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 ٢ و علي اكبر شاه نجات بوشهري١بدرالدين ابراهيم سيد طباطبائي

 ، استادياران گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تهران٢ ، ١
 ٨/٨/١٣٨١ تاريخ پذيرش مقاله

 
 خلاصه

 
 نوار چند شكل براي دو رقم جو ژاپني           ١٧١ بر روي ژل هاي كوچك، تعداد        AFLP1با بكارگيري روش    

 حاصل از تلاقي دو رقم مذكور        (RIL) رگه خالص نوتركيب     ٩٩اين نوارهاي چند شكل روي      . انتخاب گرديد 
بنابراين نوارهاي مذكور   . قرار گرفتند  را نشان دادند و همه آنها روي هفت كروموزوم جو               ١: ١تفرق مندلي   

 مكاني  ١٢٥( نشانگر   ١٧٣مكان يابي   . مي توانند به عنوان نشانگرهاي مولكولي براي تهيه نقشه ژنتيكي بكار روند           
 سانتي متر مورگان را براي     ٨٧٥ نشانگر مرفولوژيكي بود طولي به اندازه        ٢ و   AFLP نشانگر   ١٧١كه شامل   ) ژني

 .ژنوم جو برآورد نمود
 

 .RIL ،STS، جو، نقشه لينكاژي، AFLP: واژه هاي كليدي
 

 مقدمه
تهيه نقشه ژنتيكي بر مبناي نشانگرها، گامي ضروري براي           

گرچه روش  . تجزيه لينكاژي صفات مهم زيستي و زراعي است         
 به طور گسترده اي در تهيه نقشه لينكاژي غلاتي         RFLPمعمول  

به كار  ) ٢٤،  ٨(و گندم   ) ٢٩،  ٢٨(، برنج   )٢٠،  ١٨،  ١٧(مانند جو   
 و   DNAرفته است، ولي به خاطر نياز به مقادير زياد                    

هيبريداسيون به وسيله كاوشگر، امروزه نشانگرهاي مبتني بر            
 SSRو يا   ) ٤٣ (RAPD،  )٣٠ (STSمانند  ) ٣٨ (PCRتكنيك  

اگرچه اين  . براي تهيه نقشه ژنتيكي كاربرد بيشتري دارند       ) ٢٣(
 احتياج دارند، با اين حال       DNA كم   روش ها ساده و به مقادير     

 .تهيه نقشه ژنتيكي هنوز كاري دشوار است
 مي تواند به سادگي براي تهيه نقشه             STSنشانگرهاي   

ولي به علت   ). ٤١(ژنتيكي در جوامع مختلف جو به كار رود            
وجود قسمت هاي كروموزومي فاقد نشانگر، به نشانگرهاي زيادي         

براي اين منظور    .  نياز است   براي تكميل نقشه ژنتيكي مورد      
، RAPD  ،RFLPمي توان از نشانگرهاي مولكولي مختلف مانند        

AFLP) در اين ميان روش    . استفاده نمود ) ٤٣،  ٢٥،  ١٠،  ٤،  ٣
AFLP) كارآمدتر از روش هاي ديگر انگشت نگاري       ) ٤٦DNA  

 

است زيرا تعداد زيادتري نوار چند شكل در يك ژل قابل                   
وه بر آن، تكرارپذيري و اطمينان به          علا). ٣٧(شناسائي است    

نتايج حاصل از اين روش توسط تعداد زيادي از محققين به                
اثبات رسيده و در تهيه نقشه ژنتيكي جو نيز مورد استفاده قرار             

اين روش هنوز داراي مشكلاتي است      ). ٤٣،  ٣٤، ٥(گرفته است   
كه از آن جمله مي توان به استفاده از ژل هاي بزرگ، كاربرد                
. راديوايزوتوپ و زمان بر بودن براي آشكارسازي نوارها اشاره كرد         

استفاده از رنگ آميزي جيوه در ژل هاي پلي آكريل آميد دناتوره           
شده، مي تواند جايگزيني براي حذف راديوايزوتوپ در                  

در اين تحقيق از ژل هاي      ). ٣١،  ٩،  ٧(آشكارسازي نوارها باشد    
راي كاهش زمان و هزينه     كوچك تك فازي و رنگ آميزي نقره ب       

