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   مبسوط دهیچک
 هایروش اخیررا به خود جلب کرده است که در چند دهه  زیادیسال ذهن محققان  سالیاناست که  مهمیگندم نان موضوع  کیفیتارتقاء  :و هدفمقدمه 
 باشد. یگندم م یینانوا یفیتک یگندم، اصلاح برا یاصلاح هایاهداف در برنامه مهمتریناز  یکیاست.  یافتههدف توسعه  این ارزیابی برای مختلفی
 هایها در گندماین پروتئین، کنندآمیلوپکتین را در نشاسته کنترل می نسبت آمیلوز بهدر گندم هستند  GBSS بیان آنزیم که مسئول یواکس یهاپروتئین
هدف از این تحقیق بررسی تنوع نوکلئوتیدی  آرد گندم دارند . کیفیتدر  کلیدینقش و  شوندیم کنترل   Wx-D1, Wx-B1 ,Wx-A1توسط سه ژن ییدهگزاپلو

 .باشدهای واکسی میژنبر اساس  هاگندم و اجداد آن نیب یکیژنتلویروابط ف یررسارقام  زراعی و وحشی و نیز بدر  Wx-B1 ژن 
در  یگندم وحش گونه 4و  یرقم گندم زراع 48و  لوپسیگونه آژ 2نمونه شامل  52 رد Wx-B1 ژن  یکیژنتلویف روابط در مطالعه حاضر :ها روش و مواد

 . گرفت قرار یابیارز مورد یابییو توال   PCRکیتکن از استفاده با دانشگاه ایلام
 وحشیو  زراعی هایگندم ینب ییبالا یارحفاظت شده بس ینشان داد که نواح Wx-B-seq2و Wx-B-seq1 ژن  یبرا هاتوالی سازیردیفهم  نتایج ها:افتهی

داد که  نشانWx-B-seq1 ن تشابه ژ سیماتر جینتا ،وجود دارد وحشیو  زراعی هایگندم بین نوکلئوتیدیتنوع تک  نواحی برخیوجود دارد، هر چند در 
ژن  ینا نشان داد که Wx-B-seq2تشابه ژن  سیبود. ماتر Aegilops.umbellulataفاصله مربوط به نمونه  نیو کمتر یفاصله مربوط به رقم سردار نیشتریب

را در  زیادی خیلی ژنتیکیفاصله  T.dicoccooidesو  T.boeticum  وحشی که دو نمونه گندم یندارد، در حال یچندان ییراتتغ یبجز شاه یدر ارقام زراع
 بیشتریننشان داد که   Wx-B-seq2و  Wx-B-seq1 یهاژن یبرا نماییحداکثر درست برآورد جایگزینی ماتریس نتایج دهند.مینشان  زراعیبا ارقام  مقایسه

 یهاژن یبرا UPGMAبا روش  یبندخوشه یجنتا ین،. همچنباشدمی پیریمیدنیو  پورینیاز نوع  ترتیبهب نوکلئوتیدی جانشینیسهم  کمترینو 
Wx-B-seq1    وWx-B-seq2  نمود تقسیم اصلیبه دو گروه و سه گروه  ترتیبها را بهنمونه.   

مطالعات  یجهت بررس یخوب یدایکاند تواندیم یزراع یهاگندم اجداد و یوحش یهانمونه در شده مشاهده تنوع که دهدیم نشان یکل جینتا :یریگجهینت
 ر؟یخ ایخواهد شد  ینیپروتئ یمنجر به محتوا راتییتغ نیا ایباشد که آ یبعد

 

 گندم   کیفیت،ژن واکسی، یابی، آمیلوز، توالی های کلیدی:واژه
 

 مقدمه
ترین محصول مهم (Triticum aestivum) گندم نان   

نفر از  ونیلیم 3/4ی باشد که برا یم ایدر سراسر دن زراعی
 .(۸) دوشیمی محسوب اصل ییکشور غذا 8۸در هان جمردم 

 ، تقاضا برای کنندگانافزایش آگاهی مصرف امروزه با
 از یکی .(24) هایی با کیفیت بالا زیاد شده استگندم

تا  23که حدود باشد می دانه گندم نشاسته  باتیترکمهمترین 
پلی  دوکه از  شود یدرصد وزن خشک دانه را شامل م ۵3

گندم  (.21)شده است  لیتشکآمیلوز و آمیلوپکتین ساکارید 
(. 12باشد )میآمیلوز  44-54%آمیلوپکتین و % ۵4-84حاوی

تفاوت نسبت آمیلوز به آمیلوپکتین، منجر به تفاوت در ساختار 
شیمیایی و کیفیت گرانولی نشاسته، خصوصیات فیزیکو

 جهت تشکیل (. 13،55) محصول نهایی خواهد شد
حضور آمیلوز ضروری نیست و ساختار ، استههای نشگرانول

های آمیلوپکتین تا خوردن مولکول دلیلها به اولیه گرانول
در محیط آبی  معمولیاگر نشاسته در دمای  .گیردشکل می

  %34های آن تا گرانول، اما قرار گیرد در آب حل نمی شود
، در اثر حرارت .شوندمی جذب و متورم آبوزن خود را 

و در شوند میهای آن تخریب آب حل و گرانول نشاسته در
 شده و های آمیلوز وارد فضای بین گرانولی این حالت مولکول

ث حفظ ها باعای تار مانند در فضای بین گرانولبا ایجاد شبکه
پروسه که به این شوند آب و افزایش غلظت محلول می

یه . تشکیل این لاشودمی گفتهشدن نشاسته ژلاتینی اصطلاحاً
نرم حجیم و یا  ایهپختن محصولات نشاستپروسه ژلاتینی در 

آب در سراسر و حفظ  نان و کیک، باعث پراکندگی مانند 

در اثر  .(5کند )آن را حفظ میو تردی  تازگیو  فراورده شده
های عامل ساکاریدگذشت زمان و سرد شدن نشاسته، پلی

