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اي مـورد اسـتفاده قـرار     هيبريد آفتابگردان بـه طـور گسـترده    ژنتيكي در توليد بذور -نرعقيمي سيتوپلاسمي
ايـن تحقيـق   . استمسئول فنوتيپ نرعقيمي  atpAژن  3'موجود در انتهاي  ORFH522 ،در آفتابگردان. گيرد مي

آفتـابگردان صـورت   در  PET1ژنتيكـي   -به منظور شناسايي نشانگر مولكولي براي سيستم نرعقيمـي سيتوپلاسـمي  
بـه عنـوان    لاين بازگرداننده باروري 32لاين نگهدارنده نرعقيمي و  24از پنج لاين نرعقيم،  ظوربدين من .گرفت

 NCBIتوالي مربوط به ژن مذكور در دو سيستم نـرعقيم و نربـارور از پايگـاه اينترنتـي     . استفاده شد مواد ژنتيكي
ايـن  . ك جفت آغازگر طراحـي شـد  ها، ي ي در تواليلها، بر اساس ناحيه چندشك رديفي آن و پس از هم دريافت

سيتوپلاسم نرعقيم تكثير كرد در حالي كـه   داراي هاي لايندر كليه  بازجفت 182 اي با طول قطعه ،جفت آغازگر
بـه عنـوان نشـانگر سيتوپلاسـم      اين آغازگر بنابراين ؛سيتوپلاسم نربارور تكثير نشد دارايهاي  هيچ يك از بوتهدر 

عقيم نـر  سيتوپلاسـم  داراي ،هاي بازگرداننـده بـاروري   كه تمامي لاين ثابت شدن همچني. شود نرعقيم معرفي مي
هاي اصلاحي آفتابگردان در مراحل انتقـال سيتوپلاسـم نـرعقيم بـه      تواند در برنامه بنابراين اين نشانگر مي. هستند
  .رد استفاده قرار گيردثري موؤطور مهاي بازگرداننده باروري به سازي لاين هاي جديد و نيز توليد و خالص لاين

  
  .atpAو  PET1 ،ORFH522، نرعقيمي سيتوپلاسمي آغازگرآفتابگردان، : هاي كليدي واژه
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  مقدمه
ــابگردان  ــد در آفتــــــ ــد هيبريــــــ   توليــــــ

)Helanthus annuus L.(،   ــن ــت ايـ زراعـ
است زيـرا   كرده محصول مهم روغني را متحول

ــزايش بيســت درصــدي    ــد باعــث اف ــام هيبري ارق
شـوند   افشان مي عملكرد نسبت به ارقام آزادگرده

)Leclercq, 1969 .(  تهيه هيبريد آفتـابگردان در
عقيمـي   سطح تجاري، مرهون شناسايي سيستم نر

ــمي ــي و ژن -سيتوپلاسـ ــته  ژنتيكـ ــاي هسـ اي  هـ
گيـاهي اسـت    بازگرداننده بـاروي در ايـن گونـه   

)Yue et al., 2010 .(  1969اين سيستم در سـال 
. (Lecrerq, 1969)توسط لكلـرك كشـف شـد    

توليد هيبريد در آفتابگردان حاصـل تلاقـي يـك    
لايـن  (لاين پدري واجد ژن بازگرداننده باروري 

ــتورر ــرعقيم    ) رسـ ــادري نـ ــن مـ ــك لايـ ــا يـ بـ
  . سيتوپلاسمي است

ــر ــيش  -عقيمــي سيتوپلاســمي ن   ژنتيكــي در ب
ــه 150از  ــت   گونـ ــده اسـ ــاهده شـ ــاهي مشـ   گيـ

)Kaul, 1998 .( ايــن سيســتم در تركيــب بــا ژن
بازگرداننده باروري كه در هسته سلول قرار دارد 

اي در اصلاح نباتات به كار رفتـه   به طور گسترده
ــت ــان،   . اسـ ــمي در گياهـ ــي سيتوپلاسـ   نرعقيمـ

  فنــوتيپي بــا وراثــت مــادري اســت كــه در خــلال 
ــي   ــد نمـ ــاروري توليـ ــرده بـ ــه گـ ــود آن دانـ   شـ

(Chen and Liu, 2014) .    فنوتيـپ نرعقيمـي بـا
ــه  ــدريايي ناب ــرتبط اســت  يــك ژن ميتوكن . جــا م

ــوالي ــدريايي مســئول  چهــاردههــاي  ت ژن ميتوكن
اند كه اغلب  نرعقيمي سيتوپلاسمي مشخص شده

