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ای بذر در خشخاش ایرانی ذخیره هایرزیابی الگوی پروتئینا  
 چکیده

 .کندیرشد م رانیاز ا یدر مناطق خاص ن،یتبائ دیآلکالوئ دیتول تیبا قابل ییدارو اهیگ کیبه عنوان ( Papaver bracteatumخشخاش ایرانی )
 Papaverجمعیت از خشخاش ایرانی ) 18نتیکی بهترین روش استخراج پروتئین و بررسی تنوع ژ شناساییاین آزمایش با هدف 

bracteatumکنترل شده بودند به همراه یک نمونهآوری( که از مناطق مختلف ایران جمع Papaver somniferum  با استفاده از الگوی
همچنین الگوی  دهد.می ارائهتیحه را فنل بهترین ناستخراج پروتئین با استفاده از وش ر نتایج نشان داد کهالکتروفورزی پروتئین بذر انجام شد. 

با  دقت بیشتری در ردیابی باندهای پروتئینی فراهم کرد. و  وضوح بالاتری داشت G250کوماسی بریلیانت بلو  آمیزی باباندها پس از رنگ
د. کمترین و بیشترین مشاهده گردیکیلودالتون  13-120دامنه نوار با وزن مولکولی در  68 تعدادمقایسه الگوی الکتروفورز باندهای پروتئینی 

های مورد میزان تشابه ژنتیکی بین جمعیت .)منطقه پل زنگوله البرز( مشاهده شدند P17و )سد لار البرز(  P2 ترتیب در جمعیت  تعداد باند به
رتیب از دو منطقه البرز روستای به ت P7 و P15بیشترین فاصله بین دو جمعیت  شد.را شامل می 8/0 تا  0/4 متغیر بوده و دامنه بین بررسی
 somniferum و  .bracteatum P با استفاده از الگوی الکتروفورز پروتئین بذر دو گونه. ثبت گردیدبلده و کردستان روستای پیرعمران یوش

P. .ای به روش تجزیه خوشه بخوبی از هم تفکیک شدندUPGMA  پنج گروه لعه در های مورد مطاجمعیت انجام شد و دایسو ضریب تشابه
الگوی  است، بنابراینبندی آنها ها و گروهمنطقه جغرافیایی بر شباهت جمعیت کم تاثیردهنده نشاننتایج این بررسی  .نددگردیمجزا تفکیک 

 قرار گیرد.های حفاظت مورد استفاده برنامه درهای مختلف این گونه جداسازی و شناسایی جمعیت قادر است برایالکتروفورز پروتئین بذر 
 

 استخراج پروتئین، تنوع ژنتیکی روش ، الگوی الکتروفورزی،SDS-PAGEخشخاش ایرانی،  واژه:کلید

Evaluation of seed storage proteins profile in Papaver bracteatum  
 

Abstract 

The Iranian poppy (Papaver bracteatum) is a medicinal plant known for its ability to produce the alkaloid tebaine and 

grows in specific regions of Iran. This study aimed to identify the optimal protein extraction method and investigate 

the genetic diversity of 18 populations of Iranian poppy collected from various parts of Iran, along with a control 

sample of Papaver somniferum, using seed protein electrophoresis patterns. The results indicated that the protein 

extraction method utilizing phenol yielded the best results. Additionally, after staining with Coomassie Brilliant Blue 

G250, the band patterns displayed higher clarity and provided greater precision in tracking protein bands. A total of 

68 bands were observed within a molecular weight range of 120-13 kDa when comparing electrophoresis patterns. 

The least and most number of bands were recorded in populations P2 (Lar Dam, Alborz) and P17 (Pol Zanguleh 

region, Alborz), respectively. Genetic similarity among the studied populations varied significantly, ranging from 0.4 

to 0.8. The greatest distance was noted between populations P15 and P7 from two different regions: Yush-Baladeh 

village in Alborz and Pir-Imran village in Kurdistan. Seed protein electrophoresis effectively distinguished between 

species P.bracteatum and P.somniferum. Cluster analysis using UPGMA method along with Dice similarity 

coefficient revealed five distinct groups among the studied populations. The findings suggest that geographic location 

has minimal impact on population similarity and their clustering; therefore, seed protein electrophoresis can be 

utilized for isolating and identifying different populations of this species in conservation programs. 

Key words: SDS-PAGE, electrophoresis pattern, protein extraction method, genetic diversity, papaver bracteatum 
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ساله دگرگشن با خودناسازگاری گامتوفیتی ( و چند2n=14وئید )دیپلگیاهی ( Papaver bracteatumخشخاش ایرانی )
دی است که در مناطق محدودی ن(. این گونه گیاه دارویی ارزشمHadipour et al., 2020; Mohseni et al., 2015است )

 بدیل شودکدئین تتواند براحتی به شود. دارای مقدار قابل توجهی آلکالوئید تبائین است که میاز ایران یافت می
(Nematolahi et al., 2024; Anonymus, 2019). تواند به ترکیبات بنتلی و چندین آنتاگونیست مخدر تبدیل همچنین می

های ثانویه است که بدلیل انتشار گسترده و خواص دارویی بیتبائین از جمله متابولیت(. Nematolahi et al., 2024شود )
علاوه بر این ترکیبات، (. Qaderi et al., 2020ای گیاهی و صنایع دارویی دارد )در تولید داروه مهمینظیر آن نقش 

)2018et al Labanca ,. ;دارد  امخدر مهم و اقتصادی دیگری است که خاصیت گشادکننده عروق رپاپاورین آلکالوئید غیر

Anonymus, 2020).  در صنایع تبائین، مورفین و اوریپاوین آلکالوئیدهایی مثل برای استفاده از افزایش تقاضا با توجه به
می وصیهت خشخاش ایرانی بعنوان منبع چنین آلکالوئیدهایی اصلاحبرای  بیوتکنولوژیهای اصلاحی و برنامهداروسازی، 

با  گیاهی های مختلفگونه ،با تغییر در شرایط محیطی(. Rostampour et al., 2009; Rostampour et al., 2010شود )
بعلاوه تنوع  (.Salgotra and Chauhan, 2023مانند )تغیییرات سازگار زنده میو سازگاری به این  ع ژنتیکیتنو داشتن

