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ها و در ژن) SNP(يطراحی پرایمرهاي اختصاصی براي مطالعه تنوع تک نوکلئوتید
تعیین عملکرد آنها

4و بابک ناخدا3، محسن مردي3، سید محتبی خیام نکوئی2، نادعلی بابائیان جلودار1راحله خادمیان

چکیده  
از این رو تحقیقات . ها شناخته شده باشد، وجود داردها بدون آنکه عملکرد این توالیمورد توالی بسیاري از ژناطلاعات زیادي در

بدین منظور . ها انجام گرفته استاین توالیبراي پر کردن شکاف بین ساختار و عملکرد معکوس هاي ژنتیکی فراوانی از طریق روش
توانند تنوع تک نوکلئوتیدي و تاثیر آن بر عملکرد ژن را تعیین بکه ،ي اختصاصی ژنآزمایشی با هدف چگونگی طراحی پرایمرها

هاي مورد بررسی در این آزمایش ژن. گرفته استانجام(ICARDA)نمایند، در مرکز بین المللی تحقیقات کشاورزي در مناطق خشک 
کارآیی . پرایمر براي این دو ژن طراحی گردیدبوده است و هشت جفت ،HvHKT1و CBL4دو ژن متحمل به تنش شوري در جو، 

و توالی یابی قطعات 1اي پلیمرازپرایمرها براي تکثیر منطقه مورد نظر و نشان دادن تنوع تک نوکلئوتیدي از طریق واکنش زنجیره
ژنومی مربوط و تعیین تنوع همه پرایمرهاي طراحی شده داراي قابلیت بالایی از نظر تکثیر قطعات . تکثیري مورد ارزیابی قرار گرفت

توان نقش تنوع لذا به کمک آنها می. این پرایمرها اختصاصی بوده و از مناطق کدکننده ژن طراحی شدند. تک نوکلئوتیدي بودند
همچنین انتخاب به کمک این مارکرهاي . مورد مطالعه قرار دادرا هاي مختلف در تغییر عملکرد ژن نوکلئوتیدي موجود بین ژنوتیپ

.  باشدختصاصی داراي کارآیی بیشتري نسبت به انتخاب بر اساس مارکرهاي پیوسته با ژن میا

CBL4،HvHKT1، پرایمر اختصاصی ژن،  تنوع تک نوکلئوتیدي، جو: کلیديهايواژه

مقدمه 
مطالعات ژنومی نشان داد که وجود تنوع ژنتیکی در 

و حتی خارج از ) اینترون(خارج از مناطق کدکننده ژن 
اي اهمیت ویژهصفات کمی و کیفی مناطق ژنی در بروز 

مطالعات بعدي مناطق اینترونی و مناطق .)5،12(دارد 
از % 90بین ژنی مشخص نمود که این مناطق حامل تقریباً

باشند که در گذشته نادیده گرفته ژنوم میهاي SNPکل 
در DNAتوالی یابی استاندارد ). 11(شدند می

هاي نادر، دف تعیین موتاسیون، با ههاي بزرگجمعیت
شناخت آلل هاي گیر و پر هزینه است به همین دلیل وقت

تشخیص . هاي بزرگ بسیار مشکل استنادر در جمعیت
یابی هتروزیگوس بستگی به کیفیت توالیهاي موتاسیون

دارد و در زمینه پر تراکم صفحه کروماتوگرام تشخیص آنها 
علاوه بسیاري از هب). 8،17. (باشدبسیار دشوار می

هاي رایج پیش غربالگري مانند آنالیز ترکیبی تکنولوژي
لکتروفورز ژل گرادیانت صرفاً اي یا اپلی مورفیسم تک رشته

را مورد مطالعه قرار DNAهاي کوچکی از بخش

و یا قادر به آنالیز با راندمان بالا ) dHPLCمانند(دهند می
هایی مطلوب هستند که از باشند بنابراین تکنیکنمی

لحاظ اقتصادي مقرون به صرفه بوده و تشخیص آنها از 
).  7،17(حساسیت و راندمان بالایی برخوردار باشند 

هاي تعیین عملکرد یک ژن، ترین روشیکی از مستقیم
یافتن موتاسیون در ژن مـورد نظـر و مـرتبط نمـودن ایـن      

ایـن  . موتاسیون به تغییر فنوتیپی در موجود موتانت اسـت 
تکنیک بر مبناي شناخت تغییر ساختار یا تغییـر عملکـرد   

ر ایـن تغییـرات در فنوتیـپ گیـاه     ثیسپس آنـالیز تـأ  ژن و 
، دانستن تـوالی کامـل ژنـوم گیـاه    در این تکنیک. باشدمی

تـوان از اطلاعـات   بلکـه مـی  ضـروري نیسـت   مورد مطالعه
هـاي اطلاعـات ژنـومی    ژنومی سایر گیاهـان کـه در پایگـاه   

جو براي مثال در گیاهی مانند . موجود است، استفاده نمود
تـوان از  یابی نشده است، میتوالیکه ژنوم آن به طور کامل 

هاي مربوط به برنج و یا آرابیدوپسیس براي آنـالیز ژن  داده
هـاي  از گونـه بسیاري درتوالی ژن مورد نظر . استفاده نمود
GenBankهاي اطلاعاتی ماننـد توان از پایگاهگیاهی را می

1- Polymerase Chain Reaction (PCR)

)r_khademian2005@yahoo.com: نویسنده مسوول(، دانشگاه بین المللی امام خمینی قزوین،ستادیارا-1
دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی سارياستاد، -2

پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي کرج،و استادیاردانشیار-4و 3
11/2/91: تاریخ پذیرش10/12/90: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ــتخراج اســـ
در . نمود و سپس همولوگ نزدیک به آن ژن را تعیین کـرد 

هــاي کلــون شــده آنــالیز عملکــرد را مــورد جــو، همولــوگ
،ژنکننـده  بـراي تکثیـر منطقـه کد   . سـازند ر میپذیامکان
ن توالی مورد نظر یا آمینو اسید به عنواmRNAهاي توالی

تـرین  معـروف . گردنـد مـی استفادهESTهاي پایگاه دادهاز
ــاه داده ــاي پایگ ــع ESTه ــاه جم ــخه، پایگ ــاي آوري نس ه

456410بـــا TIGR(http://plantta.jcvi.org/)گیـــاهی
2007آخرین گزارش ماه جولاي سال (جو ESTرکورد از 
اي و و پایگــاه آزمایشــگاه بیولــوژي محاســبه   ) مــیلادي

(http://compbio.dfci.harvard.edu)ژنومیکس عملکردي
،آخـرین گـزارش  (باشـد  جو میESTرکورد از 502606با 

هـا از طریـق   ESTایـن  ).  مـیلادي 2011ماه مارس سـال  
هاي برنج و آرابیدوپسیس مطابقـت داده  بلاست با همولوگ

یی که داراي بیشترین شباهت هستند به عنوان نهاشده و آ
. گیرنـد قـرار مـی  الگویی براي طراحی پرایمر مورد استفاده 

هـا همه آنکه ،این پرایمرهاتوسطتکثیر شده قطعاتتوالی
با اسـتفاده  ،هستندجوکنندهکدکاملیک توالیمتعلق به

CodonCode Alignerماننــد دیگــرينــرم افــزار از 
(http://www.codoncode.com/aligner) بــــا یکــــدیگر

را بـا هـم   هـا توالیاستقادر افزاراین نرم.شوندترکیب می
یـک تـوالی نهـایی    به صورترا آنهاسپسو مقایسه نموده

پس از آن که توالی کامـل کدکننـده جـو بـه     . نمایدمرتب 
شـود  هاي ژنومی برنج مطابقت داده مـی یدست آمد، با توال

. و اینتـرون مشـخص گـردد   تا مناطق مـرزي بـین اگـزون    
ــی ــار م ــن ک ــا اســتفاده از الگــوریتم  ای ــد ب BLASTNتوان

ــا ــرمیـــــ ــد  نـــــ ــزاري ماننـــــ Splignافـــــ
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign/splign.c

gi)تواند مدل گرافیکی ژن را افزار اخیر مینرم.انجام گیرد
براي به دست آوردن مدل ژنی در جو،). 10(نماید نیزارائه

یـا  BLASTNو ژنومی بـا اسـتفاده از   هاي کد کنندهتوالی
آمینو اسـیدي  توالی. شوندتطبیق داده میSplignافزار نرم

طریق ترجمـه آزمایشـگاهی   بر اساس توالی کد کننده و از
مرحلــه نهـایی تاییــد ویژگـی ارتولــوگی   . شـود تعیـین مــی 

GreenPhylبـا اسـتفاده از   اسـت کـه  همولوگ کلون شده 
(http://greenphyl.cirad. fr/)گیــــردصــــورت مــــی .

GreenPhylژنوم کامل است کـه  12هاي ژنی شامل توالی
). 13(دهد گیاهی را به طور خودکار انجام میبندي طبقه

هامواد و روش
المللی تحقیقات کشاورزي در این آزمایش در مرکز بین

. انجام گرفته است(ICARDA)مناطق خشک 
مواد گیاهی 

ژنوتیپ جو که منشأ جغرافیایی 20در این تحقیق از
د، به عنوان مواد باشآنها مناطق مختلف شور در دنیا می

هدف از انتخاب این مواد بررسی . گیاهی استفاده گردید
کثر کارآیی پرایمرهاي طراحی شده در نشان دادن حدا

هاي متعلق به  این مناطق تنوع ژنتیکی موجود در ژنوتیپ
یی که در هالعات قبلی، ژنوتیپزیرا طبق مطا. بوده است

بیشتري از نظر تنوعیابند داراي مناطق شور رشد و نمو می
.      باشندهاي متحمل به شوري میدارا بودن ژن

طراحی پرایمر
جو هاي ژنومی با استفاده از دادهطراحی پرایمرها

با . انجام گرفتGeneBankموجود در پایگاه اطلاعاتی 
توجه به اینکه این پرایمرها اختصاصی بوده و براي مطالعه 

ز مناطق کدکننده عملکرد ژن طراحی شدند، ا
هاي اولیه براي طراحی پرایمر استفاده عنوان توالیبه

HvHKT1وCBL4هاي مورد مطالعه شامل ژن. گردید
افزار براي طراحی پرایمرها از نرم. بوده است

Primer3(/http://frodo.wi.mit.edu/primer3)آنلاین
نشان داده CBL4مدل ژنی ژن 1در شکل . استفاده شد
همچنین توالی کامل مناطق کدکننده و . شده است

. نشان داده شده است2غیرکدکننده این ژن در شکل 
.مناطق کدکننده به صورت رنگی نمایش داده شده اند

چهار پرایمر براي این ژن طراحی گردید که توالی آنها در 
.   تآورده شده اس1جدول 

HvHKT1ژن توالی مناطق کدکننده و غیرکدکننده 
چهار پرایمر براي این ژن طراحی . آمده است3در شکل 

مدل ژنی ژن . آمده است1شد که توالی آنها در جدول 
HvHKT1 نشان داده شده است4در شکل   .

