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چکيده
ــای  ــه ه ــن دان ــی از مهمتري ــی)Arachis hypogaea( يک ــادام زمین ب
روغنــی خوراكــی تیــره بقــولات در دنیــا اســت كــه درک تنــوع ژنتیکــی 
بیــن ارقــام آن، در انتخــاب نــوع رقــم و انتقــال ژن هــای مفیــد بیــن آن 
ها بســیار ارزشــمند اســت. بــه منظــور بررســی روابط خويشــاوندی و 
تنــوع ژنتیکــی ارقــام بــادام زمینــی، 10 رقــم آن در يك مزرعــه تحقیقاتی 
در لشــت نشــاء )گیــلان( در ســال زراعــی 1395 در قالــب طــرح بلــوک 
ــا ســه تکــرار كاشــته شــد.  هــای كامــل تصادفــی بــه صــورت ديــم ب
پــس از برداشــت بــذور ارقــام بــادام زمینــی، پروتئیــن محلول بــه روش 
 SDS-PAGE برادفــورد و الکتروفــورز پروتئیــن هــای بــذر بــه روش
انجــام شــد. در بررســی پروتئیــن محلــول، رقــم محلــی گیــلان )گلــی( به 
تنهايــی در گــروه A قــرار گرفــت و در خوشــه بنــدی گــروه خود نســبت 
بــه ســاير ارقــام فاصلــه داشــت. آنالیــز باندهــای پروتئینــی بــا نــرم 
افــزار Total lab حضــور 17 بانــد اصلــی و قابــل رويــت را بــر روی ژل 
عمودی نشــان داد. بیشــترين ســطح بیــان پروتئیــن در باند شــماره 11 
بــا وزن مولکولــی تقريبــی 26 كیلــو دالتــون مشــاهده شــد كــه در تمــام 
رقــم هــا بیــان شــد. تجزيــه خوشــه ای باندهــای پروتئینــی بــه روش 
Ward و بــرش آن در 50% تشــابه، رقــم هــا را در 4 گــروه تقســیم كــرد. 
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رقــم هــای 6، 7، 8، 9 و 10 در گــروه اول، رقــم هــای 3، 4 و 5 در گروه دوم و 
رقــم هــای 1 و 2 بــه طــور جداگانــه در گــروه هــای ســوم و چهــارم قــرار 
گرفتنــد. در مجمــوع، نتايــج بــه دســت آمــده نشــان داد كــه تنــوع كافــی 
در مــورد پروتئیــن هــای ذخیــره ای دانــه در میــان ارقــام بــادام زمینــی 

مــورد مطالعــه وجــود داشــت. 

واژه های كلیدی: الکتروفورز، بادام زمینی، پروتئین، تنوع ژنتیکی 

مقدمه
بادام زمينی ).Arachis hypogaea L( از بقولات يکساله است كه به دليل كيفيت بالای روغن و 
پروتئين دانه، در 109 كشور جهان كشت می شود. اين گياه بومی منطقه جنوب شرقی آمريکا است 
كه در صورت عدم دسترسی به گوشت، می تواند بخش ارزشمندی از پروتئين غذايی انسان را 
تامين كند. سالانه 25/7 ميليون تن بادام زمينی در سطح جهان از 21 ميليون هکتار زمين زراعی 
توليد می شود، كه آسيا با داشتن 17/9 ميليون تن بادام زمينی حدود 70% از توليد اين محصول 
را به خود اختصاص داده است )Wang et al., 2011(. سطح زير كشت بادام زمينی در ايران 
حدود 3 هزار هکتار است كه تقريباً 2800 هکتار آن در استان گيلان قرار دارد )راسخ و همکاران، 
تنوع  ديپلوئيد هستند. علی رغم  آنها  تقريباً همه  Arachis دارای 7 گونه است كه  1385(. جنس 
مورفولوژيکی بالا در خزانه ژنتيکی بادام زمينی، اين تنوع به اندازه كافی در برنامه های اصلاحی 
بادام زمينی مورد استفاده قرار نگرفته است و بسياری از ارقام زراعی موجود معمولًا بر پايه يک 
يا چند والد مشترک توليد شده اند )Al-saghir and Abdel-salam, 2015(. ماركرهای پروتئينی 
برای مطالعه تنوع ژنتيکی بسيار موثر عمل می كنند. برخی از محققين، الکتروفورز پروتئين دانه بادام زمينی 
را برای تشخيص بين واريته های وحشی و زراعی آن موثر می دانند )Javaid et al., 2004(. اين روش 
همچنين می تواند به عنوان يک ابزار مفيد و مورد اطمينان برای تشخيص رقم های زراعی خاص 
به ميزان  اينکه  دليل  به  دانه  ای  پروتئين های ذخيره   .)Bushehri et al., 2000( استفاده گردد 
از پروتئين  تنوعات ژنتيکی ارزشمندتر  از نوسانات محيطی هستند، برای مطالعه  زيادی مستقل 
های رويشی )Vegetative proteins( می باشند )Nematollahi et al., 2013(. مطالعات نشان 
دادند كه تنوع موجود بين پروفايل های پروتئينی و پروتئين های ذخيره ای دانه بادام زمينی دارای 
 .)Krishna et al., 2015) قابليت طبقه بندی گونه ای و حتی دورگ گيری بين گونه ای را دارد
Javaid و همکاران )2004( پروتئين كل بذر 150 توده بادام زمينی را كه نماينده 5 قاره بودند، 
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توسط روش SDS-PAGE ارزيابی كردند. در ميان باندهای مشاهده شده 5 باند برجسته در اكثر 
توده ها ديده شد و تنها 8 توده در يک باند برجسته متفاوت بودند.

