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 چكيده
سازد كـه صـفات     اين امكان را فراهم ميهاي متفاوتي هستند        داراي ويژگي كه  مختلف جنس لوليوم    ي  ها  گونه  بين   گيري  دورگ

 ،بـا ايـن هـدف     .  اين جنس وارد نموده و در نتيجه تركيبي از صفات مطلوب را بدست آورد               از   واريته  يك گونه را در  مطلوب دو   
چهـار ژنوتيـپ دورگ     كـه     طـوري   بـه  .بررسي قرار گيرنـد   مورد    دورگ بودن   از نظر  ديابتدا با توليد شد كه    اي      گونه  بينهاي      دورگ

به همراه والـدين خـود در ايـن تحقيـق از نظـر پروفيـل بانـدهاي         L. rigidum و Lolium perenne  بين دو گونه لاقيتحاصل از 
 ميـزان   ،دورگ بـودن آنهـا    يـد   أيت تا ضـمن     اي بذر بررسي و مقايسه شدند       هاي ذخيره     پروتئيني و با استفاده از الكتروفورز پروتئين      

 در ها نيز  و تنوع ژنتيكي احتمالي بين نتاج حاصل از تلاقيرفتهها به هر يك از والدين مورد مطالعه قرار گ          قرابت و شباهت دورگ   
 ـ اسـتفاده گرد SDS-PAGE بذر از روش اي    رهي ذخ يها    نيل پروتئ يد پروف ي تول برايبه اين منظور     . ارزيابي گردد  سطح ملكولي    ودي

 بـه همـراه      نيـز  دندروگرام حاصل  .نداي قرار گرفت    مورد تجزيه خوشه  باندهاي پروتئيني   هاي حاصل از حضور يا عدم حضور          داده
در . شباهت نتاج و والدين با يكديگر مورد استفاده قرار گرفت          و سنجش ميزان     بندي  دسته براي اي بذر   هاي ذخيره  پروفيل پروتئين 

اري هـاي آشـك       از نظر تعداد معدودي از باندها تفـاوت       شد و   هاي مورد مطالعه مشاهده          باند در پروفيل تمامي ژنوتيپ     20مجموع  
هـاي مـورد     ژنوتيـپ در ضخامت و شدت نوارهاي الكتروفورزي       نيز  ي  يها    تفاوت. هاي والديني و نتاج مشاهده گرديد       بين ژنوتيپ 

به طور كلي مقايسه پروفيل . هاي مربوطه در والدين و نتاج باشد       شدت بيان ژن   تواند ناشي از تفاوت در        مي مشاهده شد كه     همطالع
 دورگ بودن نتاج حاصـل از      ،از نظر باندهاي پروتئيني   والديني  هاي آشكار بين دو گونه       ان دادن تفاوت   نش  ضمن باندهاي پروتئيني 

  . گرديدتأييداي نيز  گونه بينتلاقي 
 
 SDS-PAGE.اي،   تجزيه خوشهاي، گونه بينلوليوم، الكتروفورز، دورگ : هاي كليدي واژه

 
 مقدمه 

مـت بـه    افزايش عملكـرد علوفـه و نيـز افـزايش مقاو          
هاي مختلف زنده و غيـر زنـده از مهمتـرين اهـداف               تنش

همچنين صفاتي  . باشد   مي ها    اصلاحي لوليوم و ساير گراس    
از قبيــل افــزايش ســرعت رشــد در اوايــل بهــار و پــاييز، 

تي و توسعه فـصل چـرا، بهبـود كيفيـت علوفـه و              سديرزي
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 صفات مورد نظر اصـلاحي      در زمره مقاومت به چراي دام     
ي هـا     گونـه  لوليومدر جنس   . باشند  مياي       علوفه يها    گراس

تند كـه در صـورت   ي متفاوتي هسها  مختلف داراي ويژگي  
 ،از يــك گونــه دائمــياي   واريتــهتجمــع ايــن صــفات در 

. تواند در افزايش سطح و دوره توليد مـؤثر واقـع شـود              مي
منظور توليـد   ه  باي      گونه  بيني  ها    همين دليل انجام تلاقي   ه  ب

تواند در رسيدن به هدف مذكور        مياي      گونه  بيني  ها  دورگ
در هـر دو    اي      گونه  بيني  ها    آميزش. مورد استفاده قرار گيرد   

عنـوان نمونـه    هب. سطح ديپلوئيد و پلي پلوئيد اهميت دارند     
ــه   دورگ ــين گون ــري ب ــاي گي ــه ه ــد گون ــا   تتراپلوئي  يه

L. multiflorum و L. perenne تـوان نـام بـرد كـه        مـي را
زايي يك والـد را      توانايي مقاومت نسبي به خشكي و پنجه      

 و  دينما  مي ديگر تركيب با توليد زياد و ارزش غذايي والد        
هـا جمـع      دو گونـه را در دورگ     ايـن    هـاي   يا ساير قابليت  

