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  پیشگفتار

 ایـسـاخت  یاز موجـودات زنـده بـرا شودکه یاطلاق م یبه فنون یفناور ستیز  ای یوتکنولوژیب
بهبود  یبرا ها سمیکروارگانیصفات م رییو تغ واناتیح ای اهانیگ یفیک یمحصولات، ارتقا رییتغ

 گونـه فعالیـت هوشـمندانه بشـر در هر ،طورکلی به. کند یاستفاده م ژهیو  یکاربردها بشر و رفاه
ازطریـق  ویژه بـهگونـاگون بـا اسـتفاده از موجـودات زنـده  ولاتخلق، بهبـود و عرضـه محصـ

یکـی از محورهـای  ،یفناور سـتیگیـرد. ز  قـرار می یفناور ستیژنتیک، در حوزه ز  یمهندس
 یکشــاورز یفناور ســتیز کشــورها قلمــداد شــده اســت. در ز اساســی توســعه در بســیاری ا

 یمهندسـ رمثمـر،یو غ مثمـرو درختـان  ینتیز  اهانیهمچون کشت بافت گ یمختلف یها حوزه
 هیصفات برتر، ته جادیا یتراریخته برا ای یکیشده ژنت اصلاح واناتیو ح اهانیگ دیو تول کیژنت

 یهـا یمـاریب یمولکـول یینظور شناسـام بـه انیـو آبز  وریـگیـاهی، دام، ط یهای تشخیص کیت
 یخاک و کـاهش مصـرف کودهـا یزیحاصلخ شیافزا یبرا یستیز  یکودها دیمختلف، تول

 ور،یـسلامت و بهداشـت دام و ط تأمینمنظور  به بینوترک یها داروها و واکسن دیتول ،ییایمیش
اصــلاح  ،یاهیـگ یهـا یمــاریآفـات و ب تیر یکنتــرل و مـد یبـرا مهارگرها سـتیاسـتفاده از ز 

برتـر و  وانـاتیح ایـ اهـانیگ یپیژنـوت ییدر شناسـا یمولکول یو استفاده از نشانگرها یمولکول
هـا در   هـای اخیـر تلفیـق پیشـرفت  در سـال. شـود یکار گرفتـه مـ مطـرح و بـه گرید  اریموارد بس
هـای اصـلاح نباتـات   ، تحقیقات ژنومی و کاربرد نشانگرهای مولکـولی بـا روشفناوری زیست

اصلاح نبات مولکولی یا اصلاح نبات برمبنـای ژنـوم  نام ای به  رشته بین، اساس شاخه کلاسیک
های اصلاح و تولید رقم در کشورهای پیشـرفته   وسیعی در برنامه طور به را ایجاد کرده است که

ایـن هرچندکـه شـود. در ایـران،   های تولید بـذر خصوصـی اسـتفاده مـی  خصوص در شرکت به
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هـای دانشـجویی و یـا   ها و رساله  نامه پایاندرقالب ها و مؤسسات تحقیقاتی   اهها در دانشگ  روش
هـای   ولـی هنـوز جایگـاه خـود را در برنامـه ،گیـرد  های تحقیقاتی مورد استفاده قـرار مـی  طرح

تواند اطلاعات پایـه   اصلاحی و تولید رقم پیدا نکرده است. بنابراین، تدوین دستنامه حاضر می
هـای اصـلاح نبـات مولکـولی و   هـای مـورد اسـتفاده در روش  ابزارهـا و تکنیـکبـا دررابطه را 

تر  تر و دقیـق گر را سریع قرار دهد و اصلاح گزینش ژنومی دراختیار کارشناسان اصلاح نباتات
  به اهداف اصلاحی خود برساند.

 استیر معاونت علمی محترم  یفناور ستیاز همکاری ستاد توسعه ز  دانم یلازم م انیدر پا
بـه  شـانیا یهـا خاطر کمک بـه زیـو ن اتیدر انتشار نشـر  کمیته نیبرای حمایت از ا یجمهور

  .مینما یتشکر و قدردان ریفناو  ستیز  یها کردن برنامه وزارت جهاد کشاورزی در اجرایی
  

  دکتر عبدالرضا باقری
رییس کمیته بیوتکنولوژی وزارت جهاد کشاورزی



  مقدمه

خواهد رسید کـه بـرای میلیارد نفر  ٢/٩به  ٢٠۵٠یت جهان تا سال جمعبینی شده است که  پیش
 تـاجهـان در غـذا  غذای این جمعیت روزافزون و دستیابی به امنیـت غـذایی، بایـد تولیـد تأمین
تولیـد  ،جهـان یوهـوای آبتغییـر شـرایط  علت بـه . این درحالی است کهافزایش یابددرصد  ٧٠

، خشـکی هـا،  یسـتی و غیرزیسـتی ماننـد بیمـاریهای ز   تنشتحت تأثیر محصولات کشاورزی 
هـای افـزایش جمعیـت جهـان،   بنـابراین، چـالش. یابـد  بوده و کـاهش مـی و دمای بالا شوری

روز  پایـدار جهـت تولیـد غـذا را روزبـه حـل راهیک  بـه و فشار بر منابع طبیعـی، نیـاز تغییراقلیم
هـای   نهـاده از   د سـطح بـا اسـتفادهمفهـوم تولیـد بیشـتر در واحـ تر ساخته است. این به  یرو ضر 

و تعـادل بـین تولیـد بیشـتر و اثـر منفـی کمتـر بـر محـیط زیسـت  تغییراقلیمدلیل  یافته به کاهش
هـای چشـمگیری در تولیـد ارقـام گیـاهی   موفقیـت ،کلاسـیک باشد. اگرچه اصلاح نباتِ   می

شـته اسـت و بـا جدید در راستای افزایش عملکرد، مقاومت بـه تـنش زیسـتی و غیرزیسـتی دا
مختلـف بـا هـای زراعـی   های اصـلاحی کلاسـیک ارقـام متعـددی در گونـه  استفاده از روش

هـای بـومی تولیـد گردیـده   یافته درمقایسه با خویشاوندان وحشی آنها و تودهخصوصیاتِ بهبود 
شدن شرایط  های کشاورزی و سخت هاست، ولی با توجه به سرعت رشد جمعیت، کاهش نهاد

رمحصـول و هـای گیـاهی پُ   های کارا، سـریع و دقیـق جهـت تولیـد ژنوتیـپ  ز به روشتولید، نیا
هـای اخیـر تلفیـق   باشـد. در ایـن راسـتا، در سـال  سازگار با شرایط محیطـی سـخت آینـده مـی

هـای   ، تحقیقات ژنـومی و کـاربرد نشـانگرهای مولکـولی بـا روشفناوری زیستها در   پیشرفت
یـا اصـلاح  ١نام اصـلاح نبـات مولکـولی بـهای   رشته بینشاخه اصلاح نباتات کلاسیک، اساس 

های اصلاح و تولید رقم در   طور وسیعی در برنامه را ایجاد کرده است که به ٢نبات برمبنای ژنوم
                                                                                                                    
1. Molecular plant breeding       2. Genome based plant breeding 
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شـود. در ایـران،   های تولید بذر خصوصی استفاده می  خصوص در شرکت کشورهای پیشرفته به
هـای   هـا و رسـاله  نامـه پایاندرقالـب ا و مؤسسات تحقیقاتی ه  ها در دانشگاه  این روشهرچندکه 

ولی هنـوز جایگـاه خـود را در  ،گیرد  های تحقیقاتی مورد استفاده قرار می  دانشجویی و یا طرح
توانـد   های اصلاحی و تولید رقم پیدا نکرده است. بنـابراین، تـدوین دسـتنامه حاضـر مـی  برنامه

هـای اصـلاح نبـات   هـای مـورد اسـتفاده در روش  زارها و تکنیکابدررابطه با اطلاعات پایه را 
ای بـر   مقدمـه ،دسـتنامه ١خواننـدگان قـرار دهـد. فصـلدراختیـار مولکولی و گـزینش ژنـومی 
هـای   یابی ژن  های مکان  مورد استفاده در برنامه های درحال تفرقِ   نشانگرهای ژنتیکی و جمعیت

هـای ژنـی   یـابی مکـان  و مکـان، تجزیـه پیوسـتگی ٢ی است. در فصلکننده صفات کمّ  کنترل
یـابی ارتبـاطی بحـث   پیوسـتگی و مکـان تعادل عـدم ،٣و در فصـل صفات کمّـیکننده  کنترل
نشانگر و گزینش ژنومی را مـورد بحـث  کمک به گزینش ترتیب ، به۵و  ۴ های شود. فصل  می

هـای اصـلاح گیاهـان و   رنامـههای القایی در ب  ، مواردی از کاربرد جهش۶د. فصلنده  قرار می
  دهد.  ها را پوشش می  شناسایی ژن



 ابزارهای اصلاح مولکولی. ١

 ١مولکولی نشانگرهای    ١- ١

عنوان  ده استفاده از یک ویژگی منـدلی (رنـگ بـذر) را بـهیا ١٩٢٣در سال  ٢ن بار، ساکسیاول
ن یـرد. ولـی ا(وزن دانه) مطرح کـصفت کمّی یک نشانگر ژنتیکی برای بررسی تغییرات یک 

کـی مناسـب و کـافی، کـاربرد عملـی در مطالعـات یعلت عدم وجـود نشـانگرهای ژنت ده بهیا
دا نکــرد. یــپ DNAخصــوص نشــانگرهای  تــا ابــداع نشــانگرهای مولکــولی به صــفات کمّــی

ا یـند کـه خـود و هسـت یررمزکننـده خاصـیرمزکننـده و غ یژنـوم ی، نواحیکیژنت ینشانگرها
شـوند.   یه ژنـوم اسـتفاده میـتجز  یبـرا ٣عنوان علائـم مشخصـه هصفات رمزشده توسط آنها بـ

بالا داشته  یریپذ بوده و توارث ارزیابی قابل یآسان ه بهکک موجود یاز  یتین، هر خصوصیبنابرا
ک نشـانگر یـ یات لازم بـرایک نشانگر استفاده شود. حداقل خصوصیعنوان   تواند به  یباشد م
و  ؛باشـد ۴اصـطلاح چندشـکل بها یـز کنـد یگر متمـایکـدیاز  ) بتوانـد افـراد را١که: ( است این

عبارت دیگـر،  . بـهگـر منتقـل شـودیبـه نسـل د  یرات از نسـلییا با حداقل تغیر و ییبدون تغ )٢(
لازم نش اسـتفاده شـود. یافـراد و گـز  ییطور کـارا در شناسـا بالا داشته باشد تا به یریپذ توارث

 یکـینکت تیـآن بـه ماه یریرارپـذکو ت یکـیاساس ژنت نشانگر به یریپذ است که توارث ذکر به
  دارد. ینشانگر بستگ ییا شناسای یریگ  مورد استفاده در اندازه

 انواع نشانگرهای ژنتیکی  ١-١-١

توان به دو گروه نشانگرهای مورفولـوژیکی (فنـوتیپی) و نشـانگرهای   نشانگرهای ژنتیکی را می
ســاس نحــوه بــروز آنهــا نیــز بــه نشــانگرهای مولکــولی تقســیم کــرد. نشــانگرهای ژنتیکــی برا

                                                                                                                    
1. Molecular markers 3. Landmarkers 
2. Sax 4. Polymormic 
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شـونده   شامل نشـانگرهای فنـوتیپی و نشـانگرهای پروتئینـی و نشـانگرهای غیربیـان ١شونده  بیان
نیـز  DNAذکر است برخـی از نشـانگرهای  گردند. لازم به  تقسیم می DNAشامل نشانگرهای 

د زنده کـه دارای کنتـرل ک موجو یشوند. صفاتی از   شونده محسوب می  جزو نشانگرهای بیان
ی اسـتفاده کیمورفولـوژ  یشانگرهاعنوان ن  توانند به  ژنی هستند می خصوص تک کی ساده بهیژنت
و  هسـتندموجودات زنده  یتوارث در مورفولوژ قابلرات ییانگر وجود تغین نشانگرها بید. انشو 
ن و انسـان مـورد اهـان، جـانورایدر گ یظـاهر یهـا  تفـاوت ین روش بررسـیتر   یمیعنوان قد  به

وه در گیاهـان یشک، رنگ گل و می. صفاتی مانند وجود و عدم وجود ر اند استفاده قرار گرفته
کی مـورد اسـتفاده در یاز نشـانگرهای مورفولـوژ  ییهـا  یمثال ،و رنگ پوست و چشم در انسان

  باشند.  مطالعات مختلف می
ــانگرها ــورزی نش ــاوت در الگــوی الکتروف ــی، تف ــای رمزشــده توســط   نیپروتئی پروتئین ه

نـی مـورد ین نشـانگرهای پروتئیدهنـد. مهمتـر   یا چندگانـه را نشـان میـهای ژنی منفرد و   مکان
های مولکولی چندگانه   شکل ،ها  میزوز یباشند. ا  می ٣ای  رهیهای ذخ  نیو پروتئ ٢ها  میزوز یاستفاده ا

هـای   میزوز یارنـد. اد مشـابهیمـی یزی و خصوصـیات آنز یت کاتـالیم هستند که فعالیک آنز ی
بــراین،  شــود. علاه  ده مییــنام 4میآلــوز  ،ک مکــان ژنــییــهــای چندگانــه   آللرمزشــده توســط 

های ژنی چندگانـه رمـز گردنـد یـا ناشـی از   های مکان  آللا ی آللتوسط است  ممکنها   میزوز یا
هـای   شـدن گروه دهیشـدن، اکس لهین، استیهـای آمـ  رات بعد از ترجمـه ماننـد حـذف گروهییتغ

باشـند کـه ایـن نـوع،  …وها   ا فسـفاتیـها   کربوهیـدراتشـدن  ا اضافهی، حذف 5لیدر   لیسولف
ها،   نیای مانند گلوتن  رهیهای ذخ  نیها، پروتئ  میزوز یبر ا شوند.علاوه  نامیده می 6های ثانویه  ایزوزیم

  شوند.  استفاده مینی یعنوان نشانگرهای پروتئ  ز بهیها ن  نیها، هوردئ  نیها، زئ  نیاد یگل
  قابـلشـگاه یدر آزما یآسـان فرد بـوده و به ه منحصـربهکـ DNAول کاز مول یتیهر خصوص

در اسـت  ممکنن نشانگرها یاستفاده شود. ا DNAنشانگر  کیعنوان  تواند به یباشد م ارزیابی
 DNA ینشـانگرهاعبارت دیگـر،  بـها یـننـده ژنـوم باشـند، کررمز یا غیننده و کرمز  یها قسمت

                                                                                                                    

1. Expessed markers 
2. Isozymes 
3. Storage proteins 
4. Allozymes 
5. Sulfhydryl  
6. Secondary isozymes 
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ن نشـانگرها تفـاوت افـراد در یـژن باشـند. ا کیـوسته بـا یا پیاز ژن بوده و  یبخشاست  مکنم
براسـاس روش مـورد اسـتفاده در  DNA یدهنـد. نشـانگرها یرا نشان م DNAسطح مولکول 

، دهایاسـ کیـنوکلئ ١سازی بر دورگ یمبتن یالف) نشانگرها(به سه گروه  یص چندشکلیتشخ
ج) نشـانگرهای مبتنـی بـر (و  ٢)PCRپلیمـراز (ای   نش زنجیـرهبر واکـ یمبتن یب) نشانگرها(

الگـو بـا  DNAگیـری، بـرش  شوند. اساس نشـانگرهای مبتنـی بـر دورگ می مییابی تقس  توالی
گـارز، واسرشـته٣یبرش یها  میآنز  سـازی و انتقـال   ، تفکیک قطعات برشی با الکتروفـورز ژل آ

و  4سـازی آنهـا بـا یـک کاوشـگر  ونی و دورگقطعات برشی به غشاهای نیتروسلولزی و یا نـایل
نهایتاً مشاهده الگوی نـواری حاصـل اسـت. کاوشـگرهای مـورد اسـتفاده، قطعـات کوچـک 

DNA باشــند کــه درنتیجــه   هــای فلورســنس مــی  نشانمندشــده بــا مــواد رادیواکتیــو و یــا رنــگ
دف همولوگ آنها موجب تشخیص قطعات برشی ه یشدن با قطعات برشی حامل نواح دورگ

گردنـد. از   تهیـه مـی cDNAشوند. کاوشگرها از کتابخانه ژنومی و یا کتابخانه   یها م  در نمونه
 5(RFLP) ی(تفاوت طولی) قطعات برشـ یتوان به چندشکل  ین گروه میا ین نشانگرهایمهمتر 

  اشاره کرد.
هی طور آزمایشـگا ، یک ناحیه و یا نواحی خاصی از ژنوم بـهPCRدر نشانگرهای مبتنی بر 
 6نام آغــازگر و قطعــات کوچــک الیگونوکلئوتیــد بــه پلیمــراز یا  رهیــبــا اســتفاده از واکــنش زنج

اسـت و توسـط انـواع مختلـف  یمیک واکنش آنز ی، یشگاهیر آزمایند تکثیشوند. فرا  رمییتکث
رد. درحال حاضـر انـواع مختلـف نشـانگرهای مبتنـی بـر یگ  یانجام م پلیمراز DNA یها  میآنز 

PCR شوند. امروزه انواع مختلفی از ایـن   عات متعدد برای اهداف مختلف استفاده میدر مطال
هـای   یـا تـوالی ٧شـوند کـه نشـانگرهای ریزمـاهواره  نشانگرها در مطالعات مختلف استفاده می

و  ٩ (AFLP)، چندشــکلی (تفــاوت طــولی) قطعــات برشــی تکثیــری ٨ (SSR) تکــراری ســاده
  باشند.  از مهمترین آنها می REMAP١٢و  ١١ IRAP مانند ١٠ها  ننشانگرهای مبتنی بر رتروترانسپوز 

آمدن هزینه و زمان  و پایین DNAیابی   های توالی  دلیل پیشرفت در تکنیک به حاضر  درحال
سـرعت جـایگزین سـایر نشـانگرهای  یـابی به  یابی، نشانگرهای مبتنـی بـر تـوالی  لازم برای توالی

                                                                                                                    
1. Hybridization  7. Microsatellite 
2. Polymerase chain reaction 8. Simple sequence repeats 
3. Restriction enzymes  9. Amplified fragement length polymorphism 
4. Probe 10. Retrotransposon 
5. Restriction fragment length polymorphism 11. Inter-retrotransposons amplified polymorphisms 
6. Primer 12. Retrotransposon-microsatellite amplified polymorphism 
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DNA ــدنوکل تک یچندشــکلشــوند.   مــی ــداول (SNP)1یئوتی ــرین نشــانگرهای مبتنی  مت ــر  ت ب
ای) هسـتند.   نقطـه های تک  های نوکلئوتیدی (جهش  باشند که ناشی از جایگزینی  یابی می  توالی

نوکلئوتیـد،  ٣٠٠طور مثال، در ژنـوم انسـان از هـر  باشند. به  بالا می این نشانگرها دارای فراوانیِ 
ــک  ــود ی ــال وج ــوم SNPاحتم ــل ژن ــیش و در ک ــون  ١٠از  ب ــه  SNPمیلی ــود دارد. اگرچ وج

ها ارتباطی با تغییرات صفات مختلف در یـک موجـود نداشـته باشـند SNPاغلب است  ممکن
دلیل تعداد زیاد آنها درمقایسه با سایر نشـانگرها و پوشـش ژنـومی بـالا، احتمـال وجـود  ولی به
SNPتئوریکی در هر جایگاه ازنظر  ههای پیوسته یا مرتبط با تغییرات فنوتیپی بیشتر است. اگرچ
SNP  احتمال جایگزینی چهار بـاز وجـود دارد، ولـی اغلـبSNP بـوده و حالـت  یآللـدوهـا

، موردمطالعـه های مرتبط با تغییـرات صـفت و یـا صـفاتSNPهمبارز دارند. بعد از شناسایی 
یک  بـه تبـدیلرا  آن ،SNPهـای جایگـاه   آلـلتوان با طراحی آغازگرهای اختصاصـی بـرای   می

  کرد. PCRنشانگر مبتنی بر 
  الگوی نواری نشانگرها و معیارهای انتخاب نشانگر مناسبدهی  امتیاز  ١-١-٢

امتیـازدهی  قابـلالگوی نواری حاصل از نشانگرهای مختلف بـه دو صـورت غالـب و همبـارز 
از را  هتروزیگـوتباشد. اگر براساس الگوی نواری یک نشانگر بتوان افراد هموزیگـوت و   می

همبـارز  صـورت به شـود الگـوی نـواری نشـانگر  یکدیگر تفکیک کـرد، اصـطلاحاً گفتـه مـی
باشـد. ولـی اگـر   ی بین نوارها مشـخص مـیآللروابط عبارت دیگر،  به یا ؛امتیازدهی شده است

 شـکل به تمایز نباشـد، امتیـازدهی آن نشـانگر قابلبراساس الگوی نواری نشانگر، هتروزیگوت 
 RFLPو  SSR ،SNPعنوان مثال، الگوی نواری نشانگرهای  به .)١-١شکل(د غالب خواهد بو 

صـورت همبـارز و الگـوی نـواری  تهیه شـده باشـد) به cDNAکه کاوشگر از کتابخانه  (زمانی
ــد  ــانگرهایی مانن ــگر از  (زمانی RFLPو  AFLP ،IRAP ،REMAP، RAPD٢نش ــه کاوش ک

  شود.  میدهی  غالب امتیاز شکل به کتابخانه ژنومی باشد)
، اسـاس چندشـکلیزان یـمازنظـر  هکـ ییهـا و تفاوت یکـینکاد، تنوع تیتوجه به تعداد ز با
دام نشـانگر کـه کـد یـش آین سؤال پیااست  ممکنو استفاده از نشانگرها وجود دارد،  یکیژنت
ن سـؤال چنـدان مشـخص یـباشد؟ پاسـخ ا یم موردنظر به هدف یابیدست یمناسب برا یکیژنت

                                                                                                                    
1. Single nucleotide polymorphism 
2. Random amplified polymorphic DNA 



 13   ياصلاح مولكول ي. ابزارها1

ن با توجه به هدف محقق، یمورد نشانگرها و همچن مورد به یر و بررسیموارد ز  ست و با توجه بهین
رد. با این وجـود، معیارهـای زیـر کمبادرت  ید به انتخاب نشانگر مناسب در هر برنامه اصلاحیبا

  توانند در انتخاب نشانگر(های) مطلوب برای یک مطالعه خاص مدنظر قرار گیرند:  می
  انگراربرد نشکهدف از 