Alege و همکاران )2014( پروفايل پروتئين ذخيره دانه 10 عضو از خانواده بقولات از جمله بادام 

زمينی را با استفاده از الکتروفورز ژل SDS-PAGE بررسی كردند. نتايج آنها يک باند مشترک در 
تمام گياهان مورد بررسی را نشان داد. آنها پيشنهاد كردند كه می توان از اين باند به عنوان باند 
عمومی در ميان اعضای خانواده بقولات استفاده كرد. با توجه به كارآمد بودن اين نشانگر در 
تفکيک ارقام درون خانواده بقولات و متفاوت بودن ژنوتيپ های مورد مطالعه در اين تحقيق، هدف 
پژوهش حاضر بر ارزيابی تنوع ژنتيکی در ارقام بادام زمينی بر اساس الکتروفورز پروتئين های 

ذخيره دانه  قرار گرفت.
مواد و روش ها

به منظور انجام اين تحقيق 9 ژنوتيپ بادام زمينی وارداتی از كشور هندوستان )موسسه تحقيقات 
ICRISAT( )جدول شماره1( به همراه رقم NC2، رقم رايج محلی در گيلان مشهور به گلی )شاهد( 

به صورت ديم در سال زراعی 1395 در مزرعه آزمايشی در لشت نشاء )توابع رشت( و در قالب 
طرح بلوک های كامل تصادفی با سه تکرار كشت گرديد. هر كرت آزمايشی دارای 5 خط به فاصله 
50 سانتی متر از يکديگر و هر خط شامل 10 گياه با فاصله 30 سانتی متر در نظر گرفته شد. 

فاصله بين تکرارها و بين كرت ها يک متر در نظر گرفته شد.

پس از برداشت بذور بادام زمينی، جهت استخراج پروتئين ابتدا بذرها از غلاف خارج شدند، لپه 
ها و جنين موجود در آن ها توسط نيتروژن مايع تبديل به پودر گرديد. سپس جهت چربی زدايی 
 .)Rostami and Ehsanpour, 2009( پودرهای حاصله از هر رقم، به آنها استن سرد اضافه شد
پودرهای فاقد چربی برای هر رقم در دمای اتاق و به مدت 8 ساعت در جريان هوا خشک شدند. 

جدول 1:  نام رقم های مورد مطالعه
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سپس به پودرهای خشک شده هر رقم، محلول 50 ميلی مولار بافر تريس محتوی 1 ميلی مولار 
DTT، 2 ميلی مولار EDTA و 2 ميلی مولار مركاپتواتانول pH 7/5= به نسبت 1 به 20 وزنی/

حجمی اضافه و به مدت 2 تا 3 ساعت بر روی شيکر با سرعت 50 دور در دقيقه )rpm( در دمای 
اين مدت  از  )Rostami and Ehsanpour, 2009(. پس  داده شدند  تکان  4 درجه سانتی گراد 
سوسپانسيون های حاصله به مدت 15 دقيقه در rpm 10000 در 4 درجه سانتی گراد سانتريفوژ 

