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   نهال و بذر  ينژاد مجله به
1391، سال 3 ، شماره 28-1جلد   

  
هاي كل و تعيين ارتباط   پروتئينبر اساس Medicago sativaهاي وحشي ايراني يونجه  تنوع ژنتيكي جمعيت

  آن با عوامل اكولوژيكي
  

Genetic Diversity of Iranian Wild Medicago sativa Populations Based on Total 
Proteins and its Association with Ecological Factors 

 
   و 3جعفري  ، علي اشرف2شانجاني ، پروين صالحي1پريسا صالحي

  4خانيكي غلامرضا بخشي
 

   به ترتيب دانشجوي سابق كارشناسي ارشد و استاد، دانشگاه پيام نور، كرج-4 و 1
  ها و مراتع كشور، تهران به ترتيب استاديار و دانشيار، موسسه تحقيقات جنگل-3 و 2

 
 

  27/11/1390: تاريخ پذيرش                18/5/1390: تاريخ دريافت
 

  چكيده
 

بـر   Medicago sativaهاي وحشي ايراني يونجـه   تنوع ژنتيكي جمعيت .1391 . و بخش خانيكي، غ. ا.، جعفري، ع.، صالحي شانجاني، پ.صالحي، پ
 .463 - 480 :28-1نهال و بذر  نژادي  مجله به .آن با عوامل اكولوژيكيهاي كل و تعيين ارتباط   پروتئيناساس

  
 و تعيين ارتباط آن با عوامـل  (.Medicago sativa L)هاي وحشي ايراني يونجه  براي بررسي تنوع ژنتيكي جمعيت

ررسـي   جمعيت بذري يونجه موجود در بانك ژن منابع طبيعي ب          21 ژنوتيپ از    210اكولوژيكي، الگوي پروتئيني    
موسـسه  آزمايـشگاه ارزيـابي ملكـولي بانـك ژن           در گلخانـه تحقيقـاتي و        1389كليه مراحل تحقيق در سال      . شد

 باند قابل تكثير، پپتيد پروتئيني، براي مطالعـه        SDS-PAGE  ،44بر اساس نتايج    . تحقيقات جنگلها و مراتع انجام شد     
رد بررسي تنوع درون و بين جمعيتي بالايي نشان         هاي مو   هاي كل جمعيت     پروتئين يالگو. تنوع ژنتيكي ثبت شد   

هـاي     فاصـله  هـاي   همبستگي بين ماتريس  . ها مشاهده نشد    دادند ولي تمايز مشخصي بر اساس منشاء و رويشگاه آن         
 براي بررسـي رابطـه بـين        .)=0281/0R و   =10/0P( به اثبات نرسيد      مانتل  به وسيله آزمون   ژنتيكي و جغرافيايي نيز   

 و كمينه   ميانگين بيشينه ،  )متر  ميلي(ي  بارندگ و ماهانه    كل ميانگين اكولوژيكي و محيطي كه شامل       عوامل ژنتيكي و  
نتايج نـشان داد    . بود از ضريب همبستگي پيرسون استفاده شد      ) متر(و ارتفاع از سطح دريا      ) گراد  درجه سانتي ( دما

. ، همراه بود  %5اي با فراواني مساوي يا بيشتر       كه افزايش ارتفاع از سطح دريا با كاهش تعداد باندها و تعداد بانده            
هاي مختلف ايـن گيـاه دور از          جايي كه ايران مركز تنوع گونه يونجه است، چنين تنوع بالايي در ويژگي              از آن 

بايست تنوع ژنتيكـي ارقـام يونجـه بـه وسـيله اسـتفاده از                 نژادي يونجه مي    هاي به   انتظار نيست، بنابراين در برنامه    
تواند بـه وسـيله كـاربرد سيـستماتيكي           افزايش اساس ژنتيكي براي اصلاح يونجه مي      . لف افزايش يابد  والدين مخت 

  .هاي كمي بهتري دارند حاصل شود پلاسم كه الگو پروتئيني متفاوتي داشته و ويژگي ژرم
  
  .Medicago sativaهاي كل، عوامل اكولوژيكي،  تنوع ژنتيكي، پروتئين :كليدي هاي واژه

  
  

  021-44580276: تلفن                  psalehi@rifr-ac.ir: ده مسئول نويسن
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  مقدمه

تـرين    از مهـم (.Medicago sativa L)يونجه 
اي بومي ايران است كه در شـرايط          گياهان علوفه 

يونجـه عـلاوه بـر      . رويـد  متنوع آب و هوايي مـي     
لا از مـواد مغـذي      اي بـا كيفيـت بـا        كه علوفـه    اين

كند تـأثير مثبتـي بـر محـيط خـاك نيـز               توليد مي 
  يونجـــه گيـــاهي اتوتتراپلوئيـــد   . گـــذارد مـــي

)n2 = x4 = 32 (        و دگرگشن بوده كه بـه وسـيله
ها منجـر بـه بـروز        اين ويژگي . شود  بذر تكثير مي  
ــدگي ــين   پيچيــ ــي در درون و بــ ــاي ژنتيكــ هــ

تــرين  متــداول. هــاي يونجــه شــده اســت جمعيــت
ــاي روش ــكال    ه ــارت از اش ــه عب ــلاح يونج  اص

اي  اي، گـــزينش دوره مختلـــف گـــزينش تـــوده
از . هــاي تركيبــي اســت فنــوتيپي و توليــد واريتــه

ــر پايــه تنــوع و    آن جــايي كــه اصــلاح گياهــان ب
گزينش بنا نهاده شـده اسـت، بـراي انجـام يـك             

نژادي موفق و توليد ارقام زراعي جديـد          برنامه به 
پلاسـم    نتيكـي ژرم  وجود اطلاعاتي درباره تنوع ژ    

تنــوع ژنتيكـي حـوزه فعاليــت و   . ضـروري اسـت  
ــه  ــاب ب ــر    انتخ ــزينش و ديگ ــراي گ ــر را ب نژادگ
آگـاهي از   . دهـد    افـزايش مـي    ينـژاد   عمليات بـه  

هـا اهميـت زيـادي دارد زيـرا           تنوع ژنتيكي گونه  
هاي كلاسـيك اصـلاح نباتـات رفتـه رفتـه             روش

دهنـد و ايـن كـاهش        تنوع ژنتيكي را كاهش مـي     
ــي ــه  توا م ــده برنام ــراي آين ــد ب ــه  ن ــاي ب ــژاد ه  ين

  .(Tucak et al., 2008)خطرآفرين باشد 
تنوع و تمايز بين و درون جمعيتي به صـورت          

هــاي مورفولــوژيكي و  ســنتي بــه وســيله ويژگــي
 ؛(Masoudi et al., 2008شود  زراعي انجام مي

(Ganji Moghaddam and Talaie, 2006. 