ــي ــد م ــه. )Swift, 2009و Lewis, 1980  ( كن  دو گون

L. perenne و L. rigidum از نظــر توليــد علوفــه و نيــز 
 ي محيطـي بـا يكـديگر متفـاوت عمـل      ها     به تنش  مقاومت

 ،از اين رو. )Rhodfis, 2009و  Cheplick, 2004 (كنند  مي
 گونـه داراي    ي بـين ايـن دو     هـا     رود كـه دورگ      مـي  انتظار

ي خاصي باشند كه ضمن افزايش توليد بتوانند        ها    توانمندي
م مـؤثر   لوليـو  و جـنس     ها    هاي اصلاحي اين گونه     در پروژه 
 .ندواقع شو

  مختلف در جـنس    يها     گونه يها    يژگيمتفاوت بودن و  
 يهـا   د دورگيسازد كه با تول     مين امكان را فراهم     يالوليوم  

از اي       صفات مطلوب هر دو گونه را در واريتـه         اي    گونه  بين
 اين جنس وارد نموده و در نتيجـه تركيبـي از             از يك گونه 

ي اه ـ    همينطـور از دورگ   . صفات مطلوب را بدسـت آورد     
ي هـا      توليـد جامعـه    براياي      گونه  بيني  ها    حاصل از تلاقي  

گياهي با اساس ژنتيكـي گـسترده بـه منظـور رسـيدن بـه               

استفاده از پروتئين   . اهداف اصلاحي نيز استفاده شده است     
بذر در مطالعات سيستماتيك بر اين فرض مبتني است كـه           

 هاي مختلف، در صـورت        ها و گونه      پروتئين افراد، جمعيت  
 ـ              از  سداشتن حركـت يكـسان در داخـل ژل مـشابهند و پ

آميزي توليـد بانـدهايي بـا عـرض و شـدت يكـسان                رنگ
هر يك از باندها به عنوان صفتي مجزا و با فرض           . كنند    مي

هــاي نــسبتاً مــستقيم ژن  هــا فــرآورده  اينكــه ايــن پــروتئين
هـاي   پـروتئين . گيرنـد      قـرار مـي    باشند، مـورد بررسـي        مي

ن نشانگرهاي ژنتيكي كه كمتر تحـت        به عنوا  اي بذر   ذخيره
 ثير محيط بوده و يكنواختي و تكرارپذيري بـالائي دارنـد          تأ
)Hahn & Schoberlein, 1999( كنــون در مطالعــات  تــا

طـوري كـه      بـه . اند رفتهژنتيكي مورد استفاده زيادي قرار گ     
بـذر آن را   اي ي ذخيـره هـا   ي الكتروفورز پروتئينها    ويژگي

زاري قدرتمند در مطالعات مربـوط بـه بررسـي          به عنوان اب  
هـاي مختلـف      هـا و گونـه      ارتباط و خويشاوندي ژنوتيـپ    

ي هـا     بـه عبـارت ديگـر روش      . گياهي تبديل نموده اسـت    
هـاي    مختلف الكتروفـورز بـه ويـژه الكتروفـورز پـروتئين          

هـاي اخيـر       در سـال   SDS-PAGE به روش  اي بذر   ذخيره
هــاي  ي در گونــهكــاربرد زيــادي در بررســي تنــوع ژنتيكــ

 داشـــته اســـتمختلـــف زراعـــي، جنگلـــي و مرتعـــي 
)Karihaloo et al., 2002; Ladizinsky & Hamel, 

1980; Masood et al., 1994; Mirzaie-Nodoushan et 
al., 2002; Rout & Chrungoo, 2007; Mirali et al., 

2007; Shariat et al.,2002; Rafezi et al., 2009 .( 
هاي مختلف   ها و جمعيت     تعيين خويشاوندي ژنوتيپ   مطالعه و 
 ;Ahmad & Slinkard, 1992; Ghafoor et al., 2002(گياهي 

Panigrahi et al., 2007 (ــوژنتيكي و  ، بررســي روابــط فيل
 ;Mirjalili & Mirzaie-Nodoushan, 2005 (تاكسونوميكي

Jha & Ohri, 1996; Pena & Cassels, 2002 (  و حتـي
 و  لوليـوم جنس  هاي    برخي از گونه  ر ژنتيكي    ساختا بررسي
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اريـانس  و به مفهوم ارزيـابي اجـزاء        هاي گياهي   ساير گونه 
ويـژه    به.از جمله آنهاست (Warren et al., 1998) ژنتيكي

عنوان ابـزاري توانمنـد در تـشخيص و           به SDS-PAGEاز  
ها و حتي ارقام مختلـف لوليـوم معرفـي شـده              تمايز گونه 

