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 تنوع ژنتیک در ذخایر توارثی گیاهی، یکی از قدم  های اولیه در اکثر برنامه های                    بررسی ساختار و میزان    

 از  (.Medicago sativa L) جمعیت یونجه زراعی     6در این تحقیق تنوع و ساختار ژنتیک         . اصلاحی می باشد 
رد ارزیابی قرار   مناطق یزد، کرمان، اصفهان، خراسان، لرستان و همدان با استفاده از نشانگرهای ریزماهواره مو                

 جایگاه ریزماهواره تکثیر و     8دی ان آی ژنومی استخراج شده از نمونه های گیاهی با آغازگرهای مربوط به             . گرفت
 باند یا آلل     66 اًمجموع. محصولات حاصل با استفاده از ژل پلی آکریل آمید واسرشته ساز الکتروفورز شدند             

.   بود 26/2 که میانگین تعداد آلل در هر گیاه و جایگاه برابر              چندشکل در جمعیت های مورد مطالعه مشاهده شد       
) با منشاء همدان  (  در جمعیت قره یونجه      93/0 در جمعیت کرمان تا      82/0میانگین تنوع ژنتیک درون جمعیتی از       

سهم و  .  داشتند) 92/0(متغیر بود و دو جمعیت خراسان و لرستان میانگین تنوع ژنتیک درون جمعیتی یکسانی                 
درصد تنوع ژنتیک بین گیاهان درون جمعیت ها و بین جمعیت ها با استفاده از تجزیه واریانس مولکولی ارزیابی                    

تمایز .   نتایج نشان داد که تفاوت معنی داری بین جمعیت ها و گیاهان داخل هر جمعیت وجود دارد                    . گردید
از فاصله ژنتیک بررسی گردید و بر اساس          بعنوان معیاری    (Fst)ژنتیک جمعیت ها با استفاده از شاخص تثبیت         

. فاصله دوبه دوی جمعیت ها، تفاوت معنی داری بین جمعیت قره یونجه همدان با دیگر جمعیت ها مشاهده شد                  
بر اساس ماتریس ضریب هم نسبی     ) UPGMAروش  (روابط ژنتیک بین جمعیت ها با استفاده از تجزیه خوشه ای          

در کل نتایج   . ط بین جمعیت ها را نشان  داد     بم حاصله تصویر واضحی از روا     مورد بررسی قرار گرفت و دندروگرا     
 بطوریکه گیاهان   ،حاصله نشان داد که میزان تنوع درون جمعیت ها به مراتب بیشتر از تنوع بین جمعیت ها می باشد                

 بنابراین   .ودندداخل جمعیت ها از هتروزیگوسی بالایی برخوردار بوده و جمعیت های مختلف ناهمگن یا هتروژن ب             
 می توان اظهار کرد که جمعیت های زراعی یونجه ایران یک منبع ژنتیک غنی برای مطالعات اصلاح نباتی                       

 نتایج این تحقیق نشان  می دهد که نشانگرهای ریزماهواره ابزار بسیار قدرتمندی برای برآورد میزان                    . باشندمی 
بط خویشاوندی آنها، و همچنین تمایز ژنتیک و شناسایی            تنوع ژنتیک درون و بین جمعیت ها و ارزیابی روا           

جمعیت ها می باشند که می توانند برای مدیریت ذخایر توارثی از طریق شناسایی نمونه های تکراری، ارزیابی                   
 . مورد استفاده قرار گیرندخلوص بذور و نمونه های هم نام 
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 ١٣٨٤، سال ٤، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٩٨٠

 مقدمه 
 يكي از مهم ترين گياهان علوفه اي       (.M. sativa L)يونجه  

جهان به شمار مي رود كه از قفقاز، شمال غربي ايران،              ايران و 
 ارتفاعات تركمنستان و شمال شرقي تركيه منشا يافته است             

اي حاصل از    علي رغم اهميت زراعي اين گياه، پيشرفته       ). ٢٩(
برنامه هاي اصلاحي در اين گياه به علت پيچيدگي ساختار ژنتيك         

يونجه .  آن نسبت به گياهان ديگر، چندان چشمگير نبوده  است         
و دگرگشن است كه توارث      ) n٢=x٤= ٣٢(گياهي اتوتتراپلوئيد   

تترازومي و پسروي خويش آميزي شديد، مطالعات ژنتيك در            
 گياهان زراعي ديگر با مشكل        جمعيت هاي يونجه را نسبت به     

 ).٢٥(مواجه مي سازد 
آگاهي از ميزان تنوع ژنتيك ذخاير توارثي گونه هاي گياهي          

اين .  در اصلاح نباتات از اهميت خاصي برخوردار مي باشد            
در مورد يونجه براي توليد ارقام ساختگي مهم            موضوع خصوصاً 

خاب والدين  مي باشد زيرا كه توليد ارقام ساختگي مبتني بر انت          
 عملكرد مطلوب بوده تا در نتيجه آن، حداكثر            دارايمتنوع و   

از طرف ديگر اطلاع از       ).  ٩(هتروزيس در نتاج حاصل گردد      
ميزان چندشكلي يا تفاوت بين نمونه هاي مختلف، به منظور             
كاهش حجم نمونه هاي ذخاير توارثي نگهداري شده در بانك ژن          

 دگرگشني مانند يونجه     و بررسي خلوص بذر بخصوص در گياه        
نشانگرهاي مولكولي يكي از راهكارهاي      . بسيار مفيد خواهد بود   

نشانگرهاي مولكولي ابزارهاي   .  كاربردي در اين زمينه مي باشند    
بسيار مهم و قوي در ارزيابي روابط خويشاوندي ژنتيك ، انتخاب           
گياهان برتر و بررسي شباهت يا تفاوت بين نمونه هاي مختلف             

