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های متحمل به تنش خشکی در گندم دوروم با استفاده از مارکرهای مولکولی بررسی تنوع ژنتیکی ژنوتیپ
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Evaluation genetic diversity to resistant genotypes of drought stress in durum wheat with using 

SSR molecular markers 
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 چکیده

اسپلیت دوروم با استفاده از طرح  گندم رقم 20 (،STIمنظور بررسی گزینش به کمک مارکرها و همچنین شاخص تحمل به تنش خشکی )به

 بین بررسی تنوع ژنتیکی ( جهتSSR) آغازگر جفت 20 از مولکولی سطح و اجزاء عملکرد محاسبه شد. درتصادفی کشت  کاملاً صورتبهپلات 

 Touchبه روش  PCRو تعیین کمیت و کیفیت آن،  DNAگردید. پس از استخراج  های متحمل به تنش خشکی استفادهارقام و تعیین ژنوتیپ

down   ترین آلل متعلق به لوکوس شناسایی گردید. بیش 20آلل از  58صورت گرفت. در مجموعXgwm601  و Xbarc108 با چهار آلل و

بود. میانگین آلل تولید  Xgwm375و  Xgwm413 ،Xgdm132 ،Xwmc48 ،Xbarc40 ،Xbarc121ترین آن با دو آلل متعلق به مارکرهای کم

مشخص گردید. ماتریس  UVDOCافزار عات تولید شده با استفاده از نرمآلل است. امتیازبندی و طول قط 9/2شده برای هر لوکوس در این تحقیق 

 همبستگی آماری ضریب انجام گرفت. معیار NTSYSافزار ندروگرام همگی با استفاده از نرمو نیز رسم د  UPGMAتشابه، تجزیه کلاستر به روش

، 4، 3، 13، 20، 16، 15، 2، 1های شماره یپتکلاستر ژنودر یک  دهنده دو کلاسترآمد. دندروگرام، نشان به دست %86د کوفنتیک نیز محاسبه و عد

از شاخص تحمل به تنش بالاتری نسبت  14و  5های قرار دارند. ژنوتیپ 11و  17، 10، 18، 6های و در کلاستر دیگر ژنوتیپ 14و  5، 9، 7، 12، 8، 19

 پیوستگی باشد که بیانگرمی SSRداد خصوصیت چند آللی یک پدیده کاملاً متداول و معمول در مارکرهای نشان  به سایر ارقام برخوردارند. نتایج

 باشد. تواندمی اثره چند هایژن ثیرتأ یا صفات

 ، گزینش به کمک مارکرها.SSRکلیدی: تنوع ژنتیکی، گندم دوروم، تنش خشکی، مارکرهای  کلمات
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 مقدمه

مل عملکرد و یا تحعمده صفات مهم اقتصادي براي گیاهان نظیر 

ات در این صف ژنیک بوده لذا ارزیابیپلی یستیز یرغهاي به تنش

–Alگیرد )میثیر عوامل محیطی قرار تحت تأ شدتبهمزرعه 

Khatib and paaulsen, 2002رقامی که متحمل به (. شناسایی ا

ودن ، منوط به پیاده نمهستند و یا سرما هاي خشکی، شوري، گرماتنش

تجزیه مرکب براي چند سال و یا چند  صورتبههاي آماري طرح

مکان است تا بتوان اثر عوامل محیطی را به فرض خنثی نمودن 

ین ا متأسفانهدر این مدت صفر و یا ناچیز تلقی کرد.  یکدیگر

بر بوده و زحمت و دقت فراوانی را در مزرعه ها بسیار زمانآزمایش

طلبد، از طرفی انتخاب فنوتیپی براي صفات ذکر شده )تنظیم می

اسمزي، پایداري غشاء، تعرق کوتیکولی کاهش یافته، هدایت 

ست. لذا اي ساقه( بسیار مشکل ااي بهبود یافته، موبیلیتی ذخیرهروزنه

ه تسریع پیشرفت ژنتیکی براي افزایش تحمل به تنش خشکی با استفاد

ت هاي اصلاحی با محدودیفات ثانویه در برنامهاز انتخاب براي این ص

تواند با استفاده از تکنولوِژي ها میهمراه بوده است. اما این محدودیت

راي مستقیم بیرمارکرهاي مولکولی برداشته، و منجر به انتخاب غ

صفات ثانویه با استفاده از استراتژي گزینش به کمک مارکرها گردد 

(Ahmad, 2004علاوه بر آن .)توان ، مارکرهاي مولکولی را می

ار داد. قر براي یک صفت خاص در مراحل ابتدایی رشد مورد استفاده

ري توان با اطمینان بسیار بالایی اقدام به غربالگراحتی میبنابراین به

خاص در مدت  یستیز یرغم متحمل از حساس براي یک تنش ارقا

پذیري أثیرعدم ت ه علتب) تر و با دقت بسیار بالاترزمانی بسیار کوتاه

یک (. در Blumenthal and Wrigley, 2001از محیط( نمود )

