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جنسيت در نخل  كننده هاي احتمالي كنترل بررسي ژن
ا .ان.با استفاده از نشانگرهاي دي  (.Phoenix dactylifera L)خرما

  گرهاي اختياريبا آغاز
  4، عزيز تراهي 3، محمد حسين دانشور 2، خليل عالمي سعيد 1* نبيمهرنوش پور

دانشگاه كشاورزي و منابع طبيعي  ، استاديار و دانشياركارشناس ارشدترتيب به - 3 و 2،1
 )اهواز(رامين 

  )اهواز(استان خوزستان هاي گرمسيري  كارشناس ارشد باغباني مركز تحقيقات ميوه -4
  m_pournabi@yahoo.com:نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )29/3/90 :تاريخ پذيرش - 10/12/89 :تاريخ دريافت(
  

لپه، دو پايه و با عمر طولاني است كه از نظر  ، گياهي تك(.Phoenix dactylifera L)نخل خرما 
ا كه باردهي اين گياه پس از جاز آن. اقتصادي از اهميت بالايي در كشور ايران برخوردار است

هاي  ي رشد در سرعت بخشيدن به برنامه گردد، تعيين جنسيت آن در مراحل اوليه سال آغاز مي 5
ريزي براي انتخاب  باشد بر اين اساس برنامه اصلاحي و در هنگام احداث نخلستان بسيار مهم مي

در اين تحقيق از . ولي داردنخل خرماي مقاوم و پرمحصول احتياج به شناسايي نشانگرهاي مولك
از . ا الگو استفاده شد.ان.بازي براي تكثير دي 21تا  9آغازگر اختياري  16ا از .ان.نشانگرهاي دي

 5/1دو توده ژنومي در دو ميكروتيوب . استفاده شد) رقم ماده 10رقم نر و  20(رقم نخل خرما  30
ا .ان.فقط در مخلوط دي K1و   HB9 ،OPO08 ،A12آغازگرهاي. ميكروليتري تهيه گرديد

آغازگرهاي . آغازگر رويت نشد 4ي ماده هيچ باندي از اين  ارقام نر توليد باند نمودند و در توده
HB12 ،HB7  ا ارقام ماده توليد باند كردند سپس .ان.فقط در مخلوط دي 814و

ط سه رقم نر آزمايش شدند كه از اين ميان فق 20در  K1و  HB9 ،OPO08  ،A12آغازگرهاي
 450و  1100، 350باند مشترك ترتيب در تمامي ارقام نر به K1و  HB9 ، OPO08آغازگر
رقم  10طور مجزا بر روي هر يك به 814و  HB12 ،HB7سه آغازگر . توليد نمودند بازي جفت

. توليد كرد بازي جفت 700در تمامي ارقام ماده باند مشترك  HB7ماده آزمايش شدند و فقط 
ها دها در تكرارهاي مختلف و ارقامي كه از نظر ژنتيكي از هم دور بودند قابليت آنثبات اين بان

  .را در تعيين جنسيت نخل خرما ثابت كرد
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مقدمه
و با  ، گياهي تك لپه، دوپايه.Phoenix dactylifera L)(نخل خرما 

عمر طولاني است كه از اهميت اقتصادي بالايي در كشور ايران 
دهي در اين ميوهتعيين جنسيت، گلدهي و ). 1( برخوردار است

 ها درختان كند بوده و در اواخر سال پنجم رشد نر يا ماده بودن آن
وتعيين  فيدبنابراين براي انتخاب نخل خرماهاي م. رددگ محرز مي

ها به  ها در سنين اوليه رشد جهت احداث نخلستانجنسيت آن
  ).9(احتياج است استفاده از نشانگرهاي مولكولي 

اي پليمراز  بكارگيري نشانگرهاي مبتني بر واكنش زنجيره
واكنش . ترين روش دستيابي به اطلاعات ژنتيكي است ساده
اين نشانگرهاست  يكي از 1اختيارياي پليمراز با آغازگر  رهزنجي

اي الگو را آشكار .ان.دي هاي موجود در كه به خوبي تفاوت
هاي بين  ي پيوستگي اين نشانگرها براي ارزيابي و تجزيه. كند مي