جوClipperدر رقم calcineurin B-like protein 4 (CBL4)منطقه کد کننده پروتئین ژن - 1شکل 
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132..................... .........................................................................................................................طراحی پرایمرهاي اختصاصی براي مطالعه تنوع تک نوکلئوتیدي

Hordeum vulgare subsp. vulgare cultivar Clipper calcineurin B-like protein 4 (CBL4) gene,
complete cds

join(345..429,523..605,698..866,1011..1063,1169..1249,
1523..1635,1865..1937)
/gene="CBL4"
/codon_start=1
/product="calcineurin B-like protein 4"
/protein_id="ADW08757.1"
/db_xref="GI:320090215"
/translation="MGCVSSSPGRSRRAPGYEDPAVLASQTSFTVNEVEALYELYKKL
SYSIFKDGLIHKEEFQLALFRTSKGPSLFADRVFDLFDLKRNGVIEFGEFVRSLSIFH
PKAPESDKAAFAFKLYDLRGTGYIEKEELRELVVALLDESDLCLSDSAVEEIVDNTFS
QADSNGDDRIDPKEWEEFVKKNPASLRNMSLPYLQDITTAFPSFVMHSEVDDYSGISK

و مشخصات منطقه کدکننده و توالی آمینو اسیدي در این ژنCBL4ژن توالی کامل - 2شکل

Hordeum vulgare mRNA for high-affinity sodium transporter (HKT1 gene)

منطقه کدکننده و توالی آمینو اسیدي در این ژنوHvHKT1ژن توالی کامل - 3شکل
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HvHKT1مدل ژنی ژن - 4شکل 

نام و توالی پرایمرهاي طراحی شده- 1جدول 
(´3 _ ´5)توالی نامشماره

1CBL4-1F:  ATGGGTGGTTGTGTTTCTGTTAG
R: AGAGGTCGAACACCCTGTCG

2CBL4-2F: CCTCAACTCATCTCATCTCATCTG
R: GATCTCCTCAACGGCGCTAT

3CBL4-3F: GAACTTCGGTTAACTGATTGCAT
R:  CGGCAGATAAGTACTCACTGAAGA

4CBL4-4F: GAATGGCGATGACAGGATAGAC
R: GAGCTCCGGATTTTCGAGGT

5HKT1-1F: ACTCATATATAGCACCATGGGTTG
R: CCCTGTACATTTCTTGGGTGTAAT

6HKT1-2F: AAGAGTGAAGATCAGCTCAGTTCC
R: CCTAGGAAGCAGATTACCAAAATG

7HKT1-3F:  ATTGTTCCCTCTCTTCCTTAGGTT
R:  AGGTTGAGAAGTTGAGTGGATCAT

8HKT1-4F: AAGCCAAGAGAGGGTCGTTG
R: AGCGCAACATCCACAAACTATAAC

اي پلیمراز زنجیرهواکنش 
ي ژنومی از هر ژنوتیپ طبق روش DNAبتدا ا

با اندکی تغییرات استخراج ) 16(و همکاران مروف-ساگاي
مناطق محدود به توالی فوروارد و ریورس گردید و سپس

)PCR(اي پلیمرازاز طریق واکنش زنجیرههر جفت پرایمر 
روي ژل آگارز مورد ارزیابی PCRتکثیر شده و محصولات 

براي تکثیر قطعات ژنومی مورد نظر ابتدا یک . قرار گرفتند
دقیقه، 5گراد به مدت درجه سانتی94چرخه دمایی 

گراد درجه سانتی94چرخه دمایی شامل، دماي 10سپس 
ثانیه 30گراد به مدت درجه سانتی68ثانیه، 30به مدت 

دقیقه اعمال گردید که گراد براي یک درجه سانتی72و 
کاهش ) درجه68(در هر چرخه یک درجه دماي انلینگ 

گراد درجه سانتی58یافته و پس از چرخه دهم این دما به 
درجه 94چرخه شامل دماي 35سپس . تقلیل یافت

30گراد درجه سانتی58ثانیه، 30گراد به مدت سانتی
مال دقیقه اع2گراد به مدت درجه سانتی72ثانیه و 

درجه سانتی گراد 72دقیقه در دماي 5در انتها . گردید
. قرار داده شد تا تکثیر قطعات تکمیل گردد

آزمون کارآیی پرایمرهاي طراحی شده براي نشان دادن 
تنوع تک نوکلئوتیدي   

براي آزمون قابلیت پرایمرهاي طراحی شده، براي 
در )SNP(مورفیسم تک نوکلئوتیدينشان دادن پلی

هاي جو از مناطق ژنوتیپکننده شوري،هاي کنترلژن
ح جهان که با مشکل شوري مختلف جغرافیایی در سط

. آوري و مورد استفاده قرار گرفتندباشند جمعمواجه می
وع بالقوه بیشتري نسبت به ها داراي تنزیرا این ژنوتیپ

یکسانی هایی هستند که داراي منشأ جغرافیایی ژنوتیپ
با هادر این ژنوتیپمورد نظرقطعات ژنی ابتدا . باشندمی

کثیر گردیده و سپس استفاده از پرایمرهاي طراحی شده ت
طعات از طریق وجود تنوع تک نوکلئوتیدي در این ق

