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هاي برنج ایرانیارزیابی فنوتیپی و مولکولی عطر در ژنوتیپ
Phenotypic and molecular evaluation of fragrance in Iranian rice genotypes

و4قلی پورمهرزاد اله،3، حبیب اله سمیع زاده لاهیجی 2، علی اعلمی1نوش آفرین کرمی
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چکیده
مجلـه علـوم   . هاي برنج ایرانیارزیابی فنوتیپی و مولکولی عطر در ژنوتیپ. 1393. ربیعی . بو اله قلی پور. مسمیع زاده لاهیجی، . اعلمی، ح. ، ع.کرمی، ن

.12-24): 1(16. زراعی ایران

رقـم بـرنج ایرانـی بـا     29در این آزمایش صـفت عطـر در   . استکننده کیفیت دانه برنج، ویژگی عطریکی از عوامل مهم تعیین
هاي مولکولی مبتنی بر درصد روي برگ و دانه و روش7/1استفاده از آزمون کیفی بر اساس بویایی پس از تاثیر هیدروکسید پتاسیم 

آزمون کیفی سـنجش عطـر،   . در موسسه تحقیقات برنج کشور در رشت مورد بررسی قرار گرفت1390نشانگرهاي اختصاصی در سال 
ارقـام  . رقم غیرعطري تشـخیص داده شـدند  16رقم عطري و 13ارقام برنج را به دو گروه معطر و غیرعطري تقسیم نمود، به طوریکه 

کاظمی، فجر، بینام، هاشمی و ارقام شاخص غیرعطري شامل نعمـت، خـزر، نـدا، سـفیدرود و دشـت      شاخص معطر شامل دمسیاه، علی
نشـان داد کـه نشـانگر    ) ASA(و نشـانگر تکثیـر اختصاصـی آلـل     SSR4463-L413ارزیابی مولکولی بـر اسـاس نشـانگر    نتایج . بودند

SSR4463-L413 رقـم معطـر و سـایر ارقـام غیرعطـري      13در ارقام معطر و غیرعطري چند شکل بود و از ارقام برنج مورد ارزیابی
رقم معطر و سـایر  13نیز ASAبر اساس نتایج نشانگر . طر مطابقت داشتتشخیص داده شدند که این موضوع با نتایج سنجش کیفی ع

تواند ارقام بـرنج معطـر و   با دقت بالایی میSSR4463-L413نتایج این تحقیق نشان داد که نشانگر . ارقام غیرعطري شناسایی شدند
هـا  ر کارآمد براي ارزیابی و غربالگري سـریع ژنوتیـپ  تواند از آن به عنوان یک نشانگغیرعطري ایرانی را متمایز نماید و بنابراین می

بینی ارقام معطـر و غیرعطـري   علاوه بر توانایی در پیشASAنتایج همچنین نشان داد که نشانگر. در جمعیت مورد استفاده قرار گیرد
هاي در حـال تفـرق بـراي    عیتتواند در جمتواند ارقام غیرعطري هتروزیگوت برنج را نیز شناسایی کند، بنابراین میهموزیگوت می

.صفت عطر به عنوان یک نشانگر همبارز توصیه شود

.پیرولین، آلل اختصاصی، بتائین آلدهید دهیدروژناز، برنج و نشانگر اختصاصی-1-استیل-2: هاي کلیديواژه

باشدنامه کارشناسی ارشد نگارنده اول میاین مقاله مستخرج از پایان23/01/1393: تاریخ پذیرش13/03/1392: تاریخ دریافت
دانشجوي کارشناسی ارشد دانشکده علوم کشاورزي دانشگاه کیلان–1
)ali_aalami@yahoo.com:الکترونیکپست) (کنندهمکاتبه(عضو انجمن علوم زراعت و اصلاح نباتات ایران. استادیار دانشکده کشاورزي دانشگاه گیلان-2
دانشیار دانشکده کشاورزي دانشگاه گیلان-3
عضو هیأت علمی مؤسسه تحقیقات برنج کشور-4
دانشکده کشاورزي دانشگاه گیلاناستاد-5
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مقدمه
برنج یک محصول مهم زراعی است که غذاي 

کند و از جمعیت جهان را تأمین میاصلی بیش از نیمی
Brar(نقش مهمی در امنیت غذایی دارد et al., 2012( .

هاي اصلاحی برنج، علاوه بر عملکرد دانه، در برنامه
کیفیت پخت و خوراك نیز از اهمیت قابل توجهی 

کیفیت پخت بر اساس معیارهایی . برخوردار است
ان آمیلوز و مانند اندازه دانه، شکل ظاهري، عطر، میز

شود کهبرخی خصوصیات دیگر سنجیده می
هاي مهم ودر این میان صفت عطر از ویژگی

کنندگان این محصول درمورد علاقه مصرف
اساس بیوشیمیایی عطر در برنج، ترکیب . باشدجهان می

است که ) acetyl-1-pyrroline-2(پیرولین-1-استیل-2
محیطی قرارمیزان آن تحت تأثیر عوامل ژنتیکی و

Kibria(گیردمی et al., 2008( . ترکیب 114تاکنون
اند ار مختلف و مؤثر در عطر برنج تشخیص داده شدهفرّ

به عنوان ) 2AP(پیرولین -1- استیل-2ها که از میان آن
ترکیب اصلی عطر در بین محققین مورد قبول واقع شده 

وجود این ترکیب در ارقام باسماتی. است
به عنوان ترکیب ) تایلند(و جاسمین ) کستانهند و پا(

Buttery(اصلی عطر مشخص شده است et al., 1983;

Lorieux et al., 1996; Chen et al., 2006; Shi et al.,

2008; Sakthivel et al., 2009( .2ترکیبAP در تمام
ها تشخیص داده هاي بوته برنج معطر به جز ریشهقسمت

Buttery(شده است et al., 1983; Chen et al., 2006( و
هاي هاي هوایی بوته نسبت به دانهسطح آن در قسمت

Yoshihashi(بالاتر استتبدیل شده et al., 2002( .
نتایج تجزیه ژنتیکی نشان داده است که یک ژن مغلوب 

)fgr ( در کنترل  عطر برنج تاثیرگذار 8روي کروموزوم
Bourgis(است et al., 2008( .