ــا  آن ــايي ORFه  (Open reading frame)ه

ها باعث  اين ژن. سنتتاز هستند ATPمتصل به ژن 
شـوند   ميتوكندري گياهان مي اختلال در وظايف

ولــي تغييــري در فنوتيــپ عمــومي گيــاه بوجــود 
عقيمي سيتوپلاسمي قادر هاي نر ينلا. آورند نمي

دلايل اين امر . نيستندهاي گرده زايا  به توليد دانه
ها يا  رشد و نمو غيرنرمال دانه گرده، زوال پرچم

هــــا ويــــا تغييــــرات هومئوتيــــك  اجــــزاي آن
(Homeotic)  ــه ــه  از جمل ــرچم ب ــديل شــدن پ تب

علل دقيق وقوع . هاست گلبرگ يا ديگر اندامك
ــمي     ــي سيتوپلاس ــه نرعقيم ــر ب ــه منج ــي ك جهش

شود هنوز ناشناخته است، اما در مـواقعي كـه    مي
افتد، ممكـن اسـت    تغييرات هومئوتيك اتفاق مي

از  (Retrograde signal)علامــت رتروگــراد  
ــود و     ــتاده ش ــته فرس ــه هس ــاقص ب ــدري ن ميتوكن

كننـده جنسـيت    اي كنترل هاي هسته ويسي ژنرون
  ؛ Chen and Liu, 2014(هـا را تغييـر دهـد     اندام

Chase, 2007؛   Zubko, 2004؛  
Schnable and Wise, 1998 ( ــي در برخـ

هـاي براسـيكا    عقيم مانند توتون و گونه گياهان نر
(Kofer et al., 1991)    ــار ــاك دچ ــو بس نم

در اغلب  شود، در حالي كه تغييرات شديدي مي
هاي نـرعقيم نمـو بسـاك نرمـال      ها، در بوته گونه

بوده ولي ميكروسپوروژنسيس طي مراحـل ميـوز   
ــوز متوقــف مــي   ــا بلافاصــله پــس از مي شــود  و ي

(Kaul, 1998).  
  عقيمــي در   هــايي كــه نــر    در اغلــب گونــه 

ها گـزارش شـده، ويژگـي مزبـور بـا بيانيـك        آن
ORF     در ژنوم ميتوكندري ارتبـاط داشـته اسـت

)Schnable and Wise, 1998 .(  تا به امـروز در
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منبع نرعقيمـي مختلـف    هفتادآفتابگردان بيش از 
، ولـي در  )Serieys, 1999(شناسايي شده اسـت  

توليــد تجــاري هيبريــد از سيســتم سيتوپلاســم     
PET1 ــي ). Leclercq, 1969(شــود  اســتفاده م
هــاي مــذكور، مســير را بــراي  ORF يــابي  تــوالي

ــانگر  ــي نش ــاي  طراح ــال   ه ــت غرب ــب جه مناس
. كنـد  عقيم سيتوپلاسمي تسـهيل مـي   هاي نر گونه

ــتم  ــك   PET1-CMSسيس ــابگردان در ي در آفت
  و H. annuusاي بـــين  تلاقـــي بـــين گونـــه  

H. petiolaris   ــده اســـــت ــايي شـــ   شناســـ
)Leclercq, 1969 .( ايــن پديــده بــا بيانيــك ژن

 ORFH522ميتوكندريايي در آفتابگردان به نـام  
ا وزن مولكــولي پــانزده كيلــو پپتيــدي بــ كــه پلــي

  كنــــد مــــرتبط اســــت  دالتــــون را رمــــز مــــي
)Moneger et al., 1994 ؛Laver et al., 1991؛  

Horn et al., 1991 .(ORFH522 واســطه  بــه
الحاق / آرايي واژگوني يك نوتركيبي از نوع باز

ايجاد شـده اسـت كـه بيـان      atpAژن  3'در ناحيه
ــترونيك  ــا  آن (Dicystronic)ديسيسـ باعـــث هـ

  ؛ Laver et al., 1991(شـود   ايجاد نرعقيمي مـي 
Horn et al., 1991 .( سيتوپلاســـم نـــرعقيم

  ديگـــــري كـــــه در آفتـــــابگردان شناســـــايي  
  معرفـــــي شـــــده اســـــت،  PEF1و بـــــا نـــــام 

