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چکیده
-Gluو Glu-A3،Glu-B3هايپایین در مکانمولکولیوزنباگلوتنیناللی زیرواحدهايتنوع. 1394. زادهولی. نوروزي و م. محمدي، م. ا. ، س.شریعت، ف

D374-87): 1(17. مجله علوم زراعی ایران. هاي نان بومی بهاره ایرانیدر گندم .

پرمحصول با کیفیت نانوایی بالا بسـیار حـائز   ارقامبوده و اصلاحهاي مهم در برنامه اصلاح گندم، کیفیت نانوایی یکی از اولویت
نـان  گنـدم 154در ) LMW-GS(ده گلوتنین با وزن مولکـولی پـایین   رمز کننهايحاضر، تنوع اللی ژنآزمایشدر .اهمیت است

بـراي  . بررسی قرار گرفتنـد گروه موردبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصی)Chinese Spring(و رقم بهار چینی بهاره بومی ایرانی
جفـت  ، بـا اسـتفاده از دو  Glu-A3مکـان ژنـی   در. ندالل تکثیـر شـد  9و 2، 12ترتیب به،Glu-D3و Glu-A3 ،Glu-B3هاي مکان

-MDTSCIPهـایی بـا تـوالی انتهـاي آمینـی      هـاي زیرگـروه رمزکننـده پـروتئین    ترتیـب ژن بـه Glu3A.3و Glu3A.2آغازگر 

بیشـترین و  ترتیـب  درصـد بـه  2/0جفت بـازي بـا   742و قطعه درصد3/45جفت بازي با 700قطعه . گردیدندتکثیر -METSCIPو
هـاي زیرگـروه   طراحـی شـده براسـاس ژن   Glu3B.2جفت آغازگر براساس ، Glu-B3ژنی مکانبراي. اشتنددکمترین فراوانی را 

8/26و درصـد 2/73جفـت بـازي بـا فراوانـی     421و 440، دو قطعه -METSHIPGهایی با توالی انتهاي آمینی رمزکننده پروتئین
هـاي زیرگـروه   اسـاس ژن ترتیـب بـر  بـه شـده راحـی طGlu3D.4و Glu3D.2 ،Glu3D.3جفت آغازگرهاي . شدندتکثیردرصد

ه استفاده شدGlu-D3تکثیر مکان جهت-METSCIPو -METSRV- ،METCIPهایی با توالی انتهاي آمینی رمزکننده پروتیئن
میـزان .داشـتند در این جایگاهبیشترین و کمترین فراوانی رادرصد 7/0جفت بازي با 589و الل درصد34جفت بازي با 700الل و

. بـود متغیر24/0متوسطبا76/0تا1/0ازانتظارموردهتروزیگوتییاژنیتنوعو22/0میانگینبا72/0تا09/0ازچندشکلیاطلاعات
، تجزیـه واریـانس مولکـولی    مناطق آب و هوایی کشورایران و بهارههاي گندمLMW-GSهاي براي بررسی رابطه تنوع اللی ژن

نشـان داد کـه واریـانس درون و    ، LMW-GSهاي حاصل از آغازگرهاي اختصاصـی  تجزیه واریانس مولکولی دادهنتایج. انجام شد
.درصد واریانس کل مولکولی را تبیین کردند13و 87ترتیب بین گروهی به

.مکان ژنیتنوع ژنی، گندم نان وآغازگرهاي اختصاصی گروه،: هاي کلیديواژه

باشدمیرساله کارشناسی ارشد نگارنده اولاین مقاله مستخرج از 09/12/1393: تاریخ پذیرش26/9/1393: تاریخ دریافت
دانش آموخته کارشناسی ارشد دانشکده کشاورزي دانشگاه تبریز-1
استاد دانشکده کشاورزي دانشگاه تبریز-2
) norouzi@tabrizu.ac.ir: پست الکترونیک ) (همکاتبه کنند(استادیار دانشکده کشاورزي دانشگاه تبریز -3
استاد دانشکده کشاورزي دانشگاه تبریز-4
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مقدمه
در برنامه اصلاح گندم نان، کیفیت نـانوایی یکـی از   

و ارقام جدیـد معرفـی شـده بایـد     بودهمهم هاياولویت
تنوع محصـولات  .بول باشندداراي کیفیت نانوایی قابل ق

شود، به تولید ارقام با استفاده میهاآندرنهایی که گندم 
دامنه وسیعی از خصوصـیات کـه کیفیـت دانـه را تحـت      

شناســایی خصوصــیات . د، نیــاز داردنــدهتــاثیر قــرار مــی
بـراي طراحـی   ،کیفی که مـورد نظـر بـازار گنـدم اسـت     

بــالاترین نــژادي بــه منظــور تولیــد ارقــامی کــه برنامــه بــه
اســتانداردهاي کیفیــت بــراي بــازار را داشــته باشــند،      

.Arzani, 2001)(باشدضروري می
ــر ــایین  زیـ ــولی پـ ــا وزن مولکـ ــوتنین بـ ــد گلـ واحـ

)LMW-GS(واحد گلوتنین با وزن مولکـولی بـالا  و زیر
)HMW-GS( ــوت ــپلکس گل ــم کم ــزاي مه ــدم نیاج ن گن

ع تنــوبــاهــا توســط خــانواده ژنــیایــن پــروتئین. هســتند
ــی  ــز م ــالا رم ــوند ب ــان). Gale, 2005(ش ــايمک ــیه ژن

پـایین مولکـولی وزنباگلوتنینهايزیرواحدرمزکننده
یـک کرومـوزمی گـروه کوتاهبازويدرشدهشناسایی

ــامل Glu-D3وBS1در AS1،Glu-B3درGlu-A3شــــ

و ژو).Singh and Shepherd, 1985(باشـند مـی DS1در
Xu(همکاران et al., 2006(  گزارش کردند کـهLMW-

GSهـاي بـزرگ گلـوتنین و افـزایش     مـر در تشکیل پلی
در LMW-GSدلیل اهمیت به .کشسانی خمیر نقش دارد

هـا از طریـق   کیفیت آرد و مشکلاتی که در شناسایی آن
ــايروش ــاد  هـ ــی و ایجـ ــود دارد، طراحـ ــود وجـ موجـ

هـاي مختلـف  نشانگرهاي اختصاصی براي شناسایی الل
LMW-GSي اســت رورضــ)Gale, 2005.( اســتفاده از

