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 با استفاده از نشانگرهاي ایزوزیمیزراعی یونجه  هاي بررسی اکوتیپ

  
  ، 1مهري یوسفی، *2حسین محمدزاده جلالی، 1زاد اصل وحید نصراله

 4نژاد  و سجاد محرم3مصطفی ولیزاده
 دانشگاه آزاد تبریز،ان جوان و نخبگان، واحد پژوهشگرباشگاه 2 نور، تهران، ایران،  دانشگاه پیامه علوم کشاورزي،مربی گرو1

   نژادي و بیوتکنولوژي گیاهی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه تبریز، تبریز، ایران، گروه به3 ایران، اسلامی، تبریز،
  ، دانشگاه محقق اردبیلی، اردبیل، ایران منابع طبیعی وگروه زراعت و اصلاح نباتات، دانشکده کشاورزي4

 8/10/94:  ؛ تاریخ پذیرش16/10/92: تاریخ دریافت

  1چکیده
رود که  شمار می اي در جهان به ترین گیاهان علوفه یکی از مهم) .Medicago sativa L( یونجه :سابقه و هدف

. اي را در سطح جهان دارا است گوم علوفهترین سطح کشت ل  میلیون هکتار سطح زیر کشت، بیش32با حدود 
نژادي براي بهبود صفات، تولید ارقام جدید و سازگار  هاي به نیاز گزینش در برنامه در واقع تنوع ژنتیکی پیش

توان از الگوي وراثت تتراسومیکی براي آنالیز تنوع  دهنده این هستند که می نشانگرهاي آنزیمی نشان. باشد می
هاي یونجه مورد  بندي جمعیت هدف از این پژوهش تعیین میزان تنوع ژنتیکی و گروه. ردژنتیکی استفاده ک

  .مطالعه براساس وجود و عدم وجود نوار آنزیمی است
  

 خانواده ناتنی یونجه با استفاده از الکتروفورز آنزیمی مورد 12این پژوهش تنوع ژنتیکی  در: ها مواد و روش
هاي مجزا در ایستگاه تحقیقاتی دانشکده کشاورزي  ته از هر خانواده در گلدان بو35تعداد . مطالعه قرار گرفت

قرار ) روبیسکو، سوپراکسید دیسموتاز، استراز و پراکسیداز(دانشگاه تبریز کشت شدند و مورد تجزیه آنزیمی 
  . گرفتند

  

شکل  کدام یک نوار تکهاي سوپراکسید دیسموتاز و روبیسکو هر  از نظر نشانگرهاي آنزیمی، آنزیم:ها یافته
. شکل بودند ها نشان دادند و آنزیم استراز و پراکسیداز در دو ناحیه واجد نوارهاي چند در همه خانواده

                                                
 hosseinmohammadzadehjalaly@gmail.com:  مکاتبهولئمس *
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 نوار ایزوزیمی چند شکل مورد 11در ) 1و0(اساس وجود و عدم وجود نوار آنزیمی  دست آمده بر هاي به داده
ها   ها و پایین بودن بین خانواده انگر تنوع بالاي درون خانوادهتفسیر ایزوزیمی بی. تجزیه و تحلیل قرار گرفتند

 248/0ژنتیکی نی در تفسیر ایزوزیمی کم و بین  فاصله.  برآورد شد289/0میزان متوسط هتروزیگوسی . بود
ها را به دو   خانوادهUPGMAاي بر اساس ضریب شباهت ژاکارد و به روش  تجزیه خوشه.  بود373/0تا 

 خانواده ناتنی یونجه در یک گروه و تنها خانواده ناتنی چالشته در گروه 11که  طوري مود بهگروه تقسیم ن
  . دیگر قرار گرفت

  

این اطلاعات یید پایداري نشانگرهاي ایزوزیمی مورد مطالعه، از أ در صورت ترسد که نظر می به: گیري نتیجه
  .دنمو یونجه استفاده توده بالا در تو تولید ارقام با میزان زیسهاي اصلاحی  در برنامهتوان  می
  

     بررسی تنوع، خانواده ناتنی، نشانگرهاي ایزوزیمی، یونجه:هاي کلیدي واژه
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  مقدمه
هاي زراعی دنیا را به  میلیون هکتار از زمین32بیش از ) Medicago sativa L(.یونجه زراعی 

