول و هیدروکسید پتاسیم ،پیوستگی ژل

).3(تعیین شد 
تهیه نقشه پیوستگی

هاي هاي جوان و تازه کلیه بوتههاي برگی از برگنمونه
F2دهی تهیه و و هر یک از والدین در زمان حداکثر پنجه

گراد درجه سانتی-80در دماي DNAتا مرحله استخراج 
) CTAB)20به روش DNAاستخراج . نگهداري شدند

به ترتیباستخراج شدهDNAکیفیت و کمیت . انجام شد
تعیین با انجام الکتروفورز روي ژل آگاروز و اسپکتروفتومتر 

ها تا ، غلظت تمامی نمونهPCRقبل از انجام واکنش وشد
.نانوگرم در میکرولیتر رقیق شدند10مقدار 

مراز اي پلیژنومی با واکنش زنجیرهDNAتکثیر 
)PCR ( و با دستگاه ترموسایکلر)GeneAmp(انجام شد .

میکرولیتر 10ه مخلوط واکنش در حجم نهایی براي تهی
48/0، )برابرPCR)10میکرولیتر بافر 1براي هر نمونه، 

میکرولیتر 6/0، )مولارمیلیMgCl2)50میکرولیتر 
میکرولیتر 4/0، )مولارمیلیdNTPs)2مخلوط چهار نوع 

نانوگرم در 60(از هر آغازگر مستقیم و معکوس 
12/0(مراز اي پلیاننزیم تک دي، پنج واحد آ)میکرولیتر
10ژنومی با غلظت DNAمیکرولیتر 2، )میکرولیتر

بار تقطیر دو میکرولیتر آب 5میکرولیتر و نانوگرم در 
براي PCRبرنامه حرارتی . استریل با هم مخلوط شدند

درجه 94شامل چهار دقیقه دماي SSRآغازگرهاي
30و الگوDNAاولیه گراد براي واسرشته شدنسانتی

، گراد براي واسرشته شدندرجه سانتی94ثانیه در دماي 
گراد براي اتصال درجه سانتی61یا 55ثانیه در 30

درجه 72الگو و یک دقیقه در DNAآغازگرها به 
دور30این برنامه وگراد براي بسط آغازگرها بودسانتی
منظور تکثیر اختصاصی قطعات و جلوگیري از به. شدتکرار

تکثیر قطعات اضافه، در چرخه اول، دماي اتصال آغازگرها 
گراد بیشتر در نظر گرفته شد و درجه سانتی5حدود 

سپس به ازاي هر دو چرخه، دماي اتصال یک درجه 

گراد کاهش یافت تا دماي اتصال ویژه هر آغازگر سانتی
. ایجاد شود) گراددرجه سانتی61یا 55(

بر اساس روش وس و همکاران AFLPانجام روش 
هاي از آنزیمDNAمنظور برش به. گرفتصورت ) 25(

EcoRI وMseIراي ـب. )1دول ـج(ردیدـگاده ـاستف
رفتايـرهـازگـاز آغEcoRIارساز ــازگـه سـتهی

)5'-CTCGTAGACTGCGTACC-3' (شت ـرگـو ب
)3'-CATCTGACGCATGGTTAA-5' (تهیه و براي
ت ـاي رفـرهـازگـاز آغMseIاز ـارسـازگـس
)5΄-GACGATGAGTCCTGAG-3΄ (شتـرگـو ب
)3΄-TACTCAGGACTCAT-5΄ (اده شدـاستف)جدول
آغازگرهاي بدون نوکلئوتیدازبراي مرحله پیش تکثیر. )1
E000ر، ــازگـآغ3`اي ـی در انتهـافـاض

)5'-GTAGACTGCGTACCAATTC-3' ( وM000

)5'-GATGAGTCCTGAGTAA-3' ( شدنداستفاده .
درجه 94چرخه شامل 30صورت بهPCRبرنامه 

30گراد براي درجه سانتی60ثانیه، 30گراد براي سانتی
اجزاي . بودثانیه 60گراد براي درجه سانتی72ثانیه و 

تکثیر شامل دو میکرولیتري براي پیش15واکنش 
هضم شده و اتصال یافته با DNAمیکرولیتر از محصول 

یک میکرولیتر از ) 1:5رقیق شده به نسبت (سازگارسازها 
نانوگرم در 60هر یک از آغازگرهاي فوق با غلظت 

5/2میلی مولار، 2میکرولیتر کلرید منیزیم 1میکرولیتر، 
میکرولیتر 5/0، )10×(برابر PCR10تر بافر میکرولی

