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  1چکیده
 يها یتلاق )AABBEbEb ،42=x6=n2 (مریپا یتید تریمنظور حذف صفات نامطلوب غله جد به

 یشناز خودگانجام و ) يه پدریپا (یرانیو ارقام گندم نان ا) يه مادریپا( غله نی ايها نیلان ی بيا گسترده
، 14 -0(AABBEb('D )0- 14('( هیرم ثانویپا یتیتر یاحتمال بذر 1810 تعداد در نسل دوم 1Fنتاج 

42=x6=n2=2F (پایرم  تریتی یاه احتمالیگ 11در و شاخص همولوژي  یکروموزومتعادل . شدد یتول
 جی و نتا شدیبررس) EbEb ،14=x2=n2 (ژنومی علف شور ساحل DNA يساز دورگهبا  )2F(ثانویه 

 DNAعنوان  به) AABBDD ،42=x6=n2 ( رقم بهاره چینیDNAبدون استفاده از که نشان داد 
افزودن مرحله  که نیضمن ا. پذیر نبود  امکانD و A ،B از Eb هاي کننده تمایز کروموزوممسدود
 در ی ژنومDNA يساز دورگهعنوان پروب طبق دستورالعمل  بهکننده  مسدودDNA ه بایاول يساز دورگه

.  گردیدفراهماي  حلقوي و میلهصورت منفرد و جفت   بهEbهاي  تمایز کروموزوم امکان ،)GISH(حل م
متفاوت پایرم با تعداد  هایی از تریتی  ژنوتیپنشیگزامکان  2Fگیاهان  در Ebهاي  شمارش کروموزوم

 DNA سازي ورگهد با روش هیرم ثانویپا یتینام تر  بهی صفات مطلوب زراعيدارا D و Ebهاي  کروموزوم
  .وجود داردنش یگز در یکیتوژنتی سیکمکنشانگر عنوان  به) GISH( در محل یژنوم

  

  علف شور ساحل پایرم ثانویه، ، تریتی)GISH(ژنومی در محل  DNAسازي  دورگه : کلیديهاي واژه
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  مقدمه
 خویشاوندان وحشی گندم در معرض گرما، خشکی، سـرما، شـوري،            در طول هزاران سال گیاهان    

هـا مقاومـت     مانده و به ایـن تـنش       هایی که تا امروز باقی     گونه. اند ها بوده  غرقاب، انواع آفات و بیماري    
هـاي   شـماري در میـان گونـه    هـاي بـی   تلاقی. اند، داراي اساس ژنتیکی بسیار پایداري هستند  نشان داده 

و شـروع بـه کـشت    ل قبل انسان در هزاران سا   . هاي اولیه پدید آمده است     مختلف اتفاق افتاده تا گندم    
هـاي   تر و دانـه  نایی آن براي تولید بیشیند اهلی شدن تواها کرده است و در طی فرآ  ز میان آن  انتخاب ا 

 ژنتیکی مقاومـت در اجـدادش را از دسـت        لیپتانس اما بخش مفیدي از      ،تر تثبیت گردیده است    درشت
انند مقاومت بـه   نتقال صفات مطلوبی م   منظور اصلاح گندم و ا     به). 2005 ، و همکاران  ییآقا( داده است 

هاي محیطی از جملـه شـوري، خـشکی،      آفات و همچنین مقاومت در برابر انواع تنش    ها، انواع بیماري 
هـاي جـو،    هاي بسیاري بین گندم و خویشاوندان وحـشی آن ماننـد گونـه           گرما تلاقی  غرقاب، سرما و  

 ـتینوپـایرم از   یجـنس وحـش  ). 1993 ،فرخ و همکـاران ( آجیلوپس و تینوپایرم انجام گرفته است   ره تی
 گونه با 20رود که شامل حدود   شمار می   در اصلاح گندم به    مفیدهاي   گندمیان یکی از منابع غنی از ژن      

یـا ترکیبـی از    Ebهـا داراي ژنـوم     این گونـه  . باشد سطوح پلوئیدي مختلف از دیپلوئید تا دکاپلوئید می       
برابـر انـواع     اي را در   ملاحظـه  مقاومـت قابـل    تینوپایرم هاي ونهبسیاري از گ  .  هستند Ee  و Ebهاي   ژنوم

، زنگ ساقه و بـرگ، ویـروس موزائیـک گنـدم و سـفیدك                ویروس پیچیدگی زرد جو     مانند ها بیماري
هاي سرما، خشکی و سـطوح بـالاي نمـک     هاي تینوپایرم به تنش    بسیاري از گونه  . اند نشان داده پودري  

 اسـت  داراي ژن مقاومت بـه قـارچ فوزاریـوم گرامینیـوم          رم جانسی فرمی  گونه تینوپای . باشند مقاوم می 
 اومیلان). 2002، النسکوگ استام و مرکر(  از آن براي انتقال این ژن به گندم استفاده شده است      بنابراین

، لوفـوپیروم الانگیتـوم   گونه   از تلاقی گندم بهاره چینی با        دست آمده   بهپلوئید   آمفی) 1991(و همکاران   
لوفـوپیروم الانگیتـوم را     ن از گونه    یگزی جفت کروموزوم جا   يدارا ینی گندم بهاره چ   هاي ین لاین همچن

 يتحمـل بـه شـور   ها را در مزرعه بررسی و نـشان دادنـد کـه       تولید کرده و سطح تحمل به شوري آن       
 Eb3ین جایگز جفت کروموزوم يگندم داراهاي   اما لاین،تر بود ها از گندم بهاره چینی بیشپلوئید آمفی