و بـوده گرهـاي اختصاصـی، روشـی سـاده و دقیـق      آغاز
هـا را در هـر مرحلـه از رشـد گنـدم میســر     شناسـایی الـل  

Si(سازدمی et al., 2012(.
هــاي حاصــل از آرد گنــدم نیازمنــد کلیــه فــرآورده

ــی    ــالا م ــذیري ب ــش پ ــا کش ــري ب ــابراین خمی ــند، بن باش
ارقـام اصـلاحی حـاوي    دنبـال ه ب ـکنندگان اکثر اصلاح

باشـند مـی هایی از گلـوتنین بـا وزن مولکـولی پـایین     الل

عمـومی مـورد   راهکـار بـه عنـوان یـک    موضـوع  و این 
هـاي موجـود  بـر اسـاس داده  . پذیرش واقـع شـده اسـت   

هاي شناسـایی  ، تعداد کل ژنNCBIدر بانک اطلاعاتی 
اطلاعـات  . باشـد مـی 225تـاکنون  LMW-GSشده براي 

هـا بـر اسـاس مشخصـات بـیش     با ساختار ایـن ژن بطمرت
گــزارش LMW-GSهــاياز ژنcDNAهمســانه 70از 

شـــده در بانـــک اطلاعـــات، بـــه دســـت آمـــده اســـت
)D’Ovidio and Masci, 2004.(ــاوتوان وکمپنهـ

Van Campenhout(همکـاران  et al., 1995 ( اسـاس بـر
جفـــتســـه،DNAیـــابیتـــوالیازحاصـــلهـــايداده

بهـار چینـی   گنـدم ژنـوم اسـاس بـر اختصاصیرآغازگ
)Chinese Spring (هــايژنتکثیــروشناســاییبــراي

مولکــولیوزنبــاگلــوتنینزیرواحــدهايرمزکننــده
رمزکننـده ژنسـه کروموزومیجایگاهوطراحیپایین

LMW-GSکه کردندگزارشهاآن. کردندشناساییرا
ارقــامفکیــکتدرتوانـد مــیآغازگرهـا ایــنازاسـتفاده 

ولانـگ . باشـد مـوثر متفـاوت نـانوایی کیفیـت باگندم
Long(همکــاران et al., 2005(69ــناختهژن ــدهش ش
راگنـدم پـایین مولکـولی وزنباهايگلوتنینرمزکننده

نـه بـه هاآنآمینیانتهاهايتوالیازحاصلنتایجپایهبر
اختصاصـی آغازگرهـاي گـروه هـر برايوتقسیمگروه

ــر. کردنــدیطراحــ ــهاســاسب ــوژنتیکیتجزی ژن69فیل
Glu-A3،17ژنـی مکانبهژنLMW-GS،30رمزکننده

Glu-D3ژنـی مکانبهژن22وGlu-B3ژنیمکانبهژن

.شدندمنتسب
Tanaka(اناکا و همکاران ت et al., 2005 (  در بررسـی

تنوع ژنی زیرواحدهاي گلوتینن با وزن مولکـولی پـایین   
دم نان آسیایی با استفاده از آغازگرهـاي  رقم گن233در 

چهـار الـل   ، Glu-A3چهار الـل بـراي مکـان    ،اختصاصی
Glu-D3و یــک الــل بــراي مکــان Glu-B3بــراي مکــان 

هـاي  واحـد مطالعـه تنـوع اللـی زیـر    در .شناسایی کردنـد 
رقم تجاري گندم 62گلوتنین با وزن مولکولی پایین در 

تصاصـی، تنـوع قابـل    هـاي اخ گـر نان با اسـتفاده از آغـاز  
شـده اسـت   اي در ارقام گندم نان ایران گزارشملاحظه
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)Hoseinian et al., 2010 .(ــان ــارانوتنهائیـ همکـ
)Tanhaiyan et al., 2009 ( مکـان اللـی تنـوع بررسـی بـا

بـا اسـتفاده از  ایـران زراعـی گندمارقامدرGlu-B3ژنی
وطراحی شده توسـط لانـگ  اختصاصیآغازگرجفت

Long(ان همکار et al., 2005 (  550طـول شش الـل بـه-
دراللـی تنوعبینارتباط. نمودندگزارشبازجفت450

Glu-B3نـانوایی در ایـن   کیفیـت بهمربوطپارامترهايبا
ــق، ــانتحقی ــهدادنش ــازگرک ــیآغ ــادراختصاص ــهق ب
حضـور بـین بوده وGlu-B3ژنیمکاندرتنوعشناسایی

کیفیـت بـا مـرتبط اتصـف بعضیوخاصبانديالگوي
.همبستگی وجود داردنانوایی

گنـدم بـه عنـوان   کیفیـت نـانوایی  با توجه به اهمیـت 
طراحـی برنامـه   درهـاي اصـلاحی مهـم    یکی از اولویت

هـاي مفیـد و   و با توجه بـه احتمـال حضـور الـل    نژادي به
هاي بومی گندم موثر در افزایش کیفیت نانوایی در توده

:ند ازبودق عبارتاهداف این تحقینان، 
ــی   - ــوع الل ــی تن ــاي ژنبررس 154در LMW-GSه

بــومی بــا اســتفاده از آغازگرهــاي    نــان بهــاره گنــدم
Glu-A3 ،Glu-B3مربوط به مکان ژنـی  گروه اختصاصی

.Glu-D3و 
هاي مختلف در هر مکـان ژنـی   شناسایی تعداد الل-

هاآنو فراوانی و تعیین طول تقریبی 
ایــران بهــاره هــاي بــومی گنــدم بنــدي تــودهگــروه-

LMW-GSهاي رمزکننده براساس تنوع اللی ژن

هامواد و روش
ــتفاده    ــورد اس ــاهی م ــواد گی ــر  م ــایش حاض در آزم

با عـادت رشـدي  توده گندم بومی ایران 154متشکل از 
نقاط مختلف کشور بود کـه از  جمع آوري شده ازبهاره 

ــی  ــین الملل ــبانــک ژن مرکــز ب دم تحقیقــات ذرت و گن
)CIMMYT ( بهـار چینـی   رقـم گنـدم  از. دریافت شـدند
)Chinese Spring ( بـه عنـوان اسـتاندارد اسـتفاده شـد     نیز
و در آزمایشـگاه  1390این پژوهش در سال .)1جدول (

