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با نشانگرهاي (.Medicago sativa L) هاي یونجه  ارزیابی تنوع ژنتیکی بین و درون اکوتیپ
RAPD  

  
Genetic Diversity Among and Within of Alfalfa (Medicago sativa L.) Ecotypes Based 

on RAPD Markers 
  

  7و مریم برقی6، فاطمه محمدزاده5ورشهین نوع پر  ،4، جلال صبا3زاده ، مصطفی ولی2، احمد رزبان*1فر حسن منیري
  

  چکیده
غرب کشور بـا اسـتفاده از نشـانگرهاي     آوري شده از منطقه شمال اکوتیپ یونجه ایرانی جمع 30در این بررسی تنوع ژنتیکی در 

RAPD استخراج . ارزیابی شدDNA  78 ه، مجموعـاً آغازگر تصادفی ارزیـابی شـد   30ده آغازگر از . هر اکوتیپ انجام شداز  نمونه 30در 
بیشترین میانگین سطح تنوع ژنتیکی براساس . نوار متفاوت بود 68نوار تا  36نوار چند شکل ایجاد کردند و تعداد نوارهاي چند شکل از 

بیشـترین  . خـون بـود   اسـپره  -جوشین مشاهده شد و کمترین آن متعلق به اکوتیپ تبریز -هاي نی و شانون در اکوتیپ ورزقان  شاخص
جوشـین و   -هـاي ورزقـان   کند و کمترین آن مربوط به اکوتیپ باش -آباد زنوزق و بستان -هــاي مـرند بین اکوتیپ FSTنتیــکی فاصله ژ
تجزیه واریـانس مولکـولی   . هاي فوق مطابقت نشان داد الهرد بود که این نتایج با فواصل جغرافیایی مناطق مورد کشت اکوتیپ –ورزقان 

هـا   درصد مربوط به تنوع ژنتیکی درون اکوتیـپ  37/65ها و  تنوع ژنتیکی بین اکوتیپبه ز تنوع کل مربوط درصد ا 63/34نشان داد که 
 30اي  خوشـه   تجزیـه . باشـد  باشد که حاکی از تنوع قابل ملاحظه و وجود پتانسیل عظیم ژنتیکی براي کارهـاي اصـلاحی آتـی مـی     می

ایـن  . باش کند به صورت انفرادي در یک گروه مسـتقل قـرار گرفـت    -آباد بستاناکوتیپ . بندي نمود خوشه دسته 4اکوتیپ یونجه را در 
متـر و   2400آوري که ارتفاع منطقه جمع طوريهها بود ب هاي اقلیمی منطقه مورد کشت نیز متفاوت از سایراکوتیپ اکوتیپ از نظر ویژگی

هـا   اکوتیـپ رسد ارتفـاع ناحیـه جغرافیـایی     نظر میه ب. اشدب هاي متحمل به سرما می در اقلیم بسیار سرد واقع شده است و جزو اکوتیپ
  . ها بوده استثیرگذاري برروي ساختار ژنتیکی آنتا داراي بیشترین سهم در

  
  واریانس مولکولی ،RAPDتنوع ژنتیکی، نشانگرهاي ، یونجه :کلیديهاي  هواژ
  

                                                 
  استادیار پژوهش مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان آذربایجان شرقی، تبریز 1.
  شرقی، تبریز کارشناس محقق مرکز تحقیقات کشاورزي و منابع طبیعی استان آذربایجان. 2
  گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزي، دانشگاه تبریز، تبریز استاد. 3
  استادیار گروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزي، دانشگاه زنجان، زنجان. 4
  دانش آموخته کارشناسی ارشد اصلاح نیاتات دانشگاه تبریز. 5
 دانش آموخته کارشناسی ارشد اصلاح نیاتات دانشگاه زنجان. 6
  دانش آموخته کارشناسی ارشد اصلاح نیاتات دانشگاه زابل. 7

  نویسنده مسئول *:
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 مقدمه 
تـرین  یکـی از مهـم   (.Medicago sativa  L)یونجه 

هـا و   اي اسـت و اهمیـت زیـادي در تغذیـه دام     گیاهان علوفـه 
 ـ   .هاي دامی دارد افزایش فراورده عنـوان  هاین گیاه کـه اغلـب ب

تـرین گیاهـان   شـود از مهـم   اي نامیده مـی  ملکه نباتات علوفه
در این که . )Tucak et al.2008 ,( رود شمار میاي دنیا به علوفه

، توافـق  ایران ناحیه مرکزي خاستگاه جغرافیایی یونجـه اسـت  
کلی وجود دارد ولی اهمیت و وفـور آن در منطقـه شـمالغرب    

بنـابراین ژرم پلاسـمی   . باشـد  کشور متمایز از سایر مناطق می
  نـــی از ایـــن گیـــاه در منطقـــه وجـــود دارد     غبســـیار  