كار هطور مؤثري بههاي گياهي مختلف ب ها در گونه نشانگرها و ژن
، ها نشانگر ترين و كم هزينه ترين سادهيكي ديگر از ). 3(ست  ا رفته

) ng 25- 5(اي .ان.كه نياز به مقدار كم دي شدبا نشانگر رپيد مي
اي، .ان.ثر توالي ديؤچنين امكان غربال سريع و مداشته و هم

-را فراهم مي هاي ژني براساس چند شكلي در بسياري از مكان

آر در .سي.پي -پي.تفاوت اين نشانگر با نشانگرهاي ا). 2( نمايد
در (باشد  ها مي تعداد واحدهاي نوكلئوتيدي تشكيل دهنده آن

آر تعداد واحدهاي نوكلئوتيدي بين .سي.پي-پي.نشانگرهاي ا
mer20-10 كه در نشانگر رپيد اين تعداد از  متغير است درحالي
mer 10 يكي از كاربردهاي اين نوع از نشانگرها ). تر نيستبيش

ويژه در گياهان باغي  اهان است كه بهدر شناسايي نوع جنسيت گي
گذارد، بسيار مفيد  كه جنسيت بر ميزان و كيفيت ميوه تأثير مي

رقم پسته و  14، با استفاده از )1994(هرمزا و همكاران  .باشند مي
اليگونوكلئوتيدي اقدام به شناسايي نشانگر رپيد  آغازگر 700

ها  پيوسته با تعيين جنسيت پسته نمودند در ميان آن
ي ماده  جفت بازي كه فقط در توده 945باند   OPO08آغازگر

-هب) رقم 14(تك ارقام  اين باند در تك. رويت شده بود توليد كرد
تواند در  طور مجزا امتحان شد و به عنوان نشانگر رپيدي كه مي

  .تعيين جنسيت گياه پسته كارآمد باشد معرفي گرديد

                                                           
1 Arbitrary primed-PCR (AP-PCR) 

م ماده پسته شامل ارقام ، چهار رق)2008(پور و همكاران  احسان
رقم نر كه از باغ  4اكبري، احمد آقايي، فندقي، كله قوچي و 

نشانگر  9ي  اردستان اصفهان برداشت شده بودند را بوسيله
بررسي كردند كه در اين ميان دو نشانگر با  2آر.اس.اس.آي

قادر بودند فقط در گياهان ماده  8TA(AC)و  8CG(AC)هاي  توالي
ا كنند و بدين صورت ارقام ماده از نر را .ان.دي توليد باندهاي
  .شناسايي كردند

بر روي شناسايي ژن تعيين ) 2007(گانگوپادهياي و همكاران 
ي نشانگرهاي  در مراحل پيش از گلدهي بوسيله 3جنسيت در پاپايا

آر .اس.اس.آي آغازگراس آر كار كردند كه .اس.رپيد و آي
(GACA)4 پايا را با توليد باند خاص در توانست ژن جنسيت در پا

  . ارقام ماده آشكار كند
ي بيوشيميايي و نشانگرهاي  ذخيره) 2008(بخيت و همكاران 

 ي مولكولي را در شناسايي جنسيت نخل خرماهاي تمايز يافته
از نظر . اي را بررسي كردند بدست آمده از كشت درون شيشه

لواستات تفاوت هاي فسفاتاز و گلوتامات اكسا بيوشيميايي آنزيم
نشانگر رپيد  تجزيهبسياري را بين نر و ماده نشان دادند وليكن در 

پيدا شد و نتايج بررسي تشابه ژنتيكي   ها ارتباط كمي بين جنسيت
ها نتوانست پيوستگي با جنسيت يا تخمين نوع جنسيت را در  آن

گرچه يونيس و همكاران . هاي ناشناخته مشخص كند كلون
و  HB10 ،HB12 ،HB9 ،814 آغازگر 5دند كه اعلام كر) 2008(

844A ها فقط  نر هستند ولي بررسي آنقادر به تشخيص جنسيت
روي سه رقم نخل خرماي مصري صورت گرفته بود كه از قابليت 

