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تعیین فاصله ژنتیکی برخی ارقام لوبیا )Phaseolus vulgaris( با 
استفاده از الکتروفورز

 يک بعدی

مهدی كاكايی1* 

چکیده
مــواد ژنتیکــی متفــاوت گیاهــی، ذخايــر بالقــوه ای هســتند كه بــه عنوان 
ــمار  ــه ش ــات ب ــن اصلاح نبات ــرای متخصصی ــمند ب ــتوانه ای ارزش پش
ــه  ــل اين ك ــه دلی ــذر ب ــره ای ب ــای ذخی ــه پروتئین ه ــد. مطالع می رون
ــادی  ــل اعتم ــات قاب ــد، اطلاع ــرار می گیرن ــط ق ــر محی ــت اث ــر تح كمت
ــن  ــد. در اي ــرار می دهن ــار ق ــا را در اختی ــوم لوبی ــی ژن از تنوع ژنتیک
مطالعــه تفکیــک پروتئین هــای بــذر 12 ژنوتیــپ لوبیــا بر اســاس روش 
ــد 12/5 درصــد  ــورز ژل پلی اكريل آمی ــا كمــک سیســتم الکتروف ــی ب لامل
آنالیــز گرديــد. بررســی باندهــا بــا برنامــه NTSYS تفاوت هــای 
درخــور توجهــی را نشــان دادنــد. كمتريــن تعــداد بانــد مربــوط بــه رقــم 
شــماره 11 و بیشــترين تعــداد بانــد مربــوط بــه رقــم شــماره 12 بــود. 
ضريــب كوفنتیــک محاســبه شــده جهــت آزمــون بــرازش دندروگــرام با 
ــرازش مناســب  ــه نشــان دهنده ب ــد ك ــی 0/89 بدســت آم داده هــای كیف
ــی می باشــد. نمــودار حاصــل  ــا داده هــای كیف ــرام ب ــوب دندروگ و مطل
از تجزيــه بــه محورهــای اصلــی بــر اســاس پروتئین هــای ذخیــره ای 
بــذر لوبیــا، دندروگــرام پنــج خوشــه ای را مــورد تأيیــد و انطبــاق قــرار 
ــه هــم، در  ــه فواصــل ژنوتیپ هــا نســبت ب ــا توجــه ب ــن، ب داد. بنابراي
برنامه هــای اصلاحــی جهــت بدســت آوردن بالاتريــن هتروزيــس، تلاقی 
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ژنوتیپ هــای Ks21193 و شــکوفا قابــل توجیــه می باشــد. بــه ترتیــب 
ــای  ــه ژنوتیپ ه ــوط ب ــن كل مرب ــدار پروتئی ــن مق ــترين و كمتري بیش

درســا و شــکوفا بــود. 

ــذر،  ــره ای ب ــای ذخی ــی، پروتئین ه ــوی پروتئین ــدی: الگ ــای كلی واژه ه
 SDS-PAGE ،تنوع ژنتیکــی، لوبیــا

مقدمه
حــدود  بــا   (Phaseolus vulgaris L.( لوبیــا 
ــت 109  ــر کش ــطح زی ــن، س ــد پروتئی 22 درص
هــزار هکتــار و تولیــد ســالانه 180 هــزار تــن از 
ــات کشــور پــس  ــر کشــت حبوب نظــر ســطح زی
ــد  ــد بع ــزان تولی از نخــود و عــدس و از نظــر می
 .(Anonymous, 2000)دارد قــرار  نخــود  از 
تنــوع و انتخــاب، دو رکــن اصلــي هــر برنامــه 
منــوط  انتخــاب  انجــام  و  بــوده  به نــژادی 
بــه وجــود تنــوع مطلــوب از حیــث هــدف 
و  راد  )نارویــی  مي باشــد  بررســي  مــورد 
همــکاران، 1385(. وجــود تنوع ژنتیکــی بیــن 
جهــت  در  خــوب  عامــل  یــک  ژنوتیپ هــا 
کاهــش آســیب پذیری ژنتیکــی و کشــاورزی 
همــکاران،  و  )رجبی هشــجین  اســت  پایــدار 
ــوع  ــه ي تن ــر پای ــژادی ب ــع به ن 1392(. در واق
و گزینــش بنــا نهــاده شــده و تنوع ژنتیکــي 
ــراي  ــت و انتخــاب اصلاح گــر را ب حــوزه فعالی
ــش  ــي افزای ــات اصلاح ــر عملی ــش و دیگ گزین
مي دهــد. کســب اطــلاع از فاصلــه ژنتیکــي 
ــا جمعیت هــا و آگاهــي از روابــط  بیــن افــراد ی
در  نظــر  مــورد  گونه هــاي  خویشــاوندي 
برنامــه اصلاحــي، امــکان ســازماندهي ذخایــر 
ــا و  ــر از ژنوتیپ ه ــري مؤث ــي و نمونه گی توارث

بهره بــرداري بهتــر از تنــوع در برنامه هــاي اصلاحي 
ــه  را فراهــم مي ســازد(Sharma et al.,  2002). ب
ــد  ــن منظــور از نشــانگرهاي مختلفــي مانن همی
نشــانگرهاي مورفولوژیکــي )براســاس صفــات 
ــر DNA و  ــي ب ــي )مبتن ــاه(، ملکول ــري گی ظاه
ــود  ــتفاده مي ش ــیتوژنتیکي اس ــن( و س پروتئی
نشــانگرهاي   .(Li and Nelson, 2002)