روشهاي مولكولي متعددي براي ارزيابي تنوع ژنتيك و        . ندمي باش
در اوايل دهه   . تشخيص ذخاير توارثي در گياهان ابداع شده اند        

 1 طول قطعات حاصل از هضم        تفاوت با ابداع تكنيك       ١٩٨٠
(RFLP)) استفاده از آن براي شناسايي ارقام مختلف         ابداع و  )٣

 بودن و نياز به       به علت وقت گير .  گياهان زراعي پيشنهاد شد    
، نشانگرهاي   RFLPمقدار نسبتاً زياد و خالص دي ان آ در روش          

 (RAPD) 2مبتني بر واكنش زنجيره اي پليمراز از جمله رپيد           

                                                                                    
1. Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
2. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) 

ا ريزماهواره ها و    ي )٣٨((SSR) 3، تواليهاي ساده تكراري   )٤٢،  ٤١(
ابداع ) ٣٩((AFLP) 4چندشكلي در طول قطعات تكثير شده        

  در يونجه براي تهيه نقشه هاي ژنتيك        RFLPاز نشانگر   . شدند
، ٦(و همچنين شناسايي ارقام و ارزيابي تنوع ژنتيك         ) ٢٤،  ٧، ٥(

روش رپيد به علت غير    .  استفاده شده است  ) ٣٤،  ٣٣،  ٢٣،  ١٠
راديواكتيو، ارزان و سريع بودن در اكثر مطالعات مربوط به                

در يونجه اين روش     .  شده است  RFLPجمعيت ها، جايگزين    
، ارزيابي اينتروگرسيون ذخاير    )١٧(راي تجزيه و تحليل تفرق       ب

، ارزيابي  )٤٤ ،٢٤،  ١٨،  ٥(، ترسيم نقشه هاي ژنتيك     )٢٦( توارثي
و ) ٨(گونه اي در يونجه هاي يكساله        تنوع ژنتيك درون و بين      

 ارزيابي تنوع و روابط ژنتيك بين جمعيت هاي يونجه                   
از نشانگر  .  ستاستفاده شده ا   ) ٤٣ ،٢٧،  ٢٢،  ١٣ ،١٢ ،١١(

AFLP                نيز در يونجه جهت مطالعات ژنتيك از جمله تهيه
استفاده شده  ) ٤٥(و بررسي تنوع ژنتيك     ) ١(نقشه هاي ژنتيك   

كه  5تفاوت طول ناشي از تکثير رديفهاي ويژه       روش   اخيراً.  است
 مي باشد، براي    6 و رتروترانسپوزونها    AFLPتركيبي از نشانگر   

خل و بين گونه هاي زراعي پيشنهاد        مطالعه تنوع ژنتيك در دا     
 ).٣٢( شده است

ريزماهواره ها از جمله نشانگرهاي ژنتيك همبارز و چندآللي         
، ٣٠(هستند كه در ژنوم موجودات بطور فراوان يافت مي شوند            

به علت چندشكلي زياد ريزماهواره ها، استفاده از نشانگرهاي        ) ٤٠
دگرگشن در حال    ريزماهواره در گياهان زراعي بويژه گياهان          

ريزماهواره در  کروموزومي  اولين بار چهار جايگاه      . افزايش است 
و پس از آن     معرفي شد ) ١٩٩٧(همكاران   يونجه بوسيله ديوان و   

 تا از اين جايگاه ها براي بررسي تنوع          ٣منگوني و همكاران از      
ريزماهواره ها در جمعيت هاي يونجه و ارزيابي روابط ژنتيك              

علاوه  بر چهار جايگاه ريزماهواره فوق،        ). ٢٧(استفاده نمودند    
شش جايگاه ديگر نيز براي تهيه نقشه يونجه هاي ديپلوئيد و              

از ريزماهواره هاي كلروپلاستي   ).  ١٦(تتراپلوئيد بكاربرده شده اند    
                                                                                    
3. Simple Sequence Repeat (SSR) 
4. Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) 
5. Sequence Specific Amplification Polymorphism (S-SAP) 
6. Retrotransposons  
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نيز براي مطالعه ميزان چندشكلي در ذخاير توارثي يونجه                
 ).٢٨(استفاده شده است

انتظار ) ٣٦(تتراپلوئيد بودن يونجه     باتوجه به دگرگشني و      
مي رود كه تنوع ژنتيك زيادي در داخل جمعيت هاي يونجه              

علي رغم بومي بودن اين گياه، از ميزان تنوع        .  وجود داشته باشد  
ژنتيك در جمعيت هاي يونجه ايران اطلاعات چنداني در دست           

 در اين تحقيق از نشانگرهاي ريزماهواره براي بررسي        .  نمي باشد
سودمندي و كارآيي نشانگرهاي ريزماهواره در ارزيابي تنوع              

روابط خويشاوندي آنها   تعيين  درون و بين جمعيت هاي يونجه و       
 . بررسي شده استتمايز ژنتيك جمعيت ها در و همچنين 

 
 مواد و روشها

 مواد گياهي
از مناطق مختلف   ( جمعيت زراعي يونجه     ٦در اين تحقيق از     

فاده گرديد كه جمعيت هاي يزد، اصفهان،       است) جغرافيايي كشور 
كرمان، خراسان و لرستان از بانك ژن ملي گياهي كشور و                 
جمعيت قره يونجه از مركز تحقيقات كشاورزي همدان تهيه             

بذور جمعيت هاي مذكور ابتدا در ظروف پتري جوانه دار          . شدند
پس از رشد    .  شده و سپس به گلدان انتقال داده شدند             

 ١٠در گلخانه، از هر جمعيت      ) و ماه پس از كشت    د( گياهچه ها  
گياه بطور تصادفي انتخاب و از برگهاي سالم و سبز هر گياه                 

