
مطالعه بیوانفورماتیکی ژن Wdhn13 در گونه های دیپلوئید، تتراپلوئید و هگزاپلوئید گندم 
Insilco AFLP Analysis  با استفاده از روش

 مهران فلک ناز1، علی اشرف مهرابی2، دانیال کهریزی*3، علی اصغر نصراله نژاد4،خیرا.. یاری

1 دانشجوی کارشناسی ارشد اصلاح نباتات دانشگاه ایلام

2  استادیار گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه ایلام

3  دانشیار گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه رازی کرمانشاه 

4  استادیار گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه علوم کشاورزی و منابع طبیعی گرگان

چکیده

سابقه و هدف: ژن Wdhn13 کد کننده پروتئین های گروه LEA 2 می باشد. پروتئین های LEA اولین بار در گندم و پنبه به 
عنوان پروتئین های تجمعی در اواخر دوره جنینی شناسایی و مطرح شدند. ساختار اولیه پروتئین های LEA شامل دمین های اولیه باردار 

و بدون بار از آمینواسید های قطبی باقی مانده اما غیرآبدوست می باشد که دلالت برآبدوست بودن پروتئین های LEA دارد. 
مواد و روش ها: در این تحقیق روابط فیلوژنتیکی و بیوانفورماتیکی ژن Wdhn13 در 8 گونه گندم مطالعه شد و جهت آنالیزهای 
مولکولی،3 آنزیم برشی HindIII با سایت برشی AluBI ،aagctt با سایت برشی agct و TaqI با سایت برشی tcga استفاده شد و توسط نرم 

افزار بیولوژیکی CLC به صورت Insilco و در شرایط خارج آزمایشگاهی به توالی ها اعمال شد. 
یافته ها: نتایج حاصل از آنالیزهای فیلوژنتیکی  بر اساس الگوریتم UPGMA  نشان دهنده این موضوع بود که گندم های مورد بررسی 
از لحاظ این ژن در3 گروه قرار دارند که گروه اول شامل 4 رقم گندم نان )توالی موجود در NCBI(، گندم سرداری، گندم دوروم شوش و 

گندم دوروم بروجرد، گروه دوم شامل 1رقم وحشی اورارتو و گروه سوم شامل 2 رقم نان گنبد و دیکوکوئیدز بودند. 
نتیجه گیری: نتایج این تحقیق نمایانگر ارتباط ویژه و نزدیکی بعضی گونه های مورد مطالعه بود.

 Insilco AFLP Analysis ،مقاومت به خشکی، گندم ،LEA کلمات کلیدی: پروتئین های

مجله تازه هاي بیوتکنولوژی سلولي- مولکولي
دوره سوم، شماره یازدهم، تابستان 1392 

مقدمه

به لحاظ اینکه بخش قابل توجهي از اراضي زیر کشت گندم در 
ایران در مناطق خشک و نیمه خشک قرار گرفته و همچنین این 
مناطق داراي دامن ه اي از تنش  هاي زیستي )از جمله آفات، 
بیماري  ها ( و تنش  هاي غیر زیستي ) از جمله خشکي، شوري و 
... ( مي باشد )2(، لذا با توجه به این موضوع شناسایی ژن و آلل 
های ژن مقاومت به خشکی و تنوع آن ها از طریق روش های 
انتقال آن به گونه های حساس می  بیوانفورماتیکی و سرانجام 
 تواند باعث افزایش مقاومت به خشکی گردد. در اغلب برنامه های 

اصلاحی، اصلاح ژنتیکی مقاومت به خشکی از طریق انتخاب برای 
عملکرد صورت می گیرد ولی به علت وراثت پذیری پایین عملکرد 
تحت شرایط تنش و تغییرات زمانی و مکانی در محیط مزرعه، 
روش های سنتی اصلاح نباتات از سرعت کندی برخوردار بوده 
است.  نشانگرهای مولکولی مانند چند شکلی در طول قطعات 
حاصل از برش آنزیمی DNA ،)1RFLP( DNA چند شکل حاصل 
از تکثیر تصادفی )RAPD2( و آیزوزایم ها موجب افزایش کارایی 
در تهیه ژنوتیپ های مقاوم به خشکی می گردد زیرا بیان آن ها 
 مستقل از اثرات محیطی است )5(. پروتئین های 3LEA به عنوان 