ــل  ــاي قاب ــه جهش ه ــه نتیج ــي ک مورفولوژیک
رؤیــت در مورفولــوژي سیســتم هاي زنــده 
مــورد  بیســتم  قــرن  اوایــل  از  مي باشــند 
اصلاح نباتــات  در  ولــي  بوده انــد  اســتفاده 
اســتفاده از نشــانگرهاي بیوشــیمیایي همچــون 
پروتئین هــا حــدوداً از 40 ســال قبــل رایــج 
همــکاران،  و  )ابوذری گزافــرودی  گردیــد 
کلاســیک  روش هــاي  واقــع  در   .)1385
اندازه گیــري تنــوع در میــان گروه هــاي مختلــف 
گیاهــي عمدتــاً مبتنــي برخصوصیــات ظاهــري 
بــوده کــه طــي آن گیاهــان مــورد مطالعــه بــر 
ــان در  ــل بی ــاي قاب ــري تفاوت ه ــاس یک س اس
صفــات قابــل رؤیــت امتیازبنــدي مي شــوند 
از  بســیاري   .(Newbury et al., 1997)

ــات  ــه صف ــي و مقایس ــس از بررس ــان پ محقق
مرفولوژیک،فنولوژیــک، فیزیولوژیــک، ملکولــي، 
مشــخصات جغرافیائــي و تعییــن میــزان تنــوع 
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ژنتیکــي اقــدام بــه شناســایي و دســته بندي 
 .(Garcia et al., 1998) کرده انــد  آن هــا 
مســیرهای  نهایــی  محصــولات  پروتئین هــا، 
ژنتیکــی هســتند کــه در مراحــل مختلــف حیــات 
ســلول و در پاســخ بــه نیازهــای ســلولی تولیــد 
و بــه ســوی جایگاه هــای مناســب هدف گیــری 
می شــوند (Nelson and Cox, 2007). پــس 
از ابــداع نشــانگرهای مولکولــی و توســعه آن ها 
ــا  ــن ه ــن لای ــر انتخــاب در بی در دهه هــای اخی
از  اســتفاده  بــا  تلاقی هــا  از  حاصــل  نتــاج 
برنامه هــای  در  مولکولــی  نشــانگرهای 
ــان  ــن می ــت، در ای ــده اس ــر ش ــژادی فراگی به ن
بــرای  پروتئینــی  نشــانگرهای  از  اســتفاده 
ــودن  ــل ارزان ب ــه دلی ــی ب ــه تنوع ژنتیک مطالع
ــورد  ــات م ــی امکان ــودن تمام و در دســترس ب
نیــاز آن بســیار رواج دارد )رجبــی هشــجین و 
ــکاران، 1391(.  ــی و هم ــکاران، 1392؛ کاکای هم
الگــوی  از   )1392( رضــوی زاده  و  رســتمی 
بررســی  در   SDS-PAGE الکتروفــورزی 
ــزا اســتفاده  ــام کل ــی ارق ــی برخ تنوع¬ژنتیک
نمودنــد و شــباهت و اختــلاف بیــن ژنوتیپ هــا 
را تعییــن نمودنــد. کاکایــی و همــکاران )1391( 
ــود  ــام نخ ــرگ ارق ــذر و ب ــی ب ــوی پروتئین الگ
را مطالعــه نمودنــد و تنــوع آن هــا را نشــان 

ــکاران )1392( در  ــجین و هم ــد. رجبی هش دادن
ــره ای  ــای ذخی ــی پروتئین ه ــوع آلل ــی تن بررس
بــذر در گندم هــای دوروم، مــواد آزمایشــی را 
در نــه گــروه دســته بندی نمودنــد. اکثــر صفــات 
زیســتی کــه دارای اهمیــت اقتصــادی فراوانــی 
ــه ارث می رســند،  ــه صــورت کمــی ب هســتند ب
ــی را  ــبتاً پایین ــری نس ــات وراثت پذی ــن صف ای
دارا هســتند و گزینــش مســتقیم در مزرعــه 
بنابرایــن  می باشــد  همــراه  مشــکلاتی  بــا 
ــن  ــا ای ــاط ب ــی در ارتب ــات اصلاح ــام عملی انج
)بهــی و همــکاران،  اســت  صفــات دشــوار 
گیاه شناســان  بررســی های  تاکنــون   .)1392
ــک  ــه ی ــق ب ــراد متعل ــه اف ــت ک ــان داده اس نش
ــه گیاهــی کامــلًا مشــابه یکدیگــر نیســتند.  گون
لینــه ایــن تنوعــات را در رابطــه بــا اثــر محیــط 
و عوامــل محیطــی تفســیر می کــرد کــه بــه 
دو صــورت تنوع ژنتیکــی و فنوتیپــی ظهــور 
 .)1390 همــکاران،  و  )معصومــی  می یابــد 
و  بیوشــیمیایی  نشــانگرهای  از  به نژادگــران 
ژنتیکــی کــه بــا صفــات کمــی پیوســته ارتبــاط 
داشــته باشــند بــه عنــوان معیارهــای گزینــش 
ــوع  ــه تن ــد. مطالع ــتفاده می کنن ــتقیم اس غیرمس
آللــی و تعییــن فاصلــه ژنتیکــی بیــن ژنوتیپ هــا، 