 . منتقل گرديد-ºc٨٠نمونه برداري انجام گرفت و به 
 استخراج دي ان آ 

استخراج دي ان آ مشابه روش پيشنهادي دلاپورتا و همكاران         
گها در حضور ازت     بر:  با تغييرات جزئي انجام گرديد     ) ١٩٨٣(

.   ميلي ليتري ريخته شدند    ٥/١مايع پودر شده و در لوله هاي          
 - ميلي مولار تريس   ١٠٠( ميكروليتر از بافر استخراج      ٧٥٠مقدار  

 ميلي مولار   ٥٠ ميلي مولار كلريد سديم،      ٥٠٠اسيد كلريدريك ،    
و % ٢٠اتيلن ديامين تترااستيك اسيد، سديم دودسيل سولفات         

 به داخل هر لوله ريخته و در         ) تامركاپتواتانول ميلي مولار ب    ١٠
ºcبعد از يكنواخت   .   دقيقه قرار داده شدند        ٣٠ به مدت     ٦٥

 مولار  ٥ ميكروليتر استات پتاسيم     ٣٠٠شدن رنگ محلول، مقدار     
 دقيقه در داخل    ٣٠به هر لوله اضافه گرديد و نمونه ها به مدت          

 در  انتريفيوژپس از س  .  يخ بر روي تكان دهنده قرارداده شدند       

، مايع رويي هر لوله به لوله           دقيقه ١٠ دور به مدت       ١٣٠٠٠
 ميكروليتر   ٤٥٠جديدي منتقل گرديد و سپس مقدار                
ºc دقيقه در    ٣٠ايزوپروپانول به هر لوله اضافه گرديد و به مدت           

 دور،  ١٠٠٠٠ قرار داده شدند  بعد از سانتريفيوژ در                 -٢٠
حل ) اي دي تي آ-ريست(TEدي ان آي رسوب داده شده در بافر         

 نانوگرم در   ١٠  ميزان غلظت دي ان آي استخراج شده به    .  گرديد  
 .ميكروليتر تنظيم گرديد

 واكنش زنجيره اي پليمراز
هشت نشانگر ريزماهواره معرفي شده توسط ديوان و همكاران        

واكنش زنجيره اي  ). ١جدول(شددر اين تحقيق استفاده     ) ٢٠٠٠(
، كلرور منيزيم   x١٠ليتر حاوي بافر   ميكرو   ١٥پليمراز به حجم     

 پيكو مول از     ٢٠ واحد، ٥/١ ميلي مولار، تك  دي ان آ پليمراز       ١٠
 نانوگرم از دي ان آي     ٢٠ ميلي مولار و     ٢/٠ dNTPهر آغازگر،    

واكنش زنجيره اي پليمراز در     .  ژنومي هر نمونه انجام گرديد      
 دقيقه  ٥ با برنامه زماني       ٩٧٠٠ مدل    Perkin Elmerدستگاه  

 چرخه اوليه بصورت        ١٠،   ºc٩٤واسرشته سازي اوليه در        
Touchdown)       درجه بالاتر از     ١٠بطوريكه دماي اتصال آغازگر 

 درجه از   ١دماي اتصال واقعي درنظر گرفته و به ازاي هر چرخه،           
 ٢٥و  ) دماي اتصال كاهش يافته تا به دماي اتصال واقعي برسد          

ºc  ثانيه در  ٣٠ ،ºc٩٤ ثانيه واسرشته سازي در      ٣٠چرخه شامل   

) جهت بسط  (٧٢ ºc ثانيه در    ٣٠و  ) آغازگرها جهت اتصال  (٥٢
.   دقيقه انجام شد   ٥ به مدت    ٧٢ ºcانجام گرديد و بسط نهايي در       

فرآورده هاي واكنش زنجيره اي پليمراز به نسبت مساوي با رنگ          
 ميكروليتر از آن بر روي      ٥مخلوط و مقدار    )  درصد ٩٨(فورماميد

-Squiدر دستگاه    (آميد واسرشته ساز استاندارد      ژل پلي اكريل  

Gen GT  ،Bio Rad (    وات به مدت    ٩٠بارگذاري و با توان ثابت 
 دقيقه الكتروفورز انجام گرديد و رنگ آميزي ژل                     ٤٥

  .)٢(پلي اكريل آميد با استفاده از روش نيترات نقره انجام گرديد 
 تجزيه  و تحليل داده ها 

براي وجود باند و صفر براي عدم        ١امتيازدهي باندها بصورت    
پارامترهاي مربوط به ساختار ژنتيك      .  وجود باند انجام گرفت    

با محاسبه  (جمعيت از جمله تنوع ژنتيك درون  جمعيتي              
بين تنوع   ،)ميانگين تعداد تفاوتهاي دوبه دو در هر جايگاه           
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به ) ١٩ ( (AMOVA) 1جمعيتي، تجزيه واريانس مولكولي     
 واريانس درون جمعيتي و بين جمعيتي        يمنظور محاسبه اجزا  

 و  2و همچنين شاخص تثبيت   ) با استفاده از ماتريس صفر و يك      (
) ٣٧(Arlequin 2.0با استفاده از نرم افزار         3ضريب هم نسبي 

تجزيه خوشه اي با ترسيم دندروگرام بر اساس        .  محاسبه گرديد 
مبني  )٣٥ (NTSYS-pc 2.02با نرم افزار     UPGMA 4 الگوريتم

 .  ضريب هم نسبي انجام گرديدبر
 

 نتايج و بحث
 چندشكلي نشانگرهاي ريزماهواره

 گياه از   ١٠وجود چندشكلي در جايگاههاي ريزماهواره اي در       
 جايگاه ريزماهواره بكار رفته    ٨تمام  .  هر جمعيت بررسي گرديد   