رقم و لاین گندم  13نی و از روما لاین گندم زمستانه 89مطالعه، 

مورد ارزیابی قرار  SSRاز کشور بلغارستان با دو مارکر  زمستانه

 وزیگوس و دو لاینلاین گندم هم 31گرفتند. آنالیزهاي انجام گرفته، 

 را با پروفایل الکتروفورزي که مشابه با پروفایل گندم هتروزیگوس

 با مارکر  DNAارقام متحمل به خشکی بود نشان داد. تکثیر 

barc108 28  هتروزیگوس را نشان داد ) 2هموزیگوس وLiu p 

and Zhu, 2004 .) 

اصلی در بیولوژي گیاهی و  يابرنامهمطالعات خشکی یکی از 

 .(Bustos and Rubio, 2003است )بیولوژي مولکولی 

حمل به هاي افزایش تهاي بسیار زیادي در ارتباط با مکانیزمپیشرفت

ا ب تنش خشکی و اصلاح مولکولی گندم صورت گرفته است و

نژادي هاي کلاسیک اصلاح نباتات، متخصصین بهاستفاده از روش

گیاهی بهبود ژنتیکی قابل توجهی را در سازگاري به خشکی با 

به  در شرایط تنش خشکی هایی با پایداري عملکردنتخاب ژنوتیپا

(. از میان Garavandi and farshadfar, 2010اند )دست آورده

صفات ثانویه که در افزایش تحمل به تنش خشکی در گیاه گندم 

توان به تنظیم اسمزي، پایداري غشاء سلولی، تعرق نقش دارند، می

ال مجدد ، انتقیافتهبهبوداي وزنه، هدایت ریافتهکاهشکوتیکولی 

 ,Dellaporta and Woodو غیره اشاره کرد ) اي ساقهذخیره

هاي اختصاصی در هاي متعددي مبنی بر حضور آلل(. گزارش2004

هاي مختلفی از هاي ژنی وجود دارد که با ژنوتیپبعضی از مکان

 Chen andهاي خشکی سازگاري بیشتري دارند )گندم که به تنش

Payne, 2010.)  در یک پژوهش، تنوع آللی براي پیوستگی با تنوع

ا تاریخ داري بفنوتیپی مورد بررسی قرار گرفت، ارتباط آللی معنی

شد، که با  یافت  SSRدهی و ارتفاع ساقه، با یک مکان ژنیگل

ط بود مرتب هاي پاکوتاهیالیزاسیون و نیز ژنهاي فتوپریود و ورنژن

(Chen and Payne, 2010همچنین ارتباط آللی معنی .) داري براي

شد. این منطقه  یافت 6هی بر روي کروموزوم شماره تاریخ گلد

کننده صفات مربوط به گلدهی کنترل يهاآللو  6روموزوم شماره )ک

تند رنالیزاسیون هسوهاي مقاومت فتوپریود و که نواحی مربوط به ژن

دهی ه در تنظیم زمان گلرسد کیتر اشاره گردید( به نظر مکه پیش

(. محققین در جنوب Ellis and Spielmeyer, 2011ثر است )مؤ

 اثر را از نظر مقاومتت کمی بزرگیوگسلاوي، لوکوس یک صف

در گندم نان اعتبارسنجی  3Bبازوي کوتاه کروموزوم  روي Scab به

تفاده از با اس QTLهمسان ایزوژنیک را براي این  هاينموده و لاین

 Gibson andجداسازي کردند ) انتخاب به کمک نشانگرها

Paulsen, 2000 در نهایت گزارش نمودند که انتخاب به کمک .)

زمانی که با انتخاب فنوتیپی همراه  QTLبراي این  SSRهاي مارکر
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اس تخاب تنها بر اسکه ان ثرتر از زمانی استؤگردیده است بسیار م

ته است و در نهایت نتیجه هاي اولیه صورت گرففنوتیپ در نسل

هاي اصلی در مرحله  QTLگرفتند که انتخاب به کمک مارکر براي

ثري طور مؤدهی بهاي به همراه انتخاب فنوتیپی بعد از گلچهگیاه

 Garciaرا شناسایی کند ) Scabهاي مقاوم به توانسته است لاین

and Paulsen, 2012( احمد .)با انتخاب به کمک 2004 ،)

