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چکیده
ــای  ــه ه ــن دان ــی از مهمتری ــی)Arachis hypogaea( یک ــادام زمین ب
روغنــی خوراکــی تیــره بقــولات در دنیــا اســت کــه 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 خویشــاوندی و 
تنــوع ژنتیکــی ارقــام بــادام زمینــی، 10 رقــم آن در کی مزرعــه تحقیقاتی 
در لشــت نشــاء )گیــان( در ســال زراعــی 1395 در قالــب طــرح بلــوک 
ــا ســه تکــرار کاشــته شــد.  هــای کامــل تصادفــی بــه صــورت دیــم 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 گیــان )گلــی( به 
تنهایــی در گــروه A قــرار گرفــت و در خوشــه بنــدی گــروه خود نســبت 
بــه ســایر ارقــام فاصلــه داشــت. آنالیــز باندهــای پروتئینــی بــا نــرم 
افــزار Total lab حضــور 17 بانــد اصلــی و قابــل رویــت را بــر روی ژل 
عمودی نشــان داد. بیشــترین ســطح بیــان پروتئیــن در باند شــماره 11 
بــا وزن مولکولــی تقریبــی 26 کیلــو دالتــون مشــاهده شــد کــه در تمــام 
رقــم هــا بیــان شــد. تجزیــه خوشــه ای باندهــای پروتئینــی بــه روش 
Ward و بــرش آن در 50% تشــابه، رقــم هــا را در 4 گــروه تقســیم کــرد. 
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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، نتایــج بــه دســت آمــده نشــان داد کــه تنــوع کافــی 
در مــورد پروتئیــن هــای ذخیــره ای دانــه در میــان ارقــام بــادام زمینــی 

مــورد مطالعــه وجــود داشــت. 

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

مقدمه
بادام زمینی ).Arachis hypogaea L( از بقولات یکساله است که به دلیل یکفیت بالای روغن و 
پروتئین دانه، در 109 کشور جهان کشت می شود. این گیاه بومی منطقه جنوب شرقی آمریکا است 
که در صورت عدم دسترسی به گوشت، می تواند بخش ارزشمندی از پروتئین غذایی انسان را 
تامین کند. سالانه 25/7 میلیون تن بادام زمینی در سطح جهان از 21 میلیون هکتار زمین زراعی 
تولید می شود، که آسیا با داشتن 17/9 میلیون تن بادام زمینی حدود 70% از تولید این محصول 
را به خود اختصاص داده است )Wang et al., 2011(. سطح زیر کشت بادام زمینی در ایران 
حدود 3 هزار هکتار است که تقریباً 2800 هکتار آن در استان گیلان قرار دارد )راسخ و همکاران، 
تنوع  دیپلوئید هستند. علی رغم  آنها  تقریباً همه  Arachis دارای 7 گونه است که  1385(. جنس 
مورفولوژیکی بالا در خزانه ژنتیکی بادام زمینی، این تنوع به اندازه کافی در برنامه های اصلاحی 
بادام زمینی مورد استفاده قرار نگرفته است و بسیاری از ارقام زراعی موجود معمولًا بر پایه یک 
یا چند والد مشترک تولید شده اند )Al-saghir and Abdel-salam, 2015(. مارکرهای پروتئینی 
برای مطالعه تنوع ژنتیکی بسیار موثر عمل می کنند. برخی از محققین، الکتروفورز پروتئین دانه بادام زمینی 
را برای تشخیص بین واریته های وحشی و زراعی آن موثر می دانند )Javaid et al., 2004(. این روش 
همچنین می تواند به عنوان یک ابزار مفید و مورد اطمینان برای تشخیص رقم های زراعی خاص 
به میزان  اینکه  دلیل  به  دانه  ای  پروتئین های ذخیره   .)Bushehri et al., 2000( استفاده گردد 
از پروتئین  تنوعات ژنتیکی ارزشمندتر  از نوسانات محیطی هستند، برای مطالعه  زیادی مستقل 
های رویشی )Vegetative proteins( می باشند )Nematollahi et al., 2013(. مطالعات نشان 
دادند که تنوع موجود بین پروفایل های پروتئینی و پروتئین های ذخیره ای دانه بادام زمینی دارای 
 .)Krishna et al., 2015( قابلیت طبقه بندی گونه ای و حتی دورگ گیری بین گونه ای را دارد
Javaid و همکاران )2004( پروتئین کل بذر 150 توده بادام زمینی را که نماینده 5 قاره بودند، 
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توسط روش SDS-PAGE ارزیابی کردند. در میان باندهای مشاهده شده 5 باند برجسته در اکثر 
توده ها دیده شد و تنها 8 توده در یک باند برجسته متفاوت بودند.

