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پژوهش و سازندگي 
در زراعت و باغباني 

روابط خويشاوندي جنس يونجه در ايران
 (Medicago sp.) 

RAPD بر اساس نشانگر مولكولي

چكيده
دراين بررسـي تعداد ۵۴ جمعيت از ۲۲ گونه جنس يونجه (Medicago) جمع آوري شـده از رويشـگاه هاي طبيعي  كشور  مورد 
بررسـي قرار گرفتند. نمونه برداري از برگ هاي جوان هر جمعيت به صورت Bulk   صورت گرفت. گوناگوني ژنتيكي  با اسـتفاده از 
 (Maximum Parsimony) مـورد مطالعـه قرار گرفت. تجزيه و تحليل فيلوژنتيكي با روش ماكزيمم پارسـيموني  RAPD-PCR روش
با اسـتفاده از نرم افزارPAUP*   انجام شـد. گونه هايي كه در بررسي صفات ريخت شناسي شباهت زيادي با يكديگر داشتند در اين 
 M. rigidula و M. aculeala، M. constricta ، M. rigiduloidosتحقيق نيز در مجاورت هم در يك كلاد قرار گرفتند. گونه هاي
كه با داشـتن خار و ديواره سـخت و بافت اسـفنجي شـباهت زيادي به هم دارند در اين بررسـي در كنار هم قرار گرفتند و گونه هاي   
M sauvagei، M. laciniata. و M. polymorpha  بـا داشـتن ديـواره نـرم و انعطاف پذير در نيام نيـز در يك كلاد  قرار دارند، 
بنابراين تا حدودي با ويژگي هاي مورفولوژيك مطابقت نشان مي دهند. همچنين با بررسي جمعيت هاي مربوط به يك گونه مشخص 
مي شـود كه در مورد گونه هايي كه پراكنش وسـيع در ايران دارند جمعيت هايي از يك گونه كه متعلق به مناطق آب و هوايي مجاور 
هم مي باشـند در اين بررسـي نيز در يك كلاد مجاور هم قرار مي گيرند. از جمله مي توان به گونه M. minima با پراكنش بسـيار 
وسيع اشاره نمود كه دو جمعيت خوزستاني و فارسي آن با شرايط آب و هوايي مشابه در مجاورت هم و جمعيت ديگر كه متعلق به 
كرمانشـاه اسـت با فاصله بيشتري از آن قرار دارد. در مورد گونه M. orbicularis  نيز جمعيت هاي مربوط به استان هاي كرمانشاه 
و لرسـتان مجاور هم و با ضريب اطمينان ۹۰ درصد و جمعيت بوشـهري آن با شـرايط آب و هوايي ديگر در فاصله بيشـتري از اين 
دو جمعيت قرار دارد. اين مسـئله نشـان مي دهد كه تنوع ژنتيكي در مورد گونه هاي با گسـترش زياد از الگوي پراكنش جغرافيايي 
تبعيت مي كند. در مجموع نتايج اين تحقيق نشان دهنده كارآيي نشانگرهاي مولكولي در تعيين قرابت و خويشاوندي تاكسونها در 
سـطح گونه و واحدهاي تحت گونه هاي مي باشـد و مي تواند به عنوان ابزار مكمل در شناسايي تاكسونوميك گونه هاي جنس يونجه 

استفاده گردد.
كلمات كليدي: روابط خويشاوندي، نشانگر RAPD،  يونجه
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مقدمه
ميباشد علوفهاي لگومهاي مهمترين از يكي (Medicago) يونجه جنس
۱۲ بر مشتمل جنس اين (۱) يافتهاند پراكنش جهان معتدله نواحي در كه
Medicago، Spirocarpos، Lupularia، شامل آن بخش ۵ كه ــت اس بخش
در دارند(۱۴). ــترش گس ايران ــور كش در Hymenocarpos و Orbiculares
.M چند lupulina و M. sativa ــه گون دو ايران در موجود گونههاي ــان مي
كشور كشت در وسيعي سطح در و زراعي M. sativa گونه كه ساله ميباشند
در تغيير ــتند. تنوع و هس ــاله يكس ايران موجود در ديگر گونه ۲۱ ميگردد.
جمعيت دو است ممكن و دارد سادهاي ژنتيكي مبناي مورفولوژيكي صفات
در آنكه حال باشند مشابه ــيار بس ژنتيكي از نظر دارند متفاوتي كه فنوتيپ
و نظر ژنتيكي متفاوت از است ممكن مشابهاند نظر فنوتيپي كه از جمعيتي
از كه محيطي) استرسهاي به مقاومت (مثل ــند باش مفيدي ژنهاي حاوي

