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SSRشناسائی ارقام برگرداننده و نگهدارنده باروري در برنج با استفاده از نشانگر
*غفار کیانی

)ghkiani@gmail.com(گروه بیوتکنولوژي و اصلاح نباتات، دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري،استادیارنویسنده مسئول:*

09/04/1395تاریخ پذیرش: 30/03/1394تاریخ دریافت: 

چکیده
موجود با را از طریق تست کراس ارقامباروريکننده برگردانندهارقام نژادگرانبهدر اصلاح نباتات کلاسیک 

از نظر باروري دانه گرده و خوشه مورد شناسـائی قـرار   F1) و ارزیابی نتاج CMS(سیتوپلاسمیعقیمنرهاي لاین
هـاي  لاینعنوان بهدرصد را نشان دهند 80باروري خوشه و دانه گرده بیش از هاآنیی که نتاج هالایندهند. می

رقم برنج در مزرعه تحقیقاتی دانشگاه علوم کشـاورزي و منـابع  15شوند. در این مطالعه مینظر گرفتهدربرگرداننده
بـر بـاروري  برگرداننده) براي تشخیص دو ژن MASطبیعی ساري کشت و از انتخاب به کمک نشانگرهاي مولکولی (

مولکولی بـا اسـتفاده از نشـانگرهاي ریزمـاهواره    هاي ارزیابیدر برنج استفاده گردید. نتایج 10و 1هاي کروموزمروي 
RM171 ،RM258 وRM3148 شمی هايهابرنج به نامباروري نشان داد که ارقام برگردانندهي هاژنهمبسته با

شیرودي، ي هابرنج به نامکه ارقام حالیباروري در ژنوم خود هستند. دربرگردانندهو دیلمانی داراي هر دو ژن 
اصـلاحی  هـاي  برنامهتوان در پیشبرد میارقام نگهدارنده شناسائی شدند. از این ارقامعنوان بهتابش، فجر و شفق 

نج هیبرید در کشور استفاده نمود.بر

.SSRباروري، نگهدارنده، نشانگر برگردانندهبرنج، ارقام ها:کلید واژه

مقدمه
افــزایش عملکــرد در واحــد ســطح هــايراهیکــی از 

تکنیک تولیـد بـرنج هیبریـد اسـت. هیبریـد بـرنج نسـبت        
ــزان     ــه می ــابه ب ــرایط مش ــولی در ش ــام معم ــه ارق 20–30ب

). نــرYuan, 1998درصــد افــزایش عملکــرد دارنــد (
بـاروري برگردانندهعقیمی سیتوپلاسمی در تلفیق با سیستم 

ز هتـروزیس  بـرداري ا کاراترین ابزار ژنتیکـی بـراي بهـره   
؛ Lin and Yuan, 1980(باشـــدمـــیدر بـــرنج 

Virmani and Wan, 1988 .( در بــرنج ســه نــوع
HL3و 1WA،2BTهــاينــامعقــیم بــه سیتوپلاســم نــر

WAاز سیتوپلاسـم هـا آنانـد کـه از بـین    شناسائی شده

شــود مــیگســترده اي در ســطح جهــان اســتفادهطــوربــه
)Sattari et al., 2008 .(

1- Wild abortive
2- Boro II
3- Honglian

صفتی است با وراثت مـادري  سیتوپلاسمی عقیمی نر
که بر اثر اخـتلال یـا بـازآرایی ژنـوم میتوکنـدریایی و در      

جـاد  هاي گرده بارور و فعال اینتیجه ناتوانی در تولید دانه
). امـا، بـه   Schnable and Wise, 1998شـود ( مـی 

تـوان  ) میRfهاي باروري (ژنبرگردانندههاي کمک ژن
) CMSعقـیم سیتوپلاسـمی (  هـاي نـر  نباروري را به لای

هـاي  مـدل CMS/Rfهـاي  رو، سیسـتم بازگرداند. از این
مناسبی براي بهـره بـرداري از هتـروزیس در سیسـتم سـه      

باشد. بنابراین، ایـن  میلاین در تولید بذر هیبرید در برنج
هـاي  عقیمی سیتوپلاسمی کاربرد وسیعی در برنامهنوع نر

Komori(اصلاحی برنج هیبریـد دارد  et al., ؛ 2003
Zhang et al., 2002.(

هــاي اخیــر در زمینــه نشــانگرهاي مولکــولی پیشــرفت
ــان  ــه مک ــات در زمین ــابی ژنو مطالع ــاي ی ــدهه برگردانن

