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۴۳

 ي مولکول با استفاده از نشانگر).Oryza sativa L(  برنجآلوپلاسميکهاي لاين يغربالگر
RAPD  

 
  

  ۳ اولادي.م و ۱ي علو. م.، س۲زاده نعمت.ع.  ق،۱ي هاشم.ر. ح .س
  

  دهيچک
 و تکثير در مرحله يکي ژنتناخالصي ز ااعظمي بخش برنج، هيبريد بذر توليد لايني سه سيستم در     

 با CMSهاي  بذور لايننتيجه در ،گيردميصورت ) CMS(عقيم سيتوپلاسمي  هاي نرين لانگهداري
 و ي اصلاحهايين لانگاريانگشت راستا اين در. يابندمي اختلاط) B(ه ندهاي نگهداربذور لاين

 منظور بدين. است هالاين ين اژنتيکي خلوص آزمون زمينه يش پي، اختصاصي نشانگرهااييشناس
 IR58025A و A ۳، آملA، چمپا A، دشت A، نعمت Aعقيم سيتوپلاسمي شامل ندا  ر لاين نشش

 و تحليل قرار تجزيه مورد RAPD آغازگر ۲۵ از استفاده با لاين نگهدارنده باروري ششبه همراه 
   اکثر در ايزوژن هايلاين ، و نگهدارندهCMS هايلاين مشابه يـژنتيک زمينه دليله ب. گرفتند

 آغازگرهاي  مورددر تنها پژوهش اين در.  برخوردار بودنديکساني ي باندالگوي از انگرينش هايمکان
OPH20 و OPH01 يز که قادر به تمايدند گرديي شناسانوکلئوتيدي ۸۵۰ و ۹۵۰ قطعه يبترته ب 

 ياصتصخا باندهاي داراي  CMSهاي لاينيعني باشندمي يکديگر از B هايين و لاCMS هايلاين
 يا ايهسته يت ماهبررسي جهت. باشندمي مذبور قطعههاي نگهدارنده فاقد حالي که لاين در ،بوده

 با و ي جداسازIR58025A و A ندا هاييناز لا OPH20-950 bp قطعه باندها، اين بودن سيتوپلاسمي
 تعيين يتاً و نهاسازيهمسانه DH5α يه سوEscherichia coli ي در باکترT/A يستماستفاده از س

دهنده  موجود در بانک ژن، نشانينظر با توال  قطعه مورديفي همردآناليزهاي. گرديدند ادفتر
 در تواني ممطالعه اين نتايج از تحقيقا . بوديتوکندريايي ژنوم مي با توالي درصد۹۵ همولوژي

  . نمود استفاده) WAنوع ( CMS هايين لايکي خلوص ژنتي و بررسييشناسا
  
  

  يتوکندريم، يکي، آزمون خلوص ژنتيتوپلاسميم سيعق ن نري، لاRAPDج،  برن:يدي کلواژه هاي
  
 
 
 
 
 
 
  اريدانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبيعي س ،ارشد پژوهشکده برنج و مرکبات  کارشناس-۱ 

    استاد دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبيعي ساري-۲
  دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبيعي ساري ، کارشناس پژوهشکده برنج و مرکبات-۳
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ƶدمƤم  
 از يمي ني اصليکه برنج غذا از آنجا     
 زيآن ن ي جهانتوليد ،باشد يت جهان ميجمع

ش ي افزاد درص۴۰به ميزان  ،۲۰۳۰تا سال د يبا
 جوابگوي نيازهاي جمعيĈـت رو به بتواند ابد تاي

هاي  با توجĈه به محدوديت. )۱۳ (رشد باشـد
هاي زير  اقليمـي براي رشد و توسعه زمين

هاي موجود  کشـت اين مقدار غذا بايد از زمين
ه از عوامل اگروشيميايي بکمتر و با استفاده 

د يبريبرنج ه ريتکث و يپž از معرف. دست آيد
Ʀ يعنوان ه د بيبريد ارقام هين، توليدر چ

 استفاده از يا برا قابل اجريƨينه تƨنولوژيگز
ž و شƨستن سقƞ عملƨرد يده هتروزيپد
 نقاط جهان مورد توجه قرار ي در اقصيƨيژنت

از آنجايي Ƨه برنج گياهي تقريبا . گرفت
بذر ، جهـت توليد تجاري استخـودگشن 

هاي نرعقيمي  هيبريد برنج بايد از سيستم
نرعقيمي به بيان ساده به عدم . استفاده شود

 توليد دانه گرده فعال اطلاق توانايي گياه در
گردد که توسƎ اŧر متقابل فاکتورهاي  مي

اي و  هاي هسته ژنتيکي که درون ژن
 شود سيتوپلاسمي وجود دارد کنترل مي

 بر مبناي نرعقيمي يلاينروƁ سه. )۱۰(
 و سيستم بازگرداننده باروري سيتوپلاسمي

سه  در آن براي توليد بذر هيبريد ازاست Ƨه 
 Aيا ) CMS (۱يتوپلاسمي سملاين نرعقي

لاين و لاين B  يا ۲لاين، لاين نگهدارنده
 شوداستفاده ميلاين R  يا ۳بازگرداننده باروري