ن ی کرومـات ییشناسـا . )1991 ،لان و همکـاران   یاوم ـ( تري در تحمل به شوري نشان دادند       افزایش بیش 
 گندم، يها  تکراري اختصاصی گونه  DNA استفاده از    با یجنس نی و ب  يا گونه نی ب يها رگ در دو  یوحش

 ـ   DNA ن با استفاده از   ی و همچن  )1991(ل  ی و گ  يموکاچاودار و جو     عنـوان   ه ژنـومی گونـه وحـشی ب
 .)1989 ،شواتزر و همکاران(  شده استیبررس  ژنومی در محلDNA سازي دورگهروش   با   گر کاوش

منظـور   بـه . گـردد  یدار م ـ   نـشان  گـر  کـاوش  DNAعنـوان     به ی گونه وحش  یژنوم DNAن روش   یدر ا 
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 ـ هـدف ریغ DNA بـا    گـر  کـاوش  DNA سـازي  دورگه از   يریجلوگ  ـو ه ب  يدارا یگونـه وحـش   ژه در   ی
 يهـا  یهدف، تـوال   DNA با   گر کاوش DNA يساز قبل از دورگه  ،  یگونه زراع ولوگ با   همکروموزوم  

 ـموتوکر(گـردد   سـازي مـی   دورگه گونه زراعی کنندهمسدود DNA با  هدفDNA در  مشترك شنان و ی
در محل در گیاهان در مقایسه با پستانداران  ژنومی DNA سازي دورگهکاربرد روش  ). 1984 ،همکاران

 تعداد زیاد سلول در مرحلـه متافـاز   باهاي گیاهی  کروموزوم يها ه نمونه یرا ته ید ز رو آهسته به پیش می   
  باگر کاوش DNAقطعات  سازي دورگه از  و استتر  مشکلبدون دیواره سلولی و بقایاي سیتوپلاسمی

DNA بیش از دو دهـه  ). 2002 ،تور و همکارن( آورد عمل می ها ممانعت به  کننده در کروموزوم  مسدود
 کـاربرد آن،  طور عمـده   بهوهاي گیاهی استفاده   ، در گونه  در محل  DNA سازي دورگهت که تکنیک    اس

هـاي وارد شـده از اجـداد         ها و شناسایی کرومـوزوم     هاي تکراري بر روي کروموزوم     تعیین محل توالی  
هاي  ونهسازي نم سختی آماده). 1989 ،تان و همکارانیلاپ(وحشی به گیاهان زراعی بوده است  يها گونه

 DNAشکلی در قطعات  مولکولی مثل چنديهانشانگرهاي بزرگ براي      کلون نبودکروموزومی خوب،   
هـاي خـاص،     یـابی کرومـوزوم     در محـل در نقـشه      DNA سازي دورگهتوانایی  نداشتن   و برش خورده 

ولـین  ادر  ).2002 ،تور و همکـاران (  را کاهش داده استیابی ژنومی در گیاهان  تکنیک در نقشه   کاربرد
و گیـل   هـاي گیـاهی توسـط ریبـورون     بر روي کروموزوم  در محلDNA سازي دورگهکاربرد تکنیک 

)1985( ،DNA هاي  دورگ چاودار در يها  کروموزومییاس شنايبرا گر کاوشعنوان  تکراري چاودار به
اودار چ ـ اختصاصی گونـه     DNAبا استفاده از     .)1986 ،و همکاران  لاپیتان( استفاده شد  چاودار   -گندم

چـاودار  از  داراي کرومـوزوم مبادلـه شـده     گنـدم هـاي  ، کروماتین چاودار را در لاین     گر کاوشعنوان   به
هـاي   هم توانـستند کرومـوزوم    ) 1985( ریبورون و گیل     ،تان و همکاران  یزمان با لاپ   هم. تشخیص دادند 

 چـاودار و  -هـاي گنـدم    دورگ)1989 (رانو همکـا  لـی  . را در گندم معمـولی مـشاهده کننـد   Dژنوم  
 در محل  DNA سازي دورگه جایگزین شده را با تکنیک       يها  کروموزوم يدارا گندم   هاي همچنین لاین 
 ـرو ویلی و براس)1998 (ن و همکاران، چ)1990(موراماتسو  .بررسی کردند   و 2003 (و همکـاران  دالی

 ـدکاپلوئ گونـه    ی سـاختار ژنـوم    ییمنظـور شناسـا     در محل بـه    ی ژنوم DNA سازي دورگهاز   )2005 د ی
سـازي   از روش دورگـه   ) 2006(و جوهر و پیترسـون      ) 1991( جوهر   .کوم استفاده کردند  یرم پنت ینوپایت

DNA       هـاي گنـدم دوروم و گونـه وحـشی تینوپـایرم         در محل براي بررسی همیولوژي بین کروموزوم
 یـا حـضور   ها با این روش همیولوژي کروموزومی را در زمـان حـضور و   آنبسارابیکم استفاده کردند،    

 ـ با کمک ا   )2005(و همکاران    يرارف.  مورد مقایسه قرار دادند    1phژن  نداشتن    و اسـتفاده از     روشن  ی
DNA عنوان    گندم به  ی ژنومDNA کننده و    مسدودDNA سـاختار   گـر  کـاوش عنوان    چاودار به  ی ژنوم 
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 ـرو دون رنه را مشخص کردند ا      یسپین تر ی لا یکروموزوم ردن ن سـال خودگـشن ک ـ  ین از چنـد ی ـن لا ی
نـه مقاومـت بـه      ی در زم  ییل بـالا  ی پتانـس  يدست آمده و دارا    هب) AABBDRJ  ،49=x6=n2 (رویسپیتر
بـا اسـتفاده از      )2005 (و همکاران  یشیو ک  )1998 (چنِ و همکاران   . است یها، سرما و خشک    يماریب