 به نشانگر یامکان دسترس 

  ویتکوایمانند مواد راد  کاربرد و عدم استفاده از مواد خطرناکسهولت 

 جیر راحت نتایهای حاصل و تفس  امکان تبادل داده 

 بالا یریرارپذکت 

  نه لازم و زمان لازمیهز 

 چندشکلیزان اطلاعات یم )PIC(١ 

  نشکدر هر وا چندشکلتعداد نوارها یا نشانگر 

 نشانگر یگاه ژنومین جابود مشخص 

  ٢تفرق درحال های  جمعیت ١- ٢
کننـده صـفات  هـای کنترل  شناسـایی ژن ،های اصلاح گیاهان  های اصلی برنامه  کی از چالشی

ان بـوده اسـت. ابـداع و اسـتفاده از اصـلاحگر باشـد کـه از دیربـاز مـدنظر   می ٣  (QTL)کمّی
                                                                                                                    
1. Polymorphic information content     2. Segregating populations    3. Quantitative trait loci 

  
  .غالب (ب)همبارز و  (الف)هي الگوي نواري نشانگر امتيازد  1-1شكل

F1  P2  P1 F1  P2  P1 

Hb  bb  BB Aa  Aa  AA 

  )ب(  (الف)



 ينباتات مولكول اصلاح   14

صـفات ل در کنترل یکروموزومی دخ نواحی یژنوم یابی انک، شناسایی و مDNAنشانگرهای 
  رد.کر یپذ انکها را امQTLو برآورد تعداد  کمّی

هـا در یـک جمعیـت   بین مکـان 1(LD)پیوستگی  تعادل عدموجود  QTLیابی   لازمه مکان
های درحال تفـرق طبیعـی و یـا   توان از جمعیت  باشد. در این راستا می  ژنتیکی درحال تفرق می

های طبیعـی،   صل از تلاقی دو یا چند والد استفاده کرد. در جمعیتهای مصنوعی حا  جمعیت
ناشی از جهـش، جریـان ژنـی، گـزینش و پیوسـتگی ژنـی بـوده و فـاز است  ممکن تعادل عدم

هـای مصـنوعی   باشد. ولی در جمعیت   3و ناجفت 2مخلوطی از فاز پیوستگی جفت ،پیوستگی
یکـی از  سـتگی در یـک جمعیـت فقـط بـهفـاز پیو  فقط ناشی از پیوسـتگی اسـت و تعادل عدم

  حالات جفت و یا ناجفت خواهد بود.
شود. نسل   های مصنوعی از تلاقی دو والد هموزیگوت ایجاد می  جمعیت ،در اغلب موارد

F1  حاصل از تلاقی که یک جمعیت هتروزیگوت یکنواخت و بدون تفرق ژنتیکی است بـرای
، هاپلوئیــدهای (BC)٤، تلاقــی برگشــتیF2هــای درحــال تفــرق مختلــف ماننــد   تولیــد جمعیــت

مـورد  ٧(NIL) هـای تقریبـاً ایـزوژن  و لایـن ۶(RIL) های اینبرد نوترکیب  ، لاین۵(DH)مضاعف
آمیـزی   هـای دگرگشـنی کـه حسـاس بـه خـویش  ). در گونـه١-٢شـکلگیرد (  استفاده قرار می

نیـز در درختـان کـه اغلـب  باشد و  های اینبرد مشکل می  (اینبریدینگ) باشند، چون تولید لاین
هـای درحـال تفـرق   صورت هتروزیگوت هستند، از والدین هتروزیگوت برای تولید جمعیـت به

یک جمعیت درحال  ،شود. درچنین حالتی، نسل اول حاصل از تلاقی والدین خود  استفاده می
هـای   ونـهعنوان مثـال، در گ هـا اسـتفاده شـود. بـهQTLیـابی   تواند برای مکان  تفرق است و می

ــــفید ( ــــبدر س ــــن ش ــــاودار (.Trifolium repens Lدگرگش )، Secale montanum) و چ
والــدین هتروزیگــوت بــا    آمیزی ازطریــق تلاقــی طور موفقیــت بــه F1یــابی   هــای مکــان  جمعیــت

  خصوصیات متفاوت تولید و استفاده شدند.
ا یکی از والـدین و ب F1برگشتی از تلاقی تلاقی، جمعیت F1 از خودباروری افراد F2جمعیت 

  آینـد. در فراینـد تولیـد ایـن وجود می بـه F1از کشت دانه گرده و یـا بسـاک افـراد  DHجمعیت 
  

                                                                                                                    
1. Linkage disequlibrium 5. Double haploid 
2. Cis 6. Recombinant inbred lines 
3. Trans 7. Near isogenic lines 
4. Backcross 
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باشـد.   نسـل مـییک  بـه ها فقط یک چرخه میوزی رخ داده است و برای تولید آنها نیـاز  جمعیت
و بـدون گـزینش درطـی نسـل  ٧تـا  ۶تـا حـداقل  F2از خودباروری مکـرر افـراد  RILجمعیت 

از تلاقی برگشتی افـراد  NILو جمعیت » ١بذری بالک تک«های خودباروری ازطریق روش   نسل
ذکر  گردنـد. لازم بـه  نسل تلاقی برگشتی حاصـل مـی ٧تا  ۶با والد مربوطه به میزان  BCجمعیت 

ژنی نیست، یابی   و مکان ٢های پیوستگی  ، جمعیت متداول برای تهیه نقشهNILاست که جمعیت 
، سـهم ژنـوم دو والـد RILشـود. در افـراد جمعیـت   ژنی استفاده می ٣یابی دقیق  بلکه برای مکان

باشد و افراد ازنظر میزان و نـوع نـوترکیبی بـین ژنـوم والـدین تفـاوت دارنـد ولـی افـراد   یکسان می
ط در آن فقط ازنظر بخش کوچکی از ژنوم با یکدیگر تفاوت دارند و نوترکیبی فقـ NILجمعیت 

  باشند.  های ژنوم خود مشابه والد تکراری می  بخش ژنوم وجود دارد و ازنظر بقیه بخش
عبارت  . بهاست 2Xبرابر  RILو  F2های   در افراد جمعیت ۴میزان اطلاعات نوترکیبی نسبی

هـای   افراد این دو جمعیت در هر دو کروموزوم خود نوترکیـب هسـتند ولـی درجمعیـتدیگر، 
                                                                                                                    
1. Single seed descent 3. Fine mapping 
2. Linkage map  4. Relative recombination information content 

  
 ها.QTLيابي   تفرق متداول مورداستفاده در تهيه نقشه پيوستگي و مكان هاي درحال  جمعيت   1- 2شكل

  

ها موزومودوبرابرشدن تعداد كر
 دربرابر ميكروسپورهاي گرده

P1 × P2 

F1 × P2 

F1 

F2 

BC1 

BC1F1 

يافته با تلاقي

بوته انتخاب تك
بعد از هر نسل

خودگشني
× 

 هاپلوئيد دابل

  تلاقي برگشتي با
  اي والد دوره

  وتركيبنهاي اينبرد  لاين
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BC  وDH1ین ، اX ها دارای یک کروموزوم والدینی و   باشد. یعنی اینکه افراد این جمعیت  می
با نشانگرهای همبارز دارای  RILو  F2های   یک کروموزوم نوترکیب هستند. بنابراین، جمعیت

 DHو  RILهـای   بیشترین میزان اطلاعات نـوترکیبی نسـبی را فـراهم خواهنـد کـرد. جمعیـت
ها در آنها تثبیت شـده اسـت،   های دائمی هستند و نوترکیبی  جمعیت بودن، علت هموزیگوت به

هـا ارزیـابی شـوند. در جمعیـت   ها و سال  های تکراردار طی مکان  توانند در آزمایش  بنابراین می
F2 عنوان مثـال، اگـر والـدین جمعیـت دارای  های والـدینی وجـود دارد. بـه  آلل، کلیه ترکیبات

حاصل از تلاقـی آنهـا کلیـه  F2ای یک مکان ژنی باشند، در جمعیت بر  rrو  RRهای   ژنوتیپ
شـامل ژنوتیـپ  BCوجود خواهد داشت. ولی جمعیت  rrو  RR ،Rrهای ممکن یعنی   ژنوتیپ

و  RILهـای   های هموزیگوت بسته به والد تکـراری و جمعیـت  هتروزیگوت و یکی از ژنوتیپ
DH های هموزیگوت خواهند بود  فقط حامل ژنوتیپ.  

هـای درحـال تفـرق بایـد مـدنظر قـرار گیـرد، انتخـاب   از عوامل مهمی که در تولید جمعیت
و انتهــای توزیــع فنــوتیپی صــفت والــدین و انــدازه جمعیــت اســت. والــدین جمعیــت بایــد از د

ها و درنتیجه حداکثر تفرق در جمعیت تضـمین   ژن ١دار جهتمطالعه انتخاب شوند تا توزیع مورد
 دارای هـای مطلـوب و والـد دیگـر  آلـلیکـی از والـدین بایـد دارای بیشـترین  گردد. یعنی اینکه

یـابی   عنوان مثـال، اگـر هـدف مکـان کننـده صـفت باشـند. بـه های نامطلوب کنترل  آللحداکثر 
QTL های مقاومت به زنگ زرد در گندم نان باشد، رقمMV17 عنوان والد بسیار مقاوم و رقم  به
های مناسب برای تولید جمعیـت درحـال تفـرق خواهنـد   ار حساس گزینهعنوان والد بسی به بولانی

دار نباشد، ولی اگر   تفاوت والدین معنیاست  ممکنذکر است که برای برخی صفات  بود. لازم به
  یابی ژنی را برای آن صفت انجام داد.  توان مکان  در جمعیت برای صفتی تفرق مشاهده شود می

ها QTLیابی   های پیوستگی و مکان  می در کارایی تهیه نقشهاندازه جمعیت نقش بسیار مه
 ،دلیل افـزایش تعـداد نـوترکیبی در جمعیـت تئوریک، با افزایش اندازه جمعیت بـهازنظر  دارد.

احتمــال خطــای نــوع اول کــاهش و قــدرت آزمــون و کــارایی افــزایش خواهــد یافــت. تعــداد 
دهد نیز در تعیـین انـدازه جمعیـت مـؤثر   های میوزی که در فرایند تولید جمعیت رخ می  چرخه

فرد بسیار بـالاتر از  ١۵٠با  RILعنوان مثال، کارایی جمعیت  برای افزایش کارایی نقش دارد. به
مشخص شده است که با افـزایش انـدازه طورکلی،  . بهبا همان اندازه است F2کارایی جمعیت 

                                                                                                                    
1. Isodirection distribution 
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یافـت، بلکـه احتمـال شناسـایی براینکه احتمال خطای نوع اول کاهش خواهـد  جمعیت علاوه
QTL یابـد   یـابی ژنـی اسـت افـزایش مـی  های مکـان  که یکی از اهداف برنامه اثر کوچکهای

  ).١-٣شکل(
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كننـده فرضـي كنتـرل   QTLشـده. پـنج    هاي شناسـايي QTLارتباط اندازه جمعيت و تعداد   1-3شكل

دهد كه با اندازه  نشان مينشان داده شده است. شكل  Eتا  Aصفت با اثر افزايشي متفاوت با علايم 
هـايQTLشناسـايي هسـتند و بـراي شناسـايي      قابـل  اثـر  بـزرگ (هـاي)  QTLجمعيت كوچـك، فقـط  

  باشد.  نياز به اندازه جمعيت بزرگ مي اثر كوچك





  یابی  و مکان ١تجزیه پیوستگی .٢
 ٢صفات کمّی کننده های کنترل  ژن

  مقدمه    ٢- ١
ها   بسیاری از صفات مهم در گیاهان مانند عملکرد، کیفیت و برخی از اشکال مقاومت به بیماری

، چندژنی، چندعاملی یـا صـفات صفات کمّیشوند که به آنها   توسط تعداد زیادی ژن کنترل می
دخیـل  صـفات کمّـیهایی از ژنوم یـک موجـود کـه در کنتـرل   گردد. بخش  ده اطلاق میپیچی

شـوند. ناحیـه ژنـومی   ) نامیده میQTLهای ژنی کنترل صفات کمّی (  هستند تحت عنوان مکان
هـا بـا   شـامل یـک ژن منفـرد و یـا گروهـی از ژن اسـت ممکـن QTL عنوان یک شده به شناسایی

هـای   چـالش اصـلی برنامـهدیربـاز هـا از QTLیـابی   باشد. مکـاندرجات مختلف پیوستگی ژنی 
عملـی و کـاربردی در  شـکلِ ، ١٩٨٠در دهـه  DNAباشد که با توسعه نشـانگرهای   اصلاحی می

هـا، اسـتفاده از QTLهای شناسـایی   های اصلاحی گیاهان مختلف پیدا کرد. یکی از روش  برنامه
نـد والـد، بررسـی تنـوع والـدین بـا نشـانگرهای های مصنوعی حاصل از تلاقی دو یـا چ  جمعیت

های مورد استفاده در   . تجزیهاستمولکولی و غربال جمعیت با استفاده از نشانگرهای چندشکل 
های حاصل از ارزیابی   همراه داده این فرایند شامل تهیه نقشه پیوستگی جمعیت و استفاده از آن به

  باشد.  می موردمطالعه فت یا صفاتهای فرضی صQTLفنوتیپی جمعیت برای شناسایی 

  پیوستگی های  نقشه   ٢- ٢
های پیوستگی   نیز مشهور هستند، متشکل از گروه ٣های ژنتیکی  های پیوستگی که به نقشه  نقشه
ــی ــداد گــروه  م ــه  باشــند. در یــک نقشــه پیوســتگی اشــباع، تع ــد ب ــداد  هــای پیوســتگی بای تع

                                                                                                                    
1. Linkage analysis    2. Quantitative trait loci mapping     3. Genetic maps 
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منطبـق بـر یـک کرومـوزوم باشـد. یـک گـروه های پایه موجود بـوده و هـر گـروه   کروموزوم
ها یا نشـانگرها   ها یا نشانگرها است که در آن ترتیب و فاصله ژن  آرایش خطی از ژن ،پیوستگی

های میـوزی   اور طی چرخه  از یکدیگر براساس فراوانی نوترکیبی بین آنها که ازطریق کراسینگ
که ازنظر فیزیکی نزدیـک یکـدیگر بـوده یـا ها یا نشانگرهایی   گردد. ژن  دهد، تعیین می  رخ می

ها یا نشانگرهایی که دورتر از یکدیگر قرار دارند غالباً با هم   کاملاً پیوسته باشند درمقایسه با ژن
جفـت  یکشوند. بنـابراین، در یـک جمعیـت درحـال تفـرق بـرای   از والدین به نتاج منتقل می

وترکیـب وجـود خواهنـد داشـت کـه براسـاس های والـدینی و ن  ژنی، مخلوطی از گامت   مکان 
گردد. ایـن ضـریب   محاسبه می» ١فراوانی نوترکیبی«های نوترکیب،   ها یا ژنوتیپ  فراوانی گامت

شـود.   بیـان مـی (cM)مورگان   دهنده فاصله ژنتیکی بین نشانگرها است که با واحد سانتی نشان
باشـد. محـدوده فراوانـی   ز مـیازای هـر میـو  اور بـه  مفهوم یـک درصـد کراسـینگ به cMیک 

صــفر میــل کنــد  ســمت به اســت و هرچــه مقــدار فراوانــی نــوترکیبی ٠/٠-۵/٠نــوترکیبی بــین 
و فاصله کمتر آنهـا از یکـدیگر در روی یـک  دهنده پیوستگی قوی بین دو ژن یا نشانگر  نشان

باشد کـه یـا   ن میبودن دو مکا معنی غیرپیوسته به ۵/٠کروموزوم است. فراوانی نوترکیبی برابر با 
هـای مختلـف قـرار   با فاصله دور از یکدیگر در روی یک کروموزوم و یـا در روی کرومـوزوم

های ژنی خطی نیست و بین دو مکـان ژنـی   فراوانی نوترکیبی بین مکاناینکه توجه به دارند. با 
دو از  بـیش و درمانـد   بعد از یک فاصله معین رابطه خطی با فاصله فیزیکی ندارد و ثابت نمـی

اور مضاعف است، بنابراین باید به فاصله ژنتیکی خطـی و افزایشـی بـا   مکان نیز تابع کراسینگ
یـابی متعـددی بـرای تبـدیل فراوانـی   تبـدیل شـود. توابـع مکـان» ٢یـابی  توابع مکان«استفاده از 

از  4سـامبیو کو  3شـوند کـه از میـان آنهـا توابـع هالـدن  نوترکیبی به فاصله ژنتیکی استفاده مـی
ترین هستند. تبدیل فراوانی نوترکیبی به فاصله ژنتیکی با تابع هالدن با فرض عدم وجـود  متداول

منظـور از  شود.  اور انجام می  و تابع کوسامبی با فرض تداخل کراسینگ 5اور  تداخل کراسینگ
ان وقـوع اور بین دو جایگـاه، امکـ  وقوع کراسینگ که درصورت است ایناور   تداخل کراسینگ

  اور بین دو جایگاه مجاور وجود ندارد.  کراسینگ
                                                                                                                    
1. Recombination frequency 
2. Mapping functions 
3. Haldane 
4. Kosambi 
5. Crossover interference 
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، F2هـاي    الگوي نواري نشانگرهاي همبارز (سمت چپ) و غالب (سمت راست) در جمعيت  2-1شكل

BC ،RIL  وDH .كه در شكل مشخص است با اسـتفاده از نشـانگرهاي همبـارز، ژنوتيـپ     گونه  همان
 د ولي براساس نشانگرهاي غالب امكان تفكيـك هموزيگـوت  باش  شناسايي مي قابلكليه افراد جمعيت 

  وجود ندارد. F2از هتروزيگوت در جمعيت 
  

  های پیوستگی  مراحل تهیه نقشه  ٢-٢-١
ی والدین جمعیت درحال تفرق با اسـتفاده از چندشکلهای پیوستگی، ابتدا باید   برای تهیه نقشه

ای غربـال افـراد جمعیـت اسـتفاده نشانگرهای مولکولی ارزیـابی و نشـانگرهای چندشـکل بـر 
ژنوتیپی جمعیت، الگوی نواری حاصل بسته به نـوع جمعیـت و نشـانگر  شوند. بعد از ارزیابیِ 

نحوه امتیازدهی الگوی نواری نشانگرهای همبـارز و  ٢-١مورد استفاده امتیازدهی گردد. شکل
از نشـانگرهای دهـد. بـا اسـتفاده   نشـان مـی DHو  F2 ،BC ،RILهـای   غالب را در جمعیـت

ــت  ــارز، در جمعی ــپ F2همب ــک ژنوتی ــوت و ی ــپ هموزیگ ــامل دو ژنوتی ــپ ش ــه ژنوتی ، س
، یـک ژنوتیـپ هموزیگـوت و یـک BC، در جمعیت١:٢:١های مندلی   هتروزیگوت با نسبت

نوتیپ هموزیگـوت بـا ، دو ژ DHو  RILهای   و در جمعیت ١:١ژنوتیپ هتروزیگوت با نسبت 
ر ارزیابی ژنوتیپی جمعیت با نشانگرهای غالب انجام گیرد، در انتظار است. اگمورد ١:١نسبت 

های مندلی آنهـا در   شناسایی خواهد بود که نسبت قابلهر جمعیت برای هر جایگاه دو ژنوتیپ 
F2 ،٢-١خواهد بود (جدول ١:١ها   و در سایر جمعیت ١:٣.(  
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هـاي    لب در جمعيتانتظار براي نشانگرهاي همبارز و غاهاي مندلي مورد  نسبت  2-1جدول
F2 ،BC ،RIL  وDH 

  نشانگرهاي بارز  نشانگرهاي همبارز  جمعيت
F2   (AA:Aa:aa)1:2:1  (B-:bb) 1:3  

  1:1   (Dd:dd)1:1 (Cc:cc)  تلاقي برگشتي
  1:1   (FF:ff)1:1 (EE:ee)  هاي اينبرد نوتركيب/ هاپلوييدهاي مضاعف  لاين

  
)، ٢(آزمون انحراف از تفرق ١مکانی مل تجزیه تکهای پیوستگی شا  های آماری تهیه نقشه  تجزیه

هـا و   یه پیوستگی چند مکان، تعیین فاصله ژنتیکی بـین مکـاننشانگرها، تجز  جفتتجزیه پیوستگی 
 هـای منـدلی  باشد. آزمون انحراف از تفـرق براسـاس نسـبت  آرایش آنها در یک گروه پیوستگی می

های نشانگری بسته به امتیازدهی همبارز یا   ک مکانت تک برای جمعیت مورد استفاده درموردانتظار 
ی یـا امتیـازدهی و عوامـل شود. عواملی مانند اریب آماری، خطای ارزیابی ژنوتیپ  غالب آن انجام می

هـای کشـنده   هـا، وجـود ژن  رفتن کروموزوم، قابلیت باروری متفاوت گامـت زیستی ازقبیل ازدست
ــت، ژن ــازگاری، جفت  گام ــای ناس ــوزومیر شــدن غ ه ــوگ کروم ــا و آر   همول ــوزومی اه یــش کروم

هـای نشـانگری باشـد. اگـر   در برخی جایگـاهموردانتظار  های  باعث انحراف از نسبتاست  ممکن
شـود در تهیـه نقشـه   نشانگرهایی با انحراف از تفرق دارای توزیع تصادفی در ژنوم باشند، توصیه مـی

هـای   که چنین نشـانگرهایی در بخـش  یدرصورتپیوستگی نهایی، این نشانگرها حذف گردند. ولی 
  خاصی از ژنوم متمرکز شده باشند، نباید آنها را از نقشه پیوستگی حذف کرد.