هاي مختلفی براي شناسایی روشنون تاک
. و غیرعطري برنج معرفی شده استهاي معطرژنوتیپ

در روش سنتی و رایج، یک گروه چند نفره از طریق 
اي که بوئیدن بافت برگ یا دانهو یا هاچشیدن طعم دانه

هیدروکسید با محلولیاودوشمیدر آب حرارت داده 
، عطري بودن انده شدهواکنش دادپتاسیم یا یدید پتاسیم 

. دهندها را تشخیص میو یا غیر عطري بودن ژنوتیپ
فراتر ،نیاز داردخبره براي بوییدنبه چند فرداین روش 

این روشمعایب عمده، از ماهیت ذهنی بودن
فرد آزمون اشباع شدن حساي بودن و ضمناً سلیقه
.تهاي زیاد اسبر اثر بوییدن نمونهدر طول زمان کننده 

کروماتوگرافی گازيدر مقابل، روش بسیار حساس 
را به طور مستقیم 2APقادر است مقادیر کهوجود دارد 

و برزمانگیري نماید، اما این روش و دقیق اندازه
نژادي تعداد زیادي هاي بهاگر در برنامهوپرهزینه بوده

با .نمونه وجود داشته باشد، این روش قابل توصیه نیست
به گزینش هاي فوق، هاي روشمحدودیتتوجه به

) Marker Assisted Selection: MAS(ها کمک نشانگر
را سریع و دقیق بودن هم مزایاي علمی بودن و هم 

بدورنمونه راتعداد زیاديامکان بررسیکه دارد
ددههاي اصلاحی میدر برنامهاز تاثیر عوامل محیطی 

)Chen et al., 2006; Sarhadi et al., 2007; Jin et al.,

بر این اساس امروزه نشانگرهاي مولکولی. )2010
SNP وSSRهاي همبسته با این صفت)Lang and Buu,

2008; Jin et al., 2003; Sarhadi et al., 2007; Kibria et

al., 2008;( و همچنین روش تکثیر اختصاصی آلل
)Allele Specific Amplification; ASA (طور به
هاي تحقیقاتی براي تمایزاي در پروژهستردهگ

هاي معطر و غیرعطري برنج به خصوص در ژنوتیپ
هاي در حال تفرق قابلیت استفاده دارندجمعیت

)Kibria et al., 2008(.
بیان کردند که )Lang and Buu, 2008(لانگ و بو

ها براي انتخاب ژنوتیپPCRمبتنی بر DNAنشانگرهاي 
هاي برتر اصلاح به لاینfgrال دقیق و مؤثر ژن و یا انتق

، RFLPآنها یک نشانگر . شده قابل استفاده هستند
RG28 و نشانگر ریزماهوارهRM223 شناسایی کرده و

در برنج دارند fgrنشان دادند که پیوستگی قوي با ژن 
توانند بطور مؤثري براي انجام گزینش به کمک که می
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مورد ارزیابیهاي بومی و اصلاح شده برنجأ ژنوتیپاسامی و منش-1جدول 
Table 1. Names and origin of local and improved rice genotypes in experiment

GenotypeژنوتیپTypeتیپOriginمنشأGenotypeژنوتیپTypeتیپOriginمنشأ
Tarom daylamaniطارم دیلمانیLocalبومیMazandaranمازندرانShahpasandپسندشاهLocalبومیMazandaranمازندران

Ali kazemiعلی کاظمیLocalبومیGuilanگیلانSepidroudسپیدرودImprovedشدهاصلاحGuilanگیلان
DomsiahدمسیاهLocalبومیGuilanگیلان6Line 6لاینImprovedشدهاصلاحGuilanگیلان
BinamبینامLocalبومیGuilanگیلانGhashangeقشنگهLocalبومیGuilanگیلان

FajrفجرImprovedشدهاصلاحMazandaranمازندرانNematنعمتImprovedشدهاصلاحMazandaranمازندران
Baharهیبرید بهارHybridریدهیبGuilanگیلانTarom mantagheمنطقهطارمLocalبومیMazandaranمازندران hybrid

Tarom mahaliطارم محلیLocalبومیMazandaranمازندرانMohamadiمحمديLocalبومیGuilanگیلان
HashemiهاشمیLocalبومیGuilanگیلان3Amol3آملImprovedشدهاصلاحMazandaranمازندران

AnbarbuعنبربوLocalبومیGuilanگیلانKhazarخزرImprovedشدهاصلاحGuilanگیلان
ShafaghشفقImprovedشدهاصلاحMazandaranمازندرانBejarبجارImprovedشدهاصلاحGuilanگیلان

SangjoجوسنگLocalبومیMazandaranمازندرانDashtدشتImprovedشدهاصلاحMazandaranمازندران
GoharگوهرImprovedشدهاصلاحGuilanگیلانSahelساحلImprovedشدهاصلاحMazandaranمازندران

Gharib siah reihaniسیاه ریحانیLocalبومیGuilanگیلان3Gil3گیلImprovedشدهاصلاحGuilanگیلان
Domsefidدم سفیدLocalبومیGuilanگیلانKadusکادوسImprovedشدهاصلاحGuilanگیلان

NedaنداImprovedشدهاصلاحMazandaranمازندران
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جـین  . هاي اصلاحی برنج استفاده شوندنشانگر در برنامه
Jin(و همکاران et al., 2010( بر اساس اینکه برنج معطر

جفـــت بـــازي در ژن بتـــائین آلدهیـــد 8یـــک حـــذف 
دارد، یــک 8روي کرومــوزوم ) Badh2(دهیــدروژناز 
براي تکثیـر ایـن حـذف طراحـی و از آن     جفت آغازگر

ــخیص   ــراي تش ــن ژرم416ب ــتفاده   لای ــرنج اس ــم ب پلاس
8ناشی از حذف badh2-E7 (fgr(لاین آلل 16کردند، 

را تکثیر نمودند و آزمون عطـر  7جفت بازي در اگزون 
. لاین معطر هستند16نیز تأیید کرد که همه 

تیکـی  با توجه به اینکه صفت عطر در برنج ماهیت ژن
دارد که بطور عمـده توسـط یـک ژن اصـلی و کلیـدي      

شود؛ در این تحقیق کنترل می8روي کروموزوم شماره 
سعی شد تا با کمک نشـانگرهاي مولکـولی اختصاصـی    
تعدادي از ارقام برنج بومی و اصلاح شـده ایرانـی بـراي    
صفت عطر مورد بررسـی و ارزیـابی قـرار گیرنـد تـا در      