ت تـاثير   هـا تح ـ    جايي كه ايـن ويژگـي       ولي ازآن 
عوامل محيطـي بـوده و در بـسياري مواقـع تنـوع             

هــا  مــشاهده شــده پلاستيــسيتي اســت، مطالعــه آن
بــرآورد صــحيحي را از ميــزان تنــوع ژنتيكــي بــه 

كه عوامـل محيطـي       در حالي . دست نخواهند داد  
  تواننــــــد بــــــسياري از نــــــشانگرهاي  نمــــــي

  لـــذا . ملكـــولي و بيوشـــيميايي را متـــاثر نماينـــد
ي حاصل از اين نشانگرها تنـوع       برآورد گوناگون 

  دهـــد  هـــا را نـــشان مـــي موجـــود در ســـطح ژن
(Ghafoor and Arshad, 2008) .   

اگرچه امروزه نشانگرهاي مولكولي متعددي     
ــي    ــوع ژنتيكــي وجــود دارد ول ــرآورد تن ــراي ب ب

ها همواره روشـي مناسـب و         الكتروفورز پروتئين 
مرسوم براي برآورد تنوع ژنتيكي در گياهـان بـه          

هزينـه پـايين،    ار رفتـه اسـت، زيـرا عـلاوه بـر            شم
 كـه   DNAاغلب نشانگرهاي مرتبط بـا      برخلاف  

هــا  نــشانگرهاي خنثــي غيرژنــي هــستند، پــروتئين
هـــا بـــوده و از كـــارايي بـــالاتري  فـــرآورده ژن

. (Manoosi et al., 2010)برخــوردار هــستند 
الگوي پروتئينـي بـسياري از گياهـان تـا كنـون بـا              

 تنوع ژنتيكي و شناسايي ارقـام       اهدافي مثل مطالعه  
توان بـراي نمونـه       شده است كه مي        زراعي مطالعه 

ــه روي   ــاتي كـ    Ricinus communisاز مطالعـ
(Sathaiah and Reddy, 1985) ، ــه   هــاي  گون

Capsicum (Panda et al., 1986) ،ــرنج  بـ

(Aliaga-Morel et al., 1987) ،ــه ــاي گون   ه
Arachis (Bianchi-Hal et al., 1993) ،  ارقـام

  Pisum sativum  ،(Naveed et al., 2005) پنبـه 
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(Nisar et al., 2006) ،Avena fatua   
(Mirza et al., 2007) ،ارقــــام گنــــدم و  

(Mohd et al., 2007)      انجـام شـده نـام بـرد كـه 
 در  ير پروتئين نشانگعموماً حاكي از كاربرد بالاي      

. ها و ارقام مختلف يك گونه اسـت    شناسايي گونه 
لي نتايج بسياري نيـز وجـود دارد كـه حـاكي از             و

هـاي    عدم جداسازي ارقام مختلف توسط پروتئين     
ــت  ــاه اســ   ؛(Javaid et al., 2004 گيــ

Sihag et al., 2004 ؛Alipour et al., 2002؛  
(Malik et al., 2009.  

در مطالعات بسياري كه در دنيـا انجـام شـده،           
هــــاي مورفولــــوژيكي،  گونــــاگوني ويژگــــي

ــازگاري، ــي  ســـ ــوميكي، ايزوآنزيمـــ    اگرونـــ
  هــــاي وحــــشي  و الگــــو پــــراكنش جمعيــــت

  خــوبي مطالعــه و بررســي شــده اســت   يونجــه بــه
Jenczewski et al., 1999)؛  

Ronfort et al., 1998 ؛(Prosperi et al., 2006.  
  هـــاي خـــوبي نيـــز در مطالعـــاتي كـــه  موفقيـــت

 شـامل   DNAهـاي مبتنـي بـر         با اسـتفاده از روش    
RAPD  ،ISSR  ،SRAP  ،SSR    و AFLP  در 

  يونجـــه انجـــام شـــده بـــه دســـت آمـــده اســـت
Xavier et al., 2011) ؛Tucak et al., 2008؛  

(Segovia-Lerma et al., 2003 .هـاي   پژوهش
فوق حاكي از وجود تنوع و تمايز ژنتيكـي قابـل           

هـاي وحـشي يونجـه        اي در بين جمعيـت     ملاحظه
گونه   كه متأسفانه هيچ    در حالي . مطالعه شده است  

هـاي    طلاعاتي در مـورد تنـوع ژنتيكـي جمعيـت         ا
وحشي يونجه در ايران وجود نـدارد و مطالعـات          
انجام شده بر روي ارقام زراعـي يونجـه متمركـز           

ــوده   ؛(Farshadfar et al., 2008 بـــ
Noeparvar et al., 2008؛  
Jafari and Goodarzi, 2007 ؛  
Falahati Anbaran et al., 2005 ؛  

Shariat, 2001 ؛Fareghi et al., 2006؛  
Darvishi Zeidabadi et al., 2000؛  

(Koochaki and Vahbkhaki, 1985   كـه در
اي   طي فرايندهاي اصلاح تغييرات قابـل ملاحظـه       

   .ها واقع شده است در ساختار ژنتيكي آن
ــع موجــب       از آن ــشار بــر مرات ــايي كــه ف ج

فرســايش ژنتيكــي شــده و گــرم شــدن تــدريجي 
هـاي     اصـلاح شـده گونـه      زمين اسـتفاده از انـواع     

ســازد، مطالعــه ســاختار   مرتعــي را ضــروري مــي
توانـد   هـاي وحـشي يونجـه مـي         ژنتيكي جمعيـت  

كمك شاياني به حفاظـت، احيـاء و توسـعه ايـن            
هــدف از ايــن لــذا . گونــه بــا ارزش مرتعــي كنــد

مورفيـسم    شناسايي تنوع ژنتيكي و پلـي     ) 1تحقيق  
 ،كـل هاي  اي يونجه بر اساس پروتئين     درون گونه 

