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 های دابلدهاپلوئید گندم نان برخی از لاین   کیفیت نانوایی ی دخیل در  ها ژن کیفی و بیان    خصوصیات بررسی  
 

 2و نادعلی باقری 3کلاگر یدهستان ،،*2، غلامعلی رنجبر1آبادیفرح محدثه غلامی

 

 کشاورزی و منابع طبیعی ساری، ساری نباتات، دانشگاه علوم  کارشناسی ارشد، گروه بیوتکنولوژی و اصلاحآموخته  دانش -1

 ی، ساری سار یعیو منابع طب ینباتات، دانشگاه علوم کشاورزو اصلاح یوتکنولوژیگروه ب  ار،یدانش -2

 ی، ساری سار یعیو منابع طب یدانشگاه علوم کشاورز، طبرستان  یفناورستی و ز  کیپژوهشکده ژنت ار،ی استاد-3
 

 ( 10/05/1400تاریخ پذیرش:   – 06/1399/ 04 )تاریخ دریافت: 

 

 چکیده 

  ن ی هدف از ا  .باشدیستفاده از ارقام مناسب گندم مامستلزم    نی دارد و ا  یآرد گندم بستگ  نیپروتئ  تیف یو ک  تینان به کم   تیفیک

ب  دیدابلدهاپلوئ  یهانی ل   یینانوا  تیفیک  یمطالعه بررس  نیگلوتن  یا ره یذخ  یهانیپروتئبا    یفیک  اتیخصوص  نیگندم و ارتباط 

  Morvaridو   Ehsanدو رقم   نیو همچن  نیوالد  همراهبه گندم    دیدابلدهاپلوئ  نیل   30  یینانوا  تیفیصفات مرتبط با ک بوده است.

ارزبه  مورد  شاهد  آزمون    یابیعنوان  گرفتند.  م  SDS-PAGEقرار  نمودن  مشخص  و    نیپروتئ  زانیجهت  بکل    ن یارتباط 

 صورت گرفت.  یینانوا  تیفیک  دخیل در  یهاژن   انیآزمون ب  شد و سپس انجام    یفیک  اتیبذر با خصوص  یارهی ذخ  یهانیپروتئ

حجم   زانیم  نیشتری. باردوجود د  یابیصفات مورد ارز  یدر تمام  یداریمعن  اختلاف گندم    یها ژنوتیپ   نینشان داد که ب  جینتا

زلن به    یرسوب  به    نی شتریب  ،(تریلیلیم  31و    34با    بیترت)به   DH-159و    DH-143  ی هانیلمربوط  مربوط  گلوتن مرطوب 

DH-159  (80/77    و به    نیشتریب  ،گرمDH-143  (85/74  )گرم(  مربوط  و    DH-159  (21/26گلوتن خشک    DH-143گرم( 

ب  11/25) و  به    زانیم  نیشتریگرم(  مربوط  آب  و    DH-159  (59/51جذب   نیهمچن  .بود  (رصدد  74/49)  DH-143درصد( 

به    نیپروتئ  یمحتوا  نیشتریب و    DH-143  (03/18مربوط  بررسبوددرصدDH-159  (72 /17    )درصد(    ی فیک  اتیخصوص  ی. 

  نیمشخص نمود که بالتر  SDS-PAGEآزمون    جی. نتاباشندیمتر  مطلوب   DH-159و    DH-143  یهانیلنشان داد که    یینانوا

. بر باشدی( متریل یلیمدر    کروگرمیم   63/26و    23/28ترتیب  به )  DH-159و    DH-143  یهانیلدانه مربوط به    نیپروتئ  زانیم

نتا آزمـحاص  جـیاساس  از  بـل  )  ان ـیون  کهReal-Time PCRژن    ان یب  زانیم  DH-143و    DH-159  هایلین  ( مشخص شد 

حاصله از   ج یبا توجه به نتا با رقم شاهد از خود نشان دادند.   سهیمقا  در  PDILو   HMW-X  ،HMW-Yهای  برای ژن را    یبالتر

قرار  استفاده    گندم مورد  یینانوا  تیفیبهبود کبرای    یدر برنامه اصلاحتوان  را می   DH-159و    DH-143  یهانیلاین مطالعه،  

 .داد

 SDS-PAGE ،رسوب زلنی، دیدابلدهاپلوئ، پروتئینژن،   انیب : یدی کل گانواژ
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 مقدمه 

و   (.Triticum aestivum L)  نان  گندم غلات  از  یکی 

 بر اساس   .باشدی ممنبع غذایی در سراسر جهان    نیترمهم

میزان   و کشاورزی جهان )فائو(،  خواروبارگزارش سازمان  

جهانی   با    2018-2019  یها سالدر  گندم  تولید  برابر 

 8/34درصد و معادل    8/4که    میلیون تن بوده است  4/766

  . گندم میلیون تن نسبت به سال گذشته افزایش داشته است

سوم    ازلحاظ رده  در  برنج  و  ذرت  از  بعد  تولید  میزان 

دارد قرار  کل از  درصد    40-45متوسط    طوربه و    اهمیت 

کل پروتئین در رژیم غذایی انسان    از  درصد  50کالری و  

فراهم   بین  .  (FAO, 2019)  کندیمرا  در   غلات گندم 

دارا  متفاوت  اقلیمی  شرایط  با  را  سازگاری  بیشترین 

  ی هاکرانهاین گیاه در سراسر دنیا از  که    یطور به   ،باشدیم

  .(Joudi et al., 2014)  شودیمقطبی تا حوالی استوا کشت  

جهان    نیترعمده سراسر  در  گندم  نان    صورتبه مصرف 

کیف  باشدیم آن  ی که  مطلوب  مزه،    نظر  ازت  کاهش  طعم، 

اهمیت بسزایی دارد  یدارنگهمقدار ضایعات و طول مدت 

(Bushuk, 1998.)    گندم نانوایی  کیفیت   عنوانبه افزایش 

مورد   همواره  اصلاحی  اهداف  از  از  یکی  بسیاری  توجه 

یکی ساختار ژنت  برعلاوه کیفیت نانوایی    محققان بوده است.