1 - Restriction fragment length polymorphism  
2 - Random amplified polymorphic DNA
3 - Late Embryogenesis Abundant   
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با  مقابله  جهت  جنینی  دوره  اواخر  در  تجمعی  های  پروتئین 
تنش های محیطی اولین بار در گندم و پنبه به عنوان پروتئین 
شدند  مطرح  و  شناسایی  جنینی  دوره  اواخر  در  تجمعی  های 
)8 و10(.  ساختار اولیه پروتئین های LEA شامل دمین های 
اولیه )پروتئین های هم خانواده( باردار وبدون بار از آمینواسید 
دلالت  که  باشد  می  غیرآبدوست  اما  مانده  باقی  قطبی  های 
برآبدوست بودن پروتئین های LEA دارد. بنابراین پروتئین های 
پیشنهاد  خشکی  و  شوری  های  تنش  به  مقاومت  برای   LEA

صورت  به   LEA های  پروتئین  وظیفه   .) 10،4،9( اند  شده 
تدریجی و بعد از گذشت دو دهه آشکار شد، ولی بیشتر اطلاعات 
آنالیزهای   .)14  ،17( است  نشده  مشخص  خوبی  به  هنوز  نیز 
LEA در دو دسته جدا گانه  پروتئین های  اولیه نشان داد که 
 LEA-A های  ژن  دارند.  قرار   LEA-A گروه های  زیر  و   LEA

ژن  از  قبل  بذر  زنی  جوانه  ابتدای  در  و  شوری  تنش  زمان  در 
عمومی  های  بندی  دسته  بیشتر  می شوند.  بیان   LEA های 
ژن های LEA براساس ساختار دمین های پروتئینی یا ویژگی 
 Wdhn13 انجام می شود )10،14(. ژن ها  های شیمیایی آن 
وزن  با   LEA دوم  گروه  های  پروتئین  کننده  کد  های  ژن  از 
ملکولی 12/8 کیلودالتون به عنوان کوچک ترین عضو گروه دی 
 هیدرین ها در گیاهان با سه قطعه غنی از لایسین می باشد)6(. 
اخیر در ژنتیک سلولي و مولکولي، امیدهاي  پیشرفت هاي 
به نژادگران به وجود آورده است که از جمله این   تازه اي در 
پیشرفت ها مي توان به ابداع انواع نشانگرهاي مولکولي اشاره 
کرد. در بین انواع نشانگرهای مولکولی شناخته شده، نشانگرهای 
تنوع  ارزیابی  و  در اصلاح نژاد    SAMPL3 و   SSR2  ،AFLP1

شده اند)1(.  استفاده  گندم  های  پلاسم  ژرم  ژنتیکی  فواصل  و 
این  به خشکی، در  بالای ژن های مقاومت  اهمیت  به  توجه  با 
مطالعات  طریق  از   Wdhn13 ژن  فیلوژنتیکی  تنوع  تحقیق 
 Insilco AFLP Analysis بیوانفورماتیکی و با استفاده از روش

مورد بررسی قرار گرفت.

مواد و روش ها

این تحقیق در سال 1390 در آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشگاه 
ایلام انجام شد. در این تحقیق از هشت گونه دیپلوئید، تتراپلوئید 
و هگزاپلوئید گندم که از مناطق مختلف استان ایلام به دست 

آمده بود استفاده شد که اسامی و مشخصات ژنومی هر یک در 
جدول شماره 1 ارائه شد.