است(۳). ارزش زيادي اصلاحگران داراي نظر
مولكولي ــانگرهاي نش از ــتفاده اس اخير ــالهاي س در ــوي ديگر س از
از ــتفاده اس با آوردهاند. ــم فراه تنوع ــي ارزياب براي را ــي نوين ــمانداز چش
دارد. وجود ــوم ژن ــطح س تنوع در ــتقيم مس ارزيابي امكان ــانگرها، نش اين
وراثتي ــاده م ــتقيم از ــتفاده مس اس دليل به ــانگرها نش اين دقت از اينرو
،RFLP۲ ،PCR۱بر مبتني ــــانگــــرهـــاي نش جمله از ــت. بالاس ــيار بس
جمعيتها بين ــرات تغيي و تنوع ــخيص تش كه جهت ــتند هس RAPD۳ و
و همكاران و Echt همكاران، و Brummer .(۲) ــند مفيد ميباش گونهها و
با كمك ــاله را س چند يونجه گونههاي و جمعيتها بين تنوع Pauls Yu و
.(۲۲ ،۱۰، ۷) ــد ان نموده ــي بررس RAPD و RFLP ــانگرهاي مولكولي نش
در سال RAPD مولكولي نشانگر به كمك يكساله يونجههاي تنوع ژنتيكي
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Phylogenetic relationships in Iranian medicago genus using RAPD marker
By: F. Ghanavati; Seed and Plant Improvement Institute, National Plant Genebank of Iran, Karaj, Iran
Mozafari J, Seed and Plant Improvement Institute,National Plant Genebank of Iran, Karaj, Iran
Safaei H, Zarghan Agricultur Researches Institute, Zarghan, Iran
Kazempour Osalu Sh, Tarbiat Modarres University, Tehran, Iran
Genetic diversity of  54 populations from 22 species of genus Medicago collected from Iranian natural habitat was 
studied. DNA was extracted from bulked leaf samples of each population and used for RAPD-PCR. RAPD marker 
produced by 11 UBC random primers was analyzed according to Maximum Parsimony method. Using the computer 
software PAUP (Swofford 2000) a phylogenetic tree with 5 main cluster was generated. Populations of M. aculeala, 
M.constricta, M.rigiduloidos and M. rigidula with hard pod walls and spongy texture were classified  in one cluster. 
Populations of M. sauvagei, M. laciniata and M. polymorpha which had soft and flexible pod walls were classified 
together in a separate cluster. Populations of each species were also classified together in subclusters indicating that 
RAPD marker were capable of identifying genetic diversity at the species level. Populations of one species grown 
under similar climatic conditions were grouped together under the cluster of that species. This indicates  that genetic 
diversity correlates with geographical distribution of wide spread annual medic species in Iran. Results of this  study 
showed  that RAPD  marker are applicable as a complementary tool in taxonomic identification of genus Medicago at 
both species and population levels.
KeyWords: Phylogenetic Relationships, Medicago, RAPD Marker   

حاصله نتايج ــت. ــده اس ش ــي همكاران بررس و Brummer ــط توس ۱۹۹۵
تودههاي بين ــوع تن كه داد ــان نش و كرد تأييد را ــيك كلاس ردهبندي
Vital ــت(۸). اس بالاتر M. polymorpha و M. scutellata .M و murex
به را M. polymorpha ــه گون از جمعيت هايي ــي ژنتيك ــوع ــكاران تن هم و
بيان شد تحقيق در اين اند. كرده ــي RAPD بررس ــانگر مولكولي نش كمك
آن بيوشيميايي و مولكولي خصوصيات در ويژه به جمعيتي درون تنوع كه
Intertextae از زيربخش گونه ۴ خويشاوندي سال ۱۹۹۸ بالاست(۲۱). در
M. ciliaris و M. intertexta، M. muricoletis، M. grandensis ــامل ش
CP) ــتي كلروپلاس مولكولي ــانگر كمك نش به ــكاران هم Rose و ــط توس
M. و M. ciliaris ــه گون دو كه داد ــان نش نتايج ــد. گردي ــي بررس (DNA
M. grandensis گونههاي . و بوده مشابهي تكاملي داراي مسير intertexta
ــتقاق اش M. intertexta از گونه ــير گونهزايي مس طي در M. muricoleptis و
جنس فيلوژني ــع، جام تحقيق ــك ي در ــكاران هم و Bena ــد(۱۶). يافتهان
ــي مورد بررس ETS۵ و ITS۴ مولكولي ــانگرهاي از نش ــتفاده اس با را يونجه
لقاح ديگر و چندساله گونههاي تحقيق، اين نتايج ــاس اس اند. بر داده قرار
به و نبوده ابتدايي ،Lesins و Lesins ــد مانن محققين ــاير س نظر ــلاف برخ
سپس و خودلقاح ــاله يكس گونههاي ابتدا تكاملي ــير مس ــد در مي رس نظر
باشند شده ــتم توليدمثلي دگرلقاحي تشكيل سيس با ــاله چندس گونه هاي
ــاله جنس يكس گونه ۱۳ ــاوندي خويش ،ETS ــانگر مولكولي نش كمك به و
Lesins و Lesins ردهبندي ــن مطالعه اي نتايج دادند. قرار مطالعه ــورد م را
ــه س كه ميدارد بيان ميدهد و قرار ــورد ترديد را م ــس جن روي (۱۹۷۹)
ــك ت ــا ي ــك منوفيلتي Rotatae و Pachyspirae، Leptospirae ــش زيربخ