لاين نرعقيم حاوي در اين سيستم . )۱۹ و ۱۸(
 در )S(فاکتورهاي کنترل کننده نرعقيمي 

هاي ژن) rf(هاي مƜلوś سيتوپلاسم و آلل
لاين . اشدببازگرداننده باروري در هسته مي

 ايزولاين بوده، به اين CMSنگهدارنده با لاين 
اي با  هاي مشابه هستـهجهت که داراي ژن

 بـوده و تنها در فاکتور CMSهاي لايـن
. باشد از آنها متفاوت مي) N(سيتوپلاسمي 

بارور   علاوه بر اين که خودBهاي  لاين
ير ـتوانند جهت نگهداري و تکث يـ م،هستند

 که با   زيرا زماني،ه کار روند بAهاي  لاين
يابند منجر به حفƒ  يـ تلاقي مAهاي  لاين

در حال . گردند مـيهالاينن ياعقيمي در 
 CMSهاي  درصد لاين۹۵حاƋر در حدود 

 باشند  ميWA۴براساس سيتوپلاسم  موجود
)ë(ه نشانƧ   نوع دهنده اهميت اين

با توجه به اصلاح و  .باشد مي سيتوپلاسم
هاي نرعقيم  قام بومي لاينمعرفي ار

، A، دشت A، نعمت Aسيتوپلاسمي نظير ندا 
 ،، لزوم حفƒ)۱۲ ( در Ƨشور ۳A، آملAچمپا 

  نظر ه روري بـ Ƌها آنري و تکثداريـنگه
  Ƨه همه ساله بايد  طوريه ب. رسد يـم

،  دانه گردههايي از نظر پايداري عقيمي ارزيابي
 يگر صفات مهم آلوگامي و ددرصد دگرگشني

ه هاي ب از اين گذشته با بررسي. صورت گيرد
 بيشــترين گيـاهان Bهاي   لاين،عمل آمده

Ěاز تي ũيها ني لا را در۵خار CMS  يلƨتش
 وص ژنتيƨيـ خلبنابراين حفƒ. دهند مي

 پتانسيل برداري از براي بهره CMSي هالاين
žروريهتروزيƋ يابـيارز. )۲۱ و ۸( باشد مي 

هاي والديني به يند و لايبريخلـوص بذور ه
 صورت  GOT ëطور معمول با استفاده از آزمون

ات ي خصوصيابيرد که بر اساس ارزيگ يم
 باشدي در مرحله بلوƙ ميƦ و گلدهيمورفولوژ

)۱ ،۴ ،ì ۱ وë( .ه بس نيبا توجه به اƧاز ياري 
جه ي بوده، در نتيا کمĈـي يژنـ ن صفات چنـديا

1- Cytoplasmic male sterile                               2- Maintainer line                                 3- Restorer line 
4- Wild abortive                                                 5- Off-type                                           6- Grow out test 
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۴۵

 يطـير عوامل مـحيبروز آنها تحـت تاŧـ
Ɯياز به استفاده از روشـيابد که ني ير ميــيت 

نه ين حال هزي بالاتر و در عيـيتر با کارا عيسر
 ي مولکوليو زمان کمـتر از جمله نشانگرها

ن يدر ا .)۲۰  و۱۱، ۵ (دينماي ميƋـرور
 به RAPDاز نشانگرهاي تصادفي مطالعه 

لحاƑ عدم نياز به اطلاعات اوليه و قبلي در 
 هدف، همĤنين سادگي و DNAمورد توالي 

 و شƨلي جهت شناسايي ميزان بالاي چند
   . استفاده گرديدک برنجيلوپلاسمآ  ارقامزيتما

آيĤي قات يتوان به تحق ينه مين زميدر ا     
 و CMSهاي لاينشناسايي در ) ë( و همƨاران

 RAPDنگهدارنده برنج با استفاده از نشانگر 
  ه تنها ب که آنها نين ترتيبد. اشاره نمود

اي   را در مرحله گياهĤهCMS و Bهاي  لاين
 توانستند بلکه ند،نمود تعيين مشخňصه

ز ين DA۱ را از سيتوپلاسم WAسيتوپلاسم 
) ۱ì(سوفرامانين و همƨاران .  نمايندکيتفک

 جهت شناسايي دو RAPD از نشانگرهايز ين
لاين نرعقيم و نـربارور سيـتوپلاسمـي استفاده 

 Aهاي توان لايندند Ƨه مـينمودند و بيان Ƨر
 را با استفاده از نشانگرهاي تصادفي معيĈن Bو 

اي نيز توسƎ حقيƢ مشابهت. از هم تفƨيƦ نمود
، راجندران و همƨاران )ì(جنا و همƨاران 

با ) ۱۴(و راجندراƧومار و همƨاران ) ۱۳(
که از منشا  RAPD استفاده از نشانگر مولƨولي