 ;Moller & Spoor, 1993; Bravi et al., 1994(اسـت  
Dinelli & Lucchese, 1999 .(   همچنـين از الكتروفـورز

ي محيطـي نظيـر خـشكي و        هـا      تنش اثرهاي ارزيابي   براي
 ،اي بـذر و گيـاه       هاي ذخيـره    شوري بر كم و كيف پروتئين     

 ،Yen et al., 1997 (شـده اسـت  اسـتفاده قابـل تـوجهي    
Saitou et al., 1994 ،Leymarie et al., 1996.(  در

هاي ذخيره بذر    تحقيقات داخلي نيز از الكتروفورز پروتئين     
هـاي مختلـف      در مطالعات تاكسونوميك و تفكيـك گونـه       

ــت    ــده اس ــتفاده ش ــوم اس -Mirjalili & Mirzaie(لولي

Nodoushan, 2005( . نـامبرده  در تحقيق مذكور، محققـان 
ورز الكتروف ـ هـاي حاصـل از      موفق شدند با استفاده از داده     

 جـنس   نگـش هـاي خود    ، گونـه  اي بذر   هاي ذخيره   پروتئين
يكـي از   . هاي دگرگـشن تفكيـك نماينـد        لوليوم را از گونه   

هـا، ارقـام و     مطالعاتي كه از اين روش در تفكيك ژنوتيـپ      
 كـه    مطالعاتي است  ،هاي مختلف لوليوم استفاده كرده      گونه

.  اسـت  انجـام شـده   ) Lucchese) 1999 و   Dinelliتوسط  
-SDS و   SDS-PAGE(روش الكتروفورز    گان از دو  نامبرد

CGE (تفكيك ارقامي از سه گونـه  براي L. multiflorum ،
L. rigidum و L. perenneي بسيار  استفاده كردند و كارآي

اگرچه تنها وجه . روش گزارش نمودند  خوبي را در هر دو    
تمايز دو روش الكتروفورز مورد مقايسه عـدم همبـستگي          

يدي دو روش مورد استفاده آنهاسـت ولـي         بين پروفيل تول  
ويـژه روش   به دليل مزاياي اين دو روش، استفاده از آنها به     

SDS-PAGE       هـاي       در تفكيك و تشخيص ارقام و ژنوتيپ
طـوري كـه      بـه  .هاي مختلف لوليـوم توصـيه گرديـد         گونه

  نيــز از(ISTA, 1996)المللــي آزمــون بــذر   بــينانجمــن

SDS-PAGE ــراي مختلــف لوليــوم از  تــشخيص ارقــام ب
 .كند يكديگر استفاده مي

 
 هامواد و روش
 مواد گياهي
ــي  ــينتلاق ــه ب ــطاي  گون  Mirzaie-Nodoushan  توس

ــام )2002( ــده انج ــين  ش ــات جن ــه روش نج  دورگ و ب
در . توليد گرديـد  L. rigidum  وL. perenneي ها  گونه بين

هـاي    و از نظـر ويژگـي      مقايسه با والدين مادري و پـدري      
ي كامـل دورگ    ها    ، رفتارهاي بينابيني در بوته    ولوژيكمورف

والـد مـادري     از   ، ولي در برخي موارد نتاج     مشاهده گرديد 
 بـراي  از اين رو     .به خوبي قابل تشخيص و تفكيك نبودند      

چهـار ژنوتيـپ دورگ       دورگ بودن نتـاج،    تأييدبررسي و   
در ايـن   بـه همـراه والـدين خـود         هـا     اين تلاقي حاصل از   

ر پروفيل بانـدهاي پروتئينـي و بـا اسـتفاده از            از نظ تحقيق  
اي بـذر بررسـي و مقايـسه          ي ذخيره ها    الكتروفورز پروتئين 

 دورگ بودن نتاج، تنوع موجـود بـين         تأييد تا ضمن    شدند
ــا ــود آنه ــي ش ــز بررس ــتخراج   .  ني ــا اس ــات ب ــن مطالع اي
 بـر روي ژل     اي بـذر و اجـراي آنهـا         هـاي ذخيـره     تئينپرو

بـا   هـا ندهاي پروتئينـي و مقايـسه آ  آميد و بررسي بان    آكريل
 . انجام شديكديگر 

 
  الكتروفورزمجان و ابذراي   ي ذخيرهها  استخراج پروتئين

 گـرم از  6/0بـذر  اي   ي ذخيرهها   پروتئين استخراج   براي
ون و به كمـك ازت مـايع ابتـدا بـه            ها   را در نمونه  بذر هر   

