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هبا استفادهاي وحشی و زراعیگندمهاي واکسی در روابط فیلوژنتیکی ژنبررسی 
چندگانهPCRاز

3و علی اشرف مهرابی2، آرش فاضلی1زهرا مریمی

چکیده
ژن واکسیسه هاي هگزاپلوئید به وسیله اشند که در گندمبهاي گندم میهاي واکسی مسئول سنتز آمیلوز در دانهپروتئین

Wx- A1Wx-B1, وWx-D1هدف این مطالعه بررسی روابط . شوند که نقش مهمی در کیفیت آرد گندم دارندگذاري میرمز
8جمعیت از 71این منظور براي.باشدمیچندگانهPCRهاي وحشی و زراعی با استفاده از هاي واکسی در گندمفیلوژنتیکی ژن

نتایج حاصل از . ندقرار گرفتمطالعه مورد چندگانهPCRگندم وحشی با استفاده ازتکنیک گونه4گونه جنس آژیلوپس و 
هاي گندمدر یک گروه و) A, B, D(با ژنوم دیپلوئیدهاي نمونه.ها به دوگروه اصلی تقسیم شدندبندي نشان داد که نمونهخوشه

ژنتیکی بیشترین قرابتDو Aهايکه ژنومدادهمچنین، نتایج باي پلات نشان .ئید در گروه دیگر قرار گرفتندتتراپلوئید و هگزاپلو
هاي مختلف جمعیتدرواکسیزمان هر سه ژنشناسایی همبهچندگانهPCRتکنیک . داشتندرا با هم هاي واکسیاز لحاظ ژن

هاي اصلاحی انتخاب به توان در برنامهاز نتایج آن میچنینهم.شوده میی در زمان و هزینجویو باعث صرفهبودهقادر گندم 
.کمک مارکر استفاده نمود

چندگانهPCR،روابط فیلوژنتیکی،واکسیهايژنآمیلوز،:کلیديهاي واژه

مقدمه
نشاسته یکی از ترکیبات مهم  آندوسپرم دانه گندم است 

شود و از دو میدرصد از وزن خشک دانه را شامل65-70که 
وآمیلوپکتین )درصد23- 36(آمیلوز خطی ،پلی ساکارید

آمیلوز نسبت). 14(تشکیل شده است) درصد68-75(منشعب
به تفاوت در ساختار گرانولی نشاسته، به آمیلوپکتین

شودمیمنجرخصوصیات فیزیکوشیمیایی و کیفیت آرد گندم 
نیلوپکتیآمبهلوزیآمدیساکاریلپنسبتکاهشبا ). 42(

متأثر از تنوع این نسبت یابد کهمیکیفیت آرد گندم بهبود
در سنتز آمیلوز کلیدياست که نقش1هاي واکسیپروتئین

هاي سه نوع پروتئین واکسی در گندم). 14(کنندمیایفا
وWx-A1,Wx-B1واکسیهگزاپلویید که توسط سه ژن

Wx-D1شته کد قرار داهاي گروه هفت کروموزمرويکه
سزایی در تعیین کیفیت آرد گندم دارندهاهمیت بگردند ومی

فعال به غیرراهایک از این ژننداشتن هرحضور).3،1و 35(
دهند که اصطلاحاً آن را نسبت میژنبودن مکان ژنی آن

هاي ژن غیر فعال بودن مکان). 12(دنامنمی2خنثیآلل 
مکان ژنی و نام آن در انتهاي"b"واکسی را با حروف کوچک

نشان Wx-D1bوWx-A1b,Wx-B1bبه صورت 
هايلاین)37(و یاماموري و یاماتو ) 36(یاماموري. دهندمی

که شناسایی کردنددرصد 20-1گندمی با محتوي آمیلوز 
تولید . حامل دو آلل واکسی نول و یک آلل با بیان کم بودند

هاي از پروتئینواکسی با استفاده نیمه هاي واکسی و گندم
هاي اصلاحی جهت افزایش کیفیت تواند در برنامهواکسی می

مطالعات زیادي ازسوي.)15،24(گندم مورد توجه قرار گیرد
و نگازمو) 10(گازمن و همکاران،)38(همکارانیاماموري و

هاي واکسی در اجداد تنوع پروتئینبررسیبراي ) 11(الواریز 

ها در آنند شکلی بالایی چو ه استگندم صورت گرفت
این مطالعات چند شکلیبا این وجود، . مشاهده شده است

، که از خویشاوندان جنس آژیلوپسهاي گونهدر هاپروتئین
س جن). 2،40(شده استانجامخیلی کم مهم گندم است،

دو . کندآژیلوپس نقش مهمی در تکامل ارقام گندم ایفا می
.دنباشوط به این جنس میاز سه ژنوم گندم نان مربژنوم 
2n=2x=14,DDAejilops)(يگونهازگندم نان Dژنوم

tauschii5(منشأ گرفته است.(
ولی همه مشخص نیستدقیقاهنوزBژنوم منشأگرچه

.AeهگونمخصوصاSitopsisًهايگونه speltoides
(2n=2x=14,SS)براي این ژنوم محتملاندیداي کیک

گونه 23ها داراي آژیلوپس).7،31(ستپیشنهاد شده ا
تتراپلویید و هگزاپلویید بوده و دومین خزانه ژنی ،دیپلویید