)Monirifar & Barghi 2009(.  
آگاهی از سطح تنوع ژنتیکـی و بـرآورد دقیـق آن در    

وابـط ژنتیکـی بـین مـواد     هـاي گیـاهی و تعیـین ر    پلاسم ژرم
. هـاي اصـلاحی اسـت    اساس بسیاري از برنامه اصلاحی، پایه و

اهمیت تنوع ژنتیکـی در گیاهـان از دو دیـدگاه مـورد توجـه      
نخســت تنــوع ژنتیکــی شــرط لازم بــراي رســیدن بــه : اســت

از سـوي دیگـر تنـوع    . محصول بیشتر و پایداري عملکرد است
هـاي اصـلاحی را    مـه ژنتیکی، منابع ژنتیکـی مفیـد بـراي برنا   

ــایی ــرده شناسـ ــظ آن  کـ ــث حفـ ــی  و باعـ ــا مـ ــود هـ   شـ
)Gepts & Papa 2003(،     گـران در   بـه همـین دلیـل اصـلاح

 هـا هاي اسـتفاده از آن  جستجوي منابع جدید ژنتیکی و روش
هـاي   منظور افزایش و پایداري عملکرد در مواجهه بـا تـنش  به

م جدیـدي  که بتوانند ارقـا به نژادگران براي این. جدید هستند
رم فی کننـد، نیازمنـد دسترسـی بـه ژ    از گیاهان زراعی را معر

اند و یا در حال از فراوانی هستند که یا از بین رفته هايپلاسم
بنـابراین اطـلاع از میـزان تنـوع ژنتیکـی،      . بین رفتن هسـتند 

برداري صـحیح و دقیـق و حفاظـت از منـابع ژنتیکـی در      بهره
رونـد تکامـل گیاهـان     يهلعطاهاي به نژادي و مپیشبرد برنامه

هـاي بـه   زراعی در جهت تبیین اصـول صـحیح برنامـه ریـزي    
  .)Ford-Lloyd 2001( نژادي حایز اهمیت است

متعددي مبنی بر اسـتفاده از نشـانگرهاي    هايگزارش
RAPD و  گــراردي .بــراي بــرآورد تنــوع ژنتیکــی وجــود دارد
ج آغـازگر  با اسـتفاده از پـن   )Gerardi et al., 1997( همکاران
RAPD   رقم یونجه اصلاح شده و نشـده   8فاصله ژنتیکی بین

هاي ژنـی چنـد   را بررسی و گزارش نمودند که در بیشتر مکان
هـا تنـوع ژنتیکـی بـین و درون     آن. شکلی بالایی وجـود دارد 

طـور  هها ب جمعیت را محاسبه و اذعان نمودند که بین جمعیت
  .تدار اس اي، این تنوع معنی قابل ملاحظه

بـا   )et al., 1996 Crochemor ( و همکاران کروچمور
جمعیـت یونجـه    26توانسـتند   RAPDاستفاده از نشانگرهاي 

ها نشـان دادنـد کـه تنـوع     آن. بندي نمایند تتراپلویید را گروه
ژنتیکی تقریباً در حد مساوي بین و درون جمعیت قابل توزیع 

وشـی  است و از تحقیقات خویش نتیجه گرفتند کـه چنـین ر  
و  شـعار  دهقـان . توانـد مـوثر باشـد    ها می براي تشخیص واریته

نیـز بـا اسـتفاده از     )Dehghan Shoar et al., 1997( همکاران
اقـدام بـه تجزیـه ژنتیکـی بــین و درون      RAPD نشـانگرهاي 
رقـم   6ها شـامل  مواد آزمایشی آن. هاي یونجه کردند جمعیت
 40از هر رقـم  . درقم آمریکایی بو 2رقم نیوزلندي و  2ایرانی، 

گیاه مورد بررسی قرار گرفت و نشان دادنـد کـه بـین ارقـام و     
ها پیشنهاد آن. بخصوص ارقام ایرانی، تنوع وسیعی وجود دارد

 از ها در یونجـه بـا اسـتفاده    کردند که تجزیه ژنتیکی جمعیت
چنـین در  تواند براي اصلاح ارقام و هم می RAPDنشانگرهاي 

هـا مـورد   هی بذر و ارزیابی خلـوص آن هاي کنترل و گوا برنامه
  .استفاده قرار گیرد

 )Jenczewski et al., 1992( و همکـاران  جنزوفسـکی 
براي تشخیص تفاوت بین ارقام اصـلاح شـده و نشـده یونجـه     

استفاده کردند و نتـایج را بـا    RAPD اسپانیایی از نشانگرهاي
  بررسی آلوزیم مقایسه و اظهار نمودند که اگرچه نشانگرهاي

RAPD  در داخل ارقام فاصله ژنتیکی کمتري نسبت به آلوزیم
نشان داد ولی کیفیت و کمیت الگوي بانـدي ارقـام کـاملاً بـا     

  .آلوزیم یکسان بود
ــیال  ــاران موس از  ) Musial et al., 2000( و همک

ــام   RAPDنشــانگرهاي  ــه فاصــله ژنتیکــی درون ارق در تجزی
ر داشـتند کـه وجـود    استفاده کردند و اظهـا  یییونجه استرالیا