2/0میلی مولار و 10مخلوط چهار نوع نوکلئوتید با غلظت 
جهت تأیید . بودواحد 5مراز پلیTaqمیکرولیتر آنزیم 

میکرولیتر از محصولات این مرحله 4مراحل انجام روش، 
مخلوط و روي ژل آگارز گذاريبا دو میکرولیتر بافر نمونه

دقیقه 30ولت به مدت 80و با ولتاژ TAEصد در7/0
. گردیدندالکتروفورز 

ترکیب10در مرحله تکثیر انتخابی در مجموع 
شدآغازگري مختلف براي انجام تکثیر انتخابی تشکیل 

میکرولیتري براي انجام این مرحله 15مخلوط . )1جدول(
شده مرحله رقیقPCRشامل دو میکرولیتر از محصول 

قبل، یک میکرولیتر از هر یک از آغازگرهاي اختصاصی، 
5/1مولار، میلی50میکرولیتر کلرید منیزیم 6/0

میکرولیتر 3/0، )10×(برابر PCR10میکرولیتر بافر 
2/0مولار و میلی10مخلوط چهار نوع نوکلئوتید با غلظت 

مخلوط فوق . بودندواحد 5مراز پلیTaqمیکرولیتر آنزیم 
برنامه دمایی مشابه مرحله تحت ،جهت تکثیر انتخابی

5منظور انجام الکتروفورز، ابتدا به. پیش تکثیر قرار گرفتند
PCRبه محصول ) داي(میکرولیتر محلول رنگی بارگذاري 

حاصل از تکثیر انتخابی مرحله قبل افزوده شده و به مدت 
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منظور انجام گراد بهدرجه سانتی96سه دقیقه در دماي 
و سپس سریعاً روي یخ گرفتندسازي قرار عمل واسرشته

چهار میکرولیتر از این مخلوط روي ژل . گردیدندمنتقل 

به ثابت وات 85درصد بارگذاري و با توان 6اکریلامید پلی
ها آمیزي ژلبراي رنگ. ساعت الکتروفورز گردید5/1مدت 

.شداستفاده ) 1(از روش نیترات نقره 

مورد استفاده در این مطالعهAFLPآغازگرهاي -1جدول
تکثیرآغازگرهاي مرحله پیش

M0005'-GATGAGTCCTGAGTAA-3'
E0005'-GTAGACTGCGTACCAATTC-3'

MseI 'GACGATGAGTCCTGAG-3-'5سازگارساز
3'-TACTCAGGACTCAT-5'

EcoRI 'CTCGTAGACTGCGTACC-3-'5سازگارساز
3'- CATCTGACGCATGGTTAA -5'

آغازگرهاي مرحله تکثیر انتخابی
E325'-GTAGACTGCGTACCAATTCAAC-3'
E335'-GTAGACTGCGTACCAATTCAAG-3'
E355'-GTAGACTGCGTACCAATTCACA-3'

M445'-GATGAGTCCTGAGTAAATC-3'
M425'-GATGAGTCCTGAGTAAAGT-3'
M395'-GATGAGTCCTGAGTAAAGA-3'
M625'-GATGAGTCCTGAGTAACTT-3'
M615'-GATGAGTCCTGAGTAACTG-3'
M335'-GATGAGTCCTGAGTAAAAG-3'
M595'-GATGAGTCCTGAGTAACTA-3'
M605'-GATGAGTCCTGAGTAACTC-3'
M935'-GATGAGTCCTGAGTAATTG -3'
M905'-GATGAGTCCTGAGTAATGT -3'

و ده SSRنشانگر 550براي تهیه نقشه پیوستگی 
از نظر وجود AFLPاز نشانگرهاي يترکیب آغازگر

چندشکلی در بین والدین غریب و سپیدرود مورد بررسی 
نشانگر 216هاي ژنوتیپی قرار گرفتند و در نهایت از داده

در ) AFLPنشانگر 111و SSRنشانگر 105(چندشکل 
پس از . استفاده گردیدF2فرد جمعیت 196دو والد و 

رد انتظار تعیین ژنوتیپ کلیه افراد جمعیت، ابتدا نسبت مو
براي نشانگرهاي 3:1و SSRبراي نشانگرهاي 1:2:1

AFLP2(اسکوروسیله آزمون کايبه ( و با استفاده از
پس از . مورد آزمون قرار گرفتSPSS (Ver. 16)افزار نرم

افزاررمــفاده از نتـگی با اســهاي پیوستروهــآن گ
Map Manager Ver. 2.6.5)13 (فواصل . ایجاد شدند