اسب، استفاده از این نشانگرها صورت تأیید و کارایی من
براي شناسایی ارقام عطري در ارقـام مختلـف وگـزینش    

هــاي اصــلاحی بــراي ژرم هــاي معطــر در جمعیــتلایــن
. پلاسم برنج ایران پیشنهاد شوند

هامواد و روش
شـده  ژنوتیپ محلی و اصـلاح 29مواد گیاهی شامل 

برنج کشوریقاتسسه تحقؤمیونموجود در کلکسبرنج 
ــه در ــل مؤسس ــرض   مح ــول و ع ــا ط ــت، ب ــع در رش واق

37و یشـرق یقـه دق36درجـه و  49یببه ترتیاییجغراف
آزاد یـاي با ارتفاع از سـطح در یشمالیقهدق16درجه و 

سـال در7اسـیدیته بـا  یرس ـیلتیبافت خاك س ـمتر و7
ارقـام مـورد   . گرفتنـد قـرار  یمورد بررس90-91ی زراع

شدند کـه تنـوع لازم از نظـر    اي انتخاب ارزیابی به گونه
اســـامی و مشخصـــات . صــفت عطـــر را داشـــته باشــند  

هاي مورد بررسی به همراه منشاء آنها در جـدول  ژنوتیپ
.یک ارائه شده است
هاي مورد مطالعه بر اساس دارا بودن ارزیابی ژنوتیپ

ــرگ   ــتفاده از ب ــا اس ــر ب ــاملاً عط ــاي ک ــه ه ــعه یافت توس

دهـــی مطـــابقهپنجـــهـــاي بـــرنج در مرحلـــهژنوتیـــپ
انجام )Sood and Siddiq, 1978(روش سود و سیدیک

ــد ــه  . ش ــر دان ــنجش عط ــفید(س ــرنج س ــتفاده از) ب ــا اس ب
ــیم  ــید پتاســـ ــز 7/1روش هیدروکســـ ــد نیـــ درصـــ

Kibria(صـورت گرفـت   et al., 2008(. روش ارزیـابی
ــتاندارد     ــابی اسـ ــق روش ارزیـ ــی از تلفیـ ــره دهـ و نمـ

)Standard Evaluation System for rice; SES (  صـفات
et al., 2011(و لستاري و همکـاران )IRRI, 1996(برنج

Lestari(از هر ژنوتیپ برگگرم نمونه 2/0. اقتباس شد
به قطعات مساوي و کوچک تقسیم و در لولـه آزمـایش   

درصد در سه تکرار قرار 7/1حاوي هیدروکسید پتاسیم 
ه سـفید  عـدد دان ـ 40براي سنجش عطر دانه نیز . داده شد

شده و سالم از هر رقم در داخل ظروف پتري قـرار داده  
درصد بـه  7/1لیتر محلول هیدروکسید پتاسیممیلی10و 

آن اضافه شد، سپس درپوش ظروف پتري گذاشته شده 
. و به مدت یک ساعت در دمـاي اتـاق قـرار داده شـدند    

نفـره از افـراد خبـره بطـور تصـادفی      8الـی  4یک گروه 
همچنین ظـروف پتـري را بـاز کـرده و بـا      ها ودرب لوله

ها را انجـام و بـه   ها، ارزیابی ژنوتیپبوییدن محتواي لوله
5/0امتیاز صفر براي ارقـام غیرعطـري،   . آنها امتیاز دادند

هـاي معطـر در   براي عطر متوسط و امتیاز یک براي رقـم 
در نهایت مجموع آراء براي هر ژنوتیـپ  . نظر گرفته شد
رأي دهنده تقسیم شد و میانگین نمـره هـر   بر تعداد افراد 

مقادیر میانگین . ژنوتیپ بین صفر تا یک محاسبه گردید
وکمتر براي ارقـام غیرعطـري و بـیش از آن بـراي     33/0

.ارقام معطر در نظر گرفته شد
ــت انجــام آزمــون   هــاي مولکــولی، اســتخراج  جه

DNAــه ــوان  از نمون ــی ج ــاي برگ ــه روش ه CTABب

)Murray and Thompson, 1980( بــا انــدکی تغییــرات
ــد ــام شـ ــت  . انجـ ــین کیفیـ ــراي تعیـ ــتخراجDNAبـ اسـ

شــــده از الکتروفــــورز ژل آگــــارز و بــــراي تعیــــین 
ــت  ــت (کمیـ ــپکتروفتومتر  ) DNAغلظـ ــتگاه اسـ از دسـ

)Hamburg 22331, Eppendorf, Germany (استفاده شد .
اي پلیمـــراز بـــا اســـتفاده از دســـتگاه واکـــنش زنجیـــره

10در حجـم  ) PC818, Astec Bio, Japan(ترموسـایکلر  
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ــامل   ــر شــ ــانوگرم 50میکرولیتــ ــو، DNAنــ 4/0الگــ
میکـرو  MgCl2 ،4/0، دو میلی مولار dNTPsمیلی مولار 

و یـک  1X PCRمولار از هـر یـک از آغازگرهـا، بـافر     
بـه  چرخـه حرارتـی   . پلیمراز انجام شـد Taqواحد آنزیم 

94مـاي  دسـازي اولیـه در  هدقیقه واسرشـت صورت چهار 
ثانیـه  40بصـورت چرخـه 35، سـپس  گـراد درجه سانتی

ثانیـه  40،گراددرجه سانتی94دمايسازي درواسرشته
آغـازگر،  دماي اتصال هـر مرحله اتصال آغازگر بسته به

وگـراد درجـه سـانتی  72مرحله بسط در دماي دو دقیقه
. گراد بـود درجه سانتی72دقیقه بسط نهایی در دماي 5

5/1اي پلیمراز روي ژل آگـارز  واکنش زنجیرهمحصول 

ــوع آغــازگر (درصــد 3و  ــه ن ــا توجــه ب بارگــذاري و ) ب
دقیقـه  80ولـت بـه مـدت    90ولتـاژ ثابـت  الکتروفورز با 

رنگ آمیزي ژل با استفاده از اتیدیوم بروماید . انجام شد
بـا اسـتفاده  مـاوراء بـنفش   رآشکارسازي باندها زیر نوو 

صــورت ) Bio-Rad 2000, USA(از دســتگاه ژل داك 
.گرفت

از دو نشـانگر اختصاصـی   هـاي مولکـولی  در بررسی
هــاي مجــاور ژن عطــر و یــک نشــانگر مبتنــی بــر تــوالی

اسـتفاده شـد کـه    ) ASA(ترکیبی تکثیر اختصاصی آلـل  
ارائـه شـده   2توالی و مشخصـات آغازگرهـا در جـدول    

.است

در آزمایشتوالی و مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده-2جدول
Table 2. The sequence and characteristics of used primers in this experiment

منبع
Reference

دماي اتصال
Annealing Temp.