شناسايي عوامل اكولـوژيكي مـرتبط بـا تنـوع          ) 2
ــي ــل از ژنتيكـ ــروتئين حاصـ ــوي پـ ــاي   الگـ   هـ
ــل و  ــي جمعيــــت) 3كــ ــايي اســــت  معرفــ   هــ

ــه از تلاقــــي آن ــا  كــ ــي  هــ ــام زراعــ ــا ارقــ   بــ
  . تــوان بــه بــالاترين ميــزان هتــروزيس رســيد مــي

  در ايـــــن پـــــژوهش اطلاعـــــات مفيـــــدي در 
ــرار      ــار ق ــه در اختي ــي يونج ــه ژنتيك ــورد زمين   م

واهـــد گرفـــت تـــا امكـــان ارائـــه برخـــي      خ
ــتراتژي ــت، اصــلاح    اس ــراي حفاظ ــوثر ب ــاي م ه

ــابع   ــدار از منــــ ــاربرد پايــــ ــي و كــــ   ژنتيكــــ
  .ژرم پلاسم حاصل شود
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  ها مواد و روش
ــذر  ــي يونجــه  21از ب ــت وحــشي ايران  جمعي

موجــود در بانــك ژن منــابع طبيعــي، موســسه     
ها و مراتع كشور، بـراي مطالعـه          تحقيقات جنگل 

  .  كل استفاده شدهاي پروتئين
هـاي كـل    در اين تحقيق الكتروفورز پـروتئين  

ــه روش  ــورز ژل  (SDS-PAGEبــــ الكتروفــــ
انجـام شـد    ) آميـد دودسـيل سـولفات       اكريـل   پلي

(Laemmli, 1970) . ــه جمعيــت ــذر كلي هــاي  ب
ــه در   مــورد مطالعــه در شــرايط اســتاندارد گلخان

در تابــستان و پــاييز ســال (گلــدان كــشت شــدند 
 مـورد   جمعيـت  21 متعلق به    گياه 210از  ). 1389

يـك گـرم     مقـدار    )گيـاه  10 جمعيتهر  (مطالعه  
 يك گرم بـرگ     ها به نسبت    نمونه. شدبرگ جدا   

ــه ــي 5/1 بــ ــر ميلــ ــتخراج ليتــ ــول اســ    از محلــ
)Tris-HCl،يك مولار pH=7.5  ،Na2EDTA 

بـه خـوبي    %) 04/0مركاپتواتانـل   -2يك مولار و    
 سـاعت  24ه و به مـدت  در هاون سرد همگن شد  

 .گـراد قـرار داده شـدند         درجه سـانتي   4در دماي   
ــا دور همگناهــاســپس ــه مــدت xg11000   ب   ب

 محلـول صـاف شـده       .شـدند  دقيقه سانتريفوژ    15
نــيم   Tris-HCl(رويــي بــا محلــول بــافر نمونــه 

مركاپتواتانـل  -2و % pH=6.8  ،SDS 2/0مولار،
بــه %) 02/0و برموفنــل بلــو % 1، گليــسرول % 5/0

ــسبت  ــه ميكروتيــوپ درب مخلــوط و 1:1ن دار  ب
مـاري در درجـه حـرارت         منتقل و در دستگاه بن    

 دقيقـه جوشـانده     3گراد به مدت       درجه سانتي  95
ها تا زمان مصرف در فريـزر در دمـاي            نمونه. شد
ــانتي-20 ــه سـ ــدند   درجـ ــداري شـ ــراد نگهـ   . گـ

ــر روي ژل  30مقــدار  ــه ب ــر از هــر نمون  ميكروليت
ــولفات   ــيل س ــديم دودس ــد   س ــل آمي ــي اكري  پل

(Laemmli, 1970)ها پـس از   ژل.  بارگيري شد
ــدت    ــه م ــورز ب ــه داخــل  30انجــام الكتروف  دقيق

 گرم تري كلرو اسـتيك      20شامل  (محلول تثبيت   
سـپس  . قرار گرفتنـد  ) ليتر آب    ميلي 100اسيد در   
شامل (آميزي     ساعت در محلول رنگ    4به مدت   

و اسـيد اسـتيك     % 25 متانول   ،%25/0كماسي بلو   
هـا تـا ظاهرسـازي        ژل.  شـدند  آميزي  رنگ% ) 10

شــامل (بانــدهاي پــروتئين در محلــول رنــگ بــر  
. قـرار گرفتنـد  % ) 10و اسيد اسـتيك    % 25متانول  

 ولـت و شـدت   180دستگاه مولـد بـرق بـا ولتـاژ      
زمان جداسـازي   .  ميلي آمپر تنظيم شد    40جريان  

 ساعت و ميزان حركت عـصاره       5پروتئين حدود   
 ازت حاصــل اطلاعــا. متــر بــود  ســانتي10در ژل 
 بـه صـورت بانـدهاي مجـزاي         هـاي كـل    پروتيين

اكريل آميـد     روي ژل پلي   هر گياه يني براي   ئپروت
بـراي تعيـين وزن مولكـولي بانـدهاي       . شدنمايان  

، 29000هــاي مولكــولي پروتئينــي از لــدر بــا وزن
  . دالتون استفاده شد272000 و 132000، 45000

  
  ها داده تجزيه

 از  روي ژلهاجايگــاه هــر يــك از ايــن بانــد 
ها مشخص و به صـورت       طريق حركت نسبي آن   
عـدد   (وجـود بر اسـاس    . اعداد كمي بيان گرديد   

در ) عـدد صـفر   ( يـا عـدم وجـود هـر بانـد            )يك
ها   نسبت به تشكيل ماتريس داده     ،فواصل مختلف 

 فراواني باندها، نـسبت تعـداد بانـدهاي         .شداقدام  
مــورف نــسبت بــه تعــداد كــل بانــدها و       پلــي
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 NTSYS-pcافــزار  يــسم بانــدها بــا نــرممورف پلــي
(Rohlf, 2004) تـــــسهيم . محاســـــبه شـــــد  

ــين   ــي درون و بــــــ ــاگوني ژنتيكــــــ   گونــــــ
ــولي   ــانس ملكـ ــه واريـ گروهـــي توســـط تجزيـ

