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 برنج ارقام دهی درزمان خوشه رب Ehd3و  Ehd1ی هاژنثر ابررسی 
 

Assessment of Impact of Ehd1 and Ehd3 Genes on Heading Date in Rice Cultivars 

 
  *2خواهو اسدالله احمدی 1پسندنیریلیلا 

 
 11/11/20تاریخ پذیرش:                     40/14/22تاریخ دریافت: 

 

 چکیده

باشد که نه تنها برای میزان محصول تولیدی می هاآنترین اجزای اثر متقابل بین گیاهان و محیط رشد دهی یکی از مهمکنترل زمان گل

رقم برنج محلی و  04مطالعات فنوتیپی و مولکولی بر روی در این تحقیق آید. حساب میبهبلکه برای کیفیت دانه برنج نیز عامل مهمی 

مورد بررسی دهی و سپس ارتباط این دو ژن با زمان خوشهدر بین ارقام  Ehd3و  Ehd1های ابتدا چندشکلی ژناصلاح شده انجام شد. 

طور متوسط هبارقام محلی ت به ارقام اصلاح شده بود. قرار گرفت. نتایج مطالعات فنوتیپی حاکی از وجود تنوع بیشتر در ارقام محلی نسب

آغازگرهای اختصاصی طراحی شده براساس دار بود. معنی هاآندهی تر از ارقام اصلاح شده بودند و تفاوت زمان خوشهروز زودرس 8

 در جمعیت مورد مطالعه نشانآشکار سازد. تجزیه ارتباط  مختلف سازی چندگانه، توانست چندشکلی مورد انتظار را بین ارقامردیفهم

 هاآندرصد( و اثر افزایشی  0/4در مقابل  1/12دهی داشت )ثیر بیشتری بر زمان خوشهتأ Ehd3نسبت به ژن  Ehd1 داد که ژن

توان می دهی،زمان خوشها توجه به کمّی بودن صفت مورد مطالعه و اثر کم دو ژن فوق بر بروز برآورد شد.  2/2و  0/1ترتیب به

 د. اینیز توجه نم هاآنو اثرات متقابل ها زودرس باید به نقش سایر ژن اصلاح ارقامنژادگر هنگام بهگیری نمود که نتیجه
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 مقدمه

ر به مرحله زایشی در گیاهان ادهی از اجزای کلیدی گذزمان گل

قادر به استفاده بهینه از منابع قابل باشد که گیاهان را گلدار می

برنج (. Laurie, 1997) لائوری کنددسترس در محیط رشد می

دهی آن تحت شرایط روز کوتاه یک گیاه روز کوتاه است که گل

شود. البته این گیاه تحت شرایط روزبلندی هم گل تسریع می

 افتد. تاریخمی خیرأبه تدهی آن بسیار دهد، ولی زمان خوشهمی

 هایوسیله فاکتوربهدهی یک صفت پیچیده است که خوشه

های شود. تعداد ژنژنیک کنترل میژنتیکی و اپیمحیطی، 

ین ی در بروز ااثر کم کننده این صفت زیاد بوده و هر کدامکنترل

د های محیطی ماننکه در تعامل نزدیک با فاکتور خصوصیت دارند

 و همکارانلیو  شوندوب میو یا سرکشده طول روز و دما بیان 

(Liu et al., 2006)سیله ودهی وابسته به فتوپریود در برنج به. گل

-OsGIدهی شود. مسیر سیگنالدو مسیر ژنی مستقل کنترل می

Hd1-Hd3a  از نظر تکاملی در برنج حفاظت شده است. این مسیر

شود روزی تنظیم میوسیله دریافت نور و سیستم ساعت شبانهبه

در این مسیر،  (.Searle and Coupland, 2004) سیرل و کوپلند

Hd1  بیانHd3a که در شرایط طوریبهنماید، را تنظیم می

روزکوتاهی بیان آن را تحریک نموده ولی در شرایط روزبلندی از 

 ;Izawa, 2007) هایاما و کوپلند ؛ایزاوا کندبیان آن ممانعت می

Hayama and Coupland, 2004های (. مسیر دوم شامل ژن

Ghd7  وEhd1 وسیله تنظیم بهدهی را باشد که زمان گلمی

زو  کندیا هر دو کنترل میو  RFT1 و Hd3aهای ژناز رونویسی 
چندین ترکیب در  Ehd1(. Xue et al., 2008) و همکاران

دهی شناسایی موثر بر زمان خوشه QTLعنوان یک بهآمیزشی 

)رقمی  54بار و تایچونگ تلاقی بین رقم نیپونشد و با استفاده از 

این  54تایچونگ  با حساسیت به فتوپریود( جداسازی شد. آلل  

خیر در أدر هر دو شرایط روز کوتاهی و روز بلندی موجب تژن 

 Doi) و همکاراندوئی  باشدشود و غیرعملکردی میدهی میگل

et al., 2004 پروتئین .)Ehd1  کننده پاسخ نوع تنظیمنوعیB  را

 ؛ بنابراین،باشدمی DNAرمز نموده و دارای خاصیت اتصال به 

دهی های هدف را که برای گلاین پروتئین رونویسی از ژن

کند. در ضمن، تجزیه بیان ژن نشان ضروری هستند، تنظیم می

رونویسی  ehd1در موتانت  RFT1و  Hd3aداده که هر دو ژن 

 Ehd1و  Ghd7. بیان دو ژن (2004)و همکاران دوئی  شوندنمی

ور از کننده پاسخ به نکنترلروزی وسیله سیستم ساعت شبانهبه

ها )نور آبی( تنظیم ها )نور قرمز( و سیتوکرومطریق فیتوکروم

های (. سیگنالItoh et al., 2010) و همکارانایتو  شودمی

 یگنال جدیدها دریافت شده و از آنجا یک سفتوپریودی در برگ

س أ، به مریستم رHd3aفلوریژن( متشکل از پروتئین عنوان به)