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

سازندگي و پژوهش و سازندگي۴ پژوهش

۱۳۸۴ ۶۶، بهار شماره

۵

بخش ــر زي از M. tornata و  M. murex ــاي ــند. گونهه ميباش ــاري تب
در رگبندي ــود وج عدم و نيام ــخت س ــتن ديواره داش ــا Pachyspiraeب
Rotatae .M از زيربخش noeana و M. rotata مختلط با گونه حلقه، ــطح س
مشابه اين تكاملي ــير س بيانگر ،Leptospirae بخش زير از M. praecox يا و
محققين اين در سال ۱۹۹۸، همچنين .(۱۵، ميباشد (۵، ۶ زيربخش ــه س
از مولكولي حاصل ــي فيلوژن كه نتايج كردهاند عنوان ــري ديگ پژوهش در
جنس به M. radiata گونه داشتن تعلق از حاكي ،ETS و ITS نشانگرهاي
اين گونه نظريه نزديكي ،۱۹۸۰ در سال Small در حاليكه ــد ميباش يونجه
ــت اس ــده ش بيان گاهي نيز و ــت كرده اس مطرح Trigonella جنس به را
Bena ــد (۱۹،۱۸،۱۴،۴).  ميباش فوق جنس دو ــط گونه حدواس كه اين
مولكولي فيلوژني مطالعات ــن بي كه تناقضهايي كردهاند بيان ــكاران هم و
پرداخته آن به بايد كه دارد ــود وج جنس يونجه در ــيك كلاس ردهبندي و

شود(۶).
Medicago ــس جن گونههاي و جمعيتها ــن تنوع بي تحقيق ــن اي در
برنامههاي جهت RAPD مولكولي ــانگر نش از ــتفاده اس با DNA ــطح درس

ميشود. تعيين گونهها خويشاوندي روابط و بررسي اصلاحي

و روشها مواد
گياهي مواد

شامل يونجه گونه جنس ۲۲ جمعيت از ۵۴ تعداد
 M. radiata ، M. orbicularis ، M. sativa ، M. lupulina ،  
M. constricta ، M. rigidula ، M . rigiduloides ، M. turbinata ،
M. truncatula ، M. minima ، M. aculeata ، M. littoralis ،
M. noeana ، M. rugosa ، M. scutellata ، M. tornata ، M.
M. arabica و laciniata ، M. sauvagei ، M. polymorpha
ژن بانك كلكسيون در و جمعآوري كشور طبيعي ــگاههاي كه از رويش
از .(۱ (جدول گرفت بررسي قرار مورد ــدهاند ش گياهي ملي ايران نگهداري
قارچكش با و ضدعفوني ــو شستش از پس عدد بذر ۵۰ اقل حد هر جمعيت
خاك، سانتيمتري عمق ۲ در و پلاستيكي گلدانهاي در و تكرار ۳ در بنوميل
ماه آبان در ۲:۱:۱ به نسبت مزرعه خاك و خاك برگ ماسهبادي، تركيب با
آفات مقابل و در شدند كشت ايران ملي گياهي ژن گلخانه بانك در ۱۳۸۱
به جمعيت هر برگهاي جوان از ــرداري نمونهب ــدند. ش كنترل ها بيماري و
به ــريعاً س و ــده منجمد ش مايع نيتروژن در گرفت و صورت Bulk ــورت ص