 دار پیدا م پیوسته و حالتی پایه ژلاتینی شدن دوباره به
گفته  (Retrogradation)ه این فرایند رتروگرسیونکنند، بمی
در این حالت شبکه تار مانند ایجاد شده در فرایند  .شودمی

و قابلیت نگهداری آب در فضای  رفتهژلاتینی شدن از بین 
با آزاد شدن آب موجود در بافت  .شودکم میها بین گرانول

حصول، نرمی و تازگی آن ها و انتقال آن به سطح مفراورده
مانده شود فراورده یابد که اصطلاحا گفته میبسیار کاهش می
های آمیلوز رتروگرسیون، ابتدا مولکولپروسه شده است. در 

های طی چند ساعت با تشکیل یک مارپیچ دوگانه، ساختار
های آورند. کریستالی شدن شاخهکریستالی پایداری بوجود می

شود و ممکن است انجام میآهسته یار جانبی آمیلوپکتین بس
 ( و در واقع 5،۵)بکشد چند روز تا چند هفته نیز طول 

گلاتین و ژلانتینه های نشاسته همچون چسبندگی ویژگی
کتین بستگی دارد. در مجموع آمیلوپ به شدن به نسبت آمیلوز

ارتباط های متصل به نشاسته ها با گرانولها و پروتئینلیپید
های گرانول متصل به نشاسته رین پروتئیندارند که مهمت

یک آنزیم کلیدی برای سنتز های واکسی هستند که پروتئین
ولید واکسی تهای ژن .(4۵) باشندمیآمیلوز در دانه گندم 

GBBSهای واکسی یا های مختلف  پروتئینایزوفرم
را  1

 ترین ها از اصلی(. این پروتئین54،53) کنندل میرکنت
باشند و ثر در سنتز آمیلوز در آندوسپرم گیاهان میهای موآنزیم

یا کاهش آنها باعث عدم تولید گونه جهشی در مکان ژنی هر
 شود که بر محتوای آمیلوزی نشاستهها میفعالیت این پروتئین

نشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی ساریدا  
 پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی

 

 

 

 

 

1- Granule bound starch synthase              
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هایی با آمیلوز اندک یا بدون گذاشته و باعث تولید نشاستهاثر 
آرد گندم را با تغییر توان کیفیت میلذا (. 55) گرددآمیلوز می

بخشید ارتقا در نسبت پلی ساکاریدهای آمیلوز و آمیلوپکتین 
که  باشدمی های واکسیمتأثر از تنوع پروتئینواقع که در 
گندم نان (. 48) کننددر سنتز آمیلوز ایفا می اساسی نقش 

روی  بر 1A-Wxژن واکسی است که ژن  5معمولی دارای
روی  بر 1B-Wx، ژنA(7A(ژنوم  ۵کروموزوم شماره 
برروی  1D-Wxو ژن B(4B)ژنوم  2کروموزوم شماره 

 (.4،13،12،4۵دارند ) قرار D(7D)ژنوم  ۵ کروموزوم شماره
فعال بودن ربه غی GBSSهای ایزوفرمعدم وجود هریک از 

  1نولدهند و آن را اصطلاحاً مکان ژنی آن نسبت می
و اصطلاح باشد میخوانند، واژه واکسی به معنای موم می

رود که سته در رابطه با گیاهانی بکار میواکسی بودن نشا
نشاسته آنها فاقد آمیلوز بوده و یا نسبت آمیلوز به آمیلوپکتین 

اصلاح برای کیفیت نانوایی گندم،  .در آنها بسیار پایین است
های اصلاحی گندم است یکی از مهمترین اهداف در برنامه

 اولین(. 11) باشدژن مین سه که تحت کنترل ژنتیکی ای
با استفاده ( 42ناکامورا و همکاران )گندم تمام واکسی توسط 

)دارای  ئوبای هوبین ارقام نیمه واکسی  کلاسیکتلاقی  از
 -Wxو Wx-B1bهایی آللرادا) 14۵ وکانت و (Wx-Dbآلل 

A1b   های فرموکه هیچ یک از ایزشد ( تولیدGBSS  در آن
(. 42) دوسته آن نیز فاقد آمیلوز بوجود نداشت در نتیجه نشا

EMS زاییجهش استفاده از نیز با( 4۸) پاسویی و همکاران
4 

رقم تمام  تولید فق بهو، م14۵رقم کانتر  Wx-Dدر مکان ژن
معمولا دریافتند که ( 41) ماریانا و همکاران. شدندواکسی 

و  5هاSNPهای واکسی از طریق شناسایی ژن مورفیسم درپلی
شود. وی و ها مشخص میف نوکلوتیدها در اینتروندرج و حذ
( در بررسی فیلوژنتیکی 2( دای و همکاران )5۸) همکاران

ی از ، دریافتند که گونه دیپلویید آژیلوپس تائوش Wx-Bژن
( 51باشند. کین و همکاران )منابع مهم ژنتیکی این ژن می

های واکسی در کاهش محتوای نشان دادند که نقش ژن
باشد و این می  Wx-B>Wx-A>Wx-Dصورتهآمیلوز ب

احتمالاً دارند و ثرات جزیی در بیوسنتز آمیلوپکتین ها اژن
Wx-B  نقش بیشتری را در سنتز آمیلوز نسبت به دو ژن دیگر

QTL( با استفاده از 2دینگ و همکاران )کند. می ایفا
2 

 7A,4B,7Dهای روی کروموزمر موقعیت ژنهای واکسی را ب
های SNP( در بررسی 18همکاران ) لی و  دند.شناسایی کر

دریافتند که جایگزینی اسیدآمینه سرین به  Wx-Bژن 
و باعث ایجاد آلل نول   Wx-Bآسپاراژین مانع تولید پروتئین 

در گندم در  EMS  ( با استفاده از44) می شود. لو و همکاران
 Wx-Aهای ژن سازی پروتئینفعالغیر با G2168Aجایگاه 

