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 های کلزا تحت شرایط نرمال و تنش خشکیبررسی الگوی پروتئینی ژنوتیپ
 

Study of Protein Pattern in Brassica napus Genotypes under non-stress and Drought 

Stress Conditions  
 

 3 علی مصطفایی ،2 رضا زبرجدیعلی، * مهدی کاکایی

 چکیده

منظور بررسی الگوی به. باشدالکتروفورز پروتئین می، استفاده از روش های گیاهیتیپبررسی تنوع ژنتیکی ژنوهای یکی از روش

ارزیابی  های کامل تصادفیخشکی و بدون تنش خشکی در قالب طرح بلوک ژنوتیپ در سه تکرار تحت شرایط تنش 1 پروتئینی کلزا، 

ای پروتئین ذخیره چنین تفکیکهم. استخراج گردیدبرگی  هایشرایط رشدی پروتئین کل نمونهدر مرحله گلدهی کامل در هر دو . شد

ژل جدا کننده آمید در حضور سدیم دو دسیل سولفات در اکریلاز سیستم الکتروفورز ژل پلی روش لاملی و با استفادهبر اساس  برگ

میانگین برآورد فاصله  (یشرایط نرمال و تنش خشک)در هر دو محیط  .درصد انجام پذیرفت پنجدرصد و ژل متراکم کننده  2 /5

و بر اساس ضریب پروتئینی  الگویهای مورد بررسی بر اساس ژنوتیپ .بود5/6تا  6و  132/6 تا 651/6ترتیب در محدوده ژنتیکی به

طور هب هاها ژنوتیپدر گروه)گرفتند گروه قرار  سه بندی و در شرایط تنش نیز دردسته گروه سه شرایط شاهد دردر تشابه جاکارد، 

های این بر اساس یافته .ها را تا حدودی مشخص کردتفاوت الگوی باندی بین ژنوتیپ SDS-PAGEو نتایج ( یکسان نبودند کامل

 . ها در دو شرایط تنش خشکی و نرمال متفاوت استتحقیق الگوی باندی و به تبع آن گروه بندی ژنوتیپ
 

 ای، تجزیه خوشهاپیوستهن الکتروفورز، ژنتیکی کلزا، تنوع :کلیدی هایواژه
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 مقدمه