ژنومنام
کد 

نمونه در 
PCR

ژنومنام

کد 
نمونه 
در 

PCR
دروم 
بروجرد

AABBAدیکوکویدزAABB5

AA6اورارتوAABBDDBسرداری
DD8تائوشیAABBDD2نان گنبد
دروم 
شوش

AABB4اسپلتوئیدزBB12

 1- کشت بذور و استخراج DNA ژنومی
جهت استخراج DNA ژنومی از نمونه ها، ابتدا بذور ضد عفونی 
شده و سپس در گلدان کشت شده و پس از 10 روز با استفاده از 
برگ های تازه و جوان، DNA ژنومی به روش C-TAB استخراج 

شد )16(.

2- تعیین کیفیت وکمیت DNA ژنومي استخراج شده

درصد   0/8 آگارز  ژل  از   DNA کیفیت  و  کمیت  تعیین  براي 
استفاده شد. از هر نمونه مقدار 5 میکرولیتر از DNA  استخراج 
شده با دو میکرولیتر بافر نمونه گذاري مخلوط و بارگذاري شد. 
الکتروفورز با ولتاژ 90 تا 120 تا رسیدن رنگ آبي به انتهاي ژل 
صورت گرفت و سپس ژل پس از شستشوي چند ثانیه اي با آب 
مقطر به مدت 15 تا 30 دقیقه در داخل محلول اتیدیوم برماید 
جهت رنگ آمیزي قرار داده شد و در پایان ژل درون دستگاه 
UV Transluminator  قرار گرفت. نمونه هاي با کیفیت بالای 

DNA برای انجام واکنش زنجیره پلي مراز انتخاب شدند )شکل 

.)1

جدول 1-  معرفی گونه های گندم مورد استفاده در این تحقیق

شکل 1- کیفیت DNA ژنومی گندم های مورد مطالعه در این تحقیق 

تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره یازدهم، تابستان 1392، مطالعه بیوانفورماتیکی و....

1- Amplified fragment length polymorphism
2- simple sequence repeat
3- Selective amplification of microsatellite polymorphic 
loci
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3- طراحی پرایمر تخصصی و تکثیر

ژن  توالی  روی  از  ابتدا   Wdhn13 ژن  تکثیر  و   PCR جهت 
Wdhn13 گرفته شده از سایت NCBI )با طول376 نوکلئوتید( 
های  پایگاه  در  موجود  توالی  T.aestivum )تنها  گندم  در 
 OLigo 5افزار نرم  توسط  اختصاصی  آغازگرهای  اطلاعاتی(  
طراحی شدند و جهت سنتز به شرکت Bioneer سفارش داده 
شدند به منظور افزایش دقت مطالعه ژن، در طراحی پرایمر از 
قسمت های UTR استفاده شد با توجه به این موضوع در پرایمر 
رفت کدون ATG وجود ندارد، توالی پرایمر های مورد استفاده 

در این تحقیق در جدول 2 نشان داده شده است

Forward 5-TAGGGACAAGTTGAGGGCAAG-3

Reveres 5-CTGGGCTTAGTGCTGTCCAG-3

جهت دقت بیشتر فرآیند PCR از آنزیم Pfu Polymerase و دو 
کنترل استفاده شد، درکنترل اول آنزیم    Pfu Polymerase  از 
واکنش حذف و در کنترل دوم DNA ژنومی از واکنش حذف 
با شرایط ذیل  PCR 25 میکرولیترو  واکنش  نهایی  شد. حجم 
 1/µl3  ،)100 ng/ µl( DNA ژنومی   1/ µl3  :تنظیم گردید
از   0/3   µl،PCR buffer 10x  2/µl5،dNTPs  µl2  ،MgCl2
هر پرایمر و 1 واحد Pfu Polymerase . برنامه بکار رفته جهت 
94  درجه  به صورت زیر بود:   PCR در  ژن  قطعه  این  تکثیر 
سانتي گراد به مدت چهار دقیقه )یک سیکل(، 94 درجه سانتي 
گراد به مدت30 ثانیه،  55درجه سانتي گراد به مدت 60 ثانیه 
 72 سیکل(،   35( مدت 90 ثانیه  و  72درجه سانتي گراد به 
در پایان  )یک سیکل(  مدت 10 دقیقه  درجه سانتي گراد به 
محصولات PCR به دست آمده، با الکتروفورز روي ژل آگارز5 /1 
 PCR محصول  تخلیص  . جهت  درصد بررسي شدند)شکل2( 

 Bioneer از روی ژل آگارز، توسط شرکت  روش خالص سازی 
انجام گرفت.