 واحدهاي  ١در جدول    . بين گياهان چندشكلي نشان دادند       
اندازه و ميانگين تعداد آلل در هر گياه        ، تعداد آلل، دامنه     تكراري

هر جايگاه بطور جداگانه نشان      Fstو همچنين شاخص تثبيت يا      
 جايگاه مورد بررسي    ٨ آلل در مجموع     ٦٨تعداد  . داده شده است  

 آلل داراي     ١٤با    AFct32مشاهده شد، بطوريكه جايگاه         
 ٤با   MTLEC2Aو   AFca11بيشترين تعداد آلل و جايگاههاي       

راي كمترين تعداد آلل در بين نشانگرهاي مورد استفاده           آلل دا 
 ٨و ميانگين تعداد آلل در كل جايگاه  ها برابر           ) ١جدول(بودند  

 . بود
مقايسه تعداد آلل مشاهده شده براي تعدادي از جايگاهها در          
اين تحقيق و تحقيقات قبلي نشان مي دهد كه تعداد آللها در               

اندازه آللها در كل     . )١جدول   (محدوده مشابهي بوده است      
  جفت باز متغير بود كه نتايج تقريباً          ١٨٩ تا    ٨٩جايگاه ها از    

). ٢٧،  ١٥(مشابهي نيز در آزمايشات قبلي گزارش شده است            
در ) هر باند به منزله يك آلل     ( تعداد كل باندهاي مشاهده شده      

 كه جمعيت قره يونجه بيشترين   .   بود ١٠٧٢ جمعيت برابر با      ٦
٢١/٢با ميانگين   ( و اصفهان كمترين     )  آلل ٤٥/٢با ميانگين   (

ميانگين تعداد آلل   . جايگاه را داشتند  \ گياه  هر تعداد آلل در  ) آلل
                                                                                    
1. Analysis of molecular variance (AMOVA) 
2. Fixation index (Fst) 
3. Coancestry coefficient 
4. Unweighted pair group means analysis ( UPGMA) 

در ) AFca16در   ( ٧/٢تا  ) AFct11در   ( ٦/١در هر جايگاه از      
هر گياه متغير بود و ميانگين تعداد آلل دركل جايگاه ها در هر               

للهاي مشاهده شده در هر     ميانگين تعداد آ  .  بود ٢٦/٢گياه برابر   
در ) AFctt1 و  AFct32 ،AFca11( جايگاه ريزماهواره    ٣گياه در   

بيشتر از   ) ٢٦) (٩٠/٢ميانگين   (جمعيت هاي يونجه ايتاليا       
بود كه اين اختلاف به علت     ) ٥٣/٢با ميانگين   ( يونجه هاي ايران   

 آلل مختلف در يونجه هاي       ٤بالا بودن فراواني گياهان داراي        
 .ايي نسبت به يونجه هاي ايراني مي باشدايتالي

 جمعيت بطور   ٦ برآورد شده در كل        (Fst)شاخص تثبيت   
كه تنوع زيادي   ) ١جدول  (جداگانه در هر جايگاه نشان مي دهد        

در بين جايگاههاي مورد مطالعه وجود دارد بطوريكه اين                 
 ٥ در سطح احتمال      AFat15و AFct11شاخص در جايگاههاي    

 نمونه اي از چندشكلي در       ١در شكل    .  بوددرصد معني دار    
در تعدادي از ژنوتيپهاي يونجه ايران       AFct32جايگاه ريزماهواره   

تعداد آلل در   . بر روي ژل پلي آكريل آميد نشان داده شده است         
با توجه به اينكه كه مكان و محل         .  متغير بود  ٤ تا   ١هر گياه از    

خص مي باشد و در    ژنومي هر جايگاه ريزماهواره بر روي ژنوم مش       
يك گياه اتوتتراپلوئيد حداكثر چهار آلل از هر ژن وجود دارد               
بنابراين تعداد باند كه هر كدام به منزله يك آلل ريزماهواره                

 . تا خواهد بود٤مي باشد در گياهان تتراپلوئيد حداكثر 
منحني پراكنش تعداد كل آللهاي مشاهده شده درگياهان           

 نشان مي دهد كه توزيع و       ٢ر شكل    جايگاه ريزماهواره د    ٨در  
و  پراكنش آللها در بين گياهان شبيه به منحني نرمال بوده              

گياهان داراي تعداد آلل و چندشكلي حداقل و حداكثر در بين             
با توجه به اينكه       . جمعيت هاي مورد مطالعه نادر هستند        

جمعيت هاي مورد بررسي بصورت طبيعي مورد كشت و كار قرار           
هيچگونه  برنامه هاي به نژادي به منظور انتخاب           گرفته اند و     

گياهان برتر بر روي آنها صورت نگرفته است بنابراين انتظار               
مي رود كه آللها در بين گياهان بصورت تصادفي توزيع شده               
باشند و گياهان با تعداد آلل حداقل و حداكثر نسبت به ميانگين            

 .داراي فراواني پاييني باشند
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 .آلل، ميانگين تعداد آلل در هر گياه، دامنه اندازه آللها و شاخص تثبيت در جايگاههاي ريزماهواره تعداد -١جدول 
 واحد تکراري مكان ژني ميانگين تعداد آلل در هر گياه )جفت باز(دامنه اندازه آلل  آللتعداد 

M(a(تحقيق قبلي تحقيق حاضر تحقيقات قبلي تحقيق حاضر تحقيقات قبلي  تحقيق حاضر
 شاخص
 تثبيت