 کیفیت یلوز باعث افزایش تیجه کاهش آمو در ن
با استفاده از  (1۸) لیو و همکاران های مورد مطالعه شدند.گندم

SDS-PAGE
در اولین 3SNP یابی و شناساییو توالی 3

و یک جهش حذفی  Wx-B  در 6SNP و Wx-Aاگزون در 
 در اگزون چهارم که منجر به کدون توقف زودرس شد،  

های واکسی شناسایی کردند. ژنهای نول را در این آلل
 برای ای بذر های ذخیرهدر بررسی پروتئین( 1پور )عبدی

آلل  های گندم نان سه ژنوتیپ بادر ژنوتیپ واکسی های آلل

 یافتهو هفت ژنوتیپ با آلل جهش Wx-A1bجهش یافته 
Wx-B1b  ( در بررسی 42مریمی و همکاران ). کردشناسایی

 Wx-D1bیک آلل نول  ن دادند کهرقم گندم ایرانی نشا 124
 یهناح در  Wx-B1xآلل نول دو و  CWI 67665در ناحیه

CWI 67747  وCWI 57684  ( 5۸وجود دارد. وانزتی)   در
رقم گندم نان  145های واکسی در بررسی تنوع آللی ژن

، Wx-B1a ،Wx-B1bسه آلل   Wx-Bآرژانتینی برای ژن
Wx-B1  و برای ژنWx-D للتنها یک آ Wx-D1a  گزارش
 گندم رقم 145در بررسی ( 14گازمن و همکاران )دادند. 

تنها به   Wx-Aآلل نول برای ژن نشان دادند که مکزیکی 
اگزون قسمتی از که شامل حذف باشد می Wx-A10 صورت 
  Wx-B1b  آلل نولنیز  Wx-Bژن   بود و برایژن انتهایی 

ین همچن از ژن بود، 67kb حذف شناسایی شد که شامل
در دومین اگزون باعث تغییر چارچوب یک سیتوزین  حذف

2) خواندن
ORF) ( در 4همتا و همکاران ). بیشده است

ل بهمراه یک رقم دارقم تجاری گندم ایران به 144بررسی
% Wx-B1 3در مکان ژنی نشان دادند که هاپلوئید واکسی 

 ،آرتا، 5کرج ،  نوید ،  AZ-landrace8مارقا یعنیها ژنوتیپ
حامل آلل جهش یافته واکسی بودند. در مکان ژنی ، شعله

Wx-A1  و ها یعنی ارقام آرتاژنوتیپاز   ٪4  قطف 
AZ-landrace2 حامل آلل واکسی بودند. در مکان Wx-D1 

مام ارقام حامل آلل طبیعی بوده و هیچ ژنوتیپ واکسی یافت ت
ه آلل نول در جایگا( در بررسی 44همکاران ) مریمی ونشد. 

1B-xW که ارقام دارای  ندگندم زراعی نشان دادرقم 1۵در
جفت باز و تنها ارقام تستر  ۵۵8 قطعه 1aB-(Wx (آلل طبیعی

. نددجفت باز بو 1bB-(Wx 228(ول و بهار دارای آلل ن
های چند شکلی ژندر بررسی  (52)شهریاری و همکاران 

Wx-B1 وWx-A1 های آنها بر ساختار آنزیم و اثر جهش
GBSS نمونه از ارقام تتراپلوئید و هگزاپلوئیدی ایرانی  44در

جهشی ایجاد نشده  Wx-B1 نشان دادند که در مکان ژن 
های چندین جهش در گونه Wx-A1اما برای مکان ژن  ،است

یابی و بررسی هاموند و الوند مشخص شد و با کمک توالی
های شناخته شده این دو رقم به بیوانفورماتیکی اثر جهش

معرفی  Wx-A1های اصلی حامل آلل نول برای گزینه عنوان
را در حضور یا عدم حضور ژن واکسی ( 58)شاهسوند . کردند

نشان داد بررسی نمود و   SDS-PAGEو PCRارقام گندم با 
صورت ب Wx-B1ن که ارقام سرداری، سبلان و هیرمند در ژ

 نول بودند که میزان کیفیت نشاسته در آنها نسبت به سایر
رقم  58( در بررسی 54پتروا و همکاران)بود. بالاتر  م ارقا

گندم از نظر حضور آلل واکسی، نشان دادند که تمام ارقام 
مورد مطالعه حامل آللهای طبیعی در هرسه مکان ژنی مورد 

های ژن ( با بررسی ویژگی48نظر بودند. اورتگا و همکاران )
وتیدی آن واکسی در گونه های آژیلوپس و مقایسه توالی نوکل

 Wx-D1و  Wx-B1آلل جدید را در ژن  1۸با گندم، توانستند 
ن بر اساس واتاکسی میوبرای شناسایی ارقام شناسایی کنند. 

 ابرا استخراج و  GBSSآنزیم  (43کامورا و همکاران )ناروش 
کرد  مطالعهوضعیت آن آنزیم را SDS -PAGE  کمک روش

ها منجر به عدم ول بودن هر یک از آللنکه در این حالت 
حضور یا تغییر جایگاه مورد انتظار لکه پروتئینی مربوط به آن 

1- Null                     2- Ethyl Methane Sulfonate             3- Single nucleotide polymorphism             4- Quantitative trait locus        
5- Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis                                                         6- Open reading frame 
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جی نسروش های مبتنی بر نورتوان از همچنین می. گرددمی
بر اساس  های دورومبندی گندمپرتو قرمز دور جهت طبقه

 قاتیتحق .(3)نمود های واکسی آنها، استفاده وضعیت ژن
که  ابدییم تیاهم ییاز آنجاگندم  یینانوا تیفیمربوط به ک

 یوربهره شیافزا یهااز روش یکیخود  یینانوا تیفیبهبود ک
نان از لحاظ اقتصادی، کیفیت (. 5۵) گندم است دیدر تول