ــد. ــکیل دادن ــق را تش ــن تحقی ــدف ای ه
 

جدول 1: اسامی ژنوتیپ های لوبیای مورد مطالعه در این تحقیق
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مواد و روش ها
ــز  ــا از مرک ــدول 1( لوبی ــپ )ج ــذر 12 ژنوتی ب
تحقیقــات حبوبــات خمیــن تهیــه گردیــد. بــذور 
ــاده  ــودر شــدن آم ــپ جهــت پ ــغ هــر ژنوتی بال

شــد.
بــذور  آندوســپرم  پروتئیــن  اســتخراج 
ابتــدا  مطالعــه  مــورد  لوبیــا  ژنوتیپ هــای 
ژنوتیپ هــای  بــذر  از  جنیــن  و  آندوســپرم 
مــورد مطالعــه تفکیــک شــد ســپس نمونــه 
در  ژنوتیپ هــا  بــذر  از  میلی گرمــی   250
داخــل هــاون چینــی کوبیــده و پــودر شــد. 
درون  شــده  پــودر  آندوســپرم  پروتئیــن 
داده  قــرار  میلی لیتــری  دو  میکروتیوب هــای 
 Yang شــد و از بافــر اســتخراج پروتئیــن روش
ــه  ــر و ب ــرات پ ــی تغیی ــا اندک et al., )2006( ب

مــدت 20 دقیقــه در دمــای 4 درجــه سلســیوس 
بــا دور g13500 ســانتریفیوژ گردیــد. ســپس 
توزیــع  میکروتیــوب  دو  در  رویــی  محلــول 
 TCA (Tricolor Aceticــول ــا محل ــد و ب گردی
ــک  ــدت ی ــه م ــد و ب ــر ش Acid)-Acetone پ

ســاعت در فریــزر باقــی مانــد. ســپس در 
 g13500 ــا دور دمــای 4 درجــه سلســیوس ب
بــه مــدت 20 دقیقــه ســانتریفیوژ گردیــد. پس از 
ــی دور  ــول روی ــن، محل ته نشــین شــدن پروتئی
ریختــه شــد و بــا اســتون ســه بــار شستشــو 
صــورت پذیرفــت و بــا بافــر لیزکننــده بــه 
میــزان 150میکرولیتــر مخلــوط گردیــد، ســپس 
بــه مــدت یــک ســاعت شــیک گردیــد و بــا روش     
Bradford  )1976(، در محــدوده 595 نانومتــر 

جــذب نمونه هــا قرائــت گردیــد.

الکتروفــورز  و  كل  پروتئیــن  ســنجش 
SDS-) پروتئیــن آندوســپرم اســتخراجی

)PA G E
اندازه گیــری پروتئیــن کل بــر اســاس روش 
ــتفاده  ــا اس ــورد )1976(، ب ــه برادف ــر یافت تغیی
ــن  ــوان پروتئی ــه عن ــرم گاوی ب ــن س از آلبومی
ــازی  ــان س ــس از یکس ــام و پ ــتاندارد انج اس
 (SDS-PAGE) نمونه هــا، الگــوی الکتروفــورزی
ــد. ــام گردی ــذر انج ــره ای ب ــای ذخی پروتئین ه

ــده 12/5 درصــد  SDS-PAGE  در ژل جــدا کنن

و ژل متراکــم کننــده 5 درصــد، بــه روش لاملی 
بــا برخــی تغییــرات انجــام پذیرفــت. ابتــدا مقدار 
ــن و  ــوق تعیی ــه روش ف ــا ب ــن نمونه ه پروتئی
ســپس مقــدار 15 میکرولیتــر از هــر نمونــه بــا 
غلظــت یکســان روی ژل بارگــذاری گردیــد. از 
ــون(،  ــفرین )78 کیلودالت ــای اوترانس پروتئین ه
آلبومیــن گاوی )66 کیلودالتــون(، اوآلبومیــن 
)45 کیلودالتــون(، اکتینیدیــن )29 کیلودالتــون(، 
و  کیلودالتــون(   18( بتا-لاکتوگلوبولیــن 
لیزوزیــم )14 کیلودالتــون( بــه عنــوان نشــانگر 
در ژل اســتفاده گردیــد. الکتروفــورز بــا ولتــاژ 
ــم  ــه مــدت نی ــده ب ــت در ژل متراکــم کنن 50 ول
ســاعت و ولتــاژ 150 ولــت در ژل جــدا کننــده 
بــه مــدت یک ونیــم ســاعت تــا رســیدن نشــانه 
رنگــی بــه پاییــن ژل بــا دســتگاه پاورســاپلای 

