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   DNAهاي تريتي پايرم ثانويه با هيبريداسيون  شناسايي ژنوتيپ

  )GISH(ژنومي در محل 
  

 
 

 ۳ و قاسم کريم زاده۲باقي زاده امين ،۱شاهسوند حسنيحسين ، *۱خناماني فلاحتي پورسوده 

  )۳۰/۲/۱۳۸۸: تاريخ پذيرش ؛  ۸/۸/۱۳۸۷: تاريخ دريافت(

 
  چكيده

هاي در حال تفكيـك گياهـان    ل به منظور شناسايي تركيب كروموزومي آنيوپلوئيد و يوپلوئيد نسل        ژنومي در مح   DNAاز روش هيبريداسيون    

هـاي احتمـالي      هاي مريستم ريـشه ژنوتيـپ        ژنومي در محل روي سلول     DNAدر اين مطالعه روش هيبريداسيون      . مختلف استفاده شده است   

 بـا نوكلئوتيـد   (2n=2x=14, EbEb) ژنـومي علـف شـور سـاحل     DNAردن  كدار نشان، با )F2: 2n=6x=42, AABBDEb(تريتي پايرم ثانويه 

 براي اولـين بـار   (2n=6x=42, AABBDD) گندم هگزاپلوئيد بهاره چيني دار نشان ژنومي غير DNA و پيش هيبريداسيون dUTP-12فلئورسين 

ها بسيار متنوع است بلكه حاوي تعداد متفاوتي از           وتيپ اين ژن  Ebهاي ژنوم     در ايران انجام شده و نتايج نشان داد كه نه تنها تعداد كروموزوم            

 تـا   ۳۰از  ) F2(هاي احتمالي تريتي پـايرم ثانويـه          درصد آنيوپلوئيدي در ژنوتيپ   . هستند نيز   Eb در مقابل    D و   A  ،Bهاي    هاي ژنوم   كروموزوم

 در سـاختار ژنـومي      D و   Ebهاي    از تعداد كروموزوم  توان اين تغييرات آنيوپلوئيدي را به وجود تركيبات مختلفي            مي.  درصد متغير بود   ۷/۶۶

با ارقام گندم نان در طي چنـدين نـسل          ) F2(هاي احتمالي تريتي پايرم ثانويه        خودگشني يا تلاقي برگشتي ژنوتيپ    . ها نسبت داد    اين ژنوتيپ 

  .ممكن است منجر به ايجاد ثبات كروموزومي در آنها شده و درصد آنيو پلوئيدي كاهش يابد

  

   آنيوپلوئيدي،علف شور ساحل ،dUTP-12 ژنومي در محل، تريتي پايرم ثانويه، نوكلئوتيد فلئورسين DNAهيبريداسيون  :  كليدي هاي واژه

  

  

  مقدمه

ثر از شوري مشكل عمده و فراگير اكثر كشورها از          أهاي مت   خاك

جمله ايران است كه اراضي قابل توجهي را از توليد محصولات           

هاي ژنتيكي متحمل بـه       اصلاح واريته . ستزراعي خارج نموده ا   

شوري مستلزم دانش و آگاهي در مورد ماهيت و كنترل ژنتيكـي            

هاي تريتي پـايرم اوليـه        لاين). ۸(اين صفت پيچيده خواهد بود      

 و هگزاپلوئيـــد (2n=8x=56, AABBDDEbEb)اكتاپلوئيـــد 

(2n=6x=42, AABBEbEb)  ــدم ــي گن ــب از تلاق ــه ترتي ــه ب  ك

 و گنـدم دوروم بـا گونـه علـف شـور سـاحل               هگزاپلوئيد نـان  

2n=2x=14, EbEb) (اند، تنوع وسيعي را در صـفات    ايجاد شده

انـد    مورفولوژيك، فيزيولوژيك، زراعي و سيتوژنتيكي نشان داده      

  هاي هگزاپلوئيد    ويژه لاين   هر چند كه در اين غله جديد به       ). ۱۱(

   دانشگاه باهنر كرمان دانشكده كشاورزي، بيوتكنولوژي كشاورزي،يار و استاد ارشديكارشناسبه ترتيب دانشجوي سابق . ۱

  استاديار مركز بين المللي علوم تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي كرمان. ۲

  ، تهران دانشكده كشاورزي، دانشگاه تربيت مدرس،دانشيار اصلاح نباتات. ۳

  falahati7777@yahoo.com: مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي : *
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آن شواهدي محكم مبني بر وجود پتانسيل ژنتيكي براي معرفـي           