ها در کشورهای زیستگاه گونه باید مورد مطالعه قرار گیرد تا دانش ما در مورد آخرین وضعیت منابع ژنتیکی ژنوتیپ
های حفاظت از های گیاهی به برنامهنوع ژنتیکی گونهآگاهی از ت(. Hadipour et al., 2020ژنتیکی گسترش یابد )

بذر بعنوان نشانگرهای زیستی  هایپروتئین(. Kalia et al., 2011کند )های گیاهی کمک میها و بهبود ویژگیپلاسمژرم
تنوع چند شکلی وما ها عم. پروتئینقابل ردیابی هستندشوند زیرا آنها از نظر فیزیولوژیکی پایدار بوده به آسانی استفاده می

 Omonhinmin) هستند جاییکه محیط تاثیر کمی دارد های فعالمحصول مستقیم ژن و قابل توارث هستند. آنها داشته

and Ogunbodede, 2013; Garima et al., 2013)های بذر از طریق ژل الکتروفورز . آنالیز پروتئینSDS-PAGE  بطور
 (.Omonhinmin and Ogunbodede, 2013شود )ها استفاده میگونهن و بینتنوع ژنتیکی درو هگسترده برای مطالع

 AFLPو  ISSR هاینشانگرشده از چند منطقه در ایران با استفاده از آوریدر بررسی تنوع ژنتیکی خشخاش ایرانی جمع 
ع ژنتیکی بالا در بین شده و تنوجریان ژنی محدودناشی از تواند ها میکه فاصله جغرافیایی درون جمعیت مشخص شد

 ISSRو  RAPDمولکولی  هاینشانگر. تنوع ژنتیکی در خشخاش زراعی با استفاده از باشدهای خشخاش ایرانی جمعیت
گروه جداگانه قرار گرفتند در حالیکه تجزیه  4ها در ژنوتیپ RAPDهای نشانگر مورد بررسی قرار گرفت که بر اساس داده

های این دو در دو گروه جداگانه قرار داد. بر اساس داده ی مورد مطالعه راهاژنوتیپ ISSRکلاستر بر اساس نشانگر 
وجود تنوع ژنتیکی (. Shanker Acharya and Sharma, 2009) مشاهده شدها نشانگر تنوع ژنتیکی پایینی بین ژنوتیپ

 Qaderiتوشیمیایی گزارش شده است )( با استفاده از نشانگر مولکولی و فیP. bracteatumگسترده در خشخاش ایرانی )

et al., 2019 .) از مناطق مختلف استان اردبیل با استفاده از  خشخاشگونه مختلف  7مقایسه الگوی باند پروتئین بذر
SDS-PAGE گروه مختلف قرار داد. در گروه اول  4ها را در این گونهP.somniferum  در گروه دومP.oreintale  ،P. 

bracteatum ، P.lasiotrix ،P.rhoeas  گروه سوم شاملP.dubium  و در گروه چهارمP.argemone  قرار گرفت
(Ashrafi et al., 2013.) 124 پلاسم ژرمP.somniferum  گروه مختلف  13بر اساس الگوی الکتروفورز پروتئین بذر در

بیوشیمیایی در  نشانگرای بذر بعنوان ی ذخیرههااز آنجاییکه استفاده از پروتئین(. Verma et al., 2015بندی شدند )گروه
در این آزمایش با هدف بررسی تنوع  های وحشی از نظر زمان، هزینه و کارایی موثر استارزیابی تنوع ژنتیکی گونه

شده از مناطق مختلف ایران بعنوان یک گونه ارزشمند در صنایع آوریجمع های وحشی خشخاش ایرانیگونهژنتیکی 
 بیوشیمیایی پروتئین بذر استفاده شد. نشانگررویی از اد
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( به همراه یک P. bracteatumخشخاش ایرانی ) جمعیت از گونه 18شامل  مواد گیاهی مورد استفاده در این تحقیق
د ها و مراتع تهیه شدنبانک ژن مؤسسه جنگلاز بود که  ده منطقه مختلفبعنوان کنترل از  P. somniferumنمونه 

 . (1جدول )

 بذریهای استخراج کل پروتئین

اسید استیککلروتری ( ،Schultz and Mosbach, 1971(، فسفات )Ranjan et al., 2012از چهار روش مختلف تریس )
(Isaacson et al., 2006( و فنل )Hurkman and Tanaka, 1986برای استخراج پروتئین ) گردید'های بذر استفاده 

 استخراجی هایروتئینپ غلظت تعیین

 یناستاندارد سرم آلبوم یهاینبرادفورد و پروتئ روش توسط پروتئینغلظت  ،های بذراز نمونه پروتئینپس از استخراج 
جذب  یزاناستاندارد در دستگاه اسپکتروفتومتر قرار داده شد و م ینپروتئ یهامحلول(. Bradford, 1976)شد  یینتع یگاو

استاندارد ثبت شد و با استفاده از  یکهر نمونه  یبرا. گردید گیرینانومتر اندازه 595طول موج نور توسط دستگاه با 
شده توسط دستگاه در مقابل غلظتخوانده یراستاندارد با رسم مقاد یمنحن .یدگرد یمترس یونها خط رگرسینغلظت پروتئ

مورد آزمون قرار  یزخط ن ینو عرض از مبدأ ا ونیرگرس یبدار بودن ضریمعن پس از آن. یدها رسم گردمعلوم آن یها
 Seyedi et)د یین گردیتع یمورد بررس یهادرنمونه ین، غلظت پروتئرگرسیون خط ییشدن معادله نهامشخص با. گرفت

al., 2010.) 
 

 اش خشخهای گیاهی مناطق جمع آوری نمونه ها وگونه -1جدول

. 