هاي آژیلوپس منبع مهمی گونه). 30(دنباشبراي گندم می
ت آنزیمی متفاوت با فعالیجدیدهاي واکسیژنبراي تنوع

رابطهزادگاه وتوانهاي ژن واکسی میبوده و با مطالعه توالی
نمودمشخصراآژیلوپسجنسفیلوژنتیکی بین گندم و

با 3تکنیک پی سی آر چندگانه). 41،40،22،21،13،12،8(
هزینه ودر زمان،زمانطور همبهارزیابی سه ژن واکسی

هاي توان در برنامهکه از نتایج آن میجویی نمودهصرفه
لانگدو و .انتخاب به کمک مارکر استفاده نموداصلاحی 

گندم هاي واکسی در با شناسایی مولکولی ژن) 18(ارانهمک
با استفاده از پی سی آر چندگانه توانستند در مدت زمان 
.کوتاهی هر سه ژن واکسی را در گندم نان مشخص نمایند

واکسی و نیمه واکسیهايژنییشناساهدف این تحقیق 
بررسی روابط ،هاي گندم زراعی و وحشیموجود در جمعیت

،هاي واکسیژنبر اساسها آنتیکی بین گندم و اجداد فیلوژن

آموخته کارشناسی ارشد و استادیار، دانشگاه ایلامدانش-3و 1
)a.fazeli@ilam.ac.ir: ده مسوولنویسن(، دانشگاه ایلام استادیار-2

10/12/93: تاریخ پذیرش8/10/93: تاریخ دریافت

1- Waxy 2- Null 3- Multiplex-PCR

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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هاي مختلف جمعیتدر خنثیهايشناسایی آلل
در بهبود منابع بتوان ها که از آناستگندم زراعی و وحشی

هاي اصلاحی ژنتیکی و اصلاح کیفیت آرد نان در برنامه
. استفاده نمود

هامواد و روش
مواد گیاهی

هاي زراعی و جمعیت از گونه71در این تحقیق بذور 
غرب، شمال غرب ایران و ،شمالوحشی گندم که از مناطق 

بانک ژن غلات و حبوبات غرب کشور واقع در دانشکده 
استفاده گردید ،آوري شده بودکشاورزي دانشگاه ایلام جمع

1جدول ها در آوري نمونهکه مشخصات و محل جمع
کوچک در شرایط هايدر گلدانبذور. مشخص شده است

هاي برگی نمونه3-4اي کشت گردید و در مرحله گلخانه
آوري و سریعاًها جمعآنالیزهاي بعدي از تمام نمونهبرگی براي

گراد نگهداري درجه سانتی- 196در نتیروژن مایع در دماي 
.شدند

ژنومیDNAاستخراج 
DNA هاي گیاهچهژنومی به صورت بالک از بافت برگ
گیاهچه از هر5(هارشد یافته در گلدانار برگی سه تا چه

بر اساس دستورالعمل CTABبا استفاده از روش) جمعیت
کمیت .با اندکی تغییرات استخراج گردید)4(همکاران و لیدو

درصد و 8/0روي ژل آگارز استخراج شده DNAو کیفیت 
280تا260هاي اسپکتروفتومتري در طول موجنیز روش 

سپس با استفاده از آب مقطر دوبار . ررسی گردیدنانومتر ب
نانوگرم در میکرولیتر 100براي DNAهاي تقطیر، نمونه

.رقیق شدند
مراحل واکنش زنجیره اي پلیمراز

و 30(لو و همکاران شریفاز دو جفت آغازگر که ازسوي
هاي واکسی طراحی شده بودند، تکثیر نواحی ژنبراي) 29

اي پلیمراز در حجم واکنش زنجیره). 2جدول(استفاده گردید 
میکرولیتر 5/2الگو، DNAمیکرولیتر 3میکرولیتر شامل 25

ا /5،مولارمیلی20میکرولیتر کلرید منیزیم 10X،8/1بافر 
میکرولیتر از هر یک،مولاریک میلیdNTPsمیکرولیتر 

،)پیکومول10غلظت (کدام از جفت آغازگرهاي مربوطه 
9/13و در نهایت ) واحد5(پلیمراز Taqزیم میکرولیتر آن3/0

اي واکنش زنجیره. انجام شد،میکرولیتر آب دو بار تقطیر شده
4با برنامه زمانی Bio Rad)(پلیمراز در دستگاه ترموسایکلر

، گراددرجه سانتی94دقیقه واسرشته سازي اولیه در دماي 
و در پی آن Touch Downچرخه اولیه به صورت 10سپس 

، Touch Downدر ده چرخه .چرخه معمولی انجام گرفت25

درجه 5در چرخه اول دماي اتصال آغازگر به رشته الگو 
دماي واقعی در نظر گرفته شد و در هر گراد بالاتر ازسانتی

درجه از دماي اتصال کاسته شد تا در نهایت در 5/0چرخه 
عدي چرخه ب25در . چرخه دهم به دماي اتصال واقعی رسید

30و با زمان ) بسته به دماي اتصال آغازگر(دماي اتصال ثابت 
94ها واسرشت سازي در دماي در همه چرخه. ثانیه انجام شد
درجه به 72ثانیه و نیز بسط تکثیر در دماي 30درجه به مدت 