در مجـاورت بــافر اســتخراج  بعــد پـودر تبــديل نمـوده و   
 و اسـيديته    مـولار   ميلـي  460تـريس    ، مولار 4/0 ليسين،گ(
 مخلـوط حاصـل بـه مـدت       .  شـدند  خـرد به خـوبي    ) 3/8
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ژ شـد و    و دور در دقيقـه سـانتريفي      12000 دقيقه در دور     7
 .محلول روئي جدا شده و براي بار دوم سانتريفيوژ گرديد

 ، بر روي ژل آكريـل آميـد       ها    در زمان بارگيري پروتئين   
 ميكروليتـر   20ز پروتئين استخراج شـده بـا         ميكروليتر ا  20

، سديم  pH = 8/6 مولار، ميلي 77اسيد   -تريس(بافر نمونه   
ــولفات  ــيل سـ ــانول 4% (SDS)دو دسـ ، % 10، مركاپتواتـ

به مـدت   مخلوط و    %)01/0و بروموفنل بلو    % 20گليسرل  
و آمـاده بـارگيري     در حمام آب جوش قرار گرفته         دقيقه 4

 .گرديدند
ميـد اسـتفاده     آ بـا ژل آكريـل     ي ناپيوسته از سيستم بافر  

 ،% 12 آميد  آكريل (به اين ترتيب كه ابتدا ژل زيرين      . گرديد
و )  pH =8/8 مولار با 375/0تريس ،%2/0  اكريل اميدبيس
 8/6 مولار بـا    125/0تريس    ،%4آميد    آكريل ( ژل بالايي  بعد
 =pH ( بـافر الكتـرود نيـز      . نـد پليمريـزه گرديد   در دستگاه
 SDS بـه همـراه      مـولار  ميلـي  25س تريس گلايسين    اسا بر
 .  تهيه گرديدpH = 3/8 با% 1/0

 ميكروليتـر در درون     20از هر نمونه    در زمان بارگيري،    
  بـا شـدت جريـان    هـا      نمونـه  . گرديد تزريق هر چاهك ژل  

آمپر الكتروفـورز شـدند و تـا زمـاني كـه               ميلي 60متوسط  
زيـرين رسـيد    به انتهاي ژل    ) بلو  بروموفنل( شاخص رنگي 

ل از دستگاه خـارج     ژدر ادامه كار،    . الكتروفورز ادامه يافت  
شــده و بــه مــدت نــيم ســاعت در محلــول تثبيــت       

)Trichloroacetic acid ،TCA 20%( بعـد  قرار داده شد و 
مقطر شستشو داده شـده و بـه مـدت يـك شـب در                با آب 

 رنـگ  %15/0(بلـو   دماي محيط در محلـول رنـگ كماسـي     
ليتر اسيد     ميلي 5/7ل،  وليتر متان    ميلي 35و،  خالص كماسي بل  

در . آميزي گرديد   رنگ)  آب مقطر  5/57ل و   ااستيك گلاسي 
ول ل ـ حذف رنگ فضاي بين بانـدها، ژل در مح        براي ،ادامه

ــگ ــر رن ــان% 35( ب ــيد% 5/7ل، وات ــتيك و اس  % 5/57 اس

. رنگ شـود    تا فضاي بين باندها بي     شد قرار داده ) مقطر آب
 نگهداري گرديد تا زماني كـه از        ر آب مقط   ژل در  ،در ادامه 

بـه  بنـابراين    .نظر باندهاي پروتئيني مورد مطالعه قرار گيرد      
 پروفيــل حاصــل از  بــودنمنظــور اطمينــان از تكرارپــذير

 بـار تكـرار    3اي بذر، انجام الكتروفورز       هاي ذخيره  پروتئين
 .گرديد
 

 كمي كردن مشاهدات و باندهاي پروتئيني
اي پروتئيني و تنوع آنها مبناي مقايـسه        از آنجا كه بانده   

، حضور يا عـدم     بودها و والدين آنها در اين مطالعه         دورگ
از . شـد   بر روي ژل بايد به نوعي كمـي مـي          حضور باندها 

 هـا   از رديـف   يـك   در هـر   ، ژل أ از مبد  باندها  كليه ،اين رو 
هر يـك از     در   آنهاحضور يا عدم حضور     ي شده و    شناساي
 بـا اعـداد يـك       هـا      دورگ وه والـدين     مربوط ب  هاي    رديف

 بـه ايـن     .مشخص گرديـد  ) عدم حضور (و صفر   ) حضور(
ترتيب يك ماتريس عددي حاصـل گرديـد كـه بـه تعـداد              

سـتون و بـه تعـداد       )  ژنوتيپ 6(ي مورد مطالعه    ها    ژنوتيپ
ايـن مـاتريس    . هاي باندي مشاهده شده سـطر داشـت         مقر
 و تحليـل  زيه  در ادامه مطالعات مبناي تج     )1جدول   (عدادا