AMOVA (Excoffier et al., 1992)  و برنامـه 
ــرم ــزاري  نــــــ    ARLEQUIN 1.1افــــــ

(Schnieder et al., 1997) اهميـت  .  تعيين شـد
ــون     ــا آزم ــانس ب ــزء واري ــر ج  Permutationه

(Excoffier et al., 1992)   فاصـله  . مطالعـه شـد
 Neiهـا بـر اسـاس معادلـه       ژنتيكي ميـان جمعيـت    

(Nei, 1978) از آزمــــون .  بــــرآورد شــــد
Neighbor-Joiningافــــزار   بــــا نــــرمMEGA 

(Tamura et al., 2007) ــه ــه ب  و روش تجزي
 بـراي تفـسير   (Gower, 1966)بردارهاي اصـلي  

ــي    ــله ژنتيك ــاتريس فاص ــد م ــتفاده ش ــراي . اس   ب
ــي و     ــل ژنتيكــ ــين عوامــ ــه بــ ــي رابطــ   بررســ

  ميـــانگين اكولـــوژيكي و محيطـــي كـــه شـــامل 
در واحـــد (ي  بارنـــدگ و ماهانـــه ده ســـالهكـــل
    دمـا   و كمينـه ده سـاله      ميـانگين بيـشينه   ،  )متر  ميلي

  و ارتفـــاع از ) گـــراد در واحـــد درجـــه ســـانتي(
افــزار  اســت از نــرم) در واحــد متــر(ســطح دريــا 

SPSSــ ــتفاده   و ض ــون اس ــستگي پيرس   ريب همب
همچنــــين بــــراي بررســــي همبــــستگي . شــــد

ــاتريس ــاي مـ ــلههـ ــروتئين   فاصـ ــاي پـ ــاي  هـ   هـ
ــت  ــل جمعيـ ــله   كـ ــذري و فاصـ ــاي بـ ــاي هـ    هـ
  فاصــــله بــــر حــــسب   (هــــا  جغرافيــــايي آن

ــع  ــشاء جمـ ــومتر منـ ــت كيلـ ــاي  آوري جمعيـ   هـ
ــذري ــل ) بـ ــون مانتـ    (Mantel, 1967)از آزمـ

  .نيز استفاده شد

  نتايج و بحث
هــاي   منــشاء و مشخــصات جمعيــت1جــدول 

هــاي آب و هــوائي   ويژگــي2يونجــه و جــدول 
  .دهد ها را نشان مي آوري آن مناطق جمع

هـاي كـل يونجـه       الگوي الكتروفورز پروتئين  
 باند  44 جمعيت مورد مطالعه در كل،       21درميان  

ــشان داد ــدها از  . را  ن ــولي بان ــا 6606وزن ملك  ت
 دو جمعيت   ).1شكل  ( دالتون متغير بود     269153
ــا 3اروميــه  بانــد بيــشترين 42 و مــسجد ســليمان ب

 و كردسـتان بـا      1تعداد باندها و دو جمعيت تبريز     
ــتند    34 ــدها را داشـ ــداد بانـ ــرين تعـ ــد كمتـ    بانـ

هاي  هيچ باند نادري در ميان جمعيت     ). 3جدول  (
 ميانگين درصد چندشـكلي  . مختلف مشاهده نشد  

بود كه كمتـرين درصـد آن مربـوط بـه           % 43/25
ــتجم ــرج  عي ــاي ك ــه1 ه ــا 2 و ارومي و % 82/6 ب

بيــــشترين درصــــد چندشــــكلي مربــــوط بــــه  
ميانگين . بود% 91/40 هاي مراغه و اهر با     جمعيت

در  نسبت به كل بانـدها       تعداد باندهاي چندشكل  
 متغيـر و بـه      172/0 تـا    030/0هـا از     كليه جمعيت 

  ). 3جدول ( و اهر بود 1 ترتيب مربوط به كرج
ــا  ــژوهش ح ــن پ ــايج اي ــوع نت كي از وجــود تن

ــين جمعيــت ژنتيكــي قابــل ملاحظــه هــاي  اي در ب
چنين مقاديري از گوناگوني    . مختلف يونجه است  

ــروتئين ــايج     در پ ــا نت ــسه ب ــل مقاي ــاه، قاب ــاي گي ه
اسـت كـه   ) Prosperi et al., 2006 (پروسـپري 

 جمعيت طبيعي از يونجـه را در        103تنوع ژنتيكي   
ي تنــوع  او بــا بررســ.مطالعــه كــرده اســتاســپانيا 

ــي    ــابع ژنتيكــ ــوژيكي منــ ــي و مورفولــ ژنتيكــ
هـا  كه به ويژه از كنار جاده( .sativa . Mوحشي
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   مورد مطالعهيونجههاي  هاي مكاني جمعيت ويژگي -1جدول 
Table 1. Location characteristics of M. sativa populations 

 
  كد بانك ژن  طول جغرافيايي عرض جغرافيايي ارتفاع از سطح دريا

Altitude (m) Latitude Longitude نام اختصاري                                      Code  Gene bank 
code آوري محل جمع  Origin 

 Karaj  كرج Karaj 1 137  1كرج  00-51°'  49-35°' 1360

 Karaj  كرج  Karaj 2 1003  2كرج  00-51°'  49-35°' 1360

 Urumie  اروميه Urumie 1 1363  1اروميه  20-45°' 32°_37' 1322

 Urumie  اروميه Urumie 2 1375  2اروميه  20-45°'  32°_37' 1322
 Urumie  اروميه Urumie 3 1756  3اروميه  20-45°'  32°_37' 1322

 Ardebil  اردبيل Ardebil 1 1001  1اردبيل  18-48°' 15-38°' 1311
 Ardebil  اردبيل Ardebil 2 20252  2اردبيل  18-48°'  15-38°' 1311

 Hamedani  همداني Hamedan 1004  همدان  31-48°'  48-34°' 1850

 Shiraz  شيراز Shiraz 2111  شيراز  05-52°' 52-28°' 797

 Khoramabad  آباد خرم Khoramabad 3001  آباد خرم  21-48°'  29-33°' 1200

 Tabriz  تبريز Tabriz 1 20246  1تبريز  17-46°'  05-38°' 1366
 Tabriz  تبريز Tabriz 2 20362  2تبريز  17-46°'  05-38°' 1366
 Maragheh  مراغه Maragheh 20248  مراغه  16-46°' 23-37°' 1450