در دنیا کلزا دومین محصول دانه روغنی بعدد از سدویا   

تدرین پدیش   مهدم یکدی از  . (et al., 2006 Hasan)باشدد  مدی 

نیازهای انتخاب والدین در اصلاح گیاهان، وجود تنوع ژنتیکی 

تنوع ژنتیکی اساس اصلاح گیاهان محسوب . باشددار میمعنی

-چون خشدکی و شدوری مهدم   های محیطی همتنش. شودمی

های محدود کننده رشد و تولید محصدول در گیداه   ترین عامل

-هستند که موجب مختل شدن تعادل آب درون سدلولی مدی  

 (. Siddiqui et al., 2008)شوند 

الکتروفورز ژل پلی اکریل آمید جهت تعیین وزن 

های یشگاهها، روشی رایج و مهم در آزماملکولی پروتئین

این روش ضمن ساده بودن به مقدار کمی . باشدتحقیقاتی می

نمونه برای انجام آزمایش نیاز دارد و دارای قدرت تفکیک 

. هاستبرای شناسایی و تعیین خلوص پروتئین مناسب

با  (Kakaei & Mostafaie, 2010) مصطفاییو  کاکایی

یل الکتروفورز ژل پلی اکریل آمید در حضور سدیم دو دس

الگوی پروتئین بذری نخود را  تنوع( SDS-PAGE)سولفات 

عنوان تواند بهمیاین روش و گزارش کردند که بررسی کردند 

روشی ساده و اقتصادی جهت شناسایی تنوع ژنتیکی در ژرم 

 . مورد استفاده قرار گیرد هاپلاسم

در مطالعه ( Javaid et al., 2004)و همکاران  جاوید

-پروتئین SDS-PAGEزمینی با استفاده از گونه بادام   5 

 . گروه قرار دادند 2ها را در ای بذر، آنهای ذخیره

 منوچهری کلانتریو  احمدی موسوی

kalantari 2006) mosavi & Manochehri (Ahmadi  در

زنی بذر، رشد اپی براسینولید بر جوانه -22مطالعه اثر 

( .Brassica napus L)گیاهچه و پارامترهای بیوشیمیایی کلزا 

تحت تنش کم آبی گزارش کردند که مقایسه باندهای 

های کلزا تحت پروتئینی حاصل از الکتروفورز پروتئین برگ

هایی در باندهای تیمارهای کم آبی موجب ایجاد تفاوت

های شاهد شده و چندین الکتروفورزی نسبت به گیاهچه

و  22، 35،  3،  2، 1 پروتئین با وزن ملکولی در محدوده 

و  خیامی .انددالتون تحت تنش کم آبی افزایش یافته 62 

های کلزا برخی از ژنوتیپ( Khayami et al., 2005)همکاران 

را از نظر الگوی باندی پروتئین بذر مورد مطالعه قرار داده و 

  .بندی کردندکلاستر گروه چهارها را در آن

ارزیابی  در( Fareghi et al., 2005)و همکاران  فارغی

باند   SDS-PAGE ،1ژنوتیپ یونجه با استفاده از روش  2 

 سهها بر اساس نشانگر پروتئینی در مشاهده کردند و ژنوتیپ

چنین ضرایب تشابه جاکارد مربوط بندی شدند همگروه دسته

های بذر و برگ را مطالعه کردند که این به الکتروفورز پروتئین

 . یید کردندتا ای راضرایب نتایج تجزیه خوشه

، در مطالعه (et al., 2010 Ferozi)و همکاران  فیروزی

گزارش ( SDS-PAGE)ژنوتیپ پنبه به کمک روش  2 بذر 

نوار پروتئینی  1 کردندکه در مجموع برای ارقام مورد مطالعه 

 & Dini Torkamani) کاراپتیانو  دینی ترکمانی. وجود دارد

Karapetion 2007 ) میزان و تنوع پروتئین در مطالعه بررسی

ها را از نظر میزان پروتئین در در بذر ده رقم کنجد، ژنوتیپ

-SDS))و از نظر حذف الگوی باندی الکتروفورزی  گروه سه

PAGE منظور مختلف به گرانپژوهش. تنوعی مشاهده نکردند

ها در کلزا از بندی ژنوتیپبررسی تنوع ژنتیکی و گروه

این محققین الگوهای . اندگرفتههای پروتئینی بهره بررسی

ای قرار داده و دست آمده را مبنای تجزیه خوشههپروتئینی ب

اند و از این لحاظ با ها را مطالعه نمودهتنوع بین ژنوتیپ

 ;Khayami et al., 2005) حاضر مطابقت دارند پژوهش

Ahmadi mosavi & Manochehri, 2006; Javaid et al., 

2004; Kakaei & Mostafaie, 2010) . 

-هدف از این مطالعه بررسی تغییرات الگوی پروتئین

های کلزا در دو شرایط تنش خشکی و های برگ ژنوتیپ

بدون تنش در مرحله گلدهی کامل و مشاهده تنوع بین 

برگ کلزا   SDS-PAGEها در این دو شرایط به روش ژنوتیپ

 .  باشدمی

 