لازم . صورت گرفت  برخوردار بودييايتوکندريم
ن اŧر انگشت يي و تعييبذکر است در شناسا

 و A يهانيخصوصا لاک يآلوپلاسم يهانيلا
B يتوپلاسمي با منشا سييعمدتا از نشانگرها 
  ا کلروپلاست استفاده ي يتوکندرير مينظ
  

 يهانشانگرنه کاربرد يکه در زم. شوديم
DNAلرƧ پلاستيو)cpDNA( براي تعيين 

Ƨوآنژو و قات يتوان به تحقيخلوص ژنتيکي م
 اشاره) ۱ë(و سانƦ و همƨاران ) ۵(همƨاران 

هاي لاين غربالƢ حاƋر يهدف از تحق. نمود
Ʀنشانگرهاي با استفاده از   برنجآلوپلاسمي

  .باشدي ممولƨولي
  

  مواد و ŹوƸƃا
ƶيهانمونĭ ياهي  
لاين نرعقيم  پنج از ه حاƋردر مطالع     

 A، نعمت )A) ۱ نداشامل   برنجسيتوپلاسمي
 ،)۹( A ۳، آمل)ì (A، چمپا )۵ (A، دشت )۳(

، )B) ۲ندا شامل پنج لاين نگهدارنده باروري 
، )۸ (B، چمپا )ë (B، دشت )B) ۴نعمت 

پژوهشکده برنج و  ه شده ازيته) B )۱۰ ۳آمل
منابع  و ي دانشگاه علوم کشاورز،مرکبات

 IR58025A   نيبه همراه دو لا ي ساريعيطب
ه شده از موسسه يته) ۱۲(  IR58025B و)۱۱(

استفاده ) IRRI(برنج  يالمللنيقات بيتحق
اعداد داخل پرانتز نشاندهنده شماره  (گرديد

جهت . )باشدي ژل آگارز ميها بر روĚيژنوت
صد عقيم، آزمون  در هاي صدبوتهيابي به دست

م با ـهاي نرعقيتست دانه گرده بر روي لاين
) KI-I2(م يƦ درصد ول يديد يدور پتاسيـمحل

 يهاهايي که در آن دانهونهـ نم.فتصورت گر
Ĭپذيري تيره و توپر برخوردار بودند گرده از رن

  هايي که هاي بارور و نمونهبه عنوان بوته
صورت روشن و چروکيده ه هاي گرده بدانه
Ĭ۱۰۰%هاي پذيري داشتند، به عنوان بوتهرن 

  .عقيم در نظر گرفته شدند
  1- Dwarf abortive 
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żŬţوي ƶلŰţ ي ƪRAPD 
      ũاستخراDNA Ɓدلاپورتا و  ژنومي به رو

ت و کيفيĈت ـکميĈ. )۳ ( صورت گرفتهمکاران
 با روƁ الکتروفورز ژل آگارز DNAهاي نمونه

 غربال .ندو اسپکتروفتومتر تعيين گرديد
ƨلاين نرعقيم سيتوپلاسمي  ششولي ـمول

)CMS ( لاين نگهدارنده باروري  ششبه همراه
)Bآغازگر ۲۵ استفاده از تعداد  با) لاين 

RAPD )Alpha DNA, Montreal, 
Canada (صورت گرفت)  هر واکنش . )۱جدول

 ۹۵/۴ ميکروليتري عبارت بود از ۵/۱۲
 ميکروليتر ۲۵/۱استريل،  ميکروليتر آś مقطر

 ميکروليتر کلريد 10X( ،۳/۱( بافر واکنش
 ë۲۵/۰، ۱۲۵/۰مولار،   ميلي۲۵منيزيم 

  ميکرومولار، يک واحـد۵ ميکروليتر آغازگر
 با غلظت DNA ميکروليتر ۴مراز و  پلي تک
اي  واکنش زنـجيره.  در ميƨروليترنانوگرم ۱۰

 ۹۴قه در ي دق۴ ييل دمايمراز  با پروفا پلـي
 ۱،  درجه۹۲قه ي دق۱(کل ي س۴۰درجه، 

ر يو تکث)  درجهì۲قه ي دق۲ درجه و ۳۲قه يدق
  به سانتيگراد  درجه ì۲ در يينها

  رل ترموسايکدر دستگاهقه ي دق۱۰مدت 
)MJ Mini, Bio-Rad, USA( اجرا گرديد .