)منبــع تغذیــه( انجــام گردیــد.
رنگ آمیزی ژل پلی اكريل آمید

بعــداز الکتروفــورز، رنگ آمیــزی بــا کوماســی 
بلــو بریلیانــت R-250 انجــام شــد. پــس از 
یک ونیــم ســاعت قــرار گرفتــن در محلــول 
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 ،)100cc) رنــگ، بــا محلــول رنــگ بــر (متانــول
اسیداســتیک گلاســیال (50cc( و آب مقطــر 
ــه  ــه ژل ادام ــدن زمین ــن ش ــا روش (350cc( ت

یافــت و ســپس ژل اســکن شــد.
رتبه بندی و تجزيه آماری داده ها

ــور  ــدم حض ــور و ع ــاس حض ــر اس ــا ب بانده
در هــر نمونــه امتیازدهــی شــدند. ماتریــس دو 
طرفــه ژنوتیپ هــا و متغیرهــا بــر اســاس صفــر 
و یــک تشــکیل گردیــد ســپس آنالیــز داده هــا بــا 
 2.02e NTSYS-pc Version ــزار ــک نرم اف کم
ــاس  ــر اس ــه ای ب ــه خوش ــت. تجزی ــام گرف انج
ضریــب تشــابه جــاکارد صــورت گرفــت و در 
نهایــت بــر اســاس روش UPGMA ترســیم 
مناســب  بــرازش  آزمــون  جهــت  گردیــد. 
ضریــب  کیفــی،  داده هــای  بــا  دندروگــرام 
کوفنتیــک محاســبه شــد. تجزیــه بــه مختصــات 
 (Principal Coordinate Analysis) اصلــی
ــی  ــط ژنتیک ــر رواب ــف بهت ــرای توصی ــز ب نی

ــد.  ــتفاده گردی ــا اس ــای لوبی ژنوتیپ ه
نتايج

مطالعــات  از  حاصــل  نتایــج  بررســی 
ــز وجــود  ــذر نی ــای ب ــورزی پروتئین ه الکتروف
می دهــد.  نشــان  را  گونــه ای  درون  تنــوع 
یــک  ژنوتیپ هــا  بیــن  تنوع ژنتیکــی  وجــود 
ــیب پذیری  ــش آس ــت کاه ــوب در جه ــل خ عام
ژنتیکــی و تولیــد پایــدار اســت )رجبی هشــجین 
پروتئین هــای  مطالعــه   .)1392 همــکاران،  و 
ذخیــره ای بــذر لوبیــا بــه ایــن دلیــل کــه کمتــر 
ــات  ــد اطلاع ــت می توان ــط اس ــر محی ــت اث تح

تنوع ژنتیکــی  از  اعتمــادی  قابــل  و  درســت 
ژنــوم لوبیــا در اختیــار مــا قــرار دهــد. الگــوی 
ــا  ــای لوبی ــدادی از ژنوتیپ ه ــورزی تع الکتروف
داده  نمایــش   1 شــکل  در  ارزیابــی  مــورد 
ــذر  ــی ب ــوی پروتئین ــی الگ ــت. بررس ــده اس ش
ــا کمــک SDS-PAGE و  ــا ب ژنوتیپ¬هــای لوبی
آنالیــز باندهــای پروتئینــی بــا کمــک نــرم افــزار 
ــن  ــان پروتئی ــی دار در بی ــاوت معن NTSYS، تف

هــا را مشــخص ســاخت. بــه هــر یــک از 
ژنوتیپ هــا بــر اســاس وجــود یــا عــدم وجــود 
هــر آلــل، امتیــاز صفر و یــک داده شــد و تجزیه 
خوشــه¬ای بــه روش UPGMA ژنوتیپ هــا را 
ــه  ــا توج ــود. ب ــیم بندی نم ــروه تقس ــج گ در پن
بــه منابــع متعــدد اطلاعــات دقیــق و کامــل در 
ــود  ــای موج ــی نمونه ه ــیل ژنتیک ــورد پتانس م
از نظــر نشــانگر مــورد بررســی نبــوده اســت. 
در  شــایانی  کمــک  می توانــد  نتایــج  ایــن 
جهــت تکمیــل اطلاعــات در مــورد پتانســیل 
ژنتیکــی و تصمیم گیــری صحیــح در جهــت 
ــا  ــن ژنوتیپ ه ــالای ای ــی ب ــت تنوع ژنتیک حفاظ
بــه بانــک ژن ملــی گیاهــی بنماینــد. عــلاوه 
ــدف  ــا ه ــی ب ــاگرهای پروتئین ــن شناس ــر ای ب
ــخیص  ــونومیکی و تش ــط تاکس ــی رواب بررس
واریته هــای تحــت کشــت برخــی گونه هــای 
ــتند  ــه هس ــل توج ــم، قاب ــی مه ــان زراع گیاه

)رضــوی زاده و رســتمی، 1394(.
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ــذر  ــپرم ب ــای آندوس ــورز پروتئین ه ــل از الکتروف ــده حاص ــکیل ش ــی تش ــای پروتئین ــوی بانده ــکل 1: الگ ش
ــامی  ــدول 1( )اس ــق ج ــا 12 مطاب ــماره از 1 ت ــاس ش ــر اس ــا ب ــامی ژنوتیپ ه ــا )اس ــای لوبی ژنوتیپ ه
نشــانگرها و وزن ملکولــی آن هــا بــه ترتیــب از بــالا بــه پاییــن اوترانســفرین )78 کیلودالتــون(، آلبومیــن 
ــن  ــون(، بتا-لاکتوگلوبولی ــن )29 کیلودالت ــون(، اکتینیدی ــن )45 کیلودالت ــون(، اوآلبومی گاوی )66 کیلودالت