هامواد و روش  
 مواد گیاهی

ژنوتیپ کلزای پاییزه از موسسه  1 لعه جهت این مطا

آزمایش (.  جدول )اصلاح و تهیه نهال و بذر کرج تهیه شد 

های کامل در قالب طرح بلوک 321 -28در سال زراعی 

دور  2شاهد، )تکرار، در دو شرایط با آبیاری  3تصادفی با 

-مرحله غنچه( 2مرحله بلافاصله پس از کشت، (  : آبیاری

مرحله رشد ( 2و  دهینتهای مرحله گلامرحله ( 3دهی، 

درمرحله شرایط تنش خشکی، )و بدون آبیاری ( هانیامکامل 

در مزرعه تحقیقاتی ( آبیاری حذف گردید دهیقبل از گل

دانشکده کشاورزی دانشگاه رازی با اقلیم نیمه خشک سرد تا 

متری به فاصله  3خط  5هر کرت شامل . معتدل کشت گردید

. متر بودسانتی 16ها از هم فاصله کرتمتر و سانتی 36

 بررسی الگوی الکتروفورزی مواد در آزمایشگاه الکتروفورز

مرکز تحقیقات بیولوژی پزشکی دانشگاه علوم  پروتئین

 .پزشکی کرمانشاه انجام گرفت
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 تنشهای کلزا مورد استفاده برای تعیین الگوی پروتئینی تحت شرایط تنش خشکی و بدون ژنوتیپ:  جدول 
Table 1: Rapeseed genotypes used to determine the protein pattern under drought stress and non-stress 

condition 

G8 
Dante 

G7 
Shiralee 

G6 
Talaye 

G5 
Sunday 

G4 
Celecious 

G3 
Sahara 

G2 
Milena 

G1 

Licord 

G16 
Opera 

G15 
Rainbow 

G14 
Talent 

G13 
Zarfam 

G12 
Gernimo 

G11 
SLM-046 

G10 
ARC-5 

G9 

ARC-2 

 

 

 دهی کاملاستخراج پروتئین برگ در مرحله گل

ها در های کل برگ، برگمنظور استخراج پروتئینبه

کی و بدون مرحله گلدهی کامل در هر دو شرایط تنش خش

آوری، و بلافاصله در ازت مایع تنش خشکی از مزرعه جمع

قرار   -C  ْ86فریزر منجمد گردید و تا زمان استخراج در

ها در هاون چینی قرار هنگام استخراج ابتدا برگدر . گرفت

مایع به اندازه کافی ( نیتروژن)گرفته در یخ به کمک ازت 

دست آمده برای استخراج هپودر گردید و سپس از پودر برگ ب

گرم از پودر میلی 26برای این منظور . پروتئین استفاده شد

لیتر بافر استخراج  میلی 2 ر رقم بادست آمده از برگ ههب

EDTA حاوی pH5/2 مولار با میلی 56 حاوی تریس)
 ,   

PMSFمولار، میلی
-میلی MgCl2 26مولار، میلی   2

مخلوط ( NP-40,  ،2 %2-Mercaptoethanol%2/6مولار،

ساعت نگهداری در یخچال  2پس از گردید به مخلوط حاصل 

TCAحاوی ده درصد  لیتر استن سردمیلی 2به مقدار 
اضافه  3

 5  مدتساعت نگهداری در فریزر، به 2گردید و پس از 

دور سانتریفیوژ گردید و از پودر نسبتاً  3666 دقیقه در 

 سفید آن جهت الکتروفورز استفاده گردید

(et al., 2006 Xi ). 

 