مشاهده الگوي نواري محصولات تکثيري بر 
آميزي  درصــد و رن۸/۱Ĭروي ژل آگارز 

  . صورت گرفت) mg/ml 0.5( برومايد اتيديوم
  OPH20 جفت بازي۹۵۰ باند يسازهمسانه

   ۹۵۰ باند يسازهمسانهجهت 
 Escherichia يدر باکتر  OPH20جفت بازي

coliهي سو DH5αقطعه مورد  ، ابتدا  
   MS )Rocheاز ژل آگارز نظر 

  

Diagnostics GmbH, Germany (ياسازدج 
 با استفاده از DNA قطعه يسازخالƆ. ديگرد

 ƆHigh Pure PCR Productي تخلتيک

Purification )Roche Diagnostics 

GmbH, Germany(ن ييتع. رفتـ صورت گ
 شده يساز Ɔـول خالـمحصت يفيت و کيمک

    و۱%ستفاده از ژل آگارز ابا 
 ,Biophotometer(دستگاه اسپکتروفتومتر 

Eppendorf, Germany (ن يدر ا. دياجرا گرد
از نظر  مورد قطعه يساز Ƣ جهت همسانهيتحق

د که ـياستفاده گردوکتور  T/Aستم يس
ل اتصا يبراdA َ 3- پايانه منتهي به د بهـازمنين

 افزودن جهت. )۲( باشد يـد مـيبه پلاسم
واکنش  ،PCRفرآورده  ين به دو انتهايآدن

 ۳۰ ييل دمايمراز با پروفا اي پلـي زنـجيره
ر ـل ترموسايک درجه در دستگاهì۲قه در يدق
 ميکروليتري ۵/۱۲هر واکنش . را گرديدـاج

  ميکروليتر آś مقطر۹۵/۴عبارت بود از 
، )10X( فر واکنش ميکروليتر با۲۵/۱استريل، 

   ۲۵کلريد منيزيم ميکروليتر  ۳/۱
 dATP ۲۰ ميکروليتر ۱۲۵/۰مولار،  ميلي
 ۵ميکروليتر آغازگر  ë۲۵/۰مولار،  ميلي

 ۴مراز و  پليميکرومولار، يک واحـد تک
با غلظت  ƆPCR شده يفراورده تخلميکروليتر 

پايانه  با توجه به  قطعه موردنظر. نانوگرم۴۰
 با  آنياƋافه شده به انتهاdA È 3- منتهي به

 InsTAclone™ PCRتياستفاده از ک
Cloning (MBI Fermentas, Lithuania)  

 Ǝليگاز توسT4 يد خطيدر پلاسم 
pTZ57R/T د و در ادامه يگرد وارد

   مستعد يها نوترƧيب به سلوليدهايپلاسم
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۴ì

  هي سوEscherichia coli يباکتر
DH5α )JM107 (محصول. ندانتقال داده شد 

 ي رويسازهمسانه جهت تراريزƁواƧنش 
 و Xgal ،سيلين  حاوي آمپيƎLB کشت يمح

IPTGجهت غربال  . قرار داده شد
 هايƧلوني ، حامل قطعه موردنظريدهايپلاسم
روƁ غربال با استفاده از  و انتخاś نĬر سفيد
 قطعه ي حاويدهايپلاسم ،)۱۵( ۱سريع

د يي جهت تا.دنديگرد ييشناسا موردنظر
   يها، کلونغربال شده ياهونصحت کل

  

 مورد Colony PCRاز با استفاده  يابخانت
    با استفاده ازتيدر نها.  قرار گرفتنديبررس

   در دستگاهM13  استاندارديآغازگرها
Prism-ABI 3730 XL-PerkinElmer   

 با استفاده ي توالي همولوژ.دندي گرديابييتوال
اه مرکز  با استفاده از وبگBLASTnتم ياز الگور

 .دي گرديبررس ۲يوتکنولوژيب لاعاتط ايمل
  با استفاده از ز ين DNA ي تواليفيهمرد

  . صورت گرفتClustalW2افزار  نرم
  
  

  
  ک برنجي آلوپلاسميهاني لايي شناسا مورد استفاده درRAPDآغازگرهاي فهرست  - ۱جدول            

  آغازگر  يتوال  آغازگر  يتوال
GAATCGGCCA  OPH 18  GGTCGGAGAA  OPH 01  
CTGACCAGCC  OPH 19  TCGGACGTGA  OPH 02  
GGGAGACATC OPH 20 AGACGTCCAC  OPH 03  
TGCCGAGCTG OPA 02 ACGCATCGCA  OPH 06  
AGTCAGCCAC OPA 03 CTGCATCGTG  OPH 07  
AGGGGTCTTG OPA 05 TGTAGCTGGG  OPH 09  
GGTCCCTGAC OPA 06 CCTACGTCAG  OPH 10  
GAAACGGGTG OPA 07 CTTCCGCAGT  OPH 11  
GTGACGTAGG OPA 08 ACGCGCATGT  OPH 12  
GGGTAACGCC OPA 09 GACGCCACAC  OPH 13  
CAATCGCCGT OPA 11 ACCAGGTTGG  OPH 14  
TCGGCGATAG OPA 12 TCTCAGCTGG  OPH 16  