به عنوان يك گياه زراعي جديد و مقاوم به تـنش شـوري ديـده               

شود با اين وجود صفات ديررسي، شكنندگي محور سـنبله و            مي

ي نـامطلوب   هـا   ژنبارروي پايين احتمالاً به دليل وجود برخـي         

ر سـاحل   هـاي پايـه پـدري علـف شـو           مستقل روي كرومـوزوم   

(EbEb)  هاي تريتـي پـايرم اوليـه بـه ارث رسـيده       بوده و به لاين

اصـلاحگران بـا    ). ۱(شـود   است، مانع توسعه زراعي اين گياه مي      

ي صفات زراعـي مطلـوب ماننـد تحمـل بـه انـواع              ها  ژنانتقال  

هـاي محيطـي شـامل شـوري و خـشكي از              هـا و تـنش      بيماري

ــه ــه  گون ــه گون ــه  هــاي وحــشي ب ــدام ب ــد هــاي زراعــي اق  تولي

  ). ۲۳(اند  هاي مصنوعي نموده آلوپلوئيد

ــاتين      ــايي كروم ــراي شناس ــات مولكــولي دو راه ب در مطالع

نخـستين راه،   . اي وجـود دارد     هاي بـين گونـه      وحشي در دورگ  

. باشـد    ي تكراري اختصاصي گونـه گنـدم مـي         DNAاستفاده از   

هاي تكـراري تـشكيل        در غلات را توالي    DNAبخش زيادي از    

هايي از گندم، چاودار و جو شناسـايي شـده            كه در گونه  دهد    مي

 ي ژنومي گونـه وحـشي       DNAراه ديگر استفاده از     ). ۱۷(است  

 است كه آن را     )Probe ( شدن به عنوان شناساگر    دار  نشانپس از   

ــيون  ــلDNAهيبريداس ــومي در مح  Genomic In Situ ( ژن

Hybridization( نامند    ميDNA   ان اي كه بـه عنـو        ي كامل گونه

DNAي مسدود كننده )DNA Blocking(هاي مشترك در   توالي

اي اسـتفاده     هـاي تفكيـك يافتـه بـين گونـه           نتاج حاصل از نسل   

 ي  DNA نشده و با غلظت بالاتري نـسبت بـه           دار  نشانشود    مي

 ي مـسدود كننـده زودتـر از       DNA. گـردد   شناساگر استفاده مـي   

DNA    به   دار  نشان ي شناساگر DNA    هيبريـد    ژنومي روي نتـاج 

هـاي    كلـون ). ۲۱(شود     مي )Hybridization(هدف دورگه سازي  

هاي تكـراري و همـين      ژنومي از گياهان عالي اغلب شامل توالي      

تـوان از آنهـا در        هاي مربوط به ژن هدف بوده كه مي         طور توالي 

 هيبريداسـيون .  استفاده كـرد    ژنومي در محل   DNAهيبريداسيون  

DNA  اي نقشه يابي كرومـوزوم و       يك ابزار قدرتمند بر     در محل

در زمينـه   . اسـت تجزيه و  تحليـل سـاختار ژنـوم و تكامـل آن              

سيتوژنتيك گياهي، از ايـن تكنيـك بـه منظـور شناسـايي ژنـوم               

چنـــين شناســـايي قطعـــات  والـــدين در آلوپلوئيـــدها و هـــم

هـاي داراي كرومـوزوم       هاي غير ژنوم اصلي در لايـن        كروموزوم

چنين به منظور تعيين موقعيت        هم مبادله شده، مشاهده بيان ژن و     

. هــا اســتفاده شــده اســت هــاي خــاص روي كرومــوزوم تــوالي

يـابي    در محل روشي مستقيم را براي نقـشه        DNAهيبريداسيون  

. ها فراهم نموده اسـت       روي كروموزوم  DNAهاي    فيزيكي توالي 

هـا و فواصـل فيزيكـي بـين آنهـا             با اين تكنيـك ترتيـب تـوالي       

ه هدف هيبريداسيون، فواصل يك مگـا       بسته ب . شود  مشخص مي 

ــوزوم   ــازي در كروم ــت ب ــازي   جف ــاي متاف  ۵۰-۱۰۰، )۱۵(ه

 كيلـو بـازي در      ۳و  ) ۲۲(هـاي اينترفـازي       كيلوبازي در هـستك   

قابـل تـشخيص    ) ۱۰(فيبرهاي كروماتيني گسترش يافته در گياه       

هـاي    هـاي مهـم، در پـروژه        اين تكنيـك يكـي از مكمـل       . است

بـيش از دو   . رود  ين گونه به شـمار مـي      يابي ژنومي در چند    نقشه

هاي گياهي براي تعيين محل       دهه است كه از اين روش در گونه       

ــوالي ــراري  ت ــاي تك ــوزوم ه ــايي    روي كروم ــز شناس ــا و ني ه

هاي وارد شده از اجداد وحـشي بـه گياهـان زراعـي               كروموزوم

از ايــن روش بــراي مطالعــه ســاختار ). ۱۴(شــود  اســتفاده مــي

ــعيت  ــوزومي و وضـ ــدي در  كرومـ ــدي و آنيوپلوئيـ  يوپلوئيـ

، )۱۷و۱۶(هاي دورگ حاصـل از تلاقـي گنـدم بـا جـو                ژنوتيپ

ــوپس ــاودار)Aegilops() ۴ (آجيلــ ) Secale cereale (، چــ

2n=2x=14, RR)() ۲۰ (تينوپـايرم هاي مختلـف جـنس    و گونه 

ــم از  ــونتيكم اعـ ــايرم پـ  Thinopyrum ponticum (تينوپـ

(2n=10x=70)() ۲ــايرم اي، )۳ و ــديمتينوپ  Thinopyrum( نترم

intermedium (2n=6x=42)() ۶، ۷تينوپايرم بسارابيكمو ) ۱۲ و 

)Thinopyrum bessarabicum (2n=2x=14, EbEb)() ۹۲۴ و (

) F1(هدف از اين مطالعه توليـد تـوده مبـدأ           . استفاده شده است  

هاي اوليـه     حاصل از تلاقي ارقام مختلف گندم نان ايراني و لاين         

حاصل از خودگشني   ) F2( نتاج تريتي پايرم ثانويه      تريتي پايرم و  

 و بررسي ساختار كروموزومي و مطالعه آنيوپلوئيدي در         F1نسل  

با روش نوين سيتوژنتيك مولكـولي      ) F2(هاي ثانويه     تريتي پايرم 

هـاي     ژنـومي در محـل روي نمونـه سـلول          DNAهيبريداسيون  

  ح  تـا بتـوان در جهـت اصـلا         سـت ها  مريستم ريشه اين ژنوتيپ   
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2n= 6x=42, AABBD(0-14)Eb)]هاي ثانويه تريتي پايرم هگزاپلوئيد   و ژنوتيپ (2n= 6x=42, AABBEbEb)هاي اوليه مراحل تهيه لاين. ۱نمودار 

(14-0)]  

  

  دست آمده از    بهF1 حاصل از خودگشني نتاج (F2)هاي تريتي پايرم ثانويه   انواع ژنوتيپ.۱جدول