) 11(کوسامبی نشانگري در این نقشه نیز بر اساس تابع 
.محاسبه گردیدند

QTLتجزیه 
QTLکننده صفات مورد مطالعه، با استفاده هاي کنترل

هاي فنوتیپی از نقشه پیوستگی تهیه شده و میانگین ارزش
QTLبراي تجزیه . شناسایی شدندF4هاي صفات در لاین

استفاده شد و ) 26(اي مرکب یابی فاصلهمکاناز روش
QTLکننده هر یک از صفات مورد نظر به هاي کنترل

Win QTLافزارکمک نرم ver. 2.5 Cartographer)2(
با 1با آزمون تبدیلLODحد آستانه . یابی گردیدندمکان

تر از بزرگLODهایی با QTLو 1000تعداد جایگشت 
. )1شکل (شوندهاي مطلوب انتخاب QTLعنوان به5/2

نتایج و بحث
4نشانگر چندشکل در این مطالعه، تعداد 216از بین 

،E32-M44-4 ،E32-M44-8شامل AFLPنشانگر 
E32-M60-10 وE33-M60-7 نشانگر ریزماهواره 3و

RM13 ،RM70 وRM30یک از نشانگرها پیوسته با هیچ
102(نشانگر 209رو نقشه پیوستگی شامل نبودند و از این

گروه 12بود که در ) AFLPنشانگر 107و SSRنشانگر 
3/1861ل ــه حاصــنقش. دــرفتنــرار گـــگی قــپیوست
مورگان از ژنوم برنج را تحت پوشش قرار داد و فاصله سانتی

95/8طور متوسط از یکدیگر بههر دو نشانگر مجاور
بلندترین طول گروه پیوستگی . مورگان برآورد شدسانتی

ترین مورگان و کوچکسانتی7/216با 2در کروموزوم 
8مورگان در کروموزوم سانتی8/99طول گروه پیوستگی 

. بود
هاي فنوتیپی صفات مورد مطالعه در هر یک از شارز

2در جدول F4هاي و فامیل) سپیدرود و غریب(والدین 
مقایسه میانگین بین والدین با انجام آزمون . ارائه شده است

tداري در سطح احتمال یک نشان داد که تفاوت معنی
. درصد براي تمامی صفات کیفی مورد مطالعه وجود داشت

والد غریب که یک رقم بومی ایرانی با خصوصیات نسبتاً 
تبدیل ه براي بازدخصوص مطلوب است، مقادیر بالایی به

شده داشت، در مقابل والد سپیدرود که یک رقم اصلاح
است، داراي مقادیر بالایی براي درصد آمیلوز، دماي 

نسبت (ژلاتینه شدن، طول دانه سفید و شکل دانه سفید 
1- Permutation test
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بنابراین ). 2جدول (بود ) طول به عرض دانه سفید خام
یعنی صفات طول، والد سپیدرود از نظر کیفیت ظاهري 

عرض و شکل دانه ارزشمندتر از والد غریب بود، اما از نظر 
تبدیل والد غریب بازده خصوص بهو کیفیت پخت 

.ارزشمندتر از والد سپیدرود بود

رود که ، یکی از مشکلات اساسی رقم سپیدحقیقتدر
ن در پیش کشاورزان و آموجب عدم پذیرش 

ه تبدیل بسیار پایین آن ، بازدکنندگان شده استمصرف
.باشدمی

F4دانه در والدین و نسل کیفیتهاي فنوتیپی صفات مرتبط با ارزش-2جدول 

میانگین نوالدیمیانگین صفات مورد مطالعه
F4هاي لاین

tمقدار 

|P1-P2| غریبسپیدرود
04/22**0/271/200/24درصد آمیلوز

25/10**0/76/35/5دماي ژلاتینه شدن
77/25**307040)مترمیلی(قوام ژل 

14/8**51/733/675/6)مترمیلی(طول دانه سفید 
12/6**88/147/212/2)مترمیلی(عرض دانه سفید 

27/14**99/356/245/3)نسبت طول به عرض(شکل دانه 
39/11**50/110/290/1طویل شدن دانه
08/9**51/170/158/1عریض شدن دانه

43/27**587365)درصد(بازده تبدیل 
.%1دار در سطح احتمال معنی:**

F4هاي جمعیت هاي چولگی و کشیدگی دادهآزمون

ها براي تمامی نشان داد که مقدار چولگی و کشیدگی داده
دار بود که غیرمعنی) جز قوام ژل براي چولگیبه(صفات 

ها و در دهنده توزیع پیوسته و تقریباً نرمال دادهنشان
کمی براي صفات مورد مطالعه نتیجه احتمال وجود توارث

