
730  

  "علوم زراعي ايران مجله"
  1390زمستان  4 شماره سيزدهم، لدج

  
پايرم ثانويه  با روش دورگ هاي جديد و ممكن تريتيژنوتيپ F3در نتاج   Ebهاي ژنوم شناسايي كروموزوم

  ژنومي در محل  اي.ان.دي گيري
Characterization of Eb genome chromosomes in F3 progenies of new potential 

secondary Tritipyrum introgressed genotypes by genomic DNA in situ 
hybridization technique 

  
 3و امين باقي زاده 2، حسين شاهسوند حسني1زهره پورفريدوني

  
  چكيده

پـايرم ثانويـه  بـا روش    هاي جديـد و ممكـن تريتـي   ژنوتيپ F3در نتاج  Ebهاي ژنوم شناسايي كروموزوم. 1390. باقي زاده. شاهسوند حسني و ا. ، ح.پورفريدوني، ز
  .730-742): 4(13. مجله علوم زراعي ايران. ژنومي در محل اي.ان.دي دورگ گيري

  
پايرم اوليه يك غله آمفي پلوئيد آلوهگزاپلوئيد مصنوعي جديد است كه از تلاقي والـدين مـادري گنـدم دوروم و والـد     تريتي

  پـايرم متحمـل  هـاي اوليـه تريتـي   اگرچـه لايـن  . توليد شـده اسـت   (Thinopyrum bessarabicum)پدري تينوپايرم بسارابيكوم 
بـراي رفـع ايـن    . ب زراعي مانند شكنندگي محور سنبله و ديررسـي هسـتند  به تنش شوري هستند، ولي داراي برخي صفات نامطلو 

و لايـن    (St/b)پـايرم اوليـه  پايرم ثانويه از طريق تلاقي لاين تريتـي معايب اقدام به توليد نسل سوم گياهان جديد و احتمالي تريتي
و رقـم گنـدم نـان اصـلاح شـده اميـد و       ، بـه ترتيـب بـا د    (AABBEbEb, 2n=6x=42)پـايرم تريتي (Cr/b)(Ka/b)تركيبي اوليه 

 Dهـاي ژنـوم   احتمال جايگزيني برخي كرومـوزوم F3 گرديد كه در نتاج  (Triticum aestivum:AABBDD, 2n=6x=42)نويد
  وجـود دارد،   Ebو  Stعليـرغم اينكـه شـباهت ژنتيكـي زيـاد بـين دو ژنـوم        . پـايرم وجـود دارد  تريتـي  Ebهاي گندم با كروموزوم

در  Ebهـاي ژنـوم   شناسايي كرومـوزوم . گندم نان كمتر است Dو   A،Bهاي با ژنوم Ebنسبت به ژنوم  Stولي شباهت ژنتيكي ژنوم 
و   (Omid×St/b)پـايرم ثانويـه شـامل نسـل سـوم نتـاج      هـاي احتمـالي جديـد تريتـي    كرومـوزومي ميتـوز ژنوتيـپ    هـاي نمونـه 

[Navid×(Ka/b)(Cr/b)] اي ژنــــومي در محــــل و بــــا كاوشــــگر ژنــــومي نشــــانمند.ان.بــــا روش دو رگ گيــــري دي  
فوليـا  اي ژنـومي گونـه سـودوجينريا اسـتيپي    .ان.نتايج نشان داد كه استفاده از كاوشگر دي. انجام شد biotin-11-dutpبا  Stشده  

(Pseudoroegneria stipifolia) ارابيكوم اي ژنومي گونه تينوپايرم بس.ان.بجاي كاوشگر دي(Eb)   همپوشاني دورگ گيـري بـين ،
را  Dو A،B هايبا كروموزوم Ebهاي ژنوم دهد و تمايز بين كروموزومرا كاهش مي Dو A،Bهاي با ژنوم Ebهاي ژنوم كروموزوم
در نتـاج   Ebژنـوم هـاي  ، براي شناسايي بهتر كرومـوزوم Stو  Ebدهد، بنابراين عليرغم شباهت ژنتيكي زياد بين دو ژنوم افزايش مي

نسـبت بـه   St شود، زيرا شباهت ژنتيكي ژنوم توصيه مي Stپايرم ثانويه در نسل سوم، استفاده از كاوشگر ژنومي احتمالي جديد تريتي
نويد [و  ]× (St/b)اميد [هاي هاي كروموزومي ميتوز نتاج نسل سوم تلاقيدر نمونه. بسيار كمتر است Dو A،Bهاي از ژنوم Ebژنوم 

(Ka/b)(Cr/b) ×[  تعداد يك تا شش كروموزومEb پايرم ثانويه هاي جديد تريتيدهد توليد ژنوتيپقابل تشخيص بود كه نشان مي
بنابراين روش دورگ . وجود دارد Dاي از ژنوم هاي ويژهبا كروموزوم Ebهاي خاصي از ژنوم با احتمال جايگزين شدن كروموزوم

تواند به عنوان يك روش گزينش قدرتمند در مهندسي كروموزوم نتاج بين جنسـي  مي) GISH(اي ژنومي در محل .ان.گيري دي
  بعنـوان   Ebو  A،B Dهـاي  هـاي مطلـوب هگزاپلوئيـد بـا سـاختار مناسـبي از كـروزوم       پايرم ثانويـه بـراي انتخـاب ژنوتيـپ    تريتي
  .هاي كروموزومي جايگزين يا نوتركيب مورد استفاده قرار گيردلاين

  
  .فوليادر محل و سودوجينريا استيپي اي ژنومي.ان. تريتي پايرم، تينوپايرم بسارابيكوم، دورگ گيري دي: هاي كليديواژه

  

 

  14/2/90: تاريخ پذيرش  1/8/89: دريافت تاريخ
  دانش آموخته كارشناسي ارشد بيوتكنولوژي كشاورزي دانشگاه شهيد باهنر كرمان  -1
عضو انجمن علوم . انشگاه شهيد باهنر كرمان و دانشگاه شيراز و همكار مركز بين المللي علوم و تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي كرماند  دانشيار دانشكده كشاورزي. -2

  ) hossein212001@yahoo.com:پست الكترونيك) (مكاتبه كننده(زراعت و اصلاح نباتات ايران 
  ماهان –استاديار بخش بيوتكنولوژي مركز بين المللي علوم و تكنولوژي تكنولوژي پيشرفته و علوم محيطي كرمان  -3
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  مقدمه
تـرين مـاده غـذايي در    گندم از غلات مهـم و اصـلي  