ي در ارقام متعدد و غير اعتماد چنداني برخوردار نبود و بايست
علاوه بر . شد ها نيز آزمايش مي خويشاوند با ارقام مورد بررسي آن

ها نشانگر مناسبي براي تشخيص ارقام ماده نيز تا كنون معرفي  اين
تحقيق حاضربا هدف شناسايي  در همين راستا. نشده است

 .ا ژن تعيين جنسيت در نخل خرما طراحي شد.ان.نشانگرهاي دي
  

    هامواد و روش
هاي تازه مركز تاج درخت  هاي حاصل از برگ برگچه مواد گياهي
هاي  كلون موجود در مؤسسه تحقيقات ميوه 30از نخل كه 

                                                           
2 Inter simple sequence repeat (ISSR) 
3 Carica papaya 
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رقم  20كهنوج جيرفت شامل گرمسيري استان خوزستان و منطقه 
، سبز 11- 1نرهاي شماره  سمساوي، غنامي، وردي، جارويس،(نر 

و ) ، سبز غنامي و سرخ غنامي2، نرخارجي 1پرك، نر خارجي 
وي، استعمران، برحي، بريم، ديري، مضافتي، حلا(رقم ماده 10

  .تهيه شدند )نور، زاهدي و مجول آلمهتري، دگلت
. كيفيت دي ).3( انجام شد CTABروش  اي به.ان.استخراج دي

با استفاده  ها كميت آن و يك درصددر ژل آگارز  ها نمونه اي. ان
  .گرديد گيري از دستگاه بيوفتومتر اندازه

  هاي نر و مادهتهيه توده
تمامي ارقام نر و ديگري  اي.ان.دو توده مجزا يكي فقط از دي

از (اي تمامي ارقام ماده در دو ميكروتيوب تهيه شد .ان.فقط از دي
  ).نانوگرم در ميكروليتر برداشت شد 5هر نمونه 

  آر.سي.پي -پي.رپيد و ا تجزيه
آغازگر  8آغازگر رپيد و  8آغازگر شامل  16وسيله  نشانگرها به

جدول (گرفته بودند آر كه قبلاً مورد استفاده قرار .سي.پي-پي.ا
: اي پليمراز شامل تركيبات واكنش زنجيره .شدند تجزيه) 1شماره 

 mM1/0 dNTPs ،pmol25، تك پليمراز آنزيم واحد 8/0
ژنوم  ng50 و تك پليمراز اي. ان. دي X10 بافر mL5/2، آغازگر

برنامه واكنش . بود µl25در  نهايي واكنش حجم. اي.ان.دي
به  C 94°واسرشت آغازي در مرحله :اي پليمراز شامل زنجيره
 يكبه مدت  C 94°چرخه شامل 40دقيقه، در  2مدت 

و  C 42°دماي اتصال براي كليه نشانگرهاي رپيد سازي، واسرشت
درجه  51- 41بين (آر متفاوت .سي.پي-پي.براي نشانگرهاي ا

تكثير نهايي در  ثانيه و 30به مدت  C72°، تكثير در )گراد سانتي
°C72 تكثير  اي.ان.قطعات دي). 3(دقيقه انجام شد  10مدت  به

  .جداسازي شدند يك درصدشده در ژل آگارز 
  تعيين آغازگرهاي كانديد 
فقط در توده  HB9 آر آغازگر.سي.پي-پي.ميان آغازگرهاي ا از

فقط در توده ارقام ماده   HB7و HB10، 814و ) 1شكل (ارقام نر 
 4ازگرهاي رپيد و از ميان آغ) 2شكل (توليد باند نمودند 

فقط در توده نر توليد باند  D10و  A12 ،OPO08 ،K1آغازگر
يك از آغازگرهاي رپيد در توده ماده باند توليد  نمودند و هيچ

جهت اطمينان از نتايج حاصله اين آزمايش با  ).3شكل (نكردند 
سه مرتبه تكرار  آغازگردرجه حرارت مناسب تعيين شده براي هر 

  . شد

  
  مشخصات آغازگرهاي مورد استفاده در واكنش -1جدول       

  