ــون(. ــم )14 کیلودالت ــون( و لیزوزی )18 کیلودالت

روابــط  بررســی   ،2 شــکل  دندروگــرام 
باندهــای  اســاس  بــر  خویشــاوندی 
ژنوتیپ هــای  بــذر  ذخیــره ای  پروتئین هــای 
لوبیــا را نمایــش مــی دهــد. خــط بــرش در 
ــروه  ــج گ ــا را در پن ــپ ه ــاس 0/71 ژنوتی مقی
ــماره  ــای ش ــپ ه ــه ژنوتی ــرد ک ــته بندی ک دس
 (Ks-z1189)  9  ،(16-Cos)  6  ،(Ks21193)  1
ــر( در گــروه اول، ژنوتیــپ شــماره  و 10 (اخت
12 (DF-1083) در گــروه دوم، ژنوتیــپ هــای 
شــماره 4 )صــدری( و 5 )محلــی خمیــن( در 
گــروه ســوم، ژنوتیــپ هــای شــماره 2 )پــاک(، 
3 )دانشــکده(، 7 )گلــی( و 8 )درســا( در گــروه 
چهــارم و ژنوتیــپ شــماره 11 )شــکوفا( در 
گــروه پنجــم قــرار گرفتنــد. نتایــج حاصــل 
از بررســی روابــط خویشــاوندی بــر پایــه 

حضــور یــا عــدم حضــور باندهــای پروتئینــی 
خــاص در ژل مربــوط بــه دانــه نشــان داد 
کــه ژنوتیــپ هــای شــماره 1 (Ks21193) و 
ــترین  ــم دارای بیش ــه ه ــبت ب ــکوفا( نس 11 )ش
فاصلــه ژنتیکــی مــی باشــند کــه می تــوان جهت 
اهــداف بــه نــژادی آتــی از آن اســتفاده نمــود. 
ریاســت و نصیــرزاده )1383( در مطالعــه تنــوع 
ژنتیکــی پروتئیــن هــای بــذر شــنبلیله بــه کمــک 
الکتروفــورز تــک بعــدی 16 بانــد پروتئینــی را 
تشــخیص داد و ژنوتیــپ هــای مــورد مطالعــه 

ــد. ــدی نمودن ــه بن را خوش
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شــکل 2: داده هــای الکتروفــورزی حاصــل از تحلیــل داده هــای الکتروفــورزی بــر اســاس باندهــای پروتئیــن 
هــای ذخیــره ای بــذر ژنوتیــپ هــای لوبیــا بــا روش UPGMA بــا نــرم افــزار NTSYS-pc. (گــروه 
بنــدی در ســطح فاصلــه 71/0 انجــام گردیــد.) اعــداد 1 تــا 12 شــماره ژنوتیــپ هــای لوبیــا مطابــق 
 C5=، محلی خمیــن ،C4= صــدری ،C3= دانشــکده ،C2= پــاک ،C1=Ks21193) .بــا جــدول 1 اســت
 C11=، DF-1083 شــکوفا ،C10= اختــر ،C8=، Ks-z1189 C9= درســا ،C7= گلــی ،Cos-16 C6=

.)C12=

شــکل شــماره 3، نمــودار حاصــل از تجزیــه بــه 
ــای  ــاس پروتئین ه ــر اس ــی ب ــای اصل محوره
ذخیــره ای بــذر لوبیــا را نشــان مــی دهــد 
ــر  ــا ب ــش ژنوتیپ ه ــالای پراکن ــاق ب ــه انطب ک
اســاس تجزیــه بــه محورهــای اصلــی بــا ایــن 
ــه  ــد. تجزی ــی ده ــوق را نشــان م ــدی ف گروه بن
 Principal Coordinate) مختصــات اصلــی
ــه  ــه ای از تجزی ــم یافت ــت تعمی Analysis) حال

از  آن  در  کــه  اســت  اصلــی  هــای  مؤلفــه 
شــباهت بیــن افــراد اســتفاده مــی کنــد، هــدف 
ــی  ــای گرافیک ــلات ه ــاخت پ ــه س ــن تجزی از ای
ــا اســت )اســماعیلی  ــر از داده ه ــاد کمت ــا ابع ب
و همــکاران، 1392(. بنابرایــن هــر ژنوتیــپ 
توســط نقطــه ای در فضــای اقلیدســی نمایــش 
داده مــی شــود و ژنوتیپ-هایــی کــه شــباهت 

