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 مطالب اين جزوه، مربوط به سيمنار پايان ترم دانشجويان كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي كـشاورزي          :تذكر ����
ديگر و  دانشگاههاي  ستفاده دانشجويان    مورد ا   به عنوان يك منبع فارسي     باشد كه بهترين آنها انتخاب شده تا        مي

  .باشد لذا صحت و درستي آنها به عهده گروه اگريسافت نمي. هاي سالهاي بعد قرار گيرد همچنين ورودي
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  فيزيكيهاي  نقشه

 Physical Mapping  

   فريديضار

  

  مقدمه

بـه  . توان تعيين نمـود     نمي ك آزمايش  باز را در ي    750 در اولويت است ولي بيش از        DNA ژنوم، تعيين توالي     يابي  تواليدر  

 بلند، تنها با كنار هم قرار دادن تـوالي   DNAيعني يافتن توالي يك ملكول      . شود  مي  استفاده Shotgunهمين دليل از روش     

 هـر  يـابي  تـوالي به اين صورت كه ملكول مورد نظر به قطعات كوچكتر شكسته شود و پس از                . قطعات كوچكتر امكانپذير است   

ايـن روش راهكـار اسـتاندارد    . آيد  ميهمپوشاني قطعات مختلف، توالي قطعة بلند اوليه به دست   هاي      ناسايي قسمت قطعه و ش  

ايـن محـدوديتها    . شـود   مـي  همچنين در آناليز مناطق تكراري ژنوم دچار اشـتباه        . باشد ها مي    ژنوم پروكاريوت  يابي  تواليجهت  

 بـزرگ و تـوالي تكـراري    DNAبه دليل وجود ملكول ( ژنوم يوكاريوتها يابي تواليگان در     شود كه نتوان از روش شات       مي سبب

  .استفاده كرد) در ژنوم

  
محل ژنها يا برخـي  ) MAP) ژنوم لازم است كه ابتدا با استفاده از نقشه ژنومي    يابي  تواليبراي رفع اين مشكلات به منظور       

كانتيگ  و يا    سراسر ژنومي  1گان  شاتكمك يكي از دو روش       ژنوم با    يابي  تواليمشخصات راهنما در ژنوم مشخص شود و بعد         

بدست آمـده از صـحت بـالاتر و خطـاي كمتـري             هاي      روش كانتيگ كلوني اگرچه وقتگير است ولي توالي       .  انجام شود  2كلوني

  .گان سراسر ژنومي برخوردار است نسبت به شات

                                                 
1 . Shotgun 

2 . Clon contig 
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محـدوده شـده   تواند به همراه محصولات ايجاد در شـرايط    مياست كه) شناسايي براي آنزيم دوم ولي بريده نشده     هاي      محل

  . اطلاعات بيشتري را به منظور تعيين ترتيب قطعات محدود شده فراهم نمايد1كامل

  

كنـد ولـي اگـر تعـداد جايگـاه            مـي  معمولاً استفاده از روش محدود شده نسبي اطلاعات لازم را براي تكميل نقشه فـراهم              

توان با اتصال يـك مـاده       مي گردد كه   مي ت ازدياد تعداد قطعات برش خورده، انجام آناليز مشكل        محدود شده زياد باشد، به عل     

 ي اوليه قبل از انجام روش محدود شده نـسبي تعـداد قطعـات جهـت                 DNAملكول   انتهاي   راديواكتيو يا ساير ماركرها به دو     

كنـد تـا محـل بـرش          مي دازه قطعات قابل مشاهده كمك    صورت كه پس از الكتروفورز ژل آگارز، ان       اين  به  . آناليز را كاهش داد   

  .ملكول اوليه مشخص شود انتهاي نسبت به دو

گيـرد ولـي اگـر تعـداد       مـي برش آنزيم مورد نظر كم باشد، تهيه نقشه محدود شده به سهولت انجام      هاي      اگر تعداد جايگاه  