مسـئول  Rf4وRf3باروري نشـان داده اسـت کـه دو ژن    
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WAعقـــیم بـــاروري در سیتوپلاســـم نـــربرگرداننـــده

ــا اســـتفاده از ) 1997و همکـــاران (Yao. باشـــندمـــی بـ
محل کروموزمی یکی از این دو ژن RFLPنشانگرهاي 

)Rf3 بـــین نشـــانگرهاي 1) را روي کرومـــوزوم شـــماره
RG140 وRG532  ســانتی مورگــان از 9/1در فاصـله

بـا  )1997و همکـاران ( Yaoهر کدام مشخص نمودنـد.  
ــی RFLPو RAPDاســتفاده از نشــانگرهاي  مکــان ژن

Rf3 تأییـد نمودنـد و نقشـه    1ره را روي کروموزوم شـما
) را روي کرومـوزوم  Rf4باروري (برگرداننده دومین ژن 

ســانتی مورگــان از نشــانگر   3/3بــا فاصــله  10شــماره 
G4003.مکان یابی نمودندJing) با 2001و همکاران (

را روي بــازوي Rf4ژن SSLPاســتفاده از نشــانگرهاي 
نقشه یابی نمودند. 10بلند کروموزوم شماره 

Sattari) از انتخــاب بــه کمــک 2008و همکــاران (
در سیسـتم  Rf4وRf3نشانگرهاي مولکولی براي دو ژن 

بـین  چندشـکلی ایشـان . نـد اسـتفاده کرد WAعقیمی نر
بــاروري را بــا برگرداننــده و غیــر برگرداننــده هــاي لایــن

بـراي  RG140/PvuIIاستفاده از نشانگرهاي مولکولی 
S10019/BstUIو1روي کرومـوزوم شــماره Rf3ژن 

. ندمشاهده نمود10روي کروموزوم شماره Rf4ژن براي
ــا ایــن دو   اســتفاده همزمــان از ایــن دو نشــانگر همبســته ب

برگرداننـده  هاي مکان ژنی، کارایی غربال مولکولی لاین
درصد افزایش داد.100باروري را در ژرم پلاسم به 

Ahmadikhah) ــاران ــائی 2007و همک ) در شناس
تلاقـی  CMSلاین برنج را با لایـن  38، برگردانندهامارق

را از نظــر بــاروري دانــه گــرده و هــاهــاي آنF1دادنــد و 
نشان هاآنخوشه مورد مطالعه قرار دادند. نتایج تحقیقات 

Rf4داراي ژن 2و آمـل  1، آمل IR28هاي داد که لاین

ــانگر    ــا نش ــوده و ب ــوزوم  RM171ب ــر روي کروم 10ب
داراي IR60966و IR36هاي داشتند. لاینهمبستگی 

1بــر روي کرومــوزم RM1بــوده و بــا نشــانگر Rf3ژن 
همبسته بودند. 
Bazrkar) در نشانمند کردن ژن 2008و همکاران (

ــاروري بــراي سیتوپلاســم برگرداننــده (هــاي)  ــا WAب ب

ژن 4استفاده از نشانگرهاي ریزمـاهواره نشـان دادنـد کـه     
12، 10، 7، 1هـاي  بر روي کرومـوزم باروري برگرداننده 

باشـند. آنـان ژن جدیـدي بـا نـام     میباروريکنندهکنترل
Rf7 ــوزم ــر روي کروم ــا  12را ب ــد کــه ب مشــخص نمودن

ــله ژنتیکـــی RM7003نشـــانگر  ــانتی 3/13در فاصـ سـ
آنـان نشـان دادنـد کـه     چنینهممورگان همبستگی دارد. 

Rf4بــا ژن 7بــر روي کرومــوزم   RM6344نشــانگر 

بـا ژن  RM315و RM443همبسته است. نشانگرهاي 
Rf3سانتی مورگان بـر  7/20و 4/4هاي ترتیب با فاصلههب

بـا نشـانگرهاي   Rf6همبسته هستند. ژن 1روي کروموزم 
RM258 وRM591 3/23و 4/4در فواصــل ژنتیکــی

باشد.میهمبسته10روي کروموزم سانتی مورگان بر 
لاینـی تولیـد بـرنج    سـه یکی از موارد مهم در سیستم

Rهـاي لایـن ) پیداکردن و یا تهیهCMSهیبرید (سیستم

باشـد. پیـداکردن   پذیري بالا مـی مناسب با قدرت ترکیب
کـه  پذیراست. یکی اینبه دو طریق امکانRيهااین لاین

