
  

  
  

  ژنتيك نوين
  1391 زمستان، 4، شماره هفتمدوره 

  409 - 416صفحه 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 
 
 
 
 
 
 
  

  اصلاح به كمك نشانگر،
  ،).Hordeum vulgare L(جو 

  ريز تشابهات ژنومي،
  نقشه گرافيكي،

  ،همسانه سازي بر اساس نقشه
  

  

 چكيده

 
 
 

 
 
  
 

  
 

 در ناحيه سانترومري )dsp.ar( شردگي سنبلهمكان يابي ژن كنترل كننده ف
 جو با استفاده از ريز تشابهات ژنومي و ژنوميكس مقايسه اي H7كروموزوم 

  
Molecular mapping of the gene dense spike (dsp.ar) to the 

centromeric region of barley chromosome 7H using micro-synteny 
and comparative genomics 

 
  هيمه شاهين نياف

 آلمان) IPK(پژوهشگر موسسه تحقيقات ژنتيك گياهي 

Shahinnia F  
Leibniz Institute of Plant Genetics and Crop Plant Research (IPK), Corrensstr3, 06466 Gatersleben, 

Germany 
 

  shahinnia@ipk-gatersleben.de :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

  )23/3/91 :تاريخ پذيرش - 28/9/90 :تاريخ دريافت(

  
 

هايي كه جديد شناسايي  درصد از ژن 50مشخص كرد كه حدود  1998نتايج مطالعات ژنوم گياهان مختلف تا سال 
هايي هستند كه در گذشته شناخته  با ژن و آرايش حفاظت شده ژنومي در مقايسهشوند، داراي تواليهاي مشابه  مي
در اين راستا با بهره گيري از ريز تشابهات ژنومي  و . اي شد اساس پيدايش ژنوميكس مقايسهيافته اين . اند شده

) گرامينه(مولكولي بين ژنوم توالي يابي نشده جو در مقايسه با ژنوم هاي توالي يابي شده خانواده پواسه   همراستايي
 H7در ناحيه سانترومري كروموزوم  )dsp.ar(، مكان ژن فشردگي سنبله و براكي پوديومج، ذرت، سورگوم نظير برن

ژن مزبور از جمله ژن هاي تكاملي و مرتبط با مورفولوژي سنبله و كنترل عملكرد در . مورد مطالعه قرار گرفت جو
حاصل  F2تيپي فشردگي سنبله در بين نتاج فنو 3:1تفرق . است جو مي باشد كه از جنبه هاي اقتصادي حائز اهميت

نشان داد كه توارث ژنتيكي اين صفت بصورت ساده مندلي و با يك ژن  BW265و  Bowmanاز تلاقي والدين 
 به روش PCRو تبديل آنها به نشانگرهاي مبتني بر  ESTو  STS ،SNPابداع نشانگرهاي جديد با . كنترل مي گردد

 CAPS  وPyrosequencing مكان يابي ژن فشردگي سنبله  وان اشباع نقشه پيوستگي مولكولي در اين ناحيه امك
)dsp.ar ( نشانگر توليد شده  40لاين شناسايي گرديد كه براي  39متعلق به اين جمعيت فرد  1993در بين . شدفراهم

 يكاي كمتر از  پيوسته با ژن مذكور در فاصله CAPSK06413وSC57808 از نشانگرهاي . نشان دادند ينوتركيب
روش . استفاده خواهد شد به كمك نشانگر  و همسانه سازي اين ژن بر اساس نقشه اصلاحسانتي مورگان جهت 

استفاده شده در اين تحقيق قابل تعميم به ساير ژن ها و ژنوم هاي گياهي جهت بهره گيري از آن در اصلاح نباتات 
 .اهد شدمولكولي است كه به تفصيل به شرح آن پرداخته خو

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
هاي  از نشانگرهاي مولكولي جهت تشخيص و تمايز گونه
افشاني  مختلف، بررسي تنوع ژنتيكي ژرم پلاسم گياهي، تأييد گرده

هاي  ها، ارزيابي خلوص ژنتيكي لاين و اثبات هويت دورگ
و  پيش بيني عملكرد ارزيابي تنوع سوماكلونال،  اصلاحي، 

 هنگام و غير زوداصلاح  ،هتروزيس گياهان دورگ پتانسيل

كننده و غربال ژرم پلاسم گياهي از نظر صفات مفيد  تخريب
ترين  با وجود اين عمده). Slafer et al. 2002( گردد استفاده مي

هدف از كاربرد نشانگرهاي مولكولي، گزينش به كمك نشانگر 
)MAS( اصلاح به كمك نشانگر فرصت مناسبي براي . بوده است

