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  پيوسته به ژن کنترل کننده تعداد رديف بذر در جوAFLPشناسايي نشانگرهاي 
 

 
 
 

 
 

 ١د طباطبائييم سين ابراهيبدرالد

 
 چكيده

اين صفت در . شود  قرار دارد کنترل ميH۲  که روي بازوي بلند کروموزوم vrs1صـفت دو رديفه و شش رديفه بودن بذر در جو توسط ژن    
به منظور تهيه ) شش رديفه(و آزوماموگي ) دو رديفه(دو والد کانتو نکيت گولد . دارددن و ميزان محصول جو اهميت    روند اهلي ش   بررسـي 

هاي تهيه شده به منظور يافتن نشانگرهاي پيوسته با ژن مورد نظر با استفاده از نشانگر          لاين. تلاقي داده شدند  ) NILs(هاي تقريباً ايزوژن     لاين
AFLP قرار گرفتند مورد استفاده . 

هاي نوترکيب،  با استفاده از لاين   .ي شد اي نشانگر جديد پيوسته به ژن مذکور شناس       ۵ ترکيب جفت آغازگر، تعداد      ۱۷۹۲پـس از بررسي     
رد سازي و توالي يابي ژن مو توانند به منظور همسانه اين نشانگرها مي.  تعيين گشتvrs1فاصله تقريبي نشانگرهاي انتخاب شده با مکان ژني 

 .شوندنظر استفاده 
 

 AFLP ،vrs1جو، رديف بذر، لاين تقريباً ايزوژن،  :واژه هاي  كليدي 
 
 

 مقدمه
 داراي Hordeum vulgare ssp. vulgareهاي جو زراعي  سنبلچه

گلچه مياني  . ي است که در کنار هم قرار دارند       يهاي سه تا   گلچه
ارد ولي دو همواره بارور است و توانايي تبديل شدن به بذر را د        

د و بذر توليد    شو گلچـه جانبي در ارقام دو رديفه جو بارور نمي         
ها در جوهاي شش رديفه  کـند در صـورتي کـه ايـن گلچه      نمـي 

 توسط  به طور عمده  هاي جانبي    باروري گلچه . باشند بـارور مـي   
). ۱(گردد   قرار دارد کنترل ميH۲ کـه روي کروموزوم      vrs1ژن  

دو  Hordeum vulgare ssp. Spontaneumجــوهاي وحشــي
است که جوهاي زراعي شش  رديفـه هسـتند و اعـتقاد بـر ايـن       

مطالعات ). ۴(اند  رديفـه از جـوهاي دو رديفه اهلي حاصل شده       
تواند اين فرضيه را تأييد کند يا         مي vrs1مولکولـي مکـان ژنـي       

. دلايـل جديـدي را در مـورد تکامـل جوهاي زارعي ارائه دهد             
تواند در علم رده بندي و       مکان ژني مي   علاوه بر آن، مطالعه اين    

 .استفاده از منابع ژنتيکي ارزشمند جو مورد استفاده قرار گيرد

 فاده ازـ با استvrs1ي ـان ژنـکي مکـعات نوترکيبي ژنتيـمطال

 
 
 ، دانشکده کشاورزی، دانشگاه صنعتی اصفهان كشاورزيوتکنولوژیي بدانشيار. ١
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 ، مشابهRFLP و نشانگرهاي هاي در حال تفرق مختلف     جمعيت
عدم ) ۳(گرانر و همکاران ). ۲(نتايج متفاوتي را نشان داده است 

وجـود نوترکيبي را در اين ناحيه ژني بيان کردند در صورتي که           
ــاران  ــودا و همک ــي را  ) ۷ و ۶(کوماتس ــل توجه ــي قاب نوترکيب

 به نشانگرهاي RFLPپس از تبديل نشانگرهاي  . گـزارش کردند  
STS) ۸ (شـه ژنتيکـي اطـراف مکـان ژني          نقvrs1    نشان داد که 

MWG801   ،cMWG699   ،vrs1   ،ABC311   ،MWG865   و 
MWG503       هاي ژنتيکي بين دو مکان ژني     بـه تـرتيب بـا فاصله

