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 مجله علوم كشاورزي ايران
 )٣٨٩‐٣٩٦ (١٣٨٥، سال ٣، شماره ٣٧جلد 

 
 (.P.avium L)بررسي تنوع ژنتيکي با استفاده از نشانگرهاي پروتئيني در گيلاس

 
  ٣ ،كاظم ارزاني٢، حسن ابراهيم زاده١ناصربوذري 

 نشكده علوم ، استاد دانشگاه  تهران دا٢، استاديار موسسه تحقيقات اصلاح وتهيه نهال و بذر ١
 ، دانشياردانشگاه تربيت مدرس دانشكده كشاورزي٣

 ١٧/٤/٨٣تاريخ پذيرش مقاله 
 

 خلاصه
 

 با استفاده از نشانگرهاي مولکولي  روي مهمترين ارقام محلي               (.P. avium L) تنوع ژنتيکي گيلاس     

ن در شش اندام شامل بذر،      بدين منظور ابتدا بافرهاي مختلف استخراج پروتئي      .  وخارجي مورد مطالعه قرار گرفت      

نتايج اين  .  برگ، پوست ساقه، دانه گرده، مادگي و جوانه گل گيلاس رقم سياه مشهد مورد بررسي قرار گرفت                    

 به  (PVPP)مرحله از آزمايش نشان داد که استفاده از  بازدارنده فعاليت فنلها مانند پلي وينيل پلي پيروليدين                     

 . آنها كه منجر به ظهور نوارهاي پروتئيني در سطح ژل شود ، نخواهد بود                 تنهايي قادر به جلوگيري از فعاليت      
بطور کلي از شش    .  همچنين بافتها و اندامهاي مورد مطالعه نيز داراي فعاليت متفاوت پروتئيني و فنلي بودند                  

 مناسبتري  بافت يا اندام مورد بررسي در اين پژوهش پوست ساقه ، برگ و دانه گرده داراي فعاليت کمي و کيفي                    

نهايتاً پوست شاخه بدليل امکان دست يابي به آن         .  پس از انجام الکتروفورز در سطح ژل پلي اکريل آميد بودند             

 نتايج حاصل از     .در تمام فصول و سهولت برداشت از گياهان خزانه اي  مورد انتخاب نهايي قرار گرفت                       

 حاصل از صفات مرفولوژيکي نيز مشخص نمود          و مقايسه آن با نتايج     (Dice)بررسيهاي آماري به روش دايس    

ارقامي مانند مشهد و سياه مشهد عليرغم داشتن نامهاي تقريباً مشابه وميوه هاي همرنگ در فاصله تقريباً دوري از                    

 .يکديگر قرار دارند
 

 ، بافر استخراج، تنوع ارقام، الکتروفورز(.Prunus avium L)گيلاس:   واژه هاي کليدي
 

 مقدمه
س يكي از محصولات مهم در دنيا مي باشد و براساس            گيلا

). ١٦(منابع موجود يکي از خاستگاههاي اين ميوه ايران مي باشد          
 رقم گيلاس در باغ کلکسيون کمال آباد            ٣٩در حال حاضر     

). ٥(موسسه اصلاح و تهيه نهال و بذر جمع آوري گرديده است             
توسط محققان  ارزيابيهاي مرفولوژيکي و فيزيولوژيکي انجام شده       

مختلف در كشور نشان دهنده تنوع بسيار جالبي از نظر تعدادي           
از خصوصيات کمي و کيفي و همچنين وجود ارقامي با نامهاي             

،٣، ٢، ١(و سياه مشهد مي باشد) سياه(تقريباً مشابه مانند مشهد 
 در حال حاضر جهت مشخص نمودن قرابت بين ارقام             .)٦،  ٤

ولي هر روز به دلايل مختلف كاربرد        استفاده از نشانگرهاي مولک   
از جمله مهمترين اين دلايل بي تاثير        .  عملي تري پيدا مي كند   

بودن اثرات محيطي، فراواني تعداد نشانگرها و توانايي                   
توانايي .  تفکيک پذيري ارقام در مراحل ابتداي رشد مي باشد          

تفكيك پذيري ارقام در مراحل ابتدايي رشد خصوصاً در درختان          
 که داراي يک فاز رويشي طولاني بوده و جهت طي دوران             ميوه

رويشي به يک فضاي نسبتاً زيادي احتياج دارند بسيار مفيد              
همچنين استفاده از اين روشها در جهت         ).  ١٢،  ٩(خواهد بود   

تفکيک ارقام و دو رگه هاي بين و درون گونه اي و تعيين درجه              
ن ماركرها و ژنها     هتروزيگوتي ارقام و منشاء آنها و لينكاژ بي           

نشانگرهاي پروتئيني غير آنزيمي    )  ١٢(بسيار با ارزش مي باشد      
نظير پروتئين کل با استفاده از تکنيک الکتروفورز قابل                  