هاي مطلوب از حيث صفت مورد  انتخاب ژنوتيپبهبود كارايي 
نمايد و راهكاري بالقوه براي سرعت بخشيدن و  نظر فراهم مي

اصلاح نباتات مولكولي و بيوتكنولوژي گزينش دقيق در 
هاي  تهيه نقشهلازمه اصلاح به كمك نشانگر . كشاورزي است

هاي مختلف ژنتيكي  پيوستگي نشانگرهاي مولكولي براي جمعيت
يابي ژنوم گياهان كمك بزرگي به درك  تهيه نقشه و توالي. است

 Gale and( ها نيز مي باشد عمل، تنظيم و بيان وهمسانه سازي ژن

Devos 1998.( 

يابي ژنوم آرابيدوپسيس و برنج نشان داد  ژني و توالي  تكميل نقشه
صورت  هاي خويشاوند به ها اغلب در ميان گونه كه آرايش ژن

). Bennetzen 2000( باشد مي(Conserved) محافظت شده 
هاي  توان خصوصاً از جنبه اي مي بنابراين از ژنوميكس مقايسه

تكاملي در اصلاح نباتات مولكولي بهره برد، زيرا نتايج تحقيقات 
اخير حاكي از تأثير انتخاب طبيعي در طي تكامل بر نحوة تنظيم و 

ژن و  ها و نقش نواحي ترجمه شده ژنوم در وظيفه بيان ژن
بررسي ژنوم ). Kantety et al. 2002( فرايندهاي متابوليت است

ميليون سال پيش سه  50دهد كه اگرچه حدود  غلات نشان مي
ولي اند،  گونه گندم، برنج و جو از يكديگر تمايز حاصل نموده

از تواليهاي حفاظت شده و مشابه زيادي ژنوم اين گياهان 
اي برنج، گندم، جو، ذرت و اي بر ژنوميكس مقايسه. برخوردارند

دهندة آرايش نشانگري محافظت شده براي نواحي  سورگوم نشان
هاست و اين اساس فرضيه  بزرگ كروموزومي در اين گونه

 باشد اي مي يابي مقايسه تشابهات ژنومي در مطالعات نقشه
)Freeling 2001 ; Gale and Devos 1998.(  

هاي كروموزومي، از  شتگيجز در نواحي اندكي از برگ ژنوم جو به 
. گندم برخوردار است Dو  Aهاي  هم راستايي بالايي با ژنوم

 طلوبي بين ژنوم جو و برنج خصوصاراستايي بسيار م همچنين هم

 ژنومي گزارش شده استمحافظت شده در برخي از نواحي 

)Slafer et al. 2002 .(ايج مجموعه مطالعات حاكي از وجودنت 

 .ها روي اين دو ژنوم است رايش ژنب آراستايي در ترتي هم

عنوان يك  ژنوم برنج را بهDevos and Gale (1997)  علت همين به
منظور اشباع نقشه  مدل مطلوب و منبعي براي يافتن نشانگر به

قابل ذكر است كه اندازه ژنوم هاپلوئيد . ژنوم جو مطرح نمودند
ئيد برنج و اندازه ژنوم هاپلو Mb4900حدود ) x2  =n2= 14(جو 

)24 =x2  =n2(  حدودMb400 ترين نقشه ژنتيكي  كامل. باشد مي
اين . باشد مي cM 1575طول  گروه پيوستگي به 12برنج متشكل از 

 cM 1245اي حدود  در حالي است كه نقشه ژنتيكي جو از اندازه
همچنين ژنوم برنج حاوي . كروموزوم برخوردار است 7روي 

در مقايسه با ژنوم جو ) درصد 50(تكراري  DNAميزان اندكي 
هاي اندازه كوچكتر و ميزان كمتر توالي. باشد مي) درصد 80(

دهنده مزاياي استفاده از دستاورد  تكراري در ژنوم برنج نشان
سازي براساس  هاي همسانه يابي ژنوم برنج در برنامه توالي  پروژه

و و هاي بزرگي نظير ج ها در ژنوم سازي ژن نقشه خصوصاً همسانه
كه  همچنين با توجه به اين). Freeling 2001( ساير غلات است

تر براي  هاي هرچه اشباع ها مستلزم وجود نقشه اين برنامه
توان در  باشند، از اطلاعات مذكور مي نشانگرهاي مولكولي مي

هاي ژنتيكي ژنوم توالي يابي نشده جو بهره فراوان  تكميل نقشه
ز تكميل پروژه هاي توالي يابي اين در حالي است كه پس ا. برد

،  (.Zea mays L)ساير ژنوم هاي خانواده گرامينه نظير ذرت
 براكي پوديومو (.Sorghum bicolor L) سورگوم 