 ). ۱۱( قرار دارند ۴/۸ و ۰/۱، ۰/۰ ، ۳/۰ ، ۸/۳متوالي 

 يافـتن نشانگرهاي بيشتر در     پـژوهش موضـوع اصـلي ايـن       
تر به ژن     نشانگرهاي نزديک   طبيعتاً . بود vrs1اطـراف مکان ژني     

تواند  مـورد نظر از اهميت بيشتري برخوردار خواهد بود زيرا مي  
 مورد استفاده قرار  vrs1سازي ژن    به منظور جدا کردن و همسانه     

 هـاي تقريباً ايزوژن  بـه ايـن مـنظور بـا اسـتفاده از لايـن           . گيـرد 

)Near Isogenic Lines, NILs ( و به کارگيري تکنيکAFLP به 
 .  پرداخته شدvrs1ي نشانگرهاي نزديک به مکان ژني يشناسا

 
 مواد و روش ها

هاي گياهي مورد استفاده در اين آزمايش حاصل تلاقي          ژنوتـيپ 
. بـين دو رقـم جـو ژاپنـي کانتونکـيت گـولد و آزوماموگي بود              

اســت بــه ) Vrs1Vrs1(کانتونکـيت گــولد يـک جــو دو رديفـه    
هـاي بزرگ و     داراي بسـاک  هـاي کـناري آن       کـه گلچـه    طـوري 
. باشد هـاي فعـال اسـت ولـي مادگـي آن غيـر فعـال مي                 گـرده 

است و باروري در    ) vrs1vrs1(آزوماموگي يک جو شش رديفه      
 .استهاي آن يکسان  همه گلچه

 Vrs1رديف   هاي تقريباً ايزوژن مورد استفاده داراي هم       لايـن 
ا والد از والـد کانتونکـيت گولد بوده که حاصل تلاقي برگشتي ب    

هاي  ژنوتيپ. آزوماموگـي بـه عـنوان والـد گيـرنده بـوده اسـت            
هاي متعدد توسط نشانگرهاي واقع در اطراف    مختلفـي در نسـل    

  BC7F1يکي از گياهان نسل .  آزمـايش شـدند  vrs1مکـان ژنـي     

)M1-7-64 (       هاي ژني  وجـود کراسـينگ اور بـين مکـانvrs1 و 
cMWG699    هاامه آزمايش ادبـه منظور ايـن گـياه   .  را نشـان داد  

 BC7F3) M1-7-64-11-65 دو گياه در نسل      در نهايت انتخاب و   
هاي ژني   وجـود کراسـينگ اور بـين مکان       ) M1-7-64-12-24و  

vrs1   وMWG865     بنابراين گياهان انتخابي در    .  را نشـان دادنـد
 به صورت ناخالص ولي     ABC311 و   vrs1هاي ژني    مورد مکان 

 و  MWG801   ، cMWG699   ، MWG865در مورد نشانگرهاي    
MWG503    نشان داد که محل      ها ادامـه آزمايش  .  خـالص بـودند 

  در گياه cMWG699 و vrs1هاي ژني  کراسينگ اور بين مکان

M1-7-64-12-24   بـهvrs1  حاصل از   بذرهاي. تـر است    نـزديک 
به عنوان جمعيت در   ) BC7F4(خـود بـاروري گـياهان انتخابـي         

حداقل سه  . شت شدند ک) vrs1در مورد مکان ژني     (حـال تفرق    
 تشکيل بذرهايدهي نتاج در حال تفرق، رديف       هفته پس از گل   

شده در تک تک گياهان مشخص و به منظور اطمينان از صحت         
 گياه  ۱۶تعداد  . انـتخاب، نـتاج آنها نيز مورد بررسي قرار گرفت         

 گـياه شـش رديفـه حاصـل از نـتاج هر يک از       ۱۶دو رديفـه و     
 . ندشد انتخاب M1-7-64-12-24 و M1-7-64-11-65گياهان 

اي پليمراز با استفاده      ، انجام واکنش زنجيره    DNAاستخراج  
هاي حاصل بر اساس روش       و تجـزيه داده    STSاز آغازگـرهاي    