چنین بسط هم. مدت دو دقیقه و چهل و پنج ثانیه انجام گرفت
دقیقه صورت 7اد به مدت گردرجه سانتی72نهایی در دماي 

تکثیر شده با استفاده از الکتروفورز روي DNAقطعات .گرفت
برايتفکیک و TAE,1Xدرصد در بافر 5/1ژل آگارز  

دهینمره. آمیزي ژل از محلول اتیدیوم برماید استفاده شدرنگ
انجام گرفت و ) 0(حضور باندو نبودن) 1(بر اساس حضور 

چنین هم. ترسیم گردیدUPGMAوش دندروگرام مربوطه با ر
) PCoA(با استفاده از روش تجزیه به مختصات اصلی 

.ها در یک باي پلات نمایش داده شدبندي نمونهگروه

نتایج و بحث
) پی سی آر چندگانه(مراز چندگانه  اي پلیواکنش زنجیره

با استفاده از آغازگرهاي مورد استفاده توانایی شناسایی و 
اختصاصیهاي خنثی و طبیعی در هر سه جایگاه تشخیص آلل

هاي واکسی در اجداد وحشی و زارعی گندم را نشان براي ژن
داد که نتایج حاصل از ژل الکتروفورز آگارز تنوع آللی  بالایی 

هاي مختلف مورد مطالعه نشان ها در جمعیترا در  این ژن
هاي دمهاي هگزاپلوئید سه آلل، گنکه در گندمطوريبه. داد

تتراپلوئید دو آلل و اجداد وحشی گندم یک تا دو آلل مشاهده 
نتایج مشاهده شده با نتایج محققین دیگر ). 1شکل (گردید 

و) 30(همکارانولوشریف،)33(همکارانووانزتیچون هم
مطابقت داشت که نتایج حاصل از ) 24(همکارانوناکامارا

هاي مختلف به همراه آللهايتنوع آللی مشاهده شده در گونه
نشان 3جدول . نشان داده شده است3تکثیر شده در جدول 

هایی در تمامی گونهMAG267دهد که آغازگر اختصاصی می
که آغازگر اند تکثیر شده است درحالیبودهBکه داراي ژنوم 

هاي تنوع بالایی را حتی در بین گندمSSRاختصاصی 
گر تنوع آللی بالاي موجود یاندهد که بهگزاپلوئید نشان می

بین قطعات تکثیر شده تکثیر شده از طریق این آغازگر در 
باشد و این آغازگر قابلیت شناسایی هاي مختلف مینمونه

گري براي غربالDو Aهايهاي جدید را در لوکوسآلل
هاي جدید را هاي گیاهی به منظور شناسایی آللپلاسمژرم
. دارد
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هاي گندم وحشی و زراعی مورد استفاده در این تحقیقجمعیت- 1جدول 
Table 1. Populations of wild and cultivated plants used in this study

آوريمحل جمع نام علمی کد ردیف آوريمحل جمع نام علمی کد ردیف
موسی خوش قدم- دره شهر-ایلام Ae.

speltoides
AS37 37 گرگان Ae. tauschi AT1 1

دارگله- دره شهر-ایلام Ae.
speltoides

IUGB-
00963 38 لنگرود Ae. tauschi AT2 2

قصر شیرین-کرمانشاه Ae.
speltoides

IUGB-0025 39 املش Ae. tauschi AT3 3
نرسیده به تنگه - دره شهر-ایلام 

رازیانه
Ae.

speltoides
AS40 40 بابلسر Ae. tauschi AT4 4

)آوري ناشناختهجمعمحل(ایران Ae.
speltoides

IUGB-
00416 41 لنگرود Ae. tauschi AT5 5

آبدانان-ایلام Ae.
speltoides

IUGB-1747 42 رشت Ae. tauschi AT6 6
تختخان-ایلام Ae.

speltoides
AS43 43 لاهیجان Ae. tauschi AT7 7

کرمانشاه سرپل ذهاب Ae.
speltoides

IUGB-0083 44 روستاي میانگراب-رشت  Ae. tauschi AT8 8
)آوري ناشناختهجمعمحل(ایران Ae.

speltoides
TS45 45 زید- دره شهر-ایلام Ae. triuncialis AT9 9

)آوري ناشناختهجمعمحل(ایران Ae.
speltoides

TS46 46 چغا سبز-ایلام Ae. triuncialis AT10 10
کبیر کوه-آبدانان-ایلام T. boeoticum TB47 47 سه راهی ملکشاهی-ایلام Ae. triuncialis AT11 11

آبدانان-ایلام T. boeoticum TB48 48 تنگه چوبین–دره شهر -ایلام  Ae. triuncialis AT12 12
ایلام T. urartu TU49 49 سرابله–ایلام  Ae. triuncialis AT13 13

)آوري ناشناختهجمعمحل(ایران Ae. neglecta AN50 50 سراب دره شهر–ایلام  Ae. triuncialis AT14 14
)آوري ناشناختهجمعمحل(ایران Ae. caudate AC51 51 نرسیده به سرابله-ایلام Ae. triuncialis AT15 15

