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۳۹ ... با استفاده از MLPمكان يابي ژن مقاومت : نقوي و همكاران

 ا نقويمحمدرض: مكاتبه كننده

 مجله علوم كشاورزي ايران
 )٣٩-٤٦ (١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤جلد 

 
  با استفـاده از ماركرهاي نيمه خودكار MLPمكان يابي ژن مقاومت 

 SSR و AFLP) فلورسنت (
 

 ٥ و محمدرضا قنادها٤، بهمن يزدي صمدي٣، احمد جاهور٢، كنتور بيكر١محمدرضا نقوي
 وه زراعت و اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي دانشگاه تهران، استاديار، استاد و دانشيار گر٥، ٤، ١

 ، استادان بخش بيولوژي و بيوشيمي موسسه تحقيقات ملي ريسو دانمارك٣، ٢
 ٥/٤/٨١تاريخ پذيرش 

 
 خلاصه

 
 ×pallas × )5A تلاقي   ۳F خانواده   ۹۲ بر روي كروموزومهاي جو،      MLPبه منظور مكان يابي ژن مقاومت       

D7B (  له سفيدك سطحي مورد ارزيابي قرار گرفته و سپس با استفاده از ماركرهاي نيمه خودكار                 نسبت به ايزو
AFLP  و SSR     در توالي ياب DNA    از نوع ABI prism 377  تركيب پرايمري   ۹۹تعداد  .  بررسي گرديدند 
AFLP    تركيب پرايمري    ۶۳ و SSR              ين و    در تكنيك تجزيه تفرق بالك به منظور تعيين پلي مورفيسم بين والد

 ۳ به ترتيب مشاهده     SSR و  AFLPنتايج غربال اوليه تركيبات پرايمري      . بالك ها مورد غربال اوليه قرار گرفتند      
  با نام   SSR و ماركر     ۵۰M- ۳۸E) ۱۲۴( با نام      AFLPماركر  .  درصد پلي مورفيسم بين والدين بود        ۱و  

۳۱۶.Bmac        تفرق همزمان را با ژن MLP       نتايج تفرق اين دو ماركر به      . نشان دادند  ۶ بر روي كروموزم شماره
 پيوستگي  ۳F در خانواده هاي     MLP ژن   ۱:۲:۱همچنين تفرق   .  توافق داشت  ۱:۲:۱ و   ۳:۱ترتيب با نسبت هاي     

 .  را مورد تائيد قرار دادMLPاين دو ماركر با ژن 
 

 .۳F ، تجزيه تفرق بالك، خانواده هاي DNA، توالي ياب AFLP ،SSR :هاي كليدي واژه
 

 مقدمه
در سالهـاي اخير از انواع مختلفـي از ماركرهاي مولكولي             

چنانكه به كارگيري    ،  گردد براي مطالعات ژنتيكي استفاده مي      
ماركرهاي مولكولي به همراه تكنيك تجزيه تفرق بالك و                 

 تا حد   DNAروشهاي نيمه خودكار تعيين اندازه و توالي قطعات         
ان نموده است انتخاب      بسيار زيادي مطالعات مولكولي را آس        

 بستگي به هدف، امكانات     DNAتكنيك انگشت نگاري مناسب     
 .و نوع مواد آزمايشي مورد استفاده دارد

 بدليل مقدار بالاي چند           SSR٢ و  AFLP١هاي تكنيك
يابي و   هايي هستند كه براي مكان        تركيبي، از جمله تكنيك     

فاده شناسايي ژنهاي مختلف در موجودات زنده به وفور مورد است         
چند تركيـبي فرايندگي است كه توسط آن        ). ۲(گيرند   قرار مي 

                                                                                    
1 . Amplified fragment length polymorphism 
2 . Simple sequence repeats 

ها را به طور همزمان      توان مقدار زيادي از مكانهاي ژني يا آلل        مي
 . در هر آزمايش تجزيه نمود

 ژنومي با دو نوع آنزيم      DNA بر اساس برش     AFLPتكنيك
برشي، اتصال قطعات برش داده شده با آداپتورهاي مناسب و              