  CACTCTCCTC  OPH 17  

  
   و بŦŰجينتا

ي هابررسـي چنـدشکلي موجود در لاين     
  آغازگراستفاده از نرعقيم و نگهدارنده با

در ابتدا جهت . صورت گرفت RAPDتصادفي 
ر ي تکرارپذي باندي با الگويينش آغازگرهايگز

 ۲۵ با استفاده از ييانت دمايو مشخƆ، گراد
 اجرا B و ندا ĚA ندا ي دو ژنوتيآغازگر بر رو

انت يج حاصل از گراديبا توجه به نتا. ديگرد
توپلاسم ي آغازگر جهت غربال س۱ë، ييدما
. دنديم انتخاś گردي نگهدارنده و نرعقيهانيلا

تعداد باندهاي توليد شده توسƎ هر آغازگر در 

 عدد متƜير بود و طول ۱۳ تا ۵اي از دامنه
 قرار ۱۴۰۰ ي ال۱۰۰ز در محدوده يقطعات ن

  اي  واکنش زنجيـرهنتايج بررسي .داشت
دهد Ƨه اغلب باندهاي  نشان ميمـراز  پلـي

عقيم نرارقام بين  RAPDبدست آمده 
و ارقام نگهدارنده  )Aلاين  (سيتوپلاسمي

  تحقيقاً.باشندمونومورف مـي) Bلاين (عقيمي 
ماهيت و زمينه ت به جه نتيجه نين چنيا

. باشد ي دور از انتظار نمهايکي اين لاينتژن
 براي هر کدام RAPDبذƧر است نشانگر لازم 

ه ندا، نعمت، دشت، چمپا، ندهاي نگهداراز لاين

1- Rapid screen 
2- Http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genBank/index.html 
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اŧر شان هاي مادري لاينو IR58025A ،۳ آمل
 در .فردي را توليد نمودنده ب انگشت منحصر

 OPH01و  OPH 20 هاياين پژوهش نشانگر
 و CMSاي هتي در لاينواز الگوي متفا

  ر به تمايز  و قادند، برخوردارنگهدارنده
 از يکديگر Bهاي  و لاينCMSهاي لاين
 OPH20 پروفايل ژل آغازگر ۱در شکل . بودند

 CMSهاينشان داده شده است که در آن لاين

 در حالي ، بودهbp 950داراي باندي به اندازه 
در  هاي نگهدارنده فاقد آن بودندکه لاين
داراي   CMSهاي لايننيز OPH01آغازگر 

 در حالي که ، بودهbp 850دازه باندي به ان
که در  باشندميهاي نگهدارنده فاقد آن لاين

  .نشان داده شده است آن  پروفايل ژل۲شکل 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  طالعهمک برنج مورد ي در ارقام آلوپلاسمOPH 20 تکثير يافته با استفاده از آغازگر DNA پروفايل ژل قطعات -۱شکل    
  ).رجوع شود به بخش مواد و روشها(است ها Ěيب نشاندهنده شماره ژنوتيرت بت۱۲ ي ال۱ اعداد            

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 

  ک برنج مورد مطالعهي در ارقام آلوپلاسمOPH 01 تکثير يافته با استفاده از آغازگر DNA پروفايل ژل قطعات - ۲شکل 
  .باشديم) به بخش مواد و روشهارجوع شود (ها Ěيب نشاندهنده شماره ژنوتي بترت۱۲ ي ال۱ اعداد            

  

 

  

  

  

  

  

950 bp  

      Ladder  ۱         ۲               ۳          ۴         ۵         ë         ì            ۸      ۹         ۱۰       ۱۱        ۱۲ 

850 bp  

                ۱       ۲                   ۳           ۴         ۵           ë          ì           ۸          ۹          ۱۰        ۱۱         ۱۲ 
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۴۹

 يتوپلاسميا سي يات هستهي ماهيجهت بررس
  ، قطعه شدهييشناسابودن باند 

OPH20-950 bp ندا يهانياز لا A و 
IR58025Aيدر باکترو در ادامه  ي جداساز 

Escherichia coliه ي سوDH5α سازي همسانه
جهت غربال  ).، ال۳ƞشکل ( گرديد

 هايپلاسميدهاي حامل قطعه موردنظر، Ƨلوني
 روƁ غربال سريعبا استفاده از  باƧتري

هاي غربال ونـ صحت کل. گرديدنديـبررس
   Colony PCR شده با استفاده از

 در نهايت . نشان داده شده است) ś- ۳شکل (
هاي انتخابي با استفاده از  کلونPCRمحصول 

تعيين ترادف  M13آغازگرهاي استاندارد 

هاي ندا  همرديفي توالي۴گرديد که در شکل 
A و IR58025A با توالي موجود در بانک ژن 

با توجه به در دسترس . نشان داده شده است
 آناليزبودن توالي کامل ژنوم ميتوکندري برنج، 

 استفاده با ترادف شده تعيين توالي Ƨامپيوتري
 درũمن هاي با ساير داده BLAST  افزارنرم از
 ساير موجودات و برنج به مربوط ژن بانƦ در