هاي موجود تلاقـی داده،  لاینAموجود را با Rهايلاین
بهترین هیبرید حاصله را انتخاب نمود. راه دوم استفاده از 
انتخاب به کمک نشانگر است که در آن هزینه کار خیلی 

دسـت یافـت.   تـوان مـی Rلایـن  تر بـه  کمتر شده و سریع
تـوان  بـا تشـخیص در مراحـل اولیـه رشـدي مـی      چنینهم

ه و بقیه را حـذف  را تشخیص دادRfهاي حاوي ژن بوته
با استفاده از اسـتراتژي  شودمیکرد. در این تحقیق تلاش 

ي همبسته هاانتخاب به کمک نشانگر با استفاده از نشانگر
را شناسـائی  برگرداننده و غیر برگرداننده ، ارقام Rfبا ژن 

هـا آناصـلاحی بـرنج هیبریـد از    هـاي  کرده تا در برنامـه 
استفاده شود.

هامواد و روش
ندا، نعمت، هايناملاین برنج به 15در این تحقیق از 

شمی، شـیرودي،  هادشت، چمپا، سپیدرود، پژوهش، پویا،
تابش، شصتک، فجر، خزر، شفق و طارم دیلمانی استفاده 

بذور ارقام یادشده در مزرعه تحقیقـاتی دانشـگاه   گردید.
DNAعلوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري کشـت شـدند.  

روزه بـا اسـتفاده از  21هـاي  هاي گیاهچـه گژنومی از بر
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9683بهار، 1شماره 40تولیدات گیاهی (مجله علمی کشاورزي)، جلد 

) اسـتخراج 1983و همکاران (Dellaportaروش پیشنهادي
برگرداننده شد. با استفاده از اطلاعات مربوط به ناحیه ژن 

شـامل PCRنشانگر مبتنی بر 10باروري روي کروموزم 
RM171 ،RM258 وRM3148 انتخاب شدند (جدول

ــانگر1 ــرار داشــته و  1روي کرومــوزمRM3148). نش ق
ــام  ــده در ارق ــه  برگردانن ــدي ب ــولبان ــاز  166ط ــت ب جف

). Nematzadeh and Kiani, 2012(کندمیتولید 
ــوزم RM258و RM171نشــانگرهاي 10روي کروم

بانـدهائی بـه   ترتیـب  بـه برگرداننـده قرار داشته و در ارقام 
.کنندمیجفت باز تولید 148و 328طول

ــنش  ــتفاده از  PCRواک ــا اس ــر 1ب DNAمیکرولیت

ــه ( ــانوگرم)، 50نمونـ ــر، 8/13نـ ــر آب مقطـ 2میکرولیتـ
(هر dNTPsمیکرولیتر 1)، PCR)X10میکرولیتر بافر 

میکرولیتـــر از هـــر یـــک از 1میلـــی مـــولار)،1کـــدام 
میکرو مولار) و 5آغازگرهاي رفت و برگشت (هر کدام 

انجام شد. چرخه واحد)1پلی مراز (Taqمیکرولیتر 2/0
ــی  ــه PCRحرارت ــانگرها ب ــراي نش ــورت ب ــه 94ص درج

1مـدت  درجه بـه 94چرخه از 35دقیقه، سپس 5مدت به
2مـدت  ه درجـه ب ـ 72دقیقـه،  1مدت درجه به55دقیقه، 

باشـد.  دقیقـه مـی  5مـدت  ه ب ـدرجـه 72دقیقه و درنهایت 
ــرآورده ــاي ف ــورز ژل آگــارز  PCRه 3توســط الکتروف

دند.تفکیک شدرصد
نتایج و بحث

از انتخاب به کمک نشانگر براي تعیین ژنوتیپ ارقام 

ــاروري    ــده ب ــلی برگردانن ــد. ژن اص ــتفاده گردی ــرنج اس ب
)Rf4  با استفاده از نشـانگرهاي (RM171 وRM258

RM258مورد ارزیابی قرار گرفت. با استفاده از نشانگر 

جفـت بـاز و   148ارقام برگرداننده باروري باندي به طول 
جفـت بـاز را نشـان    170براي بقیه ارقام بانـدي بـه طـول    

RM171چنین با استفاده از نشانگر ). هم1دادند (شکل 

328ارقام برگرداننده با توجه به حضور باند مـورد انتظـار   
جفت باز مورد شناسـائی قـرار گرفتنـد. ایـن نتـایج نشـان       