 اد نمونهتعد محل جمع آوری استان نام گونه منطقه کد

P1, P2 AlbLrI P. bracteatum 2 سدلار البرز 

P3. P4 AlbDmvP1 P. bracteatum 2 دماوند البرز 

P5. P6 AlbDmvPII P. bracteatum 2 دماوند البرز 

P7. P8 *KrdBnh P. bracteatum 2 روستای پیر عمران کردستان 

P9, P10 *KrdMrvn P. bracteatum 2 مریوان کردستان 

P11, P12 *KrdSndj P. bracteatum 2 منطقه سارال کردستان 

P13, P14 KrdIhgh P. bracteatum 2 روستای قطور کردستان 

P15, P16 AlbUsh P. bracteatum 2 روستای یوش بلده البرز 

P17, P18 AlbZnBrdg P. bracteatum 2 منطقه پل زنگوله البرز 

P19 *KrdSorn P. somniferum 1 نه سورینگرد کردستان 

 

 الکتروفورز و هاپروتئین کردن غلظت هم

 یکجهت تفک .دندغلظت شهم  2V2M=1V1Mبا استفاده از فرمول  هاینژل، تمام پروتئ یروبر  هایناز بردن پروتئ یشپ
دیم س در روش. استفاده شد( SDS)سولفات  یلدودس یمدر حضور سد آمیدیلاکریها از روش الکتروفورز ژل پلینپروتئ
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 تفکیک جهت % 25/12و ژل جدا کننده %15از دو ژل به نام ژل متمرکز کننده( یبعد یک) یمعمول دودسیل سولفات
سدیم اوره،  یسرول،برومو فنول بلو، گل) نمونه با ترکیباتبافر  باها ژل، نمونه یسازپس از آماده. دگردیها استفاده پروتئین

 یکساناز هر نمونه با غلظت شده و مخلوط( و بتامرکاپتواتانول 8اسیدیته  بامولار  HCl 5/1دودسیل سولفات، تریس 
 یبا وزن ملکول هاییینپروتئ ینشانگر دارا یکها، ینپروتئ یوزن ملکول یینبه منظور تع. گردید یژل بارگذار یرو

ولت در  90فوز با ولتاژ الکترو. در نظر گرفته شدچاهک  یندر اول کانادا  Bio Basic( از شرکت kDa116-4/14 ) مشخص
سطح  یدنپس از رس. ساعت انجام شد 3کننده به مدت اولت در ژل جد 250ساعت و با ولتاژ  2کننده به مدت ژل متمرکز

 . (Bollag et al., 1991) یدبرق قطع شده و ژل از دستگاه خارج گرد یانژل، جر یرنگ به انتها

 SDS-PAGE ژل آمیزیرنگ

آمیزی، آمیزی ژل در بین منابع مختلف و به منظور انتخاب بهترین روش رنگشده در روش رنگهدهبا توجه به تنوع مشا
نقره و ، روش نیترات250آمیزی از جمله روش کوماسی بریلیانت بلو آر های مختلف رنگابتدا در آزمایش حاضر روش

 .یسه شدندین مقاپروتئ یباندها یظاهرسازاز نظر  250روش کوماسی بریلیانت بلو جی 

 250 آر بلو بریلیانت کوماسی روش 

قرار  ساعت درون محلول 16( تهیه و ژل به مدت Lee et al., 1975) 250آمیزی کوماسی بریلیانت بلو آر محلول رنگ
قرار  شدن باندهاشدن زمینه ژل و ظاهربر به منظور شفافساعت در محلول رنگ 3-2ژل به مدت داده شد. بعد از آن 

 گرفت

 نقره نیترات شرو

 . شدانجام ( Chaffin et al., 1998)آمیزی ژل با روش رنگ

 250 جی بلو بریلیانت کوماسی روش

 یجبلو یلیانتبر یو کوماس خالص یکاستیدمقطر، متانول، اس آب) 250 یجبلو یلیانتبر یتوسط کوماس ژل یزیآمرنگ
 یمحلول رو ینساعت درون ا 16و ژل به مدت  دشم انجا( Meyfour and Rezaie Tavirani, 2002)به روش  (250

مقطر، متانول آب)بر در محلول رنگ ییدازرنگین، پروتئ یبه منظور وضوح باندها. قرار گرفت یسیزن مغناطمدستگاه ه
 یسین مغناطهمز دستگاه روی محلول درون بیشتر یا ساعت 3-2 مدت به ژل و گرفت صورت( خالص یکاستیدو اس
   .فتقرار گر بررسیشده و مورد سپس ژل اسکن. ژل کاملاً شفاف شود ینهتا زم دداده شقرار 

 هاآنالیزداده

از مطالعه  یندر ا. دهی شدزامتیا Phoretix proو با استفاده از نرم افزار  0و  1های چند شکل به صورت باندالگوی نواری 
با مقایسه  .استفاده شد مولکولی هایداده یزهت آنالج NtSYS V.2.0.2و  ،Photoshop CS11  ،GenAlex یافزارهانرم

بندی گروه ترینمناسب UPGMAروش با استفاده از  و محاسبه ضریب کوفنتیک، ایهای مختلف تجزیه خوشهروش
 بدست آمد.

 

 نتایج

( 1)شکل  های مختلف استخراج پروتئیننوع روش استخراج پروتئین بر کیفیت و کمیت پروتئین موثر است. مقایسه روش
های مختلف استخراج پروتئین برای در مقایسه روشدهد. مشخص کرد که روش فنل بهترین نتیحه را نمایش می

                                                           
1Stacking gel 

2Resolving gel 
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( مشخص گردید که Kutka Hlozakova et al., 2014( توسط )Papaver somniferumالکتروفورز دو بعدی در گیاه )
تایج این مطالعه همخوانی دارد. همچنین مقایسه باشد که با نترین روش استخراج پروتئین میروش فنل مناسب

وضوح بالاتری  G250( نشان داد که الگوی باندها با روش کوماسی بریلیانت بلو 2های مختلف رنگ آمیزی )شکل روش
 آمیزی باعث بهبود در ردیابی باندهای پروتئینی شدداشتند و این روش رنگ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 فنل روش :D استیک اسید کلرو تری روش :C فسفات روش :B تریس روش :A پروتئین. راجاستخ مختلف هایروش مقایسه -1 شکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 250Gروش کوماسی برلیانت بلو: 250R Dروش کوماسی برلیانت بلو: B: روش نیترات نقره Aآمیزی پروتئین. های مختلف رنگمقایسه روش -2شکل 

 