AFct32 (CT)  ١٤  
(M) ١٤ 
(D) ١٤ 

١٤ 
(M)۱۶۸-۱۳۲ 
(D)۱۸۸-۱۰۰ 

١٠٣-١٦٦  )۴-۱( ٨٠/٢ )۴-۱ (٦٣/٢ ns ٠٠١٧/٠ 

AFca11 (CA)١١ 
(M) ٩ 
(D) ١٠ 

١٢ 
(M)۱۹۵-۱۱۹ 
(D) ۱۷۷-۱۳۳ 

١٣٩-١٨٨  )۴-۱ (٨٠/٢ )۴-۱( ٥٧/٢ ns ٠٠٦٦/٠- 

AFca16 (CA)٩٨-١٠٣ - ٨ - ١٢  - )۴-۱( ٧/٢ ns ٠٠٧٩/٠ 

AFctt1 
(CTT)٣ 
(CAA)٩ 

(M) ١٤ 
(D) ١١ 

١١ 
(M)۲۰۲-۱۰۰ 
(D)۱۳۵-۱۰۲ 

٨٩ 
١٠٠-١٣٠  

)۴-۱( ١٠/٣ )۴-۱ (٣٥/٢ ns ٠٠٩٨/٠ 

AFat15 (AT)١٤٧-١٦٩ - ٦ - ٢٣  - )۴-۱ (٠٤٨٢/٠* ٩٧/١ 

AFct45 
(CT)٣ 

AT(CT)١٣٢-١٤٤ - ٧ - ١٨  - )۳-۱ (٠٠/٢ ns ٠٣٤١/٠ 

AFct11 (CT)١٧٥-١٨٨ - ٦ - ١٢  - )۴-۱ (٠٩١٤/٠* ٦٠/١ 

MTLEC2A (AT)١٩ (D) ٤ ٧ (D)۲۳۶-۱۳۶ ١٨٠-١٨٩  - )۴-۱ (٣١/٢ ns٠/ ٠١٨٣ 
  ۱۳/۱۸ ٧/٨   ۶۸   مجموع
 ٠٢٤/٠ ۲٦/٢ ٩٠/٢   ۵/۸   ميانگين

ns :    ؛ درصد ٥معني دار در سطح    : *غير معني دار و a-             اعداد داخل پرانتز دامنه آلل هاي مشاهده شده در هر ژنوتيپ مي باشند؛ D و  M   به ترتيب
 . مي باشد) a٢٠٠٠(گوني و همكاران  من و)١٩٩٧( ديوان و همكاران  بوسيلههاي استفاده شده اهگدهنده جاي نشان

 

 
  ژنوتيپ هاي يونجه زراعي مي باشند  ١-١٤شماره  ،)جفت باز(نشانگر اندازه  AFct32 .M چندشكلي آللهاي ريزماهواره در جايگاه -١شكل 

 

 
 ٨مجموع آللها در (  توزيع تعداد كل آللهاي مشاهده شده -٢شكل 

 .اخل جمعيت هادر بين گياهان د) جايگاه ريزماهواره

 تنوع ژنتيك درون جمعيت هاي يونجه
 برآورد ميانگين تنوع ژنتيك در هر جمعيت            ٢در جدول 

نشان داده شده است بطوريكه جمعيت قره يونجه همدان                
با ( و جمعيت كرمان كمترين     ) ٩٢٥/٠با ميانگين    (بيشترين  
ميزان تنوع ژنتيك را داشتند و همچنين ميزان        ) ٨٢٠/٠ميانگين
 تيك در دو جمعيت خراسان و لرستان با هم برابر  بود              تنوع ژن 

تنوع ژنتيك زياد درون جمعيتي يونجه  در       ). ٩٢٢/٠با ميانگين   (
ايران علاوه بر اينكه نشان هنده هتروزيگوسيتي زياد آنها مي باشد         
نشان دهنده ناهمگني زياد جمعيت ها نيز مي باشد كه اين تنوع و          
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لوئيدي، دگرگشني و تكثير بوسيله     ناهمگني زياد از ماهيت تتراپ    
ناشي ) هاي مختلف مي گردد   ط بذور جمعيت  كه باعث اختلا  (بذر  

) بر اساس ضريب تشابه جاكارد    (ميزان شباهت ژنتيك    . مي گردد
 متغير بود كه نشان دهنده شباهت ژنتيكي          ٦٤/٠ تا    ٢٣/٠از  

داده ها (پايين بين گياهان داخل جمعيت هاي يونجه مي باشند           
 با توجه به تنوع درون جمعيتي زياد              ).اده نشده اند نشان د 

مي توان تصور كرد كه هر گياه داخل جمعيت به منزله يك رقم             
 . مي باشدتهتروزيگو

 
 ميانگين تنوع ژنتيك درون جمعيت هاي يونجه با برآورد -٢جدول

 .اشتباه معيار
 جمعيت  به همراه اشتباه معيارميانگين تنوع ژنتيك

 يزد ٨٧/٠± ٥١/٠
 كرمان ٨٢/٠ ± ٤٨/٠
 اصفهان ٨٨/٠ ± ٥١/٠
 خراسان ٩٢/٠ ± ٥٣/٠
 لرستان ٩٢/٠ ±/. ٥٣
 قره يونجه ٩٣/٠ ± ٥٣/٠
 ميانگين ٨٩/٠ ± ٥١/٠

 
) ١٩٩٣(مقايسه نتايج اين مطالعه و نتايج منگوني و همكاران        

نشان مي دهد كه ميزان تنوع ژنتيك در بين جمعيت هاي يونجه           
) ٢٩/٠(شتر از جمعيت هاي ايتاليايي        خيلي بي ) ٨٩/٠(ايران  

با توجه به اين نتايج مي توان اظهار نمود كه                   . مي باشد
با توجه به اينكه يكي از مراكز تنوع         ( جمعيت هاي يونجه ايران    