مکـانی بـرای بررسـی پیوسـتگی اف از تفـرق، مرحلـه بعـدی آزمـون دوبعد از آزمون انحر 
ردانتظـار مو  هـای منـدلی  اینجا نیز آزمون براساس نسـبتها است. در نشانگر  جفتحتمالی بین ا

هـا   شود و انحراف از ایـن نسـبت  آنها انجام میبودن  ها بسته به همبارز یا غالب  مکان جفتبرای 
ن روش بـرای ایـن تجزیـه، تـری  دهنده پیوستگی دو مکان مورد بررسی است. اگرچه ساده  نشان

، روش مـورد اسـتفاده در بیشـتر ٣نمـایی  اسکور اسـت ولـی روش حـداکثر درسـت آزمون کای
نمـایی   های پیوستگی اسـت. در ایـن روش، یـک تـابع درسـت  های کامپیوتری تهیه نقشه  رنامهب

ابع بـرای برای هر کلاس نشانگری تشکیل و تموردانتظار  شده و فراوانی براساس تعداد مشاهده
نهایـت از گـردد. در   اینجا فراوانی نوترکیبی بین نشانگرهاست حل میپارامترهای مجهول که در 

                                                                                                                    
1. Single locus analysis     2. Segregation distortion     3. Maximum likelihood 
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 مقدار تـابع بـا فـرض عـدم وجـود پیوسـتگی ا مقدار برآوردشده فراوانی نوترکیبی بهابع بنسبت ت
)۵/٠=  rباشـد، ایـن نسـبت  ١٠برمبنـای  شود. اگر لگاریتم  ) لگاریتم گرفته میLODنامیـده  ١

 دو مکـان اسـت. مقـدارِ بودن  عنوان پیوسته هب ٣برابر یا بزرگتر از  LODشود. معمولاً مقادیر   می
LOD بـار بیشـتر از احتمـال ١٠٠٠ ،دو نشـانگربودن  دهـد کـه احتمـال پیوسـته  نشان می ٣ رابرِ ب
تـوان حـد   های پیوستگی مقدماتی می  باشد. برای تهیه نقشه  پیوستگی (فرض صفر) آنها می عدم

از پـارامتر  ،LODبر  درنظر گرفت. علاوه LODداری   را نیز برای سطح معنی ٣آستانه کمتر از 
٢LR  شود. رابطه بین ایـن پـارامتر عبـارت از  دادن پیوستگی دو مکان استفاده می برای نشاننیز 

LR = 2ln(L1/L0); LOD = log10(L1/L0) = 0.217LR کـه در آنهـا  استL1  وL0 ترتیب بـه 
 ٢-٢شـکلباشـد.   نمایی با فرض پیوسـتگی و عـدم پیوسـتگی بـین دو مکـان مـی  توابع درست

  دهد.  ی را در یک جمعیت فرضی نشان میمراحل ایجاد نقشه پیوستگ
                                                                                                                    
1. Logarithms of odd 
2. Likelihood ratio 

  .نشانگر 15فرد و  12مراحل ايجاد نقشه پيوستگي در يك جمعيت فرضي با   2-2شكل
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حـال تفـرق های در   های ژنتیکی با استفاده از جمعیت  افزارهای متعددی برای تهیه نقشه نرم
، Mapmaker/EXP، MapManager QTXتـوان   نی وجود دارد که ازجمله آنهـا مـیدووالدی

MapDiato ،MSTmap ،DGMAP ،RECORD ،AntMap ،MadMapper ،QGene و 
JoinMap  هستند. دردسترسرایگان  طور به نام برد که برخی از آنهارا  

  های پیوستگی  عوامل مؤثر بر کارایی تهیه نقشه  ٢-٢-٢
 ،افزار مورد اسـتفاده  های آماری و حتی نرم  عواملی مانند نوع و اندازه جمعیت، نوع نشانگر، روش

، F2 ،BCهای   جمعیت ،ذکر گردید قبلاً که  طوری به بر کارایی نقشه پیوستگی حاصله تأثیر دارند.
RIL  وDH هـای میـوزِ   چرخهازنظر  ،های پیوستگی هستند  های متداول در تهیه نقشه  که جمعیت 
هـای میـوزی یکـی از عوامـل   فرایند تولید آنها تفاوت دارند. اختلاف در تعداد چرخهداده در  رخ

. هـا اسـت  ژنتیکی حاصل از این جمعیـت های  اصلی تفاوت در فاصله ژنتیکی نشانگرها در نقشه
حاصل از همـان تلاقـی بـرنج  DHو  RILهای   مقایسه نقشه پیوستگی در جمعیتعنوان مثال،  به

 DHآن در درصـد  ۵/٧٠مورگـان)  سـانتی ١۴۶۵( RIL نشان داده است که طول نقشـه پیوسـتگیِ 
بـه دلیـل  RILترکیبی در دهـد میـزان بـالای نـو   مورگان) بوده است. این نشـان مـی سانتی ٢٠٧٩(

سبب شده  DHمقایسه با یک چرخه میوزی در رخه میوزی در فرایند تولید آن درچ ۶- ٧حداقل 
  است که فاصله ژنتیکی نشانگرها با دقت بیشتری برآورد گردد.

اندازه جمعیت نیز نقش مؤثری در برآورد فراوانـی نـوترکیبی بـین نشـانگرها دارد. بـا افـزایش 
نتیجـه ش یافته و فراوانی نوترکیبی و در اور در جمعیت افزای  عداد وقایع کراسینگاندازه جمعیت، ت

هـای   فاصله ژنتیکی بین نشانگرها با دقـت بیشـتری بـرآورد خواهـد شـد. بـا اسـتفاده از جمعیـت
قطعه بوده و آرایش نشانگرها در نقشه نیز در اغلـب نـواحی  قطعه ،کوچک، نقشه ژنتیکی حاصل

تولید آنها فقط یک چرخـه فرایند که در  BCو  F2های   بنابراین، در جمعیتدرست نخواهد بود. 
بـرآورد را افـزایش دهـد.  ند دقـتِ توا  حدودی میاده است، افزایش اندازه جمعیت تامیوزی رخ د

مقایسـه (اندازه جمعیت در F2و  RILهای   های پیوستگی حاصل از جمعیت  حالت کلی، نقشهدر 
نقشـه  ،با نشانگرهای همبـارز دقـت بـالایی خواهنـد داشـت و بـرعکس باید بیشتر باشد) RILبا 

دقت کمتری دارد. براساس مطالعات مختلف، بـرای  F2پیوستگی نشانگرهای غالب در جمعیت 
رسـد،   مـی نظر بـهفرد ضـروری  ١۵٠- ٢٠٠قبول، اندازه جمعیتی بین  قابلتهیه یک نقشه پیوستگی 
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عیت، ماهیت ژنتیکی آنها و نوع نشـانگر متفـاوت خواهـد این تعداد فرد بسته به نوع جمهرچندکه 
کلی، انتخاب جمعیت مناسب و تعداد آن برای تهیه نقشه ژنتیکـی بسـتگی بـه هـدف طور  به بود.

نـوع  درنهایـتآن و  مثل تولیـدمطالعه، موجود لازم برای تولیـد جمعیـت، گونـه گیـاهی و نحـوه 
ساده بوده  BCو  F2های   ان مثال، تولید جمعیتعنو  دسترس (همبارز/غالب) دارد. به قابلنشانگر 

تکـرار نیسـتند.  قابلهای موقت بوده و   ژنتیکی جمعیتازنظر  و زمان کمتری لازم دارد، ولی آنها
تکثیـر  قابـلباشـند و بـدون تغییـر ژنتیکـی   مـی مـی، هموزیگوت و دائNILو  RILهای   جمعیت

دائمی است نیز یک جمعیت  DHاست. جمعیت هستند، ولی زمان بیشتری برای تولید آنها لازم 
به زمان کمتری نیاز دارد ولی فقط یک چرخه میوزی درفرایند تولیـد  RILمقایسه با و تولید آن در

  کند.  فراهم میرا ها   آن امکان نوترکیبی بین مکان

 کمّی صفات کننده کنترل های  ژن یابی  مکان    ٢- ٣

بـا مطالعـه  یکـیژنت یبراسـاس نشـانگرها صفات کمّـی یکین ساختار ژنتییو تع یده بررسیااگرچه 
شـد،  ارائـه ١٩٢٣ا در سال ینشانگر) در لوب عنوان به) و رنگ بذر (ین وزن دانه (صفت کمّ یارتباط ب

در  DNA یبا توسعه نشانگرهاشکل کاربردی پیدا نکرد. ، DNA هایده تا ابداع نشانگر ین ایا یول
هـا یکـی از QTL یـابیِ   مکـانی ، امـروزهیولکـمول یهـا  کینکتانواع مختلـف ر و ابداع یدو دهه اخ

بـر بررسـی رابطـه بـین  مبتنی QTLباشد. تجزیه   های اصلاحی گیاهان می  کارهای متداول در برنامه
های مورد اسـتفاده در تجزیـه   حال تفرق است. روشنوتیپی و ژنوتیپی در یک جمعیت در های ف  داده

QTLلاسیک یابی ک  ها به دو گروه مکانQTL شـوند، کـه روش  مـی میتقسـ ١یابی ارتباطی  و مکان
  گیرد.  بحث قرار می  مورد ٣اول در این فصل و روش دوم در فصل

های مصنوعی حاصل از تلاقی دو والد   تیشتر از جمعیکلاسیک، ب QTLدر روش تجزیه 
 ییناسـاوستگی ژنـی در حـداکثر مقـدار خـود اسـت بـرای شیناشی از پ تعادل عدمکه در آنها 

QTLترتیـب کـه ژنوتیـپ افـراد جمعیـت بـا اسـتفاده از نشـانگرهای  شود. بدین  ها استفاده می
های حاصل از ارزیابی فنوتیپی جمعیـت بـرای   بین والدین تعیین و ارتباط آنها با داده چندشکلِ 
گیـرد.   های آماری مناسـب مـورد بررسـی قـرار مـی  های فرضی با استفاده روشQTLشناسایی 

بندی افراد   عنوان متغیرهای موهومی برای گروه هر جایگاه نشانگری بهیپ افراد جمعیت در ژنوت
                                                                                                                    
1. Association mapping 
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گـردد.   بررسی می موردمطالعه صفت(های)ازنظر  های حاصل  جمعیت استفاده و تفاوت گروه
  دهد.  را نشان می QTLیابی   شمای مکان ٢-٣شکل

  هاQTLیابی  های مکان  روش  ٢-٣-١
ای   یـابی فاصـله  ، مکـان١نشـانگری تک عبارت از تجزیه QTLیابی  مکان سه روش متداول برای

 نشانگری که به تجزیـه است. تجزیه تک ٣)(CIM ای مرکب  یابی فاصله  و مکان ٢)(SIM ساده
هـا QTLتـرین روش شناسـایی نشـانگرهای پیوسـته بـا  ای نیـز معـروف اسـت، سـاده  نقطـه تک
هـای مجـزا تقسـیم و   اساس ژنوتیـپ نشـانگر بـه گـروهباشد. در این روش، افراد جمعیت بر   می

، تجزیه واریانس tهای آماری مانند آزمون   ها با استفاده از روش  اخنلاف میانگین فنوتیپی گروه
)ANOVAگیـرد. در آزمـون   ) و رگرسیون خطی مورد بررسی قرار مـیt  وANOVA  تفـاوت

 دهنـده  دار نشـان  ن، ضـریب رگرسـیون معنـیها و در تجزیه رگرسیو   دار بین میانگین گروه  معنی
 در رگرسـیون ).٢-۴شـکلدر حـوزه نشـانگر مـورد بررسـی اسـت ( QTLوجود حداقل یـک 

  نشــانگروســیله  شــده به ) بــرآوردی از میــزان تغییــرات فنــوتیپی تبیینR2ضــریب تبیــین ( خطــی،
  

                                                                                                                    
1. Single marker analysis    2. Simple interval mapping    3. Composite interval mapping 

.فرضي با استفاده از نشانگر همبارز F2جمعيت يك اي ارتفاع بوته دربر QTLيابي   شماي مكان    2- 3شكل
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گیرد، بنابراین   م میازای هر نشانگر یک تجزیه مستقل انجا هنشانگری ب تک تجزیه باشد. در  می
تـوان بـا انجـام   وجـود نقشـه پیوسـتگی مـی درصـورتنیازی به نقشـه پیوسـتگی نیسـت. ولـی 

را  QTLرا از فاصـله آن از نشـانگر تفکیـک و جایگـاه احتمـالی  QTLاثـر  ١پیمایی کروموزوم
عیب  انجام است. قابلتعیین کرد. این روش یک روش ساده بوده و با نرم افزارهای آماری پایه 

با فاصله آن از نشـانگر اسـت. یعنـی  QTLاختلاط اثر  ،ذکر شدکه  طوری به ،عمده این روش
 QTLی کــه در فاصــله دورتــر از نشــانگر قــرار دارد و اثــر  بــزرگ QTLتــوان بــین   نمــیاینکــه 

 شـده مربـوط توان اثر شناسـایی  براین، نمی علاوه تمایز قایل شد. ،به نشانگر نزدیک اثرِ   کوچک
  قرار دارد. موردآزمون را در حوزه نشانگر QTLیک از  بیشو یا  QTLک ی به

ساده، واحد آزمون حدفاصل دو نشانگر مجاور است، بنـابراین بـرای   ای  یابی فاصله  در مکان
نشـانگر در گـروه  mوجـود  درصـورتانجام این آزمون وجـود نقشـه پیوسـتگی الزامـی اسـت. 

نشـانگری،  تـک این روش نیـز ماننـد تجزیـهدر اهد شد. تجزیه مستقل انجام خو  m-1پیوستگی، 
احتمال  SIMوجود دارد. ولی در  QTLدر حد فاصل دو نشانگر فقط یک که  است اینفرض بر 

وجـود نداشـته باشـد)  موردآزمـون در ناحیـه واقعاً که  یدرصورت QTLخطای نوع اول (تشخیص 
                                                                                                                    
1. Chromosome walking 

  
  .(هاي) فرضيQTLپيوسته به گري براي دو نشانگر پيوسته و غيرنشان تك تجزيه  2-4شكل
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نشـانگری وقـوع یـک  تـک تجزیـه چـون در ،باشـد  نشـانگری کمتـر مـی تک مقایسه با تجزیهدر
و دو  QTLاور مضــاعف بــین   وقــوع کراســینگ SIMو در  QTLاور بــین نشــانگر و   کراســینگ

از تجزیـه رگرسـیون  SIMکننده آن برای خطای نوع اول لازم اسـت. بـرای انجـام  نشانگر احاطه
یـابی   هـای مکـان  شـود کـه در بیشـتر برنامـه  نمایی استفاده مـی  چندگانه و یا روش حداکثر درست

QTLپـلات  صـورت به ، روش دوم متداول است و نتیجـه حاصـلLOD شـود   نمـایش داده مـی
بـین دو  LOD). در این پلات، محور افقی نقشه پیوستگی و محـور عمـودی مقـدار ٢- ۵شکل(

ــی ــان م ــاور را نش ــانگر مج ــی  نش ــی معن ــد بحران ــد. ح ــه   ده ــولاً  QTLدار در تجزی ــز معم   نی
٣ LOD≥  پــذیری و نحــوه  ه در برخــی مطالعــات بســته بــه وراثــتشــود. البتــ  ه مــینظــر گرفتــدر

اسـت کـه حـد  ذکر لازم بـهباشـد.  ٣کمتـر از اسـت  ممکن LODگیری آن، حد بحرانـی  هانداز 
جایگشـت) تعیـین  ١٠٠٠معمـول  طور بـه( ١توان براساس آزمون جایگشت  را می LODداری   معنی

برابـر میـزان  LODای که میزان   در هر نقطه LODلات باشد. در پ  تر می  کرد که این روش علمی
خواهد بود. برای تعیین محل  QTLبحرانی یا بیشتر از آن باشد، آن ناحیه ژنومی جایگاه احتمالی 

های مورد استفاده امکـان انجـام   شده بین دو نشانگر مجاور، در اغلب برنامه شناسایی QTLدقیق 
ای از فاصله بین دو نشـانگر   مورگان وجود دارد و در هرنقطه  یسانت ١- ۵با پنجره  پیمایی کروموزوم

  باشد.  می QTLکه حداقل میانگین مربعات خطا حاصل گردد، آن نقطه جایگاه 
                                                                                                                    

1. Permutation test 

 
شده بـراي مقاومـت بـه فوزاريـوم سـنبله گنـدم در يابي  هاي مكانQTLبراي  LODپلات   2-5شكل

  .2DL و 3BSهاي   كروموزوم
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از نشـانگرها  یساده با انتخاب تعداد یا فاصله یابی انکب بسط روش مکمر  یا فاصله یابی انکم
رات اثرهای ییتغ کیکتف یتور براکوفاکعنوان  به موردآزمون QTLننده ک احاطه یبر نشانگرها علاوه
ابتـدا  SIMاست. در این روش ماننـد  موردنظر QTLوسته با یا ناپیوسته و یپ یهاQTLر یاز سا یناش

(های) فرضی با اسـتفاده از QTLعنوان واحد آزمون برای جستجوی  حد فاصل دو نشانگر مجاور به
یـه ز گیرد و سـپس تج  نمایی مورد بررسی قرار می رستون چندگانه و یا روش حداکثر دتجزیه رگرسی

  شود.  کواریانس با انتخاب نشانگرهای مناسب به روش رگرسیون چندگانه انجام می
عنوان کوفـاکتور  ، انتخاب تعداد کافی و مناسب نشانگرها بهCIMیکی از مراحل مهم در 

هـا QTLر یاز سـا یانس ناشیاهش وار کتور، هدف کوفاکعنوان  م نشانگر بهکباشد. تعداد   می
اهش کـز سـبب یـتور در مـدل نکوفـاکعنوان  اد نشانگر بـهیند. انتخاب تعداد ز ک ینم تأمینرا 

در دو مرحلـه انجـام کـار  این، QTL Cartographer افـزار قدرت آزمون خواهـد شـد. در نرم
از  یا مجموعـهگـام،  به ا گامیو  ی، نزولیون صعودیرد. در مرحله اول با استفاده از رگرسیگ یم

شـوند. در مرحلـه  یدهند، انتخـاب م یبا تغییرات صفت نشان م یدار یه رابطه معنکنشانگرها 
شــده و  یبنــد  گــروه موردآزمــون هیــبــا توجــه بــه فاصــله آنهــا از ناح یانتخــاب یدوم نشــانگرها

عمـده  یایـانس اشتباه گردند. از مزایاهش وار که سبب کرند یگ یدر مدل قرار م یینشانگرها
فاصــله مشــخص از ژنــوم،  کیــبــا انجــام آزمــون در که  اســت این SIMن روش نســبت بــه یــا

 شود و بـرآوردِ  یل میتبدبُعدی  یک یچندگانه به جستجو  یهاQTL یبرا یعدبُ چند یجستجو 
شـود. همچنـین بـا  یب انجـام میـق و بـدون ار یـدق صـورت به هـاQTL کتـ تـک محل و اثـر

 یابیـ انکـم یبرا یشتریورها) در آزمون، از اطلاعات ب(کوفاکت انتخابی ینشانگرهاکردن  وارد
عنوان  به QTLمرتبط با  یابد. استفاده از نشانگرهای یش میروش افزا یاستفاده شده و سودمند

  دهد. یش میافزا یادیمقدار ز  را به یابی انکتور در این مدل، دقت مکوفاک
 CIMن برخـی از معایـب کـرد بـرای برطـرف ١)(MIM ای چندگانه  یابی فاصله  روش مکان

مـورد  QTLهمزمان برای شناسایی چند  طور به شده است که در آن چند فاصله نشانگری ارائه
هــای QTLبــرای بــرازش تــوأم اثرهــای  MIMایــده اصــلی  ،واقــعگیــرد. در   اســتفاده قــرار می

 اختصاصی چندگانه و اثرهای اپیستازی آنها، برای تسهیل جستجو، آزمـون و بـرآورد موقعیـت،
                                                                                                                    

1. Multiple interval mapping 
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و  SIMهای   مقایسه با روشدر MIMباشد. روش   های چندگانه میQTLاثرها و اثرهای متقابل 
CIM باشـد. مـدل   تر می  بسیار قدرتمندتر و دقیـقMIM  مـدل کوکرهـام بـرای بررسـی برپایـه

برای برآورد پارامترهای ژنتیکی بنا شده است.  نمایی پارامترهای ژنتیکی و مدل حداکثر درست
یــابی   بــرای مکان ٢کــارلو مونتســازی  بــا تکیــه بــر شــبیه ١طالعــات نیــز از روش بیــزدر برخــی م

QTL.های چندگانه استفاده شده است  
  آنها با محیط اثرمتقابلها و QTLاثرهای اپیستازی و پلیوتروپیک  ٢-٣-٢

 .ه اسـتشـناخته شـد یخـوب بـه صـفات کمّـیکنتـرل در های ژنـی   اپیستازی بین مکان نقش
ایفا  صفات کمّیهای مختلف، نقش مهمی را در بیان   ها در مکان بین ژن اثرمتقابلاپیستازی یا 

هـای کلاسـیک اصـلاح نباتـات کـار  طریـق روشناسایی و برآورد اثـر اپیسـتازی از کند. ش می
برپایه  ها با استفاده از نشانگرهای مولکولیQTLهای برآورد اپیستازی بین   دشواری است. مدل

 دو بین دوبه اثرمتقابلهایی برای  مؤلفهچندگانه با  یونیرگرس های و مدل فهطر دو  تجزیه واریانس
  است. استوارنشانگرها 

، معمـولاً تعـداد زیـادی صفات کمّـی کننده های کنترل  یابی ژن  در مطالعات مربوط به مکان
هـای   گیرد و تجزیه ژنتیکی و تعیـین مکـان ژن گیری قرار می دازهصفت در یک جمعیت مورد ان

جداگانـه انجـام  صـورت به این صفات روی نقشه ژنتیکی معمولاً بـرای هـر صـفت کننده کنترل
شده برای صفات مختلف، جایگـاه  های شناساییQTLصفتی،  تک های  شود. گاهاً در تجزیه می

هایی ناشـی QTLیا از صفت کمّی  جفت یکهای ژنتیکی بین   ژنومی مشابهی دارند. همبستگی
هایی است که بـه فاصـله بسـیار QTLگذارد و یا ناشی از   و صفت تأثیر میشود که روی هر د می

اثـر پیوسـتگی ژنـی بـا  تفکیکِ  . در برخی موارد،اند  کمی از هم روی یک کروموزوم قرار گرفته
پلیوتروپی بسیار مشکل است. اگر همبستگی ژنتیکی بین دو صفت ناشی از پیوستگی ژنی باشد، 

شکسـتن یـک پیوسـتگی نـامطلوب مفیـد خواهـد بـود. امـا اگـر نشانگر برای  کمک به گزینش
جهت عکس باشـد، اسـتفاده از تروپیک باشد و تغییرات دو صفت در همبستگی ناشی از اثر پلیو 

QTLصـفت دیگـر مشـکل خواهـد بـود. بودن  نـامطلوب علت بـه های مطلوب برای یک صفت
  رسد. نظر می ژنی ضروری به یوتروپیک و پیوستگیتجزیه توأم همه صفات برای شناسایی اثر پل

                                                                                                                    
1. Bayesian approach      2. Monte Carlo simulation 
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هـای مختلـف   ) از ناپایداری ارزش یـک صـفت در محیطGEمحیط ( × ژنوتیپ اثرمتقابل
ژنوتیپ در محیط یک مشکل مهم و قدیمی در اصلاح نباتـات بـرای  اثرمتقابلشود.   ناشی می

بـین  سـتگیژنوتیپ با محیط باعث کـاهش همب اثرمتقابلباشد.  معرفی و تولید ارقام زراعی می
  هـای اخیـر  کنـد. موفقیت  هـا را مشـکل می نتیجـه انتخـاب ژنوتیپژنوتیپ و محیط شـده و در 

از سـطح ژنوتیـپ بـه سـطح ژن شـده اسـت.  GEها باعـث تمرکـز تجزیـه QTLیابی   در مکان
QTL بیـان آنهـا در اسـت  ممکنبـه شـرایط محـیط خاصـی حسـاس باشـند و اسـت  ممکنها
ــا کــاهش  محیط ــل،یابــد. در شــدیدترین نــوع  هــای مختلــف افــزایش ی   اســت ممکن اثرمتقاب