 .ها قرار گرفت و مقايسه ژنوتيپ
 

 تجزيه و تحليل آماري
حـضور يـا عـدم حـضور        ماتريس عـددي حاصـل از       

 مورد تجزيـه    JMPافزار   با استفاده از نرم    باندهاي پروتئيني 
ب  و مـاتريس ضـري     قرار گرفتـه   Wardبه روش   اي    خوشه
 ،كه با استفاده از آن    طوري    بهمحاسبه گرديد   جاكارد  تشابه  

بنـدي و     دسـته  بـراي  دنـدروگرام  ،افـزار   توسط همـان نـرم    
توليـد  سنجش ميزان شباهت نتـاج و والـدين بـا يكـديگر             

 .مورد استفاده قرار گرفتو ) 2شكل (
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 ي مختلف موجود در نقشه پروتئيني باندهاصفر و يك حاصل از حضور يا عدم حضور مقادير : 1 جدول
  لوليوم و چهار دورگ مورد مطالعه براي دو گونهSDS – PAGEحاصل از 

 P1 R4 L1 L2 L3 L4 باند  شماره

1 1 1 1 1 1 1 
2 1 1 1 1 1 1 
3 1 1 1 1 1 1 
4 1 0 0 0 1 1 
5 0 1 1 1 1 1 
6 1 1 1 1 1 1 
7 1 1 1 1 1 1 
8 0 0 1 1 1 1 
9 1 1 1 1 1 1 
10 1 1 1 1 1 1 
11 1 0 1 1 1 1 
12 1 1 1 0 1 1 
13 0 0 1 1 1 1 
14 1 1 1 1 1 1 
15 1 1 1 0 1 1 
16 1 1 1 1 1 1 
17 1 0 1 1 1 1 
18 0 0 1 1 1 1 
19 0 1 1 0 1 1 
20 1 1 1 1 1 1 

P1                  :L. perenne ،  R4: L. rigidum، L4 – :L1 نتاج دورگچهار نمونه از  
 

 نتايج 
اي بذر دو گونـه از لوليـوم و نتـاج             هاي ذخيره   پروتئين

 مـورد   SDS-PAGEحاصل از تلاقي بين آنها كه به روش         
مطالعه قرار گرفتند، پروفيل پايدار و تكرارپذيري را توليـد          

در . توان به شرح زير آنهـا را توصـيف نمـود            كردند كه مي  
هـاي مـورد مطالعـه        بانـد در پروفيـل ژنوتيـپ       20مجموع  

ــدها   مــشاهده گرديــد كــه از نظــر تعــداد معــدودي از بان
هـاي والـديني و نتـاج         هاي آشكاري بـين ژنوتيـپ         تفاوت

 14اي از حـداقل    اين تعداد بانـد در دامنـه     . مشاهده گرديد 
 بانـد در    20اكثـر      و حد  LR4باند در يكي از والدين با كد        

 و  Lol3دهاي  اي بـا ك ـ     گونـه   هاي بين   دو ژنوتيپ از دورگ   
Lol4  در بين بانـدهاي مـشاهده شـده بانـدهاي     .  متغير بود

. يك از والدين مشاهده نگرديد       در هيچ  18 و   13،  8شماره  
، 5،  4هاي والديني از نظر باندهاي شـماره        طور گونه   همين

بـه عبـارتي، ايـن      . يكديگر تفاوت داشتند   با   19 و   17،  11
كـولي و ابـزاري     عنـوان نـشانگرهاي مل      توانند به   باندها مي 
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مكمل براي شناسـايي و تمـايز ايـن دو گونـه از يكـديگر               
ديـاگرامي از پروفيـل بانـدهاي       . مورد استفاده قرار گيرنـد    

ــروتئين  ــورز پ  هــاي پروتئينــي حاصــل از اجــراي الكتروف
هاي مورد مطالعه در شـكل        ها و دورگ    اي بذر گونه    ذخيره

صـل بـه   در اين دياگرام بانـدهاي حا .  ارائه گرديده است   1
 همه. چهار ناحيه با قابليت تحرك متفاوت تقسيم گرديدند       

اي داراي باندهاي مشترك و اختصاصي         تا اندازه  ها  ژنوتيپ
.  كه حضور يا تراكم آنهـا بـا يكـديگر متفـاوت بـود         ندبود

ــه  ــه خوشـ ــل از تجزيـ ــدروگرام حاصـ ــاي   اي داده  دنـ هـ
براسـاس ايـن    .  ارائه شـده اسـت     2الكتروفورزي در شكل  

اي قرار گيـرد        كه خط برش در نقطه      رام در صورتي  دندروگ

 1ها به چهار دسته تقسيم شـوند، والـد شـماره           كه ژنوتيپ 
(LP1)       2در يك دسته، والد شماره (LR4)    در دسته ديگر 

