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  .بودند gDNAو  prob � cDNAانواع پروب 

  انواع پروب

   Locus Specific Probesپروبهاي اختصاصي يك مكان ژني . 1

گردند، در صورت استفاده از اين پروبها نشـانگرها   يعني يك يا چند ناحية خالي از ژنوم را شامل مي

  .هم بارز خواهند بود

  .گردد ها استفاده مي بيشتر از اين RFLPدر 

   Multilocusپروبهاي چند مكاني . 2

  .گردند از بخشهاي مربوط به بخشهاي تكراري پي در پي تشكيل مي

Tandem repeat: 

- minisatellaite 

- microsatellites (SSRs) )ريزماهواره(  

اي را ايجـاد   اين نواحي چند شكلي بالايي دارند و اسـتفاده از ايـن نـواحي الگـوي نواربنـدي پيچيـده      

باشـند ولـي نشـانگرهاي     كند، با وجودي كه اين نواحي خيلي متغيرند و اختصاصي بـراي افـراد مـي    مي

گردنـد؛ چـون بانـدها آنقـدر زيـاد       روبهاي مولتي لوكوس اغلب به صورت غالب امتيازدهي ميمربوط به پ

  .باشد كه خيلي رايج مي (GATA)پروب : مثال. توان به راحتي تشخيص داد است كه روابط اللي را نمي

RFLP � VNTR 

RFLP � prob locus specific 

variable number of tandem repeat (VNTR) � multilocus 

  .)هستند 0و1باندها به صورت . (باشد الگو به صورت كيفي و غالب و مغلوبي مي

هـاي مختلفـي بدسـت     توان چند شـكلي  ها با استفاده از آنزيمهاي برشي مختلف مي در اين تكنيك

  :شوند عواملي كه باعث چند شكلي مي. آورد

  جهشهاي نقطه اي. 1

  )عهحذف يا درج يك قط(اختلاف در طول قطعات . 2

  .باشد ناشي از تفاوت افراد در محل اتصال كاوشگر مي. 3
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  .توان به كار برد الگوي نواربندي براي تعيين اللي و مكانهاي ژني نمي. 4

اين راهكار هنگامي اسـت كـه در   . توان استفاده كرد براي رفع مشكل تكرارپذيري از يك راهكار مي

با يك صفت خاصي ارتبـاط داشـته باشـد،     RAPDتشخيص داده شود كه يك نوار از  RAPDتكنيك 

ناحيـة تكثيـر شـده بـا تـوالي      ( SCARرا بـه تكنيـك ديگـري بنـام      RAPD) ماركر(توان تكنيك  مي

  . تغيير داد) مشخص

  SCARتكنيك 

يل تبـد  SCARرا بـه يـك مـاركر همبـارز بنـام       RAPDيك ماركر غالب مانند  SCARدر تكنيك 

به عبارت ديگر، اگر يك نوار رپيد با صفت خاصي در ارتباط باشد، يعني در افراد مقـاوم نـوار   . كنيم مي

موجود بوده، ولي در افراد حساس وجود نداشته باشد، قطعة مورد نظر را از ژل جدا و نوار را از دو انتها 

. دهند يد عمل توالي يابي را انجام مينوكلئوت 15-30انتها  2معمولا از . كنند توالي يابي مي) '5يا  '3(

طـول پرايمـر   . گـردد  باشد طراحـي مـي   مي '5و  '3در نهايت يك جفت آغازگر كه مكمل با انتهاهاي 

كنـد،   و چون يك مكان ژني خاص را بررسي مي. دارد RAPDبستگي به فعاليت قطعات توليد شده در 

  .باشد نشانگر همبارز مي

  

  SCARمزاياي 

  .ـ تكرارپذير است

  .يابد توليد نوار غير اختصاصي كاهش مي �دماي اتصال بالا  �ـ طول پرايمرها بالا 

به هرجـايي كـه مكمـل بـود مثـل رپيـد        �به ناحيه خاصي از ژنوم مربوط است  SCARـ پرايمر 

  .چسبد نمي

  .ـ به علت همبارز بودن تشخيص اللها امكانپذير است

 نوكلئوتيد 20-15

5' 3' 



 )RFLP-CAPS (PCRتكنيك 

agrisoft.ir /10 

 

  معايب

  .ن قطعه نوكلئوتيدي پرايمر مورد نظردانست

يك محل را كه همپوشاني دارد تكثير كند، غير از ناحية اختصاصي ) هر دو(اگر پرايمرهاي طراحي 

غالب خواهد شد و ديگر همبارز  SCARبه جاي ديگري از ژنوم هم بتوانند متصل شوند در اين صورت 