فاصـله   هاي یونجه تشخیص فاصله ژنتیکی در درون جمعیت
ها ارقام آن. سازد هاي یونجه را مشکل می ژنتیکی بین جمعیت
ــب   ــه منتخـ ــهیونجـ ــاي از گونـ   وfalcata  Medicago هـ

sativa  Medicago  از . را در استرالیا مورد بررسی قـرار دادنـد
اده فقرار گرفت و بـا اسـت  گیاه مورد تجزیه  19هر ده کولتیوار 

ــازگر  11از  ــی RAPD، 96آغ ــد پل مورفیــک ثبــت شــد و   بان
گیـري شـد کـه     ها اندازهو درون آن ارقامشباهت ژنتیکی بین 

و بـین ارقـام از    51/0تـا   43/0درون ارقام شباهت ژنتیکی از 
دیگر میسر یکبنابراین جدا کردن ارقام از  .بود/.  49تا  31/0

ظهار داشتند که وجود فاصله ژنتیکی زیاد چنین انگردید و هم
  .باشد تیک خیلی مهم میسنت ارقامدرون ارقام براي  در بین و

ــه جمــع آوري  Cazcarro 2000( 50(  کازکــارو نمون
از آسـیا و    M. falcataو  M. sativaهـاي   شده مربوط به گونه

ها بـر اسـاس    بندي نمونه گروه. اروپا را مورد بررسی قرار دادند
نشـان داد کـه    AFLPو  RAPD ج حاصـل از نشـانگرهاي  نتای

تنوع ژنتیکی رابطه مستقیمی وجود  بین صفات مرفولوژیکی و
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ایـن نتـایج   . دارد که بر اساس آن دو کلاستر مشخص گردیـد 
  و همکـــاران بیـــرمشـــابه نتـــایج مربـــوط بـــه تحقیقـــات  

)Beer et al, 1993(  بود که در یولاف روي صفات مرفولوژیکی
 .یکی کار کرده بود و نتایج مشابهی حاصل شده بودو تنوع ژنت
تنـوع ژنتیکـی را از    )Tucak et al., 2008(و همکاران  توکاك

ــانگر  ــق نشــــ ــه 14در  RAPDطریــــ ــم یونجــــ   رقــــ
M. sativa        بـه همـراه یـک جمعیـت ازM. falcata    مـورد

بررسی قرار دادند و براساس نتایج حاصله پیشنهاد نمودند که 
ند ابزار مفید و توانمند براي برآورد نتوا می RAPDهاي  نشانگر

چنـین  هـم . دنپلاسم متنـوع یونجـه باش ـ   تنوع ژنتیکی در ژرم
براي تشـخیص   ) Johnson et al., 2002( و همکاران جانسون

سطوح مقاومت در گیاه یونجه و جمعیت هاي آن آزمایشـاتی  
 .انجام دادند PCRبا 

ــا ــاران کیشـ  در )Kisha et al., 2002( و همکـ
هاي ترکیه، اسـترالیا و   ژنتیکی در بین یونجه تنوعگیري  اندازه

ــه ــراز داشــتند کــه  اســپانیا ب وســیله نشــانگرهاي متفــاوت، اب
تنـوع  گیـري   طور وسیعی بـراي انـدازه  نشانگرهاي مولکولی به
شود ولی درستی و صحت اطلاعاتی که از  ژنتیکی استفاده می

ته است و انتخـاب  آید اغلب ناشناخ ها به دست می این نشانگر
نشانگرها یا بر اساس هزینه کـم آن و یـا بـر اسـاس امکانـات      

بـراي آزمـایش کـارایی    هـا  آن. پـذیرد  آزمایشگاه صـورت مـی  
هــاي  گیــري تنــوع ژنتیکــی در جمعیــت نشــانگرها در انــدازه

گیاه از سه جمعیت یاد شده استفاده کردند و  96 سنتتیک از
یجه گرفتند که نت ند وکار برد را به  RAPDوSSR نشانگرهاي 

هـر کـدام از نشـانگرها همبسـتگی دارد و      واریانس ژنتیکی با 
توان از هـر کـدام از نشـانگرها در تعیـین فاصـله ژنتیکـی        می

 .استفاده کرد
منظور ارزیـابی تنـوع ژنتیکـی درون و    به پژوهشاین 

چنـین  و هـم مناطق مختلف آذربایجان اکوتیپ یونجه  30بین
، جهـت  RAPDاسـتفاده از نشـانگرهاي    هـا بـا  بنـدي آن گروه

محصول  هاي پرهاي اصلاحی و تولید واریتهاستفاده در برنامه
  .انجام شد

  
   ها مواد و روش

تــوده محلــی  29مــواد گیــاهی شــامل : مــواد گیــاهی
شـرقی و   آوري شده از مناطق مختلف اسـتان آذربایجـان   جمع

ري هاي محلی با مراجعه حضـو  توده .اصلاح شده بودیک رقم 
به مناطق مورد کشت یونجه و کسب اطمینان از محلی بـودن  