ــل     ــه عوام ــرد آن ب ــورها اســت و عملك ــياري از كش بس
مختلفــي از جملــه شــرايط آب و هــوايي و مقاومــت بــه  

 توليــد. داردهــاي زيســتي و غيــر زيســتي بســتگي  تــنش
ميليون تـن   679 معادل ،2010ساليانه گندم دنيا در سال  

 بـر اسـاس اطلاعـات منتشـر    ). FAO, 2010(بـوده اسـت   
مركز بـين المللـي تحقيقـات گنـدم و ذرت      توسطشده  

(CIMMYT)  ــا ــيناز درصــد  10هشــت ت ــر زم ــاي زي  ه
ــران،   ــتان، ايـ ــد، پاكسـ ــدم در هنـ ــت گنـ ــر كشـ  مصـ

ــتند      ــوري هسـ ــأثير شـ ــت تـ ــك تحـ ــي و مكزيـ  و ليبـ
)Mujeeb-Kazi and Diaz de leon, 2002 .( ــابراين بن

 افــزايش تحمــل بــه شــوري در گنــدم ضــروري بــه نظــر 
اگر ). Colmer et al., 2006; Tuna et al., 2008(رسد مي

چه گندم بطور نسبي به شوري متحمل است، اما قابليـت  
تانسـيل تنـوع ژنتيـك    پ. كشت در همـه منـاطق را نـدارد   

تحمل به شوري در ارقام اصلاح شـده و بـومي خـانواده    
ــان اصــلاح     ــا و امك ــاط دني ــاير نق ــران و س ــدم در اي  گن

ارقــام متحمــل بــه ايــن تــنش نيــز گــزارش شــده اســت   
)Shahsavand Hassani and Caligari, 2005 .(  تحمل بـه

هاي زيادي آن را كنتـرل  ي است و ژنشوري صفتي كم
ــي ــد،مـ ــابراين دورگ كننـ ــلاح بنـ ــام اصـ ــري ارقـ  گيـ

هــاي دور، شــده بــا خويشــاوندان وحشــي بــويژه تلاقــي 
ــراهم مــي   ــده را ف ــن صــفت پيچي ــال اي ــد امكــان انتق كن

)Flowers and Flowers, 2005 .(هـاي مفيـد و   وجود ژن
هاي وحشي براي انواع صـفات  تنوع ژنتيكي بالا درگونه

ــنش  ــه ت ــت ب ــيع   مقاوم ــازگاري وس ــي و س ــاي محيط  ه
هاي وحشي و خويشاوندان وحشي گياهان زراعـي  گونه

به شرايط آب و هوايي مختلـف، حـاكي از نقـش ويـژه     
 هـــا در اصـــلاح ارقـــام زراعـــي موجـــود اســـت      آن

)Jiang et al., 1994 .(  
 Thinopyrum bessarabicum)(تينوپايرم بسارابيكوم 

، خـود بـارور و   گياهي علفـي بـا رشـد كنـد و دوام بـالا     
متحمل به شوري است كه در سواحل درياي مديترانـه و  

اگرچـه  ). King et al., 1997(كنـد  درياي سياه رشد مـي 
مانـد، ولـي   ميلي مولار زنده مي 350اين گياه در شوري 

ميلي مـولار نمـك كـم     250رشد آن در شوري بيشتر از
ــاه صــفات ا). Colmer et al., 2006(شــود مــي يــن گي

بسـياري دارد و داراي صـفات ژنتيكـي مناسـبي     مطلوب 
هاي محيطي بـويژه شـوري در   براي بهبود تحمل به تنش

ــي   ــت و م ــدم اس ــدم    گن ــا گن ــي ب ــه راحت ــوان آن را ب  ت
 غلـــه جديـــد). Fedak and Han, 2005(تلاقـــي داد 

پلوئيـد مصـنوعي اسـت كـه      پايرم سـومين آمفـي  تريتي 
ــپ  ــال  برخــي ژنوتي ــه آن در س ــاي اولي توســط  1985ه

ــر   ــتر و ميلــ   (Forster and Miller, 1985)فورســ
 از تلاقــي گنــدم نــان و گونــه تينوپــايرم بســارابيكوم     

نتايج تحقيقات انجام شده نشان دهنده . ايجاد شده است 
ــت       ــاه اس ــن گي ــوري اي ــه ش ــل ب ــالقوه تحم ــيل ب  پتانس

 )Colmer et al., 2006; King et al., 1997 .(  شاهسـوند
) Shahsavand Hassani et al., 2008(حسني و همكاران 

پـايرم در شـرايط تـنش    هاي اوليـه تريتـي  با ارزيابي لاين
اي متحمـل بـه   پـايرم غلـه  شوري نشان دادنـد كـه تريتـي   

  .شوري است
پـــايرم هگزاپلوئيـــد  هـــاي اوليـــه تريتـــي  لايـــن 

)AABBEbEb, 2n=6x=42(    ــل ــوري قاب ــه ش ــل ب ، تحم
امـا داراي   ،دهنـد توجهي به نمك كلريد سديم نشان مي

ــدكي   ــي و انــ ــنبله، ديررســ ــور ســ ــكنندگي محــ  شــ
ــد     ــوز هماننـ ــيم ميـ ــوزومي در تقسـ ــداري كرومـ ناپايـ

ــه ــه هســتند تريتيكال ــاي اولي ــواع . ه ــا ان ــه كــه ب  همانگون
 هـــاي اصـــلاحي صـــفات نـــامطلوب زراعـــي    روش 
 پايرم اوليه و، اصلاح تريتيه استتريتيكاله برطرف شد 
از انتظــار  حــذف صــفات نــامطوب زراعــي آن نيــز دور 

 در ). et al., 2003) Shahsavand Hassaniنيســــت 
نسبت به  Ebپايرم هگزاپلوئيد، ژنوم هاي اوليه تريتيلاين
. از لحاظ پتانسيل تحمـل بـه شـوري برتـري دارد     Dژنوم

ــد    ــن هگزاپلوئي ــان دو لاي ــل يكس ــي عكــس العم  بررس
ــايرم اوليــه تريتــي  ــا لايــن ) La/bو  Ne/b(پ در مقايســه ب

در تيمارهاي مختلف ) Cs/b(پايرم اوليه اكتاپلوئيد تريتي
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در تحمـل بـه    Dشوري نشان دهنده اين است كـه ژنـوم   
ــدارد  ــأثيري ن اصــلاح ). King et al., 1997(شــوري ت