 اماکیت گرددیابد که باعث تحریک نمو زایشی میساقه انتقال می

 Tamaki et al., 2007; Komiya) و همکاران کومیاو همکاران؛ 

et al., 2009 .) اخیراً مشخص شده که بیانEhd1 طور مستقل به

در هر دو شرایط روزکوتاه و روزبلند  Ehd3و  Ehd2وسیله به

و وو  ؛و همکارانپارک  ؛و همکارانماتسوبارا  یابدافزایش می

 Matsubara et al., 2008; Park et al., 2008; Wu et) همکاران

al., 2008 ژن .)Ehd3 دو موتیف یک پروتئین حاوی PHD- 

ها در بسیاری از این موتیفنماید. فینگر بالقوه را رمز می

 هب وابستههای رونویسی یافت شده و در تنظیم کنندهتنظیم

و  ویسوکا ؛و همکارانشی  بیان ژن دخالت دارند کروماتین 

(. Shi et al., 2006; Wysocka et al., 2006) همکاران

در  Ehd3و  OsMADS50 ،Ehd2های دن ژنبوغیرکارکردی 

شود. بنابراین، به می دهی دائمیشرایط روزبلند موجب عدم گل

در را مستقلی مسیر  Ehd1 به همراهرسد که این سه ژن نظر می

 ؛2008، و همکارانماتسوبارا ) دهندمی شرایط روزبلند تشکیل

و ماتسوبارا  ؛2008، و همکارانوو  ؛2009، و همکاران کومیا

، Ehd2 ،Ehd3کننده مثبت )تنظیمتاکنون پنج (. 2011،همکاران

OsMADS50 ،OsG1  وOsMADS51 کننده تنظیم هفت( و

، SE5 ،OsphyB ،OsCOL4، OsLFL1، DTH8منفی )

OsMADS56  وGhd7 برای )Ehd1 و  گائو شناخته شده است

های چنین، هیچ یک از پروتئین. هم(Gao et al., 2013) همکاران

EHD2  وEHD3 طور مستقیم به ناحیه پروموتر بهEhd1  متصل

 Ehd2 ،Ehd3توان گفت که با توجه به این نتایج، می .شوندنمی

ی موجب تحریک هاآناحتمالاً از مسیرهای جداگ Ehd4و 

شناخته های کنندهاکثر تنظیمشوند. می Ehd1رونویسی و بیان 

 هاآنای بوده و بسیاری از های هسته، جزو پروتئینEhd1 شده

 ،و همکاران زو کنندکننده رونویسی عمل میتنظیمعنوان به

پنگ  ؛و همکارانلی  ؛2011 ,2008، و همکارانماتسوبارا  ؛2008
 ,.Lee et al., 2010; Peng et al)و همکاران ریو  ؛و همکاران

2006; Ryu et al., 2009).  

باعث  PCRوسیله به DNAهای خاصی از قابلیت تکثیر توالی    

شود تشخیص سریع و دقیق آلل تیپ وحشی از تیپ موتانت می

(. برای این منظور، از Saiki et al., 1985) و همکارانسایکی 

( ASPیا  ASOالیگونوکلئوتیدها یا آغازگرهای اختصاصی آلل )

شود. در این روش، ها استفاده میبرای آشکارسازی موتاسیون

تواند ونده با توالی الگو میفقط الیگونوکلئوتید کاملاً جفت ش

عنوان آغازگر برای تکثیر موفق آلل  هدف عمل نماید و به این به

با الیگونوکلئوتید اختصاصی  PCRروش  آشکارسازی موتاسیون، 

 ,Green) و همکارانگرین  شود( گفته میASO-PCRآلل )

(. مزیت این سیستم آشکارسازی، سرعت، سادگی و عدم 2002
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نون در و از آن تاک باشدوکلئوتیدهای رادیواکتیو میالیگوننیاز به 

های ژنتیکی در انسان مطالعه تعداد زیادی ژن مرتبط با عارضه

 ,.Newton et al) و همکاراننیوتن  مانند سیستس فیبروزیس

 ؛و همکارانگرین  Eهای ژن آپولیپوپروتئین (، چندشکلی1989

( و Green et al., 1991; Main et al., 1991)و همکاران ماین 

 Ehlen and) اهلن و دوبیو rasای در انکوژن های نقطهموتاسیون

Dubeau, 1989 .برای تکثیر آلل هدف، ( استفاده شده است

شوند که دارای ناجورجفتی در انتهای میآغازگرها طوری طراحی 

)یا نزدیکی آن( باشند، آنگاه بسته به اینکه آن تک نوکلئوتید  1`

در توالی هدف وجود داشته باشد یا نداشته باشد، آغازگر قادر به 

بسط سنتز خواهد بود یا نخواهد بود. بنابراین، تحت شرایط سخت 

طور کامل با آغازگر مکمل به، فقط آن آللی که PCRدمایی در 

 باشد تکثیر خواهد شد. 

