
 ايران علوم گياهان زراعيمجله
)579- 584(3،1389شماره,41دوره

 E-mail: ghkiani@gmail.com 0935- 1818462: تلفن غفار كياني: نويسنده مسئول*

 هاي مختلف در حال تفكيك برنج در نسلcry1Abژنيابيارز

4مجيد ستاريو3بهزاد قره ياضي،2قربانعلي نعمت زاده،*1غفار كياني

و منابع طبيعي ساريي استاد،1،2 و استاد دانشگاه علوم كشاورزي و مركبات پژوهشكدهمحققينو ار برنج
 آمل،موسسه تحقيقات برنج كشورمحقق،4،ي كرجپژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزمحقق،3ساري، 

)12/12/88: تاريخ تصويب-25/9/87: تاريخ دريافت(

 چكيده

ژنيژنتيبا استفاده از مهندس  Bacillus thuringiensisهائي از نوعي باكتري خاكزي بنامك،

)Bt(يريت بكارگيموفق. به برنج انتقال داده شده است كه مقاومت به آفات را در پي دارد

پاي كلاسي اصلاحيهاك در برنامهيژنتيمهندس ختي در ارقام تراريدار ژن انتقاليك به انتقال

ا. دارديبستگ جمعن مطالعهيدر لايهري از تلاقF2كيت درحال تفكيسه يهانيك از

و نعمت با رقم سنگ طارم تول تراريخت برنج به نام و الگويهاي طارم مولائي، ندا  تفرقيد

اcry1Abژن هاي فنوتيپي نتايج حاصل از ارزيابي. مورد مطالعه قرار گرفتها جمعيتني در

و آناليز ژنوتيپي با استفاده از  ، نسبتF2هاي مختلف در آزمايشگاه در جمعيتPCRدر مزرعه

مي. نشان دادcry1Abتفرق تك ژني را براي ژن اين نتيجه نشان  cry1Abدهد كه يك نسخه از

ژ و نعمت وارد شده است نوم لايندر اين وضعيت، الگوي. هاي تراريخت طارم مولائي، ندا

علاوه، اطلاعاتهب. كندرا در گياهان تراريخت بازگو ميcry1Abژنبيني پيشتفرق قابل 

هاي تراريخت در ژنوم لاينcry1Abبدست آمده از اين تحقيق مؤيد اين است كه ادغام ژن 

و بطور موفق به نسلمورد مطالعه بصورت  مي پايدار بوده است نيبنابرا. يابد هاي بعدي انتقال

در تحمل به كرم ساقهيهاي تراريخت، جهت اصلاح ارقام برا از اين لاين يها برنامهخوار

. استفاده نمودتوانمي آفاتيقيت تلفيريمد

.، الگوي تفرق، مقاومت به آفاتcry1Ab برنج،:كليدييهاواژه

 دمهمق
ختي در ارقام تراريدار ژن انتقاليپايريپذ توارث
دري ژنتي مهندسيريت بكارگي را در موفقينقش مهم ك

.  (Wu et al., 2002)ك داردي كلاسي اصلاحيها برنامه
زمياخيها شرفتيپ ك، امكاني ژنتينه مهندسير در

ي زراعيها شاوند به گونهيرخويغيها انتقال ژن از گونه
مييگ ژنيوقت. سر ساخته استاهان را  از منابعي كه

گ  از آن ژن، در توانمي وارد شودياهيمختلف به
ري بردا بهرههاي اصلاحي كلاسيك اصلاح نباتات برنامه

كهين كار بخصوص در كشورهايا. نمود  درحال توسعه
همينويهايممكن است تكنولوژ شه در دسترسين

مفينباشد، بس ژنيكي.د باشديار  به برنجيانتقاليها از
يائيد كه خاستگاه باكترباشمي cryژن

(Bacillus thuringiensis)و مقاومت بالائي را به  داشته
هاي كريستالي كه بوسيله اين پروتئين. آفات در پي دارد

و براكش حشرهشود خاصيت ژن توليد مي يي داشته
و سخت بالان بسيار حشرات خانواده بالپولكداران، دوبالان