مـورد اسـتفاده بـه      هـاي  اکوتیپ  لیست .آوري شد بذور جمع
  .ر شده استکذ یکهمراه مشخصات مربوطه در جدول 

  DNAاستخراج 
از  DNAاستخراج بذر انتخاب شد و  30از هر اکوتیپ 
) Kang & Yang 2004(کانـک و یانـگ    هر تک بذر و با روش
  :به شرح زیر انجام شدبا بعضی از تغییرات 

 میکرولیتر از بافر استخراج 200هر بذر در هاون به همراه   -1
گـرم شـده    گـراد  سانتیجۀ در 60که قبلاً در انکوباتور در 

له شده و تمام مواد داخل هاون به یـک تیـوب    بود، کاملا ً
  . منتقل شد

دور در دقیقـه   10000ها در دستگاه سانتریوفوژ در  تیوب  -2
(rpm)  دقیقه سانتریوفوژ شدند 5به مدت.  

هـر تیـوب بـه تیـوب دیگـري      ) سـوپرناتانت (مایع فوقانی   -3
هـا اضـافه   منتقل شده و هم حجم آن ایزوپروپانول بـه آن 

 . شد
ها چند بار به آرامی وارونه شـده و در ایـن مرحلـه،     تیوب  -4

، در بود DNAکلاف کاملاً شفاف و سفید رنگی که حاوي 
 .هر تیوب مشاهده گردید

دور دقیقه  5000دقیقه در  5ها به مدت  پس از آن تیوب  -5
  .سانتریوفوژ شدند

رسوب تشکیل شده . مایع فوقانی هر تیوب دور ریخته شد  -6
 .است DNA) پلیت(در ته تیوب 

هـا  طور وارونه گذاشته شدند تا الکـل درون آن هها بتیوب  -7
  .کاملاً خشک و برطرف شود

اضافه شده،  TEمیکرولیتر بافر  50در نهایت به هر تیوب،  -8
  .ها در دماي اتاق به مدت چند ساعت قرار داده شدند تیوب
RNA شود، بنابراین از  بعد از مدتی حذف میRNase  استفاده
  .نشد

استخراج شده با استفاده از الکتروفورز  DNAکیفیت و کمیت 
  .سی شدژل آگاروز و روش اسپکتروفتومتري برر

  
  ، بارگذاري و امتیازدهی نوارهاPCRانجام 

مشخصات آغازگرهاي تصادفی مورد استفاده  2جدول 
، از پـژوهش آغازگرهاي مورد استفاده در این  .دهد را نشان می

 -20صورت محلول منجمد تهیه و در فریزر هشرکت سیناژن ب
زگر تصـادفی بـا   آغـا  38. نگهـداري شـدند   گـراد  سانتیدرجه 
ها، مورد بررسـی   تصادفی از بین تمام نمونه هننمو 5از  استفاده

هـاي   این بررسی با غلظت رقیق نشـده و غلظـت  . قرار گرفتند
وسـیله آب اسـتریل دوبـار تقطیـر شـده      مختلف رقیق شده به

آغازگر با الگوي نواري مناسب بـراي   10نهایت  انجام شد و در
تـدا برنامـه   اب. مراز انتخـاب شـدند   اي پلی انجام واکنش زنجیره

PCR دست آوردن دماي مناسب بازسرشتی بـراي  منظور بهبه
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 دماهـاي  ، درDNAآغازگرهاي مورد استفاده، بـا چنـد نمونـه    
تنظـیم   PCRهینه شده و برنامـه  و اتصال ب مختلف بازسرشتی

بـار   40سـازي، اتصـال آغـازگر و بسـط،      مراحل واسرشته .شد
، در فریـزر  PCR، محصـولات  PCRتکرار شد و پس از پایـان  

 .نگهداري شـدند تـا الکتروفـورز شـوند     گرادسانتیدرجه  -20
 آگـارز  با استفاده از ژل PCR جداسازي محصولات تکثیرشده

آمیـزي بـا اتیـدیوم برومایـد      انجام و به روش رنگ درصد 5/1
ــدند ــازي ش ــافر   . آشکارس ــارز ب ــر روي آگ ــه ژل، ب ــراي تهی ب

TAE(1x)   پـس از  . شـد اضافه و تا حل شدن کامل جوشـانده
 5، مقـدار  سلسـیوس درجـه   50رسیدن دماي ژل بـه حـدود   

لیتر اتیدیوم برومایـد،   گرم در میلی میلی 10میکرولیتر محلول 

لیتر ژل اضافه و پس از خنک شدن، ژل در  میلی 300به ازاي 
  . قالب مربوطه ریخته شد

میکرولیتر بـافر   RAPD  ،2واکنش  PCRبه هر تیوپ 
میکرولیتـر در هـر چاهـک     10هر نمونه بارگذاري اضافه و از 

ولت و  90ولتاژ مورد نظر براي عمل الکتروفورز . بارگذاري شد
  . ساعت در نظر گرفته شد 5/3مدت زمان الکتروفورز 

