
  

  

) Medicago sativa L(.يها  ونجهي يارقام و توده ها يبررسي تنوع ژنتيك

  RAPD يبا استفاده از نشانگرها رانيتحت كشت در ا
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 Medicago( يزراع يونجه يو خارج يرانيرقم  ا 28 يكيتنوع ژنت يبررس يقتحق يندر ا

sativa L. (.يمولكول يبا استفاده از نشانگرها RAPD منظور بالك  ينا يبرا. يدگرد يبررس

DNAيتصادف يمرپرا 14استخراج و توسط  ياهاناز برگ گ يژنوم ي RAPD و مورد  يرتكث

. داشت يدرصد آن چند شكل 59كه  يدگرد يباند شناسائ 200 موعدر مج. قرار گرفت يابيارز

تشابه  يبضرا يسو براساس ماتر يا خوشه يهارقام به روش تجز يكيروابط ژنت يزآنال يبر مبنا

تشابه  يزانم. نشان نداد يائيمطلوبي با مناطق جغراف يهمپوشان يمولكول يها ساده، داده تطابق

. بود يرمتغ) يجلفا و بم يها يتجمع( 43/0تا ) ياندوآبو م انزنج يها يتجمع( 81/0از  يكيژنت

بدست آمده مشخص شد كه ارقام از دامنه  يجبر اساس نتا. بدست آمد 61/0يكيتشابه ژنت يانگينم

. رود يبه شمار م يجد يازيارقام ن يكيژنت يهبرخوردار  بوده و گسترش پا ينيپائ يكيتنوع ژنت

 هاي يتو دگرگشن بودن جمع ها يتجمع ينب يفيزيك انتقال يدهتوان به پد يامر را م ينا

 ينكه با انتقال دانه گرده در ب حشرات بوده يتنسبت داد كه خود متاثر از فعال يزراع يونجه

  .گردد يم يكيتشابه ژنت يشارقام و افزا يارقام سبب اختلاط و همپوشان

  

  

  

  

گونه  34گونه آن چندساله آلوگام و   22باشد كه  گونه مي 56داراي   Medicagoجنس 

ي و در برخ  =8xهاي مختلف يونجه  هاي پايه گونه تعداد كروموزم. ساله آتوگام است يك 

  Medicago sativa توان به هاي چندساله مي از جمله اين آلوگام. باشد مي  =7xها  گونه

2n=4x=32) (هاي  گونه. باشد اي دنيا مي اشاره كرد كه يكي از گياهان مهم گياه علوفه

  . باشند مي درصد دگرگشن  87تا  72يونجه عموماً آلوگام بوده و بين  

 

  

  

  ژنتيك نوين

  1387 پاييز،  3دوره سوم ، شماره

  35-43صفحه
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اين ميزان بستگي به شرايط محيطي و ژنوتيپ گياه و ميزان 