 .H. petiolaris sppاي  حاصل تلاقي بين گونه

fallax    ــا ــت      H. annuus     بــــ   اســــ
)Serieys and Vincourt, 1987 .(ر د

ــم  ــري از PEF1سيتوپلاس ــه ORFH522، اث ، ك
اسـت، وجـود    PET1مشخصه خاص سيتوپلاسم 

  ).Horn, 2002(ندارد 

مكانيســم مولكــولي نرعقيمــي سيتوپلاســمي  
ــت    ــخص نيسـ ــاً مشـ ــوز دقيقـ ــابگردان هنـ . آفتـ

ــلولي    ــرگ ســ ــا مــ ــان بــ ــدري گياهــ   ميتوكنــ
ــه ــاط دارد  برنام ــزي شــده ارتب ــور. ري  بالــك و لي

)Balk and Leaver, 2001 (   گـزارش كردنـد
هـاي   ريزي شـده زودرس سـلول   كه مرگ برنامه

ــال  ــابگردان باعــث ايجــاد   (Tapetal)تاپت در آفت
نقص در توليد دانه گرده شـده و در نتيجـه گيـاه    

 atpAكـه ژن   بـا توجـه بـه ايـن    . شـود  نرعقيم مي
اسـت، سـابار و    ATPaseيكي از زير واحدهاي 

كـه   نشان دادند (Sabar et al., 2003)همكاران 
بـا كـاهش هيـدروليز     PET1سيتوپلاسم نـرعقيم  

ATP      مواجه شده و از آنجـايي كـه توسـعه دانـه
گرده نياز به انـرژي زيـادي دارد، گياهـان داراي    

كـــاي و نا. نـــرعقيم هســـتند PET1سيتوپلاســـم 
نيز با اثبات اثر . (Nakai et al., 1995)همكاران 

بــر  ORFH522ســميت پــروتئين توليــد شــده از 
و بـا توجـه بـه     Escherichia coliري روي باكت

كه ميتوكندري نيز منشأ باكتريايي دارد، علت اين
ــن    ــپ نرعقيمــي را ايجــاد ســميت اي ــروز فنوتي ب

  .نداهپروتئين ذكر كرد
هـاي عامـل    هايي مبني بـر وجـود ژن   گزارش

 (Nuclear male sterility)نرعقيمـي در هسـته   
ــت   ــده اس ــر ش ــابگردان منتش ــرز. آفت ــچ و  -پ وي

وجـود  ) al et Vich-Pérez,. 2005(اران همك ـ
ها را در آفتابگردان گـزارش و بـراي    اين نوع ژن

. ها نشـانگرهاي ريـز مـاهواره معرفـي كردنـد      آن
بــا ) Gong et al., 2014(گنــگ و همكــاران 

ــه بالــك در حــال تفــرق   اســتفاده از شــيوه تجزي
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(Bulk segregant analysis)  و دو گـــروه
تعـداد زيـادي نشـانگر     ژنوتيپ نربارو و نـرعقيم، 

ريز ماهواره را آزمون كردند و پيوستگي هشـت  
هــاي عامــل نرعقيمــي  لوكــوس نشــانگر را بــا ژن

  بـــا وجـــودي كـــه . اي گـــزارش كردنـــد هســـته
ــمي در    ــي سيتوپلاســ ــل نرعقيمــ ــوالي عامــ تــ

هاسـت كـه شـناخته شـده اسـت       آفتابگردان سال
)Köhler et al., 1991( ــر ، گزارشــي مبنــي ب

ــانگره  ــي نشـ ــايز  طراحـ ــراي متمـ ــردنايي بـ  كـ
  سيتوپلاســــــــم نــــــــرعقيم از نربــــــــارور در 

بــراي مثــال شــنابل و همكــاران . دســترس نيســت
)Schnabel et al., 2008 ( هـاي   بر اساس تـوالي

اقــدام بــه طراحــي    orfH522و atp9لوكــوس 
ــايز   ــت متمـ ــولي جهـ ــانگري مولكـ ــردننشـ  كـ

ــم  ــم  PET1سيتوپلاســـ و  PEF1از سيتوپلاســـ
  .سيتوپلاسم بارور كردند
هاي مناسب كه بتواننـد بـه    مراحل توليد لاين

عنوان والد مادري در فرايند توليد ارقـام هيبريـد   
وارد شــوند، مســتلزم شــناخت دقيــق از وضــعيت 

ايــن شــناخت . هــا اســت  عقــيم آن سيتوپلاســم نــر
عقيمـي  ها و بررسي فنوتيـپ نر  ند كاشت آننيازم