 حاکي BLASTافزار نرم نتايج . صورت گرفت
از همولوژي بالاي توالي فوق با توالي ژنوم 

 براي. بود) ۹۵%همولوژي (ميتوکندريايي 
   مربوط به قطعهيهايتوال مقايسه

OPH20-950 bpازهاي بانک ژن با ساير داده  
  . شد  استفاده نيزCLUSTALW2افزار  نرم

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  هاي انتخابيغربال کلون). شکل الƞ(تخليƆ شده از ژل آگارز   OPH20-950 باند- ۳شکل           
  .)شکل ś ( درصد۱  ژل آگارزي روColony PCR با استفاده از A ندا                         

 

  

  

)ƞال(  
 

  

)ś(  

100 bp  50 bp     ۱     ۲      ۳      ۴       ۵       ë     ì         100 bp 50 

950 bp  

 IR58025A                                      Ladder   ندا A 

1050 
b
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  ي موجود در بانک ژن براي تعيين درصد همولوژي آنها علامت با توالIR58025A و Aهاي ندا  همرديفي توالي- ۴شکل 
  .باشد نشاندهنده نوکلئوتيدهاي مشابه و جاي خالي مبين عدم نوکلئوتيد مشابه در توالي مورد مقايسه مي*           

  
  

  در اين تحقيƢ جهت شناسايي و تمايز      
 RAPDهاي آلوپلاسميƦ برنج از نشانگر لاين

 تصادفي بودن و عدم نياز به به جهت ماهيت
 PCRميتوƧندري جهت اجراي DNA توالي 

غالب باندهاي مشاهده شده . استفاده گرديد
داخل  در ندهنگهدار  و لاينCMSبين لاين 

Ʀرقم، مونومورف بودند که اين امر دور ازي  
با ) B(دارنده ـ نگههايلاين. انتـظار نبوده است

 داراي عنـييزولاين بوده، ـاي، CMS هايلاين
 CMS هاياي مشابه با لاينهاي هستـهژن

) N(بوده و تنها در فاکتور سيتوپلاسمي 
مهمترين مزيت  .)۱۹ و ۱۸ (دنباشيـمتفاوت م

نشانگر اراŗه شده در اين تحقيƢ نسبت به 
نشانگر اختصاصي اراŗه شده توسƎ ياشيتولا و 
همƨاران، ماهيت چندگانه بودن 

)Multiplexing (باشد اندي مذبور ميالگوي ب
) cms (ييايتوکندري مبدين مفهوم Ƨه نشانگر

اراŗه شده توسƎ ياشيتولا و همƨاران جهت 

استفاده نياز به ترƧيب با يƦ نشانگر 
در . دارد سلول را هسته موجود در ياختصاص

به جهت ماهيت Ƨ OPH20ه نشانگر  حالي
، نه تنها نياز RAPDچندگانگي الگوي باندي 

سازد اي را مرتفع مييگر هستهبه نشانگر د
ه  جفت بازي آن نيز ب۹۵۰بلƨه قطعه باندي 

جهت ماهيت ميتوƧندريايي بودن امƨان 
 را B و Aهاي لاين  تفƨيƦ سيتوپلاسم

Ƨه در بررسي خلوص بذور سازد  م ميـفراه
بروز ناخالصي در طي  .باشد عامل Ƨليدي مي

علت ه مراحل مختلƞ توليد بذور هيبريد ب
  ي دانه گرده غيروالديني، دگرپراکندگ

 ،افشاني ناخواسته و اختلاط فيزيکي گرده
امري  B و Aهاي خصوصا اختلاط بذور لاين

Ƨه مورد اخـير به عنوان  باشد ميمحتمل 
. گردد  لحاƑ مـيصيـبع ناخالـمترين منـمه

% ۱شود به ازاي هر برآورد مي به طوري Ƨه
هيبريد، مقدار کاهش  ناخالصي در بذور
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۵۱

 کيلوگرم در هکتار ۱۰۰لکرد در حدود عم
ايĤي   در گزارƁ کهيبه طور ).۹(خواهد بود 
) ۱۳(و راجندران و همکاران ) ë(و همکاران 

  بذور هيبريد اراŗه شده به Ƨشاورز خلوصمقدار
طبيعي .  اعلام گرديد۹۸% و ۹ë%به ترتيب 

والديني مورد استفاده در هاي است که لاين
بايد از سطŮ بالايي از هيبريد نيز توليد بذر 