کامل از اطمینانبراي. بررسی قرار گرفتموردیابی توالی
در هر دو پرایمر فوروارد و ریورس یابی، نتایج توالی

هاي جداگانه براي تکثیر یک قطعه مورد نظر و واکنش
در نهایت، نتایج . سپس توالی یابی آن قطعه استفاده شدند

گزارش GeneBankها با توالی اصلی ژن که در این توالی
، )هایی که پرایمرها از روي آنها طراحی شدندتوالی(شده 

ABI 3100توالی یابی به کمک دستگاه . مقایسه گردیدند
،قطعات ژنی تکثیر شده توسط پرایمرها. نجام گرفته استا
. درصد تست گردید2/1وي ژل آگارز ر

بحثنتایج و
ژنوتیـپ کـه توسـط یـک     20قطعات تکثیري5شکل 

پـنج  ، 6دهـد و در شـکل   پرایمر تکثیر شدند را نشـان مـی  
پرایمر که هر یـک در چهـار ژنوتیـپ مـورد مطالعـه قـرار       

گونـه کـه در شـکل    همـان . داده شده اسـت نشان ،گرفتند
گردد در هر چهـار ژنوتیـپ پرایمرهـا قـادر بـه      ملاحظه می

ضمناً با مشاهده تک باند . تکثیر منطقه مورد نظر ژن بودند
تـوان اسـتنباط نمـود کـه شـرایط      قوي براي هر پرایمر می

وجـود داشـته و نکـات اصـلی در     PCRبهینه براي واکنش 
و میـزان  Tmاندازه پرایمر، دمـاي  طراحی هر پرایمر شامل 

GC       به درستی انتخاب شـد کـه بـه ایـن ترتیـب از تکثیـر
. قطعات غیر اختصاصی جلوگیري گردید
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8HKT1-4F: AAGCCAAGAGAGGGTCGTTG
R: AGCGCAACATCCACAAACTATAAC

اي پلیمراز زنجیرهواکنش 
ي ژنومی از هر ژنوتیپ طبق روش DNAبتدا ا

با اندکی تغییرات استخراج ) 16(و همکاران مروف-ساگاي
مناطق محدود به توالی فوروارد و ریورس گردید و سپس

)PCR(اي پلیمرازاز طریق واکنش زنجیرههر جفت پرایمر 
روي ژل آگارز مورد ارزیابی PCRتکثیر شده و محصولات 

براي تکثیر قطعات ژنومی مورد نظر ابتدا یک . قرار گرفتند
دقیقه، 5گراد به مدت درجه سانتی94چرخه دمایی 

گراد درجه سانتی94چرخه دمایی شامل، دماي 10سپس 
ثانیه 30گراد به مدت درجه سانتی68ثانیه، 30به مدت 

دقیقه اعمال گردید که گراد براي یک درجه سانتی72و 
کاهش ) درجه68(در هر چرخه یک درجه دماي انلینگ 

گراد درجه سانتی58یافته و پس از چرخه دهم این دما به 
درجه 94چرخه شامل دماي 35سپس . تقلیل یافت

30گراد درجه سانتی58ثانیه، 30گراد به مدت سانتی
مال دقیقه اع2گراد به مدت درجه سانتی72ثانیه و 

درجه سانتی گراد 72دقیقه در دماي 5در انتها . گردید
. قرار داده شد تا تکثیر قطعات تکمیل گردد

آزمون کارآیی پرایمرهاي طراحی شده براي نشان دادن 
تنوع تک نوکلئوتیدي   

براي آزمون قابلیت پرایمرهاي طراحی شده، براي 
در )SNP(مورفیسم تک نوکلئوتیدينشان دادن پلی

هاي جو از مناطق ژنوتیپکننده شوري،هاي کنترلژن
ح جهان که با مشکل شوري مختلف جغرافیایی در سط

. آوري و مورد استفاده قرار گرفتندباشند جمعمواجه می
وع بالقوه بیشتري نسبت به ها داراي تنزیرا این ژنوتیپ

یکسانی هایی هستند که داراي منشأ جغرافیایی ژنوتیپ
با هادر این ژنوتیپمورد نظرقطعات ژنی ابتدا . باشندمی

کثیر گردیده و سپس استفاده از پرایمرهاي طراحی شده ت
طعات از طریق وجود تنوع تک نوکلئوتیدي در این ق

کامل از اطمینانبراي. بررسی قرار گرفتموردیابی توالی
در هر دو پرایمر فوروارد و ریورس یابی، نتایج توالی

هاي جداگانه براي تکثیر یک قطعه مورد نظر و واکنش
در نهایت، نتایج . سپس توالی یابی آن قطعه استفاده شدند

گزارش GeneBankها با توالی اصلی ژن که در این توالی
، )هایی که پرایمرها از روي آنها طراحی شدندتوالی(شده 

ABI 3100توالی یابی به کمک دستگاه . مقایسه گردیدند
،قطعات ژنی تکثیر شده توسط پرایمرها. نجام گرفته استا
. درصد تست گردید2/1وي ژل آگارز ر

بحثنتایج و
ژنوتیـپ کـه توسـط یـک     20قطعات تکثیري5شکل 

پـنج  ، 6دهـد و در شـکل   پرایمر تکثیر شدند را نشـان مـی  
پرایمر که هر یـک در چهـار ژنوتیـپ مـورد مطالعـه قـرار       

