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تم سـه    مورد استفاده در سيس    CMS هاي  لاين
  لاين توليد بذر هيبريد برنج در زمان تكثيـر غالبـاٌ          

. ها اخـتلاط مـي يابنـد       هاي نگهدارنده آن      با لاين 
توان اقـدام    با استفاده از نشانگرهاي مولكولي مي     

در . كـرد نرعقيم برنج    هاي  به خالص سازي لاين   
نــشانگرهاي اســتفاده از تــوان بــه  ايــن راســتا مــي

RFLP (Narayanan, et al., 1996)و   
RAPD (Ichii et al., 2003)  كـه بـا   كرداشاره 

 و نيز تكرار پذيري     RFLPبر بودن    توجه به هزينه  
 اسـتفاده از ايـن نـشانگرها در سـطح        RAPDكم  

  CMSهـاي    گسترده بـراي خـالص سـازي لايـن        
ــي   ــرنج عملــ ــستبــ ــتفاده . نيــ ــداع و اســ   ابــ

  از نـــــــــــــشانگرهاي ميتوكنـــــــــــــدريايي 
(Mitochondria DNA) mtDNA نـــي مبت  

  هــاي ويــژه در   طراحــي شــده از تــواليPCRبــر 

ــن  ــوم لاي ــاي  ژن ــزارش   CMSه ــرنج گ ــده ب    ش
ــت   ؛Rajendrakumar et al., 2007 (اسـ

Yashitola et al., 2004 .(  ــن ــتفاده از اي اس
ــازي لايـــن  ــالص سـ ــشانگرها در خـ ــاي نـ   هـ

CMS  صـرفه جـويي     ، از نظر هزينه و زمـان      ،برنج 
 و توليـد بـذر      دنبـال داشـته   ه  اي را ب ـ   قابل ملاحظه 

  .كند ميهيبريد يكنواخت را تضمين 
نـرعقيم   هاي  با توجه به اصلاح و معرفي لاين      

، لزوم حفظ   كشورر   د Aنعمت و   Aندابرنج نظير   
. ها بسيار ضـروري اسـت      و نگهداري و تكثير آن    

هـاي پايـداري عقيمـي، تكثيـر و          هر سال ارزيابي  
هـاي فنـوتيپي     ها بـا روش    خالص سازي اين لاين   

ــام ــي انجـ ــود مـ ــن روش . شـ ــي از ايـ ــا، يكـ   هـ
(Grow out tests) GOT  ايـن روش بـر  . اسـت 

ــك و    ــصوصيات مورفولوژي ــابي خ ــاس ارزي اس
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ــوغ   ــه بلـ ــدهي در مرحلـ ــيگلـ ــام مـ ــود انجـ   شـ
(Yashitola et al., 2002, 2004).   با توجـه بـه 

هاي مورفولوژيـك    كه بسياري از اين ويژگي     اين
 و از طرفي نيز تحت تاثير عوامل        هستندژني   چند

محيطي قرار دارند، ضـرورت اسـتفاده از روشـي          
سريع، دقيق و با كـارائي بـالا و در عـين حـال بـا                
هزينه كم از جمله نشانگرهاي مولكولي بـيش از         

اســتفاده از نــشانگر در . شــود پــيش احــساس مــي
ــن ــشخيص لايــ ــاي تــ ــميك هــ   ايزوسيتوپلاســ

)A   و B هـاي   خـالص سـازي لايـن     براي  ) ها  لاين 
CMS بود برنج هدف اين تحقيق.  

 لايـــــن نـــــرعقيم دودر ايــــن مطالعـــــه از  
ــمي  ــدا(سيتوپلاس ــتAن ــن) A، نعم ــاي و لاي  ه

جهـت  ) B و نعمت  Bندا(ها   نگهدارنده متناظر آن  
 هـاي   لايـن . شـد هـاي مولكـولي اسـتفاده         بررسي

 در مزرعــه 1389ســال زراعــي بهــار در مــذكور 
پژوهشي دانشگاه علوم كشاورزي و منابع طبيعي       

  .  شدندكاشتهساري 
   از نمونـــه هـــاي برگـــي    DNAاســـتخراج 
   كــــوچرت و همكــــاران  روشبــــر اســــاس 

(Kochert et al., 1989)  نـشانگر  از . شـد انجام
ــدريايي  ــوالي رفــــت   (cmsميتوكنــ ــا تــ  بــ

ACCTTTGGGCGATGGTT ــشت  و برگـــ
GGGTTTAGAGTCGCCAC (  براي مطالعه

ــين لايــن هــاي ايزوسيتوپلاســميك  چندشــكلي ب
مخلـــوط . اســـتفاده شـــدنـــرعقيم و نگهدارنـــده 

ــنش  ــامل  25واكـ ــري شـ ــا 50 ميكروليتـ  100 تـ
 X10( ،3/0( ميكروليتر بـافر   DNA    ،5/2نانوگرم  

  ،) ميلــــــي مــــــولارdNTPs )10ميكروليتــــــر 

  ،)ميلـــــي مـــــولار MgCl2 ) 50 ميكروليتـــــر 1
  و)  ميكرومـولار  10( ميكروليتر از هر آغـازگر       1
 PCRواكـنش  . بـود مراز   پلي Taq واحد آنزيم    1

ــق روش  ــاران طبــــــ ــيتولا و همكــــــ   ياشــــــ
(Yashitola et al., 2004) ــد ــام شـ  . انجـ

 با اسـتفاده از الكتروفـورز ژل        PCRهاي    فراورده
تجزيــه و تحليــل تفكيــك و مــورد % 5/1آگــارز 