بينگام  ، براون و1993كاناپ و توبر ( .فعاليت حشرات دارد

دانشمند روسي، مبدأ يونجه مركز  1بنابر نظر واويلف ).1994

نزديك، آسياي صغير، قفقاز، ايران و مناطق كوهستاني خاور

  .)1369،  كريمي (تركمنستان روسيه است 

اي ههاي گسترداع نشانگرهاي ژنتيكي مولكولي، امكان بررسيابد

مزيت نشانگرهاي مولكولي بر نشانگرهاي . را فراهم آورده است

هاي طبيعي موجود در مورفيسمگيري از پليكلاسيك در توان بهره

هاي به نسبت در اكثر جوامع  طبيعي، چندشكلي. جوامع است

 DNAهاي ات كوچكي در تواليبالايي وجود دارد كه در اثر تغيير

هاي بازي، حذف و تبادل اي، جايگزينيهاي نقطهنظير جهش

هاي جديد فناوري. اند و فنوتيپ مشخصي هم ندارندحادث شده

ها كارآمدي بالاي خود را در با آشكارسازي اين چندشكلي

فراواني . هاي فردي به اثبات رسانده استشناخت تفاوت

العاده زياد است و در سراسر ژنوم يافت قنشانگرهاي مولكولي فو

به علاوه عوامل نموي، اختصاصيت بافتي و محيطي در . شوندمي

نجات بوشهري، شاه(تاثير است تشخيص اين چندشكلي بي

به كارگيري نشانگرهاي مولكولي در يونجه كاربرد  ).1385

ماركرهاي مولكولي براي  در اين راستا ازاي داشته است ،  گسترده

يونجه   هاي شناسايي و مقايسه آرايش ژنتيكي ارقام و جمعيت

شناسايي ، )1994ول و همكاران  كيد ،1991برومر و همكاران (

پوپيلي وهمكاران ( يونجه هاي منحصر به فرد ژرم پلاسم ويژگي

ي مولكولي مكان هاي كنترل كننده صفات مهم بر ياب نقشه، )1995

 ،1993پائولس  يو و ، 1993كيس وهمكاران  ( يونجه روي ژنوم

هاي انتقال يافته به نتاج در  شناسايي ژن ،)2005اسلج و همكاران 

 ، 1986 مك كوي و اسميت ( هاي يونجه تلاقي بين گونه

همكاران  اشت و( بررسي تفرق ژنتيكي ،)1993كوي و اشت مك

به آناليز ) 1995(برومر و همكاران . به كار رفته است )1991

قراردي وهمكاران . پرداختند RAPDه با نشانگر هاي يكساليونجه

منگوني و . تخمين زدند RAPDفاصله جوامع يونجه را با ) 1998(

روابط جوامع  SSRو  RAPDبه وسيله ) 1999(همكاران 

تنوع ژنتيكي با ماركرهاي ديگر . تتراپلوئيد يونجه را ارزيابي كردند

                                                 
2-N.I.Vavilov 

، 2005كاران فاجولوس و هم(نيز مورد ارزيابي قرار گرفته است 

، 2003و همكاران سگوويا لرما ،2002و همكاران  موسيال

با توجه . خاستگاه يونجه ايران است .)2008فرشادفر و فرشادفر 

به كمبود علوفه و نياز به تهيه ارقام اصلاح شده در داخل كشور، 

بررسي تنوع ژنتيكي ارقام با استفاده از  بر پايههدف اين تحقيق 

  .قرار گرفت  RAPDنشانگرهاي 

  

  

جهت  DNAدر اين بررسي به منظور استخراج : مواد گياهي

رقم ايراني وخارجي تحت  28مطالعه تنوع ژنتيكي بين ارقام از 

ارقام مورد بررسي عبارت بودند  .كشت در ايران  استفاده گرديد

يونجه، خوانساري،  اصفهان، قره تبريز، رهنانكرمان، ملكان: از

 ، شهربابك، كدي)خارجي( دي، كريستاريشهر، شهركر فريدون

 ،رهنان، رنجر، يزدي، بمي، اصفهان، جلفا، استراليايي)خارجي(

 شهري، افغاني، زنجان، سيمرچنسكايا ، رهناني، نيك)خارجي(

اب،  ، تربتي، دامغان، همداني، مياندو)خارجي( ، پاكستاني)خارجي(

  .ايرانشهر

 قاي معروفبر مبناي روش س DNAاستخراج : DNAاستخراج 

 گرم از 15/0تا  1/0ميزان . با اندكي تغيير صورت گرفت )1984(

 .جوان توسط ازت مايع در يك هاون چيني كوبيده شد  برگ 10

 100تريس (بافر استخراج كننده ميكرو ليتر  800به همراه سپس 

 Tris-HCl1 ميلي ليتر CTAB ،10گرم  pH= 8،10مول با  ميلي

 pH=،140 8مولار با  EDTA05/0 ليتر ميلي 8pH= ،20مولار  با 

 5/1وب يبه يك ت) H2O ميلي ليتر 290مولار ، NaCl5 ميلي ليتر

 65دقيقه در دماي  30–45ماري  قل گرديد و  در بنتميلي ليتري من

ها به  دقيقه يكبار تيوب 10هرماري در بن( درجه نگهداري شدند

مخلوط عد به مقدار دو سوم بدر مرحله ).آرامي مخلوط شدند

به هر ) 1:24( ايزوآميل الكل  -داخل تيوب از محلول كلروفرم

تا ظهور رنگ سبز تيره دقيقه  10به مدت رامي  به آ وتيوب اضافه 

و به 13000ها با دور  تيوبسپس  .اين مخلوط به هم زده شد

دقيقه و در دماي اتاق سانتريفيوژ شدند،  مايع رويي هر  10مدت 

ميكروليتر ايزوپروپانول سرد به  800 ول تيوب به تيوب جديد منتق

تيوب ها چند بار به آرامي مخلوط و در دماي  .اضافه شد هر يك
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در مرحله بعدي . دقيقه نگهداري شدند 20درجه به مدت  -20