شدند. منتقل سانتيگراد درجه -۷۰ دماي با سردخانه

DNA استخراج
و Dellaporta روش از ــتفاده اس با برگي نمونههاي از DNA ــتخراج اس
شده ژنومي استخراج DNA ،كيفيت تعيين (۹). براي گرفت انجام همكاران
وزن با شفاف باند تك حضور ــدند. بارگذاري ش آگارز درصد بر روي ژل ۰/۸
بررسي تلقي گرديد .براي ــده نش تجزيه و سالم DNA ــانة نش بالا مولكولي
شد اسپكتروفتومتري استفاده دستگاه از استخراجي DNA غلظت و كميت
چنانچه شد. OD۲۶۰/OD اندازهگيري جذب ۶۲۸۰ ــبت نس كار اين براي و
مطلوبي كيفيت ــتخراجي از اس DNA ميبود، ۱/۸-۲ حدود در ــبت نس اين
DNA غلظت ــبه محاس از پس ــد (۱۷). گرديدن انتخاب ــوده و ب ــوردار برخ
نمونه هاي كليه RAPD-PCR، از ــات آزمايش انجام جهت ــه، نمون براي هر

درجه -۲۰ ــاي دم در و تهيه ۲۵ ng/µl ــان يكس ــاي غلظته ــتخراجي اس
شد. نگهداري سانتيگراد

RAPD-PCR
كامل ــري س از نوكلنوئيدي ده آغازگر۷ ،RAPD آزمايش انجام ــت جه
مورد (UBC) ــادا كان ــاي كلمبي بريتيش ــگاه دانش ــي تصادف ــاي آغازگره
۲۵ در واكنشهاي RAPD-PCR آزمايش  (جدول ۲). قرار گرفتند استفاده
mm dNTP; ۱,۶ mm mgcl۲; ۲U Taq ــزاء (۲۰۰ اج ــامل ش ميكروليتري
ــورت ص (DNA Polymerase; ۲,۵ µl ۱۰ x PCR-buffer; ۱ µM Primer
كردن آماده از اضافه گرديد. پس واكنش به هر DNA نانوگرم ۲۵ و ــت گرف
ــانتريفوژ س ۷۷۰۰ دور در دقيقه در ثانيه نمونهها به مدت ۲۰ ــر واكنش، ه
در ماشين و اضافه معدني روغن ميكروليتر ۲۵ كدام هر به ــپس س و شدند
مرحله واسرشته شامل شده اعمال حرارتي ــيكلهاي گرفتند. س قرار PCR
(مرحله سيكل شامل ــانتيگراد؛ ۳۵ س درجه ۹۴ در ۴ دقيقه اوليه۸ ــازي س
اتصال۱۰ آغازگر مرحله سانتيگراد، درجه ۹۴ در دقيقه يك واسرشته سازي۹
توسط ــط۱۱ بس مرحله ــانتيگراد، درجه س ۳۵ يك دقيقه در الگو ــته رش به
در دقيقه ــط نهايي۶ مرحله بس ــانتيگراد؛ س درجه ۷۰ در دقيقه ۲ پليمراز 
آگارز درصد ۱/۵ ژل روي PCR بر محصولات ــانتيگراد ميبود. درجه س ۷۰
(۱kb)۱۲ماركر سايز از باندها اندازه تعيين براي ــدند. ش الكتروفورز بارگذاري و
توسط كار رنگزدايي اتيديوم برومايد، با آميزي ژل رنگ پس از ــد. ــتفاده ش اس
عكس برداري ــده تهيه ش ژل  از ــپس س انجام و دقيقه ۳۰ مدت به مقطر آب
بار دو RAPD-PCR آزمايشات واكنشها، تست تكرارپذيري منظور به شد.

انجام شدند.