 الکتروفورز پروتئین برگ استخراجی

روش  برای الکتروفورز پروتئین از پژوهشدر این 

SDS-PAGE ( الکتروفورز در ژل پلی اکریل آمید در حضور

در ژل  SDS-PAGE. استفاده شد( سدیم دو دسیل سولفات

درصد به  5درصد و ژل متراکم کننده  2 /5جدا کننده  

با بعضی تغییرات انجام ( Mostafaie, 2003)روش لاملی 

 های برگ، مقدار پروتئین بهبعد از استخراج پروتئین. گرفت

الکتروفورز . گیری شداندازه (Bradford, 1976) برادفوردروش 

مدت نیم ساعت و با ولت در ژل متراکم کننده به 56با ولتاژ 

                                                 
1. Ethylenediaminetetraacetic acid 

2. Phenylmethyl-sulphonyl flouride  
3. Trichloroacetic acid 

ساعت انجام   /5مدت ولت در ژل جدا کننده به56 ولتاژ 

 5 ها در بافر الکتروفورز، مقدار پس از آماده سازی نمونه. شد

سان روی ژل بار گذاری میکرولیتر از هر نمونه با غلظت یک

، (کیلو دالتون 82)های اوترانسفرین از پروتئین. گردید

کیلو  25)، اوآلبومین (کیلو دالتون 11)گاوی  آلبومین

لاکتوگلوبولین  -، بتا(کیلو دالتون 21)، اکتینیدین (دالتون

عنوان به(  کیلو دالتون 2 )و لیزوزیم ( کیلو دالتون 2 )

 .در ژل استفاده گردید نشانگر

 
 رنگ آمیزی ژل پلی اکریل آمید

الکتروفورز، رنگ آمیزی ژل با کوماسی بعد از 

در این روش مراحل ثبوت . صورت گرفت R-250بلو بریلیانت 

پس . گرفتطور هم زمان صورت ها بهو رنگ آمیزی پروتئین

بری آن ساعت قرار گرفتن ژل در محلول رنگ، رنگ  از 

متانول، اسیداستیک گلاسیال و آب )ل رنگ بر توسط محلو

 تا روشن شدن زمینه ژل ادامه یافت و سپس ژل اسکن( مقطر

 . گردید

 

 هابندی و تجزیه آماری دادهرتبه

باندها بر اساس حضور و عدم حضور در هر نمونه 

ماتریس دو برای تعیین فاصله ژنتیکی . امتیاز دهی شدند

صفر و یک تشکیل شده و  طرفه ارقام و متغیرها بر اساس

 ها با استفاده از نرم افزارسپس آنالیز داده

NTsys pc Version 2.02e تجزیه کلاستر بر . انجام گرفت

اساس ضریب تشابه جاکارد صورت گرفت و در نهایت 

 .ترسیم شد UPGMAدندروگرام بر اساس روش 

  

 یج و بحثانت

-های محلول برگی ژنوتیپتفکیک پروتئین یکشکل 

کامل  دهیدر مرحله گل  SDS-PAGE کلزا با استفاده ازای ه

های نیز تفکیک پروتئین دو و شکلدر شرایط بدون تنش 
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در  SDS-PAGEکلزا با استفاده از های محلول برگی ژنوتیپ

-دهی کامل در شرایط تنش خشکی را نشان میمرحله گل

ی ای الگوی باندبا توجه به نتایج حاصل از تجزیه خوشه. دهد

های مورد مطالعه کلزا در شرایط کنترل پروتئین برگ ژنوتیپ

 3های شکل)ها در سه گروه قرار گرفتند ژنوتیپ( بدون تنش)