5- اعمال آنزیم های برشی و آنالیز نتایج 

 HindIII :جهت آنالیز و بررسی تنوع درون ژن از 3 آنزیم برشی
و   AGCT برشی  با سایت   AluBI  ،AAGCTT برشی  با سایت 
TaqI با سایت برشی TCGA استفاده شد. این آنزیم ها از طریق 

شرایط  در   CLC Main workbench 6 بیولوژیکی  افزار  نرم 
خارج آزمایشگاهی به توالی ژن Wdhn13 مربوط به هر نمونه 
گندم اعمال شد. دلیل استفاده از این آنزیم ها، دارا بودن سایت 
مرحله  در  است.  بوده  ژن  این  توالی  در طول  زیاد  برشی  های 
اعمال شد.  ها  توالی  به   ،CLC بیولوژیکی  افزار  نرم  توسط  بعد 
و   MEGA 5 افزارهای  نرم  از  نیز  فیلوژنتیکی  مطالعات  جهت 

DARWIN استفاده شد.

یافته ها

 CLC(نتایج حاصل از داده های 3 آنزیم برشی توسط نرم افزار
 376 طول  به  توجه  با  که  داد  نشان   )Main workbench 6
نوکلئوتیدی طول ژن مجموعاً 39 قطعه تولید شده که از بین 
آن ها21 قطعه )53درصد( در بین تمامی گونه ها وجود داشت 
که نشان دهنده درصد بالای چند شکلی )پلی مورفیسم( در بین 
نمونه ها بود. در بین گونه های مورد مطالعه، گندم سرداری با 
7 قطعه بیشترین تعداد و گندم دوروم شوش با 4 قطعه کمترین 
تعداد قطعه را تولید کردند )شکل 3(.  همچنین درصد نمونه ها 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره سوم، شماره یازدهم، مهران فلک ناز و همکاران

جدول2- پرایمرهای مورد استفاده در این تحقیق 

شکل 2- تکثیر ژن  Wdhn13 با آغازگر های تخصصی در گندم های 
مورد مطالعه

از چپ به راست M: سایز مارکر A: دوروم بروجرد، B: سرداری، 2: نان 
گنبد، 4: دوروم شوش، 5: دیکوکوئیدز،  6: اورارتو،

 8: تائوشی، 12: اسپلتوئیدز،Co1: کنترل 1 )واکنشPCR بدون 
DNA( ، Co2 : کنترل 2 )واکنشPCR بدون پرایمر(
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در کلاستر اول با 57 درصد ، کلاستر دوم 14 درصد و کلاستر 
می  آزمایش  این  از  که  مهم  نتیجه  یک  بود.  درصد   28 سوم 
توان گرفت این موضوع است که توالی ژن Wdhn13 در گندم 
سرداری شباهت بسیار زیادی با توالی این ژن در نمونه موجود 

در پایگاه اطلاعاتی NCBI را دارد.

