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نواحي مركزي و شرقي  ).Medicago sativa L( زراعي  هاي يونجه ارزيابي تنوع ژنتيكي در اكوتيپ

 ريزماهواره  ايران با استفاده از نشانگرهاي
Assessment of genetic diversity in alfalfa (Medicago sativa L.) ecotypes from 

central and eastern regions of Iran using SSR markers 
 

   3و رضا معالي اميري 2، محمد رضا نقوي1مهدي رضايي
 

  چكيده
ن بـا  نـواحي مركـزي و شـرقي ايـرا     ).Medicago sativa L( زراعـي   هاي يونجه ارزيابي  تنوع ژنتيكي در اكوتيپ. 1389. معالي اميري .رنقوي و  .ر .م ،.مرضايي،

  .520-532) 4( 12. مجله علوم زراعي ايران. ريزماهواره  استفاده از نشانگرهاي
  

  ريزمـاهواره مـورد ارزيـابي      توده يونجه زراعي از نواحي مركزي و شرقي ايران با اسـتفاده از نشـانگرهاي   33در اين آزمايش، 
اي پليمراز  جفت آغازگر ريزماهواره، تحت واكش زنجيره 10 هاي گياهي، با اي ژنومي استخراج شده از نمونه .ان .دي .قرار گرفتند

دهي شـده   نوار نمره 62در مجموع، . ها روي ژل پلي اكريلاميد واسرشته ساز، الكتروفورز شدند قرار گرفته و محصولات اين واكنش
 آغازگر درصد براي 5/62از  64/80با ميانگين  درصد چند شكلي. نوار متفاوت با متوسط پنج نوار در هر لوكوس شناسايي شدند 52و 

MTIC 250 در آغازگردرصد 100كمترين درصد چند شكلي تا  با ENOD 20 ميـانگين  . بـود  متغيـر  ،بيشترين درصد چند شـكلي  با
بيشـترين   MAL369471و  ENOD20نشـانگر  . محاسبه شد 61/0هاي مركز و شرق ايران،  در توده (PIC)ميزان اطلاعات چندشكلي 

نيـز در هـر    (H)تنوع ژني ني . را به ترتيب، در دو جمعيت مركز و شرق داشتند PICمقدار ) 34/0و  37/0(و كمترين ) 83/0و  78/0(
همچنـين روابـط   . محاسـبه شـدند   46/0و  45/0و شاخص اطلاعاتي شانون به ترتيـب   3/0و  29/0دو جمعيت مركز و شرق به ترتيب 

نتايج  .ترسيم گرديد UPGMAشابه دايس محاسبه و دندروگرام حاصل با استفاده از روش ها با استفاده از ضريب ت ژنتيكي بين نمونه
اين تحقيق نشان داد كه با وجود شباهت بسيار زياد بين دو جمعيت مركز و شرق از نظر ساختار ژنتيكي، تنوع بسيار بالايي بين افـراد  

بـه خصـوص   (، فعاليـت حشـرات   )درصد خودگشني 10(يونجه دگرگشن بودن گياه   اين تنوع زياد ممكن است نتيجه. وجود داشت
توانـد ناشـي از تعـادل     هاي مورد مطالعه در اين تحقيق، مـي  تشابه ژنتيكي بين جمعيت. باشد و انتقال دانه گرده بين ارقام ) ها زنبور

  . ان باشدكشت يونجه در ايران و جابجايي بذرها بين مناطق مختلف اير  ژنتيكي به وجود آمده طي صدها سال
  

 ونجه زراعيتنوع ژنتيكي، نشانگر ريزماهواره و ي:  واژه هاي كليدي
  
 
 
 
 
 
 
 
  

  25/1/1389: تاريخ پذيرش    15/6/1388: دريافت تاريخ
  )m_rezaei_@yahoo.com: پست الكترونيك) (مكاتبه كننده(دانشجوي كارشناسي ارشد پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران  -1
  يار پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهراندانش -2
  استاديار پرديس كشاورزي و منابع طبيعي دانشگاه تهران -3
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  مقدمه
افـــزايش توليـــد و بهبـــود كيفيـــت يونجـــه زراعـــي 

(Medicago sativa)       به اسـتفاده مـوثراز تنـوع منـابع و بـه
نيـل بـه   . هاي اصلاحي نيـاز دارد  كارگيري آنها در برنامه

ف مستلزم حفاظـت، ارزيـابي، ثبـت و تبـادل ايـن      اين هد
در بسـياري از  ). Abd-mishani et al, 1992(مـواد اسـت   

منابع، مركز تنوع و خاستگاه يونجه مناطقي از ايران ذكـر  
ــت   ــده اس ــوع  ). Karimi, 1988(ش ــي تن ــابراين، بررس بن

تواند در پيشـبرد اهـداف    ژنتيكي يونجه در اين نواحي مي
  . شدالذكر، مهم با فوق

هاي مولكولي با انواع متعدد و مزايـاي بسـيار،    نشانگر
ــانگر      ــراه نش ــي، هم ــزار تكميل ــك اب ــوان ي ــه عن ــاي  ب ه

مورفولـــوژيكي و فيزيولـــوژيكي در بررســـي روابـــط    
گيرنـد، زيـرا    فيلوژنتيكي گياهي مـورد اسـتفاده قـرار مـي    

تحت تاثير شرايط محيطي نبوده و در هر مرحلـه از رشـد   
ــاه قابــل اســتفاده  ). Manifesto et al, 2001(هســتند گي