)Brachypodium distachyon L.(  حتي درجه بالاتري از هم
تري از  راستايي و ريز تشابهات ژنومي مشاهده شد و طيف وسيع

اي براي توليد مخازن جديد و گسترده كاربرد ژنوميكس مقايسه 
كه از اهميت  ،)Mayer et al. 2011(تر نشانگري مطرح گرديد 

فوق العاده اي در ژنتيك و اصلاح نباتات مولكولي برخوردار 
در هر سنبله جو سه سنبلچه وجود دارد و براساس شكل . است

هاي دو رديفه و شش رديفه و حد واسط يا  ظاهري سنبله به گروه
 )dsp1موتانت ژن (  dsp.arژن. شود بندي مي ر شش رديفه طبقهغي
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عامل فشردگي سنبله از طريق كوتاه سازي ميان گره ها و به طبع 
آن كاهش طول سنبله و افزايش تراكم آرايش دانه در سنبله مي 

مكان ژني آن در گذشته در ناحيه نامعلومي روي بازوي . باشد
 Franckowiak and( گزارش شده بود H7 كروموزومكوتاه 

Konishi 1997 .( اين ژن از جمله ژن هاي دخيل در فرايند
تكاملي جو و كنترل كننده ميزان عملكرد در اين گياه مي باشد كه 

بنابراين، مكان . خصوصاَ ازجنبه هاي اقتصادي حائز اهميت است
هاي مولكولي و ژنوميك از جمله ژنوميكس يابي اين ژن به روش

ي ابداع نشانگر پيوسته و كاربرد آن در برنامه هاي مقايسه اي برا
اصلاح به كمك نشانگر و همسانه سازي بر اساس نقشه در جهت 

به منظور نيل به . اصلاح مولكولي جو ضروري به نظر مي رسيد
 .شداين هدف مطالعه حاضر طراحي و اجرا 

  
   هامواد و روش

 1993 شامل dsp.arمعيت گياهي مورد استفاده براي مطالعه ژن ج
 (BO)حاصل از تلاقي والد زراعي F2نتاج ) گامت 3986(

Bowman  و ژنوتيپ موتانت(BW) BW265 بود .BO ژنوتيپي 
دو رديفه با سنبله معمولي از لحاظ طول و فشردگي مي باشد در 

براي فشردگي و  Xاشعه موتانت القاء شده به روش   BWحاليكه
لخانه پژوهشي مؤسسه كشت گياهان در گ. كوتاهي سنبله است

 فنوتيپيارزيابي شد و آلمان انجام ) IPK(تحقيقات ژنتيك گياهي 
در اين جمعيت براي صفت فشردگي سنبله در  F3و  F2افراد نسل 

شرايط كنترل شده گلخانه جهت حذف واريانس عوامل محيطي 
به  DNAاستخراج . صورت گرفت 1388و 1387هاي  ضمن سال

كميت . انجام شد )Stein et al. 2001(  و تغيير يافتهCTAB روش 
با استفاده از روش اسپكتروفتو متري و  DNAكيفيت و 

درصد در مقايسه با غلظت نشانگر وزن  8/0الكتروفورز ژل آگارز 
جهت گزينش . بررسي شد III  (Roche co, Germany)مولكولي

موجود در جو به نام  ETSنشانگرهاي اوليه از بانك نشانگرهاي 
HarvEST  ،و اطلاعات حاصل از ژنوميكس مقايسه اي بين برنج

، SSRتوالي هاي  سورگوم و براكي پوديوم براي همرديفيذرت، 
SNP  وSTS  گزارش شده توسطMayer at al. (2011)  استفاده
برنج، ذرت، توالي هاي ارتولوگ مورد استفاده از ژنوم هاي . شد

نشانگري مكان جهت اشباع پيوستگي سورگوم و براكي پوديوم 

 RAP-DBاز بانك هاي اطلاعاتي  dsp.arژن 
)http://rapdb.dna.affrc.go.jp/tools/converter/run( و MIPS ) 

http://mips.Helmholtz-muenchen.de/plant/brachypodiu 
searchjsp /blast.jsp ( همولوژي توالي هاي بدست . شداستخراج

 BLASTو استفاده از گزينه  Altschul et al. 1990آمده به روش 
 .NCBI )http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast  اطلاعاتي بانك

cgi (ي الگو با استفاده طراحي آغازگرها براي توالي ها .انجام شد
). Shahinnia et al. 2011(صورت گرفت  Oligo5از نرم افزار 

در  PCRژنومي والدين و افراد جمعيت به روش  DNAتكثير 
ميكروليتر از مخلوط واكنش دريافت شده از  10حجم كلي 