ــوم  ــامطلوب زراعــي منتســب بــه ژن در  Ebخصوصــيات ن
پـايرم هگزاپلوئيـد اوليـه بـا جـايگزيني      هـاي تريتـي  لاين

 وم بـــا تمـــام يـــاهـــاي ايـــن ژنـــبرخـــي از كرومـــوزوم
 بمنظـــور توليـــد Dهـــاي ژنـــومبرخـــي از كرومـــوزوم 
ــن  ــي  لاي ــه تريت ــاي ثانوي ــت   ه ــذير اس ــان پ ــايرم امك  پ
 2003) Shahsavand Hassani et al.,.( 

 هـــــاي تحمـــــل بـــــه شـــــوري روي اكثـــــر ژن 
ــارابيكوم     ــايرم بس ــه تينوپ ــنج گون ــماره پ ــوزوم ش كروم

(2n=2x=14, EbEb)    قـرار دارنـد)Forster et al., 1988 .(
ــان نســل اول   F1, 2n=6x=42, 7"A7"B7'D7'Eb)(گياه

پايرم با هاي هگزاپلوئيد اوليه تريتيحاصل از تلاقي لاين
ــل      ــري كام ــاوي س ــان ح ــدم ن ــده گن ــام اصــلاح ش ارق

، هفــت كرومــوزوم از Bو  Aهــاي دو ژنــوم كرومــوزوم
نتــاج  .هســتند Ebو هفــت كرومــوزوم از ژنــوم  Dژنــوم 

ــي     ــا تلاق ــل اول و ي ــان نس ــاروي گياه حاصــل از خودب
ها با ارقـام گنـدم، تفـرق كرومـوزومي ايـن      برگشتي آن

ــدايش ژنوتيــپ   هــايگياهــان در نســل دوم و امكــان پي
 كرومــوزوم  42بــا  پــايرم ثانويــه، يعنــي گياهــانيتريتــي 
 B ،12كروموزوم از ژنوم  A ،14كروموزوم از ژنوم 14(

و يك جفـت كرومـوزوم شـماره     Dكروموزوم از ژنوم 
 Ebو  Dهاي و تعداد متفاوتي از كروموزوم) Ebپنج ژنوم 

رود كـه همولـوژي كامـل    را بدنبال دارد، زيرا انتظار مي
وجود داشته باشد، ولـي همولـوژي    Bو  Aهاي بين ژنوم

 .وجود نـدارد  Ebو  Dهاي دو ژنوم كامل بين كروموزوم

احتمال توليد گياهاني با تعداد متفـاوت يـك تـا     بنابراين
در هـر    Ebو Dهفت كرومـوزوم از هـر يـك از دو ژنـوم    

بوته وجود دارد و به همين دليل گياهان نسل دوم به بعد 
منبع با ارزشي براي غربال و انتخاب گياهان با تركيبـات  

.  روندبه شمار مي Ebو  Dمختلف كروموزومي دو ژنوم 
ــه   ــدامات اوليـ ــراي اقـ ــن بـ ــد لايـ ــه  توليـ ــاي ثانويـ  هـ

 ن سال قبل در ايران آغاز شده اسـت پايرم از چنديتريتي
 هـــاي جديـــد و احتمـــاليو بـــراي گـــزينش ژنوتيـــپ

ــي  ــري تريتـــ ــه از روش دورگ گيـــ ــايرم ثانويـــ  پـــ
 اســتفاده شــده اســت   در محــل ژنــومي اي.ان. دي 
  al., 2003) et Shahsavand Hassani .( اجـــراي ايـــن

اي گونـه  .ان.دي از كاوشـگر حاصـل از   روش با استفاده
به دليل خويشاوندي نزديك آن بـا   تينوپايرم بسارابيكوم

زيـرا كاوشـگر همـواره    . گندم، تا حدودي مشكل است
، تينوپايرم بسـارابيكوم  هاي علاوه بر اتصال به كروموزوم
ي گنـدم را نيـز   هـا  روموزومگرايش به دورگ شدن با ك

ــايرم هــاي  مداشــته و تمــايز و تشــخيص كرومــوزو  تينوپ
ــدم را در ســاختمان   از كرومــوزوم بســارابيكوم هــاي گن

پـايرم ثانويـه بـا مشـكل     هاي تريتـي كروموزومي ژنوتيپ
ــي  ــه م ــد  مواج ــور ). Zhang et al., 2002(كن ــه منظ  ب

ــكل، از     ــن مش ــل اي ــودوجينريا   اي.ان. ديح ــه س گون
 بــراي تهيــه (Pseudoroegneria stipifolia)فوليــااســتيپي

فوليـا  سـودوجينريا اسـتيپي   گونـه . كاوشگر اسـتفاده شـد  
ــا     ــه ب ــدم در مقايس ــا گن ــري ب ــاوندي دورت داراي خويش

است، ولي رابطه خويشاوندي بسيار  تينوپايرم بسارابيكوم
)1 شـكل (دارد  تينوپـايرم بسـارابيكوم    نزديكي بـا گونـه  

  
  
  
  
  

 
  ارتباط ژنومي ميان پنج ژنوم اصلي طايفه گندميان -1شكل

Fig.1. Genomic relationships among five basic genomes of triticeae tribe 
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 بـــرايبعنـــوان يـــك كاوشـــگر جديـــد  توانـــد  و مـــي
 دورگ گيـري ها در روش ني آها كروموزومشناسايي 

 Chen et(به كار گرفته شود  در محل ژنومي اي.ان. دي

al., 1998; Liu et al., 2007; Zhang et al., 2002(.  
ــومي     ــگر ژنـ ــاربرد كاوشـ ــا كـ ــق بـ ــن تحقيـ در ايـ

، وجــود ( 2n=2x=14, StSt)فوليــا ســودوجينريا اســتيپي
چهـار  در ساختار كروموزومي  Ebهاي تعداد كروموزوم

از نسـل سـوم ژنوتيـپ    ) سـلول متافـاز ميتـوزي    20(گياه 
رقـم  حاصـل از تلاقـي   پايرم ثانويه جديد و ممكن تريتي
و چهار گياه  St/bپايرم اوليه تيريت گندم نان اميد با لاين

جديـد و   از نسل سوم ژنوتيپ) سلول متافاز ميتوزي 27(
حاصل از تلاقي رقم گندم نـان  پايرم ثانويه ممكن تريتي
بررسي مورد  )Ka/b)(Cr/b(پايرم اوليه تيريت نويد با لاين
  .قرار گرفت