نظر والدین مورد استفاده در این مطالعه از،همچنین.بود

وتمامی صفات مورد مطالعه در دو نقطه مقابل هم بودند
تنوع بیشتري در نتایج شود تاوجود این حالت موجب می

حاصل ایجاد شده و بتوان تجزیه ژنتیکی مناسبی براي 
صفات مورد مطالعه دراثرهاي کوچکQTLشناسایی 

).16(انجام داد

گروه پیوستگی برنج12کننده صفات مرتبط با کیفیت دانه رويهاي کنترلQTLمحل قرارگیري - 1شکل 
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کیفیت دانه درضرایب همبستگی بین صفات مرتبط با 
همبستگی بین مقدار آمیلوز با . ارائه شده است3جدول 

دار و با قوام ژل منفی و دماي ژلاتینه شدن مثبت و معنی
دار بود، اما بین دماي ژلاتینه شدن و قوام ژل معنی

طور کلی همبستگی به. داري مشاهده نشدهمبستگی معنی
دار غیرمعنیبین بیشتر صفات کیفی مورد مطالعه پایین و 

دار به بیشترین ضرایب همبستگی مثبت و معنی. بود

و طول ) 91/0(ترتیب بین طویل شدن و عریض شدن دانه 
و بیشترین ضریب ) 763/0(و شکل دانه سفید خام 

دار بین عرض و شکل دانه سفید همبستگی منفی و معنی
همچنین همبستگی بین طول . برآورد شد) - 790/0(خام 

سفید خام و بین طویل شدن دانه با طول و با عرض دانه
. دار بودشکل دانه سفید خام منفی و معنی

مورد مطالعهF4هاي مرتبط با کیفیت دانه در لاینصفاتنیبیهمبستگبیضرا-3جدول 

صفات

لوز
آمی

دار 
مق

)
x دن)1

ه ش
تین

ژلا
ي 

دما
)

x 2(

ژل 
وام 

ق
)

x 3(

فید
ه س

 دان
ول

ط
(خام

x 4(

خام
ید 

سف
نه 

ض دا
عر

)
x 5(

خام
ید 

سف
نه 

ل دا
شک

)
x 6(

دانه
دن 

ل ش
طوی

)
x 7(

دانه
دن 

ض ش
عری

)
x 8(

یل
تبد

ده 
باز

)
x 9(

X11
X2265/01
X3162/0 -033/0-1
X4032/0-023/0036/01
X5081/0081/0068/0214/0-1
X6070/0-046/0 -027/0-763/0790/0-1
X7010/0-031/0041/0357/0-047/0252/0-1
X8008/0-060/0074/0028/0153/0082/0-910/01
X9052/0010/0009/0-006/0089/0051/0-036/0 -018/0-1

.دار هستندیدرصد معناحتمال یکدر سطح 23/0درصد و اعداد بزرگتر از احتمال پنجدر سطح 16/0اعداد بزرگتر از 

کننده صفات مورد مطالعههاي کنترلQTLشناسایی 
QTLط با کیفیتبهاي شناسایی شده براي صفات مرت

مجموعاً بیست و هشت. اندارائه شده) 4(دانه در جدول 
شناسایی شد که کنترل نه صفت کیفیQTLفاصله واجد 

QTLاز این تعداد، سه . ه داشتندهدمورد مطالعه را بر ع
QTLدماي ژلاتینه شدن، سه QTLپنج میزان آمیلوز،
طول QTLعرض دانه سفید خام، دو QTLقوام ژل، دو 

طویل QTLشکل دانه، سه QTLدانه سفید خام، چهار 
عریض شدن دانه پس از QTLشدن دانه پس از پخت، سه 

.دــردنـنترل کــدیل را کــازده تبـبQTLه ــت و سـپخ
هاي براي صفت محتواي آمیلوز روي کروموزومQTLسه 

در QTLqAC-6).4جدول (یابی شدند مکان7و 6، 1
6روي کروموزوم RM217-RM276فاصله بین نشانگرهاي 

اثر به بزرگQTLعنوان یک به49/9معادل LODبا 
درصد از تنوع فنوتیپی 40تنهایی توانست نزدیک به 

qAC-1هاي QTLپس از آن . را توجیه نمایدمیزان آمیلوز

با کنترل 7و 1هاي به ترتیب روي کروموزومqAC-7و 
درصد از تنوع صفت در درجه بعدي 12و 16حدود 

در ناحیه مربوط به ژن QTLqAC-6.اهمیت قرار داشتند
رسد که احتمالاً نظر مییابی شد و بهمکان) wx(مومی 

اثر .هاي ژن فوق یا یک ژن پیوسته به آن باشدیکی از آلل

شناسایی شده مثبت بوده و در همه QTLافزایشی هر سه 
هاي والد سپیدرود باعث افزایش میزان آمیلوزآنها آلل