به صورت   Phoretix pro, v10.4ها تا اسکورینگ، با استفاده از نرم افزارامتیازبندی نوارها به طور کامل از انتخاب باند
کیلودالتون  13-120نوار با وزن مولکولی در دامنه  68تعداد . برای هر نوار صورت گرفت( 0)و عدم حضور( 1)حضور

لاعات کلی و اطلاعات اط  دیده شد. P17و  P2(. کمترین و بیشترین تعداد باند به ترتیب در جمعیت 3)شکل  مشاهده شد
 1 شماره بوده در حالیکه باند P15اختصاصی جمعیت  65و  44های باند .استآورده شده 2در جدول ها پروتئینمربوط به 

 دیده P12در جمعیت   62 شماره ، باندP7در جمعیت  50 شماره ، باندP1در جمعیت  25 شماره ، باندP4فقط در جمعیت 
 وجود داشت P7ها بغیر از جمعیت در همه جمعیت 6بودند. باند شماره P19اصی جمعیت اختص 55و  13شد. باندهای 
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با وزن  7و  6های شماره . باندگردیدمشاهده  P12و  P2غیر از دو جمعیت ها بهدر همه جمعیت 7همچنین باند شماره 
 61و  24و باندهای شماره  7/78و  KDa 2/73با وزن مولکولی  17و  16، باندهای شماره KDa  4/103و 5/99مولکولی 

 های مورد مطالعه مشترک بودند. تعیدر اکثر جم KDa 8/15و  3/59با وزن مولکولی 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SDS-PAGEبر روی ژل اکریل آمید  Papver bractateumبذر جمعیت های  الگوی باندی ایجاد شده از استخراج پروتئین -3شکل 

 

 های اصلیای، تجزیه مولفهوشه، تجزیه ختشابه ژنتیکی 

 NTSYS verافزار های مورد مطالعه بر اساس ضریب تشابه دایس به وسیله نرمای جمعیتشباهت ژنتیکی درون گونه

بیشترین  متغیر بود. 8/0 تا  0/4های مورد بررسی از در این مطالعه میزان تشابه ژنتیکی بین جمعیت. دگردیمحاسبه  2.02

به  P7و P15مشاهده شد. بیشترین فاصله بین دو جمعیت  P10و  P4با   P18 ،P5و  P16با   P14هایشباهت بین جمعیت

بر اساس شاخص تشابه،  (.3بلده و کردستان روستای پیرعمران دیده شد )جدول منطقه البرز روستای یوشاز دو ترتیب 

( و =8/0Gs-9/0(، شباهت متوسط )=8/0Gs-9/0(، خیلی شبیه )=1Gsها به کاملا شبیه )شباهت بین ژرم پلاسم

 (.Verma et al., 2015شوند )( تقسیم میGs≤3/0کمترین شباهت )

P1 

P1 
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 تعداد، تحرک نسبی و وزن مولکولی باندهای مشاهده شده در خشخاش ایرانی -2جدول 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

و  P16  ،P18 با  P14های های مورد مطالعه متوسط بود بجزء جمعیتبندی شباهت اکثر جمعیتبر اساس این تقسیم

 NTSYS pcای با استفاده از نرم افزار تجزیه خوشه بندی شدند.که در گروه خیلی شبیه تقسیم P10و  P4با   P5همچنین

پنج های مورد مطالعه در جمعیتدر این مطالعه  .(4ل انجام شد )شک دایسو ضریب تشابه  UPGMAبه روش  2.02

 ،P16 ،P18های در گروه اول، جمعیت P10و  P1 ،P2،P3، P4 ،P5 ،P6 ،P8 ،P9های. جمعیتگروه مجزا تفکیک شدند

P13  و P14 های در گروه دوم و جمعیتP11, P12, P7  های گرفتند اما گروه چهارم شامل جمعیتدر گروه سوم قرار

P15  وP17 بود 

 تحرک نسبی باند
وزن  

 تحرک نسبی باند (kDa)مولکولی
وزن  

 (kDa)مولکولی

1 005/0  1/123  35 559/0  6/35  

2 007/0  5/122  36 561/0  5/35  

3 020/0  0/119  37 568/0  9/34  

4 048/0  8/111  38 577/0  2/34  

5 074/0  5/105  39 593/0  0/33  

6 083/0  4/103  40 625/0  7/30  

7 100/0  5/99  41 639/0  8/29  

8 108/0  7/97  42 648/0  2/29  

9 124/0  3/94  43 655/0  7/28  

10 131/0  8/92  44 731/0  2/24  

11 143/0  4/90  45 738/0  9/23  

12 154/0  2/88  46 743/0  6/23  

13 168/0  5/85  47 749/0  3/23  

14 175/0  1/84  48 775/0  0/22  

15 193/0  8/80  49 786/0  4/21  

16 205/0  7/78  50 814/0  1/20  

17 237/0  2/73  51 825/0  6/19  

18 255/0  3/70  52 832/0  3/19  

19 278/0  8/66  53 418/0  0/19  

20 285/0  8/65  54 855/0  4/18  

21 301/0  5/63  55 869/0  8/17  

22 310/0  2/62  56 874/0  6/17  
23 326/0  0/60  57 885/0  2/17  

24 331/0  3/59  58 892/0  9/16  

25 345/0  5/57  59 903/0  5/16  

26 386/0  5/52  60 915/0  1/16  

27 391/0  9/51  61 922/0  8/15  

28 402/0  6/50  62 938/0  3/15  

29 412/0  5/49  63 945/0  0/15  

30 418/0  8/48  64 954/0  7/14  

31 483/0  2/42  65 963/0  4/14  

32 487/0  8/41  66 970/0  2/14  

33 497/0  9/40  67 977/0  0/14  

34 547/0  6/36  68 989/0  6/13  
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 UPGMAو الگوریتم  دایسهای افراد هر منطقه با استفاده از ضریب تشابه تئین نمونه حاصل از پرو 19ای نمودار خوشه -4شکل  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 نمودار تجمع افراد در اطراف سه مولفه ابتدایی در تجزیه به مولفه های متعادل در حالت سه بعدی -5شکل 
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 برای دو جزء اصلی اول دایسلی شباهت ژنتیکی نمودار مختصات اص -6شکل 

 