 

  هامواد و روش
 شــامل بــذر و گياهــان نســل ســوم     مــواد گيــاهي 

 : F3: NPSTIGs)( پايرم ثانويههاي جديد تريتيژنوتيپ 

AABB(1-7)D(1-7)Eb حاصـــل از تلاقـــي گنـــدم نـــان 
، بــذر و )St/bلايــن (پــايرم اوليــه بــا تريتــي) رقــم اميــد( 

پـايرم ثانويـه   هاي جديد تريتيگياهان نسل سوم ژنوتيپ
)(F3: NPSTIGs : AABB(1-7)D(1-7)Eb  ــل از حاص

لايـن  [پـايرم اوليـه   بـا تريتـي  ) رقم نويد(تلاقي گندم نان 
ــي ــود ] Cr/b)(Ka/b)(تركيب ــاهي   . ب ــواد گي ــر م ــلاوه ب ع

 مـــذكور از بـــذرهاي تهيـــه شـــده گونـــه ســـودوجينريا
از مركز تحقيقات ژنتيك  (2n=2x=14, SS)فوليا استيپي 

و گندم بهاره چيني ) IPK(و بيوتكنولوژي گياهي آلمان 
(CS: 2n=6x=42, AABBDD) استفاده شد. 

  تهيه اسلايد كروموزومي ميتوز 
 هـــاي جديـــد و ممكـــن ثانويـــه ژنوتيـــپبـــذرهاي 

و ) رقـم اميـد  (پـايرم حاصـل از تلاقـي گنـدم نـان      تريتي
و همچنــين حاصــل از تلاقــي ) St/b(پــايرم اوليــه تريتــي

لايـن تركيبـي   [پـايرم اوليـه  با تريتي) رقم نويد(گندم نان 
)Ka/b)(Cr/b([    در ظـــروف پتـــري كشـــت شـــدند و 

هـا بـا اسـكالپل    متـري آن هاي يك و نيم سانتيچهريشه 
گـراد  ساعت در آب مقطر چهار درجه سـانتي  24جدا و 

. قرار داده شدند Iساعت در محلول كارنوي  24و سپس 
درصـد   45ها در يك قطره اسيد اسـتيك  چهسپس ريشه

چند ضـربه ملايـم روي   و با  داده شدهروي اسلايد قرار 
ــدند     ــش ش ــلايد پخ ــت روي اس ــور يكنواخ ــل بط . لام

هاي مريستم نـوك  اسلايدهاي حاوي يك لايه از سلول
ها در زير ميكروسكوپ فازكنتراست بررسـي و  چهريشه

هاي كروموزومي واضح، بـويژه  هاي حاوي نمونهاسلايد
در نيتـروژن   ،هـاي متافـاز  حاوي تعداد مناسـب از سـلول  

د شده و بلافاصله لامل با اسـكالپل برداشـته و   مايع منجم
اي ژنـومي  .ان.دورگ گيري دياسلايدها تا زمان انجام 

گـراد نگهـداري   درجـه سـانتي   -20در فريـزر   ،در محل
  .شدند

  ژنومي اي.ان. دياستخراج 
رقـم  (گندم  هاياي ژنومي از برگ گياهان گونه.ان.دي

 سودوجينريا، ))(CS:2n=6x=42,AABBDDبهاره چيني 
 تغيير يافتـه  روش براساس  (2n=2x=14, StSt)فوليااستيپي

ــا ــاران  دلاپورتـ ) Dellaporta et al., 1983(و همكـ
  .استخراج شد

در نيتروژن مايع سـائيده  هاي برگي از نمونهگرم  1/0
ميكروليتر بافر اسـتخراج بـه آن اضـافه و در     400و شده 

و بـه مـدت   د بهم زده ش ـبه آرامي و ميكروتيوب ريخته 
قرار  )گراددرجه سانتي 65(دقيقه در حمام آب گرم  30

 پـنج ميكروليتر اسـتات پتاسـيم    200پس از آن . داده شد
دقيقـه روي يـخ قـرار     10بـه مـدت   مولار به آن اضافه و 

ايزوآميـل   -ميكروليتر محلول كلروفـرم  پانصد .داده شد
 15الكل به ميكروتيـوب اضـافه و بـا آرامـي بهـم زده و      

دور در  5000گـراد بـا   دقيقه در دماي چهار درجه سانتي
انتقـال  شن به لوله جديد رو محلول. انتريفوژ شددقيقه س

و هم حجـم آن ايزوپروپـانول سـرد اضـافه و بـه آرامـي       
دور در  5000دقيقـه در   35سپس به مـدت  . مخلوط شد

گراد سانتريفوژ و سپس درجه سانتي چهاردقيقه با دماي 
 رسـوب . به آرامي دور ريخته شدحلول قسمت فوقاني م
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 ميكروليتـر  150شستشـو و   درصـد  70با اتانول  بجا مانده
اي در طــول .ان.و غلظـت دي  بـه آن اضـافه   TE محلـول 
ــوج  ــپكتروفتومتر    280و  260م ــتگاه اس ــا دس ــانومتر ب  ن

)Carry 50, USA ( تعيــين و تــا زمــان اســتفاده در تهيــه
  .اري شدگراد نگهدسانتي درجه – 20كاوشگر در 

بـا روش   فوليـا تهيه كاوشگر ژنومي سودوجينريا اسـتيپي 
 (Nick Translation)شكاف و ترجمه 

سـودوجينريا  به منظور تهيه كاوشگر ژنومي از گونـه  
پلـي مـراز بـا     اي.ان.ديپنج ميكروليتر بـافر   ،فوليااستيپي

، دو ميكروليتر محلول سـه نوكلئوتيـد   )X10(غلظت پايه 
ــامل  ــاندار شـــــ ــر نشـــــ   dATPو dCTP ،dGTPغيـــــ

  dTTP، نــيم ميكروليتــر نوكلئوتيــد )يــك ميلــي مــولار(
  dUTP، دو ميكروليتــر نوكلئوتيــد)يــك ميلــي مــولار(

ــوتين    ــا بيـ ــده بـ ــاندار شـ ــه Biotin-11-dUTP)(نشـ ، سـ
مراز، دو ميكروليتر آنزيم پلي اي.ان.دي ميكروليتر آنزيم

 اي.ان.دي ازيــك ميكروليتــر دي اكســي ريبونوكلئــاز، 
نـانوگرم   50داراي  فولياژنومي گونه سودوجينريا استيپي