زيمي، دو آنزيمي و محدود شـده نـسبي زيـاد شـده،             تك آن هاي      برش آنزيمي افزايش يابد، قطعات حاصل از هضم       هاي      جايگاه

 به يكديگر متـصل شـده و احتمـال          دمنفرهاي    به طوري كه بر روي ژل آگارز باند       . گردد  مي مقايسه و مرتب كردن آنها دشوار     

 مـشابه باشـند، حتـي در صـورت    هـاي    همچنين اگر قطعات مختلف داراي  انـدازه . آيد  مياشتباه در شمارش قطعات به وجود    

                                                 
1 . Complete restriction 
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 كروموزوم مورد نظر بصورت     DNAد  ابتدا باي . افتد، نشانگر محل پروب روي نقشه است        مي كه در آن جا هيبريديزاسيون اتفاق     

روش اسـتاندارد بـراي دنـاتوره    . تواند با ملكـول هبيريـد شـود    اي مي درآيد؛ چون پروب فقط در حالت تك رشته     اي    تك رشته 

ي كرومووزومي بدون تخريب موفولوژي آن، خشك كـردن نمونـه روي لام ميكروسـكوپ و سـپس تيمـار آن بـا       DNAكردن  

  .فرماميد است

  
 بايد مدنظر قرار گيرد، ابتدا از مواد راديواكتيـو بـراي نـشاندار كـردن     قدرت تفكيك و   حساسيتوش، دو ويژگي    در اين ر  

شد كه اين دو ويژگي را بصورت همزمان نداشت؛ چون هرچه انرژي تشعشعي مـورد اسـتفاده افـزايش يابـد        مي پروب استفاده 

 DNAهـاي        از نـشانگر   1980دهـة   هـاي       يل از اواخـر سـال     به همين دل  . يابد  مي حساسيت افزايش ولي قدرت تفكيك كاهش     

  .كنند  ميفلوئورسنت غير راديواكتيو استفاده شد؛ چون اين نشانگرها حساسيت و قدرت تفكيك را همزمان ايجاد

 اين است كه قطعات كلون شده علاوه بر استفاده به عنوان ماركر جهت هيبريديزاسيون بـراي                 FISH شيكي از مزاياي رو   

توان مستقيماً رابطه بين نقشه ژنـومي و تـوالي            مي گيرد، پس   مي  نقشه فيزيكي، براي تعيين توالي نيز مورد استفاده قرار         تهيه

DNAرا بررسي نمود  .  

شـديداً متـراكم هـستند و هـر      هـا     شـد، ايـن كرومـوزوم       مـي  متافازي استفاده هاي       براي كروموزوم  FISHدر ابتدا از روش     

 آميزي، شـكل منحـصر بـه فـردي پيـدا            حل سانترومر و الگوي نواربندي ايجاد شده در آن پس از رنگ           كروموزوم با توجه به م    

، سيگنال فلوئورسنت به دست آمده از محل مـورد نظـر نـسبت بـه ميـزان                 FISHمتافازي با كمك    هاي      در كروموزوم . كند مي

 ضـعف ايـن روش در   .)FLpterعـدد  (شـود    ميهبازوي كوتاه كروموزوم سنجيد انتهاي سيگنال  فلوئورسنت به دست آمده در      

در ايـن روش    . شـود   مـي  متافازي است كه منجر به كم شدن قدرت تفكيك نقشه به دست آمـده             هاي      متراكم بودن كروموزوم  
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 هر كلـون و آن اينكه    باشد،    مي STSهاي      ا هيبريد تشعشعي، داراي يك امتياز مهم براي نقشه        كتابخانه كلوني در مقايسه ب    

 كه از روي آن نقـشه فيزيكـي   STSبدست آمده از آناليز هاي   داده.  ي مورد نياز تعيين توالي را نيز تأمين كند   DNAتواند   مي

به اين ترتيب با تعيين تـوالي  . همپوشان نيز استفاده شودحاوي قطعات هاي   تواند براي مشخص كردن كلون    مي شود،  مي تهيه