از اثرات محیطی شامل    یامجموعه   تأثیردانه گندم، تحت  

عوامل  .  (Finney et al., 1987)  باشدیم  وهوا آبخاک و  

از   تعیین کیفیت آردهای گندم دخیل هستند کهمتعددی در 

آندوسپرم   یاره یذخ  یهانیپروتئمیزان    به  توان یمآن جمله  

بر کیفیت    مؤثر  یهاعامل   نیترعمدهاشاره داشت که    دانه

محسوب   استراتژیک  گیاه  این  . شوندیممحصول 

است و    هان یگلوتنو    هانی ادیگلگلوتن شامل    یهانیپروتئ

وتئین دانه گندم را این دو جزء  نزدیک به هشتاد درصد پر

و   یارهیزنجچند  صورتبهگلوتنین    .دهندیمتشکیل  

 ,.D’ovidio et al)  هستند  ی اره یزنجتک  صورتبه گلیادین  

کشش   کنندهیینتع  هان یپروتئاین   (. 1997   قدرت 

ویسکوزیته   )الستیسیته( فرد  به  منحصر  خصوصیات  و 

این    باشندیمخمیر   کیفیت  ب  هایژگیوکه  و  میزان  تغییر  ا 

تغیی دارد  نانوایی  کیفیت  در  مهمی  نقش  که  پیدا  گلوتن  ر 

لحاظ    هانیگلوتن  (.Tanaka et al., 2005)  کندیم به 

بال  مولکولی  وزن  با  گلوتنین  گروه  دو  به  مولکولی 

(HMW-GS)    پایین با وزن مولکولی  -LMW) و گلوتنین 

GS )  و    هان یپروتئاین    .شوندیم  یبندم یتقس مهم  نقش 

دارند  نان  پخت  همچنین  و  آرد  کیفیت  در  را    اساسی 

(Barnard et al., 2002  .) امروزه بعد از تحقیقات گسترده

است شده  مشخص  زمینه  این   یهاتفاوت مسئول    که  در 

گندم   مختلف  ارقام  در  خواص    نظر  ازموجود  و  کیفیت 

آ مقدار  غذایی  و  نوع  در  تنوع   یارهیذخ  ی هانیپروتئرد، 

در    ؛باشدیمبذر   دلیل  این  کیفیت    ینژادبه  یهابرنامه به 

این   از  شاخص    عنوانبه بذر    یاره یذخ  یهان یپروتئگندم، 

استفاده   مهم  و    (. Nakamura, 2000) شودیمارزشمند 

و   عیسر  ،نهیهزکمروش    کی  SDS-PAGE  کیتکن

موجود در    یاره یذخی  هان یجهت مطالعه پروتئ  ریتکرارپذ

 منظوربههمچنین    .(Liu et al., 2016)   باشدیمبذر  

در   گندم  نانوایی  کیفیت  یک    یهانسل ارزیابی  در  اولیه 

اصلاحی،   دسترس   معمولًبرنامه  در  بذر  کافی  مقدار 

آزمایشگاهی مانند   یهاروشبنابراین استفاده از    ؛باشدینم

دانه،    یریگاندازه پروتئین  محتوای  زلنی،  رسوب  حجم 

و  خشک  انتخاب    گلوتن  گلوتن  برای   یهانیلمرطوب 

و   شده    نظر  از  دوارکنندهیامبرتر  پیشنهاد  نانوایی  کیفیت 

پژوهشی    .(Sanchez-Garcia et al., 2015)  است طی 

  28( تنوع ژنتیکی Akbari et al., 2017)اکبری و همکاران 

به روش   ژنی  مکان  در سه  را  گندم  نوترکیب  اینبرد  لین 

SDS-PAGE  بررسی قرار دادند و سپس ارتباط بین    مورد

نانوایی  کیفیت  با  مرتبط  خصوصیات  برخی  و  نوارها 

درصد  آب،  جذب  درصد  زلنی،  رسوب  حجم  ازجمله 

هش  وقرار دادند. نتایج پژ  سنجشپروتئین و غیره را مورد  

بر کیفیت نانوایی    مؤثرهای  آلل  نیترمهمها نشان داد که  آن

مرطوب،   گلوتن  پروتئینبا  زلنی   درصد  رسوب  حجم  و 

و   مثبت  است  یداریمعنرابطه  و    همچنین  .داشته  نجفیان 

انجام  Najafian et al., 2008)  همکاران طریق  از   )

از صفت حجم   67آزمایشی   استفاده  با  را  نان  گندم  رقم 

نتیجه   این  به  و  دادند  قرار  ارزیابی  مورد  زلنی  رسوب 
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ارقام   این  در  موجود  گلوتنین  میزان  طریق  از  که  رسیدند 

خوبآن  توانندیم کیفیت  با  گروه  دو  به  را  )جهت   ها 

متوسط    ی حجمی(هانان ی  هیته  یهانان   یهیته  )جهتو 

در    یهایبررسطی    کنند.بندی  گروه   ( پهن شده  انجام 

واحدهای گلوتنین سنگین و صفات   خصوص ارتباط زیر

 Mehr Azar et)مرتبط با کیفیت دانه مهرآذر و همکاران  

al., 2014 )،  32    را گندم  تجاری  زیر    همراهبهرقم 

روش    HMWواحدهای   ارزیابی   SDS-PAGEبه  مورد 

چهار   که  داد  نشان  پژوهش  این  نتایج  دادند.    مؤلفه قرار 

و   دانه  سختی  آب،  جذب  میزان  پروتئین،  درصد  اصلی 

تغییرات ارزش کیفی نانوایی   دنتوانیمحجم رسوب زلنی  

کن توجیه  محققی  د.نرا  دیگر  پژوهشی  بررسی    ندر  با 

و   کیفی  ژنوتیپ    11بذر،    یارهیذخ  یهان یپروتئصفات 

گند رقم  سه  و  دوروم  میزان گندم  که  دریافتند  نان  م 

مثبت    یارهیذخ   یهانیپروتئ همبستگی  کیفی  صفات  با 

  یهایبررس  (.Rajabi Hashjin et al., 2014داشته است )

با رابطه  نان  یهایژگیو  زیادی در  کیفیت  با  وایی و  مرتبط 

میزان   کیفیت    یاره یذخ  یهانیپروتئاثر  گندم  ارقام    نان بر 

( است  شده  انجام   ;Khoshroo et al., 2011نان 

Ghoreishi et al., 2014; Derakhshan et al., 2017). 

 ی فیمرتبط با صفات ک  اتیخصوص  یبررس  ،مطالعه  در این

خصوص آن   یینانوا  اتیو  ارتباط  مو  با   نیگلوتن  زانیها 

و همچنین بیان    مختلف گندم  یهان یلموجود در ارقام و  

تا بتوان    شد  یگذارهدف   دخیل در کیفیت نانوایی  یهاژن 

طر آزما  قیاز    ا یارقام    ،یمولکول-یشگاهیمطالعات 

را    یهاپ یژنوت تول  شیافزا  نظر  ازمناسب  و    دیعملکرد 

به   شتریب ک  خصوصو   دیتول  یهاگندم  یینانوا  تیفیبهبود 

 کرد. یبندشده دسته 

 هاروش مواد و 

خصوص  منظوربه  نانوایی بررسی  کیفیت  به  مربوط  یات 

والدینشان و نیز   همراهبه   گندم نان  دیدابلدهاپلوئ  یهانیل

آن ارقام  مقایسه  با  )بهها  منطقه  در  کشت  عنوان مورد 

این  (شاهد به  مربوط  بذرهای  ابتدا  از   هانیل ،  ارقام  و 

و   سیتوژنتیک  مولکولی آزمایشگاه  علوم    بیولوژی  دانشگاه 

شد.  کشاورزی   تهیه  ساری  طبیعی  منابع  والد   یهارقم و 

پژوهش   این  در  استفاده  و    Molineux  و  Tridentمورد 

با مطالعه نتایج .  بودند  Morvaridو    Ehsan  شاهد  یهارقم

همکارانمسچی  یهاپژوهش  و  و    زرگانیو    باهوش 

(  Zargani et al., 2015; Meschibahoush etهمکاران 

al., 2018  بین از  نان    یهانیل(  گندم    30دابلدهاپلوئید 

  1در جدول    هانیلاین  فهرست  لین برتر انتخاب شد که  

و ارقام    هانیلدر اولین مرحله غربالگری  .  شده است  ارائه

آز چهار  کیفی  با  رسوب    یریگاندازه  ازجملهمون  حجم 

گلوتن مرطوب و خشک، درصد جذب   یریگاندازهزلنی،  

پروتئین   محتوای  بررسی  همچنین  و  طرح   درآب  قالب 

 د. تصادفی با سه تکرار مورد ارزیابی قرار گرفتن کاملاً

 

 مورد استفاده در این پژوهش  یهانیلارقام و  -1 جدول
Table 1. Varieties and Lines used in this research 

ین/رقمل  

Variety/Line 
 ردیف

Row 
ین/رقمل  

Variety/Line 
 ردیف

Row 
 لین/رقم

Variety/Line 
 ردیف

Row 
 لین/رقم

Variety/Line 
 ردیف

Row 
DH-143 29 DH-82 20 DH-11 10 Trident 1 
DH-155 30 DH-86 21 DH-27 11 Molineux 2 
DH-156 31 DH-102 22 DH-30 12 Ehsan 3 
DH-157 32 DH-106 23 DH-50 14 Morvarid 4 
DH-159 33 DH-108 24 DH-54 15 DH-4 5 
DH-166 34 DH-109 25 DH-56 16 DH-7 6 

  DH-115 26 DH-61 17 DH-8 7 
  DH-130 27 DH-62 18 DH-9 8 

  DH-141 28 DH-70 19 DH-10 9 
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در ابتدا میزان    آزمون انجام این    منظور به :  حجم رسوب زلنی 

 BLENDER  توسط دستگاه   ،خالص بذری    نمونه گرم    300

8011ES    بر اساس استانداردهای    ها ی ر ی گ اندازه   و   شد آسیاب

)   ی الملل ن ی ب من  ج ان  تکنولوژی غلات  و  صورت  (  ICCعلوم 

زلن   ی ر ی گ اندازه   . گرفت  رسوب  شده    ی حجم  ارائه  روش  با 

 ( شماره  ICCتوسط  به  شد   116/ 1(  این    . انجام  انجام  برای 

ابتدا   محلول  محلول  استوک  آزمون  و  )زلنی(  لکتیک  اسید 

گرم آرد    3/ 2سپس   ،تهیه گردید طبق دستورالعمل    بلو برموفنل 

به درون استوانه مدرج    ه بود د غربال ش   100را که توسط الک  

به    بلو بروموفنل محلول    تر ی ل ی ل ی م   50و    انتقال   ی تر ی ل ی ل ی م   100