  ي پايرم با ارقام گندم نان ايرانيهاي اوليه تريت تلاقي لاين

 F2 هايتعداد بذر  F1  هايتعداد بذر نوع تلاقي

      پايه مادري  پايه پدري

  St/b  ۱۰  ۱۰۱۷  اميد

  Ka/b  ۱  ۰  کوير

  F2 (Cr/b),× (Ka/b)  ۱  ۱۱۰  نويد

  F3 (Cr/b),×(St/b)  ۱  ۱۱۰  نويد

  Az/b  ۱  ۱۱۰  نويد

  La/b  ۱  ۱۲۰  نويد

 ۱۴۶۷ ۱۵ جمع کل  

  

گيــري از ايــن نــشانگر  ي اوليــه تريتــي پــايرم بــا بهــرههــا لايــن

) F2(هايي از تريتي پايرم ثانويـه         سيتوژنتيكي، به گزينش ژنوتيپ   

هـاي اوليـه    اقدام كرد كه در ضمن حفظ صـفات مطلـوب لايـن           

تريتي پـايرم بـه خـصوص صـفت مقاومـت بـه شـوري، سـاير           

  . خصوصيات نامطلوب نيز در آنها حذف و يا كاهش يافته باشد

  

  ها مواد و روش

  توليد مواد گياهي •

هاي اوليه    هاي متعددي بين لاين      تلاقي ۱۳۸۳-۸۵از سال زراعي    

بـا ارقـام   ) ۲ول جـد  ((2n=6x=42, AABBEbEb)تريتي پـايرم  

 بـراي  (2n=6x=42, AABBDD)هاي هگزاپلوئيـد ايرانـي    گندم

رفع برخي خـصوصيات نـامطلوب از طريـق جـايگزين كـردن             

 Ebهـاي ژنـوم        گندم نان با كروموزوم    Dنوم  هايي از ژ    كروموزوم

هـاي    ژنوتيپ) F2(هاي اوليه انجام و نتاج حاصل         در تريتي پايرم  

 ناميــده شــدند )Secondary Tritipyrum (تريتــي پــايرم ثانويــه

هـاي گونـه وحـشي        به منظور شناسايي كرومـوزوم    ). ۱ار  نمود(

از روش  )F2(هـاي ثانويـه       علف شـور سـاحل در تريتـي پـايرم         

  . ژنومي در محل استفاده شدDNAبريداسيون هي

حاصـل  ) F2(هاي ثانويه تريتي پايرم       بذري ژنوتيپ  هاي  چه ريشه

هاي اوليه تريتي پايرم با        كه از تلاقي لاين    F1از خودگشني نسل    

اند، بـه منظـور تهيـه نمونـه           دست آمده ه  ارقام ايراني گندم نان ب    

  ).۱ولجد(كروموزومي ميتوز مورد استفاده قرار گرفتند 
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  هاي هگزاپلوئيد تريتي پايرم اوليه انواع لاين. ۲جدول 

  هاي هگزاپلوئيد تريتي پايرم اوليه انواع لاين  علائم  اختصاري
  پايه پدري

  )علف شور ساحل(

  پايه مادري

  )ارقام دوروم(

Az/b Aziziah/ Thinopyrum bessarabicum Thinopyrum bessarabicum  Aziziah  

Ka/b Karim/ Thinopyrum bessarabicum Thinopyrum bessarabicum  Karim  

La/b Langdon/ Thinopyrum bessarabicum Thinopyrum bessarabicum  Langdon  

St/b Stewart /Thinopyrum bessarabicum Thinopyrum bessarabicum  Stewart  

(Ka/b) (Cr/b) Karim/Thinopyrum bessarabicum ×  
Creso/ Thinopyrum bessarabicum 

Creso/Thinopyrum 
bessarabicum  

Karim/Thinopyrum 
bessarabicum  

(St/b) (Cr/b) Stewart/ Thinopyrum bessarabicum × 
Creso/ Thinopyrum bessarabicum 

Creso/Thinopyrum 
bessarabicum  

Stewart/Thinopyrum 
bessarabicum  

  

 )GISH( ژنومي در محل DNAهيبريداسيون  •

  . شامل مراحل زير انجام شد

  

 ژنومي DNAاستخراج  -۱

 ژنومي از علف شور ساحل و گندم رقـم بهـاره            DNAاستخراج  

بـا انـدكي    ) ۱۳(و همكـاران     كوماتـسودا چيني بـر طبـق روش       

ــا دســتگاه اســپكتروفتومترDNA و غلظــتتغييــرات انجــام    ب

)Spectrophotometer(ــد ــري  م ــاخت )CARY50(  ۵۰ل ك  س

 DNA از). ۱۳ (شـد استراليا تعيـين     )VARIAN (شركت واريان 

ژنومي گياه علف شور ساحل بـه منظـور تهيـه نـشانگر ژنـومي               

-dUTP) Fluorescein-12 شده با نوكلئوتيـد فلئورسـين        دار  نشان

12-dUTP: 1- Fluorescein-6-carboxaminocaproyl-[5-{3-
aminoallyl}-2'-deoxyuridine-5'-triphosphate]  (      و از DNA 

ژنومي گندم رقم بهاره چيني به منظور تهيه نشانگر ژنـومي غيـر             

ــشان ــدف روي    دار ن ــر ه ــواحي غي ــردن ن ــسدود ك ــت م  جه

هاي    حاصل از تلاقي لاين    F1هاي ژنوم گياهان دورگ       كروموزوم

هـاي تريتـي      اوليه تريتي پايرم با ارقام ايراني گندم نان و ژنوتيپ         

  .استفاده گرديد F1حاصل از خودگشني نسل ) F2(م ثانويه پاير

  