Alege و همکاران )2014( پروفایل پروتئین ذخیره دانه 10 عضو از خانواده بقولات از جمله بادام 

زمینی را با استفاده از الکتروفورز ژل SDS-PAGE بررسی کردند. نتایج آنها یک باند مشترک در 
تمام گیاهان مورد بررسی را نشان داد. آنها پیشنهاد کردند که می توان از این باند به عنوان باند 
عمومی در میان اعضای خانواده بقولات استفاده کرد. با توجه به کارآمد بودن این نشانگر در 
تفکیک ارقام درون خانواده بقولات و متفاوت بودن ژنوتیپ های مورد مطالعه در این تحقیق، هدف 
پژوهش حاضر بر ارزیابی تنوع ژنتیکی در ارقام بادام زمینی بر اساس الکتروفورز پروتئین های 

ذخیره دانه  قرار گرفت.
مواد و روش ها

به منظور انجام این تحقیق 9 ژنوتیپ بادام زمینی وارداتی از کشور هندوستان )موسسه تحقیقات 
ICRISAT( )جدول شماره1( به همراه رقم NC2، رقم رایج محلی در گیلان مشهور به گلی )شاهد( 

به صورت دیم در سال زراعی 1395 در مزرعه آزمایشی در لشت نشاء )توابع رشت( و در قالب 
طرح بلوک های کامل تصادفی با سه تکرار کشت گردید. هر کرت آزمایشی دارای 5 خط به فاصله 
50 سانتی متر از یکدیگر و هر خط شامل 10 گیاه با فاصله 30 سانتی متر در نظر گرفته شد. 

فاصله بین تکرارها و بین کرت ها یک متر در نظر گرفته شد.

پس از برداشت بذور بادام زمینی، جهت استخراج پروتئین ابتدا بذرها از غلاف خارج شدند، لپه 
ها و جنین موجود در آن ها توسط نیتروژن مایع تبدیل به پودر گردید. سپس جهت چربی زدایی 
 .)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 جریان هوا خشک شدند. 

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

حجمی اضافه و به مدت 2 تا 3 ساعت بر روی شیکر با سرعت 50 دور در دقیقه )rpm( در دمای 
این مدت  از  )Rostami and Ehsanpour, 2009(. پس  داده شدند  تکان  4 درجه سانتی گراد 
سوسپانسیون های حاصله به مدت 15 دقیقه در rpm 10000 در 4 درجه سانتی گراد سانتریفوژ 

شدند. نمونه ها تا زمان استفاده در فریزر 20- درجه سانتی گراد نگهداری شدند. 
 Bradford اندازه گیری پروتئین کل)میلی گرم در گرم پودر فاقد چربی( بر اساس روش تغییر یافته
با استفاده از آلبومین 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 دقیقه جوشانده 
 SDS-PAGE شدند. به طور متوسط 2/5 میلی گرم پروتئین در هر چاهک ژل تزریق شد. آنالیز
 )Separating( با غلظت 5 درصد و ژل جداکننده   )Stacking( از ژل متمرکز کننده  با استفاده 
با غلظت 12 درصد با استفاده از مارکر پروتئینی Protein ladder PLUS PS11 انجام گرفت. 
باندهای  شد.  انجام  ساعت   2 مدت  به  متغیر  جریان  با  و  ولت   120 ثابت  ولتاژ  در  الکتروفورز 
پروتئینی با استفاده از نیترات نقره رنگ آمیزی شدند. برای این منظور ژل به مدت یک ساعت در 
محلول تثبیت کننده قرار گرفت و سپس سه بار با اتانول 50 درصد و هر بار به مدت 20 دقیقه 
شستشو داده شد. سپس یک دقیقه در محلول تیوسولفات سدیم غوطه ور و سه بار به مدت 20 
ثانیه با آب شسته و در محلول رنگ آمیزی قرار گرفت و مجدداً سه بار هر بار 20 ثانیه توسط آب 
مقطر شسته شد و سپس از محلول آشکار کننده جهت ظهور باندهای پروتئینی استفاده شد. تراکم 

نسبی باندهای پروتئینی به وسیله نرم افزار Total lab آنالیز گردید. 
همه آزمایش ها در 3 تکرار انجام و داده ها با کمک نرم افزار SPSS و آنالیز ANOVA و آزمون 
دانکن در سطح P>0/05  مقایسه گردیدند. برای تجزیه داده های الکتروفورزی، هر یک از باندهای 
الکتروفورزی به عنوان یک صفت در نظر گرفته شد و به حضور و عدم حضور نوارها به ترتیب 
اعداد یک و صفر اختصاص داده شد. سپس با استفاده از نرم افزار SPSS ماتریس تشابه محاسبه 