هاي دورگ جدا       از بقيه ژنوتيپ   (Lol2) 2و دورگ شماره    
  (Lol2) 2دورگ شماره  .شده و در دسته مجزا قرار گرفتند   

 4 و   3هـاي شـماره          فاصله را با والـدين، و دورگ       كمترين
Lol3)و  (Lol4   بيشترين فاصله را با والدين نـشان دادنـد .
ــاي  دورگ ــماره هـ ــن Lol3)  و (Lol4 4 و 3 شـ در ايـ

دندروگرام كاملاً در كنار يكديگر قرار گرفتند زيـرا توليـد           
اين نتيجـه نـشان   . اي نمودند  باندهاي پروتئيني كاملاً مشابه   

هاي مـسئول خـصوصيات پروتئينـي مـورد             دهد كه ژن     مي
 .مطالعه در اين دو ژنوتيپ تفاوت چنداني ندارد

 
 

 
 

اي و  گونه بينهاي  دورگ مشاهده شده در SDS-PAGE حاصل از اي بذر هاي ذخيره پروفيل پروتئينالگويي دياگرام  :1شكل 
 ها هستند  نتاج حاصل از تلاقيLol4 تا Lol1  والدين وLR4 و LP1. والدين آنها در جنس لوليوم

 
 



 …اي لوليوم گونه هاي بين مقايسه دورگ

 

30

 
 اي و والدين آنها در جنس لوليوم گونه بينهاي  دورگ  بذر دراي هاي ذخيره دندروگرام مربوط به الكتروفورز پروتئين: 2شكل 

 
 بحث

با توجـه بـه كـارآيي خـوب الكتروفـورز در تفكيـك              
 & Dinelli)هــا و ارقــام مختلــف جــنس لوليــوم، گونــه

Lucchese, 1999)   ــورز ــق از الكتروفـ ــن تحقيـ  در ايـ
 ژنوتيـپ از دو  6اي بـذر در مقايـسه     هـاي ذخيـره      پروتئين

گونه مختلف و نتاج حاصـل از تلاقـي بـين آنهـا اسـتفاده               
هـاي انجـام      آميز بودن تلاقي    گرديد تا ضمن تأييد موفقيت    

اي   گونـه   هاي بـين    شده و دورگ بودن نتاج حاصل، تفاوت      
 . نيز مشخص گردد

 20اي بذر ممكـن اسـت از          هاي ذخيره   فيل پروتئين پرو
طوري كـه     به. يا تعداد بيشتري باندهاي منفرد تشكيل شود      

هـاي مـورد      ها يا ژنوتيپ      با افزايش تعداد باندها و جمعيت     
. هـا را افـزايش داد         مقايسه، بايد دقت بررسي و تفسير داده      

هاي بذري، ثبات آنهاست كه تحـت           مزيت پروفيل پروتئين  
أثير نوسانات فصلي و محيطـي و طـول عمـر بـذر قـرار               ت

 Panigrahi et(گيرند و يكنواخت و تكرارپذير هستند  نمي

al., 2007( . 
هاي پروتئيني حاصل از اين مطالعه به چهار ناحيـه            باند
 4 تـا    1هـاي     شـماره  بـا    1بندي شدند كه در دياگرام        دسته

. ندگـذاري شـد       ترتيب كاهش قابليت تحركـشان شـماره        به
اين، حضور يا عدم حـضور بانـدها و ضـخامت و              بر  علاوه

پـذيري آنهـا معيـار مناسـبي بـراي بررسـي و               شدت رنگ 
 1در ناحيه شـماره     . باشد  هاي مورد نظر مي     مقايسه ژنوتيپ 

هاي با تحرك خيلي كم قرار گرفتنـد كـه تـراكم و      پروتئين
والدين و نتاج از نظر يكي از       . ضخامت باندها نيز كم است    

. نــدهاي ايــن ناحيــه بــا يكــديگر اخــتلاف نــشان دادنــدبا
 نـشان داده شـده      2كه در ناحيه دوم كه با شـماره           نحوي  به

هاي با تحرك كـم قـرار گرفتنـد كـه اغلـب               است پروتئين 
پذيري باندها در اين ناحيه خيلي        تراكم و ضخامت و رنگ    

 از نظـــر تـــراكم و LR4 و LP1والـــدين، . زيـــاد اســـت
اندهاي ايـن ناحيـه بـا هـم اخـتلاف           پذيري يكي از ب     رنگ

هريـك از بانـدهاي ايـن ناحيـه ممكـن اسـت از              . داشتند
تركيب چند پروتئين با وزن ملكولي بالا ولي نزديك به هم     
تــشكيل شــده باشــند كــه موجــب ضــخيم شــدن بانــدها  

هاي متفاوتي از يك ژن مربوطـه         اند و يا اينكه كپي      گرديده
 هفت بانـد بـود كـه         مشتمل بر  3ناحيه شماره   . فعال باشد 