  ) هدفDNA(هاي مريستم ريشه چه  تهيه اسلايد سلول -۲

 F2 و   F1هاي كروموزومي از مريستم ريشه گياهان دورگ          اسلايد

 تهيـه   )۸(و حـسني    ) ۲۱(و همكـاران      شوآرتزر مطابق با روش  

  . )۲۱ و ۹(گرديد 

  

 شـور سـاحل بـا نوكلئوتيـد          ژنومي علـف   DNAتهيه نشانگر    -۳

  dUTP-12فلئورسين

 از علف شور ساحل بـا واكـنش شـكاف و            DNAنشانگر ژنومي   

ــه ــركت   )Nick translation (ترجمـ ــتورالعمل شـ ــق دسـ طبـ

روش كار بـدين صـورت بـود        . انجام گرديد  )Fermentaz(فرمنتاز

 برابـر  ميكروليتر محلول بافر با غلظت ده ۵/۲كه هشت ماده شامل   

) for DNA Polymerase I10X reaction buffer (  بـراي DNA 

ــر  I ،۱پليمــراز ــد غي ــوط ســه نوكلئوتي ــر مخل ــشان ميكروليت   دار ن

)2'-deoxythymidine5'-triphosphate, 1mM( ــا غلظــت يــك  ب

 با غلظت يـك ميلـي       dTTP ميكروليتر نوكلئوتيد    ۲/۰ر،  ميلي مولا 

 بـا غلظـت يـك ميلـي         dUTP-12 ميكروليتر فلئورسـين     ۱مولار،  

ــولار،  ــاز  ۱مــــ ــسي ريبونوكلئــــ ــر دي اكــــ    ميكروليتــــ

I )Deoxyribonuclease I (DNase I), RNase-free(    بـا غلظـت

 ۵/۰-۵/۱  واحــد بــر ميكروليتــر و عــاري از ريبونوكلئــاز،۰۰۲/۰

  مربوط به اشرشـياكلي    I پليمراز   DNAاز  )  واحد ۵-۱۵(ميكروليتر

)E.coli( ،۵/۰-۲۵/۰  ــادل ــاً مع ــرم تقريب ــر از ۱ ميكروگ  ميكروليت

DNA             ژنومي علف شور ساحل با يكديگر در يك ويال كوچـك 

حجم واكنش بـا آب مقطـر دو بـار تقطيـر            ليتري تهيه و      ميلي ۲/۰
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  ...DNAهاي تريتي پايرم ثانويه با هيبريداسيون  شناسايي ژنوتيپ 

۶۹  

) ۱۹ و   ۵( ميكروليتـر رسـانده شـد        ۲۵استريل عاري از نوكلئاز به      

 ۱۵سپس محلول تهيه شده به يك انكوباتور يخچال دار با دمـاي             

 سـاعت منتقـل شـد و سـپس          ۳ تـا    ۲گراد به مـدت      درجه سانتي 

براي توقف واكـنش، مقـدار يـك        . بلافاصله در درون قرار گرفت    

 به ويـال اضـافه   pH= ۸  مولار با۵/۰ با غلظت EDTAوليتر ميكر

  .شد

  

 به منظور مطالعـه سـاختار        ژنومي در محل   DNAيبريداسيون   ه -۴

   (F2)هاي تريتي پايرم ثانويه  كروموزومي در ژنوتيپ

 ژنومي در محل بر طبق روش شـوآرتزر و          DNA هيبريداسيون  

يش و مرحلــه پـ ـ) ۱۸(و همكــاران  و ريــدر) ۲۱(همكــاران 

 مطـابق روش اصـلاح      دار  نـشان  غير   DNAهيبريداسيون ژنومي   

هاي   روي اسلايد تهيه شده از سلول     ) ۹(شده حسني و همكاران     

بـراي  ) F2(هاي تريتـي پـايرم ثانويـه          مريستم ريشه چه ژنوتيپ   

در آنهـا    Ebهـاي     تعيين آنيوپلوئيدي و شمارش تعداد كروموزوم     

هاي ميتوزي    يدي نمونه هيدروليز اس  ).۲۱ و   ۱۸،  ۹(انجام گرفت   

هضم آنزيمي آنها با محلول      و نرمال   ۰۱/۰اسيد هيدروكلريك   با  

براي  ليتر انجام و گرم بر ميلي ۰۳۲/۰ ت با غلظ)Pepsine(پپسين

ــهRNAحــذف  ــوزومي   از نمون ــاي كروم ــدفDNA(ه از )  ه

RNase Aليتـر اسـتفاده شـد    ميكروگـرم بـر ميلـي    ۵ ت با غلظ .