 نگدا. ندا  کرده یبررس راوم  ینترمدیرم ا ینوپای گونه ت  یساختار ژنوم  در محل    ی ژنوم DNA سازي دورگه
ي قطعـات کرومـوزومی اضـافه شـده از گونـه تینوپـایرم           داراهـاي    در بـین لایـن    ) 2004 (و همکاران 

،  مقاومت به ویروس کوتولگی زرد جو، زنگداراي خصوصیاتاینترمدیوم در ژنوم گندم، چندین لاین 
ي هـاي دارا  لایـن . را مـشاهده کردنـد  خشکی و درصد بالاي پـروتئین از گونـه تینوپـایرم اینترمـدیوم            

هـاي مفیـد از خویـشاوندان وحـشی بـه        با انتقال ژن یا ژنطور عموم  هاي وحشی اضافه، به     کروموزوم
هاي  لایناز  . آیند ها به حساب می    پلاسم نسل  کارگیري ژرم  به ثري در ؤگیاهان زراعی، ابزار پرارزش و م     

هاي اختصاصی،    روي کروموزوم  هاي مفید بر   یابی ژن یا ژن    منظور مکان   به یهاي اضاف  ي کروموزوم دارا
یـابی   ، نقـشه   اختصاصی DNAهاي   ، جداسازي توالی   از یک کروموزوم خاص    DNAساختن کتابخانه   

 مربوط به یک    DNAهاي  نشانگرها، انتخاب    ها، مطالعه ساختار و ترکیب ژنتیکی کروموزوم       کروموزوم
هـاي    هـسته و تکثیـر تـوالی   منظور مطالعات سـاختار  هاي اخیر به کروموزوم خاص و همچنین در سال    

DNA    ـ  یپـا  یتی تر هاي اولیه  لاین .)2002 ،ژانک و همکاران  (  اختصاصی استفاده شده است   یرم از تلاق
ــلاح شــده از   ــام اص ــدم دورومارق ــه گن ــه گون ــاحل   ب ــور س ــف ش ــه عل ــادري و گون ــه م ــوان پای    عن

)EbEb  ،14=x2=n2 (ت رشد و نمو هماننـد گنـدم،   یبر قابل  و علاوهاند وجود آمده عنوان پایه پدري به    به
دن و یها در زمـان رس ـ  چه  درصد، سنبله85ها   آني باروریباشند ول  ی م یی بالا ي مقاومت به شور   يدارا

 ،یحـسن ( شـود  ی از پوسته خود جـدا نم ـ      یراحت  دانه به  یکوب زش نموده و در خرمن    یقبل از برداشت ر   
ن ی ایق تلاقیاز طررم یپا یتیه تری اولياه نیلا نامطلوب رفع صفات -1 ، مطالعه حاضرهدف از. )1998

 ـها   از این تلاقی   دست آمده   به 1F  نتاج یخوگشن -2 ،یرانی ا  ارقام گندم نان   باها   نیلا دسـت آوردن   هو ب
 ـثانورم  یپـا  یتیتر يها پی ژنوت نتاج و نحـوه جفـت شـدن        یکرومـوزوم سـاختار    ی بررس ـ -2F(، 3 (هی

 )AABBDEb ،42=n2: 2F (پایرم ثانویه هاي تریتی وتیپ ژندر Eb و  A  ،B  ،D يها  ژنوم يها کروموزوم
  ژنـومی در    DNA سـازي  دورگـه   از علف شور سـاحل بـا روش        دست آمده   به یژنوم نشانگربا کمک   

در مزرعـه   ی و زراع ـ   مورفولـوژیکی  ج صـفات  یبـا نتـا    نتایج مطالعات سـیتوژنتیکی      قیتطب -4  و محل
 صفات زراعی مطلـوب   با  ) AABBDEb  ،42=x6=n2 (هیرم ثانو یپا یتیترهاي   گزینش ژنوتیپ منظور   به
  .باشد یم
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  ها مواد و روش
تثبت و در  I1 يو در محلول کارنوتهیه ) 1 جدول( 2Fهاي نتاج   بوتهيها چه  بساك از گل  :مواد گیاهی 

   . شدندينگهداروز ی مید کروموزومیه اسلای تا تهگراد ی درجه سانت-24زر یفر
  :مواد ژنتیکی

DNA    با نوکلئوتید فلئورسین     :علف شور ساحل   ژنومی گیاه -dUTP122        از شـرکت فرمنتـاز آلمـان
  .دیدار گرد نشان

DNA       جهـت مـسدود کـردن نـواحی         ):دار غیرنـشان  گر ژنومی  نشان(ژنومی گندم رقم بهاره چینی
  .کار رفت به 2Fهاي گیاهان دورگ  هدف بر روي کروموزومغیر

  ها روش
هـا   آن Iو محلول کـارنوي  از فریزر خارج  2Fاهان دورگ ی گهاي بساك: وزیمتهیه نمونه کروموزومی  

 نرمال هضم   با محلول اسید هیدروکلریک   گراد    درجه سانتی  60 ماري ه در بن   دقیق 6-8مدت   تخلیه و به  
درصد بر روي  45هر بساك در یک قطره اسید استیک    . کشی شدند  با آب مقطر آب   بار  و بلافاصله دو    

  غ اسکالپل تیز یک طـرف بـساك بـرش و بـا فـشار دادن آن محتـواي بـساك        اسلاید قرار و با نوك تی    
  قرار و نمونه در زیر میکروسکوپ نـوري بررسـی   آن خارج و بقایاي بساك از لام حذف و لامل روي     

   دقیقـه در تانـک نیتـروژن مـایع     3مـدت   ، لام بـه   د کافی سلول در مرحله متافـاز اول       و با مشاهده تعدا   
سپس لامل بـا یـک تیـغ تیـز از روي لام     . هاي مادر گرده روي لام تثبیت گردند       فرو برده شد تا سلول    