  صورت به  هم زدن با  سپس درب آن را بسته و  ، شد اضافه  آن 

شد  تبدیل  از  سوسپانسیون  بعد  سکون    2-1.    مجدداً دقیقه 

انجام   با شیکر  را  محلول    تر ی ل ی ل ی م   25و  داده  عمل هم زدن 

به آن   به   وده شد افز زلنی  یا دست    5مدت  و  با شیکر  دقیقه 

از    . زده شد هم    ی خوب به  مقدار رسوب    5پس  دقیقه سکون 

  . شد عدد زلنی یادداشت    عنوان به   تر ی ل ی ل ی م   برحسب   مانده ی باق 

بودن  در    بال  گلوتن  و    تر آرام   ی ن ی نش ته سبب    ها نمونه میزان 

حجم  ا افز   جه ی درنت  مقدار    لذا   ،شود ی م   ی ن ی نش ته یش  چه  هر 

باشد   بیشتر    . باشد ی م   نان   بهتر کیفیت    دهنده نشان رسوب 

مربوط    تر ی ل ی ل ی م   20حجم رسوب زیر    ICCمطابق استاندارد  

گروه متوسط و    تر ی ل ی ل ی م   20-25ضعیف،    ی ها گندم به گروه  

از  بال  بال    ی ها گندم در گروه    تر ی ل ی ل ی م   25تر  با گلوتن  قوی 

 (. ICC Standard Methods, 2008) شدند    ی بند گروه 

و درصد جذب آب    ی ر ی گ اندازه :  گلوتن مرطوب، خشک 

خشک   مرطوب   گلوتن   درصد  اساس   و  انجمن    بر  روش 

 ( آمریکا  غلات  دستی    به (  AACC, 10-38شیمی  روش 

. به این  گرفت هزینه کم مورد استفاده قرار    و   سهولت   دلیل به 

و    8/ 3مقدار    منظور  کرده  توزین  را  شده  آسیاب  آرد  گرم 

محلول    تر ی ل ی ل ی م   4مقدار  سپس   بشر    درون   NaCl 2%از 

،  بعد دقیقه    10-15  مدت به   و   شد مخلوط    ی خوب به افزوده و  

خمیر  شستشوی  آب   عمل  ملایم  بسیار  جریان  جهت    در 

عمل توزین  انجام داده شد و  آن    خروج ترکیبات محلول در 

مقدار ه ب   جهت  آوردن  گرفت.    دست  انجام  مرطوب  گلوتن 

خشک    دست به   منظور به همچنین   گلوتن    ی ها گلوله آوردن 

را   آون    24  مدت به خمیر  در    گراد ی سانت درجه    100ساعت 

محاسبه    ی برا داده و سپس عمل توزین صورت گرفت.    ار قر 

ز   زان ی م  فرمول  از  آب  گلوتن    ر ی جذب  شد.    دلیل به استفاده 

 . کند ی برابر وزن خود آب جذب م   3تا    2  ن ی بافت متخلخل ب 

آب   درصد جذب   =   گلوتن مرطوب(   -  )گلوتن خشک   

نیتروژن کل و میزان    ی ر ی گ اندازه برای  :  محتوای پروتئین دانه 

دستگاه   از   NDA ( Nitrogen Dumas Analyzer) پروتئین 

ا است.    شده   استفاده   702 که    ن ی به    زان ی م   درواقع صورت 

شده در نمونه محاسبه    ی ر ی گ اندازه   تروژن ی از درصد ن   ن ی پروتئ 

ا Gozubenli, 2010)   شود ی م  احتراق    ن ی (.  بر اساس  دستگاه 

اکس  بال عمل    ی با دما   ی ا و در محفظه   ژن ی نمونه در حضور 

آزادساز   کند ی م  به  منجر  )   د ی اکس ی د   ی که  آب  (،  CO2کربن 

 (H2O و ن ) تروژن ی   (N م ) کربن و آب    د ی اکس ی د . سپس  شود ی

ستون  از  عبور  آن   ی ا ژه ی و   ی ها با  م که  جذب  را    کنند ی ها 

م  انتها  در  و  شده  طر   تروژن ی ن   زان ی حذف  گاز    ق ی از  عبور 

ستون   مانده ی باق  دارا   ی از  حرارت   ک ی   ی که  است    ی آشکارساز 

 . شود ی م   ی ر ی گ اندازه 

الگو  )   های ن ی پروتئ   ی باند   ی الکتروفورز  -SDSدانه 

PAGE )  : انجام از  بین    پس  از  غربالگری  اول  مرحله 

لین مطلوب و دو    عنوان به دو لین    د ی دابلدهاپلوئ   ی ها ن ی ل 

انتخاب شد و   نامطلوب  والدین و ارقام شاهد    همراه به لین 

و   ژنتیک  پژوهشکده  تحقیقاتی  گلخانه    ی فناور ست ی ز در 

تکرار کشت    کاملًاطرح    صورت به طبرستان   با سه  تصادفی 

برداشت بذر ارقام انجام شد و به    ،پس از رسیدن کامل .  ند شد 

انجام آزمون   مورد استفاده قرار گرفت.    SDS-PAGEجهت 

-SDS  ک ی دانه توسط تکن   ای ره ی ذخ   های ن ی پروتئ   ی باند   ی الگو 

PAGE   (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis )   ( گرفت  قرار  مطالعه   ,Laemmliمورد 

ا 1970 در  کننده    ن ی (.  جدا  ژل  غلظت  و    درصد   14روش 

  ی محتو   در نظر گرفته شد. درصد    6غلظت ژل متراکم کننده  

صورت   ن ی پروتئ  دو  به   Crude)   م خا   ن ی پروتئ   زان ی م   ،کل 

protein  ) م )   ن ی پروتئ   زان ی و  ارز   ( حل قابل محلول    ی اب ی مورد 

گرفت  پروتئ   منظور به   . قرار  ابتدا    ی ا ره ی ذخ   ی ها ن ی استخراج 

پودر و    ی ن ی و ارقام در هاون چ   ها ن ی ل   ی بذر تمام   ی ها نمونه 
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  شده اتوکلاو    ال ی گرم از نمونه پودر شده در و   0/ 1  زان ی به م 

بافر استخراج    1500سپس به میزان    ،ریخته شدند  میکرولیتر 

  ها ن ی حل شدن پروتئ   جهت و به  فسفات به هر نمونه اضافه  

نمونه   بافر،  دما   قه ی دق   45  مدت به در  داده    ط ی مح   ی در  قرار 

  4  ی با دما   وژ ی ف ی در سانتر   قه ی دق   15  مدت به   پس از آن   شدند. 

قرار    ،( g 17968)   دور   14000و با سرعت    گراد ی سانت درجه  

  ی ا ره ی ذخ   ی ها ن ی پروتئ سپس برای سنجش کمیت    داده شدند. 

  BSA   (Bovine serum albumin )و از    ز روش برادفورد ا بذر  

شد   عنوان به  استفاده  ا .  ( Bradford, 1976)   استاندارد    ن ی در 

از هر    تر ی کرول ی م   10  ،ن ی مقدار پروتئ   ت ی کم   ن یی تع   ی روش برا 

و  به  صاف    تر ی کرول ی م   960  ی حاو   ال ی نمونه  همگن  محلول 

سپس  ،  افت ی آب مقطر انتقال    تر ی کرول ی م   30شده برادفورد و  

نمونه   زان ی م  با  جذب  اسپکتروفتومتر  دستگاه  با    موج طول ها 

اساس    595 بر  و  قرائت  بذر    لیتر میلی بر    گرم ی ل ی م نانومتر 

از    د ی آم ل ی اکر ی ژل پل   SDS-PAGE  ک ی در تکن .  شد   ادداشت ی 

-با ورود نمونه شده است.    ل ی تشک   ی ن یی و پا   یی دو قسمت بال 

به   پروتئین  نام های  هم  کننده  متراکم  ژل  که  بال    ده ی ژل 

  صورت به شوند تا  ی پروتئین آماده می ها ی نمونه همه   شود ی م 

لیه    زمان هم  شوند.    کننده حل به  وارد  وارد  نمونه  که  زمانی 

ها پخش شده  شود در طول کل چاهک می   کننده حل این لیه  

  کننده حل خواهد بود. لیه    یت رؤو یک اسمیر پیوسته قابل  

پروتئین  مولکولی  اساس وزن  بر  تفکیک  سپس  را    کند ی م ها 

 (Wang.et al., 2014 .)    طبق پائین  و  بال  ژل  تهیه  از  پس 

جهت    SDS-PAGEدر    ها نمونه بارگذاری    منظور به استاندارد  

  20  ،ی ن ی پروتئ   ی واحدها   ر ی ز   بر اساس   ها ن ی الکتروفورز پروتئ 

پروتئ   تر ی کرول ی م  نمونه   تر ی کرول ی م   20با    ن ی از  بافر    ی خوب به   از 

گرد  نها  . د ی مخلوط  م   ت ی در  به  حاصل  محلول    20  زان ی از 

  شد   ی ژل بارگذار   ی ها در چاهک   پ ی هر ژنوت   ی برا   تر ی کرول ی م 

 (Motamedzadegan and Hadidi, 2012 .)    عملیات سپس 

رنگ   ی ز ی آم رنگ  ژل  و  با بری  و  قابل  انجام  پروتئینی  ندهای 

 روئیت شدند. 