 Geneو با استفاده از دستگاه ترموسايكلر Fermentasشركت 

Amp PCR System 9700 (ABI, Tokyo) اجزاي . صورت گرفت
ميلي مولار  5/1شامل  PCRبافر  X1 :واكنش عبارت بودند از

MgCl2 ،625/0  واحد ازHotStar Taq DNA Polymerase 

(Qiagen, Hilden, Germany) ،250 ميكرو مولار dNTPs  10و 
هاي حرارتي شامل يك چرخه چرخه. ميكرو مولار از هر آغازگر

چرخه شامل  35واسرشته سازي اوليه، براي   95اي در دقيقه 15
ثانيه در دماي اتصال مناسب براي هر  C°94  ،30ثانيه در  30

در  بسط) 1جدول (دقيقه  دوتا  5/0و ) 1جدول (جفت آغازگر 
دقيقه  7، و در نهايت يك چرخه بسط نهايي به مدت  C°72دماي 

ل محصولات تكثيري با استفاده از الكتروفورز ژ. بود C°72اي در 
از يكديگر تفكيك و ) بسته به طول قطعه(درصد آگارز  3تا  يك

هاي الكتروفورزي  به منظور آشكارسازي نوارهاي تكثير شده، ژل
  .بامحلول اتيديوم برومايد رنگ آميزي شدند

منظور شناسايي  در صورت عدم مشاهده چند شكلي طولي و به
محصولات تكثيري  (SNPs)چندشكلي هاي تك نوكلئوتيدي 

هاي  خالص سازي فرآورده .يابي شدند ربوط به والدين تواليم
PCR  با استفاده از كيت استخراجQIAGEN Mary land, USA) 

(QIAGEN, يابي با دستگاه توالي ياب  و تواليABI Prism 3100-

Avant Genetic Analyzer  يابي نتايج حاصله از توالي. شدانجام 
DNA افزار مژنومي والدين با استفاده از نرClastal W 

(http://www.ebi.ac.uk/clustal w/)  از . مورد مطالعه قرار گرفت
منظور پيدا كردن  والدين به DNAنتايج حاصل از همرديفي توالي 

ناشي از جهش هاي تك  (SNPs)هاي تك نوكلئوتيدي  چندشكلي
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براي تبديل . نقطه اي و جايگزين شدگي نوكلئوتيدي استفاده شد
SNP شده در والدين به چند شكلي طولي با استفاده از  شناسايي

 CAPS )Shahinnia andاز روش  PCRنشانگرهاي مبتني بر 

Sayed-Tabatabaei 2009; Shahinnia et al. 2009 (و 
Pyrosequencing   )Ahmadian et al. 2006 (جهت . استفاده شد

 Kosambiتعيين فواصل نشانگرها و تجزيه پيوستگي از تابع 

 ,JoinMap (v4.0افزار  برحسب فراواني نوتركيبي و نرم (1994)

Kyazma BV, Wageningen, Netherlands)  شداستفاده. 

  
    نتايج و بحث

نشان داد كه  F2فنوتيپي فشردگي سنبله در بين نتاج  3:1تفرق 
توارث ژنتيكي اين صفت بصورت ساده مندلي و با يك ژن كنترل 

ه ها در مرحله رسيدگي به ترتيب ميانگين طول ميانگر. مي گردد
 BOميلي متر براي والد  7/3در برابر  BWميلي متر براي والد  4/2

اين تفاوت . بود كه از تفاوت معني دار آماري برخوردار شده است
در  8/3(و عرض دانه ) 8/9در برابر  5/8( معني دار براي طول

ه طول سنبله كه در اثر كاهش طول ميانگره ها و در نتيج) 2/4برابر 
  . اتفاق مي افتد نيز مشاهده شد

نشانگر  1536غربال ژنتيكي و نقشه گرافيكي والدين با استفاده از 
SNP  شناسايي شده در جو نشان داد كه والد موتانتBW  حامل

سانتي مورگان مرتبط با  3/20يك قطعه ژنتيكي القاء شده به طول 
جو مي باشد  H7در ناحيه سانترومري كروموزوم  dsp.ar ژن

)Druka et al. 2011 .( به منظور مكان يابي دقيق تر و كاهش هر
به كمتر از  3/20چه بيشتر فاصله نشانگرهاي پيوسته به اين ژن از 

فرد متعلق به اين جمعيت  1993سانتي مورگان لازم بود تا  يك
ژنتيكي براي تعداد بيشتري از نشانگرهاي با چندشكلي بالا براي 

بدين منظور با بهره . ورد غربال ژنتيكي قرار گيرندقطعه هدف م
مولكولي بين ژنوم  گيري از ريز تشابهات ژنومي و همراستايي

توالي يابي نشده جو در مقايسه با ژنوم هاي توالي يابي شده 
 380، سورگوم و براكي پوديومخانواده گرامينه نظير برنج، ذرت، 