 Ahar  اهر Ahar 20253  اهر  06-47°'  28-38°' 1341
 Masjedsoleyman  مسجدسليمان Masjedsoleiman 20285  مسجدسليمان  18-49°' '56-31° 320.5

 Arak  اراك Arak 1 20312  1اراك  42-49°'  05-34°' 1755

  Arak  اراك Arak 2 20314  2اراك  42-49°'  05-34°' 1755
 Bam  بم Bam 20319 بم 21-58°'  06-29°' 1060

 Kordestan  كردستان Kordestan 20320  كردستان 00-47°' 19-35°' 1480

 Nikshahr  شهر نيك Nikshahr 20321  شهر نيك  12-60°' 13-26°' 450

 Ghoochan  قوچان Ghoochan 20330  قوچان 30-58°'  06-37°' 1340

  
ــين ــده    و زم ــاري ش ــرا و آبي ــاي مخــصوص چ ه
، اخــتلاف مهمــي بــين )آوري شــده بودنــد جمــع

امـا  . هاي وحشي و زراعي مشاهده كـرد        جمعيت
ــين جمعيــت  ــان ژن ب ــه دليــل وجــود جري هــاي  ب

وحــشي و ارقــام زراعــي، شــباهت زيــادي در     
گـاردينر و  هاي  براساس يافته. ها پيدا كرد  جمعيت

 اخـتلاف  (Gardiner and Forde, 1988)فـورد  
موجود در فراواني باندها در افراد و بـه تبـع آن در    

هـاي مختلـف ناشـي از تفـاوت در تعـداد             جمعيت
  . هاي گياه است هاي كد كننده پروتئين ژن

 بـين تسهيم گوناگوني ژنتيكـي درون و       مطالعه  
طح س ـ  مـورد مطالعـه،    جمعيت يونجه  21 جمعيتي

ــالايي از   ــسبتاً ب ــاگونين  ژنتيكــي را در درون گون
% 36 برآورد كرد در حـالي كـه         %)64(ها    جمعيت

قـرار داشـت    هـا      جمعيـت  گوناگوني كـل در بـين     
بنــابراين بيــشترين تنــوع ژنتيكــي در . )4جــدول (

ها است و بـا نتـايجي كـه از سـاير              درون جمعيت 
نشانگرهاي مولكولي بـه دسـت آمـده اسـت نيـز            

. (Mengoni et al., 2000 a, b)ارد همخواني د
تــرين دليــل تنــوع ژنتيكــي زيــاد در داخــل  مهــم
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  آباد به همراه نشانگر تعيين وزن مولكولي   گياه يونجه خرم6 تصويري از ژل اكريل آميد -1شكل 
  )بر حسب دالتون(

Fig. 1. SDS-PAGE image of six Khoramabad genotypes of  Medicago sativa with size 
molecular weight (Dalton)  

  
هــاي يونجــه دگرگــشني وتتراپلوئيــدي  جمعيــت

 .(Ronfort et al, 1998)بودن ايـن گيـاه اسـت    
چنــين درصــد تنــوع درون جمعيتــي زيــاد و بــين 
ــايج منگــوني و همكــاران       ــي كــم بــا نت جمعيت

(Mengoni et al., 2000b)   كـه بـا اسـتفاده از   
ــاهوار 3 ــاه ريزمـ ــسته جايگـ ــت   ه هـ ــه دسـ   اي بـ

  در حـالي كـه مقـادير        .آمده اسـت مطابقـت دارد     
  بــه دســت آمـــده در پــژوهش حاضــر تفـــاوت     

ــايج   ــا نت ــسياري ب ــاران  ب ــران و همك ــي عنب فلاحت
(Falahati Anbaran et al., 2005) ها  آن. دارد

هـاي   تنوع ژنتيكـي درون و بـين جمعيتـي يونجـه          
ــان،  (M. sativa)زراعــي  ــزد، كرم ــاطق ي  از من

صفهان، خراسان، لرستان و همدان را با اسـتفاده         ا
از نشانگرهاي ريزماهواره مطالعه و به ايـن نتيجـه          

ــوع معنــي  ــين  رســيدند كــه اگرچــه تن داري در ب
مشاهده شد ولـي    % 5ها در سطح احتمال      جمعيت

از تنوع كل بـه علـت تنـوع و تمـايز بـين              % 2تنها  
تنــوع كــل بــه % 98هــا بــود در حاليكــه  جمعيــت

 ــ ــاوت ب ــپتف ــت  ين ژنوتي ــاي داخــل جمعي ــا  ه ه
ــي ــن    .گــشت برم ــايج اي ــين نت ــي ب ــين اختلاف   چن

ــه علــت وحــشي    ــاد شــده ب   تحقيــق و گــزارش ي
بـودن  بودن نمونه ها در پژوهش حاضر و زراعي         

ــت ــايش اســــــــــــــــ   در آن آزمــــــــــــــــ
(Falahati Anbaran et al., 2005) .  
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  )1377-1386هاي   سالدر( جمعيت يونجه 21آوري  هاي آب و هوايي مناطق جمع  ويژگي-2جدول 
Table 2. Climatical characteristics of 21 Medicago sativa populations 

(during 1998-2007) 
 

    ميانگين كمينه دما  ميانگين بيشينه دما   ميانگين ماهانه بارندگي  ميانگين كل بارندگي

Total 
precipitation 
mean (mm) 

Monthly 
precipitation 
mean (mm) 

Maximum 
temperature (ºC) 

Minimum 
temperature (ºC) محل  Location 

 Urumie اروميه 5.63 18.40 21.747 260.28

 Tabriz تبريز 8.11 19.29 20.311 243.77

 Maragheh مراغه 8.35 19.32 21.862 262.36

 Ahar اهر 5.59 17.03 23.327 279.67

 Ardebil اردبيل 3.35 16.04 22.491 269.95

 Kordestan كردستان 6.64 22.50 22.763 368.20

 Hamedan همدان 4.30 19.81 36.085 313.08

 Karaj كرج 9.38 21.78 22.535 270.97

 Arak اراك 7.65 21.31 26.132 313.33

 Khoramabad آباد خرم 9.17 25.45 38.164 458.02

 Masjedsoleyman  مسجدسليمان 19.37 31.99 34.221 409.51
 Shiraz شيراز 11.19 26.43 27.932 335.25