 .انجام گرديد) ۸(پيشنهادي کوماتسودا و همکاران 

 توسط  DNA ، برش    AFLPبـه مـنظور بررسي نشانگرهاي       
به  مربوط eآداپتور (پتورها ، اتصال آدا  MseI و   EcoRIهاي   آنزيم

 ،)MseI مـربوط به ناحيه برشي  m و آداپـتور  EcoRIناحـيه برشـي    
 e مربوط به ناحيه آداپتور      e000توسط آغازگرهاي   (تکثيـر اوليه    

توسط (، تکثير انتخابي    )m مـربوط بـه ناحـيه آداپـتور          m000و  
آغازگـرهاي مـورد اسـتفاده در تکثيـر اولـيه کـه داراي سـه باز               

و رنگ آميزي نقره بر اساس      )  بود '3 اضـافي در ناحيه      انتخابـي 
. انجــام شــد) ۱۲(روش ارائــه شــده توســط مانــو و همکــاران 

اسـتفاده نيز مطابق با نام گذاري    رهاي مـورد  آغازگ ـگـذاري    نـام 
ــاران   ــو و همک ــط مان ــود) ۱۲(توس ــه  . ب ــورت ک ــن ص ــه اي ب

e000+AAA بــــه نــــام e01 ،e000+AAC بــــه نــــام e02 ،
e000+AAG   بـه نـام  e03 ،e000+AAT  بـه نام e04 و به همين 

همين .  مورد استفاده قرار گرفتe64 به نام   e000+TTTتـرتيب   
 .کار رفته  نيز بmروش در مورد نام گذاري آغازگرهاي 
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  پيوسته به ژن کنترل کننده تعداد رديف بذر در جوAFLPي نشانگرهاي يشناسا 

۴۳ 

ــوط  ــنظور تهــيه مخل ــه م ــودهDNAب اي   در آزمــايش تجــزيه ت
، هشت گياه )balk segregant analysis(هاي در حال تفرق  نسل

هشت گياه شش رديفه حاصل از هر يک از گياهان دو رديفـه و    
هشت گياه باقيمانده براي تأييد نتايج  . انتخابي مد نظر گرفته شد    

محل نشانگرهاي انتخابي با استفاده . شدندبه دست آمده استفاده 
 .يابي شد  مکانvrs1هاي نوترکيب در اطراف  از لاين

 
 نتايج و بحث

 داراي vrs1 ژنــي  بــراي مکــانBC7F4گــياهان ناخــالص نســل 
بوده و  )  درصد ۶۰ تا   ۳۰(هـاي جانبـي با باروري ناقص         گلچـه 
.  قابل تشخيص از گياهان خالص در اين مکان ژني بودند        کـاملاً 

وجـود به منظور اطمينان بيشتر از خلوص گياهان انتخابي،         بـا ايـن     
 .شدنتاج آنها بررسي و خلوص گياهان تأييد 

و ) دو رديفه  (Vrs1Vrs1در مـرحله اول هشت گياه خالص        
حاصل از گياه   ) شـش رديفـه    (vrs1vrs1هشـت گـياه خـالص       

 تهـيه مخلوط    بـه مـنظور   ) M1-7-64-11-64) BC7F3ناخـالص   
DNA)       هـا و ديگـري براي گياهان شش    يکـي بـراي دو رديفـه
 ترکيب جفت   ۱۷۹۲تعداد  . مـورد اسـتفاده قـرار گرفت      ) رديفـه 

ه منظور يافتن    ب m آغازگر   ۲۸ و   e آغازگر   ۶۴آغازگر حاصل از    
بررسي . شد استفاده   DNAبانـدهاي چـند شـکل بـين دو توده           

 جفت آغازگر را مشخص کرد که ۲۰۹باندهاي تکثير شده تعداد 
منظور اطمينان از پيوستگي     به. حـاوي باندهاي چند شکل بودند     

 ، آغازگرهاي مورد نظر     vrs1باندهاي انتخاب شده با مکان ژني       
.  آزمايش شدDNA مخلـوط   افـراد تشـکيل دهـنده    DNAروي  