ي ناحيه ژني مورد نظر كه از همولوژي بالايي با توال ESTتوالي 
پس ازطراحي آغازگر و تكثير . برخوردار بودند انتخاب شدند

بين والدين  ESTتوالي  40فرآورده ها و توالي يابي، تنها براي 
از . )1جدول ( مشاهده شد) SNP(چند شكلي تك نوكلئوتيدي 

شناسايي شده به روش برش آنزيمي  SNPنشانگر  10اين ميان 
و بقيه به روش  CAPSد نشانگر فرآورده براي تولي

Pyrosequencing  به نشاگرهاي مبتني برPCR تبديل شدند .
نشانگر توليد شده  40استفاده از  با F2نتاج نسل  1993ژنوتيپ 
لاين نوتركيب براي فشردگي  39در ميان نتاج تعداد . تعيين شد

سنبله شناسايي شدند كه بر اساس اطلاعات ژنوتيپي هر گياه براي 
ترسيم  dsp.arنشانگر، نقشه گرافيكي نشانگرهاي پيوسته با ژن  هر

همچنين به منظور تاييد ثبات پيوستگي، اين مراحل  ).1شكل (شد 
نتاج ) گياه 624مجموعاَ (گياه از هر لاين نوتركيب  16براي تعداد 

براي قطعه ژني هدف تكرار گرديد كه نتيجه مويد ثبات  F3نسل 
. گرافيكي بودنشانگرها بر روي نقشه پيوستگي و ترتيب الگوي 

تجزيه پيوستگي نشانگرهاي توليد شده و ژن مورد نظر در اين 
 57/0در فاصله اي حدود  dsp.arتحقيق منجر به مكان يابي ژن 

 SC578808 نشانگر  دو بين ) نوتركيبي 15معادل (سانتي مورگان 
   هك  شد  H 7 كروموزوم  سانترومري  در ناحيه CAPSK06413و 

  
) dsp.ar(نقشه گرافيكي نشانگرهاي پيوسته با ژن فشردگي سنبله  - 1شكل 

لاين نوتركيب نسل  39با استفاده از  جو H7كروموزومدر ناحيه سانترومري 
F3  حاصل از تلاقي والدينBowman  و BW265 .(A  در ناحيه سياه

در  B)با سنبله طبيعي، Bowman رنگ نقشه بيانگر ژنوتيپ هموزيگوت نوع 
با سنبله  BW265ناحيه سفيد رنگ نقشه بيانگر ژنوتيپ هموزيگوت نوع 

در ناحيه خاكستري رنگ نقشه بيانگر ژنوتيپ هتروزيگوت با  Hفشرده و 
ناحيه نزديكترين نشانگرهاي پيوسته با ژن . سنبله طبيعي مي باشد

)SC57808-CAPK06413( بصورت نقطه چين نمايش داده شده است.  
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براي دريافت  HarvESTجو، شناسه نشانگرها در بانك اطلاعاتي  H 7كروموزومدر ناحيه سانترومري ) dsp.ar(انگرهاي پيوسته با ژن فشردگي سنبله نش - 1جدول 

 .انگرشتوالي هر نشانگر، ژن هاي خويشاوند بر گرفته شده از ناحيه حفاظت شده ژنومي براكي پوديوم و برنج، دماي اتصال و زمان گسترش براي هر ن