ميكروليتر آب مقطر  34ژنومي از اين گونه و  اي.ان.دي
با هم مخلوط و به در لوله يك و نيم ميلي ليتري استريل 

قـرار  گـراد  درجـه سـانتي   15ساعت در دمـاي   دومدت 
 يك ميكروليتر ،ن واكنشكردبراي متوقف . شدند داده

از  .به ميكروتيوب اضافه شدنيم مولار  EDTA از محلول
ي در آزمايشات دورگ گير كاوشگراين محلول بعنوان 

   .گرديد اي ژنومي در محل استفاده.ان.دي
  ژنوميتعيين كيفيت كاوشگر 

ژنـومي   اي.ان.براي تعيـين ميـزان نشـاندار شـدن دي    
بـا روش رنـگ سـنجي از     فولياسودوجينريا استيپيگونه 

ــ ــتورالعمل كي ــت كاوشــگر شــركت  دس ــين كيفي ت تعي
ابتدا محلول كاوشـگر بـا اسـتفاده از    . فرمنتاز استفاده شد

ــول نمكــي  ــه نســبت   XSSC 6محل ــاي ب  1:100، 1:10ه
هاي محلول ازسپس يك ميكروليتر . شدرقيق  1:1000و

سـه محلـول كاوشـگر     اصـلي،  كاوشگر چهارگانه شامل
 )منفيبعنوان كنترل ( XSSC6 محلول نمكي ورقيق شده 
دقيقه در دماي  30ريخته و ) كاغذ بلاتينگ( ءروي غشا

 ءســپس غشــا. گــراد قــرار داده شــدنددرجــه ســانتي 37
مسـدود كننـده   هاي به ترتيب با محلول )كاغذ بلاتينگ(
مسـدود   و ، آلكـالين فسـفاتاز اسـترپتاويدين   )بلوكينگ(

بـا بـافر   نيـز  دقيقـه   15و  30هـر يـك    )بلوكينگ(كننده 
. نديكر بـا دور متوسـط شستشـو داده شـد    رديابي روي ش

 دقيقه در محلول سوبستراي ويژه  30پس از آن به مدت 

-5-bromo-4-chloro-3-indolphosphate/nitroblue-

tetrazolium (NBT/BCIP) داده شـدند اريكي قـرار  تدر .
چند دقيقه با آب  ءواكنش، غشا كردنبه منظور متوقف 

ــك و ا   ــاق خشـ ــاي اتـ ــپس در دمـ ــو و سـ ز آن شستشـ
   .عكسبرداري شد
  در محل ژنومي اي.ان.دي دورگ گيري

ــري ــومي اي.ان.دي دورگ گيـ ــل ژنـ  در محـ
 طبــــــــــق روش شــــــــــواريتزر و هريســـــــــــون    
)Schwarzacher and Harrison, 2000 ( با اندك تغييراتي

هـاي  ي از قبـل تهيـه شـده ژنوتيـپ    اسـلايدها . انجام شد
ــي  ــد تريت ــه  جدي ــايرم ثانوي ــه  (NPSTIGs) پ ــزر ب  از فري

 محيط آزمايشگاه منتقل و پس از هم دما شدن با محيط،
ــدت  ــه مــ ــه در 30بــ ــزيم دقيقــ ــول آنــ   RNase محلــ

 درجـــه 37در دمـــاي ) ليتـــرميكروگـــرم در ميلـــي 40(
 اي.ان.ديواسرشـته سـازي   . قرار داده شدند گرادسانتي 

 70اسلايدها در دمـاي   هاي كروموزومي هدف درنمونه
ــانتي  ــه س ــراد درج ــول گ ــد و  درصــد 70در محل فرمامي

درصــد  100و  90 ،70هــاي محلــولدر آبگيــري نمونــه 
سـپس   .و در دماي آزمايشگاه خشك شدند انجام اتانول

ــري   ــوط دورگ گي ــگر در محــل  اي .ان.ديمخل كاوش
ــولمتشــكل از  ــونيزه محل ــد دي  درصــد 50 هــاي فرمامي

ــر20( ــولفات  )ميكروليتــ ــتران ســ ــد ، دكســ ده درصــ
  XSSC 20محلــــــول نمكــــــي، )ميكروليتــــــر10(
  كاوشــــگر اي.ان.ديمحلــــول ، )پــــنج ميكروليتــــر(
ه د بـا غلظـت   اي مـاهي آزاد .ان.دي و) يك ميكروليتـر (

 اي.ان.دي و )يـك ميكروليتـر  ( ميكروگرم در ميكروليتر
و آب مقطـر دو بـار   ) گندم بهـاره چينـي  ( مسدود كننده

بــراي هــر ميكروليتــر  50اســتريل تــا رســاندن حجــم بــه 
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  )فوليا نشاندار شده با بيوتينژنومي سودوجينريا استيپياي .ان.دي  (تعيين كيفيت كاوشگر - 3شكل 
Fig. 3. Qualification of  Pseudoroegneria stipifolia genomic probe labelled with Biotin  

  
ســودوجينريا نشــاندار شــده بــا بيــوتين بعنــوان كاوشــگر 

كـافي بيـوتين   باروش رنگ سنجي نيز حـاكي از مقـدار   
 هـاي موجود در كاوشگر جهت تقويت و مشاهده محل

اي .ان.اي بـا دي .ان.نوراني دورگ گيري شـده ايـن دي  
موجــود در ســاختار  ) Eb(گونــه علــف شــور ســاحل    

پـايرم ثانويـه   كروموزومي گياهان نتاج نسل سـوم تريتـي  
)NPSTIGs ( بود) 3شكل.(  

  اي ژنومي در محل.ان.گيري دي دو رگ
اي ژنـــومي در .ان.گيـــري ديرگ درآزمـــايش دو

ــوالي   ،محــل ــباهت ت ــزان ش ــر چــه مي ــاي ديه اي .ان.ه
هاي والديني بيشتر اي ژنوم.ان.هاي ديكاوشگر با توالي

هاي دورگ گيري شده نـوراني  باشد، امكان ايجاد محل
در  Ebاسـتفاده ازكاوشـگر ژنـومي    . ناخواسته بيشتر است

هـــاي گيـــاهي بررســـي ســـاختار كرومـــوزومي نمونـــه
پايرم ثانويـه حاصـل   هاي جديد و احتمالي تريتي ژنوتيپ

شـود  پايرم اوليه، موجـب مـي  از تلاقي گندم نان با تريتي
بـا   Ebهاي كاوشگر ژنومي كه دورگ گيري كروموزوم