در اين تكنيك از سه     .  استوار است  DNA قطعات    PCRتكثير  
 پرايمرها به منظور كاهش در       ۳  نو كلئوئيد انتخابي در انتهاي     

. گردد تعداد قطعات تكثيري در مرحله تكثير انتخابي استفاده مي        
اين تكنيك از كارايي، تكرار پذيري و قابليت اطمينان بالايي              

 قرار  PCR تكثيري    برخوردار بوده و تحت تاثير پارامترهاي        
 تواليهاي  SSRها يا ماركرهاي      ميكروساتلايت). ۱۵(گيرد   نمي

باشند كه در بيشتر ژنوم يوكاريوتها و              اي مي   تكراري ساده  
اين ماركرها خاص يك مكان      ). ۲(شوند   پروكاريوتها ديــده مي  

همچنين اين  ). ۹( يابند ژني بوده و به صورت هم بارز توارث مي         
ر تنوع آللي بالايي كه نشان مي دهند در كل             ماركرها علاوه ب  
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 ١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ۴۰

اگر چه هزينه استفاده از اين نوع        ). ۲(ژنوم پراكنده مي باشند      
ولي بواسطه پتانسيل بالاي آنها در         . ماركرها زياد مي باشد     

تشخيـص پلي مورفيسم و هتـروزيگوسيتـي در يك گونه به             
 ۶۷۰از  تاكنون بيش   . شوند فـور در موجـودات زنده استفـاده مي     

ماركر ميكروساتلايت بر روي كروموزمهاي جو شناسايي گرديده         
 ). ۱۰ ،۱(است 

 در سيستمهاي نيمه     SSR و AFLPبه كارگيري تكنيكهاي  
 نه  ABI  Prism 377 از نوع    DNAخودكار مانند توالي ياب      

 مختلف در هر چاهك،       DNAتنها بواسطه تزريق سه نمونه         
بلكه به واسطه در    ،  گردد باعث صرفه جويي در زمان و هزينه مي       

نظر گرفتن يك اندازه استاندارد داخلي براي هر چاهك، تنوع             
 از يك چاهك به چاهك         DNAپذيري در مهاجرت قطعات       

 . ديگر و يا از يك ژل به ژل ديگر حذف مي گردد
 داراي نرم افزارهاي       ABI  Prism 377توالي ياب     

Seqecncer, Genotyper, Genescan   دازه و   جهت تعييـن ان
 .  به صورت نيمه خودكار مي باشدDNAتوالي يابي قطعات 

در سالهاي اخير از اين تكنيك ها براي شناسائي و مكان               
يابي ژنها مقاومت به بيماريهاي مختلف در گياهان استفاده               

در حقيقت شناسايي ماركرهاي مولكولي     ). ۱۰ و   ۹(گرديده است   
 براي تشخيص    پيوسته با ژنهاي مقاومت يك فاكتور كليدي          

دقيق تر و بهتر ژنهاي مقاومت و تعيين اثرات متقابل بين ميزبان            
 .و پاتوژن مي باشد

 Erysipheبيمـاري سفيـدك سطحي جـو كه عامل آن           
graminis D. C. f. s p. hordei         مي باشد، از جمله 

بيماريهاي است كه تاكنون مطالعات زيادي در مورد آن صورت            
براي مقاومت به اين     ) يا آلل (دي ژن   گرفته است و تعداد زيا     

 MIK, Mlaاز جمله اين ژنهـا     . بيماري مكان يابي گرديده است    
 بر روي كروموزوم       ,۵Mlo, Mlgبر روي كروموزوم شماره       

 بر روي    Mlh،  ۲ بر روي كروموزوم شماره        MILa،  ۴شماره  
 بر  Mlf و   ۷ بر روي كروموزوم شماره       Mlj،  ۶كروموزوم شماره   

همچنين ماركرهاي  ). ۱۲و۵( مي باشند    ۱م شماره   روي كروموزو 
ين مكانهاي ژني نيز شناسايي        ا نزديك به      RFLP١مولكولي

 از جمله اولين ژنهاي      Mlo و   Mlaژنهاي  ). ۱۲(گرديده است   

                                                                                    
1 . Restriction Fragment Length Polymorphism 

مقاومت به بيماري هستند كه در دو سال اخير ايزوله، توالي                
هدف از اين تحقيق مكان      ). ۱۶،  ۱۳(يابي و كلون گرديده اند       