الگوي نواري حاصل مورد بررسی قرار گرفـت و بـراي   
عدم وجود و (نوارهاي واضح و بدون ابهام با مقادیر صفر و یک 

چنین بـراي مشـخص    عمل آمد و هم دهی بهامتیاز) وجود باند
شدن اندازه قطعات تکثیـر شـده از نشـانگر وزن مولکـولی بـا      

   .جفت باز استفاده شد 100-3000اندازه قطعات 
  

  هاي یونجه ایرانی با  هاي مورد مطالعه در ارزیابی تنوع ژنتیکی بین و درون اکوتیپ اکوتیپآوري  و محل جمعنام  :1جدول 
  RAPDنشانگرهاي 

Table 1: Names and collection sites of 30 alfalfa ecotypes used for genetic diversity study based on RAPD 
  Ecotype name  نام اکوتیپ Collection site  محل جمع آوري

 Marzad 1  مارزاد  Jolfa  جلفا
 Gran chay 2  چاي قران  Kaleibar  بریکل

 Leghan 3  لقلان  Ahar  اهر 
 Zonorag 4  زنورق  Marand  مرند
 Sivan 5  انوسی  Marand  مرند
 Khor-khor 6  خورخور  Oskou  اسکو
 Sattelou 7  ساتلو  Tabriz  تبریز
 Smail-abad 8  آباد اسماعیل  Malekan  ملکان
 Koul-tapa 9  کل تپه  Maraghe  مراغه
 Almalou 10  آلمالو  Ajab-Shir  شیر عجب
 Kordadeh 11  ده کرده  Maraghe  غهامر

 Sefidkhan 12  خان سفیده  Tabriz  تبریز
 Gara-baba 13  بابا قره  Bostan-Abad  آباد بستان
 Zolbin 14  ذوالبین  Hasht-Roud  هشترود
 Zavie 15  زاویه  Hasht-Roud  هشترود
 Seiviar 16  سیویار  Hasht-Roud  هشترود
 Akram-abad 17  اکرم آباد  Hasht-Roud  هشترود

 Balsin 18  بالسین             Miyane  میانه 
 Bash-kand 19  کند باش  Bostan-Abad  آباد بستان
 Ein-aldin 20  الدین عین  Bostan-Abad  آباد بستان
 Baftan 21  بافتان  Sarab  سراب

 Ilan-jough 22  جوق ایلان  Ardabil  اردبیل 
 Khaje 23  خواجه  Heris  هریس
 Goravan 24  گوراوان  Heris  هریس
 Dizaj-safarali 25  صفرعلی دیزج  Varzgan  ورزقان
 Kordlou 26  کردلر  Ahar  اهر

 Khosrovanagh 27  خسروانق  Varzgan  ورزقان
 Chalnab 28  چلناب  Varzgan  ورزقان
 Almard 29  المرد  Varzgan  ورزقان

 Gara-yonjeh 30  یونجه قره  Khosro-Shahr  خسروشهر
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  RAPDمراز براي تجزیه  اي پلی نش زنجیرهازگرهاي مورد استفاده در واکغآ: 2جدول 
Table 2: Description of arbitrary oligonucleotide primers used for RAPD analysis 

  نام آغازگر
Primer 

  توالی
Sequence 

  تعداد نوار چند شکل
Number of bands 

  اندازه باند
Band size range 

OPJ4 CCGAACACGG 5 550-1250 
B1 GGTTCGCTCC  7 350-900  
B6 TGCTCTGCCC 10 230-1400  
B7 GGTGACGCAG 11 250-1500  
B8 GTCCACACGG 8 270-1100 

OPJ13 CCACACTACC 9 220-1200 
B10 CTGCTGGGAC 10 370-3000  

OPA1  CAGGCCCTTC 6 300-1600 
OPJ19 GGACACCACT 6 300-1100  
OPJ20 AAGCGGCCTC 8  200-1250 

  
  

  هاي آماري تجزیه
مـاتریس   يهفو طـر پس از امتیازدهی باندها، جدول د

افزارهـاي آمـاري    ها با استفاده از نرم نوار و اکوتیپ تهیه و داده
POPGENE ،NTSYS-pc، ARLEQUIN(ver3)   ــه و تجزیـ

تحلیل شدند و تعداد کل نوارهاي چند شـکل، تنـوع ژنتیکـی    
-تمایز ژنی بین آنجۀ و در) Hs( ها اکوتیپو درون ) Ht(کل 

هـا    ژنتیکـی بـین اکوتیـپ    يهصلچنـین فـا  هـم . ها برآورد شد
بـراي  ) AMOVA(محاسبه شده، تجزیـه واریـانس مولکـولی    

ــه واریــانس بــین و درون تفکیــک واریــانس   کــل مولکــولی ب
ها با اسـتفاده از   و ژنوتیپ )Huff 1997( عمل آمدها به اکوتیپ

ش بندي شدند و دندروگرام بـه رو  اي گروه روش تجزیه خوشه
UPGMA رسم شد.  