  . دگرفتنقرار 
 A و نعمت    Aهاي نرعقيم ندا    ر ارزيابي لاين  د

هــاي   چندشــكلي بــين ايــن لايــنcmsبــا نــشانگر 
هــا مــشاهده شــد  هــاي آن نــرعقيم بــا نگهدارنــده

هـاي    كه اين نشانگر در لاين      به طوري ). 1شكل  (
 جفت باز را    386نرعقيم باند مورد انتظار به وزن       

ها   هاي نگهدارنده آن    كه لاين   نشان داد، در حالي   
اين نتايج نـشان داد كـه     . قد باند موردنظر بودند   فا

هاي نـرعقيم از      بوته   قادر به تفكيك     cmsنشانگر  
 است و   A و نعمت    Aهاي ندا   نگهدارنده در لاين  

ــذر    ــر ب ــان تكثي ــشخيص  CMSدر جري ــراي ت  ب
توان از ايـن      هاي خارج از تيپ مي      بوته  مولكولي  

  . نشانگر به طور عملي استفاده كرد
يد كارايي نـشانگرهاي شناسـايي       تأي ه منظور ب

ــرعقيم، از   ــراي سيتوپلاســم ن ــصاصي ب شــده اخت
هـاي   بـراي شناسـائي و حـذف بوتـه      cms نشانگر
 A نـدا  نـرعقيم   در مزرعه تكثيـري لايـن      ناخالص

 96اي متـشكل از       بـدين منظـور نمونـه     . شداقدام  
تك بوته به طور تصادفي از مزرعه تكثيري لاين         

 cmsتفاده از نـشانگر      انتخاب و با اس    Aنرعقيم ندا 
در سطح مولكولي مبادرت به تشخيص ناخالصي       

 نـشان    )2شـكل   (نتايج اين ارزيابي    . ها شد   در آن 
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ها با استفاده از  هاي نگهدارنده آن  از لاينA و نعمتAهاي نرعقيم ندا  تشخيص مولكولي لاين-1شكل 
  cmsنشانگر ميتوكندريائي 

Fig. 1. Molecular detection of male sterile rice lines Neda A and Nemat A from their 
maintainers using mitochondrial marker cms 

  
  
  
  
  
  
  

با استفاده از نشانگر  براي تشخيص ناخالصي در آن Aهاي ندا  غربال مولكولي تك بوته– 2شكل 
 كه با 9بوته شماره .  از مزرعه تكثيري هستندAاي لاين نرعقيم نداه  تعدادي از تك بوته15 الي 1هاي  شماره .cmsميتوكندريائي 

  .، ماركر وزني M. مشخص شده بوته ناخالص است* علامت 
Fig. 2. Molecular screening of Neda A individual plants for detection of contamination 

in it using mitochondrial marker cms. Numbers 1 to 15 are some of Neda A individual plants from 
multiplication farm. Plant number 9 with * sign is off-type plant. M, weight marker. 

  
داد كــه در نمونــه مــذكور شــش بوتــه ناخــالص  

. وجود داشت و بقيه از نظر ژنتيكي نرعقيم بودند        
هاي فنوتيپي نيز بر روي تمام تك بوته از           ارزيابي

ظر دانه بندي انجام شد و نتايج بـه دسـت آمـده             ن
هـاي ناخـالص شناسـائي        نشان داد كه فقـط بوتـه      

شده در سطح مولكولي، در شرايط مزرعه داراي       

بنابراين، از ايـن  . دانه بندي و فنوتيپ بارور بودند     
تـوان در تـشخيص    نشانگر به طور قابل اعتماد مي     

هـاي نـرعقيم      ناخالصي در مـزارع تكثيـري لايـن       
  .  استفاده كردA و نعمتAدان

، مزرعـه   CMSهـاي     در مزارع تكثيري لايـن    
تكثيـري بــا فاصــله مناســبي از ســاير مــزارع جــدا  

  A        Kb     ندا        ندا      A  نعمت   نعمت                             
                                Neda A     Neda   Nemat A   Nemat 

400 bp 

M     1      2     3     4      5         6        7      8      9     10      11      12      13          14      15 
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هاي ساير    شوند تا امكان آلوده سازي با گرده        مي
در چنين شرايطي، تنهـا     . ارقام وجود نداشته باشد   

، از طريق   CMSهاي    راه ايجاد ناخالصي در لاين    
سط اختلاط مكـانيكي در     لاين نگهدارنده آن تو   

نــشانگر . كــوبي اســت مرحلــه برداشــت و خــرمن
مورد استفاده در اين تحقيـق بـا دقـت و بـه طـور               

هـاي    توانـد ناخالـصي موجـود در لايـن          موثر مـي  
CMS           ناشي از لاين نگهدارنده را با دقت بـالا و 

 در سـطح ژنتيكـي      GOTهزينه كمتـر نـسبت بـه        
خصوصاٌ در  استفاده از اين نشانگر     . شناسائي كند 

فـاز   (CMSهـاي     مراحل اوليـه تكثيـر بـذر لايـن        
 برنج  CMSتوليد بذر خالص لاين هاي      ) رويشي

 در نـژادي   بـه  پيشبرد اهداف    را تضمين كرده و به    
 توليد بذر برنج هيبريد كمـك شـاياني    هاي  برنامه

  .كردرا خواهد 

  

  .نتيكيبرنج، نشانگرهاي ميتوكندريائي، نر عقيمي، خلوص ژ :هاي كليدي واژه
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