ی و در جهت کاهش میزان شدند، اما اثر غالبیت آنها منف
ها نیز نشان داد که برآورد درجه غالبیت ژن. آمیلوز بود

QTLاثر بزرگqAC-6 داراي عمل فوق غالبیت و دو
QTL دیگر داراي عمل غالبیت ناقص براي کاهش میزان

همانندنیز) 6(در مطالعه هی و همکاران . آمیلوز بودند
احتمالاً یک آلل مومی اثر که یک ژن بزرگمطالعه حاضر 

فنوتیپی این صفت را رصد از کل تغییراتد9/91بود، 
پیشنهاد ) 23(نتایج مطالعه تان و همکاران .توجیه کرد

را مبنی بر کنترل مقدار آمیلوز توسط ) 6(هی و همکاران 
QTLمکان ژنی مومی در مجاورت . ژن مومی تأیید کرد

سی و نینگسپتیموثر در کنترل مقدار آمیلوز در مطالعه 
هاي تلاقی برگشتی که با استفاده از خانواده) 21(همکاران 

IR64و IRGC105491پیشرفته حاصل از تلاقی ارقام 
عنوان یک ناحیه مهم ژنومی در کنترل انجام شد، نیز به

.این صفت شناسایی شد
براي صفت دماي ژلاتینه شدن در این روش QTLپنج 

هاي ها که روي کروموزومQTLاز بین این . یابی شدندمکان
-QTLqGT، تنها )4جدول (قرار داشتند12و 7، 6، 5، 3
E35-M90-3و RM421در حد فاصل بین نشانگرهاي 5
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درصد از واریانس 16کنترل حدود 6روي کروموزوم 
. عهده داشتنه شدن را بهفنوتیپی درجه حرارت ژلاتی

و که داراي اثرات افزایشی منفی بودQTLqGT-5غیر ازبه
هاي والد غریب موجب افزایش این صفت شدند، در آن آلل

هاي ها اثر افزایشی مثبت داشته و در آنها آللQTLسایر 
والد سپیدرود موجب افزایش درجه حرارت ژلاتینه شدن 

هاي شناسایی QTLامی در مقابل، اثرات غالبیت تم. شد
شده منفی و به سمت کاهش درجه حرارت ژلاتینه شدن 

ها داراي عمل QTLهمه ها نیز نشان داد که عمل ژن. بود
براي صفت قوام . فوق غالبیت براي کاهش این صفت بودند

ها روي QTLیابی گردید که این مکانQTLژل سه 
هاي QTL. )4جدول (قرار داشتند7و 6، 5هاي کروموزوم

qGC-6 وqGC-7 به ترتیب در فاصلهRM549-RM6836
به ترتیب 7و 6هاي روي کروموزومRM3355-RM420و 
درصد از 18و 21، بیش از 99/3و 27/4برابر با LODبا 

QTLدر هر سه . تنوع فنوتیپی صفت فوق را توجیه نمودند
هاي والد سپیدرود موجب کاهش قوام شناسایی شده، آلل

منفی و به سمت QTLاثر غالبیت نیز در هر سه .ژل شدند
صورت بهQTLها در هر سه کاهش قوام ژل و عمل ژن

.ق غالبیت براي کاهش قوام ژل بودندفو
روي ) qGC-7و qGC-2(QTLدو ) 6(هی و همکاران 

4/34شناسایی نمودند که در مجموع 7و 2هاي کروموزوم
دوم QTLکه ندرا توجیه کردقوام ژلدرصد از تغییرات 

.گزارش شده در پژوهش حاضر بودQTLدر مجاورت 
روي QTLهمچنین دو ) 12(لنسرانس و همکاران 

و RG64-2171در حدفاصل نشانگرهاي 6کروموزوم 
Waxy-RM225 و یکQTL در حد 7روي کروموزوم

هاي عنوان جایگاهرا بهOSR22-RM10فاصل نشانگرهاي 
گزارش شده QTL. مهم در کنترل قوام ژل معرفی نمودند

گزارش شده توسط QTLدر پژوهش حاضر تقریباً با 
مطابقت 7روي کروموزوم ) 12(لنسراس و همکاران 

.داشت
در مورد صفات مربوط به کیفیت QTLنتایج تجزیه 

در QTLفیزیکی دانه منجر به شناسایی مجموعاً هفده
براي صفت عرض دانه QTLتعداد دو . پژوهش حاضر شد