 اين نشانگرها مي توانند در جهت .جداسازي و شناسائي مي باشند
) ١٩٨٨(مازولا و کارتر    .  شناسائي ارقام مورد استفاده قرار گيرند     

      e-mail:bouzari1111@yahoo.com       ناصربوذري: مكاتبه كننده



 ١٣٨٥، سال ٣، شماره ٣٧مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٣٩٠

 

 (Isoelectro focusing)زتکنيک ايزوالکتروفوکوسينکبااستفاده ا
نسبت به جداسازي پروتئين هاي پنچ پايه هلو اقدام و با توجه به            
مکانهاي باندهاي پروتئيني و وجود و عدم وجود چهار نوار                
پروتئيني شاخص در قسمت آندي و کاتدي، اين پايه ها را از               

نيز با استفاده   )    ١٩٨٠(کارتر و بروک     .يکديگر تفکيک نمودند  
از استخراج پروتئين هاي ساقه هاي جوان پنج رقم هلو مشخص           
نمودند که الگوي باندهاي پروتئيني ايجاد شده، توانائي تفکيک          

 جهت  .ارقام را از يکديگر در حد بسيار مطلوبي دارا مي باشد             
افزايش ميزان کارآئي در اينگونه روشها يکي از مهمترين                 

 ستخراج و اندام گياهي مناسب مي باشد        اقدامات انتخاب بافر ا    
استفاده از روشهاي معمول جهت استخراج پروتئين در           ).  ١٨(

بسياري از درختان ميوه به دليل بالا بودن ترکيبات فنلي و يا               
، ١٨،  ١٥،  ١٣(چربي ها و غيره عموماً بامشكلاتي مواجه مي باشد       

ادو و  اين در حالي است که در بعضي از گياهان نظير آووک           ).  ١٩
مرکبات نياز به تيمار خاصي جهت استخراج پروتئين وجود              

 همچنين اندامهاي مورد مطالعه نيز در اينگونه            .)١٨(ندارد  
بررسيهاي متفاوت بوده ولي بطور معمول برگ و پوست و دانه             
گرده در مطالعات انجام يافته روي درختان ميوه بيشتر مورد              

با استفاده  )  ١٩٩٣(اران   گراگر و همک   .استفاده قرار گرفته است   
با استفاده از   )  ١٩٨٦(از برگ در گيلاس و منينديز و همکاران          

با استفاده از ساقه هاي    )  ١٩٨٠(پوست در سيب، کارتر و بروک        
با استفاده از برگهاي جوان     )  ١٩٨٥(جوان در هلو، ويدن و لمب       

در سيب نسبت به استخراج پروتئين و بررسي نشانگرهاي               
ي و غير آنزيمي اقدام نمودند و نتايج مثبتي را            پروتئيني آنزيم 
پژوهش حاضر در راستاي برنامه هاي اصلاح          .  بدست آوردند 

 رقم  ١٤گيلاس در ايران و به منظور بررسي تنوع ژنتيكي در              
تعيين بافر و اندام مناسب استخراج          .  گيلاس صورت گرفت   

 .پروتئين از ديگر اهداف پژوهش حاضر است
 

 مواد و روش ها
منظور مشخص نمودن بافرها و اندام هاي مناسب براي           به  

استخراج پروتئين در گيلاس، بافت يا اندمهاي مختلفي شامل            
، پوست ساقه، دانه گرده، مادگي و جوانه        )پير و جوان  (بذر، برگ   

 گلايسين‐گل انتخاب و با استفاده از بافرهاي تريس                   
(Tris-Glycin)     تريس کلريدريک اسيد ،(Tris-HCl) ات ، فسف

(Phosphate Buffer)سيترات فسفات،  (Citrate phosphate) 
و همچنين بافر     (Borax-Boric Acid)بوراکس بوريک اسيد    

 طبق روش منينديز و       ٨ برابر    pHتريس کلريدريک اسيد با       
لازم به  ).  ١جدول  (در سيب استفاده شد       )  ١٩٨٦(همکاران  

 تريس(توضيح است كه تركيبات اضافي كه به بافر پايه                   
ميلي مولار  ١افزوده شد شامل،    )  ٨ برابر   pHكلريدريك اسيد با    
 ميلي مولار اسکوربيک اسيد        ٥،  (EDTA)اي دي تي اي        

(Ascorbic Acid)    ،ميلي مولار بتا مرکاپتواتانول         ١٤  
(β-mercaptoethanol)   ،ميلي مولار دي تيواريترول          ٦ 

(Dithioerythritol)،ميلي مولار سديم دي سولفيت             ٣ 
(Sodium disulfit)   ، ميلي مولار فنيل متيل سولفونيل         ٥  

 درصد  ١ و    (Phenyl methyl sulfonyl fluoride)فلورايد  
 . بودند(Triton  X100) ١٠٠تريتون ايکس 

 
 بافرهاي مورد استفاده در اين پژوهش جهت استخراج ‐١جدول 

 پروتئين از بافت هاي گيلاس
 نام بافر طرز تهيه

 آب مقطر حل و با تريس  گرم گلايسين را در٣٧٥/٠
   مورد نظرpH مولار تا رسيدن به ٠٢/٠