  
  نتایج و بحث

 هاي  مورد مطالعه در اکوتیپ RAPDچندشکلی نشانگرهاي 
آغازگر با  ده تعداد  آغازگر تصادفی ارزیابی شده، 30از 

هـا   الگوي نواربندي مناسب و چند شکل براي مطالعه اکوتیـپ 
نـوار   78استفاده شدند و ده پرایمـر مـورد اسـتفاده مجموعـاً     

جفـت   2700تـا   150د که در محدوده چندشکل ایجاد کردن
ها  تعداد کل نوارهاي چندشکل درون اکوتیپ. باز قرار داشتند

نوار  68تا ) اسپره خون-تبریز(12نوار در اکوتیپ شماره  36از 
چنـین در  هـم . متفاوت بـود ) جوشین-ورزقان( 27 در اکوتیپ

تـوان اظهـار داشـت کـه میـزان نوارهـاي        بیان درصـدي مـی  
اکوتیـپ مـورد مطالعـه از     30هـا در  کوتیـپ چندشکل درون ا

تـا  ) اسـپره خـون  -تبریـز (12درصد در اکوتیپ شماره  15/46
 بـود متفـاوت  ) جوشین-ورزقان( 27 درصد در اکوتیپ 18/87

  ).3جدول(

نیـز   )Gherardi et al., 1997( و همکـاران  گـراردي 
اکوتیپ یونجه را بـا اسـتفاده از ده آغـازگر     8تنوع ژنتیکی در 

RAPD ی کردنــد میــانگین درصــد چنــد شــکلی درون بررســ
میـانگین تعـداد    .درصد بود 87/70ها جمعیتی در بررسی آن
ــکلی   ــاي چندش ــات   RAPDنواره ــه در مطالع ــودر یونج  و ی

ــائولس ــري، )Yu & Pauls 1993( پـ ــاران نگـ   و همکـ
)Negri et al., 1995 ( ــاران ــونی و همکـــ   و منگـــ
)Mengoni et al., 2000 ( گـزارش   12/5و  6/8، 5ترتیـب  به

، نشـان از  نوار به ازاي هر نشـانگر  زیاد بودن تعداد. شده است
  تنـــوع زیـــاد در بـــین ارقـــام مـــورد مطالعـــه اســـت      

)Agrama & Tuinstra 2003( . زیــاد بــودن تعــداد نشــانگر
  باشــدنیــز توانــد ناشــی از ســطح بــالاي پلوئیــدي      مــی

)Kidwell et al., 1994( .ــا  نمونــه اي از الگــوي نواربنــدي ب
در شکل یـک  ) 4شماره (ازگرهاي متفاوت در اکوتیپ مرند آغ

  .نشان داده شده است
  

 برآورد تنوع ژنتیکی درون اکوتیپ هاي یونجه
ها براساس شـاخص نـی و    تنوع ژنتیکی درون اکوتیپ

 ;Nei 1972; Nei 1973; Nei( شاخص شانون محاسبه گردید

1975 Shannon & Weaver 1949.(  بیشترین میانگین سطح
و شـانون  ) 2813/0(وع ژنتیکی براساس هر دو شاخص نـی  تن
مشاهده شد کـه  ) جوشین-ورزقان( 27در اکوتیپ ) 4205/0(

ولـی  . حاکی از تطـابق بـرآورد تنـوع در هـر دو شـاخص بـود      
) 1567/0(کمترین میزان تنوع ژنتیکی براساس شـاخص نـی   

و براساس شاخص ) کند باش-آباد بستان(19مربوط به اکوتیپ 
مربـوط بـه اکوتیـپ     تنـوع  ترین میزان کم) 2434/0 (شانون 
  ).3جدول (بود ) اسپره خون-تبریز( 12شماره 
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  اکوتیپ یونجه 30میانگین تنوع ژنتیکی در  :3جدول
Table 3: The mean of genetic diversity in 30 alfalfa ecotype based on RAPD analysis 

  اکوتیپ
Ecotype 

  تعداد نوار چندشکل
Number of bands 

  درصد نوارچندشکل
Polymorphic loci (%) 

  میانگین تنوع ژنتیکی نی
Nei's gene diversity 

  شاخص شانون
Shannon index 

1 45 57.69 0.2049 0.3064 
2 45 57.69 0.2081 0.3102 
3 39 50.00 0.1823 0.2690 
4 42 53.85 0.1847 0.2768 
5 47 60.26 0.2089 0.3132 
6 44 56.41 0.1969 0.2953 
7 54 69.23 0.2083 0.3187 
8 45 57.69 0.2001 0.3013 
9 50 64.10 0.2098 0.3165 