و تحليل دادهها تجزيه
كه RAPD-PCR محصولات الكتروفورز ــاي ژل ه از ــده ش تصاوير تهيه
هم از باندهايي ــورت ص به آغازگر ــر ه ــط توس يافته تكثير ــات قطع در آن
(۱) ــي حضور بررس گرفتند. قرار تحليل و تجزيه مورد بودند، ــده ش تفكيك
در ژل ها كامپيوتري ــر مقادي بازخواني ــيله وس به (۰) باندها حضور عدم ــا ي
روش از فيلوژنتيكي ــل تحلي و تجزيه ــد. ش انجام Photocapt Mw ــه برنام
اين شد(۲۰). در انجام *PAUP نرمافزار از استفاده با ــيموني پارس ماكزيمم
صفات هم شد. ــتفاده اس زير ــتورات دس تحت Heuristic الگوريتم از روش
جاروب كردن و ــونها تاكس تصادفي از ۱۰۰ تكرار با unordered وزن۱۳ و
۵ و حفظ TBR۱۵ درخت ــدد مج اتصال و قطع دوتايي با روش ــاخه۱۴ ش
براي Bootstrap آناليز ــپس س .(۱۳) ــدند برده ش كار به گام هر درخت در
گرديد انجام تكرار با ۱۰۰ نظر مورد كلادهاي اطمينان حدود آوردن بدست
و متعاقب Bootstrap تحليل و تجزيه پارسيموني ماكزيموم روش در .(۱۲)

شد(۱۱). انجام RC۱۷ اندكس  اساس بر مجدد صفات۱۶ و وزنگذاري

نتايج
Medicago ــه گون ۲۲ از ــت جمعي روي ۵۴ ــر ب تصادفي ــر آغازگ ۱۱
شده داده نشان ۴ تا ۱ شكلهاي در آغازگر هر باندي الگوهاي شد. آزمايش
استفاده مورد آغازگر تصادفي ۱۱ كه ميدهد آمده نشان بدست نتايج است.
آنها بين در ــه ك ــدند ش نمره گذاري قابل ۱۹۵ لوكوس ــر  تكثي به ــر منج
نشان را خوبي ــكلي ش تمام توده ها چند لوكوس ها) در ٪۸۵) لوكوس ۱۷۰
جمعيت هر در و آغازگر هر با ــده ش ــكلي توليد ش داد. تعداد قطعات چند

يونجه و... روابط خويشاوندي جنس
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۷

۳۵۰۰bp- ۱۰۰ ــده  قطعات تكثير ش و دامنه اندازه عدد ۵-۲۰ ــاي گونه ه
از اين جهت و ــتند هر آغازگر داش در ــابهي باند مش تعداد بود. همه گونهها
است حائز اهميت جهت اين از مسئله اين نشد. مشاهده بين گونه ها تفاوتي
داراي و تتراپلوئيد كه M. sativa .M و rugosa، M. scutellata گونه ۳ ــه ك
۱۶ ديپلوئيد گونههاي ــند باند بيشتري نسبت به ميباش كروموزم ۳۲ ۳۰ و

كروموزمينداشتند. ۱۴ و
در فيلوژني درخت پارسيموني۶ ماكزيمم روش به كلاديستيك آناليز نتايج
۰/۰۹۷ RI۱۹ و = ۰/۶۵۸ و CI۱۸ = ۰/۱۴۷ و ۶۳۲ طول جزيره بــــه ــك ي
در ۵ آمده است. شمارة شكل در آن درخت۲۱ كه نمود را مشخص  RCI ۲۰ =
بوده، Collapsed از انشعابات ــياري بالا بس دليل هموپلازي به درخت اين
تكرار، و با ۱۰۰ RCI ــاس مجدد صفات براس وزن گذاري از پس ــن بنابراي
ــكل ش مطابق ٪۵۰ ضريب اطمينان بالاي ــي نهايي با درخت فيلوژن ــك ي
Bena همكاران و و Small تحقيقات ــاس آمد. براس ــت دس به ۶ ــمارة ش
به M. radiata گونه تحقيق ــي، در اين فنوتيك ــي هاي بررس و همكاران و
ــد(۵ ،۱۸). براساس كلادوگرام حاصل ش گرفته نظر در Outgroup عنوان
ضريب ــا ب كلادها همه ــت، ــر گرف نظ در آن در ــوان ميت ــي اصل كلاد ۵
مجاور كلاد پائينترين ــوند. تفكيك ميش يكديگر از درصد اطمينان ۱۰۰
جمعيت دو ــه ك ــت اس M. minima جمعيتهاي ــق به متعل M. radiata
به هم مجاور در ــد ۹۰ درص اطمينان با ضريب آن ــي و فارس ــتاني خوزس
ضريب با گونه اين ــاهي كرمانش جمعيت و دارند ــي تعلق انتهاي كلاد ــك ي