)٨= pH ( سي سي ١٠تيتر و پس از اضافه نمودن 
 . سي سي مي رسانيم١٠٠گليسرول حجم آن را به 

بافر تريس گليسين
 ) مولار٠٥/٠(

 
 گرم تريس را در آب مقطر حل و با ٢٤٢٢/٠

  مورد نظرpHكلريدريك اسيد تا رسيدن به 
 )٨= pH( سي سي ١٠تيتر و پس از اضافه نمودن 

 . سي سي مي رسانيم ١٠٠گليسرول حجم را به 

بافر تريس 
 كلريدريك اسيد

)٠٢/٠( 

 
 گرم ٧٠٩/٠ و NaH2PO4 گر م ٦٨٧/٠

Na2HPO4 تا رسيدن به  pHمورد نظر  
 )٨= pH( سي سي ١٠و پس از اضافه نمودن 

 . سي سي مي رسانيم ١٠٠كليسرول حجم را به 

 سفات بافر ف
 ) مولار ٠٥/٠(

 
 را در مقدار كمي آب NaH2PO4 گرم ٨٣٩/٢

 مولار تا ٢/٠مقطر حل و سپس با اسيد سيتريك 
تيتر و با اضافه )pH =٨(  مورد نظرpHرسيدن 
 ١٠٠ سي سي گليسرول حجم را به ١٠نمودن 

 .سي سي مي رسانيم

سيترات فسفات بافر
 ) مولار٢/٠(

دار كمي آب مقطر  گرم بوريك اسيد را در مق٢٣٦/٠
  مورد نظرpHحل سپس با بوراكس تا رسيدن به 

)٨= pH( سي سي ١٠تيتر و با اضافه نمودن 
 . سي سي مي رسانيم١٠٠گليسرول حجم را به 

بوراكس بوريك اسيد
 ) مولار٢/٠(
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جهت تعيين قرابت بين ارقام، سيزده رقم از مهمترين ارقام           
شهد، حاج يوسفي،   بومي تجاري و يک رقم خارجي به نامهاي م         

شبستر، سياه مشهد، ناپلئون، سياه دانشكده، زرد دانشكده، دو           
 كرج، اراك، مجتهدي، سفيد رضائيه، سياه قزوين،        ١رگ شماره   

محلي كرج، قرمز رضائيه موجود در باغ کلکسيون کمال آباد              
بمنظور .  موسسه اصلاح و تهيه نهال و بذر کرج انتخاب شد              

‐٢٠ياهي يکنواخت از گياهان مادري      فراهم نمودن نمونه هاي گ   
و سپس بر روي    )  ١٣٧٨در خرداد   ( جوانه رويشي برداشت      ١٤

 با روش پيوند       (P.mahaleb)پايه هاي بذري رقم محلب         
 در اسفندماه همان سال           .  جوانه اي تکثير گرديدند       

 تا شاخه جدا و پس      ٤‐٣از شاخه هاي توليدي هر رقم      )  ١٣٧٨(
اه دانشکده علوم دانشگاه تهران      از برچسب گذاري به آزمايشگ     

 گرم جدا و    ٢منتقل و پوست قسمت مياني هر شاخه به ميزان           
 .استخراج پروتئين روي آن صورت گرفت

) ٣ به ١(در کليه حالات عمليات استخراج پروتئين به نسبت         
به منظور جلوگيري از واسرشت       .  وزن به حجم صورت گرفت      

 ٤( شرايط سردخانه   شدن پروتئين ها تمامي مراحل استخراج در      
سپس بااستفاده از محلول همگن     .  انجام گرديد )  درجه سانتيگراد 

به گونه اي که تمامي بافتهاي مورد نظر کاملاً سائيده شده                
باشند عمليات جداسازي پروتئين با سانتريفوژ يخچال دار مدل          

 ٤٥ بمدت (RPM) دور در دقيقه     ١٨٠٠ در (Beckman)بکمن  
 .سانتيگراد انجام گرديد  درجه ٤دقيقه در دماي 

پس از اتمام سانتريفوژ روشناور حاصل توسط پارچه تنزيب          
جدا و مقدار پروتئين هر نمونه با احتساب سه تکرار براي هر                

 نانومتر  مورد    ٥٩٥نمونه با  دستگاه اسپکتروفتومتر و طول موج         
عصاره تزريقي در هر چاهك بر اساس        ).  ٧(سنجش قرار گرفت    

الکتروفورز . هر نمونه بطور يكسان صورت گرفت     ميزان پروتئين   
 و ژل   EPS-7601نيز با استفاده از دستگاه پايا پژوهش مدل           

 (Polyacrylamide Gel Electrophoresis)پلي اکريل آميد  
  ساعت انجام شد   ٢٤ ميلي آمپر بمدت     ٥ درصد و جريان     ٥/١٢
 صفت کمي و     ٢٠ بررسيهاي مورفولوژيكي با استفاده از         .)١١(