شدند. نمونه ها تا زمان استفاده در فريزر 20- درجه سانتی گراد نگهداری شدند. 
 Bradford اندازه گيری پروتئين كل)ميلی گرم در گرم پودر فاقد چربی( بر اساس روش تغيير يافته
با استفاده از آلبومين سرم گاوی (Bovine Serum Albomin( به عنوان استاندارد انجام گرفت 
)Bradford, 1976(. نمونه ها به نسبت 1 به 3 با بافر نمونه مخلوط و به مدت 3 دقيقه جوشانده 
 SDS-PAGE شدند. به طور متوسط 2/5 ميلی گرم پروتئين در هر چاهک ژل تزريق شد. آناليز
 )Separating( با غلظت 5 درصد و ژل جداكننده   )Stacking( از ژل متمركز كننده  با استفاده 
با غلظت 12 درصد با استفاده از ماركر پروتئينی Protein ladder PLUS PS11 انجام گرفت. 
باندهای  شد.  انجام  ساعت   2 مدت  به  متغير  جريان  با  و  ولت   120 ثابت  ولتاژ  در  الکتروفورز 
پروتئينی با استفاده از نيترات نقره رنگ آميزی شدند. برای اين منظور ژل به مدت يک ساعت در 
محلول تثبيت كننده قرار گرفت و سپس سه بار با اتانول 50 درصد و هر بار به مدت 20 دقيقه 
شستشو داده شد. سپس يک دقيقه در محلول تيوسولفات سديم غوطه ور و سه بار به مدت 20 
ثانيه با آب شسته و در محلول رنگ آميزی قرار گرفت و مجدداً سه بار هر بار 20 ثانيه توسط آب 
مقطر شسته شد و سپس از محلول آشکار كننده جهت ظهور باندهای پروتئينی استفاده شد. تراكم 

نسبی باندهای پروتئينی به وسيله نرم افزار Total lab آناليز گرديد. 
همه آزمايش ها در 3 تکرار انجام و داده ها با كمک نرم افزار SPSS و آناليز ANOVA و آزمون 
دانکن در سطح P<0/05  مقايسه گرديدند. برای تجزيه داده های الکتروفورزی، هر يک از باندهای 
الکتروفورزی به عنوان يک صفت در نظر گرفته شد و به حضور و عدم حضور نوارها به ترتيب 
اعداد يک و صفر اختصاص داده شد. سپس با استفاده از نرم افزار SPSS ماتريس تشابه محاسبه 

و برای تجزيه خوشه ای از ضريب تشابه جاكارد )Coefficient Jaccard( استفاده شد.
نتايج 

تغييرات غلظت پروتئين كل در رقم های مختلف مورد مطالعه در شکل 1 نشان داده شده است. 
ابتدا منحنی استاندارد جذب، بر اساس جذب های خوانده شده، برای نمونه های استاندارد رسم 
و توسط شيب خط منحنی و معادله ی حاصل از اين نمودار، غلظت پروتئين كل نمونه ها محاسبه 
شد. تجزيه واريانس نتايج نشان داد كه در سطح احتمال 5% بين رقم ها اختلاف معنی دار آماری 
وجود دارد، يعنی از نظر محتوای پروتئينی رقم های مورد مطالعه با يکديگر تفاوت دارند. مقايسه 
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اختلاف  دارای  نمونه ها،  داده ها در  داد كه ميانگين  )5 درصد( نشان  دانکن  با  داده ها  ميانگين 
معنی داری است. بيشترين مقدار پروتئين با 344/99 ميلی گرم در گرم وزن خشک در ژنوتيپ 
گلی )رقم محلی گيلان( و كمترين آن به ترتيب با مقادير 240/2 و 240/7 ميلی گرم در گرم وزن 
خشک در رقم های ICGV97128 و ICGV03060 مشاهده شد. به اين ترتيب رقم محلی گيلان در 
 ،ICGV00441 سه رقم ،AB در گروه ICGV92040 قرار گرفت. پس از آن رقم A گروه جداگانه
های  رقم   ،C گروه  در   ICGV95148 رقم   ،BC گروه  در  هم  با   2/ICGV00351 و   ICGV01260
ICGV96177 و ICGV00351/1 در گروه D و در نهايت دو رقم ICGV97128 و ICGV03060 در 

يک گروه E  قرار گرفتند.