. اتفاق بيفتد Ebها، غير از ژنوم هاي ساير ژنومكروموزوم
هـاي  مسـدود كننـده محـل   اي .ان.دي پايين بودن غلظت

هـاي  هـاي كاوشـگر بـا كرومـوزوم    مـوزوم مشترك كرو
ــين     ــوالي مشــترك ب ــا مســدود نشــدن ت ــه هــدف ي نمون

هـا،  هاي ساير ژنومبا كروموزوم Ebهاي ژنوم كروموزوم
 هاي نـوراني دورگ گيـري شـده را بـيش از    تعداد محل

هاي كاوشگر نشان خواهد داد، بنابراين تعدادكروموزوم
ــگر ژنــومي    ــتفاده از كاوش ــوق بــراي    Ebاس ــدلايل ف ب

هـاي ايـن ژنـوم در    و حضور تعداد كرومـوزوم  شناسايي
هــاي جديــد و ســاختار كروومــوزومي گياهــان ژنوتيــپ

ه و نتـايج  پايرم ثانويـه بسـيار مشـكل بـود    احتمالي تريتي
  .نخواهد داشت معتبري

بـا بررسـي   ) Zhang et al., 2002(ژانگ و همكـاران  
تينوپـايرم بسـارابيكوم   پلوئيد بين گندم نان و گونه آمفي

هــاي شـباهت زيــادي بـا ژنـوم    Ebنشـان دادنـد كــه ژنـوم   
موجود در گندم نان دارد و با كاربرد اين ژنوم به عنـوان  

هـاي  هاي ژنـوم هاي حاوي كروموزومكاوشگر در نمونه
خواسته گيري شده نا هاي نوراني دورگگندم نان، محل

 Willliam and(جيـب قاضـي   ويليـام و م . شـود ايجاد مي

Mujeeb-kazi, 1995 (    نشان دادند كـه بـدليل همولـوژي
بـراي رديـابي ايـن     Dو  B ,Aهـاي  با ژنوم Ebبالاي ژنوم 

پلوئيدهاي بين گندم آمفي ژنوم در ساختار كروموزومي
ــه ــود  و گونـ ــايي قطعـــي وجـ ــايرم و شناسـ ــاي تينوپـ هـ

هــاي كرومــوزومي، نمونــه در ايــن Ebهــاي كرومــوزوم
مســـدود كننـــده   اي.ان.دياســـتفاده از نســـبت بـــالاي 

. كاوشـگر ضـروري اسـت    اي.ان.ديهاي مشابه با  توالي
 Shahsavand Hassani et(شاهسوند حسني و همكـاران  

al., 2003 (هاي گونه تينوپايرم براي شناسايي كروموزوم
پايرم بـدليل شـباهت   هاي اوليه تريتيبسارابيكوم در لاين

 50هــاي گنــدم از نســبت بــالاي بــا ژنــوم Ebزيــاد ژنــوم 
هاي مشـابه نسـبت   مسدود كننده توالي اي.ان.ديبرابري 

كاوشگر اسـتفاده كردنـد، امـا بكـار بـردن       اي.ان.ديبه 
فوليـا بـدليل   اي ژنومي گونه سودوجينريا اسـتيپي .ان.دي
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و شباهت كمتر آن بـه   Ebشباهت ژنتيكي زيادتر به ژنوم 
هـاي  هاي گندم نان بـراي رديـابي كرومـوزوم   ساير ژنوم

اي مسدود كننـده كمتـري دارد و   .ان.نياز به دي Ebژنوم 
ــوراني دورگ گيــري شــده ناخواســته نيــز  محــل هــاي ن

 ,.Chen et al(چـن و همكـاران   . يابـد بشدت كاهش مي

ــه ســودوجينريا  .ان.كاوشــگر دي) 1998 ــومي گون اي ژن
وئيدهاي حاصـل از  پلفوليا را براي شناسايي آمفياستيپي

هاي گنـدم و تينوپـايرم مـورد اسـتفاده قـرار      تلاقي گونه
هـاي  كاوشگر اين ژنوم براي رديـابي كرومـوزوم  . دادند
پلوئيدهاي گندم و تينوپـايرم پونتيكـوم   در آمفي Ebژنوم 

ژانـگ  ). Fedak and Han, 2005(نيز كاربرد داشته است 
ژنـوم را   كاوشگر اين) Zhang et al., 2002(و همكاران 

در ســاختار  Ebهــاي بــراي رديــابي و وجــود كرومــوزوم
تينوپايرم مقاوم به -هاي افزايشي گندمكروموزومي لاين

استفاده از كاوشگر . ويروس پيچيدگي جو به كار بردند
ــوم  ــوزوم   Stژن ــود كروم ــابي و وج ــاي در ردي در  Ebه

–هــاي افزايشــي گنــدم  تركيــب كرومــوزومي لايــن  

سفيدك پودري نيز نتـايج مطلـوبي    ديوم مقاوم بهياينترم
  ). Liu and Wang, 2002(مراه داشت ه را به

به عنـوان كاوشـگر بـراي     Stژنوم  اي.ان.ديكاربرد 
در ســاختار كرومــوزومي  Ebهــايشناســايي كرومــوزوم

هـاي جديـد و   پـايرم اوليـه يـا ژنوتيـپ    هـاي تريتـي  لاين
تـري  پايرم ثانويه و استفاده از نسبت پاييناحتمالي تريتي

ــوالي   DNAاز  ــده تـ ــدود كننـ ــابه  مسـ ــاي مشـ  ) 5:1(هـ
 در ايـــن آزمـــايش نتـــايج مطلـــوبي را بـــدنبال داشـــت

) Zhang et al., 2002(ژانـگ و همكـاران   ). 4شـكل  ( 
از كاوشـگر ژنـومي    3:1نشان دادند كه با كاربرد نسبت 

هـاي  مسدود كننده توالي اي.ان.و ديگونه سودوجينريا 
ــابه  ــري   اي.ان.ديمشـ ــايج دورگ گيـ ــدف در نتـ هـ

ــودوجينريا   اي.ان.دي ــه س ــومي گون ــه  (GISH)ژن نتيج
همچنـين اسـتفاده از روش نشـاندار كـردن     . بخش است

اي كاوشـگر گونـه سـودوجينريا در    .ان.غير مسـتقيم دي 
هــاي تقويــت علائــم نــوراني محــلايــن بررســي امكــان 