 . (Hofte & Whiteley, 1989)د باشميميس
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ژنپذ توارث گ يري ختياهان تراريهاي انتقالي در
ن مورد مطالعه قرار گرفتهيبرنج توسط تعدادي از محقق

يرپذي توارث Gahakwa et al. (2000) مثال،يبرا. است
و نشانگرهاكش حشره با خاصيت هاي ژن دريي  آنها را
آنها. رد مطالعه قرار دادندمويكي مختلف ژنتيهانهيزم

طي انتقاليهاژنيانتقال موفق تمام بهي را در  دو نسل
اين موضوع نشان دهنده. گزارش نمودنديصورت مندل

 در ژنوم برنجي انتقالهايژننيايا ادغام تك نسخه
 .Wu et alو Wang et al. (2002)مطالعات. باشد مي

ژني نشان داد كه تفك(2002) يهاي، در تلاقcry1Abك
 3:1يكا به صورت نسبت مندليژاپون×كاياز نوع ژاپون

كا انحرافيژاپون×كاينديايهاياما آنها در تلاق. باشديم
. را گزارش نمودند3:1ياز نسبت مندل

پيبه خاطر ماه و تصادفيچيت ژنيده يها ادغام
ميب دريبيهاژنيرپذي توارثزبان،يگانه در ژنوم گانه
بهيادهيچيپيخت ممكن است الگوهايان تراراهيگ  را

ژنيدر اكثر موارد، ادغام.ش بگذاردينما ك نسخه از
ميب  در 3:1كيزبان منجر به نسبت تفكيگانه در ژنوم

 Datta et al., 1990; Peng et) شدهيجامعه خودگشن

al., 1992) ي برگشتي در جامعه تلاق1:1و نسبت
 . (Peng et al., 1992; Hiei et al., 1994)دشو مي

ژنپذ توارثكهيوقت  در نتاج در طول cry1Abيري
و درجات بالائيپايشيزاهاي نسل  از مقاومتيدار بماند

بهيبه آفات برنج را نيز بدنبال داشته باشد، برنج ترار خت
يها عنوان ژرم پلاسم مقاومت به حشرات در برنامه

.ه قرار گيردد مورد استفادتوانميكي كلاسياصلاح
له انجاميخت بوسي برنج ترارين، استفاده اصلاحيبنابرا
لاي برگشتيو تلاقيتلاق و ژاپونينديايهاني با كايكا
و ارقام جديد مقاوم به حشرات با توان مي د انجام

مفيخصوص . توليد شونديد زراعيات
 در cry1Abژنيرپذي توارثنهيمطالعات در زم

غين ارقام تراريبيتلاق ازيرتراريخت با ارقام خت
نظيها جنبه مدي مختلف و استفادهيقيت تلفيرير  آفات

ژنيپا .دباشميتي اهمي در برنج داراcry1Abدار از
ژنپذ توارثبدين جهت مطالعه الگوي  در cry1Abيري

و نيز در سطح سه لاين تراريخت در شرايط مزرعه
.باشد مولكولي هدف اين تحقيق مي

ر و هاشومواد
مواد گياهي مورد استفاده در اين تحقيق شامل سه

و نعمت لاين تراريخت برنج به نام هاي طارم مولائي، ندا
و همچنين يك رقم محلي غيرتراريخت به نام سنگ 

طارم مولائي اولين رقم).1جدول(د باشميطارم
 سال پيش13د كه باشمي cry1Abتراريخت واجد ژن 

. اصلاح گرديده استGhareyazie et al. (1997)توسط
و نعمت از طريق تلاقي برگشتي لاين هاي تراريخت ندا

بيبا همين رقم در مركز تحق ) IRRI( برنجين الملليقات
ف سنگ طارم رقم محلي. اندن توليد شدهيپيليدر كشور

و در سطح وسيعي در مناطق  با كيفيت بالا بوده
. گردد برنجكاري ايران كشت مي

ز هاي ها بين لاين، تلاقي1385راعي در سال
تراريخت به عنوان والدين پدري با سنگ طارم به عنوان 

 حاصل در سال بعدF1بذور. والد مادري انجام گرفت
در. كشت شدندF2براي بدست آوردن بذور) 1386(