است   هزار هکتار، برآورد شده680و سطح زیر کشت آن در ایران بیش از ) 5(خود اختصاص داده 
 آید و با در نظر حساب می عنوان یکی از مراکز اصلی و اولیه یونجه به که ایران به با توجه به این). 23(

 درصدي ایران در کل دنیا از نظر زراعت یونجه که در واقع رتبه بالایی را به خود 2گرفتن سهم حدود 
و توسعه سطح زیر کشت یونجه به اصلاح ارقام بومی و دهد، لازم است علاوه بر حفظ  اختصاص می

هاي با ارزشی کننده ژن منابع ژنتیکی، تأمین .هوایی کشور، مبادرت ورزید سازگار به شرایط آب و
در واقع . توان ارقام جدید و مطلوب را تولید کردها میبرداري صحیح از آن هستند که در صورت بهره

بهبود صفات و تولید ارقام جدید و سازگار نژادي براي  هاي بهدر برنامهنیاز گزینش  تنوع ژنتیکی پیش
  و حفاظت از ذخایر توارثی، کاربرد حیاتی رزیابی تنوع ژنتیکی گیاهان زراعی  ا.)17  و1( باشد می

هاي مختلف گیاهی براي انتخاب والدین جهت دارد، همچنین اطلاع از میزان تنوع ژنتیکی در گونه
). 20(باشد  اهمیت میداراي ارقام دورگ مناسب ي هدفمند و همچنین براي تولیدها گیري دورگ

نژادي، تعیین میزان اختلاف و یا هاي به گیري در برنامه مورد نیاز در امر دورگجهت کسب اطلاعات 
 تنوع مورفولوژیکی. باشد ناپذیر می هاي افراد از نظر صفات زراعی مهم، امري ضروري و اجتناب شباهت

در   توجه داشت کهد، اما بایشودرآغاز خوبی براي مطالعات مربوط به تنوع ژنتیکی محسوب میس
 بسیار ، مندلی سادهتفکیکبرخوردار از   مورفولوژیکیصفاتتعداد جانوري هاي گیاهی و  جمعیت
هایی همراه   در بررسی جوامع گیاهی با محدودیت،این صفاتاز  استفاده رو این از ،هستندمحدود 

در برآورد تنوع ثري ؤ روش مکه دشو استفاده میهاي مولکولی  براي رفع این نواقص از نشانگرست، ا
و  در داخل تنوع زیاديچند  براي مثال . است ها فراهم ساخته ها و داخل جمعیت ژنتیکی بین جمعیت

   گرفته قرارمورد استفادهمشاهده و نشانگرها کمک ه ئید و تتراپلوئید بي یونجه دیپلوها جمعیتبین 
) 14  و12 (RAPD، )24  و10 (RFLP ،)23( پروتئینی توان به نشانگرهاي ها می است که از جمله آن

ها بدون   بافترت بیش در DNA نشانگرهاي قابل ذکر است که اغلب .اشاره کرد) 27 و SSR) 5 ،9و 
روپیک و اثرات توجه به رشد، تکوین و وضعیت سلول، ثابت هستند و توسط محیط، اثرات پلیوت

 DNAکه تنوع تعیین شده توسط نشانگرهاي  ولی با توجه به این) 2(شوند  اپیستازي بر هم زده نمی
زمان با استفاده از  پژوهشگران، هماز برخی به این منظور آیند،   تنوع خاموش به حساب میاکثراً

اي گیاهی خود استفاده ه ، از نشانگرهاي آلوزیمی نیز در تجزیه نمونهDNAنشانگرهاي مبتنی بر 
 و هفت SSR نشانگر 17 گونه یونجه را از طریق 50 فرد از 197تعداد ) 2010 (چاندرا. اند کرده
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 Medicago و Medicago doliataسیستم آنزیمی مورد مطالعه قرار داد و گزارش کرد که دو گونه 

scutellata هم از نظر نشانگرهاي SSR ها به  تر از سایر گونه بیش و هم از نظر نشانگرهاي آنزیمی
 15 فرد از هر کدام از 36تعداد )  الف و ب1999 (جنزوسفکی و همکاران. )3 (هم شباهت دارند