شکل1: تغييرات محتوای پروتئينی ارقام بادام زمينی به روش برادفورد داده ها ميانگين 3 تکرار 

SD  و حروف نامشابه نشان دهنده اختلاف معنی دار )P<0/05(  بر اساس آزمون دانکن می باشد.
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شکل 2: تصوير الگوی باندی بر روی ژل الکتروفورزی 12% ) رنگ آميزی شده با نيترات نقره( 

شماره ارقام بر مبنای جدول 1 می باشد.

بادام زمينی را بر روی ژل پلی آكريل آميد  باندهای پروتئينی موجود در بذر 10 رقم  شکل 2: 
دهد.  می  نشان   %12  )SDS-PAGE(

حجم   ،)Area( سطح   ،Rf مولکولی،  وزن  باند،  تعداد  شد.  آناليز   Total lab افزار  نرم  در  ژل 
)Volume( و پيک )Peak( تمام باندهای شناسايی شده، استخراج گرديد. تعداد نوارهای اصلی و 
 ،0/239 ،0/161 ،0/104 Rf قابل رويت در روش رنگ آميزی با نيترات نقره 17 باند بود. باندهايی با
0/266، 0/508 و 0/848 در تمامی ارقام مشترک بودند. بيشترين تعداد باند مربوط ارقام 9 و 10 و 
 ،0/508 Rf به باند با )Area( و سطح )Volume( كمترين آن مربوط به رقم 2 بود. بيش ترين حجم
باند 11 )با وزن تقريبی 26 كيلودالتون( مربوط بود كه در تمامی ارقام مشترک بود. بزرگترين 
پيک )Peak( نيز در همين باند ديده شد. باند 16 )با وزن تقريبی 7 كيلودالتون( در دو رقم 2 و 10 
)رقم محلی گيلان( مشاهده شد و در ساير ارقام بيان نشد. باند 8 )با وزن تقريبی 39 كيلو دالتون( 
تنها در دو رقم 6 و 8 مشاهده شد. پس از بررسی ميزان بيان باندهای پروتئينی مشخص گرديد كه 
باند 1 )با وزن تقريبی 116 كيلو دالتون( تنها در رقم 1 و دو باند 2 و 13 )با وزن تقريبی 102  و 
24كيلو دالتون( تنها در رقم 2 قابل تشخيص نبوده در حاليکه بيان اين باندهای پروتئينی در ساير 
ارقام بادام زمينی مشاهده شد. بيشترين سطح بيان پروتئين در باند شماره 11 )با وزن تقريبی 26 
كيلو دالتون( بود كه در تمام ارقام بيان شد. شکل 3- دندروگرام روابط خويشاوندی ارقام مورد 

بررسی بادام زمينی را بر اساس داده های باندهای پروتئينی نشان می دهد.
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شکل 3: نمودار خوشه بندی به روش Ward  بر اساس باندهای پروتئينی دانه در 10 رقم بادام 

زمينی مورد مطالعه

بر اساس نمودار درختی حاصل از تجزيه خوشه ای و برش آن در ناحيه 50% تشابه ارقام در 
4 گروه قرار گرفتند. ارقام 6، 7، 8، 9 و 10 با هم در گروه اول، ارقام 3، 4 و 5 در گروه دوم و دو 
رقم 1 و 2 هركدام به طور جداگانه در گروه های سوم و چهارم قرار گرفتند. البته در داخل هر 

گروه نيز تفاوت های چشمگيری قابل مشاهده است.
بحث و نتیجه گیری

داشتن اطلاعات كافی در مورد درجه تشابه ژنتيکی در مورد ژنوتيپ های مختلف گياهان اهميت 
و  ناهمگون  های  گروه  شناسايی  برای  اطلاعاتی  چنين  دارد.  گياهان  اصلاح  برنامه  در  خاصی 
 .)Bonato et al., 2006( انتخاب والدها در دورگ گيری و ايجاد هيبريدها، مفيد و با ارزش است
 SDS-PAGE ًالکتروفورز پروتئين ها يک ابزار قوی برای تشخيص تنوع ژنتيکی است و مخصوصا
پروتئين های دانه به عنوان يک تکنولوژی قابل اطمينان در نظر گرفته می شود. الگوی الکتروفورزی 
پروتئين ها می تواند باندهايی را به عنوان نشانگر مولکولی معرفی نمايد و در اين خصوص بررسی 
الگوی الکتروفورزی پروتئين های ذخيره ای بذر به دليل عدم تاثير پذيری آنها از محيط اهميت 
خاصی دارند )Dvoracek et al., 2003 & Javid et al., 2004 & Iqbal et al., 2005(. عوامل 
محيطی روی پروتئين های بذور رسيده بی تاثير يا كم تاثير هستند و همانند ايزوزيم ها، نحوه 
الگوی پروتئينی بذرهای  بنابراين   .)Magni et al., 2007( آنها به صورت همبارز است  توارث 
بادام زمينی بر پايه حضور و عدم حضور باندهای پروتئينی به عنوان نشانگرهای پروتئينی می 