بر روي  ) ژن مقاومت به سفيدك سطحي جو       (MLPيابي ژن   
 ,SSRكروموزوم هاي جو با استفاده از ماركرهاي نيمه خودكار           

AFLP            ژن .  و بكارگيري تكنيك تجزيه تفرق بالك مي باشد
Mlp             از جمله ژنهاي مقاومت به سفيدك سطحي جو است كه 

 . مشخص نشده است" مكان آن بر روي كروموزوم هاي جو دقيقا
 

 مواد و روشهـا
بر روي    Mlpدر اين تحقيق به منظور مكان يابي ژن              

 ,SSRهاي جو با استفاده از ماركرهاي مولكولي             كروموزوم
AFLP       و به كمك توالي ياب DNA    از نوع ABI prism   ۹۲ از 
والد .  استفاده گرديد  Pallas× 5A)×(D7B تلاقي    ۳Fخانواده  
Pallas       يدك سطحي جو با     يك رقم حساس نسبت به ايزوله سف

 اينبرد نوتركيب نسل نمونه اي      5A ×D7B و والد    24-184نام  
و نسبت به اين     ) ۴( مي باشند     Hordeum spontaneumاز  

 .ايزوله مقاوم مي باشد
 ۳F ارزيابي خانواده هاي -الف

×(Pallas× 5A حاصل از تلاقي       ۳F خانواده    ۹۲تعداد  
(D7B            به همراه والدين در واحدهاي آزمايشي )با ) لدانهايگ

 سانتي متر در گلخانه بيماريهاي موسسـه تحقيقات          ۱۵۰قطر  
براي هر خانواده يك واحد         . ريسودانمارك كشف گرديدند    

 بذر  ۱۰آزمايشي در نظر گرفته شد و در هر واحد آزمايشي                
هفت روز پس از كاشت برگ اول هر گياه را جدا             . كشت گرديد 

به منظور  . گرفتندنموده و در پتريديشهاي حاول آگار قرار             
 استفاده  21-184آلودگي مصنوعي برگهاي بريده شد از ايزوله          

 به ترتيـب نسبـت به ايـن       5A)×(D7B و Pallasوالـدين  . شد
عكس العمل بيماريزايي و عدم بيماريزايي نشان مي             ايزولــه
هفت روز پس از آلودگي، تيپ آلودگي گياهان بر اساس            . دادند

 و  Trope) حساس" كاملا (۴تا  ) ممقاو" كاملا ( ۰مقياس  
جهت شناسايي گياهان    . يادداشت گرديد ) ١٩٧٩(همكاران   

 به عنوان   ۲، و ۱،  ۰حساس و گياهان مقاوم، تيپ هاي آلودگي          
 به عنوان    ۴ و    ۳هاي آلودگي     العمل مقاومت و تيپ       عكس
 . العمل حساسيت در نظر گرفته شد عكس
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۴۱ ... با استفاده از MLPمكان يابي ژن مقاومت : نقوي و همكاران

 ١(BSA) تجزيه تفرق بالك -ب
  پيوسته با     SSR و   AFLPايي ماركرهاي   به منظور شناس  

ابتدا .  استفاده گرديد  (BAS) از تجزيه تفرق بالك        MLPژن  
DNA               خانواده ها و گياهان داخل خانواده براساس پروتكل 

استخراج گرديده و سپس از مخلوط       ) CTAB) ۱۱تغيير يافته   
DNA     كليه گياهان در هر     (مقاوم  "  خانواده كاملا  ۸ مربوط به

 حسـاس " خانواده كامـلا   ۸و  ) ۱ يا    ۰س العمل    خانواده عك 
به ) ۴كليـه گياهان در خانـواده هاي حساس با عكس العمل             (

ترتيب بالكهاي مقاوم و حساس ايـجاد گرديـد بـالك هاي               
DNA    شامل مخلوط DNA       گياهان داخل و بين خانواده بودند 