 و پنج مکان ژنی آلوزیمی مورد RAPD نشانگر 25 رقم زراعی یونجه را به کمک 6جمعیت وحشی و 
ژنی درون جمعیتی برآورد شده از تر بودن تنوع  رغم پایین مطالعه قرار دادند و گزارش کردند که علی

 در مقایسه با نشانگر آلوزیمی، الگوي ساختار جمعیتی برآورد شده از طریق این RAPDطریق نشانگر 
 و آلوزیم RAPD نتایج مشابهی نیز براي دو نشانگر .)11 و 8 ،7 (دو نشانگر با همدیگر مطابقت دارد

 خانواده 12در ) 2015( جلالی و همکاران  محمدزاده).2(هاي صنوبر گزارش شده است  در جمعیت
تر با برخی از   و ارتباط بین وزن571/0ناتنی یونجه براساس تفسیر آلوزیمی میزان تنوع ژنتیکی را 

با بررسی تنوع ژنتیکی ) 2011(ولیزاده و همکاران . )13 (هاي پراکسیداز و استراز مشاهده کردند آلوزیم
بیان م یونجه با استفاده از وراثت تتراسومیک نشانگرهاي آلوزیمی هاي سنتتیک یونجه و برخی ارقا نسل

که تنوع بسیار بالاي  طوري. هاي یونجه وجود دارد  که هتروزیگوتی بالاي در داخل جمعیتنمودند
هدف از این . )23 (اي چشمگیري تولید کند  جمعیتی، یونجه سنتتیک نتوانست تمایز واریته-درون

هاي یونجه مورد مطالعه براساس وجود و عدم جمعیتبندي   ژنتیکی و گروهتنوعمیزان پژوهش تعیین 
   .وجود نوار آنزیمی است

  
  ها مواد و روش

کراس حاصل از یک برنامه ملی تحقیقات براي اصلاح و  هاي ناتنی از خزانه پلی خانواده دوازده
  مورد ارزیابی قرار گرفتنددر این پژوهش، )22(ترین ارقام یونجه در منطقه آذربایجان  معرفی مناسب

 براي متر کاشته و سانتی15×20×25عاد هایی با اب بوته در داخل گلدان35از هر خانواده ). 1جدول (
 ساقه اصلیانتهایی هاي جوان و  هاي آنزیمی روي برگتجزیه. نزیمی مورد استفاده قرار گرفتتجزیه آ

منظور  به شد واستفاده ) 2011 (ولیزاده و همکارانش از روها براي استخراج آنزیم .انجام شدبوته بالغ 
 به بافر استخراج  درصد1/0 صورت تازه و با نسبت  مرکاپتواتانول به-2 ،هاي آنزیم حفظ بهتر مولکول

که  طوري ه، باستفاده شد)  درصد7 غلظت(ژل آکریلامید  از براي انجام الکتروفورز. )23 (افزوده شد
 و گراد سانتی درجه چهار دماي در و یخچال در و ها نمونه الکتروفورز از قبل روز یک آکریلامید ژل
 شیشه روي و خارج یخچال از ژل الکتروفورز، انجام جهت. شد نگهداري الکترود بافر داخل در

 ایجاد ژل ابتداي متريسانتی دو در ها چاهک مخصوص، فلزي شانه وسیله به و شد داده قرار مخصوص
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 آنزیمی عصاره سپس. شدند گذاري نشانه بروموفنول آبی  درصدیک حلولم با ها چاهک محل و
 کاغذهاي و شده آغشته چاهک، ابعاد با مناسب و 3 شماره واتمن کاغذ شده بریده قطعات وسیله هب

 افقی الکتروفورز تانک روي ژل نهایت در و بارگذاري ژل هاي چاهک در پنس از استفاده با مذکور
تحت شرایط دماي پایین، الکتروفورز ها،   جلوگیري از واسرشته شدن آنزیممنظور  و بهگرفت قرار

   .آمپر انجام شد  میلی30 جریان ثابت  شدت ساعت و با4مدت  به
  

 . هاي ناتنی مورد مطالعه منشاء خانواده  اسامی و-1جدول 
Table 1. List of alfalfa half-sib families analyzed in this study.  

