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تنوع دارد. ياژهیگاه ویع جایوسو تنوع يو سازگارن ذخایر غذاییشتعلت کیفیت خوب و دابهاي،بین گیاهان علوفهونجه در ی

در مجموع توانستند ISSRآغازگرهاي .شدبررسی ISSRآغازگر 8ویپیوتیصفات کارونجه با استفاده ازیاز جمعیت17نتیکی ژ
میانگین درصد کمترین تعداد باند را نشان دادند. IS16بیشترین تعداد باند و آغازگر IS11و IS3،IS14هاي د کنند. آغازگریباند تول44

شاخص نشانگر و )(PICمحتوي اطلاعات چند شکلی ن یانگیم.شدمحاسبه %18/90مورد استفاده برابريرهادر آغازگشکلی چند
(MI)یکی از و بودر متفاوت آغازگسه بود که بیشترین میزان مربوط به88/1و 36/0ب برابر یترتبهیمورد بررسيدر آغازگرها

ها جمعیتتوان یاي بر اساس ضریب تشابه دایس نشان داد که ماز تجزیه خوشهگرام حاصل را داشت. دندرومیزانن یکمترهاآغازگر
در تمامی تعداد کروموزوم پایه ه وبودهاي مورد بررسی تتراپلوئید جمعیتتمام وتیپی نشان داد یمطالعات کار.گروه قرار داد4را در 

توان بیان داشت که کاریوتیپ تمام بود، بنابراین می16mهاجمعیتفرمول کاریوتیپی براي تمام .بود8مورد مطالعه هايجمعیت
ها براي تمامی صفات جمعیتداري را در بین نتایج تجزیه واریانس تنوع معنیمتاسانتریک تشکیل شده است.ها از کروموزوم جمعیت

هاي مورد بررسی با استفاده از جمعیتمتفاوتی قرار گرفتند. هايدستهها براي صفات مورد بررسی در جمعیتنشان داد.کاریوتیپی 
.گروه قرار گرفتند4در وبندي شدند اي گروهتجزیه خوشه

.ونجهی، ISSRسیتوژنتیک، نشانگر مولکولی، یکیتنوع ژنت:يدیکلهايواژه
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,Rezaei(اهمیت خاصی پیدا کرده است بررسی تنوع ).2001
هاي گیاهی یکی از موضوعات ژنتیکی موجود بین جمعیت

هاي متداول اصلاحی، باشد. در روشمورد علاقه دانشمندان می
هاي مطلوب از داخل یک توده داراي تنوع ژنتیکی جمعیت

گردند و با ایجاد تغییراتی در بعضی از صفات مهم انتخاب می
Vernشود (آنها، یک واریته تجاري تولید می & Donald,

- ختیريهابر اساس نشانگریکیمطالعه تنوع ژنت).2006

انجام یکیتوژنتیو سی، مولکولییایمیوشی، بییایمی، شیشناس
Michaud(ردیگیم et al., 1991; Gupta, غالباً از).1995

- عنوان معیاري براي انتخاب والدین استفاده میهتنوع ژنتیکی ب

Farshadfarشود ( et al., بینیک علم . سیتوژنتیک)1995
هاي ژنتیک و است که شامل عناوین و روشايرشته

هاي و مطالعه رفتار ماده ژنتیکی در تقسیمباشدسیتولوژي می
ل از عمده میتوزي و میوزي و نحوه انتقال آن در سطح سلو

Majd)مباحث سیتوژنتیک است & Sharyat Zade, 2001).
اهان و یگيبنددر طبقهیعیکاربرد وسیت کروموزومیوضع

ها تنها کروموزم،کمک به حل مسائل و مشکلات آن دارد
توان به نحوه یها مد که به کمک آننباشیمیعوامل مناسب

Mirzaie(برد یپموجودات زنده تکامل  Nodoushan et al.,

نشانگرهايازژنتیکیتنوعبررسیبرايامروزه).2002
Ronald(شودمیاستفادهطور گستردهبهمولکولی & Indra,