-qGWو qGW-1(ها QTLاین . )4جدول (یابی شدمکان

در فاصله بین 79/3و 13/4برابر LODکه به ترتیب با ) 8
RM1235-RM3572و RM283-RM8132نشانگرهاي 

و 18قرار داشتند، نزدیک به 7و 1هاي روي کروموزوم
اثر . درصد از تنوع فنوتیپی این صفت را توجیه نمودند15

غریب هاي والد ها منفی و در آنها آللQTLافزایشی این 
ها نشان ، اما اثر غالبیت ژنباعث افزایش عرض دانه گردید

ت ها به سمغالبیت ژنqGW-1اثر بزرگQTLداد که در 

غالبیت به سمت افزایش QTLqGW-8کاهش و در
ها نشان داد که همچنین، مطالعه عمل ژن. عرض دانه بود

qGW-1 داراي عمل غالبیت ناقص در جهت کاهش و
qGW-8 داراي غالبیت ناقص در جهت افزایش عرض دانه

همچنین در مطالعه این صفت مشخص گردید. بود
ر شدید بهبا پیوستگی بسیاRM1235که نشانگر 

QTL qGW-8عنوان نشانگر مناسب جهت تواند بهمی
. مطالعات بعدي مورد استفاده قرار گیرد

یابی گردید که مکانQTLدو براي صفت طول دانه 
این دو . )4جدول (قرار داشتند9و 8هاي روي کروموزوم

QTL ،qGL-8 وqGL-9 بودند که به ترتیب در فاصله
RM1235-RM3572 وRM7038-RM566 روي

10و 14شناسایی شدند و در حدود 9و 8هاي کروموزوم
اثر . درصد از تنوع فنوتیپی صفت فوق را توجیه نمودند

هاي والد غریب منفی و در آنها آللQTLافزایشی هر دو 
QTLاثر غالبیت در هر دو .باعث افزایش طول دانه گردید

برآورد درجه غالبیت . در جهت افزایش طول دانه بودیزن
داراي اثر فوق غالبیت براي QTLنیز نشان داد که هر دو 

.باشندمیافزایش طول دانه 
روي QTLبراي صفت شکل دانه، تعداد چهار 

. )4جدول (یابی گردیدمکان12و 9، 8، 1هاي کرومووزم
درصد از تنوع صفت را کنترل 10بیش از QTLهر چهار 

QTLخصوصنمودند، به qGS-1 که در فاصله نشانگرهاي
RM283-RM8132 یابی شد، بیش مکان1روي کروموزوم

. درصد از واریانس فنوتیپی شکل دانه را کنترل کرد18از 
متغیر بود و در هر 84/0تا 12/0ها از QTLاثر افزایشی 

ایش زهاي والد سپیدرود شکل دانه را افآللQTLچهار 
مثبت qGS-1غیر از بهQTLاثر غالبیت در هر چهار . دادند

ها نیز برآورد عمل ژن. و به سمت افزایش شکل دانه بود
داراي عمل qGS-12و QTLqGS-1نشان داد که دو 

داراي عمل qGS-9و QTLqGS-8غالبیت ناقص و دو 
نتیجه جالب در مورد شکل دانه این . باشندفوق غالبیت می

دست آمد ه این صفت از نسبت طول به عرض دانه بهبود ک
داري بین آنها وجود داشتمعنیبالا وو همبستگی

هاي شناسایی شده براي این QTLبین در . )3جدول(
واقع در فاصله بین نشانگرهاي QTLصفات نیز یک 

RM1235-RM3572 کنترل هر سه 8روي کرومووزم
شکل دانه در براي طول، عرض و. صفت را بر عهده داشت

عنوان هاي متعددي بههاي مختلف مکانپژوهش
تجزیه . هاي مهم در کنترل این صفات معرفی شدندجایگاه
QTL روي طول و عرض دانه در مطالعه تان و همکاران

وسیله یک نشان داد که طول و عرض دانه هر یک به)22(
QTLاثر و یک یا دو بزرگQTLاثر کنترل کوچک
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روي QTLدو )16(ربیعی و همکاران . شوندمی
به ترتیب در حد فاصل نشانگرهاي 7و 5هاي کروموزوم

RM437-RM289 وRM481-RM125 نمودندشناسایی
. عرض و شکل دانه را بر عهده داشتند،طولکه کنترل 

یابی مکانQTLبراي صفت طویل شدن دانه تعداد سه 
روي QTLیک و3روي کروموزومQTLدوکه از آنها شد

. )4جدول (قرار داشتند8کروموزوم

اي مرکبیابی فاصلهکننده صفات مرتبط با کیفیت دانه در روش مکانهاي کنترلQTL-4جدول 
صفت