 .شدندسانتريفيوژ  دقيقه 15و به مدت  13000 با دور ها تيوب

 DNAتيوب حاوي رسوب  سپس مايع رويي دور ريخته شد و

به  TEميكرو ليتر  100 پس از افزودن در اين مرحله. دشخشك 

 مولار 5/2ميكروليتر مخلوط استات آمونيم  800  ،ها تيوب

به هر تيوب اضافه گرديد )  cc5/1 :cc 5/3 به نسبت% (100:الكل

درجه به  -20ها به آرامي هم زده شدند و دوباره در دماي  تيوب

 با دور ها حله تيوبدر اين مر. دقيقه نگهداري شدند 20مدت 

. شدندسانتريفيوژ  درجه 4دقيقه و در دماي  10به مدت  13000

% 70ميكروليتر الكل  600مايع رويي تيوب ها، دور ريخته شد و 

.) به هر تيوب اضافه شد و سپس چند بار به آرامي هم زده شدند

شدند مايع سانتريفيوژ  دقيقه 5به مدت  13000 با دور تيوب ها

و در  دندها كاملا خشك ش يخته شد و سپس تيوبرويي دور ر

كميت و  .اضافه شد TEميكرو ليتر  200مرحله آخر به هر تيوب 

-Shimadzu UVمدل  وفتومترردستگاه اسپكتتوسط  DNAكيفيت 

VIS Recording Spectrophotometer براي . تعيين گرديد

شوند، اسيدهاي نوكلئيكي كه از منابع بيولوژيكي استخراج مي

نانومتر برآوردي از ميزان پروتئين را  280به  260محاسبة نسبت 

عاري از پروتئين  DNAدر صورتي كه . دهددر اختيار قرار مي

در صورت آلودگي نمونه با . خواهد شد 8/1باشد اين نسبت، 

-كاهش پيدا مي 8/1تر از پروتئين يا فنل، نسبت مذكور به پائين

سوق  8/1ذكور را به بيش از در نمونه، نسبت م RNAوجود . كند

سيدمن، (كند نزديك مي 2خالص اين نسبت را به   RNA. دهدمي

2008(  

  

براساس روش ويليامز و همكاران  :RAPD-PCRواكنش 

 براي هر نمونه  PCRحجم نهايي واكنش . انجام گرفت) 1990(

 UBC (University ofآغازگرها از شركت  ميكروليتر بود 25

British Colombia) در اين آزمايش از  .خريداري شده بودند

 (Perkin elmer DNA Thermal cycler 480)موسايكلر ردستگاه ت

  :به صورت زير بودند PCRهاي دمايي واكنش  چرخه. استفاده شد

براي گراد  درجه سانتي 94دقيقه و در دماي  2اول  سيكل -1

 5دوم  سيكل - 2 .انجام گرفت DNAسازي  شروع واشرست

 37در دماي  دقيقه 1درجه،  92در دماي دقيقه 1: شامل و چرخه

و چرخه  35وم س سيكل -3 .درجه 72در دماي  دقيقه 2درجه، 

 2درجه،  35در دماي دقيقه 1درجه،  92در دماي دقيقه 1 :شامل

  يك مرحله شامل  مچهار سيكل -4.درجه 72در دماي  دقيقه

انجام  DNAبراي تكميل بسط درجه  72دقيقه اي در دماي 5

در واقع براي جلوگيري از تكثير هاي تصادفي از برنامه . گرفت

Touchdown در اين روش، واكنش ابتدا با دماي  .استفاده شد

- چرخه شود و سپس در طيآغازگر شروع مي Tmاتصال بالاتر از 

كاهش  Tmتر از دماي اتصال به تدريج تا پايين PCRهاي ابتدايي 

شود كه اتصال اختصاصي اعث مياين روش ب. شودداده مي

آغازگرها به توالي هدف قبل از هرگونه اتصال غيراختصاصي 

درجه سانتيگراد شروع و هر  37چرخه اول از  5كه   .انجام گيرد

درجه بعد  35در دماي  وكاسته  اتصالدرجه از دماي  5/0سيكل 

پس از اتمام  .سيكل بعدي شروع شد 35سيكل دما ثابت و  5از 

ها از دستگاه خارج شده و تا قبل از الكتروفورز در  ا، نمونهه چرخه

 .گرفتند گراد قرار درجه سانتي -20دماي 

  

 PCRهاي حاصل از  نمونه: هاي تكثير شده الكتروفورز فرآورده

 Bio-Radتوسط دستگاه بر روي ژل عمودي اكريلاميد 

انتخاب  درصد 5/3غلظت نهايي ژل اكريلاميد  والكتروفورز 

پس از پايان  .ولت در نظر گرفته شد 160ولتاژ الكتروفورز . گرديد

سپس از آن  ونيترات نقره رنگ آميزي  باالكتروفورز ژل 

 . رديدگ برداري عكس

 
حاصل از داده هاي  يامتياز بندي باندهاو تجزيه و تحليل  

و ) عدم وجود باند( امتياز بندي باندها بصورت صفر :مولكولي

پس از اين مرحله ماتريس . گرفت صورت) وجود باند(يك 

رولف، ( NTSYSاي با استفاده از نرم افزار  تشابه و تجزيه خوشه

رولف، ( 1كامل الگويآمد و دندروگرام بر اساس  بدست )1990

رسم  )1958سوكال و ميچنر ( تطابق سادهو ضريب تشابه  )1990

 ها از آزمون مانتلبراي تعيين رابطه بين دو دسته از داده .شد

اي بين يك دسته از براي تعيين اينكه رابطه .)1967( استفاده شد
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توان از اين آزمون ديگر وجود دارد يا خير مي ها با دستهداده

براي تعيين همبستگي بين ماتريس كوفنتيك  .استفاده كرد

و ماتريس ) آيددست ميماتريسي كه براساس دندروگرام به(

، )گيردبندي صورت ميبراساس آن خوشه(فاصله يا تشابه 

تواند به عنوان اين ضريب مي. همبستگي كوفنتيك محاسبه شد

بندي مورد استفاده گيري نيكويي برازش خوشهمعياري براي اندازه

 .قرار گيرد

  

  