 شماره
No. 

هاي ناتنیخانواده  
Half-sib families 

 منطقه
Locality 

 کشور
Country 

 لیلان حمید  1
Leylan-hamid 

 اراك
Arak 

 ایران
Iran 

 گله بانی  2
Galebani 

 مرند
Marand 

 ایران
Iran 

 قره یونجه  3
Ghara-yonje 

 مراغه
Maraghe 

 ایران
Iran 

 مامان فامنین  4
Maman-famenin 

 همدان
Hamedan 

 نایرا
Iran 

 عموزین الدین  5
Amo-zeynetdin 

 تبریز
Tabriz 

 ایران
Iran 

 تازه کند  6
Taze-kand 

 نقده
Nagadeh 

 ایران
Iran 

 زغال آغاج  7
Zoghal-aghaj 

 تبریز
Tabriz 

 ایران
Iran 

 سلوانا  8
Selvana 

 ارومیه
Urmia 

 ایران
Iran 

 شازند  9
Shazand 

 اراك
Arak 

 ایران
Iran 

 مائوپا  10
Maopa 

 امریکا -
USA 

 ررنج  11
Ranger 

 امریکا -
USA 

 چالشته  12
Chaleshte 

 چهارمحال بختیاري
Chahar Mahale Bakhtiyary  

 ایران
Iran 
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و ) 1993(اولسون و وارنر آمیزي آنزیم پراکسیداز از روش  رنگ برايبعد از پایان الکتروفورز
 سولتیس و سولتیسود در العمل موج استراز از دستورهاي روبیسکو، سوپراکسید دیسموتاز و آنزیم

ویژه  هاي مکرر بهها در آزمایشلازم به توضیح است که شدت نوار. استفاده شد با اندکی تغییر )1990(
هاي یونجه در همان روز انجام قبول بود که استخراج آنزیم از برگ در آنزیم استراز فقط زمانی قابل

 یا برداري عکس و ژل روي ایزوزیمی نوارهاي ظهور و زيآمیرنگ اتمام از بعد .)21 و 18 (گرفته شد
 به ارزیابی این در. شدند ارزیابی کیفی صورت به ایزوزیمی نشانگرهاي ها، آن از برداري یادداشت

 گرفته نظر در صفر و یک امتیاز ترتیب به خاص جایگاه یک در آنریمی نوار هر حضور عدم یا حضور

 طریق فرمول از) He (تعادل فرض با نتظارا مورد هتروزیگوتی میانگینشد و  21 ie pH 

شاخص تنوع ژنتیکی  .است جمعیت یک در ژنی مکان یک در i الل فراوانی Pi آن در که شد برآورد

 از فرمولنی   
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s
ss
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Sss qq

k
H
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 k که در آن) 1973نی، ( برآورد شد 11.1.1

 فرمول ازشاخص تنوع ژنتیکی شانون همچنین  ست، فراوانی آلل مشهود اqsهاي ژنی و  تعداد مکان

 



s

i
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1
ln برآورد شد که در آن H ،شاخص شانون pi جمعیت فراوانی اللi ،امS تعداد 

 از دست آمده به نتایج رسم کلاستربراي . )16 و 4 ( در نظر گرفته شد= e 718281828/2 ها و الل
   . استفاده شدPOPGENE 3.2 افزار الگوي نواري ایزوزیمی از نرم

  
   بحث ونتایج

مورد ) 6(کار رفته، براي چهار آنزیم  هبا توجه به روش الکتروفورز اکریلامید افقی و سیستم بافري ب
    کهتشخیص داده شدچندشکل  ایزوزیم 11، تعداد  مطالعه شدهیونجهناتنی هاي  بررسی در خانواده

 هاي  آنزیم.، مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتند)0و1(بر اساس وجود و عدم وجود نوار آنزیمی 
 استراز و  و دو آنزیم) 1 شکل(شکل نشان دادند  نوارهاي تکروبیسکو و سوپراکسید دیسموتاز 

شکل را نشان  هاي چند ایزوزیمگذاري  نام )2(شکل ، شکل نشان دادند پراکسیداز آشکارا نوارهاي چند
   . دهد می
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  . هاي ناتنی یونجه در خانواده) سمت چپ(و سوپراکسید دیسموتاز ) سمت راست(شکل روبیسکو   تکهاي  ایزوزیم- 1شکل 
Figure 1. Monomorphic of rubisco (right) and superoxide dismutase (left) in alfalfa half-sib families.  