 AFLP با تركيبات پرايمري     ۳Fوارزيابي بالك ها و خانواده هاي       
 . صورت گرفتABI prism از نوع DNA در توالي ياب SSRو 
  يا ميكروساتلايتSSR تكنيك -ج

 مخصوص جو   SSR تركيب پرايمري    ۶۳در اين تكنيك از      
. جهت غربال اوليه در بالك هاي مقاوم و حساس استفاده گرديد           

 خود  ۵از دو پرايمر هر تركيب پرايمري يكي از آنها در انتهـاي               
زرد يا   (HEX،  )سبز (TET،  )آبي (FAMسنت  با رنگهاي فلور  

) زرد (NEDو  ) سبـز بستـه به نـوع فيلتــر مـورد استفاده         
تركيبات .  نشاندار شده بودند    ABI prismجهت شناسائي در     

پرايمري علاوه بر نوع رنگ نشاندار، از نظر توالي، تعداد جفت              
و باز، درجه حرارت مرحله اتصال، تكرار موتيف، نوع كروموزم              

 PCRپروفيل  .  مورد نياز با همديگر متفاوت بودند      Mgcl2مقدار  
، ۹۴ ثانيه در    ۶۰مورد استفـاده شامل دناتوره كردن  به مدت           

بسته به نوع    (ºc۶۰ يا   º c ۵۰  ،ºc۵۵ ثانيه در  ۶۰اتصال به مدت    
 ۳۵ در   ºc ۷۲  ثانيه در    ۶۰و توسعه به مدت     ) تركيب پرايمري 

بي كليه تركيبات پرايمري در      پس از ارزيا  . سيكل انجام گرفت  
والدين و بالك هاي حساس و مقاوم، از تركيبات پرايمري كه در             
غربال اوليه پلي مورفيسم بين دو بالك را نشان داده بودند جهت            

 مورد ارزيابي    ۳F خانواده ۹۲تائيد تفرق همزمان ژن و ماركر در        
 .قرار گرفتند

 AFLP تكنيك –د 
ر قبل از انتخاب از دو پرايمر        در اين تكنيك در مرحله تكثي      

MseI, EcoRI             قبل از مرحله انتخاب كه به ترتيب داراي باز  
در واكنش  .   بودند استفاده گرديد    ۳′  در انتهاي  C و   Aانتخابي  

                                                                                    
1 . Bulked Seqregant Analysis 

 استفاده  EcoRI, MseI تركيب پرايمري    ۹۹مرحله انتخابي از    
هر يك از پرايمرهاي مرحله انتخابي داراي سه باز انتخابي            . شد
 ۵′ در انتخاب    EcoRI بودند، همچنين پرايمرهاي     ۳′ انتهاي   در

 NEDو يا   ) سبز (JoE،  )آبي (FAMخود با رنگهاي فلورسنت     
.  نشاندار شده بودند   ABI prism 377جهت ارزيابي در     ) زرد(

 مورد استفاده براي مرحله انتخابي شامل دناتوره          PCRپروفيل  
 ثانيه در   ۳۰مدت   ، اتصال به     ºc۹۴ ثانيه در    ۲۰كردن به مدت    

ºc ۶۵       ثانيه در     ۶۰ و توسعه به مدت  ºc۷۲   سيكل و   ۹ براي 
 ، اتصال به    ºc۹۴ ثانيه در    ۲۰پس از آن دناتوره كردن به مدت         

 ºc۷۲  ثانيه در    ۶۰ و توسعه به مدت       ºc ۵۶ ثانيه در    ۳۰مدت  
پس از ارزيابـي كليه تركيبـات       .  سيكل انجام گرفت    ۲۲براي  

ين و بالك ها، از تركيباتي كه بين            در والد   AFLPپرايمـري  
والدين و بالك ها، پلي مورفيسم نشان داده بودند، جهت تائيد              

  تلاقي   ۳F  خانواده  ۹۲تفرق همزمان ژن و ماركر در               
Pallas× 5A)×(D7Bمورد ارزيابي قرار گرفتند . 