 باند حاصل از ۳ جفت آغازگر انتخابي، تنها ۴۰ولـي با آزمايش   
 مورد تأييد   e34m13 و   e31m13   ، e31m26جفـت آغازگرهاي    

بر و از لحاظ     گونه آزمايش زمان    ادامه اين  بنابراين. قـرار گـرفت   
 .اقتصادي مقرون به صرفه نبود

ــاس   ــن اس ــر اي ــياه،ب ــي ـ گ ــل از گ ــيـاه انتخـان حاص  اب

M1-7-64-12-24           بـه مـنظور تأيـيد پيوسـتگي باندهاي انتخاب 
به اين منظور هشت گياه . شد استفاده vrs1شـده بـا مکـان ژني        

 حاصل از   vrs1vrs1 و هشـت گـياه خالص        Vrs1Vrs1خـالص   

جهـت تهيه مخلوط  ) M1-7-64-12-24) BC7F3گـياه ناخـالص    
DNA)       هـا و ديگـري براي گياهان شش   يکـي بـراي دو رديفـه 
 ـ) رديفـه   جفت آغازگر انتخابي حاوي   ۲۰۹سپس  . کـار رفت  ه  ب

 ذکر شده مورد DNAبانـدهاي چـند شـکل توسـط دو مخلوط        
 و جفت آغازگر مورد تأييد      ۲۴آزمـون قرار گرفت که در نتيجه        

 هـر يک از   DNAپـس از آزمـايش آغازگـرهاي انتخابـي روي           
 ، تعداد سه آغازگر     DNAهـاي تشـکيل دهنده مخلوط        ژنوتـيپ 

بـه ايـن معني که سه باند حاصل از     . د تأيـيد قـرار گـرفت      مـور 
 vrs1 در مکان ژني     e52m32 و   e40m36  ،e34m13آغازگرهاي  
 و ۲۶۰، ۱۱۱۰اندازه تقريبي اين سه باند به ترتيب       . قـرار دارنـد   

 ). ۱شکل ( باز تخمين زده شد ۲۷۰

 e31m13بانـدهاي چـند شکل حاصل از جفت آغازگرهاي        
کـه براساس   )  بـازي  ۵۲۰بانـد    (e31m26و  )  بـازي  ۱۶۰بانـد   (

 مشخص M1-7-64-11-65 حاصـل از نتاج گياه    DNAمخلـوط   
-M1-7-64 حاصل از نتاج گياه  DNAشـده بودند روي مخلوط      

يد آن ؤاين نتيجه م  .  بانـدهاي هـم شـکل را نشـان دادند          12-24
 و vrs1هــاي ژنــي  اســت کــه محــل کراســينگ اور بــين مکــان

cMWG699 در گياه  M1-7-64-12-24 بهvrs1تر است  نزديک .
 e40m36  ،e34m13بنابـراين باندهاي چند شکل حاصل از سه آغازگر          

ــه بــا بان ـ در مقايe52m32و  ــس ــک ـ نـد ش ل از ـل حاصـــدهاي چـ
ــي e31m26 و e31m13رهاي ـــازگغآ ــه مکــان ژن ــزديکvrs1 ب ــر   ن ت

 .خواهند بود

يابي نشانگرهاي مشخص شده و تهيه نقشه  بـه مـنظور مکان    
 ۱۷۵۱انتخاب شده از بين ( ژنوتيپ   ۲۱تيکـي، تعـداد     فشـرده ژن  

که داراي نوترکيبي در فاصله نشانگرهاي      ) لايـن تقـريباً ايزوژن    
cMWG699   و MWG865         بـودند، مـورد آزمـون قـرار گرفتند  .