ژنومیکس و اصلاح نباتات مولکولی دانشگاه تبریز اجرا 

ي هـا ژنوتیـپ هايژنومی، بذرDNAبراي استخراج . شد
اي پلاستیکی کشت شـده و در مرحلـه   هدر گلدانگندم

بوته براي هر ژنوتیپ 10هاي برگی از نمونه،برگی4-3
هاي برداشت شـده در نیتـروژن مـایع    نمونه.برداشت شد

و DNAمنجمد و به آزمایشگاه منتقل  و براي اسـتخراج  
درجـه سلسـیوس  -80رفریـز استفاده طـولانی مـدت در  

CTABه روش ژنومی بDNAاستخراج .نگهداري شدند

)Saghai Maroof et al., 1984 ( و کیفیـت . شـد انجـام
8/0با استفاده از الکتروفورز ژل DNAهاي نمونهکمیت

.تعیین شدو اسپکتروفتومتريدرصد آگارز
تکثیر قطعات با اسـتفاده از آغازگرهـاي اختصاصـی    

ــولی  ژن ــا وزن مولکــ ــوتنین بــ هــــاي رمزکننــــده گلــ
کـه شـامل  بـا انجـام شـد   میکرولیتـر 10پایین در حجـم  

ــزیم 15/0 Taqمیکرولیترآنـــ DNA polymerase

میکرولیتــر 2/0، )واحــد در میکرولیتــر 5بــا غلظــت  (
4/0، )میلـی مـولار  100با غلظـت  (مخلوط نوکلئوتیدها 

، )میلـی مـولار  100با غلظـت  (میکرولیتر کلرید منیزیوم 
ــافر  ــر ب ــا غلظــت (PCRیــک میکرولیت ــر10ب 5/0، )براب

لیتــر از هــر آغــازگر پــیش رو و آغــازگر پــس رومیکرو
، دو میکرولیتـر  )پیکومـول در میکرولیتـر  10با غلظـت  (

DNA و ) نــانوگرم در میکرولیتــر25بــا غلظــت (ژنــومی
هـاي حرارتـی   چرخـه . میکرولیتر آب دیونیزه بـود 25/5

ــته   ــه واسرش ــک چرخ ــامل ی ــاي  ش ــه در دم ــازي اولی س
چرخـه بـا   35قـه،  دقیپنجگراد به مدت درجه سانتی95

گـراد بـه مـدت    درجه سانتی95سازي در دماي واسرشته
یک دقیقه، اتصال آغازگر در دماي اختصاصی به مـدت  

گـراد بـه   درجـه سـانتی  72یک دقیقـه و بسـط در دمـاي    
مدت یـک دقیقـه و نهایتـا یـک چرخـه بسـط نهـایی بـه        

. نـد گراد بوددرجه سانتی72دقیقه در دماي هفتمدت 
ــ ــام، مکــان کرومــوزومی، تــوالی اطلاعــات مرب وط بــه ن

. شـده اسـت  ارائه2ها در جدول و دماي اتصال آغازگر
ــر   ــولات تکثیـ ــازي محصـ ــدهجداسـ ــتفاده شـ ــا اسـ بـ

ــی  ــورز ژل پلـ ــد از الکتروفـ ــارآکریلامیـ ــد چهـ درصـ
ــتگاه و در ــورز دسـ Real time gel systemالکتروفـ
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مایشي گندم مورد استفاده در آزهاژنوتیپاسامی-1جدول
Table 1. Wheat genotype names

GID1منطقهErea

ردیف
NumberGID1منطقهErea

ردیف
NumberGID1منطقهErea

ردیف
Number

1Sanandaj11- سنندج9Birjand953187462- بیرجند18Sabzvar18105188166- سبزوار373777

1Kermanshah12- کرمانشاه2Arak254187469- اراك7Yazd7106188230- یزد373778

1Gazvin13- قزوین4Gilane-Gharb455187472- غربگیلان13Ghoochan13107188238- قوچان373795

1Shah-Abad14- غربآباداسلام8Gazvin856187475- قزوین4Tabas4108188239- طبس373808

1Kerend15- کرند2Gorgan257187481- گرگان5Tabas5109188243- طبس2436888

1Saveh16- ساوه4Sanandaj458187485- سنندج16Esfahan16110188246- اصفهان373676

2Gazvin27- قزوین5Sanandaj559187488- سنندج3Saghez3111188254- سقز2436889

1Hamedan18- همدان2Mahidasht260187515- اهیدشتم19Sabzvar19112188255- سبزوار2436902

1Gorgan19- گرگان6Sanandaj661187518- سنندج8Shiraz8113188259- شیراز2436907

2Neishabour210- نیشابور3Malayer362187550- ملایر9Shiraz9114188269- شیراز2436908

1Dastjerd111- دستجرد2Toyserkan263187551- تویسرکان2Maragheh2115188280- مراغه147443

3Bojnourd312- بجنورد2Torbat-Heidari264187583- حیدریهتربت46Iran46116188290- ایران188983

1Feridan113- فریدان6Sabzvar665187585- سبزوار47Iran47117188324- ایران189069

1Semirom114- سمیرم7Sabzvar766187631- سبزوار49Iran49118188325- ایران188983

2Ghoochan215- قوچان9Sabzvar967187636- سبزوار50Iran50119188330- ایران189069

3Birjand316- بیرجند6Bojnourd668187637- بجنورد1Tehran1120188332- تهران147499

2Shiraz217- شیراز3Kashmar369187664- کاشمر11Birjand11121188338- بیرجند187566

3Shiraz318- شیراز5Yazd570187665- یزد2Sarakhs2122188339- سرخس187976

1Fasa119- فسا13Sabzvar1371187676- سبزوار51Iran51123188355- ایران188982

5Shiraz520- شیراز14Sabzvar1472187686- سبزوار52Iran52124188363- ایران189428

1Ardabil121- اردبیل3Ardakan373187699- اردکان3Zanjan3125188368- زنجان283104

7Shiraz722- شیراز7Mashhad774187742- مشهد5Shahrood5126188370- شاهرود283300

2Mashhad223- مشهد10Mashhad1075187787- مشهد3Semnan3127188383- سمنان283321

2Torbat-Jam224- جامتربت15Sabzvar1576187793- سبزوار5Kerman5128188384- کرمان284067

2Zanjan225- زنجان8Bojnourd877187810- بجنورد1Zahedan1129188412- زاهدان284078

3Mashhad326- مشهد10Bojnourd1078187814- بجنورد2Zahedan2130188418- زاهدان284083

3Sanandaj327- سنندج4Hamedan479187818- همدان3Zahedan3131188425- زاهدان284101

1Naghadeh128- نقده2Tabas280187838- طبس4Zahedan4132188441- زاهدان284104

2Borujerd229- بروجرد4Shahre-Kord481187848- شهرکرد18Esfahan18133188444- اصفهان284138