  .نيست

  CAPS (PCR-RFLP)١تكنيك 

شود افراد از نظر الگوي نواربندي اختلافي ندارند ولي از نظـر   انجام مي PCRه گاهي اوقات زماني ك

  .خيلي صفات متفاوت هستند

اگـر اخـتلاف   . كنـد  آنزيم برشي هضم مـي  2را با يك يا  PCR، محصول واكنش PCRبعد از عمل 

اوتي خواهنـد  هاي برشـي متف ـ  افراد از نظر طول قطعات نباشد ولي از نظر توالي متفاوت باشند، جايگاه

  .داشت؛ لذا الگوي نواربندي پس از برش آنزيمي، چند شكلي نشان خواهد داد

  
  .بازبر برش داد 4و بايستي با يك آنزيم . گردد سنتز مي kb 2-5/0قطعات  PCRبا 

  : مزايا

  . را دارد PCRو  RFLPيك نشانگر همبارز است و مزاياي 

  .باشد تكنيك ساده بوده و پرهزينه نمي

  ....تهية نقشه ژني و طبقه بندي ژنوتيپي و: دكابر

  )SSR, SSLP, STMSنشانگرهاي ( microsatelliteنشانگرهاي 

هاي تكـراري تشـكيل    درصد ژنوم را در گياهان در واقع توالي 90بيش از . باشند هر سه مترادف مي

  . دهند مي

                                                 
١  .cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS)  :يك نوع تنوع در طول قطعات  . تفاوت رديف تكثيري شكسته شده

DNA باشد كه از طريق هضم آنزيمي محصولات  ميPCR اگريسافت( .شوند حاصل مي( 
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باشد كه تنوع جديد ايجاد گردد و ژنهاي  ي كه تنوع ژنتيكي محدود گردد در اينجا نياز ميدر صورت

  :هاي مرسوم عبارتند از برخي از روش. هاي ژني به جميعت وارد گردد جديد يا كمپلكس

  اصلاح تركيبي از طريق تلاقي . 1

فات والـديني در نتـايج   هدف از تلاقي تركيب تظاهر ص ـ...). بالك و(اصلاح مبتني بر هيبريداسيون 

  ).نتاج برتر از والدين يا تفكيك متجاوز(مشترك، 

A � B  

 F1 

�  
  

 ↓   
 F2 � حداكثر تنوع 

  .گردد ها دانة گرده به كلاله منتقل مي در تلاقي

در نسـلهاي تفـرق يافتـه نيـز     . باشـند  ها مورد توجه مي گياهان اليت يا گياهان خاصي كه در تلاقي

ايـن  . گردد بطوريكه از طريق گزينشهاي تكراري پايداري در ميان صفت ايجاد گـردد بايستي گزينش 

  .روند بيشترين استفاده را در اصلاح گياهان دارويي به منظور ايجاد تنوع جديد دارد

  تلاقي برگشتي تكراري. 2

 recurrent back crossing. باشد يكي ديگر از روشهاي اصلاح تركيبي مي

  هيبريد �ن در گياهان دگرگش    

      

      اصلاح مبتني برتلاقي هيبريداسيون

      

  )رقم خالص(لاين  �در گياهان خودگشن     

اگر گياهي داريم كه تنوع ندارد و يك جمعيت را تصادفي پيدا كرديم، رقـم خـوبي را پيـدا كـرده،     

  .دهيم باشد با قبلي تلاقي مي كنيم و آن را كه مطلوب مي مثلا وارد مي

در ايـن روش، ژنـوم يـك    . دهيم انتقال يك صفت را از يك رقم به رقم ديگر انجام ميدر اين روش 

ژنـوم  . گـردد  گويند، توسط چندين چرخة تلاقي در ژنوم نتاج تثبيت مي والد كه به آن والد گيرنده مي

 باشند نتاج به جز ژنهاي كد كنندة صفت نامطلوب مورد نظر، داراي ساير بخشهاي ژنومي والد اوليه مي
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در اصلاح هيبريد به ويژه در گياهان دگرگشن، نياز به لاينهاي داراي نرعقيمي ژنـي سيتوپلاسـمي   

باشد تا از هزينة زياد اخته كردن گياهان مادري و نيز گرده افشاني توسط گياهـان پـدري تـا حـد      مي

  .ه شودزيادي كاست

  گرده دهنده  بذر استريل يا عقيم

msms (S) � MsMs (N)  

 �   

hybrid seeds 
F1 

 
pollinator line seeds  

  .لاين نگهدارنده. 3لاين گرده دهنده؛ . 2لاين نرعقيم؛ . 1

  هدف توليد افراد نرعقيم � msms (N): لاين نگهدارنده

N  : ندبراي اينكه بتواند گرده توليد ك �نرمال.  

msms (S) 
 لاين نگهدارنده � نرعقيم

)سيتوپلاسم دهنده(ماده    ) N( نر  

  :براي توليد تجاري بايستي 

msms (S) � MsMs (N)  

 �   

  )ديگر سيتوپلاسم اهميت ندارد(گردد  ايجاد مي... 