یاد هاي گلوتنین با وزن مولکولی زهاي مولکولی، توانست آللنشانگر

تولید  DNAهاي توسط نشانگرکه در ارتباط با کیفیت نان بودند، 

ه ب انتخاب ورد. نتایج این مطالعه نشان داد کهآود به وج PCRشده از 

دوام و مقاومت خمیر نان کمک  تواند به افزایشکمک نشانگر می

 . (Ahmad, 2004) نماید

ثري ؤطور می مارکرهایی که بتوانند بههدف در این تحقیق معرف

هاي مختلف گندم دوروم به تنش خشکی اقدام به غرباگري ژنوتیپ

عنوان به  Marker Assisted Selectionنمایند همچنین معرفی

گري تنوع ژنتیکی ارقام مختلف گندم دوروم روشی مطمئن در غربال

عنوان یک روشی اي بهمزرعه هايیشآزماتنش خشکی در کنار به 

 .بود مختلف هايیشآزما یشبردپهدفمند جهت 

 هامواد و روش

بع اابتدا بیست رقم مختلف گندم دوروم از مرکز تحقیقات و من

ی واحد زاد اسلامدزفول تهیه گردید و در دانشگاه آ بادآطبیعی صفی

 قالب اهواز کشت گردیدند، طرح مورد استفاده اسپلیت پلات در

رقم گندم دورم بودند.  20تصادفی و تیمارهاي مورد بررسی،  کاملاا 

مجزا کشت  طوربههاي کوچک پلاستیکی رقم در گلدان 20این 

ا ها برداشته شد، و تشدند. تا رسیدن گیاه به مرحله دوبرگی نمونه

برگ  گرمیلیم 150منقل گردیدند. سپس  -80شروع کار به فریزر 

ه( را در هاون چینی ریخته و به مقدار لازم به آن روز 12-18)گیاهان 

ا ت ، سپس برگ را کوبیده و خرد نمودهنیتروژن مایع اضافه گردید

پودر شده در آمد. برگ پودر شده را در یک میکروتیوب  صورتبه

بافر استخراج به هر نمونه  یترل یکروم 500ریخته، سپس  لیتريیلیمدو 

ر استخراج مخلوط رگ را با بافپودر شده اضافه گردید. پودر ب

همگن درآمد،  سبزرنگیک محلول  صورتبهکرده تا  )ورتکس(

گراد درجه سانتی 65ماري با دماي دقیقه در بن 30گاه به مدت آن

 بار بیرون آوردهدقیقه یک 5ها هر قرار داده شد. در این مدت نمونه

افر ب باید فوق انجام مرحله قبل ازگردیدند.  سروته چند بارشده و 

( SDSدرجه قرار داد تا ) 65استخراج را در حمام آب گرم با دماي 

( در دماي پایین رسوب SDSموجود در آن خوب حل شود. زیرا )

لازم را داشته باشد. بعد از خنک شدن  ییکاراتواند کند و نمیمی

به هر تیوپ اضافه  مولار 5استات پتاسیم  یترل یکروم 200ها، نمونه

ها به مدت دقیقه(، نمونه 1-2کردن ) سروته بار ینچندبعد از کرده و 

دقیقه روي یخ قرار گرفتند. استات پتاسیم در دماي چهار درجه  15

( و جدا SDSکند و باعث از بین رفتن اثر )گراد بهتر عمل میسانتی

( در محیط باعث SDSشود، زیرا باقیمانده )می DNAشدن آن از 

 500شود. به هر نمونه می PCRعمل  و ممانعت از DNAشکستن 

محلول فنل: کلروفورم: ایزوآمیل الکل به ترتیب با  یترل یکروم

شدند تا یک محلول  سروتهها اضافه و تیوپ 1:24:25هاي نسبت

 دقیقه با سرعت 15ها به مدت یکنواخت تشکیل شود، سپس نمونه

rpm5000 از ، فگراد سانتریفیوژ شدنددر دماي چهار درجه سانتی

لیتري با استفاده میلی 5/1( به یک تیوپ جدید Supernatantرویی )

( منتقل شد و هم حجم آن ایزوپروپانول Cut tipتیپ دهانه گشاد )