و  Ehd1های چندشکلی ژنهدف از تحقیق حاضر بررسی     

Ehd3  در بین ارقام محلی و اصلاح شده برنج و مطالعه اثر این

 دهی در برنج بوده است.ها بر زمان خوشهنژ

 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی

رقم محلی  25رقم اصلاح شده و  12رقم برنج شامل  04تعداد 

 14های گیری و گیاهچهخزانه 1121( در اردیبهشت 1)جدول 

بوته در دو ردیف به فواصل  24روزه در زمین اصلی )از هر رقم 

صورت بهدهی متر( نشاء شدند. زمان شروع خوشهسانتی 24×24

تعداد روز از زمان بذرپاشی تا زمان خروج اولین خوشه در هر رقم 

 یادداشت گردید. 

 

PCR و الکتروفورز 

روزه هر یک از ارقام به روش  7های از گیاهچه DNAاستخراج 

CTAB احمدی خواه با اندکی تغییرات (Ahmadikhah, 2009 )

وسیله الکتروفورز با استفاده از ژل به DNAانجام شد. کیفیت 

با استفاده از دستگاه  DNAآگارز یک درصد تعیین شد. کمّیت 

گیری شد و نانومتر اندازه 254اسپکتروفتومتر در طول موج 

نانوگرم بر میکرولیتر تنظیم گردید.  144هر نمونه در حد غلظت 

 -24در فریزر  PCRها تا زمان استفاده در واکنش سپس نمونه

 ذخیره شدند. 

از کیت شرکت  PCRهای برای تهیه مخلوط واکنش    

( استفاده شد. مواد مورد PCR master mix kitسیناکلون )

 PCR Masterمیکرولیتر  5شامل  PCRاستفاده در یک واکنش 

Mix ،1 های مستقیم و معکوس میکرولیتر از هر کدام از آغازگر

میکرولیتر آب دوبار تقطیر بود که پس از  8/0نانومولار( و  14)

نانوگرم( اضافه  14الگو ) DNAمیکرولیتر  1تقسیط به هر تیوب، 

 های تکثیر در دستگاه ترمال سایکلر )شرکتگردید. واکنش

BioRadهای دمایی شامل ( و با چرخهºC20 دقیقه؛  4مدت هب

)بسته به  ºC45ا ی ºC44ثانیه،  14مدت هب ºC20چرخه در  14

ثانیه،  04مدت ههای مورد مطالعه( بدمای ذوب آغازگرهای ژن

ºC72 و سرانجام  ،ثانیه 74مدت هبºC72 دقیقه انجام  7مدت هب

 4/1بر روی ژل آگارز  PCRای هگردید. پس از تکثیر، فرآورده

الکتروفورز گردید. پس از پایان الکتروفورز  114درصد با ولتاژ 

انجام  UV trans-illuminatorها با دستگاه برداری از ژلعکس

 شد.

 

 سازی و طراحی آغازگرهای اختصاصیردیفهم

از وبگاه بانک  Ehd3و  Ehd1 هایهای حامل توالی ژناکسشن

( بارگذاری شده و سپس با برنامه www.ncbi.nlm.nih.govژن )

ClustalW افزار در محیط نرمBioedit2007  برای شناسایی

ها؛ اضافه شدگی ها و حذف/تفاوت در توالی )شامل جایگزینی

InDelسازی شدند. بعد از شناسایی ردیفها( همSNP ها، انتهای

ر قرار داده شد و آغازگ یکی از آغازگرها بر روی نوکلئوتید متفاوت

دوم )آغازگر مشترک( در فاصله مناسبی از آن در نظر گرفته شد 

افزار (. طراحی آغازگرها با استفاده از نرمASO-PCR)آغازگرهای 

Primer3.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3.0 .انجام شد )

های بیوانفورماتیک و طراحی آغازگرها در جزئیات نتایج بررسی

قسمت مطالعات بیوانفورماتیک در بخش نتایج و بحث ارائه شده 

ژن در  سهاست. نام و توالی آغازگرهای مورد استفاده برای این 

 آورده شده است. 2جدول 
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 اندارقام مورد استفاده در این تحقیق که در دو گروه اصلاح شده و محلی قرار گرفته :1جدول 
Table 1: The cultivars used in this research which located in two groups of improved and local cultivars 