بیستون-کرمانشاه T. dicocoides IUGB-
00340 52 ملایر–همدان  Ae. triuncialis AT16 16

مانشت-ایلام T. dicocoides IUGB-
00106 53 ملایر-همدان  Ae. triuncialis AT17 17

)آوري ناشناختهجمعمحل(ایران T. dicocoides IUGB-0029 54 ملایر–همدان  Ae. triuncialis AT18 18
رقم زراعی- ایران  T. durum SAJI 55 تویسرکان–همدان  Ae. triuncialis AT19 19

)اشناختهآوري نجمعمحل(ایران T. durum Wc-3791 56 سه راهی کلم–ایلام  Ae.
umbellulata

AU20 20
رقم زراعی- ایران  T. durum DENA 57 تخت خان–ایلام  Ae.

umbellulata
AU21 21

بلغارستان T. durum Wc-47194 58 بدره–ایلام  Ae.
umbellulata

AU22 22
)دریافتی از سیمیت(ایران  T. durum Wc-5728 59 دره شهر–ایلام  Ae.

umbellulata
AU23 23

خرم آباد-لرستان T. durum Kc-464 60 چغاسبز–ایلام  Ae.
umbellulata

AU24 24
شوشتر-خوزستان T. durum Kc1477 61 سراب دره شهر–ایلام  Ae.

umbellulata
AU25 25

کرمانشاه T. durum Kc-1545 62 )اختهآوري ناشنجمعمحل(ایران Ae.
umbellulata

AU26 26
مشهد–خراسان  T. durum Wc-4303 63 )آوري ناشناختهجمعمحل(ایران Ae.

umbellulata
AU27 27

رقم زراعی- ایران T. durum ZARDAK 64 دره –ایلام سه راهی ملکشاهی 
شهر

Ae.
umbellulata

AU28 28
رقم زراعی- ایران T. aestivum CRAS 65 ایران Ae. ovate AO29 29
رقم زراعی- ایران  T. aestivum NORA 66 بدره–ایلام  Ae. ovate AO30 30
رقم زراعی- ایران T. aestivum SARDARI 67 نرسیده به بدره-ایلام Ae. ovate AO31 31
رقم زراعی- ایران T. aestivum PESHTAZ 68 رقم زراعی- ایران T. aestivum TA32 32
م  زراعیرق- ایران T. aestivum NOSTOR 69 رقم زراعی- ایران T. aestivum TA33 33

رقم زراعی- ایران  T. aestivum BAHAR 70 بدره-ایلام Ae. crasse AC34 34
رقم زراعی- ایران T. aestivum TA71 71 )آوري ناشناختهجمعمحل(ایران Ae. crasse AC35 35

آبدانان-ایلام Ae. speltoides AS36 36

آغازگرهاي اختصاصی مورد استفاده در این تحقیقمشخصات- 2جدول 
Table 2. Characteristic of specific primers used in this study

ژن/ لوکوس)bp(اندازه قطعات تکثیري(Cº)دماي اتصال توالی5/ →3/آغازگرردیف
1SSR- F

SSR- R

CGCTCCCTGAAGAGAGAAAGAA

ATAGGCACAACCCCTAAC
52

265-230

204

Wx-A1a/b

Wx-D1a/b

2MAG267- F

MAG267-R

TCTTTTCGTCGTCTCAACATTC

AACTTGTCCTTGGCGGG51854
Wx-B1a/b
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MAG267وSSRهاي تکثیر شده توسط پی سی آر چندگانه با استفاده از آغازگرهايژن-1شکل 
M-65تریتیکوم دوروم،-56تریتیکوم دوروم، -60آژیلوپس تائوشی زیر گونه استرانگولاتا،  -2، ریتیکوم آئستیومت- 68، سایز مارکر -

تریتیکوم -58،تریتیکوم دیکوکودیس-53، آژیلوپس تریانسیالیس-13آژیلوپس تریانسیالیس-19،تریتیکوم آئستیوم-32،تریتیکوم آئستیوم
دوروم

Figure 1. Genes amplified by multiple PCR using SSR and MAG267 primers M- Size Marker, 68- Triticum aestivum,
2- Aegilops tauschii sub strangulate, 60- Triticum durum, 56- Triticum durum, 65- Triticum aestivum, 32-
Triticum aestivum, 19- Aegilops triuncialis, 13- Aegilops triuncialis, 53- Triticum dicoccoides, 58- Ttiticum
durum

هاي واکسی تکثیر شده با کمک پی سی آر چندگانهمشخصات ژن- 3جدول 
Table 3. Specification of waxy genes amplify by multiple PCR

نوع واکسی ایجاد شده باندهاي تکثیر شده توسط   پی سی آر 
)جفت باز(چندگانه 

MAG267باندهاي تکثیر شده توسط

)جفت باز(
SSRباندهاي تکثیر شده توسط

)جفت باز( ژنوتیپ

- 854 ،204 ،265/230 854 265/230 ،204 ،265 A-B-D-

Wx-A 204 ،854 ،230 854 230 ،204 aaB-D-

Wx-B 265/230 ،265 ،204 - 265/230 ،265 ،204 A-bbD-

Wx-D 265/230 ،854 ،265 854 265 ،265/230 AaB-dd

Wx-B,Wx-D 265/230 ،265 - 265/230 ،265 Aabbdd

Wx-A,Wx-D 854 854 230 aaB-dd

Wx-A,Wx-B - - 230 ،204 aabbD-

Wx-A, Wx-B, Wx-D 230 - 230 aabbdd

اي براساس روش جزیه خوشهدندروگرام حاصل از ت
UPGMA،به ژن واکسی هاي مختلف را بر اساس نوعنمونه