 در دماي آزمایشگاه قـرار  پس از خروج از الکل، دقیقه در الکل مطلق قرار و        10مدت   برداشته و لام به   
گـراد    درجـه سـانتی  -24 درژنـومی در محـل    DNA سـازي  دورگـه  خشک گردید و تا انجام       تا کاملاً 

  .نگهداري شد
هاي جوان علف شـور سـاحل و گنـدم رقـم بهـاره        از برگ DNA استخراج   : ژنومی DNAاستخراج  

  .با تغییرات جزئی انجام شد) 1998(چینی بر طبق روش کوماتسودا 

                                                
   الکل اتانول و اسید استیک گلاسیال1 به 3محلول  -1

2- Fluorescein-12-dUTP: 1- Fluorescein -6-carboxaminocaproyl-[5-{3-aminoallyl}-2'- deoxyuridine-
5'-triphosphate]   
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 اصلاح شده گندم و ارقام) پایه مادري(پایرم اولیه  هاي تریتی  از تلاقی لایندست آمده به) 2F (بذور دورگ -1 جدول
  .)ريپایه پد(نان 

 2Fتعداد بذر  1Fانواع نتاج 

  2F ،)Cr/b) (Ka/b(  110 ×نوید 
  3F ،)Cr/b) (Ka/b(  104 ×نوید 
  5F ،)Cr/b) (Ka/b(  110 ×نوید 
  3F ،)Cr/b) (St/b(  110 ×نوید 

  Az/b(  110 (×نوید 
  La/b(  120 (×نوید 

  2F ،)Cr/b) (Ma/b(  110 ×نوید 
  La/b(  26 (× امید

  St/b(  890 (×امید 
  Ma/b(  120 (×سفید خوشه 

 1810  جمع کل

  
تهیـه نـشانگر     :dUTP12-  ژنومی علف شور ساحل بـا نوکلئوتیـد فلئورسـین          DNAتهیه نشانگر   

 به شرح زیر 2 طبق دستورالعمل شرکت فرمنتاز1ژنومی از علف شور ساحل با واکنش شکاف و ترجمه    
  .)2001 ، سمبروك و همکاران؛1983 ،گوبلر و هافمن( انجام شد

 میکرولیتـر  کی، I3  پلیمرازDNA برابر براي 10 میکرولیتر محلول بافر با غلظت    5/2 ماده شامل  8 -1
 1 با غلظـت  dTTP میکرولیتر نوکلئوتید 2/0مولار،    میلی 1با غلظت    4دار نشان نوکلئوتید غیر  3مخلوط  

اکـسی   ولیتـر دي میکر 1مـولار،    میلـی  1بـا غلظـت      dUTP12- میکرولیتـر فلئورسـین      1،  5مـولار  میلی
 5-15(  میکرولیتر5/0-5/1، 6 واحد بر میکرولیتر و عاري از ریبونوکلئاز      002/0با غلظت    Iریبونوکلئاز  

 میکرولیتـر   1 میکروگـرم تقریبـاً معـادل        25/0-5/0،  7 مربوط به اشرشیاکلی   I پلیمراز   DNAاز  ) واحد
                                                
1- Nick Translation 
2- Fermentaz  
3- 10X Reaction Buffer for DNA Polymerase I 
4- Mixture of 3 dNTPs, 1mM  
5- 2'-Deoxythymidine5'-Triphosphate, 1mM 
6- Deoxyribonuclease I (DNase I), RNase-Free 
7- E. Coli 
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DNA تري مخلوط و حجم واکنشلی  میلی2/0 وبیکروتیم ژنومی علف شور ساحل با یکدیگر در یک 
 میکرولیتر رسانده شد و بلافاصله به انکوباتور 25به   1 عاري از نوکلئاز    بار تقطیر استریل   2با آب مقطر    

  ساعت انتقال داده شد و سپس بلافاصله در درون2-3مدت  گراد به  درجه سانتی15دار با دماي     یخچال
  . فرو برده شد شده یخ پودريداراظرف 

با غلظت لیتر از اتیلن دي آمین تترا استیک اسید  میکرو1، مقدار  شکاف و ترجمه واکنش براي قطع-2
  .اضافه شدوب یکروتیبه م pH= 8  مولار و5/0
   بـا الکتروفـورز   دار شـده علـف شـور سـاحل       نـشان DNA ي جفت بـاز 200-500  طول قطعات -3
  . گردیدن ییدار بر روي ژل آگاروز تع  نشانDNA میکرولیتر از 3

 سازي دورگه: 2F نتاج يها پیژنوتاهان یگوز ی ميها نمونه ژنومی در محل روي DNA سازي دورگه
DNA و مرحله  )1994 ( و همکارانر و رید)1989 (ژنومی در محل بر طبق روش شوآرتزر و همکاران
بـر روي    )1998(دار بـر طبـق روش اصـلاح شـده حـسنی              نشان غیر DNAژنومی   سازي دورگهپیش  

  .شرح زیر انجام شد به 2F  نسليها بوتههاي میکروسپور   سلوليدارا ياسلایدها
  دقیقه 2مدت   نرمال به01/0هضم اسیدي با اسید هیدروکلریک  -1

 200کـه بـا   گـرم در لیتـر     میلـی 10 با غلظـت    K میکرولیتر از محلول پروتئیناز      2 با   یمیهضم آنز  -2
 دقیقه در 10مدت  به  بودق شدهیرق 2هی برابر محلول پاکیبا غلظت  Kپروتئیناز  بافر تر از محلولیل یلیم