1Mahabad130- مهاباد2Hasht-Rood282187853- هشترود19Esfahan19134188449- اصفهان284151

2Mahabad231- مهاباد3Arak383187855- اراك20Esfahan20135373467- اصفهان284251

5Ghoochan532- قوچان5Hamedan584187856- همدان21Esfahan21136373482- اصفهان284368

6Ghoochan633- قوچان3Tabas385187857- طبس22Esfahan22137373485- اصفهان284369

4Mashhad434- مشهد8Torbat-Jam886187858- جامبتتر7Shahre-Kord7138373571- شهرکرد373522

1Fooman135- فومن3Gorgan387187863- گرگان14Mashhad14139373672- مشهد375175

4Bojnourd436- بجنورد2Semnan288188025- سمنان8Shahre-Kord8140373674- شهرکرد375560

5Bojnourd537- بجنورد13Mashhad1389188026- مشهد15Mashhad15141373682- مشهد375564

2Dareh-Gaz238- گزدره3Shirvan390188027- شیروان16Mashhad16142373716- مشهد375566

7Ghoochan739- قوچان3Dareh-Gaz391188028- گزدره17Mashhad17143373726- مشهد375567

1Sarakhs140- سرخس12Ghoochan1292188029- قوچان18Mashhad18144373730- مشهد375570

1Shahrud141- شاهرود3Ghasrehirin393188037- قصرشیرین19Mashhad19145373733- مشهد375583

8Ghoochan842- قوچان4Malayer494188051- ملایر7Kerman7146373743- کرمان375679

2Shahrud243- شاهرود3Mahi-Dasht395188055- دشتماهی8Kerman8147373745- کرمان375681

3Shahrud344- شاهرود10Gazvin1096188067- قزوین9Kerman9148373754- کرمان375687

2Najaf-Abad245- آبادنجف2Varamin297188076- ورامین10Kerman10149373756- کرمان375698

3Shah-Abad346- آبادغرباسلام5Gilane-Gharb598188086- غربگیلان11Kerman11150373758- کرمان375720

6Mashhad647- مشهد6Hamedan699188095- همدان23Esfahan23151373759- اصفهان375905

4Shah-Abad448- آبادغرباسلام15Esfahan15100188105- هاناصف24Esfahan24152373760- اصفهان375961

6Gazvin649- قزوین8Neishabour8101188113- نیشابور8Yazd8153373764- یزد376010

4Sabzvar450- سبزوار4Ghasrehirin4102188122- قصرشیرین2Tehran2154373769- تهران2437268

9Ghoochan951- قوچان7Shah-Abad7103188125- غربآباداسلامCh155373770بهاره چینی

6Torbat-Jam652- جامتربت4Kashmar4104188136- کاشمر373773

CIMMYTکد شناسایی  در : 1
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. نجــام شــداCorbett roboticsکمپــانی GS-3000مــدل 
دربــراي تعیـــین انــدازه نســـبی قطعــات تکثیـــر شـــده    

ي ژل نشانگر وزن مولکـولی بـا   هاي ابتدا و انتهاچاهک
.جفــت بــاز اســتفاده شــد1000تــا 100انــدازه قطعــات 

هاي با وزن مولکولی پایینهاي رمزکننده گلوتنینمشخصات آغازگرهاي اختصاصی گروه، براي تکثیر ژن-2جدول
Table 2. Group-specific primers properties for amplification of LMW-GS genes

)°c(دماي اتصال
)c°(Annealing temperature

مکان کروموزومی
Chromosome location

5´-3´توالی
Sequence (5´-3´)

نام آغازگر
Marker

54.81ASAGTGCCATTGCGCAGATGAATGlu3A.2
AACGGATGGTTGAACAATAGA

621ASATGGAGACTAGCTGCATCCGlu3A.3
CTGCAAAAAGGTACCCTTTT

511BSCCTAGCTTGGAGAAACCATTGlu3B.2
CAAGATAGATGGCTGAATAG

641DSATGGAGACTAGCCGCGTCCCTGlu3D.2
TGACCTAGCAAGACGTTGCGA

561DSATGGAGACTAGATGCATCCCTGlu3D.3
AGATTGGATGGAACCCTGAAC

621DSATGGAGACTAGCTGCATCTGlu3D.4
CTGCAAAAAGGTACCCTGTA

تجزیه آماري
ها به صـورت  نواري حاصل از جفت آغازگرالگوي

امتیـازدهی  ) وجـود نـوار  (و یک ) عدم وجود نوار(صفر 
در هر مکان ژنی و هر للیافراوانی وهاللاتعداد . شدند

براي تعیین قـدرت تمـایز   . برآورد شدنیز جفت آغازگر
ــانگر ــکلی   ،نشـ ــات چندشـ ــزان اطلاعـ ــاي میـ پارامترهـ

)PIC()Botstein et al., و شاخص تنـوع ژنـی نـی   )1980
)H()Nei, 1973 (اسـتفاده  انتظار باموردهتروزیگوتییا

PowerMarker V3.25افــزار توســط نــرماز روابــط زیــر 

)Liu and Muse, 2005( گردیدمحاسبه.
PIC =1-∑pi

2-∑pi
2 pj

2 )1    (
H =1-∑Pi

2 )2  (
pi وpj به ترتیب فراوانی اللi ام وjام هستند.