هـاي يونجـه    بررسي تنـوع ژنتيكـي درون و بـين جمعيـت    
توانــد خطــرات احتمــالي ناشــي از فرســايش  زراعــي مــي

ژنتيكي را ارزيابي نمـوده و بـه توسـعه حفاظـت مـوثر از      
منابع ژنتيكي و در طراحي راهبرد بهبود ژنتيـك، كمـك   

ــد  ــه). Peng et al, 2007(كن ــانگ از جمل ــاي  ري نش ه
هـاي سـاده    هـاي ريزمـاهواره يـا تـوالي     مولكولي، نشانگر

هستند كه در ژنـوم   (Simple Sequence Repeat)تكراري 
ــه      ــد و بـ ــود دارنـ ــراوان وجـ ــور فـ ــه طـ ــودات بـ  موجـ
  علــــت ماهيــــت هــــم بــــارزي، امتيازبنــــدي آســــان،  
ــالا    ــذيري بــ ــرار پــ ــومي مشــــخص و تكــ   محــــل ژنــ

(Morgnate and Olivieri, 1993; Wang et al, 1994) ،
ابزار مناسبي براي تعيين سطح تنوع ژنتيكـي، شناسـايي و   

هـاي ذخـاير تـوارثي،     تفكيك ارقـام، مـديريت مجموعـه   
نقشه يابي ژنتيكي و انتخاب به كمـك نشـانگر محسـوب    

  ). Gupta and Varshney, 2000(ند شو مي
ــاهواره  ــاه ريزمـ ــار جايگـ ــار چهـ ــين بـ ــراي اولـ   اي بـ

  همكــــــاراندر يونجـــــه بـــــه وســـــيله ديـــــوان و      
(Diwan et al, 1997)  منگــوني و . جداســازي شــدند

ــانگر (Mengoni et al, 2000)همكــاران  ــن نش ــا از اي   ه
  هـــاي بـــراي ارزيـــابي روابـــط ژنتيـــك بـــين اكوتيـــپ  
ــد   ســاندرين و همكــاران . زراعــي يونجــه اســتفاده كردن

(Sandrine et al, 2008)  بـــا اســـتفاده از نشـــانگرهاي
بين هفت رقم يونجـه زراعـي را   ريزماهواره تنوع ژنتيكي 

الوود و . گزارش نمودند هابررسي و تنوع بالايي را در آن
ــاران  ــوالي  (Ellwood et al, 2006)همكـ ــش تـ   شـ

  ســـاده تكـــراري را بـــراي بررســـي تنـــوع ژنتيكـــي      
. ، مـورد اسـتفاده قـرار دادنـد    M. truncatulaهـاي   نمونـه  

 87 (Bernadette et al, 2003)برنـــادت و همكـــاران 
  ازگر ريزمــــاهواره را بــــراي تعيــــين ســــاختار   آغــــ

  هــــاي يونجــــه يــــابي در جمعيــــت ژنتيكــــي و نقشــــه 
فلاحتـي و همكـاران   . تتراپلوئيد مورد استفاده قرار دادند 

(Falahati-Anbaran et al, 2005)   در بررســـي تنـــوع
هـاي   ژنتيكي درون و بين جمعيتي شـش جمعيـت يونجـه   

، نشـان  SSRانگر نش 8ايران توسط ) .M. sativa L(زراعي 
ها به مراتـب بيشـتر از    دادند كه ميزان تنوع درون جمعيت

هــا  هــا بــوده، گياهــان درون جميعــت تنــوع بــين جمعيــت
هــاي مختلــف  هتروزيگوســيتي بــالائي داشــته و جمعيــت

هـاي   رسد كه نشانگر به نظر مي. ناهمگن يا هتروژن بودند
تنوع ريز ماهواره ابزار مولكولي قدرتمندي براي ارزيابي 

هـاي تتراپلوئيـد    پلاسـم در يونجـه   ژنتيكي و توصيف ژرم
باشند و در اين آزمايش نيز از آنهـا در ارزيـابي تنـوع     مي

  هـــاي نـــواحي مركـــز و شـــرق ايـــران ژنتيكـــي يونجـــه
  بـــا توجـــه بـــه ايـــن كـــه امـــروزه     . اســـتفاده شـــد  
ــه  ــدا    واريت ــادي پي هــاي مصــنوعي در يونجــه اهميــت زي

دهنـد   ي تجـاري را تشـكيل مـي   ها اند و بيشتر واريته كرده
(Yadi-Samadi and Abd-Mishani, 1995)  ايـن   و توليـد

هـايي متنـوع بـا     ها، مستلزم در اختيـار داشـتن تـوده    واريته
باشد، در ايـن آزمـايش سـاختار     خصوصيات مشخص مي

هاي مركز و شرق ايـران، ميـزان خلـوص آنهـا و      جمعيت
امكـان   ها با هـدف بررسـي   ميزان جريان ژني بين جمعيت

ــه    ــاختگي در يونج ــام س ــد ارق ــورد   تولي ــران، م ــاي اي   ه
  . ارزيابي قرار گرفت 
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  ها مواد و روش
  مواد گياهي 
آنها  هايرتوده يونجه زراعي كه بذ 33حقيق، در اين ت

از مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي استان اصـفهان  
  مــــورد ارزيــــابي قــــرار گرفتنــــد ،تهيــــه شــــده بــــود

گلخانـه پژوهشـي گـروه زراعـت و      در هاربذ). 1جدول ( 
اصلاح نباتات، واقع در پرديس كشاورزي و منـابع طبيعـي   