، ذخاير توارثي با ارزشي براي مطالعات          )يونجه، ايران مي باشد   

شات وجود تنوع زياد در يونجه در آزماي        . به نژادي خواهند بود   
، ٦(  RFLP،  )٢٧،  ٢١،  ١٣،  ١١(ديگري بوسيله نشانگرهاي رپيد     

 )٢٧(و هسته اي ) ٢٨(ريزماهواره هاي كلروپلاستي ) ٣٤، ٣٣، ٢٣
 .گزارش شده است

يک براي برآورد هتروزيگوسيتي  جمعيت هاي زراعي در هر          
 ريزماهواره، نسبت گياهان حاوي يك، دو، سه و             هايجايگاهاز  

طورجداگانه در هشت جايگاه ريزماهواره        چهار آلل مختلف ب     
از اعداد جدول مذكور مي توان        ). ٣جدول  (محاسبه گرديد    

 آلل در هر جايگاه      ٤ و   ١استنباط نمود كه فراواني گياهان داراي       
 آلل مي باشند كه      ۳ و    ٢پايين تر از فراواني گياهان داراي          

 .نشان دهنده توزيع تصادفي آللها در ژنوم يونجه مي باشند
با فرض اينكه گياهان داراي يك آلل در هر جايگاه                    

 باشند نتايج   ت و گياهان با بيش از يك آلل هتروزيگو        تهموزيگو
 درصد گياهان حاوي     ٨٤ نشان مي دهد كه بيش از          ٣جدول  

بيش از يك آلل هستند كه نشان دهنده سطح بالاي                     
هتروزيگوسيتي . هتروزيگوسيتي در درون جمعيت ها مي باشد       

ون جمعيت هاي يونجه ناشي از ماهيت دگرگشني، ژنوم          زياد در 
در برنامه هاي اصلاحي كه هدف     . بزرگ و اتوتتراپلوئيدي مي باشد   

انتخاب والدين تلاقي براي بهره گيري از حداكثر هتروزيس باشد          
احتمال مي رود كه بتوان براساس داده هاي نشانگرهاي                 

 منظور تجمع     آلل را به    ٤ و    ٣،  ٢ ريزماهواره، گياهان داراي   
وجود هتروزيگوسيتي  .  حداكثر هتروزيس در نتاج انتخاب نمود      

زياد در يونجه هاي زراعي در آزمايش ديگري كه بوسيله                  
 .)٢٧(نشانگرهاي ريزماهواره انجام گرفته است گزارش شده است

 
 . ه ريزماهواره و در هر جمعيت ميانگين نسبت گياهان حاوي يك، دو، سه و چهار آلل مختلف به تفكيك در هر جايگا-٣جدول 

 جايگاه
للهاي آتعداد 

مختلف در 
AF جايگاه /گياه

ca
32

 AF
ca

11
 AF

ca
16

 AF
ctt

1
 AF

at1
5

 AF
ct4

5
 AF

ct1
1

 M
TL

EC
2A

 

 ميانگين

١٦/٠ ١٢/٠ ٥٤/٠ ١٢/٠ ٢٥/٠ ١٣/٠ ٠٠/٠ ٠٧/٠ ٠٨/٠ ١ 
٤٧/٠ ٤٦/٠ ٣٥/٠ ٧٦/٠ ٦٠/٠ ٤٤/٠ ٤٠/٠ ٤٠/٠ ٣٦/٠ ٢ 
٣١/٠ ٤٠/٠ ٠٧/٠ ١٢/٠ ١٣/٠ ٣٨/٠ ٥٠/٠ ٤٣/٠ ٤١/٠ ٣ 
٠٦/٠ ٠٢/٠ ٠٤/٠ ٠٠/٠ ٠٢/٠ ٠٥/٠ ١٠/٠ ١٠/٠ ١٥/٠ ٤ 
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 ٣ آلل مختلف در      ٤و   ۳ ،١،۲توزيع فراواني گياهان حاوي    
در جمعيت هاي    AFctt1و  AFct32 ،AFca11جايگاه ريزماهواره 

داده ها نشان داده     (مقايسه گرديد  يونجه ايراني و ايتاليايي         
 آلل در جمعيت هاي     ٤يادتر گياهان حاوي     نسبت ز . )نشده اند

گواه اين مطلب است كه برنامه هاي اصلاحي به         احتمالاًايتاليايي  
منظور افزايش هتروزيگوسيتي در اين جوامع انجام گرفته اند در          
حالي كه جمعيت هاي زراعي يونجه ايران بصورت طبيعي كشت          

آنها انجام  و كار شده و تابحال هيچگونه عمليات اصلاحي بر روي           
 .نگرفته است

 تنوع ژنتيك بين جمعيتي 
به منظور ارزيابي درصد و سهم تنوع ژنتيك درون و بين               
جمعيتي در سطح مولكولي تجزيه واريانس مولكولي انجام               

اگرچه تنوع  .  نشان داده شده  است    ٤گرديد كه نتايج در جدول      
 درصد مشاهده   ٥معني داري در بين جمعيت ها در سطح احتمال        

 درصد از تنوع كل به  علت تنوع و تمايز بين               ٢شد ولي تنها     
 درصد تنوع كل به تفاوت بين           ٩٨جمعيت ها بود درحاليكه      

درصد تنوع درون    . ژنوتيپ هاي داخل جمعيت ها بر مي گردد       
جمعيتي زياد و بين جمعيتي كم برآورد شده در اين تحقيق با              

ايگاه ريزماهواره   ج ٣ كه با استفاده از       منگوني و همكاران  نتايج  
 و همچنين جايگاههاي ريزماهواره كلروپلاست      ) ٢٧( هسته اي

