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  چکیده

اي  هاي ذخیره آویشن از الکتروفورز پروتئین جهت مطالعه تنوع ژنتیکی میان جمعیتهایی از
 .T. pubscens ,Tجمعیت از سه گونه  9به این جهت بذر . ردیدبذر استفاده گ

kotschyanus وT. persicus  الکتروفورز به  از مناطق شمال و شمال غرب تهیه شد و از
باندهاي حاصل از . اي بذر استفاده شد هاي ذخیره جهت مطالعه پروتئین SDS-PAGEروش 

ز مبدأ ارزیابی شد و اطلاعات حاصل کلیه جمعیتها از جهت حضور و عدم حضور و فاصله ا
  اول  در گروه د کهبندي شدن جمعیتها به چهار گروه تقسیم. اي قرار گرفت مورد تجزیه خوشه

 2200 از ارتفاع  آوري شده جمع جمعیت   دوم  و در گروه T. kotschyanus  گونه  هايجمعیت
دیگر  جمعیت دونیز   سوم  ر گروهد .قرار گرفتند از زنجان T. persicus  گونهمتعلق به   يمتر

جاي  زنجان متعلق به يمتر 2600 و 2400از ارتفاعات آوري شده جمع T. persicus  از گونه
  .گرفتندقرار T. pubscens  گونهمتعلق به   هاي نمونه  چهارم  در گروه اما گرفتند
  

-SDS و ژنتیکیاي بذر، قرابت  هاي ذخیره ، الکتروفورز پروتئینآویشن: هاي کلیدي واژه
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  مقدمه
با   ، چند ساله یا علفی  اي قد، کپه  ، کوتاه چوبی  است  گیاهی) Thymus(  آویشن

  گیاهی  عنوان  باشد و به میمتعلق ) Labiatae(  لابیاته  خانواده  به   که  چوبی  قاعده
، ضد  رماتیسم، ضد  بخش ، آرام سرفه ، ضد ، ضد نفخ ، ضد تشنج ، نیرودهنده معده  مقوي
 ، غذایی  در صنایع هعمد طور به  آن  اسانس.  است  شده  شناخته  ضد قارچو   باکتري

  قوي  ضد میکروبی  خواص  و داراي  قرار گرفته  مورد استفاده  ، بهداشتی داروسازي
اسانس آن شامل تیمول و کارواکرول  هايترین ترکیب عمده .)1369زرگري، ( باشد می
برخی مواد آلی مورد استفاده  ترکیبعفونی کننده دارد و در واکرول اثر ضدباشد، کار می

فعالیت همکاري تیمول و کارواکرول در مقابل برخی باکتریها گزارش . گیرد قرار می
  ). 1993 ،دیدري و همکاران(شده است 

و   غیرآنزیمی  هاي پروتئین  براساس  مختلف  جوامع  الکتروفورزي  مطالعات
مانند   ذخیره  هاي از سایر پروتئین  حال با این.  بذر است  ذخیره  هاي پروتئین هدعم طور به

  ). 1377عبدمیشانی، ( است  شده  نیز استفاده  غده  هاي پروتئین
  مبتنی  فرض  پیش  بر این  سیستماتیک  بذر در مطالعات  پروتئین  از الگوهاي  استفاده

در   و غیره  مختلف  هاي ، گونه مختلف  هاي تجمعی ، افراد مختلف  هاي پروتئین  که  است
تولید   آمیزي از رنگ  پس مشابهند و  ژل  یک  در داخل  یکسان  حرکت  داشتن  صورت
  صفتی  عنوان از باندها به  هریک. نمایند می  یکسان نسبتبه   و شدت  با عرض  باندهایی

  مستقیم  هاي فرآورده  صفات  این  که  است  براین  گیرد و فرض قرار می  مجزا مورد بررسی
ها جمعیتها، تاکسون  در میان  پروتئین  شابهاتت  ارزیابی  براي  عمومی  روش. باشند می  ژن

 a  در آن  که a/b  نسبت  ساده  شمارش.  است  معیار شباهت  نوعی  بکار گرفتن  و غیره
،  در دو جمعیت  شده  یافت  باندهاي  تعداد کل bو   مشترك  نشانگر تعداد باندهاي

هر   اما به.  است  پروتئینی  هايشباهت  دادن  نشان  براي  مرسوم  روشی  است  و غیره  تاکسون
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 منجر  وراثتی  از دوري  مینیتخ  به  روش  این  تأکید کرد که  نکته  این باید بر  حال
   ).1378نژاد،  رحیمی( دهد می  را ارائه  انگشت اثر  روش  یک و بیشتر گردد نمی