 منبع
گياه در  نام

 آزمايشات قبلي
اندازه باند توليد(جنسيت گياه در آزمايشات قبلي

  كد  آغازگرنام  تعداد باز  توالي  %GC )شده

bp1010(  55  GACCACAGCCTC( ♂  خرما  11
GAGAACAT  20  HB10  A  

 bp 375( 73/72  (CAC)3GC  11  HB12  B( ♂  خرما  11

bp 340(  43/71  GGGCTTGGGCCG( ♂  خرما  11
CGACAGCTA  21  HB9 C  

 4  16  HB6 D(GACA) 50 (*)♀  پاپايا 6
 bp590( 50 (CT)8TG  18  814 E(♂  خرما 11
 bp2400( 56/55 (AC)8CG  18  HB7 F(♀  پسته 5
 bp920( 54 (CT)8AC 18  844A  G(♂  خرما 11
 bp 250 -2500(  44/44  (AC)8TA  18  HB8  H( ♀  پسته  5
 bp 750( 32  TCGGCGATAG 10  A12  1( ♀و) bp 370( ♂  خرما  11
 bp 400( 34  CCCTACCGAC  10  K3  2(♀و ) bp 500( ♂  خرما  4
6  C. circinalis  ♂ )bp 686( 32  GTTTCGCTCC 10  OPB01 3  
 TCGTTCCGC  9  K4 4 30 )700و  bp 400( ♀و) bp 200( ♂  خرما  4
 bp 490(  32  GTGATCGCAG 10  A10 5( ♀  خرما  11
 bp 945(  32  CCTCCAGTGT 10  OPO08 6( ♀  پسته  7
 bp 1000(  34  TGGCGACCTG 10  K1 7( ♀  خرما  4
 bp 800( 32  GGTCTACACC 10  D10  8( ♀و ) bp 675( ♂  خرما  11
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باند  4با HB10  (A)دهد آغازگر  نشان مي 1گونه كه شكل  همان
باند  3با توليد  844A (G)غازگر بازي و آجفت 700تا  250
هاي ماده و هم در  بازي هم در مخلوط نمونهجفت 250-600

كه قبلاً  HB6 (D)آغازگر . هاي نر باند توليد كردند مخلوط نمونه
گزارش شده بود و ) 6(براي تشخيص جنسيت ماده در پاپايا 

كه قبلاً قادر به تشخيص جنسيت ماده در پسته HB8  (H)آغازگر 
نتوانستند هيچ باندي در خرما توليد كنند اين ) 5(رش شده بود گزا

آر هيچ جايگاه .اس.اس.دهد كه اين دو آغازگر آي نشان مي
دهنده فاصله ژنومي اين دو گياه با  مكملي در خرما ندارند كه نشان

علت اينكه  به 844Aو  HB10بنابراين آغازگرهاي . خرما است
هاي نر از ماده  تشخيص پايهها قادر به  باندهاي حاصل از آن

علت اينكه هيچ باندي توليد  به HB8و  HB6نيستند و آغازگرهاي 
فقط  HB9 (C)اما آغازگر . نكردند از ادامه كار كنار گذاشته شدند

اين آغازگر ). 1شكل (هاي نر باند داد  ا نمونه.ان.در مخلوط دي
جفت  340د آر كه قبلاً در ارقام نر نيز توانسته بود بان.اس.اس.آي

نر به عنوان آغازگر مناسب تشخيص جنسيت) 11(بازي بدهد 
و آغازگرهاي  HB12 (B)آغازگر .براي ادامه كار انتخاب گرديد

ا .ان.فقط در مخلوط دي HB7 (F)و  (E) 814آر .اس.اس.آي
ا .ان.هاي ماده باند تشكيل دادند ولي در مخلوط دي نمونه
  ).2و  1شكل (د هاي نر هيچ باندي تشكيل ندادن نمونه

  

  
و ) Fبا نشانه  Aشكل (در توده ماده ) A-H( آغازگر 8باندهاي توليد شده از  - 1شكل 

كنترل آب، كه : -Cكيلو بازي،  يك سايز ماركر: m( ،Lبا نشانه  Bشكل (در توده نر 
و  BFB ،BFE(فقط در توده ماده ) HB7و  F )HB12 ،814و  B ،Eهاي آغازگر
BFF ( آغازگرو C )HB9 ( فقط در توده نر(BmC) باند توليد نمودند.  