ژنوتیپ در گروه دوم و   ژنوتیپ در گروه اول،  3 که ( 2و 

در شرایط تنش . ژنوتیپ در گروه سوم قرار گرفتند 2تعداد 

 2در گروه دوم و ژنوتیپ  2 ژنوتیپ در گروه اول، 2 خشکی 

ژنوتیپ نیز در گروه سوم قرار گرفتند، با توجه به نتایج ذکر 

الگوهای باندی  شده نه تنها در دو شرایط محیطی تنوع بین

های ها را در این دو شرایط به گروهکه ژنوتیپ وجود دارد

یک ها در بلکه بین ژنوتیپ مجزایی منصوب کرده است،

شود، که استفاده از دیده میای محیط هم تنوع قابل ملاحظه

الگوی باندی پروتئینی بذر و تطبیق نتایج با مطالعه حاضر 

هدف عمده استفاده از  .تواند در بررسی تنوع مفید باشدمی

بندی نژادی گیاهان زراعی، دستهای در بهروش تجزیه خوشه

هایی است که با هم بیشترین فاصله را دارند ها و نمونهژنوتیپ

نژادی قادر به تولید تنوع های بهها در برنامهک آنتا با کم

 ;Dini Torkamani & Karapetion 2007)ژنتیکی بالا باشیم 

Spangnoletti & Qualset 1987 .)هیراتاو  رحمان (Rahman 

& Hirata 2004 ) در مطالعه الگوی باندی برگ و بذر گونه

ئینی در از نظر الگوی باندی پروت( رقم 25)های متفاوت کلزا 

 6 که بذرها دارای برگ تنوعی را مشاهده نکردند در حالی

طور که اشاره گردید هر مقدار که همان. مورفیسم بودندپلی

-در برنامه والدین از هم دورتر و فاصله بیشتری داشته باشند

برداری بیشتر نژادی مورد استفاده و بهرههای تلاقی و به

 .گیرندب والدین قرار میگران نبات جهت انتخاتوسط اصلاح 

در بررسی  (Nasr et al., 2006)و همکاران  نصر

ای استفاده از تجزیه خوشههای بذر کلزا الگوی باندی پروتئین

  .بندی کردندکلاس گروه 5را در ها نموده و ژنوتیپ

 هاپیکان پیداست هاژلهای شکل از طوری کههمان

ز نظر حذف یا اضافه تفاوت ا)تفاوت در الگوی باندی  حدوداً

شدن باند پروتئینی  و یا تفاوت به لحاظ کمیت و مقدار 

 .دهدهای متناظر را در دو شرایط نشان میژنوتیپ( پروتئین

ضریب تشابه جاکارد مربوط ترتیب به سهو  دوجدول 

های مورد مطالعه بر مبنای بررسی به الگوی باندی ژنوتیپ

ش خشکی و شرایط های برگ در شرایط بدون تنپروتئین

تشابه در شرایط بدون تنش خشکی  .دهدخشک را نشان می

ها با استفاده از نشانگر پروتئینی و بر اساس ژنتیکی ژنوتیپ

متغیر بود، بیشترین   تا  312/6ضریب تشابه جاکارد از 

و  3با  2)،  (2 و    ،  1، 2با   ) هایشباهت بین ژنوتیپ

با  2 )، (2 و  3 با ،  1)، (3 و    با  2)، (2 با  8)، (3 

چنین تشابه خشک هم در شرایط. بود( 5 با  2 )و ( 2 

ها با استفاده از نشانگر پروتئینی و بر اساس ژنتیکی ژنوتیپ

و بیشترین  متغیر بود یکتا  5/6ضریب تشابه جاکارد از 

 1)، (5با  3)، (1 و  6 ، 1، 2با  2)های شباهت بین ژنوتیپ

، 2 ،   ، 2با  6 )، (1 و  5 ، 2 ، 2 ،   ، 6 با  1)، (8با 

( 3 با  2 )و ( 1 و  5 ، 2 ، 3 ، 2 با    )، (1 و  5 ، 2 

ای با در مطالعه (Sadia et al., 2009) و همکاران سادیا. بود

های عنوان خصوصیات الکتروفورتیک و ارتباط بین برخی گونه

جنس براسیکا گزارش کردند که بر اساس الگوی باند 

واریته از جنس مذکور را در سه   3های ذخیره بذر روتئینپ

 ,.Abbas et al) و همکاران عباس. بندی نمودندگروه دسته

، نیز برآورد میانگین فاصله ژنتیکی در کلزا بر اساس (2008

را مطالعه کردند و میانگین فاصله  DNAمارکر ملکولی 

 . درصد متغیر بود 66 تا  صفرژنتیکی از 

مشخص شد که  پژوهشهای این یافتهبر اساس 

ها در دو شرایط بندی ژنوتیپالگوی باندی و به تبع آن گروه

توان به تغییر علت عمده این امر را می. محیطی متفاوت است

ها تحت ها و در نتیجه بروز آن در الگوی پروتئیندر بیان ژن

-هدو شرایط مختلف رشدی دانست، چرا که تنش خشکی ب

ها موثر ند در کاهش یا افزایش بیان پروتئینتوانحوی می

 . باشد

های مقاومت به چنین بر اساس مطالعات شاخصهم

خشکی و عملکرد در دو شرایط تنش خشکی و نرمال در بین 

بخش دیگری از )پژوهش های مورد مطالعه در این ژنوتیپ

 Dante ،  SLM-046هایژنوتیپ( های مذکورمطالعه ژنوتیپ