)ثانيه(زمان گسترش   *نشانگر  HarvESTاطلاعاتي شناسه در بانك ژن خويشاوند براكي پوديوم ژن خويشاوند برنج  (ºC)دماي اتصال 
30 58 Os06g0218600 Bradi1g45710.1 7810 IP7810
30 58 Os06g0270900 Bradi1g43770.1 2429 IP2429
30 58 – Bradi1g44530.1 9820 IP9820
30 58 Os08g0460000 Bradi3g37680.1 1674 IP1286_7H
30 58 Os08g0504700 Bradi3g39850.1 1058 IP1058
30 58 – – 15313 IP15313_S2
60 55 Os06g0283300 Bradi1g43580.1 5174 CAPS5174
60 55 – Bradi1g42760.1 26182 CAPS26182
30 58 Os06g0318600 Bradi1g42707.1 4202 IPABC05818
90 57 Os08g0509600 Bradi3g40030.1 – SC57808
60 55 Os06g0598900 Bradi1g36840.1 1814 CAPSKO6413
60 55 Os08g0556000 Bradi3g18190.1 5509 CAPS5509
30 58 Os08g0345800 Bradi3g22330.1 1549 IP1549
30 58 – Bradi3g16187.1 2792 IP2792
30 58 Os08g0180300 Bradi1g45620.1 8097 IP8097
30 58 Os12g0641500 Bradi3g12830.2 5289 IP5289
30 58 Os02g0290500 Bradi3g10620.1 1578 IP1578
30 58 Os08g0545200 Bradi3g42030.1 2924 IP2924
30 58 Os06g0602600 Bradi1g36700.1 3232 IP3232
30 58 Os06g0588900 Bradi1g37250.1 16970 IP16970S1
60 57 Os08g0120500 Bradi3g14000.1 2722 CAPS2722
60 55 – – 7916 CAPSK04439
60 55 – Bradi3g12960.1 19528 CAPSK09406
60 55 Os06g0556200 Bradi1g37977.1 22604 CAPS22604
60 55 – Bradi1g41947.1 7251 CAPS7251
30 58 Os08g0543600 Bradi3g41920.1 43684 IP43684
30 58 Os08g0541500 Bradi3g41830.1 10869 IP10869
30 58 Os08g0538600 Bradi3g41600.5 15403 IP15403
30 58 Os08g0536000 Bradi3g41480.3 1108 IP1108
30 58 Os12g0152700 Bradi3g18820.1 15320 IP15320
30 58 Os08g0152800 Bradi3g17040.1 22253 IP22253
60 55 Os08g0162200 Bradi3g16240.1 1238 CAPS1238_7H
30 58 Os08g0122000 Bradi3g14090.1 4460 IP4460
30 58 Os08g0117300 Bradi3g13800.1 15055 IP15055
30 58 Os08g0109100 Bradi3g13330.1 22967 IP22967
30 58 Os08g0161800 – – IP1243_7H
30 58 Os06g0600100 Bradi1g36830.1 948 IP948
30 58 Os06g0568200 Bradi1g37582.1 1674 IP1674
30 58 Os06g0567000 Bradi1g37630.1 4589 IP4589
30 58 Os06g0354700 Bradi1g35780.1 3731 IP3731
30 58 Os08g0560500 Bradi3g43020.1 4850 IP4850

 .تبديل شده اند PCRبه نشانگرهاي مبتني بر  Pyrosequencingو CAPSهاي تفاده از روشمعرفي شده اند با اس IPو CAPSنشانگرهايي كه به ترتيب با *
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بر اساس  گام نخست وضروري جهت همسانه سازي اين ژن

نتايج حاصل از اين پژوهش، نخستين  .نقشه را فراهم نمود
گزارش در مورد وجود درجه بالايي از ريزتشابهات ژنومي و 

سانتي مورگان از محدوده  3/20ه بزرگي همراستايي در ناحيه اي ب
نواحي سانترومري ژنوم . باشد جو مي H7سانترومري كروموزوم 

گونه هاي مختلف گياهي بدليل اينكه ضمن تكامل بسيار 
محافظت شده باقي مانده اند از فراواني نوتركيبي بسيار پاييني 

اين مسئله از مشكلات اساسي براي مشاهده  .برخوردار مي باشند
چندشكلي و اشباع نقشه هاي پيوستگي نشانگري، همسانه سازي 
. بر اساس نقشه و برنامه هاي اصلاح به كمك نشانگر بوده است

با اين وجود دستاورد ژنوميكس مقايسه اي و استفاده از هم 
ژنومي در جهت توليد و غني سازي راستايي و ريز تشابهات 

شكل را مرتفع جديد مولكولي تا حد زيادي اين منشانگرهاي 
هاي اندكي در رابطه با وجود  اگرچه تاكنون گزارش. نموده است

راستايي و تشابهات ژنومي براي نواحي بزرگ كروموزومي بين  هم
برنج و جو منتشر شده است، ولي برخي از محققين از جمله 

Caldwell et al. (2004) و  Brunner et al. (2003)  به وجود
ها در  بين نشانگرها و ژن) Macro-colinearity(راستايي بزرگ  هم

هاي مختلف براي فواصل بزرگ كروموزومي نيز اشاره  گونه
نشانگر در  5راستايي بين  ها وجود هم در اين گزارش. اند نموده

مورگان روي نقشه هاي كروموزوم از يك  سانتي 50فاصله بزرگ 
. تعبير شده است "راستايي بزرگ هم"گونه با گونه ديگر به 

يابي شده واقع بر كل  بين نشانگرهاي نقشه يراستايي بزرگ هم
 شده استجو گزارش  H3برنج و كروموزوم  يكهاي  كروموزوم

 .(Smilde et al. 2001) هاي  وجود تواليDNA  تكراري در ژنوم
هاي اشتباهي  جو به دليل كراسينگ اورهاي نابرابر و جفت شدگي