ها در مرحله گلدهي بوده و زمـان   يا باروري بوته
هاي كوتاه مدت  چنانچه بتوان با بررسي. است بر

و البتـه دقيـق بـه شـناخت مـذكور دسـت يافــت،       
هــا، در زمــان  جــويي در هزينــه عــلاوه بــر صــرفه

ها از نظر وجود  كوتاهي وضعيت بسياري از لاين
. شـود  عامل نرعقيمـي در سيتوپلاسـم تعيـين مـي    

هدف اين تحقيق، طراحي و شناخت نشانگرهاي 
امــل نرعقيمــي در سيتوپلاســم مولكــولي بــراي ع

ــود ــابگردان ب ــا اســتفاده از  . آفت ــه ايــن منظــور ب ب
هاي اطلاعاتي موجـود در زمينـه لوكـوس     پايگاه

ــابگردان،    مســبب نرعقيمــي سيتوپلاســمي در آفت
هـــاي مناســـب و  اقـــدام بـــه طراحـــي آغـــازگر

بـا  . عقيم سيتوپلاسمي شـد  هاي نر غربالگري لاين
در مرحلــه  تــوان اســتفاده از ايــن نشــانگر مــي   

را اســتخراج و نــوع  DNAهــا  گياهچــه، از لايــن
  .ها را مشخص كرد سيتوپلاسم آن

  
  ها مواد و روش

  مواد گياهي و شرايط كشت

  ژنوتيــپ نــرعقيم   پــنج در ايــن تحقيــق، از  
)A-Line( ،24  نگهدارنـــده نرعقيمـــيژنوتيـــپ 

 )B-Line (ــاروري ژنوتيــپ  32 و ــده ب بازگردانن
)R-Line (هـا   ايـن لايـن  . ده شدآفتابگردان استفا

در مزرعه پژوهشي مؤسسـه تحقيقـات اصـلاح و    
. كشــت شــدند 1394تهيــه نهــال و بــذر در ســال 

ــن ــن    لاي ــرده و لاي ــد گ ــرعقيم، فاق ــاي ن ــاي  ه ه
نگهدارنده و بازگرداننـده بـاروري داراي گـرده    

ــد ــه .بودن ــه چهــار برگــي   وقتــي بوت ــه مرحل هــا ب
تــرين بــرگ بــراي اســتخراج  رســيدند، از جــوان

DNA گيري شد نمونه.  
  

  DNAاستخراج 

DNA ها با اسـتفاده از روش  ژنوتيپCTAB 
ــد     ــتخراج شـــ ــي اســـ ــام تغييراتـــ ــا انجـــ   بـــ

(Li et al., 2007) .     لازم بـه ذكـر اسـت كـه در
 DNAژنـــــومي،  DNAمراحـــــل اســـــتخراج 

منظـور  بـه . شـود  ميتوكندريايي نيز اسـتخراج مـي  
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استخراجي از نظر غلظت  DNAبررسي وضعيت 
 Cadexستگاه اسـپكتروفتومتر  و خلوص آن از د

 DNAوضـــعيت . اســـتفاده شـــد SB038مـــدل 
استخراجي روي ژل آگـارز يـك درصـد مـورد     

  .بررسي قرار گرفت
  

  هاي بيوانفورماتيك بررسي

ــوالي ــل    ت ــه عام ــوط ب ــدي مرب ــاي نوكلئوتي ه
و مربـوط بـه   ) فـرم نـرعقيم  (عقيمي سيتوپلاسمي 

 به ترتيـب ) دارنده فرم نگه(هاي نرمال  سيتوپلاسم
ــي   ــماره دسترســ ــا شــ  X53537و  X55963بــ

)Köhler et al., 1991 (  ــي ــاه اينترنت از پايگ
NCBI عامــل ايجــاد  كــهجــا  از آن. گرفتــه شــد

هايي در انتهـاي   سيتوپلاسم نرعقيم، ايجاد جهش
در ميتوكنــدري و بــه وجــود آمــدن  atpAژن  3'

ORFH522  اســت(Köhler et al., 1991) .
افـزار   ا اسـتفاده از نـرم  ها ب ژن اين توالي 3'انتهاي 

MegAlign  ــخه ــرار    7نس ــي ق ــم رديف ــورد ه م
گرفت و بر مبناي ناحيه چندشكلي، يـك جفـت   

ــازگر بــا اســتفاده از نــرم     Primer3افــزار  آغ

(http://primer3.ut.ee/) طراحي شد.  
  