گونـه کـه در شـکل    همـان . داده شده اسـت نشان ،گرفتند
گردد در هر چهـار ژنوتیـپ پرایمرهـا قـادر بـه      ملاحظه می

ضمناً با مشاهده تک باند . تکثیر منطقه مورد نظر ژن بودند
تـوان اسـتنباط نمـود کـه شـرایط      قوي براي هر پرایمر می

وجـود داشـته و نکـات اصـلی در     PCRبهینه براي واکنش 
و میـزان  Tmاندازه پرایمر، دمـاي  طراحی هر پرایمر شامل 

GC       به درستی انتخاب شـد کـه بـه ایـن ترتیـب از تکثیـر
. قطعات غیر اختصاصی جلوگیري گردید
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جفت باز226/21
جفت باز148/5
جفت باز027/2
جفت باز564

جفت باز226/21
جفت باز148/5
جفت باز027/2
جفت باز564

یابی  توالی
یابی نشان داد که همه پرایمرهاي مقایسه نتایج توالی

طراحی شده قابلیت تعیین و تشخیص تنوع تک 
براي مثال، شکل زیر . را داشتند)SNP(نوکلئوتیدي

HKT1بخشی از قطعه تکثیر شده توسط پرایمرهاي ژن 
در دو ژنوتیپ و مقایسه آنها با توالی اصلی ژن در 

GeneBank)همانگونه که. دهدرا نشان می) سطر اول
گردد در شکل الف براي قطعه تکثیرشده ملاحظه می

در در ژنوتیپ اولSNPدر محل ، HKT1-1توسط پرایمر 
رنگ (باز آدنین هر دو رشته تکثیر شده فوروارد و ریورس،

و در توالی ) رنگ سبز(، در ژنوتیپ دوم باز گوآنین ) قرمز
قرار ) ردرنگ ز(نیز باز گوانین ) در سطر اول(اصلی ژن 
گیري نمود که ژنوتیپ توان نتیجهبنابراین می. گرفته است

همچنین در شکل ب . باشدمیSNPاول حامل یک 
SNPوجود یک HKT1-3قطعات تکثیري حاصل از پرایمر 

.دهندمیدر ژنوتیپ اول را نشان

ژنوتیپ20یک پرایمر در PCRمحصول - 5شکل 

.پرایمر که هر یک در چهار ژنوتیپ تست شدندPCR5محصول -6شکل 
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135.............................. .....................................................................................1394پاییز و زمستان/ 16شماره / سال هفتم/ پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

)الف
<HKT1-1.TXT         #401                TGGATCCAGA AGGGGTGAAC ATGCAATGCA ACAAATCGAT

<HKT1-1F.AB1        #288 TGGATCCAGA AGGAGTGAAC ATGCAATGCA ACAAATCGAT

>HKT1-1R.AB1        #361                TGGATCCAGA AGGAGTGAAC ATGCAATGCA ACAAATCGAT

<HKT1-2F2.AB1        #385 TGGATCCAGA AGGGGTGAAC ATGCAATGCA ACAAATCGAT

>HKT1-2R2.AB1        #365 TGGATCCAGA AGGGGTGAAC ATGCAATGCA ACAAATCGAT
…........................................

#401                TGGATCCAGA AGGGGTGAAC ATGCAATGCA ACAAATCGAT

* )ب
>HKT1-3.TXT         #561 CAGCAACATT TGCACCACCT GATGGAGATA TTAAAACCAC

>HKT1-3- 1F.ab1     #518 CAGCAACATT TGCACCACCT GATGGAGATA TTAAAACTAC

<HKT1-3-1R.AB1 #456                CAGCAACATT TGCACCACCT GATGGAGATA TTAAAACTAC

>HKT1-3- 2F.ab1 #524                CAGCAACATT TGCACCACCT GATGGAGATA TTAAAACCAC

<HKT1-3-2R.AB1 #362                CAGCAACATT TGCACCACCT GATGGAGATA TTAAAACCAC
...........................................

#561                CAGCAACATT TGCACCACCT GATGGAGATA TTAAAACCAC*
TXT. باشندمیSNPکه حامل HKT1-3) و بHKT1-1) توالی نوکلئوتیدي بخشی از قطعات تکثیر شده توسط پرایمر الف-6شکل 

قطعات تکثیر شده توسط پرایمرهاي فوروارد و ریورس در 1Rو 1Fگزارش شده، GeneBankتوالی اصلی قطعه مورد نظر است که در
.باشندقطعات تکثیر شده توسط پرایمرهاي مشابه در ژنوتیپ دوم می2Rو 2Fژنوتیپ اول و 

هاي متفاوت پرایمر دیگر نیز در ژنوتیپ6این ترتیببه 
ن مورد مطالعه قرار گرفته و کارآیی آنها براي نشان داد

رد بررسی قرار یابی موتنوع نوکلئوتیدي از طریق توالی
یابی نشان داد که همه پرایمرهاي نتایج توالی. گرفت

هاي مورفیسمتشخیص پلیطراحی شده قابلیت تعیین و 
هاي مشخصات پلی مورفیسم.نوکلئوتیدي را داشتندتک

نشان داده شده 2تعیین شده توسط هر پرایمر در جدول 
. است

HKT1و CBL4هاي تعیین شده توسط پرایمرهاي دو ژن انواع پلی مورفیسم-2جدول 
)bp(طول قطعه تکثیريپلی مورفیسمنام 