QTL
فاصله نشانگري

زوم
ومو

کر

LOD
اثر افزایشی 

)a(
اثر غالبیت 

)d(
درجه 
غالبیت

در صد واریانس 
)R2(فنوتیپی

محتواي آمیلوز
qAC-1RM1268-RM8231151/523/0-16/0-69/0-16
qAC-6RM217-RM276649/909/0-28/0-02/3-7/39
qAC-7RM3355-RM420970/214/039/0-00/3-5/4

دماي ژلاتینه شدن

qGT-3E33-M61-7-RM282373/211/031/0-82/2-78/6
qGT-5RM421-E35-M90-3539/463/1-92/3-40/2-41/16
qGT-6RM549-RM6836621/627/049/0-81/1-82/30
qGT-7RM3355-RM420738/318/029/0-61/1-17/11

qGT-12RM101-RM13371202/313/041/0-15/3-54/9

قوام ژل
qGC-5RM421-E35-M90-3504/301/3-22/4-40/1-58/12
qGC-6RM549-RM6836627/489/2-92/5-05/2-4/21
qGC-7RM3355-RM420799/358/0-- 30/12- 31/2127/18

qGW-1RM283-RM8132113/419/0-06/0-84/0-85/17عرض دانه
qGW-8RM1235-RM3572879/313/0-02/019/081/14

qGL-8RM1235-RM3572875/218/0-28/055/104/10طول دانه
qGL-9RM7038-RM566949/408/0-17/012/259/14

شکل دانه
qGS-1RM283-RM8132167/853/038/0-72/0-65/18
qGS-8RM1235-RM3572811/512/025/008/242/12
qGS-9RM7038-RM566918/772/086/019/118/16
qGS-12RM247-RM1791239/484/038/045/024/10

طویل شدن دانه
qSL-3aRM6929-RM7373/215/045/00/36/8
qSL-3bRM6832-RM5626394/613/052/039/339/12
qSL-8RM1235-RM3572811/1117/0-14/0-82/0-52/19

عریض شدن دانه
qSW-6RM3330-E32-M39-11652/219/095/0-95/4-24/4

qSW-8aRM3572-RM404812/574/0-59/0-80/0-62/7
qSW-8bRM8264-E32-M60-4864/816/1-28/1-08/1-41/12

بازده تبدیل
qBT-2RM279-RM424287/415/293/1-89/0-61/16
qBT-4RM252-RM5473460/313/073/292/2066/14
qBT-5E35-M93-1-E32-M39-7490/251/464/1-37/0-70/10

در QTLqSL-8شده،شناساییهاي QTLاز میان 
روي RM1235-RM3572اي ـرهـبین نشانگه ـفاصل

، مقدار قابل توجهی از 11/11معادل LODبا 8کروموزوم 
عنوان و بهکردهتنوع فنوتیپی صفت فوق را توجیه 

اثر افزایشی در این .طویل شدن دانه بودQTLترین مهم
QTLهاي والد غریب به میزان منفی بوده و در آن آلل

.متر موجب طویل شدن دانه پس از پخت شدمیلی17/0
نیز منفی و به سمت کاهش طویل QTLاثر غالبیت این 

شدن دانه و عملکرد ژن در آن از نوع غالبیت ناقص و در 
.جهت کاهش این صفت عمل نمود

براي صفت عریض شدن دانه پس از پخت تعداد سه 
QTLدو (8و 6هاي یابی شد که روي کروموزوممکان

QTL (قرار داشتند) اثر افزایشی . )4جدولQTL هاي
متغیر بوده و به مترمیلی19/0تا -16/1ده از شناسایی ش

هاي والد که در آن اثر افزایشی مثبت و آللqSW-6غیر از 
سپیدرود باعث افزایش عریض شدن دانه پس از پخت 

دیگر اثر افزایشی منفی و در آنها QTLشدند، در دو 
. هاي والد غریب باعث افزایش عریض شدن دانه شدندآلل

به فوق منفی و QTLها نیز در هر سه اثر غالبیت ژن
ها نیز برآورد عمل ژن.سمت کاهش عریض شدن دانه بود

غالبیت ناقص به آنکه درqSW-8aغیر از نشان داد که به
دیگر QTLبود، در دو سمت کاهش عریض شدن دانه

عمل فوق غالبیت به سمت کاهش عریض شدن دانه وجود 
براي طویل شدن دانه پخته ) 24(تیان و همکاران .داشت
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با میزان ) qCRE-6و qCRE-2(اثر کوچکQTLشده، دو 
درصد شناسایی 7/11و 2/9توجیه تغییرات فنوتیپی 