، cMWG699  ، vrs1 ، ABC311هاي ژني    نـتايج آزمـون مکـان     
MWG865 ــانگرهاي ــان داد کــه    AFLP و نش ــين شــده نش  تعي
تــرتيب .  قــرار دارنــدvrs1 و MWG865 بــين AFLPي نشــانگرها

ــورت    ــه ص ــانگرها ب ، cMWG699 ،vrs1 ،e40m36 ،e34m13نش
e52m32 ،ABC311 ،e31m26 ،e31m13 و MWG865 ترتيب  و به

ــي      ــي متوال ــان ژن ــين دو مک ــي ب ــي تقريب ــل ژنتيک ــا فواص  ب
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 ۱۳۸٣ زمستان / چهارمشماره  / هشتمسال / علوم و فنون كشاورزي و منابع طبيعي 

۴۴ 

  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 .باشد  میVrs1ستون سمت چپ در هر جفت آغازگر مربوط به توده  Vrs1 و  vrs1مربوط به   DNA های  الگوی باندی توده.۱شکل 
 . در شکل نشان داده شده استe52m32باند انتخاب شده مربوط به آغازگر 

 
ــورگان ۴/۰ و ۱/۰، ۳/۰، ۰/۰، ۰۵/۰، ۰/۰، ۰۵/۰، ۱/۰ ــانتي م  س

 . قرار گرفتند

ــانگرهاي    ــين نشـ ــي در بـ ــي نوترکيبـ ، MWG801فراوانـ
MWG865 ،cMWG699 و vrs1  ــتفاده ــورد اس ــيت م  در جمع

مـتفاوت بـا نـتايج حاصـل از جمعـيت به دست آمده از تلاقي                
عدم وجود نوترکيبي در آن جمعيت      ). ۳(ايگـري و فـرانکا بود       

 ممکـن اسـت بـه علـت تعـداد کم افراد جمعيت مورد استفاده               

هاي  ينعلاوه بر آن جمعيت مورد بررسي لا    . باشد)  ژنوتيپ ۷۱(
 بوده است که تنها يک بار       F1هاپلوئـيد مضـاعف حاصـل از نسـل          

 .امکان رخداد نوترکيبي در هر ناحيه کروموزومي وجود داشته است

شــناخت از ميــزان رابطــه بــين فاصــله ژنتيکــي و فيزيکــي 
کروموزومـي مورد نظر يک نياز اوليه براي     نشـانگرها در ناحـيه    

1114bp 
900  bp 
692  bp 

 

501  bp 

 
404  bp 

 
 

320  bp 
 

 

 
242  bp 

 
 
 

 
190  bp 

 
 
 

 

 

147  bp 
 

 

 
124  bp 

 
 

110  bp 
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  پيوسته به ژن کنترل کننده تعداد رديف بذر در جوAFLPي نشانگرهاي يشناسا 

۴۵ 

 اختلاف بين نقشه وجود. سـازي ژن مـورد نظـر اسـت         همسـانه 
فيزيکـي و ژنتيکـي در جـو بـه اثبات رسيده است به طوري که       

هـا به شدت     ميـزان نوترکيبـي در ناحـيه سـانترومي کـروموزوم          
 در ناحيه vrs1گرچه مکان ژني ). ۱۳ و ۱۰ ،  ۹(يابد   کـاهش مي  

  قرار گرفته است   H۲ کـروموزوم    RFLPميانـي نقشـه ليـنکاژي       

 نشــان داد کــه مجمــوعه PCRولــي تجــزيه و تحلــيل ) ۵ و ۲(
 در ناحيه مياني بازوي     vrs1نشـانگرهاي پيوسـته بـه مکان ژني         

ــروموزوم  ــند ک ــرار دارد H۲بل ــاي). ۹( ق ــي ه ــزل و بررس  کون
هاي   درصد مکان۵۰چنين نشان داد که حدود       هم) ۹(همکـاران   

 در نواحي با فراواني زياد نوترکيبي       RFLPژنـي نقشـه لينکاژي      

با توجه . گيرد درصد کل ژنوم را در برمي  ۵قـرار دارد که حدود      
 متعلق به اين نواحي کروموزومي      vrs1کـه مکـان ژني       بـه ايـن   

سازي و شناسايي توالي  تواند به منظور همسانه است، بنابراين مي 
 .بازي مورد استفاده قرار گيرد

 
 سپاسگزاري

بـدين وسيله از آقاي دکتر تاکائو کوماتسودا از محققين برجسته           
هاي  ييلـي علـوم کشـاورزي ژاپـن بـه خاطر راهنما           سسـه م  ؤم

 .شود  قدرداني ميپژوهشارزشمند و فراهم آوردن امکانات اين 
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