ها، از هر گلـدان   كرج كشت شدند و پس از رشد گياهچه

هـاي سـالم و    گياه به صورت تصادفي انتخاب و از برگ 5
هـاي   بـرگ . جوان هر گياه نمونه بـرداري صـورت گرفـت   

مايع، بـه فريـزر    آوري شده پس از انجماد در نيتروژن جمع
 اي بـر  .ان  .اسـتخراج دي . درجه سـانتيگراد منتقـل شـد    - 80

بـا انـدكي تغييـر،     اساس روش سقايي معروف و همكـاران 
آزمــون . (Saghai-Maroof et al, 1984)صــورت گرفــت 

 8/0اي روي ژل آگــاروز  .ان .تعيــين كيفيــت و كميــت دي
  . م شددرصد و همچنين با استفاده از دستگاه نانودراپ انجا

  
  آوري، كد جغرافيايي و شماره افراد هر توده ، محل جمعيونجههاي  شماره دسترسي توده -1جدول 

Table 1. Accession number of alfalfa ecotypes, origin, geographical code and ecotypes number 

  باشد هاي ارائه شده در جدول از مركز تحقيقات كشاورزي و منابع طبيعي اصفهان قابل دسترس مي با كدها  ر اكوتيپبذ -1
1-The ecotypes seed are accessible from Agricultural and Natural Recourses Center of Esfahan 

 هاي شرق ايران براي نمونه Eكز و هاي مر براي نمونه C. آوري ها بر اساس طول جغرافيايي منطقه جمع كد توده -2
2-Ecotypes code, based on origins longitude. (C=Center, E=East) 
 

 (PCR)اي پليمراز  زنجيره  واكنش

ــابع اطلاعــاتي  ــاهواره موجــود در من   ده نشــانگر ريزم
ــتفاده       ــورد اس ــتخراج و م ــي اس ــن بررس ــام اي ــراي انج ب

 Bernadette et al, 2003, Diwan) (2جدول (قرارگرفت 

et al, 2000 .(ــنش ــره  واكــ ــراز، در  زنجيــ   اي پليمــ

ــافر يـــك  15حجـــم  ــايي بـ ــا غلظـــت نهـ   ميكروليتـــر بـ
ميلي مولار كلـرور منيـزيم ، يـك واحـد تـك       دوبرابر،  

 67/0 پيكو مول از هر آغـازگر،  67/0اي پليمراز، .ان.دي
اي ژنـومي  .ان.نانوگرم دي dNTP ،50ميلي مول مخلوط، 

ــرو 1/7و  ــتريل،   لي ميكــ ــار اســ ــر دو بــ ــر آب مقطــ   تــ

 كد
Code  

 محل جمع آوري
Origin 

 شماره دسترسي
Accession Number 

 2 كد

Code2  
  محل جمع آوري

Origin  
 1شماره دسترسي

Accession Number1  

C 3 فزوهFezve3                  268 C 1زرين شهر   Zarinshahr1 44-1 

C كهريزسنگ     Kahrizsang 11-1 C دامغان                Damghan  23-1 

C 4فزوه                      Fezve4 126 C 1فزوه                     Fezve1 126-1 

E رفسنجان             Rafsanjan 188 C 2زرين شهر   Zarinshahr2 68 

E سبزوار                 Sabzevar 25 C 1كوهپايه          Kohpaye1 42 

E يزد                             Yazd 24 C 1كاشان               Kashan1 47 

E جيرفت                       Jiroft 145 C 1گرگان              Gorgan1 9-2 

E گناباد                 Gonaabad 29 C 2كوهپايه         Kohpaye2 39 

E نيشابور               Neishabor 10-2 C شاهرود             Shahrood 27 

E 1بيرجند               Birjand 1 34-2 C انكوهتگلس   Golestankoh 45 

E سيرجان                     Sirjan 6 C 2گرگان              Gorgan2 67 

E 2بيرجند              Birjand 2 34-1 C فلاورجان        Falavarjan 83 

E شهر بابك    Shahrebabak 36-1 C ورامين                Varamin 30-2 

E سيستان و بلوچستان   Sistan 4 C 2فزوه                     Fezve2 147-1 

E تربت                       Torbat 32 C اصفهان                 Esfahan 8 

E بم                               Bam 56-2 C 2كاشان               Kashan2 14-2 

   C Meyme   5                       ميمه
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  نام و توالي آغازگرهاي مورد استفاده و اطلاعات چندشكلي آغازگرها -2جدول 

Table 2. Name and sequences of primers and polymorphic information of primers 
 شاخص نشانگر

Marker index 
 درصد چند شكلي

Percentage of polymorphism 
 شكل تعداد باند چند

Number of polymorphic bands 
 تعداد باند

Number of bands 
 توالي آغازگرها

(L=Left,R=Right) Primers sequences   
 نام آغازگر

Primer name  

2.8 80 4  5 
5’-tccgatcttgcgtcctaact-3’ 
5’-ccattgcggtggctactct-3’  L R MTIC345  

2.18 66 4  6 
5’-gccgatggtactaatgtagg-3’ 
5’-aaatcttgcttgcttctcag-3’  L R B21E13  

3.62 83 5  6 
5’-ccctgggtttttgatccag-3’ 

5’-ggtcatacgagctcctccat-3’  L R MTIC332  

3.5 85.7 5  6 
5’-gcttgttcttcttcaagctc-3’ 
5’-acctgacttgtgttttatgc-3’  L R B14B03  