مولار  3حجم استات سدیم  1/0سرد یا دو حجم اتانول مطلق همراه با 

(2/5pH=اضافه گردید، سپس نمونه ) شدند.  سروتهها به آرامی

در این مرحله قابل مشاهده است. در این  DNA یدرنگسفکلاف 

در  rpm5000دقیقه با سرعت  15ها به مدت مرحله سانتریفیوژ نمونه

گراد صورت گرفت. به آرامی فاز رویی را دور درجه سانتی 4دماي 

درصد سه مرتبه  70اتانول  یترل یکروم 300با  DNAریخته و رسوب 

دقیقه در دماي اتاق و  30دت ها را به مشستشو داده شد، سپس نمونه

 کردنخشکخشک گردد.  DNAزیر هود قرار داده شد، تا رسوب 

ژنومی  DNAو به مدت طولانی باعث خرد شدن  خلأدر شرایط 

ده افزو آب مقطر استریل یترل یکروم 300وپ شود به هر میکروتیمی

در دماي اتاق  شبیکشد و جهت حل شدن کامل رسوب به مدت 

 (mg/ml آنزیم یترل یکروم 2. به هر نمونه نگهداري شدند

10RNase A (  اضافه و با پیپت کردن بهم زده شد، سپس در دماي
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ها به ساعت قرار داده شد و در نهایت نمونه 2درجه به مدت  37

منتقل و  PCRگراد تا انجام واکنش یخچال چهار درجه سانتی

میت ، کیفیت و کDNAنگهداري شدند پس از انجام استخراج 

DNA  استخراجی تعیین شد. یک نمونهDNA  با خلوص بالا داراي

هاي باشد. نسبت عددي حاصل براي نمونهمی 8/1-2نسبتی معادل 

DNA  متغیر بود که نشان  97/1تا  8/1استخراجی در این تحقیق بین

مطلوب بوده   PCRهايیشآزماها براي انجام دهد کیفیت آنمی

 DNA(.براي تعین غلظت Dellaporta and Wood, 2004است )

 شود:از فرمول زیر استفاده می

× DF× 50260 = A  غلظتDNA  یترل یکرومدر  نانوگرمبرحسب 

Df ه یضریب رقت است و با توجه به میزان دفعاتی که محلول پا

نیز به این دلیل در این فرمول  50عدد گردد. رقیق شده است تعیین می

 DNA یترل یکرومنانوگرم بر  50با تقریباا  برابر OD=1نوشته شده که 

که مشخص گردد و این DNAاي است. جهت تعیین کیفیت دو رشته

DNA  سالم بوده و شکستگی ندارد، از روش الکتروفورز در ژل

استفاده گردید. جهت  TAE (1X)درصد با بافر  8/0آگارز 

 5/2 (ml.mg10-1آمیزي از اتیدیوم بروماید با غلظت )رنگ

درجه،  50تا  40میکرولیتر برداشته و پس از رسیدن دماي ژل آگارز به 

استخراج شده  DNAمیکرولیتر از نمونه  5به آن اضافه گردید. سپس 

در  1Kbمیکرولیتر بافر بارگذاري و مخلوط در کنار مارکر  5/1با 

 مترولت بر سانتی 5تروفورز با ولتاژ هاي ژل آگارز لود شد. لکچاهک

را طی درصد ژل  70تا  60ام شد. زمانی که رنگ بروموفنول بلو، انج

 با استفاده از دستگاه ژل داکیومنتیشنکرده بود، دستگاه خاموش و 

ها از گردید. پس از تعیین کمیت و کیفیت نمونهها تهیه عکس ژل

تهیه و در چهار درجه  µl.ng 10-1هاي کاري با غلظت ها محلولآن

( -C°20اصلی به ) DNAهاي ي گردید و نمونهگراد نگهدارسانتی

جفت آغازگر اختصاصی گندم که  20منتقل شدند. در این تحقیق از 

بر پایه مطالعات قبلی معرفی گردیده بودند استفاده گردید. اساس 

 یژن هايانتخاب آغازگرها بیشتر بر مبناي پیوستگی با مکان

صفات کمی است که مرتبط با افزایش تحمل به تنش  کنندهکنترل

 (.Golabadi and Arzani, 2011خشکی بودند )

 
 ژنوتیپ گندم دوروم از نظر تحمل به تنش خشکی  20براي ارزیابی  SSRغازگرهاي توالی آ -1 جدول

Table 1. SSR primer sequence for assessment of 20 durum wheat genotypes to stress for drought stress tolerance. 