  تجزيه نتايج –هـ 
 و نمره دهي قطعات از      DNAبه منظور تعيين اندازه قطعات      

در نهايت  .  استفاده گرديد  Genescan و Genotyperهاي   برنامه
 Mapmaker شده به برنامه    ASCII فايلنتايج به صورت يك      

 و از فاصله    LOD=۳ از   Mapmakerدر نرم افزار    . منتقل شدند 
 سانتي مورگان به عنوان بيشترين فاصله ژنتيكي            ۵۰ژنتيكي  

 از  MLPفاصله ژنتيكي بين ماركرها و ژن مقاومت        . استفاده شد 
 .تخمين زده شد) Kosambi) ۷طريق روش 

 
 نتايج و بحث 

  تلاقي   ۳F خانواده     ۹۲ نتايج عكس العمل          ۱جدول   
Pallas× 5A)×(D7B         را نشان   24-184 را نسبت به  ايزوله 

تعداد خانواده هموزيگوس مقاوم، هتروزيگوس مقاوم و        . دهد مي
كه با  .  مي باشد  ۲۵،  ۴۴،  ۲۳هموزيگوس مغلوب به ترتيب برابر      

 بر طبق آزمون كاي اسكور مطابقت         ۱:۲:۱نسبت مورد انتظار     
 مورد  5A×D7B را در والد      MLPاين نسبت وجود ژن      . دارد

 وجود  ۳Fهمچنين نتايج تفرق خانوادههاي     . تائيد قرار مي دهد   
 F ۷ژنهاي اختصاصي را در اينبرد لاين هاي نو تركيب نسل               

طالعات قبلي  كه توسط م   Hordeum spontancum نمونه هاي 
 ). ۴(گزارش شده بود را مورد تائيد قرار مي دهد 
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 ١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ۴۲

 در SSR و AFLP تجزيه تفرق ژن و ماركرهاي -۱جدول 
 )Pallas × )5A × D7Bدر تلاقي  F3جمعيت 

 تعداد مشاهده شده
X2 

نسبت 
مورد 
 انتظار

 تعداد
 كل

مشابه والد
 حساس

هتروزيگوس مشابه والد
 مقاوم

 ژن يا ماركر

۲۶/۰ ۱:۲:۱ ۹۲ ۲۵ ۴۴ ۲۳ MLP 

۲۳/۰ ۳:۱ ۹۲ ۲۵ __ ۶۷ )۱۲۴(۵۰ M-۳۸E 
**۷۸/۹ ۳:۱ ۹۲ ۱۰ __ ۸۲ )۱۹۷(۶۱ M-۳۷E 

۹۵/۰ ۱:۲:۱ ۹۲ ۲۷ ۴۴ ۲۱ ۳۱۶ Bamc. 

  درصد۱ معني دار در سطح **

 
 مورد استفاده در كل      M۳۲E - ۶۱ تركيب پرايمري    ۹۹از  
 ۲۴۵نها  نمرده دهي گرديد كه از اين تعداد ت       ) پيك( نوار   ۷۹۰۰
بيشترين . در بين والدين پلي مورفيسم بودند       )  درصد ۳(نوار  

مقدار پلي مورفيسم مشاهده شده در بين دو والد مربوط به                
 باند پلي مورفيك و        ۱۱ با    M۳۲E - ۶۱تركيب پرايمري    

 نوار  ۱ با   M- ۴۰E ۴۸كمترين آن مربوط به تركيب پرايمري        
 AFLPات پرايمري   نتايج غربال اوليه تركيب    . پلي مورفيك بود  

 ۵۰M - ۳۸E و M۳۷E - ۶۱شناسايي دو تركيب پرايمري       
 ۱۲۴ و   ۱۹۷ به اندازه هاي     DNAبودند كه به ترتيب در قطعات       

. جفت باز دربين والدين و بالك ها پلي مورفيسم نشان مي دادند           
نمايش الكتروفوروگرم اين تركيبات پرايمري در دو والد و بالك            

.  نشان داده شده است    ۲ و   ۱هاي  هاي مقاوم و حساس در شكل      
 و بالك   5A ×D7B در والد مقاوم     M۳۷E - ۶۱تركيب پرايمري   

و )  Pallas(و در والد حساس      ) نوار(وجود پيك   ) RB(مقاوم  
 باندازه  DNAعدم وجود پيك را در قطعه        ) SB(بالك حساس   