توالی
Sequence

نام آغازگر
Primers

Bourgis et al., 200853
5'-GACGGTGAACATTCAATTAAAAAG-3'
3'–AGTGGGATTTCATTAATTTCCTG-5'

SSR4463-L413

Bourgis et al., 200860
5'–CATATGGTGCACCTCAATGCCCAG-3'
3'–TTTGGATCCGCCCCACCAACGACC-5'

5537-8

Bradbury et al., 2005583'–TTGTTTGGAGCTTGCTGATG-5'ESP
3'–CATAGGAGCAGCTGAAATATATACC-5'IFAP
3'–CTGGTAAAAAGATTATGGCTTCA-5'INSP
3'–AGTGCTTTACAAAGTCCCGC-5'EAP

نتایج و بحث
نتایج حاصل از ارزیابی برگ و دانه، ارقـام را بـه دو   

و غیرعطــري ) رقــم16(نیمــه عطــري  -گــروه معطــر 
کـه ارقـام   طـوري به) 3جدول(بندي کرد دسته) رقم13(

دیلمـانی بـا   کاظمی، بینـام، هاشـمی و طـارم   دمسیاه، علی
بیشترین امتیاز بـه عنـوان ارقـام شـاخص عطـري و ارقـام       

بـه عنـوان ارقـام    3ت، خزر، سفیدرود و آملنعمت، دش
.شاخص غیرعطري مشخص شدند

Jin(جین و همکاران et al., 2010( از روش ارزیابی
اي و چن و هیدروکسید پتاسیم روي برنج قهوه

Chen(همکاران et al., 2006( روي برگ برنج براي
آنها به . تشخیص ارقام معطر و غیرعطري استفاده کردند

هاي نوترکیب و نتاجزیابی دقیق عطر بوتهمنظور ار

ها از روش کروماتوگرافی گازي نیز استفاده آن
وگزارش کردند که آزمون هیدروکسید پتاسیم در 

ها روش مناسبی است، اما صورت زیاد بودن تعداد نمونه
بر و روش کروماتوگرافی گازي به دلیل اینکه هزینه

ها و نمونهگیر است تنها براي تعداد کمی ازوقت
سرحدي . سنجش دقیق و کمی میزان عطر کاربرد دارد

Sarhadi(و همکاران et al., 2007( آزمون بویایی پس
از اعمال هیدروکسید پتاسیم روي برگ برنج در 

دهی را بررسی کردند که نتایج آنها با ي خوشهمرحله
آنها ارقامی از . هاي مولکولی مشابه بودنتایج آزمایش

مختلف از جمله ایران را مورد بررسی قرار کشورهاي 
دادند که از میان ارقام ایرانی، فجر به عنوان رقم معطر و 
نعمت و کادوس به عنوان رقم غیرعطري شناسایی 
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. شدند که با نتایج این تحقیق مطابقت داشت
Vazir Zanjani(وزیرزنجانی و همکاران et al., 2011(

کسید پتاسیم نیز روش بویایی مبتنی بر هیدرو
را روي بافت برگ ارقامی از ایران، افغانستان، ازبکستان 

هاي فجر،از میان ارقام ایرانی رقم. انجام دادند
شفق، نعمت، خزر، ندا، کادوس و سفیدرود نیز 
وجود داشتند که دو رقم فجر و شفق معطر و نعمت، 

خزر، ندا، کادوس و سفیدرود به عنوان ارقام غیرعطري 
.ی شدند که با نتایج این تحقیق مشابه بودشناسای

ها بیان کردند که روش ارزیابی مبتنی بر آن
هیدروکسید پتاسیم یک روش نسبتاً ارزان و ساده 
براي تشخیص ارقام معطر و غیرعطري برنج و نیز

یک روش مرسوم در بسیاري از تحقیقات کیفی عطر 
. برنج می باشد

هاي سنجش کیفیهاي برنج  مورد مطالعه بر اساس روشوتیپارزیابی عطر در ژن-3جدول 
Table 3. Evaluation of  fragrance in studied rice genotypes based on qualitative tests methods

نتیجه نهایی
Result

میانگین
MeanژنوتیپGenotype

شماره
No.

نتیجه نهایی
Result

میانگین
MeanژنوتیپGenotype

ارهشم
No.

Tarom dailamani1طارم دیلمانیKadous16+0.87کادوس0.20-
Ali kazemi2علی کاظمیSepidroud17+0.87سپیدرود0.33-
Domsiah3دمسیاه6Line618+0.93لاین0.33-
Binam4بینامGhashange19+0.80قشنگه0.33-
Fajr5فجرNemat20+0.44نعمت0.33-
Baharهیبرید بهارTarom mantagh21+0.71منطقهطارم0.33- hybrid6
Hashemi7هاشمیMohamadi22+0.87محمدي0.33-
Anbarbu8عنبربوKhazar23+0.73خزر0.33-
Shafagh9شفقBejar24+0.87بجار0.07-
Tarom mahali10طارم محلیDasht25+0.67دشت0.27-
Sangjo11جوسنگSahel26+0.87ساحل0.27-
Gharib siah reihani12ریحانیسیاه3Gil327+0.80گیل0.33-
Gohar13گوهرShahpasand28+0.80پسندشاه0.20-
Domsefid14دم سفید3Amol329-0.27آمل0.33-

Neda15ندا0.33-
Fragrant and :+غیرعطري                                                                          : - طر  و  مع+ :  -: Non-fragrant

براساس نتایج این تحقیق و سایر مطالعات انجام شده 
ور کلی روش کیفی ارزیـابی  توان اظهار کرد که به طمی