والدين از نظر سه بانـد در       . قابليت تحرك متوسطي داشتند   
اين ناحيه با يكديگر از لحاظ حضور و عدم حضور باندها           
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پذيري آنها با هم اختلاف نـشان دادنـد           و نيز تراكم و رنگ    
در .  باند كـاهش يافـت     2ولي اين اختلاف در بين نتاج به        

هاي كمـي     غلب ضخامت  باند كه ا   6، تعداد   4ناحيه شماره   
در . ها بودند قـرار داشـتند       ترين پروتئين   داشتند و پرتحرك  

 بانـد بـا يكـديگر اخـتلاف         4اين ناحيه نيز والدين از نظر       
.  باند كـاهش يافـت     2اين اختلاف در نتاج به      . نشان دادند 

تـرين نـواحي       متنوع 4 و   3تر نواحي شماره      به عبارت كلي  
هـاي والـديني را بـه         ا و گونه  ه  ويژه اينكه ژنوتيپ    به. بودند

تـوان بـه خـوبي        وسيله باندهاي پروتئيني ايـن ناحيـه مـي        
ــود  ــف نم ــي   . تعري ــل از تلاق ــاج حاص ــودن نت دورگ ب

اي نيز با استفاده از باندهاي ايـن ناحيـه بـه نحـو                گونه  بين
 .تواند تشخيص داده شود بهتري مي
هـاي موجـود در ضـخامت و شـدت نوارهـاي                تفاوت

هـاي    تواند ناشـي از تفـاوت در بيـان ژن             يالكتروفورزي م 
نكتـه مهـم ديگـر در       . مربوطه در والدين و نتاج آنها باشد      

  اي بذر اين است كـه در صـورتي    هاي ذخيره    مورد پروتئين 
كه مطالعات ژنتيكي دقيق بـر روي شـاهدها انجـام نـشده             

هاي مختلف بـا اشـكال مواجـه            باشد، تفسير ژنتيكي نمونه   
 (Multigenic)يل ماهيـت چنـد ژنـي بـودن          به دل . شود    مي

  هاي گياهي،   اي بذر در بسياري از گونه       هاي ذخيره     پروتئين
هــايي كــه تكثيرشــان   ايــن روش بــراي شناســايي واريتــه

گشن نيـز   گياهان خود. باشد  بصورت كلن است مناسبتر مي  
كه فاقد تنوع هستند از اين نظر نسبت به گياهان دگرگشن           

 ـ   هـاي      در مـورد گونـه    . دهنـد     شان مـي  شايستگي بيشتري ن
خودگشن مشروط به اينكه كنتـرل ژنتيكـي شـناخته شـده            

هـاي    الكتروفـورزي را بـه فراوانـي   هاي      توان داده   باشد، مي 
 & Blackman(را انجـام داد   آللي تبديل ومقايـسات لازم 

Payne, 1987 .(  نامتجانس بودن الگوهاي الكتروفـورزي و
 متفاوت   در اثر عواملي نظير تعداد     تواند    يا شدت باندها مي   

هـاي داخـل      هاي ژني، نامتجانس بودن تـوالي         كپي از دسته  
. هاي متفاوت پروتئيني اتفاق بيفتـد         يك گروه و يا فراورده    

عنـوان والـدين      در اين تحقيق كه از دو گونـه مختلـف بـه           
ها استفاده شده و نتاج حاصل از دو گونه مختلف در       تلاقي

هاي پروتئيني قـرار گرفتنـد،    رد مقايسه الگوكنار والدين مو 
تواند موجب تفـاوت در الگـو يـا           هر سه عامل مذكور مي    

اي كـه توسـط       در مطالعـه  . پروفيل پروتئيني مربوطه باشـد    
Mirjalili و Mirzaie-Nodoushan) 2005 ( در خــصوص

هـايي از     بررسي تنوع ژنتيكي و روابط تاكسونوميك گونـه       
 ــ  ــد ني ــام ش ــوم انج ــل  جــنس لولي ــتفاده از پروفي ــا اس ز ب

هـا از هـم تفكيـك     ها و گونـه     جمعيت ،هاي بذري   پروتئين
شدند كه مؤيد قابليت مـورد ادعـاي الكتروفـورز در ايـن             

دو گونـه والـديني مـورد مطالعـه در ايـن            . باشد  تحقيق مي 
باشـند و بـر اسـاس مطالعـات           گشن مي تحقيق هر دو دگر   

هـاي بـذري در    قبلي در تفكيك به وسيله پروفيل پـروتئين       
ــد   ــرار گرفتن ــديگر ق ــار يك -Mirjalili & Mirzaie( كن

Nodoushan, 2005 .(     با اين حـال، تفكيـك آنهـا در ايـن
هاي مورد    ها و ژنوتيپ    تحقيق به دليل محدودتر بودن گونه     