  ارقام سنتتيك. 4

در حاليكـه در  ). F1در ( كنـيم  تايي بهره برداري مي 2در مورد ارقام هيبريد تنها از قابليت تركيب 

از . گيـرد  ارقام سنتتيك يا مصنوعي چندين لاين قابليت تركيب پذيري خوب مورد اسـتفاده قـرار مـي   

  .گردد از نسلهاي پيشرفته يا بعدي نيز براي توليد استفاده مي 5طرفي در اينجا علاوه بر نسل 

ريم و ويژگـي مـورد نظـر وجـود     در اينجا دو لاين خوب نـدا . توليد ارققام مصنوعي: ارقام سنتتيك

  .كند توان انتخاب كرد كه مجموعة اينها توليد لايني با تركيب خوب مي لاين مي 20-30. ندارد

شوند و انتخاب براساس تركيـب پـذيري عمـومي     انتخاب مي) 50(تعداد بالا از افرادي كه مطلوبند 

  . گيرد صورت مي

  .لاينها ارزش خود را آشكار كند آن لاين در تركيب با ساير :تركيب پذيري عمومي
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اي براي مراحـل بعـدي    دهد؛ بنابراين بذور ذخيره گرده افشاني غير كنترلي طي آزمون نتاج رخ مي

  .شود استفاده مي

  apomicts breedingاصلاح گياهان 

در عمـل، تكثيـر رويشـي بـه     . شـد با آپوميكسي تشكيل بذر غير جنسي بدون تركيب دو گامت مي

به طوري كه كلية نتاج ساختار ژنتيكي يكسان مانند والد مادري يا گـاهي والـد پـدري    . آيد حساب مي

  . دارند

  Apomixyمزاياي استفاده از 

  باشد؛ ها نمي نيازي به خالص سازي ژنوتيپ. 1

  باشد؛ ها لازم مي هزينة كمتري براي آزمون نتاج تلاقي. 2

  توان تثبيت نمود؛ يبريد يا هتروزيس را مياثرات ه. 3

  .توليد بذر ارقام هيبريد كم هزينه خواهد بود. 4

به . اصلاح تركيب مشكل است؛ چون لاينهاي جنسي قبلا بايستي توليد شده باشند: مهمترين عيب

ركيب پيچيده و مشكل بودن استفاده از آنها در روشهاي اصلاحي كه مبتني بر تلاقي يا ت: عبارت ديگر

  .هاي جنسي بايد از قبل تهيه شود ها است چون لاين ژنوتيپ

 انبار

  ها از انبار آورده و  مطلوب

 .مجدداً كشت مي شوند
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  چارچوب اصلاحي گياهان آپوميكت

  

      (2x)گزينش گياهان جنسي اجباري   

apomixts (4X) ♂ �  (2X)  گياه جنسي♀ 

  تلاقي

 

  

  (3X)هيبريد 

� 

F1 
 Cycle1 

  ارزيابي خصوصيات مختلف   

  تركيبات مهم دارويي، (

 )ها يژگيمقاومت و ساير و

  

  �  

  برداشت بذر

  

تشخيص نتاج جنسي از     

 آپوميك

  

 (3X)جنسي 

� 

 Apomicts 

� 

Cycle2 

 B.C (4X)تلاقي برگشتي 

  يا

  (2X,3X,4X)هاي جديد  تركيب

�  

BC1/ F1 (2X,3X,4X)  

� 

  آزمون نتاج 

يكنواختي، مقاومت، كيفيت و (

  ...)عملكرد و

� 
 Trialsآزمايش تكراري 

� 
 cultivarتخليص رقم 

 

     تشخيص سيستم توليد مثل

          

sexuals 

(2X,3X,4X) 

apomicts 

(3X,4X) 
    

      

     Cycle1مشابه 
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جنين و آندوسپرم بستگي به سطح پلوئيدي گياه در هنگام كاهش ميوزي گامتها و  DNAمحتواي 

  .كند دارد هاي قطبي كه آندوسپرم را ايجاد مي وقوع لقاح سلول تخم و هسته

  .و آپوميكت داراي كيسه جنيني كاهش نيافته است... 