ــت. اس جمعيت ديگر دو sister عنوان به درصد اطمينان ۱۰۰
ــراه هم ــه ب M. ciliaris و M. rugosa ــاي گونهه ــر  ديگ كلاد در
و قزويني ــاي دارد. جمعيته قرار M. coronata ــه از گون ــي جمعيتهاي
هم مجاور در درصد ــان ۷۷ اطمين ضريب ــا ب M. coronata ــتاني خوزس
۱۰۰ اطمينان ضريب آن با ــاهي كرمانش جمعيت و انتهايي يك كلاد در
M. aculeata، گونههاي سوم ــت. در كلاد اس ديگر sister دو جمعيت درصد
M. orbicularisو M. rigiduloides، M. rigidula، M. constricta، M. arabica
M. orbicularis و لرستاني ــاهي كرمانش جمعيت دو ميان در اين دارند. قرار
قرار انتهايي ــركلاد زي يك در هم مجاور در درصد ۹۰ ــان اطمين ضريب ــا ب
گونه اين ــهري بوش جمعيت در مجاور ــان اطمين درصد ۱۰۰ ــا ب ــه ك دارد
هم درصد در مجاورت .M با اطمينان ۱۰۰ arabica و دو جمعيت ميباشد.
و قصرشيرين دزفول خوزستان از كه M. constricta ميباشند. جمعيتهاي
كلاد يك در درصد ۸۲ اطمينان ضريب با بودند شده جمعآوري ــاه كرمانش
ميباشند. گونه اين انديكايي جمعيت مجاورت در درصد ۱۰۰ اطمينان با و
ــي ريختشناس نظر ويژگيهاي از M. rigidula .M و rigiduloides دو گونه
ضمن دارند قرار هم مجاورت نيز در اين بررسي در مي باشند همديگر مشابه
مجاور در درصد اطمينان ۵۱ با M. rigidulaميان جمعيتهاي اين در اينكه
ــا ضريب اطمينان نيز ب M. rigiduloides ــت جمعي دو و كلاد يك در ــم ه
ــند. ميباش M. rigidula از كاملاً جدا و قرار دارند ــم ه كنار در ــد درص ۶۲
يك در M. rigiduloides ــه گون ــدي بويراحم و ــه كهكيلوي جمعيت ــا تنه
ــت. اس اهميت حائز ــد و ميباش ۲ گونه اين به كلاد مربوط دو مجاور sister
هم درصد در مجاور ۷۶ با ضريب اطمينان نيز M. aculeata ــاي جمعيت ه
M. truncatula، گونههاي از متشكل چهارم كلاد ــند. مي باش كلاد يك در
بودن ميباشد. M. littoralis و M. sativa، M. lupulina ،M. scutellata
ــاله يكس گونههاي ميان در M. lupulina و M. sativa ــاله س چند گونه هاي
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ضريب با M. scutellata اين ميان دو جمعيت از گونه در است. اهميت حائز
گونه ــهري بوش جمعيت دو ــتند. هس هم مجاورت درصد در ۱۰۰ اطمينان
جمعيت كنار در هم و مجاور در درصد ۷۵ اطمينان با ضريب M. littoralis
M. tornata، M. ــاي گونه ه كلاد پنجم در دارند. ــرار ق گونه اين ــتاني گلس
M. sauvagei ،polymorpha و M. turbinata، M. noeana، M. laciniata
مورفولوژيكي نظر ــه M. laciniata و M. sauvatgei از دو گون ــد. ــرار دارن ق
كاملاً ولي هم مجاور كلادوگرام در اين دارند هم با زيادي ــيار بس ــباهت ش
و كلاد قرار ميگيرند. يك در درصد ۹۷ اطمينان ضريب با و ميباشد مجزا
دو مجاورت در درصد ۵۴ اطمينان ضريب با M. noeana گونه جمعيتهاي
كاملاً M. turbinata بوشهري و كرمانشاهي جمعيتهاي است مذكور گونه
به آن ــتاني خوزس جمعيت كه حالي در ــته داش كلاد قرار يك در هم مجاور

ميباشد. M. polymorpha گونه sister صورت
بحث

Medicago ــاي گونهه روي بر آمده عمل ــه ب از تحقيق حاصل ــج نتاي
است. جنس اين خويشاوندي گونههاي روي جديدي بر يافتههاي ــانگر نش
ساله چند ميگردد گونه هاي مشاهده ۶ شكل كلاد وگرام در كه طوري به
ميان در هم و مجاور در بالا اطمينان ضريب ــا ب M. lupulina و  M. sativa
يكساله گونههاي موازي تكامل اين نتيجه گرفتهاند. جاي يكساله گونههاي
يكساله كه گونه هاي مطلب است اين مؤيد ــان مي دهد و نش را Medicago
نيايي صفت الزاماً يك بودن ــاله س چند و يافتهاند تكامل صورت موازي ــه ب
براساس صفات فيلوژنتيك بررسي با بررسي اين نتايج و محسوب نميگردد.