ــدم ــاي گن ــارهه ــران به ــرای ــاطق آب و ب اســاس من
شـــامل منـــاطق  گـــروه شـــشبـــه هـــوایی کشـــور 

ــدل، گــرم، خشــک   ــناخته ســرد، کوهســتانی، معت و ناش
) AMOVA(تجزیــــه واریــــانس مولکــــولی تقســـیم و 

)Excoffier et al., 1992 (    تفکیـک واریـانس مولکـولی
بـا اسـتفاده   یکل به واریانس ژنتیکی درون و بین گروه

) 6GenALEx)Peakall and Smouse, 2006افـزار  نرماز
اســـاسهـــا بـــربنـــدي ژنوتیـــپگـــروه.شـــدنجـــام ا

ــل از ژن داده ــاي حاص ــاي ه ــا LMW-GSه ــوریتم ب الگ
Neighbor-Joiningاصــله و ضــریب فJukes-Cantor در

MEGA 5.05)Tamuraافــزارنــرم et al., 2011 ( انجــام
.گرفت

نتایج و بحث
ــی ژن   ــوع اللـ ــی تنـ ــراي بررسـ ــاي بـ LMW-GSهـ

بـــومی از نـــه جفـــت آغـــازگربهـــارههـــايدر گنـــدم
ــاران    ــگ و همک ــده توســط لان ــی ش اختصاصــی طراح

)Long et al., 2005 (بنـدي شـده   براي نه گروه ژنی طبقه
ساس توالی اسید آمینی حفاظـت شـده انتهـاي آمینـی     برا

از مجموع نه جفـت آغـازگر   . ها استفاده شدپروتئین آن
مربـوط بـه مکـان    ترتیبدو، یک و سه جفت آغازگر به

هـاي مـورد   در ژنوتیپGlu-D3و Glu-A3 ،Glu-B3ژنی 
.مطالعه تکثیر نشان دادند

Glu-A3تنوع اللی در مکان ژنی -1

از دو Glu-A3گـروه مکـان   هـاي زیـر  براي تکثیر ژن
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ــامل    ــروه، ش ــازگر اختصاصــی گ و Glu3A.2جفــت آغ
Glu3A.3 ــد ــتفاده شــ ــن دو  . اســ ــتفاده از ایــ ــا اســ بــ

Glu-A3الـل در مکـان   12جفت آغـازگر در مجمـوع،   

درصــد3/45جفــت بــازي بــا 700قطعــه .ندتکثیــر شــد
ــه  ــا  742و قطع ــازي ب ــت ب ــد 2/0جف ــترین و درص بیش

ن تاناکـــا و همکــــارا . داشـــتند ی را کمتـــرین فراوانــ ـ 
)Tanaka et al., 2005(   در بررســـی تنـــوع ژنـــی

233زیرواحدهاي گلـوتینن بـا وزن مولکـولی پـایین در     
ــاي      ــتفاده از آغازگره ــا اس ــیایی ب ــان آس ــدم ن ــم گن رق

ــان    ــراي مک ــل ب ــار ال ــایی Glu-A3اختصاصــی چه شناس
درصــد 61جفــت بــازي بــا فراوانــی 554کردنــد و الــل 

. فراوانی را داشتبالاترین
طراحـی شـده   Glu3A.2با استفاده از جفت آغـازگر 

ــاس ژن ــروتئین  براس ــده پ ــروه رمزکنن ــاي زیرگ ــاییه ه
کــه روي بــازوي -MDTSCIPبــا تــوالی انتهــاي آمینــی 

الل شناسایی شدفتقرار دارند، ه1Aکوتاه کروموزوم 
ــا اســتفاده ازقطعــهرقــم بهــار چینــیدر . )1شــکل ( اي ب

داراي قطعـات تکثیـري   . نشـد آغازگر تکثیر این جفت
ــدازه  ــت 315و337، 340، 342، 346، 350، 358ان جف

2/15، 40،3/16، 4/17، 7، 2/2باز به ترتیب با فراوانـی  
جفـت بـازي بـا فراوانـی    342قطعه . ندبوددرصد 9/1و 

جفت بـازي بـا فراوانـی    315درصد بیشترین و قطعه 40
ی را در بــین قطعــات تکثیــر درصــد کمتــرین فراوانــ9/1

ــد   ــاص دادن ــود اختص ــه خ ــده ب ــکل (ش ــگ و ).2ش لان
Long(همکــاران  et al., 2005 (   بــا اســتفاده از ایــن

هاي گندم دیپلوئید سه الل با اندازه27جفت آغازگر در 
. جفـــت بـــاز را شناســـایی نمودنـــد   350و 340، 320

الل تکثیـر شـده در ایـن مطالعـه تنـوع اللـی بـالاي        هفت
هاي بـومی  هاي گلوتنین با وزن مولکولی پایین گندمژن

.دهدایران را نشان می

ایرانبهاره گندم بومی هاي ژنوتیپدر تعدادي از Glu3A.2قطعات تکثیر شده توسط جفت آغازگر-1شکل 
M : جفت باز1000نشانگر وزن مولکولی

Fig. 1. The amplification products using Glu3A.2 primer pairs in Iranian spring wheat landraces

M: DNA ladder marker 1000 bp

ایرانبهاره گندم بومی هاي ژنوتیپدر Glu3A.2هاي تکثیر شده توسط جفت آغازگر فراوانی الل-2شکل 
Fig. 2. The frequency of amplified alleles using Glu3A.2 primer pairs in Iranian spring wheat landraces

اندازه قطعات تکثیري
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طراحـی شـده   Glu3A.3جفت آغـازگر  با استفاده از 
هـایی  هاي زیرگروه رمزکننده پروتئینبراساس توالی ژن

ــی حفاظــت شــده   ــا انتهــاي آمین ــع در -METSCIPب واق
هـاي  در ژنوتیـپ پـنج الـل  ، 1Aبازوي کوتاه کروموزوم 

جفـت  754قطعـه  ).3شـکل  (ند تکثیـر شـد  مورد مطالعه 
ــازي  ــا ب ــه درصــد،8/0ب ــازي742قطع ــت ب ــا جف 4/0ب
700قطعـه  درصد،4/2با جفت بازي727قطعه درصد،

بـا  جفـت بـازي   638قطعـه  درصد و8/94با جفت بازي 
در بـین قطعـات تکثیـري    . درصد مشاهده گردیدنـد 6/1

742بیشترین و الـل  درصد 8/94جفت بازي با 700الل 
راوانـی را بـه خـود    کمتـرین ف درصـد  4/0جفت بازي با 

جفـت  700داراي الـل  چینـی  رقم بهار.اختصاص دادند
Long(لانگ و همکـاران  .بازي بود et al., 2005(  یـک

نمونه گندم دیپلوئید 27جفت بازي را در بین 680قطعه 
Li(لـی و همکـاران   . گـزارش کردنـد   et al., 2012 ( در