Forward Reverse Markers 

5' ATCGTCAACAAAATCTGAAGTG 3' 5' TTACTTTTGCTGAGAAAACCCT 3' Xwmc420 
5' ATGTCCACGTGCTAGGGAGGTA 3' 5' TTGCCTCCCAAGACGAAATAAC 3' Xwmc89 

5' ATCGAGGACGACATGAAGGT 3' 5' TTAAGTTGCTGCCAATGTTCC 3' Xgwm601 
5' GAGGGTTCTGAAATGTTTTGCC 3' 5' ACGTGCTAGGGAGGTATCTTGC 3' Xwmc48 

5' ACAAACGGTGACAATGCAAGGA 3' 5' CGCCTCTCTCGTAAGCCTCAAC 3' Xwmc603 
5' GCGGGTCGTTTCCTGGAAATTCATCTAA 3' 5' GCGAAATGATTGGCGTTACACCTGTTG 3' Xbarc108 

5' TGCTTGTCTAGATTGCTTGGG 3' 5' GATCGTCTCGTCCTTGGCA 3' Xgwm413 
5' GATCTTGGCGCTGAGAGAGA 3 5' CTCCGATGGATTACTCGCAC 3' Xgwm617 

5' GCCGCCTACCACAGAGTTGCAGCT 3' 5' GCGGCATTGACAAGACCATAGC 3' Xbarc40 
5' AGGGGGGCAGAGGTAGG3' 5' ACCGCTCGGAGAAAATCC 3' Xgdm132 

5' ACTGATCAGCAATGTCAACTGAA 3' 5' CCGGTGTCTTTCCTAACGCTATG 3' Xbarc121 
5' GGCAGGTCCAACTCCAG 3' 5' AGCGCTCGAAAAGTCAG 3' Xbarc133 

5' TTCCCATAACTAAAACCGCG 3' 5' GGAACATCATTTCTGGACTTTG 3' Xgwm493 
5' AATGAAGATGCAAATCGACGGC 3' 5' ATTCTCGCACTGAAAACAGGGG 3' Xwmc361 
5' ATTGGCGACTCTAGCATATACG 3' 5' GGGATGTCTGTTCCATCTTAGC 3' Xgwm375 

5' GCGATCCACACTTTGCCTCTTTTACA 3' 5' GCGATGTCGGTTTTCAGCCTTTT 3' Xbarc20 
5' TAGCAGTAGCAGCAGCAGGA 3' 5' GCAAGGAAGAGTGTTCAGCC 3' Xcfd23 
5' AGCTCTGCTTCACGAGGAAG 3' 5' CTCCTCTTTATATCGCGTCCC 3' Lr34 
5' AAGCAACATTTGCTGCAATG 3' 5' TGCAGTTAACTTGTTGAAAGGA 3' Xgwm212 
5' TACTGGTTCACATTGGTGCG  3' 5' TCGCCATCACTCGTTCAAG 3' X gwm293 
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 PCRاجزاء واکنش و حجم مورد استفاده در واکنش  -2 جدول

Table 2. Reaction component and amount of them 
 حجم مورد استفاده اجزا واکنش

 µl 1.25 (10µMآغازگر رفت )

 µl 1.25 (10µMآغازگر برگشت )

 PCR (10X) µl 2بافر 

 µl 0.75 (50mMمنیزیم )کلرید 

 µl 0.5 (10mMمخلوط نوکلئوتیدي )