چند که باشد، هراجتماعی، فرهنگی و سیاسی بسیار مهم می
ها موفق شده اند ثبات عرضه نان را حفظ کند، لیکن در دولت

اند. ز ضایعات نان موفقیتی بدست نیاوردهزمینه جلوگیری ا
ای بسیار مهمی بنابراین ارتقا کیفیت و ماندگاری نان مسئله

های مختلفی برای این است که در چند دهه اخیر از روش
منظور استفاده شده است. لذا غربالگری منابع ژنتیکی و 

های موثر بر محتوای نشاسته از های جدید ژنشناسایی آلل
واکسی که بر روی کیفیت آرد تاثیر دارند، ضروری  جمله ژن

لذا هدف از این تحقیق بررسی تنوع رسد. به نظر می
های مختلف زراعی در جمعیت Bهای واکسی نوکلئوتیدی ژن

گندم و اجداد  نیب یکیلوژنتیروابط ف یررسو وحشی و نیز ب
منظور علاوه  نیمه هب. باشدهای واکسی میژنبر اساس  هاآن

های آژیلوپس گونهو ی گندم وحش هایاز نمونه یرقام زراعبر ا
تنوع  یبرا مهمیمنبع  زیگندم و ن یبراژنی خزانه مهم که 
متفاوت بوده استفاده  یمیآنز تیفعال با دیجد یواکس یهاژن

منظور های اصلاحی بهتا بتوان از آنها در برنامهشده است 
 بهبود کیفیت آرد استفاده نمود. 

 

 هاوشمواد و ر
این پژوهش در آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشگاه ایلام انجام    

 هایمواد گیاهی مورد بررسی در این پژوهش ژنوتیپگرفت، 
رقم گندم  48 گونه آژیلوپس، 2وحشی و ارقام زراعی شامل 

بخش  نمونه( از 52)در مجموع  نه گندم وحشیگو 4زراعی و 
و بذر کرج  تهیه  تحقیقات غلات موسسه اصلاح و تهیه نهال

ذکر شده  1گردید. لیست این ارقام زراعی و وحشی در  جدول 
ای های کوچک در شرایط گلخانهابتدا بذور در گلداناست . 

آوری و های برگی جمعبرگی نمونه 5-2کشت و در مرحله 
 درجه -1۸2بعدی در نیتروژن مایع  در دمای  برای آنالیزهای 
 نگهداری شدند.

 ژنومی DNAاستخراج 
های گیاهچه با استفاده از ژنومی از برگ DNAاستخراج     

 ( با ۵) براساس دستورالعمل دویل و همکاران CTABروش 
 

 DNAاندکی تغییرات استخراج گردید. کمیت و کیفیت 
با روش اسپکتروفتومتری % 8/4روی ژل آگارز استخراج شده 
های هنانومتر بررسی و نمون 484تا  424های و در طول موج

DNA  نانوگرم در میکرولیتر با استفاده از آب مقطر  144برای
 دوبار تقطیر شده رقیق شدند.

 با آغازگر اختصاصی PCRسازی شرایط بهینه
( در پایگاه LC379885با کد دسترسی ) Bژن واکسی     

 14اگزون و  11( دارای NCBI) اطلاعات زیست فناوری
 صاصی با استفاده از اینترون است که دو جفت پرایمر اخت

( از /https://primer5.ut.ee) OLigoprimer3افزار نرم
 طراحی شدند تا این ناحیه را بین  11و  2های اگزون
های مورد بررسی تکثیر نمایند.  بطوری  که طول پرایمر نمونه

درصد، عدم  24تا  23بین  G+Cنوکلئوتید، محتوی  44-18
وجود پرایمر دایمر و حداکثر اختلاف دما بین آغازگرهای رفت 
و برگشت دو درجه در نظر گرفته شد. دو جفت پرایمر 

( طراحی و توسط شرکت سینا ژن سنتز 4اختصاصی )جدول 
 43حجم  در (5جدول)واکنش زنجیرهای پلیمراز  .شدند

تر بافر میکرولی 3/4 الگو، DNAمیکرولیتر  5میکرولیتر شامل 
10x ،8/1  3/1 مولار،میلی 44میکرولیتر کلرید منیزیم 

میکرولیتر از هر کدام  مولار، یکیک میلی dNTPsمیکرولیتر 
 5/4پیکومول(،  14مربوطه )غلظت  از جفت آغازگرهای

 واحد( و در نهایت 3پلیمراز ) Taqمیکرولیتر آنزیم 
کنش میکرولیتر آب دو بار تقطیر شده، انجام شد. وا۸/15

به ای پلیمراز در دستگاه ترموسایکلر با برنامه زمانی زنجیره
تکثیر شده با  DNAقطعات  ،( انجام گرفت2) شرح  جدول

 TAE, 1Xدر بافر % 3/1 استفاده از الکتروفروز روی ژل آگارز
آمیزی ژل از محلول اتیدیوم بروماید تفکیک و برای رنگ

در  PCRده توسط های تکثیر شای از ژننمونهاستفاده شد. 
محصولات میکرولیتر از  34( نشان داده شده است. 1) شکل
PCR میکرولیتر از هر آغازگر  24به همراه سازی شده خالص

شد، کیفیت  فرستادهیابی سیناکلون جهت توالیبه شرکت 
 NCBIهای اطلاعاتی یابی در پایگاههای حاصل از توالیداده

و میزان همپوشانی و تشابه  های موجود بررسیدر مقابل نمونه
های به دست آمده با سپس توالیشد. ها مشخص توالی

  جهت هم BioEdite 7.2.5افزارهای استفاده از نرم
برای محاسبه   MEGA X 10.0.5ها،سازی توالیردیف

ماتریس تشابه ژنتیکی و میزان جایگزینی نوکلئوتیدی و 
 ترسیم درخت فیلوژنتیکی استفاده گردید.