در گزارش قبلي، در ارقام  814و HB12 كه آغازگرهاي  در حالي
نر خرما توليد باند كرده بودند ولي ظاهراً در ارقام ماده باندي 

دليل همين وضعيت مشكوك تصميم  به) 11(بودند  توليد نكرده 
راي ادامه كار انتخاب هايي قرار گيرند كه بآغازگرگرفته شد جزء 
هاي تفصيلي در تك تك  ها به بررسي گيري از آن شده و نتيجه

كه قبلاً گزارش شده بود  HB7آغازگر . ارقام ماده موكول گرديد
نيز براي ادامه كار ) 5(قادر به تشخيص جنس ماده پسته است 

  .انتخاب شد

  
، A12 ،K3 ،OPB01 ،K4 ،A10 ،OPO08آزمايش نشانگرهاي رپيد  -2شكل 

K1  وD10 )P1 to P8 ( بر روي هر دو توده نر)M ( و ماده)F (L :يك سايز ماركر 
  كيلو بازي

  
شود از ميان نشانگرهاي  مشاهده مي 2طور كه در شكل  همان

هاي  يك در توده هيچ K4 و OPB01 ،K3 ،A10رپيد، آغازگرهاي 
ا به بن OPB01آغازگر . نر و ماده ارقام خرما باند توليد ننمودند

 Cycas، در ارقام نر)2007(گزارش گانگوپادهياي و همكاران 

circinalis  است كه در مورد عدم  بازي كرده جفت 686توليد باند
توان گفت كه هيچ جايگاه مكملي در  دهي اين آغازگر نيز مي باند

 .دهنده فاصله ژنومي اين گياه با خرما است خرما ندارد كه نشان
بذري خرما كه از هاي  از جنين) 2008(بخيت و همكاران 

عنوان هاي نرسيده و رسيده واريته زغلول تهيه كرده بودند به ميوه
ريز نمونه در كشت بافت استفاده نموده و گزارش كرده بودند كه 

بازي و در جفت 500هاي بذري نر باند  در جنين K3آغازگر
. جفت بازي توليد نموده است 400ماده باند  يبذرهاي  جنين

 200بذري نر خرما توليد باند هاي  در جنينK4 همچنين آغازگر 
جفت  700و  400ماده باندهاي  يبذرهاي  بازي و در جنينجفت

هاي ارقام نر و  عدم تشكيل باند در توده. است بازي توليد نموده
نر و  يبذرهاي  و همچنين وجودشان در جنينماده در اين تحقيق 

را بايد ناشي از روابط ) 2008(ماده آزمايش بخيت و همكاران 
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ها دانست  هاي مورد بررسي آن خويشاوندي موجود بين ژنوتيپ
ولي در تعيين جنسيت ارزشي ندارند چرا كه فقط از يك نوع رقم 
واريته زغلول استفاده نموده بود و تنوع ارقام در تحقيق ايشان 

بنا به گزارش يونيس و همكاران  A10آغازگر . وجود نداشت
، در ارقام ماده ساكوتي، برتمودا، مالكابي و داگانا توليد )2008(

در ارقام مورد بررسي در كه  ليابازي نموده در ح جفت 490باند 
توان وجود  تحقيق حاضر باندي توليد نكرد كه دليل آن را نيز مي

  .ها ذكر كرد روابط خويشاوندي بين ارقام مذكور در تحقيق آن
  ديد بر روي تك تك ارقامنتايج آزمايش آغازگرهاي كان

، HB7 ،HB9(آر .سي.پي-پي.آغازگر كانديد ا 4توانايي توليد باند 
HB12  (آغازگر كانديد رپيد  4و ) 814وA12 ،OPO08 ،K1  و

D10 ( بر روي تك تك ارقام مورد بررسي با دماهاي اتصال بهينه
در  كه علت اين به 814و  HB12آغازگرهاي . ها آزمايش شدند آن

رقام ماده باند مشترك توليد نكردند، از ادامه كار حذف بعضي ا
در تعيين  HB7آغازگر، آغازگر  2از بين اين آغازگرها تنها . شدند