UBC۲۸۵ آغازگر باندي الگوهاي -۱ شماره شكل

UBC ۲۶۲آغازگر باندي الگوهاي -۲ شكل شماره
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Lesins تأييد ميگردد. و است منطبق ريبوزميكاملاً DNA و ريختشناسي
بيان سيستم لقاحي و رويشي دوره صفات براساس ۱۹۷۹ در سال Lesins و
و چندساله گونههاي عمدتاً Medicago جنس نيايي گونههاي داشتهاند كه
تكامل مسير در خودلقاح و يكساله گونه هاي كه معتقدند و هستند دگرلقاح
تكامل تحقيق اين كه در حالي در ــدهاند ــتق ش مش ــاله چندس گونههاي از

ميشود. جنس تأييد اين موازي
به گونه يك به ــوط مرب جمعيتهاي همه كلادوگرام حاصل ــاس براس
قرار كلاد يك در و ــابه مش M. rigiduloides و M. turbinata گونههاي جز
جمعيتهاي و جداسازي تفكيك به قادر RAPD بنابراين نشانگر ميگيرند.
ابزار و ــخص مينمايد مش خوبي به را گونهها ــدود ح و ــد ميباش گونه يك

گونههاي جمعيتها در بهتر تفكيك و خويشاوندي جهت تعيين در مفيدي
را هم به نزديك گونههاي شناسايي كه طوري به ميشود ــوب گياهي محس
و M. laciniata گونه كه دو نشان ميدهد كلادوگرام حاصل ميكند. تسهيل
نظر از و ميباشند نزديكي بسيار ظاهري ساختار داراي اگرچه M. sauvagei
الگوي باندي از نظر اينكه وجود با ميباشند و مشابه پراكنش جغرافيايي نيز
كه مي باشند مستقل دو تاكسون اما نزديك مي باشند هم به نيز شده توليد
گونه ــا اطمينان مي توان ب و ــوند تفكيك ميش هم از درصد ۹۷ اطمينان با
براي ــن تحقيق ــاس اي اس ــر ب و ــك تفكي M. laciniata از را M. sauvagei
نظر از كه M. tornata ــه گون همچنين ميدهد. گزارش ــار از ايران ب اولين
اساس بر است M. polymorpha و M. littoralis گونه ــابه مش مورفولوژيكي
قرار گرفته M. littoralis گونه با متفاوت كلادي در RAPD مولكولي نشانگر
M. rigidula گونه دو ــود. ميش تأييد ــيله وس اين به آن بودن ــتقل و مس UBC۱۷گر باندي آغاز ۳- الگوهاي شماره شكل

UBC۵۶آغازگر باندي الگواهي -۴ شماره شكل
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مشابه ــيار بس ــي زايش ــي و رويش نظر ويژگيهاي از M. rigiduloides و
مشخص بررسي اين ــند در تفكيك ميباش قابل ــختي س به و ــند ميباش
دو و ــته داش كلاد تعلق يك به كاملاً M. rigidula جمعيت دو كه ــود مي ش
كلاد يك در M. rigiduloides و خوزستان گونه همدان به مربوط جمعيت
صورت به و است دو گونه اين كلاد دو ــتقل از مس آن ــوجي ياس اما جمعيت
نظر از ميرسد نظر به و است آنها مجاورت در درصد ۵۴ اطمينان با sister
برنامههاي جهت بنابراين دارد. تفاوتهايي گونه دو اين با ژنتيكي ويژگيهاي
M. turbinata گونه از جمعيت يك همچنين ميباشد. اهميت حائز اصلاحي
جمعيت دو از مستقل كاملاً ــده است ش خوزستان جمعآوري ــتان اس از كه