تکن   ان ی ب   ی بررس  با    منظور به :  Real-time PCR  ک ی ژن 

استخراج    ها ن ی ل کل از بذور ارقام و    RNAبررسی بیان ژن،  

یزول و بر اساس  ا با استفاده از بافر تر   RNAگردید. استخراج  

انجام شد.  (  Thermo Fisher Scientific) دستورالعمل شرکت  

عدد بذر گندم از هر تکرار    20تعداد    RNAجهت استخراج  

نمونه  مایع  ازت  از  استفاده  با  و  خرد  چینی  هاون  ها  درون 

های پودر شده در ویال ریخته  پودر شدند. سپس نمونه   کاملًا 

گرم نمونه    0/ 1ها به ازای  شدند. در مرحله بعد به تمام نمونه 

  40تا    30  مدت به د. سپس  یزول اضافه ش ا میکرولیتر تر   1000

شد.   انجام  ورتکس  بعد  در  ثانیه  میکرولیتر    200مرحله 

  5تکان داده و    یه ثان   15  مدت به ها اضافه و  کلروفرم به نمونه 

  4دقیقه در دمای    15  مدت به دقیقه روی یخ قرار داده شدند و  

با   ات   12000درجه  از  پس  شدند.  سانتریفیوژ  مام  دور 

روی  فاز  نمونه  سانتریفیوژ  حجم  میزان  به  و  کرده  جدا  را  ی 

ایزوپ  شده  نمونه ر برداشت  به  سرد  و  وپانول  شد  اضافه  ها 

ها از  نگهداری شدند. نمونه   -20دقیقه در فریزر    20  مدت به 

وژ شدند. در مرحله بعد و  فریزر خارج شده و مجدد سانتریفی 

صورت یک رسوب سفید رنگ در  به   RNAپس از مشاهده  

درصد    75ی دور ریخته شد و اتانول  ی ، مایع رو ها انتهای ویال 

درجه    4دقیقه در دمای    8  مدت به به رسوب )پلیت( اضافه و  

دور   با  سانتریفیوژ    7500و  اتمام  از  پس  شدند.  سانتریفیوژ 

خشک    کاملًاخالی کرده تا رسوب    را   ها مواد موجود در ویال 

ها اضافه  میکرولیتر آب تزریقی به ویال   50د. سپس مقدار  شو 

  مدت به ها  حل شدن رسوب، نمونه   منظور به شد و در نهایت  

درجه ترمومیکسر قرار داده شدند تا    57دقیقه در دمای    10

RNA   و    حل شود.   ی خوب به کیفیت  ارزیابی  همچنین جهت 

  با استخراج شده از دو روش اسپکتروفتومتری    RNAکمیت  

آگارز    260  موج طول  ژل  الکتروفورز  و  درصد    2نانومتر 

ریبونوکلئازی   دئوکسی  تیمار  با  بعد  مرحله  در  شد.  استفاده 

استخراج شده    RNAژنومی از    DNaseI  ،DNAتوسط آنزیم  

منظور   بدین  گردید.  نمونه    6حذف  از    RNAمیکرولیتر 

میکرولیتر   یک  و  شده  میکرولیتر  MgCl2استخراج  یک   ،

DNaseI    0/ 2آب تزریقی درون ویال    له ی وس به اضافه شد و  

حجم    ی تر ی ل ی ل ی م  ویال    میکرولیتر   10به  سپس  شد.  رسانده 

دمای    30  مدت به   ها نمونه حاوی   در  درجه    37دقیقه 

از حذف    گراد ی انت س  بعد  مقدار یک    DNAقرار داده شدند. 

  10  مدت به   مجدداًو  اضافه    ها نمونه به    EDTAمیکرولیتر  
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   …  کیفیت نانوایی ی دخیل در  ها ژن کیفی و بیان    خصوصیات بررسی   و همکاران  دیباآفرح غلامی

قرار داده شدند. ساخت    گراد ی سانت درجه    65دقیقه در دمای  

cDNA    شرکت    پروتکل طبقThermo Fisher Scientific  

تیمار شده با    RNAمیکرولیتر از    5انجام گرفت. بدین منظور  

DNase    یک و  برداشته  را  قبل  فرآیند  در  شده  ساخته 

به آن اضافه شد و با آب تزریقی به حجم    oligo dtمیکرولیتر  

رساند   12 شد میکرولیتر  سپس  ه  و    ها نمونه .  شده  اسپین 

دمای    5  مدت به  در  دا   گراد ی سانت درجه    65دقیقه  ده  قرار 

معکوس   رونویسی  مرحله  برای  واکنش  مخلوط  شدند. 

)   صورت به  بافر    4ترکیب  میکرولیتر    x5  ،2میکرولیتر 

dNTPS  ،1   میکرولیتر   ((RT  ) Ribolock RNase Inhibitor  

ویال    ( Reverse Transcriptase  ( RI) میکرولیتر    1و     12به 

به   آن  حجم  و  شد  اضافه  مواد  حاوی    20میکرولیتری 

حاوی   ویال  شد.  رسانده  و    ها نمونه میکرولیتر  شده  اسپین 

آخر نیز   و در   گراد ی سانت درجه    42دقیقه در دمای   60 مدت به 

دمای  دقیقه    5  مدت به توقف واکنش    منظور به  درجه    70در 

گرفتند.   گراد ی سانت  ،  HMW-X  ی ها ژن   آغازگرهای   قرار 

HMW-Y  ،LMW-B  ،LMW-D   و  PDIL2   ژن    همراه به

ADP   خانه   عنوان به داخل ژن  )کنترل  مقالت    ( ی دار  از 

از    ی اعتبارسنج   منظور به و  (  2)جدول  استخراج   استفاده  با 

Primer Blast    سایتNCBI   شدند   د ی تائ   (Zhong et al., 

2018; Katagiri et al., 2011 .) 

بیان   تحلیل  و  بررسی   ی ها ژن تجزیه  مبنا   مورد  روش    ی بر 

رفرنس  (  TCΔروش  ) ی  نسب   ز ی آنال  ژن  از  استفاده  با  و  با 

 CFX96TMدستگاه  و    Real-Time PCRاستفاده از تکنیک  

Real-Time System    شرکتBIO-RAD   برای    شد.   انجام

  10حجم  شرایط مطلوب  در  Real-Time PCRانجام واکنش 

نمونه   تر ی کرول ی م  هر  ب   با   از  تکرار  شد.    ه ی ته   کال ی ولوژ ی سه 

ا   ی احتمال   ی از خطاها   ی ر ی جلوگ   منظور به  در    ی آلودگ   جاد ی و 

مقاد  از  برداشت  ن   ر ی هنگام  مورد  مواد  جهت    از ی کم  به  و 

ا   ی راحت  بالتر،  عمل  سرعت  پا   ز و  ته   ه،ی محلول    ه ی استوک 

تا زمان استفاده    cDNA  همراه به   از ی مواد مورد ن   ی . تمام د ی گرد 

همچن   ی نگهدار   خ ی   ی رو  و  ته   ی تمام   ن ی شدند    ی ه ی مراحل 

و    ل ی استر   ط ی هود و مح   ر ی در ز   Real-Time PCR  ی ها محلول 

پل    خته ی ر   Real-Time PCRمخصوص    یی تا 96  های ت ی در 

 Real-Timeواکنش    ی در ط   ی آلودگ   ص ی تشخ   منظور به شدند.  

PCR   منف کنترل  استفاده  NTC)   ی از  هم شد (  به  هت  ج   ن ی . 

  NTCمربوط به    ت ی چاهک در پل   3  ی هر ژن مورد بررس   ی برا 

مواد    ی ها تمام چاهک   ن ی صورت که در ا   ن ی قرار داده شد. به ا 

  cDNAاز    ر ی غ به   Real-Time PCRانجام واکنش    ی لزم برا 

 . شده بود   خته ی ر 

داده  تحلیل  و  تحل   ه ی تجز :  ها تجزیه  پژوهش   ل ی و    با   این 

انجام    26نسخه    SPSSو    9.4نسخه    SAS  افزار نرم   از   استفاده 

  . د ی استفاده گرد   Excel  افزار نرم رسم نمودارها از    ی شد و برا 

با سه   ی تصادف  املًاک  طرح  ها در قلب آزمایش بررسی بیان ژن 

آزمون حداقل    ق ی از طر   ز ی ن   ها ن ی انگ ی م   سه ی . مقا انجام شد تکرار  

انجام    1  احتمال   سطح   در   ( LSD)   دار ی معن اختلاف   درصد 

 . شد 

 
 Real-Time PCRتوالی آغازگرهای مورد استفاده در  -2جدول 

Table 2. Primer sequences used for Real-time PCR 
 طول قطعه تکثیری 

 باز()جفت

Product Size (bp) 

 ی ذوب دما
°C)TM ( 

 (5ˈ-3ˈ) توالی

Sequence (5ˈ-3ˈ) 
 نام ژن 

Gene name 

122 61.40 Fwd:5’- ATGTTAGCGCGGAGCACCAG-3’ 
HMW-X 

61.40 Rev:5’- TATCACTGGCTGGCCGACA-3’ 
115 61.78 Fwd:5’- CAAGGCTACGACAGCCCATAC-3’ 

HMW-Y 
61.40 Rev:5’- CACCCTCCATCCGACACACT-3’ 

128 58.40 Fwd:5’- GGTACCTTDTTGCAGCCACA-3’ 
LMW-B 

58.40 Rev:5’- CCGAATGGCACAMTAGTGGT-3’ 
151 58.40 Fwd:5’- TTGCAGCCACACCARATAGC-3’ 

LMW-D 
55.25 Rev:5’- CTTATCAGTAGGCACCAACT-3’ 

