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چکیده
Asparagus officinalisمارچوبه شامل خودروچهار گونه  L. ،A. persicus Baker ،A. verticillatus L. وA. breslerianus

Schult. & Schult. f. 5آوري شدند. مکان یابی ایران جمعمناطق مختلفازS45وS)18S-5.8S-25S (rDNA روي کروموزوم
مورد ) FISHبا استفاده از تکنیک هیبریدسازي فلورسانس در محل (دیپلوئید، تتراپلوئید و اکتاپلوئید يهاجمعیتهاي متافازي 

. تأیید گردیدA. officinalisبراي 5Sو یک جفت 45Sریبوزومی DNAسه جفت FISHبر اساس تکنیک . بررسی قرار گرفت
. شدندبا الگوي خاصی مشخص 5Sو یک جفت 45Sدو جفت A. verticillatusو A. persicusجمعیت هاي دیپلوئیدبراي

را نشان دادند.5Sجفت چهارو 45Sریبوزومی DNAجفت A. breslerianus12جمعیت اکتاپلوئیدکروموزوم هاي متافازي
.FISH، لورسانس در محلکروموزوم، هیبریدسازي فمارچوبه، کلمات کلیدي:

مقدمه
ابداع ) 1969) و همچنین جان و همکاران (1969گال و پاردو (توسطدر ابتدا )FISH1(یا تکنیک هیبریداسیون در محل

طوربهرا به مستقیم روي کروموزوم امکان پذیر ساخته است. DNAیاRNAهايتوالییاهاژنیابیمکانروش	این	گردید.
که مکان یابی شده اند ابتدا به منظور ایجاد کاوشگرها با مواد فلورسنت نشاندار DNAتوالی هاي،FISHیکدر تکنخلاصه،

دناتورهوتیماراینازپس. شوندمیترکیبهیبریداسیونبافردرشدهتعیینهايکروموزومباکاوشگرسپس. شوند	می
آماده می شوند. کاوشگر به طور اختصاصی با 2راي اتصال مجددبه رشته هاي مجزا، کاوشگر و محل تعیین شده بDNAشدن

محلدرفلورسنت		سیگنال	مکان مکمل خود بر روي کروموزوم، باند می شود. پس از شستشو و شناسایی با گزارشگر فلورسنت،
	.)2000است (ناث، فلورسنتاپیمیکروسکوپباتشخیصومشاهدهقابلجداگانهطوربهکاوشگرهیبرید

با مارچوبه هاي بومی ایران يهاجمعیتهاي متافازي روي کروموزوم 45SrDNAو 5Sمکان یابی این تحقیق هدف از
می باشد.) FISHاستفاده از تکنیک هیبریدسازي فلورسانس در محل (

هامواد و روش
اپلوئید، اکتاپلوئید از گونه شش جمعیت شامل سه جمعیت دیپلوئید، تترهاي بومی ایران،روي مارچوبهFISHبراي انجام 

Asparagus. officinalis یک جمعیت دیپلوئید از گونه ،A. persicus یک جمعیت دیپلوئید از گونه ،A. verticillatus و یک
ي تثبیت کروموزوم ها در حالت متافازاین منظوربراي مورد بررسی قرار گرفتند.A. breslerianusگونهجمعیت اکتاپلوئید از

از 45Sو 5Sمورد استفاده قرار گرفتند. کلونینک و سیکوئنسینگ 45Sو 5Sقرار گرفته در محل هاي 3rDNAکاوشگردو د.نشد
A. officinalisسلول هاي سوماتیکی  L. .انجام گرفتDNA 45ریبوزومیSو4به وسیه دیگوزیخنینDNA 5ریبوزومیS نیز

1 - Fluorescence in situ hybridization
2 - Re-annealing
3 - Probe
4 - Digoxigenin-11-dUTP
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براي هیبریداسیون انجام گرفت. 2سط به کارگیري واکنش هاي نیک ترانس لیشننشاندار گردید. هر دو عمل تو1توسط بیوتین
در یک درصد بلوکینگ بافر شناسایی شدند. براي ادامه 4و آنتی دیگوزیخنین3به وسیله آنتی بادي هاي استپتاویدینکاوشگرها 

اهده اسلایدها با میکروسکوپ اپی تثبیت شدند. مشDAPI5و وکتاشیلد همراه با DAPIاسلایدهاي حاوي کروموزوم توسط 
وکابررا(گرفته شدندSPOT 2.1داراي نرم افزار 7انجام گرفت و عکس ها با دوربین اسپات سی سی دي6فلورسنس لایکا

.)2002، همکاران
نتایج و بحث

DNAجفت ي سه دارا) 1aشکل (A. officinalisبر اساس نتایج به دست آمده کروموزوم هاي متافازي گونه دیپلوئید 

روي بازوي بلند و یک جفت آن روي بازوي کوتاه در کروموزوم هاي 45Sجفت دو می باشند. 5Sو یک جفت 45Sریبوزومی 
به صورت مشترك روي یک کروموزوم دیده می شوند. سیگنال 45Sجفت همراه با یک 5Sمختلف قرار گرفته اند. یک جفت 

به لحاظ طولی) و روي بازوي کوتاه کروموزوم نزدیک سانترومر شناسایی شد. روي کروموزوم متوسط (45Sو 5Sمشترك 
.Aکروموزوم هاي متافازي گونه دیپلوئید  persicus) 1شکلb ( جفت داراي دوDNA 45ریبوزومیS روي انتهاي بازوي بلند و