و برای تجزیه خوشه ای از ضریب تشابه جاکارد )Coefficient Jaccard( استفاده شد.
نتایج 

تغییرات غلظت پروتئین کل 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 شیب خط منحنی و معادله ی حاصل از این نمودار، غلظت پروتئین کل نمونه ها محاسبه 
شد. تجزیه واریانس نتایج نشان داد که در سطح احتمال 5% بین رقم ها اختلاف معنی دار آماری 
وجود دارد، یعنی از نظر محتوای پروتئینی رقم های مورد مطالعه با یکدیگر تفاوت دارند. مقایسه 
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اختلاف  دارای  نمونه ها،  داده ها در  داد که میانگین  )5 درصد( نشان  دانکن  با  داده ها  میانگین 
معنی داری است. بیشترین مقدار پروتئین با 344/99 میلی گرم در گرم وزن خشک در ژنوتیپ 
گلی )رقم محلی گیلان( و کمترین آن به ترتیب با مقادیر 240/2 و 240/7 میلی گرم در گرم وزن 
خشک در رقم های ICGV97128 و ICGV03060 مشاهده شد. به این ترتیب رقم محلی گیلان 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 نهایت دو رقم ICGV97128 و ICGV03060 در 

یک گروه E  قرار گرفتند.

شکل1: تغییرات محتوای پروتئینی ارقام بادام زمینی به روش برادفورد داده ها میانگین 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: تصویر الگوی باندی بر روی ژل الکتروفورزی 12% ) رنگ آمیزی شده با نیترات نقره( 

شماره ارقام بر مبنای جدول 1 می باشد.

بادام زمینی را بر روی ژل پلی آکریل آمید  باندهای پروتئینی موجود در بذر 10 رقم  شکل 2: 
دهد.  می  نشان   %12  )SDS-PAGE(

حجم   ،)Area( سطح   ،Rf مولکولی،  وزن  باند،  تعداد  شد.  آنالیز   Total lab افزار  نرم  در  ژل 
)Volume( و پیک )Peak( تمام باندهای شناسایی شده، استخراج گردید. تعداد نوارهای اصلی و 
 ،0/239 ،0/161 ،0/104 Rf قابل رویت در روش رنگ آمیزی با نیترات نقره 17 باند بود. باندهایی با
0/266، 0/508 و 0/848 در تمامی ارقام مشترک بودند. بیشترین تعداد باند مربوط ارقام 9 و 10 و 
 ،0/508 Rf به باند با )Area( و سطح )Volume( کمترین آن مربوط به رقم 2 بود. بیش ترین حجم
باند 11 )با وزن تقریبی 26 یکلودالتون( مربوط بود که در تمامی ارقام مشترک بود. بزرگترین 
پیک )Peak( نیز در همین باند دیده شد. باند 16 )با وزن تقریبی 7 یکلودالتون( در دو رقم 2 و 10 
)رقم محلی گیلان( مشاهده شد و در سایر ارقام بیان نشد. باند 8 )با وزن تقریبی 39 یکلو دالتون( 
تنها در دو رقم 6 و 8 مشاهده شد. پس از بررسی میزان بیان باندهای پروتئینی مشخص گردید که 
باند 1 )با وزن تقریبی 116 یکلو دالتون( تنها در رقم 1 و دو باند 2 و 13 )با وزن تقریبی 102  و 
24یکلو دالتون( تنها در رقم 2 قابل تشخیص نبوده در حالیکه بیان این باندهای پروتئینی در سایر 
ارقام بادام زمینی مشاهده شد. بیشترین سطح بیان پروتئین در باند شماره 11 )با وزن تقریبی 26 
یکلو دالتون( بود که در تمام ارقام بیان شد. شکل 3- دندروگرام روابط خویشاوندی ارقام مورد 

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

زمینی مورد مطالعه

بر اساس نمودار درختی حاصل از تجزیه خوشه ای و برش آن در ناحیه 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 هرکدام به طور جداگانه در گروه های سوم و چهارم قرار گرفتند. البته در داخل هر 