 µl 0.25 (5U/µlمراز )پلیتک

DNA ( 10ژنومیng) µl 3 

 µl 11 آب مقطر استریل

امه ، از برنیراختصاصیغهاي براي اطمینان یافتن از حذف باند

استفاده گردید که شامل یک مرحله  Touch Downدمایی 

دقیقه  5گراد به مدت درجه سانتی 94سازي اولیه در دماي واسرشت

 سیکل حرارتی بود. 35و 

 ،روندیکار معنوان زمینه براي الکتروفورز بهدر میان موادي که به

و  DNA هايترین کارایی را براي بررسی نمونهاکریلامید بیشپلی

 وضوح و شفافیت باندها، تشخیص و قابل تفکیک پروتئین دارد، زیرا

می هاي کراحتی سنجشها در این محیط بسیار بالا است و بهشدن آن

 (.Kamali and Duveiller, 2008شود )روي آن انجام می

 نتایج و بحث

زار افعات تولید شده با استفاده از نرمامتیازبندي و طول قط

UVDOC  صفر )عدم وجود باند(  صورتبهمشخص گردید. باندها

نده دهزبندي شدند. این امتیازبندي نشانو یک )وجود باند( امتیا

کیفی است. ماتریس تشابه، تجزیه کلاستر به  صورتبهاطلاعات 

زار افندروگرام همگی با استفاده از نرمو نیز رسم د UPGMA روش

NTSYS  .همبستگی آماري ضریب معیار همچنینانجام گرفت 

 ماتریس بین شباهت میزان آن طریقکه از  شد محاسبه زکوفنتیک نی

 سنجیده تشابه ماتریس با (کوفنتیک ماتریس) دندروگرام از حاصل

 همبستگی کوفنتیک محاسبه براي MXCOMP مدل .شودمی

با استفاده از مدل   UPGMAاستفاده و ماتریس تشابه توسط 

 آنالیز و نهایتاا دندروگرام ترسیم شد. SAHNکلاستري 

لوکوس مورد بررسی  20آلل از  58در این مطالعه، در مجموع 

علق به ترین آلل شناسایی شده متدر این تحقیق شناسایی گردید. بیش

Xgwm601  و Xbarc108 ترین آن با دو آلل متعلق آلل و کم 4با

، Xgwm413  ،Xgdm132 ،Xwmc48، rc40به مارکرهاي

Xbarc121  وXgwm375 .بودند 

ید اشاره گردد که خصوصیت چند آللی یک پدیده با مسئلهاین 

باشد، و این مارکرها می SSRکاملاا متداول و معمول در مارکرهاي 

قادرند براي یک لوکوس تنوع آللی از خود نشان دهند. میانگین آلل 

آلل بوده است.  9/2تولید شده براي هر لوکوس در این تحقیق 

فاوت هاي متمتعددي در ارتباط با دستیابی به تعداد آلل يهاگزارش

جهت بررسی تنوع ژنتیکی در ارقام  SSRدر استفاده از مارکرهاي 

 10( میانگین 2001) فولرو  جانستون .مختلف گندم نان وجود دارد

هاي وحشی گندم آلل را براي هر لوکوس در بعضی از اکسشن

(. این در حالی Johnston and Fowler, 2001) گزارش نمودند

 Jefferies SP etآلل ) 2/5و همکاران میانگین  است که جفریس

al., 2002 آلل را براي هر  2/3میانگین  و همکارانلاگودا (، و

(. در مجموع تنوع lagudah et al., 2006اند )لوکوس گزارش داده

آللی زیادي براي مارکرهاي مورد استفاده در این تحقیق مشاهده 

هاي احتمالاا آن است که در ژنوتیپ مسئلهنگردید. یکی از دلایل این 

افزایش تحمل به تنش  يهاژن، تنوع آللی زیادي براي شدهانتخاب

نتایج مزرعه نشانگر آن است که  کهییازآنجاخشکی وجود ندارد. 

هاي استفاده شده در این تحقیق به تنش خشکی اکثریت ژنوتیپ

انتهاي فصل حساسیت دارند، لذا تنوع آللی اندک، دور از انتظار 

نخواهد بود. همچنین به این نکته باید اشاره گردد که گندم دوروم با 

ي ترطور یقین تعداد آلل کمکروموزومی به 7دسته  4برخورداري از 

کروموزومی تشکیل  7دسته  6هگزا پلویید که از هاي نسبت به گندم

امل خوانی کاین تحقیق هم دهد که با نتایج حاصل ازاند نشان میشده

استخراج شده بر  DNAشکل زیر نتایج حاصل از بارگیري دارد. 

 دهد.درصد را نشان می دهمهشتروي ژل آگارز 
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 گراددرجه سانتی 55یمر با دماي اتصال براي یک جفت پرا Touch Downدر روش  PCRهاي پروفیل حرارتی چرخه -1شکل

Fig 1. Heat profile of PCR rotations in Touch Down method for one pair primers with annealing temperature 55° C 

 

 
 .قرار گرفته است bp50در دو سوي ژل، لدر  Xbarc108 ژنوتیپ گندم دوروم براي مارکر  20کریلامید براي آنتایج حاصل از ژل پلی -2شکل 

Fig 2. Result of polyacrylamide gel for 20 genotypes durum wheat for Xbarc108 marker, in two side of gel, to be 

comforted ladder 50 bp 

معین شد که با شمارش تعداد باند  240تا  50طور تصادفی و مجزا تعدادي باند شارپ ظاهر گردید و محدوده این باندها از از هر مارکر بهدر هر رقم و با استفاده 

 .ماري، مولکولی انجام گرفتآنالیزهاي آ هاآندوده معینی از ژل و شمارش شارپ در مح

 .قرار گرفته است bp50 در دو سوي ژل، لدرXgwm601 ژنوتیپ گندم دوروم براي مارکر 20کریلامید براي آنتایج حاصل از ژل پلی -3 شکل
Fig 3. Result of polyacrylamide gel for 20 genotypes durum wheat for Xgwm601 marker, in two side of gel, to be 

comforted ladder 50 bp 

معین شد که با شمارش تعداد باند  240تا  50تصادفی و مجزا تعدادي باند شارپ ظاهر گردید و محدوده این باندها از  طوربهدر هر رقم و با استفاده از هر مارکر 

  .ماري، مولکولی انجام گرفتآنالیزهاي آها ر محدوده معینی از ژل و شمارش آنشارپ د
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هاي تولید شده در هر لوکوس و مارکرهاي مورد استفاده، تعداد آلل -3 جدول