عطـر کـه عمـدتاً بـر اسـاس حـس بویـایی پـس از تــأثیر         
) شـود که سبب آزاد شدن عطر مـی (هیدروکسید پتاسیم 

ایـــن روش اگرچـــه ماننـــد   .طراحـــی شـــده اســـت  
تواند با قاطعیت میزان کمی و کروماتوگرافی گازي نمی

توانـد بـا دقـت قابـل     دقیق عطر را مشخص کند، امـا مـی  
ــر  ــولی، عط ــپ  قب ــودن ژنوتی ــري ب ــا غیرعط ــا را ي و ی ه

و کم هزینـه بـودن   مشخص نماید که با توجه به سادگی 
ها زیـاد  که تعداد ژنوتیپتحقیق و زمانیدر مراحل اولیه

. تواند مورد استفاده قرار گیرداست، می
کـه عوامــل محیطـی ماننـد تــنش    بـا توجـه بــه اینکـه    

Yoshihashi(خشــکی et al., 2004(ي، ، شــرایط جــو
ــت    ــل داشــ ــام مراحــ ــونگی انجــ ــوددهی و چگــ کــ

)Champagne, 2008( تواننـد بـر محتـواي تجمـع     نیز مـی
و دقیـق  هاي سـاده د، یافتن روشعطر در برنج مؤثر باشن

هاي مولکولی پیوسته با صـفت مربوطـه کـه    مانند نشانگر
ــراي      ــزینش ب ــار گ ــک معی ــوان ی ــه عن ــا ب ــوان از آنه بت

نـژادي اسـتفاده شـود،    بـه هاي ها در پروژهژنوتیپغربال
نژادگـران و  بسیار مطلوب بوده و مطمئناً مورد استقبال بـه 

کمـک  محققان قـرار خواهـد گرفـت، زیـرا انتخـاب بـه      
ها و حذف اثر عوامل نشانگر به دلیل ارزیابی مستقیم ژن

جـــام آن روي مقـــدار انـــدکی از محیطـــی و امکـــان ان
یـاه،  رشـد گ هاي برگی و در مراحل مختلـف دوره نمونه
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هـاي  در برنامـه هـا را از نمونهتعداد زیاديامکان بررسی
Jin(دده ـاصلاحی می et al., 2003( .    بـر ایـن اسـاس در

این تحقیق کارایی استفاده از دو نـوع نشـانگر مولکـولی    
شامل نشانگرهاي پیوسته بـا ژن عطـر و نشـانگر ترکیبـی     
تکثیر اختصاصـی آلـل بـراي تشـخیص صـفت عطـر در       

.ایرانی مورد ارزیابی قرار گرفتندارقام برنج 
بـا توجـه بـه نتـایج     : نشانگرهاي پیوسـته بـا ژن عطـر   

Bourgis(تحقیـق بــورگیس و همکـاران   et al., 2008(
، PCRو نیز نشـانگر مبتنـی بـر   SSR ،4463-L413نشانگر 
کیلــو جفــت بــازي طــرفین 167در یــک ناحیــه 5537-8

ت قرار توالی ژن اصلی عطر روي کروموزوم شماره هش
دارند، بنابر این در این تحقیـق از تـوالی ایـن دو نشـانگر     
جهــت متمــایز کــردن ارقــام ایرانــی معطــر و غیرعطــري 

طــور کــه در شــکل یــک مشــاهده  همــان. اســتفاده شــد
اي پلیمراز،  نشـانگر  شود در محصول واکنش زنجیرهمی

4463-L413 ــا انــدازه هــایی بــا تکثیــر دو بانــد متفــاوت ب
ــام معطــر و  200و 180حــدود  ــاز توانســت ارق جفــت ب

ي غیرعطري را به خوبی از هـم متمـایز نمایـد کـه قطعـه     
مربـوط  ) ازجفت ب ـ190تا 180حدود (تر کوتاه و سبک

) جفت بـاز 200حدود (تر سنگینبه ارقام عطري و قطعه
.مربوط به ارقام غیرعطري بود

بـر اســاس نتــایج حاصــل از کــاربرد ایــن نشــانگر در  
کـاظمی،  ي مورد مطالعه، ارقـام دمسـیاه، علـی   هاژنوتیپ

عنبربــو، هاشــمی، گــوهر، غریــب ســیاه ریحــانی، شــفق، 
سنگ جو، طـارم دیلمـانی، بینـام، طـارم محلـی، فجـر و       

هـاي نعمـت،  هیبرید بهار به عنوان ارقام معطر و ژنوتیـپ 
ــفیدرود،     ــدا، س ــادوس، ن ــفید، ک ــاحل، دم س ــت، س دش

،3طــارم منطقــه، محمــدي، بجــار، گیــل ، خــزر، 6لایــن
بـه عنــوان ارقـام غیرعطــري  3پســند، قشـنگه و آمــل شـاه 

3روي ژل آگارز ارزیابیهاي برنج مورد در ژنوتیپL413-4463چند شکلی مشاهده شده براي نشانگر -1شکل 
علامت مثبت براي. م شده استتنظی3ها بر اساس جدول گذاري ژنوتیپشماره. bp100درصد و نشانگر اندازه 

براي مقایسه بهتر تعدادي از ژنوتیپ ها در ژل . (هاي غیرعطري می باشندهاي معطر و علامت منفی براي ژنوتیپژنوتیپ
)پایین تکرار شده است

Fig. 1. Observed polymorphism for 4463-L413 marker in rice genotypes on 3% agarose gel and 100 bp

ladder. The genotypes are in the base of table 3. Positive (+) shows fragrance genotypes and negative (-) shows

non-fragrance genotypes. (Some genotypes were repeated in bottom gel for better comparisons)
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ــا نتــایج حاصــل از   شناســایی شــدند کــه ایــن موضــوع ب
کیفی عطر با روش هیدروکسـید پتاسـیم منطبـق    ارزیابی 

ــود ــی . ب ــابراین م ــالا    بن ــه احتم ــت ک ــه گرف ــوان نتیج ت
ایـن نشــانگر، یــک نشــانگر اختصاصــی صــفت عطــر در  

توان به عنـوان  هاي برنج ایرانی است و از آن میژنوتیپ
یک معیار گزینش ساده، کم هزینه و سریع در شناسـایی  

.ده کردهاي معطر و غیرعطري استفاژنوتیپ
8-5537، نشــانگر L413-4463بــر خــلاف نشــانگر   