10 52 66.67 0.2271 0.3428 
11 62 79.49 0.2571 0.3891 
12 36 46.15 0.1633 0.3434 
13 52 66.67 0.1912 032972 
14 46 58.97 0.2027 0.3043 
15 42 53.85 0.1891 0.2816 
16 51 65.38 0.2243 0.3377 
17 48 61.54 0.2205 0.3294 
18 47 60.26 0.2039 0.3076 
19 52 66.67 0.1567 0.2542 
20 41 56.56 0.1744 0.2632 
21 51 65.38 0.2201 0.3299 
22 49 62.82 0.2162 0.3248 
23 59 75.64 0.2299 0.3517 
24 40 51.28 0.1756 0.2631 
25 63 80.77 0.2464 0.3723 
26 53 67.95 0.2242 0.3383 
27 68 87.18 0.2813 0.4205 
28 41 52.56 0.1744 0.2613 
29 66 84.62 0.2812 0.4185 
30 50 64.10 0.2001 0.3082 

  

  

  
  B6با آغازگر ) 4شماره ( نمونه از اکوتیپ مرند 30الگوي نوار بندي  :1شکل

Fig 1: RAPD fragments for Marand ecotype (Ecotype 4) using the primer B6 
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   FSTفاصله ژنتیکی براساس شاخص 
اسـاس فاصـله    ها بـر  اندازه گیري فاصله دوبدوي اکوتیپ

هـاي   نشان داد که حداکثر این فاصله بـین اکوتیـپ   FSTژنتیکی 
) 19و  4هــايشــماره(کنــد  بــاش -آبــاد زنــورق و بســتان-مرنــد
جوشین -هاي ورزقان ن اکوتیپو حداقل فاصله بی 63637/0برابر

ایـن  . بـود  03551/0برابـر ) 29 و27هاي  شماره( الهرد-و ورزقان
رسند چرا که دو اکوتیـپ اولـی از    نظر مینتایج بسیار منطقی به

اند و منطقه مـورد   نظر جغرافیایی در فاصله دور از هم قرار گرفته
چنین هم. کشت دو اکوتیپ دیگر نیز کاملا در مجاورت هم است
هاي یونجـه   این نتایج حاکی از تنوع خیلی زیاد در درون اکوتیپ

 باشـد  این گیاه می از طبیعیت آلوگام و دگرگشنیاست که ناشی 
)Mengoni et al., 2000 Jenczewski et al., 1992;.(  
  

  فاصله ژنتیکی براساس ضریب همنسبی
ها براساس ضریب همنسبی  گیري فاصله اکوتیپ اندازه

بر اساس این . نشان داد FSTابه با شاخص نیز نتایجی مش
کند  باش- آباد زنورق و بستان - شاخص نیز دو اکوتیپ مرند

و دو ) 9999/0(داراي بیشترین فاصله ) 19 و 4هايشماره(
 و 27هاي  شماره(الهرد -جوشین و ورزقان- اکوتیپ ورزقان

دیگر یکنسبت به ) 036156/0(داراي کمترین فاصله ) 29
  .بودند

  
  )AMOVA(واریانس مولکولی تجزیه 

که داد نتایج حاصل از تجزیه واریانس مولکولی نشان
اکوتیپ یونجه مطالعه شده در  30تنوع ژنتیکی بین و درون 

 63/34%) 100(از تنوع ژنتیکی کل . دار است این بررسی معنی
درصد  37/65ها و  درصد آن مربوط به تنوع ژنتیکی بین اکوتیپ

بنابراین واریانس درون . ها بود ن اکوتیپآن مربوط به تنوع درو
شود ولی  اي از واریانس کل را شامل می ها سهم عمده اکوتیپ

این ). 4جدول (ها نیز قابل توجه بود  میزان واریانس بین اکوتیپ

 ,.Flajoulot et al( هاي فلاجولت و همکارن موضوع با یافته

ي در درون ا ها تنوع قابل ملاحظهآن. مطابقت نشان داد) 2005
دست هها بجمعیت اصلاح شده یونجه نسبت به بین آن 7

تنوع یونجه با استفاده از نشانگرهاي  يها در سایر بررسی. آوردند
RAPDدرصد یا بیشتر 50حدود ،، واریانس درون جمعیتی 

  واریانس ژنتیکی کل را شامل شده است
)Gherardi et al, 1997.( ی میزان بالاي واریانس درون جمعیت

 حتی در صفات کیفی مثل قابلیت هضم و درصد سلولز
)Heinrichs et al., 1969( ، نسبت برگ به ساقه، قابلیت هضم

 آنزیمی، وزن خشک و اسید تجزیه کننده لیگنین و سلولز
)Julier et al., 2000 ( هم مشاهده شده است که نشان دهنده
 ویزه صفات کیفی وخوانی زیاد صفات مورفولوژیکی بههم

  .نشانگرهاي مولکولی است 
نتایج حاصل از تجزیه واریانس مولکولی با میانگین 

با توجه . مطابقت نشان داد) Gst )3335/0درجه تمایز ژنی یا 
توان بیان داشت که برخی از  دست آمده میبه نتایج به

. ف هستندهاي مختلاي براي ژن هاي یونجه منبع بالقوه اکوتیپ
که تنوع بالاي درون اکوتیپی در  نیونجه گیاهی است دگرگش

آن ناشی از سیستم تولید مثلی گیاه است و همانند دیگر 
رفت تنوع ژنتیکی درون  که انتظار میهاي دگربارور چنان گونه