 ژنوتیپ گندم دوروم 20اندازه قطعات تکثیر شده براي 
Table 3. Markers used, number of allele production in 

each locus and measure segments of increasing for 20 

genotypes of durum wheat 
 نام مارکر تعداد آلل (bp) اندازه قطعات

200-430 3 Xwmc420 
80-180 3 Xwmc89 

160-240 4 Xgwm601 
125-175 2 Xwmc48 
140-260 3 Xwmc603 
120-350 4 Xbarc108 
160-250 2 Xgwm413 
50-300 3 Xgwm617 
60-110 2 Xbarc40 
40-80 2 Xgdm132 

100-450 2 Xbarc121 

125-450 3 Xbarc133 

100-300 4 Xgwm493 

220-475 3 Xwmc361 

125-175 2 Xgwm375 

150-250 3 Xbarc20 

150-300 3 Xcfd23 

80-250 3 Lr34 

75-320 4 Xgwm212 

350-500 3 X gwm293 

 

 4در جدول  UPGMAنتایج حاصل از تجزیه کلاستر به روش 

ارائه شده است. در این جدول ضرایب شباهت ژنتیکی افراد و 

کلاسترها نسبت به یکدیگر همراه با ترتیب کلاسترها به خوبی فواصل 

  سازد.ژنتیکی افراد را مشخص می

در  UPGMAدندروگرام حاصل از تجزیه کلاستر به روش 

 همبستگی آماري ضریب نشان داده شده است. معیار 4شکل 

دهنده نشان آمد که به دست 86/0کوفنتیک نیز محاسبه و عدد 

 دندروگرام )ماتریس از حاصل همبستگی قابل قبول ماتریس

 بود. تشابه ماتریس با کوفنتیک(

کلاستر کاملاا مجزا یکی در برگیرنده  2دهنده دندروگرام، نشان

باشد. این دو ژنوتیپ گندم دوروم می 5ژنوتیپ، و دیگري  15

نسبت به هم قرار دارند. در یک  416/0کلاستر در فاصله ژنتیکی 

، Xwmc240 ،Xwmc89شماره  هايیپژنوتکلاستر، 

Xgwm375 ،Xbarc20 ،Xgwm293 ،Xgwm493 ،

Xgwm601 ،Xwmc48 ،Xgwm212 ،Xgwm617 ،

Xbarc133 ،Xgwm413 ،Xbarc40 ،Xwmc603  و

Xwmc361 اي هاند. در کلاستر دیگر نیز ژنوتیپقرار گرفته

Xbarc108 ،Lr34 ،Xgdm132 ،Xcfd23  وXbarc121  قرار

سبه شاخص پس از محا هاي مزرعهج حاصل از آنالیز دادهدارند. نتای

تر نشان بیاري، پیشتحمل به تنش تحت شرایط آبیاري نرمال و قطع آ

و  Xbarc108 ،Lr34 ،Xgdm132 ،Xcfd23هاي داد که ژنوتیپ

Xbarc121 یر داري نسبت به سااز شاخص تحمل به تنش بالا و معنی

هاي ها برخوردارند. لکن دو ژنوتیپ دیگر به شمارهژنوتیپ

Xwmc603  وXwmc361  که از شاخص تحمل به تنش بالاتري

هاي ردار بودند که در کلاستر ژنوتیپنسبت به سایر ارقام برخو

 اند.حساس قرار گرفته
 

 UPGMAمولکولی به روش  يهادادهنتایج حاصل از تجزیه کلاستر  -4 جدول

 ژنوتیپ گندم دوروم 20براي 
Table 4. Result of Cluster analysis molecular data with 

UPGMA method for 20 genotypes of durum wheat 
LEVEL1 POINTER ROWS/COLS 

9.1379310 1 V1 

8.1896550 2 V2 

7.9885056 16 V3 

7.7155170 16 V4 

7.3103450 20 V5 

7.0689655 13 V6 

6.9211824 3 V7 

7.5862070 4 V8 

6.8773946 19 V9 

7.2416790 8 V10 

6.3636365 12 V11 

7.2413790 7 V12 

5.8289125 9 V13 

8.1034480 5 V14 

4.1678160 14 V15 

9.1379310 6 V16 

8.3620685 18 V17 

7.2413793 10 V18 

6.0344827 17 V19 

---------- 11 V20 
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ژنوتیپ گندم  20دندروگرام مولکولی حاصل از تجزیه کلاستر براي  -4 شکل

 UPGMA دوروم به روش
Fig 4. Molecular dendrogram result of Cluster analysis for 

20 genotypes durum wheat with UPGMA method. 