ــره  ــنش زنجيـ ــي واكـ ــراز  اي پلـ و  (PCR)مـ

  الكتروفورز

براي يـافتن   ORFH522 F/Rآغازگر جفت 
هاي نـرعقيم، نگهدارنـده و    تمايز نواري بين لاين

رخ  با نـيم   PCRبازگرداننده باروري در واكنش 
  :حرارتي زير مورد استفاده قرار گرفتند

به مدت پنج دقيقـه؛ سـي و پـنج     ºC94دماي 

بــه  ºC52ثانيــه،  ســيبــه مــدت  ºC94چرخــه در 
ســي ثانيــه؛ و بــه مــدت  ºC72مــدت ســي ثانيــه، 

هـاي   وردهآفـر . به مدت ده دقيقـه  ºC72سرانجام 
بــر روي ژل آگــارز دو درصــد  PCRحاصــل از 

 Safestainبارگيري شدند و قطعـات بـه كمـك    
آميـزي و بـه    رنـگ ) ساخت شـركت سـيناكلون  (

  .قابل رويت شدند UVكمك نور 
  

  و بحث نتايج
اسامي و ماهيت مواد ژنتيكـي مـورد اسـتفاده    

-شخصات آغازگرهاي طراحـي و م 1در جدول 

هـاي داراي سيتوپلاسـم    شده براي شناسايي لاين
  .آورده شده است 2نرعقيم در جدول 

) 1شــكل (بــر اســاس نتــايج بــه دســت آمــده 
در دو گيـاه نـرعقيم و    atpAژن  '3توالي انتهـاي  

بارور با يكديگرمتفاوت بود و اين بيانگر وجـود  
ORFH522 هـر كـدام از  . عقيم استدر گياه نر 

ــوالي  ــن تـ ــا  ايـ از دو ) X55963و  X53537(هـ
CDS هـا مربـوط بـه     تشكيل شده كه يكي از آن

ــه   atpAژن  ــوط بـ ــري مربـ  ORFH522و ديگـ
سيسترونيك بيـان   صورت دياين دو ژن به. است
  .شوند مي

رديفـي بـين تـوالي گيـاه نـرعقيم و       نتيجه هـم 
دهـد كـه از ابتـداي     نشـان مـي  ) 1شكل (نربارور 

، در سي نوكلئوتيد بين ORFH522 كدون آغاز
ــارور شــباهت وجــود دارد و   ــرعقيم و نرب ــاه ن گي

ــابقي آن ــر . هــا متفــاوت اســت  م آغازگرهــايي ب
اساس تفاوت اين دو توالي طراحـي شـد كـه در    

هـا بـر اسـاس     ايـن آغـازگر  . ارائه شدند 2جدول 
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  مواد ژنتيكي مورد استفادهو ماهيت  اسامي -1جدول 
Table 1. Name and nature of the genetic materials 

 
ماهيت ژنتيكي

Genetic nature 
نام لاين

Line name
 ماهيت ژنتيكي

Genetic nature
 نام لاين

Line name 
B-Line B4-5B-LineBF181-436 
B-Line B8-1B-LineBF81-196 
B-Line B2-1B-LineB Line 1221 
B-Line B3-2B-LineBF80-427/1/3 
B-Line BF82-067B-LineBF820436/1/3 
A-Line AF80-427B-LineBF80-420/1/1 
A-Line CMS 19B-LineBF810029/1/1 
A-Line AF82060B-LineBF82-042/2/1 
A-Line AF82042B-LineBF82-06 
A-Line AF81067B-LineBF82-067/1/1 
R-Line RF81-131/1B-LineBF80-501/1/1 
R-Line RF81-2201B-LineBF82-060/2/1 
R-Line RF81-137/1B-LineBF80-533/1/1 
R-Line RF81-25B-LineBF82-061 
R-Line RF81-74B-LineBF82-061 
R-Line RF81-30B-LineBF81-131 
R-Line RF81-1/601B-LineB9-2
R-Line RF80-427B-LineB9-3
R-Line RF81-1-601B-Line

R-Line
B4-1

R-Line RF81-25R-LineRF81-1/2 
R-Line RF81-82R-LineRF82-A0636 
R-Line RF80-501R-LineRF81-74 
R-Line RF81-65R-LineRF81-82 
R-Line RF82-542R-LineR6-1
R-Line RF80-533R-LineR1-1
R-Line RF80-420/1/1R-LineR2-1
R-Line RF81-30R-LineR5-1
R-Line RF81-65R-LineR10-1
R-Line RF81-1-6-1R-LineR7-1
R-Line RF81-1/2R-LineR3-2