2.68 80 4  5 
5’-tggaatttgggatataggaa-3’ 
5’-ggccataagaacttccactt-3’  L R MTIC432  

3.04 85.7 6  7 
5’-gatgagaaaatgaaaagaac-3’ 
5’-caaaaactcactctaacacac-3’  L R FMT13  

4.58 87.5 7  8 
5’-taaaaaacggaaagagttggttag-3’ 

5’- gccatcttttcttttgcttc-3’  L R AFct45  

1.08 75 3  4 
5’-attcacacaaacccatcttc-3’ 
5’-aaacccttagcaccgaca-3’  L R MAL369471  

5.66 100 7  7 
5’-cgaacttcgaattaccaaagtct-3’ 

5’-ttgagtagcttttgggttgtc-3’  L R ENOD20  

2.87 62.5 5  8 
5’-gcctgaactattgtgaatgg-3’ 
5’-cgttgatgatgttcttgatg-3’  L R MTIC250  

 Averageميانگين    6.2  5.2 80.64 3.2
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اي پليمـراز در دسـتگاه ترمـو     زنجيـره   واكـنش . انجام شد
بـا برنامـه زمـاني چهـار دقيقـه       (Bio Rad, USA)يكلر سـا 

چرخـه   10درجه سـانتيگراد،   94واسرشته سازي اوليه در 
به طوري كه دماي اتصال (  Touchdownاوليه به صورت 

را پنج درجه بالاتر از دماي ذوب آغازگر در نظر گرفتـه  
شود تا به پنج  و در هر چرخه يك درجه از دما كاسته مي

چرخه شـامل   25و ) ماي ذوب آغازگر برسددرجه زير د
درجه و يك دقيقـه   55ثانيه در  30درجه،  94ثانيه در  30
ــد   72در  ــام شـ ــانتيگراد انجـ ــه سـ ــايي . درجـ ــط نهـ   بسـ

  ي فـرآورده . درجه به مدت پنج دقيقـه انجـام شـد    72در  
اي پليمراز با پنج ميكروليتر رنگ فرماميد  زنجيره  واكنش

دقيقـه   5بارگذاري بـه مـدت   درصد مخلوط و قبل از  98
درجه واسرشته و سپس بلافاصله به توده يخ  95در دماي 

  ده ميكروليتر از مخلـوط فـرآورده واكـنش   . منتقل شدند
ــره ــر روي ژل    زنجيـ ــد، بـ ــگ فرماميـ ــراز و رنـ اي پليمـ

  اكريلاميــد واسرشــته ســاز اســتاندارد شــش درصــد  پلــي
ري بارگذا) USA Bio Rad, squi-Gen GT ,در دستگاه ( 

 90تـا   60وات بـه مـدت    90و الكتروفورز با تـوان ثابـت   
انجـام و سـپس رنـگ    ) هـا  بسـته بـه طـول جايگـاه    (دقيقه 

آميــزي ژل بــا اســتفاده از روش نيتــرات نقــره انجــام شــد 
)Bassam et al, 1991.(  

  ها تجزيه وتحليل داده
امتيازدهي نوارها، به صورت يك براي وجود نـوار و  

ــوا   ــود نـ ــدم وجـ ــراي عـ ــفر بـ ــتصـ ــورت گرفـ   .ر، صـ
هاي موجود، بر اساس طول جغرافيايي بـه دو گـروه    توده 
و ) درجـه  50-56با طول جغرافيـايي  ( Cگروه مركز كد [

 ])درجه 56-62با طول جغرافيايي (  E به گروه شرق كد 
 (PIC) اطلاعـــات چنـــد شـــكلي ميـــزان. تقســـيم شـــدند

)Polymorphic Information Content (فرمول بر اساس  
)1(                              ∑ =

−=
N

I IPPIC
1

21     
(Prasad et al, 2000) شــاخص نشــانگر  و همچنــين

)Marker Index (با استفاده از فرمول  
)2(                                       β..NPICMI =   

 ميـانگين  PIC كـه شـد  براي كليه آغازگرهـا محاسـبه   

 Nبراي هر جفـت آغـازگر،   اطلاعات چند شكلي ميزان
چند  درصد βو تعدادكل باندها براي هر جفت آغازگر

  هـــاي چندشـــكل تقســـيم بـــر تعـــداد جايگـــاه( شـــكلي
. باشـد  براي هر جفت آغـارگر مـي   )ها تعداد كل جايگاه 

نوار تعداد كل  PICاين شاخص علاوه بر مزاياي شاخص 
نظـر گرفتـه و پتانسـيل هـر      در نيـز  را ند شكليو نسبت چ
ــازگ ــد   رآغ ــت تولي ــواررا جه ــتر  ن ــي بيش ــان م ــد  نش ده

(Anderson et al, 1993, Powell, et al 1996) .
  هـــاي مربـــوط بـــه ســـاختار ژنتيكـــي بـــين      پـــارامتر

 )HT ،HS ،GST  وNM (هــــــــا و درون زيرجمعيــــــــت  
 )Na ،Ne، H  وI ( بــا اســتفاده از نــرم افــزارPOPGENE32 

  بررسـي ). Yeh, 1999) (5و 4هـاي   جدول(محاسبه شدند 
ها بر اساس تجزيـه بـه مختصـات     روابط ژنتيك بين نمونه

  انجــام شــد DARwin 5اصــلي بــا اســتفاده از نــرم افــزار 
هــا بــا اســتفاده از  روابــط ژنتيكــي بــين نمونــه ).1شــكل ( 