ــر  ــاور یکدیگ ــد مج ــر دارن ــه یکدیگ ــتری ب بیش
قــرار مــی گیرنــد )فرشــادفر، 1380(. معصومی 
و همــکاران )1390( در مطالعــه گونــه هــای 
زیــره ســبز از نمــودار تجزیــه بــه محورهــای 
ــره ای  ــن هــای ذخی ــر اســاس پروتئی ــی ب اصل
بــذور زیــره اســتفاده نمــوده و انطبــاق بــالای 
آن را بــا دندروگــرام گــزارش نمودنــد. در 
 )1083-DF( 12 ایــن مطالعــه ژنوتیــپ شــماره
ــزا  ــه ی مج ــدام در ناحی ــر ک ــکوفا( ه و 11 )ش
قــرار دارنــد کــه در تجزیــه ی خوشــه ای نیــز 
ایــن ژنوتیــپ هــا در خوشــه هــای مجــزا قــرار 
گرفتــه انــد. ژنوتیــپ هــای شــماره 4 )صــدری( 
و 5 )محلــی خمیــن( هــم در ناحیــه ی متمایــز از 
ســایر ژنوتیــپ هــا قــرار دارنــد. ژنوتیــپ هــای 
Ks-)  9  ،(16-Cos) 6  ،(Ks21193)  1 شــماره 
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ــم  ــک به ــه نزدی ــر( در ناحی z1189) و 10 )اخت

قــرار دارنــد و ژنوتیپ-هــای شــماره 2 )پــاک(، 
ــار  ــا( در کن ــی( و 8 )درس ــکده(، 7 )گل 3 )دانش
هــم قــرار دارنــد. ایــن نتایــج همســو بــا نتایــج 
حاصــل از تجزیــه خوشــه ای مــی باشــد. 

صالحــی و همــکاران )1392( نتایــج حاصــل از 
تنــوع بیــن گونــه ای در دو گونــه بومــادران در 
21 زیســتگاه بــا روش FCA را از نظــر ترکیــب 
فلوریســتیک در دو گــروه )در فضــای بــای 

ــد. ــک نمودن ــر تفکی ــلات( از همدیگ پ

ــره ای  ــر اســاس پروتئین هــای ذخی ــی ب ــه محورهــای اصل ــه ب شــکل 3: نمــودار حاصــل از تجزی
بــذر لوبیــا. اعــداد 1 تــا 12 شــماره ژنوتیپ-هــای لوبیــا کــه مطابــق بــا جــدول 1 نیــز اســت 
  C5=،Cos-16ــن ــاک =C2، دانشــکده =C3، صــدری =C4، محلی خمی (C1=Ks21193، پ

     ، DF- C11= شــکوفا ،C10= اختــر ،=C8=، Ks-z1189 C9 درســا ،C7= گلــی ،C6=

.(C12= 1083

ــپ  ــی 12 ژنوتی ــای پروتئین ــی نواره امتیازده
لوبیــا در جــدول شــماره 2 مشــاهده مــی 
ــپ  ــام ژنوتی ــت در تم ــوار شــماره هف ــردد. ن گ
هــا مشــترک اســت کــه نشــان دهنــده پروتئیــن 
ــد  ــی باش ــا م ــپ ه ــی ژنوتی ــان در تمام یکس
جنــس  اختصاصــی  پروتئیــن  احتمــالًا  کــه 

Phasaeolous  مــی باشــد. نوارهــای شــماره 
9، 11، 17، 19 و 25 همــه بــا اختــلاف یــک 
ــای اختصاصــی  ــن ه ــد پروتئی ــد مــی توانن بان
باشــند. جــدول شــماره 3 ماتریــس تشــابه 
پروتئینــی  نشــانگر  اســاس  بــر  جــاکارد 
را  مطالعــه  مــورد  لوبیــای  هــای  ژنوتیــپ 



181دوره سی ام، شماره 2، پاییز و زمستان 1396مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

نمایــش مــی دهــد. تشــابه ژنتیکــی ژنوتیــپ هــا 
بــا اســتفاده از نشــانگر پروتئینــی و بــر اســاس 
ضریــب تشــابه جــاکارد از 0/401 تــا 1 متغیــر 
بــود. طبــق ماتریــس تشــابه بــر اســاس ضریب 
تشــابه جــاکارد نشــانگر پروتئینــی )جــدول 3( 

بیشــترین شــباهت ژنتیکــی بیــن ژنوتیــپ هــای 
دانشــکده بــا پــاک )0/952(، دانشــکده با درســا 
 ،)0/812(  KS-Z1189 بــا   16-Cos  ،)0/837(
 KS-Z1189 0/812( و( Ks21193  16 بــا-Cos

ــد. ــی باش ــا KS21193 )0/875( م ب

جدول 2: داده های الکتروفورزی SDS-PAGE در ژنوتیپ های مورد مطالعه
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ــای  ــپ ه ــن کل ژنوتی ــودار پروتئی ــکل 4، نم ش
مــورد مطالعــه لوبیــا را نشــان مــی دهــد. 
ــن  ــه مشــخص مــی باشــد بی ــان طــوری ک هم
ژنوتیــپ هــای مــورد مطالعــه از نظــر محتــوای 
پروتئینــی اختــلاف وجــود دارد بــه ترتیــب 

بیشــترین مقــدار پروتئیــن مربــوط بــه ژنوتیــپ 
ــن  ــود و کمتری ــپ DF-1083 ب ــا و ژنوتی درس
ــی  ــکوفا م ــپ ش ــه ژنوتی ــوط ب ــدار آن مرب مق

باشــد.  