  
شود که تنها خانواده ناتنی شازند براي همه   ملاحظه می)2جدول  (ها  فراوانی ایزوزیمبا توجه به

هاي  که سایر خانواده  در حالینشان داده است،شکلی   نشانگر ایزوزیمی مورد مطالعه داراي چند11
هاي  با توجه به این جدول، میانگین فراوانی. شکلی داشتند  نشانگر ایزوزیمی چند9 در ناتنی اکثراً

 و EST-5هاي در مقابل ایزوزیم.  دامنه تغییرات را داشتندترین  بیشPOX-6 و EST-2هاي  ایزوزیم
POX-4 هاي اصلاحی هاي ناتنی نشان دادند که از نظر کاربرد روش حالت بینابینی را در اکثر خانواده

هاي مورد بررسی   نسبت به سایر ایزوزیم)دلیل حداکثر بودن هتروزیگوسیتی به (تري داراي اهمیت بیش
   .دارد

  

    
  

  . هاي ناتنی یونجه در خانواده) سمت چپ(و پراکسیداز ) سمت راست(شکل استراز  هاي چند  ایزوزیم-2 شکل
Figure 2. Polymorphic of esterase (right) and peroxidase (left) in alfalfa half-sib families 
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می با لحاظ کردن از طریق ضریب نی براي هر نشانگر ایزوزی) He(نتایج هتروزیگوسی مورد انتظار
.  درج شده است)3(عنوان الل دیگر در هر خانواده در جدول  عنوان یک الل و عدم حضور به حضور به

 تنوع  شاخصبالاتري از لحاظژنتیکی هاي تنوع   چالشته شاخص ناتنینتایج نشان داد که خانواده
هاي دیگر  انوادهنسبت به خ) 572/0±092/0(و شاخص تنوع شانون ) 373/0±014/0(ژنتیکی نی 

و شاخص ) 248/0±016/0( ترین میزان تنوع ژنتیکی از لحاظ تنوع ژنتیکی نی  همچنین کم.داشت
طور متوسط میانگین شاخص تنوع  هب. مربوط به خانواده ناتنی سلوانا بود) 430/0±012/0(تنوع شانون 
هاي ناتنی  ادهدر کل خانو) 488/0±041/0(و شاخص تنوع شانون ) 298/0±037/0(ژنتیکی نی 

 بررسی RAPDوسیله نشانگر  هاي یونجه را به جمعیت) 2000 (منگونی و همکاران. دست آمد هب
رضایی . )12 ( گزارش کردند412/0ترین مقدار آن را برابر   و بیش283/0 را برابر Heترین  کردند و کم
مرکزي و شرقی ایران با هاي یونجه زراعی در نواحی  تنوع ژنتیکی را در اکوتیپ) 2010 (و همکاران
 و شاخص 3/0 تا 29/0نشانگرهاي ریزماهواره بررسی و گزارش کردند تنوع ژنتیکی نی بین  استفاده از
 که این )19 ( گزارش شد49/1ثر را نیز ؤهمچنین تعداد الل م.  برآورد شدند46/0 تا 45/0شانون از 

   .خوانی دارد  هم تقریباًپژوهشنتایج با نتایج 
با توجه به میانگین .  درج شده است)4(ها از طریق فرمول نی در جدول یکی بین خانوادهفاصله ژنت

هاي ناتنی نشان  را از سایر خانواده) 0485/0(ترین فاصله  فاصله ژنتیکی، خانواده ناتنی چالشته بیش
ترین فاصله به  بود و بیش) 007/0(یونجه و مائوپا هاي ناتنی قرهترین فاصله متعلق به خانواده کم. داد

عبارت دیگر با توجه به نتایج  هب. تعلق داشت) 089/0حدود  (هاي ناتنی سلوانا و چالشته خانواده
 درصد مشابهت 91 درصد فاصله و 9هاي ناتنی یونجه مورد مطالعه از هم حدود دست آمده، خانواده هب