M - ۶۱) ۱۹۷(از اين رو ماركر     .  جفت باز نشان مي دهد     ۱۹۷
۳۷E     صورت بالقوه با ژن      مي تواند بهMLP      در فاز جفت لينكاژ 

 در  ۵۰M-۳۸Eدر صورتيكه تركيب پرايمري در        . داشته باشد 
والد مقاوم و بالك مقاوم عدم وجود پيك و در والد حساس وجود             

در .  جفت باز نشان مي دهد     ۱۲۴ باندازه   DNAپيك را در قطعه     
  مي تواند به صورت پتانسيل      M ۳۷E- ۵۰) ۱۲۴(نتيجه ماركر   

 . در فاز ناجفت لينكاژ داشته باشدMLPبا ژن 
 ۶ تنها   SSR تركيب پرايمري     ۶۳همچنين در استفاده از      

بين دو والد پلي مورفيسـم نشـان       )  درصد ۱(تركيب پرايمري   
۳۱۶) ماركر( تركيب تنها يك تركيب پرايمري       ۶دادنـد و از اين     

.Bmac                ۳شكل   .  در بين بالك هاي پلي مورفيك بود 
 را در والدين و بالك ها نمايش         Bmac.۳۱۶گوم ماركر   الكتروفور
  ۲Pو والد حساس      ) ۱P) 5A×D7Bوالد مقاوم    . مي دهد 

)Pallas (     به ترتيب در قطعاتDNA    ۱۳۰ و   ۱۶۳ باندازه هاي 
الگوي الكتروفورگرم در   . جفت پازپلي مورفيسم نشان مي دهند      

  و ۱۶۳ باندازه هاي    DNAشامل هر دو قطعه     ) RB(بالك مقاوم   
 جفت باز مي باشد، در صورتيكه الگوي الكتروفورگرم در             ۱۳۰

مشاهده . مي باشد )  ۲P(بالك حساس مشابه والد حساس         
در بالك مقاوم    ) DNAوجود هر دو قطعه        (هتروزيگوسيتي  

.  بيانگر حداقل وجود يك فرد هتروزگوس در اين بالك مي باشد           
.۳۱۶كر  نتايج الگوهاي الكتروفورگرم بيانگر اين است كه مار           

Bmac           پتانسيل آن را دارد كه با ژن  MLP    پيوستگي داشته 
كم بودن مقدار پلي مورفيسم بين دو والد براي هر دو نوع            . باشد

 بيانگر نزديكي والدين نسبت      SSR  و    AFLPتركيب پرايمري   
مطالعات قبلي انجام شده بر روي جو با          . به همديگر مي باشد    

 مقدار پلي    SSR  و      AFLPاستفاده از تركيبات پرايمري        
 ). ۱۰ ،۲(مورفيسم بيشتري را گزارش كرده بودند 

 

 
 

 در والد   M-۳۷E ۶۱ نمايش الكتروفورگرم تركيب پرايمري       -١شكل  
(، بالك مقاومت    Pallas (P2)والد حساس   ) 5A × D7B)۱Pمقاوم  

RB (     و بالك حساس(SB) .   در اندازهDNA   جفت باز   ۱۹۷ حدود 
 والد حساس و بالك حساس عدم وجود           والد مقاوم وجود پيك ولي     

 و درجه بندي افقي     DNAپيكها بيانگر قطعات    . پيك را نشان ميدهند   
و شدت سيگنالها   ) جفت باز (و عمودي به ترتيب بيانگر اندازه قطعات         

 . را نشان مي دهند
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 در والد   M-۳۸E ۵۰ نمايش الكتروفورگرم تركيب پرايمري       -٢شكل  
 ، بالك مقاومت   Pallas (P2)حساس  والد  ) 5A × B7B) ۱Pمقاوم  

)RB (     و بالك حساس(SB) .   در اندازهDNA   جفت باز   ۱۲۴ حدود 
والد مقاوم وجود پيك ولي والد حساس و بالك حساس عدم وجود                