همپوشان، اطلاعات اوليه جهت تعيـين تـوالي        هاي       كلون  همِ با چيدن كنارِ  . شود  مي  ساخته 1قطعات همپوشان كانتيگ كلوني   

DNA      هاي   شود و در نهايت داده  ميممتد و بلند فراهم   هايSTSي بـه خـوبي مـرتبط    تواند اين توالي را بـا نقـشه فيزيك ـ    مي

  .سازد
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 مكانهاي ژني صفات كمي

Quantitative trait loci (QTL) 

  صبوري

  مقدمه

يـك  ) 1993دادلـي  (شـود    مي اطلاق،كنند  ميبه مكانهاي ژني و يا بلوكهاي ژني كه صفت كمي را در موجود زنده كنترل   

صفات اغلب با تعداد زيـادي ژن    اين   ،صفت كمي عبارت است از صفتي كه داراي توزيح پيوسته بوده و قابل اندازه گيري است               

 راسـل و  ،1996 فـالكونر  ،1993 دادلـي  ،1998ليـو   (،باشـند   مـي  شوند و هر يك از اين ژنها داراي اثرات كـوچكي            مي كنترل

   .)1990همكاران 

  گفتـه  QTL يـك    ،بنابراين به هر ناحيه از ژنوم كه بخشي از واريانسن ژنتيكي مشاهده شـده در فنوتيـپ را توجيـه كنـد                     

   .شود مي

  تقسيم بندي صفات كمي و كيفي 

  صفات كيفي  صفات كمي

مختلف به طور پيوسته و به صـورت يـك     هاي     فنوتيپ -1
   ارتفاع بوته:طيف قابل انداره گيري هستند ماند

فتوتيپي جدا از هم و در گروههاي گسـسته         هاي    دسته-1
  قرار دارند مثل گل سفيد و گل قرمز 

 

كه اثـر هـر ژن بـه قـدري          ) چند ژني ( كنترل پلي ژن     -2
 لذا محـيط اثـر زيـادي        ،ناچيز است كه قابل تشخيص نيست     

  .روي آن دارد

ــدكي ژن  -2 ــداد ان ــط تع ــا دوژن ( توس ــك ي ــرل) ي  كنت
شوند  هر ژن اثر زياد و قابل تـشخيص و محـيط رويـشان         مي

   .تاثير كمي دارد
 

ممكـن سـروكار   هـاي    با يك جمعيت و انواع آميـزيش  -3
   .داريم

منفـرد و نتـايج حاصـل از آن سـرو كـار             هاي    لاقي با ت  -3
  .داريم
 

 ، با تحليل آماري و پارامترهاي جمعيت مثل ميـانگين         -4
  .انحراف معيار و غيره سروكار داريم

  

سـروكار  هـا      با شمارش تعداد نتـايج و بررسـي نـسبت          -4
   .داريم
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هـا    باز محدود شده باشد كه تـا پهلـوي تـوالي   4-1 با 5 و يا 3َپرايمرها ممكن است لنگري باشد يعني اينكه معمولاً از انتهاي َ  

  .يابند  ميادامه

  
 -8=Reverse، Forward، b (AG) تك پرايمري با پرايمر PCR نمائي شماتيك از -a) 1شكل (

  '5 لنگري از -b  ،'3لنگري از 
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   چندشكلي تك نوكلئوتيدي

Single nucleotide polymorphisms (SNP)  

   ابوكاظمي.ك

  :مقدمه

و در گذشـته طـي     انـد     صولات بـوده  مختلف انـواع مح ـ   هاي    هميشه براي دستيابي به غذاي مطلوبتر به دنبال فرم        ها    انسان

  .اند جديدي را بوجود آوردههاي  اصلاح نباتات سنتي واريتههاي  روش

در روش اصلاح سنتي بين گياهان تلاقي صورت ميگيرد كه در نتيجه تلاقي جنسي به صورت طبيعـي و در طـي تركيـب                  