درمجموع  )1جدول (پرايمر انتخابي 14در اين تحقيق با آزمايش  

باندهايي كه . )1شكل . (دهي بودند باند تكثير شده قابل نمره 200

اندازه باندها از . ازوضوح خوبي برخوردار نبودند، حذف شدند

تعداد كل باندهاي تكثير شده . جفت باز متغير بودند 550تا  4700

)  82UBC(باند 4 تا)  64UBC( باند 17به ازاي هر پرايمر از 

و تعداد  2/14ميانگين كل باندها . )، الف2شكل ( متغير بودند

يعني به طور متوسط هر آغاز گر ، بود 118فيك باندهاي پلي مور

برومر و  .)2 شكل( باند چند شكل توليد كرد 42/8

متوسط تعداد باند را در گونه هاي مختلف ) 1999(همكاران

 ،)1384( فلاحتي و همكاران. گزارش نمودندرا  2/3يونجه 

باند در هر گياه  26/2متوسط تعداد باند را در ارقام مختلف يونجه 

 .ت آوردندبدس

باندهاي چند شكل بيشتر  و درصد 59نسبت باند هاي چند شكل 

ميزان  .داشتند جفت بازقرار 1200جفت باز تا  3800در محدوده

تا  76UBC براي درصد 37درصد چندشكلي دربين آغازگرها از 

ميزان تشابه . )، ب2 شكل( متغير بود 64UBCدرصد در 85

ساده انجام گرفت كه در ژنتيكي با استفاده از ضرايب تطابق 

تشابه داراي بيشترين و  ميزان 81/0 باهاي زنجان و مياندوآب  توده

 داراي كمترين ميزان تشابه 43/0با جلفا و بمي هاي  جمعيت

 نظر به اينكه . بود 61/0ميانگين تشابه ژنتيكي .بودند ژنتيكي

ايران ذكر شده دامنه تنوع ژنتيكي پائين  يونجهخاستگاه اصلي 

   .رود به شمار مي و گسترش پايه ژنتيكي ارقام نيازي جدي است

. مطابقت داشت) 1384( اين نتايج با نتايج فلاحتي وهمكاران

ميزان تنوع ژنتيكي را با استفاده از ماركر نيز منگوني و همكاران 

RAPD  بدست آوردند 296/0و با ميانگين  412/0تا  283/0بين  .

هاي لعه تنوع ژنتيكي جمعيتدر مطا) 1383(سميعي وهمكاران 

تا  36/0ميزان ضريب تشابه با استفاده از تطابق ساده بين  شبدر

 ضريب در اين بررسي از .بدست آوردند 67/0و با ميانگين  90/0

ضريب  بااي  نمودار خوشه براي رسم تطابق ساده

در سطح  وكه توسط آزمون مانتل  استفاده شد r=673/0كوفنتيك

با استفاده  ) 1384(  سميعي وهمكاران .بودندر دا يك در صد معني

 .بدست آوردند 82/0از ضريب جاكارد همبستگي كوفنتيكي را 

چهار كلاستر شناسايي  ،)3شكل (مده  به دست آ در دندورگرام

گرديد ، كه در دسته اول ارقام كرمان، رهنان اصفهان، خوانساري، 

شهري،  نيك ن،شهركردي و يزدي ارقام شهر بابك دامغان، پاكستا

رقم موجود  11در اين كلاستر از  .گرفتندنجان و مياندوآب قرار ز

شهري، شهر بابك و پاكستاني  رقم كرمان، يزدي، نيك 5 ،در آن

 كهبه طوري  ،اند جايگاه مناسبي را در دندروگرام به خود گرفته

 685/0مناطق گرمسير وسردسير با متوسط ضريب تشابه  متعلق به

دوم شامل ارقام رهنان، ملكان تبريز، دسته  .هسنتد

رنجر وبمي  يونجه،كريستاري و فريدون شهري، اصفهان، كدي، قره

جايگاه سردسير و به جز رقم بمي گرمسير بقيه ارقام . بودند

متوسط ميزان  .ندمطلوبي را در دندروگرام به خود اختصاص داد

مل دسته سوم عمدتا شا. بود 648/0تشابه ژنتيكي در اين دسته 

افغاني،  ارقام استراليايي، كه، بودندارقام نيمه سرد تا نيمه گرم 

متوسط ميزان ( اند ن جمله از آشهري  سيمر ،تربتي و ايران ،رهناني

ارقام در اين دسته از نظر خصوصيت  .)604/0تشابه ژنتيكي 

م جلفا و قدو ر ،دسته چهارم در .اقليمي وضع مشخصي ندارند

ارقام  از قرار دارند، اين دو رقم 601/0 همداني با ميزان تشابه

توان  غربي كشور بوده و از خصوصيات بارز آنها مي لمنطقه شما

در خصوص . اومت بسيار بالا به سرماي زمستان اشاره نمودقبه م

عدم تطابق ارقام با شرايط اقليمي در كلاسترها، اين نكته قابل ذكر 

هاي مختلف  است كه اين عدم تطابق امري مرسوم در يونجه

يزدي (هايي كه دركرج  به طور مثال در آزمايش. باشد كشور مي

انجام گرفت ) 1357كوچكي وهمكاران (و مشهد ) 1371صمدي 

بالاترين عملكرد را ) هردو گرمسير(به ترتيب ارقام كرمان و بمي 

  . نشان دادند
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احتمالا ) تنوع ژنتيكي كم(يكي از دلايل تشابه ژنتيكي بالا 