، مواد جامد محلول، اسيديته،         pHشامل   )  ٢جدول(ي   کيف
درصدقند، سفتي ميوه، آبدار بودن ميوه، شكل ميوه، طول و              
عرض ميوه، اندازه دم ميوه، اندازه هسته، وزن هسته، شكل               
هسته، رنگ آب ميوه، رنگ ميوه، رنگ گوشت ميوه؛ عرض                
گسترش درخت، طول شاخه دو ساله، تعداد اسپور روي شاخه            

ه، تعداد اسپور در يك متر شاخه براساس توصيف                دو سال 
نامه هاي بين المللي گيلاس و روشهاي متداول اندازه گيري طي          

 ). ١٧(دو سال مورد ارزيابي قرار گرفت 

 
  به روش دانكنورد بررسي مقايسه ميانگين صفات م‐٢جدول 

ارتفاع 
درخت 

)متر سانتي(

قطر درخت
)متر سانتي(

طول شاخه 
يكساله    

)سانتي متر(

طول شاخه 
دوساله     

)سانتي متر(

تعداد اسپور 
يك متر (

 )شاخه
عادت رشد

طول گسترش
)سانتي متر(

عرض گسترش
 )سانتي متر(

وزن سي  
 )گرم(ميوه 

وزن تك 
)گرم(ميوه 

قطر ميوه   
 )ميلي متر(

ارتفاع ميوه 
)ميلي متر(

طول دم ميوه
 PH )مترميلي (

اسيديته قابل
تيتراسيون 

)گرم درصد(

گرم ( قند
 )درصد 

مواد جامد 
)درصد(محلول  

B٤٩٦ ABC٢/٤٦ BC٤/٢٤ AB٩/٢٦ E٩/٢ BC١٩/١٤ ABC٤٢٠ ABC٣/٤٢٣ C٢/١٥٥ CDEF١/٥ GF٢/١٩ BC٦/١٩ AB٩/٤٥ C٤/٣ B٠٩/١ CD٩/٨ DEمشهد ٦/١٨ 
B ٧/٤٧٠ BC١/٤٤ A٧/٤١ A٨/٤٠ ABC١/٢٦ D٧/٥ D٣/٢٥٣ D٣/٢٨٣ A٧/١٨٦ A١/٧ BCD٢١ AB٤/٢٢ DE٨/٣٧ AB١/٤ C٩/٠ AB٧/٩ EFحاجي يوسفي ٤/١٧
B ٥/٥٧٦ ABC٥/٥٣ AB٧/٣٤ A٥/٤٠ D٥٥/١٤ CD٧/٩ BCD٣٥٠ CD٣٥٠ D٥/١٤٢ BC٨/٥ ABC٣/٢١ A٢/٢٤ E٢/٣٤ AB٤ E٦/٠ CD٧/٧ EFشبستر ٥/١٧ 

B ٥٠٢ ABC١/٥٠ BC٨/٢٥ AB١/٢٦ ABCD٨/٢١ BC١/١٣ ABC٣/٤٠٨ BC٤٠٥ B٦/١٦٧ B٩/٥ AB٧/٢١ BC١/٢١ A٩/٤٧ A٢/٤ CD٩/٠ AB٩/١٠ CDسياه مشهد ٨/١٩ 
B ٣/٤٧٥ ABC١/٥٢ BC٨/٢٥ AB٦/٢٨ ABCD٥/٢١ BC٥/١٥ AB٣/٤٥٣ ABC٧/٤٣٦ DEF٤/١٣٥ EF٦/٤ G٧/١٨ BC٨/١٩ DE٢/٣٦ AB٤ C٩/٠ AB ١/١١ Cناپلئون ٥/٢٠ 

A ٣٥٧ ABC٥٠ BC١/٢٣ AB٦/٣٤ BCD١/١٩ AB٦/١٨ AB٥/٤٨٤ AB٥/٤٨٧ DE٩/١٣٦ EF٧/٤ BCDE٦/٢٠ CD٧/١٨ ED١/٤٦ AB١/٤ CD٨/٠ AB ٥/١٠ BCسياه دانشكده ٦/٢٠
B ٧/٥٠١ ABC٣/٤٨ AB٦/٢٨ AB٤/٢٧ A١/٣٠ BC٥/١٢ ABC٤٤٠ CD٣٦٥ A٩/١٨٦ A٧/٦ A٥/٢٢ AB٧/٢١ CDE٢/٣٢ A٢/٤ CD ٨/٠ AB ٨/٩ EFزرد دانشكده ٦/١٧
B ٩/٥٢٢ AB٣/٥٦ C٢/١٤ B٧/٢٣ ABC٣/٢٦ BC٨/١٣ AB٤٧٠ BCD٣/٣٧٣ DE٢/١٣٨ DEF٩/٤ CDEF٢/٢٠ CD٧/١٨ BCD١/٤١ AB٢/٤ CD ٩/٠ AB ٢/١٠ DEكرج١دورگ  ٣/١٨ 
B ٣/٥٣٤ AB٨/٥٤ AB٩/٢٩ AB٢/٢٨ D٠٣/١٦ BC٢/١٤ ABC٧/٤٣٦ BC٣/٤١٣ G٧/٨٣ G٦/٢ H٩/١٤ D٤/١٦ BCD٤١ AB٢/٤ CD ٨/ AB ٨/١٠ ABاراك ٨/٢١ 
B ٣/٤٨٦ C١/٤٢ AB٧/٣٣ AB٩/٣٤ BCD٦/١٩ CD٨/٨ CD٧/٣١٦ CD٣/٣٣٣ F٦/١٢٦ F ٤/٣ EFG٣/١٩ CD٢/١٨ ABC٦/٤٤ A٢/٤ DE٨/٠ AB١/١٠ ADمجتهدي ٩/٢١ 