وحشی داراي هاي نمونهدر گروه اول.دنمودو گروه تقسیم 
و A ،Bواکسی هايژنکه به ترتیب داراي Dو A ،Bژنوم 

Dها دیپلوئید هستندقرار گرفتند که همه این نمونه،هستند .
هگزاپلوئید است که هاي تتراپلوئید وشامل گندمگروه دوم

هاي حداقل داراي دو یا سه ژن واکسی هستند که گندم
نان هايداراي دو ژن واکسی و گندمABتتراپلوئید با ژنوم 

Dو A ،Bداراي سه ژن واکسی ABDهگزاپلوئید با ژنوم 
که دادبندي نشان چنین نتایج خوشههم. )2شکل(هستند

قرابت ژنتیکی بیشتري را با هم از DوAهاي واکسی ژن
. )2شکل(دارند Bهاي واکسی در مقایسه با ژنوم لحاظ ژن

دهد که مینشان) PCoA(هاي اصلی نتایج تجزیه به مولفه
که مولفه اول شدصد درصد تغییرات توسط دو مولفه توجیه 

تغییرات درصد از 05/25درصد تغییرات ومولفه دوم 95/74
کننده این است که نتایج باي پلات نیز بیان.نمودکل را توجیه 

هاي دیپلوئید که داراي یک ژن واکسی هستند در یک نمونه
ئید وهگزاپلوئید در طرف دیگر قرار هاي تتراپلوطرف و نمونه

ژنتیکی بیشتري را قرابتDو Aاند به طوري که ژنوم گرفته
.)3شکل(دادندبا هم نشان هاي واکسیاز لحاظ ژن
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 D
 A
 B
 AB
 ABD

0.000.050.100.150.200.25
گروه مختلف ژن5تکثیر شده در هايدندروگرام حاصل از  آلل-2شکل

Figure 2. Dendrograme  of amplified alleles in different populations

هاي واکسی بر روي دو محور مختصات اصلی اول و دومهاي مختلف ژننمودار دو بعدي پراکنش گروه-3شکل
Figure 3. Two dimensional plot distribution of different group based on waxy genes

اي هکیفیت گندم نان یکی از فاکتورهاي اصلی در برنامه
هاي پروتئین. باشداصلاحی است که تحت کنترل ژنتیکی می

ول سنتز آمیلوز ومس)  Wx-D1وWx-A1, Wx-B1(واکسی 
هاي هگزاپلوئید بوده که یک فاکتور اصلی در گندمدر دانه 

هاي مختلفی همامروزه روش.رودمیشمار بهکیفیت گندم 
دو بعدي جهتیابی، الکتروفورز یک بعدي وچون توالی

گیردهاي واکسی مورد استفاده قرار میشناسایی تنوع آللی ژن
روش با استفاده از) 37،38(یاماموري و همکاران). 32(

هاي الکتروفورز یک بعدي چند شکلی بالایی را براي پروتئین
نیز در بررسی ) 12(گازمن و همکاران. واکسی نشان دادند

بی تنوع آللی بالایی یاهاي واکسی با استفاده از روش توالیژن
ها کدام از این روشها گزارش نمودند که هررا از این ژن

پی سی "،لذا.باشدنیازمند هزینه و صرف زمان طولانی می
زمان قابلیت شناسایی کمترین هزینه وصرف چندگانه با "ار

با همچنین.  ها داردهاي مختلف را در تمامی نمونهآلل
توان روابط فیلوژنتیکی میژنن سه ایهاي لوکوساز استفاده

تنوع .گندم را مطالعه نمودهاي مختلفها و جمعیتگونهدر
جنس آژیلوپس و هاي واکسی بین ژندر سطح نوکلئوتیدي

آنالیز روابط فیلوژنتیکی تریتیکوم که ابزار مناسبی است، براي
DوB,Aاین نتایج با خاستگاه ژنومه است واستفاده شد

به منظور در تحقیق حاضر،. )9،22،23(ه استاشتدمطابقت
ژنوم داراياز تعدادي گونه آژیلوپس -D1Wxشناسایی ژن

U)آژیلوپس آمبلولاتا( ،M)آژیلوپس کراسا( وCU) آژیلوپس

204نتایج حاکی از تکثیر قطعه کهاستفاده شد ) تریانسیالیس
سبت به نها این ژنوم.بودUو M ،Cهاي جفت بازي در ژنوم

داراي و احتمالا از اجداد آژیلوپس تائوشیخویشاوند بودههم
و وانگ و ) 6(دوراك و زنگ سويازکه باشندمیDژنوم 

و ) 19(مریمی و همکاران .شناسایی شدند) 34(همکاران 
نتایج مشابهی را گزارش نیز قبلاً)26(اورتگا و همکاران 