  پروتئین  هاي پروفیل مربوط به روش کار و تفسیر اطلاعات، هايمحدودیت برخی  رغم به
 Hymowitzو  ladizinsky .اند بکار رفته  بندي طبقه  از مطالعات  مختلفی  بذر در انواع

  دهبذر رسی  ذخیره  هاي پروتئین  ثبات  را از جمله این روش  هاياز امتیاز  برخی) 1979(
  همچنین. قرار دادند  عمر بذر را مورد بحث  و طول  و محیطی  فصلی  هاينوسان تأثیر  تحت
از موارد  .هستند اختصاصی  هرگونه  براي  اغلب  پروتئینی  هاي پروفیل  نمودند که  اشاره

  :کاربرد این روش
 گونه زا  فنوتیپ 15  براي )1983(  و همکاران Nevo ، جمعیتی  درون  مطالعات در

Hordeum spontaneum )و بذر   پروتئینی  وراثتی  تنوع  ارتباط بین )جو خودرو
  یک  جمعیتهايدر ، )Gildewell  )1977و  Edmonds. را نشان دادند  سازگاري

  جمعیتی  بین  تنوعو   شناسی ریخت وراثتی  تنوع ارتباط بین Solanum  در جنس ،گونه
اي و  را ارائه نمودند، همچنین در مطالعات بین گونهبذر   هاي از نظر پروتئین  بالایی

ارتباط  Rulensia  از جنس  گونه  در هفت )1979 (  و همکاران  Comasتاکسونومیک، 
  گونه هفت  بین یاکولوژیک و  جغرافیایی  یمورفولوژیک  اطلاعات و بذر  هاي پروتئینبین 

   ).1378رحیمی نژاد، ( نمودند را تأیید  جنس  این از
جنس  در مورد) 2004(و همکارانش  Lopez- Pujolاي که توسط  در مطالعه

در تشخیص آلو یا  T. loscosiiآویشن انجام شد تنوع ایزوزایمی در گونه 
که به دلیل کوچک بودن  در این گیاه از آنجایی. رار گرفتآتوتتراپلوئیدي مورد استفاده ق

ها و  تتراپلوئید بودن در برخی از گونهآتوا، تشخیص آلوتتراپلوئید و یا ه کروموزوم
ن ی دشوار است، این محققاجمعیتهاي تتراپلوئید با استفاده از روشهاي مرسوم سیتوژنتیک

نکته اول اینکه . اي بذر در بررسی دو نکته بهره جستند هاي ذخیره از الکتروفورز پروتئین
د یا آتوتتراپلوئید بوده و نکته آلوتتراپلوئی T. loscosiiآیا گونه و جمعیت مورد مطالعه 
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ن علاوه، این محققا به. دوم اینکه سطح توزیع تنوع ژنتیکی در درون جمعیت چگونه است
وگیري از از نتایج حاصل از این تحقیق در نیاز به حفاظت از گونه مورد نظر و جل

رد ق مشخص شد که جمعیت مور نتیجه این تحقیب. کید نمودندفرسایش ژنتیکی آن نیز تأ
تتراپلوئید است و وضوح و ترکیب باندهاي حاصل از این روش با تأیید این امر نظر آتو

و از  فات در سطح قابل قبولی وجود داردمشخص نمود که تنوع ژنتیکی در برخی از ص
جمله یکی از جمعیتها داراي تنوع ژنتیکی وسیعی بوده که حفظ خصوصیات ژنتیکی آن 

  .شده است توصیه جمعیت در شرایط مصنوعی
  

  مواد و روشها
  T. persicusوT. pubscens  ، T. kotschyanusجمعیت از سه گونه  9بذر 

جمعیتهاي  1جدول شماره . از نقاط مختلف شمال و شمال غرب کشورجمع آوري شد
  ذخیره  هاي پروتئینجهت مطالعه تنوع ژنتیکی در سطح . دهد مورد استفاده را نشان می

پس از . انجام شد SDS-PAGEرد نظر الکتروفورز به روش در جمعیتهاي مو بذر
گرم بذر خشک و رسیده از  1/0 ،جهت استخراج پروتئین ،هاي مورد نیاز تهیه محلول
این عمل در  و سائیده ،لیتر بافر استخراج میلی 30ا در هاون چینی به همراه هر نمونه ر

هر بار محلول شفاف رویی  عصاره حاصل سه بار سانتریفوژ شده و. ظرف یخ انجام شد
مقدار  ،جهت آماده سازي عصاره پروتئینی. جدا و به لوله آزمایش جدیدي منتقل گردید