نشانگرهاي ISSR)(هاي بین ریز ماهوارهتوالی).2001

RAPDکه نسبت به نشانگر مولکولی نیمه تصادفی هستند

Sicard)باشند کارآمدتر می et al., ن تکنیک به یا.(2005
بیشتر و یآغازگر نیاز ندارد و میزان چندشکلیطراح

یمولکوليگر نشانگرهایدبهنسبتيترراحتيآشکارساز
,Bebeliدارد 2008)Terzopoulos ن نشانگرها در ی). ا&

یابی، نقشهیدار کردن ژن، نشانی، فیلوژنیمطالعات تنوع ژنتیک
Reddyروند (یکار مبهیتکاملیسشناستیو زیژنوم et al.,

يهاتین جمعیگسترده در بیکیوجود اختلاف ژنت).2002
افتد ید بودن آن اتفاق مییو تتراپلویل دگرگشنیدلبهونجه کهی

ده کرده یچین محصول را پیت ایک جمعیمطالعات مربوط به ژنت
دا کردن اطلاعات لازم در مورد ژرمین سبب پیهمبهاست و

که از منابع مختلف جمع یخصوصا زمانپلاسم ارقام مختلف م
Mengoni(داردیت اساسیشده باشند اهم et al., . لذا)2000

یمولکولدر سطح یکیتنوع ژنتیق حاضر با هدف بررسیتحق
انجام گرفت.ونجهیمختلف يهاجمعیتدر یپیوتیصفات کارو

هامواد و روش
تهیه شده از ونجه یجمعیت17در تحقیق انجام شده 

شگاه یدر آزما)1ران (جدول یانک ژن منابع طبیعی اب
یابیمورد ارزکرمانشاهمرکز ام نور یدانشگاه پيوتکنولوژیب

قرار گرفت.

هاي مورد بررسیجمعیتفهرست -1جدول 
کد بانک ژنمنشأشمارهکد بانک ژنمنشأشماره
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یمولکوليهایبررس
، ابتدا بذور در گلدان کشت و DNAمنظور استخراج به

 ـگنمونـه يبوتـه بـرا  5جمعیتاز هر  .شـد انتخـاب  يری

و)1993، (و همکارانTorresروشبهDNAاستخراج 
وکمیـت انجـام گرفـت.   هاجمعیتيصورت بالک برابه

8/0آگـارز  از ژلاستفادهباشدهاستخراجDNAکیفیت 
واکـنش  مشـخص شـد.   تومترياسـپکتروف روشودرصد

50(میکرولیتـر 20حجـم ) درPCR(مـراز یپلاي رهیزنج
ــانوگرم  ــو، DNAن ــی2الگ ــولار میل MgCl2 ،05/0م

 ـآغـازگر،  میکرومولdNTP ،2/0هر ازمولارمیلی ک ی
Taqآنزیم واحد DNA Polymeraseبـه  واکـنش بافرو

مرحلـه یـک شاملحرارتیچرخه) انجام شد.x1مقدار 
وگـراد سـانتی درجـه 95دمايدراولیهسازيشتواسر

چرخههردرکهبودحرارتیچرخه35ودقیقه5مدتبه
وثانیـه 30ترتیـب بهسازيواسرشتدمايوزماننیز،
وثانیـه 30آغـازگر اتصـال زمانگراد،سانتیدرجه95

وزمـان همچنینبود.متفاوتآغازگرهربرايآندماي
درجـه 72وثانیـه 60ترتیـب بـه نیزرشتهتوسعهدماي
72دمايدردقیقه5مدتبهنهاییتوسعه. بودگرادسانتی
آگارزژلازآزمایشایندر.شدانجامگرادسانتیدرجه

. شـد اسـتفاده درصـد ک یTBEواکنشبافربادرصد2
گـذاري نمونهبافرمیکرولیتر5میزانابتداکهترتیببدین