بــا  مربوطــهضــريب تشــابه دايــس محاســبه و دنــدروگرام 
   .ترسيم شد UPGMAاستفاده از روش 

 نتايج و بحث

  اطلاعات چندشكلي
هواره بـه كـار رفتـه در    تمامي ده جفت آغازگر ريزما

نـوار   62چند شـكلي داشـتند و در مجمـوع     اين آزمايش
تعــداد . نــوار چنــد شــكل بودنــد 52دهــي شــد كــه  نمــره
نوار براي هر آغازگر متغيـر   7تا  3هاي چند شكل از  نوار
شــكل مربــوط بــه جفــت    بيشــترين  نــوار چنــد   . بــود

نـوار و كمتـرين    7بـا   ENOD 20و  AFct 45آغازگرهاي 
با  MAL369471نوار چند شكل مربوط به جفت آغازگر 

نوار چند شكل بـراي   2/5نوار و  2/6ميانگين . نوار بود 3
درصــد چنــد . )2جــدول (همــه آغازگرهــا حاصــل شــد 

 بــا MTIC 250 آغــازگر  درصــد بــراي 5/62شــكلي از 
  درصــد بــراي 100د چنــد شــكلي تــا   كمتــرين درصـ ـ

   ،بيشــترين درصــد چنــد شــكلي بــا ENOD 20 آغــازگر 
 درصـد  64/80چنـد شـكلي،    ميـزان و ميانگين  بود متغير

ــد  ــبه شــ ــدول (محاســ ــاران). 2جــ ــي و همكــ  فلاحتــ
 (Falahati-Anbaran et al, 2005)    تنـوع ژنتيكـي درون و
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 هاي يونجه با استفاده از آزمون تجزيه به مختصات اصلي ي اكوتيپنمودار دو بعدي مربوط پراكندگ -1شكل 
Fig. 1. Two dimentional diagram related to alfalfa ecotypes diversity using factorial analysis 

  
بين جمعيتي را در شـش جمعيـت يونجـه زراعـي توسـط      

 66هشت نشانگر ريزماهواره مورد بررسي قـرار دادنـد و   
نـوار چندشـكل، بدسـت     26/2دشكل با ميـانگين  نوار چن
  . آوردند

بـراي هـر جفـت      (PIC)ميزان اطلاعات چندشـكلي   
هـاي   هـا و تـوده   آغازگر، به طور جداگانه براي كل تـوده 

مركز و شرق ايران محاسبه شـد و ميـانگين ايـن شـاخص     
هاي مركز و شرق ايران بـه   و توده 62/0ها  براي كل توده

نشــانگر ). 3جــدول (محاســبه شــد  61/0و  62/0ترتيــب 
ENOD20   ــدار ــترين مقـ ــر دو   PICداراي بيشـ ــراي هـ بـ

و نشانگر ) 83/0و  78/0به ترتيب (جمعيت مركز و شرق 
MAL369471  ــدار ــرين مق ــراي هــر دو  PICداراي كمت ب

. بــود) 34/0و  37/0بــه ترتيــب (جمعيــت مركــز و شــرق 
از  ، بهتـر PICبا بيشترين مقدار  ENOD20بنابراين نشانگر 

ساير نشـانگرهاي بـه كـار رفتـه توانسـت فاصـله ژنتيكـي        
ــه ــد   نمون ــخص كن ــا را مش ــي    . ه ــايج برخ ــاس نت ــر اس ب

توانـد عـدد    متفـاوت بـوده و نمـي    PICميزان  ها، آزمايش

بـه   PICميـزان  ). Roder et al, 1998(ثـابتي داشـته باشـد    
ــاه، محتـــواي    ــر جايگـ ــداد آلـــل هـ ــواملي ماننـــد تعـ عـ

ــد ــاي  نوكلئوتي ــونده  در  Tو  Gه ــرار ش ــواحي تك ــه (ن ك
و طـول تـوالي   ) همبستگي مثبتي با ميزان چندشكلي دارد

ــته اســت   ــراري وابس ــداد ). Roder et al, 1998(تك تع
ها و تعداد آغازگرهاي ريزماهواره نيز با محتـواي   ژنوتيپ

). Prasad et al, 2000(چند شكلي همبستگي مثبـت دارد  
ز بـــراي هـــر كـــدام ا (MI)محاســـبه شـــاخص نشـــانگر 

ــانگرهاي  ــتفاده نش ــورد اس ــه   ،)2جــدول ( م ــان داد ك نش
ــازگر       ــه آغ ــوط ب ــانگر مرب ــاخص نش ــزان ش ــترين مي بيش

ENOD20 )66/5 (     و كمترين مقـدار مربـوط بـه آغـازگر
MAL369471 )08/1 ( 2/3بــود و ميــانگين ايــن شــاخص 
اين شاخص پتانسـيل هـر آغـازگر در توليـد     . محاسبه شد

 al, 1993  Anderson et( دهـد  نـوار بيشـتر را نشـان مـي    
 . )Powell et al, 1996و

 ها  تنوع ژنتيكي درون زيرجمعيت

هـاي  هاي درون جمعيتي شـامل آلـل   ميانگين شاخص
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 هاي يونجه شرق و مركز در جمعيت نهايي و زير جمعيت (PIC)محتواي چند شكلي نشانگرها  -3جدول 
Table 3. Polymorphism Information Content (PIC) of total population and subpopulations of alfalfa  