مولکولی ژن واکسیاییشناسبا) 17(همکارانولی.اندکرده
D1 نشانیابیتائوشی با استفاده از روش توالیآژیلوپسدر

هاي گونهجمعیتتمامD1توالی ژن واکسیکهدادند
در و برنجگوجهازواکسیژنتوالیوگروهدر یکآژیلوپس

گروهدرنخودوآرابیدوبسیسمربوطه درتوالیودومگروه
ژن توالیکهدادندنشانچنینمهها آن.گرفتندقرارسوم

وگندمدرواکسیژنتوالیبهزیاديشباهتجوواکسی 
، گندم دیپلوئید در مطالعات مختلف. ارددآژیلوپسهايگونه

گونه بخشنده 2n=2x=14 AA)(تریتیکوم اورارتووحشی 
معرفی هاي هگزاپلویید به گونهرود که به شمار میAژنوم 

A1تحقیق حاضر بررسی ژن واکسی در.)15،23(شده است
265و 230هاي داد که آللنشانAهایی با ژنوم جمعیتدر 

تکثیر شدند که تریتیکوم بوئوتریکومهايجفت بازي در گونه
هاي از اینگونه به گندمAمبین این نکته است که ژن واکسی 

این نتایج با نتایج گازمن و همکاران و زراعی منتقل شده است 
ه بچنینهم. مطابقت نداشت) 20(همکاران و مریمی و) 11(

هاي آژیلوپس ، جمعیتBژن واکسیجد منظور شناسایی 

D

B

A

AB

ABD

دوم
ی 

اصل
ت 
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م
  =
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اول اصلی  %74/95= مختصات 
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کننده بیاننتایج وندمورد مطالعه قرار گرفتSژنوم داراي 
و ندبودSهایی با ژنوم گونهبا B1رابطه بین ژن واکسی

اجداد ازSبا ژنوم آژیلوپس اسپلتوئیدسنشان داد که احتمالاً
، گازمن و )26(اورتگا و همکاران .باشدمیBوحشی ژنوم

گزارش نتایج مشابهی در این رابطهنیز ) 11(همکاران 
هاي واکسی، هاي مختلف ژندر بررسی پراکنش گروه. نمودند

بیشترین شباهت را نشان داد Dبا ژن واکسیAژن واکسی 
ین جنس به دلیل روابط فیلوژنتیکی نزدیک باحتمالاًکه 

)27(پیترسون و همکاران .باشدتریتیکوم با جنس آژیلوپس
ژنتیکی جنس آژیلوپس و تریتیکوم در بررسی روابط فیلونیز

و اظهار را گزارش نمودندDبا ژنوم Aشباهت نزدیک ژنوم 
اندرود این دوگونه اجداد مشترکی داشتهکه احتمال میداشتند 

گزینش، جهش وبه علت عواملی از جمله مهاجرت،و
پیشنهاد .اندشدهنوترکیبی دچار تغییر خواص ژنتیکی جمعیت

در سایر ارقام D1وB1, A1هايآللکه وضعیتگرددمی
توانند والد بخشنده این ژنوحشی و تجاري که می،بومی

مورد ،کار رودهاي اصلاحی بهدر برنامهمحسوب شده و
هاي زایی و روشچنین با کمک جهشهم. ارزیابی قرار گیرد

هایی با محتوي اندك ی بر خاموشی ژن امکان تولید گندمنمبت
کاربرد این تحقیق در واقع . واکسی بررسی گرددپروتئین

روابط بررسی نیزهاي واکسی و نیمه واکسی وشناسایی گندم
هاي واکسی ها بر اساس ژناد آنفیلوژنتیکی بین گندم و اجد

.باشدهاي اصلاح کیفیت گندم میامهها در برناستفاده از آنو

منابع
1. Ainsworth, C., J. Clark and J. Balsdon. 1993. Expression, organization and structure of the genes

encoding the waxy protein (granule-bound starch synthase) in wheat. Plant Molecular Biology, 22:
67-82.

2. Caballero, L., E. Bancel, C. Debiton and G. Branlard. 2008. Granulebound starch synthase (GBSS)
diversity of ancient wheat and related species. Plant Breeding, 127: 548-553.

3. Chao, S., P.J. Sharp, A.J. Worland, E.J. Warham, R.M.D. Koebner and M.D. Gale. 1989. RFLP-based
genetic maps of wheat homologous group 7 chromosomes. Theoretical and Applied Genetics, 78:
495-504.

4. Doyle, J.J. and J.L. Doyle. 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh leaf
tissue. Phytochemical Bulletin, 19: 11-15.

5. Dvorˇa´k, J., M.C. Luo and Z.L. Yang. 1998b. Restriction fragment length polymorphism and
divergence in the genomic regions of high and low recombination in self-fertilizing and cross-
fertilizing Aegilops species. Genetics, 148: 423-434.

6. Dvorˇa´k, J. and H.B. Zhang. 1992. Reconstruction of the phylogeny of the genus Triticum from
variation in repeated nucleotide sequences. Theoretical and Applied Genetics, 84: 419-429.

7. Feldman, M. 2001.The origin of cultivated wheat. In: Bonjean AP, Angus WJ (eds) The world wheat
book. A history of wheat breeding. Lavoisier Tech and Doc, Paris, pp: 3-56.