وF2، جوامع مختلف)1387(سال سوم  كشت
تك هاي مزرعه ارزيابي و مولكولي بر روي يها بوتهاي

در. اين جوامع صورت گرفت عمليات زراعي متداول
زوله شده در طول فصل رشديايشين آزمايقطعه زم

گونه سمي بر عليه بعمل آمد با اين تفاوت كه از هيچ
و بيماري . ها استفاده نگرديد آفات

تك ارزيابي مقاومت مزرعه  بر عليه كرمها بوتهاي
راساس شناسائيبF2ي مختلفها جمعيت در خوار ساقه

و خوشه سفيدي استوار بود  گياهان با علائم قلب مردگي
 در خوار ساقه علائم خسارت آفت كرم به ترتيبكه 

و زايشي درين ترتيبد.دباشميمرحله رويشي ب كه
ا عدمي بر اساس وجودها بوته مختلف تك هاي جمعيت
ا تك. شدنديابي ارزين علائم به صورت چشميوجود

ه هاي بوته اچيفاقد  هاي بوتهن علائم به عنوانيكدام از
و تك ايئها بوتهمقاوم ن علائم بودند به عنواني كه واجد

اي تائيبرا. حساس شمارش شدندهاي بوته نكه قلبيد
سفيويمردگ ازي حساس ناشهاي بوتهدريديا خوشه
هاخوار ساقهكرم ، برشها بوتهنگونهياي بوده است، ساقه

و داده شدند  حفر شدهيهاا كاناليو حضور لارو آفت
 ,.Shu et al) شدنديابيها ارزتوسط لارو در داخل ساقه

2002) . 
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 مواد گياهي مورد استفاده در اين مطالعه-1جدول
 وضعيت كيفيت دانه نوع رقم روش اصلاحي رقم

 معطر محلي انتقال ژن با تفنگ ژنيBt طارم مولائي
 غير معطر پر محصولBt برگشتي با طارم مولائيتلاقيBt ندا

 غير معطر پر محصولBt تلاقي برگشتي با طارم مولائيBt نعمت
 معطر محلي انتخاب سنگ طارم

DNAهاي برگي به روش نمونه Dellaporta et al. 
 با استفاده از PCRزيآنال. استخراج گرديد(1983)

 Ghareyazie) انجام شدRG100و cry1Abينشانگرها

et al., 1997) . شامليتريكروليم25مخلوط واكنش 
 dNTPs ميكروليترx10(،3/0(تر بافريكروليم5/2
،)مولاريليم50(MgCl2 ميكروليتر1،)مولاريليم10(
مرازي پلTaqميك واحد آنزيتر از هر نشانگر،يكروليم1
ش واكن. بود) نانوگرم50( نمونه DNAتريكروليم3و 

PCRيقه برايدق5يل حرارتي با پروف°C94 ،40چرخه 
ويدق1 به مدتC 55°قه،يدق1 به مدت C94°از قه

°C72 و نهايدق3 به مدت قهيدق5 به مدت C72° تاًيقه
 با استفاده از الكتروفورز ژل PCRيها فراورده. انجام شد

و تحليتجز%)5/1(آگارز ، PCRدر آناليز.ل شدنديه
 جفت 900و 1200هاي مقاوم دو باند با وزنگياهان

كه بازي را توليد مي  حاصل از تكثير ژن به ترتيبنمايند
cry1Ab و لوكوسRG100و گياهان حساس مي باشد

مي900فقط باند  براي. نمايند جفت بازي را توليد
مقايسه نسبت تفرق بدست آمده با تفرق مورد انتظار از 

. استفاده گرديد2χآزمون 

ب و حثنتايج
هاي فنوتيپي در جوامع مختلف درحال نتايج ارزيابي

 نشان داده شده2 در جدول cry1Abتفكيك براي ژن 
از تك بوته. است نظر ها در تمامي جوامع مورد مطالعه،

و  مقاومت يا حساسيت براساس ويژگي هاي قلب مردگي
اين علائم. خوشه سفيدي مورد ارزيابي قرار گرفتند