ژنوتیـپ 68در LMW-GSهـاي  مطالعه تنوع ژنتیکی ژن
Triticum turgidumهـاي حـدود   دو الل با انـدازه ،چینی

ترتیـب بـا فراوانـی    جفت بـاز و بـه  700از بزرگترو 700
حسـینیان خوشـرو و   . درصد گزارش کردند5/1و 5/98

Hoseinian(همکاران  et al., 2010 (  ژنوتیـپ  62در بـین
500-600تجاري گندم نان چهار الل بـا انـدازه تقریبـی    

.اسایی کردندجفت باز را شن

ایرانبهاره گندم بومی هاي ژنوتیپدر تعدادي از Glu3A.3قطعات تکثیر شده توسط جفت آغازگر -3شکل 
M : جفت باز1000نشانگر وزن مولکولی

Fig. 3. The amplification products using Glu3A.3 primer pairs in Iranian spring wheat landraces

M: DNA ladder marker 1000 bp

Glu-B3تنوع اللی در مکان ژنی -2

Glu3B.2فقط جفت آغـازگر  Glu-B3در مکان ژنی 

ــاس ژن  ــده براس ــی ش ــروه  طراح ــاي زیرگ ــده ه رمزکنن
ــروتئین ــاي    پـ ــده انتهـ ــت شـ ــوالی حفاظـ ــا تـ ــایی بـ هـ

واقع در بازوي کوتـاه کرومـوزوم   -METSHIPGآمینی 
1Bنشـان داد هاي گندم بـومی ایـران تکثیـر   در ژنوتیپ .

تکثیــر شــددو قطعــه بــا اســتفاده از ایــن جفــت آغــازگر 
جفـت بـازي  440نیـز الـل   در رقم بهار چینی. )4شکل (

درصـد، 2/73جفت بازي بـا  440قطعه . گردیدمشاهده
ــه   ــترین و قطع ــا  421بیش ــازي ب ــت ب ــد،8/26جف درص

ــد  ــی را دارا بودنـ ــرین فراوانـ ــاران . کمتـ ــو و همکـ ژائـ
)Zhao et al., 2007 ( زیرواحـدهاي  کـه  گزارش کردند

Glu-B3گلــوتنین بــا وزن مولکــولی پــایین در مکــان     

روي کیفیـت محصـولات نهـایی گنـدم     يدارتاثیر معنی

ــدار ــاران  . دن ــگ و همک Long(لان et al., 2005 ( ــا ب
هـــايدر لایـــنGlu3B.2از جفـــت آغـــازگر اســـتفاده

ــم ــدازه، قطعــهبهــار چینــیدي تلوســومیک رق ــا ان اي ب
ــد 450 ــاز تکثیــر کردن ــه اینکــه در . جفــت ب ــا توجــه ب ب

تحقیق حاضر از ژل آکریلامید اسـتفاده شـد کـه نسـبت    
هـاي آزمایشبه الکتروفورز ژل آگارز مورد استفاده در 

قبلی، دقت بـالایی در تعیـین انـدازه اللـی دارد، احتمـالا     
جفـت  450جفـت بـازي شناسـایی شـده، الـل      440الل 

تنهاییـــان و .باشـــدبـــازي توســـط محققـــان دیگـــر   
Tanhaiyan(همکــاران  et al., 2009(در مطالعــه تنــوع

ژنوتیـپ گنـدم زراعـی   62در Glu-B3مکان ژنـی  اللی
الـــل، چهـــارGlu3B.2ایـــران بـــا اســـتفاده از آغـــازگر 

ــی    ــدوده تقریب ــا مح ــزارش  450-550ب ــاز گ ــت ب جف
.نمودند
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٨١

ایرانبهاره گندم بومی هاي ژنوتیپدر تعدادي از Glu3B.2هاي تکثیر شده توسط جفت آغازگرالل-4شکل 
M : جفت باز1000نشانگر وزن مولکولی

Fig. 4. The amplification products using Glu3B.2 primer pairs in Iranian spring wheat landraces

M: DNA ladder marker 1000 bp

Glu-D3تنوع اللی در مکان ژنی -3

در مکـان  LMW-GSهـاي زیرگـروه   نبراي تکثیـر ژ 
Glu-D3   ــازگر ــت آغ ــه جف و Glu3D.2 ،Glu3D.3از س

Glu3D.4 در این مکان الل 9استفاده شد که در مجموع
.تکثیر گردید

ــازگر  ــت آغ ــده  Glu3D.2جف ــی ش ــاس طراح براس
هایی با انتهـاي  هاي زیرگروه رمزکننده پروتئینتوالی ژن

بـازوي کوتـاه   واقـع در -METSRVآمینی حفاظت شده 
1Dجفـــت 382و 558هـــاي  قطعـــه بـــا انـــدازه  ، دو

ــاز  ــومی  در ژنوتیــپب ــدم بهــاره ب ــر هــاي گن کــردتکثی
اسـتفاده از ایـن   اي با قطعهرقم بهار چینیدر . )5شکل (

ــر   ــازگر تکثی ــت آغ ــدجف ــل . نش ــازي  558ال ــت ب جف
ــا ژنوتیـــپ133در  ــر درصـــد 4/92و بـ ــدتکثیـ در. شـ

بــازي بودنــد 382لــل ژنوتیــپ حامــل ا 11مجمــوع 
ــد   6/7و  ــاص دادن ــود اختص ــه خ ــی را ب ــد فراوان .درص

Hoseinian(حسینیان خوشـرو و همکـاران   et al., 2010(
ــازگر  ــتفاده از آغـ ــا اسـ ــل در Glu3D.2بـ ــار الـ ، چهـ

ــدوده  ــاز در  350-550محــ ــت بــ ــپ62جفــ ژنوتیــ
ــزارش کردنـــد     ــاري گنـــدم نـــان گـ لانـــگ و . تجـ

Long(همکــاران  et al., 2005 (ــه د ــدم 27ر مطالع گن
گـزارش را جفت بـازي  540قطعه Ae. tauschiدیپلوئید 

.کردند

ایرانبهارههاي گندم بومیدر تعدادي از ژنوتیپGlu3D.2قطعات تکثیر شده توسط جفت آغازگر -5شکل 
:M جفت باز1000نشانگر وزن مولکولی

