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 چکیده

ر های اساسی توسعه کشت زیتون دزاز نیا .ای برخوردار استاهمیت ویژه نژادی ازبه در امرو حفاظت از آنها ذخایر توارثی گیاهی 

 باشد وزیتون می هایزیادی در ژنوتیپدارای تنوع  ایرانباشد. های مناطق مختلف میکشور، شناسایی و معرفی ارقام سازگار با اقلیم

منظور بررسی تنوع بهاین پژوهش  ها قرار گیرد.توسعه گونهجهت عنوان راهكاری در هتواند بمعرفی و شناخت این تنوع ژنتیكی می

 ،ی استخراجیهانتایج الكتروفورز پروتئین. ای دانه انجام شدیرهذخ هایژنوتیپ زیتون، الگوهای الكتروفورتیک پروتئین 23 پروتئینی

تكرارپذیر  باند شـشتیدی که شامل ـپپگروه پلی سه وت نسبی روی ژل آشكار ساخت ـای حرکـبر مبن نوار را 11حضور 

ها دیده ژنوتیپمه در ه {P1 (21 K Da), P2 (25 K Da), P3 (28 K Da), P4 (31 K Da), P5 (35 K Da), P6 (45 K Da)}ورتـصبه

 ی مورد بررسیهاپروتئیننه باند ای در الگوی تنوع قابل ملاحظه ها چندشكلی نشان دادند.میان ژنوتیپ از آنها در باند نهشد و تنها 

ه ها را در سه خوشهای مختلف پروتئینی ژنوتیپای براساس شكلی خوشهبرش دندروگرام حاصل از تجزیهها مشاهده شد. بین ژنوتیپ

 خوشه دوم دو ژنوتیپ و بیست ژنوتیپ در خوشه سوم قرار گرفتند. ،بندی کرد. خوشه اول شامل یک ژنوتیپگروه
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 مقدمه

 Oleaceae( از خانواده .Olea europaea Lزیتون با نام علمی )

 066جنس و  22دارای  باشد. این خانواده گیاهی تقریباًمی

گونه است. زیتون یكی از گیاهان روغنی مهم است که با ویژگی 

بارزی همچون تحمل زیاد در برابر شرایط نامساعد محیطی، کم 

توقع بودن، امكان کشت در محدوده وسیع، بالا بودن کیفیت 

ه سایر کشورها بسیار روغن از نظر تغذیه و امكان صادرات ب

ها اهمیت آگاهی از تنوع ژنتیكی ژنوتیپ مورد توجه است.

جای ارقام بهزیادی دارد. کاشت ارقام یكنواخت اصلاح شده 

دهند و این کاهش محلی به تدریج تنوع ژنتیكی را کاهش می

های اصلاحی خطر آفرین باشد. تواند برای آینده برنامهمی

شانگرهای پروتئینی با استفاده از کارگیری نهبمدتهاست که 

ها، برای شناسایی تنوع ژنتیكی بین گونه SDS-PAGEروش 

 ها و ارقام زراعی در گیاهان مورد توجه قرار گرفته است. واریته

این روش برای مقایسه الگوهای پروتئینی ارقام مختلف     

گیاهی معتبر، قابل تكرار، سریع و ارزان است. حضور یا عدم 

و سطح بیان باندهای پروتئینی، شاخص مهمی برای  حضور

و  2دوراسک ؛2005و همكاران،  1فوفاشناسایی گیاهان است )