انتخـاب و  ة در روش سنتي نحو. اخواسته باشندنها   شوند كه ممكن است برخي از آن        مي تصادفي ژن ها، صفات جديدي توليد     

  .ارزيابي نتاج هم بسيار مهم است

آنها ميتوان به مواردي چون هزينه زياد، زمان بـر بـودن و             ة  اصلاح نباتات سنتي معايب زيادي را به همراه دارد كه از جمل           

  .محدوديت در تلاقي بين دو خانواده اشاره كرد

همچنـين  . هاي مولكولي تحول عظيمي دراصلاح وطبقه بندي گياهان حاصل شـد         و در پي آن كشف ماركر     DNAبا كشف   

با اين حـال هـر كـدام از    . به كمك اين ابزار سرعت و دقت دستيابي به صفات مطلوب زراعي به طرز چشمگيري افزايش يافت         

  . نشانگرهاي مولكولي معايبي را با خود به همراه داشتند

ين نسل از نشانگرهاي مبتني بر دورگ گيري معايبي چون، پر هزينه بودن، زمـان بـر و    به عنوان اول  RFLP مثلاً نشانگر

 هم معايبي مثل پيچيدگي روش كار و تجزيـه و تحليـل آن و غالـب     AFLP نشانگر. زحمت فراوان را با خود به همراه داشت

دن،مشكل بودن تجزيه و تحليـل و در   تكرار پذيري كم، غالب بو،RAPD  همچنين در نشانگري چون . بودن را در خود دارد

بـه همـين دلايـل      . رود  مـي  ، تكرار پذيري كم، پيچيدگي و هزينه بر بـودن روش از جملـه معايـب آنهـا بـشمار                   SSRنشانگر  

  . كنند  مي به تدريج محبوبيت بيشتري پيداSNP هاي  مولكولي نوظهوري مثل روشهاي  نشانگر

   Single nucleotide polymorphisms (SNP)ي  چندشكلي تك نوكلئوتيد

  SNPشـود و اصـطلاحاً آن را      ميدر اختصار به صورت چندشكلي تك نوكلئوتيدي تعريف snips در . كننـد   مـي تلفـظ

 بين اعضاي يك گونه و يا حتي دو جفت كرومـوزوم در يـك   DNAدر توالي  C يا A،T، Gواقع وقتي كه يك تك نوكلئوتيد 

 .دهد  مي رخSNPفرد متفاوت باشد، 
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2 (Differential Hybridization  

 :مراحل كار در اختصار به صورت زير است

  ) پروب(استفاده از يك اليگونوكلئوتيد نشاندار ويژه  �

  دورگ گيري          �

 سـايي موجـود شنا SNP در صورت وجود جفت نشدگي اتصال سست صورت ميگيرد كه در نهايت به روشهاي مختلفي  �

   .شود مي

3 ( Single Base Extension ياMini Sequencing   

 :مراحل انجام روش به طور خلاصه به قرار زير است

   SNP        استفاده از يك آغازگرجفت شونده با بالادست  �

   ddNTP گسترش رشته توسط پليمراز با حضور  �

   SNPشناسايي  �
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محصولات تكثير شده را تحت تـأثير آنـزيم محـدودگر    . برند  ميپرايمرها را براي تكثير قسمتي از آن مكان در موجودات مختلف بكار     

  (Konieczny and Ausubel,1993; Lyamichev et al.,1993) .را شناسايي كنندها  RFLPدهند تا   ميقرار

دگر مورد بهره برداري قرار گرفتـه       وو آنزيمهاي محد  PCR به كمك    SNPبراي آشكار سازي    CAPSاستفاده از نشانگرهاي  

  (Jarvis et al.,1994; Michaelis and Amasino,1998) .است

   هاي منفرد تفاوت فرم فضايي رشته

single-strand conformation polymorphism (Orita et al., 1989)  