میکرولیتر از بافر نمونه حاوي  30از عصاره پروتئینی بدست آمده را با  میکرولیتر 30
SDS در  بعددقیقه در حمام آب جوش و  3به مدت  و بتامرکاپتواتانول مخلوط کرده و

میکرولیتر از عصاره پروتئینی  20مقدار  ،پس از آماده سازي ژل .اي اطاق قرار دادیمدم
شدت . روي آن را بافر الکترود پر نمودیم هر نمونه را درون هر چاهک تزریق نموده و

بعد از رسیدن سطح . ولت بود 80آمپر و ولتاژ  میلی 60مورد استفاده در آزمایش  جریان
گاه خارج وتوسط محلول رنگی ژل از دست ،تهاي ژل زیرینبلو به ان رنگ بروموفنل
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براي وضوح باندهاي . بلو به مدت یک شب در دماي اطاق رنگ آمیزي شد کماسی
میرزایی ندوشن و ( مورد ارزیابی و مطالعه قرار گرفت بعدپروتئینی ژل رنگبري و 

ها جهت  از داده گیري باندها انجام شد و پس از تکرار آزمایش اندازه. )1380همکاران، 
 در دندروگرامی که توسط نرم افزار . بررسیهاي آماري تجزیه کلاستر استفاده گردید

JMP روش  زرسم شد، با استفاده اWard، تجزیه  بعدها استاندارد شده و  ابتدا داده
 زکلاسترها بر اساس واریانس بین گروهی با استفاده ا فاصله بین زیر .کلاستر انجام شد

   .  جهت رسم منحنی مورد استفاده قرار گرفت مشخص و Jaccardضریب تشابه 
  

محل  ،هاي آویشن هاي مورد مطالعه از گونهت جمعیتفهرس -1جدول شماره 
  آوري وکد شناسایی آنها جمع

  کد  محل جمع آوري  ها گونه  هاجمعیت
1  Thymus kotschyanus آذربایجان شرقی  K1 

2  T. kotschyanus  سیراچال  K2 

3  T. kotschyanus  میانه  K3 

4  T. persicus   متر 2200 ارتفاع(زنجان(  Pe1 

5  T. persicus   متر 2400 ارتفاع(زنجان(  Pe2 

6  T. persicus  متر 2600 ارتفاع(زنجان(  Pe3 

7  T. pubescence  چالوس  Pu1 

8  T. pubescence  شمشک  Pu2 

9  T. pubescence  نیک نام  Pu3 

  
  نتایج

در  باند 12تعداد ، 2تحرك نسبی باندها مطابق جدول شمارهمقادیر گیري  ازهاز اند
توان  به طور کلی و به اختصار می. بدست آمد SDS-PAGEاز   حاصل  پروتئینی  نقشه

  .  باندهاي حاصل را به شرح زیر مورد توجه قرار داد
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  از تراکم T. pubscens  و در گونه شد  مشاهده  گونه  سه هردر، 1  باند شماره
 T. persicusو  T. pubscens  در دو گونه ،2  باند شماره .بود برخوردار  بیشتري

  شماره  باندهاي .بودندموجود  T. persicus  در گونه 5 و 3  شماره هايباند .دش  دیده
از   جمع آوري شده و همچنین در جمعیت  T. kotschyanus  در گونه 5و  4 ،3 ،2

 .موجود نبودند از شهرستان زنجان T. persicus  گونهمتعلق به   يمتر 2200 ارتفاع
در  8 و 7  شماره  باندهاي .شدشاهده م T. persicus  گونه ، فقط در6  باند شماره

  بیشتري  از ضخامت T. pubscens  و در گونه مشاهدهها  ها و گونهجمعیت  تمامی
  شماره هايباند. بود T. pubscens  گونه  مخصوص 9  باند شماره .بودند برخوردار

 T. pubscens  در دو گونه آن  و ضخامت مشاهده شدها  گونه  در تمامی 12و  11 ،10
از   جمع آوري شده جمعیت  در .دبوبیشتر   آن  جمعیتدر دو    T. persicusو در
این  ضخامت  از شهرستان زنجان T. persicus  گونهمتعلق به   يمتر 2200 ارتفاع
  .بود T. kotschyanus  گونه  مشابه  باندها
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 جمعیتھاي و ھا گونھ بذر پروتئیني نقشھ در موجود اطلاعات بنديكد - 2 شماره جدول
  آویشن