B ٥٠٧ ABC٥٢ BC٣/٢٣ AB٦/٣١ AB٩/٢٩ BC٤/١٥ ABC٤٥٠ ABC٤٣٥ C١/١٥٢ BCD٣/٥ CDEFG٢٠ BC٨/١٩ BCD٨/٤١ AB٢/٤ CD٨/٠ ABC٤/٩ Fسفيد رضائيه ٣/١٦
B ٤٧١ ABC٤٩ BC٥/٢٢ AB٧/٣٠ ABCD٣/٢٢ CD٣/١١ BCD٣/٣٥٣ BCD٣٩٦ DE٩/١٣٦ EF٣/٤ CDEF١/٢٠ CD٣/١٨ BCD٦/٤١ AB ٤/١ CD٨/٠ D٢/٧ EFسياه قزوين ١/١٧ 
B ٤٨٩ ABC٤/٥٢ AB٨/٢٩ AB١/٣٦ CD٢/١٧ BC٩/١٢ BCD٧/٣٧٦ ABC٤٣٠ C٩/١٥٥ CDE١/٥ CDEF١/٢٠ BCD٤/١٩ A٥/٤٧ C٥/٣ A٣/١ A٤/١١ Aمحلي كرج ٢٣ 

B ٣/٥١٩ A٥/٥٨ BC١/٢٤ AB٤/٣٢ AB٩/٢٦ A١/٢٢ A٧/٥٢٦ AB٣/٥٣٣ EF٨/١٢٩ F٣/٤ DEFG٨/١٩ CD٥/١٨ DE٣/٣٧ B٩/٣ DE٨/٠ AB٤/١٠ Cقرمز رضائيه ٢/٢٠
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جهت تجزيه و تحليل آماري در بررسيهاي پروتئيني روش           
 (Ward) و در بررسيهاي مرفولوژيکي روش وارد        (Dice)دايس  

و حداقل فواصل اقليدسي به علت داشتن بالاترين کارآئي در              
 همچنين  .مورد استفاده قرار گرفت    ارائه نتايج آناليز کلاستر       

آناليز براساس تمام دادها در يك كلاستر وهمبستگي بين                
 . مورد محاسبه قرار گرفت(spss)ضرائب تشابه كلاسترها

 
 نتايج و بحث

بررسي بافرهاي مختلف بکار برده شده مشخص نمود که             
فعاليت فنلها پس از عمليات استخراج پروتئين بسيار شديد بوده          

ه بر اثر شدت اين فعاليت باندهاي پروتئيني در سطح ژل           بطوريک
همچنين . در بسياري از موارد غير قابل مشاهده و يا ضعيف بود           

مشخص گرديده که استفاده از ترکيبات بازدارنده فعاليت فنل ها         
 (Polyvinyl polypyrrolidone)نظير پلي وينيل پلي پيروليدن   

نظير آسکوربيک اسيد که اثر     بازدارنده هاي غير آنزيمي     به همراه 
اصلي آنها احياي ارتوکوئينونهاي حاصل از برگشت عمل آنزيمي         
و برگشت آنها به شکل اوليه است در کنار ساير ترکيبات نظير              

 ١٠٠ و تريتون ايکس (B-mercaptoethanol)بتامرکاپتواتانول 
(Triton X100)           که موثر در استخراج آنزيمها هستند، جهت

 فنلها و ظهور باندهاي پروتئيني در سطح ژل             کاهش فعاليت 
بنابراين با استفاده از اطلاعات حاصل و          . بسيار موثر ميباشد   

بافر استخراج مناسب گيلاس     )  ١٥(روش منينديز و همکاران      
 از خصوصيات بسيار جالب توجه اين        .مورد انتخاب قرار گرفت   

 بافر، عدم تغيير رنگ و يا تغيير رنگ بسيار جزئي در حين                 
استخراج و جداسازي پروتئينها بود، ساير بافرهاي مورد استفاده          

  ثانيه پس از شروع عمليات         ٣٠‐٤٠در اين پژوهش حداکثر      
استخراج، به قهوه اي روشن و پس از مدتي قهوه اي بسيار تيره              