 های مورد مطالعهالگوی باندی در بین جمعیت – 7شکل

 
   P.bracteatumپارامترهای تنوع ژنتیکی در  -3جدول 

 
با توجه  بعنوان کنترل بود که در یک گروه جداگانه قرار گرفت. P. somniferumکه تنها گونه   P19 در حالیکه جمعیت 

مشاهده شد در حالیکه تعداد آلل موثر و  P.bracteatum 22/0 سطح هتروزیگوتی پایینی در گونه 7و شکل  3به جدول 
اختصاصی گونه بود  46باند مشاهده شد که  P.bracteatum  65در گونه بود.  66/0و  34/1شاخص شانون در این گونه 

 باند انها اختصاصی بود.  3باند مشاهده شد که  P. somniferum 22در حالیکه در 
 

 بحث

 ≤تعداد باندها با فراوانی تعداد باندهای اختصاصی

5% 

 هتروزیگوتی هتروزیگوتی  تعداد باندها

 مورد انتظار

شاخص 

 شانون

 تعداد

آلل 

 موثر

تعداد 

 آلل

 جمعیت تعداد

46 65 65 232/0 226/0 366/0 34/1 91/1 18 P.bracteatum   

0/000

0/100

0/200

0/300

0

50

100

pop 1 pop 2

ی
گوت

وزی
تر

ه

داد
تع

جمعیت

No. Bands
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No. LComm Bands (<=25%)

No. LComm Bands (<=50%)

Mean He
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( توسط P. somniferumج پروتئین برای الکتروفورز دو بعدی در گیاه شقایق )های مختلف استخرادر مقایسه روش
(Kutka Hlozakova et al., 2014مشخص گردید که روش فنل مناسب )باشد که با ترین روش استخراج پروتئین می

الگوی باندها با ( نشان داد که 2های مختلف رنگ آمیزی )شکل نتایج این مطالعه همخوانی دارد. همچنین مقایسه روش
آمیزی باعث بهبود در ردیابی باندهای وضوح بالاتری داشتند و این روش رنگ G250روش کوماسی بریلیانت بلو 

الگوی باندی متفاوت تنوع ژنتیکی را  .باشدهمسو می( 2018و همکاران ) Siavoshiمطالعه  باها پروتئینی شد و این یافته
(. همچنین باند مشترک Sinha et al., 2012گذارد )قرابت ژنتیکی را به نمایش می دهد اما حضور باند مشترکنشان می

(. مشاهده تفاوت در Azeez et al., 2013دهنده منشاء تکاملی مشابه آنها باشد )تواند نشانهای مختلف میبین ژنوتیپ
ی در وزن مولکولی خاصی روی هم قرار دهد که تعدادی از پپتیدهای پروتئینهای پروتئینی نشان میتراکم برخی از باند

با توجه به  بعنوان کنترل بود که در یک گروه جداگانه قرار گرفت. P. somniferumکه تنها گونه   P19 جمعیت اند. گرفته
های دهنده قابلیت این نشانگر بیوشیمیایی در تفکیک گونهو نشان بینی بودمتفاوت بودن این گونه این نتیجه قابل پیش

( با 6و  5 های اصلی )شکلبیشترین شباهت در گروه اول و دوم مشاهده شد. نتایج آنالیز تجزیه مولفهباشد. تلف میمخ
تصور می شود که  در ابتدا چنین باشد.بندی میدهنده صحیح بودن گروهباشد که نشانای هماهنگ میتجزیه خوشه
بیشتری باید داشته باشند اما دندروگرام بدست آمده نشان داد  های نزدیک به هم شباهتآوری شده از مکانبذرهای جمع

 .ها کمترین تاثیر را داشتکه نزدیکی جغرافیایی در این جمعیت
 

ای دهنده تنوع درون گونهآوری شده از یک منطقه در کلاسترهای مختلف و برعکس نشانهای جمعقرار گرفتن جمعیت
ها امری های دگرگشن تنوع زیاد درون جمعیتجه به جریان ژنی بالا در گونهبا تو. است P. bracteatumبالا در گونه 
 .(Talei et al., 2021طبیعی است )

بندی آنها ناچیز است. ها و گروهشود که تاثیر منطقه جغرافیایی بر شباهت جمعیتبر اساس نتایج این بررسی مشاهده می
 تواند به چند علت باشد: این می

در  ایتواند ناشی از پدیده تلاقی بین گونههایی در مناطق جغرافیایی مختلف نمیباهت بین جمعیتاین سطح از ش -1
های دور جایی که شرایط رشد ای به مکانباشد اگر چه با گذشت زمان بذرها به هر وسیله جوارهم جغرافیاییمناطق 

 (.;Li et al., 2014،Eriksson et al., 1993; Gole et al., 2008شوند )برای رشد و استقرار آنها مناسب است منتقل می
افشان است که عمدتا در مناطق کوهستانی یا مناطق مرتفع پراکنده یک گونه گیاهی دگرگرده P.bracteatumگونه  -2

ها با فاصله دور از هم و حتی با فاصله نزدیک به هم به تواند باعث جداسازی جمعیت گونهشده است. این موضوع می
تاثیر هر گونه تغییر در تواند مستقیما تحتمی P.bracteatumت محدودیت جریان ژنی در بین آنها شود. بنابراین عل

 ,.Miller et alافشان آن قرار گیرد )های زنده مثل زنبورهای عسل و سوسک به دلیل ماهیت دگرگردهافشانجمعیت گرده

2005; Tetany et al., 2010). 
دهد. الگوی الکتروفورزی مورفیسم نمایش میاز شرایط محیطی مستقل بوده و تنوع از طریق پلی پروتئینی نشانگر -3

شود بیوشیمیایی در ارزیابی تنوع و تایید شناسایی ارقام استفاده می نشانگرآمیزی بعنوان یک پروتئین بذر بطور موفقیت
(Bompalli and Nallabilli, 2013.) 