هاي زراعي باشد  ناشي از ادغام وهمپوشاني زياد جمعيتتواند  مي

به . ها حاصل شده است كه در نتيجه جريان ژني در بين جمعيت

توسط زارعين، با مورد كشت هاي مختلف  رسد جمعيت نظر مي

 متشكل هايي شت زمان با هم اختلاط يافته ودر نتيجه جمعيتگذ

مالي ديگر اينكه دليل احت .هاي مختلف بوجود آمده است ازژنوتيپ

هاي زراعي يونجه دگرگشن بوده و ميزان دگرگشني  جمعيت

بستگي به فعاليت حشرات گرده افشان دارد كه اين عامل نيز موقع 

گرده افشاني باعث انتقال گرده از يك جمعيت به جمعيت ديگر 

مجموعه اين عوامل سبب اختلاط و همپوشاني  .گردد مي

فلاحتي و ( گرديده استكي ها و افزايش تشابه ژنتي جمعيت

تشابه بالاي ميانگين كه قابل ذكر است . )1384همكاران، 

باشد  ستگاه اين گياه ميابا توجه به اينكه ايران خ 61/0ژنتيكي

چندان رضايت بخش نيست، و گسترش پايه ژنتيكي اين محصول 

فلاحتي مطالعات اين نتايج با  .آيد مهم  نيازي جدي بشمار مي

سميعي وهمكاران  )1999(منگوني و همكاران) 1384(وهمكاران

.داشت مطابقت)1383(

  

  آغازگر ليست نام و توالي پرايمري آنها همراه با تعداد باندهاي تكثيري براي هر:  )1(جدول 

  آغازگر
تعداد باندهاي   5َ               3ََتوالي 

  تكثيرشده

تعداد باندهاي 

  چند شكل

تعداد باندهاي 

  يك شكل

چند درصد 

  شكلي

UBC1 'CCTGGGCTTC 3'5 18 9 9  50 

UBC3 5' CCTGGGCTTA 3' 15 9 6  60 

UBC5 '5 CCTGGGTTCC 3 11 7 4  63 

UBC13 5' CCT GGG TGG A 3' 15 8 7  53 

UBC64 5' GAGGGCGGGA 3' 20 17 3  85 

UBC66 5' GAGGGCGTGA 3' 16 8 8  50 

UBC76 5' GAGCACCAGT 3' 16 6 10 37 

UBC77 5' GAGCACCAGG 3' 14 8 6  57 

UBC82 5' GGGCCCGAGG 3' 9 4 5  44 

UBC84 5' GGG CGC GAG T 3' 
9 5 4  55 

UBC89 5' GGGGGGCTTGG 3' 13 7 6  53 

UBC95 5' GGG GGG TTG G 3' 13 8 5  61 

UBC96 5' GGC GGC ATG G 3' 17 13 4  76 

UBC100 5' ATCGGGTCCG 3' 14 9 6  64 

TOTAL  200 118 82 59 
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  UBC 89تصوير مربوط به آغازگر . 1شكل
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  در ارقام مورد مطالعه) ب(و درصد چند شكلي آغازگرها ) الف(تعداد باند هاي تكثير شده  - 2شكل 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 و ضريب تشابه تطابق ساده  Completeحاصل از روش  دندروگرام -3شكل 

 )الف( )ب(

Coefficient
0.43 0.53 0.62 0.71 0.81

          

 kerman 
 rehesfa 
 khonsare 
 shkord 
 yazde 
 shbabak 
 damghn 
 pakesta 
 nekshah 
 zanjan 
 meyando 
 rehnan 
 tabrez 
 ghare 
 krestare 
 fraydon 
 esfahan 
 kode 
 renjer 
 bame 
 ostorale 
 rehnane 
 afghane 
 semer 
 torbate 
 iransh 
 jolfa 
 hmedane )�
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بودن به طور كلي به نژادي يونجه بعلت خودناسازگاري، مشكل 