 Saline( سـديم ل نمكـي سـيترات  اسلايدها با محلـو شستشوي 

sodium cytrate (SSC)( ه و تثبيت با غلظت دو برابر محلول پاي

مواد گياهي روي اسلايدها با محلول پارافرمالدهيـد تـازه انجـام           

هـدف   Denaturation( DNA (كردناي     رشته براي تك . گرفت

 درصد اسـتفاده و بعـد از        ۷۰ها از محلول فرمامايد       روي اسلايد 

 اتـانول    درصـد  ۱۰۰ و   ۹۰،  ۷۰ هاي  محلولبا   اسلايدها   آبگيري،

 پروب اتصالبه منظور جلوگيري از . در دماي اتاق خشك شدند   

 پـروب بـه     اتـصال شـانس    ژنوم غير نشانگر و افزايش       DNAبا  

 ي ژنوم رقم بهاره چيني بـا        DNAاز  ،  هدف ژنوم   DNAنواحي  

 ميكروليتــر ۵۰ تهيــه نــشانگر بــراي ي DNA برابــر ۵۴ غلظــت

 Pre blocking (دار نـشان گيري ژنومي غيـر   دورگحلول پيش م

hybridization solution ( بر طبق روش حسني و همكاران)۹ (

 درجـه   ۶۵بن ماري    ساعت در    ۲اسلايدها به مدت    . استفاده شد 

ــانتي ــراد س ــرار داده شــدندگ ــول هيبريداســيون .  ق  ســپس محل

)Hybridization solution( DNA    ژنـومي علـف شـور سـاحل  

 ۵۰ بـه مقـدار      dUTP-12 فلئوروسين شده با نوكلئوتيد     دار  نشان

هـاي متافـازي      ميكروليتر، براي هر اسـلايد كرومـوزومي سـلول        

اسـتفاده  ) F2(هاي تريتي پايرم ثانويـه        مريستم ريشه چه ژنوتيپ   

نمكي سديم سيترات بـا غلظـت       با محلول   سپس  اسلايدها  . شد

 يكروليتر محلول دپي   م ۵۰.  برابر محلول پايه شستشو شدند     ۱/۰

): 4',6-diamidino-2-phenylindoledihydrochlorid (DAPI) حداکثر جذب

 نانومتر انجـام داده و نـور را بـا طـول             ۳۵۹نور را در طول موج      

 بـه رنـگ     ۰۱اين ماده با فيلتـر      . کند  نانومتر ساطع مي   ۴۶۱موج  

ليتـر    ميكروگرم در هر ميلـي  ۱۲۵/۰با غلظت   ) .شود آبي ديده مي  

ــر ــگب ــزي  اي رن ــر ميكروســكوپ  آمي اســتفاده و اســلايدها زي

ــس ــن) Zeiss (فلورســنت زاي ) Axioplan2 (۲مــدل آكــسيو پل

هـاي مريـستم      تهيه عكس از اسـلايدهاي سـلول      . مشاهده شدند 

 A550) Canon PowerShotچه با دوربين كانن پاورشات  ريشه

A550 (     فيلتر ۴و با استفاده از ) Filter( ۰۱    لتر  مربوط به دپي، في

) Rhodamin ( مربوط به رودامين   ۱۵، فيلتر   FITC مربوط به    ۰۹

  . زمان دپي و فلئورسين انجام شد  در استفاده هم۲۴و فيلتر 

، زمينه اسلايدهاي كروموزومي، آبي كـم رنـگ و          ۰۱در فيلتر      

هـاي هـدف، آبـي پررنـگ         كروموزوم DNA شده   دار  نشاننواحي  

وموزومي، سبز كـم رنـگ و        زمينه اسلايدهاي كر   ۰۹در فيلتر   . بود

هاي هـدف، سـبز پررنـگ          كروموزوم DNA شده   دار  نشاننواحي  

 زمينه اسلايد كروموزومي، قرمـز كـم رنـگ و           ۱۵در فيلتر   . بودند

هاي ميتوزي هـدف، قرمـز         كروموزوم DNA شده   دار  نشاننواحي  

، زمينه اسـلايد كرومـوزومي،      ۲۴پررنگ بودند و بالاخره در فيلتر       

 ـ   هـاي   كرومـوزوم  DNA  شـده دار نـشان واحي زرد كـم رنـگ و ن

  .ميتوزي هدف، زرد پررنگ بودند

  

  نتايج و بحث

 و  F1 در تلاقي با گندم رقم اميد بيشترين بـذر دورگ            St/bلاين  

F2     ديررس بودن رقم اميد همانند لايـن       ). ۱جدول( را توليد كرد
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  ۱۳۸۸ تابستان/ چهل و هشتم شماره / سيزدهم سال /علوم و فنون كشاورزي و منابع طبيعي  