 ردیف
Row 

 نام رقم
Cultivar name 

 گروه
Group 

 ردیف
Row 

 نام رقم
Cultivar name 

 گروه
Group 

 ندا 1
Neda 

 اصلاح شده
Improved 

 سفیدرود 24
Sefidrood 

 اصلاح شده
Improved 

 یوسن 2
Yosen 

 اصلاح شده
Improved 

 درنگ 25
Darang 

 محلی
Local 

 آبجی بوجی 3
Abji-boji 

 محلی
Local 

 غریب 26
Gharib 

 محلی
Local 

  بینام 4
Binam 

 محلی
Local 

27 IR60966 
 اصلاح شده
Improved 

5 IR62030 
 اصلاح شده
Improved 

28 IR56 اصلاح شده 
Improved 

6 IR60 اصلاح شده 
Improved 

29 IR24 اصلاح شده 
Improved 

7 IR68 اصلاح شده 
Improved 

30 IR28 اصلاح شده 
Improved 

8 IR36 اصلاح شده 
Improved 

 چمپا 31
Champa 

 محلی
Local 

 صدری 9
Sadri 

 محلی
Local 

32 IR58025 اصلاح شده 
Improved 

10 IR66232 اصلاح شده 
Improved 

 بجار 33
Bejar 

 محلی
Local 

 سنگ طارم 11
Sange-tarom 

 محلی
Local 

 اوندا 34
Unda 

 محلی
Local 

  1آمل 12
Amol1 

 اصلاح شده
Improved 

 گرده 35
Gerdeh 

 محلی
Local 

  1آمل 13

Amol3 

 اصلاح شده
Improved 

 رشتی 36
Rashti 

 محلی
Local 

 کادوس 14
Kadus 

 اصلاح شده
Improved 

 دشت 37
Dasht 

 محلی
Local 

 خزر 15
Khazar 

 اصلاح شده
Improved 

 قشنگه 38
Ghashangeh 

 محلی
Local 

  سنگ جو 16
Sange-jo 

 محلی
Local 

 سالاری 39
Salari 

 محلی
Local 

 نعمت 17
Nemat 

 شدهاصلاح 
Improved 

 دیلمانی 40
Deilamani 

 محلی
Local 

 دم زرد 18
Dom-zard 

 محلی
Local 

 طارم محلی 41
Trom-mahali 

 محلی
Local 

 حسنی 19
Hasani 

 محلی
Local 

 عنبربوی ایلام 42
Ilam Anbarboo 

 محلی
Local 

 هاشمی 20
Hashemi 

 محلی
Local 

 اهلمی طارم 43
Ahlami-tarom 

 محلی
Local 

 محمدی چپرسر 21
Mohamadi-chaparsar 

 محلی
Local 

 میر طارم 44
Mirtarom 

 محلی
Local 

 صالح 22
Saleh 

 اصلاح شده
Improved 

 دمسیاه 45
Domsiah 

 محلی
Local 

  عنبربو 23
Anbarboo 

 محلی
Local 
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 : آغازگرهای اختصاصی مورد استفاده در این تحقیق2جدول 

Table 2: Specific primer pairs used in this research 
 نام ژن

Gene name 

 کروموزوم
Chromosome 

 (میلیون جفت بازموقعیت )
Position (Mbp) 

 نام آغازگر
Primer name 

 (4ʹ............... ........ 1ʹتوالی )
Sequence (3ʹ…………5ʹ) 

Ehd1 10 17.1 
Ehd1-F ATGATTGTGTGTATATTCTCGCTT 
Ehd1-R ATGTTCTTCATGCATATATCCTTG 

Ehd3 8 0.3 
Ehd3-F ATGAGAAATGGAGACTATGCC 
Ehd3-R TGGGACTTGCTTAATATCAGG 

 

 هاتجزیه و تحلیل داده

های مختلف از قبیل های فنوتیپی مقادیر آمارهبرای داده

(، حداقل و حداکثر و تجزیه واریانس SDمیانگین، انحراف معیار )

( 2000 ،کولینو  کینیر) SPSS v.16افزار نرمبا استفاده از 

دار بودن تفاوت میانگین ارقام محاسبه گردید. برای آزمون معنی

استفاده شد. تجزیه همبستگی و  tاصلاح شده و محلی از آزمون 

رقام مورد بندی ابرای گروه انجام شد. SASافزار رگرسیون با نرم

افزار در نرم UPGMAدهی از روش مطالعه براساس زمان خوشه

SPSS  استفاده شد. مقادیر پارامترهایی مانند اثرات افزایشی و

 QTL Cartographer v.2.5افزار ضرایب تبیین با استفاده از نرم

( محاسبه گردید. تجزیه ارتباط اثرات 2005 ،و همکارانوانگ )

 ( انجام شد.IMای )ابی فاصلهیها با روش مکانژن

 

 تایجن

 مطالعات فنوتیپی

های مورد مطالعه تفاوت تجزیه واریانس نشان داد که ژنوتیپ

ند شتدهی با یکدیگر داداری از نظر زمان خوشهبسیار معنی

 (.1)جدول 

 

 مطالعهدهی ارقام مورد : تجزیه واریانس برای زمان خوشه1جدول 

Table 3: Analysis of variance for heading date of the studied cultivars  
 منبع تغییرات

S.O.V 

 درجه آزادی
df 

 میانگین مربعات
Mean square 

F P>F 

 تکرار
Replicate 

1 2.84ns 3.37 0.073 

 ژنوتیپ
Genotype 

44 171.99** 202.50 0.000 

 خطا
Error 

44 0.84   

ns  باشدمی %1داری در سطح داری و معنیمعنیغیردهنده نشانترتیب به: **و 
ns and **: Indicating non-significant and significant differences at 1% level 

 

 دهی در کل جمعیت و ارقام اصلاح شده و محلی برنجهای مرتبط با زمان خوشه: آماره0جدول 

Table 4: Statistics related to heading date in pooled population and improved and local rice cultivars  

 گروه
Group 

 حداقل
Minimum 

 حداکثر
Maximum 

 انحراف معیار
S.d 

 میانگین )روز(
Mean (days) 

 ارقام اصلاح شده
Improved cultivars 

78 107 6.75 92.37** 

 محلی ارقام
Local cultivars 

68 109 8.87 84.04 

 کل
Total 

68 109 9.22 86.98 

 باشدمی %1در سطح  tدار بودن تفاوت میانگین ارقام اصلاح شده با میانگین ارقام محلی با آزمون دهنده معنینشان :**
**: Indicating significant differences between the means of improved and local cultivars using t -student test at 

1% level 
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 دهیبندی ارقام بر اساس زمان خوشهگروه