PIC زيرجمعيت شرق(E) 
PIC of eastern subpopulation 

PIC زيرجمعيت مركز(C) 
PIC of Central subpopulation 

PIC كل جمعيت 
Total Population PIC 

 نام آغازگر
Primer name  

0.72  0.67 0.7  MTIC345  
0.51  0.55 0.55  B21E13  
0.72  0.72 0.72  MTIC332  
0.71  0.64 0.68  B14B03  
0.65  0.66 0.67  MTIC432  
0.42  0.53 0.5  FMT13  
0.63  0.66 0.65  AFct45  
0.34  0.37 0.36  MAL369471  
0.83  0.78 0.81  ENOD20  
0.55  0.58 0.57  MTIC250  
 PICميانگين   0.62  0.61  0.61

Average of PIC 
  

، تنـوع  (Ne)هاي مـوثر   ، تعداد آلل(Na)مشاهده شده 
بـراي كـل    (I)و شـاخص اطلاعـاتي شـانون     (H)ژني ني  

هاي مركز و شـرق بـه تفكيـك در     جمعيت و زيرجمعيت
هاي مشاهده شـده   ميانگين آلل. ارائه شده است 4جدول 

ــراي كــل جمعيــت و زيرجمعيــت  هــاي مركــز و شــرق  ب
ثر در هـاي مـو   و ميانگين تعداد آلـل  96/1مساوي و برابر 

و در زيرجمعيــت شــرق ايــران  48/1زيرجمعيــت مركــز 
ــبه شــد 49/1 ــي  . محاس ــي ن ــوع ژن ــر دو  (H)تن ــز در ه ني

و  3/0و  29/0زيرجمعيــت مركــز و شــرق بــه ترتيــب     
  46/0و  45/0شـــاخص اطلاعـــاتي شـــانون بـــه ترتيـــب  

 دهـــد كـــه اخـــتلاف نتـــايج نشـــان مـــي. محاســـبه شـــد
ــين شــــاخص معنــــي  ــده   داري بــ ــبه شــ ــاي محاســ  هــ

هــــر دو زيرجمعيــــت، وجــــود نداشــــته و هــــر دو در 
زيرجمعيت، بـا وجـود اخـتلاف در تعـداد اعضـاي آنهـا       

ــز ( ــرق   100مرك ــاه و ش ــاه 65گي ــي  ) گي ــاختار ژنتيك س
  . يكساني داشتند

  
 هاي يونجه هاي اندازه گيري شده در مورد تنوع ژنتيكي كل جمعيت و درون زيرجمعيت شاخص  -4جدول 

Table 4. Calculated indices related to genetic diversity within subpopulations of alfalfa. 
 (E)زيرجمعيت شرق 

Eastern population 
 (C)زيرجمعيت مركز 

Central population 
 كل جمعيت

Total population  
  شاخص

Statistic 
0/19±1.96 0/19±1.96 0.19± 1.96  Na(st.d)  
0.31±1.49 0.3±1.48 0.3±1.49  Ne(st.d)  
0.15 ±  0.3 0.14 ±  0.29 0.14 ±   0.3  H(st.d)  
0.19±  0/46 0.19±  0/45 0.18±  0/46  I(st.d)  

                   Na = ،تعداد آلل مشاهده شدهNe =هاي مؤثر،  تعداد آللH = ،تنوع ژنتيكي نيI =شاخص اطلاعاتي شانون 
Na= Observed number of alleles, Ne= Efficient number of alleles, H= Neis gene diversity, I= Shannons information index 

  
  ها ها و اكوتيپ تنوع ژنتيكي بين زيرجمعيت

هـاي مربـوط بـه     جهت بررسي روابط بين زيرجمعيت
هـاي بـين جمعيتـي محاسـبه      مركز و شرق ايران، شاخص

اولين شاخص، ميـانگين تنـوع ژنتيـك    ). 5جدول (شدند 
شاخص متوسط . برآورد شد 3/0فرد،  165با  (HT)نهايي 

محاسـبه   3/0، (HS)هـا   تنوع ژني در داخـل زيـر جمعيـت   

مقدار تنـوع ژنـي در جمعيـت نهـايي، حاصـل جمـع       . شد
ــين   تنــوع ژنــي در داخــل زيرجمعيــت  هــا و تنــوع ژنــي ب

نتـايج نشـان داد كـه    ). Nei, 1973(باشد  ها مي زيرجمعيت
با متوسط تنوع ژني در  مقدار تنوع ژني در جمعيت نهايي

هــا مســاوي و مقــدار تنــوع ژنــي بــين  داخــل زيرجمعيــت
هــا تقريبــا صــفر بــوده و هــر دو زيرجمعيــت  زيرجمعيــت
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ها  ضريب تمايز ژني بين جمعيت. ساختار يكساني داشتند
(GST) 01/0  ــي ــان ژن ــبه شــد 56/44، (NM)و جري . محاس
ه نشان داد كه تنها يك درصد از تنـوع مشـاهد   GST  آماره

هـا   شده در جمعيت نهايي ناشي از تنوع بـين زيرجمعيـت  
درصد تنوع در جمعيت نهايي ناشـي از تنـوع    99است و 

مقدار جريـان ژنـي متـاثر از ضـريب     . بين افراد بوده است
ها بـوده و همبسـتگي منفـي بـا آن      تمايز ژني بين جمعيت

  .دارد
هاي بين  ها شاخص جهت بررسي روابط بين اكوتيپ 

و نتـايج نشـان داد كـه    ) 6جدول (سبه شدند جمعيتي محا
ها حاصل تنـوع   درصد تنوع نهايي در اكوتيپ 70بيش از 