ای بذر ارتباطی با توزیع جغرافیایی و عوامل های ذخیرهمطالعات انجام شده در گیاهان مختلف نشان داد که پروتئین
هایی با تنوع تواند ابزار ارزشمندی برای شناسایی جمعیتمیدهد این نشانگر دهد که نشان میاکولوژیکی نشان نمی

ای باعث تسهیل تجزیه و تحلیل مقایسهتواند مینشانگر پروتئین بذر  نهمچنی (.Jafari et al., 2013)ژنتیکی بالا باشد 
 (.Decker et al., 2000های مختلف گیاهی شود )بین گونه
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 هایی با منشاء جغرافیایی مشترک در چندین کلاستردر بررسی تنوع ژنتیکی خشخاش در هند معلوم گردید که ژرم پلاسم

های خشخاش با منشاء هند ش جزئی توزیع جغرافیایی در تنوع ژنتیکی ژرم پلاسمدهنده نقکه نشان متفاوت توزیع شدند

هایی های مختلف نعناع مشخص شد که جمعیتهمچنین در بررسی تنوع ژنتیکی گونه .(Singh et al., 2003, 2004) بود

پراکنش جغرافیایی از هم  دهنده مستقل بودن تنوع ژنتکی وهای مختلف قرار گرفتند که نشاناز مناطق مجاور در گروه

مطالعه تنوع ژنتیکی  .(Afkar and Zand., 2020بوده و رابطه مشخصی بین تنوع ژنتیکی و تنوع جغرافیایی وجود ندارد )

ها و ( با استفاده از الگوی الکتروفورز پروتئین بذر  رابطه منطقی بین جمعیتSalvia officinalisهای مریم گلی )جمعیت

تاییدی بر نتایج این آزمایش در بالا شده ذکرتحقیقات که (Mirjalili, 2016ی محل رشد آنهعا نشان نداد )منطقه جغرافیای

های مورفولوریکی، مولکولی و بیوشیمیایی برای مطالعه تنوع ژنتیکی استفاده نشانگرهای مختلفی شامل تکنیک باشد.می

 .P و  P. somniferumالکتروفورز پروتئین بذر دو گونه با استفاده از الگوی  (.Farooq and Azam, 2002شود )می

bracteatum تر است ثابت برگها نسبت به از آنجاییکه در بذرهای بالغ نوع و مقدار پروتئین از هم تفکیک شدند. بخوبی

م شکلی را بر اساس تفاوت در شدت پروتئین در ژرچند ،ای بذر در خشخاشهای ذخیرهپروتئین SDS-PAGEالگوی 

تواند نشانگر خوبی برای که پروفایل پروتئین ذخیره بذر می و همکاران نشان داد Vermaمطالعه ها نشان داد. پلاسم

( که با نتایج این تحقیق همخوانی دارد. Verma et al., 2015)باشد  P. somniferumهای خشخاش شناسایی ژرم پلاسم

آمیزی و مطالعه الگوی الکتروفورزی گونه تئین بذر، روش رنگاین اولین گزارش تعیین بهترین روش استخراج پرو

P.bracteatum  تر تنوع ژنتیکی و وزن پپتیدهای مشاهده استفاده از الکترورز دو بعدی به منظور شناسایی دقیق باشد.می

 .ها مدنظر قرار گیردشود در تحقیقات آینده این جمعیتلذا پیشنهاد می بودهتر شده بسیار کاربردی

 

 گیری کلینتیجه

 یکوماس آمیزیو روش رنگ فنل روش از استفاده با نیپروتئ استخراج تینها در نیپروتئ استخراج روش 4از میان 
بیشترین فاصله بین دو جمعیت روستای یوش بلده البرز با جمعیت از  .ندنتیجه را نشان داد نیبهتر 250جی  بلو انتیبرل
رابطه مشخصی بین تنوع ژنتیکی و تنوع جغرافیایی وجود  که گردیدو مشخص  شتاستای پیرعمران کردستان وجود درو

های توان نتیجه گرفت که الگوی الکتروفورز پروتئین بذر توانایی جداسازی و شناسایی جمعیتبطور کلی می ندارد.
 مختلف این گونه را دارد.

 

References 

Afkar, S., Zand, R. (2020) Genetic relationships of some mint species using seed storage protein 

pattern. J Genet Resour. 6 (1), 12-19. 

Anonymus (2019) EFSA, EFSA, Opium alkaloids in poppy 

seeds:,https://www.efsa.europa.eu/en/press/news/180516. 

Anonymus. (2020). United Nations, Office on Drugs and Crime, 

https://www.unodc.org/unodc/en/data-and-analysis/bulletin/bulletin_1953-01-

01_3_page005.html. 

https://www.efsa.europa.eu/en/press/news/180516
https://www.unodc.org/unodc/en/data-and-analysis/bulletin/bulletin_1953-01-01_3_page005.html
https://www.unodc.org/unodc/en/data-and-analysis/bulletin/bulletin_1953-01-01_3_page005.html


 

12 

 

Ashrafi R, Najaphy A, Shaban M, Fathi M. (2012). Evaluation of diversity seed storage proteins 

and some morphological trits in various species of papaver. IJMAPR, 28 (3): 385-398. (In 

Persian) 

Azeez, M., A., Aremu, C., O., Olaniyan, O.O. (2013). Assessment of genetic variation in 

accessions of Sesame (Sesamum indicum) and its crosses by seed protein electrophoresis. 

Journal of Agroalimentary Processes and Technologies, 19(4): 383 -391. 

Bollag, A., Edelstein, M. (1991). A rapid and sensitive method for the quantitation of 

microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem, 

72, 248-254. 

Bompalli, L.K., Nallabilli, L. (2013). Genetic diversity of Ocimum species through biochemical 

technique and UPGMA cluster analysis. Int J Pharm, 5(4): 155-159. 

Bradford, M.M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram 

quantities of protein utilizing the principle of protein dye-binding. Analytical Biochemistry, 

38: 248-252. 

Decker, G., Wanner, G., Zenk, M.H., Lottspeich, F. 2000. Characterization of proteins in latex 

of opium poppy (Pappaver somniferum) using two-dimensional gel electrophoresis and 

microsequencing. Electrophoresis, 21: 3500-3516. 

Eriksson, G., Namkoong, G., Roberds, J.H. (1993). Dynamic gene conservation for uncertain 

futures. For Ecol Manage. 62, 15–37.  

Farooq, S., Azam, F. (2002). Molecular markers in plant Breeding-I:  concepts and 

characterization. Pak J Biol Sci, 5(10):1135–1140. 