ترتيب در مرحلههبخوار ساقهخسارت آفت كرم نشانه 
و زايشي  ب در تمامي تلاقي.دباشميرويشي جزه ها،
، الگوي تفرق Bt- طارم مولائي/ تلاقي سنگ طارم

 گياهان مقاوم به گياهان حساس از نسبت مورد انتظار
اين امر.ي را نشان نداددار معني تفاوت آماري1:3

 در خوار ساقهومت به كرم دهنده اين است كه مقا نشان

مي برنج اين. شود تراريخت بصورت يك ژن غالب كنترل
 Wang et al. (2002)و Wu et al. (2002)نتايج با نتايج 
. مطابقت دارد

يري ژن انتقالي به گياهانپذ توارثبراي مطالعه
بر تراريخت از روش  نيز PCRهاي مولكولي مبتني

ژنپذثتواربر اين اساس. استفاده شد  در cry1Abيري
 در تمامي جوامع PCRهيسطح مولكولي از طريق تجز

در اين. مورد مطالعه قرار گرفتF2كيدر حال تفك
 RG100و ديگري نشانگر Btآزمون از دو نشانگر يكي 

 با استفاده از دو نشانگر PCRنتايج آناليز. استفاده گرديد
ح اصل از مورد استفاده به روشني تائيد كننده نتايج

و الگوي تفرق  ژن1:3ارزيابي هاي فنوتيپي بود  براي
cry1Ab در جوامع F2در سطح مولكولي نيز مشاهده 
 در cry1Abعلاوه بر اين، الگوي تفرق).3جدول(گرديد

در× جمعيت سنگ طارم طارم مولائي تراريخت كه
 انحراف نشان داده بودند،1:3ارزيابي فنوتيپي از نسبت 

علت. پيروي نمود1:3 از همان نسبت PCRيز در آنال
و ژنوتيپي در اين نوع از  اختلاف بين ارزيابي فنوتيپي

هاي حساس تلاقي بخاطر برآورد بيش از حد واقع بوته
در2يعني حدود(اي هاي مزرعه در ارزيابي  بوته مقاوم

مي) بوته حساس1مقابل تواند نتيجه كاهش است كه
م مولائي تراريخت در مرحله تظاهر مقاومت در طار

 استفاده شبر مورديپ. (Alinia et al., 2000)باشد زايشي
خت از نوع وابسته به بافتي تراريدر رقم طارم مولائ

و تظاهر آن مربوط به بافتباش مي رويهاد و يشي سبز
و در مرحله زا ايشياست كمي تظاهر ن ژن رفته رفته

اشو مي مزتوانمين خوديد كه البته مهيد د باشميت
ايز .دشومين ژن در دانهيرا مانع از تجمع فراورده

هنگاميكه يك ژن بيگانه وارد ژنوم گياه ميزبان شود،
از1:3اغلب منجر به نسبت تفكيك   در نتاج حاصل

 ;Nayak et al., 1997; Cheng et al., 1998)خودگشني

Datta et al., 1998; Chen et al., 2005; Ho et al.,.
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) F2)Wang et al., 2002و يا در جمعيت (2006
در. شود مي تحت شرايط خاصي، الگوي تفرق ژن انتقالي

د از نسبت مورد انتظار مندلي توانميگياهان تراريخت 
 ,.Datta et al., 1990; Goto et al)انحراف پيدا كند

1993; Peng et al., 1995; Husnain et al., 2002) .
اين براي مختلفي توسط محققهاي مكانيسم ني علل

پ ازيانحرافات كم زنده: شنهاد شده است كه عبارتند ماني
، باروري (Wu et al., 2002)ي ژن انتقاليدانه گرده دارا

، خاموشي (Wang et al., 2002)اي كم تلاقي بين گونه
و انتخاب گامتي (Kohli et al., 1999)ژن انتقالي

(Lyttle, 1991) .اي ن آزمايش، انحراف از نسبت مورد در
و نتايجF2 در جوامع1:3انتظار  نيز PCR رخ نداد

در. بروشني اين نتيجه را تائيد نمود هرچند كه، فقط
در در ارزيابي1:3ك تلاقي انحراف از نسبتي  فنوتيپي