CBL4-1A/T, A/C, A/G560
CBL4-2T/G, C/T630
CBL4-3A/T, C/G, GG/TC560
CBL4-4C/T, T/C, G/C,490
HKT1-1G/A560
HKT1-2A/G, T/C, AC/ TA560
HKT1-3C/T560
HKT1-4A/G, A/T490

توان به این تحقیق میمرهاي طراحی شده در از پرای
و براي تعیین عملکرد ژن استفاده SNPعنوان مارکرهاي 

قرار 1این مارکرها در گروه مارکرهاي عملکردي. نمود
ها تثبیت موثرتر آلل) 1توانند در مواردي مانند گرفته و می
) 3عادل کنترل شده، انتخاب مت) 2ها، در جمعیت

هاي مشابه جمعیتهاي طبیعی ا درجمعیتهغربالگري آلل
FMهاي پیوسته با هاپلوتیپتعیین ساختار) 4حی واصلا

ترین مارکرهاي فراوان). 1(مورد استفاده قرار گیرند 
هاي رفیسمموکولی در ژنوم گیاهی و جانوري پلیمول

که شامل تنوع تک باز در هستند(SNP)نوکلئوتیدي تک
در اصلاح آنها مارکرهاي انتخابی . باشندمیDNAتوالی 

هاي اتوماسیون و سهولت در برنامهنباتات هستند زیرا به
در نتیجه منابع .باشندمیدر مقیاس بزرگ قابل استفاده 

و ) 3(به سرعت در حال توسعه بوده SNPژنومی مبتنی بر
هاي ژنی از عملکرد آلل. از اهمیت زیادي برخوردار هستند

. گرددتأیید میو غیرمستقیم ارزیابی و دو طریق مستقیم 
براي تعییناز مارکرهاي عملکردي،در روش غیرمستقیم

پرایمرهاي ). 1(شودمورف استفاده میهاي آللی پلیلیتوا
1- Functional  marker (FM)
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اي از این مارکرها هستند نمونهتحقیقاین درطراحی شده
توانند براي بررسی و آنالیز غیرمستقیم عملکرد و می

ین آزمایش از در ا. گردنداستفاده هاي مورد مطالعهژن
یابی قطعات تکثیري توسط این مقایسه نتایج توالی

نوکلئوتیديمورفپلیهاي محلبراي یافتن پرایمرها
تک باز نوکلئوتیدي در انواع تغییرات.ه استدشاستفاده 

کننده پروتئین که در ژنومیکس عملکرد مورد هاي کدژن
منجر به گیرند شامل تغییراتی است که استفاده قرار می
معنی، نقص پروتئین تولید شده بیهايایجاد موتاسیون

شودرش و اتصال دو پروتئین متفاوت میتوسط ژن و ب
هاي عملکردي طیف و انواع موتاسیوندر یک تحقیق، . )6(

ژن از خانواده ژنی 13نوکلئوتیدي در تغییراتحاصل از 
Dhn در یک جمعیت موتانت از رقمLUx جو مورد مطالعه

180نتایج این تحقیق نشان داد که از مجموع . قرار گرفت
% 4/44نوکلئوتیدي یافت شده در این جمعیت،موتاسیون
موتاسیون خاموش % 1/36معنی، موتاسیون دگراز نوع 

معنی و مابقی یموتاسیون ب% 7/1کننده فعالیت ژن، 
).14(هاي نوکلئوتیدي بوده است مربوط به انواع جابجایی

کهتنوع نوکلئوتیدي در بخشی از ژن ،تحقیق حاضردر
را زی.مطالعه گردیدد،دهن را تحت تأثیر قرار میآعملکرد 

. از پرایمرهاي اختصاصی ژن براي این منظور استفاده شد
بکار که در این مطالعه ،یابیمانند توالییروشهمچنین
بالایی داراي دقت براي آنالیز تنوع نوکلئوتیدي،برده شد

یی آبراي بررسی کاریابی توالینتایج ، از لذا).4(د باشمی
پرایمرهاي طراحی شده از نظر قابلیت تعیین تنوع 

د تا در شنوکلئوتیدي در تعداد اندکی ژنوتیپ استفاده 
در مطالعات ژنتیک معکوس در آینده بتوان از آنها 

.هاي بزرگ استفاده نمودجمعیت
براي SNPمانند مارکرهاي مارکرهاي عملکردي 

اهداف گوناگون اصلاحی از جمله مقاومت به تنش هاي 
در .گردنداستفاده میهاها و بیماري، پاتوژنزنده و غیرزنده

هاي مقاوم تحقیق کنونی، از این مارکرها براي مطالعه ژن
از ) 2(و همکاران بیرجیت.به تنش شوري استفاده گردید

براي ردیابی AOXدر ژن SNPمارکرهاي عملکردي 
هاي غیر زنده نقش دارند، مسیرهایی که در تحمل به تنش

باید SNPآنها بیان نمودند که مارکرهاي . استفاده کردند
هایی که به طور اختصاصی ها و بافترفتار رشدي در سلول

اند را براي تثبیت عملکرد تحت شرایط تنش سازگار شده
گیري نمود که نتیجهتوان لذا می.)2(نشان دهند
یکی از بهترین مارکرها براي مطالعه SNPمارکرهاي 

.باشندشده میهاي بیانها در ژنتنشمکانیسم تحمل به 
استفاده از مارکرهاي ) 9(اینگواردسن و همکاران 

ها را مورد مطالعه عملکردي براي اصلاح مقاومت به پاتوژن

هاي مارکرها از محلدند که این داآنها گزارش . قرار دادند
هاي ایجاد کننده تنوع فنوتیپی مورف در داخل ژنپلی