67 60.65 Fwd:5’- TCCCCACGATACTCTTCTATCCA-3’ 
PDIL2 

59.35 Rev:5’- CGGTCCCCCTCGAAAGTTAT-3’ 
165 60.25 Fwd:5’- GCTCTCCAACAACATTGCCAAC-3’ 

ADP 
61.78 Rev:5’- GCTTCTGCCTGTCACATACGC-3’ 
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 نتایج و بحث 

زلنی  واریانس :  آزمون حجم رسوب  تجزیه    ی ها داده   نتایج 

حجم رسوب زلنی نشان داد که ارقام مورد    حاصل از آزمون 

درصد    یک ت کیفی در سطح احتمال  این صف   نظر   از ارزیابی  

وجود    دهنده نشان که این اختلاف    داشتند   ی دار ی معن اختلاف  

و انتخاب از بین ارقام بر اساس این    باشد ی م تنوع بین ارقام  

فراهم   را  مقایسه  .  ( 3  جدول )   سازد ی م صفت  میانگین  نتایج 

که   داد  نشان  تیمارها  نظر  بین  زلن   زان ی م از  رسوب    ،ی حجم 

  ن ی به ا   ،داشتند   گر ی کد ی با    ی اد ی تفاوت ز   ها ن ی ل ارقام و  تمامی  

)   DH-143  ی ها ن ی ل که  ت  صور  مقدار  و  تر ی ل ی ل ی م   34با   )

DH-159   ( ب تر ی ل ی ل ی م   31با مقدار حجم رسوب )  یشترین میزان

  ن ی مطلوب ا   ت ی ف ی ک   ی دهنده نشان که    داشتند رسوب زلنی را  

زلن   ها ن ی ل  رسوب  حجم  صفت    ن ی همچن و    باشد ی م   ی در 

  11/ 33و   11با مقادیر )  ترتیب به   DH-106و    DH-7  ی ها ن ی ل 

 . ( 4  جدول )   بودند ( کمترین حجم رسوب را دارا  تر ی ل ی ل ی م 

لین مورد بررسی در این پژوهش و ارقام    30ی بین  بند گروه 

که   بود  صورت  این  به  شاهد  و  تع والد  از  مقدار    ن یی پس 

م   ن ی نش ته  برحسب  مدرج   تر ی ل ی ل ی شده  استوانه  حجم  ،  در 

زلن  طبق    مانده ی باق ی  رسوب  و  شد  ی  استانداردها یادداشت 

ICC    جدول    میزان حجم رسوب در سه گروه طبق   اساس بر

 شدند.   ی بند م ی تقس   5

 گلوتن مرطوب، خشک و درصد جذب آب 

جدول   واریانس  تجزیه  و    دار ی معن   3نتایج  ارقام  اثر  شدن 

ی گندم مورد استفاده در این پژوهش بر صفت میزان  ها ن ی ل 

گلوتن مرطوب، گلوتن خشک و درصد جذب آب را نشان  

مرطوب  طور به داد.   گلوتن  صفت  در  که  مقدار    ن ی شتر ی ب ی 

و لین    گرم(   77/ 80  ن ی انگ ی با م )   DH-159  ی ها ن ی مربوط به ل 

DH-143   (  میانگین مقدار    ن ی کمتر نیز  و    گرم(   74/ 85با 

ل (  گرم   22/ 74)  دا   DH-106  ن ی به  با  شت  اختصاص  که 

ی نداشت  دار ی معن گرم( اختلاف    34/ 37با مقدار )   DH-7لین 

و    Trident. طبق نتایج ارقام والد  گرفتند و در یک گروه قرار  

Molineux    شاهد ارقام  دارای    Morvaridو    Ehsanو  نیز 

متوسطی   نشان  بودند مقدار  میانگین  مقایسه  نتایج  همچنین   .

  گلوتن خشک   ی ف ی نظر صفت ک   از   ها ن ی ل   ن ی تر مطلوب داد که  

ل   مربوط  مقدار    DH-159  ی ها ن ی به  لین    گرم   26/ 21با  و 

DH-143    مقدار کمتر   گرم   25/ 11با  و  داشت    ن ی اختصاص 

  8/ 75با مقدار    DH-106  ن ی گلوتن خشک مربوط به ل مقدار  

 . ( 4جدول  )   باشد ی م   گرم   11/ 80با مقدار    DH-7لین    و   گرم 

نتایج تجزیه واریانس مربوط به درصد جذب آب    اساس بر  

بین   که  شد  اختلاف    ها ن ی ل مشخص  ارقام  ی  دار ی معن و 

طبق   همچنین  داشت.  میانگین  ها داده وجود  مقایسه  نتایج  ی 

  51/ 59بیشترین میزان درصد جذب آب با مقادیر   ( 4جدول  ) 

به    ترتیب به درصد    49/ 74  و  و    DH-159ی  ها ن ی ل مربوط 

DH-143   13/ 99  با مقادیر   ترتیب به و کمترین میزان    باشد ی م  

به    22/ 56و   مربوط    DH-7و    DH-106ی  ها ن ی ل درصد 

 (. 3گزارش شد )جدول  
 

 گندم  یددابلدهاپلوئ هایینلاز ارقام و  کیهر   یفیصفات ک  انسیوار هیتجز  جینتا -3 جدول
Table 3. Analysis of variance for the qualitative traits of each of wheat’s doubled haploids varieties 

 درجه آزادی   ( Mean square)  میانگین مربعات

Degree of 

freedom 

 منابع تغییرات 

Sources of 

variations 
 درصد جذب آب 

Water absorption  

 محتوای نیتروژن 
Nitrogen content  

 گلوتن خشک 
Dry Gluten  

 گلوتن مرطوب 
Wet Gluten  

 زلنی 
Zeleny  

 تیمار 33 **16.123 **445.02 **47.83 **6.36 **202.22
Treatment 

0.91 1.48 1.10 1.51 7.09 68 
 خطا

Error 

2.51 8.39 5.67 2.15 14.09 
 )درصد(  ضریب تغییرات

Coefficient of variation (%) 
 در سطح احتمال یک درصد  داریی معن: **

**: Significance at 1% probability level 
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   …  کیفیت نانوایی ی دخیل در  ها ژن کیفی و بیان    خصوصیات بررسی   و همکاران  دیباآفرح غلامی

 گندم  یددابلدهاپلوئ هایینلاز ارقام و  کیهر   یفیصفات ک نیانگیم سهیمقا  جینتا -4 جدول
Table 4. Mean comparison results for the qualitative traits of each of wheat’s doubled haploids varieties 

 تیمار 

Treatment 

 ی زلن 
 لیتر( میلی )   

Zeleny (ml) 

  گلوتن مرطوب 
 )گرم( 

Wet Gluten (g) 

  گلوتن خشک 
 )گرم( 

Dry Gluten (g) 

 محتوای پروتئین 
 )درصد(   

Protein content (%) 

   درصد جذب آب 
 )درصد( 

Water absorption (%) 
4 DH P-K15.00 u37.69 qr13.20 ij12.62 p24.49 
7 DH P11.00 v34.37 r11.80 j12.33 q22.56 
8 DH h-e20.67 pq50.58 o-m17.00 j12.37 m33.85 
9 DH p-m13.67 mn55.19 l-i18.95 j-d14.01 kl36.24 

10 DH p-n12.00 st45.02 pq14.71 g-b14.93 no30.31 
11 DH m-h17.33 ij59.55 k-g20.14 c-a16.42 i-g39.41 
27 DH k-f19.00 lm56.55 l-i19.18 ij12.71 jk37.37 
30 DH g-e22.00 op52.79 n-l17.91 j-f13.34 lm34.88 
49 DH bc29.00 e-c70.50 e-b23.52 g-b14.99 c46.98 
50 DH p-m13.33 g62.80 h-f21.09 i-c14.48 de41.71 
54 DH g-e21.67 pq51.49 n-l17.65 j-d14.02 m33.83 
56 DH i-e19.67 de69.25 e-c23.28 c-a16.53 c45.98 
61 DH p-n12.33 pq51.90 n-l17.61 j-d13.98 m34.29 
62 DH l-g18.00 j-h60.37 j-g20.39 f-b15.04 i-f39.98 
70 DH h-e21.33 u37.69 qr13.20 e-b15.45 p24.48 
82 DH f-d23.00 ij59.58 k-h19.84 g-b15.01 i-g39.75 
86 DH h-e20.33 e-c70.10 d-b23.85 d-b15.58 c46.25 
102 DH p-n12.00 t43.83 pq14.76 i-c14.52 o29.07 
106 DH op11.33 w22.74 s8.75 j12.09 r13.99 
108 DH p-n12.00 gh61.71 i-f20.93 j-h12.81 g-e40.78 
109 DH cd26.33 jk58.77 k-h19.75 f-b15.29 hi39.02 
115 DH k-g18.33 f64.98 g-e21.75 c-a16.41 d43.22 
130 DH d-b27.00 cd71.01 d-b23.77 ab16.93 c47.24 
141 DH j-f19.33 e-c69.74 d-b23.86 g-b14.97 c45.88 
143 DH a34.00 b74.85 ab25.11 a18.03 b49.74 
155 DH h-e20.33 e68.72 f-d22.44 i-c14.63 c46.28 
156 DH p-l14.00 c71.56 c-a25.07 g-d13.75 c46.48 
157 DH p-m13.33 kl57.27 m-k18.46 g-b14.99 ij38.81 
159 DH ab31.00 a77.80 a26.21 a17.72 a51.59 
166 DH g-e22.00 no54.54 m-j18.62 j-e13.40 kl35.92 
Trident de23.67 i-g61.49 h-f21.01 h-b14.83 h-e40.48 