Fig. 5. The amplification products using Glu3D.2 primer pairs in Iranian spring wheat landraces

M: DNA ladder marker 1000 bp

طراحـی شـده   Glu3D.3با استفاده از جفت آغـازگر  
براساس ژن هاي زیر گروه رمز کننده پـروتئین هـایی بـا    

کـه روي بـازوي کوتـاه    -METCIPآمینـی  توالی انتهاي 

قـــرار دارنـــد، شـــش الـــل تکثیـــر     1Dکرومـــوزوم 
اي بـا اسـتفاده از ایـن    قطعهبهار چینیمرقدر . )6شکل (

.نشدجفت آغازگر تکثیر 
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، 594، 600، 605، 611داراي اندازه قطعات تکثیري 
ــا فراوانــی  589و592 ، 9، 5/13جفــت بــاز بــه ترتیــب ب

هـاي  در بین الل. ندبوددرصد 3/2و 8/24،3/14، 1/36
ــر شــده، قطعــه  ــا 600تکثی ــازي ب رصــدد1/36جفــت ب

ترتیب بالاترین بهدرصد3/2جفت بازي با 589و قطعه 
ــایین ــد  و پ ــی را دارا بودن ــرین فراوان ــکل (ت ــل).7ش ال

در مطالعه تنوع درصد5/37جفت بازي با فراوانی 600

هــاي گلــوتنین بــا وزن مولکــولی پــایین واحــداللــی زیــر
ژنوتیــپ گنــدم تتراپلوئیــد بــومی ایــران گــزارش 16در 

Amini(شــده اســت  et al., 2012( .حســینیان خوشــرو
Hoseinian(و همکــاران  et al., 2010 ( بــا اســتفاده

550-650، هفت الل در محـدوده  Glu3D.3از آغازگر 
ــاز در   ــت ب ــر  62جف ــان تکثی ــدم ن ــاري گن ــپ تج ژنوتی

.کردند

ندم بومی بهاره ایرانهاي گدر تعدادي از ژنوتیپGlu3D.3قطعات تکثیر شده توسط جفت آغازگر -6شکل 
:M جفت باز1000نشانگر وزن مولکولی

Fig. 6. The amplification products using Glu3D.3 primer pair in Iranian spring wheat landraces

M: DNA ladder marker 1000 bp

ایرانبهاره بومی گندم هاي تیپدر ژنوGlu3D.3هاي تکثیر شده توسط جفت آغازگرفراوانی الل-7شکل 
Fig. 7. The frequency of amplified alleles using Glu3D.3 primer pairs in Iranian spring wheat landraces

طراحـــی شـــده Glu3D.4توســـط جفـــت آغـــازگر 
هـایی بـا   هـاي زیرگـروه رمزکننـده پـروتئین    براساس ژن

700اندازه یک قطعه با -METSCISتوالی انتهاي آمینی 
در ایـن  .ایـران تکثیـر شـد   بهـاره هاي جفت باز در گندم

جفـت بـازي را   750و 700هـاي  جایگاه دو الل با اندازه
هــاي گلــوتنین بــا وزن واحــددر مطالعــه تنــوع اللــی زیــر

ژنوتیـپ گنـدم تتراپلوئیـد بـومی     16مولکولی پـایین در  
Amini(شــده اســت ایــران گــزارش  et al., 2012( . ــا ب

، حسـینیان خوشـرو و   Glu3D.4ده از جفت آغازگر استفا
Hoseinian(همکـاران   et al., 2010 (    انـدازه پـنج الـل بـا

نـان گنـدم تجـاري هايژنوتیپدربازجفت750-650
.کردندشناسایی

پارامترهاي ژنتیکی جفت آغازگرها
الــل شــایع، اللــی اســت کــه بیشــترین فراوانــی را در 

. یک جفت آغازگر داردهاي تکثیر شده توسط بین الل
میــانگین ایــن شــاخص بــراي جفــت آغازگرهــاي چنــد 

اندازه قطعات تکثیري
)Product size (bp
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٨٣

بـــــراي جفـــــت 36/0و در محـــــدوده8/0شـــــکل 
Glu3A.3براي جفت آغازگر95/0و Glu3D.3آغازگر

ترتیــب مربــوط بــه   بــهPICحــداقل و حــداکثر  .بــود
میانگین با ) 72/0(Glu3D.3و) Glu3A.3)09/0آغازگر

و در 24/0ن نــی بــا میــانگیتنــوع ژ. بــرآورد شــد224/0
بـراي  76/0تـا  Glu3A.3براي جفت آغـازگر 1/0دامنه 

میـزان هتروزیگـوتی   . متغیر بودGlu3D.3جفت آغازگر 
تـا  Glu3D.3براي جفـت آغـازگر  01/0مشاهده شده از 

05/0بــا متوســط Glu3A.2بــراي جفــت آغــازگر 18/0
.)2جدول (برآورد شد

Long(همکــارانولانــگ et al., تنــوع) 2008
ــولی ــايژنطـ ــرلهـ ــدهکنتـ ــوتنینکننـ ــايگلـ ــاهـ بـ

ــولیوزن ــایینمولکــ ــپ71درراپــ ــدمژنوتیــ گنــ
بـالایی تنـوع ومطالعـه اختصاصـی آغازگرهـاي توسط

ــهدررا ــراريناحیـ ــايژنتکـ ــزارشLMW-GSهـ گـ
هــايگونــهدرنــیژنــیتنــوعشــاخصمیــزان. کردنــد

ــی ــهT. urartuوT. boeoticumوحشــ ــبــ بترتیــ
تــوانمــیژنتیکــیتنــوعاز. آمــدبدســت78/0و81/0
نـان هـاي گنـدم ازحاصـل خمیـر تولیدبهبودجهتدر

.نموداستفاده

بومی ایرانگندم هاي در ژنوتیپچند شکل در آغازگرهايجفتبرايشدهبرآوردژنتیکیپارامترهاي-3جدول
Table 3. Genetic parameters estimated for polymorphic primer paires in Iranian spring wheat landraces

مشاهده شدههتروزیگوسی
Heterozygosity

میزان اطلاعات چند شکلی
PIC

تنوع ژنی
Gene diversity

یعفراوانی الل شا
Major allele frquency

نام آغازگر
Marker

0.130.740.770.38Glu3A.2
0.140.130.130.93Glu3A.3
0.160.320.40.72Glu3B.2
0.070.160.170.91Glu3D.2
0.010.760.790.3Glu3D.3