هـاي متفـاوت معطـر و    گونه چندشکلی بین ژنوتیپهیچ
غیرمعطر برنج نشان نداد و در تمامی ارقام مـورد مطالعـه   

. جفت باز تکثیر شـد 600اي در حدود یک باند با اندازه
رغـم کـارایی ایـن    رسد که علـی بر این اساس به نظر می

ارقام ژاپونیکا، جهت تفکیـک ارقـام معطـر و    نشانگر در 
ایـن نتیجـه نشـان    . باشـد غیرمعطر ایرانی قابل توصیه نمی

ها مسـتقل از هـم نبـوده، بلکـه کنتـرل و      دهد بیان ژنمی
بـر  . ها استتنظیم یک ژن در ارتباط و تعامل با سایر ژن

این اساس با تغییر ماهیـت ژنتیکـی ممکـن اسـت تظـاهر      
شـود، کمـا اینکـه ایـن نشـانگر در      ها دستخوش تغییرژن

هاي عطـري و  هاي ژاپونیکا قابلیت تمایز ژنوتیپژنوتیپ
غیر عطري را دارد، ولی در نمونه هاي ایرانـی فاقـد ایـن    

توان اظهار داشت کـه بـراي   بر این اساس می. قابلیت بود
توصیه یک نشانگر اختصاصی در برنامه اصـلاحی بـراي   

رایی نشــانگر بــا یــک گــزینش غیرمســتقیم، ارزیــابی کــا
.آزمایش مقدماتی ضروري است

ــل     ــی آل ــر اختصاص ــی تکثی ــانگر ترکیب ):ASA(نش
ایــن روش مبتنــی بــر یــک حــذف هشــت جفــت بــازي
در اگــــزون هفــــت ژن کدکننــــده بتــــائین آلدهیــــد 

روي کرومــــوزوم هشــــت ) BADH2(دهیــــدروژناز 
,ESP, EAPبر این اساس چهـار آغـازگر  . باشدبرنج می

INSP, IFAP      به طور ترکیبـی و بـا نسـبت مسـاوي بـراي
)2جـدول  (شـد  اي پلیمراز استفاده انجام واکنش زنجیره

)Bradbury et al., 2005(.
اي با اسـتفاده از آغازگرهـاي فـوق واکـنش زنجیـره     

پلیمراز براي ارقام مورد بررسی انجام و فـرآورده تکثیـر   

ــارز  ــایج   5/1روي ژل آگ ــه نت ــد ک ــک ش ــد تفکی درص
ي تولیـد شـده بـا    قطعـه . ستل دو ارائه شده اآن در شک

جفت بـاز بـه عنـوان کنتـرل مثبـت در      580حدود اندازه
هــا وجــود داشــت کــه مربــوط بــه تکثیــر بــا  نمونــههمــه

ي جهـش یافتـه   او خارج ناحیهESP, EAPآغازگرهاي 
بصـورت ترکیبـی بـا    INSP, IFAPدو آغـازگر  . باشدمی

یافته بـه  جهشناحیهزگر فوق مسئول تکثیر داخلدو آغا
باشـند،  منظور تفکیـک ارقـام عطـري از غیرعطـري مـی     

اي بـه  ناحیـه IFAPو ESPبدین صورت که آغازگرهاي 
جفـت بــاز را در ارقـام معطـر و آغازگرهــاي    257طـول  
EAP وINSPجفت باز را در ارقام 355اي به طول ناحیه

هاي هتروزیگـوت نیـز   ژنوتیپ. کنندغیرعطري تکثیر می
جفـت بـازي   355و 257، 580ا داشتن هر سه نوع بانـد  ب

بـه دلیـل غالبیـت ژن    (هـاي غیرعطـري   به عنوان ژنوتیپ
Bradbury(مشخص شدند) مذکور et al., 2005(.

ــاس از    ــن اس ــر ای ــه،   31ب ــورد مطالع ــپ م 13ژنوتی
ژنوتیپ شامل دمسیاه، علـی کـاظمی، هاشـمی، عنبربـو،     

گـوهر، غریـب   نی،بینام، طارم محلی، فجر، طـارم دیلمـا  
سیاه ریحانی، شفق، سنگ جـو و هیبریـد بهـار بـا تکثیـر      

جفـت  580جفـت بـازي، عـلاوه بـر قطعـه      257ي قطعه
ــپ  ــوان ژنوتی ــه عن ــازي، ب ــوت  ب ــر و هموزیگ ــاي معط ه

ژنوتیــپ دیگــر بــه عنــوان   16شناســایی شــدند، امــا   
هاي غیرعطري تشخیص داده شدند کـه آزمـون   ژنوتیپ

نیز نتایج حاصـل  هیدروکسید پتاسیمبویایی با استفاده از 
ــد کــرد   ــوق را تأیی ــه ف ــان ). 4جــدول(از تجزی 16در می

و 355ژنوتیپ غیرعطري رقم دم سفید با تولید دو قطعه 
جفـت بـازي،   580ي جفت بـازي عـلاوه بـر قطعـه    257

احتمالا عـدم  . غیرعطري هتروزیگوت تشخیص داده شد
ژنـی  خلوص سبب نمایش هتروزیگوتی در این جایگـاه  

ایـن پدیـده ممکــن اسـت حتـی در اثــر     کــهشـده اسـت  
.دگرگشنی بسیار اندك نیز بوجود آید

Bradbury(برادبــري و همکــاران  et al., 2005 ( بــا
در F2بوتــه 168اســتفاده از ایــن آغازگرهــاي ترکیبــی، 

حال تفرق براي عطـر را مـورد ارزیـابی قـرار دادنـد کـه       
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"...درارزیابی فنوتیپی و مولکولی عطر"

٢٠

هاي برنج مورد  مطالعه براي عطر در ژنوتیپ) ASA(راي نشانگر آلل اختصاصی چند شکلی مشاهده شده ب-2شکل
علامت . تنظیم شده است3ها بر اساس جدول گذاري ژنوتیپشماره. bp100درصد و نشانگر اندازه 5/1روي ژل آگارز 

یسه بهتر تعدادي از اي مقابر. (باشندهاي غیرعطري میهاي معطر و علامت منفی براي ژنوتیپمثبت براي ژنوتیپ
)ها در ژل پایین تکرار شده استژنوتیپ

Fig.2. Observed polymorphism for ASA marker in rice genotypes on 1.5 % agarose gel and 100 bp ladder.