 گراد  درجه سانتی37حمام آب گرم 

 Kکننده فعالیت آنزیم پروتئینـاز   متوقف دقیقه با محلول بافر    2و هر بار    اسلایدها دو بار     يشستشو -3
 دماي آزمایشگاه در  3با یک برابر غلظت محلول پایه

   با غلظت دو برابـر محلـول   4قه در محلول نمکی سیترات سدیم دقی10مدت   اسلایدها به  يشستشو -4
 پایه 

                                                
1- Water, Nuclease-Free 

2- 1X Proteinase K Buffer: 42/2 لیتر آب مقطر دو بار تقطیـر اسـتریل   1 گرم کلرید کلسیم در 438/0 گرم تریس و 
)5/7= pH(  
3- 1X Proteinase K Stop Buffer: 42/2  لیتر آب مقطر دو بار تقطیر 1گرم اتیلن دي آمین تترا استیک اسید در 44/7گرم تریس و 

 )pH =5/7(استریل 

4- Saline Sodium Cytrate (SSC) 
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مـدت    بهلیتر  میکروگرم در میلی 5 با غلظت    RNaseمیکرولیتر آنزیم    100ها با    نمونه RNAحذف   -5
 گراد   درجه سانتی37 دقیقه در حمام آب گرم 30

 رابر محلول پایه ب1/0 و 2 ت نمکی سیترات سدیم با غلظيها با محلولب یترت دها بهی اسلايشستشو -6

  دقیقه10مدت  تثبیت مواد گیاهی روي اسلایدها با محلول پارافرمالدهید تازه به -7

 70مـاري    درصـد در بـن  70یـد  ابا محلـول فرمام  1 هدف بر روي اسلاید DNAاي کردن    رشته تک -8
  دقیقه2مدت  گراد در زیر هود به درجه سانتی

 دو  گـراد،  درجه سانتی  -24 الکل    درصد 100 و   90،  70هاي    با محلول  ترتیب ها به گیري اسلاید   آب -9
  دقیقه2مدت  مرتبه و هر بار به

به  ینیگندم بهاره چ 2دار نشان ژنومی غیرDNA يساز  میکرولیتر از محلول دورگه45  اضافه نمودن-10
 يها پی ژنوت D و   A  ،B يها  با ژنوم  Ebن ژنوم   ی مشترك ب  يها یمنظور مسدود نمودن توال    بههر اسلاید   

 گراد  درجه سانتی65 ساعت در حمام آب گرم 2مدت   بهدهایقرار دادن اسلاو  2F  نسليها بوته

منظـور   بـه  ژنومی علف شـور سـاحل   DNA 3 میکرولیتر از محلول هیبریداسیون45 اضافه نمودن  -11
مـدت   به هادیدادن اسلاو قرار  2F يها  بوته يها پی موجود در ژنوت   Eb يها با کروموزوم آن  دورگه سازی 

 گراد  درجه سانتی65 ساعت در حمام آب گرم 2

 برابر محلول پایـه و  2 سیترات سدیم با غلظت  يها ب با محلول  یترت دها به ید اسلا ی شد ي شستشو -12
 204 توآین يدارا برابر غلظت پایه 4ترات سدیم سی

 میکروگـرم در هـر   125/0ت بـا غلظ ـ  DAPI5 میکرولیتـر از محلـول   50 اسلایدها با   يزیآم رنگ -13
 26 مدل آکسیوپلن ها با میکروسکوپ فلورسنت لیتر و سپس مشاهده آن میلی

 فیلتـر فلورسـنت بـا      4 باوز  یدر متافاز م   2F اهانیکروسپور گ ی م يها  سلول  از تالیجیدعکس  ه  یته -14
  ها آنو چاپ  A550دوربین کاننُ پاورشات 

  
                                                
1- Denaturation 
2- Pre Blocking Hybridization Solution 
3- Hybridization Solution 
4- 4xSSC/Tween20 
5- 4',6-Diamidino-2-Phenylindoledihydrochlorid 
6- Axioplan2 
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  و بحثج ینتا
 ـ یم ژنـو  DNAدر دو دهه گذشـته از        بـات  ی ترک یی در شناسـا   یکیتوژنتی س ـ يهانـشانگر عنـوان    ه ب

 در DNA سـازي  دورگه در روش یجنس نی و ب  يا گونه نی ب يها ی از تلاق  دست آمده   به نتاج   یکروموزوم
نش ین نتاج و در جهـت گـز  ی ایز ساختار کروموزومی و تمایی قدرتمند در شناسا  يعنوان ابزار  محل به 

اي   میلهای يحلقو Ebهاي  نتایج شمارش تعداد جفت کروموزوم.  است مطلوب استفاده شدهيها پیژنوت
هـاي مـادر دانـه گـرده      سلولدر  ژنومی در محل  DNA سازي دورگههاي منفرد با تکنیک      و کروموزوم 

و رقم  )3F ،)Ka/b( )Cr/b پایرم اولیه  از تلاقی رقم گندم نوید با لاین تریتیدست آمده بهگیاهان دورگ 
  درD و Ebهاي  شدن کروموزومنکه جفت  نشان داد) 2 جدول( St/bپایرم اولیه  لاین تریتیگندم امید با 

پایرم ثانویه   تریتیی احتمالهاي  دورگ کروموزومی در متافاز اول میوز درتقسیم میوز منجر به ناپایداري
)2F ( شده است)گر را  نشانم نورانی قوي ناشی از وجود یهاي منفرد علا همه کروموزوم). ي -1 شکل

کان رو به یپ ، زو - 1 شکل(باشند   نمیEbهاي منفرد مربوط به ژنوم  نشان ندادند، بنابراین همه کروموزوم
 از طرفی باشد ثیر نمیأت همولوژي کروموزوم بی یند هم در فرآB و Aهاي   هاي ژنوم  کروموزوم). راست