مکملگردند و مزیت اصلی آنها این است که مشتق می
با در اختیار .هستندهاي مربوط عدم تعادل لینکاژي در ژن

نها را توان آهاي یک ژن میSNPداشتن مجموعه کامل 
مطالعه و بررسی بندي و سپس عملکرد هر دسته را دسته
بنداز گروه) 15(لونستین وکلین چنانکه،. )9(نمود
SNPاساس خواص تنظیمی مانند تغییرات هاي مهم بر

برداري، هاي نسخههاي اتصال فاکتورژنتیک و محلاپی
هاي هاي مبتنی بر ساختار ژن و محلبنديعلاوه گروههب

عملکرد بینی حفاظت شده اختصاصی هرگونه براي پیش
توان اظهار نمودند که مینهاآ.این مارکرها استفاده کردند

از این استراتژي براي تعیین ارتباط قوي بین مارکرهاي
SNP و یک صفت فنوتیپی مانند بیماري استفاده نمود در

هاي دیگر داراي SNPباSNPعین حال که این مارکرهاي
دیگر فاصله تعادل لینکاژي نبوده و یا از هر ژن مشخص 

بندي آنها گزارش نمودند که گروه. زیادي داشته باشند
SNPبا این روش احتمالا در تشریح نتایج حاصل از ها

یوجینو . )15(توالی یابی کل ژنوم نیز مفید خواهد بود
کارآ در SNPبراي تعیین مارکرهاي ) 18(ایهارا و همکاران 

Cryptomeria japonica ، اطلاعات حاصل از پایگاه
آنالیز دماي ذوب با وضوح بالا نتایج وESTهايداده

(HRM)1نتایج این . )18(را با یکدیگر ترکیب نمودند
هاي حاصل از SNPتحقیق نشان داد که ترکیب غربالگري 

روش کارآیی براي HRMنتایجبا آنالیزESTهاي داده
این . هاي بیان شده استدر ژنSNPتوسعه مارکرهاي 

ها SNPیافتنروش در هر دو مورد تهیه نقشه ژنتیکی و 
براي این . )18(نقش خواهد داشتدر موجودات غیرمدل 

یابی مستقیم هاي دیگر مانند توالیوان از روشتهدف می
همراه با HRMبه عنوان جایگزین روش قطعات مورد نظر 

زیرا امروزه با.استفاده نمودESTهاي مقایسه داده
یابی و وجود پیشرفت تکنولوژي در تکنیک توالی

هاي توالی، این روش با افزارهاي مربوط براي آنالیز دادهنرم
ها امکانپذیر سبت به سایر روشصرف هزینه و زمان کمتر ن

هاي یکی از جدیدترین روش،کهبه طوري. باشدمی
اصلاحی ی و هاي بزرگ طبیعها در جمعیتSNPغربالگري 

به این دلیل، در مطالعه . یابی استاستفاده از روش توالی
ها SNPحاضر از این تکنیک براي جستجو و مطالعه 

. استفاده گردید
در هر مطالعه بررسی تنوع ژنتیکی در سطح مولکولی، 

بسیار زیادي مناسب داراي اهمیتاستفاده از پرایمرهاي 
اي مستقیماًاي که نتیجه چنین مطالعهبه گونه.است

. باشده کارآیی پرایمرهاي طراحی شده میوابسته ب
1- High resoulation melting
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همچنین استفاده از پرایمرهاي اختصاصی متناسب با هر 
تکنیک مستلزم برخورداري از اطلاعات و آگاهی لازم در 

ز نرم افزارها و امکانات و مهارت استفاده امورد نظرزمینه
امروزه ژنتیک . باشدموجود براي طراحی پرایمرها می

معکوس بهره هاي ژنتیککه از تکنیک1عملکردي
ن است که به هاي آنالیز ژگیرد یکی از جدیدترین روشمی

پرایمرهاي مورد استفاده در . پردازدمطالعه عملکرد ژن می
باشند که ژن مینالیزها پرایمرهاي اختصاصیگونه آاین

با . اي از آنها در این تحقیق مورد مطالعه قرار گرفتنمونه
هاي عملکردي بخشتوان نقش ها حتی میاستفاده از آن

چندان مورد توجه نبودند را مطالعه و اینترونی که قبلاً
مرها براي پرایاین از توانهمچنین می.بررسی نمود

الیز ــابی، آنــینقشهها،وتیپـــبندي هاپلیابی، طبقهتوالی
ترکیبی، تعیین میزان تنوع ژنتیکی در یک گونه و تعیین 

. تنوع زیستی استفاده نمود

منابع
1. Andersen, J.R. and T. Lu.¨ Bberstedt. 2003. Functional markers in plants. Trends in Plant Science, 8: 554-

560.
2. Birgit, A.S., J.H. Costa and D.F.  de Melo. 2006. AOX–a functional marker for efficient cell

reprogramming under stress. Trends in Plant Science, 11: 281-287.
3. Close, T.J., R.B. Prasanna, L.S. Lonardi, Y. Wu, N. Rostoks, L. Ramsay, A. Druka, N. Stein, J.T.

Svensson, S. Wanamaker, S. Bozdag, M.L. Roose, M.J. Moscou, S. Chao, R.K. Varshney, P. Szűcs, K.
Sato, P.M. Hayes, D.E. Matthews, A. Kleinhofs, G.J. Muehlbauer, J. DeYoung, D.F. Marshall, K.
Madishetty, R.D. Fenton, P. Condamine, A. Graner and R. Waugh. 2009: Development and
implementation of high-throughput SNP genotyping in barley. BMC Genomics, 10: 582-594.