). ۲۰(برخوردار باشند  )≤۹۹(%خلوص ژنتيکي
) Ƨ)۹وموري و همƨاران بر همين اساس 

لازمه توليد بذور هيبريد که  گزارƁ نمودند
Ɔصحيحي از ،خال Ɖداشتن پيش فر 

 خصوصا ينهاي والديوص لاينـمديريت خل
 به همين منظور .باشديـم CMS يهالاين

براي بررسي  ،PCRروƁ سريع مبتني بر 
با توجه به  .ديها اراŗه گردني لايکي ژنتخلوص

هاي نرعقيم ي لاينـاصلاح و معرفي ارقام بوم
 بذور يدر کشور، کنترل و گواهسيتوپلاسمي 

 ي امريکيد شده به لحاƑ خلوص ژنتيتول
śنه نقش ين زميباشد که در اير ميناپذاجتنا

. ستيده ني پوشي بر کسي مولکولينشانگرها
وجه به نتاũ حاصله از همرديفي توالي در ت

  توان باندميدهد ينشان مبانک ژن 
OPH20-950 با منشا ميتوکندريايي را به 

عنوان نشانگر اختصاصي جهت شناسايي و 
از  CMS هايآزمون خلوص ژنتيƨي لاين

در . معرفي نمود) B (هندهاي نگهدارلاين
و ) ë(قات مشابه توسƎ آيĤي و همƨاران يتحق

 کاربرد ،زين) ۱ì(وفرامانين و همƨاران س
  ن اŧرانگشت يي جهت تعRAPDنشانگر 

د قرار ييمورد تام و نگهدارنده ي نرعقيها نيلا
ايج اين بررسي مويد پتانسيل بالاي نت .گرفت

 Ěاز تي ũبذور خار Ɔاين نشانگر در تشخي
 CMS هايلايندر ) B (هندهاي نگهدارلاين

ررسي خلوص  که امکان ببودهمورد بررسي 
. آوردبذور را در هر مرحله از رشد فراهم مي

هاي تواند در برنامـه مين نشانگر مذبوريهمĤن
ک ي آلوپلاسميهانيلاکنترل و گواهي بذور 

  .  مدنظر قرار گيردبرنج
  

 يƣدŹدان و ţشƨر
پژوهشکده  مالي حمايت با تحقيƢ اين     

 و ي دانشگاه علوم کشاورز،برنج و مرکبات
. است رسيده انجام به ي ساريعيطبمنابع 

اين مديريت و همکاران  از لهيوس نيبد
.دآيعمل ميه پژوهشکده قدردانـي ب

  
  
  
  
  
  
  
  
  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

23
 ]

 

                             9 / 12

http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-145-fa.html


RAPD  ................................................................................ ۵۲ ي مولکول با استفاده از نشانگر).Oryza sativa L(  برنجآلوپلاسميکهاي لاين يغربالگر

Ɩابƴم  
1. Ballestter, J. and M. Carmen. 1998. Determination of F1 hybrid seed purity in pepper 

using PCR-based markers. Euphytica. 103: 223-226. 
2. Clark, J.M. 1988. Novel non-templated nucleotide addition reactions catalyzed by 

prokaryotic and eukaryotic DNA polymerases. Nucl. Acids Res. 16 (20): 9677-
9686. 

3. Dellaporta, S.L., J. Wood and J.B. Tickes. 1983. A plant molecular DNA 
minipreparation version П. Plant Mol. Biol. Rep., 1: 19-21. 

4. Garg, A., A.K. Singh, K.V. Prabhu, T. Mohapatra, N.K. Tyagi, N. Nandakumar, R. 
Singh and F.U. Zaman. 2006. Utility of a fertility restorer gene linked marker for 
testing genetic purity of hybrid seeds in rice (Oryza sativa L.). Seed Sci. Tech., 34: 
9-18. 

5. Guanghua, H., H. Lei, X. Yuehua, L. Xiaoying, N. Guoqing, Y.Y. Guangwei and P. 
Yan. 2003. A common sequence difference between cytoplasmic male sterile lines 
and their maintainer lines existing in rice (Oryza sativa L.) chloroplast tRNA-Leu 
gene region. Euphytica. 131: 269-274. 

6. Ichii, M., D.L. Hong, Y. Ohara, C.M. Zhao and S. Taketa. 2003. Characterization of 
CMS and maintainer lines in indica rice (Oryza sativa L.) based on RAPD marker 
analysis. Euphytica. 129: 249-252. 

7. Jena K.K. and S.K. Pandey. 1999. DNA markers for purification of A and B lines for 
hybrid rice improvement. Hybrid Rice Newsl. 2: 13-14. 

8. Jianhua, Z., M.B. Mcdonald and P.M. Sweeney. 1997. Testing for genetics purity in 
Petunia and Cyclamen seed using random amplified polymorphic DNA markers. 
Hort Sci., 32: 246-274. 

9. Komori, T. and N. Nitta. 2004. A simple method to control the seed purity of 
japonica hybrid rice varieties using PCR-based markers. Plant Breed. 123: 549-553. 

10. Nancy, A.E. 2006. Cytoplasmic male sterility and fertility Restoration. The plant 
Cell. 18: 515-517. 

11. Nandakumr, N., A. Singh, K. Sharma, R.K. Mohapara, T.K.V. Prabhu and F.U. 
Zaman. 2004. Molecular fingerprinting of hybrids and assessment of genetic purity 
of hybrid seeds in rice using microsatellite markers. Euphytica. 136: 257-264. 