در  کـه حالیدر خاص نشان دهـد  QTLها، یک والد اثر مطلوبی در یک   در تعدادی از محیط
در  QTL اثرمتقابـلِ ها اثر نامطلوبی از خود نشـان دهنـد. بـرای بـرآورد   آللها همان   بقیه محیط

هسـتند  دائمـیهـای هموزیگـوت و   کـه جمعیـت DHو  RILهای   معمولاً از جمعیت ،محیط
  شود.  استفاده می

  هاQTL یابی انکدر م مؤثرعومل   ٢-٣-٣
) نـوع و ١(از :  انـد عبارتها ها مؤثر هستند که مهمترین آنQTL یابی انکدر م یعوامل متعدد
) طـول نقشـه ٣(ع آنهـا در ژنـوم، یـم و توز ک) نوع نشـانگر، تـرا٢(، موردمطالعه تیاندازه جمع

حـال در  یهاQTLر ی) اثر سا۴(نقشه پیوستگی،  یها روQTLن نشانگرها و یاصله بو ف یکیژنت
 درصـورته کـ یطـیمح ی) اثرهـا۶(، یآمـار یهـا آزمون ی) سـطح بحرانـ۵(تفرق در ژنـوم، 

صـفت در  یپیع فنـوتیـ) توز ٧(شـوند،  یش قـدرت آزمـون میباعث افزاشدن  و برآورد ییشناسا
 یآمـار یهـا ) روش٨(دهـد)،  یاهش مکـزمـون را ع نرمال قـدرت آیت (انحراف از توز یجمع

 یهـا ننـده صـفت و تعـداد ژنک نترلک یها ) تعداد ژن٩(ها، QTL یابی انکمورد استفاده در م
  صفت. یریپذ وراثت )١٠(و  ،نیحال تفرق در والددر 

باشـد. بـراین اسـاس   شـده توسـط آن مـی ی تبیـین، میزان تغییرات فنوتیپQTLمنظور از اثر 
 ذکر لازم بـه). ٢-۶شکلتقسیم کرد (٣ها  ژن  و پلی ٢اثر کوچک، ١اثر بزرگها را به QTLتوان   می

وجود ندارد و این بسـتگی بـه نحـوه کنتـرل  QTLبندی بین انواع زاست معیار خاصی برای مر 
                                                                                                                    

1. Major QTL 
2. Minor QTL 
3. Polygenes 
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 ٪١٠ بـا تبیـین فنـوتیپی QTLعنوان مثـال، بـرای عملکـرد دانـه، یـک  ژنتیکی صـفت دارد. بـه
محسوب گردد ولی بـرای صـفاتی ماننـد ارتفـاع بوتـه، چنـین  اثر بزرگ QTLیک است  ممکن
QTL شود. با این وجود،   نظر گرفته میدر  اثر کوچکیQTL و  ٪١۵هـای بـا اثرهـای فنـوتیپی

نظر گرفته شوند. مطالعات نشان داده است که در در  اثر بزرگد نتوان  بالا برای اغلب صفات می
های بزرگ، نـواحی ژنـومی چنـدین ژن QTLعنوان  هشده ب بیشتر موارد نواحی ژنومی شناسایی

  باشد.  با پیوستگی قوی می
تعداد مطلق برای نشانگرهای لازم جهـت یـک نقشـه ژنتیکـی وجـود نـدارد، زیـرا تعـداد 

یــابی   دارد. بـرای مکــان مــوردنظر هـای موجــود  نشـانگر بســتگی بــه تعـداد و طــول کرومــوزوم
 رسـد  می نظر بهنشانگر با توزیع یکنواخت کافی  ٢٠٠ تا ١٠٠ها، یک نقشه اولیه شامل QTLاولیه

بی در یـا برای مکـانکه  طوری به دارد. موردنظر این تعداد بستگی به اندازه ژنوم گونههرچندکه 
 هـای گـزینش  ها جهـت اسـتفاده در برنامـهQTLیابی دقیق  هایی با ژنوم بزرگتر و نیز مکان گونه
اسـت.  موردنیـاز تـری  های ژنتیکی اشباع  تر و نقشه، نشانگرهای بیش١)(MAS نشانگر کمک به

کـه  از نشـانگر بـا حـالتی ١٠ cMدر فاصـله  QTLکه قدرت شناسایی یک گزارش شده است 
 cMیا حتی  ٢٠برابر بود و این توانایی برای فاصله  دودی نشانگر وجود داشت عملاً تعداد نامح

  کاهش یافت. از نشانگر فقط اندکی ۵٠
                                                                                                                    
1. Marker assisted selection 

  
  موردمطالعه. ها براساس ميزان تبيين تغييرات فنوتيپي صفتQTLآرايش   2-6شكل
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  شده و استفاده از آنها یابی  های مکانQTL جیسناعتبار  ٢-٣-۴
که  اسـت اینهـا، QTLیـابی   های مصـنوعی بـرای مکـان  یکی از مشکلات استفاده از جمعیت

QTL هـای ژنتیکـی دیگـر نباشـد.   اسـتفاده در پایـه است قابل ممکنجمعیت شده در  شناسایی
و نشانگرهای پیوسته با آنها در  شده های شناساییQTLاستفاده شود قبل از   بنابراین، توصیه می

ی (مطالعـات تأییـدطریـق مطالعـات نشانگر، اعتبارسـنجی آنهـا از  کمک به های گزینش  برنامه
دیگر، باید جایگاه و  عبارت به های دیگر انجام گیرد.  و یا جمعیت   تکراردار) در همان جمعیت

هـا،   دقیـق آن تأییـدشـده و  هـای شناسـاییQTLیابی دقیـق   گردد. برای مکان تأییدها QTLاثر 
گزینـه  مـوردنظر هـایQTLمطلوب  آللحاصل از تلاقی برگشتی با والد دارنده NILجمعیت 

بـا  قـبلاً  اثر کوچـکهـای QTLمناسبی خواهد بود. با توجه به اینکه در بیشتر گیاهان زراعـی، 
ابراین در انــد، بنــ  هــای اصــلاحی تثبیــت شــده  پلاســم  هــای کلاســیک در ژرم  اســتفاده از روش

تواننـد راه مـؤثری بـرای بهبـود   های کوچک با اثرهای اپیسـتازی مـیMAS ،QTLهای   برنامه
  والد گیرنده باشند. در موردمطالعه صفت
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  ١یابی ارتباطی  مکان. ٣

  

  ٢پیوستگی تعادل عدم   ٣- ١
عدم وجـود جهـش، گـزینش و  درصورتدر یک جمعیت بزرگ با آمیزش یا تلاقی تصادفی، 

دیگـر تغییـر نخواهـد کـرد کـه در هـای ژنـی و ژنـوتیپی از نسـلی بـه نسـل   یمهاجرت، فراوانـ
الذکر، پیوسـتگی و یـا   عوامل فوق بر علاوهخواهد بود.  ٣واینبرگ-صورت در تعادل هاردی این

ها یـا   آللتصادفی بین گردد. ارتباط غیر  تعادل عدمباعث تواند   های ژنی نیز می  ارتباط بین مکان
 تعادل عـدم ،آنهـابودن  پیوسـتها غیر یـاز پیوسـته و  نظر صـرفنـی را ها در دو یا چند مکان ژ   ژن

هـای مصـنوعی،   گوینـد. در جمعیـت ۴تیفـاز گـام تعادل عـدمتر   صحیح عبارت به پیوستگی یا
تواند از   تعادل می های طبیعی عدم  تعادل فقط ناشی از پیوستگی ژنی است ولی در جمعیت عدم

ازه جمعیـت کوچـک و نیـز عواملی مانند جهش، مهاجرت، گزینش، تلاقی غیرتصادفی، انـد
  های مختلف باشد.  ها در مکان  آللتصادفی بین ارتباط غیر 

اسـت. اگرچـه ایـن دو  کننـده پیوستگی اغلـب گمراه تعادل عدمپیوستگی و دو اصطلاح 
دو وجود  توجهی نیز بین این قابلاصطلاح ارتباط نزدیکی با یکدیگر دارند، با این وجود تفاوت 

نزدیکـی فیزیکـی  علت بـه های ژنی اسـت کـه  دارد. منظور از پیوستگی توارث همبسته جایگاه
معنی  پیوسـتگی بـه تعادل عـدم کـه حالیافتد، در   کروموزوم اتفاق می یک ها در  ها یا جایگاه  ژن

هـای مختلـف در یـک جمعیـت اسـت.   هـا در مکـان  آللتصادفی یا همبستگی بین ارتباط غیر 
شـود.   می پیوسـتگی تعادل عـدم) باعث ایجـاد سـطح بـالایی از آللپیوستگی زیاد بین دو ژن (

                                                                                                                    
1. Association mapping 3. Hardy-Wienberg 
2. Linkage disequilibrium 4. Gametic phase disequilibrium 
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طی زمـان ایـن دو دلیل آنکه در  دیگر اتفاق افتند، بهنزدیکی یک جهش درعنوان مثال، اگر دو  به
دلیل احتمـال نـوترکیبی پـایین بـین  ند و بهشو  میانشی مشابهی دستخوش نیروهای گزینشی و ر 

  تعادل پیوستگی بین این دو وجود خواهد داشت. ها، سطح بالایی از همبستگی و عدمآن
شـوند   گی بین دو مکان استفاده مـیتعادل پیوست میزان عدمهای متعددی برای برآورد   آماره
تعـادل پیوسـتگی بـا  باشـند. در بـرآورد میـزان عـدم  می 'Dو  r2های   ترین آنها، آماره  که متداول

 بـر علاوه، r2شـود، ولـی در آمـاره   نظـر گرفتـه مـی، فقط وقایع نوترکیبی در 'Dاستفاده از آماره 
میـزان  گیـرد.  قـرار مـی مـدنظرنیـز  نیروی تکاملی حاصل از نوترکیبی، وقایع حاصل از جهش

دهنـده ارتبـاط کامـل بـین  صفر و یک متغیر است. عـدد یـک نشـانپیوستگی بین  تعادل عدم
اسـتقلال  ،عبـارت دیگـر بهیا وجود ارتباط بین آنها  در دو مکان و عدد صفر نشانگر عدمها   آلل

ا اسـتفاده از ایـن دو آمـاره تعادل پیوستگی را ب م، برآورد میزان عد٣-١شکلباشد.   دو مکان می
 دهد.  در سه حالت مختلف نشان می

 تعادل عـدمکامل است و برآورد میـزان SNPدر دو جایگاه  آلل، ارتباط (A)در حالت اول 
واره سـمت راسـت مشـخص   کـه در درخـت یطور به باشد.  با استفاده از هر دو آماره، یک می

د که جهش همزمان در هر دو جایگاه اتفاق پیوستگی مطلق زمانی خواهد بو  تعادل عدماست، 
ی در جمعیت وجود آللتنها دو نوع ترکیب  صورت، در اینافتاده و بین آنها نوترکیبی رخ ندهد. 

مقـدار  ،بنـابراین .خواهد داشت و تأثیر جهش و نـوترکیبی بـرای هـر دو جایگـاه مشـابه اسـت
  یک خواهد بود. عددی هر دو آماره برابرِ 

یگر همبسـته نیسـتند و شـواهدی کامل با یکـد طور به رات در دو جایگاه، تغییBدر حالت 
دهد   نیست. چنین حالتی هنگامی رخ می دردسترسبر وجود نوترکیبی بین این دو جایگاه  مبنی

در یک فـرد، در یـک است  ممکنهمزمان رخ ندهد، بنابراین  طور به که جهش در دو جایگاه
از  نظر صـرفاز نـوع وحشـی باشـد.  آلـلایگـاه دیگـر جایگاه جهش اتفاق بیافتد، ولـی در ج

نی مشابه یکدیگر تفاوت در وقوع جهش در دو جایگاه، نیروی نوترکیبی برای هر دو جایگاه ژ 
 'Dو  r2پیوستگی با استفاده از دو آماره  تعادل عدمچنین شرایط، برآورد میزان کند. در   عمل می
، بـرآوردی بـالا 'Dرسـد کـه بـرآورد حاصـل از   مـی نظر بـهاز یکدیگر متفاوت است.  ،متفاوت

  کامل ندارد. تعادل عدمباشد و تفاوتی با   می
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هاي مختلف ارتباط بين دو جايگـاه و مقايسـه برآوردهـاي      پيوستگي در حالت تعادل عدم  3-1شكل

 .D'و  r2دو آماره 

  

افتد که   ق میحالت تعادل پیوستگی قرار دارند. این زمانی اتفا، دو مکان در Cبرای حالت 
کامـل بـین  اور  کراسـینگپیوستگی،  درصورتفیزیکی پیوسته نیستند و یا ازنظر  دو جایگاه یا
وستگی بین دو جایگاه با اسـتفاده تعادل پی دهد. درچنین شرایطی، برآورد میزان عدم  آنها رخ می

  از هر دو آماره صفر خواهد بود.
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ها را در دو   آللهمزمان  صورت به ،هشنشان داده شده است، ج ٣-١شکلدر  که یطور به
شـود، امـا نـوترکیبی بعـد از   ایجـاد مـی Aی مشابه حالت آللدهد و دو ترکیب   جایگاه تغییر می

ممکـن  یِ آللـنتیجه هر چهار ترکیـب ی دیگر شده و در آللجاد دو ترکیب باعث ای ،جهش وقوعِ 
  گردد.  در جمعیت پدیدار می

ها، قدرت بـرآورد هـر دو آمـاره   آللو یا فراوانی پایین  اندازه نمونهبودن  کوچک درصورت
گیـرد،   بیشتر تحت تأثیر این عوامل قـرار می r2نسبت به  'Dیابد. با این وجود، آماره   کاهش می

 درصـورتیابـد (حتـی   ی در ایـن شـرایط کـاهش میآللـیافتن همه چهار ترکیـب  زیرا احتمالِ 
یابی ارتبـاطی، آمـاره   شده فوق در مطالعات مکانلایل ذکر ی). به د های ژن  جایگاهبودن  ناپیوسته

r2  نسبت بهD' شود.  ترجیح داده می  
وجود  درصورتیابی ارتباطی دارد.   کاربرد مهمی در مطالعات مکان ،پیوستگی تعادلِ  عدم

تـوان   کننده یک صـفت خـاص می  های کنترل  پیوستگی بین نشانگر مولکولی و ژن تعادل عدم
اسـتفاده کـرد.  یبهنـژادهای   صفت را تعیـین کـرد و از آن در برنامـه -دار نشانگر  نیارتباط مع

تعادل پیوستگی بین نشانگر و صفت از اهمیّـت  یابی ارتباطی تعیین میزان عدم  بنابراین، در مکان
  خاصی برخوردار است.

ر سـطح پیوستگی در بسیاری از گیاهان چه در سطح ژن و چـه د تعادل عدمامروزه مطالعه 
  ). این مطالعات شامل موارد زیر است:٣-١ جدولکل ژنوم صورت گرفته است (

  های مختلف ژنوم   های متفاوت و یا قسمت  پیوستگی در ژنوم گونه تعادل عدمتخمین میزان
  یک گونه،

 ،(ساختار هاپلوتیپ) میزان تنوع نوکلئوتید 

 پیوستگی تعادل عدمشدن) بر  ارزیابی تأثیر گزینش (اهلی،  
 صفت. -شناسایی ارتباط نشانگر 

  ارتباطی یابی  مکان    ٣- ٢
کمّی وجـود صفات  ویژه بهساختار ژنتیکی صفات مهم و دررابطه با اطلاعات کمی هرچندکه 

هـای مختلـف ژنومیـک، امکـان تعیـین دقیـق اسـاس   حال حاضـر روشدارد، با این وجود، در 
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صلی برای مطالعه ارتباط ژنوتیـپ ژنتیکی صفات کمّی را فراهم کرده است. دو روش ژنتیک ا
صــفات کمّــی  کننــده هــای ژنــی کنترل  یــابی مکــان  و فنوتیــپ، روش کلاســیک مکــان

(QTL mapping) باشند.  یابی ارتباطی می  و مکان  
های مصـنوعی حاصـل از تلاقـی دو یـا   براساس استفاده از جمعیت QTLیابی   روش مکان

باشـد. در یـک   نـوتیپی میی نشـانگر بـا مشـاهدات فهـا  آللچند والد و بررسی تفرق همزمـان 
تعـادل پیوسـتگی بـین  فرصت کم برای نوترکیبی، عدم علت به ،دووالدی حال تفرقِ در  جمعیتِ 
 کننـده هـای کنترل  نشانگرهای با فاصـله بیشـتر بـا ژناست  ممکنباشد و حتی   ها بالا می  مکان
 طور بـه نشان دهنـد. اگرچـه ایـن روش با تغییرات فنوتیپی صفت تفرق همزمان موردنظر صفت
ها مـورد اسـتفاده   ها برای صفات متعددی و در بسیاری از گونهQTLآمیز در شناسایی  موفقیت

اسـت  ممکن، QTLعنوان یـک  شـده بـه با توجه به اینکه ناحیه شناسایی قرار گرفته است، ولی
هـای QTLین شناسـایی فیزیکی بسیار بـزرگ بـوده و و شـامل چنـدین ژن باشـد، بنـابرا ازنظر

 هاي مختلف گياهي  پيوستگي در گونه تعادل عدم   3-1جدول

 گياه يمثل توليدسيستم  پيوستگي تعادل عدمدامنه 

 ذرت  دگرگشن (kb) كيلوباز 7-5/0

 جو خودگشن مورگان  سانتي 20-10

 گندم تتراپلوئيد خودگشن مورگان  سانتي 20-10

 برنج خودگشن (kb) كيلوباز 100

 سورگوم خودگشن (kb) كيلوباز ≥10مورگان يا   سانتي >4

 نيشكر جنسيدگرگشن/ تكثير غير مورگان  سانتي 10

 آرابيدوپسيس خودگشن (kb) كيلوباز 250

 سويا خودگشن (kb) كيلوباز <50

 چغندرقند دگرگشن مورگان  سانتي >3

 زميني سيب خودگشن  مورگان  سانتي 1-3/0

 كاهو خودگشن (kb) كيلوباز ~200

 انگور جنسيتكثير غير (bp) باز   جفت 500

 كاج نروژي دگرگشن (bp) باز   جفت ~200-100

 كاج استخري دگرگشن (bp) باز   جفت 150-100

 كاج استخري دگرگشن (bp) باز   جفت ~1500
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هـای مصـنوعی مناسـب   تولید جمعیت. ازطرفی، سازد  ب را با مشکل مواجه میکاندیدای مناس
های   ) که ازطریق تلاقیRILsنوترکیب ( آمیخته خویشهای   ها مانند لاینQTLیابی   برای مکان

ود یکی دیگر از بر بوده و این نیز خشوند، زمان  خودباروری ایجاد می شده و چندین نسلِ  کنترل
  باشد.  های استفاده از این روش می  محدودیت
یابی ارتباطی یک روش مکمل و کارا جهت شناسایی ارتباطات بین تنوع نشانگری و   مکان

 طور بـه باشـد کـه  هـای کنتـرل آن می  شناسایی جایگاه ژنومی ژن درجهتتغییرات یک صفت 
بـزرگ  هـای درحـال تفـرقِ   نها ایجـاد جمعیتکه در آ ای در ژنتیک انسانی و جانوری  گسترده

کاربرد آن در ژنتیک گیاهی نیز گسترش  و درحال حاضر شود  باشد، استفاده می  ممکن میغیر
جمله افـزایش از  QTLیابی  یافته است. این روش دارای مزایایی نسبت به روش کلاسیک مکان

باشد. با توجه بـه   ی میآللشش پلاسم طبیعی و افزایش پو   ، استفاده از ژرمQTLوضوح جایگاه 
یـابی ارتبـاطی طـی سـالیان متعـدد از جـد یـا   های طبیعی مورد استفاده در مکان  اینکه جمعیت

هـای   طی تکامل آنهـا، پیوسـتگیوقوع نوترکیبی زیاد در  علت به اند و  اجداد مشترک منشأ گرفته
پیوسـتگی درون ژنـوم  تعادل عـدمهـای   ها در بلوک  ها شکسته شده و ارتباط ژن  ضعیف بین ژن
شـده در  هـای انجام  یـابی از کلیـه نـوترکیبی  بنـابراین، در ایـن روش مکـان ،باشد  بسیار قوی می

شـود. ولـی در روش   طول تاریخچـه تکـاملی گیـاه اسـتفاده مـیهای میوزی رخ داده در   چرخه
افتـد   مینسـل اتفـاق  ۶-٧هـای محـدود طـی حـداکثر   یـابی فقـط نـوترکیبی  کلاسیک مکـان

هـای   تر از جمعیت  ریعهـا بسـیار سـ  تعادل پیوستگی در این جمعیت ). بنابراین، عدم٣-٢شکل(
تعادل پیوستگی  همچنین ساختار یک جمعیت که منجربه افزایش عدم رود.  بین میمصنوعی از

ن در مطالعات ژنتیکی، برای توضیح روابط بین افـراد درو  شود و  پیوسته میبین نشانگرهای غیر 
روابـط تکـاملی افـراد در یـک دررابطـه بـا اندازی را  شود و چشم  ها استفاده می  و بین جمعیت
بـه افـزایش  نظـر گرفتـه نشـده ویـابی در   های مصنوعی مکـان  کند، در جمعیت  جمعیت باز می

 .شـود  شـود، منجـر مـی  ی میآللبرآوردهای اثرات  احتمال اشتباه نوع اول که خود باعث اریبیِ 
همبسـتگی کمتـر بـین  علت بـه هـا،  گـرفتن سـاختار جمعیـت در ایـن جمعیـت وه نادیدهعلا به

پیوستگی است، باعث کاهش قـدرت آمـاری  تعادل عدمها که ناشی از کاهش   نشانگرها و ژن
گرفتن سـاختار جمعیـت در مطالعـات نظر بنابراین در . شود  (افزایش احتمال اشتباه نوع دوم) می
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هـا   هـایی کـه بـین جمعیـت  های کمیاب در مکان  منظور شناسایی واریانت یابی ارتباطی به  مکان
  باشد.  اند، مهم می  ها تثبیت شده  شایعی درون زیرجمعیت طور به متغیر هستند، ولی

معـادل مـورد  صورت به پیوستگی در برخی موارد تعادل عدمیابی ارتباطی و   اصطلاح مکان
یابی ارتبـاطی، هـدف تعیـین ارتبـاط بـین   است که در مکان رذک لازم بهگیرند.   استفاده قرار می

تعادل پیوستگی به ارتباط  عدمیک صفت کمّی است، ولی  کننده های کنترل  یک نشانگر و ژن
باطی یابی ارت  شود. موفقیّت مکان  ها در دو یا چند مکان ژنی اطلاق می  ها یا ژن  آللتصادفی غیر 

  کننده صفت کمّی دارد.  های کنترل  آللبین نشانگرها و  تعادل عدممیزان وجود  بستگی به
باشـد، کـه در آن از  ١یـابی در سراسـر ژنـوم  مکان صورت است به ممکنیابی ارتباطی   مکان

چندشکلی موجود در سراسر ژنوم در افراد جمعیت برای تعیین نواحی ژنومی مرتبط با تغییرات 
،   شـود. در ایـن روش  ربوطـه اسـتفاده مـیهای مQTLفنوتیپی یک صفت کمّی برای شناسایی 

بـرای  ٢ )(NGSیـابی نسـل جدیـد   هـای تـوالی  ابتدا کل ژنوم افراد جمعیت با اسـتفاده از روش
ها در سراسـر SNPیابی و سپس ارتباط   توالی (SNP)نوکلئوتیدی  تک های  شناسایی چندشکلی

گـردد.   با تغییرات صفت بررسی می های مرتبطSNPهای فنوتیپی افراد برای تعیین   ژنوم با داده
است که در آن هدف تعیین رابطه چندشـکلی  ٣های کاندیدا  یابی ارتباطی ژن  روش دوم، مکان

شود در تعیین تنوع فنـوتیپی صـفتی   هایی که فرض می  (های) کاندیدا ( ژن  موجود در داخل ژن
                                                                                                                    
1. Genome-wide association mapping 
2. Next generation sequencing 
3. Candidate-gene association mapping 

  .(ب) يابي ارتباطي با جمعيت طبيعي  مكان )،الف( دووالدييابي با جمعيت   مقايسه مكان   3-2شكل
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ترتیـب کـه  بـدین). ٣-٣شـکل(باشـد   می مدنظرخاص نقش دارند) با تغییرات فنوتیپی صفت 
ی از آن شناسـایی و سـپس ارتبـاط های درون ژن با استفاده از توالی کامـل یـا بخشـSNPابتدا 

گـردد   های آماری خـاص تعیـین مـی  ها با تغییرات فنوتیپی صفت براساس مدلSNPکدام از هر 
  ).٣-٣شکل(

نی و بـرای شناسـایی نشـانگرهای بـار در ژنتیـک انسـا یابی ارتباطی برای اولـین  روش مکان
هـای   گرفت، اما در سـالهای ژنتیکی مورد استفاده قرار   مرتبط با صفات مندلی مانند ناهنجاری

هـا، کـاربرد آن در QTLیـابی   مقایسه با روش کلاسـیک مکـانمزایای زیاد آن در علت به اخیر
  ).٣-٢گیاهان نیز رو به افزایش است (جدولیابی ژنی   مطالعات مکان

 یابی ارتباطی  مراحل انجام تجزیه/مکان  ٣-٢-١

 پلاسم،  گزینش ژرم 

 پلاسم،  تجزیه ژنتیکی ژرم 

  پلاسم،  ژرم فنوتیپیتجزیه 

 ٣-۴شکلسنجی آنها (اعتبار های کاندیدا و   تجزیه ارتباطی و شناسایی ژن.( 

اسـاسهـاي كانديـدا بر    هـاي كانديـدا (در ايـن روش ژن     يابي ارتباطي ژن  هاي مكان  روش  3-3شكل
شوند و  يابي پيوستگي انتخاب مي  اطلاعات حاصل از جهش ژن، تجزيه مسير بيوشيميايي و يا مكان

يابي  روند) و مكان  مي كار به موردنظر فتنشانگرهاي تصادفي براي بررسي رابطه ژنتيكي ژن با ص
كه تعداد يطور به ارتباطي كل ژنوم (روشي جامع براي ارزيابي تنوع ژنتيكي موجود در ژنوم است.