 UPGMAدهی با روش ارقام مورد مطالعه براساس زمان خوشه

رقم دیررس پنج  1(. در گروه 1به سه گروه تقسیم شدند )شکل 

سه رقم  2روز، در گروه  0/141دهی با متوسط زمان خوشه

بقیه  1روز و در گروه  7/58دهی زودرس با متوسط زمان خوشه

روز قرار گرفتند  2/80دهی رس با متوسط خوشهارقام میان

ته دار بود. البتفاوت میانگین سه گروه یاد شده معنی (.4)جدول 

رس و گروه دیگر شامل نسبتاً دیرتوان به دو زیررا می 1گروه 

 هاآندهی نسبتاً زودرس تقسیم نمود که میانگین زمان خوشه

 باشد.روز می 0/78و  5/22 ترتیببه

 
 UPGMAهای فنوتیپی با روش بندی ارقام براساس داده: دندروگرام مربوط به گروه1شکل 

Fig. 1: Dendrogram of clustering cultivars base on phenotypic data using UPGMA method 
 

 هاآنهای به دست آمده در تجزیه کلاستر و مقایسه : میانگین گروه4جدول 

Table 5: Means of the three groups discriminated in cluster analysis and their comparison 
 گروه

Group 

 حداقل
Minimum 

 حداکثر
Maximum 

 میانگین
Mean 

1 98 109 103.4a 

2 68 69 68.7c 
3 77 96 84.2b 

1-3 89 96 92.6 

2-3 77 87 78.4 
a ،b  وc: باشددرصد می 1دار بودن تفاوت میانگین سه گروه در سطح بیانگر معنی 

a, b and c: Indicating significant differences between three group means at 1% level 
 

 مطالعات بیوانفورماتیك

 Ehd1سازی ژن ردیفهم

( و AB009506بار از زیرگونه ژاپونیکا )های دو رقم نیپونتوالی

سازی شدند ردیف( همAB0092508کَسَلت از زیرگونه ایندیکا )

و  044های مجاور در موقعیت SNPکه نتیجه آن شناسایی دو 

 بار( بین دو رقم بود )شکلپوننی)با توجه به اکسشن مرجع  047

بار با یک اختصاصی آلل نیپون ASOالا(. یک آغازگر ب 2

و یک آغازگر مشترک در پایین دست  1ʹناجورجفتی در انتهای 

جفت  1484( به طول حدود Jطراحی شد تا فقط آلل ژاپونیکا )

دهنده آلل نشانوجود باند  پایین( 2باز تکثیر شود )شکل 

( Iدهنده آلل کسلت )نشان( و عدم وجود باند Jبار )نیپون

 باشد. می
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مجاور با یک مستطیل مشخص  SNPکه در آن محل دو  Ehd1های حامل ژن سازی چندگانه بین اکسشنردیفنتیجه هم :بالا: 2شکل 

بار )از زیرگونه ژاپونیکا( و رقم بین رقم نیپون Ehd1( مجاور در ژن SNPطرح شماتیک دو تفاوت تک نوکلئوتیدی ) :شده است. پایین

(. محل آغازگرها بر روی هر ASOبا استفاده از سیستم آغازگر اختصاصی آلل ) هاآنکسلت )از زیرگونه ایندیکا( و نحوه آشکارسازی 

 اکسشن نشان داده شده است

Fig. 2: Top: result of multiple alignment between Ehd1- carrying accessions in which the position of two adjacent SNPs 

is depicted by a rectangular. Bottom: schematic representation of two adjacent SNPs in Ehd1 gene between Niponbare 

(japonica subspecies) and Kasalath (indica subspecies) cultivars and their displaying system using allele-specific 

oligonucleotide primers. Positions of primers on each accession are shown  

 

 Ehd3سازی ژن ردیفهم

( و AB517626از زیرگونه ژاپونیکا ) IL9های رقم توهوکو توالی

سازی شدند که نتیجه ( همردیفAB517627لاین موتانت آن )

نوکلئوتید در  11کوچک به طول  InDelآن شناسایی یک ناحیه 

 ASOبالا(. یک آغازگر  1بود )شکل  1257-1277موقعیت 

اختصاصی آلل طبیعی و یک آغازگر مشترک در پایین دست 

جفت  1544د ( به طول حدوWطراحی شد تا فقط آلل طبیعی )

 دهنده آلل طبیعینشانوجود باند  پایین(. 1باز تکثیر شود )شکل 

(W و عدم وجود باند )نشان( دهنده آلل موتانتMمی ) .باشد 
 

 

 
یک مستطیل مشخص با InDel که در آن محل ناحیه  Ehd3های حامل ژن سازی چندگانه بین اکسشنردیفنتیجه هم :بالا :1شکل 

)از زیرگونه ژاپونیکا( و لاین جهش یافته آن و نحوه  IL9بین رقم توهوکو  Ehd3در ژن  InDelطرح شماتیک یک ناحیه  :شده است. پایین

 (. محل آغازگرها بر روی هر اکسشن نشان داده شده استASOآشکارسازی این چندشکلی با استفاده از سیستم آغازگر اختصاصی آلل )
Fig. 3: Top: result of multiple alignment between Ehd3- carrying accessions in which the position of an InDel region is 

depicted by a rectangular. Bottom: schematic representation of an InDel region in Ehd3 gene between Tohoko Il9 

(japonica subspecies) and its mutant line and their displaying system using allele-specific oligonucleotide primers. 