 3ای بذرهای ذخیره(. به علت پایداری پروتئین2003 همكاران،

بندی شیمیایی کاربرد وسیعی یافته است. در مطالعات طبقه

یان بررسی الكتروفورزی پروتئین بذر، تفاوت بسیاری را م

ها پـکه در داخل ژنوتیحالیدهد درمیها نشان ژنوتیپ

 .(1997و همكاران،  9کریشنانشود )میاهده ـیكنواختی مش

های پروتئینی در میان افراد یک جمعیت با جمعیت دیگر مدل

های مختلف گیاهان های بین جمعیتبرای ارزشیابی تفاوت

مواد  تواند جهت ارزشیابی خلوصشود که میمیاستفاده 

ها مورد توجه قرار گیرد )کینگ ژنتیكی، تفاوت و همگنی آن

توانایی تفكیک بین دو گونه یا رقم به ویژه در  .(2003، 1اسنورز

گیری برای تلاقی بین ارقام، در اصلاح نباتات و نیز تصمیمزمان 

باشد این تشخیص از اهمیت در ثبت ارقام حائز اهمیت می

 ایهای ذخیرهدر این زمینه، پروتئینای برخوردار است. فزآینده

های بذور عوامل محیطی روی پروتئینبوده، زیرا  کارآبسیار  بذر

های پروتئینهستند، بنابراین  تأثیرو یا کم تأثیررسیده بی

عنوان نشانگرهای نسبتاً قابل اعتمادی توانند بهای بذر میذخیره

 و همكاران 7سکرو(. 1998، 0رادیکمورد استفاده قرار گیرند )

                                                           
1. Fufa 

2. Dvoracek 

3. Seed Storage Proteins (SSPs) 

4. Krishnan 

5. Kingsnorth 

6. Radic 

7. Kruse 

اختلاف بین ارقام مختلف درختان زیتون را با استفاده  (1994)

از صفات فنوتیپی وابسته به تنه، برگ، گل و شكل میوه مورد 

بررسی قرار دادند. ضعف این روش در تعیین اختلافات بین 

ارقام این است که صفات مورد بررسی تحت تأثیر تغییرات 

های پروتئین(. 2000، 8کوتگن-موتاساگیرند )محیطی قرار می

بسیار باثبات ، ضمن داشتن چندشكلی زیادبذر  ایذخیره

عوامل محیطی روی که از آنجایی(. 2001، 2زادهیولهستند )

نحوه بوده و  تأثیرو یا کم تأثیرهای بذور رسیده بیپروتئین

صورت همبارز است. با این تفاسیر الگوهای توارث آنها به

های بذور رسیده چه به تنهایی و یا با وتئینالكتروفورزی پر

سایر نشانگرها معیار خوبی برای شناسایی جوامع مختلف 

هدف . (1326باشد )عبدمیشانی و بوشهری، گیاهی و ارقام می

با تون،یز پیژنوت 23 ینیتنوع پروتئ یبررساز این پژوهش 

 دانه ایرهیذخ یهانیپروتئ کیالكتروفورت یالگوهااستفاده از 

 باشد. یم

و  یDNAشناساگرهای مولكولی نظیر نشانگرهای 

عنوان ابزارهای مفید و تكرارپذیر در توانند بهپروتئینی می

شناسایی، تعیین تنوع ژنتیكی و بررسی روابط خویشاوندی ارقام 

ها های گیاهی استفاده شوند. الگوی الكتروفورزی پروتئینو گونه

شناساگرهای مولكولی معرفی کند عنوان بههایی را تواند باندمی

(. در 2010، 11كوک و ارسلانتام ؛2008 ،و همكاران 16کریلی)

های ای بذر و پروتئینهای ذخیرهاین خصوص، بررسی پروتئین

عنوان بههای محیطی پذیری از نوسانتأثیردلیل عدم جنینی به

اند و در شناسایی تكنولوژی قدرتمندی مورد توجه قرار گرفته

و  کریلیباشد )ها مفید میا و روابط فیلوژنتیک بین آنهگونه

و  13جاوید ؛2005 ،و همكاران 12اقبال ؛2008، همكاران

 (.2004 ،همكاران

 

 هامواد و روش

ژنوتیپ متفاوت  23مواد گیاهی مورد استفاده در این مطالعه 

 هایژنوتیپبین درختان کلكسیونی از  باشد که ازمیزیتون 

ها شدند. این ژنوتیپتخاب ان( زنجان) طارم غبا در واقع زیتون

فاقد هرگونه اطلاعات مولكولی مبنی بر شناسایی بودند، از این 

گذاری نام 23تا  1و با شماره  Tnها با نام اختصاری رو ژنوتیپ

گرده دهای موردنظر خوگذاری بر روی شاخهبا پاکتشدند. 