گيرد و نيـازي بـه اطلاعـات  صفت مورد استفاده قرار مي-زيادي نشانگر براي تعيين ارتباط نشانگر
  هاي كانديدا ندارد).  اوليه درباره ژن

 یپیژنوت یابیارز پلاسم ژرم

 مسطح ژنو یها یچندشکل
) Q( تیساختار جمع

 )K( ینسب یشاوندیخو
 )G( دیکاند یها یچندشکل

 )Y( یپیفنوت یابیارز
  یارتباط هیتجز

)Y = G + Q/K +E( 

 سکن در سطح ژنوما دیکاند یها ژن نهیزم پس ینشانگرها
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  يابي ارتباطي در گياهان مختلف  برخي مطالعات مكان   3-2جدول

 صفات
تعداد 
اندازه نمونه نشانگر  گونه گياهي جمعيت

 هاي اينبرد متنوع  لاين 92 141 زمان گلدهي

 ذرت

 هاي اينبرد اليت  لاين 71 55 زمان گلدهي

375+275 55 زمان گلدهي  هاي بومي  هاي اينبرد متنوع و توده  لاين

 هاي اينبرد متنوع  لاين 95 192 زمان گلدهي

 هاي اينبرد متنوع  لاين 102 47 تركيبات دانه و خصوصيات خميري نشاسته

 هاي اينبرد متنوع  لاين Maysin 141 86ساخت 

 هاي اينبرد اليت  لاين 75  رنگ دانه

 هاي اينبرد متنوع  لاين 57  طعم مطبوع

8950 اسيد ميزان اولئيك  هاي اينبرد اليت  لاين 553
 هاي اينبرد متنوع  لاين 282 553 ميزان كارتنوئيد 

 هاي متنوع  اكوتيپ 95 104 زمان گلدهي

2553 مقاومت به بيماري و زمان گلدهيآرابيدوپسيس  هاي متنوع  اكوتيپ 95

 هاي متنوع  اكوتيپ 96  هاي هوايي  انشعابات اندام

Community resource report 47 377 سورگوم هاي اينبرد متنوع  لاين 

 گندم ارقام متنوع 95 95 اندازه دانه و كيفيت آسياب شدن

تعداد روز تا گلدهي، بيماري زنگ، ويروس
 كوتولگي زرد و اندازه لوديكول

 جو ارقام متنوع 148 139

 زميني سيب ارقام متنوع Late blight 49 123مقاومت به 

Glutinous phenotype  105 ارقام بومي 

 ارقام بومي 577 577 كيفيت نشاسته برنج

 هاي متنوع  نمونه 103 123 عملكرد و اجزاي عملكرد

Wood specific gravity, late wood 21 32 جمعيت طبيعي و بدون ساختار 
Pinustaeda

 ها  لاين 435 288 زاويه ميكروفيبريل و محتويات سلولز

2209 مقاومت به بيماري  نيشكر هاي متنوع  كلون 154

 اكاليپتوس جمعيت طبيعي و بدون ساختار 290 35 زاويه ميكروفيبريل

علف چاودار  پلاسم طبيعي  ژرم 26 589 زمان گلدهي
 پلاسم طبيعي  ژرم 96 506 زمان گلدهي و ميزان قند محلول در آب چندساله
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  يابي ارتباطي.  مراحل مختلف انجام تجزيه/مكان  3-4شكل

  

اسـت  TASSELافـزار  ده جهت انجام تجزیه ارتباطی، نرمافزارهای مورد استفا  نرمیکی از 
انجـام  ٢و یـا مـدل خطـی مخلـوط ١با استفاده از مدل خطی عمـومی که در آن تجزیه ارتباطی

صـفت اسـتفاده شـود، فقـط  -شود. اگر مدل خطی عمـومی بـرای تعیـین ارتبـاط نشـانگر  می
شــود و روابــط   جمعیــت اســت، در محاسـبات وارد مــیدهنـده ســاختار   کــه نشــان Qمـاتریس 

ارتباطی با مدل خطی مخلوط نیازمنـد    یابی  شود. مکان  نظر گرفته نمیر خویشاوندی بین افراد د
دهنده روابط خویشاوندی بین افراد جمعیت) است که بـا اسـتفاده از    (نشان Kمحاسبه ماتریس

همـراه  صـفت بـه -و سپس ارتباط بین نشـانگرگیرد   میافزار انجام   های ژنوتیپی در این نرم  داده
افزارهـای مختلفـی   شود. امروزه برای تجزیه ارتبـاطی از نـرم  احتمال اشتباه نوع اول محاسبه می

  .ارائه شده است ٣-٣ جدولین آنها در مهمتر شود که برخی از   استفاده می

                                                                                                                    
1. Generalized Linear Model (GLM)     2. Mixed Linear Model (MLM) 

  
پلاسم انتخاب ژرم

  

ارزيابي فنوتيپي

 

  
ارزيابي فنوتيپي

  
 تجربه ارتباطي

 فنوتيپ

 ژنوتيپ

  يو اعتبارسنج ييشناسا
 دايكاند يها ژن
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  يابي ارتباطي  تجزيه/مكان افزاري متداول مورد استفاده در  هاي نرم  بسته  3-3جدول
  ملاحظات  سايت وب  زمينه مطالعاتي  افزاري  بسته نرم

TASSEL تجزيه ارتباطي  www.maizegenetics.net 
 تعادل عدمرايگان، تجزيه 

  پيوستگي و تجريه ارتباطي

STRUCTURE  ساختار جمعيت  pritch.bsd.uchicago.edu/struct
ure.html رايگان، تجزيه ساختار جمعيت  

SPAGeDi   روابط
  خويشاوندي

www.ulb.ac.be/sciences/ecoev
ol/spagedi.html 

رايگان، تجزيه روابط 
  خويشاوندي

EINGENSTRAT  
تجزيه به 

هاي اصلي   مؤلفه
  و تجزيه ارتباطي

http://genepath.med.harvard.ed
u/~reich/Software.htm  

هاي   رايگان، تجزيه به مؤلفه
اصلي براي تعيين ساختار 

  جمعيت

SAS  عمومي  www.sas.com  افزاري متداول براي   رايگان، نرم
  هاي آماري  تجزيه

R  عمومي  www.r-project.org/  
افزاري مناسب براي   رايگان، نرم

سازي و افراد   مطالعات شبيه
  نويسي  آشنا به برنامه

MTDFREM  مدل خطي  http://aipl.arsusda.gov/curtvt/
mtdfreml.html  

رايگان، تجزيه مدل مخلوط و 
 يبهنژادهاي   كاربردي در برنامه
  گياهان و جانوران

ASREML  مدل خطي  www.vsni.co.uk/products/asreml  
رايگان، تجزيه مدل مخلوط و 

 يبهنژادهاي   كاربردي در برنامه
  گياهان و جانوران
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  ١ )MAS( نشانگر کمک به گزینش .۴

  مقدمه    ۴- ١
هـای طبیعـی و یـا   های مطلـوب از جمعیـت    های اصلاح گیاهان براساس گزینش ژنوتیپ  روش

باشـد. بنـابراین، گـزینش دقیـق نتـاجی بـا   مـی مـدنظرحال تفرق حاصـل از تلاقـی والـدین در 
توانـد تولیـد ارقـام جدیـد را تسـریع کنـد. در   ای والـدینی مـیهـ  ی مناسـب ژنآللـهای   ترکیب
ان اغلب با گـزینش والـدینی بـا صـفات دلخـواه بهنژادگر های کلاسیک اصلاح نباتات،   روش

هـای زیسـتی و غیرزیسـتی، تلاقـی آنهـا و گـزینش نتـاجی بـا   مانند عملکرد، مقاومت بـه تـنش
کنـد. اگرچـه بیشـتر ارقـام گیـاهی موجـود   خصوصیات مطلوب، ارقام جدید گیاهی را تولید می

 ١٠- ١۵باشند ولی این در این روش تولید یک رقم تجاری حـدود   نتیجه چنین فرایند اصلاحی می
کشد، بنابراین، تسریع این فرایند و بهبود کارایی گزینش کمک بزرگـی بـه تولیـد   سال طول می

هـای اخیـر و وجـود   مولکولی در دههارقام جدید خواهد کرد. ابداع و توسعه انواع نشانگرهای 
صـفات کمّـی  کننـده هـای کنترل  یابی ژنی و شناسایی جایگاه ژنومی ژن  های مکان  انواع روش

های ژنی مطلوب را با   هایی با بلوک  نشانگرهای پیوسته با آنها، امکان شناسایی ژنوتیپ کمک به
ری استفاده از نشـانگرها بـرای شناسـایی تر فراهم کرده است. فناو   کارایی بالا و در زمان کوتاه

 های مطلوب و یا بازیابی ژنـوم والـدین در نتـاج حاصـل از تلاقـی، گـزینش  هایی با ژن  ژنوتیپ
  شود.  نامیده می (MAS)نشانگر  کمک به

جـای  الگـوی ژنـوتیپی (نشـانگری) آنهـا بـهنشانگر، گزینش افـراد براسـاس  کمک به گزینش
کاهش زمان گـزینش،  بر علاوهباشد که   فنوتیپی (گزینش فنوتیپی) می گزینش با استفاده از صفات

  رود:  کار می کلی در موارد زیر بهطور  به MASدهد. اصطلاح   دقت گزینش را نیز افزایش می
                                                                                                                    
1. Marker assisted selection 
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 هـای برگشـتی از یـک ژنوتیـپ (والـد   طریـق تلاقـینشـانگر(ها) از  کمک بـه انتقال صفت
ه) با حفـظ پایـه ژنتیکـی والـد گیرنـده. در ایـن ژنوتیپ دیگر (والد گیرندیک  به بخشنده)

شـود از دو گـروه نشـانگر   نامیـده مـی ١ (MAB)نشانگر  کمک به برگشتی یروش که تلاق
طـی ل آن در بـرای غربـا موردنظر گردد. اینها شامل نشانگر(های) پیوسته با ژن  استفاده می

 ۴تـا  ٣م والـد گیرنـده طـی هایی برای بازیابی سریع ژنو   های تلاقی برگشتی و نشانگر  نسل
  باشند.  تلاقی برگشتی می

 حـال تفـرق طبیعـی یـا مصـنوعی حاصـل از تلاقـی بـرای شناسـایی های در   غربال جمعیت
 هایی با ترکیبات ژنی مطلوب.  ژنوتیپ

 ها یا   ژن ٢کردن هرمیQTLهای مقاومت به بیماری و یا   ها، جهت تجمیع ژنQTL های از
 ژنتیکی.چندین ژنوتیپ در یک پایه 

 نشانگر  کمک به ای  گزینش دوره(MARS)های خاص   در چندین نسل حاصل از تلاقی ٣
  برای افزایش پیشرفت ژنتیکی.

  گزینش براساس شاخص ترکیبی مولکولی و فنوتیپی. در این روش گزینش افـراد براسـاس
  گیرد.  ترکیب خصوصیات ژنوتیپی و فنوتیپی صورت می

  دهد.  انگر را نشان مینش کمک به شمای گزینش ۴-١شکل

  نشانگر کمک به گزینش مزایای    ۴- ٢
  شرح زیر است: گزینش فنوتیپی دارای مزایایی به مقایسه بانشانگر در کمک به گزینش

 کردن  ای و جایگزین  دلیل امکان ارزیابی در مرحله گیاهچه و هزینه به جویی در زمان  صرفه
 .ای  های مزرعه  آزمایش

 طی بر فرایند گزینشعدم تأثیر شرایط محی. 

  عدم  علت به مغلوب در افراد هتروزیگوت که در گزینش فنوتیپی آللامکان گزینش برای
  .باشد  پذیر نمی غالب امکان آللدر حضور  آللاین  بروز

 ها یا   کردن ژن میهرQTLها.  
                                                                                                                    
1. Marker assisted backcrossing 
2. Pyrimiding 
3. Marker assisted recurrent selection 
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 الـد هـای نـامطلوب از و   و جلـوگیری از انتقـال ژن ١های ژنـی نـامطلوب  شکستن پیوستگی
 .بخشنده

 پذیری پایین گزینش صفاتی با وراثت. 

 اثرهـای محیطـی  علت بـه ای  هـای مزرعـه  اعتمـاد در آزمـایش قابـلهای غیر   حذف ارزیابی
  .کنترل قابلغیر 

 هـای   پـذیر نیسـت (ماننـد محـدودیت بی فنوتیپی آنها امکانآزمون صفات خاصی که ارزیا
 شوند).  ها می  زای خارجی برای غربال ژنوتیپ  ای که مانع استفاده عوامل بیماری  قرنطینه

 هـای تلاقـی   طـی نسـلهـا) در   های نهفتـه در افـراد حامـل (هتروزیگـوت  گزینش برای ژن
 .برگشتی

 کردن هتروزیسکثر گزینش ترکیبات والدینی مطلوب برای حدا. 

                                                                                                                    
1. Linkage drag 

  .نشانگر كمك به شماي گزينش  4-1شكل

 يوررخودبا

  F2بزرگ  تيجمع ديتول
  F2 تياز افراد جمع DNAاستخراج 

  با استفاده از نشانگر موردمطالعه ت،يافراد جمع يپيژنوت يابيارز

  با استفاده از نشانگر موردمطالعه ت،يافراد جمع ينوار يالگو

  افراد مطلوب خواهد شد نشيگز يهااريمع ريبا سا ينشانگر هيتجز جينتا بيترك

با آلل  يها نيلا ييشناسا
 يمطلوب نشانگر (با الگو

) و ‘R’ والد مقاوم ينوار
 يبا الگو ييها نيحذف لا

) و sوالد حساس ( ينوار
  گوتيهتروز
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  نشانگر کمک به گزینش معایب    ۴- ٣
هـای اصـلاحی   رد اسـتفاده در برنامـههـای مـو   نشانگر نیز مانند اغلـب روش کمک به گزینش
  از: اند عبارتهایی باشد که مهمترین آنها   دارای یکسری کاستیاست  ممکن

 های اولیه لازم برای ایجاد زیرساخت، طراحی و سـنتز آغـازگر   هزینه علت به برای برخی صفات
  اقتصادی نداشته باشد. ههای کلاسیک اصلاحی صرف  نسبت روش MAS ممکن است …و
 اسـتفاده در  اسـت قابـل ممکنشانگرهای پیوسـته بـا ژن(هـای) خـاص در یـک جمعیـت ن

 های دیگر نباشند.  جمعیت

  اگر فاصله نشانگر از ژن یاQTL نـوترکیبی بـین ژن و نشـانگر، علت بـه بیشتر باشد مدنظر 
رفت. برای کاهش میزان احتمال خطای نوع اول توصیه احتمال خطای نوع اول بالا خواهد

مورگـان نباشـد و از دو نشـانگر   سـانتی ۵از  بـیش QTLکه فاصله نشانگر از ژن یـا  شود  می
  نشانگر استفاده گردد. کمک به ژن در گزینش کننده احاطه

  نشانگر کمک به برگشتی تلاقی    ۴- ۴
  برگشــتی بــرای   هــای تلاقــی  نشــانگر در برنامــه کمک بــه یکــی از کاربردهــای اصــلی گــزینش

الد (والد بخشنده) به والد دیگـر (والـد گیرنـده) اسـت. بـا اسـتفاده از انتقال ژن(ها) از یک و 
نسل تلاقی برگشتی برای بازیابی کامـل ژنـوم والـد  ٨تا  ۶های کلاسیک اصلاح نباتات،  روش

نسل تلاقـی  nلازم است. نسبت نظری ژنوم والد گیرنده بعد از  مدنظرهمراه با انتقال ژن گیرنده 
های برگشتی بـا فـرض انـدازه   تعداد تلاقی n خواهد بود که در آن 2n+1 – 1/2n+1برگشتی برابر با 

  جمعیت نامحدود است. در روش تلاقـی برگشـتی معمـول، درصـد بازیـابی ژنـوم والـد گیرنـده
  شــده در ارائهارائــه شــده اســت. درصــدهای  ۴- ١ جــدولبعــد از هــر نســل تلاقــی برگشــتی در 

هـای اصـلاحی کـه انـدازه   دق اسـت. در جمعیـتبا اندازه بزرگ صا هایی  جدول برای جمعیت
هـای بـزرگ   برای جمعیـتموردانتظار  تر از مقدار  جمعیت کوچکتر است، درصدها معمولاً پایین

  باشند.  می
عنوان مثـال،  باشـد. بـه  شده در متوسط افراد جمعیـت مـی ارائهاست که درصد  ذکر لازم به

درصـد ٧۵ کـل جمعیـت حـدودرگشـتی اول در رنده بعد از تلاقی بمتوسط درصد ژنوم والد گی
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مقایسه بـا میـانگین دارای درصـد بیشـتر و یـا کمتـری از ژنـوم والـد است، ولی برخی افراد در
توانـد   باشند. بنابراین، شناسایی نتاجی با درصـد بیشـتری از ژنـوم والـد گیرنـده مـی می گیرنده

نده باشد. برای این منظـور، در های تلاقی برگشتی برای ژنوم والد گیر   باعث کاهش تعداد نسل
MAB نشـانگر یـا نشـانگرهای پیوسـته بـا ژن بر علاوه QTL بـین  چندشـکل، از نشـانگرهای

) QTLپیوسته با ژن یاها (غیر  توزیع یکنواخت در سایر کروموزوم با والدهای بخشنده و گیرنده
هر ، در ترتیب د. بدینشو   های تلاقی برگشتی استفاده می  برای گزینش ژنوم والد گیرنده در نسل

والـد بخشـنده و درصـد بیشـتری از ژنـوم والدگیرنـده گـزینش یافته از  نسل نتاجی با ژن انتقال
ی انجـام تلاقـی نسـل بـرا ٣-۴نسل در روش کلاسیک، فقط  ۶-٨ جای به نتیجهشوند. در   می

  بود.برگشتی کافی خواهد
ــا اســتفاده از نرم شبیه ــ ســازی ب ــه کــام( PLABSIMزار اف ــرای شــبیهبرنام ســازی   پیوتری ب
یرنده با اسـتفاده های میوزی) نشان داد که سرعت بازیابی ژنوم والد گ  طی چرخهها در   نوترکیبی

 ). بنـابراین، گـزینش۴-٢شـکلمراتب بیشتر از تلاقـی برگشـتی متـداول اسـت ( از نشانگرها به
ای  ملاحظـه بـلقا جویی صرفهمقایسه با تلاقی برگشتی کلاسیک موجب نشانگرها در کمک به

 کمک بـه هزینـه اولیـه تلاقـی برگشـتیاسـت  ممکنمـدت  اگرچه در کوتاه گردد. می در وقت
جهـت جویی در وقت در  ح نباتات کلاسیک باشد، ولی صرفههای اصلا  نشانگر بیشتر از روش

  پی داشته باشد.تر در   اقتصادی تواند منافع  معرفی سریع ارقام جدید می

  بار تلاقي برگشتيرنده بعد از هرد بازيابي ژنوم والد گيدرص   4-1جدول

  )٪اي ( ژنوم والد دوره  نسل
BC1 0/75  
BC2 5/87  
BC3 8/93  
BC4 9/96  
BC5 4/98  
BC6 2/99  
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) RPGبراي بازيابي ژنوم والد گيرنـده (  PLABSIMافزار  اي نرم  سازي رايانه يهنمودار شب  4-2شكل

) و تلاقـي برگشـتي معمـول. كـاهش در تعـداد      MABنشـانگر (  كمـك  بـه  با استفاده از تلاقـي برگشـتي  
  چين نشان داده شده است. يني از ژنوم والد گيرنده با نقطههاي لازم براي دستيابي به نسبت مع  نسل