 استخراج پروتئين در اينگونه بافرها در             .تغيير رنگ دادند    
شرايط دمايي نزديک به    محدوده هاي زماني بسيار کوتاه و در          

صفر درجه سانتي گراد همراه با استفاده از پلي وينيل پلي                 
پيروليدن هيچگونه تاثيري در جلوگيري از قهوه اي شدن بافتها           
نداشت در حالي که در بافر مورد انتخاب در محدوده زماني بيش  

 دقيقه و در سردخانه و در حين سانتريفوژ تغييرات رنگ              ٥از  
 . )١شکل ( جزئي بود خفيف و بسيار

 
       ١            ٢         ٣              ٤           ٥          ٦ 

استخراج پروتئينهاي  وضعيت تغيير رنگ ناشي از روش             ‐١شكل  
 سيتوپلاسمي پوست شاخه گيلاس با استفاده از بافرهاي مختلف

، )٢(، تريس گليسين  )١(از چپ به راست بافر جديد مورد استفاده           (
، بوراكس  )٥(، سيترات فسفات بافر    )٤( ، فسفات بافر    )٣(  HCLتريس

 )).٦(اسيد بافر‐بوريك 
 

 نتايج حاصل از پروتئين استخراج شده از اندامهاي مختلف          
درخت شامل برگهاي پير و جوان، بذر، پوست، مادگي و دانه               

بگونه اي   گرده و جوانه گل نيز در سطح ژل بسيار متفاوت بود            
 تمام اندامهاي مورد استفاده پوست ساقه، مادگي و           که از بين  

دانه گرده داراي فعاليت بيشتر و باندهاي پروتئيني مشخص             
تري در سطح ژل بودند و از بين اين اندام ها نيز با توجه به                    
وضعيت حرکت باندهاي پروتئيني و تعداد نوارهاي ايجاد شده،           

 واضح تر و    پوست ساقه به دليل وجود تعداد باندهاي بيشتر و          
همچنين قابل دسترس تر نسبت به دو اندام ديگر جهت اين               

 ). ٢شکل (تحقيق انتخاب گرديد 
 

 
و ٥٠غلظتهاي   در جديد بافر  پوست با  ٦و٥و٢و١ باندهاي –  ٢شکل  
 پوست با بافر تريس گلايسين و تريس         ٤و٣باندهاي    ميکروليتر، ١٠٠

٩رجديد، باندهاي    برگ پيروجوان با باف    ٨و٧کلريدريک اسيد، باندهاي    
 مادگي  ١١ برگ پير و جوان با بافر تريس کلريدريک اسيد ، باند              ١٠و

 بذر در غلظتهاي مختلف و با          ١٧ الي    ١٢با بافر جديد وباندهاي       
 .بافرهاي مختلف 



 ...بررسي تنوع ژنتيكي با استفاده از نشانگرهاي پروتئيني در : بوذري و همكاران
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همچنين استفاده از پوست امکان گزينش دو رگ هاي              
حاصل از برنامه هاي به نژادي را نيز در مرحله نو نهالي ميسر                

ي سازد، در صورتي که استفاده از دو اندام ديگر نياز به زمان               م
قابل توجهي تا به گل رفتن درخت و در نتيجه وقت و هزينه                 

 تا کنون گزارشي در خصوص استفاده        .بسيار زياد خواهد داشت   
از پوست ساقه به عنوان يک اندام مناسب در بررسيهاي                  

هاي پروتئيني  ظهور باند .پروتئيني در گيلاس منتشر نشده است     
ضعيف تر با استفاده از برگ در مقايسه با پوست ساقه احتمالاً به 
دليل ميزان کم پروتئينهاي ذخيره اي در اين اندام در مقايسه             

از طرفي  .    با پوست و يا ترکيبات فنلي بيشتر آن مي باشد             
برگهاي جوان در مقايسه با برگهاي پير داراي باندهاي پروتئيني          

ح ژل بودند و از اين نظر با نتايج گراگر و                 فعالتري در سط   
 . مطابقت دارد) ١٩٩٣(همکاران 

نتايج حاصل از آناليز واريانس سنجش کمي پروتئين هاي           
پوست نيز مشخص نمود که ميزان آن در ارقام مورد بررسي در             

مقايسه ميانگين ها  .   با يکديگر متفاوت مي باشد     ٠٠٠١/٠سطح  
ز آن ارقام زرد دانشکده، دو رگ       نشان داد كه رقم مشهد و پس ا       

 کرج، حاجي يوسفي و مجتهدي بالاترين ميزان              ١شماره   
پروتئين و ارقام سفيد رضائيه، سياه قزوين و اراک کمترين               

 ارقام سياه دانشکده و قرمز رضائيه و .مقدار پروتئين را دارا بودند
پس از آن ناپلئون، شبستر، سياه مشهد و محلي کرج نيز به طور             

ي داري در گروههاي دوم و سوم اين آزمون به طور جداگانه            معن
 ).٣شکل(قرار داشتند 
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   غلظت پروتئين موجود در ارقام مورد بررسي –٣شكل 