 .Saghai Maroof et al( است DNAبه هنگام همانند سازي 

تكراري منجر به  DNAهاي  بنابراين اگرچه وجود توالي. )1996
برابري ژنوم جو در مقايسه با برنج شده است، ولي  14افزايش 

ها بيشتر در نواحي  دليل اينكه در طي مراحل تكامل اين توالي به
اند امكان از  هاي جو مستقر شده تلومري و سانترومري كروموزوم

ها و نشانگرها در فواصل بزرگ  راستايي بين ژن ن همبين رفت
وجود درجه بالايي از ريزتشابهات  .كروموزومي كاهش يافته است

از بازوي بلند  Mbيك ژنومي و همراستايي در ناحيه اي حدود 
 مورگان بين نشانگرهاي سانتي 2/8برنج و  3كروموزوم 
AV933435 و BJ460446  كوتاه واقع در ناحيه تلومري بازوي
 توسط (int-c)جو در ناحيه ژن سنبله حد واسط  H4كروموزوم 

)Shahinnia et al. 2009(  54گزينش  همچنين .شده استگزارش 
 H2بازوي كوتاه كروموزوم  cDNAاز همسانه هاي  ESTنشانگر 

از نقشه فيزيكي بازوي بلند  Mb سه جو در فاصله حدود
شانگر در ناحيه ژن ن 30يابي  به نقشه منجربرنج  7كروموزوم 

 .Perovic et al(گرديد در جو  (Rph16)مقاومت به زنگ برگ 

2004( .Mammadov et al. (2005)  با استفاده از ريزتشابهات
 3برنج و  يكهاي  ژنومي موجود بين بازوهاي كوتاه كروموزوم

سانتي مورگان در اطراف يك توانستند فضاي كوچكتري از ، جو
اشباع  ESTنشانگر  11را با  (Rph5) ژن مقاومت به زنگ برگ

درجه بالايي از ريز تشابهات ژنومي و همراستايي در . نمايند
سانتي مورگان و لنگرگاه ژن مقاومت به  يكاي كمتر از  فاصله

هاي  در ناحيه تلومري بازوي كوتاه كروموزوم (Rpg1)زنگ ساقه 
H7  نيز توسط برنج  6وKilian et al. (1995)  از  .شده استاشاره

جمله عوامل موفقيت در استفاده از تئوري تشابهات ژنومي براي 
اشباع نقشه پيوستگي مولكولي، طراحي آغازگر مناسب براي توالي 

ها و  راستايي ژن تشابهات ژنومي و همعلت اصلي  .نشانگرهاست
هاي مختلف منوط به نواحي  نشانگرهاي مولكولي بين گونه

واحي كد شده يا بيان شده ژنوم در حفاظت شده و مرتبط با ن
در . )Bennetzen  2000; Caldwell et al. 2004(باشد  تكامل مي

برگرفته شده از نواحي  ESTطراحي آغازگرها براي نشانگرهاي 
جفت باز  20تا  18معمولاً چند ويژگي مانند طول بين بيان شده 

اد، گر درجه سانتي 65تا  55بين  (Tm)براي آغازگر، دماي ذوب 
درصد در توالي، عدم وجود ساختمان  50بيش از  G/Cمحتواي 

ثانويه دروني يا معكوس، مكمل نبودن آغازگرهاي مستقيم و 
در  Gو  Cانتهايي با يكديگر، وجود بازهاي  3׳معكوس در نواحي 

جفت باز بين  500تا  200آغازگرها و وجود فاصله  3׳انتهاي 
در . شوند رفته ميآغازگرهاي مستقيم و معكوس در نظر گ

كه امكان طراحي آغازگر و رعايت اين معيارها در مناطق  صورتي
كد شده وجود نداشته نباشد و آغازگر طراحي شده با مناطق 
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غيركد شده ژنوم جفت شدگي داشته باشد احتمال تكثير توالي به 
به همين علت به . ميسر نخواهد شد ااندك و گاه PCRروش 

غازگرهاي طراحي شده در مطالعات منظور افزايش كارايي آ
اين آغازگرها در  بهتر است در صورت امكاناي  يابي مقايسه نقشه

 EST-SSRهاي  نواحي حفاظت شده نظير مناطق مرتبط با توالي
  .طراحي گردند

و تبديل آنها به  ESTدر اين پژوهش استفاده از نشانگرهاي 
ر ناحيه امكان اشباع نقشه پيوستگي مولكولي د CAPSنشانگر 

هاي پيوستگي  در اشباع نقشه. خوبي فراهم نمود  مورد مطالعه را به
سانتي مورگان تنها  يكمولكولي خصوصاً در نواحي كوچكتر از 
به همراه تكنيك  AFLPيك روش ديگر يعني استفاده از نشانگر 