دست آمده از هبنتایج بنابراین و  گردیدها، کنترل افشانی آن

                                                           
8. Mutasa-Göttgens 

9. Valizadeh 

10. Criley 

11. Tamkoc and Arsalan 

12. Iqbal 

13. Javid 
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منظور بهباشد. ای بذر معرف ژنوتیپ میپروتئین ذخیره

هایی استفاده شد از میوه ای دانههای ذخیرهاستخراج پروتیئن

ها برداشت و در در زمان رسیدن میوه 1326که در اواسط پاییز 

گراد در فریزر نگهداری شده بودند. از ( درجه سانتی-26دمای )

-های همان شاخههمراه برگبهمیوه  ،ظرهمه درختان مورد ن

 ،های حامل میوه برداشت شد و پس از انتقال به آزمایشگاه

ها، در شستشو و سپس خشک گردیدند و پس از گرفتن آب آن

 .گراد نگهداری شدند( درجه سانتی-26فریزر )

 ای دانه از روشذخیره هایبرای استخراج پروتئین
تفاده شد. بافر استخراج ( اس1998و همكاران ) 1طهماسبی

 Tris-Hcl (pH=7.4)،Urea 6M ،β-Mercaptoetanol شامل

(2.5%)،(SDS 2%  ابتدا بذر از ها، بود. برای استخراج پروتئین

وسیله ازت مایع در هاون کوبیده هپوسته چوبی جدا و سپس ب

-لیتر بافر استخراج به آن اضافه و پس از اینشد. مقدار دو میلی

سائیده شد محلول حاصل به داخل تیوپ دو که به خوبی 

 مدت ده دقیقه در دمای چهار درجهلیتری منتقل و بهمیلی

وژ گردید. محتوی یدور در دقیقه سانتریف 16666با  گرادسانتی

گراد تا قبل از درجه سانتی -26رویی شناور جدا و در فریزر 

-SDSالكتروفورز در ژل انجام مرحله بعدی نگهداری شد. 

EPAG  ( که شامل ژل جداکننده 1997) 2لاملیبراساس روش

درصد و ژل متراکم پنج درصد، انجام گرفت. سپس برای  12

 R-250کوماسی آبی  ظاهرسازی باندهای پروتئینی ژل را در

زدایی آمیزی و در پایان برای وضوح باندهای پروتئینی رنگرنگ

 برداری صورت گرفت.ها عكسژل انجام شد و سپس از ژل

 

 هاتجزیه آماری داده

در محاسبه تعداد و مكان باندهای پروتئینی هر نمونه حرکت 

نسبی هر باند براساس نسبت حرکت باند پروتئینی به حرکت 

رنگ از ابتدای ژل تعیین شده و با استفاده از منحنی استاندارد 

وزن مولكول تقریبی هر باند مورد شناسایی قرار گرفت. براساس 

حضور هر باند کدگذاری گردید و با استفاده از حضور یا عدم 

قانون جوربندی ساده و ضریب تشابه، تشابه هر نمونه با سایر 

ها اساس آن ماتریس تشابه برای پروتئینها محاسبه و برنمونه

افزار ای با استفاده از نرمترسیم گردید در نهایت آنالیز خوشه

SPSS  به روشUPGMA نجام و نتایج و ضرایب تشابه جاکارد ا

 دندروگرام نشان داده شد.صورت بهحاصل 

 

 

                                                           
1. Tahmasebi 

2. Laemmli 

 نتایج و بحث

ای های مختلف استخراج پـروتئین ذخیـره  نتایج حاصل از روش

 یطهماسـب ی زیتون حاکی از آن بود که در روش استخراج دانه
در گیاه آفتـابگردان مـورد بررسـی     که قبلاً ،(2008و همكاران )