Molineux f-d23.00 g62.56 h-f21.05 h-b14.90 ef41.50 
Ehsan n-i15.67 q50.52 o-m16.85 j-f13.31 m33.68 

Morvarid o-j15.33 r47.45 p-n16.48 j-f13.21 n30.97 

 

 یینانوا تیفیو ک یبر اساس حجم رسوب زلن هانیلارقام و  یبندگروه  -5 جدول
Table 5. Grouping varieties and lines based on volume of Zeleny sediment and bread bakery quality 

 ( 25-35) کیفیت عالی

Best quality (25-35) 
 ( 20-24) کیفیت متوسط

Medium quality (20-24) 
 (1-20) کیفیت ضعیف

Low quality (1-20) 
49-130-143-159 - 109 8-30-54-70-82-86-155-166-

Trident - Molineux 

4-7-9-10-11-27-50-56-61-62-102-106-108-

115-141-156-157  - Ehsan-Morvarid 
 

شده  :  دانه   ن ی پروتئ   ی محتوا  حاصل  که    مشخص نتایج  شد 

و    مارها ی ت  بوده  متفاوتی  پروتئین  مقادیر  آماری    نظر   از دارای 

دارد.   ها ن ی ل بین    ی دار ی معن اختلاف   وجود  ارقام  همچنین    و 

با   که   4جدول  مطابق  شد  پروتئین    رین بیشت   مشخص  میزان 

به     مقادیر با    ترتیب به )   DH-159و    DH-143  ی ها ن ی ل مربوط 

کمت   17/ 72و    18/ 03 و  پروتئین درصد(  میزان  به    رین  مربوط 

مقادیر    ترتیب به )   DH-7و    DH-106  ی ها ن ی ل  و    12/ 09با 

و   Molineuxو  Tridentبین ارقام والد  . باشد ی م درصد(  12/ 33

شاهد   ارقام  اختلاف    Morvaridو    Ehsanهمچنین  نیز 

گروه    ی دار ی معن  یک  در  ارقام  این  و  نداشت    لحاظ   از وجود 

 . ( 5)جدول    گرفتند ان پروتئین قرار  میز 

امروزه توجه محققین درباره وضعیت کیفی و نانوایی ارقام تولید  

هر    ی منظور برا   ن ی بد .  رود ی م   شمار به شده امری مهم و ضروری  

محصولت صنا   ک ی  ک   از ی ن   ،یی غذا   ع ی از  از    ی مشخص   ت ی ف ی به 

  زان ی م   ازجمله   ی ف ی ک   ات ی خصوص   ها آن   ن ی که در ب   باشد ی ارقام م 

  ن ی پروتئ   ی گلوتن مرطوب، گلوتن خشک، محتوا   ،ی رسوب زلن 

اهم  از  آب  جذب  درصد  هستند    یی بال   ت ی و  برخوردار 

 (Cubadda et al., 2007 دنس .) کاران و هم   س ی   (Dencic et al., 
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گندم را    یی نانوا   ات ی بر خصوص   ط ی و مح   پ ی اثر ژنوت   ز ی ( ن 2012

گندم را در    پ ی ژنوت   140منظور    ن ی قرار دادند. بد   ی مورد بررس 

  ج ی کشور انتخاب نمودند. نتا   28از    2003تا    2000  ی ها ال س   ی ط 

ب    ات ی و خصوص   یی آب و هوا   ط ی گندم و شرا   ن ی نشان داد که 

وجود دارد.    یی بال   ی شده همبستگ   د ی تول   ی ها نان   ی ف ی و ک   ی کم 

ک Arzani, 2002)   ی ارزان  مطالعه  در    پ ی ژنوت   300دانه    ت ی ف ی ( 

  ن،ی پروتئ   ی دانه، محتوا   ی صفات سخت   ی ر ی گ اندازه گندم دوروم و  

گلوتن مرطوب و خشک، تنوع    ی و محتوا   زلنی ارتفاع رسوب  

  حاضر   پژوهش   ج ی را گزارش نمود که نتا   ی ا ملاحظه قابل   ی ک ی ژنت 

نتا  طی    دارد.   ت مطابق   ( Arzani, 2002)   ی ارزان مطالعه    ج ی با 

(  Khodadadi et al., 2013)   پژوهشی که خدادادی و همکاران 

گندم   نانوایی  کیفیت  با  مرتبط  صفات  برخی  توارث  روی  بر 

  و   خص شد که صفات حجم رسوب زلنی مش   ،صورت گرفت 

خصوصی بالتری داشته و در    ی ر ی پذ وراثت درصد جذب آب  

استفاده    ی ها پروژه  قابل  همکاران    . باشند ی م اصلاحی  و  فولر 

 (Fowler et al., 1990  گزارش کردند که میزان پروتئین ) عنوان به  

نانوایی مطرح    ی ن ی ب ش ی پ   متغیر اصلی در  . حجم  باشد ی م کیفیت 

زلن  در  رسوب  مهم  صفات  از  که  نیز  کیفی    ی ها ی اب ی ارز ی 

نقش بسیار مهمی در قدرت گلوتن داشته و با کیفیت    ،باشد ی م 

ارقام و  ؛  است پروتئین مرتبط   این صورت که  که    ی ی ها ن ی ل به 

بیشتری   رسوب  حجم  نانوایی    نظر   از   باشند ی م دارای  کیفیت 

مطلوب بوده و همچنین دارای استحکام گلوتن بیشتری هستند  

نانوایی استفاده  کیفیت    ی ها ی ن ی ب ش ی پ از این صفت در    توان ی م و  

  (. Najafian and Baghaei, 2011کرد ) 

نتا :  SDS-PAGEدانه    های ن ی پروتئ   ی باند   ی الگو    ج ی طبق 

از تجز   دست به  مشخص شد که    (،6جدول  )   انس ی وار   ه ی آمده 

  ی دار ی اختلاف معن   گر ی کد ی با    ن ی از لحاظ غلظت پروتئ   مارها ی ت 

 داشتند. 

ب   مارها ی ت   ن ی ب   ن ی انگ ی م   سه ی مقا   ن ی همچن  که  داد    ن ی شتر ی نشان 

پروتئ  مقدار    دانه   ن ی غلظت  م   کروگرم ی م   28/ 23با    تر ی ل یکرو در 

و رقم    DH-159که با لین    باشد ی م   DH-143  ن ی مربوط به ل 

Trident    است گرفته  قرار  گروه  یک  کمتر در  غلظت    ن ی و 

به رقم    ن ی پروتئ  )   Ehsanمربوط  در    کروگرم ی م   20/ 96با مقدار 

و    Morvarid  ،DH-7با رقم    ی که ازلحاظ آمار   باشد ی ( م تر ی ل ی ل ی م 

Molineux   (. 7)جدول    نداشتند   ی دار ی اختلاف معن 

 
 گندم  دیدابلدهاپلوئ یهانیاز ارقام و ل کیبذر هر  یارهیذخ یهان یپروتئ زانیم انسیوار هیتجز -6 جدول

Table 6. Analysis of variance of seed storage proteins of wheat’s doubled haploids varieties and lines 

 منابع تغییرات 

Sources of variations 
 درجه آزادی 

Degree of freedom 

 ( Mean squares)  میانگین مربعات
 غلظت پروتئین 

Protein concentration 
 تیمار

Treatment 
7 **7.98 

 خطا

Error 
16 0.09 

 ضریب تغییرات 

Coefficient of variation (%) 
 2.90 

 در سطح احتمال یک درصد  داریی معن: **
**: Significance at 1% probability level 

 
 گندم  یددابلدهاپلوئ هایینلاز ارقام و  کیبذر هر  یارهی ذخ یهانیپروتئ  زانیم نیانگیم سهیمقا -7 جدول

Table 7. Mean comparisons of the seed storage proteins of each wheat’s doubled haploids varieties and lines 
 تیمار

Treatment 

 لیتر()میکروگرم/میلی غلظت پروتئین

Protein concentration (µg/ml) 
143 DH a28.23 

159 DH ab26.63 

106 DH bc24.80 

7 DH d21.80 

Trident ab26.20 

Molineux cd22.53 

Ehsan d20.96
 

Morvarid d21.63
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در   هاینیپروتئ  یباند  یالگو مطالعه  مورد  ارقام  در  دانه 

شکل   نیطور که در ا نشان داده شده است. همان   1شکل  

م ژ  د شویملاحظه  در  شده  نمایان  باندهای  اساس  ل  بر 

-DHو    DH-143  یهانیلو    Tridentرقم والد    آمید اکریل

بیشتری   HMAبا زیر واحدهای    نیپروتئمیزان  دارای    159

 بر اساس   .باشندیم  DH-106و    DH-7  یها نیلنسبت به  

میزان   بذراره یذخی  هانیپروتئنتایج  روش  ،  ی  -SDSبه 

PAGE  یهانیل، مشخص شد که  DH-143    وDH-159  

کیفیت    ازلحاظشان  والدین  همراهبه  نیز  و  پروتئین  میزان 

از    دلیلبه نانوایی   بیشتری  میزان  واحدهای داشتن    زیر 

HMW  ، (1)شکل  بودندبسیار مطلوب . 