از ) خويش آميزي(دورگ گيري و اثرات شديد سوء اينبريدينگ 

هاي اصلاحي خاصي  مشكلاتي برخوردار است و نياز به روش

روي اينبريدينگ شديد، تنوع ژنتيكي  توارث تترازوميك، پس. دارد

ماركرهاي مولكولي  استفاده ازبالا و تجاري سازي ارقام ساختگي 

برومر و ( كند حدوديت مواجه ميهاي اصلاحي را با م در برنامه

بسياري ازمطالعات حكايت از نتايج متناقض  ).1994همكاران 

ها و يا ارقام  كاربرد تنوع ژنتيكي در انتخاب والدين هيبريد

نتاج دربسياري  عملكردساختگي دارد  به طوري كه تخمين دقيق 

گودشالك وهمكاران ( .از حالات با مشكل مواجه بوده است

بطور مثال در يك مطالعه با ).  1989و همكاران ، لي 1990

استفاده از مواد اصلاحي والدي هيچ رابطه واضحي دربين جوامع 

انتخاب شده  RFLPحاصل از اعضاي متفاوتي كه بر اساس تشابه 

همچنين اسلج ). 1999كيدول وهمكاران (بود مشاهده نگرديد 

بنام  1خوابفاقد استفاده از يك ژرم پلاسم  با) 1998(وهمكاران

CUF101  و با استفاده از نشانگرهايAFLP  ،و ميزان دوري ژنتيكي

اين . والد را انتخاب كردند 24و  12 عضوي 120از يك جامعه 

 120و  24، 12هاي ساختگي حاصل از  واريته عملكردمحققين 

ژنوتيپ ها را مقايسه كردند و هيچ تغييري در واكنش هاي دفاعي 

  .عضو مشاهده نكردند 12به  120ردن اين جوامع با محدود ك

 است كه استفاده از ماركرهاي تصادفي در دليل عمده اين امر آن

 آناليزها مشكلاتي به همراه دارد و خطاهاي بسيار زيادي بعضي از

هاي مورد  كند، به اين دليل كه بسياري ازژن را در آناليزها وارد مي

نكه پايه ژنتيكي مواد باشند و يا اي علاقه به ماركرها پيوسته نمي

بااين وجود ماركرها ممكن است به  .باشد آزمايشي محدود مي

عنوان ابزاري جهت شناسايي والدين برتر براي تهيه جوامع يا 

در اين راستا و با كشف وجود رابطه بين . ارقام مفيد واقع گردد

فاصله ژنتيكي و عملكرد علوفه در يونجه تتراپلوئيد توسط كيدول 

توانند در  اين اميد پيدا شد كه ماركرها مي) 1994(  انو همكار

. انتخاب والدين در يك برنامه اصلاحي يونجه مفيد واقع شوند

نتيجه اينكه تشابه يا دوري ژنتيكي گروهي از والدين بالقوه 

                                                 
1
 Nondormant 

ها به  ترين ژنوتيپ تواند از داده هاي ماركري تعيين و متنوع مي

با استفاده از  . گردند عنوان والدين ارقام ساختگي انتخاب

هاي كنترل كننده صفات مورد علاقه  ماركرهاي پيوسته به ژن

در انتخاب والدين از يك پايه ژنتيكي وسيع ) مانند عملكرد(

تري براي موفقيت در  ممكن است كه يك استراتژي روشن

ي براي شناسايي فطراز . شناسايي والدين برتر بدست آيد

طرحي در نشانگرها ر مبناي تنوع هاي هتروتيك بالقوه ب گروه

انتخاب درداخل دو  كه در آن )1999برومر ( پيشنهاد شده است

گياهان برتر از هر گروه در . شود گروه به صورت مستقل انجام مي

ايزولاسيون تكثير و براي توليد بذر پايه مورد استفاده واقع 

و در مرحله بعد در مزرعه اين دو با هم مخلوط شده  .شوند مي 

اين روش اثر بزرگتري نسبت به حالت . بذر هيبريد توليد مي شود

تواند داشته باشد، لازم به ذكر است  قبل در پيشرفت عملكرد مي

بدون  .هتروتيك امري ضروري است هاي كه تفكيك در بين گروه

تري از ژنوم  ماركرهاي مولكولي درك واضح ،شك در ادامه راه

مطالعه ماركرهاي مولكولي . هند دادمديكاگو را در اختيار قرار خوا

) 2 ،ساختار جامعه) 1: بر چند عامل دارد تمركزدر يونجه نياز به 

) 4 و محيط -اثرمتقابل ژنوتيپ) 3 ،ميزان واكنش به انتخاب

در مطالعه حاضر  .هاي چندگانه انتخاب به كمك ماركر براي آلل

تفاده از ساختار جامعه مورد توجه بوده و عوامل ديگر نياز به اس

ها و هاي فنوتيپي در محيطهاي ديگر و همچنين بررسينشانگر

هاي  همراه با داده هانشانگرتجريه وتحليل . هاي مختلف داردسال

هاي انتخاب و  تواند منجر پيشرفت اساسي در روش فنوتيپي مي

 .استراتژي اصلاحي گردد

هاي  هاي تهيه ارقام يونجه توليد واريته ترين روش يكي از معمول

هاي با قدرت  باشد كه مبتني بر ژنوتيپ نتيك يا ساختگي مييس

ج به دست آمده يبا توجه به نتا. باشد پذيري عمومي بالا مي تركيب

از اين آزمايش ارقام  ايراني جلفا، تربتي، فريدونشهري، همداني، 

و ايرانشهري، بالاترين فاصله ژنتيكي را با بقيه نشان دادند كه با 

توان از اين ارقام به عنوان والدين  العات تكميلي ميتوجه به مط

قابل ذكر است كه بوشهري و سپاهي . ارقام سنتتيك استفاده نمود

پذيري   در يك برنامه سه ساله  كه به منظورقدرت تركيب) 1367(

ارقام يونجه از نظر عملكرد و ساير خصوصيات مهم زراعي بر 
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 6جه انجام دادند و رقم يون 15كراس  روي بذور حاصل از پلي