همچنین براي عریض شدن دانه پخته شده، دو . کردند
QTL)qVE-6 وqVE-11 ( با میزان توجیه تغییرات

با QTLیابی نمودند که درصد مکان8/10و 0/30فنوتیپی 
RM190-RM170تر در حد فاصل نشانگرهاي اثر بزرگ

.ردیابی شد6روي کروموزوم
کننده صفت بازده تبدیل روي کنترلQTLسه 
QTL.)4جدول (قرار داشتند5و 4، 2هاي کروموزوم

qBT-2) واقع در فاصلهRM279-RM424 ( روي کروموزوم
بیشترین اثر را بر بازده تبدیل 87/4معادل LODبا 2

درصد از تنوع فنوتیپی 17داشته و به تنهایی نزدیک به 
و qBT-4هاي QTLپس از آن . صفت مزبور را توجیه نمود

qBT-5 به ترتیب در فاصلهRM252-RM5473

، 5و 4هاي روي کروموزومE35-M93-1-E32-M39-7و 
نس صفت را کنترل درصد از واریا11و 15نزدیک به 
.هاي موثر بر بازده تبدیل بودندQTLعنوان کردند و به

تا -51/4هاي شناسایی شده از QTLاثر افزایشی 
که در آن اثر QTLqBT-2غیر ازمتغیر بود و به15/2

والد سپیدرود بازده تبدیل را هايافزایشی مثبت و آلل
هاي والد غریب باعث دیگر آللQTLزایش دادند، در دو اف

درها نیزQTLثار غالبیت آ. افزایش بازده تبدیل شدند
QTLqBT-4 در جهت افزایش صفت و در دوQTL دیگر

برآورد . غالبیت منفی و به سمت کاهش بازده تبدیل بود
-QTLqBTها در درجه غالبیت نیز نشان داد که عمل ژن

صفت و دو نیاشیافزاصورت فوق غالبیت در جهت به4
QTL qBT-2 وqBT-5ناقص در جهت تیصورت غالببه

.بودلیکاهش بازده تبد
ه ـن پژوهش نشان داد کـطور کلی نتایج حاصل از ایبه

با QTLبراي بسیاري از صفات مورد مطالعه حداقل یک 
تر شناسایی با اثرات کوچکQTLو چند اثر نسبتاً بزرگ

مطالعات بیشتر و استفاده از اگرچه انجام. شدند
تر دست آوردن نتایج دقیقهاي دیگر براي بهجمعیت

توان از ، اما با توجه به نتایج این پژوهش میضرورري است
صورت بهqBT-5و QTLqBT-2یش این صفت و دو 

نشانگرهاي .غالبیت ناقص در جهت کاهش بازده تبدیل بود
مورد صفاتنندهکاثر کنترلهاي بزرگQTLپیوسته با 

) MAS(هاي انتخاب به کمک نشانگر نظر در برنامه
.استفاده نمود

تشکر و قدردانی
سسه بیوتکنولوژي ؤحاضر با حمایت مالی مپژوهش

. انجام شده است) ABRINI(کشاورزي شمال کشور 
سسه ؤوسیله از کلیه همکاران و مدیریت محترم مبدین

بیوتکنولوژي کشاورزي شمال کشور و همکاران محترم 
هاي مرکزي و ژنومیکس و مزرعه پژوهشی آزمایشگاه

دانشکده علوم کشاورزي دانشگاه گیلان جهت اجراي طرح 
.شودپژوهشی فوق تشکر و قدردانی می
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Identification of QTLs Controlling Cooking and Milling Quality Traits in an F2:4
Population of Rice (Oryza sativa L.)

Mojtaba Kordrostami1, Babak Rabiei 2, Atefeh Sabouri3 and Hossein Sabouri4

Abstract
In Present research, 196 F2:4 families from the cross between two Iranian local and improved rice

varieties, Sepidrood and Gharib, were used to identify QTLs controlling cooking and milling
quality traits. The polymorphism between parents was evaluated by 550 SSR markers and 10 primer
combinations of the AFLP markers and linkage map was constructed by 216 polymorphic markers
(105 SSRs and 111 AFLPs). The map covered 1861.3 cM of the rice genome with an average
distance of 8.95 cM between markers. QTL analysis by composite interval mapping identified 28
QTLs for the studied traits, which some QTLs controlled more than one trait. Furthermore, one
major QTL explaining high percentage of the phenotypic variance together with one or several
minor QTLs were identified for each studied traits. The major QTLs controlling the studied traits
and their linked markers can be considered as selectable markers for marker assisted selection
(MAS) programs.

Keywords: AFLP, Cooking and milling quality traits, Linkage map, QTL, Rice, SSR
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