B-Line:لاين نگهدارنده نرعقيمي B-Line: Maintainer line  
A-Line:لاين نرعقيم سيتوپلاسمي A-Line: Cytoplasmic male sterile line  
R-Line:لاين بازگرداننده باروري R-Line: Fertility restorer line 

 
 

 سيتوپلاسم نرعقيمهايي با  براي شناسايي لاين ORFH522آغازگرهاي طراحي شده بر مبناي  -2جدول 
Table 2. Designed primers based on ORFH522 to identify lines bearing male sterile 

cytoplasm 
 

نوع آغازگر
Primer sort 

توالي آغازگر
Primer sequence

 نام آغازگر
Primer name 

 مستقيم
Forward 5'-AGTAGCCCGTTCCGTGTTTA-3'ORFH522-F 
 معكوس

Reverse 
5'-AGAACGAGTTGCCGGAGTAA-3'ORFH522-R 

  
اختلاف بـين ژنـوم ميتوكنـدري گيـاه نـرعقيم و      
بارور طراحـي شـد و بـه همـين دليـل اسـت كـه        

DNA  باز در گياهـان نـرعقيم   جفت 182به طول
شود در حالي كه تكثير آن در گياهـان   تكثير مي

  .شود با سيتوپلاسم غيرعقيم مشاهده نمي
گرهاي مذكور قـادر  آغازمطابق انتظار، جفت

هــايي بــا سيتوپلاســم نــرعقيم و  بودنــد بــين لايــن
هـاي   در لاين) 2شكل (ند ننربارور تمايز ايجاد ك
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 و) X55963توالي بالايي با شماره دسترسي (در گياه نرعقيم  atpAژن  3'رديفي انتهاي  هم -1شكل 

رنگ نشان داده ها با كادر سياه لوژي تواليهمو). X53537توالي زيرين با شماره دسترسي (نربارور 
  . دهد را نشان مي ORFH522شده روي شكل، كدون آغاز مستطيل مشخص. اند شده

  .اندهآغازگرهاي پيشرو و معكوس با پيكان روي شكل نشان داده شد
Fig. 1. Sequence alignment of 3′ end of atpA gene in male sterile plant (upper sequence 
with accession number X55963) and male fertile plant (lower sequence with accession 

number X53537). The homology between sequences are shown in black boxes.  
The box in the sequences indicates the start codon of the ORFH522.  

Forward and reverse primers are shown with arrow. 

 

 

 

 

 
  آفتابگردان ORFH522مبناي  شده بربا استفاده از آغازگرهاي طراحي PCRهاي  وردهآالگوي نواربندي فر -3شكل 

AF  وCMS :هاي نرعقيم،  لاينRF :هاي بازگرداننده باروري و  لاينBF :نگهدارنده نرعقيمي  هاي لاين.  
  .هاي نرعقيم و برگرداننده باروري مشهود است تمامي لاين جفت باز در 182وجود نوار با اندازه 

Fig. 3- Banding pattern of PCR products generated by designed primers based on ORFH522 in sunflower 
AF and CMS: Cytoplasmic male sterile lines, RF: Restorer fertility lines, and BF: Maintainer lines. 

A band with 182 bp in length is observed for all CMS and RF lines. M stands for 50 bp DNA size ladder 
(Cinnaclone Co.). 
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ــرعقيم  ، CMS19 ،AF81060 ،AF82042(نــــ
AF81067  وAF80427 ( ــا طــول ــواري ب  182ن

باز تكثير شـد در حـالي كـه ايـن تكثيـر در      جفت
ــن ــده   لايــ ــاي نگهدارنــ    ،BF810029/1/1(هــ

BF81-136، BF181-436، BF80-533/1/1،  
 BF80-501/1/1، BF80-427/1/3 و  

BF82-41/2/1 (   ــوع ــن موضــ ــداد و ايــ رخ نــ
هـاي   دهنده وجود تـوالي تكثيـري در لايـن    نشان

مشخصـــه  .واجـــد سيتوپلاســـم نـــرعقيم اســـت 
وجـــود ژن  ،هـــاي بازگرداننـــده بـــاروري لايـــن

. هــا اســت  بازگرداننــده بــاروري در هســته آن  
تواند نرعقيم يا نربارور  ها مي سيتوپلاسم اين لاين