پروتئینی با وضوح بالاقابـل رویـت    کلیه باندهای ،قرار گرفته بود

 ،(2007و همكاران ) وانگ( اما در روش استخراج 1بودند )شكل 

وسیله کلروفرم با وجود اینكه کلیـه بانـدهای پروتئینـی قابـل     به

ها دارای باندهای غیرقابل تفكیک بودنـد کـه   رویت بودند اما ژل

در  وح باندهای پروتئینی کاهش یابـد و این امر باعث گردید وض

نتیجه منجر به حذف تعدادی از باندهای پروتئینـی محلـول در   

 ها و غیره گردید.  چربی، پلی فنل

ای بذر موجود های ذخیرهپروتئینPAGE – SDSیتجزیه

در دانه زیتون بالغ در دو تكرار نشان داد که نتایج این فاز 

دانه زیتون شامل سه  هایتكرارپذیر بوده و ذخیره پروتئین

 :رحـپپتیدی شامل شش باند تكرارپذیر به شکت پلیگروه پا
 5(31 KD), P 4(28 KD), P 3(25 KD), P 2(21 KD), P 1{P

(45 KD)}6 (35KD), P دست آمده هباشند. این نتایج بمی

عنوان نشانگر پروتئینی استاندارد برای به( 1مطابق با شكل )

سایی گری و شناهای گیاه زیتون جهت غربالشناسایی ژنوتیپ

در بررسی انجام شده  آنها با سایر گیاهان روغنی کاربرد دارد.

( در شش رقم زیتون تفاوت 2007و همكاران ) وانگوسیله هب

خصوص از نظر اندازه و اجزای هواضحی در الگوی پروتئینی ب

ای دانه مشخص نگردید و پیشنهاد شد که های ذخیرهپروتئین

حفاظت  ها کاملاًر این گونهای دانه دهای ذخیرهسنتز پروتئین

دست آمده تصدیق این پیشنهاد بود که هباشد. نتایج بشده می

ترتیب با درصد بههای بالغ زیتون شامل شش باند برجسته دانه

P 1{P ,(KD 21)2  25)دار شاملظهور بالا با تكرارپذیری معنی

(45 KD)}6 (35KD), P 5(31 KD), P 4(28 KD), P 3KD), P 
بادی و با استفاده از آنتی کلیه آنها قبلاً ،6Pه به جزء هستند ک

. در این مطالعه اندایمینوبلاتینگ در گیاه زیتون گزارش شده

ای دانه زیتون از دو های ذخیرهنشان داده شد که پروتئین

کیلودالتونی تشكیل شده است  1/97کیلودالتونی و  91قسمت 

باند  .اندوسیله پیوندهای هیدروژنی به یكدیگر متصل شدههکه ب

 P3, P2P , 4دهـدهای احیاء شـد زیرواحـیلودالتونی تولیـک 91

می 5Pو  1Pکیلودالتونی تولید باندهای  1/97نماید و باند می

ای، در های فشرده از پروتئین ذخیرهنماید که این پاکت

 .های ایرانی نیز مشاهده شدژنوتیپ
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 23و  22، 21، 26، 12، 18های ای بذر ژنوتیپهای ذخیرهپروتئین PAGE -SDSفورزیوالگوی الكتر: 1 شكل

Fig. 1: Analysis electrophoresis SDS-PAGE of seed storage proteins in genotypes 18, 19, 20, 21, 22 and 23 

 

 
 هاهای پروفایل پروتئینبر اساس داده ایخوشه یاز تجزیهل دندروگرام حاص :2شكل 

Fig. 2: Dendrogram of cluster analysis based on the profile of proteins 

 