 و درجه بندي افقي     DNAپيكها بيانگر قطعات    . پيك را نشان ميدهند   
نالها و شدت سيگ  ) جفت باز (و عمودي به ترتيب بيانگر اندازه قطعات         

 . را نشان مي دهند
 

 
 5A در والد مقاوم     Bmaco316 نمايش الكتروفورگرم ماركر     -٣شكل  

 ×B7B) ۱P (    والد حساس(P2) Pallas     بالك مقاومت ،)RB ( و
 ۱۳۰ و   ۱۶۳ به اندازه هاي      DNAدر قطعات   . (SB)بالك حساس   

جفت باز به ترتيب والد مقاوم وجود پيك ولي والد حساس و بالك                 
بالك مقاوم داراي هر دو      . م وجود پيك را نشان ميدهند      حساس عد 

 جفت  ۱۳۰  ولي بالك حساس تنها داراي اندازه قطعه             DNAقطعه  
 و درجه بندي افقي و عمودي       DNAپيكها بيانگر قطعات    .باز مي باشد  

 .و شدت سيگنالها مي باشند) جفت باز(به ترتيب بيانگر اندازه قطعات 

-M ۳۷E  ۵۰M-۶۱مهاي   با نا  AFLPدو تركيب پرايمري    
۳۸E        و تركيب پرايمري  SSR     ۳۱۶ با نام.Bmac     كه با ژن 

 به طور   5A×D7B در لاين اينبرد نو تركيب          MLPمقاومت  
 تلاقي  ۳F خانواده   ۹۲پتانسيل پيوستگي نشان داده بودند در         

Pallas × )5A×D7B (          به منظور تائيد تفرق همزمان ژن و
  AFLPنتايج تفرق ماركرهاي    . ماركرها مورد ارزيابي قرار گرفتند    

 را به ترتيب براي       ۱:۲:۱ و    ۳:۱ توافق نسبت هاي       SSRو  
.  نشــان مي دهد   Bmac.۳۱۶ و   ۵۰M -۳۸E) ۱۲۴(ماركرهاي  

 ۳Fهاي    در خانواده  ۱:۲:۱ نيز داراي تفرق     MLPاز آنجائيكه ژن    
از اين رو ميتوان نتيجه گرفت كه اين دو ماركر با ژن             . مي باشد 
در صورتيكه  . تفرق همزمان نشان مي دهند       MLPمقاومت  

 اختلاف معني داري را     ۳:۱ با نسبت    M ۳۷E-۶۱) ۱۹۷(ماركر  
از اين رو انتظار مي رود كه در ترسيم         ). ۱جدول(نشان مي دهد    

.  پيوستگي نداشته باشد    MLPنقشه پيوستگي اين ماركر با ژن       
 مشاهده پلي مورفيسم ماركري در بالك ها و عدم تفرق همزمان           

 گزارش شده   AFLPماركر با ژن در مطالعه قبلي براي ماركر            
 ).۸(است

  نسبت به ماركرهاي     MLPمحل قرار گرفتن ژن مقاومت        
)۱۲۴(۵۰ M-۳۸E   ۳۱۶ و Bamc.    نشان داده شده    ۴ در شكل 

 ۳۱۶ و   M-۳۸E ۵۰)۱۲۴(بر طبق اين نقشه ماركرهاي       . است
Bamc.       رگان از   سانتي مو  ۴/۲۵ و   ۸/۳۱ به ترتيب با فاصله هاي

اگرچه هر دو ماركر در فاصله       .  فاصله دارند  MLPژن مقاومت   
نزديك نسبت به ژن مقاومت قرار ندارند ولي بواسطه هم بارز               

)۱۲۴( و همچنين پيوستگي ماركر       .Bamc ۳۱۶بودن ماركر     
۵۰ M-۳۸E                 با ژن مقاومت در فاز ناجفت هر دو ماركر از 

 كه در فاز ناجفت     ماركرهايي. اهميت خاصي برخوردار مي باشند    
نسبت به ژن مقاومت قرار دارند در مقايسه با ماركرهايي كه در              
فاز جفت هستند جهت انتخاب غير مستقيم ژن مقاومت از                
اهميت بيشتري برخوردارند اگر چه مقدار نوتركيبي بين ژن             