كـه بيشـتر منبـع اسـتخراج     باشد ولي به دليل ايـن 
ــن ــران    لايـ ــاروري در ايـ ــده بـ ــاي بازگرداننـ هـ
هاي تجاري اسـت، در نتيجـه سيتوپلاسـم     هيبريد

دست آمـده از  نتايج به .ها نرعقيم خواهند بود آن
ايــن نشــانگر همچنــين مشــخص كــرد كــه همــه  

اي بازگرداننــده بــاروري مــورد بررســي، هــ لايــن
  .داراي سيتوپلاسم نرعقيم نيز هستند

توليــد هيبريــد آفتــابگردان در ســطح تجــاري 
هاي مادري نـرعقيم و   مستلزم فراهم آوردن لاين

ــدري  ــده پ ــت بازگردانن ــاروري اس ــه . ب در برنام
اصلاحي آفتابگردان ايران، هر ساله تعداد زيادي 

هاي  كه پس از ارزيابي شود لاين اينبرد توليد مي
پذيري، در مسـير تبـديل بـه والـد پـدري       تركيب

ــن ( ــتورر لاي ــادري  ) رس ــد م ــا وال ــا  (و ي ــن ب لاي
ــرعقيم ــي) سيتوپلاســم ن در مســير . شــوند وارد م

هاي اينبرد به نرعقيم، لاين مطلوب با  تبديل لاين
يك لاين واجد سيتوپلاسـم نـرعقيم تلاقـي داده    

توپلاسم نتـاج تـا   با اين حال وضعيت سي. شود مي
ها به طور قـاطع مشـخص    زمان آشكار شدن گل

هاي ناخواسته همـواره   نيست، زيرا امكان اختلاط
در اختيار بودن ابزاري بـراي متمـايز   . وجود دارد

نتاج نرعقيم از غير نرعقيم در مراحل اوليه  كردن
بـه  (امكان مديريت بهتـر مـواد ژنتيكـي را     ،رشد

نــد و باعــث ك فــراهم مــي) جهــت كــاهش مــواد
بـر  . شـود  هاي كاشت و داشـت مـي   كاهش هزينه

با انجام يـك  اساس نتايج حاصل از اين بررسي، 
PCR  شـده در  با استفاده از آغازگرهاي طراحـي

جفـت   182اين تحقيق و مشاهده نواري با اندازه 
عقيم هاي بـا سيتوپلاسـم نـر    فقط در لاينباز، كه 
PET1 هـــاي بـــا  قابـــل حصـــول اســـت و لايـــن
ــه   سيتوپ ــادر ب ــد آن هســتند، ق ــارور فاق لاســم نرب
نظر سريع در خصـوص حضـور و يـا عـدم      اعلام

هاي مورد نظر  حضور سيتوپلاسم نرعقيم در لاين
بنابراين بدون نياز بـه صـرف زمـان بـراي     . بوديم

هـا،   عمليات داشت در مراحل اوليه رشد گياهچه
هـا خـواهيم    قادر به تشخيص نوع سيتوپلاسـم آن 

ــود ــين مشـ ـ. ب ــن  همچن ــه لاي ــد ك ــاي  خص ش ه
ــورد بررســي همگــي از   ــاروري م ــده ب بازگردانن

. نداهخودگشني هيبريدهاي تجاري به دست آمد
هاي مولكولي مبتنـي   مواردي از شناسايي نشانگر

ــرعقيم    ــراي تشــخيص سيتوپلاســم ن ــوالي ب ــر ت ب
PET1  ولـي  . در آفتابگردان گزارش شده اسـت

دودي با استفاده از تعداد بسيار مح ها اين گزارش
ــن انجــام شــده اســت  ــنابل و  . لاي ــال ش ــراي مث ب

بـا طراحـي   ) Schnabel et al., 2008(همكاران 
هـاي دخيـل در    نشانگري مبتني بر توالي لوكوس
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نرعقيمي سيتوپلاسـمي در آفتـابگردان، قـادر بـه     
از سيتوپلاسـم   PET1سيتوپلاسـم   كـردن متمايز 

در پــژوهش يــاد شــده، نشــانگر . نربــارور بودنــد
جفـت   520با ايجاد نواري به انـدازه   شدهطراحي

لاينـي بـا سيتوپلاسـم     كـردن باز قـادر بـه متمـايز    
عقيم يك لاين با سيتوپلاسم نراز  PET1عقيم نر

PEF1  در . بودو يك لاين با سيتوپلاسم نربارور
حالي كـه در پـژوهش حاضـر، نـواري بـا انـدازه       