 . در نتيجه گيري استفاده شد
 بر روي   AFLPهدف از اين تحقيق مكان يابي نشانگرهاي         

 . كروموزوم هاي جو بود
 

 مواد و روش ها
 رگه خالص نوتركيب حاصل از تلاقي بين دو رقم           ٩٩تعداد  

  از نسل   (KNG) ٣ و كانتونكيت گولد   (Az) ٢ژاپني آزوماموگي 

                                                                                    
1. Amplied Fragment length polymorphism 
2 . Azumamugi 
3 . Kanto Nakate Gold 
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F9   رقم  .  تهيه شدAz        ١( يك جو شش رديفهvrs ( زمستانه
 است در حالي    (semi - brachytic)ژاپني و از نوع نيمه پاكوتاه       

و بهاره و از نوع       ) ١vrs( يك رقم دو رديفه         KNGكه رقم    
 بر  ١Fاز هر يك از اين رگه ها، والدين و نتاج            . پاكوتاه مي باشد 

 استخراج   DNA) ١٩٨٥(اساس روش دلاپورتا و همكاران           
 .گرديد

 ٢٥/١ هر يك از نمونه ها توسط       DNA نانوگرم از    ١٢٥مقدار  
 ساعت در   ١٢، به مدت     MseI و   EcoRIواحد آنزيمي برشي     

سپس .  درجه سانتي گراد به طور كامل برش داده شد         ٣٧دماي  
 ساعت و در همان دما با          ٣مرحله اتصال آداپتورها به مدت        

در .  صورت گرفت   Gibco BRL AFLPTMاستفاده از كيت     
 واحد اضافي از هر يك از         ٢٥/١رحله اتصال آداپتورها، مقدار      م

پس . آنزيم هاي برشي ذكر شده به مخلوط واكنش اضافه گرديد         
از اتمام مراحل برش و اتصال، به منظور غير فعال كردن                   

 دقيقه  ١٠آنزيم هاي برشي و اتصال، مخلوط واكنش به مدت             
مرحله تكثير  در  .  درجه سانتي گراد قرار داده شد      ٦٠دردماي  

هاي برش يافته و متصل به آداپتورها، توسط              DNAاوليه،  
 كه بر اساس توالي      MseI+0 و   EcoRI+0آغازگرهاي عمومي   

اين ). ١جدول  (آداپتورها طراحي شده بودند، تكثير شدند            

محصولات . بودند٣΄آغازگرها فاقد نوكلئوتيدهاي اضافي درانتهاي    
  و  +٣EcoRIنتخابي  حاصل از اين تكثير توسط آغازگرهاي ا         

٣MseI+            خود  ٣΄ كه داراي سه نوكلئوتيد انتخابي در انتهاي 
 جفت آغازگر   ٢٥٦در مجموع تعداد    ). ٣١،  ٧(بودند تكثير شدند    

، طبق  MseI آغازگر انتخابي    ١٦ و   EcoRI آغازگر انتخابي    ١٦(
، به منظور شناسايي نوارهاي چند شكل در بين دو             )١جدول  

 با  PCRمحصولات تكثير شده     . ر گرفت والد مورد استفاده قرا    
 دقيقه  ٣مقدار مساوي از بافر فرماميد مخلوط شده و پس از               

 درجه سانتي گراد سريعا  روي يخ قرار       ٩٠حرارت دادن در دماي     
 .داده شدند

 شبيه الكتروفورز پروتئيني       PCRالكتروفورز محصولات     
 .انجام شد ولي سيستم خنك كننده مورد استفاده قرار نگرفت            

ژل پلي آكريل آميد دناتوره در صفحه هاي شيشه اي مورد استفاده         
پلي آكريل آميد تهيه شده   % ٧ژل  . در تجزيه پروتئيني تهيه شد     

 ١٠مقدار  .  اوره بود  ٥/٨ Mو  ) pH=٧ (٥/٣٧ mMشامل تريس   
ميكروليتر از هر يك از نمونه ها روي ژل قرار داده شد و در دماي              

 ساعت  ٥/٣ ولت به مدت       ٣٠٠  سانتي گراد با جريان برق      ٥٠
 .سپس ژل توسط نقره رنگ آميزي شد. الكتروفورز گرديد

 
  فهرست آغازگرهاي اوليه و انتخابي مورد استفاده-١جدول 
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 حاصل بر اساس جفت آغازگرهاي      AFLPنامگذاري نوارهاي   
با توجه به    . مورد استفاده و اندازه نسبي آن نوارها انجام شد            

 به عنوان معيار در هر ژل،            VIII اندازه    استفاده از نشانگر   
 باز،  ١١١٤ به ترتيب به نوارهاي بزرگتر از          ١٣ تا   ١شماره هاي  