اگرچه نتایج حاصل از این تحقیق نشان داد که مارکرهاي مورد 

هاي متحمل گري ژنوتیپقابل قبولی غربال به طرزتوانند استفاده می

ید از را نبا مسئلهبه تنش خشکی را از نوع حساس انجام دهند، اما این 

هاي مورد بررسی در این آزمایش تا نظر دور داشت که ژنوتیپ

در هیچ آزمایش زراعی براي بررسی تحمل به تنش  ازاینیشپ

 طور حتم انجام یک آزمایشاند. بهخشکی مورد بررسی قرار نگرفته

تواند پتانسیل واقعی و در یک منطقه نمی سال یکزراعی براي 

یابی را براي تحمل به تنش خشکی نشان دهد. هاي مورد ارزژنوتیپ

زیرا محیط و نوسانات اقلیمی منطقه، در هر سال نسبت به سال دیگر 

ژنیک شدت بر بروز فنوتیپی صفات پلیتواند بهمتفاوت بوده و می

اثرگذار باشد. همچنین به این نکته باید اشاره کرد که با توجه به 

یی هابیشتر بر روي کروموزومها در این پژوهش محدودیت در هزینه

تري براي افزایش تحمل هاي شناخته شدهQTLتمرکز گردید که از 

اژي در هاي لینکاند. اما با اشباع نقشهبه تنش خشکی برخوردار بوده

آینده، مارکرهاي بیشتري را که مناطق بیشتري از ژنوم را پوشش دهند 

گري براي غربال MASتا دقت  تواند مورد استفاده قرار گرفتهینیز م

 Marc and) هاي متحمل به تنش خشکی افزایش یابدژنوتیپ

Roslyn, 2000گردد در مطالعات بعدي از (. لذا توصیه می

مارکرهاي بیشتري استفاده نموده تا مناطق بیشتري از ژنوم را پوشش 

ثر ري مؤگدقت این تکنیک را در غربالتوان دهند به این ترتیب می

گردد در انتخاب مارکرها براي توصیه می علاوهبه افزایش داد.

MAS اولویت انتخاب، با مارکرهایی باشد که از دو سوي ،

(. Flanking markersکروموزوم با ژن مورد نظر پیوسته باشند )

مورد علاقه،  QTLمعمولاا یک جفت مارکري که از دو سو به 

انتخاب براي  تر ازتنگاتنگی پیوسته باشند، بسیار مطمئن صورتبه

آن است که شانس وقوع  مسئلهباشد. دلیل این یک تک مارکر می

بسیار کمتر از وقوع نوترکیبی  QTLبین دو مارکر با یک  یبینوترک

 ;Mohammadi et al, 2006) است QTLبین یک مارکر و یک 

Mohan, M et al, 2003; Mclauchlan A et al, 2001 ). 

 سپاسگزاری

تشکر را دارم از همکار ارجمندم جناب دکتر شهاب سادات کمال 

زاد اسلامی واحد اهواز سپاسگزارم که با همچنین از دانشگاه آ

 سان نمود.سخت را آ نظیر مولکولی راهیامکانات بی
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Abstract 

To evaluated of efficiency of selection by markers (MAS). 20 genotypes durum wheat was conducted 

as a split plot design in randomized complete block are planted and yield components calculated. Also 

in molecular level of 20 pair starter (SSR) to study genetic diversity between varieties and determine 

genotypes tolerant to drought stress was used. After extraction of DNA and appointment that quantity 

and quality polymerase chain reaction took place in the touch down method. In total 58 allele of the 20 

locus was detected. The largest allele detected belonged to the Xgwm610, and Xbarc108 with 4 allele 

and the lowest with 2 allele was reserved markers Xgwm413, Xgdm132, Xwmc48, Xbarc40, Xbarc121, 

Xgwm375. Average allele produced for each locus in this research is 2/9. Rating and length of the parts 

produced using the software UVDOC was specified. Similarity matrix, the cluster analysis in UPMMA 

method and draw dendrogram using NTSYS software took. Standard correlation coefficient of cophentic 

calculated and the number of 0/86 was obtained. Dendrogram represent 2 cluster of quite distinct. In one 

cluster the number of genotypes 1, 2, 15, 16, 20, 13, 3, 4, 19, 8, 12, 7, 9, 5, 14 and in another cluster the 

number of 6, 18, 10, 17, 11 are placed. Genotypes of 5 and 14 of higher stress tolerance index than other 

varieties. The result showed multiple allele trait a phenomenon quite usual and common in markers (SSR) 

continuity of trait or could be effect of the multiple genes. 
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