 Bam بم 18.20 30.21 3.663 44.01

 Nikshahr نيك شهر 20.31 34.68 5.926 71.17

 Ghoochan  قوچان 6.73 19.78 28.115 337.44

  
براي تشريح الگوي تمايز، فاصله ژنتيكي بين       

 فاصـله   Unbiasedهـا براسـاس بـرآورد        جمعيت
ــي  ــت) Nei) Nei, 1978ژنتيك ــاي  در جمعي ه

مقدار فاصله ژنتيكـي    . مناطق مختلف محاسبه شد   
 تـا  2 و اروميه1هاي اروميه     بين جمعيت  012/0از  

 241/0 و 1هـاي اهـر وكـرج       بين جمعيـت   218/0
هــاي اهـر و خـرم آبــاد بـا ميــانگين     بـين جمعيـت  

ــين ). 5جــدول ( بــود 070/0 از فاصــله ژنتيكــي ب
هـــا بـــراي تجزيـــه بـــه بردارهـــاي      جمعيـــت

 كـه    بـه ايـن    با توجـه  . استفاده شد ) PCoA(اصلي
گوناگوني در ميـان سـه      درصد   69/73كه حدود   

 بـه  برداربنابراين اين سه    داشت،   اصلي قرار    بردار

  بـردار  .شـد  اصلي در نظر گرفته      بردارهايعنوان  
ــلي اول ــباصـ ــه ترتيـ  72/21 و 11/40  و دوم بـ

درصد از گوناگوني كـل را بـه خـود اختـصاص            
، 1 اراك   هـاي   جمعيـت   اصـلي اول   ربـردا  .دادند

شــهر، اهــر، كردســتان،   ، نيــك2قوچــان، كــرج 
هـا   را از ساير جمعيت   ، مراغه   1همدان، بم، تبريز    

شـود هـيچ     همان گونه كه مشاهده مـي     . جدا كرد 
ساختار جغرافيايي در ايـن تمـايز وجـود نداشـت       

هاي دور از هـم       ، به طوري كه جمعيت    )2شكل  (
. وه قـرار گرفتنـد    مثل بـم و همـدان در يـك گـر          

براي تشريح الگوي تمايز از فاصـله ژنتيكـي بـين      
 نيـــز Neighbor-Joiningهـــا ازروش  جمعيـــت
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   يونجه ايراني جمعيت21) نفراواني باندهاي پروتئي( برخي پارامترهاي تنوع ژنتيكي -3جدول 
Table 3. Some genetic diversity characteristics of 21 Iranian populations of 

Medicago sativa 
 

 با باندها يي
 %5≥فراواني

 اباندهايي ب
 %25≤فراواني

  فراوانياباندهايي ب
≥50 %  

مورف  پلي تعداد باندهاي
 نسبت به كل باندها

 تعداد  مورفيسم درصد پلي
 باندها

  

No. bands 
≥5% 

No. 
common 

bands ≤25% 

No.common 
bands ≤50% 

Mean polimorphic 
bands over the 

total bands 

Polymorphism 
% 

No. 
bands جمعيت  Population 

 Urumie 1 1اروميه 36 13.64 0.058 1 0 36

 Urumie 2 2اروميه 35 6.82 0.032 0 0 35

 Urumie 3 3اروميه 42 34.09 0.109 6 3 42

 Tabriz 1  1تبريز 34 25.00 0.093 0 0 34

 Tabriz 2 2تبريز 38 34.64 0.051 2 1 38

 Maragheh مراغه 40 40.91 0.123 4 2 40

 Ahar اهر 34 40.91 0.172 0 0 34

 Ardebil 1 1اردبيل 38 18.18 0.069 2 0 38

 Ardebil 2 2اردبيل 40 27.27 0.102 4 0 40
 Kordestan كردستان 34 27.27 0.115 0 0 34

 Hamedan همدان 35 22.73 0.089 2 1 35

 Karaj 1 1كرج 39 6.82 0.030 3 1 39

 Karaj 2 2كرج 37 29.55 0.127 3 1 37

 Arak 1 1اراك 37 36.36 0.149 1 0 37

 Arak 2 2اراك 38 22.73 0.086 3 1 38

 Khoramabad آباد خرم 38 22.73 0.092 5 2 38

 Masjedsoleyman سليمان مسجد 42 22.73% 0.074 6 2 42
 Shiraz شيراز 38 34.09 0.138 2 0 38

 Bam بم 35 25.00 0.074 1 0 35

 Nikshahr شهر نيك 41 31.82 0.100 6 2 41

 Ghoochan قوچان 38 31.82 0.115 3 1 38

 
 

   جعميت ايراني يونجه21هاي كل  هاي پروتئين  دادهAMOVA -4جدول 
Table 4. Analysis of molecular variance of 21 Iranian populations of  Medicago sativa 

using protein data 
 

 احتمال درصد واريانس ميانگين مربعات درجه آزادي  
Source منبع  df. Mean square Variance (%) Probability 

Among populations 36 12.500 20  ها  ميان جمعيت  

Within populations 0.010 64 2.170 158  ها  درون جمعيت 

Total   14.671 178  كل   

  
در . (Tamura et al., 2007)اســتفاده شــد  

هاي مورد بررسـي     ، كليه جمعيت  NJدندروگرام  
در ). 3شـكل   (به دو كلاستر عمده تقسيم شـدند        

   1آباد و اردبيل هاي خرم اين دندروگرام جمعيت
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 21هاي كل هاي ژنتيكي پروتئين ويژگيبراي  PCoA )( حاصل دو بردار اصلي اول  نمودار -2شكل 
 Nei  نااريب ايراني يونجه بر اساس فاصله ژنتيكيجمعيت

Fig. 2. Two-dimensional graph based on the ordination scores of the principal 
coordinate analysis (PCoA) using Nei's unbiased genetic distances 

 

  
  
  
  
  
  
  

  
 مختلف هاي جمعيتهاي كل  ئينهاي فاصله ژنتيكي پروت  همبستگي بين ماتريسپراكندگي -3شكل 

   فاصله جغرافياييوايراني يونجه 
Fig.3. Scatter plot of pair-wise total protein and geographic distances of Iranian 

populations of Medicago sativa 

  
هـا در كلاسـتر      در يك كلاستر و سـاير جمعيـت       

فاصله ژنتيكـي مـشاهده شـده       . ديگر قرار گرفتند  
بنـدي    در كلاستر فوق شباهت بـسياري بـا گـروه         