٤٠٤-٤٨٩،  ٤٨٩-٥٠١،  ٥٠١-٦٩٢،  ٦٩٢-٩٠٠،  ٩٠٠-١١١٤ ،
١٢٤-١٤٧،  ١٤٧-١٩٠،  ١٩٠-٢٤٢،  ٢٤٢-٣٢٠،  ٣٢٠،  -٤٠٤ ،
در اين روش     .  باز نسبت داده شد        ٦٧-١١٠ و     ١١٠-١٢٤

 آغازگر مورد استفاده      core دهنده     نشان m يا    eنامگذاري،  
اولين عدد پس از اين حروف، نشان دهنده سه باز               . مي باشد

 ، AAA=١به اين صورت كه        .  مي باشد (selective)انتخابي  
٢=AAG   ،٣=AAC   ،٤=AAT   ،٥=GAA     ٦٤...  و=TTT 

عدد بعدي بر اساس اندازه نسبي نوار چند شكل             . خواهد بود 
ه اين صورت كه حد فاصل قطعات        ب. توليد شده انتخاب مي شود   

) كوچكترين قطعه  (١٢ تا   ١ از شماره     VIIIبين نشانگر اندازه     
در صورت وجود بيش از يك نوار چند           . شماره گذري مي شود 

 و قطعات   ١شكل در هر حد فاصل نشانگر، قطعه بزرگتر عدد             
براي مثال  . ديگر شماره هاي بعدي را به خود نسبت مي دهند          

، eACC:e11:  عبارتست از       e11m19 -١٠-٢تفسير    
mCAA:m19  ،٢ نشانگر و     ١١ و    ١٠حد فاصل قطعه     : ١٠ :

چون ). ١جدول  (دومين نوار چند شكل در اين حد فاصل              
 به صورت غالب بودند، نسب تفرق آنها در            AFLPنشانگرهاي  

 مورد بررسي قرار گرفت و      X2 در آزمون    ١: ١ با نسبت    ٩Fنسل  
داده هاي حاصل از   .  بود ٤/٠ از    كمتر ٩Fميزان ناخالصي در نسل     

مورد تجزيه  ) ١٢ (MAPMAKERنشانگرها توسط برنامه      
اين آزمايش در ژاپن     . لينكاژي قرار گرفته و مكان يابي شدند       

 .انجام شد و تجزيه و تحليل آن در ايران صورت گرفته است
 

 نتايج
.  نوار چند شكل شناسائي گرديد       ٢٣٤٨در مجموع تعداد     

 AFLP جفت آغازگر      ٢٥٦ليد شده توسط      تعداد نوارهاي تو   
 نوار  ١٨ تا   ١ متغير بود به طوري كه        ٩١ تا   ٥٩مورد استفاده از    

 KNG و   Azچند شكل براي هر جفت آغازگر در مورد دو والد            
براي مكان يابي نشانگرهاي حاصل از اين         . قابل شناسائي بود   

ي  جفت آغازگر كه بيشترين و واضح ترين نوارها       ٣٢نوارها، تعداد   
 نوار چند   ١٧١چند شكل را نشان  دادند انتخاب و بر اين اساس            

 حاصل از   (RIL) رگه خالص نوتركيب      ٩٩شكل واضح بر روي      
 . مورد آزمايش قرار گرفتKNG و Azتلاقي 

 روي هفت كروموزوم     AFLPضمن اينكه همه نشانگر هاي      
مي توانند تكميل كننده نقشه ناقص     ) ٢جدول  (جو قرار گرفتند    

در ) ٢٧،  ١ (STS تهيه شده بر اساس نشانگرهاي           ژنتيكي
 (RILs)گذشته باشند، كه در آن از رگه هاي خالص نوتركيب             

حاصل از تلاقي دو رقم به كار رفته در اين آزمايش استفاده شد              
 سانتي مورگان بر   ٦/٣٨٣و نقشة ناقصي از جو با طولي معادل            

 .رديد و دو مكان ژني ظاهري تهيه گSTS مكان ژني ٦٧اساس 
 H٧ و H٦،  H١در اين ترسيم ژني هنوز قسمتي از كروموزوم         
 و ٢e-١٨m-٤فاقدنشانگرباقي ماند اين فواصل بين نشانگرهاي       