  
  های برگشتی مفید هستند. ها در تلاقی بوته تک ا به سه روش زیر در گزینشنشانگره

  عنوان مثـال،  . بـههای هدف که ارزیابی فنوتیپی آنها با مشکل همراه اسـت  آللدر گزینش
بـه بیمـاری در یـک ژنوتیـپ کردن چند ژن مقاومـت  های مغلوب، هرمی  آللدر گزینش 
هایی   آللیپی)، تها و عدم مشاهده در گزینش فنو  شدن اثر یک ژن توسط سایر ژن (پوشانده

بیماری در محیط یک  به عنوان مثال، ژن مقاومت های گزینش بیان نشوند (به  که در محیط
تـر از ارزیـابی مولکـولی   هایی که ارزیابی فنوتیپی آنها گـران  ن  عاری از عامل بیماری)، یا ژ

  گیاه و یا مرتبط با کیفیت بذر). باشد (مانند صفات مربوط به مراحل انتهایی رشد
 توانند برای گزینش نتاجی بـا فراوانـی خیلـی کـم کـه در آنهـا پیوسـتگی ژن   نشانگرها می

هـای حامـل   به تولید ژنوتیـپوب شکسته شده است استفاده و منجرهای نامطل  هدف با ژن
  های) نامطلوب اطراف آن شوند.  ژن هدف و فاقد ژن(

  نشـانگر مفیـد  کمک بـه های تلاقی برگشـتی  ژن هدف نیز در برنامهنشانگرهای ناپیوسته با
زمینـه ژنتیکـی والـد گیرنـده را ازنظـر  های بـالاتر  هستند و امکان گزینش نتاجی با نسبت

  آورند.  فراهم می

  يبرگشت سنت يتلاق
  كمك نشانگر به يتلاق

  يبرگشت ينسل تلاق

صد 
در

P
R

G
 يابيباز 

ده
ش

  



 MAS(   53كمك نشانگر ( به نشيگز .4

  
خاص براساس يك و يا دو نشـانگر پيوسـته    QTLكارايي گزينش براي يك   4-3شكل

ان. كارايي گزينش با استفاده از يك نشانگر پيوسـته برابـر بـا    مورگ  سانتي 5با فاصله 
٪ 1– rA = ~952 –1٪كننده برابر با  نشانگر احاطه ، و يك جفت rArB = ~99.5 .خواهد بود  

  

نـوترکیبی  علت بـه هدف آللرفتن  نتخب از تلاقی برگشتی، احتمال ازدستبرای هر نتاج م
 t(r–1) –1هـدف برابـر  آلـلرفـتن  احتمال ازدست نسل تلاقی برگشتی، tاست. پس از  rبرابر 

باشد، آنگـاه درصد  ١٠هدف  آللعنوان مثال، اگر فراوانی نوترکیبی بین یک نشانگر و  است. به
خصـوص افـزایش خواهـد یافـت. در درصـد  ٢٧ه پس از سه نسل تلاقی برگشـتی ایـن میـزان بـ

نسـل تلاقـی برگشـتی احتمـال  نـوترکیبی پـس از سـهدرصـد  ١با مثلاً نشانگرهای خیلی پیوسته 
که احتمال شناسـایی یـک نشـانگر بـا خواهد بود. ازآنجادرصد  ٣هدف فقط  آللرفتن  ازدست

گرهایی بـا فواصـل بیشـتر ولـی در توان از نشان  ژن، خیلی کم است، مییک  به پیوستگی شدید
 نشـانگر اسـتفاده کـرد تـا احتمـال کمک بـه همزمـان در گـزینش طور بـه هـدف آللطرف دو 

میـزان  ۴-٢شکلهای پیشرفته تلاقی برگشتی خیلی زیاد نشود.   هدف در نسل آلل رفتن ازدست
 ۴-٣شکلدهد.   نشان میرا حالت استفاده از یک و دو نشانگر پیوسته با ژن خطای نوع اول در 

  دهد.  را نشان می QTL کننده احاطه نشانگر  جفت  کارایی گزینش براساس یک و یا یک
آورده  ۴-٢ جدولاربردهای مهم نشانگرهای مولکولی در اصلاح گیاهان در از کهایی  مثال

 شده است.

  نشانگر کمک به گزینش اقتصادی تحلیل    ۴- ۵
 های اصلاحی موضوع مهمی است. هزینه استفاده از گـزینش  هزینه استفاده از ابزارها در برنامه

  بـه مطالعـه دیگـر متفـاوتای   مقایسه با اصلاح نباتات کلاسیک از مطالعهنشانگر در کمک به
  

 Aنشانگر 

  Bنگر نشا Aنشانگر 

cm 5  cm 5  
QTL 

QTL 
cm 5  
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 گیرد. عـواملی ماننـد وراثـت صـفتمورد مدنظر قرار  ها باید موردبه  جویی در هزینه است. صرفه
ای و نیروی کار و هزینـه   ای، گلخانه  های ارزیابی مزرعه  ، روش ارزیابی فنوتیپی، هزینهموردنظر

ارزیـابی اسـت  ممکنای برخی صـفات بر هزینه استفاده از نشانگرها مؤثر خواهند بود. بر  منابع

  از كاربرد نشانگرها در اصلاح گياهانهايي  مثال   4-2جدول
  منبع  نوع نشانگر  هدف اصلاحي  استراتژي اصلاحي  نام گياه

  گندم

Introgression  مقاومت به آفات  
  و بيماري

SSR, SCAR Miedaner et al. (2006), 
Abdollahi Mandoulakani 
et al., 2015 

  مقاومت به آفات نشانگر كمك به رگشتيتلاقي ب
  و بيماري

CAPS, AFLP, 
RFLP, STS 

Helguera et al. (2005), 
Zhou et al., 2005 
Ali et al., 2015 

 SCAR Arati et al., 2015  مقاومت به بيماري  كردن چند ژن مقاومت هرمي

  جو

Introgression تلاقي ،
  نشانگر كمك به برگشتي

مقاومت به تنش 
  يستيغيرز

SSR, SNP Emebiri et al. (2009) 
Mora et al., 2016 

  مقاومت به آفات  كردن چند ژن مقاومت هرمي
  و بيماري

SSR, STS Werner et al. (2005) 
 

 SNP, SSR Wang et al., 2016  عملكرد دانه  يهاپلوئيد دابل

  ذرت
Introgression  عملكرد  RFLP Bouchez et al. (2002), 

Beyene et al., 2015 
 SSR Babu et al. (2004)  صفات كيفي نشانگر كمك به تلاقي برگشتي

Sureshkumar et al., 2014 

ذرت 
  شيرين

  مقاومت به آفات  اصلاح توده
  و بيماري

SSR Puttarch et al., 2016 

  برنج

  مقاومت به آفات  پلاسم ژرمارزيابي 
  و بيماري

SSR, STS,  Davierwal et al. (2001) 

  مقاومت به آفات نشانگر كمك به قي برگشتيتلا
  و بيماري

STS, RFLP Chen et al., 2000, 
Yap et al., 2016 

Introgression  عملكرد  SSR Ahn et al. (2003) 
كردن  اصلاح توده و هرمي

  چند ژن مقاومت
مقاومت به تنش 

  غيرزيستي
SSR Ashraf and Foolad, 2012, 

Selvi et al., 2015 

 دهنده ژن برگشت  نشانگر كمك به زينشگ  كلزا
  باروري

STS ) 1395اكبري و همكاران(

 1394نوروزي  STS, SNP  مقاومت به بيماري  نشانگر كمك به گزينش  چغندرقند
      Norouzi et al., 2015

 ,STS, CAPS Nie et al., 2016  مقاومت به بيماري  Introgression زميني سيب
Kuhl et al., 2016 

)1395نوشاد و همكاران ( SCAR  مقاومت به بيماري  نشانگر كمك به گزينش  الوبي
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کـه بـرای برخـی دیگـر، ارزیـابی  یدرصـورت نشانگر باشد، کمک به تر از گزینش  فنوتیپی ارزان
هزینه باشد. برخـی مطالعـات کـه در گیر داشته و پر  های وقت  نیاز به روشاست  ممکنفنوتیپی 

دهد که   شده است نشان میهای مقاومت به بیماری استفاده   آنها از نشانگرها برای گزینش ژن
  باشد.  تر می  صرفه به مقرونهای سنتی   ، این روش از روشMASکردن  بعد از بهینه

  نشانگر عمدتاً به چهارعامل زیر بستگی دارد: کمک به روش گزینشبودن  اقتصادی
 مقایسه با غربال ژنوتیپی.هزینه نسبی غربال فنوتیپی در 

 نشانگر. کمک به طریق گزینشاز رزیابی ی در زمان اجوی میزان صرفه 

 .اندازه و توزیع زمانی منافع حاصل از آزادسازی سریع ارقام اصلاحی جدید 

 های اصلاحی.  نشانگر در برنامه کمک به دسترسی به منابع مالی لازم جهت انجام گزینش  
تـر از مؤسسـات دولتـی و   های خصوصی سـریع  دهد که چرا شرکت  عامل چهارم نشان می

از  ،حـال توسـعهتـر از کشـورهای در   یافتـه سـریع های اصلاحی در کشورهای توسـعه  امهچرا برن
این، مطالعـات نشـان داده اسـت کـه بـر  علاوهانـد.   برداری کرده  نشانگر بهره کمک به گزینش
داشـته درصـد  ۵٠پـذیری کمتـر از  است که وراثتنشانگر برای صفاتی مفید  کمک به گزینش

مقایسـه بـا روش هزینـه ارزیـابی فنـوتیپی بیشـتری درپذیری بالاتر،  توراث درصورتد و یا نباش
  نشانگر داشته باشند. کمک به گزینش

ــه ۴-۴و  ۴-٣ های جــدول ــرای مقایســه هزین ــی ب ــال عمل ــوده  ١٠٠هــای گــزینش   مث  S1ت
سال به  وسی ریزومانیا در چغندرقند را درطی سهسیب یا خانواده تنی) مقاوم به بیماری ویر  (فول
ای) بـا   ای) و تلفیقـی (نشـانگر مولکـولی و ارزیـابی مزرعـه  وش کلاسیک (ارزیابی مزرعهدو ر 

کـه  STSدهد. در این مثال از یک نشانگر بـارز   درصد حضور ژن مقاومت نشان می٢۵فرض 
هـای  ه است بـرای غربـال مولکـولی ژنوتیـپپیوستگی نزدیکی با ژن مقاومت به ریزومانیا داشت

ای با فرض  ست. در روش ارزیابی کلاسیک مزرعهومت استفاده شده اسیب حامل ژن مقا فول
برابر ایـن تیپ مقاوم نیاز بـه کشـت حـدود چهـارژنو  ١٠٠حضور ژن مقاومت و یافتن درصد  ٢۵

ی از تلفـات و توجـه بـه درصـدر مزرعـه سلکسـیون در سـال اول ( باژنوتیپ د ۴۴٠مثلاً تعداد 
اسـت و در  سـیب فولبوته در سال دوم برای تهیـه بـذر  ۴٠٠ گذاری ها) و کیج نرفتن بوته ساقه به

  مو لاین مقـا ١٠٠د تا شو  می در مزرعه آلوده انجام سیب فوللاین  ۴٠٠ای  سال سوم آزمون مشاهده
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  *اي  حسب ريال) براي گزينش به روش ارزيابي مزرعههاي مصرفي (بر  هزينه   4-3جدول

هزينه واحد   نوع عمليات رديف
  پرسنلي (ريال)

نه كل هزي
  پرسنلي (ريال)

هزينه واحد مواد 
  مصرفي (ريال)

كل هزينه 
 مصرفي (ريال)

مترمربع  100كشت   1
 500000 5000 1000000 10000  براي گزينش

 132000000 300000 66000000 150000  گذاري عدد كيج 440  2

  اي  آزمون مشاهده  3
 S1  50000 20000000 20000 8000000توده  400

 14500000 --- 8900000 ---  متفرقههاي   هزينه  4

 155000000 --- 95000000 ---  جمع هزينه   5

  پنجاه ميليون ريال و دويست ها  جمع كل هزينه  6
  

روش تلفيقـي ارزيـابي مولكـولي و     حسب ريال) براي گـزينش بـه  هاي مصرفي (بر  هزينه  4-4جدول
  **اي  مزرعه

هزينه واحد   نوع عمليات رديف
 پرسنلي (ريال)

  هزينه كل
  پرسنلي (ريال)

هزينه واحد مواد 
  مصرفي (ريال)

  هزينه كل
  مواد مصرفي

مترمربع براي  100كشت   1
 500000 5000 1000000 10000  گزينش

 10000000 20000 25000000 50000  بوته  500آزمون مولكولي  2

 33000000 300000 16500000 150000  گذاري عدد كيج 110  3

 S1 50000 5000000 20000 2000000توده 100 اي  آزمون مشاهده  4

 3500000 --- 3500000 ---  هاي متفرقه  هزينه  5

 49000000 --- 51000000 ---  جمع هزينه  6

  يكصد ميليون ريال ها  جمع كل هزينه  7
 نمايد.           ها در دو جدول تغيير مي با تغيير درصد حضور ژن مقاومت مقدار هزينه*   

 S1توده  100اي براي گزينش   اي و مولكولي) نسبت به روش ارزيابي مزرعه  اقتصادي روش تلفيقي (مزرعه وييج صرفه** 
  باشد. ها مي  هزينهدرصد  60پنجاه ميليون ريال و معادل كاهش ومقاوم به ريزومانيا در طي سه سال، يكصد

  
تلفیقـی از روش  هژنوتیـپ مقـاوم در روش دوم کـ ١٠٠بـرای یـافتن  کـه حالیحاصل شـود. در 
ژن مقـاوم درصـد  ٢۵مل بوته از توده اصلاحی حا ۵٠٠ای است تنها با کشت  مولکولی و مزرعه

رسیم که تنها  می بوته مقاوم ١٠٠سال اول و غربال آنها با نشانگر مولکولی به حدود در مزرعه در 
ای  زمون مشاهدهکنند و در سال سوم آ می تولید سیب فولدر زیر کیج سال دوم بذر  ها بوتهاین 



 MAS(   57كمك نشانگر ( به نشيگز .4

ترتیـب  یـابیم. بـدین می مقاوم دست سیب فوللاین  ١٠٠شود و به  می آنها در مزرعه آلوده انجام
 ای مزرعـه صـرفاً ) نسـبت بـه ارزیـابی ای مزرعـهدر روش گزینش تلفیقی (ارزیابی مولکـولی و 

در طـی سـه  مقاوم به ریزومانیـا سیب فوللاین  ١٠٠های تولید  در هزینهدرصد  ۶٠توان حدود  می
 نشانگر هرچقدر فراوانی ژن مقاومت در جمعیـت کمک به کرد. در گزینش جویی صرفهسال 

کمتر باشد ارزیابی مولکولی نسبت به ارزیابی فنوتیپی در مزرعه یا گلخانه آلوده بـرای  موردنظر
  تر خواهد بود. صرفه فتن تعداد مشخصی ژنوتیپ مقاوم بهیا

  آینده گرایشات    ۴- ۶
های مختلف گیاهـان زراعـی  صفات مختلف در گونه QTLادی درباره تهیه نقشه مطالعات زی

کـار  های اصـلاح نباتـات بـه داد نسبتاً کمی نشـانگر در برنامـهتع عملاً صورت گرفته است اما 
 بینـی فنوتیـپ نشانگرهای مورداستفاده در پـیشکه  است آن اند. دلیل اصلی این امر گرفته شده
دقـت بودن  توان ناشی از پایین می اند. در بسیاری از موارد، این امر را ودهاعتماد نب قابل موردنظر

سازی نشانگر دانست. تجربیات ارزشـمندی کـه نبودن معتبر  یا کافی QTLیابی  لعات مکانمطا
محققین بیشـتری را بـرای توسـعه نشـانگرهای  دست آمده است احتمالاً  هاز تحقیقات گذشته ب

نشـانگر تشـویق  کمک بـه ح نباتـات را بـرای پـذیرش گـزینشاعتماد و متخصصین اصـلا قابل
کید کرد که دانشـمنYoung, 1999خواهد کرد. با این وجود، یونگ ( دان بایـد ضـرورت ) تأ

 تأییـدهـای ژنتیکـی متفـاوت و  تر، زمینه های فنوتیپی دقیق های بزرگتر، داده استفاده از جمعیت
نشـانگر  کمک بـه اعتمـادی را بـرای گـزینش ابلقمستقل را درک نمایند تا بتوانند نشانگرهای 

  توسعه دهند.
 functional genomicsهای جدید در تکنولوژی نشانگر، تلفیق  رفتقبیل پیشعوامل دیگری از 

نیــز وجــود دارد کــه کــارایی و تــر  هــای متــراکم نقشــهبودن  دســترسو در  QTLیــابی  مکــانبــا 
ــابی  تأثیرگــذاری مکــان ــات گــزینش QTLی ــه و تحقیق ــده ککم ب ــانگر را در آین ــه نش  طور ب

  تأثیر قرار خواهد داد. ای تحت ملاحظه قابل
نشانگر  کمک به )نوع دیگری از گزینشGoddard and Hayes, 2007گودارد و هیس (

صـفت نام گزینش ژنومی تعریف کردند که در آن تعداد زیـادی از نشـانگرها بـرای یـک  را به
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 تعادل عـدمبـا حـداقل یـک نشـانگر در وضـعیت  QTLکـه هـر  یطور بـه رود می کار بهکمّی 
  پیوستگی باشد.

وابطی را با توجـه بـه ر  ،) برای گزینش ژنومیRajsic et al, 2016راجسیک و همکاران (
صفت و انـدازه جمعیـت یک  به پذیری صفت، تعداد قطعات کروموزومی مربوط میزان وراثت
ش مقایسـه بـا گـزینژنـوتیپی درتوانـد سـودمندی گـزینش  مـی آوردند که دست بهمورد بررسی 

  گیری نماید. فنوتیپی را برای هر صفت اندازه
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  ١)GS( گزینش ژنومی. ۵

  مقدمه    ۵- ١
هـای غیرزیسـتی   تحمل به تنشعملکرد دانه، بیشتر صفات زراعی و اقتصادی در گیاهان مانند 

ای هسـتند کـه توسـط تعـداد زیـادی ژن   صفات پیچیـدههای زیستی   نشت و مقاومت به اغلب
است، ولی بین آنها کوچک ها در بروز فنوتیپی صفت   تک ژن تک اثرمعمولاً  .شوند  کنترل می
اپیستاتیک، عاملی  هایاثر وجود و  یژن هایاثر بودن  . کوچک) وجود دارداپیستازی( اثرمتقابل
 یژنـوم . گـزینشباشـد  مـیصفات پیچیده  یبهنژادگزینش و  در   برای پیشرفت کننده محدود

 اسـتفاده ژنـوم های سرتاسـر  باشـد کـه در آن از نشـانگر  نشانگر می کمک به از گزینش یلکش
گیاهــان در  یبهنــژادهــای   هــای اخیــر، کــاربرد گــزینش ژنــومی در برنامــه  در ســالشــود.   یم

، و افزایش دقت گزینشحال تفرق در سل بخشیدن به پیشبرد ن طریق شتاباز  کشورهای پیشرفته
امکـان  ،کـارایی گـزینشاین، افـزایش بر  علاوه  . تولید ارقام جدید مناسب را تسریع کرده است

یـابی ژنـوم و   طرف دیگر، پیشـرفت در توالی. از آورد  فراهم می   مقیاس بزرگدرسریع را ارزیابی 
هـای روباتیـک بـرای   ) و روشSNP( نوکلئوتیـدی تـک مبتنی بر چندشـکلینشانگرهای  تولید

  .های ژنوتیپی و فنوتیپی را کاهش داده است  ارزیابی فنوتیپی، هزینه ارزیابی
هـای   روشگـرفتن از  حال فاصلهارزیابی فنوتیپی در های اصلاحی پیشرفته،   امروزه در برنامه

گیـری   بـر انـدازه کلاسـیک یبهنـژادهای   روشاست.  ٢یتحلیل یبهنژادو کلاسیک  یبهنژاد
معنی گزینش صفت یا  تحلیلی به یبهنژادعملکرد) تکیه دارد و  مانند( موردنظر مستقیم صفت

گیری   منظـور نتیجـه ) بـهمـوردنظر تی غیـر از عملکـرد یـا صـفتاصفات کلیـدی ثانویـه (صـف
                                                                                                                    
1. Genomic selection 
2. Analytical breeding 



 ينباتات مولكول اصلاح   60

صفاتی مثل رشد کل گیاه، وضعیت آب و یا حتی عملکرد دانه با اسـتفاده درمورد غیرمستقیم 
 گـزینش ،دو روشایـن منظـور غلبـه بـر مشـکلات  سنجش از راه دور اسـت. بـههای   وشاز ر 
 اگرچـه روش گـزینش .قـرار گرفتـه اسـت مدنظرهای اخیر   ) در سالMAS( نشانگر کمک به
اغلب گیاهان زراعی داشـته اسـت، ولـی  یبهنژادهای   هایی در برنامه  نشانگر موفقیت کمک به

بـه دو دلیـل  MASکـارایی کامـل عـدم باشـد.   یحـد انتظـار مـهای حاصل کمتـر از   پیشرفت
ب) عـدم وجـود (و  ،شده در سراسـر ژنـوم عدم استفاده از نشانگرهای توزیع الف)(باشد:   می

های   پیشرفت تکنیک ارزیابی فنوتیپی کامل و وسیع. بنابراین، محققین به این نتیجه رسیدند که
ارزیـابی فنـوتیپی همراه با که  ودخواهد بی مفید درصورتی مولکولی جهت اصلاح صفات کمّ 

رشد پیشـرفت در    بهروند رو نیزو  روباتیکهای   وریاگیری از فن  بهره ،دقیق باشد. در این زمینه
یـک کـه ، آورده اسـت وجود بـهرا  ١ده  برونپرهای ارزیابی فنوتیپی   روشمحاسبات، های   روش

در ایـن  .اسـت ایجـاد کـردهوری افنـارزیابی فنوتیپی از هنر بـه  یجهش با هدف تغییر کاربرد
 ٢یسـپار نشـانگر کـه در آن بـرون کمک بـه در کنار مراحـل تحلیـل ژنـومی و گـزینشراستا، 
ست، ارزیابی فنوتیپی دقیق نیـز شده ا تثبیت ه سیستم از بیرون) یک روندِ اطلاعات بشدن  (وارد
) پیشـنهاد www.phenofab.com; updated January 2012وسیله یک سـرور کـاربردی ( به

ها و   تر هزاران نمونه، در کنار کـاهش هزینـه  تر و دقیق  شده است. امکان ارزیابی فنوتیپی سریع
 یبهنـژادهای   در برنامـه یشود که گـزینش ژنـوم  یابی موجب می  های توالی  وریادر فن   پیشرفت