 در اين نوع تلاقي PCRمزرعه مشاهده گرديد اما نتايج
. را نشان داد1:3نيز همان نسبت مورد انتظار

در نتايج حاصل از ارزيابييبا طور كل هاي فنوتيپي
و آناليز ژنوتيپي با استفاده از   در آزمايشگاه PCRمزرعه

 تك بوته در 186و 601 از مطالعه به ترتيبكه
تك جمعيت هاي مختلف بدست آمده است، نسبت تفرق

اين).3و2جداول( را نشان داد cry1Abژني براي 
 در ژنوم cry1Abين معني است كه يك نسخه از ژن بد

و نعمت وارد شده لاين هاي تراريخت طارم مولائي، ندا
و عدم بيني پيشاين وضعيت، الگوي تفرق قابل. است

كند خاموشي ژن انتقالي را در گياهان تراريخت بازگو مي
(Finnegan & McElroy, 1994) . 

ميهب كه علاوه، نتايج اين تحقيق نشان دهد
ژنپذ توارثهاي مختلف ژنتيكي، الگوي زمينه يري

cry1Abاينديكا تحت/هاي از نوع اينديكا را در تلاقي
از. دهد تاثير قرار نمي همچنين، اطلاعات بدست آمده

 در ژنوم cry1Abاين تحقيق مؤيد اين است كه ادغام ژن 
ب لاين و نعمت صورته هاي تراريخت طارم مولائي، ندا
 هاي تراريخت، جهت از اين لاين. باشدميپايدار

 در خوار ساقه تحمل به كرمياصلاح ارقام برا
 استفاده توانمي آفاتيقيت تلفيريمدهاي برنامه
. نمود

اي هاي مزرعه هاي حاصل از ارزيابي بر اساس دادهF2 در جوامع مختلف در حال تفكيك خوار ساقه الگوي تفرق مقاومت به كرم-2جدول
(χ2)a : گياهان مقاوم

 گياهان حساس
تعداد گياهان

 حساس
تعداد گياهان

 مقاوم
تعداد گياه مورد

 ارزيابي
 تلاقي

**627/9
)1:3(

1:90/1 Btطارم مولائي/ سنگ طارم 200 131 69

ns 949/2
)1:3(

1:32/2 Btنعمت/ سنگ طارم 209 146 63

ns 25/0
)1:3(

1:76/2 Btندا/ نگ طارمس 192 141 51

aمقادير بحراني χ2باشدمي64/6و84/3 برابر به ترتيب درصد1و5براي سطوح.
ns 1:3 درصد براي انحراف از نسبت مورد انتظار1 در سطح دار معنيو دار معنيغير به ترتيب:**و.

و تحليل بر اساس دادهF2 در جوامع مختلف درحال تفكيك خوار ساقه الگوي تفرق مقاومت به كرم-3جدول  PCRهاي حاصل از تجزيه
(χ2)a :+PCRگياهان

-PCR گياهان
تعداد گياه
PCR-

تعداد گياه
PCR+

تعداد گياه مورد
 ارزيابي

 تلاقي

ns 167/0
)1:3(

1:56/2 Btطارم مولائي/ سنگ طارم 64 46 18

ns 011/0
)1:3(

1:14/3 Btنعمت/ سنگ طارم 58 44 14

ns 167/0
)1:3(

1:57/3 Btندا/ سنگ طارم 64 50 14

aمقادير بحراني χ2باشدمي64/6و84/3 برابر به ترتيب درصد1و5براي سطوح.
ns:1:3 درصد براي انحراف از نسبت مورد انتظار1يا5دار در سطح غير معني.
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ژن:و همكارانكياني در در نسلcry1Abارزيابي  583 ... هاي مختلف

. طارم مولائي تراريخت× حاصل از تلاقي سنگ طارمF2 در جمعيت RG100و cry1Ab با استفاده از نشانگرهاي PCR آناليز-1 شكل
P1:،والد تراريختP2:و شماره . هستندF2هاي جمعيت تعدادي از تك بوته32تا1هاي والد غيرتراريخت
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