ــده  ــوم  دورگ گيـــري شـ ــاج نســـل سـ ــان نتـ   در گياهـ

را فراهم  پايرماحتمالي ثانويه تريتيهاي جديد و ژنوتيپ
هاي و نتايج مشاهده شده در شناسايي و وجود كروموزم

Eb     در تركيب كروموزومي اين گياهـان بسـيار رضـايت
  ).4 شكل(بخش بود 

ه گيـري شـد  هـاي نـوراني دورگ  محـل نتايج تجزيه 
سودوجينريا در گياهان ژنومي كاوشگر گونه  اي.ان.دي

هـاي جديـد و احتمـالي ثانويـه     نتاج نسـل سـوم ژنوتيـپ   
 لايـن [پـايرم اوليـه   پـايرم حاصـل از تلاقـي تريتـي    تريتي

)Cr/b( )Ka/b( [  با گندم نان)با فيلترهاي دپي ) رقم نويد
(DAPI)  نشـان داد  ) 4شكل (و فلورسئين ايزوتيوسيانات

نمونـه تهيـه شـده    هـاي  كه در فيلتر دپي تمام كروموزوم
ميتوزي به رنگ آبي ديده شدند ولي در فيلتر فلورسئين 

ــوزوم   ــي كرومــــ ــيانات در برخــــ ــاايزوتيوســــ  هــــ
هاي نوراني دورگيري شده به رنگ سـبز مشـاهده   محل 

ــوالي  ــري ت هــاي مشــابه شــد كــه حــاكي از دو رگ گي
هاي موجود در نمونه كروموزومي اي كروموزوم.ان.دي

اي مشـابه  .ان.هاي ديبا توالي )Cr/b( )Ka/b(ميتوز لاين 
 (St)هاي ژنوم كاوشگر گونه سودوجينريا در كروموزوم

ــت ــوزوم . اس ــداد كروم ــاي تع ــده در  Ebه ــاهده ش  مش
ــه  ــوم    نمون ــل س ــان نس ــوز گياه ــوزومي ميت ــاي كروم ه

ــپ ــي  ژنوتي ــالي تريت ــد و احتم ــاي جدي ــه  ه ــايرم ثانوي پ
(NPSTIGs)   حاصل از تلاقي ارقام گندم اميد و نويد بـه
) Ka/b)(Cr/b(و  St/bپايرم هاي اوليه تريتيترتيب با لاين

كـه  ) 1جـدول (بين يك تا شش كروموزوم  متغيـر بـود   
ــايرم هــاي تريتــينشــان دهنــده امكــان توليــد ژنوتيــپ   پ

ــوزوم       ــت كروم ــه جف ــا س ــك ت ــاوي ي ــه ح  و Ebثانوي
ــي   ــلاح تريتـ ــا ا اصـ ــه بـ ــايرم اوليـ ــوم  پـ ــتفاده از ژنـ  سـ

ــان دارد ــني و. گنــــدم نــ ــاران شاهســــوند حســ همكــ
)Shahsavand Hassani et al., 2003 (    12تعـداد سـه تـا 

هـاي جديـد و   ژنوتيـپ  F3و  F2را در نتاج Ebكروموزوم 
پايرم ثانويـه حاصـل از تلاقـي گنـدم نـان      احتمالي تريتي

پـايرم  هـاي اوليـه تريتـي   با لايـن ) ارقام ومبلي و آگزونا(
 .كردند كه با نتايج اين پژوهش مطابقـت دارد شناسايي 

ــاني  ــا هفــت  ) Khanamani, 2007(خنام ــداد شــش ت تع
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پايرم از طريـق  هاي اوليه تريتياصلاح كروموزومي لاين
گزينش لاين اصلاح . تلاقي آنها با گندم نان وجود دارد

يـــك يـــا چنـــد جفـــت از شـــده گنـــدم نـــان حـــاوي 
هاي گياهي با استفاده از ، در اين تودهEbهاي  كروموزوم

 يري ـگرگ دونشانگرهاي سيتوژنتيك مولكـولي ماننـد   
امكان پذير است و شناسـايي   در محل يژنوم يا.ان.يد

ــوزوم   ــن كروم ــاص اي ــوع خ ــتفاده از   ن ــه اس ــاز ب ــا ني ه
  .دارد Ebنشانگرهاي مولكولي ژنوم 

 

  نتيجه گيري
رود كـه در سـاختار كرومـوزومي گياهـان     ميانتظار 

ــپ  ــي نســل اول ژنوتي ــالي تريت ــاي احتم ــه  ه ــايرم ثانوي پ
)F17"AA7"BB7D7Eb, 2n=6x=42 ( ــداد  14تعـــــ

، هفـت  Bكروموزوم از ژنوم  A ،14كروموزوم از ژنوم  
 Ebو هفــت كرومــوزوم از ژنــوم  Dكرومــوزوم از ژنــوم 

، انتظار )F3و  F2(تفرق  هايوجود داشته باشند و در نسل
ــت     ــا هف ــك ت ــداد ي ــي از تع ــات مختلف ــدايش تركيب پي

و يك تا هفـت كرومـوزوم از ژنـوم     Dكروموزوم ژنوم 
Eb  هـا  هايي كه تعداد كل كرومـوزوم در سلول. رودمي
اسـت،   14كمتـر از   Ebهاي است و تعداد كروموزوم 42

جــايگزين  Dهــاي ژنــوم ممكــن اســت كــه كرومــوزوم
در ايـن آزمـايش نيـز در    . ندباش شده Ebهاي كروموزوم
ها كمتر از هفـت جفـت   تعداد كروموزوم ،هاتمام سلول

بــود، بنــابراين احتمــال زيــادي وجــود دارد كــه در ايــن  
جــــايگزين  Dهــــاي ژنــــوم هــــا كرومــــوزومســــلول

هـاي  در سـلول ). 4شكل (شده باشند  Ebهاي  كروموزوم
آنهـا مسـاوي     Ebهاي ژنومگياهاني كه تعداد كروموزوم

 Ebباشد، امكان جايگزيني هيچ كروموزومي از ژنوم  14
نتايج اين تحقيـق  . وجود ندارد Dهاي ژنوم با كروموزوم

هـاي سـيتوژنتيك مولكـولي ماننـد     نشان داد كه از روش
تـوان در  اي ژنـومي در محـل مـي   .ان.دورگ گيري دي

فرآينـــد گـــزينش تركيبـــات و تنـــوع كرومـــوزومي و  
هـاي  در تـوده  Ebهاي بيگانـه  وموزومتشخيص تعداد كر