 PCRمحـصولات  . شـود   مـي  تكثيـر PCRة رود بوسيل  ميكه در آن انتظار چندشكليDNA در اين روش ابتدا قسمتي از 

 تفاوت تك نوكلئوتيدي كه دارند شكل فضايي متفاوتي را به خـود           ة  واسرشته شده واين قطعات در موجودات مختلف به واسط        

  .شوند  ميمتفاوت روي ژل پلي اكريل آميد حركت كرده و جداسازيگيرند كه در نهايت به طور  مي

  

  نتيجه و چشم انداز آينده

 .شود  ميدهد كه در نهايت اين روابط منجر به بهبودي و پيشرفت غلات  ميگسترش و كاربرد نشانگرها اين اميد را

SNPاعي هستندهمبستگي صفات زرة چندشكلي براي مطالعهاي  ها منابع مهم و ضروري نشانگر.  

 زيرا به راحتي از طريق اطلاعات توالي يابي پيـشرفت و توسـعه پيـدا              . انتخاب هستند ة  شايستSNPنشانگرهاي مبتني بر      

  .Rafalski (2002). كنند و بسيار تكرار پذيرند مي

مـي در   توانـد كاربردهـاي مه      مـي  هاSNPها و   ESTپيش بيني شده است كه افزايش دانش ما از فهم كاركرد ژنوميكس،             

  . و تحقيقات اكوسيستم بويژه در پيشرفت كشورها داشته باشدزراعت ،  نباتاتاصلاح
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Diversity Array Technology  

 (DArT) (1)  

   ويشلقي.ن

  :مقدمه

دارنـد از  هـايي     محـدوديت  S.N.P و PSSRو   AFLPو   RFLPژنتيكـي از جملـه        موجود براي انگشت نگاري     هاي    روش

  :جمله

موجـود ايـن كـار    هـاي    بـا روش .باشـد   مـي يار زيادي نشانگر چند شكلبراي پوش كل ژنوم نياز به شناسايي تعداد بس        ) 1

   .گير استت مرحله صورت گرفته و وق بهمرحله

دهند كه اطلاعـات ژنـوم     ميباشند و بهترين نتايج را براي جانداراني  مي بيشتر نشانگرهاي فوق بر اطلاعات ژنوم استوار      ) 2

 امـا  ،توانند به به صورت گسترده بـه كـار بـرده شـوند     ها مي  نند برنج اين روش   بنابراين براي گياهاني ما    .آنها در دسترس باشد   

  .براي گياهاني با اطلاعات محدود كاربرد چنداني ندارند

هـا   شود بيشتر اين سيستم  ميگردد و سرعت كار نيز كم  ميشود هزينه استفاده از آن زياد  مي وقتي نشانگري شناسايي  ) 3

  .شوند  ميا تك به تك رتبه بنديمبتني بر ژل بوده و نشانگره

توسـط  هـا    فنـاوري تنـوع آرايـه   ،تعيين ژنوتيپ براي عموم گياهـان هاي  به منظور حل مشكلات ذكر شده و كاهش هزينه     

   . مدير بخش ژنوميكس كامبيا ابداع شد،كيليان

توانـد بـه      مـي   با هزينه كـم    فناوري آرايه تنوع يا دارت يك روش جديد تعيين ژنوتيپ است كه بدون نياز به رديف يابي و                 

   :تواند در موارد زير بسيار مفيد باشد  مي انگشت نگاري ژنتيكي يك جاندار.طور وسيع به كار گرفته شود

   شناسايي دقيق يك موجود و درجه خويشاوندي آن با ساير افراد-

   شناسايي مناطق ژنومي پيوسته با صفات فنوتيپي مورد علاقه -

  ها  خاص به منظور جداسازي ژنهاي   دقيق ژنيابي نقشه -

   ارزيابي تنوع ژنتيكي موجود -

   ايجاد ارقام جديد-

  دور هاي   تسهيل در تركيب ژرم پلاسم-