شکل4: نمودار پروتئین محلول کل، ژنوتیپ های مورد مطالعه لوبیا

ــاک =2، دانشــکده =3، صــدری =4،  ــه چــپ (Ks21193=1، پ ــه ترتیــب از راســت ب ــا ب اســامی ژنوتیپ ه
ــر =10، شــکوفا ،=11  ــن=    Cos- 16=6 ،5 ، گلــی=7 ، درســا =Ks-z1189 9 ،=8، اخت محلی خمی

.)DF-1083 12=

جدول 3: ماتریس تشابه جاکارد بر اساس نشانگر پروتئینی ژنوتیپ های لوبیای مورد مطالعه

بحث
قــادر  الکتروفــورز  روش  مطالعــه،  ایــن  در 
ــا از یکدیگــر  ــپ ه ــه جداســازی کامــل ژنوتی ب
بــود و نتایــج ارزنــده ای نیــز در زمینــه اوزان 

ملکولــی پروتئیــن هــای ذخیــره ای بــذر گونــه 
هــای مــورد بررســی بــه دســت آمــد کــه 
نشــان مــی دهــد ایــن روش مــی توانــد ابــزاری 
مفیــد بــرای تفکیــک و جدایــی ژنوتیــپ هــا در 
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ــت  ــج از آن جه ــن نتای ــد. ای ــه باش ــطح گون س
مفیــد و مهــم اســت کــه در زمینــه الکتروفــورز 
ــون  ــه تاکن ــورد مطالع ــای م ــپ ه ــذر ژنوتی ب
گزارشــی صــورت نپذیرفتــه اســت. بــا توجه به 
ایــن کــه پروتئین هــای ذخیــره ای بــذر در طــی 
فراینــد تکامــل تــا حــد بســیار زیــادی حفاظــت 
ــا از  ــن پروتئین ه ــورز ای ــذا الکتروف ــده اند، ل ش
ــه روش هــای کاربــردی بــرای پــی بــردن  جمل
ــی  ــاظ ژنتیک ــان از لح ــن گیاه ــط بی ــه رواب ب
می باشــد )Ravi et al., 2003(. گرچــه عوامــل 
محیطــی در مقــدار پروتئین هــای ذخیــره ای 
ــر  ــی ب ــر کم ــا تأثی ــت ام ــذار اس ــذر تأثیرگ ب
وجــود آن هــا در بــذر دارد. از مزایــای دیگــر 
ایــن دســته از نشــانگرها، همبــارز بــودن آن ها 
مــی باشــد. بــا توجــه بــه مطالــب مذکــور، ایــن 
ــی  ــرای ارزیاب ــب ب ــاری مناس ــانگرها معی نش
ــادفر،  ــتند (فرش ــی هس ــوع ژنتیک ــه تن و مطالع
در  هــا  تــوده  اکثــر  گرفتــن  قــرار   .)1380
ــداد  ــود تع ــم وج ــی رغ ــزا عل ــای مج ــروه ه گ
ــب  ــن مطل ــد ای ــکل مؤی ــد ش ــای چن ــم بانده ک
اســت کــه پروتئیــن هــای ذخیــره ای دانــه کــه 
از انــواع نشــانگرهای پروتئینــی می باشــند، 
بالایــی  چندشــکلی  دارای  و  پایــدار  بســیار 
هســتند (فرشــادفر، 1380(. ضریــب کوفنتیــک 
محاســبه شــده برابــر بــا 89 درصــد بــود کــه 
نشــان¬دهنده بــرازش مناســب دندروگــرام 
(کــه در پنــج گــروه ژنوتیــپ هــا را دســته 
بنــدی کــرده انــد( بــا داده هــای بــه دســت  آمــده 
ــا  ــای KS21193 ب ــپ ه ــی ژنوتی ــت. تلاق اس
شــکوفا قابــل پیــش بینــی مــی باشــد و ژنوتیــپ 

ــن  ــدار پروتئی ــترین مق ــز دارای بیش ــا نی درس
ــه  ــن مطالع ــج ای ــد. نتای ــی باش ــول کل م محل
نشــان دهنــده مناســب بــودن ایــن روش بــرای 
ــای  ــپ ه ــایر ژنوتی ــی س ــوع ژنتیک ــه تن مطالع
لوبیــا مــی باشــد. برخــی از پروتئیــنپ هــا بــه 
طــور انحصــاری در نمونــه هــای دانــه مــورد 
مطالعــه ایــن بررســی بیــان شــده انــد کــه ایــن 
ــزار  ــک اب ــوان ی ــه عن ــد ب ــی توان ــوع م موض
مفیــد بــرای معرفــی نشــانگر اختصاصــی رقــم 
ــه کار  ــه ب ــورد مطالع ــای م ــذور لوبی ــای ب ه
ــد، چراکــه موفقیــت الکتروفــورز پروتئیــن  رون
ــه ایــن  ــام ب هــا در شناســایی و تشــخیص ارق
ســبب اســت کــه پروتئیــن هــای تفکیــک شــده 
توســط آن اولیــن محصــول فعالیــت ژن هــا می 
باشــند. بطورکلــی پیشــنهاد مــی شــود بــا کمک 
ــا  آزمــون مانتــل انطبــاق داده هــای ملکولــی ب
ــه  ــه هــای ب ــات کمــی در برنام داده هــای صف