رقم ايراني به عنوان كانديداي توليد رقم سينتتيك را معرفي 

نمودند كه در بين آنها دو رقم برتر اين آزمايش يعني ارقام 

اين دو از جمله ارقامي  .ايرانشهري و همداني نيز قرار داشتند

هستند كه كمترين ميزان ميانگين تشابه ژنتيكي را با ديگر ارقام 

  .نيز دارا بودند بررسي حاضرمايش در مورد آز

  

  

بررسي تنوع ژنتيكي در شبدر بااستفاده ) 1383. (سميعي ، ك . 1

پايان نامه كارشناسي . از نشانگرهاي مورفولوژيكي و مولكولي 

 .  ارشد اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي دانشكاه صنعتي اصفهان 

مولكولي و توليد بيوتكنولوژي . )1385(.نجات بوشهري، ع شاه. 2

   .ص 825. انتشارات نقش مهر. مواد غذايي گياهي

ارزيابي قدرت ) 1370. (سپاهي. و ع. شاه نجات بوشهري ، ع. 3

مجله علوم . رقم يونجه زراعي 15تركيب پذيري عمومي 

  .70-88، ص 2و  1شماره   ،15جلد . كشاورزي ايران

قره  .و ب .س محمدي، .م اصفهاني،، .عحبشي، ، .فلاحتي، ع. 4

ارزيابي ساختار وتنوع درون وبين جمعيتي يونجه . )1384( .ياضي

ايران با استفاده از نشانگرهاي ) .Medicago sativa L(هاي زراعي

-989:  4،شماره 36جلد . مجله علوم كشاورزي ايران .ريزماهواره

979 

. چاپ اول . انتشارات دانشگاه تهران . يونجه . )1369( كريمي. 5

 7-21ص 

رقم يونجه از  6مقايسه . )1357( رياضي،. و ع. كوچكي، ع. 6

مجله علوم . لحاظ خصوصيات مورفولوژيكي و ميزان عملكرد

  . 29-25) : 3و  2(كشاورزي ايران، جلد دوم شماره هاي 

بررسي ارقام يونجه از لحاظ . )1371( .يزدي صمدي، ب. 7

) : 2( 25 مجله علوم كشاورزي ايران. صفات مهم زراعي در كرج

19-31  

  

8. Brown, D.E. and Bingham ET,(1994). Selfing in an 
alfalfa seed  production field. Crop Sci 34: 1110-1112 

9. Brummer, E. C. (1999). Capturing hetrosis in forage 
crop cultivar development. Crop Sci. 939-943. 

10. Brummer, E. C., G. Kochert and J. H. Botoun .(1991). 
RFLP variation in diploid and tetraploid alfalfa (Medicago 
sativa L.).Theor.Appl.Genet. 83:89-96. 

11. Brummer, E. C., J. H. Botoun and G. Kochert. (1995). 
Analysis of annual Medicago species using RAPD 
markers. Genome. 38: 362-367. 

12. Brummer, E. C., Sledge, M. K., Bouton J. H., and G. 
Kochert.(1994). Molecular marker analysis in alfalfa and 
related species. pp: 169-180. In: Phillips, R. L., and I. K. 
(eds), DNA-bsed markers in plants. Kluwer academic 
publishers-Dordrecht/Boston/London. 

13. Echt CS, Kidwell KK, Knapp SJ, Osborn TC, McCoy 
TJ (1994) Linkage mapping in diploid alfalfa (Medicago 
sativa). Genome37:61–71.  

14. Fajoulot, S., Ronfort, J., Baudoin, P., Barre P., Haguet, 
C. and Julier B. (2005). Genetic diversity among alfalfa 
(Medicago sativa) cultivars coming from a breeding 
program, using SSR markers. Theor. Appl. Genet. 111(7): 
1420-1429. 

15. Farshadfar, M., Farshadfar, E. (2008). Genetic 
variability among lucerne cultivars based on biochemical 
(SDS-PAGE) and morphological markers. Journal of 
applied sciences. 8(10): 1867-1874. 

16. Ghérardi, M., Mangin, B., Goffinet, B., Bonnet, D., 
and Huguet, T. (1998). A method to measure genetic 
distance between allogamous populations of alfalfa 
(Medicago sativa) using RAPD markers. Theor. Appl. 
Genet. 96: 406–412. 

17. Godshalk, E.B., Lee, M., and Lamkey, K.R.(1990) 
Relationship of restriction fragment length polymorphism 
to single-cross hybrid performance in maize. Theor Appl 
Genet. 80:273-280. 

18. Kidwell KK, Bingham ET, Woodfield DR, Osborn TC 
(1994b) Relationships among genetic distance, forage 
yield, and heterozygosity in isogenic diploid and tetraploid 
alfalfa populations. Theor Appl Genet 89:323–328. 