گندم و ارقام    دیدابلدهاپلوئ  یهانیل  یکی تنوع ژنت  یبررس

Ehsan  ،Morvarid،  Trident    وMolineux   اساس بر 

و    SDS-PAGE  کیبذر با استفاده از تکن  ایره یذخ  نیپروتئ

مبنا  ی اخوشه   هیتجز با    بی ضر  یبر  مطابق  جاکارد  تشابه 

الگور  2شکل     3  طبق شکل  UPGMA  یبندخوشه  تمیو 

و    DH-7  نیل  ن یب  یکیژنت  یفاصله  نیشتریکه ب  ادنشان د

همچنباشدیم  Morvaridرقم   ژنت  نیشتریب  نی.   یکیتشابه 

طور که در مشاهده شد. همان   Ehsanو    Tridentارقام    نیب

کلاستر    ملاحظهقابل   2شکل   دارا  دستبهاست   یآمده 

اصل  کی شامل    یگروه  -DH-159،  Molineux  ،DHکه 

143  ،Trident  ،Ehsan    وMorvarid  که   ینی. دو لباشدی م

ا از  قرار    نیخارج  ه  گرفته گروه    ل یتشک  یگروه   چیو 

فاصله   ،( DH-106و    DH-7)  دادندن  ی کیژنت  یاگرچه 

اصل  ملاحظهقابل  گروه  ول  یبا  لزم    یدارند  تشابه  مقدار 

 گروه مجزا را ندارند. کی لیتشک یبرا

ژنت  یهیتجز الگور  یکیتنوع  اساس  میزان   تمیبر  میانگین 

گروه    کیدر    DH-143و    Tridentنشان داد که رقم    تشابه

-DH-159  ،DH  همراهبه  Molineux  و  Morvaridو ارقام  

د  DH-7و    106 گرفتند  گریدر  قرار   ن یهمچن.  گروه 

  ن یتشابه ب  نیشتریو ب  Tridentو    Ehsan  نی تشابه ب  نیکمتر

Molineux    وDH-159  شد نتادیده   یبندخوشه  ن یا  جی. 

ا  یحاک آن است که  به    یاخوشه  هیروش تجز  نیاز  قادر 

والد  دیدابلدهاپلوئ  یهانیل   یتمام  کیتفک دو    نشانی و  از 

ا شاهد  حاصل باشدیم  یرانیرقم  دندروگرام  همراه به   . 

قابل مشاهده    3  در شکل   یبذر  یرهیذخ  ن یپروتئ  ل یپروفا

 . باشدیم

 

 
،  Ehsan .2  ،Morvarid .3 ،Trident .4، 1؛پروتئینی ، نشانگرMی دانه. ارهیذخی هان یپروتئپروفایل زیر واحدهای   -1شکل 

Molineux .5  ،DH-143 .6 ،DH-159 

Figure 1. Seed storage proteins subunits profiles. M: protein marker, 1: Ehsan, 2: Morvarid, 3: Trident, 4: 

Molinex, 5: DH-143 and 6: DH-159 lines marker. 
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 گندم دیدابلدهاپلوئ هایین لارقام و  بذر در  یارهیذخ یهان یپروتئ یبندخوشه  -2شکل 

Figure 2. Clustering for seed storage proteins in wheat’s doubled haploids varieties and lines 

 

 
 گندم دیدابلدهاپلوئ یهانیارقام و ل بذر در یارهیذخ یهان یپروتئ  UPGMA یبندخوشه  -3شکل 

Figure 3. UPGMA clustering for seed storage proteins in wheat’s doubled haploids varieties and lines 
 

 ,.Rozbicki et alروزبیسکی و همکاران )،  طبق مطالعات

درصد از    10که اگرچه تنها    دندیرس  جهینت  نیبه ا(  2015

تشک  یهانیگلوتنرا    یارهی ذخ  یهانیپروتئ بال  وزن    ل یبا 

 ن یپائ  یبا وزن مولکول  یهانیگلوتنآن از    زان یو مدهند  یم

اما   است،  خاص  یشتریب  تأثیرکمتر  گندم    یینانوا  تیبر 

ب ندار ارتباط  خواص   HMW  یواحدها  ریز  نید.  به 

گندم  کیتکنولوژ در  نان  پخت  و   دیهگزاپلوئ  یهاآرد 

(.Triticum aestivum L است شده  گزارش   )

(Allahverdiyev et al., 2015; Jockovic et al., 2014  .)

 انیب  زیپژوهش ن  نیانجام شده در ا  ییایمیوشیب  یهای بررس

  DH-159  نیو ل  Tridentو والد    DH-143  نیداشت که ل

  جهیتر و در نتفراوان   یبذر  یاره یذخ  نیمقدار پروتئ  یدارا

سا  یبالتر  یینانوا  تیفیک به  و    رینسبت   هانیلارقام 

آنالد.  هستن از  مف  SDS-PAGE  زیاستفاده  ابزار    ی دیکه 

شناسا  زیتما  یبرا  وضوح به   زین  باشدیم  هان یپروتئ  ییو 

  که توسط  ینمود. در بررس  دییتأدفورد را  اآزمون بر  جینتا

همکاران و  مطالعه Najafian et al., 2008)  نجفیان  با   )

گرم    یهامیاقل  بهط  مربو  نیل  301تعداد   سرد،  معتدل، 

جنوب گرم  و  ن   کشور  شمال  تول  زیو   ی هانیل  دیبرنامه 

شد    مشخص  HMW  یواحدها  ریز  پیژنوت  ،دیدابلدهاپلوئ
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فراوان بررس   هاآلل   یو  بررس  یمورد  گرفت.    یقرار 

ام  Glu-1  یژن  یهامکان  همکاران    دواریتوسط  و 

(Omidvar et al., 2018ب )تیف یپارامتر بر ک  نیاثر ا  انگری 

قابل به  توجه  با  و  بود  -SDSتوسط    یجداساز  ت ینان 

PAGE  پارامترها  یکی  عنوانبه  یمولکول  یو نشانگرها  از 

ارز  آزمونجهت   معرف  ت یفیک  یابیو  و   ینان  پرند  شد. 

( پژوهشParand et al., 2019همکاران  در   15شامل    ی( 

رقم   جمله  از  نان  گندم  ا)  Morvaridرقم  در   ن یکه 

ن بررس  زیپژوهش  است  یمورد  گرفته  از   (قرار  استفاده  با 

استفاده   با  یبندگروه و    د یآملیاکریپل  یهاژل  جینتا  زیآنال

تجز روش  ضر  یاخوشه   هیاز  اساس  و    کاردجا  بیبر 

 .نمودند یبنددسته گروه  5ارقام را در  UPGMAروش 

بیان ژن تحقیق:  بررسی  این  از نتایج    ،در   واکنش   حاصل 

Real-Time PCR  مورد بررسی    یهاژن نمود که بیان    دییتأ

طابق با  م  DH-159و    DH-143  دیدابلدهاپلوئ  یهانیلدر  

از   شده  حاصل  خصوصیات   یهاآزمون نتایج  با  مرتبط 

آزمون   نتایج  همچنین  و  طور  به   ،SDS-PAGEکیفی 

 هانیلشته است و لذا نسبت به سایر  افزایش دا  یداریمعن

قابل  برتری  ارقام  اکثریت    یاملاحظهو  خود    ها ژندر  از 

داد. پروتئبه HMW   نشان  مهم  مجموعه   ی هان یعنوان 

آرد   تیفیدر ک( که  Yan et al., 2003هستند ) یبذر  رهیذخ

ب  زین  یینانوا و  دارند  تولژن   نیا  انینقش  جهت   دیها 

است  ار یبس  هانیپروتئ حاضر    .مهم  مطالعه    ی بررسدر  در 

  دیدابلدهاپلوئ  یهانیل  ،HMW-Yو    HMW-X  یهاژن 

DH-143  وDH-159   4و    3افرایش بیان بیش از    ترتیب،به  

نسبت   و  (4شکل  )  داشتند  شاهدبه  برابری  ژانگ   .