The genotypes are in the base of table 3. Positive (+) shows fragrance genotypes and negative (-) shows non

fragrance genotypes. (Some genotypes were repeated in bottom gel for better comparisons)

هاي برنجي نتایج ارزیابی فنوتیپی و نشانگرهاي مولکولی براي صفت عطر در ژنوتیپمقایسه-4جدول
Table 4. Comparison phenotyping and molecular markers results for fragrance in rice genotypes

نشانگر
Marker
ASA

نشانگر
Marker
4463-
L413

ارزیابی فنوتیپی
Phenotypic
evaluationژنوتیپGenotype

نشانگر
Marker
ASA

نشانگر
Marker
4463-
L413

ارزیابی فنوتیپی
Phenotypic
evaluationژنوتیپGenotype

Taromدیلمانیطارم+++Kadousکادوس--- dilamani
Ali kazemiعلی کاظمی+++Sepidroudسپیدرود---
Domsiahدمسیاه+++6Line6لاین---
Binamبینام+++Ghashangeقشنگه---
Fajrفجر+++Nematنعمت---
Baharهیبرید بهار+++Nedaندا--- hybrid
Hashemiهاشمی+++Mohamadiمحمدي---
Anbarbuعنبربو+++Khazarخزر---
Shafaghشفق+++Bejarبجار---
Tarom mahaliطارم محلی+++Dashtدشت---
Sangjoجوسنگ+++Sahelساحل---

Gharibریحانیسیاه+++3Gil3گیل--- siah
reihani

Goharگوهر+++Shahpasandپسندشاه---
Domsefidدم سفید---3Amol3آمل---

Taromمنطقهطارم---
mantaghe

Fragrant and :+غیرعطري                                                                                   : -معطر و+ :  -: Non-fragrant

کیـانی . ها بـا دقـت صـد در صـد تعیـین شـد      فنوتیپ آن
)Kiani, 2011 (    از روش تکثیـر اختصاصـی آلـل)ASA (

هـــاي مطلــوب از نظــر عطـــر در   بــراي انتخــاب بوتــه   
ــت ــاي جمعی ــی F2ه ــل از تلاق ــم  حاص ــین دو رق ــاي ب ه
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1393، بهار 1جلد شانزدهم، شماره ،"علوم زراعی ایرانمجله"

٢١

هاي بومی معطـر سـنگ   پرمحصول ندا و نعمت با واریته
در ایـن نشـانگرها  . طارم و طـارم دیلمـانی اسـتفاده کـرد    

نــدا، ×حاصــل از تلاقـی ســنگ طـارم   F2هـاي  جمعیـت 
ــدا و طــارم ×نعمــت، طــارم دیلمــانی  ×ســنگ طــارم  ن

نعمت براي ارزیابی فنوتیپی نسبت سه به یک ×دیلمانی 
و بـراي ارزیـابی مولکـولی نسـبت     ) غیرعطري به معطـر (

) هتروزیگـوت و غیرعطـري  -معطـر (یک به دو به یک 
ــد ــان دادنـ ــنگ . نشـ ــام سـ ــمناً ارقـ ــارم ضـ ــارم و طـ طـ

ــه   ــوان واریت ــه عن ــدا ب هــاي دیلمــانی معطــر و نعمــت و ن
ــه     ــل از س ــایج حاص ــه نت ــدند ک ــایی ش ــري شناس غیرعط
ژنوتیپ طارم دیلمـانی، نعمـت و نـدا کـه در دو تحقیـق      
. مشترك هستند، بـا نتـایج تحقیـق حاضـر مطابقـت دارد     

Vazir Zanjani(وزیرزنجـانی و همکـاران   et al., 2011(
، ارقـامی از ایـران،   ASAا استفاده از روش در آزمایشی ب

، Nipponbareافغانستان، ازبکستان و ارقـام شـاهد شـامل    
هــاي تلاقــی و نیــز ترکیــب370و باســماتی85جاســمین 

Jasmin 85×NipponbareوLTH×Pashadi Konar را
نسـبت یـک   F2هـاي  در بوتـه . مورد بررسی قـرار دادنـد  

ي کـه نشـان دهنـده   عطري به سه غیرعطري مشاهده شد
-این است که عطر توسط یـک ژن مغلـوب کنتـرل مـی    

ایرانـی مـورد بررسـی ارقـام شـفق،      رقم16از میان . شود
رود، سازندگی، قصرالدشتی عطري فجر، درفک، زاینده

و پویا، شـیرودي، خـزر، تـابش، نعمـت، نـدا، کـادوس،       
صــالح، ســفیدرود و درودزن غیرعطــري تشــخیص داده  

یق حاضر نیز ارقام فجر و شـفق عطـري   شدند که در تحق
و نعمت، ندا، کادوس، سفیدرود و خزر به عنـوان ارقـام   

ســرحدي و همکــاران. غیرعطـري تشــخیص داده شـدند  
)Sarhadi et al., 2007(   ،نیز با استفاده از ایـن آغازگرهـا

شش رقم از ده رقم افغانی و دو رقم از هفت رقم ایرانـی  
ــاب   ــام انتخ ــام ارق ــر و تم ــري  را معط ــک را غیرعط ی ازب

از بین ارقام ایرانـی فجـر و قصرالدشـتی    . تشخیص دادند
معطر و بقیه ارقام شامل پویا، شیرودي، نعمت، کـادوس  
و درودزن غیرعطري بودند کـه نتـایج مربـوط بـه فجـر،      
ــد،   ــق مشــترك بودن نعمــت و کــادوس کــه در دو تحقی

.مطابقت داشت
,Arkhi and Ahmadikhah(خـواه آرخی و احمـدي 

رقم و لاین برنج را از نظر عطـر  35در آزمایشی، )2009
Arm1ها دو جفـت آغـازگر   آن. مورد مطالعه قرار دادند

8را بر اساس توالی ژن عطر طراحی کردند کـه حـذف   
ایـن محققـین،   . کـرد جفت باز در ژن عطر را احاطه مـی 
جو را به عنوان ارقـام  ارقام دمسیاه، هاشمی، بینام و سنگ