 درصد براي ماركر در فاز       ۹۲مقاومت و ماركر در فاز جفت به          
د براي ماركر هم بارز ثابت شده         درص ۹۵ناجفت و همچنين به     

 ).۳(است 
از آنجائيكه مكان ماركرهاي ميكروساتلايت بر روي                

باشند  كروموزومهاي مشخص بوده و به اصطلاح خاص ژنومي مي        
 توانند براي مكان يابي ژنهاي مختلف مورد استفاده  از اين رو مي
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 ١٣٨٢، سال ١، شماره ٣٤مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ۴۴

 
 نسبت به ژن      SSR و   AFLPفاصله ماركرهاي مولكولي      -٤شكل  
MLP        ۶ بر روي بازوي بلند كروموزم)H۶ .(    فواصل ژنتيكي بر حسب

سانتي مورگان در سمت چپ و ماركرهاي مولكولي در سمت راست              
 .گروه لينكاژي نشان داده شده اند

بر طبق نقشـه ميكروساتلايت ها در جو كه           ) ۱۱(قرار گيرند   
منتشر شده است ماركر      ) ٢٠٠٠(بوسيله رامسي و همكاران       

 بر روي بازوي بلند كروموزوم          .Bamc ۳۱۶يت  ميكروساتلا
 ۵۰)۱۲۴( قرار دارد، همچنين اين نقشه محل ماركر            ۶شماره  

M-۳۸E       از اين  .  تعيين نموده است   ۶ را بر روي بازوي كروموزم
 د در اينبر   MLPرو مي توان نتيجه گرفت كه ژن مقاومت              

 به احتمال زياد بر روي بازوي بلند               5A×D7Bنوتركيب   
 .  قرار دارد۶ماره كروموزوم ش

 ۶۳ و   AFLP تركيب پرايمري    ۹۹اگر چه در اين مطالعه از       
 مورد استفاده در تكنيك تجزيه تفرق          SSRتركيب پرايمري    

تنها دو ماركر   ) Pallas × )5A × D7B تلاقي   ۳Fبالك در نسل    
با "  تفرق همزمان نشان دادند ولي مسلما       MLPبا ژن مقاومت    

 امكان شناسائي ماركرهاي بسيار     بررسي تركيبات پرايمري ديگر   
مطالعه قبلي انجام شده    . نزديك به اين ژن وجود خواهد داشت       

 نشان  F ۲ از طريق روشهاي تجزيه جمعيت هاي        ۱۹۸۷در سال   
). ۴( قرار دارد    ۵ بر روي كروموزم شماره      MLPداده بود كه ژن     

 بر روي بازوي بلند     MLPدرصورتيكه در اين تحقيق مكان ژن        
از آنجائيكه ماركرهاي    .  تعيين مي گردد     ۶شماره  كروموزوم  

SSR         نتايج اين تحقيق    " مسلما) ۱۱( خاص ژنوم مي باشند
 و عدم استفاده از     F ۲بسيار دقيق تر از روشهاي جمعيت هاي         

 .ماركرهاي مولكولي در مكان يابي ژن مي باشد
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SUMMARY 
 
In order to localize Mlp (a powdery mildew resistance gene) on barley, 92 F3 

families of D7B×5A Pallas cross were evaluated for their resistance to powdery mildew. 
Semi- automated AFLP and SSR techniques, with ABI prism 377 DNA sequencer were 
applied to genotype these families. Ninety nine AFLP and 63 SSR primer combinations 
were employed to recognize the polymorphism between the parents through bulked 
segregant analysis (BSA). AFLP and SSR primer combinations showed 1 and 3 percent 
polymorphism between parents, respectively. One AFLP marker, E38- M50 (124), and 
one SSR marker, Bmac 0316, were found to be associated with Mlp gene on the long 
arm of chromosome 6. The segregation ratio 3:1 and 1:2:1 for AFLP and SSR markers 
respectively and the ratio 3:1 for Mlp gene on F3 population verified the co- segregation 
between Mlp and molecular markers. 

 
Key words: AFLP, SSR, DNA sequencer, Bulked, Segregant analysis, F3 family,  

                           Barley powdery mildew. 
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