Rf4هاشمی، خـزر و دیلمـانی ژن   دهد که ارقام پویا،می

). 2را در ژنوم خود دارا بودند (جدول 
ــده    ــر ژن دوم برگردانن ــام از نظ ــولی ارق ــالیز مولک آن

بــا اســتفاده از نشــانگر (Rf3)1بــاروري روي کرومــوزم 
RM3148  ــام ــه ارق ــان داد ک ــتک و  نش ــمی، شص هاش

). 2در ژنوم خـود بودنـد (جـدول    Rf3دیلمانی واجد ژن 
هاشـمی  دهد که ارقـام بنابراین، نتایج این تحقیق نشان می

باشند و و دیلمانی واجد هر دو ژن برگرداننده باروري می
عنوان ارقام بالقوه از نظر برگرداننـده بـاروري شناسـائی    به

و CMSهـاي  شدند. بنابراین تلاقـی ایـن ارقـام بـا لایـن     
گردد.تاج حاصل توصیه میارزیابی باروري ن

ــه جــدول   ــا توجــه ب ــک ژن  )2(ب ــا داراي ی ــم پوی رق
باشـد کـه در تاییـد نتـایج     برگرداننده در ژنـوم خـود مـی   

Bagheri) باشد. آنان وجود یک ) می2011و همکاران
و F2هـاي  با استفاده از جمعیتباروري راژن برگرداننده 

BC1.براي رقم پویا گزارش کرده بودند

مورد استفاده در این مطالعهSSRنشانگرهاي -1جدول 
Table 1. SSR markers used in this study

نشانگر
Marker

موقعیت 
کروموزمی

Chromosom
al location

دماي اتصال
Annealing

temperature
(°C)

توالی تکرار شونده
Motif sequence

رفتتوالی
Forward
sequence
(3’ to 5’)

توالی برگشت
Backward
sequence
(3’ to 5’)

باند مورد انتظار در 
برگردانندهارقام

Expected band in
restorer varieties

(bp)

RM1711055(GATG)5
aac gcg agg
aca cgt act tac

acg aga tac gta
cgc ctt tg

328

RM2581055(GA)21(GGA)3
tgc tgt atg tag
ctc gca cc

tgg cct tta aag
ctg tcg c

148

RM3148155(CA)20
gac tat tgc tcg
aac act ttg

ttg tct tgc ttt
ggt att tgc

166
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برنج.10روي کروموزم Rfبراي ژن RM258نمونه اي از تجزیه مولکولی با استفاده از نشانگر –1شکل 
ترتیب ارقام پژوهش، سپیدرود، پویا،به16الی 2ي هاجفت باز ستون100مارکر وزنی 1ستون 
شمی، شصتک، دیلمانی، شیرودي، تابش، فجر، خزر، شفق، ندا، نعمت، دشت و چمپاها

Figure 1. Sample of molecular analysis using RM258 for Rf gene on chromosome 10 of rice.
Lane 1 weight marker 100 bp and 2 to 16 are Pajouhesh, Sepidroud, Pouya, Hashemi,

Shastak, Deylamani, Shiroudi, Tabesh, Fajr, Khazar, Shafagh, Neda, Nemat, Dasht
and Champa, respectively

SSRبا استفاده از نشانگرهاي Rfهاي ارزیابی مولکولی ارقام برنج از نظر ژن-2جدول 

Table 2. Molecular evaluation of rice varieties for Rf genes using SSR markers

ردیف
Entry no.

رقم
Variety

10کروموزم 
Chromosome 10

1کروموزم 
Chromosome 1

RM258RM171RM3148

1Neda---
2Nemat---
3Dasht--+
4Champa---
5Sepidroud-++
6Pajouhesh+++
7Pouya+--
8Hashemi+-+
9Shiroudi---
10Tabesh---
11Shastak--+
12Fajr---
13Khazar+--
14Shafagh---
15Deylamani+-+

.باروريبرگردانندهفاقد باند -باروري، برگردانندهداراي باند + 

+ Have fertility restorering band, - Have not fertility restorering band.