Positions of primers on each accession are shown. 
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 های مورد مطالعهچندشکلی و فراوانی آللی ژن

ارقام  Ehd1 DNAآغازگرهای اختصاصی طراحی شده برای ژن 

مختلف را تکثیر کرده و تولید نشانگر غالب نمود. قطعات تکثیر 

 ای از الگویهای مورد انتظار بودند که نمونهیافته در حدود اندازه

رقم  14نشان شده است. در مجموع،  0در شکل  هاآنبانددهی 

 را نشان دادند. Jدرصد( آلل  1/11رقم ) 14و  Iدرصد( آلل  7/55)

 DNAنیز  Ehd3آغازگرهای اختصاصی طراحی شده برای ژن     

قطعات  .ندارقام مختلف را تکثیر کرده و تولید نشانگر غالب نمود

ی از اهای مورد انتظار بودند که نمونهتکثیر یافته در حدود اندازه

نشان شده است. در مجموع،  4در شکل  هاآنالگوی بانددهی 

درصد(  2/02رقم ) 12( و Mدرصد( آلل موتانت ) 8/47رقم ) 25

 ( را نشان دادند.W) آلل طبیعی

 

 
 Ehd1: الگوی بانددهی نشانگر اختصاصی ژن 0شکل 

Fig. 4: Banding pattern of Ehd1-specific marker 
 

 
 Ehd3: الگوی بانددهی نشانگر اختصاصی ژن 4شکل 

Fig. 5: Banding pattern of Ehd3-specific marker 
 

 دهیهای مورد مطالعه بر زمان خوشهاثر ژن

 Ehd1اثر ژن 

و میانگین  4/21معادل  Jمیانگین ارقام واجد آلل  ،در کل جمعیت

(. 5روز محاسبه گردید )جدول  7/80معادل  Iارقام واجد آلل 

درصد از تغییرات زمان  Eh1 1/12تجزیه ارتباط نشان داد که ژن 

متوسط اثر  و نمایدیه میـدهی ارقام مورد مطالعه را توجخوشه

اما آنالیز ارتباط نشان داد  روز برآورد شد. 0/1معادل آن افزایشی 

دهی هیچ یک از در توجیه تغییرات زمان خوشه Ehd1که اثر ژن 

 (.5دار نبود )جدول دو گروه ارقام اصلاح شده و محلی معنی
 

 دهیبر زمان خوشه Ehd1: اثر ژن 5جدول 

Table 6: Effect of Ehd1 gene on heading date 

 Jمیانگین آلل  
J allele mean 

 Iمیانگین آلل 
I allele mean 

 اثر افزایشی )روز(
Additive effect (days) 

 ضریب تبیین
(R2) 

 کل
Total 

91.47 84.73 3.37 0.121** 

 ارقام اصلاح شده
Improved cultivars 

92.92 91.43 0.74 0.011ns 

 ارقام محلی
Local cultivars 

85.67 82.70 1.48 0.021ns 

ns ** باشددرصد می 1دار بودن در سطح دار بودن و معنیمعنیغیردهنده نشانترتیب به :و 
ns and **: Indicating non-significant and significant differences at 1% level
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 Ehd3ژن  اثر

 Ehd3در کل جمعیت میانگین ارقام واجد آلل طبیعی ژن 

و میانگین ارقام واجد آلل موتانت )آلل  4/82( معادل W)آلل 

M (. تجزیه 7روز محاسبه گردید )جدول  2/84( معادل

درصد از تغییرات زمان  Ehd3 0/4ارتباط نشان داد که ژن 

نماید. متوسط اثر دهی ارقام مورد مطالعه را توجیه میخوشه

 روز برآورد شد. 2/2معادل  این ژن افزایشی
 

 دهیبر زمان خوشه Ehd3: اثر ژن 7جدول 

Table 7: Effect of Ehd3 gene on heading date 

 طبیعی میانگین آلل 
W allele mean 

 موتانت میانگین آلل
M allele mean 

 اثر افزایشی )روز(
Additive effect (days) 

 ضریب تبیین
(R2) 

 کل
Total 

89.47 85.15 2.16 0.054* 

 ارقام اصلاح شده
Improved cultivars 

93.10 91.56 0.77 0.013ns 

 ارقام محلی
Local cultivars 

85.44 81.76 1.84 0.039* 

ns * باشددرصد می 4دار بودن در سطح دار بودن و معنیمعنیغیردهنده نشانترتیب به :و 
ns and **: Indicating non-significant and significant differences at 1% level 

 

در گروه ارقام اصلاح شده میانگین ارقام واجد آلل طبیعی     

(W( و موتانت )M )روز  5/21و  1/21ترتیب معادل به

(. آنالیز ارتباط نشان داد که اثر ژن 7محاسبه گردید )جدول 

Ehd3 دهی ارقام اصلاح شده در توجیه تغییرات زمان خوشه

باشد. اما در گروه ارقام محلی میانگین ارقام دار نمیمعنی

روز محاسبه  8/81و  0/84های فوق به ترتیب معادل واجد آلل

 0تنها حدود  Ehd3گردید. آنالیز ارتباط نشان داد که ژن 

دهی ارقام محلی را توجیه درصد از تغییرات زمان خوشه

 روز برآورد شد. 8/1ی این ژن معادل نماید و اثر افزایشمی

 