 ـتکثیـر يهـا DNAبه 10میـزان سـپس واضـافه دهش
درشدهایجادهايچاهکدرونبهنمونههرازمیکرولیتر

سـاعت 5/2مـدت و100ولتـاژ بـا وتزریقآگارزژل
درآمیزيرنگجهتراژلسپسوگرفتصورتحرکت
)لیتـر میکـرو درمیکروگـرم یـک (برمایداتیدیوممحلول

ــه Gelدســتگاهازودادهقــراردقیقــه30- 45مــدتب

Documentدر . شـد اسـتفاده بانـدها شـده نمایانجهت
Darwinهــايافزارز بــا اســتفاده از نــرمیــان نیــپا و 6

GenAlEx محتـوي  .ی شـدند حاصل بررسيهاداده6.2
PICاطلاعات چند شکلی ,Polymorphic Information

Content)(ق فرمولیاز طر
2

1

1PIC 



n

i

PI
)Hou

et al., ,MI(اخص نشــانگريشــو ) 2005 Marker

Index( هـر آغـازگر از رابطـه    يبـراMI = PIC × E

)Powell et al., .شد) محاسبه 1996

یکیتوژنتیسيهایبررس
، هو تحت شرایط کنترل شـد شدنددر ابتدا بذور کشت

هاي با طول در ژرمیناتور قرار گرفتند. پس از رشد، ریشه
ند. با توجه شدتخاب گیري انمتر براي نمونهسانتی5/0- 1

در ،ونجـه یي هابه شرایط کنترل شده فوق، مریستم ریشه
- صبح داراي بیشترین تعـداد سـلول  9- 10فواصل زمانی 

در هاریشهتیمار،منظور عمل پیشهاي متافازي بودند. به
ساعت در 3مدت بهدرصد5/0محلول آلفا برومونفتالین 

پس از این مرحله گراد قرار گرفتند. درجه سانتی4دماي 
سـاعت در محلـول   18عمل تثبیـت مـدت   برايها ریشه

3مـدت  هـا بـه  لویتسکی قرار گرفتند. بعد از تثبیت نمونه
شستشو شدند. مهمترین مرحلـه در  ساعت در آب جاري

در حـد  (Squash)هـاي سـیتوژنتیکی، اسـکواش   بررسی
طور کامل از یکدیگر جدا هها بمطلوب است تا اولاً سلول

آمیزي ند و در یک سطح قرار گیرند و ثانیاً عمل رنگشو
به این منظور پس از .به بهترین نحو ممکن صورت پذیرد

در صد و 70ها از محلول الکل اتیلیک کردن ریشهخارج
هـا در مـاده هیدرولیزکننـده    شستشوي آنها با آب، نمونـه 

)NaOH1  ــرارت ــه حـ ــال) در درجـ ــه 62نرمـ درجـ
دقیقـه قـرار داده شـدند. بعـد از     8مـدت  بـه گراد،سانتی

مـدت  ها در محلول رنگ هماتوکسیلین بههیدرولیز، نمونه
ها روي لام، دادن نمونهقرار گرفتند. پس از قرارساعت 3

مریستمی با استفاده از تیـغ مخصـوص بـرش داده    قسمت
روي درصـد 45محلـول اسـید اسـتیک    شد و یک قطره

شد، بـا وارد کـردن   نمونه ریخته و لامل روي آن گذاشته
هـاي ریشـه پخـش    ضربات آهسته بر روي نمونه سـلول 

هـاي متافـازي   بـرداري از سـلول  منظور عکـس شدند. به
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مورد مطالعه از سیستم مانیتورینـگ اسـتفاده   هاي ژنوتیپ
بـر  دوربین نصب شـده . تصاویر کروموزومی از طریقشد

5هـاي ذخیره شدند. کروموزومروي میکروسکوپ نوري
در ژنوتیـپ شـده از هـر   يبـردار عکـس يمتافازول لس

زده و در یک فایل جداگانـه،  برشPhotoshopافزار نرم
و از MicroMeasureمرتب شدند. با استفاده از نرم افزار 