0.10.420.450.65
میانگین
Mean

ــاس داده    ــر اس ــولی ب ــانس مولک ــه واری ــاي تجزی ه
LMW-GSهاي هاي اختصاصی ژنآغازگر

LMW-GSهـاي  براي بررسـی رابطـه تنـوع اللـی ژن    

، منـاطق آب و هـوایی کشـور   ایـران و  هبهـار هاي گندم
بـدین ترتیـب کـه    . تجزیه واریانس مولکولی انجـام شـد  

گروه ششبه آوريمنطقه جمعها بر اساس ابتدا ژنوتیپ
شامل مناطق سرد، کوهستانی، معتـدل، گـرم، خشـک و    

نتایج تجزیـه واریـانس مولکـولی    . تقسیم شدندناشناخته
LMW-GSی هاي حاصل از آغازگرهـاي اختصاص ـ داده

87ترتیـب  نشان داد که واریانس درون و بین گروهی بـه 
ایـن  .درصد واریانس کل مولکولی را تبیین کردند13و 

نشان داد که کیفیت نـانوایی تـابع شـرایط آب و هـوایی     
نیست و زارعین در هر منطقـه عـلاوه بـر گـزینش بـراي      
عملکرد بالا، گزینش براي کیفیت نانوایی مطلوب را نیز 

.اندم دادهانجا
حاصـل از  هايبا استفاده از دادههاپیژنوتبنديگروه

یاختصاصيجفت آغازگرها
ــرا ــروهيب ــديگ ــژنوتبن ــايپی ــه از  ه ــورد مطالع م
ــور ــرNeighbor-Joiningتمیالگ ــله بیو ض -Jukesفاص

Cantor ــد ــتفاده ش ــداد   . اس ــه اع ــه ب ــا توج ، Bootstrapب
بـا نـدروگرام دبرشمحلدرهاگروهنیبزیتمانیشتریب

). 8شـکل  (د ش ـجادایدو گروه اصلی و چهار زیر گروه
ــپ   ــري ژنوتی ــکل و نحــوه قرارگی ــه ش ــا توجــه ب ــادر ب ه

هـاي ژنیتنـوع الل ـ نیوجـود رابطـه ب ـ  دمع ـها زیرگروه
LMW-GS را یبـوم هايدر گندمشرایط آب وهواییو

، 4-هـاي شـهرکرد  به عنوان مثال، ژنوتیـپ .کندیمدییتا
در یـــک گـــروه 3-و زاهـــدان7-مـــان، کر2-ورامـــین

قرارگرفتند که به ترتیب بـه منـاطق کوهسـتانی، معتـدل،     
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و Neighbor-joiningو با استفاده از الگوریتم LMWهايحاصل از آغازگرهاي اختصاصی ژنهايبر اساس دادهایرانبهاره گندم بومی هاي ژنوتیپبندي گروه-8شکل
Jukes-Cantorضریب فاصله 

Fig. 8. Genotype grouping of Iranian spring wheat landraces based LMW-GS specific primers and using Neighbor-joining method and Jukes-Cantor distance
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زیرواحدهايتنوعمطالعهدر. گرم و خشک تعلق دارند
ازجمعیــت23بــرايپــایینمولکــولیوزنبــاگلــوتنین

Aegilops triuncialisروشباSDS-PAGE بنـدي گـروه
توزیـع در زیر واحـدهاي گلـوتنین از  تنوعکهدادنشان

Ghavebazu(کنـد نمـی تبعیتجغرافیایی et al., 2011.(

ــه نظــر مــی  ازرســد کــه بــر اســاس نتــایج ایــن تحقیــق ب
هــــايتنــــوع وســــیع موجــــود در داخــــل جمعیــــت

ــایش ــی آزم ــر م ــوان حاض  ــت ــوان من ــه عن ــیب ابع ژنتیک
ــان   ــراي اصــلاح خصوصــیات کیفــی گنــدم ن مناســب ب
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Allelic diversity of low molecular weight glutenin subunit at Glu-A3, Glu-B3

and Glu-D3 loci in Iranian spring bread wheat landraces

Shariat, F1., S. A. Mohammadi2, M. Norouzi3 and M. Valizadeh4

ABSTRACT
Shariat, F., S. A. Mohammadi, M. Norouzi and M. Valizadeh. 2015. Allelic diversity of low molecular weight glutenin

subunit at Glu-A3, Glu-B3 and Glu-D3 loci in Iranian spring bread wheat landraces. Iranian Journal of Crop Sciences.

17(1):74 -87. (In Persian).

Baking quality is one of the most important priorities in bread wheat breeding programs. Therefore, breeding

of high yielding cultivars with high baking quality is very important. In the present study, allelic diversity of

low-molecular-weight glutenin genes was analyzed in 154 Iranian spring bread wheat landraces and Chines

Spring variety using group-specific primers. In Glu-A3, Glu-B3 and Glu-D3 loci, in total 12, 2 and 9 alleles,

were amplified, respectively. In Glu-A3 locus, using two primer pairs Glu3A.2 and Glu3A.3 gene sub-groups

coding proteins with the N-terminal sequences of MDTSCIP- and METSCIP- was amplified. The fragment of

700-bp length with 45.3% and fragment with size of 742-bp with 0.2% showed maximum and minimum

frequency in this locus. In Glu-B3 locus, using Glu3B.2 primer pair designed based gene on sub-groups coding

proteins with the N-terminal sequence of METSHIPG-, two fragments of 440 and 421-bp with frequency of 73.2

and 26.8%, were amplified, respectively. The Glu3D.2, Glu3D.3 and Glu3D.4 primer pairs designed, based on

gene sub-groups coding proteins with the N-terminal sequences of METSRV-, METCIP-and METSCIP-, were

used to amplify Glu-D3 locus. The 700-bp allele with 34% and 589-bp allele with 0.7% showed maximum and

minimum allele frequency in this locus. The PIC value ranged from 0.09 to 0.72 with an average of 0.22 and

gene diversity or expected heterozygosity was in the range of 0.1 to 0.76 and mean value of 0.24. Molecular

analysis of variance for allele diversity of LMW-GS genes showed that the variances within groups and between

groups were 87 and 13%, respectively.

Keywords: Gene diversity, Gene locus, Group-specific primers and Bread wheat.
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