شکل 3- نمایش ژل فرضی اعمال آنزیم های برشی بر توالی ژن 

Wdhn13درگونه های دارای ژن مورد نظر توسط نرم افرار

.CLC Main workbench 6

نان گنبد، 4:   :3 ، ، 2: سرداری  بروجرد  به راست 1: دوروم  از چپ 

 Wdhn13 توالی ژن اورارتو،  7:   :6  ، دیکوکوئیدز   :5 دوروم شوش، 

. NCBIبدست آمده از سایت

بحث
الگوریتم  اساس  بر  فیلوژنتیکی  آنالیزهای  از  حاصل  نتایج 

( دایس  ماتریس  دو  اساس  بر  و   UPGMA

( و جاکارد ) = dij( برای 
نمونه های دارای ژن Wdhn13 )6 نمونه ای که در PCR ژن 
را تکثیر کردند( و توالی ژن موجود در NCBI نشان دهنده این 
موضوع بود که گندم های مورد بررسی از لحاظ این ژن در 3 
کلاستر قرار دارند )شکل4(. کلاستر اول شامل 4 رقم گندم نان 
NCBI(، گندم سرداری، گندم دوروم شوش  )توالی موجود در 
و گندم دوروم بروجرد، کلاستر دوم شامل رقم وحشی اورارتو و 
کلاستر سوم شامل 2 رقم نان گنبد و دیکوکوئیدز بودند. چون 
تشابه ژنتیکی با فاصله ژنتیکی رابطه معکوس دارد، لذا 2 رقم 
گندم نان )توالی موجود در NCBI( و گندم سرداری که دارای 
ژنتیکی  تشابه  بیشترین  دارای  هستند  ژنتیکی  فاصله  کمترین 
نمونه ها  با سایر  ژنتیکی  تشابه  دارای کمترین  اورارتو  و گندم 
تجزیه  که  داد  نشان  تحقیق  این  بود.   Wdhn13 ژن اساس  بر 

در  ژنتیکی  تنوع  یافتن  برای  بالایی  پتانسیل   AFLP تحلیل  و 
گندم دارد )1(. آلمانزا و همکاران در سال 2003، میانگین باند 
پلی مورف در نژادهای گندم نان بهاره را 59 درصد گزارش کردند 
)4(. هم چنین در این مطالعه مشخص شد که AFLP روشی 
قدرتمند است، زیرا تنها نیاز به حداقل کار اولیه دارد ولي تنوع 
ژنتیکي مناسبي را در جمعیت نمایان مي نماید که دستیابي به 
آنها با روش هاي دیگر در همان زمان و با هم آن مقدار هزینه، 
مشکل و یا غیر ممکن است. این تکنیک به دلیل تکرارپذیري 
بالا و لوکوس هاي زیادي که در یک AFLP  زمان کوتاه و در 
یک آزمون مورد سنجش قرار مي گیرد، یک تکنیک مفید و قابل 
معیارهاي مهم براي  اعتماد است چرا که تکرارپذیري یکي از 
یک مارکر خوب مي باشد که مي توان خوشه بندي صحیحي 
بر اساس داده هاي حاصل از آن براي ارقام متفاوت انجام داد 
)1،15،13(. توزیع و فراواني نشانگرها یکنواخت نیست و همانند 
آغازگرها به طور مستقیم   AFLP سایر غلات انتخاب ترکیب 
تأثیر مي گذارد. دلیل توزیع غیر  روي توزیع مکاني نشانگرها 
شکلي در  هاي ایجاد چند  مکانیسم  یکنواخت این نشانگر به 
این نشانگر نسبت داده حذف مي شود، وقایعي مانند موتاسیون 
قطعات در ایجاد چند شکلي و اضافه شدن در این نشانگر دخیل 
هستند )12(. عمومًا نشانگرهاي که با ترکیب هاي مختلف آنزیم 
مناسب تري در طول ژنوم  هاي برشي حاصل شده اند توزیع 
داشته اند. اگرچه تجمع نشانگرها در نواحي سانترومري اغلب 
در RFLP و AFLP است  گزارش شده AFLP به خصوص 
)1،11،15( تجمع نشانگرهاي نواحي سانترومري شاید به دلیل 
کاهش یا ممانعت از نوترکیبي در این مناطق باشد)1و15و13(و 
این عقیده در مورد سایر نقشه هاي ژنتیکي منتشر شده در سایر 

غلات نیز صادق است)1 و15(.

شکل 4- دندوگرام حاصل از تاثیر آنزیم های برشی بر ژن Wdhn13 در 
NJ توسط  از روش  گونه های گندم دارای ژن )Wdhn13( مورد بررسی 

.MEGA5 نرم افزار
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