 بحث

های وسیله فاکتوربهدهی یک صفت پیچیده است که خوشهزمان 

طی های محیشود. فاکتورژنیک کنترل میو اپی متعددژنتیکی 

زیادی از قبیل طول روز، درجه حرارت، شدت تابش و مواد غذایی 

گونه که در همانکنند. دهی در برنج را کنترل میتاریخ خوشه

ترین و ( ملاحظه شد تفاوت زودرس2بخش نتایج )جدول 

روز بود که این نتیجه  04ترین رقم در این تحقیق بیش از دیررس

د. باشدهنده وجود تنوع کافی در بین ارقام مورد مطالعه مینشان

دهی ارقام برنج ع زیادی در زمان گل( تنو2007) ایزاوا ظرطبق ن

دهی نشان داده که های زمان گلتوالی ژنوجود دارد و تجزیه 

 ،و همکارانزو  باشندهای آللی منشأ اصلی این تنوع میتفاوت

 ابانا ؛و همکارانوی  ؛و همکارانتاکاهاشی  ؛و همکارانیانو ؛ 2008

 Yano et al., 2000; Takahashi et al., 2009; Wei) و همکاران

et al., 2010; Ebana et al., 2011 .) لزوم سازگار شدن دستگاه

پاسخ به فتوپریود با شرایط فتوپریودی مختلف موجب ایجاد تنوع 

های برنج زراعی شده است و شواهد فنوتیپی در میان واریته

های آللی مختلف در دهد که انتخاب فرممولکولی نشان می

و  Ghd7 ،Hd1دهی )از جمله های مربوط به زمان گللوکوس

Ehd1 (2013، و همکارانگائو ) باشدتنوع می( علت این . 

استفاده از ابزار بیوانفورماتیک به شناسایی تنوع توالی     

های نماید. یکی از روشهای مورد مطالعه کمک شایانی میژن

افزارهای قدرتمند شناسایی این تنوع در سطح ابزاری، نرم

های ژنی موردنظر و جستجوی سازی توالیردیفهم

ها و شدگیها، اضافههای مختلف شامل حذفچندشکلی

های باشد. نتایج تجزیههای نوکلئوتیدی میجایگزینی

های های حامل ژنسازی اکسشنردیفبیوانفورماتیک و هم

و یا  SNPمورد مطالعه نشان داد که در دو ژن فوق تعدادی 

InDel ها امکان (. این تفاوت1و  2های وجود دارد )شکل

مناسب جهت تکثیر قطعات ژنی و  PCRطراحی آغازگرهای 

که آغازگرهای طوریبهردیابی تنوع آللی را فراهم نمود 

مطابق انتظار تولید الگوی نشانگری  هااختصاصی این ژن

 های ژنی وغالب نمودند. این موجب شد تا بررسی چندشکلی

SNP آگارز میسر های مورد انتظار به راحتی در سیستم ژل

ها دو SNP(. از مزایای آشکارسازی 4و  0 هایباشد )شکل

با تجهیزات ارزان قیمت  هاآنآللی بودن و راحتی آشکارسازی 

 (.2009 ،و همکاران مایلز؛ 2005 ،و همکاران گاریسباشد )می

های تفاوتکه آغازگرهای مبتنی بر  نتایج این تحقیق نشان داد

های مورد مطالعه توانستند در ژنها( SNPتک نوکلئوتیدی )

طور اختصاصی منطقه هدف را تکثیر نموده و چندشکلی بین به

ارقام برنج را آشکار نمایند. بنابراین نشانگرهای توسعه یافته را 
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 Allele-Specificتوان نشانگر تکثیر آلل اختصاصی )می

Amplification; ASA تلقی کرد. مطالعات زیادی در گذشته با )

فاده چنین نشانگرهایی هم در جانوران و هم در گیاهان جهت است

 ؛لیو و سامر ؛و همکارانسلیمانی  اهداف خاص توسعه یافته است
احمدی خواه و  ؛و همکاراناحمدی خواه  ؛و همکارانبویس لافرام

 ;Soleimani et al., 2003) و همکارانهیرتسو  ؛گعفر ؛ایران نژاد

Liu and Sommer, 2004; LaFramboise et al., 2005; 

Ahmadikhah et al., 2010; Ahmadikhah and Irannejad, 

2010; Gaafar, 2010; Hirotsu et al., 2010 با توجه به اتمام .)

( و Goff et al., 2002)و همکاران گوف پروژه توالی ژنوم برنج 

های مختلف در بانک های آللی جدید از ژنهمچنین با ثبت شکل

استفاده  ،(www.ncbi.nlm.nih.gov)در سراسر دنیا ژن جهانی 

تبدیل به ابزار مفیدی جهت تجزیه  ASAاز نشانگرهای 

بر تغییرات  هاآنهای کاندید و بررسی اثر های آللی ژنفراوانی

در  هاآنفنوتیپی صفات مورد مطالعه و همچنین استفاده از 

 مطالعات ارتباط شده است.

ژن تجزیه ارتباط در جمعیت مورد مطالعه نشان داد که     

Ehd1 دهی ارقام مورد مطالعه بیشتری بر زمان خوشه تأثیر

بیش از دو برابر کمتر از ژن  Ehd3اثر ژن  کهحالیدر، داشت

Ehd1 ( 1/12درصد در مقابل  0/4برآورد شد  .)درصد

اثر کوچکی بر  ehd3موتانت مطالعات اخیر نیز نشان داده که 

، و همکارانماتسوبارا ) دهی در شرایط روزکوتاه داردزمان گل

 دو زمان ایندهد که اثر همتجزیه رگرسیون نشان می (.2011

باشد میدرصد  5/11 دهی معادلهبر زمان خوش ژن

(84.03+2.93 Ehd1+1.18 Ehd3زمان خوشه=)این دهی .