٢٩-١١m-٥e        روي كروموزوم H٢٢-٩-٣ ،١m-١٢e    و  
١٨-١٢m-١١e        روي كروموزوم H٣٠-١١ و     ٦-m-٣e   و  
٣١-٦m-١٥e    روي كروموزوم Hقرار دارند و به ترتيب حدود        ٧ 
اين .  سانتي مورگان تخمين زده شده اند      ٠/٣٢ و    ١/٣٠،  ٥/٣٥

كه شامل  )  مكان ژني  ١٢٥( نشانگر   ١٧٣مكان يابي ژني بر اساس     
) uzu و   ١vrs( نشانگر مورفولوژيك بود     ٢ و   AFLP نشانگر   ١٧١

 سانتي مورگان  ٨٧٥بر اين اساس اندازه كل ژنوم         . انجام گرفت 
  AFLPنگر   داراي بيشترين نشا   H٣كروموزوم  . تخمين زده شد  

  AFLP كمترين تعداد نشانگر       H٢و كروموزوم   )  نشانگر ٣٣(
 . را دارا بود)  نشانگر٢٠(

 نشانگر  ٦ (AFLP نشانگر   ٣٥دز تجزيه تفرق مندلي، تعداد      
اختلاف معني داري با   %) ٥ نشانگر در سطح      ٢٩و  % ١در سطح   

پراكنش . را نشان دادند   ٩F مورد استفاده در نسل       ١: ١نسبت  
نگرها روي كروموزوم هاي جو تصادفي نبود و از اين ميان          اين نشا 

 H٣ روي كروموزوم      uzu نشانگر در اطراف مكان ژني            ٢٩
 داراي بيشترين   uzuعلاوه بر آن، خود مكان ژني         . قرارداشتند

انحراف از نسبت تفرق مندلي بود به طوري كه اكثر رگه هاي               
اين . بودند) uzuنوع غير    (KNGخالص نوتركيب شبيه والد       

 قدرت تطابق   uzuنتيجه بيانگر آن است كه احتمالا  نتاج نوع            
 .كمتري در مزرعه را داشته اند

 سانتي مورگان  ٨٧٥دراين آزمايش ژنوم جو با اندازه اي معادل       
طولي كوتاهتر از اندازه برآورد شده بر اساس نقشه هاي حاصل از           

 Steptoeو  ) ١٧ سانتي مورگان،   ٢/١٢١٤ (Franka و   Igriارقام  
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اين اختلاف  . داشت) ٢٠ سانتي مورگان،    ٣/١٢٢٦ (Morexو  
ممكن است به دليل ناقص بودن نقشه ژني در اين آزمايش                 
باشد، ولي مطالعات بعدي نشان داد كه نقص نقشه ژني علت               

زيرا براي مثال نشانگرهاي مشترك در      . اصلي اين اختلاف نيست   
 همه  Igri×Franka و    Az×KNGهر دو جامعه حاصل از          

 را مي پوشاند ولي بر اساس جامعه حاصل از               H٥كروموزوم  
Az×KNG     در .  سانتي مورگان است  ٨/١٤٧ اندازه اين كروموزوم

 اندازه اين   Igri×Frankaصورتي كه بر اساس جامعه حاصل از         
 سانتي مورگان تخمين زده شده است، يعني         ٧/٢٣٨كروموزوم  

 درصد اندازه   ٩/٦١ آزمايش    در اين  H٥اندازه تخميني كروموزوم    
اين كاهش در اندازه     .  است Igri×Frankaحاصل از آزمايش     

 . در فواصل همه مكان هاي ژني پراكنده استH٥كروموزوم 
 

 بحث
 داراي تفرق مندلي     AFLPدر اين تحقيق، اكثر نوارهاي        

بودند كه نشان مي دهد اين نوارها، نشانگرهاي مولكولي مناسبي          
با توجه به اينكه در اين آزمايش       . ومي هستند براي تهيه نقشه ژن   

ژل كوچك مورد استفاده قرار گرفت لذا روش مناسبي براي               
ژنوم هاي كوچك است زيرا در آنها تعداد نوارهاي توليدي كمتر            

 . است و بررسي آنها آسان تر خواهد بود
نقشه .  مكان يابي شد  AFLP نشانگر   ١٧١در اين آزمايش     
ل است زيرا همه اين نشانگرها روي هفت          تهيه شده تقريبا  كام   

 .كروموزوم قرار گرفته است
گزارش هايي وجود دارد كه نشان مي دهد با اضافه شدن              

، طول ژنوم   RFLP به نقشه هاي مبتني بر       AFLPنشانگرهاي  
 سانتي   ٣٠٥٨ به   ١٨١١براي مثال در برنج از      . افزايش يافته است  