 .شتمطابقت داارزيابي شده است،  )٢٨(
)  درصد از كل تنوع    ٢( يكي از دلايل تنوع بين جمعيتي كم      

 مي تواند ناشي از ادغام و همپوشاني زياد جمعيت هاي            احتمالاً
ر بين جمعيت ها   د 1زراعي  باشد كه در نتيجه پديده جريان ژن         

 ه ــد كه جمعيت هاي مختلف كسر مي رظبه ن. حاصل شده است
                                                                                    
1. Gene flow 

توسط زارعين كشت و كار مي شده اند، با گذشت زمان باهم               
اختلاط يافته و در نتيجه جمعيت هايي با مخلوطي از ژنوتيپهاي           

دليل احتمالي ديگر اين است كه         . مختلف بوجود آمده است    
شن بوده و ميزان دگرگشني       جمعيت هاي يونجه زراعي دگرگ    

بستگي به فعاليت حشرات گرده افشان دارد كه اين عامل نيز در            
موقع گرده افشاني باعث انتقال گرده از يك جمعيت به جمعيت            

بنابراين خودبه خود اين عوامل باعث افزايش          . ديگر مي گردد 
. همپوشاني ژنتيكي جمعيت هاي يونجه نسبت به هم شده است         

 از تنوع كل بر اساس تنوع درون جمعيتي،              درصد ٩٨توجيه  
ناشي از تفاوت خيلي زياد بين گياهان و ژنوتيپهاي درون                 

 . جمعيت ها مي باشد
 تمايز ژنتيك

اي بررسي تمايز ژنتيك جمعيت ها، فاصله ژنتيك بين             بر
دوبه دوي جمعيت هاي  ) Fst(ت  يثبتجمعيت ها بر اساس شاخص     

 تمايز ژنتيك كل      شاخص). ٥جدول  (زراعي محاسبه گرديد      
 ٥جمعيت هاي مورد مطالعه از نظر آماري در سطح احتمال               

مقدار تمايز  ). >P ٠٠٠٧٥/٠،  Fst = ٠٢٤/٠(درصد معني دار بود    
پايين يونجه هاي زراعي ايران به علت همپوشاني زياد آنها                

بونين و همكاران،   ( مي باشد، زيراكه در گزارشات قبلي در يونجه        
٣٨/٠Fst= )٤( ١٦/٠ و همكاران،    ؛ مولر Fst=)ميزان تمايز  )) ٣١

بالا به علت استفاده از منابع ژنتيك مختلف از مناطق جغرافيايي           
اگرچه در تعدادي   . متفاوت و حتي زيرگونه هاي مختلف مي باشد     

از گزارشات در جمعيت هاي زراعي يونجه داده هاي مولكولي             
، ٢٨،  ٢٧( توانستند جمعيت هاي زراعي از هم ديگر متمايز كنند       

ولي در بررسيهاي ديگر هيچ تمايز معني داري در بين              ) ٣٣
، ٢٢،  ٢١،  ١١( جمعيت هاي زراعي يونجه مشاهده نگرديده است     

٣١.(
 

 ).Fst= ٠٢٤/٠ و>P ٠٠٠٧٥/٠(  آلل ريزماهواره٦٨ گياه با ٦٠جمعيت هاي زراعي براي در  تجزيه واريانس مولكولي -٤جدول
 منبع تنوع درجه آزادي مجموع مربعات انساجزاء واري درصد تنوع احتمال

 بين جمعيتي ٥ ٥/٢٢ ٠٨٨٧/٠ ٤٣/٢ ٠>٠۰٠٧٥/٠
 درون جمعيتي ٥٤ ٤/١٩٢ ٥٦٣/٣ ٥٧/٩٧ 
 كل ٥٩ ٦٥/٢١٤ ٦٥/٣  

 .برآورد گرديده است) جايگشت تصادفي ١٦٠٠٢( (Permutation test)جايگشت آزمون مقدار احتمال با استفاده از 



 ١٣٨٤، سال ٤، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ٩٨٦

  وتهاي دوبه دوي جمعيت هاي زراعيوا ميانگين تف- ٥جدول 
 . آنهابودن معني دارآزمون

 جمعيت يزد كرمان اصفهان خراسان لرستان
    ns ١٢/٠  كرمان
   ns ١٢/٠ ns ٢١/٠  اصفهان
  ns ٠٥١/٠- *٣٠/٠ ns ١٧/٠  خراسان
 ns ١٠/٠- ns ٢٥/٠* ٠٨/٠ ns ٠٣١/٠  لرستان

ns ١١/٠ نجهقره يو ٤٦/٠* ٤٢/٠* ٢٠/٠* ٣١/٠*
 ، )> ٠٥/٠P( درصد ٥ احتمال معني دار در سطح: * 
ns :٠٥/٠( معني دارغيرP >.(  

 
هاي دوبه دوي جمعيت ها نشان داد كه جمعيت        Fstمحاسبه  

قره يونجه به استثناي لرستان، با بقيه جمعيت هاي مورد بررسي          
  . درصد داراي تفاوت معني دار مي باشد         ٥در سطح احتمال      

 ژنتيك   فاصلهشود،     مشاهده مي    ٥ ولهمانطور كه در جد      
دوبه دوي جمعيت قره يونجه با جمعيت هاي ديگر خيلي بيشتر از         

تفاوت معني دار جمعيت     .  است   بين بقيه جمعيت ها      تفاوت
قره يونجه با بقيه جمعيت ها بخاطر ناهمگني و هتروزيگوسيتي           

 و همچنين وجود باند اختصاصي در اين             درون جمعيتي زياد 
بطوريكه در تمام ژنوتيپهاي جمعيت قره يونجه      . اشدمي بجمعيت  