روي 5Sو یک جفت 45Sجفتیکروي بازوي کوتاه نزدیک سانترومر روي کروموزوم هاي مختلف می باشند. 5Sیک جفت 
.Aکروموزوم هاي متافازي گونه دیپلوئید روي بلندترین کروموزوم ظاهر شدند.45Sکروموزوم متوسط و جفت دیگر 

verticillatus) 1شکلc ( جفت داراي دوDNA 45ریبوزومیS 5و یک جفتS 45می باشند. هر سه جفتS 5وSبازويروي
به صورت مشترك روي بازوي کوتاه یک 5Sو یک جفت 45Sیک جفتبلند شناسایی شدند.و روي کروموزوم هايکوتاه

انتهاي بازوي کوتاه مشاهده 45Sدر نزدیک سانترومر و سیگنال 5Sکروموزوم ولی با کمی فاصله از یکدیگر ظاهر شدند. سیگنال 
گردیدند.

و 45Sریبوزومی DNAجفت داراي شش A. officinalisوئید همچنین نتایج نشان داد که کروموزوم هاي متافازي گونه تتراپل
روي کروموزوم مشترك مختلف قرار نداشتند. روي کروموزوم هاي 45Sو 5Sمی باشند. هیچ کدام از سیگنال هاي 5Sدو جفت 

وزوم هاي متافازي شناسایی شدند. کروم5Sو چهار جفت 45Sریبوزومی DNAجفت A. officinalis12متافازي گونه اکتاپلوئید 
.Aگونه اکتاپلوئید breslerianus12 جفتDNA45برايریبوزومیS 5و چهار جفت برايS 45جفت سیگنال نشان دادند. دوS

سیگنال به صورت مشترك روي یک کروموزوم ظاهر شدند. 5Sهمراه با دو جفت 

1 - Biotin-Cy3-dUTP
2 - Nick translation reactions
3 - Streptavidin-Cy3 conjugates (Sigma, St. Louis, MO, USA)
4 - Anti-digoxigenin-FITC (Roche Corporate)
5 - Vectashield with DAPI (vector Laboratories, Inc)
6 - Leica DMR epifluorescence microscope
7 - SPOT CCD camera
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(سیگنال سبز) روي کروموزوم هاي گونه هاي دیپلوئید مارچوبه.45S(سیگنال قرمز) و rDNA5Sقرارگیري- 1شکل 
)a کروموزوم هاي متافازي :(A. officinalis) .d کروموزوم هاي متافازي :(A. persicus) .g کروموزوم هاي متافازي :(A. verticillatus اندازه .

10مقیاس=  µm

موزوم هاي مختلف گانه روي یک کروموزوم یا روي کروبه صورت جدا45Sو 5Sریبوزومی DNAدر اکثر یوکاریوت ها 
روي بازوي بازوي کوتاه و سه 5Sیک جفت جایگاه A. officinalisبر اساس نتایج تحقیق حاضر گونه دیپلوئید قرار گرفته اند.
همکاران (دو جفت روي بازوي بلند و یک جفت روي بازوي کوتاه) شناسایی شدند که با نتایج دنگ و 45Sجفت جایگاه 

مطابقت ندارد. طبق نتایج این 5Sهمخوانی دارد اما درباره مکان A. officinalisدر کروموزوم 45S) در مورد موقعیت 2012(
سه جفت A. officinalisبراي جایگاه نشان دادند در حالی که 45Sدو جفت سیگنالA. verticillatusو A. persicusتحقیق،

در ژنوم rDNA) بیان کردند که بسته به منشا و تکامل ژنوم، گسترش و تعداد 2001لی و آروموگاناتان (بروز دادند. 45Sسیگنال 
هوانگ(را دارند DNAتوانایی حفاظت از سیکوئنس هاي 5Sو45SریبوزومیDNAدر بین گیاهان متفاوت است. جایگاه هاي 

. )2015همکاران،و
در کروموزوم هاي متافازي به کار گرفته DNAب براي شناسایی قطعات مخصوص به عنوان روشی مناسFISHامروزه تکنیک 

اکنون امکان ردیابی توالی خاصی از ،هاهاي جدید تهیه پروبو رشد روشDNAهاي کاوشگربا افزایش دسترسی به شده است. 
روي 45Sو 5Sایی نواحی و شناسFISHدر تحقیق حاضر انجام بر گستره کروموزمی فراهم گردیده است. DNAیک قطعه 

,A. persicusکروموزوم هاي گونه هاي  A. verticillatus وA. breslerianus براي اولین بار گزارش شده است. شناساییDNA

ریبوزومی به طور مستقیم روي کروموزوم ابزار مناسبی را براي تحقیق در مورد کروموزوم و تکامل ژنوم فراهم می کند. مشاهده 
هاي هیبرید شده روي کروموزوم ها، امکان نقشه یابی فیزیکی ژن هاي مارچوبه را فراهم می کند.سیگنال 
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Abstract

Four wild Asparagus species were collected from different natural site of Iran. The physical
localization of 45S (18S-5.8S-25S) and 5S rDNA sites by fluorescent in situ hybridization on
metaphase spreads of diploid, tetraploid and octoploid accessions was studied. FISH technique
obviously revealed that there are three pairs for 45S rDNA sites and one pair for 5S site in the diploid
A. officinalis. Also it has confirmed that in diploid populations of A. persicus and A. verticillatus each
chromosome pair are characterized by a distinct pattern of one pair for 5S and two pairs for 45S rDNA
locations. Furthermore, mitotic metaphase of A. breslerianus (2n=8x=80) are showing 12 pairs loci for
45S rDNA and four pairs loci for 5S rDNA.
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