Garima, M., Chittora, K., Tiwari. (2013): Assessment of genetic diversity based on polypeptide 

banding pattern among different isolates of Aspergillus flavus using SDS-PAGE. 

International Journal of Bioassays, 2(07): 1034-1036. 

Gole, T.W., Borsch, T., Denich, M., Teketay, D. (2008). Floristic composition and 

environmental factors characterizing coffee forests in southwest Ethiopia. For Ecol Manage, 

255, 2138–2150. 

Hadipour, M., Kamal Kazemitabar, S., Yaghini, H., Dayani, S. (2020). Genetic diversity and 

species differentiation of medicinal plant Persian poppy (Papaver bracteatum) using AFLP 

and ISSR. Ecological Genetics and Genomics, 16: 1-9. 

Hurkman, W.J., Tanaka, C.K. (1986). Solubilization of plant membrane proteins for analysis by 

two-dimensional gel electrophoresis. Plant Physiol, 81: 802–806  

Isaacson, T., Damasceno, C.M., Saravanan, R.S., He, Y., Catala,´ C., Saladie,´ M., Rose, J.K.C. 

(2006). Sample extraction techniques for enhanced proteomic analysis of plant tissues. Nat 

Protoc. 1:769–74.  

Jafari, A.A., Salehi Shanjani, P., Kouhi, L., Bakhshi Khaneki, Gh.R. (2013). Genetic diversity 

and geographic relationship among 11 Dactylis glomerata populations using total protein 

electrophoresis. Cell Mol Res.36 (3): 278-288. 

Kalia, R.K., Rai, M.K., Kalia, S., Singh, R., Dhawan, A.K. (2011). Microsatellite markers: an 

overview of the recent progress in plants. Euphytica, 177: 309–334.  

Kutka Hlozakova, T., Gregova, E., Slikova, S., Galova, Z. (2014). Protein extraction of poppy 

(Papaver somniferum) for proteomic 2- DE analysis. 1th International Interdisciplinary 

Meeting on Bioanalysis, 228-231. Brno, Czech Republic. 

Labanca, F., Ovesnà, J., Milella, L. (2018). Papaver somniferum L. taxonomy, uses and new 

insight in poppy alkaloid pathways. Phytochemistry Reviews, 17:853–871. 



 

13 

 

Lee, K.L., Buckley, H.R., Camobell, C.C. (1975). An amino acid liquid synthetic medium for 

development of mycelia and yeast forms of Candida albicans. Sabouraudia, 13(2): 148-53. 

Li, T., Liu, J., Xie, Y., Wang, Q., Meng, F. (2014). Analysis of genetic diversity in Prunus mira 

Koehne ex Sargent populations using AFLP markers. Plant Systemat Evol. 300: 475–482. 

Meyfour, A., Rezaie Tavirani, M. (2002). Comparison of three staining methods, coomassie 

blue R250, colloidal coomassie nlue and blue silver for detecting mouse brain proteins 

sepatrated by two dimensional electrophoresis. Ilam University of Medical Sciences, 22 

(3):46-51. 

Miller, J., Henning, L., Heazlewood, V., Larkin, P.J., Chitty, J., Allen, R., Brown, P.H., 

Gerlach, W., Fist, A. (2005). Pollination biology of oilseed poppy, Papaver somniferum L. 

Crop Pasture Sci, 56: 483–490.  

Mirjalili, S.A. (2016). Assessment of genetic diversity among some accessions of sage (salvia 

officinalis) using electrophoresis of seed storage proteins. Iran J Plant Biol, 8(28) : 79-107. 

Mohseni, Z., Bernousi, I., Mandoulakani, B.A., Darvishzadeh, R. (2015). Genetic diversity in 

Papaver bracteatum and Papaver somniferum populations revealed by ISSR markers. Bulg J 

Agric Sci, 21 (3): 485-493. 

Nematolahi, A., Raouf frad, F., Saharkhiz, M.J., Khosravi, A.R., Kavoosi, Gh., Naddaf, F., 

Karami, A. (2024). Morphological and phytochemical diversities among Persian poppy 

(Papaver bracteatum) population in Iran. Industrial Crops and Producta, 210: 1-14. 

Omonhinmin, C.A., Ogunbodede, O. (2013). Genetic diversity, taxonomy and legumes 

implications of seed storage protein profiling in Fabaceae. African Journal of Biotechnology, 

12(17): 2157-2163. 

Qaderi , A , Omidi , M , Pour-Aboughadareh , A , Poczai , P , Shaghaghi , J , MehrAfarin , A , 

Nohooji , M. G., Etminan , A. (2019). Molecular diversity and phytochemical variability in 

the Iranian poppy (Papaver bracteatum Lindl.): A baseline for conservation and utilization 

in future breeding programmers. Industrial Crops and Products, 130: 237-247.  

Qaderi, A., Qavami, N., Gezelbash, S., Zarrinpanjeh, N. (2021). Enhanced production of 

Thebaine in cell suspension cultures of Papaver bracteatum by overexpression of SalAT 

gene. Journal of Medicinal Plants and By-products, 1:69-75 

Ranjan, S., Matcha, R., Madhuri, B., Babu, N. (2012). Comparative evaluation of protein 

extraction methods from few leguminous seeds. Int J Adv Biotechnol Res. 3(2): 558-563. 

Rostampour, S., Sohi, H., Dehestani, A. (2010). In vitro regeneration of Persian poppy (Papaver 

bracteatum). Biologia, 65: 647–652.  

Rostampour, S., Sohi, H.H., Jourabchi, E., Ansari, E. (2009). Influence of Agrobacterium 

rhizogenes on induction of hairy roots and benzylisoquinoline alkaloids production in 

Persian poppy (Papaver bracteatum Lindl.): preliminary report. World J Microbiol 

Biotechnol, 25:1807–1814. 

Salgotra, R.K., Chauhan, B.S. (2023) Genetic diversity, conservation and utilization of plant 

genetic resources. Genes, 14 (174): 1-20. 

Schultz, J., Mosbach, K. (1971). Studies on lichen enzymes. Purification and properties of an 

orsellinate depside hydrolase obtained from Lasallia pustlata. Eur J Biochem, 22: 153-7. 