ق ژنـوم را طریـیی از پیشـگو تـوان و قـدرت  یگیاهی دارای ارزش و اعتبار باشد. گزینش ژنوم
  کند.  می محیط خاص محققیک  به برای سازگاری ژنوتیپ فرد

  ژنومی گزینش مفهوم    ۵- ٢
 یها  گونـه یژنـوم را بـرا DNAابی کامـل یـ  های مرتبط، امکان توالی  پروژه ژنوم انسان و پروژه

ــ ــانیوانات،گیح از یمختلف ــا  روبکیم و اه ــم ا ه ــه مه ــک نتیج ــت. ی ــرده اس ــراهم ک ــف  نی
 موردمطالعـه یها  گونـه یبـرا SNPهـا نشـانگر   ونیلیم تـا صـدهزار حـدود نییتع،هـا  ابییـ  یتوال
، پُرسـرعتو  ده  بـرونرپُ  یهـا  یفناور کناردر  SNPتعداد بسیار زیادی بودن  باشد. دردسترس  یم

                                                                                                                    
1. High-throughput phenotyping 
2. Outsoursing 
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اطلاعات صدها هزار  که امروزه طوری به ،است ردهکر سریع و آسان ایبس راافراد  پین ژنوتییتع
SNP ـــه تصـــور  به ـــرکت SNPهای   تراش ـــد   توســـط ش  Affymetrixو  Illuminaهایی مانن

تـا  ٣٠٠٠هـایی از   بـا تراکم SNPهای   شـدن تراشـه گیرد. بـا فـراهم  میمحققین قرار  دردسترس
 کمک بـه های گـزینش مرسـوم ماننـد گـزینش  ، روش گزینش ژنومی جایگزین روش٨٠٠٠٠٠

ــوم نشــانگر شــده اســت. گــزینش باشــد کــه در آن از   می MASاز  یلکشــحقیقــت در  یژن
بـا  ،و یـا نبـودن آنهـابودن  از پیوسته نظر صرف ،ژنوم سرتاسرشده در  توزیع یکیهای ژنت  نشانگر

 نشـانگر یادیـز  تعـداد از ،روش نیـدرا .شود  یم استفاده موردنظر صفت کننده های کنترل  ژن
جمعیـت اسـتفاده افـراد  اصـلاحی   ارزشبرآورد برای طور همزمان  به ژنوم درسرتاسرشده  توزیع
صـفات مهـم ارزش ژنتیکـی افـراد بـرای    بینـی  هدف از گـزینش ژنـومی بهبـود پیش .شود  می

جای تمرکـز  به یاست. گزینش ژنوم گیاهی و حیوانی یبهنژادهای پیچیده   اقتصادی در برنامه
بزرگ مربوط بـه آن  هایدادن اثر  نشانگر واحد که فقط توانایی نشانی وتحلیل  تجزیههای   بر مدل

داشـته باشـد تـا بتوانـد  را نشانگر را دارند، سعی دارد یک توصیف ژنوتیپی از چنـدین نشـانگر
گو ادغام کرده اثر) را در یک مدل پیشبودن  ا بزرگیاین نشانگرها (با توجه به کوچک  هایاثر 

 های جدید آماری به هدف خود نائل شود.  و با استفاده از مدل

امکـان های ژنـومی،   های آماری و داده  ژنوم با ترکیب روش در سراسرای ژنتیکی ه  ارزیابی
کننـد. شـش روش آمـاری مختلـف شـامل   می فـراهمرا ژنومی افراد اصلاحی   ارزش بینی پیش

)، BayesA( A، بیز٢)RR( ریج ، رگرسیون١)GBLUPبینی نااریب خطی ژنومی (  بهترین پیش
روش تـرین   مناسـب نـوز. هدنشـو   نشانگر اسـتفاده می هایورد اثر برای برآ Bو بیز Cπ، بیز Lبیز

شـدن های زیـادی ماننـد زیاد  و چالش نشده است ارائهوجود مهای ژنومی   ارزیابی برایآماری 
) در ایـن nمقایسه با تعداد مشـاهدات () درPهای متراکم،   نشانگر های(اثر  یهای برآورد  پارامتر
فنـوتیپی    ارزش ٢٠٠٠نشانگری و تعـداد  ۶٠٠٠٠با یک تراشه  ،لعنوان مثا . بهمطرح استحوزه 

نشـانگری کـه بایسـتی  هـایافزایشـی، تعـداد اثر  هـایفرض وجود تنها اثر  ادر جمعیت مرجع ب
 علت به مجهولیدر حل معادلات چند بنابراین،باشد.   برابر تعداد مشاهدات می٣٠ ،برآورد شوند

هـای   کـردن ماتریس مشکل معکوس ،تعداد معادلاتبودن  شدن تعداد مجهولات و محدودزیاد
                                                                                                                    
1. Genomic best linear unbaised prediction 
2. Ridge regression 
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هـا قابـل   آید و ایـن ماتریس  پیش می ١)(LS های آماری مانند حداقل مربعات  ضرایب در روش
 شـشبرآورد ارزش اصلاحی ژنومی را بـا اسـتفاده از  ۵-١شکل. نیستند٢شدن مستقیم معکوس

عیت مرجع و نسل دوم تـا چهـارم طی چهار نسل (نسل اول افراد جمدر الذکر   فوقآماری  روشِ 
  دهد.  نشان می) تأییدجمعیت 
دهـد.   ا نشـان میر  گیاهی یبهنژاددر یک برنامه  یاجرای گزینش ژنوممراحل  ۵-٢شکل

نشـانگر و مطالعـه  هـایبررسـی اثر مورد استفاده در ایـن روش،  ٣های رگرسیونی پارامتری  مدل
ژن در  اثرمتقابـلهـای مختلـف کـه ناشـی از   های احتمالاً متفاوت نشـانگرها در محـیط  پاسخ

برای تشـخیص  ٤بیزینانقباضی های   روش ،کلیطور  به .سازد  پذیر می امکاننیز را محیط هستند 
تواننـد   هـا معمولاًمی  ایـن روش ولـیدهنـد.   نواحی کروموزومی یک آزمون مرتبط را انجام نمی

  .کار روند به QTLبرای شناسایی 
                                                                                                                    
1. LeastSquare 
2. Direct inverse 
3. Parametric regression models 
4. Bayesian shrinkage methods 

 
 مـدل طـي   شـش هاي اصلاحي ژنـومي بـا     ارزش دقت برآورد  5-1شكل
  .دهند  يم نشان را پرتهاي   هداد اهيس نقاطنسل.  چهار
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 .يبهنژاددر يك برنامه  يگزينش ژنومانجام مراحل   5-2شكل

  

گذرد، گزارشات مرتبط   می یشدن گزینش ژنوم است که از مطرح یسالچنداگرچه مدت 
سـازی   بـه مطالعـات شبیهمربوط و اغلب است در گیاهان محدود  یبا استفاده از گزینش ژنوم

گیاهی تا حـدودی  یبهنژادهای   برنامه درعدم کاربرد وسیع گزینش ژنومی . باشند  میای   رایانه
واسـطه نیـاز بـه  بـه های مـورد اسـتفاده  جمعیتتعیین ژنوتیپ  یهای بالا   تواند ناشی از هزینه  می

هــای اخیــر، پیشــرفت در زمینــه   در ســالتعــداد بســیار زیــاد نشــانگرها در یــک زمــان باشــد. 
مکان استفاده کارا از گزینش ژنومی را ها، انشانگر یابی و کاهش هزینه ایجاد   توالیهای   وریافن

یـابی   هـای تعیـین ژنوتیـپ کـه بـر توالی  روشدر این راستا،  در حوزه گیاهی بیشتر کرده است.
قیمـت،  هـای ارزان  وریایابی نسل بعـد و فن  ند، با تکیه بر توالیهست   استوار ١ژنومی برشمستقیم 
پلوئیـد نیـز کـه در زمـان   های پلی  ها برای گونه  روشاند. این   العاده کاهش داده  ها را فوق  هزینه

 آیــد، بــا  وجــود می گیــری و شناســایی چندشــکلی بــه  رگ  شــان مشــکلاتی در دو  تعیــین ژنوتیپ
های اخیر یک گام فراتـر از   . این روشاند  شدهسودمند واقع  ،موردنظر وری کامل از توالی  بهره
  .خواهند بود صرفه به مقرونی یک مرتبه گزینش ژنومی رایابی مستقیم کل ژنوم هستند که ب  توالی

                                                                                                                    
1. Genomic digests 

  آموزش مدل

  يسرور توال

  نشانگرها

  شجره
  اطلاعات

  يپيفنوت
  اطلاعات

  ييايجغراف

 ياطلاعات گاهيپا
  پلاسم ژرم

  سل بعدپلاسم ن كاربرد مدل در ژرم
 ارزش برآورد  گزينش

يپيژنوت يابيارزيژنوم ياصلاح
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 ،حال حاضر در ایـران دسترسـی بـه اطلاعـات واقعـی ژنـومی محـدود اسـتاز آنجاکه در 
عنوان  تواند بـه  های اطلاعاتی می  کامپیوتری با استفاده از اطلاعات موجود در پایگاهسازی   شبیه
 DNAابی یـ  های توالی  وریاتوسعه فناخیر که نتیجه ی ها  شود. پیشرفت استفادهاین زمینه  درابزار 

شـدن  ، از جـایگزینباشـد  مـی های متـراکم گسـترده در سرتاسـر ژنـوم  نشـانگربودن  دردسترسو 
. دهـد  خبر مـینشانگر  کمک به جای گزینش کلاسیک و گزینش کل ژنوم به کمک به گزینش

شود ایـن روش   بینی می  اما پیش ،استکل ژنوم در مراحل توسعه و بلوغ  کمک به گرچه گزینشا
  ارزیابی، روش ارزیابی مرجع در ژنتیک گیاهی، حیوانی و پزشکی شود.

  کرد توجه آن به باید مژنو گزینش انجام از قبل که اتینک    ۵- ٣
 اقتصادی صفات ارزش،  
 ١تعیین اندازه نمونه بهینه جمعیت مرجع،  
 ی جمعیت،تیپژنو برای ارزیابی  صرفه به مقرونهای   استراتژی  
 قابلیت اجرا در مزرعه،  
 میزان درآمد در مقابل سود حاصل از افزایش پیشرفت ژنتیکی برآورد 

  ژنومی گزینش انجام مراحل    ۵- ۴
  :شود  انجام میگزینش ژنومی در دو فاز کلی 

 :هـای   کـه دارای ارزش جمعیـت مرجـعافـراد ها در   برآورد اثر نشـانگر  فاز جمعیت مرجع
  .تیپی استژنوتیپی و فنو 

  تأییـدت یدر جمعشده  گزینش یهاادیاندک یاصلاح یها  ارزش ینیب  شیپ    :٢تأییدفاز جمعیت 
  های فنوتیپی هستند.  فاقد ارزش و دارد یشاوندیخو  رابطه مرجع تیجمع با که معمولاً 

  ژنومی گزینش روش معایب    ۵- ۵
 ازیـموردن ینشانگرها ادیز  ادتعد به توان  یم ژنومی گیری گزینشکار  بههای اصلی   از محدودیت

 دنبـال به یدام یها  گونه ثرکدر ا تیمحدود  دو نیا امروزه هک ردک اشاره پیژنوت نییتع نهیو هز 
                                                                                                                    
1. Reference population or training set       2. Validation set 
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ــوال یهــا  طرح ــ  یت ــا همــراه SNPصــدهاهزار  حــدود شناســایی و یوانــات اهلــیح ژنــوم یابی  ب
اسـت کـه  ذکر م بهلاز است.  شده برطرف پیژنوت نییتع یها  یورافن در ریگچشم یها  شرفتیپ

ــد ســایر روش گــزینش ــز مانن ــومی نی هــای گــزینش مرســوم در کارهــای اصــلاحی دارای   ژن
  به برخی از آنها اشاره شده است: زیرهایی است که در   چالش

  ولـی هنـوز  ،باشـد  ها در اصلاح گیـاه و دام می  روش بهترینروش گزینش ژنومی یکی از
 .نشده است ارائها هSNPمدل آماری مناسب برای برآورد اثر 

  بـرآورد خـاص طیمحـ کیـ در هکـ ینشـانگرهـای ژنوتیپ و محـیط. اثر  اثرمتقابلوجود 
  های دیگر متفاوت باشند.  در محیط ینشانگرهای اثر  بااست  ممکن شوند  یم
 از متـرکاسـت  ممکن مـدت یطـولان ژنـومی در گزینش حاصل از گزینش به پاسخ زانیم 

 باشد. کیلاسکگزینش 

 پیوسـتگی  تعادل عـدمهای مورد استفاده در گـزینش ژنـومی،   اینکه در جمعیت با توجه به
گـزینش، جهـش،  هـای مختلـف، ناشـی از  هـا در مکـان  آلـلارتباط  بر علاوهاست  ممکن

لازم است  باشد، بنابراین تصادفیهای آمیزش غیر   تصادفی و سیستم دگیش دهمهاجرت، ران
 در جمعیت مرجع برآورد شوند. انگریهای نشمجدداً اثر  بار یککه هر سه نسل 

  گیری  نتیجه    ۵- ۶
 را ژنـوم لکـ هکـ یکـیهای ژنت  باشد کـه در آن از نشـانگر  می MASاز  یلکش یژنوم گزینش

کـه درصـد کمـی از  MASخلاف در ایـن روش بـر ازآنجاکـه د. شـو   یم اسـتفاده ،پوشانند  یم
وسـیله  همـه واریـانس ژنتیکـی بـهای   القوهبـ طور بـه اسـت تبیـین قابـلواریانس ژنتیکی صـفت 

در درصـد  ٩٢حـدود بنابراین، برآورد شـده اسـت کـه بـا ایـن روش  گردند.  تبیین میها   نشانگر
مـدت باعـث افـزایش  این روش در کوتاه ،درنتیجهخواهد شد. جویی   صرفه یبهنژادهای   هزینه

به این نکته کـه گـزینش با توجه  توان نتیجه گرفت که  می درنهایتگردد.   می پاسخ به گزینش
ــومی توانســته محــدودیت در درصــد  ٩٢را برطــرف ســازد و حــدود  MASهای اســتفاده از   ژن

چنـدان دور ایـن روش  در آینـده نـه ،جویی حاصـل کنـد  صـرفه یبهنـژادهای   های برنامه  هزینه
  خواهد گردید. یبهنژادهای معمول   جایگزین روش
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  های القایی  کاربرد جهش. ۶
  در اصلاح نباتات

  

  مقدمه    ۶- ١
ها،   اشعه وسیله بهها   ها در تاریخ علم ژنتیک، القای مصنوعی جهش  شاید یکی از مهمترین یافته

هـا توسـط   ژنهـای القـایی در   مواد شیمیایی و یا ابزارهای زیستی باشد. فراوانـی بـالای جهـش
، مطالعاتی را ١ (EMS)سولفونات    متان  و برخی از مواد شیمیایی مانند اتیل کننده های یونیزه  اشعه

پـذیر نبـود، فـراهم کـرد.   های طبیعی با فراوانی پـایین امکـان  که انجام آنها با استفاده از جهش
هـای   ا اسـتفاده از جهـشها در موجودات عالی ب  نتیجه، درک اساس ژنتیکی بیشتر مکانیسمدر 

  ها عملی گردید.  طریق مطالعه عملکرد ژنالقایی از 
شده، تنوع  انجام مختلفِ  یبهنژادهای   کردن گیاهان و در ادامه آن طی برنامه درنتیجه اهلی
تـوجهی کـاهش یافـت کـه ایـن فرسـایش  قابـل طور بـه های اصلاحی  پلاسم  و پایه ژنتیکی ژرم

های مطلوب در گیاهان را بـا مشـکل مواجـه کـرد. در   ع مختلف ژنژنتیکی، گزینش برای انوا
عنوان  های جدید ژنی بـه  زا برای القای جهش و ایجاد فرم  این راستا، استفاده از ابزارهای جهش

 یبهنـژادکـه  یطور بـه گیاهان مورد استفاده قرار گرفت. یبهنژادهای   ابزاری کارامد در برنامه
رای تولید گیاهانی با صفاتِ بهبودیافتـه ول باروشی متد صورت به ١٩۴٠جهش از دهه  کمک به

  جدید ادامه دارد. شکل به امروز و تا به
                                                                                                                    
1. Ethyl methanesulphonate 
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  ١جهش طریقاز یبهنژاد    ۶- ٢
و تولیــد مصــنوعی  بــرای القــا ١٩۴۴بــار در ســال  اولین »ازطریــق جهــش یبهنــژاد«اصــطلاح 

وردهای ایـد. یکـی از دسـتگرد  ارائـهگیاهـان  یبهنـژادیافته جهت استفاده در  های جهش  لاین
طریق ایجاد ژن پاکوتاهی بـا اسـتفاده از مـواد پاکوتاه گندم از  نیمهولید ارقام هایی، ت  چنین برنامه

از و مقاومــت بــه خوابیــدگی  ســاقهبــودن  و قوی یکلفتــ علت بــه زا بــود کــه  شــیمیایی جهــش
 .ارقـام موجـود داشـتندنسـبت بـه بنابراین عملکرد بـالاتری  ،دبودن  کودپذیری بالایی برخوردار

جدیـد در یـک رقـم (ارقـام) زراعـی ، ایجاد تنـوع یبهنژادهای   هدف چنین برنامه ،کلیطور  به
جهت بهبود برخی صفات آن برای تولید خصوصیات مطلوب در  طریق جهش القایی و غربالاز 

جهـش  عنوان ماده گیـاهی مـورد اسـتفاده بـرای القـای باشد. بذر بیشتر به  ناخواسته آن(ها) می
نسـل  ،زا  ها یا مـواد جهـش  اشعهشده با  شود. گیاهان نسل اول حاصل از بذور تیمار  استفاده می

M1 هــای بعــدی حاصــل از خودبــاروری   و نســلM1 هــای   نســل ترتیب بــهM2 ،M3 ،M4 و… 
زایـی   های رویشـی بـرای جهـش  شود. در گیاهانی با تکثیر رویشی که در آنها اندام  خوانده می

حاصل از جهش و  یها  دادن نسل برای نشان …و MV   ،MV2 ،MV3 1م ئگردند، علا  میتیمار 
SV1 ،SV2 ،SV3 گیرد.  برای انواع تغییرات سوماکلونال حاصل مورد استفاده قرار می …و  

هـای   لایـن تأییـدهـش شـامل مراحـل تولیـد، انتخـاب و ج کمک بـه یبهنـژادیک برنامـه 
هایی با صفات مطلوب جدید از   که در گام اول باید لاین یبترت بدینمناسب است.  یافته جهش

 ،هـای کلاسـیک  انتخـاب شـوند. بـا توجـه بـه اینکـه در روش M2میان تعداد زیاد افراد نسـل 
گیرد و بروز فنوتیپی جهش تابع ژنوتیپ و محیط است باید   فنوتیپ صورت میبرمبنای  گزینش

عنوان مثـال، اگـر هـدف ایجـاد  ها متمایز کـرد. بـه  ینرا از سایر لا  ٢های واقعی  یافته جهشبتوان 
ری در برخـی از افـراد مقاومت به بیماری در یک رقم حساس به بیماری باشد، عدم بروز بیمـا

 عـدم آلـودگی آن ژنوتیـپ بـا پـاتوژن مربوطـه و نـه علت است به ممکنجهش  نسل حاصل از
وگیری از چنـین شـرایطی توصـیه مقاومت بـه بیمـاری باشـد. بـرای جلـ یافته جهش ژنِ  علت به

در آزمایش(هــای)  یافتـه جهشهـای   جهـش در ژن(هـای)، ژنوتیـپ تأییـدشـود کـه بـرای   مـی
  گیرند.تر مورد بررسی قرار   تکراردار تحت شرایط دقیق

                                                                                                                    
1. Mutation breeding 
2. True mutation 
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  القایی های  جهش اثرهای و ژنتیکی خصوصیات    ۶- ٣
ی در کل ژنوم و حتـی درون فیزیکی یا شیمیایی دارای توزیع تصادف طور به های القاشده  جهش
تنها امکان ایجاد جهش در هر بخشی از ژنوم یا هـر  مکان ژنی هستند. این خصوصیت، نه یک

نماید.   پذیر می  های چندگانه را نیز در ژن هدف امکان  کند، بلکه القای جهش  ژنی را فراهم می
ژنوم یکنواخت نیست و در های طبیعی و مصنوعی   است که فراوانی و توزیع جهش ذکر لازم به
هـای حاصـله تـابع   باشد. عملکرد جهش  های فیزیکی و روابط ژنومی آن بخش می  گیتابع ویژ 

هــای حاصــل از پرتوتــابی باعــث   ابــزار مــورد اســتفاده بــرای القــای آنهــا اســت. اغلــب جهــش
کـه   یطور بـه یابنـد.  مغلـوب تـوارث مـی آلل صورت به شوند و  می یافته شدن ژن جهش غیرفعال

های غالب   ولی فراوانی جهشدرصد  ٩٠-١٠٠ها بین   اشعهشده با  های مغلوب القا  فراوانی جهش
ای،   های نقطه  ها شامل جهش  د انواع جهشنتوان  ها می  گزارش شده است. اشعهدرصد  ٠-۶بین 

هـای   جهـش کـه حالیومی را القاء کننـد. در شدن و برگشتگی کروموز  ها، شکسته  شدن حذف
 آلـلای بـوده و عملکـرد متفـاوت از   نـوع جهـش نقطـهمواد شیمیایی اغلـب از شده توسط  االق

باشند. اثر پلیوتروپیک (تأثیر یک ژن بر بـروز   وحشی دارند و دارای توارث غالب یا همبارز می
  ها گزارش شده است.  یک صفت) نیز برای برخی از جهشاز  بیش

های جدیدی برای   مقیاس وسیع، فرصتیابی ژنوم در  های توالی  های اخیر در پروژه  پیشرفت
هـای القـایی و حتـی طبیعـی در مطالعـات پایـه و   های مختلف مبتنی بر جهش  کاربرد تکنیک

هــا شناســایی و جداســازی   گیاهــان را فــراهم کــرده اســت. هــدف اغلــب ایــن روش یبهنــژاد
باشـد.   ی در آنهـا مـی(های) القایی یـا طبیعـ  یک صفت براساس جهش کننده ژن(های) کنترل

زا و بررسی   که با ایجاد تغییر در ساختار ژن(ها) با استفاده از مواد یا ابزارهای جهش ترتیب بدین
، عملکـرد ژن در کنتـرل صـفت مـدنظرهای حاصله با تغییـرات فنـوتیپی صـفت   ارتباط جهش

هـای ژنتیـک   وسـیعی جـایگزین روش طور بـه هـایی  حال حاضر، چنین روششود. در   تعیین می
 یاجزا«های اخیر با شناسایی   ها گردیده است. در سال  در مطالعات تعیین عملکرد ژن ١مستقیم
و تعیـین سـاختار آنهـا در گیاهـان  4هـا  و رتروترانسـپوزون ٣هـا  مانند ترانسپوزون »٢ندهشو  جا جابه