.  داشـــتPCoAهـــا توســـط آزمـــون  جمعيـــت
آبــاد و  شــود خــرم گونــه كــه مــشاهده مــي همــان

ها   از ساير جمعيت2 و 1 توسط دو بردار  1اردبيل
 بر روي بردار    3البته جمعيت اروميه  . اند  جدا شده 

 قـرار گرفتـه كـه       1 در فاصله نزديكي با اردبيـل      2
 نيـز قابـل مـشاهده       NJر كلاستر   چنين نزديكي د  

  . است
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 (AMOVA)نتيجه تجزيه واريانس مولكولي     
نيز سطح نـسبتاً بـالايي از گونـاگوني         ) 4جدول  (

 نشان داد و    %)64(ها    ژنتيكي را در درون جمعيت    
ــاگوني، ميــان جمعيــت%)36(فقــط  هــاي   از گون

رغم تنوع ژنتيكـي زيـاد        علي. مختلف قرار داشت  
 ورد مطالعـــه يونجـــه،هـــاي مـــ در بـــين جمعيـــت

اختصاص الگوي پروتئيني خاصي بـه هـر يـك از           
. پـذير نـشد     ها امكان  ها و يا برخي جمعيت     جمعيت

تواند ناشي از پديـده جريـان ژن          اين موضوع مي  
ــت  ــين جمعيـ ــين    در بـ ــز بـ ــشي و نيـ ــاي وحـ هـ

هاي وحشي و ارقام زراعي حاصل شـده          جمعيت
ــد   ؛(Prosperi et al., 2006 باشــــ

(Falahati Anbaran et al., 2005 .  

هاي فاصـله     ضرايب همبستگي جفت ماتريس   
ــت  ــايي جمعي ــاي  ژنتيكــي و جغرافي ــا يونجــهه  ب

همبـستگي  .  محاسـبه شـد    مانتلاستفاده از آزمون    
 و  كـل هـاي     پـروتئين   هاي هاي فاصله   بين ماتريس 

   جغرافيـــايي منـــاطق مختلـــف بـــسيار كـــم بـــود
 كه از نظر آمـاري نيـز معنـي دار نبـود             )4شكل  (
)028/0=R ،1/0=P.(   ــه ــل رابطـ ــه و تحليـ تجزيـ

پيرســـون نـــشان داد كـــه بـــين هفـــت شـــاخص 
 هاي مختلـف و     پارامترهاي تنوع ژنتيكي جمعيت   

، ميــانگين بارنــدگي كــلشــامل ( عوامــل اقليمــي
 ،ميــانگين ماهانــه بارنــدگي، ميــانگين بيــشينه دمــا

داري وجـود     اخـتلاف معنـي    )ميانگين كمينه دمـا   
ارتفـاع از سـطح    ين  فقـط ب ـ    و )6جدول  (نداشت  

  
  
  
  
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  Neighbour-joining تجزيه كلاستر  يونجه حاصل با روش ايراني جمعيت21 دندروگرام -4شكل 
Fig. 4. Dendrogram of 21 Iranian populations of Medicago sativa produced by the 

neighbour-joining clustering method 
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   جمعيت ايراني يونجه21هاي ژنتيكي  نااريب فاصله ماتريس برآورد -5جدول 

Table 5. Pairwise values for Nei’s genetic distances of  21 Iranian populations of  Medicago sativa 
 

 

  جمعيت
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Sh
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z 
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ك
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شهر

 
N
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r 

چان
قو

  G
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oc
ha
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Urumie 1  0.000 1اروميه                     
Urumie 2  0.000 0.012 2اروميه                    
Urumie 3  0.000 0.025 0.030 3اروميه                   
Tabriz 1  0.000 0.060 0.076 0.088 1تبريز                  
Tabriz 2  0.000 0.109 0.044 0.024 0.037 2تبريز                 
Maraghe 0.000 0.104 0.030 0.061 0.074 0.074 مراغه                
Ahar 0.000 0.052 0.127 0.060 0.096 0.098 0.096 اهر               
Ardebil 1  0.000 0.137 0.115 0.067 0.115 0.030 0.056 0.044 1اردبيل              
Ardebil 2  0.000 0.058 0.106 0.083 0.028 0.078 0.033 0.044 0.048 2اردبيل             
Kordestan 0.000 0.071 0.114 0.073 0.055 0.070 0.053 0.067 0.035 0.041 كردستان            
Hamedan 0.000 0.037 0.087 0.135 0.094 0.037 0.087 0.050 0.078 0.063 0.068 همدان           
Karaj 1  0.000 0.194 0.156 0.093 0.117 0.218 0.172 0.101 0.197 0.083 0.090 0.110 1كرج          
Karaj 2  0.000 0.146 0.087 0.066 0.063 0.087 0.106 0.070 0.071 0.081 0.047 0.046 0.051 2كرج         
Arak 1  0.000 0.056 0.111 0.070 0.054 0.048 0.056 0.042 0.046 0.051 0.051 0.028 0.030 0.041 1اراك        
Arak 2  0.000 0.052 0.036 0.113 0.085 0.056 0.064 0.084 0.103 0.075 0.050 0.097 0.051 0.029 0.033 2اراك       
Khoramabad 0.000 0.172 0.140 0.197 0.166 0.181 0.208 0.177 0.116 0.241 0.166 0.173 0.202 0.124 0.156 0.153 آباد خرم      
Masjed Soleyman 0.000 0.141 0.025 0.052 0.062 0.050 0.104 0.071 0.039 0.067 0.132 0.097 0.028 0.115 0.038 0.025 0.037 مسجدسليمان     
Shiraz 0.000 0.028 0.140 0.033 0.018 0.044 0.091 0.062 0.046 0.031 0.054 0.076 0.051 0.028 0.066 0.021 0.015 0.023 شيراز    
Bam 0.000 0.077 0.116 0.206 0.095 0.076 0.102 0.201 0.035 0.043 0.099 0.138 0.077 0.031 0.115 0.035 0.084 0.080 0.084 بم   
Nikshahr 0.000 0.073 0.037 0.042 0.162 0.029 0.043 0.032 0.106 0.063 0.053 0.057 0.081 0.100 0.056 0.056 0.055 0.027 0.031 0.047 شهر نيك  
Ghoochan 0.000 0.033 0.056 0.019 0.059 0.164 0.048 0.020 0.032 0.128 0.049 0.048 0.040 0.067 0.057 0.025 0.056 0.032 0.023 0.032 0.038 قوچان 
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دريا و تعداد باندها و تعداد باندهايي كه بيشتر يـا           
فراوانــي داشــتند همبــستگي متوســط % 5مــساوي 