 )ميلي گرم در ميكروليتر(

نتايج حاصل از الکتروفورز در سيستم ناپيوسته بر روي ژل            
 حرکت نسبي را در      ٣٠ نيز تعداد     (PAGE)غير احياء کننده     

که بيشترين فراواني باند ها      ).  ٤شكل( ژل مشخص نمود      سطح
 باند و کمترين آن در ارقام سفيد        ١٨با  )  ١ستون(در رقم مشهد    

و زرد دانشکده    )  ٦ستون  (، سياه دانشکده     )١١ستون  (رضائيه
 .  با توليد دو تا سه نوار پروتئيني مشاهده گرديد) ٧ستون (
 

 
 ارقام مورد  جداسازي پروتئينهاي سيتوپلاسمي ‐٤شكل 

 PAGEبررسي به روش 
 

 نسبت  ٠٩٥٨/٠ و   ٠٧٧/٠باندهاي پروتئيني با حرکت نسبي      
به سايرين داراي شدت تراکم بيشتري بود به گونه اي که                  
حداکثر تعداد و پهناي نوارها در اين مکانها براي کليه ارقام                

 تنها در   ٩٨٢/٠نوار پروتئيني با تحريک نسبي       .  مشاهده گرديد 
، سياه مشهد   )٣ستون  (، شبستر   )٢ستون  (ي يوسفي   ارقام حاج 

داراي فعاليت قابل مشاهده در     )  ٥ستون  (، و ناپلئون    )٤ستون  (
 و  ١٧٣/٠همچنين در ناحيه بين باندها با حرکت        .  سطح ژل بود  

 باند پروتئيني    ٤با توليد    )  ١ستون  ( تنها رقم مشهد       ٤٦١/٠
از ساير   به طور مجزا      ٢٦٣/٠ضعيف و يک باند پهن در ناحيه          

 تنها در دو رقم     ٩٢٨/٠نوار باتحرك نسبي    . ارقام قرار گرفته بود   
مشاهده گرديد  )  ٣ستون  (، و شبستر     )٢ستون(حاجي يوسفي   
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 .که در رقم شبستر داراي پهناي بيشتر نسبت به ديگري بود              
در حرکت  )  ١٠ستون  (و مجتهدي   )  ٤ستون  (رقم سياه مشهد    

ده اي از خود نشان      هيچگونه فعاليت قابل مشاه     ٩٥٨/٠نسبي  
 اين در حالي است که در اين مکان دوازده رقم ديگر به                 .نداد

  در .طور تقريباً مناسبي داراي نوارهاي قابل مشاهده بودند           
(Relative Mobility)RM   نيز رقم زرد دانشکده     ٥٨٦/٠ برابر 

و به ترتيب با عدم توليد        )  ١٣ستون(، و محلي کرج      )٧ستون(
ن نوارها از همديگر و همچنين ساير ارقام         باند و توليد پهن تري    

 نيز تنها   ١٣٧/٠ و   ١٠٧/٠ در ناحيه فعاليت بين      .مجزا مي گردند 
، با توليد سه باند پروتئيني      )٨ستون  ( کرج   ١رقم دو رگ شماره     

 .نسبتاً قوي از ساير ارقام مجزا و به راحتي قابل تشخيص بود
با استفاده  محاسبه ماتريس تشابه ژنتيكي ارقام مورد بررسي        

مشخص نمود که ميانگين تشابه بين         )  Dice(از روش دايس   
 درصد  ١/٦٢ارقام با توجه به وضعيت و تعداد نوارهاي پروتئيني           

است که در بين ارقام سفيد رضائيه و سياه دانشکده، سياه                 
دانشکده و سياه قزوين، محلي کرج و قرمز رضائيه، سياه                  

و شبستر داراي بالاترين    دانشکده و زرد دانشکده، حاجي يوسفي       
و در بين ارقام زرد دانشکده و مشهد، سياه دانشکده و مشهد،               
سفيد رضائيه و مشهد، زرد دانشکده و سياه مشهد، محلي کرج و  
زرد دانشکده، مشهد و سياه مشهد داراي کمترين ميزان تشابه            

نتايج حاصل از الکتروفورز در سيستم ناپيوسته        ).  ٥شكل(بودند  
-SDS) احيا کننده محتوي سديم دودسيل سولفات        بر روي ژل  

PAGE)    حرکت نسبي از باندهاي پلي پپتيدي را             ٣٥ نيز 
) ١ستون  (درسطح ژل مشخص نمود که از اين تعداد رقم مشهد           

 نوار پلي پيتيدي داراي بالاترين تعداد در مقايسه          ٢٤با داشتن   
راک و ا )  ١٢ستون  (  ارقام سياه قزوين       .با ساير ارقام مي باشد     

 باند پلي پپتيدي داراي       ٧ و    ٥نيز به ترتيب با       )  ٩ستون  (
 همچنين  .کمترين مقدار نسبت به ساير ارقام مورد بررسي بودند        