4. Cseri, A., M. Cserha´ti, M.V. Korff, B. Nagy, G.V. Horva´th, A. Pala´gyi,  J. Pauk, D. Dudits and O.
To¨rje´k. 2011. Allele mining and haplotype discovery in barley candidate genes for drought tolerance.
Euphytica. DOI 10.1007/s10681-011-0445-7.

5. Heid, IM., E. Boes, A.M. Müller, B. Kollerits, C. Lamina,S. Coassin, C. Gieger, A. Döring, N.  Klopp and
R. Frikke-Schmidt. 2008. Genome-wide association analysis of high-density lipoprotein cholesterol in the
population-based KORA Study sheds new light on intergenic regions. Circ Cardiovasc Genetics, 1: 10-20.

6. Henikoff, S. and L. Comai. 2003. Single-nucleotide mutations for plant functional genomics. Annual
Review Plant Biology, 54: 375-401.

7. Hestekin, C.N. and A.E. Barron. 2006. The potential of electrophoretic mobility shift assays for clinical
mutation detection. Electrophoresis, 27: 3805-3815.

8. Holmila, R. and K. Husgafvel-Pursiainen. 2006. Analysis of TP53 gene mutations in human lung cancer:
comparison of capillary electrophoresis single strand conformation polymorphism assay with denaturing
gradient gel electrophoresis and direct sequencing. Cancer Detection Prevention, 30: 1-6.

9. 9. Ingvardsen, C.R., B. Schejbel and T. Lübberstedt. 2008. Functional markers in resistance breeding.
Progress in botany, 69: 61-78.

10. Kapustin, Y., A. Souvorov, T. Tatusova and D. Lipman. 2008. Splign: algorithms for computing spliced
alignments with identification of paralogs. Biology Direct Journal, 3: 20-33.

11. Ke, X., M.S. Taylor and L.R. Cardon. 2008. Singleton SNPs in the human genome and implications for
genome-wide association studies. European Journal of Human Genetics, 16: 506-15.

12. Kronenberg, Florian. 2008. Genome-wide association studies in agingrelated processes such as diabetes
mellitus, atherosclerosis and cancer. Experimental Gerontology, 43: 39-43.

13. Kurowska, M.A. Daszkowska-Golec, D. Gruszka, M. Marzec, M. Szurman, I. Szarejko and M.
Maluszynski. 2011. TILLING-a shortcut in functional genomics. Journal of Applied Genetics, 52: 371-
390.

14. Lababidi, S., N. Mejlhede, S.K. Rasmussen, G. Backes, W. Al-Said, M. Baum and A. Jahoor. 2009.
Identification of barley mutants in the cultivar _Lux_ at the Dhn loci through TILLING. Plant Breeding,
128: 332-336.

15. Levenstien, M.A. and R.J. Klein. 2011. Predicting functionally important SNP classes based on negative
selection. http://www.biomedcentral.com/1471-2105/12/26.

16. Saghai-Maroof, M.A., K.M. Soliman, R.A. Jorgensen and R.W. Allard. 1984. Ribosomal DNA spacer-
length polymorphism in barley: mendalian inheritance, chromosomal location and population dynamics.
Proceedings of the National Academy of Sciences of USA, 81: 8014-18.

17. Till, B.J., T. Zerr, E. Bowers, E.A. Greene, L. Comai and S. Henikoff . 2006. Highthroughput discovery of
rare human nucleotide polymorphisms by Ecotilling. Nucleic Acids Res. 34:e99. Erratum in: Nucleic
Acids Research, 34: 5352-5363.

18. 18. Ujino-Ihara, T., Y. Taguchi, Y. Moriguchi and Y. Tsumur. 2010. An efficient method for developing
SNP markers based on EST data combined with high resolution melting (HRM) analysis.
http://www.biomedcentral.com/1756-0500/3/51.

1- Functional genomics

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jc

b.
sa

nr
u.

ac
.ir

 o
n 

20
25

-0
7-

15
 ]

 

                               8 / 9

http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-509-en.html


Journal of Crop Breeding Vol. 7, No. 16, Autumn and Winter 2015 …………………….............................................................…....….. 138

Designing Specific Primers to Study Single Nucleotide Diversity (SNP) of  Genes and
to Determine their Performance

Raheleh Khademian1, Nad Ali Babaeian Jelodar2, Seyed Mojtaba Khayam Nekouie3,
Mohsen Mardi3 and Babak Nakhoda4

Abstract
There is a lot of information about genes sequence but their functions are still unknown. So, to

fill the gap between structure and function of these sequences many reverse genetic researches have
been done. Current experiment studying, how to design gene-specific primers, that can determine
single nucleotide diversity and its impact on gene function.This research was condacted at
International Center for Agricultural Research in the Dry Areas (ICARDA). Genes studied in
present experiment include two genes responsible for salinity tolerance in barley, CBL4 and
HvHKT1, in which eight primer pairs were designed. Primers efficiency for amplification of
desired regions and demonstration of the single nucleotide variation was assessed through
polymerase chain reaction and sequencing the fragments. All primers were designed with high
function for amplification of genomic fragments and the associated single nucleotide diversity.
These specific primers were designed from gene coding regions. They can therefore help to study
nucleotide diversity between different genotypes and their roles in changes in gene function. Also,
selection based on gene-specific markers would be more efficient than linked markers.
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