درتعيين جنسيت  HB9و آغازگر ) 3شكل (جنسيت ارقام ماده 
باز در  18به طول  HB7آغازگر . مؤثر بودند) 4شكل (ارقام نر 

بازي توليد نمود جفت 700تمامي ارقام ماده يك باند مشترك 
كه در هر سه مرحله تكرار آزمايش بدون هيچ تغييري ) 3شكل (

توان آن را باند  اين باند در تمامي ارقام ماده ديده شد و مي
  شاخص مادگي خرما معرفي كرد

  
هاي  چاهك). F10تا  F1(بر روي ده رقم ماده  HB7تكثير باندهاي آغازگر  -3شكل 

L ،C- ،BM  وBF يب سايز ماركر ترتهبKb 1 شاهد آب، مخلوط نرها و مخلوط ،
  .شود رقم ماده ديده مي 10جفت بازي در  700باند . دهد ها را نشان مي ماده
بازي جفت 350نيز توانايي توليد باند مشترك  HB9آغازگر 

جايي  از آن. رقم نر مورد بررسي اثبات كرد 20را در هر ) 4شكل (
رقم كه خويشاوندي چنداني  20ار در تكر  كه اين باند در هر سه

توان اين باند را باند شاخص  با هم ندارند ديده شد با اطمينان مي
  .نرينگي معرفي كرد

بازي توليد نمود كه جفت 100و  350دو باند  OPO08آغازگر 
 ).5شكل (هاي بيشتري دارد  بررسيقضاوت درباره آن احتياج به 

، در )2008(كاران كه در آزمايش بخيت و هم K1 آغازگر
بازي نموده بود در اين جفت 1000هاي ماده توليد باند  كلون

جفت بازي  450تحقيق در ارقام نر مورد مطالعه باند مشترك 
دهد بسته به رقم و واريته اين آغازگر  كه نشان مي) 6شكل (نمود 

متفاوت  ،نخل خرما است كروموزومكه داراي جايگاه ژنومي در 
عنوان يك نشانگر جنسيت در خرما  تواند به ميكند و ن عمل مي

  .بكار گرفته شود

  

  
، Lهاي  چاهك). M20تا  M1(بر روي بيست رقم نر  HB9آزمايش آغازگر  - 4شكل

C- ،BM  وBF ترتيب سايز ماركر هبKb 1ها  ، شاهد آب، مخلوط نرها و مخلوط ماده
  .شود ه ميرقم ماده ديد 20جفت بازي در  350باند . دهد را نشان مي

  

  
هاي  چاهك  (M1 to M20)رقم نر  20بر روي  OPO08 آغازگرآزمايش  -5شكل 

L ،C- ،BM  وBF ترتيب سايز ماركر هبKb 1 شاهد آب، مخلوط نرها و مخلوط ،
  .شود رقم ماده ديده مي 20جفت بازي در  1100و  350باندهاي . دهد ها را نشان مي ماده
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-L ،Cهاي  چاهك  (M1 to M20)رقم نر  20بر روي  K1 غازگرآآزمايش  -6شكل 

 ،BM  وBF ترتيب سايز ماركر هبKb 1ها را  ، شاهد آب، مخلوط نرها و مخلوط ماده
  .شود رقم ماده ديده مي 20بازي در جفت 350. دهد نشان مي

بررسي نتايج حاصل از تعيين جنسيت ارقام مورد مطالعه و نتايج 
و  HB7قبل نشان دادند كه فقط آغازگرهايحاصل از تحقيقات 

HB9 صورت آغازگرهاي اختياري توان با اطمينان به را مي 
 .تعيين جنسيت ماده و نر نخل خرما بكار گرفت در ترتيب به

  سپاسگزاري
هاي گرمسيري  از رياست محترم مركز تحقيقات ميوهنويسندگان 

كارشناس استان خوزستان جناب آقاي دكتر رهنما و  مسئولين و 
آزمايشگاه مركزي دانشگاه رامين خوزستان خصوصاً سركار خانم 

دريغشان كمال تشكر را  هاي بي ها و كمك خاطر حمايت صدر به
  .دارند

: ترجمه. توليد و مراقبت خرما) 1370( و.. هـ. داوسن و .1
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