آنالیز مولکولی نشان داد که ارقـام شـیرودي، تـابش،    
ــد برگرداننــده ي هــافجــر و شــفق فاقــد ژن ــاروري بودن ب

). 2ارقام نگهدارنـده شناسـائی شـدند (جـدول     عنوان بهو 
دهــد کــه رقــم فجــر فاقــد  مــینتــایج ایــن تحقیــق نشــان
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یـد نتـایج   یتأباشد کـه در  میدر ژنوم خودبرگرداننده ژن 
Nematzadeh and Sattari)2003(باشد. آنـان  می

بـر  عـلاوه در بررسی ژنوم هسته اي ماهیت نگهدارنـده را  
گـزارش  3براي ارقام ندا، تعمـت، چمپـا و آمـل   قم فجرر

بـراي انتقـال سیتوپلاسـم نـر    توانمیکرده بودند. بنابراین 
ارقام شیرودي، تابش، فجر و شفق از روش تلاقی عقیم به

برگشتی استفاده نمود.
ــیک    ــات کلاس ــلاح نبات ــهدر اص ــرانب ــام نژادگ ارق

موجود مباروري را از طریق تست کراس ارقابرگرداننده
نظر باروري دانه ازF1و ارزیابی نتاج CMSهاي با لاین

هایی که دهند. لاینگرده و خوشه مورد شناسائی قرار می
درصـد  80باروري خوشه و دانه گرده بیش از هاآننتاج 

درنظر گرفتـه برگردانندههايلاینعنوان بهرا نشان دهند 
باشـد.  مـی وقـت گیـر و پرهزینـه   هـا شوند. ایـن روش می

) بــراي شناســائی MASاز انتخــاب بــه کمــک نشــانگر (

اســتفاده نمــود تــا حجــم برگرداننــده بــاروري ي هــابوتــه
تـوان  مـی شدت کـاهش یابـد. در ادامـه   ه مواد اصلاحی ب

بـاروري را در مطالعـات ترکیـب    برگرداننـده ارقام بالقوه 
ي بیشـتر قـرار داد.   هـا پذیري و هتروزیس مـورد ارزیـابی  

ــراي   محققــین ــه کمــک نشــانگر ب ــی از انتخــاب ب مختلف
انــدنمــودهبــاروري اســتفاده برگرداننــدهتشــخیص ارقــام 

)Ichikawa et al., Wang؛ 1997 et al., 2012.(
گیرينتیجه

هاشـمی و طـارم   که ارقـام نتایج این تحقیق نشان داد 
بـاروري در ژنـوم   دیلمـانی داراي هـر دو ژن برگرداننـده   

که ارقـام شـیرودي، تـابش، فجـر و     حالیخود هستند. در
عنـوان ارقـام نگهدارنـده شناسـائی شـدند. از ایـن       شفق به

هاي اصلاحی برنج هیبریـد  توان در پیشبرد برنامهارقام می
استفاده نمود. 
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Abstract
Background and Objectives
In classical plant breeding, restorers are identified by the cross test, of existing varieties with
cytoplasmic male sterilty (CMS) lines and evaluating F1 progenies in terms of fertility of pollen
and spikelete. Lines showing more than 80 percent fertility of pollen and spikelete are considered
as restorer lines. This study aimed at applying marker assisted selection (MAS) using linked SSR
markers to restoring fertility (Rf) genes for identification of restorer and maintainer lines in
hybrid seed production in rice.
Materials and Methods
In this study, 15 rice varieties wer planted at the research farm of Sari University of Agricultural
Sciences and Natural Resources and marker assisted selection (MAS) was used for identification
of two Rf genes located on chromosomes 1 and 10 of rice using SSR markers RM171, RM258
and RM3148. The PCR reaction was performed at 94 °C for 5 min; then for 35 cycles of 94 °C
for 1 min; 55°C for 1 min; 72 °C for 2 min followed by 72 °C for 5 min. PCR products were
resolved by electrophoresis in agarose gel stained with ethidium bromide and then photographed.
Results
Results of molecular analyses using microsatellite markers RM171, RM258 and RM3148 linked
with Rf genes showed that rice varieties namely Hashemi and Deylamani had both Rf genes in
their genomes and were considered as putative restorers and were suggested to be test crossed
with male sterile lines to assess their F1 generations. Rice varieties namely Shiroudi, Tabesh, Fajr
and Shafagh were identified as maintainers. Thus backcross breeding method is suitable for
transferring sterile cytoplasm to them for development of new CMS lines.
Discussions
Identifying restorer lines by means of molecular marker technology is more cost effective and
reliable than phenotypic assays especially in hybrid rice production. Restorer and maintainer
lines identified in this study could be used for promotion of hybrid rice technology in the country.

Keywords: Rice, Restorer varieties, Maintainer varieties, SSR marker.
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