بر  ،ای عملکرد بیشتری در هر دو محیط بودنددارSahara و 

-اساس دندروگرام حاصل از تجزیه کلاستر بر اساس شاخص

 UPGMAبه روش   MPو YI ،HAM ،STI ،GMP های

در یک گروه قرار Sahara و Dante ،  SLM-046های ژنوتیپ

ای نمودار دندانهکه در . (et ah, 2010 Kakaei)گرفتند 

بر مبنای  (2و  3های شکل) های مورد مطالعهژنوتیپ

ک ها در یهای برگ در شرایط کنترل هم این ژنوتیپپروتئین

-که از نمودار دندانهاند و چنانگروه و کنار یکدیگر قرار گرفته

های مورد مطالعه بر مبنای بررسی پروتئین های ای ژنوتیپ

-یط تنش خشکی مشخص است ژنوتیپبرگ در شرا

  . ک گروه قرار دارنددر ی SLM-046و   Danteهای
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در مرحله گلدهی کامل در شرایط بدون  SDS-PAGEهای کلزا با استفاده های محلول برگی ژنوتیپتفکیک پروتئینالف و ب :  شکل 

 تنش
Figure 1: A&B separation of soluble leaf proteins of rapeseed genotypes using SDS-PAGE in the complete flowering 

stage in stress condition 
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 در مرحله گلدهی کامل در شرایط تنش SDS-PAGEهای کلزا با استفاده های محلول برگی ژنوتیپتفکیک پروتئینالف و ب  :2شکل 
Figure 2: A&B separation of soluble leaf proteins of rapeseed genotypes using SDS-PAGE in the complete flowering 

stage in stress condition 
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 (نرمال)های برگ در شرایط کنترل مورد مطالعه بر مبنای بررسی پروتئینکلزای های ژنوتیپ دندروگرام :3شکل 

Figure 3: Dendrogram of a genotype based study of leaf proteins in control conditions (normal) 

 

 

 

 
 

 
 های برگ در شرایط تنش خشکیمورد مطالعه بر مبنای بررسی پروتئینکلزای های ژنوتیپ دندروگرام: 2شکل 

Figure 4: Dendrogram genotypes studied on the basis of leaf proteins in drought conditions 
 

 

 

 :منابع

 .متن انگلیسی مراجعه شود 2 -  های جهت ملاحظه منابع به صفحه
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Study of Protein Pattern in Brassica napus Genotypes under non-stress and Drought 

Stress Conditions  

 
Kakaei

1
*, M.,  Zebarjadi

2
, A. and Mostafaie

3
, A. 

 
Abstract  

Protein electriphoresis is one of the method for determinat genetic diversity in plants. In order to investigate 

protein pattern in rapeseed, sixteen genotypes of Brassica napus were studied in a randomized complete blocks design 

(RCBD) with three replications under drought and non_drought stress conditions. In complete flowering stage, leaves 

total protein of leaves was extracted in both conditions. The extracted proteins were seprated based on Laemmli method 

using SDS-PAGE in a 12.5% and 5% resolving and stacking gels, respectively.  Mean genetic distance was estimated in 

normal and drought stress condition ranged from 0.056 - 0.632 and 0.0 to 0.5, respectively. Results of cluster analysis 

showed that the genotypes, according to protein pattern and based on Jaccard’s similarity coefficient were placed in 

three groups in both conditions. Groups were different in drought and non_drought sites. Results of SDS-PAGE showed 

that protein pattern bands were almost different among of the genotypes. According to this reasearch results, Banding 

pattern and grouping genotypes in both normal and drought conditions were different. 
 
Keyword: Canola, Genetic Diversity, Discontinuous Electrophoresis, Cluster Analysis   
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