گروه نیز تفاوت های چشمگیری قابل مشاهده است.
بحث و نتیجه گیری

داشتن اطلاعات کافی در مورد درجه تشابه ژنتیکی در مورد ژنوتیپ های مختلف گیاهان اهمیت 
و  ناهمگون  های  گروه  شناسایی  برای  اطلاعاتی  چنین  دارد.  گیاهان  اصلاح  برنامه  در  خاصی 
 .)Bonato et al., 2006( انتخاب والدها در دورگ گیری و ایجاد هیبریدها، مفید و با ارزش است
 SDS-PAGE ًالکتروفورز پروتئین ها یک ابزار قوی برای تشخیص تنوع ژنتیکی است و مخصوصا
پروتئین های دانه به عنوان یک تکنولوژی قابل اطمینان در نظر گرفته می شود. الگوی الکتروفورزی 
پروتئین ها می تواند باندهایی را به عنوان نشانگر مولکولی معرفی نماید و در این خصوص بررسی 
الگوی الکتروفورزی پروتئین های ذخیره ای بذر به دلیل عدم تاثیر پذیری آنها از محیط اهمیت 
خاصی دارند )Dvoracek et al., 2003 & Javid et al., 2004 & Iqbal et al., 2005(. عوامل 
محیطی روی پروتئین های بذور رسیده بی تاثیر یا کم تاثیر هستند و همانند ایزوزیم ها، نحوه 
الگوی پروتئینی بذرهای  بنابراین   .)Magni et al., 2007( آنها به صورت همبارز است  توارث 
بادام زمینی بر پایه حضور و عدم حضور باندهای پروتئینی به عنوان نشانگرهای پروتئینی می 
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توانند تنوع ژنتیکی را در میان ارقام مشخص سازد. به طوریکه می توان در این مطالعه باند شماره 
5 را به عنوان نشانگر رقم 1، باند شماره 16 را به عنوان نشانگر ارقام 2 و 10 و یا عدم حضور 
باند شماره 1 در رقم شماره 1 و عدم حضور باندهای 2 و 13 را در رقم 2 به عنوان نشانگر برای 
این ارقام پیشنهاد کرد. هر چند اکثر تجزیه و تحلیل های پروتئین های ذخیره در گونه هایی به کار 
رفته که بذر یا فراورده شان قسمت خوراکی آنهاست، با این حال پروتئین های بذر برای شناسایی 
ارقام مراتع نیز به کار رفته است )Abde Mishani and Boushehri,1997(. مشابه با مطالعه 
حاضر، الگوی SDS-PAGE پروتئین های بذر به عنوان شناساگرهای پروتئینی برای شناسایی و 
 ،)Dvoracek et al., 2003( جو دوسر ،)مقایسه رقم های سویا )رضوی زاده و احسانپور، 1391
گونه های پسته )Ehsanpour et al., 2010( و ارقام                     )Sadia et al., 2009( استفاده 

شده اند.
بادام زمینی نشان  ارقام  الگوی پروتئینی دانه های  نتایج بررسی روابط خویشاوندی بر اساس 
داد،که رقم های 3، 4 و 5  و از طرفی 8، 9 و 10 بیشترین شباهت و رقم های 1 و 2 کمترین شباهت 

را با سایر ارقام دارند.
 در مطالعه ی که رضوی زاده و احسانپور )1391( بر روی هفت رقم سویا انجام دادند، پروتئین 
محلول کل دانه و الگوی پروفایل باندهای پروتئینی را با روش SDS-PAGE بررسی کردند. نتایج 
به سایر  داری نسبت  به صورت معنی  پروتئین کل  تنها در یک رقم محتوای  که  داد  آنها نشان 
واریته ها کمتر بود. دندروگرام به دست آمده بر اساس باندهای پروتئینی دانه در ارقام سویا نیز 
 Valizadeh .شش رقم سویا را در یک گروه و یک رقم ساری را به تنهایی در گروه دیگر قرار داد
)2001( پروفایل پروتئین بذر 47 توده متعلق به یازده گونه و چهار قبیله از خانواده حبوبات را با 

استفاده از الکتروفورز ژل پلی اکریل آمید بررسی کرد. نتایج نشان داد که تمام گونه ها از طریق 
الگوی باندهای پروتئینی قابل تمایزند، اما تنها لوبیا ).Phaseolus vulgaris L( تنوع درون گونه 
ای بالا از خود نشان داد. تجزیه خوشه باندهای پروتئینی رقم بادام زمینی را به طور کامل در 
گروه جداگانه و بافاصله ای قرار داد. در بررسی پروتئین محلول، رقم محلی گیلان)گلی( به تنهایی 
در گروه A قرار گرفت و در خوشه بندی گروه خود نسبت به سایر ارقام فاصله دارد، که می توان 
از این رقم به عنوان یکی از والدین در دورگ گیری و برنامه های اصلاحی استفاده نمود.  در کل 
نتایج وجود تنوع کافی بین ژنوتیپ ها را در گروه بندی نشان می دهد. با توجه به تنوع بالا در 
صفات مورفولوژی ارقام بادام زمینی بررسی توام صفات مورفولوژیکی و بیوشیمیایی و مقایسه 

تجزیه خوشه ای آنها توصیه می شود. 
سپاسگزاری

 از همکاران دانشگاه پیام نور استان گیلان که نویسندگان را در انجام این پژوهش یاری نمودند، 

Brassica
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