8. Fortune, P.M., K.A. Schierenbeck, A.K. Ainouche, J. Jacquemin, J.F. Wendel and M.L.
Ainouche.2007. Evolutionary dynamics of waxy and the origin of hexaploid Spartina species
(Poaceae). Molecular and Phylogenetic Evolution, 43: 1040-1055.

9. Graybosch, R.A., K.J. Schemmerhorn and J.H. Skerritt. 1999. An Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay for the Identification of Wheat Carrying Null Alleles at Genetic Loci Encoding the Granule-
Bound Starch Synthas. Cereal Science, 30: 159-163.

10. Guzma´n, C., L. Caballero and J.B. Alvarez. 2009. Variation in Spanish cultivated einkorn wheat
(Triticum monococcum L. ssp. monococcum) as determined by morphological traits and waxy
proteins. Genetics Resources and Crop Evolution, 56: 601-604.

11. Guzma´n, C. and J.B. Alvarez. 2012. Molecular characterization of a novel waxy allele (Wx-Au1a)
from Triticum urartu Thum. exGandil. Genetics Resources and Crop Evolution, 59: 971-979.

12. Guzma´n, C., L. Caballero, M. Yamamori and J.B. Alvarez. 2012b. Molecular characterization of a
new waxy allele with partial expression in spelt wheat. Planta, 235: 1331-1339.

13. Ingram, A.L. and J.J. Doyle. 2003. The origin and evolution of Eragrostistef (Poaceae) and related
polyploids: evidence from nuclear waxy and plastid rps16. American Journal of Botany, 90: 116-122.

14. James, M.G., K. Denyer and A.M. Myers. 2003. Starch synthesis in the cereal endosperm. Current
Opinion in Plant Biology, 6: 215-222.

15. Johnson, B. 1975. Identification of the apparent B-genome donor of wheat. Canadian Journal of
Genetics and Cytology, 17: 21-39.

16. Kiribuchi-Otobe, C., T. Nagamine, T. Yanagisawa, M. Phnishi and I .Yamaguchi. 1997. Production of
hexaploid wheats with waxy endosperm character. Cereal Chemistry journal, 74: 72-74.

17. Li, W., Z. Gao, W. Xiao, Y.M. Wei, Y.X. Liu. G.Y. Chen, Z.E. Pu, H.P. Chen and Y.L. Zheng. 2012.
Molecular diversity of restriction enzyme sites, Indels and upstream open reading frames (uORFs) of
50 untransalted regions (UTRs) of Waxy genes in Triticum L. and Aegilops L. species. Genetics
Resources and Crop Evolution, 59: 1625-1647.

18. Long-Dou, L., H. Cai-Ling, C. Long, Y. Gui-Hong, D. Chuan-Liang, G. Wu-Jun1, Y. Xu-Qin and T.
Guang-Xuan. 2009. Molecular identification on Waxy genes in wheat using multiple-PCR. Hereditas
(Beijing), 31: 844-848.

19. Maryami, Z., A. Fazeli and A.A. Mehrabi. 2014a. Identification of Variation for Wx- D Genome in
Wheat and Its Ancestor. Advances in Environmental Biology, 8: 2012-2016.

20. Maryami, Z., A. Fazeli and A.A. Mehrabi. 2014b. Investigation of diversity of Waxy- A1 gene using
amplification in different spices in A genome wheat’s. Advances in Environmental Biology, 8: 2004-
2007.

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
8.

18
.2

04
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

4-
20

 ]
 

                               6 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.8.18.204
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-657-en.html


210.................. ...............................................................................................................هاي وحشی و زراعیگندمهاي واکسی در روابط فیلوژنتیکی ژنبررسی 

21. Mason-Gamer, RJ., C.F. Weil and E.A. Kellogg. 1998. Granule-bound starch synthase: structure,
function, and phylogenetic utility. Molecular biology and evolution, 15: 1658-1673.

22. Mason-Gamer, R.J. 2001. Origin of North American Elymus (Poaceae: Triticeae) allotetra ploids
based on granule bound starch synthase gene sequences. Systematic Botany, 26: 757-768.

23. Miller, T.E. 1987. Systematic and evolution. In: Lupton FGH (ed) Wheat breeding: its scientific basis.
Chapman and Hall, London, pp: 1-30.

24. Nakamura, T., P. Vrinten, M. Saito and M. Konda. 2002. Rapid classification of partial waxy wheats
using PCR-based markers. Genome, pp: 1150-1156.

25. Nakamura, T., M. Yamamori, H. Hirano and S. Hidaka. 1995. Production of waxy (amylose-free)
wheats. Molecular and General Genetics, 248: 253-259.

26. Ortega, R., J.B. Alvarez and C. Guzman. 2013. Characterization of the Wx- gene in diploid Aegilops
species and its potential use in wheat breeding. Genetics Resources and Crop Evolution, pp: 369-382.

27. Petersen, G., S. Ole, Y. Merete and B. Kasper. 2006. Phylogenetic relationships of Triticum and
Aegilops and evidence for the origin of the A, B and D genomes of common wheat (Triticum
aestivum).  Molecular Phylogenetics and Evolution, 39: 70-82.