ها در دهنده دخالت تعدادی ژن دیگر غیر از این ژننشان

دهی دهی و حالت توارث کمّی زمان خوشهکنترل زمان گل

 2010 ،و همکاران وی؛ و همکاران یانو باشددر برنج می

(Yano et al., 2000). 
 Ehd1( نشان داده که 2004) و همکاراندوئی  نتایج مطالعات    

 mRNA و کندمی تحریکدر برنج دهی را گل Hd1مستقل از 

. تنظیم شودالقاء می یتنها تحت شرایط روزکوتاه Ehd1ژن 

دهی به موقع بسیار مهم است و چندین ژن برای گل Ehd1دقیق 

های دخیل در آنالیز بیان ژنبیان آن نقش دارند.  تنظیمدر 

در شرایط روزبلند و  Ghd7دهی حاکی از افزایش رونویسی گل

( در موتانت Hd3aو  Ehd1) آن های پایین دستکاهش بیان ژن

ehd3 دهد ژن باشد که نشان میمیEhd3  ًعنوان بهطبعا

 کند. مطالعاتدر شرایط روزبلند عمل می Ghd7نده بیان بازدار

در شرایط  Ehd3که  هنشان داد( 2011) و همکارانماتسوبارا 

و در شرایط  Ehd3-Ghd7-Ehd1-Hd3aروزبلند در مسیر 

دهی فتوپریودی بر گل Ehd3-Ehd1-Hd3aروزکوتاه در مسیر 

ملاحظه  5گونه که در شکل همان(. 5گذارد )شکل برنج اثر می

بیان  Ghd7در شرایط روزکوتاهی مستقل از  Ehd3 شود،می

Ehd1 دهنده مکانیزم دوگانه نشاننماید که این را تحریک می

Ehd3 باشد.دهی میدر القای گل 

 
 وماتسوبارا دهی فتوپریودی برنج )اقتباس از در شبکه ژنی تنظیمی در مسیر گل Ehd1و  Ehd3 هایطرح شماتیک عمل ژن :5شکل 

 (2011 ،همکاران

Fig. 6: Schematic representation of action of Ehd3 and Ehd1 genes in regulatory gene network in rice 

photoperiodic flowering pathway (Adopted from Matsubara et al., 2011) 
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بندی جمعیت به دو زیرگروه ارقام اصلاح شده پس از گروه    

بر زمان  Ehd1اثر ژن و محلی، تجزیه ارتباط نشان داد که 

هیچ یک از دو گروه ارقام محلی یا اصلاح شده  دهی خوشه

دهی ارقام بر زمان خوشه Ehd3اثر ژن تنها نبود و  قابل توجه

دهد که این نشان می د.ودار بمعنیدرصد(  0)حدود محلی 

ارتباطی با نحوه  Ehd1تنوع مشاهده شده بین ارقام در ژن 

در شرایط انتخاب مصنوعی )انتخاب  هاآنتکامل 

برای عملکرد وسیله کشاورزان یا انتخاب به سازگارکننده

ه ت کاس حالیاین در. شته استندانژادگران( وسیله بهبه بالاتر

های تطابق با محیطبرای ها ژنهای آللی انتخاب مصنوعی فرم

و هوانگ  ؛2008، و همکارانزو  ردزراعی متنوع ضرورت دا

 این بدان مفهوم است که(. Huang et al., 2012) همکاران

 نژادگر بخواهداگر به، یعنی ها باید آگاهانه صورت گیردانتخاب

ارقام زودرسی را با ترکیبات آللی دو ژن مورد بحث اصلاح نماید، 

ار فنوتیپ مورد انتظ ،های آللیبرآورد اثر هر یک از فرمباید پس از 

را با فنوتیپ مشاهده شده تطابق دهد تا به نتایج مطلوب دست 

ا آلل ب Ehd1ایندیکای ژن  آلل ترکیبطور مثال، بهیابد. 

بایست ( طبق انتظار میM/Ehd3IEhd1) Ehd3موتانت ژن 

در عمل که حالیدرداد، روز زودرسی نشان می 1/0حدود 

 روز( زودرس شده است 1/1خیلی کمتر از این مقدار )یعنی 

طور غیرقابل انتظاری ترکیب این آلل به. در عوض (8)جدول 

( زودرسی نشان داده W/Ehd3IEhd1) Ehd3با آلل طبیعی ژن 

است که های دیگری ژن ، وجودامرعلت این . روز( 7/2) است

دیگر دخالت  مسیر ژنی و حتی در مسیر)های( ژنیدر این 

ن، . بنابراینمایند کنشبر همیکدیگر با ارند و ممکن است د

تواند برای نمی Ehd3و  Ehd1نژادگر تنها با تکیه بر دو ژن به

 سایر تأثیرو باید به  اقدام نمایداصلاح زودرسی در برنج 

مسیر)های( دیگر چنین همدر این مسیر و های دخیل ژن

 توجه داشته باشد. 

 

 )بر حسب روز( Ehd3و  Ehd1ی دو ژن هاآلل ترکیبات جفتی)اعداد داخل پرانتز( برای اثرات مشاهده شده و مورد انتظار : 8جدول 

Table 8: Observed and expected (in parenthesis) effects of paired combinations of alleles of Ehd1 and Ehd3 genes 

(days) 

 Ehd1I Ehd1J 

Ehd3W -2.7 (-1.7) 1.6 (4.1) 

Ehd3M -1.3 (-4.1) 5.9 (1.7) 
 

 

 گزاریسپاس

های نامههای انجام این تحقیق از محل کمک به پایانهزینه

ارشد توسط دانشگاه علوم کشاورزی و منابع کارشناسی

دانشگاه زنجان به خاطر طبیعی ساری تأمین شده است. از 

اجرای آزمایشات مولکولی در آزمایشگاه بیوتکنولوژی و 

 ود.شژنتیک مولکولی دانشکده کشاورزی تقدیر و تشکر می

 

 

 منابع:

متن انگلیسی مراجعه شود. 7-4های جهت مطالعه منابع به صفحه