 ٢٢٤/٠ و ١٩٨/٠  و    ٧٣٢/٠نوارهاي پلي پپتيدي با تحرک نسبي       
 .نسبت به ساير باندها داراي ضخامت بيشتري در سطح ژل بودند

 کرج  ١ رقم دو رگ شماره        تنها دو باند در    ٨١/٠برابر  RM در  
مشاهده گرديد و در ساير ارقام       )  ١ستون  (و مشهد )  ٨ستون  (

  برابر RMدر  .  زير واحدهاي پروتئيني قابل مشاهده نبودند        
ستون (و قرمز رضائيه    )  ١٣ستون  ( نيز ارقام محلي کرج      ٧٧٥/٠

با توليد دو باند ضخيم بطور کاملاً مشخصي نسبت به               )  ١٤
باند هاي پلي پپتيدي در تحرك نسبي         .سايرين متفاوت بودند  

و )  ١١ستون  ( تنها در ارقام سفيد رضائيه          ٦٠٣/٠ و    ٠٤٣/٠
ظاهرگشت و ساير ارقام هيچگونه فعاليتي از        )  ١ستون  (مشهد  

نوارهاي پلي پپتيدي    بطور کلي حداکثر تراكم   .  خود نشان نداند  
 ).٦شکل(متمرکز گرديده است٢٢٤/٠ تا ٠٦٨/٠تحرک نسبي  در

 

 
  ارقام مورد بررسيپروتئين دندرو گرام باند هاي ‐٥شكل

 PAGEبه روش 
 

 

 
 طرح واره پروتئين واسرشت شده در ارقام مورد بررسي ‐٦شكل 

 SDS-PAGEبه روش 
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 ني اندامهاي مختلف پروتئي دندروگرام باندهاي‐٧شكل

 SDS-PAGEبه روش 

 
  دندرو گرام مجموع روشهاي مورد مطالعه‐٨شكل

 
 بررسي هاي آماري بر اساس اطلاعات حاصل       نتايج حاصل از  

 مشخص نمود که ارقام سياه مشهد و          (SDS-PAGE)از روش 
مجتهدي، مشهد و شبستر، محلي کرج و سياه مشهد، دو رگ              

 کرج و مجتهدي داراي بالاترين و ارقام حاجي يوسفي           ١شماره  
و اراک، سياه مشهد و اراک، مشهد و سفيد رضائيه، دو رگ                 

 سياه قزوين، مجتهدي و سياه قزوين داراي            کرج و   ١شماره  
مقايسه نتايج حاصل از    . )٧شكل(کمترين ميزان تشابه مي باشند     

 نمود که در هر      بررسيهاي پروتئيني و مرفولوژيکي نيز مشخص      
 

سه حالت ارقام مشهد و مجتهدي، مشهد و محلي كرج، حاجي            
يوسفي و شبستر، حاجي يوسفي و سياه مشهد، شبستر و دورگ           

  كرج، سياه دانشكده وزرد دانشكده، ناپلئون و محلي            ١ماره  ش
كرج داراي بالاترين و ارقام شبستر و سياه مشهد، حاجي يوسفي           
و سفيد رضاييه، حاجي يوسفي و اراك، سياه قزوين و قرمز                
رضاييه، مشهد و سياه دانشكده، شبستر و سفيد رضاييه، سياه            

. ن قرابت بودند   مشهد و سياه دانشكده داراي کمترين ميزا           
همچنين ارقامي مانند مشهد و سياه مشهد، مشهد و ناپلئون،             
حاجي يوسفي و مجتهدي، شبستر و مجتهدي، شبستر و سياه            

 كرج و سفيد     ١مشهد، سياه مشهد و ناپلئون، دورگ شماره           
رضاييه، مجتهدي و سفيدرضاييه با استفاده از نشانگرهاي              

 .)٨شكل (شده بودند  پروتئيني به طور کاملاً مشخصي تفکيک
جهت مشخص نمودن ميزان تشابه بين روشهاي مورد              
.  بررسي نيز، همبستگي بين كلاسترها مورد مطاله قرار گرفت           

نتايج حاصل مشخص نمود كه در آناليز بر اساس تمام داده ها،             
  داراي همبستگي معني داري SDS-PAGE وPAGEروشهاي 
رقام به وسيله تمام      به عبارت ديگر دسته بندي ا        .  مي باشند

داده ها داراي هماهنگي با پروتئين كل و واسرشت شده و صفات           
بين پروتئين كل و واسرشت شده نيز          .  مورفولوژيكي مي باشد 

همبستگي معني دار شده است كه اين امر به وضوح نشان دهنده           
صحت آزمايش و شكستن پروتئين كل به اجزا ساختماني توسط          

 بين ساير موارد مورد بررسي نيز        . مي باشد SDS-PAGE روش
اگر چه همبستگي در سطوح مورد آزمون معني دار نشده است            

 درصد  ٩٠اما احتمالا دلالت بر آن دارد كه تا اندازه اي بيش از              
 .همبستگي بين آنها دارد
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