 منجر به ایجاد اختلال در )2F ( ثانویهپایرم تریتی ی احتمالهاي رگدر دو Eb هاي شاید وجود کروموزوم 
) 1998(حـسنی   که با نتـایج     ست  گندم شده ا   B و A هاي هاي ژنوم  همولوژي و همیولوژي کروموزوم   

 از دسـت آمـده   بهپایرم ثانویه  تریتی یاحتمال 2F هاي رگهاي کروموزومی دو اما در نمونه  . مطابقت دارد 
پایرم  و رقم گندم امید با لاین تریتی) 3F ،)Cr/b( )Ka/b ولیهپایرم ا تلاقی رقم گندم نوید با لاین تریتی

 DNAهمولوژي و همیولوژي کروموزومی کامل و نواحی نورانی قوي ناشی از دورگه شدن  St/bاولیه 
و ) ب، ج -1 شـکل (هـاي حلقـوي    هدف در کرومـوزوم  DNA علف شور ساحل با گر کاوشژنومی  

 شکل(هاي منفرد مشاهده نگردید  مشاهده شد و کروموزوم) نییپاکان رو به ی پ الف، ح-1شکل (اي  میله
و بـا   )نیی فلش رو بـه پـا       ب، ج، ك   -1شکل  ( با یکدیگر    Ebهاي   جفت شدن کروموزوم  ).  ط، ج  -1

) نییفلش رو به پـا ز، و  -1شکل ( Dهاي ژنوم  کروموزوم احتمالاً هاي گندم هاي دیگر ژنوم   کروموزوم
هـاي   البته امکـان جفـت شـدن کرومـوزوم    . ها باشد متعادل در این ژنوتیپتواند گویاي تقسیم میوز    می

که بر روي بـازوي بلنـد    1ph  بسیار کم است چون ژنEbهاي   گندم با کروموزومD و A ،Bهاي   ژنوم
هـاي گیـاهی ممانعـت       ها و جـنس    هاي گونه  گندم قرار گرفته از جفت شدن کروموزوم       B5کروموزوم  

ي جفت کروموزوم جایگزین شده دارااج بین لاین رقم گندم لانگدون  نتیبررسبا ) 1991(جوهر . دکن می
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D5 جاي   بهB5   1  ژن بدونوph هاي گندم دوروم و گونـه وحـشی    بین کروموزومرا  بالایی  يولوژیهم
هاي  هاي گونه وحشی و گندم دوروم در دورگ میزان جفت شدن کروموزوم. کردندمشاهده ) همیولوژي(

ر ژن یثأن مطالعه تیج ای نتاهاي داراي این ژن نشان داد  برابري را نسبت به دورگ8ایش  افز1ph ژن بدون
1ph   2006(ترسون  یجوهر و پ  اما  . د کرد ییأولوگ ت ی هم يها  از جفت شدن کروموزوم    يریرا در جلوگ (

منظور انتقال صفت مقاومت به بیماري سوختگی فوزاریومی سرشاخه از گونه علف وحشی شور بـه         به
 دست آمده به و دیگر نتاج 1BC ، نتاج1ph ژن بدوني یا دارا 1F هاي م دوروم، اقدام به تولید دورگگند

هـاي   مشخص شد که همولوژي بین کرومـوزوم . علف شور ساحل کرده بودندبا از تلاقی گندم دوروم   
از گنـدم   1ن از تلاقی دو رقم تتراپلوئید و لانگـدو دست آمده به 1Fگندم دوروم و گونه وحشی در نتاج   

گاهی اوقات تـا    1phاما فعالیت ژن    . ، بسیار کم است   1phبسارابیکوم در حضور ژن      دوروم و تینوپایرم  
امکان  مطالعه در بعضی از نتاج، نی اجیبر طبق نتا بنابراینوسیله ژنوتیپ والد وحشی متوقف شد  هحدي ب

 ـ ن این پـژوهش   احتمالاًن  یرابناب. هاي گونه وحشی و گندم دوروم وجود دارد        جفت شدن کروموزوم    زی
و  1phر ژن یثأمانع از ت) 2F(ه ی ثانوی احتماليها رمیپا یتیدر ژنوم تر Eb يها  از کروموزومیحضور بعض

 البته  . شده باشد   ژنوم گندم نان   يها  با کروموزوم  Eb ژنوم   يها جفت شدن کروموزوم  جه منجر به    یدر نت 
 )2F (هیثانو یاحتمالرم یپا یتی تريها پی از ژنوتیدر بعض 1phجه ژن یو در نت B5امکان حذف کروموزوم 

 DNA سـازي  دورگـه بـا   Ebهاي شناسایی شده از ژنوم  تعداد کروموزومن مطالعه یدر ا .وجود داردز  ین
هـاي   در بین ژنوتیپ عدد 0-4 منفرد از يها و تعداد کروموزوم  عدد   6-10ژنومی علف شور ساحل از      

قـی رقـم گنـدم نویـد بـا لایـن        دو تلا1F از خودگـشنی     دست آمده   به )2F (هی ثانو ی احتمال پایرم تریتی
). 2 جدول(متغیر بود  St/bپایرم اولیه  و رقم گندم امید با لاین تریتی 3F ،Cr/b × Ka/b پایرم اولیه تریتی

 ـ از ژنوتیک ـی مادر گـرده    يها  در سلول  Iوز  یدر مرحله متافاز م     ـی تريهـا  پی  ـ ثانو احتمـالاً رمیپـا  یت   ه ی
پ دو جفت کروموزوم ینوتن ژیادر . دی مشاهده نگرديچ کروموزوم منفردیه)  ط-1 شکل( St/b× د یام