نشان مي دهد. دو آن با هاي زيادي را تفاوت و آن است ديگر

ــه ك ــد ميده ــان نش ــج نتاي ــن همچني
ريختشناسي صفات بررسي در كه گونههايي
تحقيق اين در دارند يكديگر با زيادي شباهت
دارند از قرار كلاد يك در مجاورت هم در نيز
M. aculeala، M. constricta،ــاي گونهه جمله
داشتن با كه M. rigidula و M. rigiduloidos
شباهت ــفنجي اس بافت و ــخت س ديواره و خار
نيز در كنار ــي در اين بررس دارند هم به زيادي
M. sauvagei، گونه هاي و گرفته اند ــرار هم ق
ــتن داش با M. polymorpha و M. laciniata
يك ــام در ني در انعطافپذير و ــرم ن ــواره دي
حدودي ــن تا بنابراي ــد، دارن قرار ــزا مج كلاد
ــان نش مطابقت ــك مورفولوژي ــاي ويژگيه ــا ب
جمعيتهاي ــي ــا بررس ب همچنين ــد. ميدهن
در كه ــود ميش ــخص مش گونه يك به ــوط مرب
ايران در ــيع وس پراكنش كه ــي ــورد گونههاي م
به متعلق كه ــه از يك گون ــد جمعيت هايي دارن
در ــند ميباش هم مجاور ــي هواي و آب ــق مناط
قرار هم مجاور كلاد و ــك ي در ــي نيز اين بررس
M. minima گونه به ميتوان جمله از ميگيرند.
دو كه ــود نم ــاره اش ــيع وس ــيار بس با پراكنش
آب شرايط با آن فارسي و ــتاني جمعيت خوزس
ديگر جمعيت مشابه در مجاورت هم و هوايي و
بيشتري فاصله با ــاه است كرمانش به كه متعلق
به مربوط نيز جمعيتهاي M. orbicularis گونه ــورد م در دارد. از آن قرار
و درصد ۹۰ ضريب اطمينان با و هم مجاور لرستان كرمانشاه و ــتانهاي اس
اين از بيشتري فاصله در ديگر هوايي و آب شرايط با آن ــهري بوش جمعيت
مورد ژنتيكي در تنوع ميدهد كه ــان نش ــئله مس دارد. اين قرار جمعيت دو

ميكند. تبعيت جغرافيايي پراكنش الگوي از زياد گسترش با گونههاي
كارآيي نشانگرهاي مولكولي دهنده نشان اين تحقيق مجموع نتايج در
تحت واحدهاي گونه و سطح ــاوندي تاكسونها در قرابت و خويش در تعيين
تاكسونوميك شناسايي در ابزار مكمل عنوان ميتواند به و مي باشد گونههاي

گردد. استفاده يونجه جنس گونههاي

حاصل ۶ درخت از يكي شماره ۵- شكل

RAPD دادههاي فيلوژني آناليز از

يونجه و... روابط خويشاوندي جنس

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

سازندگي و پژوهش و سازندگي۱۰ پژوهش

۱۳۸۴ ۶۶، بهار شماره

۱۱

پاورقيها
1 -Polymerise Chain Reaction
2- Restriction Fragment Length 
Polymorphisms
3- Randomly Amplified Polymorphic 
DNA
4 - Internal Transcribed Spacer
5 - External Transcribed Spacer
6 - OPtical Density
7 - Primer
8 - Initial Denaturation (hot start)
9- Denaturation
10 - Annealing
11 - Extension
12 - ladder
13 - Equal weighting
14 - Branch Swapping
15 - Tree Bisection Reconnection
16 - Reweighting
17 - Rescaled Consistency
18 - Consistency Index
19 - Retention Index
20 - Rescaled Consistency Index
21 - Strict

استفاده مورد منابع
ــاله يونجههاي يكس ــژاد، ۱۳۷۹؛ تركن و احمد ــين حس ــريفآباد، ش ــدري حي - ۱

تهران. ۲۴۹ شماره و مراتع، جنگلها مؤسسه تحقيقات انتشارات (كليات).
جنس ژنتيكي تنوع بررسي ارشد. كارشناسي نامه پايان محسن،۱۳۸۲؛ - فلاحتي ۲

SSR نشانگر براساس يونجه
اصلاح).انتشارات و (ژنتيك يكساله يونجههاي حسين،۱۳۸۰؛ ــن، ندوش ميرزايي - ۳

شماره ۶- درخت حاصل از دادههاي شكل

وزن گذاري صفات از RAPD پس

مراتع. و جنگلها تحقيقات مؤسسه
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6-Bena, G., Jubier, M. F., Olivieri, I. & Lejeune, B. 1999 a, 
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۱۳

آغازگر ۵شماره توالي     َ ۳      َ

۱۲CCTGGGTCCA
۱۷CCTGGGCCTC
۵۶TGCCCCGAGC

۱۵۲CGCACCGCAC
۲۲۹CCACCCAGAG
۲۶۲CGCCCCCAGT
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