) ٦(سانتي مورگان   ٢٦٧٣ به   ١٠٩٦و در جو از      ) ٢٦(مورگان  
اين افزايش در اندازه ژنوم مي تواند به       . افزايش گزارش شده است   

علت وجود قطعات فاقد نشانگر روي ژنوم، مكان يابي نشانگرها در          
انتهاي كروموزوم ها و يا مشخص شدن تقاطع و تبادل                    

در گزارش مربوط به افزايش اندازه         . كروموزومي دوگانه باشد   
 ثير روش هاي مختلف تجزيه داده ها توســطتا) ٦(ژنومي در جو 

با .  گزارش شده است   JOIN MAP و   MAPMAKERبرنامه  
 واقع بر    STS نشانگر    ١٣ در بين     AFLP نشانگر    ٤٠افزودن  

 كروموزوم هاي جو، اندازه قطعات كروموزومي تخمين زده از             
 سانتي مورگان افزايش    ٧/٢٧٠به  ) ٢٧( سانتي مورگان    ١/٢٦٩

اين نتيجه مي تواند دليلي بر      .  معني دار نيست  يافت كه تفاوت  
 به كار برده شده در اين           AFLPمناسب بودن نشانگر هاي      

 . آزمايش باشد
 (Az×KNG)اندازه ژنوم تخمين زده در اين آزمايش              

كوتاهتر از اندازه ژنوم تخمين شده در نقشه هاي حاصل                  
اين .  است Steptoe×Franka و    Igri×Frankaتلاقي هاي از    

اوت ممكن است به علت كمي فراواني نوتركيبي در تلاقي               تف
Az×KNG                   نسبت به تلاقي Igri×Franka     و 

Steptoe×Franka ٢(نوتركيبي توسط عوامل محيطي      .  باشد ،
، ١٥،  ١٤(، اختلاف ژنتيكي والدين     )٤٠،  ٢٩(و ژنتيكي   ) ٢٣،  ١٩
 و همچنين به وسيله روش مطالعه جامعه             ) ٣٦،   ٣٥،   ٢٨

بنابراين اندازه نقشه از    . ت تاثير قرار مي گيرد   تح) ٣٢،  ١٣،  ١٢(
در مطالعه اخير،   . يك جامعه به جامعه ديگر متفاوت خواهد بود        

 و با استفاده از        AFLPنقشه ژنومي بر مبناي نشانگرهاي          
 ١٠٦٢رگه هاي خالص نوتركيب تهيه شد و اندازه ژنوم                   

ه تخمين زده شد  ) ٤٥( سانتي مورگان   ٩٦٥و  ) ٣٤(سانتي مورگان  
 است كه شباهت تقريبي با اندازه تخميني ژنوم در اين مطالعه              

 . دارد)  سانتي مورگان٨٧٥(
ارقام مورد استفاده آزموماموگي و كانتونكيت گولد داراي            
صفات ظاهري و فيزيولوژيكي متفاوتي از جمله شش و دو رديفه           

، زمستانه و بهاره بودن     (uzu)، محدوديت رشدي    )١vrs(سنبله  
)١sgh  ،٢sgh (    شكنندگي محور بذر)١btr  ،٢btr (  هستند، كه

در مطالعه تكاملي جو از اهميت خاصي برخوردار مي باشند  و لذا            
اين نقشه ژنتيكي مي تواند در اين راستا از اهميت خاصي                 

تاكنون نشانگرهاي مولكولي بسيار نزديك به         . برخوردار باشد 
نيز در  و تعدادي   ) ٤٢،  ٢١( مشخص شده اند     ١vrsمكان ژني   

دست تهيه هستند كه مي تواند در فهم بهتر روند تكاملي جو               
 . موثر باشد
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SUMMARY 
 
Using amplified fragment lengh polymorphism (AFLP) in a small gel, generated 171 

polymorphic AFLP fragment segregating 99 recombinant inbred lines (RILs) of barley 
cultivars “Azumamugi” × “Kanto Nakate Gold”. Most of these fragments showed 
Mendelian segregation of 1: 1 ratio, all being assigned to seven barley chromosomes, 
indicating that these fragments are reliable as molecular markers for barley genome 
mapping. Linkage maps were constructed with 173 markers (125 detected loci), 
consisting of 171 AFLPs and two morphological markers, which covered 875cM. 
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