ــپ ــين    در درون اكوتي ــوع كمــي ب ــع تن ــود و در واق ــا ب ه
اين موضوع نشان مـي دهـد كـه    . ها وجود داشت اكوتيپ

اكثر تنوع محاسـبه شـده حاصـل تنـوع ميـان افـراد درون       
ــپ ــپ   اكوتيـ ــوده و اكوتيـ ــا بـ ــاو  هـ ــا تفـ ــيهـ   ت كمـ

در آزمــايش فلاحتــي و همكــاران . بــا يكــديگر داشــتند 
(Falahati-Anbaran et al, 2005)      نيـز نتـايج مشـابهي بـه

نتـايج ايـن گـروه نشـان داد كـه ميـزان تنـوع        . دست آمد
هـا   ها به مراتب بيشتر از تنوع بـين جمعيـت   درون جمعيت

ــت   ــان درون جمعيـ ــه گياهـ ــوري كـ ــه طـ ــوده، بـ ــا  بـ هـ
هــاي مختلــف  ي داشــته و جمعيــتهتروزيگوســيتي بــالاي

  . ناهمگن بودند
  

 هاي يونجه هاي اندازه گيري شده در مورد تنوع بين زير جمعيت شاخص -5جدول 
Table 5. Calculated indexes related to genetic diversity between subpopulations of alfalfa  

 (St.d)  مقدار محاسبه شده
Calculated Value (St.d) 

 صشاخ
Statistic  

0.02±0.3037 HT 
0.02±0.3004 HS  

0.01 GST  
44.56 NM  

HT = ،تنوع ژنتيكي نهاييHS =مركز و شرق(ها  تنوع ژنتيكي داخل زيرجمعيت( ،GST = ضريب تمايز ژني وNM =جريان ژني 
HT= Total genetic diversity, HS= Genetic diversity within subpopulations, GST= Gene differentiation coefficient, NM= 
Gene flow 

  
 هاي يونجه هاي اندازه گيري شده در مورد تنوع بين اكوتيپ شاخص -6جدول 

Table 6- Calculated indices related to genetic diversity between ecotypes of alfalfa  
 (St.d)  مقدار محاسبه شده

Calculated Value (St.d) 
 شاخص

Statistic  
0.02±0.3197 HT 
0.01±0.2341 HS  

0.267 GST  
1.36 NM  

HT = ،تنوع ژنتيكي نهاييHS =ها،  تنوع ژنتيكي درون اكوتيپGST = ضريب تمايز ژني وNM =جريان ژني 
HT= Total genetic diversity, HS= Genetic diversity within ecotypes, GST= Gene differentiation coefficient, NM= Gene flow 

  
  تجزيه به مختصات اصلي 

هـا بـا اسـتفاده از     روابط ژنتيك بـين اكوتيـپ    بررسي
ضريب تشابه دايس و آزمون تجزيه به مختصـات اصـلي،   

داد كــه  نمــودار دو بعــدي نشــان ). 1شــكل (انجــام شــد 
هـا وجـود داشـته و     پراكندگي بسـيار زيـادي در اكوتيـپ   

. ر پراكنـده هسـتند  ي نمـودا  ها در هر چهار ناحيـه  اكوتيپ

نيــــز مؤيــــد  UPGMAدنــــدروگرام حاصــــل از روش 
ــپ  ــاد اكوتي ــدگي زي ــي پراكن ــا م در ). 2شــكل (باشــد  ه

اكوتيپ به ترتيب از نقاط مختلف   5و  6آزمايش حاضر 
آوري شدند و همانطور  هاي خراسان و كرمان جمع استان

هاي متعلق به يـك   دهد، اكوتيپ كه دندروگرام نشان مي
همچنـين نزديـك   . اط مختلف پراكنده هستنداستان در نق
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) 17و  14هـاي   شـماره (هـا در دنـدروگرام    ترين اكوتيپ
  بودنــد) ســمنان و گرگــان(متعلــق بــه دو اســتان مختلــف 

ــان مــــي .  ــايج نشــ ــاني   ايــــن نتــ ــه همپوشــ ــد كــ   دهــ
ــين داده  ــبي ب ــايي   مناس ــاطق جغرافي ــولي و من ــاي مولك   ه

ــدارد  ــود نــــ ــهري و . وجــــ ــات بوشــــ ــاه نجــــ   شــــ
در  (Shah-Nejat Bushehri et al, 2008)همكــاران  

جمعيت ايراني و هفـت رقـم خـارجي يونجـه      21ارزيابي 
نشـان دادنـد كـه در اثـر تشـابه        RAPDزراعي با نشـانگر  

ژنتيك بالا، ميزان تنوع ژنتيـك بـين ارقـام پـايين بـوده و      

ــدروگرام حاصــل از داده هــاي مولكــولي، همپوشــاني   دن
آن ها گزارش كردند . خوبي با نواحي جغرافيايي نداشت

هـاي مولكـولي و منـاطق جغرافيـايي      كه عدم انطباق داده
ايـن موضـوع   . باشد هاي كشور مي امري مرسوم در يونجه

  ممكــــن اســــت ناشــــي از پديــــده جريــــان ژن بــــين  
هاي يونجـه زراعـي     ها و دگرگشن بودن جمعيت جمعيت