های گندم وحشی و زراعی مورد استفاده در این تحقیقجمعیت -1ل جدو  
Table 1. Population of wild and cultivated plants used in this study 

 نوع نام علمی ردیف نوع نام علمی ردیف نوع نام علمی ردیف
1 T.aestivum spp Sardari 15 زراعی T.aestivum spp Sabalan 43 زراعی T.aestivum spp Rejav زراعی 
4 T.aestivum spp Pishgam 12 زراعی T.aestivum spp Bahar 42 زراعی T.aestivum spp Zareh زراعی 
5 T.aestivum spp Sirvan 13 زراعی T.aestivum spp Bezostaya 4۵ زراعی T.aestivum spp Khazar زراعی 
2 T.aestivum spp Einia 12 زراعی T.aestivum spp Atrak 48 زراعی T.aestivum spp Toss زراعی 
3 T.aestivum spp  kohdasht 1۵ زراعی T.aestivum spp Crasssabalan 4۸ زراعی Aegilops.tauschii وحشی 

2 T.aestivum spp Saji 18 زراعی T.aestivum spp Parseh 54 زراعی Triticum.dicoccoides وحشی 

۵ T.aestivum spp Dehdasht 1۸ زراعی T.aestivum spp Mehan 51 زراعی Aegilops.triuncialis وحشی 

8 T.aestivum spp  Shahi 44 زراعی T.aestivum spp Arya 54 زراعی Aegilops.umbellulata وحشی 

۸ T.aestivum spp Tajan 41 زراعی T.aestivum spp Shiraz 55 زراعی Triticum.baeoticum وحشی 

14 T.aestivum spp Saivan 44 زراعی T.aestivum spp Dena 52 زراعی Aegilops.crassa وحشی 

11 T.aestivum spp Behrang 45 زراعی T.aestivum spp Chamran زراعی    

14 T.aestivum spp Azadi 42 زراعی T.aestivum spp Ghabos زراعی    
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تحقیق این صی مورد استفاده درآغازگرهای اختصا شخصاتم -4 جدول
Table 2. Characteristic of specific primers used in this study 

°دمای اتصال (bp ) تکثیری اندازه قطعه تعداد نوکلئوتید
 C نام پرایمر توالی 

44 ۵58 23 F1:5ʹ   CGTTCTGCATCCACAACATC  3ʹ 
R1:5ʹ  CAGCCGCTCAAACTTCTTCT  3ʹ Wx-B-seq1 

44 ۵۵4 23 F2:5ʹ  CACCGGGAAGAAGAAGTTTG   3ʹ 
R2:5ʹ    ACACCCAGTTCCAAAAGCAC  3ʹ Wx-B-seq2 

 
 PCRجزاء واکنش با آغازگرهای مربوطه ا -5جدول 

Table 3. PCR with related primers 
 Lµ25حجم در غلظت اجزاء واکنش

 L       µ13.9 - آب مقطر استریل

 PCR 10X L µ2.5بافر 
MgCl2 20mM L µ1.8 

 dNTP 1mM L µ1.5مخلوط

 P mol/ML100 L µ1 آغاز گر رفت

 P mol/ML100 L µ1 آغاز گر برگشت

 5U L µ0.3 پلیمراز Taqآنزیم 

DNA100 ژنومیng/ µL L µ3 

 L µ25  حجم نهایی

 
 جهت تکثیر آغازگرها PCRنامه بر -2جدول 

Table 4. PCR program for amplification of primers 
 دما نوع فعالیت تعدادسیکل مرحله

°
 C   زمانs (S) 

 424 ۸2 واسرشته سازی اولیه 1 1
 54 ۸2 واسرشت سازی  
 54 33 اتصال پرایمر 3 4
 23 ۵4 پرایمربسط   
 54 ۸2 واسرشت سازی  
 54 33 اتصال پرایمر 43 5
 23 ۵4 پرایمربسط   
 244 ۵4 بسط نهایی 1 2
 244 2 ه نگهداریمرحل 1 3

 
 نتایج و بحث

 ای پلینتایج حاصل از ژل الکتروفروز آگارز واکنش زنجیره   
های  مراز با استفاده از آغازگرهای مورد استفاده برای ژن

Wx-B-seq1  وWx-B-seq2 دهنده کیفیت و نشان
  باشد، به طوری کهاختصاصی بودن تکثیر ناحیه هدف می

 

  و تحلیل بیوانفورماتیک انتظار بر اساس مطالعات و تجزیه
نوکلئوتید  ۵34که اندازه ناحیه تکثیر شده در حدود رفت می

الف  1ها )شکل نمونه  PCRباشد که با نتایج محصولات 
( 2( دای و همکاران)42و با مطالعات مریمی و همکاران ) وب(

( مطابقت 11و گازمن و همکاران )( 52همکاران ) سایتو و
 دارد.

 
 
ب- 1شکل   

 
الف -1شکل  

. Wx-B-seq2ژن  -ب  Wx-B-seq1ژن  -ار با استفاده از آغازگرهای اختصاصی الفسیهای تکثیر شده توسط پیای از ژننمونه  -1شکل 
M- سایز مارکرbp1444 باشندمی 1های مورد مطالعه بر اساس جدول شماره نمونه  54تا  42.  شماره 

Figure 1. Samples of Genes amplified by PCR using specific primers.A) Wx-B-seq1 gene B) Wx-B-seq2 gene 
M: Marker size 1000bp. No 26 to 32 are the sample numbers studied according to table 1

 
 ها سازی توالیهمردیف

ها در سازی توالیجهت بررسی تنوع بین نمونه ها، همردیف   
با  BioEdite Sequence Alignment Editorافزار نرم

( نتایج برای ژن 5 و 4انجام گرفت. )شکل  ClustalWروش 
Wx-B-seq1  نشان داد که نواحی حفاظت شده بسیار بالایی