28. Saito, M., P. Vrinten and T. Nakamura. 2010. DNA Markers for Identifying Waxy Mutations and
Improving Noodle Quality in Wheat. Japan International Research Center for Agriculture Science,
44:109-115.

29. Shariflou, M.R. and P.J. Sharp. 1999. A polymorphic microsatellite in the 3' end of ‘waxy’ genes of
wheat, Triticum aestivm. Plant Breeding, 118: 275-277.

30. Shariflou, M.R., M.E. Hassani, G. Good and P.J. Sharp. 2003. Tightly linked DNA markers for the
waxy loci in bread wheat. Tenth International Wheat Genetics Symposium, 2: 831-834.

31. Van Slageren, M.W. 1994. Wild wheats: a monograph of Aegilops L and Amblyopyrum (Jaub and
Spach) Eig.(poaceae), Agricultural University Wageningen: the Netherland.ICARDA: Aleppo, Syria,
pp: 7-512.

32. Tsunewaki, K. and Y. Ogihara. 1983. The Molecular basis of genetic diversity among cytoplasms of
Triticum and Aegilops species. 11. On the origin of polyploidy wheat cytoplasm’s as suggested by
chloroplast DNA restriction fragment patterns. Genetics, 104: 155-171.

33. Vanzetti, L.S., L.A. Pfluger, M. Rodriguez-Quijano, J.M. Carrillo and M. Helguera. 2009. Genetic
variability for waxy genes in Argentinean bread wheat germplasm. Electronic Journal of
Biotechnology, 12: 1-9.

34. Wang, S., X. Li, K. Wang, X. Wang, S. Li, Y. Zhang, G. Guo, F.J. Zeller, S.L.K. Hsam, Y. Yan and
P. Gustafson. 2011. Phylogenetic analysis of C, M, N, and U genomes and their relationships with
Triticum and other related genomes as revealed by LMW-GS genes at Glu-3 loci. Genome, 54: 273-
284.

35. Yamamori, M., T. Nakamura, T.R. Endo and T. Nagamine. 1994. Waxy protein deficiency and
chromosomal location of coding genes in common wheat. Theoretical and Applied Genetics, 89: 179-
184.

36. Yamamori, M. 2009. Amylose content and starch properties generated by five variant Wx alleles for
granule-bound starch synthase in common wheat (Triticum aestivum L.). Euphytica, 165: 607-614.

37. Yamamori, M. and K. Yamamoto. 2011. Effects of two novel Wx-A1 alleles of common wheat
(Triticum aestivum L.) on amyloseand starch properties. Journal of Cereal Science, 54: 229-235.

38. Yamamori, M., T. Nakamura and T. Nagamine. 1995. Poly morphism of two waxy proteins in the
emmer group of tetraploid wheat, Triticum dicoccoides, T. dicoccum, and T. durum. Plant Breeding,
114: 215-218.

39. Yamamori, M., T. Nakamura, T.R. Endo and T. Nagamine. 1994. Waxy protein deficiency and
chromosomal location of coding genes in common wheat .Theoretical and Applied Genetics, 89: 179-
184.

40. Yan, L., M. Bhave, R. Fairclough, C. Konik, S. Rahman and R. Appels. 2000. The genes encoding
granule-bound starch synthases at the waxy loci of the A, B and D progenitors of common wheat.
Genome, 43: 264-272.

41. Yan, L. and M. Bhave. 2001. Characterization of waxy proteins and waxy genes of Triticum
timopheevii and T. zhukovskyi and implications for evolution of wheat. Genome, 44: 582-588.

42. Zeng, M., C.F. Morris, I.L. Batey and C.W. Wrigley. 1997. Sources of variation for starch
gelatinization, pasting and gelation properties in wheat. Cereal Chemical, 74: 63-71.

 [
 D

O
I:

 1
0.

29
25

2/
jc

b.
8.

18
.2

04
 ]

 
 [

 D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 jc
b.

sa
nr

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

4-
20

 ]
 

                               7 / 8

http://dx.doi.org/10.29252/jcb.8.18.204
http://jcb.sanru.ac.ir/article-1-657-en.html


Journal of Crop Breeding Vol. 8, No. 18, Summer 2016 …………………………………….………………….……..........……….. 211

Evaluation of Phylogenetic Relationships for Waxy Genes in Wild and Cultivated
Wheat using Multiplex-PCR

Zahra Maryami1, Arash Fazeli2 and Ali Ashraf Mehrabi3

Abstract
Waxy proteins are responsible for amylase synthesis in wheat seeds, being encoded by three waxy

genes (Wx-A1, Wx-B1 and Wx-D1) in hexaploid wheat which have an important role in starch quality. The
purpose of this study was to investigate phylogenetic relationship between waxy genes in wild and
cultivated wheat using Multiplex-PCR. To this end, 71 populations from 8 Aegilops and 4 wheat wild
spices ‘were studied. Clustering results showed that the samples were divided in two main groups.
Diploid samples with A, B and D genomes located in the same group but tetra and hexaploid wheat
located in the other group. Also, Biplot results showed that Aegilops with A and D genomes had the
greatest genetic affinity for waxy genes. Multiplex-PCR technique is able to identify three waxy genes
simultaneously in different populations of wheat which contributed substantially to breeder in cost and
time.
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