سيتوپلاسـم   كـردن جفت باز قادر به متمـايز   182
PET1 در تعــداد زيــادي  ربــارووپلاســم نراز سيت

  .لاين بود
هاي بازگرداننـده بـاروري    خالص سازي لاين
برانگيــز در توليــد والــدين از موضــوعات چــالش

وجـــود چنـــد . ريـــدهاي آفتـــابگردان اســـتبهي
ــي  ــاخگي از ويژگ ــن  ش ــوب لاي ــاي مطل ــاي  ه ه

ها  مذكور است كه در مراحل استخراج اين لاين
هـاي خودگشـني    هـاي تجـاري و نسـل     از هيبريد

از سـوي  . گيـرد  متعاقب آن، مورد توجه قرار مي
هاي آجيلي آفتـابگردان نيـز    ديگر اغلب ژنوتيپ

تمايز بين ايـن  . داراي صفت چند شاخگي هستند
دو گروه مـواد ژنتيكـي چندشـاخه مسـتلزم يـك      

. عقـيم اسـت   نسل تلاقي آزمون با يـك لايـن نـر   
اي كـــه از خودگشـــني  هـــاي چندشـــاخه لايـــن
نــد داراي اههــاي تجــاري بــه دســت آمــد هيبريــد

سيتوپلاســم نــرعقيم هســتند، بنــابراين بــر اســاس  
جفـت   182نتايج اين تحقيق بايسـتي داراي نـوار   

. باشـند  PCRهـاي حاصـل از   بازي در فـرآورده 
هـاي   تواند متمايزكننده لاين بنابراين، اين نوار مي

ــد ــدهاي  چن ــاخه حاصــل از خودگشــني هيبري ش

شــاخه آجيلــي چنــد  هــاي تجــاري و ژنوتيــپ 
بيان ايـن نكتـه ضـروري اسـت     . آفتابگردان باشد
هاي چندشاخه آجيلي به دليـل   كه اساساً ژنوتيپ

. نياز به توليد دانه، فاقد سيتوپلاسم نرعقيم هستند
ــم      ــات سيتوپلاسـ ــتفاده از اطلاعـ ــا اسـ ــس بـ پـ

هـاي چندشـاخه كـه بـه كمـك نشـانگر        ژنوتيپ
، شده در اين تحقيق قابـل حصـول اسـت    طراحي
ــي ــد   م ــت چن ــوان در خصــوص ماهي ــاخگي  ت ش

گشـني هيبريـدهاي    شاخگي حاصل از خود چند(
هـاي   تجاري و چندشاخگي موجـود در ژنوتيـپ  

توانـد   ايـن موضـوع مـي   . اعلام نظر كرد) آجيلي
هـاي   براي اثبات كيفيت مزارع توليـد بـذر لايـن   
هـاي   بازگرداننده باروري و عدم حضور ژنوتيـپ 

ؤسسـه تحقيقـات   چندشاخه آجيلي كـه توسـط م  
شـود، مـورد    ثبت و گواهي بذر و نهال انجام مـي 

  .استفاده قرار گيرد
در اين مقاله، با استفاده از اطلاعات مولكولي 

ــوس ــمي    لوكــ ــي سيتوپلاســ ــبب نرعقيمــ مســ
، دو PCRو انجـام واكـنش   ) PET1سيتوپلاسم (

موضــوع كــاربردي مــرتبط بــا توليــد هيبريــد      
ي و نيـز كنتـرل   نـژاد  هاي بـه  آفتابگردان در برنامه

مزارع توليد بذر اين گياه بـراي توليـد در سـطح    
كــه قابليــت كــاربرد عملــي  شــدتجــاري مطــرح 

منظور تأييد نتايج اين تحقيق لازم اسـت  به. دارند
بــــا اســــتفاده از آغازگرهــــاي  PCRآزمــــون 
شــده در مطالعــه حاضــر بــر روي تعــداد  طراحــي

ــاروري و   ــده ب ــرعقيم، بازگردانن بيشــتري لايــن ن
دارنــده و چنــدين لايــن آجيلــي چندشــاخه   نگــه

  .بررسي شود
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  سپاسگزاري

اين پژوهش در آزمايشگاه مولكـولي بخـش   
هــاي روغنــي مؤسســه تحقيقــات  تحقيقــات دانــه

اصــلاح و تهيــه نهــال و بــذر انجــام شــد كــه       
  .شود وسيله تشكر و قدرداني مي بدين
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