 و Gillilandمحققـــان ديگـــري نظيـــر . مطالعـــه اســـت
 در SDS-PAGEنيـــز اســـتفاده از )  2000(همكـــارانش 

هـاي يـك گونـه از لوليـوم را             و ژنوتيـپ   تشخيص ارقـام  
ــسته   ــتناد دان ــل اس ــب و قاب ــتفاده از    مناس ــي اس ــد ول ان

هاي لوليوم را به ايـن        هاي مستخرج از برگ گونه      ايزوآنزيم
نتايج تحقيقات مـذكور نيـز نتـايج        . اند  منظور قابل ندانسته  

هـاي    اين تحقيق را از لحـاظ قابليـت اسـتفاده از پـروتئين            
ها    در تشخيص و تمايز گونه     SDS-PAGEاي بذر و      ذخيره

 .نمايد و ارقام جنس لوليوم تأييد مي
توان گفت كه به طـور كلـي نتـايج حاصـل از ايـن                 مي

هاي مختلـف لوليـوم و        گونهتحقيق از نظر قابليت تفكيك      



 …اي لوليوم گونه هاي بين مقايسه دورگ
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بررسي خويشاوندي بين آنها در توافق كامل با بـسياري از           
اينكه با نتايج    از جمله . باشد  منابع موجود در اين زمينه مي     

Hahn   و Schoberlein) 1999 (       كه نتاج حاصـل از تلاقـي
هـاي    بين فستوكا و لوليوم را با استفاده از پروفيل پـروتئين          

لازم به  . اي بذر از هم تفكيك نمودند، مطابقت دارد         ذخيره
اي در تلاقي     گونه  هاي بين   تذكر اين مطلب است كه دورگ     

هـاي    ا استفاده از ويژگي   هاي لوليوم به سادگي و ب       گونه  بين
 & Hahn(مورفولوژيك از والدين قابل تشخيص نيـستند  

Schoberlein, 1999 .(   از ايـن رو اسـتفاده از روشSDS-

PAGE           تاكنون كمك شايان توجهي را به محققان در ايـن 
در ايـن مطالعـه نيـز نتـاج حاصـل از            . زمينه كـرده اسـت    

ك زيادي بـه  هاي مورفولوژي  اي شباهت   گونه  هاي بين   تلاقي
از ايـن  . نمـود  والد مادري داشتند كه قضاوت را مشكل مي  

اي بـذر توانـست       هاي ذخيره   رو استفاده از پروفيل پروتئين    
ضمن تفكيك نتاج از والدين، تنوع قابـل تـوجهي را بـين             

 .نتاج نشان دهد
اي در ايـن      هـاي ذخيـره     استفاده از الكتروفورز پروتئين   
موجـود در مـواد مـورد       تحقيق ضمن بيان تنـوع ژنتيكـي        

يـد  أيتها را نيـز       مطالعه، دورگ بودن نتاج حاصل از تلاقي      
ــود ــي  . نم ــسياري از تلاق ــر اســت در ب ــه ذك ــاي  لازم ب ه
هـا دورگ نيـستند و از         اي نتاج حاصـل از تلاقـي        گونه  بين

هاي احتمالي و تلاقي پايه مادري بـا گـرده همـان              آلودگي
. شـوند   گونـه حاصـل مـي     هاي ديگري از همان       پايه يا پايه  

كه مقايسه بانـدهاي پروتئينـي حاصـل از نتـاج و              طوري  به
 .تواند اين شبهه را برطرف نمايد والدين مي
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Abstract 
Inter-specific hybrids of Lolium with various capabilities provide possibilities to integrate 

suitable characteristics into a cultivated variety of the genus. Baring this objective in mind, 
inter-specific hybrids had been produced which are investigated in this research. Four genotypes 
of the inter-specific hybrids between Lolium perenne and L. rigidum, and their parents were 
investigated for their protein profiles using seed storage protein electrophoresis. They were 
compared to make sure their hybrid originality as well as investigating their similarity to their 
parents. SDS-PAGE method of electrophoresis was used to provide the profile of the seed 
storage proteins. Presence or absence of the protein bands in the profile column of the 
genotypes were scored as one and zero respectively. The provided data were analyzed by cluster 
analysis. A dendrogram produced by the analysis, was used along with the proteins profile for 
classifying and estimating the hybrids and their parents similarities. Twenty protein bands were 
observed in the profile of the studied genotypes in which there were differences between the 
hybrids and their parents based on limited number of the bands. There were also differences on 
thickness and stain intensity of the protein bands of the studied genotypes, which might be due 
to differences in gene expression of parents and progenies. On the whole the profile revealed 
remarkable differences between the parents and progenies as well as approving the hybrid 
origins of the progeny genotypes. 
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