BSA  از كارايي بالايي برخوردار است)Perovic et al. 2004( ،
يگاه ژني اين نشانگرهاي غيراختصاصي و ولي عدم اطلاع از جا

نامعلوم بودن جايگاه كروموزومي آنها، بارز بودن نشانگرهاي 
AFLP  ،و عدم امكان تشخيص افراد هتروزيگوت از هموزيگوت

پيچيدگي مراحل انجام آزمايش و نياز به مواد راديواكتيو و غيره از 
رهاي كه نشانگ در حالي. باشد جمله معايب عمده اين روش مي

CAPS دليل عدم نياز به كاوشگر و مواد راديواكتيو، نياز به  به
پذيري و  ، اختصاصي بودن با قدرت تكرار DNAمقدار كم 

بارز بودن آنها  العاده براي رتبه دهي آسان و هم قابليت اعتماد فوق
جهت تفكيك دقيق نوارهاي هتروزيگوت از هموزيگوت و شبيه 

از اهميت خاصي در  AFLPهاي والدين در مقايسه با نشانگر
در صورتيكه امكان استفاده از روش . تحقيقات اخير برخوردارند

CAPS  بدليل عدم وجود مكان برش آنزيمي مناسب وجود نداشته
باشد مي توان از هر يك از روشهاي موجود در توالي يابي نظير 

Pyrosequencing جهت تعيين ژنوتيپ افراد جمعيت بهره برد .
و استفاده  ESTان دادند كه موفقيت گزينش نشانگرهاي نتايج نش

اي منوط به كيفيت، كميت و صحت  يابي مقايسه  از آنها در نقشه
هاي  يابي در بانك هاي توالي منابع اطلاعاتي مرتبط با پروژه

كه توالي يابي در ناحيه هدف براي  در صورتي. اطلاعاتي است
اشد و همچنين اين اي با تشابهات ژنومي تكميل نشده ب گونه

  علتي   هر حذف شده و به  نواحي ضمن تكامل از گونه ارتولوگ 
  
  

  دهند و  نشان نمي ESTبيان ژنتيكي نداشته باشند، تظاهري در يك 
دو . اي استفاده نمود يابي مقايسه توان از اين روش در نقشه  نمي

براي ميزان همولوژي يا شباهت   e-value ≤ e-5معيار مهم مقدار 
يك توالي مشابه بين جو و برنج و وجود بالاترين ميزان انطباق 

عنوان معيارهاي  ناحيه هدف با ناحيه متشابه در گونه ارتولوگ به
يابي  هاي گزينش شده در مطالعات نقشه ESTافزاينده كارايي 

استفاده از . )Perovic et al. 2004(شده است اي عنوان  مقايسه
و  dnaيابي ژنوم برنج در بانك  الياطلاعات مرتبط با پروژه تو

و  TIGRهاي  در بانك(Stein et al. 2007) ترنسكريپتوم جو 
NCBI  كمكي مؤثر در گزينش نشاگرهايEST خواهد بود 

(Galperin et  al. 2002).  
اي مي توان به عنوان ابزاري مناسب براي  از ژنوميكس مقايسه

ازگاري مولكولي هاي خويشاوند، اساس س تكامل ژن همطالعه نحو
اين روش امكان . هاي مخرب نيز بهره برد و ميزان جهش 

شناسايي تواليهاي ترجمه نشده ژنوم و اطلاعات مهمي در مورد 
علاوه بر اين از مقايسه . سازد عوامل تنظيم كننده ژني را فراهم مي

اي و بررسي ميزان اثر انتخاب  نواحي حفاظت شده بين گونه
توان حتي نواحي پروموتوري و  شونده مي غيركد DNAطبيعي بر 

برداري نشده در ژنوم را مورد شناسايي  نواحي حفاظت شده نسخه
در نهايت لازم است نقش فرايندهاي عمده كه منجر به . قرار داد

گردند از قبيل برگشتگي، مضاعف شدگي،  تغييرات ژنومي مي
ي هاي متقابل، ادغام ژني، كراسينگ آورها جايي كمبود، جابه

نابرابر، نوتركيبي، تبديل ژني و تنوع تكاملي را در ژنوميكس 
  ). Mitchelloldz and Clauss 2002(اي از نظر دور نداشت  مقايسه
  قدرداني و تشكر

كليه هزينه انجام اين آزمايش بعنوان بخشي از پروژه فوق دكتري  
آلمان  )IPK(مؤسسه تحقيقات ژنتيك گياهي نويسنده توسط 

از . است كه بدين وسيله تشكر و قدرداني مي گرددپرداخت شده 
لز اشتاين در طول انجام يراهنمايي هاي علمي ارزنده آقاي دكتر ن

  .پژوهش سپاسگزاري مي گردد
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