های زراعی و وحشی وجود دارد، هر چند در برخی بین گندم

های زراعی و وحشی نواحی، تنوع تک نوکلئوتیدی بین گندم
نوکلئوتیدی  8یک حذف  514-544ر ناحیه وجود دارد. اما د

 و   NCBIهای آژیلوپس در مقایسه با نمونه در نمونه
(. همچنین، نتایج حاصل 4های زراعی وجود دارد )شکل گندم

نشان داد   Wx-B-seq2ها برای ژن  سازی نمونهاز همردیف
ها وجود دارد که که همولوژی بسیار بالایی بین همه توالی
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 نواحی، تنوع تک نوکلئوتیدی بین برخی  فقط در برخی
جفت بازی و  423شود. همچنین در ناحیه ها مشاهده مینمونه
 ترتیب درنوکلئوتیدی به 2و  3جفت بازی یک ناحیه  4۸8

ها گندم قابوس و آژیلوپس تائوشی در مقایسه با سایر نمونه
-Wx-Bژن  PCRهای حاصل از محصول وجود دارد.  توالی

seq1 یگاه اطلاعاتی در پاNCBI  با استفاده از روش
دهد که درصد بالایی با جستجوی نوکلئوتیدی نشان می

های موجود در این پایگاه اطلاعاتی هم پوشانی دارد که توالی
% با 88و  Triticum.turgidumدر  B1% با ژن واکسی ۸4

برای ژن  واکسی تشابه نشان   Ae.speltoeidsهای نمونه
( اورتگا و 45) ( مریمی و همکاران15و آلویز  )دهد. گازمن می

نتایج مشابهی بدست آوردند، همچنین ( نیز 48همکاران )
در   Wx-B-seq2ژن PCRهای حاصل از محصول توالی

با استفاده از روش جستجوی  NCBIپایگاه اطلاعاتی 
ها تشابه بسیار بالایی با نوکلئوتیدی نشان داد که این توالی

( که با نتایج گازمن 5دارند )شکل T.urartuنمونه گندم 
 ( همخوانی دارد.24( و  وی وهمکاران )15وآلویز  )

 
 
 
 
 
 
 

 Wx-B-seq1ژن برای   clustalWنمونه ای از همردیف سازی توالی ها با استفاده از روش   -4شکل 
Figure 2. sample of Sequence alignment using clustalW method of Wx-B-seq1 gene 

 
 
 
 
 
 
 

 

 Wx-B-seq2ژن برای   clustalWها با استفاده از روش  ای از همردیف سازی توالینمونه -5شکل 
Figure 3. sample of Sequence alignment using clustalW method of Wx-B-seq2 gene 

 

 Wx-B-seq1محاسبه ماتریس فاصله ژنتیکی ژن 

ها، وت بین توالیفامنظور درک بهتر میزان تشابه و تبه  
 MEGAX افزارنرم مورد بررسی، درهای توالی ماتریس تشابه

نتایج نشان  .(3محاسبه گردید )جدول  Wx-B-seq1 برای ژن
متغیر بود  4۵881/4تا  41۸۸4/4دهد که فاصله ژنتیکی از می

ترتیب مربوط به رقم سرداری که بیشترین و کمترین فاصله به
های . بجز آژیلوپس تائوشی سایر نمونهو آژیلوپس آمبلولاتا بود

وحشی )آژیلوپس کراسا، آژیلوپس تریانسیالیس، آمبلولاتا( 
فاصله ژنتیکی کمی در مقایسه با ارقام زراعی داشتند.  لذا 

ها بر جهت بررسی بهتر درخت فیلوژنتیکی با ماتریس تشابه
از نوع جایگزینی با بوتسترپ  Tajima-Neiاساس مدل 

ترسیم  MEGAX افزار در نرم UPGM Aو روش   1000
 گردید. 

 Wx-B-seq2محاسبه ماتریس فاصله ژنتیکی ژن 
های همردیف میزان تشابه و فاصله ژنتیکی بین توالی نتایج   

 MEGA Xافزار در نرمWx-B-seq2شده مورد بررسی ژن 
متغیر بود  144/4تا  442۸2/4نشان داد که فاصله ژنتیکی از 

مربوط به رقم شاهی و کمترین مربوط به  که بیشترین فاصله
T.baeoticum   وT.dicocoeids   بود. همه ارقام زراعی بجز

 ی خیلی کمی را از همدیگر نشان رقم شاهی فاصله ژنتیک
دهد این ژن در ارقام زراعی تغییرات دهند که نشان میمی

و   T.baeoticumچندانی ندارد در حالی که دو گندم 
T.diccocoids آوری شده های وحشی جمعاز نمونه که

باشند فاصله ژنتیکی خیلی زیادی را در ایران می  مناطق
 .(2دهند )جدول مقایسه با ارقام زراعی نشان می

 Wx-B-seq1ژن  ماتریس فاصله ژنتیکی -3جدول 
gene 1seq-B-Wxof Genetic distance matrix 5.  Table 
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 Wx-B-seq2ماتریس فاصله ژنتیکی ژن  -2 جدول
gene 2seq-B-Wx6. Genetic distance matrix of Table  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  برآورد جایگزینی نوکلوتیدی
های همردیف  جهت برآورد جایگزینی نوکلئوتیدی توالی   

جهت انتخاب بهترین مدل  MEGAXافزار شده از نرم
ان داد که مدل جایگزینی نوکلئوتیدی استفاده شد. نتایج نش

JC+G با کمترین مقدار BIC  )شاخص اطلاعات بیزی(
ن نوع مدل برازش داده است. همچنی 42بهترین مدل در بین 

 Tamura-Nei (1۸۸5)نوکلئوتیدی با روش جانشینی احتمال 
-Wxمحاسبه شد که نتایج برای ژن  MEGAXافزار در نرم

B-seq1 نشینی دهد که بیشترین و کمترین سهم جانشان می
طوری که باشد. بهنوکلئوتیدی از نوع پورینی و پیریمیدنی می
( G( با گوانین )Aبیشترین جایگزینی پورینی مربوط به آدنین )