19. Kidwell, K.K., Austin, D.F., and Osborn T.C. (1994b). 
RFLP evaluation of nine Medicago accessions 
representing the original germplasm sources for North 
American alfalfa cultivars. Crop Sci. 34: 230–236. 

20. Kiss GB, Csanádi G, Kálmán K, Kaló P, Ökrész L 
(1993) Construction of a basic genetic map for alfalfa 
using RFLP, RAPD, isozyme, and morphological markers. 
Mol Gen Genet 238:129–137. 

 

  

����� 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/
www.sid.ir


  ...).Medicago sativa L(هاي  تنوع ژنتيكي ارقام و توده هاي يونجهبررسي                    اكبر شاه نجات بوشهري،حيدر علي فتاحي،بهمن يزدي صمدي علي   

 

���� �����/	�
 ���/������/����� ����  �٣  

 

21. Knapp, E. E. and Teuber, L. R. (1993) Outcrossing rate 
of alfalfa population differing in ease of floret tripping. 
Crop Sci 33: 1181-1185. 

22. Lee, M., Godshalk, E.B., Lamkey, K.R. and 
Woodman, W.W. (1989). Association of restriction 
fragment length polymorphisms among maize inbreds with 
agronomic performance of their crosses. Crop Sci29: 
1067-1071.  

23. Mantel, N. 1967. The detection of diseae clustering 
and a generalized regression approach. Cancer Res. 
27:209-220. 

24 McCoy T, J. and  Echt C, S.(1993) Potential of 
trispecies bridge crosses and random amplified DNA 
makers for introgression of Medicago dzhawakhetica  and  
M.  pironae germplasm  into alfalfa(M. sativa). Genome 
36: 594-601.   

25. McCoy T, J. and Smith, L. Y. (1986) Interspecific 
hybridization of perennial Medicago species using ovule-
embryo culture .Theor. Appl. Genet 71: 772-783 

26. Mengoni.A. , A. Gori and M. Bazzicalupo.(1999). Use 
of RAPD and microsatellite (SSR) variation to assess 
genetic relationships among populations of  tetraploid 
alfalfa, Medicago sativa. Plant Breeding.119: 311-317. 

27. Musial, J. M., K. E. Basford and J. A. G. Irwin. (2002). 
Analysis of genetic diversity within Australian Lucerne 
cultivars and implications for future genetic improvement. 
Aust. J. Agri. Res. 53: 629-636. 

28. Pupili, F., Businelli, S., Cacenes , M.E., Damiani. F, 
and Arcioni, S. (1995)  Molecular cytological and morpho- 
agronomical characterization of hexaploid somatic hybrids 
of Medicago. Theor. Appl. Genet 90: 347-355. 

29. Rohlf, F. J. (1990). NTSYS-pc. Numerical taxonomy 
and multivariate analysis system. Ver. 2.02. Exeter 
sotware, Setauket, New York. 

30. Saghai-Maroof MA, Soliman KM, Jorgensen RA, 
Allard RW. (1984) Ribosomal spacer length 
polymorphism in barley: mendelian inheritance, 
chromosomal location and population dynamics. Proc Natl 
Acad Sci USA 83: 1757–1761. 

31. Segovia – Lerma .A , R.G. Cantrell , J.M. Conway , 
and I.M. Ray . (2003). AFLP – based assessment of 
genetic diversity amony nine alfalfa garmplasms Using 
bulk DNA templates . Genome . 46: 51- 58. 

32. Seidman, L. A. (2008). Basic laboratory calculations 
for biotechnology. Pearson Pub. P. 482. 

33. Sledge, M.K., Bouton, J.H, and Kochert, G.(1998) 
Molecular Marker Diversity as a Means of Selecting 
Parents for Synthetic Cultivars. Proc. North Amer. Alfalfa 
Impr. Conf. :73-74 Bozeman, MT. 1-6 Aug. 

34. Sokal, R. R., and C. D. Michner. 1958. A statistical 
method for evaluating systematic relationships. Univ, 
Kons. Sci. Bull., 38: 1409-1438. 

35.  Sledge, MK., Ray, IM., and Jiang G. 2005. An 
expressed sequence tag SSR map of tetraploid alfalfa 
Medicago sativa L.). Theor. Appl. Genet. 111: 980- 992. 

36. Williams ,J.G. k., A. R. Kubelik  , K.J. Livak , J. A. 
Rafalski & S.V. Tingey (1990 ) DNA polmorphisms 
amplified by arbitrary primers are useful as genetic 
markers. Nucleic Acids Research 18: 6531- 6530. 

37. Williams,J.G.K.,M.K.Hanafey.,J.A.Rafalaski and 
S.V.Tingey.(1993) Genetic analysis using random 
amplified polymorphic DNA markers. Methods 
Enzymol.218:704-740. 

38. Yu, K., and K.P. Pauls. (1993). Rapid estimation of 
genetic relatedness among heterogeneous populations of 
alfalfa by random amplification of genomic DNA samples. 
Theor. Appl. Genet. 86:788–794. 

Archive of SID

www.SID.ir

http://www.nitropdf.com/
www.sid.ir