12. Nematzadeh, G., A. JuharAli, M. Sattari, A. Valizadeh, E. Alinejad and M.Z. Nouri. 
2006. Relation between different allogamic associated trait characteristics of the five 
newly developed cytoplasmic male sterile (CMS) lines in rice. Central Eur. Agric. 
J., 7: 49-56. 

13. Rajendran, N., R. Gandhimani, S. Singh and K. Palchamy. 2007. Development of a 
DNA marker for distinguishing CMS lines from fertile lines in rice (Oryza sativa 
L.). Euphytica. 156: 129-139. 

14. Rajendrakumar, P.P., A.K. Biswal, S.M. Balachandran, M.S. Ramesha, B.C. 
Viraktamath and R.M. Sundaram. 2007. A mitochondrial repeat specific marker 
for distinguishing wild abortive type cytoplasmic male sterile rice lines from their 
cognate isogenic maintainer lines. Crop Sci., 47: 207-211.  

15. Sambrook, J. and D.W. Russell. 2001. Molecular cloning. New York: Cold Spring. 
Harbor Laboratory Press. p. 1-1688. 

16. Sang, X., Z. Yang, B. Zhong, Y. Li, L. Hou, Y. Pei, G. Li and G. He. 2006. 
Assessment of purity of rice CMS lines using cpDNA marker. Euphytica. 152: 177-
183.  

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

23
 ]

 

                            10 / 12

http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-145-fa.html


 ............................................................................ ..............................................۱۳۸۸تابستان / شماره دوم/ سال اول/ اصلاح گياهان زراعيپژوهشنامه 

 

۵۳

17. Souframanien, J., J.G. Manjaya, T.G. Krishna and S.E. Pawar. 2003. Random 
amplified polymorphic DNA analyses of cytoplasmic male strils and male fertile 
Pigeon pea. Euphytica. 129: 293-299.  

18. Virmani, S.S., C.X. Mao, R.S. Toledo, M. Hossain and A. Janaiah. 2002. Hybrid 
rice seed production technology and its impact on seed industries and rural 
employment opportunities in Asia. IRRI Technical Bull. p. 1-13. 

19. Virmani, S.S., Z.X. Sun, T.M. Mou, A. Jauharali and C.X. Mao. 2003. Two-line 
hybrid rice breeding manual. Los Bonos (Philippinines), Internationahl Rice 
Research Institute. p. 1-88. 

20. Yashitola J., R.M. Sundaram, S.K. Biradar, T. Thirumurugan, M.R. Vishnupriya, R. 
Rajeshwari, B.C. Viraktamath, N.P. Sarma and R.V. Sonti. 2004. A sequence 
specific PCR marker for distinguishing rice lines on the basis of wild abortive 
cytoplasm from their cognate maintainer lines. Crop Sci., 44: 920-924.  

21. Yashitola, J., T. Thirumurugan, R.M. Sundaram, M.K. Naseerullah, M.S. Ramesha 
N.P. Sarma and R.V. Sonti. 2002. Assessment of purity of rice hybrids using 
microsatellite and STS markers. Crop Sci., 42: 1369-1373.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
26

-0
4-

23
 ]

 

                            11 / 12

http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-145-fa.html


RAPD  ................................................................................ ۵۴ با استفاده از نشانگر مولکولي ).Oryza sativa L(  برنجآلوپلاسميکهاي  لاينغربالگري

Screening of Rice (Oryza sativa L.) Alloplasmic Lines Via RAPD Molecular 
Markers 

 
 

S.H. Hashemi1, G.A. Nematzadeh2, S.M. Alavi1 and M. Oladi3 

 
 
Abstract 
     In three-line system, cytoplasmic male sterile (CMS) lines often were contaminated 
with cognate iso-nuclear maintainer lines during seeds multiplication processes. 
Therefore fingerprinting of breeding lines and identification of line-specific markers are 
prerequisite in genetic purity test. Six CMS lines including Neda-A, Nemat-A, Dasht-A, 
Amol 3-A, Champa-A, IR58025A and their iso-nuclear maintainers were used in this 
study. Twenty-five random amplified polymorphic DNA (RAPD) primers used for 
screening CMS lines and maintainer lines. The result indicated that the iso-gene lines 
had similar band patterns in most marker loci due to similar genetic background that 
present between CMS lines and co-maintainer lines. However two specific bands, 950 
bp and 850 bp were produced by OPH20 and OPH01 primers that could uniquely 
recognize the CMS lines from their cognate maintainer lines, respectively. The genetic 
nature of OPH20-950 band was determinated by isolation of fragment from gel, clone to 
Escherichia coli bacteria via T/A cloning system, and was sequenced. A BLAST search 
of OPH20-950 sequence with GenBank indicated 95% homology to a rice 
mitochondrial DNA. These line-specific fragments could be used as a specific feature 
(scare marker) for characterization and genetic purity test of WA CMS lines. 
 
 
Keywords: Rice, RAPD, Cytoplasmic male sterile lines, Genetic purity test, 
                     Mitochondri 
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