 .باشد
دهد كه  نتايج به دست آمده در اين آزمايش نشان مي

وجود شـباهت بسـيار زيـاد دو جمعيـت مركـز و شـرق       با 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  هاي مولكولي و مناطق جغرافيايي جهت بررسي انطباق داده UPGMAدندروگرام ترسيم شده با روش  -2شكل 
      پراكنش يونجه

Fig. 2. Depicted dendrogram using UPGMA method for study on consistency of molecular data and 

geographical location of alfalfa 
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نظر ساختار ژنتيك، تنوع بسيار بالايي بين افراد وجـود  از 
ي دگرگشن بـودن   اين تنوع زياد ممكن است نتيجه. دارد

بـه  (، فعاليت حشرات )درصد خودگشني 10(گياه يونجه 
نجـه  و انتقال دانـه گـرده بـين انـواع يو    ) ها خصوص زنبور

ها نشـان داد   نتايج بررسي تنوع ژنتيكي بين اكوتيپ. باشد 
درصد تنوع ژنتيكي نهـايي، حاصـل تنـوع     70كه بيش از 

ــپ  ــين    ژنتيكــي درون اكوتي ــوع ژنتيكــي ب ــوده و تن ــا ب ه
با توجه به اينكه يونجه بـومي  . ها پايين بوده است اكوتيپ

زيادي از نظر كشـت و كـار در     ايران بوده و داراي سابقه
ها بين مناطق مختلـف بـديهي و    ايران است، جابجايي بذر

هـاي مـورد    تشـابه ژنتيـك جمعيـت   . باشد مورد انتظار مي
تواند ناشي از تعـادل ژنتيـك بـه     مطالعه در اين تحقيق مي

ها كشت يونجـه و جابجـايي بـذرها     وجود آمده طي سال
  . بين مناطق مختلف ايران باشد

هــاي  اكوتيــپنتــايج بــه دســت آمــده نشــان داد كــه  
موجود در ايران در اثر جريان ژني بـالا و اخـتلاط بـذرها    

ها هسنند و استفاده از آنها  به صورت مخلوطي از ژنوتيپ
با توجه بـه  . باشد در توليد ارقام ساختگي امكان پذير نمي

اينكه يونجه بومي ايران بوده و به تبع آن تنوع و صفات با 
رد، تهيـه و تـدوين   هاي ايـران وجـود دا   ارزشي در يونجه

هـاي ايـران و    هـايي جهـت خـالص نمـودن يونجـه      راهبرد
هــاي  اســتفاده از آنهــا در ايجــاد ارقــام ســاختگي و روش

بـراي رسـيدن بـه ايـن     . باشد اصلاحي ديگر، ضروري مي
هـــايي  شـــود كـــه دســـتور العمـــل هـــدف پيشـــنهاد مـــي

(Descriptor)      بر اساس صـفات ريخـت شناسـي و كيفـي
هاي مناطق مختلف كشور،  ه و يونجهها طراحي شد يونجه

بر اساس اين دستورالعمل از يكديگر تفكيـك و خـالص   
هـاي اصـلاحي و    سازي شوند تا بتـوان از آنهـا در برنامـه   

توليد ارقـام اصـلاح شـده و سـازگار بـا شـرايط مختلـف        
 . گيري نمود بهره

 
  سپاسگزاري

هزينــه ايــن تحقيــق توســط وزارت جهــاد كشــاورزي 
با دانشـگاه   405لوفه اي در قالب طرح دفتر محصولات ع

  . شود تهران پرداخت شده است كه بدينوسيله تشكر مي
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Assessment of genetic diversity in alfalfa (Medicago sativa L.) ecotypes from 
central and eastern regions of Iran using SSR markers 

 
Rezaie, M1., M. R. Naghavi2 and R. Maali-Amiri3 

 
ABSTRACT 

Rezaie, M., M. R. Naghavi and R. Maali-Amiri. 2010. Assessment of genetic diversity in alfalfa (Medicago sativa L.) 
ecotypes from central and eastern regions of Iran usingSSR markers. Iranian Journal of Crop Sciences. 12 (4): 520-532. 
(In Persian) 

 
Genetic variation in 33 alfalfa ecotypes from central and eastern regions of Iran was assessed using SSR 

markers. PCR analysis was performed on genomic DNA using 10 microsatellite primer pairs. PCR products 

were detected using denatured polyacrylamide gel. From 62 reproducible bands identified, 52 bands were 

polymorphic corresponding to an average of 5 bands per locus. The proportion of polymorphism with an average 

of 80.64% varied from 62.5 for MTIC250 to 100 for ENOD 20. The average of polymorphism information 

content (PIC) was 0.61. ENOD20 and MAL369471 primers had the highest PIC value (0.78 and 0.83) and the 

lowest one (0.37 and 0.34) in central and eastern ecotypes, respectively. Nei’s gene diversity and Shannon’s 

information index for both of populations were calculated and their values were 0.29, 0.3 and 0.45, 0.46, 

respectively. Genetic similarity was estimated using the Dice coefficient, and dendrogram was constructed using 

the UPGMA method. Generally, results showed that despite of the similarities of genetic structures between the 

ecotypes from two regions, high variation was observed among individual plants possibly due to the high 

allogamy (90%), insects activity (particularly bees) and pollen transmission among ecotypes. Genetic similarity 

between ecotypes in this study could be considered as consequeneces of  genetic equilibrium that have been 

occurred over long time of cultivation of alfalfa in these regions as well as  seed exchange among provinces.  
 

Key words: Alfalfa, Genetic variation and Microsatellite marker  
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