 جفت باز مشاهده گرديد كه در بقيه اين              ٨٩آللي به طول     
جمعيت ها حضور نداشت كه از اين باند يا آلل اختصاصي                  
مي توان براي اهداف كاربردي نظير شناسايي، تعيين خلوص و            
بررسي اختلاط جمعيت ها استفاده نمود بطوريكه اين اهداف            

صوصاً در مورد گياه دگرگشني مانند يونجه از اهميت زيادي            خ
 .برخوردار مي باشد 

 روابط ژنتيك بين جمعيت ها
بر اساس   UPGMAتجزيه خوشه اي با استفاده از روش           

ضريب همنسبي جهت گروه بندي جمعيت ها انجام گرديد              
جمعيت در دندروگرام حاصله،       ).داده ها نشان داده نشده اند     (

هاي ديگر در يك دسته مجزا قرار           نسبت به جمعيت    قره يونجه
كه نشان دهنده روابط خويشاوندي دور اين جمعيت با             گرفت

 الگوي گروه بندي با استفاده از تجزيه        . ساير جمعيت ها مي باشد  
. خوشه اي مطابقت كاملي با نتايج تجزيه واريانس مولكولي داشت        

كه از مناطق   ( دو جمعيت يزد و كرمان     نتايج نشان دادند که      
 خويشاوندي نزديكتري نسبت به         )گرمسير كشور مي باشند    

در بين جمعيت هاي مورد مطالعه        . جمعيت هاي ديگر دارند   
بيشترين شباهت بين دو جمعيت خراسان و لرستان مشاهده             

از تنوع ژنتيك درون         احتمالاً ناشي     بالا  اين شباهت  . شد
آنها اد   و همپوشاني ژنتيكي زي      ) ٩٢٢/٠ ( يكسان  جمعيتي
احتمال مي رود كه اين دو جمعيت از يك جمعيت             . مي باشد

اوليه منشا شده اند و يا اينكه در اصل يك جمعيت بوده كه به                
. دلايل نامعلوم به مرور زمان اسامي متفاوت به خود گرفته اند             

مي توان اظهار كرد كه شناسايي نمونه هاي تكراري و مشابه، كه            
ر توارثي نگهداري شده در بانك        يكي از اهداف مديريت ذخاي      

 .ااستفاده از نشانگرهاي ريزماهواره امكانپذير مي باشدبژن ها است،
با توجه به اينكه ايجاد لاين خالص در يونجه به علت                  

ميسر  خودناسازگاري و حساسيت شديد به خويش آميزي           
نمي باشد بنابراين اصلاحگران از روشهاي اصلاحي ديگر از قبيل          

 سنتتيك يا ساختگي براي اصلاح اين گياه استفاده           ايجاد ارقام 
پديده برداري از      بهره هدف از ايجاد چنين ارقامي،      . مي نمايند

بررسيها نشان  داده اند كه بيشترين مقدار         . مي باشدهتروزيس  
هتروزيس از تلاقي والدين با فاصله ژنتيكي زياد حاصل مي شود           

ار كرد كه     هظبر اساس نتايج حاصل مي توان ا            ).٩،   ٦(
مواد ژنتيك مناسبي براي ايجاد       جمعيت هاي قره يونجه و يزد       

 انتظار مي رود   نابراينب. ارقام سنتتيك جديد در يونجه مي باشند      
كه داراي  به دليل روابط خويشاوندي دور اين دو جمعيت               

 بالاي   و ميزان تنوع نسبتاً      تركيبات ژني متفاوت خواهند بود      
بيشتري در نتاج حاصل از آنها         س هتروزي ،جمعيت قره يونجه 

  . مشاهده گردد
تنوع ژنتيك زياد در داخل جمعيت ها نشان  مي دهد  كه اين           
جمعيت ها منابع ژنتيك با ارزشي براي انتخاب ژنوتيپهاي برتر            
جهت استفاده در بلوكهاي تلاقي براي توليد ارقام سنتتيك با             

مي دهد اين بررسي بخوبي نشان      . حداكثر هتروزيس مي باشند  
كه نشانگرهاي ريزماهواره ابزار ايده آلي براي ارزيابي تنوع و               

هرچند كه ارزيابي دقيق تنوع     . روابط ژنتيك جمعيت ها مي باشند   
ژنتيك بوسيله استفاده از تعداد زياد نشانگرها همراه با صفات             

ولي با وجود اين، نتايج نشان دادند        . مورفولوژيك تحقق مي يابد  
رهاي استفاده شده در اين تحقيق براي            كه مجموعه نشانگ   

اهدافي نظير تمايز، شناسايي، ارزيابي تنوع و روابط ژنتيك               
جمعيت هاي دگرگشن يونجه سودمند بوده و همچنين مي توانند        
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براي مديريت ذخاير توارثي از طريق شناسايي نمونه هاي                
. تكراري، ارزيابي خلوص بذور و نمونه هاي هم نام كارآمد باشند          

 نهايت با تعيين ژنوتيپ و اثرانگشت گياهان با نشانگرهاي              در
ريزماهواره علاوه بر حفظ حقوق اصلاحگران نباتات، مي توان از           
تبادلات برون مرزي اين ذخاير ارزشمند و استفاده هاي غير قانوني        

 .از منابع ژنتيك ملي كشور جلوگيري نمود

 سپاسگزاري
انك ژن ملي    از جناب آقاي دكتر جواد مظفري رئيس ب            

گياهي كشور به خاطر فراهم نمودن مواد ژنتيك استفاده شده در          
از دو داور محترم بي نام      . اين تحقيق تشكر و قدرداني مي گردد      

ن مقاله را بر عهده داشتند و به نکات              يکه زحمت بررسي ا    
 .ارزشمند و مهم اشاره نمودند سپاسگزاري مي گردد
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