۷۰  

St/b   زماني مادگي و دانه گرده در رسيدن به مرحلـه             منجر به هم

براي گرده افشاني شده و طبيعتاً امكان توليد بذر دورگ          مناسب  

F1   هاي تريتي    در تلاقي بين گندم نان و لاين      . يابد   نيز افزايش مي

پايرم اوليه، انتخاب تريتي پايرم اوليـه بـه عنـوان والـد مـادري،               

ثبات كروموزومي در   . نمايد  امكان توليد بذر دو رگ را بيشتر مي       

پـايرم اوليـه اسـت، چـون در اكثـر           گندم نـان بيـشتر از تريتـي         

 سـال از    ۱۰هاي تريتي پايرم اوليه با وجود گذشت بيش از            لاين

ــواقص      ــدي و ن ــدي آنيوپلوئي ــوز درص ــا هن ــاد آنه ــان ايج زم

كروموزومي و در نتيجه كاهش جزئـي بـاروري مـشاهده شـده             

در اين مطالعه با انتخاب گنـدم نـان بـه عنـوان والـد               ). ۱(است  

ها در آندوسپرم اوليه حفـظ شـده تـا در             مپدري توازن كروموزو  

بـدين ترتيـب امكـان      . ايجاد و رشد لوله گرده خللي وارد نشود       

هاي تريتي پـايرم ثانويـه        و سپس ژنوتيپ  ) F1(ايجاد بذر دورگ    

)F2 ( هـاي مـادري      تغييـر لايـن   بنابراين نه تنهـا     . يابد  افزايش مي

تريتي پايرم  اوليه، بلكه تغيير ارقام پدري گندم نان هـم ممكـن              

هـاي مبـدأ      هاي در حال تفرق توده      است در تشكيل بذر در نسل     

در اين مطالعـه بـا كاشـت        . اي و بين جنسي موثر باشد       بين گونه 

 حاصل از تلاقي شش لاين تريتي       F1 بذر   ۱۵توده اوليه به تعداد     

، تعـداد   ۸۴-۸۵ليه با سه رقم گندم نان در سـال زراعـي            پايرم او 

 ـ St/b×  مربوط به تلاقي اميد      F2 يهاقابل توجهي بذر   دسـت   ه ب

 بـذري   Ka/b× حاصـل از تلاقـي كـوير       F1آمد در حالي كه بوته      

مطالعه وضعيت آنيوپلوئيدي و شـمارش      ). ۱جدول(توليد نكرد   

شده از نوك   هاي ميتوزي تهيه       در نمونه  Ebهاي    تعداد كروموزوم 

 با اسـتفاده از     (F2) تريتي پايرم ثانويه     هايمريستم ريشه چه بذر   

 ژنومي در محـل نـشان داد كـه تعـداد            DNA هيبريداسيون   -۲۰

هـا بـسيار متنـوع و حـاوي            اين ژنوتيپ  Ebهاي ژنوم     كروموزوم

 در مقابـل    D و   A  ،Bهاي    هاي ژنوم   تعداد متفاوتي از كروموزوم   

Eb هاي تريتي پايرم ثانويـه       ي در ژنوتيپ  درصد آنيوپلوئيد . است

)F2 (  درصد متغير بود     ۷/۶۶ تا   ۳۰از )دامنه گـسترده   ). ۳ول  جد

توان به وجـود تركيـب        تغييرات آنيوپلوئيدي مشاهده شده را مي     

 در ساختار ژنومي ايـن      D و   Ebهاي    مختلفي از تعداد كروموزوم   

تلاقي رود كه خودگشن كردن يا        انتظار مي . ها نسبت داد    ژنوتيپ

با ارقام گنـدم نـان      ) F2(هاي تريتي پايرم ثانويه       برگشتي ژنوتيپ 

در طي چندين نسل منجر به ايجاد ثبـات كرومـوزومي در آنهـا              

از نظـر تئـوري     . شده و درصـد آنيـو پلوئيـدي را كـاهش دهـد            

هـاي     در ژنوتيپ  Eb كروموزوم   ۱۴ تا   ۰امكان وجود   ) ۱نمودار  (

در ايــن مطالعــه تعــداد . ردوجــود دا) F2(تريتــي پــايرم ثانويــه 

 ۱۱ تـا    ۱از   هـا    در ساختار ژنومي ايـن دورگ      Ebهاي    كروموزوم

 مربوط به   Ebهاي    كمترين دامنه تعداد كروموزوم   . عدد متغير بود  

 و بيشترين آن مربـوط بـه   ۳۶/۲ با ميانگين La/b× ژنوتيپ نويد   

 در  Eb عـدد كرومـوزوم      ۸/۶ بـا ميـانگين      Az/b× ژنوتيپ نويد   

 ايـن گياهـان     هاي تهيه شده از مريستم ريشه چه بـذر        هاي  سلول

 از Ebهــاي ژنــوم  تــشخيص كرومــوزوم). ۳جــدول (باشــد مــي

تـر از     بسيار آسان  D و   A  ،Bهاي    هاي مربوط به ژنوم     كروموزوم

هـاي    ژنوم.  از يكديگر است   D و   A  ،Bهاي    تشخيص كروموزوم 

A  ،B   و D            به  گندم به دليل ارتباط ژنومي بين آنهـا، بـسيار مـشا

   در آنهـا بيـشتر     DNAهـاي     همديگر بـوده و هميولـوژي تـوالي       

  تـر اسـت چـون       از اين سـه ژنـوم متفـاوت        Eb ژنوم   ولياست،  

  )۲۰(سـانچز و همكـاران      . باشـد    مربوط به جنس ديگـري مـي      

ــه دورگ ــز در مطالع ــا    ني ــه ب ــاودار در رابط ــا چ ــدم ب ــاي گن   ه

  هـاي مربـوط      از كرومـوزوم   Rهـاي ژنـوم       تشخيص كرومـوزوم  

ــه  ــومب ــاي  ژن ــزارش  D و A ،Bه ــشابهي را گ ــايج م ــدم، نت    گن

  بــه علــت وجــود ارتبــاط ژنتيكــي و فيلــوژني نزديــك. كردنــد

  ژنوم گيـاه ديپلوئيـد علـف شـور سـاحل بـا ژنـوم گنـدم نـان،                   

ــه شــده از   ــصال شناســاگر تهي ــومي علــفDNAامكــان ات    ژن

 D و خـصوصاً     A  ،Bهـاي ژنـوم       با كروموزوم ) Eb(شور ساحل   

 ژنـوم  DNAازايـن رو در ايـن مطالعـه از     . د دارد گندم نان وجو  

هاي مشترك    گندم رقم بهاره چيني به منظور مسدود كردن توالي        

  و كــم نمــودن شــانس اتــصال پــروب بــه نــواحي غيــر هــدف 

 DNA(  ي رقـم بهـاره چينـي       DNA از   ۱ :۸نسبت  . استفاده شد 

، ) شناساگر DNA( ي علف شور ساحل      DNAبه  ) مسدود كننده 

ــه  ــرين نتيج ــوزوم بهت ــك كروم ــوم    را در تفكي ــاي ژن  از Ebه

موكـايي و   .  در بـر داشـت     D و   A  ،Bهـاي     هاي ژنوم   كروموزوم

   ي ژنـومي جـو بـه عنـوان          DNAبـا اسـتفاده از      ) ۱۷(همكاران  
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  ...DNAهاي تريتي پايرم ثانويه با هيبريداسيون  شناسايي ژنوتيپ 