س از گـرده افشـاني   اما پ. است 2و  4هاي قطبي به ترتيب  جنين و هسته C-Valueدر گل راعي، 

  .گردد مي 5هاي قطبي برابر با  و هسته 2برابر با  C-Valueجنين داراي 

C-Value تـوان بـا اسـتفاده از     هاي سلولي جداسازي شده در بذور گل راعـي را مـي   هستهflow 

cytometry دهد ها را به صورت يك نمودار نشان مي سپس داده. اندازه گيري نمود.  

  
 توليد مثل جنسي

 
obligate apomicts  

 
facultative apomicts  
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  روش الايزا. 4

enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) 

هـا را در كـوت    در ايـن روش نمونـه  . براي بررسي بسياري از تركيبات دارويـي بسـيار مفيـد بـوده    

(cuvette) سيون، تخمـين  پس از كاليبرا. گيرد دهند و در معرض منبع نور تنگستن قرار مي قرار مي

  .گيرد ميزان ماده مورد بررسي از ميزان طيف مادون قرمز منعكس شده انجام مي

  .باشد چون غير تخريبي است بسيار مورد توجه مي

 solid phase microextraction (SPME)روش . 5

 ميزان چربي بذور اندازه گيري شده، بدون اينكـه بـه بـذور    oenothera lamarckianaدر گياه 

شود توسط يك سوزن ظريـف جـذب    تركيبات فرار كه از ماده گياهي تخريب مي. اي وارد گردد صدمه

در . شـود  قرار گرفته و در نهايت مواد تخريبي آنـاليز مـي   GCشده و سپس در در فضاي يك دستگاه 

  .اينجا نيز مثل روش قبل، مقادير حداقل از مواد گياهي براي آناليز مورد نياز است

  ري رنگاسپكتوفتومت. 6

رنگ يك صفت و كيفيت مهم در گياهان دارويي است كه تحت كنترل ژنتيكي نيـز قـرار دارد و از   

  .طريق اصلاح قابل تغيير است

هاي ظـاهري خواهـد    به جاي ارزيابي) جايگزين(اندازه گيري اسپكتوفتومتري رنگ، روش آلترناتيو 

  :مثال. اين روش نيز سريع و غير تخريبي است. بود

است كه در صنعت فـراوري دارويـي بـه رنـگ سـبز       Marjoramاصل از گياه مرزنگوش داروي ح

هاي مختلـف   با استفاده از اين روش و ارزيابي بصري، برگهاي بوته. روشن از گياه فوق مورد توجه است

هـاي مـورد    اين گياه بررسي شده و نتايج نشان داد كه اين روش به طور مؤثري قادر به تشخيص رنگ

  .است نظر بوده

  ها  اصلاح براي مقاومت به آفات و بيماري

گيرند؛ لذا اتلاف عملكرد و كاهش كيفيت در آنها نيز صورت  گياهان دارويي نيز مورد حمله قرار مي

بنابراين اصلاح ارقام مقاوم، يك هـدف مهـم بـويژه در جهـت كـاهش اسـتفاده از روشـهاي        . گيرد مي

  .ها است شيميايي كنترل پاتوژن
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هاي خـوب بـا تلفيـق آنهـا،      زيرا پس از تهيه لاين �ها  تهيه لاين �اگر واريانس غالبيت بالا باشد 

  .آيد هيبريدهاي مناسب بدست مي
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  ها مثال

ل ژنوتيپ البته اثر متقاب. برآورده شده است =h2درصد 85ميزان وراثت پذيري اسانس : زيره سياه 

هاي متفاوت بررسـي شـد و عملكردشـان متفـاوت      ها در محيط يعني ژنوتيپ. با محيط نيز بررسي شد

  .بود

در وراثت پذيري عمومي 
P

aEa

V

VV
h

+=2
  .باشد بالاتر مي 

انجـام  ) چند نسل، چند مكان و در شـرايط متفـاوت محيطـي   (ها بايد در چند محيط  حتما بررسي

  .شود

هـاي سـيكلوپنتان كـه عمـدتاً شـامل اسـيد        يب، ميزان وراثت پذيري سزكوئي تـرپن در سنبل الط

در مـورد سـنبل   . بوده است 81/0-91/0است وراثت پذيري آنها  valernalو  valeric acidوالريك 

پاسـخ بـه گـزينش     �الطيب مشاهده شده كه واريانس غالبيت نسبت به واريانس افزايشي بيشتر بود 

  .اردكارايي كافي را ند

AD VV ≥  

  هاي كنترل شده هاي ثانويه در محيط توليد متابوليت

هـاي   هاي ثانويه در گياهان دارويي، سعي بر آن است كه از تكنيـك  اصولاً در بهبود توليد متابوليت

انويـه  هـاي ث  اي را در ارتباط با متابوليت هاي مزاياي ويژه بيوتكنولوژي استفاده شود ؛ چون اين تكنيك