جه یدر نتدهند  ینشان م علف شور ساحل را ی ژنومگر کاوش از اتصال ی ناشيقو یم نورانی علايحلقو
 يتـر  فیع ض ـ ینقاط نوران پ  ین ژنوت ی ا يها  از کروموزوم  ی بعض ي بر رو  یول هستند   Ebمتعلق به ژنوم    

 ژنـوم  يهـا  در کروموزوم Eb ژنوم   يها ن شده از کروموزوم   یگزی قطعات جا  دهنده شد که نشان  مشاهده  
پایرم  تیی در ژنوتیپ تر والنتيجاد سه تریمنجر به امنفرد  Eb يها وجود کروموزوم. د استیگندم رقم ام

                                                
1- Langdon  
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ک یجفت کروموزوم به همراه ک ی .ه است شد)ه، ل -1 شکل ()Cr/b (× )Ka/b (باثانویه نوید احتمالاً 
 مشاهده شد St/b×  امید) 2F(ه یثانواحتمالاً رم یپا یتیپ تری در ژنوتي قویم نورانیکروموزوم منفرد با علا

توانـد   یها م ـ پین ژنوتیوز در ای مI منفرد مشاهده شده در مرحله متافاز       يها کروموزوم ). ك -1 شکل(
 هی ثانو احتمالاًرمیپا یتی ترهاي در ژنوتیپ. هاي عقیم گردد ردهباعث انجام تقسیم نامتعادل میوز و تولید گ

 جـایگزین  Dهـاي    به احتمال زیاد کرومـوزوم     14تر از    کم Ebهاي    کروموزومی با تعداد کروموزوم    42
 Ebهاي   کروموزومی، تعداد کروموزوم42تر از  هاي کم اند اما در بعضی از ژنوتیپ شده Ebهاي  کروموزوم

پایرم حذف و کروموزومی   از تریتیEbهاي   عدد بود بنابراین به احتمال زیاد کروموزوم       14 تر از  نیز کم 
  ژنومی ابزاري مناسب براي شناسایی     DNA سازي دورگه. ها نشده است   هم از ژنوم گندم جایگزین آن     

 D و Eb، A ،B يها  ژنوميها کروموزومبا ) 2F(پایرم  هاي ثانویه تریتی  انواع ژنوتیپیساختار کروموزوم
بـا انـواعی از    2Fهـاي متفـاوت در نـسل         نتایج نشان داد کـه امکـان تولیـد ژنوتیـپ           یطورکل به. است

هـاي   ویژه ژنوتیپ  هثانویه مطلوب ب  احتمالاً  هاي    گزینش ژنوتیپ  بنابراین وجود دارد    Ebهاي   کروموزوم
آن بــاقی و مــابقی  Eb5 تنهــا کــه ] )EbEb)''1 (DD) ''6(BB )''7( AA) ''7 [ پــایرم اي از تریتــی ثانویــه

 يبـرا . جا شده باشـند وجـود دارد   به گندم جاDهاي خود از ژنوم   با همیولوگ  Eb ژنوم   هاي کروموزوم
 2F يهـا  تیاز به مطالعه جمع یات ن ین خصوص ی با ا  ییها پیون ژنوت ی و سلکس  یج قطع ی به نتا  یابی دست

  .شود یرم کاملاً احساس میپا یتیه تریول ايها نی از گندم با لايگری متعدد ديها یتر در تلاق شیب
 

   هـاي مـادر گـرده      در متافـاز اول میـوز سـلول       ) Eb(هـاي ژنـوم علـف شـور سـاحل             تعداد کروموزوم  -2 جدول
)' )14-0( ' D)14-0(AABBEb(پایرم  ثانویه تریتیاحتمالاً هاي   ژنوتیپ)2F ( دورگه سازيبا DNAژنومی در محل .  

هاي  تعداد کروموزوم
  جفت

هاي ثانویه  ژنوتیپ
) 2F(ایرم پ تریتی

 از دست آمده به
 1Fخودگشنی 

  ها تلاقی

  تعداد
  گیاه

تعداد کل 
هاي  کروموزوم
  ژنوتیپ

تعداد 
سلول 

  مادر گرده

تعداد 
هاي  کروموزوم
  اي میله  حلقوي  منفرد

تعداد کل 
هاي  کروموزوم
Eb  

شاخص 
  همولوژي

) 3F ،)Cr/b ×نوید 
)Ka/b(  

6  42-38  30  3-0  
)08/1(  

18-12  
)58/14(  

7-3  
)08/5(  

10-6  
)58/8(  

54/81  

  St.b  5  42-38  35  4-0 × امید
)95/0(  

19-12  
)35/16(  

7-2  
)15/5(  

7-6  
)66/6(  

71/85  
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  ) GISH(در محل  dUTP12-دار شده ژنومی با نوکلئوتید فلئورسین   نشانDNA سازي دورگه -1 شکل

  ). میکرومتر20طول خط مقیاس ) (2F(پایرم ثانویه  هاي میوزي گیاهان دورگ تریتی بر روي سلول
  

 )Cr/b (×) Ka/b(× نویـد   از دست آمده به) 2F(پایرم ثانویه  متافاز میوز در سلول مادر گرده گیاه تریتی    )الف
 ـاي بـا علا   جفت کروموزوم حلقوي و یک جفت کرومـوزوم میلـه      3در این تصویر    ). 01عکس با فیلتر    ( م ی

. نـشان داده شـده اسـت   ) سـمت بـالا   پیکان رو بـه ( Eb کروموزوم 8شی از جفت شدن  نورانی بسیار قوي نا   
م نـورانی قـوي مـشاهده    ی ـعلا) سـمت پـایین   پیکان رو بـه (ها  همچنین در ناحیه تلومري یکی از کروموزوم     