هاي یونجه را به ساختار ژنتیکی تتوان فاصله ژنتیکی بسیار پایین بین ارقام و جمعیدر کل می. داشتند
بسیار هتروزیگوت و وراثت تتراسومیک یونجه نسبت داد که باعث افزایش تنوع درون جمعیت 

وندرمارك و همکاران  .گردد ثیر قرار دادن تنوع بین جمعیتی میأت شود که این امر باعث تحت می
 مقدار شباهت ژنتیکی SRAPهاي وسیله نشانگر ههاي ژرم پلاسم یونجه ب در بررسی جمعیت) 2006(

. )25 (هاي یونجه را با استفاده از ضریب فاصله ژنتیکی نی محاسبه کردند بین ارقام و ژرم پلاسم
با وجود این تجزیه .  گزارش شد11/0ترین فاصله برابر   و کم50/0ترین فاصله بین دو جمعیت  بیش
 در 04/0یب فاصله را کاهش داد و به در حالت بالک ضرا) 2006(هاي وندرمارك و همکاران  داده
   .تري دارد که این مقدار با برآورد مطالعه حاضر مطابقت بیش) 25(ترین حالت رساند  کم
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  . ها  تمام ایزوزیمنظرهاي ناتنی یونجه از  خانواده ههمهاي تنوع ژنتیکی  میانگین شاخص -3جدول 
Table 3. Mean of genetic diversity indexes in alfalfa half-sib families from all isozymes.  

   هاي ناتنی خانواده
Half-sib families 

   تعداد نمونه
Samples 

  نیشاخص 
Nei’s index 

  نونشاخص شا
Shanon index 

  لیلان حمید
Leylan-hamid 

25 0.321±0.019 0.522±0.012 

  گله بانی
Galebani 

24 0.328±0.017 0.536±0.011 

  قره یونجه
Ghara-yonje 

22 0.304±0.016 0.483±0.011 

  مامان فامنین
Maman-famenin 

23  0.302±0.019 0.496±0.012 

  الدین زین عمو
Amo-zeynetdin 

20 0.305±0.017 0.507±0.011 

  تازه کند
Taze-kand 

20  0.273±0.017 0.464±0.012 

  زغال آغاج
Zoghal-aghaj 

24  0.275±0.017 0.466±0.012 

  سلوانا
Selvana 

23  0.248±0.016 0.430±0.012 

  شازند
Shazand 

23  0.326±0.014 0.496±0.010 

  مائوپا
Maopa 

21  0.263±0.019 0.439±0.013 

  رنجر
Ranger 

16  0.258±0.018 0.452±0.013 

  چالشته
Chaleshte  

23  0.373±0.014 0.572±0.092 

  میانگین
Mean 

22  0.298±0.037 0.488±0.041 
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هاي  از طریق دادهبراساس تجزیه تابع تشخیص، دندروگرام و محل برش در اي  شهتجزیه خو
  توجهی از نظر  شود تفاوت قابل طور که دیده می همان.  نشان داده شده است)3(آنزیمی در شکل 

تري با سایر  تنها خانواده ناتنی چالشته فاصله بیش. هاي ناتنی دیده نشد تمایز بین خانواده
که این  .هاي ناتنی قرار گرفت اتنی داشت و در گروه متفاوتی با سایر خانوادههاي ن خانواده

  . دور از انتظار نیست) و شاخص تنوعضریب فاصله نی (بندي با توجه به نتایج قبلی  گروه
  

  گیري کلی نتیجه
  خانواده ناتنی12دهد که تنوع ژنتیکی بر اساس نشانگرهاي ایزوزیمی در بین  این نتایج نشان می

هاي اصلاحی  ر برنامهتوان از تنوع ژنتیکی موجود د که می طوري. یونجه مورد مطالعه وجود دارد
    ).26 و 15 ،1(استفاده کرد 

  

  
  

  . هاي آنزیمی  از طریق دادهUPGMAوسیله روش  بهیونجه هاي نانتی  خانوادهاي   تجزیه خوشه-3شکل 
Figure 3. Cluster analysis of alfalfa half-sib families based on enzyme data by UPGMA method.  
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