هاي خارج از پلوئيد ناقص حاصل از تلاقيگياهي آمفي
يرم اپهاي ثانويه تريتيژنوتيپگونه گياهان زراعي مانند 

 Ebو D ,B ,A هــايمتفــاوت كرومــوزومتركيبــات بــا 
هـاي در  متفـاوت در نسـل   يهـاي  ژنوتيـپ  كرد واستفاده 

هـاي  از كرومـوزوم تعداد متفاوتي با  F2 حال تفرق مانند
Eb امكـــان گـــزينش  بـــدين ترتيـــب .شناســـايي نمـــود  

  احتمالي هاي هاي ثانويه مطلوب به ويژه ژنوتيپژنوتيپ
ــي ــتريتــ ــهاپــ ــوزمي  يرم ثانويــ ــاختار كرومــ ــا ســ  بــ

[(7”)AA(7”)BB(6”)DD(1”) EbEb]   ــا ــه تنه آن  5Ebك
 7Ebو   4Eb،6Eb تـا  1Ebهاي كروموزوم مانده و بقيهباقي 

جابجـا شـده    Dخود از ژنـوم   گروههاي همكروموزومبا 
  .، وجود داردباشند

اگرچه در اين تحقيـق كـاربرد روش دورگ گيـري    
امكـان تعيـين تعـداد     ،(GISH)اي ژنومي در محل.ان.دي

پـايرم  هاي احتمالي تريتـي در ژنوتيپ Ebهاي كروموزوم
ــژادي       ــه ن ــزينش در ب ــزار گ ــك اب ــوان ي ــه عن ــه ب ثانوي
كروموزومي را فراهم نمـود، امـا تشـخيص نـوع خـاص      

 5Ebهاي حاوي صفات ويژه مانند كروموزوم كروموزوم
حاوي صفات تحمل به تنش شوري نيازمند استفاده توام 

گيـري   اي سيتوژنتيك مولكولي مانند دورگنشانگرهاز 
و نشــــانگرهاي  (GISH)اي ژنــــومي در محــــل .ان.دي

دقــت ترتيــب  بــدين .باشــد اي مــي.ان.مولكــولي دي
اي يـا  هاي برتر كروموزومي بين گونـه تشخيص ژنوتيپ

 خواهنــد توانســت نژادگــران افــزايش يافتــه و بــهجنســي 
يابي به يـك رقـم اصـلاح    تا دست ها راژنوتيپگزينش 

  . با دقت بيشتري انجام دهندشده 
 

  تشكر و قدر داني
نويسندگان از دانشـكده كشـاورزي دانشـگاه شـهيد     

تامين بخشي از امكانـات و بـويژه مركـز    باهنر كرمان در 
بين المللي علوم و تكنولـوژي پيشـرفته و علـوم محيطـي     

اي از هزينــه تحقيــق و ماهــان بــراي تــامين بخــش عمــده
ازآقاي دكتر آنـدرياس بـورنر مسـئول بانـك ژن مركـز      

) IPK(تحقيقات ژنتيك و بيوتكنولـوژي گيـاهي آلمـان    
اسـتيپي فوليـا    براي ارسال نمونه بـذر گونـه سـودوجينريا   

  .نمايندتشكر و قدرداني مي
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Characterization of Eb genome chromosomes in F3 progenies of new potential 
secondary Tritipyrum introgressed genotypes by genomic DNA in situ 

hybridization technique 
 

Pour Feridouni, Z.1, H. Shahsavand Hassani2, A. Baghi Zadeh3 
 

ABSTRACT 
Pour Feridouni, Z., H. Shahsavand Hassani, A. Baghi Zadeh. 2012. Characterization of Eb genome chromosomes in F3 

progenies of new potential secondary Tritipyrum introgressed genotypes by genomic DNA in situ hybridization technique. 

Iranian Journal of Crop Sciences. 13(4): 730-742. (In Persian). 

 
Primary Tritipyrum is a new synthetic allohexaploid amphiploid cereal which has been developed by crossing 

the durum wheat (Triticum durum, AABB, 2n=4x=28) and wild brackish grass (Thinopyrum bessarabicum, EbEb, 
2n=2x=14). Although primary Tritipyrum lines are tolerant to salt stress but have few undesirable agronomic traits 
such as brittle rachis and late maturity. To overcome these problems, the new potential secondary introgressed 
Tritipyrum genotypes were developed from crossing the primary Tritipyrum (St/b) or combined primary Tritipyrum 
(Ka/b)(Cr/b) lines [AABBEbEb, 2n=6x=42] and bread wheat (Triticum aestivum:AABBDD, 2n=6x=42) cv. Omid 
and cv. Navid in which the various D chromosomes of bread wheat will probably be substituted with different Eb 
chromosomes of Tritipyrums. Identification of Eb chromosomes in chromosomal mitotic preparations of new 
potential secondary Tritipyrum genotypes including F3 progenies of (Omid × St/b) and [Navid × (Ka/b)(Cr/b)] by 
genomic DNA in situ hybridization (GISH) technique, using indirect labeling for genomic St DNA with Biotin-11-
dutp as probe, was carried out. Results showed that using St genomic DNA instead of genomic DNA of Eb genome 
as probe made less St cross hybridization with A, B, D chromosomes and high differentiation between Eb 
chromosomes with A, B and D genomes chromosomes. This indicated that in spite of high genetic similarity 
between Eb and St (Pseudoroegneria stipifolia, StSt ,2n=2x=14) genomes, the St genomic probe is recomended for 
identification of Eb chromosome, because genetic similarity of St genome with A, B and D genomes is less than Eb 
genome with these three genomes of bread wheat. A range of 1-6 Eb chromosomes in mitotic chromosomal spreads 
of [Omid × St/b]  and [Navid × (Ka/b)(Cr/b)] F3 progenies were detectable which indicated that producing new 
potential secondary Tritipyrum introgressed genotypes (NPSTIGs) with specific substituted Eb chromosomes  with 
D chromosome was feasible. Therefore, GISH can be used as a powerful selection tool in chromosome engineering 
of intergeneric hybridization progenies of primary Tritipyrum lines and bread wheat cultivars  combinations for 
selecting the favourable 42 chromosomal constitution genotypes of Eb, A, B and D as a new substituted or 
recombinant chromosome(s) lines.  

 

Keywords: Tritipyrum, Thinopyrum bessarabicum, Genomic in situ hybridization (GISH) and 

Pseudoroegneria stipifolia. 
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