( بود در حالی که جایگزینی گوانین با آدنین 43/12به مقدار )
( بود. علاوه بر اینها کمترین جانشینی از نوع ۵2/14)

( بود در حالی که ۸5/2پیریمدینی سیتوزین به تیمین )
( را نشان 5۸/14جانشینی تیمین با سیتوزین مقدار بیشتری )

  Wx-B-seq2الف(. همچنین نتایج برای ژن  -۵داد )جدول 
نشان داد که بیشترین میزان جانشینی نوکلئوتیدی از نوع 

باشد ( می83/12( به میزان )G( به گوانین )A) پورینی آدنین
جانشینی از نوع پیریمیدینی  در حالی که کمترین میزان

 ( مشاهده شدT( به تیمین )C( از نوع سیتوزین )3354)
 .ب(– ۵)جدول

 

 Wx-B-seq2ژن  -ب Wx-B-seq1ژن  -. الفنماییحداکثر درستبرآورد ماتریس جایگزینی  -۵جدول 
Table 7. Maximum Likelihood Estimate of Substitution Matrix A) Wx-B-seq1 gene B) Wx-B-seq2 gene 

 A T/U C G 

A - 22/3  18/8  22/11  

T/U 32/2  - 93/11  22/8  

C 32/2  39/6  - 22/8  

G 66/11  22/3  18/8  - 

 الف - ۵جدول 

 A T/U C G 

A - 23/۵  ۸5/8  52/11  

T/U 12/2  - 92/6  53/۸  

C 12/2  91/2  - 53/۸  

G 62/3  23/۵  ۸5/8  - 

 ب -۵جدول  

 Wx-B-seq1درخت فیلوژنتیکی ژن 

( و 1۸28) Neiو  Tamuraنمودار درختی با استفاده از مدل    
 Wx-B-seq1  نتایج  برای ژن  ترسیم شد،  UPGMAروش 
ها به دو گروه اصلی تقسیم دهد که نمونه(  نشان می2)شکل

( وی 45) ( مریمی و همکاران11) همکاران می شوند گازمن و
ند. در این دو ( نیز نتایج مشابهی بدست آورد5۸) و همکاران

 ها قرار درصد تشابه، نمونه ۸2گروه اصلی که با فاصله 
های زراعی سرداری و شیراز به تنهایی در یک گیرند گندممی

های زراعی و وحشی به همراه نمونه گروه و سایر گندم
NCBI ود به دو زیر اند. گروه دوم خدر گروه دیگر قرار گرفته

ام گندم زراعی توس، شود که ارقگروه اصلی تقسیم می
پس تائوشی در یک گروه قرار همراه آژیلوچمران، زارع، خزر به

ها و گندم های زراعی یعنی آژیلوپساند. اجداد گندمگرفته
T.diccocodies  به همراه نمونهNCBI ای در گروه جداگانه

دهد که گرفتند. نتایج کلی درخت فیلوژنتیکی نشان میقرار 
ژیلوپس آمبلولاتا، بیشترین فاصله ژنتیکی گندم نان شیراز و آ

 را از هم دارند. 
 Wx-B-seq2درخت فیلوژنتیکی ژن 

 نشان   Wx-B-seq2ترسیم نمودار درختی ژن واکسی    
ها به سه درصد تشابه ژنتیکی نمونه ۸2که در فاصله  دهدمی

های زراعی در یک گروه شوند که گندمگروه اصلی تقسیم می
اما در داخل همین گروه سه زیر گروه وجود دارد اند قرار گرفته
)سیوان، سبلان، کراس سبلان، سرداری،  هایکه گندم

چمران، شیراز، دنا، خزر، ریژاو، توس، شاهی و آریا( در یک 
اند، به طوری که رقم سیوان و آریا بیشترین گروه قرار گرفته

های وحشی فاصله ژنتیکی را از هم دارند. گندم
(T.baeoticum و T.dicoccoidesو )  اجداد آنها یعنی

آژیلوپس )تائوشی، آمبلولاتا، تریانسیالیس( به همراه گندم 
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 (.3فقط شامل گندم نان زارع بود )شکل زراعی قابوس در گروه دوم قرار گرفتند در حالی که گروه سوم  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Wx-B-seq های مولکولی ژنداده حاصل از UPGMAدرخت فیلوژنتیکی براساس الگوریتم  -2شکل 

Figure 4. Phylogenetic tree based on UPGMA algorithm derived from molecular data in studied Wx-B-seq1 gene 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 Wx-B-seq2ژن  حاصل از داده های مولکولی UPGMAدرخت فیلوژنتیکی براساس الگوریتم  -3شکل 
Figure 5. Phylogenetic tree based on UPGMA algorithm derived from molecular data in studied Wx-B-seq2 gene 

 
 گیری کلینتیجه

و  Wx-B-seq1ها برای ژن سازی توالینتایج هم ردیف   
Wx-B-seq2 دهنده نواحی حفاظت شده بسیار بالایی نشان

برخی  باشد،  با این وجود درمیهای زراعی و وحشی بین گندم
های زراعی و وحشی نواحی تنوع تک نوکلئوتیدی بین گندم

ژن           PCRهای حاصل از محصول توالی، وجود دارد
Wx-B-seq1  در پایگاه اطلاعاتیNCBI  با استفاده از روش

های % با نمونه88دهد که جستجوی نوکلئوتیدی نشان می
Ae.speltoeids  از  لذا د.دهبرای ژن  واکسی تشابه نشان می

جد محتمل ژن   Sبا  ژنوم   Ae.speltoeidsآنجایی که 
باشد با نتایج این تحقیق همخوانی دارد می  Bواکسی

-Wx-Bهمچنین نتایج  این روش برای ژن  .(15،45،48)

seq2  ها تشابه بسیار بالایی با نمونه نشان داد که این توالی
العات مختلف در مطدارند  و  از آنجایی که   T.urartuگندم 