49دوره سی و یکم، شماره 2، تابستان 1397مجله علمی - پژوهشی دانشگاه الزهرا )س( / زیست شناسی کاربردی

توانند تنوع ژنتيکی را در ميان ارقام مشخص سازد. به طوريکه می توان در اين مطالعه باند شماره 
5 را به عنوان نشانگر رقم 1، باند شماره 16 را به عنوان نشانگر ارقام 2 و 10 و يا عدم حضور 
باند شماره 1 در رقم شماره 1 و عدم حضور باندهای 2 و 13 را در رقم 2 به عنوان نشانگر برای 
اين ارقام پيشنهاد كرد. هر چند اكثر تجزيه و تحليل های پروتئين های ذخيره در گونه هايی به كار 
رفته كه بذر يا فراورده شان قسمت خوراكی آنهاست، با اين حال پروتئين های بذر برای شناسايی 
ارقام مراتع نيز به كار رفته است )Abde Mishani and Boushehri,1997(. مشابه با مطالعه 
حاضر، الگوی SDS-PAGE پروتئين های بذر به عنوان شناساگرهای پروتئينی برای شناسايی و 
 ،)Dvoracek et al., 2003( جو دوسر ،)مقايسه رقم های سويا )رضوی زاده و احسانپور، 1391
گونه های پسته )Ehsanpour et al., 2010( و ارقام                     )Sadia et al., 2009( استفاده 

شده اند.
بادام زمينی نشان  ارقام  الگوی پروتئينی دانه های  نتايج بررسی روابط خويشاوندی بر اساس 
داد،كه رقم های 3، 4 و 5  و از طرفی 8، 9 و 10 بيشترين شباهت و رقم های 1 و 2 كمترين شباهت 

را با ساير ارقام دارند.
 در مطالعه ی كه رضوی زاده و احسانپور )1391( بر روی هفت رقم سويا انجام دادند، پروتئين 
محلول كل دانه و الگوی پروفايل باندهای پروتئينی را با روش SDS-PAGE بررسی كردند. نتايج 
به ساير  داری نسبت  به صورت معنی  پروتئين كل  تنها در يک رقم محتوای  كه  داد  آنها نشان 
واريته ها كمتر بود. دندروگرام به دست آمده بر اساس باندهای پروتئينی دانه در ارقام سويا نيز 
 Valizadeh .شش رقم سويا را در يک گروه و يک رقم ساری را به تنهايی در گروه ديگر قرار داد
(2001( پروفايل پروتئين بذر 47 توده متعلق به يازده گونه و چهار قبيله از خانواده حبوبات را با 

استفاده از الکتروفورز ژل پلی اكريل آميد بررسی كرد. نتايج نشان داد كه تمام گونه ها از طريق 
الگوی باندهای پروتئينی قابل تمايزند، اما تنها لوبيا ).Phaseolus vulgaris L( تنوع درون گونه 
ای بالا از خود نشان داد. تجزيه خوشه باندهای پروتئينی رقم بادام زمينی را به طور كامل در 
گروه جداگانه و بافاصله ای قرار داد. در بررسی پروتئين محلول، رقم محلی گيلان)گلی( به تنهايی 
در گروه A قرار گرفت و در خوشه بندی گروه خود نسبت به ساير ارقام فاصله دارد، كه می توان 
از اين رقم به عنوان يکی از والدين در دورگ گيری و برنامه های اصلاحی استفاده نمود.  در كل 
نتايج وجود تنوع كافی بين ژنوتيپ ها را در گروه بندی نشان می دهد. با توجه به تنوع بالا در 
صفات مورفولوژی ارقام بادام زمينی بررسی توام صفات مورفولوژيکی و بيوشيميايی و مقايسه 

تجزيه خوشه ای آنها توصيه می شود. 
سپاسگزاری

 از همکاران دانشگاه پيام نور استان گيلان كه نويسندگان را در انجام اين پژوهش ياری نمودند، 

Brassica
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