Seyedi, N., Jalali, S.G.A., Moghaddam, M., Tabari, M., Mohammadi, S.A. (2010). Application 

of seed storage protein in intra-specific variation in three populations of Pistacia atlantica. 

Journal of Plant Biology, 2(6): 1-14. 

Shanker Acharya, H., Sharma, V. (2009). Molecular characterization of Opium Poppy (Papaver 

somniferum) germplasm. American Journal of Infectious Diseases, 5(2): 148-153. 



 

14 

 

Siavoshi, Y., Bahreini Behzadi, M.R., Behjatian Esfahani, M. (2018). Isolation, characterization 

and evaluation of protein changes in the milk glands of honey bee at different ages using 

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). Journal of Animal 

research, 30 (4): 428-435. (In Persian) 

Singh, S.P., Shukla, S., Yadav, H.K. (2004): Multivariate analysis in relation to breeding system 

in opium poppy (Papaver somniferum L.). Genetika, 36: 111-120. 

Singh, S.P., Shukla, S., Yadav, H.K., Chatterjee, A. (2003): Multivariate and canonical analyses 

in opium poppy (Papaver somniferum L.). Journal of Medicinal and Aromatic Plant 

Sciences, 25: 380-384.  

Sinha, K.N., Singh, M., Kumar, C. (2012). Electrophoretic study of seed storage protein in five 

species of Bauhinia. Journal of Pharmceutical and Biological Sciences, 4(2): 8 -11. 

Talei, D., Khayam Nekouei, M., Kadkhodaei, S. (2021). Assessment of the genetic diversity 

among Nain-e Havandi medicinal plants accessions based on protein and SRAP markers. 

Modares j Biotech,13 (3):14- 29. 

Tetany, P. (2010) Opium poppy (Papaver somniferum): botany and horticulture, in: J. Janick 

(Ed.), Horticultural Reviews, John Wiley & Sons, Inc., Oxford, UK, 2010, pp. 373–408.  

Verma, N., Shukla, S., Yadav, K., Mishra, B.K., Rastogi, A. (2015). Biochemical 

characterization based on SDS-PAGE analysis and correlation among traits in opium poppy 

(Papaver somniferum L.) germplasm. Genetika, 47 (3):1029 -1050. 

 

 

Extended Abstract 

Introduction 

Iranian poppy (Papaver bracteatum) is a valuable medicinal plant found in limited regions of Iran. It 

contains a significant amount of thebaine alkaloid which possesses important medicinal properties which 

can be easily converted into codeine. Additionally, It can be transformed to Bentley compounds and 

various narcotic antagonists. Thebaine serves as a precursor alkaloid with notable therapeutic benefits and 

is utilized in the synthesis of numerous morphine-based drugs, including noscapine as an antitumor agent, 

codeine as a cough suppressant, sanguinary as an antimicrobial drug, morphine as a narcotic, and 

palavering as a vasodilator. Seed storage proteins are employed as biomarkers due to their physiological 

stability and ease of handling. These proteins typically exhibit polymorphisms and are heritable, being the 

direct products of active genes with minimal environmental influence. The analysis of seed storage 

proteins through SDS-PAGE gel electrophoresis is commonly used to study genetic variation within and 

between species. In this experiment, the biochemical marker of seed protein was utilized to explore the 

genetic diversity of wild Iranian poppy species collected from various regions of Iran, highlighting its 

significance in the pharmaceutical industry. 

Material and Methods 

This experiment aims to determine the optimal method for protein extraction and staining of protein 

bands, as well as to investigate the genetic diversity of 18 populations of wild Iranian poppy species 

(Papaver bracteatum) collected from various regions of Iran, alongside a sample of P. somniferum as a 

control, using protein electrophoresis patterns. Four different methods, including Tris, phosphate, 

trichloroacetic acid, and phenol, were employed for seed protein extraction. Three gel staining methods, 

namely AgNO3, Coomassie Brilliant Blue G250, and Coomassie Brilliant Blue R250, were also utilized. 

The band patterns of polymorphic bands in protein gels were scored as 1 and 0 using Phoretix Pro 

software. In this study, Photoshop CS11, GenAlex, and NtSYS V.2.0.2 software were used to analyze the 

molecular data. 

Result and Discussion 

Comparison of different methods of protein extraction determined that the phenol method yielded the best 

results. The band patterns observed with the Coomassie Brilliant Blue G250 method exhibited higher 
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resolution, and this staining technique enhanced the tracking of protein bands. A total of 68 bands with 

molecular weights ranging from 13 to 120 kDa were identified. The lowest and highest number of bands 

were found in the P2 and P17 populations, respectively. It is known that varying band patterns indicate 

genetic diversity, while the presence of a common band suggests a genetic relationship. Additionally, a 

common band among different genotypes may indicate a shared evolutionary origin. Notably, differences 

in the density of certain protein bands suggest that multiple protein peptides of specific molecular weights 

are stacked on top of one another. In this study, the genetic similarity among the investigated populations 

ranged from 0.4 to 0.8. The greatest distance between the two populations, P15 and P7, was observed 

from the Alborz region, specifically Yushbeldeh village and Kurdistan, Piromran village, respectively. 
Using seed protein electrophoresis patterns, P. bracteatum and P. somniferum species were distinctly 

separated. Given the differing nature of these species, this outcome was anticipated. The highest 

similarity was noted in the first and second groups. The results from the principal component analysis 

align with the cluster analysis, confirming the accuracy of the grouping. Cluster analysis was performed 

using the UPGMA method and the Dice similarity coefficient, resulting in the division of the studied 

populations into five distinct groups. Utilizing the seed protein electrophoresis pattern, the two species, P. 

somniferum and P. bracteatum, were effectively separated. Since the type and quantity of proteins in 

mature seeds are more stable than in other plant tissues, the SDS-PAGE pattern revealed the storage 

proteins of seeds in polymorphic poppy based on variations in protein intensity among germplasms. It 

was determined that the seed storage protein profile can serve as a reliable indicator for identifying P. 

bracteatum populations. 

Conclusion 

The results of this study indicate that the geographical region has an insignificant effect on the similarity 

and grouping of populations, while the pattern of seed protein electrophoresis effectively separates and 

identifies different populations of this species. 