وجـود  % 5سـطح احتمـال     داري در    منفي و معنـي   
  . داشت

  
  هاي كل پروتئينژنتيكي صفات  وضرايب همبستگي پيرسون بين فاكتورهاي اكولوژيكي  -6جدول 

Table 6. Pearson correlation coefficients between ecological factors and total proteins 
parameters 

 
بيشينه دماميانگين  ميانگين كمينه دما دريا ارتفاع از سطح  بارندگي ميانگين كل ميانگين ماهانه بارندگي   

Source منبع  

Altitude 
 (m) 

Minimum 
temperature 

 (ºC) 

Maximum 
temperature 

 (ºC) 

Mean of 
monthly 

precipitation  
(mm) 

Mean of total 
precipitation 

(mm) 
  تعداد باندها

No. bands -0.473* 
0.322ns 0.288ns 0.056ns 0.046ns 

  %5≥ميانگين تعداد باند با فراواني 
No. bands Freq≥5% -0.473* 0.322ns 0.288ns 0.056ns 0.046ns 

  %25≤ميانگين تعداد باند با فراواني 
No. common bands ≤25% -0.061ns 0.090ns 0.185ns -0.057ns -0.060ns 

  %50≤ميانگين تعداد باند با فراواني 
No. common bands ≤50% -0.426ns 0.345ns 0.364ns 0.144ns 0.136ns 

مورف نسبت به  پلي تعداد باندهاي
  كل باندها

Mean polymorphic bands  
over the total bands 

 
 

0.077ns 

 
 

-0.069ns 

 
 

-0.025ns 

 
 

0.154ns 

 
 

0.157ns 

  مورفيسم درصد پلي
Polymorphism % -0.047ns 0.092ns 0.095ns -0.006ns -0.005ns 

ns 5 معني دار درسطوح احتمال  ودار به ترتيب غير معني* :   و.%  
ns and * : Not-significant and significant at 5% level of probability, respectively. 

  
عدم وجـود ارتبـاط بـين تنـوع ژنتيكـي و توزيـع              
ــان مختلفــي گــزارش شــده    ــايي در گياه جغرافي

ــت   ؛(Alipour et al., 2002 اســــ
Sihag et al., 2004 ؛Javaid et al., 2004؛  
(Malik et al., 2009.  تاكنون مطالعات بسياري

انجام شده تـا ماركرهـاي مناسـبي بـراي گياهـان            
 كـه تحـت تـأثير عوامـل       شـود مختلف شناسـايي    

با توجـه بـه ايـن واقعيـت كـه در            . محيطي نباشند 
مطالعه حاضر و بـسياري از گياهـان، گونـاگوني           

اي كل ارتباطي بـا توزيـع جغرافيـايي و          ه پروتئين
دهنـد، ايـن مـاركر        عوامل اكولوژيكي نشان نمي   

ــي ــايي      مـ ــراي شناسـ ــدي بـ ــزار مفيـ ــد ابـ توانـ
هــايي كــه داراي تنــوع ژنتيكــي بــالايي  جمعيــت

هـاي حفاظـت و       ها در برنامه    هستند باشد تا از آن    
نتـايج ايـن پـژوهش نـشان        . اصلاح استفاده شـود   

رويـه از مراتـع،       شت بي رغم بردا   دهد كه علي    مي
ــت ــل      جمعي ــوع قاب ــه از تن ــف يونج ــاي مختل ه
بايست در هـر دو       اي برخوردارند كه مي     ملاحظه
، حفاظـت  Ex situ و In situهاي حفاظتي  برنامه

هاي وحشي يونجه مـورد توجـه قـرار           از جمعيت 
كه وجود تنوع ژنتيكي يكي از        جايي  از آن . گيرد

ــه    ــت برنام ــراي موفقي ــروري ب ــرايط ض ــ ش ايه
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هـايي كـه از       تـوان از جمعيـت      نژادي است، مي    به
تنوع و تمايز زنتيكي بالايي برخوردار هـستند در         

گيري با ارقام زراعي اسـتفاده كـرد تـا از             دورگ
ــي از   ــاط ناشـــ ــودگي و انحطـــ ــر فرســـ خطـــ

بـا توجـه    . آميزي جلوگيري به عمل آيـد       خويش
  كــــه در ايــــن پــــژوهش كمتــــرين  بــــه ايــــن

هــاي  ه جمعيــتمورفيــسم مربــوط بــ درصــد پلــي
ــرج ــه1كــ ــا 2 و اروميــ ــشترين % 82/6 بــ   و بيــ

  هــاي  مورفيــسم مربــوط بــه جمعيــت درصــد پلــي
ــا   هــا  ايــن جمعيــت. بــود% 91/40 مراغــه و اهــر ب

آبـاد    خرم – و اهر    1 كرج -هاي اهر  و نيز جمعيت  
  ديگــر  كــه بيــشترين فاصــله ژنتيكــي بــا يــك     

را داشــــتند بــــراي ايجــــاد تنــــوع ژنتيكــــي و  

نــژادي  هــاي بــه در پــروژههــاي تلاقــي  آزمــايش
  .پيشنهاد مي شوند

  

  سپاسگزاري

ــرح   ــايج طـ ــشي از نتـ ــر بخـ ــژوهش حاضـ پـ
هـا و   تحقيقاتي مصوب موسسه تحقيقـات جنگـل   

ــوان   ــا عن بررســي تنــوع ژنتيكــي مراتــع كــشور ب
، Dactylis glomerataهـاي   هاي گونـه  جمعيت

Medicago sativa ،Agropyron cristatum و 
Agropyron deserterumهـاي   سط پـروتئين  تو

بدين وسيله از كليه كساني كه ما را به         .  است كل
ــد       ــاري دادن ــژوهش ي ــن پ ــام اي ــوي در انج نح

  .شود سپاسگزاري مي
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