ــردد.  ــون گ ــتفاده و آزم ــی اس ــژادی آت ن
سپاسگزاری

از همــکاری مطلــوب جنــاب آقــای مهنــدس 
خمیــن  حبوبــات  تحقیقــات  مرکــز  قدیــری، 
ــای  ــپ ه ــرار دادن ژنوتی ــار ق ــت در اختی جه
ــتاد  ــی اس ــی مصطفای ــر عل ــه، دکت ــن مطالع ای
ــگاه  ــکی دانش ــوژی پزش ــات بیول ــز تحقیق مرک
در  همــکاری  کرمانشــاه  پزشــکی  علــوم 
اســتفاده از آزمایشــگاه الکتروفــورز پروتئیــن 
ــروه  ــتاد گ ــان اس ــا کرمی ــر روی ــم دکت و خان
زیســت شناســی دانشــگاه بوعلــی ســینا جهــت 
بازخوانــی گــزارش حاضــر تقدیــر بعمــل مــی 

ــد. آی
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اســماعیلی، ا.، مجیــری، ف. و حســینی، س. ز. )1392( اســتفاده از نشــانگرهاي اینترون-اگــزون 
 .)Thymus daenensis( ــي ــن دنای ــه آویش ــي در دو زیرگون ــوع ژنتیک ــي تن ــراي ارزیاب ب

ــتماتیک. 5 )16(: 41-54. ــونومي و بیوسیس تاکس
بهــی، م.، ســفالیان، ا.، شــکرپور، م.، اصغــری، ع.، خمــاری، س. و فیــروزی، ب. )1392( ارزیابــی 
ارتبــاط بیــن مقاومــت بــه یــخ زدگــی بــا نشــانگرهای پروتئیــن هــای ذخیــره ای و برخــی 
ــی ).Hordeum vulgare L(. بــه نــژادی گیاهــان  صفــات فیزیولوژیکــی در جــو زراع

ــی. 1 )1(: 10-1. ــی و باغ زراع
رجبــی هشــجین، م.، فتوکیــان، م. ح.، آقایــی ســربرزه، م. و محمــدی، م. )1392( بررســی تنوع آللی 
و ارزیابــی کیفیــت پروتئیــن هــای ذخیــره ای بــذر در گنــدم هــای دوروم. بیوتکنولــوژی 

کشــاورزی. دوره 5، شــماره 4، 5 )4(: 36-17.
رضــوی زاده، ر. و رســتمی، ف. )1394( اســتفاده از الگوهــاي پروتئینــي در بررســي تنــوع 
ژنتیکــي برخــي ارقــام منتخــب کلــزا. تاکســونومي و بیوسیســتماتیک. 5 )16(: 75-84.

ــا  ــد ســاله ب ــاي چن ــي شــنبلیله ه ــوع ژنتیک ــرزاده، ع. ر. )1383( بررســي تن  ریاســت، م. و نصی
اســتفاده از الکترفــورز پروتئیــن هــاي ذخیــره ای بــذر. دو فصلنامــه تحقیقــات ژنتیــک و 

ــران، ســال دوازدهــم، شــماره 2. ــي ای اصــلاح گیاهــان مرتعــي و جنگل
ــتی  ــوع زیس ــه تن ــن زاده، ف. )1392( مطالع ــری، م. و محس ــی راد، ا.، عط ــی، ح.، چهرقان صالح
ــه  ــا اســتفاده از روش DSS و مقایســه پروتئیــن هــای ذخیــره ای بــذر جمعیــت دو گون ب

ــتماتیک 5 )16(: 55-68. ــونومی و بیوسیس ــران. تاکس ــرب ای ــادران در غ بوم
فرشــادفر، ع. 1380. اصــول و روش هــای آمــاری چندمتغیــره. انتشــارات دانشــگاه رازی 

کرمانشــاه. 
ــی، س. )1390(  ــی، ا. و کیان ــزی، د.، ســورنی، ج.، رســتمی، ح.، مصطفای ــی، س. م.، کهری معصوم
ــه پروتئیــن هــای  ــا توجــه ب ــره ســبز )Cuminum cyminum) ب ــوده زی ــوع ژنتیکــی ت تن

ــس ســالانه دانشــگاه رازی. ــن کنفران ــا SDS-PAGE. دومی ــذر ب ــره ای ب ذخی
نارویــی راد، م. ر.، فرزانجــو، م.، فنایــی، ح. ر.، ارجمنــدی نــژاد، ا.، قاســمی، ا. و پــل شــکن پهلــوان، 
م. ر. )1385( بررســی تنــوع ژنتیکــی و تجزیــه بــه عامــل هــا بــرای صفــات مورفولوژیــک 

تــوده هــای بومــی گنــدم سیســتان و بلوچســتان. پژوهــش و ســازندگي. 4 )19(: 50-57.

Bradford, M. M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of micro-
gram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Ana-
lytical Biochemistry 72: 248-254. 

Garcia, E., Jamilena, M., Alvarez, J. I., Arnedo, T., Oliver, J. L. and Lozano, R. (1998) Ge-
netic relationships among melon breeding lines revealed by RAPD markers 