که    ( Zhang et al. 2008)همکاران   نمودند   لیدلگزارش 

 ی سازخاموش  LH-11  کیترانسژن  نیدر ل  ژن  انیکاهش ب

اپی  یهاژن  تغییرات  توسط  شده  و  رونویسی  ژنتیک 

در    HMW-GS  یسازخاموش.  باشدیم  RNAبازداری  

LH-11  چشمگ شکل    ی محتوا  ر،یخم  یهایژگیو  یریبه 

GMPمحتوا مقدار    ی ،  تر،  ،  SDS  یگذار رسوب گلوتن 

پا زمان  و  توسعه  تول  یداریزمان  ا  دیآرد  با  رقم   نیشده 

 کرده است.  فیگندم را تضع

LMW  )پائین مولکولی  وزن  با  تعداد    )گلوتنین  شامل 

پل  یادیز پ  دهایپپتی از  ساختار  برا  دهیچیبا  که   ی هستند 

ف  نیاول روش  با  شناسا  ونیلتراسیبار  تحت    ییژن  و  شده 

گروه  رش  یمعرف  Dو    B  ،C  یهاعنوان  و    دیشدند. 

 Ma et al., 2005; Rasheed et)ما و همکاران  و همکاران

al., 2014ز که  کردند  گزارش   ن یگلوتن  یرواحدهای( 

HMW-GS    وLMW-GS  از   33و    12  بیترتبه درصد 

و  آ برداشته  در  را  رو  نیشتریب  ترتیببهندوسپرم  را   یاثر 

نانوا  ریو قدرت خم  تهیسیالست دارند. اگرچه مقدار   ییدر 

نان   یینانوا  تیفیک  دوسوماما    است،  ترکم  HMW  نیپروتئ

  LMW-Bی  هاژن در بیان    .باشدیم  نیپروتئ  نیا  وابسته به

  DH-143)  ی هاپلوئید مضاعفهانیلوالدین    LMW-Dو  

برابری   5و    4  بیان بیش از  افزایش  ترتیب،به   (DH-159و  

نشان   خود  از  شاهد  به  این    ( 5  شکل)  انددادهنسبت  که 

موضوع    کننده ان یبمطلب   نیز    باشدیم این  والد  ارقام  که 

مطلوبی   کیفیت  در هاژنمیزان    ازلحاظدارای  دخیل  ی 

 . باشندیم کیفیت نانوایی 

و    DH-143  دیدابلدهاپلوئی  هان یلنیز    PDILدر بیان ژن  

DH-159   ارقام به  نسبت  بالتری  بیان  میزان  والد  ارقام  و 

دادندشاهد   مطالع6  )شکل  نشان  در  و    ای،ه(.  وانگ 

داشتند  (  Wang et al., 2013) همکاران که  بیان 

توسط    ،بذر  یسازرهیذخ  یهان یپروتئ  حیصح  یهاره یزنج

نت  شوندیم  میتنظ  PDI  یهانیپروتئ با  نآ  ان یب  جهیدر  ها 

زودهنگام    یسیگلوتن در ارتباط است. رونو  یفیک  بیترک

  جهیو در نت  PDIتر  راحت ان یباعث ب  تواندی م  PDI  یهاژن 

در   مریپل  نیگلوتن  یریگو شکل  HMW-GS  یسازرهیذخ

شود.   ه توسع  نیح همکاران    بذر  و  دمسکا  نتایج  طبق 

(Demska et al., 2018  بیان بیشترین  که  شد  بیان   )PDI  

مراحل دا  در  توسعه  نیازمند   باشدیمنه  اولیه  نتیجه  این  و 

بر   بیشتری  مقادیر    یرگذارتأثی  هاسمیمکانتحقیقات  بر 

 . باشدیم سودآورپخت و انتخاب واریته 
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 Ehsanنسبت به شاهد  HMW-Yو   HMW-Xژن   انیب راتییتغ  -4شکل 

Figure 4. Changing in gene expression of HMW-X and HMW-Y relative to control (Ehsan) treatment 

     
 Ehsanنسبت به شاهد  LMW-Dو   LMW-Bژن   انیب راتییتغ  -5شکل 

Figure 5. Changing in gene expression of LMW-B and LMW-D relative to control (Ehsan) treatment 

 

 
 Ehsanنسبت به شاهد  PDILژن   انیب راتییتغ  -6شکل 

Figure 6. Changing in gene expression of PDIL relative to control (Ehsan) treatment 
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نتایج این پژ به  وهش نشان داد که خصوصیات کیفی  طور کلی 

زلنی،نانوایی   رسوب  حجم  قبیل  گلوتن    از  مرطوب،  گلوتن 

پروتئین  محتوای  و  آب  جذب  درصد  نوارهای    خشک،  با 

HMW-GS    مورد بررسی در آزمونSDS-PAGE    و نیز بیان ژن

ا  نانوایی  با کیفیت  به    . اند داشته   ی دار ی معن رتباط مثبت و  مرتبط 

مطلوب گزینش شده بعد    د ی دابلدهاپلوئ   ی ها ن ی ل این صورت که  

کیفی  ارزیابی خصوصیات  شامل  ک   از  و    DH-143  ی ها ن ی ل ه 

DH-159   نیز   ی ها آزمون در    باشند ی م برتری    دیگر 

نتایج حاصل شده از این تحقیق و وجود  داشتند.    ی ا ملاحظه قابل 

پروتئینی  نوارهای  بین  بالی    ارتباط  بیان  همچنین    ی ها ژن و 

امکان گزینش و    مربوط به کیفیت نانوایی با خصوصیات کیفی،

ا فراهم نموده تا نیاز به  ر   ها پ ی ژنوت بین    انتخاب سریع و مناسب 

مانند پخت نان که ملزوم به استفاده از آرد بیشتر و   یی ها ش ی آزما 

  ی ها ن ی ل از    را نداشته باشند. لذا   باشد ی م بیشتری  همچنین وقت  

پژوهش   این  در  شده  انتخاب  ی  کارها   در   توان ی م مطلوب 

استفاده    ی ا ره ی ذخ   ی ها ن ی پروتئ اصلاحی مربوط به بهبود کیفیت  

بعد   شود ی م   شنهاد ی پ همچنین    . نمود  مطالعات    ر ی سا   ی،در 

سایر    ی ل ی تکم   ی لکول و م   های ش ی آزما  به    ی ها آزمون و  مربوط 

فوق انجام شود تا بتوان    ج ی نتا   د یی تأ   ی برا   ز ی ن   خصوصیات کیفی 

تر و با  ی بیش ها پ ی ژنوت   ا ی ارقام    ی شگاه ی مطالعات آزما   ق ی از طر 

 نمود.   شناسایی   ی تر مطلوب کیفیت نانوایی  

 سپاسگزاری 

از آزمایشگاه سیتوژنتیک و مهندسی ژنتیک و نیز از پژوهشکده  

مالی و در    ی ها کمک خاطر  طبرستان به   ی فناور ست ی ز ژنتیک و  

اجرای   برای  پرسنلی  و  آزمایشگاهی  امکانات  دادن  قرار  اختیار 

 این پژوهش نهایت تشکر را داریم. 
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Abstract  
Bread’s quality depends on wheat flours quality and quantity and for the goal to be achieved, the usage 

of suitable wheat varieties should be considered. Present study focuses on analyzing doubled-haploid 

lines of wheat’s bread backing quality and the relationship between qualitative traits and glutenins 

reservoir proteins. In current work, traits related to bread backing quality of 30 doubled-haploid lines 

of wheat including their parents and two control varieties (Ehsan and Morvarid) were evaluated. SDS-

PAGE test was conducted to identify total amount of protein and the relationship between seeds 

reservoir proteins and qualitative traits, afterward, a test was conducted to evaluate expression of 

genes involved in bread backing quality. Results showed that there are significant differences on 

evaluated traits among all wheat’s genotypes. The highest volume of Zeleny sediment were related to 

DH-143 and DH-159 (34 and 31 ml, respectively), the highest amount of wet gluten were attributed to 

DH-159 and DH-143 (77.8 and 74.85 gr, respectively), the highest amount of dry gluten were 

attributed to DH-159 and DH-143 (26.21 and 25.11 gr, respectively), the highest amount of water 

absorption percentage were attributed to DH-159 and DH-143 (51.59 and 49.74%, respectively), and 

the highest percentage of protein content were attributed to DH-143 and DH-159 lines (with the 

amount of 18.03 and 17.72% respectively). Analyzing of bread backing quality traits indicated that 

DH-143 and DH-159 were better than the other genotypes. SDS-PAGE test results pointed that the 

highest amount of seed’s protein is attributed to DH-159 and DH-143 (28.23 and 26.63 µ/gr, 

respectively). Based on gene expression analysis (using real-time PCR), it was indicated that lines 

DH-143 and DH-159 had a higher level of expressed than the control treatments for HMW-X,  HMW-

Y  and PDIL genes. Therefore, lines DH-143 and DH-159 could be used in breeding program for 

optimizing bread backing quality. 

Keywords: Gene expression, Protein, Doubled-haploid, Zeleny sediment, SDS-PAGE 
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