Nic Shem  Cha  P-
2600  

P-
2400  

P-
2200  Mia  Sir  Azr  BM  شماره  

1  1  1  1  1  1  1  1  1  6/0  1  
1  1  1  1  1  0  0  0  0  9/0  2  
0  0  0  1  1  0  0  0  0  5/1  3  
1  1  1  1  1  0  0  0  0  7/1  4  
0  0  0  1  1  0  0  0  0  8/1  5  
0  0  0  1  1  1  0  0  0  2  6  
1  1  1  1  1  1  1  1  1  4/2  7  
1  1  1  1  1  1  1  1  1  6/2  8  
1  1  1  0  0  0  0  0  0  1/3  9  
1  1  1  1  1  1  1  1  1  4/3  10  
1  1  1  1  1  1  1  1  1  4  11  
1  1  1  1  1  1  1  1  1  7/4  12  

 
  بحث 

باشند، هر گونه تنوعی در  قیم ژنهاي موجود میا تولیدات مسته که پروتئین یاز آنجای
رو چنانکه  از این. باشد ار آنها، ناشی از تنوع ژنتیکی میحضور یا عدم حضور و نیز مقد

هاي مورد مطالعه وجود دارد، به  وع ژنتیکی زیادي بین و درون گونهشود تن اهده میمش
باندهاي (هستند  ريانحصا ها بعضی از گونهدر دهاي حاصل، نحوي که بعضی از بان

هاي مختلف با یکدیگر تفاوت  ین تراکم برخی از باندها در گونههمچن). 9 و 6شماره 
  . باشد مربوط به آن باند می مقدار متفاوت پروتئین که بیانگر دارد

  اي خوشه  از تجزیه  حاصل  دندروگرامها منظور بررسی فاصله ژنتیکی جمعیت به
  شود که می  مشاهده  در دندروگرام . است  شده ارائه 1 رهشما  در شکل موجود  هاي داده

  کلی  بندي تقسیم  در یک .اند در کنار یکدیگر قرار گرفته  هر گونه  به  مربوط  هايجمعیت
  همراه  T. kotschyanus  گونه  هايجمعیت 1  گروه  شامل  که  عمده  دو گروه  ها بهجمعیت

از  T. persicus  گونهمتعلق به  ي متر 2200 از ارتفاع  آوري شده جمع جمعیت 
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 و گونه T. persicus  گونه  هايتجمعیسایر   دوم  باشد و در گروه می شهرستان زنجان
 T. pubscens قرار دارند.  

  ها بهجمعیتگیرد  قرار می  منحنی  عطف  نقطه  که  تر و در محلی ییجز  بندي در تقسیم
و در  T. kotschyanus  گونه  هايجمعیت  اول  وهدر گر .شوند می  تقسیم  چهار گروه

 T. persicus  گونهمتعلق به   يمتر 2200 از ارتفاع  آوري شده جمع جمعیت   دوم  گروه
شامل   که T. persicus  دیگر از گونه جمعیت دو  سوم  و در گروه از شهرستان زنجان

لق به شهر زنجان متعي متر 2600 و 2400 از ارتفاعات آوري شده جمعیتهاي جمع
تصویر  .گرفتندقرار T. pubscens  گونهمتعلق به   هاي نمونه  چهارم  و در گروه است
  . است  شده  داده  نشان 2  شماره  اکریل امید در شکل پلی  از ژل  شده  تهیه

  
 ل از الکتروفورزاطلاعات حاص  اي خوشه  از تجزیه  حاصل  دندروگرام -1 شماره شکل

  آویشن  از گیاه  مورد آزمایش  ايه نمونه بذر در  اي ذخیره  هاي پروتئین
  

G1  G2  G3  G4   G5   G6  G 7 G8  G9         



 2 شمارة 13 جلد ایران جنگلي و مرتعي گیاھان اصلاح و ژنتیك تحقیقات پژوھشي فصلنامة
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  بذر در گیاه آویشن  آمید پروتئین اکریل پلی  ژل  الکتروفورزي  نیمرخ: 2  شماره شکل
  
1G گونه  T. kotschyanus  6    رقیش  آذربایجاننمونهG گونه  T. persicus 2600ارتفاع (  زنجان  نمونه 

  )  متر
2G گونه  T. kotschyanus 7      سیراچال  نمونهG گونه  T. pubscens چالوس  نمونه    
3G گونه  T. kotschyanus 8                  میانه  نمونهG نهگو  T. pubscens شمشک  نمونه   
4G گونه  T. persicus 9) متر 2200 ارتفاع (زنجان  نمونهG گونه  T. pubscens نام نیک  نمونه   
5G گونه  T. persicus متر 2400 ارتفاع ( زنجان  نمونه (  



  ...هاي  مطالعه تنوع ژنتیکی در سه گونه از گیاه آویشن  با استفاده از الکتروفورز پروتئین
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