اي  صـورت میلـه   هاي ژنوم گندم به     با یکی از کروموزوم    Eb گر جفت شدن یک کروموزوم     شود که نمایان   می
  .است

 ×) Cr/b(× نوید  از دست آمده  به) 2F(پایرم ثانویه    متافاز میوز در سلول مادر گرده گیاه تریتی       ) ج -ب
)Ka/b( )  ـ جفت کروموزوم حلقوي بـا علا 4در این تصاویر  ). 09 و   01هاي  عکس با فیلتر  م نـورانی  ی

  . نشان داده شده استEb  کروموزوم 8بسیار قوي ناشی از جفت شدن 
 ×) Cr/b(× نویـد    از   دسـت آمـده     بـه ) 2F(پایرم ثانویـه      در سلول مادر گرده گیاه تریتی      متافاز میوز ) د
)Ka/b( )    م نورانی یدر جفت کروموزوم حلقوي نشان داده شده یک کروموزوم علا      ) 01عکس با فیلتر
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مـی دیـده    یکـه بـر روي کرومـوزوم مقابـل علا          دهد در صـورتی    گر را نشان می    ناشی از اتصال کاوش   
  .هاي ژنوم گندم است  با یکی از کروموزومEbدهنده جفت شدن کروموزوم  که نشانشود  نمی

 ×) Cr/b(× نوید  از دست آمده به) 2F(پایرم ثانویه  متافاز تقسیم میوز در سلول مادر گرده گیاه تریتی) ه
)Ka/b()  هاي  کروموزوم ).09تهیه عکس با فیلترEb اند والنت شده  تري3 منجر به ایجاد.  
 ×) Cr/b(× نویـد   از دسـت آمـده   بـه ) 2F(پـایرم ثانویـه    متافاز میوز در سلول مادر گرده گیـاه تریتـی       ) ز - و
)Ka/b()   پیکان رو (م نورانی   ی کروموزوم منفرد از ژنوم گندم بدون هیچ علا        3). 09 و   01هاي  عکس با فیلتر
سـمت   پیکان رو بـه (ها  زومم نورانی در یکی از کرومو   ی جفت کروموزوم حلقوي با علا     2و  ) سمت راست  به

  .شود مشاهده می) پایین
 ×) Cr/b(× نویـد   از دسـت آمـده   بـه ) 2F(پایرم ثانویـه   متافاز میوز در سلول مادر گرده گیاه تریتی     )ح
)Ka/b( )09هاي  عکس با فیلتر.(  

 St/b×  از امیـد  دسـت آمـده     به )2F(پایرم ثانویه    متافاز تقسیم میوز در سلول مادر گرده گیاه تریتی        ) ط
دهنـد و بـر    م نورانی بسیار قوي نـشان مـی  یدو جفت کروموزوم حلقوي علا   ) 01تهیه عکس با فیلتر     (

  .شود تري دیده می م نورانی بسیار ضعیفیهاي دیگر علا روي نواحی سانترومري بعضی از کروموزوم
× نویـد   از   دسـت آمـده    بـه  )2F(پایرم ثانویه    آنافاز اول تقسیم میوز در سلول مادر گرده گیاه تریتی         ) ي
)Cr/b (×) Ka/b()   یک جفت کروموزوم همولوگ ) 01تهیه عکس با فیلترEbم نـوري بـسیار   ی با علا

  . شود قوي در وسط سلول دیده می
یـک جفـت    ). 01عکس بـا فیلتـر      ( St/b× امید) 2F(پایرم ثانویه    متافاز تقسیم میوز در لاین تریتی     ) ك

م یعلا) سمت راست پیکان رو به(و یک کروموزوم منفرد ) پایینسمت  پیکان رو به  (کروموزوم حلقوي   
  .دهند نورانی بسیار قوي را نشان می

) Cr/b(× از نویـد   دست آمده به) 2F(پایرم ثانویه  متافاز تقسیم میوز در سلول مادر گرده گیاه تریتی    ) ل
×) Ka/b( ) 01تهیه عکس با فیلتر .(  
  

  سپاسگزاري
مللی علوم و تکنولوژي پیـشرفته و علـوم محیطـی کـه در تـامین هزینـه                  ال نویسندگان از مرکز بین   

سپاسگزاري پژوهش و دانشکده کشاورزي دانشگاه شهید باهنر کرمان در فراهم نمودن امکانات مزرعه      
  .نمائیم می
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Abstract1 

To remove unfavorable traits of new cereal Tritipyrum (2n=6x=42, 
AABBEbEb), various crosses between primary Tritipyrum lines (female) with 
Iranian bread wheat varieties (2n=6x=42, AABBDD) was performed and a F2 
selfing population consisted of 1810 possible secondary Tritipyrum seeds 
(2n=6x=42, AABBD(0-14) Eb

(0-14)) were produced. The chromosome constitution and 
homology index of 11 plants of this F2 progeny was assessed by genomic in situ 
hybridization (GISH). The results indicated that 1) without using Chinese spring 
DNA as a blocker differentiation between A, B, D and Eb chromosomes was 
impossible, 2) Secondly differentiation between A, B, D and Eb informs of single 
or pairs (rod or ring) chromosomes was improved by adding the preblocking 
hybridization step, using Chinese spring genomic DNA as probe, to normal GISH 
protocol. Third the Eb chromosome counts in F2 plants showed the feasibility of 
selection of the so called secondary Tritipyrum genotypes (F2) with different 
number of D and Eb chromosomes for favorable agronomic traits by genomic in 
situ hybridization as a powerful cytogenetic assisted marker selection (CAMS). 
 
Keywords: Genomic in situ hybridization (GISH), Secondary tritipyrum, Thinopyrum 
bessarabicum 
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