(، 1382و همكاران ) احسانپور در بررسی انجام شده توسط

الكتروفورزی  کیلودالتونی در الگوی 91بیشترین میزان باند 

ها( در رقم احمد آقایی پسته، ای بذر )لپههای ذخیرهپروتئین

عنوان شناساگر پروتئینی برای این رقم معرفی نمود. بهآن را 

های بذر پروتئین SDS-PAGEمشابه با مطالعه حاضر، الگوی 

عنوان شناساگرهای پروتئینی برای شناسایی و مقایسه ارقام به

های و گونه (Prunus)وحشی آلو  هایدوسر، گونهجوی

Poapratensism  وTriticum aestivum اند نیز استفاده شده

-زین؛ 2003دوراسک و همكاران،  ؛2005و همكاران،  فوفا)

(. با توجه به اینكه نوع و میزان 2008و همكاران،  1العابدینی

های تر از سایر بافتها در بذرهای بالغ به مراتب ثابتپروتئین

( بنابراین الگوی 2007و همكاران،  2مگنیهی است )گیا

های زیتون براساس حضور یا عدم حضور باندهای پروتئینی دانه

 تواند تنوع ژنتیكی این گیاه را مشخص سازد.پروتئینی، می

                                                           
1. Zeinalabedini 

2. Magni 

45 

35 

31 

28 

25 

21 

46 KDa 
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ای حاصل از باندهای پروتئینی نشان داد ی خوشهنتایج تجزیه

ساس برا ایخوشهی برش دندروگرام حاصل از تجزیهکه 

ها را به سه واحدی، ژنوتیپ 11نی از فاصله یباندهای پروتئ

-خوشهی بندی کرد. نتایج تجزیه( گروه2خوشه مطابق شكل )

( نشان داد که خوشه اول 2ها )شكل های پروتئینشكل ای

 12های )(، خوشه دوم شامل ژنوتیپ26شامل ژنوتیپ شماره )

رفتند. خوشه سوم ها در خوشه سوم قرار گه ژنوتیپی( و بق0و 

م گردید. خوشه اول که فقط یخود به دو زیر خوشه بزرگ تقس

ات متفاوت از یرا شامل شد دارای خصوص 26ژنوتیپ شماره 

نتایج تجزیه حضور  (.1نی بود )شكل یلحاظ بروز باندهای پروتئ

کیلودالتون در کلیه  90پروتئین ساختاری با وزن مولكولی 

در  T20هده نشد اما این باند در های مورد آزمایش مشاژنوتیپ

ن عامل یهماین ژنوتیپ مشاهده گردید و های تجزیهکلیه 

پ در خوشه جداگانه ین ژنوتیبندی ان فاکتور برای گروهیمهمتر

بود.
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Investigation of Protein Diversity of Olive (Olea europaea L.) Genotypes Through 

Electrophoresis of Seed Storage Proteins 
 

Shaigan1, N., Ghanbari2*, A. and Tahmasebi Enferadi3, S. 

 

Abstract 

 

Botanical hereditary reserves have special importance in racial direction of plants and preserving them is very important 

in national and international viewpoint. Recognizing and introducing suitable species for different climates are among 

essential needs to develop olive cultivation in Iran. There are various olive genotypes in Iran that recognizing and 

introducing such variety can accelerate genetic basis development of these species. The current study has been 

performed in order to inspect protein diversity of 23 olive genotypes from the viewpoint of electrophoresis patterns of 

seed storage proteins. The electrophoresis results of extracted proteins revealed the existence of 15 strips according to 

proportional movement on gel that three poly-peptide groups have been noticed which had 6 repeatable strips of {P1 

(21 KDa), P2 (25 KDa), P3 (28 KDa), P4 (31 KDa), P5 (35 KDa), P6 (45 KDa)} was observed in all genotypes. There 

were only 9 polymorphism strips among genotypes. The considerable diversity was seen in pattern of 9 bands of protein 

which were studied. Cluster analysis profile of proteins regrouped them into three clusters included one, two and twenty 

genotypes in each cluster. 
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