                                                                                                                    
1. Forward genetics 
2. Transposing elements 
3. Transposons 
4. Retrotransposons 
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شـده  ایجاد ٣هـای درجـی  ، استفاده از جهش٢T-DNAبراساس  ١ها  مختلف و طراحی انواع سازه
رواج  گیاهی مولکولی یبهنژاداین ابزارهای زیستی در مطالعات ژنومیک عملکردی و نیز توسط 

هـای تعیـین عملکـرد   عنوان روش های القـایی بـه  امروزه استفاده از جهشکه  طوری به ،یافته است
صـله در صـفت و تعیین ارتباط آن با تغییر(های) فنـوتیپی حا موردنظر ها، ردیابی جهش در ژن  ژن

های جهشی زیادی برای   گیرد و لاین  گیاهان مختلف مورد استفاده قرار می یبهنژاد های  در برنامه
مانند آرابیدوپسیس و برنج و حتی گیاهـانی  ،خصوص در گیاهان مدل به یبهنژادمطالعات پایه و 

بیدوپسـیس هـزاران حاضـر در آرادرحال عنوان مثال،  با ژنوم بزرگ و پیچیده تولید شده است. به
مواد . ازطرف دیگر، باشد  می دردسترسبرای مطالعات مختلف  T-DNAدرجی  یافتهٔ  لاین جهش

تحت عنوان  ،یبهنژادزای شیمیایی نیز کاربرد جدیدی در مطالعات ژنومیک عملکردی و  جهش
نـد و ا  پیـدا کـرده TILLING( 4» (هـا  گیری تغییرات القـایی موضـعی در ژنـوم  هدف« تکنولوژیِ 

هــای   در اغلــب گیاهــان مــدل و زراعــی جهــت ایجــاد جهــش TILLINGهــای   امــروزه پــروژه
گـر   مداخله RNAباشند.   های تولید رقم در دست اجرا می  ردی مهم برای استفاده در برنامهکلعم

)RNAi( 5 ازطریـقهـا   رد ژنکـعمل نیـیتعبـرای  موفـق یکـینکعنوان ت ر بـهیـخاهای   نیز در سال 
هـا و مـواد   های القاشـده توسـط اشـعه  گرفته است. کاربرد جهشا مورد استفاده قرار ه  تخریب ژن

  خلاصه شده است. ۶- ١شکلگیاهی در  یبهنژادو  شیمیایی در ژنومیک عملکردی
اسـتفاده  γای از مـواد شـیمیایی یـا اشـعه  هـای نقطـه  در اغلب مطالعات، برای ایجاد جهش

ــا جهــشهــای حاصــل را ج  گــردد کــه جمعیــت  مــی گوینــد. چنــین  6یافتــه معیــت جهشــی ی
ژن(هـای) کنتـرل شـده در  های جدیـد ایجاد  هایی بیشتر برای ایجاد و شناسایی جهش  جمعیت

تـا  شـدگی های سریع که موجب ایجـاد حذف  گیرند. نوترون  یک صفت مورد استفاده قرار می
کـاربرد دارد و ایـن  ٧های حذفی  شوند، برای تولید جمعیت  می DNAیک کیلوباز در مولکول 

هـای فیزیکـی   تهیه نقشـهشده در  هایی با ژن(های) حذف  یافته  ها برای شناسایی جهش  جمعیت
  .شوند  استفاده می

                                                                                                                    
1. Constracts 
2. Constructs 
3. Insertional mutation 
4. Targeting Induced Local Lesions IN Genomes 
5. RNA interference 
6. Mutated poulation 
7. Deletion population 
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  .گياهي يبهنژادو  هاي القايي در ژنوميك عملكردي  كاربرد جهش  6-1شكل

  درجی القایی های  جهش    ۶- ۴
ــوم یعنــی ترانســپوزونهــای درجــی در   القــای جهــش ــا توســط اجــزای خــود ژن ــوم ی ــا و   ژن ه
های   شود. القای جهش  انجام می T-DNAبرمبنای  شده ها و یا اجزای مهندسی  رتروترانسپوزون
 ژنِ  ،باعث خاموشی ژنِ  ٢»چارچوب قرائت آزاد«و  ١»های پیرایش  جایگاه«انداز،   درجی در راه
شـود، بلکـه بـا   سـبب خاموشـی آن مـیتنها  هنـخـارجی در ژن  DNAگـردد. درج   هدف مـی
مـورد اسـتفاده قـرار  یافتـه ژن جهشعنوان یک نشانگر بـرای جداسـازی  کردن ژن، به ٣نشانمند

کـاربرد  ٤های درجی در هر دوی مطالعات ژنتیک مستقیم و ژنتیـک برگشـتی  گیرد. جهش  می
ح وسـیعی بـرای ایجـاد در سـط T-DNAخصوص  بهها و   دارند. در آرابیدوپسیس، ترانسپوزون

اند. با توجه به اندازه کوچـک   های این گیاه مورد استفاده قرار گرفته  های درجی در ژن  جهش
 کیلوبـاز ۵-٢۵ی با اندازه T-DNAبسیار کم در آرابیدوپسیس، درج  ژنیِ  ها و مواد بین  اینترون

وجود یـک  درصورت ها خواهد شد. بنابراین،  چشمگیری باعث اختلال در عملکرد ژن طور به
در  T-DNAهایی بـا درج   های درجی، شانس بالایی برای شناسایی لاین  جمعیت بزرگ از لاین

  هر ژنی وجود خواهد داشت.
                                                                                                                    
1. Splicing sites 
2. Open reading fram 
3. Taggaing 
4. Reverse genetics 

  افتهي جهش تيجمع  يحذف تيجمع

  / رقمپيژنوت

  افتهي صفت هدف: جهش  افتهي ژن هدف: آلل جهش يحذف يها افتهي جهش

  ژن ييصفت هدف: شناسا يآلل عملكرد ييژن هدف: شناسا يكيزيف يابي ژن هدف: مكان

 يپيفنوت نشيگز TILLING ژن كيحذف 

 Positional cloning يپيفنوت هيتجز يكيولوژيب هيتجز

ييايمي/ مواد ش λ اشعه عيسر يها نوترون
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در  T-DNAهای درجی بـا اسـتفاده از   های متعددی برای ایجاد جهش  حاضر، سازهدرحال 
خاموشی ژن برای افزایش  بر علاوهباشند که   موجود می ،مانند آرابیدوپسیس و برنج ،گیاهان مدل

 طور بـه هـا نیـز  شـوند. ترانسـپوزون  نیـز اسـتفاده مـی ١کننده انداز و تقویت  بیان ژن، جداسازی راه
گیاهـان مختلـف مـورد اسـتفاده  هـای درجـی در  وسیعی بـرای جداسـازی ژن بـا ایجـاد جهـش

 ئیِ ز دوجهای   ر بیشتر مطالعات، سیستمهای ترانسپوزونی متداول مورد استفاده د  اند. سیستم  گرفتهقرار 
Ac/Dsو  ٢En/Spm-dSpmــازی ژن ٣ ــرای جداس ــه ب ــتند ک ــد   ذرت هس ــایی مانن  ،Opaque-2ه

Chalcone synthesis ،Alcohol dehydrogenase ،Caritenoid biosynthesis  و
HC Toxin reductase ــه  از ذرت اســتفاده شــدند. ایــن سیســتم  عنوان ابزارهــای هــا همچنــین ب

 کار بـه، کـاهو، اطلسـی، آرابیدوپسـیس و سـویا فرنگی گوجه، زمینی سیبهترولوگوس در برنج، 
پاکوتـاهی) و  نیمـه(ژن  oscyp96b4هـای   توان به جداسازی ژن  عنوان مثال، می اند. به  گرفته شده

Osnop  (ژن بازدارنــده تشــکیل دانــه گــرده) از بــرنج و ژنCf-9 عامــل مقاومــت بــه بیمــاری ،
تفاده از سـبـا ا Cladosporium fulvumقـارچ شـده توسـط  ایجاد فرنگی گوجـهی برگ پوسیدگ
درحـال ها، نیازمند ایجاد جمعیت   های ترانسپوزنی ذرت اشاره کرد. استفاده از ترانسپوزون  سیستم

باشـد،   مـی مـدنظرتفرق حاصل از تلاقی والدینی با ترکیب مناسب از اجزای سیستم ترانسپوزونی 
  عنوان ابزار درجی نیاز به تلاقی نیست. به T-DNAفاده از ولی در است

استراتژی جداسازی ژن توسط ترانسـپوزن، شـامل انجـام تلاقـی مناسـب، مشـاهده تغییـرات 
، بررسـی تغییـرات M2در نتاج حاصل از تلاقی، تولیـد نسـل  مدنظرصفت شده در  فنوتیپی ایجاد

موزیگوت و ارزیابی ژنوتیپی آنها با اسـتفاده ه یافته جهش، انتخاب افراد M2صفت در افراد نسل 
ــه براســاس  ــپوزنی مربوط ــای اختصاصــی ترانس ــا  PCRاز آغازگره  TAIL-PCR4معکــوس و ی

، غربـال جمعیـت در نسـل یافتـه جهشنیز بعد از ایجاد جمعیت  T-DNAباشد. در سیستم   می
M2  فاده از آغازگرهـای هموزیگوت انجـام و ایـن افـراد بـا اسـت یافته جهشبرای شناسایی افراد

  شوند.  ، ارزیابی ژنوتیپی میT-DNAمبتنی بر دو انتهای 
                                                                                                                    

1. Enhancer 
2. Activator/Dissociation 
3. Enhancer/Suppressor-Mutator 
4. Thermal Asymmetric Interlaced PCR 
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۵ -۶    TILLING 

هـا و   ، ترانسـپوزونT-DNAژن(هـا) بـا کردن  ماننـد نشـانمند   های اخیـر چنـدین روش  در سال
 RNAژن براسـاس کردن  هـای درجـی و خـاموش  عنوان ابزارهـای جهـش ها به  رتروترانسپوزون

در مطالعات مختلف ژنتیک برگشتی در گیاهان متعدد مورد استفاده قـرار  (RNAi)گر   مداخله
هـای کوچـک ماننـد آربیدوپسـیس و   ها اغلب در گیاهانی با ژنـوم  گرفته است. ولی این روش

هـا وجـود یـک سیسـتم کـارای   این، جهـت اسـتفاده از ایـن روشبـر  علاوهبرنج کارایی داشتند. 
عنوان  نیم دهه قبل به و که حدود یک TILLINGباشد. تکنیک   ی میتراریزش برای گیاه نیز الزام

زایی درجی در آرابیدوپسیس ابداع شد، با غلبه بر بیشـتر مشـکلات   جهش   جایگزینی برای روش
بیشتر گیاهان زراعی مـورد  یبهنژادهای   عنوان روشی قدرتمند در برنامه های قبلی، امروزه به  روش

  شود.  تراریخت از آن نام برده میعنوان یک روش غیر  ت و بهاستفاده قرار گرفته اس
ــواد شــیمیایی جهــش ــای م ــن تکنیــک از مزای ــل  ای ــد اتی ــان   زا مانن ، (EMS)ســولفونات   مت

بــرای تشــخیص  ١ده  بــرونپُر هــای گیاهــان مختلــف و روش غربــال  ژن   تــوالیبودن  دردســترس
نسـبت  TILLINGکند. مزیت اصلی   های نوکلئوتیدی در توالی هدف استفاده می  یچندشکل

که  اسـت این RNAiهـای درجـی و   هـای جهـش  های ژنتیک برگشتی مانند روش  به سایر روش
ی مثل تولیـداز انـدازه ژنـوم، سـطح پلوئیـدی و روش  نظر صـرفدر گونـه گیـاهی را  آن توان  می

بــالایی از  ، فراوانــیTILLINGزای شــیمیایی مــورد اســتفاده در   اســتفاده کــرد. مــواد جهــش
های   عنوان مثال، تجزیه جهش کنند. به  ای را با توزیع تصادفی در ژنوم القاء می  های نقطه  جهش

جهش در هر ژن در  ١٠دهنده وجود حدود   نشان EMSژن آرابیدوپسیس توسط  ١٩٢القایی در 
 رطو  بـه M2باشد. برآورد شده است کـه هـر گیـاه   گیاه می ٣٠٠٠متشکل از  M2یک جمعیت 
متوسـط  طور به ،T-DNAبا استفاده از درج  که درحالیجهش خواهد بود.  ٧٢٠متوسط حامل 

هر لاین در جمعیت درجی آرابیدوپسیس مشاهده شده است. بنابراین، ازای  به جهش ۵/١فقط 
کـوچکتری بـرای  یافتـه جهش، جمعیت T-DNAمانند  ،های جهش درجی  روشدرمقایسه با 

ایـن تعـداد در آرابیدوپسـیس، کـه  طوری به باشد.  ز جهش لازم میسطح اشباع ایک  به رسیدن
اسـت.  T-DNA درجـیِ  لایـنِ  ٣۶٠٠٠٠درمقایسـه بـا  M1 گیـاهِ  ۵٠٠٠برابـر  TILLINGبرای 

                                                                                                                    

1. High-throughput 
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زای شیمیایی برای القای طیف وسـیعی   ، توانایی مواد جهشTILLINGمزیت دیگر تکنولوژی 
باشـد.   های پیـرایش مـی  و جهش در جایگاه truncation، ١ها شامل تغییرات بدمعنی  از جهش

 TILLINGشوند، در   زاهای درجی که اغلب باعث خاموشی ژن هدف می  جهشدرمقایسه با 
هــای   آلــل« بــر علاوههــا در مکــان ژنــی هــدف وجــود دارد.   آلــلاز ســری  یکامکــان القــای 
 hypomophicو  ٣هـای عملکـردی  آلـلزای شیمیایی   (خاموش)، مواد جهش »٢غیرعملکردی

کـه  طوری به کننـد.  فـراهم مـی موردمطالعـه فنوتیپی را برای صفت   ایجاد کرده و یک محدوده
متکـی بـر  ،و ترانسـپوزون T-DNA های مبتنی بـر درجِ   و روش RNAiتکنولوژی  ،ذکر گردید

باشد و تنهـا روش ژنتیـک   نیازی به تراریزش نمی TILLINGتراریزش ژنتیکی هستند، ولی در 
، TILLINGاستفاده در گیاهانی است که در آنها تراریزش لازم نیست. استراتژی  قابلی برگشت
بـه ابـزاری  زودی بـهعنوان یک روش پایش در ژنومیک عملکـردی معرفـی شـد، ولـی  ابتدا به

گیاهــانی بــا تراریــزش ســخت و حتــی در  یبهنــژادارزشــمند و جــایگزین روش تراریختــه در 
در تعداد زیادی  TILLINGساده است تبدیل گردید. تکنولوژی تراریزش در آنها که  گیاهانی

از گیاهان زراعی مهم مانند برنج، گندم نان و دوروم، ذرت، جو، سورگوم، سویا، کلزا، نخود، 
  گیاه مدل آرابیدوپسیس مورد استفاده قرار گرفته است. بر علاوهفرنگی   یولاف و گوجه

  TILLING روش انجامِ   ۵-۶-١
  ):۶-٢شکلدر گیاهان شامل مراحل زیر است ( TILLINGل برای انجام پروتکل متداو 

 یافته جهشایجاد جمعیت . ١

 زای مناسب  انتخاب ماده جهش. 

 زا برای تولید نسل  تیمار بذر ژنوتیپ یا رقم انتخابی با ماده جهش   M1. 

  خودباروری افراد نسلM1  برای تولید نسلM2. 

  استخراجDNA  از افراد نسلM2. 

 ام ادغDNA ٨-۵  گیاهM2. 

  برداشت بذر از گیاهانM2  و تشکیل بانک بذرM3. 

                                                                                                                    
1. Missense 
2. Loss-of-function alleles 
3. Gain-of-function alleles 
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 .TILLINGمراحل انجام   6-2شكل

  

 ژن (توالی) هدفشده در  های ایجاد  ردیابی جهش. ٢

 با استفاده از  پلیمرازای   رهیانجام واکنش زنجDNAآغازگرهـای شـده براسـاس  هـای ادغام
 .اختصاصی ژن(توالی) هدف

 های برشی خـاص ماننـد   هایی مانند برش با آنزیم  ها با استفاده از روش  ردیابی جهشCEL1 ،
 .ده  برونپُر یابی  و یا توالی (١DHPLC)ساز  کروماتوگرافی فاز مایع با عملکرد بالای واسرشته

  شناسایی گیاهانM2 حامل جهش. 

 دیجهش و تعیین نوع تغییر نوکلئوتی تأییدیابی قطعه ژن هدف برای   توالی. 

  یافته جهشارزیابی فنوتیپی . ٣

آوری و نگهداری شد،   جمع M2یافته   و بذر از یک جمعیت جهش DNAهای   نمونهکه  زمانی
های   های القایی در ژن  جهت مطالعه جهش TILLINGعنوان یک جمعیت پایه  آن جمعیت به

                                                                                                                    
1. Denaturing high-performance liquid/chromatigraphy 
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 M2فـرد  ٣٠٠٠-۵٠٠٠هایی متشکل از   ، جمعیتTILLINGبرای معمولاً آن گونه خواهد بود. 
فرد نیز در برخی مطالعات گزارش شده است.  ١٠٠٠٠هایی با   جمعیتهرچندکه شود،   ایجاد می

زا   در گیاهان مختلف با استفاده از مـواد شـیمیایی جهـش TILLINGهای   تقریباً همه جمعیت
  ماده غالب مورد استفاده است. EMSتولید شدند که در بین آنها 

 ازطریـقها   برای ردیابی جهش DHPLCاز  ،در آرابیدوپسیس TILLINGدر اولین تجربه 
بازهـا رخ نـداده اسـت) شـدن  وقوع جهش جفت علت بهکه  جایی( ١ها  تشخیص هترودوپلکس

ترین روش بـرای ردیـابی   استفاده شد. ولی با گسترش کاربرد این روش به سایر گیاهان، متداول
ای را در   دو رشــته DNAکــه اســت  CEL1هــا، بــرش محصــولات تکثیــری بــا آنــزیم   جهــش
کردن  دهـد و سـپس گـرم و سـرد  هـای هتـرودوپلکس فقـط در یـک رشـته بـرش مـی  جایگاه

کریلامیـد واسرشته  محصولات برشی و تفکیـک آنهـا در ژل پلـی  LI-CORدر سیسـتم سـاز  آ
شـده  که در آن نیاز به آغازگرهـای نشانمند LI-CORاست. یک روش جایگزین برای سیستم 

کریلامیـد غیرواسرشته  باشـد، اسـتفاده از ژل پلـی  هزینه میپُر  های فلورسانس که  رنگ با سـاز  آ
  را دارد. LI-CORهمراه با رنگ آمیزی اتیدیوم بروماید است که حساسیت مشابه با 

٢-۵-۶٢iTILLING    
جهت کاهش هزینـه و زمـان  TILLINGعنوان روش جدید  به iTILLINGدر آرابیدوپسیس، 

 شـدهکشت  ،در خاک M2 ای غربال جهش ابداع گردید. در روش کلاسیک، گیاهانِ لازم بر 
شـود.   چندین گیاه ادغام می PCR،DNAتک گیاهان استخراج و برای انجام  تک از DNAو 

ــان iTILLINGدر  ــذر از گیاه ــورت به M1، ب ــی ص ــت م ــک برداش ــه   بال ــازی ب ــردد و نی گ
گار، یک یـا پُر  تایی ٩۶های   حفره پلیتباشد. سپس در هر   گذاری گیاهان نمی  شماره شده با آ

ها بریده شده است کـه   گردد. انتهای حفره  کشت می M1گیاهان شده از  برداشت M2دو بذر 
شده پُر  های پلیت دومی که در زیر پلیت اول قرار دارد و با آب  ها را در حفره  امکان رشد ریشه

  هـا  کند. ایـن ریشـه  میپُر  های پلیت دوم را  ها حفره  ههفته، ریش ٣دهد. تقریباً بعد از   است، می
گردنـد و   اسـتفاده مـی DNAجهـت اسـتخراج کـردن  ها جداسـازی و بعـد از فریز  از گیاهچه

تجزیـه منحنـی ذوب بـا تفکیـک «، از iTILLINGد. در مان  گیاهچه نیز بدون آسیب باقی می
                                                                                                                    
1. Heteroduplexes 
2. Individualized TILLING 
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رش آنزیمـی و الکتروفـورز ژل اسـتفاده ی بـجا بهبرای ردیابی جهش در قطعات تکثیری » ١بالا
تـایی بـه گلـدان   ٩۶یافتـه از پلیـت  جهـششود. بعد از شناسایی جهش، گیاهچه حاوی ژن   می

  گردد.  های فنوتیپی منتقل می  حاوی خاک جهت تولید بذر و نسل بعدی برای ارزیابی
٣-۵-۶  EcoTILLING  

EcoTILLING  اسـتراتژی  یها  تغییرشکلیکی از اولینTILLING  اسـت کـه بـرای ردیـابی
باشـد. ایـن روش   های طبیعی گیاهان می  در جمعیت (SNPs)نوکلئوتیدی  تک های  یچندشکل
بار برای ردیابی چندشکلی در یک جمعیت وحشی مورد استفاده قـرار گرفـت و در  برای اولین

، PCRگـو در عنوان ال و اسـتفاده از آنهـا بـه یافتـه جهشگیاهان  DNAکردن  ی ادغامجا بهآن 
DNA تک افراد جمعیت وحشـی بـا  تکDNA  اکوتیـپColumbia عنوان مرجـع ادغـام  بـه

فـرد شناسـایی شـد کـه  ١۵٠از  بـیشهاپلوتایـپ بـرای پـنج ژن در  ۵۵گردید. در ایـن مطالعـه، 
 EcoTILLINGپیچیـده بودنـد.  یهـا  تـا هاپلوتایـپ SNPدارای دامنـه یـک  یهـا  هاپلوتایپ

اینکـه فقـط یـک  علت بـه کند و  پذیر می  را در تعداد زیادی فرد امکانتشخیص سریع تغییرات 
اسـتفاده  قابـلشود، دارای هزینه پایین نیز است. این روش   یابی می  فرد برای هر هاپلوتایپ توالی

ــودی  ــر موج ــی نظر صــرفدر ه ــا پل ــی  از هتروزیگــوت ی ــد آن م ــتفاده از   پلوئی ــا اس ــد. ب باش
EcoTILLINGهـای مفیـد مـورد   شی گیاهـان مختلـف بـرای شناسـایی ژنهای وح  ، جمعیت

 اسـید  سنتز اروسـیک کننده کنترل ٢FAE1های   توان به ژن می آنها ازجملهاند.   گرفتهبررسی قرار 
 ٣Pina-D1در بـرنج،  soluble srach synthase IIa کننده رمز Brassica ،Alkهای   در گونه

  دم نان اشاره کرد.سختی دانه در گن کننده تعیین ٤Pinb-D1و 
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