م محلـی، دم زرد، نعمـت، بجـار و عنبربـو را     معطر، طـار 
، خـزر و  3نسبتاً عطري و ارقام ندا، دشت، کادوس، آمل

در تحقیـق حاضـر   . قشنگه را غیرعطري گزارش نمودنـد 
جـو،  نیز ارقـامی ماننـد دمسـیاه، هاشـمی، بینـام و سـنگ      

، خـزر و قشـنگه   3عطري و نـدا، دشـت، کـادوس، آمـل    
ها مطابقت یج آنغیرعطري تشخیص داده شدند که با نتا

هـاي مولکـولی در تحقیـق    مقایسه نتـایج بررسـی  . داشت
حاضر و سایر محققان مربوطه در اکثر موارد مطابقـت و  
ــان داد،    ــام نش ــیاري از ارق ــراي بس ــادي را ب ــابهت زی مش

هـایی نیـز در بعضـی از نتـایج     اگرچه مغـایرت و تفـاوت  
توانـد  ناشـی از تفـاوت در شـرایط     شود که میدیده می

ایش، وجود غیریکنواختی در ارقـام بـومی و از همـه    آزم
. ي بذر باشدتر تفاوت در منبع تهیهمهم

گـزینش غیــر مســتقیم بــه کمـک نشــانگر هــا باعــث   
شود کـه  نژادي میتسریع و افزایش دقت در تحقیقات به

اهمیت این موضوع بخصوص در مـورد صـفات مـرتبط    
راحـل  با کیفیت دانه همچون عطر برنج کـه عمـدتاً در م  

باشد، بیشتر محسـوس  انتهایی رشد گیاه قابل ارزیابی می
تواند بدور از استفاده از نشانگرهاي اختصاصی می. است

ــدي،     ــه رش ــل اولی ــان مراح ــی در هم ــل محیط ــر عوام اث
گزینش ژنوتیـپ مطلـوب را بـراي محقـق میسـر سـازد،       
ضمن اینکه تمایز افراد هتروزیگوت از هموزیگوت کـه  

ی امکان پذیر نیست، با این روش قابـل  در ارزیابی فنوتیپ
گیري بـه موقـع   این موضوع به تصمیم. باشدتشخیص می

.اصلاحگر کمک شایانی می نماید
کشــف و کــاربردي کــردن اســتفاده از نشــانگرهاي 
اختصاصــی بــراي صــفات مهــم و ارزشــمند زراعــی     
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نژادگران بوده همواره یکی از موضوعات مورد توجه به
ا پـس از شناسـایی اینگونـه نشـانگرها     در این راست. است

ــم   ــا در ژرم پلاســ ــارایی آنهــ ــت کــ ــاي لازم اســ هــ
هـا مسـتقل   مختلف ارزیابی شود، زیرا بیان و عملکرد ژن

نبـــوده و بصـــورت یـــک شـــبکه پیچیـــده و در تعامـــل
ــا ســایر ژن ــایج ایــن. شــودو محــیط کنتــرل مــیهــاب نت

تحقیق نشـان داد کـه نشـانگر تکثیـر اختصاصـی آلـل و       
از قابلیت و کارایی بـالایی در  SSR ،4463-L413انگر نش

هـاي  هاي عطري و غیرعطري در ژنوتیپتشخیص نمونه
ــابراین احتمــالاَ   ــد، بن ــی دارن ــرنج ایران ــوان یــک ب ــه عن ب

هـاي بـرنج جهـت    گري ژنوتیـپ روش ساده براي غربال

ــر آن  ــعیت عطـ ــین وضـ ــیعی از تعیـ ــف وسـ ــا در طیـ هـ
همچنـین ارزیـابی   هاي بـومی و اصـلاح شـده و   ژنوتیپ
هاي در حـال تفـرق بـا دقـت بـالا قابـل اسـتفاده        جمعیت

.خواهند بود

سپاسگزاري
این تحقیـق بـا مسـاعدت مـالی معاونـت پژوهشـی و       
کمیته زیست فناوري دانشگاه گیلان و همکاري موسسه 
تحقیقات برنج کشـور صـورت گرفتـه اسـت کـه بـدین       

ایـن سـه   هاي وسیله نگارندگان تشکر خود را از حمایت
.نمایندحوزه اعلام می
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Phenotypic and molecular evaluation of fragrance in Iranian rice genotypes

Karami, N.1, A. Aalami2, H. Samizadeh3, M. Alahgholipour4 and B. Rabiei5

ABSTRACT
Karami, N., A. Aalami, H. Samizadeh, M. Alahgholipour and B. Rabiei. Phenotypic and molecular evaluation of fragrance

in Iranian rice genotypes. Iranian Journal of Crop Sciences. 16(1):12 -24. (In Persian).

One of the important factors determining the rice grain quality is fragrance. In this experiment, 29 Iranian

rice cultivars were analyzed for aroma using qualitative test, 1.7% KOH sensory test on leaves and grains and

molecular methods based on specific markers at Rice Research Institute of Iran, Rasht, Iran in 2011. Qualitative

fragrance test divided rice varieties into two fragrant and non-fragrant categories; 13 fragrant and 16 non-

fragrance cultivars were identified. Superior fragrant cultivars were Domsiah, Alikazemi, Binam, Fajr and

Hashemi and the  most non-fragrant cultivars identified as Nemat, Khazar, Neda, Sepidroud and Dasht.

Molecular evaluation results based on SSR4463-L413 and allele specific amplification (ASA) markers indicated

that SSR4463-L413 marker was polymorphic in fragrant and non- fragrant cultivars.  SSR4463-L413 marker

also identified 13 fragrant and the others as non-fragrant cultivars. This finding was similar to qualitative test of

aroma. ASA marker also identified 13 cultivars fragrant and the others as non-fragrant. Results of this study

indicated that SSR4463-L413 marker can discriminate aromatic and non-aromatic Iranian rice cultivars with

high resolution, therefore, it can be used as an efficient marker for evaluating and fast screening of genotypes in

the rice segregating population. Also, the results indicated that ASA marker, in addition to ability in predicting

homozygous aromatic and non-aromatic cultivars, it could identify heterozygous non-aromatic individual rice

plants; therefore, it can be suggested as a co-dominant marker for selection in rice segregating population for

aroma.

Key words: 2-acetyl-1-pyrroline, Betaine aldehyde dehydrogenase, Rice, Specific Allele and Specific marker.
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