T.urartu  (2n=14,AA)  گندم دیپلویید وحشی بخشنده
 (8های پلی پلویید گندم گزارش شده است )در گونه Aژنوم 

در ابتدا روی کروموزوم  Wx-Bمکان ژنی این فرضیه را که 
B اما طی فرایند تکامل گندم، به دلیل یک ، قرار داشته است

جابجا  Aو  Bی هاترانسلوکاسیون دو طرفه بین کروموزوم
وجود حضور این لوکوس بر روی  با که (14شده است )

 م، اما بر اساس جایگاه اولیه، هنوز آن را به نا4Aکروموزوم 
Wx–B نتایج  ، مقایسهکندرا تقویت می (1۵نامند )می

نشان داد که کمترین فاصله  Wx-B-seq1ماتریس تشابه ژن  
ین فاصله مربوط و بیشتر  Ae.umbellulataمربوط به نمونه 

نشان  Wx-B-seq2به رقم سرداری بود. ماتریس تشابه ژن  
این ژن در ارقام زراعی بجز شاهی تغییرات چندانی  داد که

و   T.baeoticumوحشی  ندارد، در حالی که دو نمونه گندم
T.diccocoids  فاصله ژنتیکی خیلی زیادی را در مقایسه با

ماتریس جایگزینی برآورد  دهند. نتایج ارقام زراعی نشان می
 Wx-B-seq2و  Wx-B-seq1نمایی برای ژن حداکثر درست

نشان داد که بیشترین و کمترین سهم جانشینی نوکلئوتیدی 
 نتایج  .باشدترتیب از نوع پورینی و پیریمیدنی میهب

ها را به دو گروه نمونه Wx-B-seq1بندی برای ژن خوشه
ها را به سه گروه نمونه Wx-B-seq2بندی ژن  اصلی و خوشه

تنوع در سطح توان گفت و بطور کلی می کنداصلی تقسیم می
های واکسی بین جنس آژیلوپس و تریتیکوم نوکلئوتیدی ژن
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تواند مییلوژنتیکی فعنوان ابزار مناسبی جهت آنالیز روابط هب
های گندم لاسمپم رترین ژایران، یکی از غنی. استفاده  شود
 با توجه به نقش مهمی که در دنیا برای  ت.دنیا را داراس

توانند در ها میهای واکسی ذکر شده و این نوع گندمگندم
افزایش کیفیت نان، ماکارونی و در سایر صنایع غذایی بسیار 

های تجاری ایران از نظر نماید تا گندممهم باشند، ضروری می
 های واکسی مورد جستجو قرار گیرند تا اگر للحضور آ

هایی با چنین خصوصیاتی یافت شد از نظر کیفیت مورد ندمگ
 با توجه به اینکه .آنها استفاده نمود و بتوان ارزیابی قرار گرفته 

 اکسیو نیمه هایگندم تولید به کمک تحقیق این نهایی هدف
 که شودمی پیشنهاد باشدمی بومی ارقام از واکسی تمام و

 وحشی و تجاری، بومی سایر ارقام در واکسی هایآلل وضعیت

 ژن این بخشنده والد عنوان به تواند می که گندم و خویشاوندان

 گیرد. قرار ارزیابی مورد شود، استفاده اصلاحی برنامه در

 در موجود واکسی نیمه ارقام از استفاده با توانمی همچنین
 زاییجهش مختلف هایروش از با استفاده یا و ژن هایبانک

تولید  امکان ژن برخاموشی مبتنی های ز روشا گیری و یا بهره
 کرد. را بررسی GBSSپایین  با محتوای گندم
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Extended Abstract 
Introduction and Objective: Improving the quality of bread wheat is an important issue. It has 
attracted the attention of many researchers over the years, and in recent decades, various 
methods have been developed to evaluate this goal. One of the most important goals in wheat 
breeding programs is to improve the quality of wheat bakery. Waxy proteins that responsible for 
the expression of GBSS enzyme in wheat that control the ratio of amylose to amylopectin in 
starch, These proteins in hexaploid wheat are controlled by three genes, Wx-D1, Wx-B1, Wx-
A1 and those have a key role in quality of wheat flour. The goal of this study was to investigate 
the nucleotide diversity of Wx-B1 gene in wild and crop cultivars and also to investigate the 
phylogenetic relationships between wheat and their ancestors based on waxy genes. 
Material and Methods: In the present study, the phylogenetic relationships of the waxy B gene 
in 34 samples including 4 species of Aegilops genus and 28 cultivars of wheat and 2 species of 
wild wheat were evaluated using PCR and sequencing techniques  in Ilam university. 
Results: Sequences alignment results of Wx-B-seq1 and Wx-B-seq2 genes showed there are 
very high conserved regions between crop and wild wheat, although in some regions there is 
single nucleotide diversity between crop and wild wheat. The results of similarity matrix of Wx-
B-seq1 showed the highest distance was related to Sardari cultivar and the lowest distance was 
related to Aegilops.umbellulata sample. The similarity matrix of the Wx-B-seq2 gene showed 
this gene did not change much in crop cultivars except Shahi cultivar, while the two wild wheat 
samples T.boeticum and T.dicoccooides showed a very large genetic distance compared to the 
crop cultivars. The results of the substitution matrix estimation based on the maximum 
likelihood method for Wx-B-seq1 and Wx-B-seq2 genes showed the highest and lowest 
contributions of nucleotide substitution are purine and pyrimidine, respectively. Also, UPGMA 
clustering results for Wx-B-seq1 and Wx-B-seq2 genes divided the samples into two and three 
main groups, respectively. 
Conclusion: The overall results show that the diversity observed in wild samples and The 
ancestors of crop wheat can be a good candidate for further studies to determine whether these 
changes will lead to protein content or not. 
 
Keywords: Amylose, Quality, Sequencing, Waxy gene, Wheat       
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