۷۱  

  هاي  ي متافازي مريستم ريشه چه ژنوتيپ مطالعه ساختار کروموزومي در سلول ها.۳جدول 

   ژنومي در محلDNAداسيون با روش هيبري) F2(تريتي پايرم ثانويه

  ها  از انواع تلاقيF2گياهان 
تعداد 

  گياه

هاي  تعداد سلول

  شمارش شده

  هاي ژنوتيپ

   کروموزومي۴۲

  ۴۲آنيوپلوئيد غير 

  ) کروموزوم۴۴-۳۳(

درصد 

  آنيوپلوئيدي

  Ebتعداد کروموزوم هاي 

  )ميانگين(

  F3 × (St/b)  ۲  ۲۰  ۸  ۱۲  ۰۰/۶۰ ,(Cr/b)×نويد
۶-۴  

)۳۳/۵(  

  Az.b ۷  ۴۵  ۱۵  ۳۰  ۶۶/۶۶×نويد
۱۱-۵  

)۸/۶(  

  St.b  ۳  ۲۵  ۱۷  ۸  ۰۰/۳۲×اميد
۸-۳  

)۰۶/۵(  

  La.b ۳  ۲۷  ۱۰  ۱۷  ۹۶/۶۲×نويد
۳-۱  

)۳۶/۲(  

  F2× (Ka/b) ۶  ۴۰  ۱۸  ۱۲  ۰۰/۳۰ ,(Cr/b)×نويد
۱۰-۳  

)۵/۵(  

  

هـاي گنـدم حـاوي        شناساگر توانستند كروماتين جو را در لايـن       

ا بعـد از آزمـايش      آنه ـ. كروموزوم اضافي از جو مـشاهده كننـد       

ــسبت ــاي مختلــف  ن  ي DNAاز )۱:۲ و ۱:۱۰، ۱:۴، ۱:۱، ۱:۰(ه

 ۱:۲ ي شناسـاگر، دريافتنـد كـه نـسبت         DNAمسدود كننده بـه     

در مطالعه حاضر بعد از انجـام  ). ۱۷(بهترين نتيجه را در بر دارد   

ــيون  ــه  DNAهيبريداس ــل روي نمون ــومي در مح ــاي   ي ژن ه

تم ريشه چه برخي گياهـان      كروموزومي ميتوز تهيه شده از مريس     

هـاي نـوراني روي      ، بخـش  (F2)هاي ثانويه تريتي پـايرم        ژنوتيپ

ها مشاهده شد كه نمايـانگر دورگـه سـازي            بعضي از كروموزوم  

اين نواحي روشـن در  . شناساگر با اين نواحي كروموزومي است     

تر بود   ها نوراني    كروموزوم -۱نواحي تلومري و سانترومري اين      

شايد يكي از دلايل وجود نواحي نـوراني        ). c و   a  ،b : ۱ شكل( 

ها، غني بودن    تر در نواحي تلومري و سانترومري اين كروموزوم       

 باشـد و بـا      T و   Aهاي    اين نواحي در ژنوم غلات، از نوكلئوتيد      

 در تهيـه    dUTP-12توجه بـه اسـتفاده از نوكلئوتيـد فلئورسـين           

نـواحي  شناساگر در ايـن مطالعـه، مـشاهده نـواحي روشـن در              

بـا تهيـه شناسـاگر      . تلومري و سانترومري دور از  انتظار نيـست        

-12 شده بـا نوكلئوتيـد فلئورسـين    دار نشانژنومي علف شور و   

dUTP   و DNA          ي ژنومي رقم گندم بهاره چيني، امكان تمايز و 

از ) Eb(هـاي گونـه علـف شـوري سـاحل             شمارش كرومـوزوم  

 كروموزومي DNA گندم در D و   A  ،Bهاي   هاي ژنوم   كروموزوم

 فـراهم شـد     (F2)هـاي ثانويـه       هاي تريتي پـايرم     گياهان ژنوتيپ 

، )F2(ي تريتي پـايرم ثانويـه       ها  در بعضي از ژنوتيپ   ). ۳جدول  (

تـري را در     هايي مشاهده شد كه علائم نـوراني قـوي          كروموزوم

 Ebها مربوط به ژنوم       تمام طول خود نشان دادند، اين كروموزوم      

هـا وارد   تي پايرم اوليه بـه ژنـوم ايـن دو رگ         بوده كه از والد تري    

ــومي بعــضي از  ). l و g : ۱شــكل(شــده اســت  در ســاختار ژن

ــپ ــه   ژنوتي ــايرم ثانوي ــي پ ــا ي تريت ــود  (F2)ه ــر وج ــلاوه ب  ع

تـري را در سراسـر طـول         هايي كه علائم نوراني قوي      كروموزوم

هايي ديده شدند كه تنها در قـسمت      خود نشان دادند، كروموزوم   

 طول خود علائـم نـوراني ناشـي از اتـصال شناسـاگر              خاصي از 

بـه عبـارت ديگـر ايـن        . ژنومي علف شور ساحل را نشان دادند      

هـاي حـاوي       و كرومـوزوم   Ebها حاوي چند كروموزوم       ژنوتيپ

 (Eb)هاي ژنوم گونه وحشي  قطعات جايگزين شده از كروموزوم 

 گنـدم نـان هـستند       D و   A  ،Bهـاي     هايي از ژنـوم     در كروموزوم 

  ســــاختار ژنــــومي بعــــضي از .). f و i ،j ،k ،e : ۱كل شــــ(
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  ۱۳۸۸ تابستان/ چهل و هشتم شماره / سيزدهم سال /علوم و فنون كشاورزي و منابع طبيعي  

۷۲  

  
هاي متافاز ميتوز در   سلولروي) GISH( در محل dUTP-12 شده با نوکلئوتيد فلئورسين دار نشان ژنومي DNA هيبريداسيون .۱شکل

  ) ميکرومتر۲۰طول خط مقياس ) (F2(هاي تريتي پايرم ثانويه  پژنوتي

  