  . ها است ها بیشتر از تنوع ژنتیکی بین اکوتیپ اکوتیپ
  
   اي براساس داده هاي مولکولی تجزیه خوشه

اکوتیپ یونجه با  30براي تعیین روابط ژنتیکی، 
اي  استفاده از ماتریس ضرایب همنسبی مورد تجزیه خوشه

در این بررسی براي رسم دندروگرام دو روش . قرار گرفتند
UPGMA  وCLINK ترتیب با براساس فاصله ژنتیکی نی به

مورد استفاده  r= 0/62و  r=0/73ضریب همبستگی کوفنتیک 
  .قرار گرفتند

  
 اکوتیپ یونجه  30مولکولی براي  تجزیه واریانس :4جدول

Table 4: Analysis of molecular variance for 30 alfalfa ecotypes 

 منبع تغییر
Source of variation 

 درجه آزادي
d.f. 

 مجموع مربعات انحرافات
Sum of squares 

  درصد واریانس
Variation (%) 

  دارسطح معنی
Prob. 

هابین اکوتیپ  
Among ecotypes 

29 3832.589  34.63 0.00 

هادرون اکوتیپ  
Within ecotypes 

870 6805.400 65.37 0.00 

FST :      0.3463   
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 30بندي حاصل از هر دو الگوریتم  براساس گروه
دندروگرام حاصل . اکوتیپ یونجه به چهار گروه تقسیم شدند

طوري که از هر دو الگوریتم تشابه زیادي نشان دادند به
مقایسه با خوشه همتاي خود در دندروگرام دیگر  ها در خوشه

 UPGMAهاي مشابهی بودند، ولی روش  داراي اکوتیپ
براساس فاصله ژنتیکی نی با دارا بودن ضریب کوفنتیک بالاتر 

  .)2شکل ( انتخاب گردید
 - زاویه -  ذوالبینهاي شماره  در گروه اول اکوتیپ 

 - اکرم آباد -  ناسپره خو - گوراوان - چلناب -  اسماعیل آباد
هاي با  ، در گروه دوم اکوتیپخورخور - مارزاد - لقلان
 - دیزج صفر علی - جوشین - ساتلو - خواجههاي  شماره
، در گروه سوم  بافتان - گل تپه - قره بابا -  کرده ده - الهرد
و در گروه چهارم  )باش کند -آباد بستان(19وتیپ شماره اک

-آلمالو-زنورق–الدین  عین-سیران-قرانچايهاي  اکوتیپ
قرار  یونجه اصلاح شده  قرهو -کردلر- ایلانجوق-باسین- سیویار
یونجه در این کلاستر قرار  اکوتیپ اصلاح شده قره. گرفتند
هاي متعلق به منطقه ورزقان و مراغه در  همه اکوتیپ. گرفت

که به  19اکوتیپ شماره . قرار گرفتند )گروه دوم( یک گروه

فرد را تشکیل داد از نظر روه منحصر بهصورت انفرادي یک گ
منطقه . ها بود هاي اقلیمی نیز متمایز از سایر اکوتیپ ویژگی

متر ارتفاع از سطح دریا  2400مورد کشت این اکوتیپ داراي 
نظر هب ).Khalili 1992( باشد و جزو اقلیم بسیار سرد می

ها داراي بیشترین  رسد ارتفاع ناحیه جغرافیایی اکوتیپ می
با  .ها بوده استساختار ژنتیکی آن ثیرگذاري برتا هم درس

پلاسم مورد مطالعه،  وجود تنوع ژنتیکی زیاد در ژرمتوجه به 
هاي براي انتخاب ژنوتیپاین پتانسیل ژنتیکی غنی توان از می

  .متنوع به منظور تولید ارقام جدید استفاده کرد
 غیرداد تنوع ژنتیکی و نشان پژوهشدر کل نتایج این 

هــاي بــومی وجــود دارد و یکنــواختی زیــادي درون جمعیــت
هاي متنوع بـه  توان از این جمعیت ها براي انتخاب ژنوتیپ می

رسـد ارتفـاع    نظر میهب .منظور تولید ارقام جدید استفاده کرد
ــپ   ــایی اکوتی ــه جغرافی ــهم در   ناحی ــترین س ــا داراي بیش  ه

و اسـتفاده   ها بوده استروي ساختار ژنتیکی آنتأثیرگذاري بر
توانـد روش مناسـبی بـراي تعیـین     مـی  RAPDاز نشانگرهاي 

ــت   ــین جمعی ــی درون و ب ــوع ژنتیک ــد تن ــه باش ــاي یونج .ه
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   UPGMAبه روش )Nei(اکوتیپ یونجه بر اساس فاصله ژنتیکی  30اي  تجزیه خوشه :2شکل 
Fig 2: Clustering of 30 alfalfa ecotypes based on Nei’s generic distance using UPGMA method 

 
  

  :منابع
 .متن انگلیسی مراجعه شود 8- 7هاي جهت ملاحظه منابع به صفحه
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