هاي مـورد مطالعـه، تنهـا حـاوي قطعـات كرومـوزومي               نوتيپژ

هاي ژنوم گندم بود      جايگزين شده از ژنوم وحشي در كروموزوم      

تهيـه شـده از      كه علائم نوراني ناشي از اتصال شناساگر ژنومي         

علف شور را تنها در ناحيه خاصـي از يـك كرومـوزوم، نـشان               

ر طـول خـود     دادند و كروموزومي كه علائم نوراني را در سراس        

هـا    اين ژنوتيـپ  ). h و   d : ۱شكل  (نشان دهد در آنها ديده نشد       

ي ايجـاد كننـده     هـا   ژنتوانند منابع ارزشـمندي بـراي انتقـال           مي

صفات مطلوب زراعي از تريتي پايرم به گندم و برعكس باشند،           

ي مـستقر روي يـك كرومـوزوم كنتـرل كننـده            هـا   ژنزيرا همه   

انتقال يك كروموزوم كامل بـه      با  . صفات مطلوب زراعي نيستند   

ي ايجاد كننـده صـفات نـامطلوب بـه همـراه            ها  ژنگياه دورگ،   

. شـوند   ي ايجاد كننده صفات مطلوب وارد گياه دورگ مـي         ها  ژن

از اين رو محققين اصـلاح نبـات بـه جـاي انتقـال كامـل يـك                  

ي هـا   ژنكروموزوم به دنبال انتقال قطعاتي از كروموزوم حـاوي          

شناسايي و گزينش اين نـوع    . هستنده دورگ   مطلوب به نتاج گيا   

پذير و از     ژنومي در محل امكان    DNAها با هيبريداسيون      ژنوتيپ

هاي اصلاحي بعدي استفاده      توان به عنوان والد در برنامه       آنها مي 

هـاي    ي نامطلوب بـه نـسل     ها  ژنبدين ترتيب شانس انتقال     . كرد

ز اهـداف   يكـي ا  . يابـد   اي كـاهش مـي      بعد به طور قابل ملاحظه    

هاي   حاصل از تلاقي لاين   ) F2(هاي ثانويه     ابتدايي توليد ژنوتيپ  

اوليه تريتي پايرم بـا ارقـام اصـلاح شـده گنـدم نـان، شناسـايي                 

 موجـود   Ebهاي  ساختار كروموزومي آنها از نظر تعداد كروموزوم      
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  ...DNAهاي تريتي پايرم ثانويه با هيبريداسيون  شناسايي ژنوتيپ 

۷۳  

 كرومـوزومي   ۴۲هاي    ها و سپس گزينش ژنوتيپ      در اين ژنوتيپ  

هاي اوليـه تريتـي پـايرم در          يناست كه خصوصيات نامطلوب لا    

بنابراين نتـايج اوليـه و بـسيار        . آنها حذف شده و يا كمتر باشند      

 ژنـومي در    DNAاميدواركننده حاصل از كـاربرد هيبريداسـيون        

هاي در حال تفـرق حاصـل     محل به عنوان ابزار گزينش در نسل      

ح هاي اوليه تريتي پايرم و ارقام اصلا        از توده مبدأ اوليه بين لاين     

 DNAشده گنـدم نـان نـشان داد كـه از تكنيـك هيبريداسـيون                

هـايي بـا تركيبـات        توان در شناسايي ژنوتيپ     ژنومي در محل مي   

 كروموزوم از جملـه     ۴۲مختلف كروموزومي كمتر و يا بيشتر از        

هاي داراي كروموزوم  هاي داراي كروموزوم اضافه و يا لاين   لاين

رومـوزوم جـايگزين   هاي حـاوي ك  ويژه ژنوتيپ حذف شده و به  

هـاي تريتـي پـايرم ثانويـه          نتاج حاصل از ژنوتيپ   . استفاده نمود 

)F2 (تواند در آينده به عنـوان يـك ژرم پلاسـم ارزشـمند در       مي

هاي اصلاحي گياه جديد و مقاوم به شوري تريتـي پـايرم              برنامه

هـاي اصـلاحي روي       بـا ادامـه برنامـه     . مورد استفاده قرار گيـرد    

 شده در اين مطالعه خصوصاً ژنوتيـپ تريتـي          هاي ايجاد   ژنوتيپ

ــه  ــايرم ثانويـ ــد ) F2(پـ ــسياري از La/b× نويـ ــه در آن بـ ، كـ

 گندم نان جايگزين    Dهاي ژنوم      با كروموزوم  Ebهاي    كروموزوم

هايي از تريتي پايرم      اقدام به شناسايي ژنوتيپ   ) ۳جدول(اند    شده

 ـ Eb هـاي   كروموزوم نمود كه تمام كروموزوم۴۲ثانويه با  جـز   هب

ــوزوم  ــوزوم5Ebجفــت كروم ــا كروم ــان Dهــاي   آن ب ــدم ن  گن

يابي بـه ژنـوتيپي از       بدين ترتيب امكان دست   . اند  جايگزين شده 

تريتي پايرم وجود دارد كه در ضمن حفظ صـفت مقاومـت بـه              

. شوري، ديگر صفات نامطلوب زراعي در آن حذف شده اسـت          

 ديگـر    تنهـا در كنـار     5Ebالبته ممكن است كه جفت كروموزوم       

 بتواند خصوصيت مقاومت بـه شـوري را بـه           Ebهاي   كروموزوم

هاي تريتـي پـايرم ثانويـه،         طور كامل بروز دهد و در اين دورگ       

 مانع از بروز كامل اين صفت شده و ژنوتيـپ           Dهاي   كروموزوم

تريتي پايرم ثانويه انتخابي نتوانـد صـفت تحمـل بـه شـوري را               

ان دهد كه اين موضوع بعد      هاي اوليه تريتي پايرم نش      مشابه لاين 

از شناسايي ژنوتيپ مورد نظر بايد در مزرعه مورد بررسي قـرار            

  . گيرد

  

   سپاسگزاري

نويسندگان از مركز بين المللـي علـوم و تكنولـوژي پيـشرفته و              

مين هزينه پژوهش و دانشكده كـشاورزي       أعلوم محيطي كه در ت    

مزرعـه  دانشگاه شهيد باهنر كرمان در فـراهم نمـودن امكانـات             

  . نمايد تشكر و قدرداني مي

  

  استفاده مورد  منابع
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