طریق مشخص کردن ابتـدا و انتهـاي کرومـوزوم و محـل     
نظیـر هاي کرومـوزومی  سانترومر آنها، یکسري از ویژگی

)، طـول  LAطول بازوي بلند (،)TLطول کل کروموزوم (
ــاه (  ــازوي کوت ــبت)،SAب ــا (نس ــاخص ARبازوه )، ش

ذخیــره Excelمحاســبه و در محــیط)CIســانترومري (
ذکر است که بزرگنمائی تصـاویر حاصـل از   شدند. لازم به

 ـو با اسـتفاده از  X100لنز   موجـود در سیسـتم   نیدورب
هـاي  زیهدر پایان تجبرابر بود.2775"مانیتورینگ تقریبا

صورت MINITABو MSTATCافزار آماري توسط نرم
گرفت.

جینتا
یتنوع مولکول

12هاي مـورد مطالعـه بـا اسـتفاده از     جمعیتتنوع ژنتیکی 
عـدد  8آغـازگر تنهـا   12که از این شدبررسی ISSRآغازگر 

در ISSRدهـی بودنـد. آغازگرهـاي    داراي باندهاي قابل امتیاز
بانـد  4که از این تعداد تنهـا  د کنند ید تولبان44مجموع توانستند 

- شکل بودند. آغـازگر شکل مشاهده شد و سایر باندها چندیک

بانـد) و  7بیشـترین تعـداد بانـد (تعـداد     IS11و IS3،IS14هاي 
بانـد) را نشـان دادنـد.    3کمترین تعداد باند (تعداد IS16آغازگر 

اده از مورد بررسـی بـا اسـتف   جمعیت17الگوي باندي 1شکل 
دهند.را نشان میIS3آغازگر 

IS3یونجه با استفاده از آغازگر جمعیت17الگوي باندي -1شکل

هاي استفاده شـده در  دست آمده براي آغازگرهنتایج ب
در شـکلی ارائه شده است. میانگین درصـد چند 2جدول 

% بـود، کمتـرین   18/90مورد اسـتفاده برابـر   يآغازگرها
%)، IS16)66/66را آغازگرهـاي  شکلیدمیزان درصد چن

IS14)42/71 و (%IS5)33/83 داشــــتند و درصــــد (%
% بود. متوسط تعداد 100براي سایر آغازگرها شکلیچند

جمعیـت 17باندهاي تولید شده توسط هر آغازگر بـراي  
-Esجمعیـت ن و یشـتر یبEs-026جمعیـت بود 5/5برابر 
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محتوي ین میزان ن تعداد باند را داشتند. بیشتریکمتر049
،IS11مربوط به آغازگرهاي )(PICاطلاعات چند شکلی

IS3 ،IS13 وIS9    بود، همچنین بیشـترین میـزان شـاخص
و IS11،IS3 ،IS13) مربوط بـه آغازگرهـاي   MIنشانگر (

IS9.ن نشانگرها بهتر از سایر آغازگرهـا توانسـتند   یابود
با IS16ها را مشخص کنند. آغازگر جمعیتفاصله ژنتیکی 
و )(PICمحتـوي اطلاعـات چنـد شـکلی    کمترین میزان 

ــازي  )MIشــاخص نشــانگر ( ــایی خــوبی در جداس توان
از یحد متوسطيگر آغازگرها دارایها نداشت. دجمعیت

و شـاخص نشـانگر   )(PICمحتوي اطلاعات چند شکلی
)MI(.نسبت به دو گروه حداقل و حداکثر بودند

ماتریس تشابه
هاي مورد بررسی با استفاده ازعیتتشابه ژنتیکی جم

متغیر بود 800/0تا 480/0ضریب تشابه دایس از 
658/0ها برابر )، میانگین تشابه بین جمعیت3(جدول 

توان بیان داشت تنوع نسبتا مطلوبی در بود. بنابراین می
ISSRهاي مورد بررسی بر اساس نشانگر بین جمعیت

با Es-074هاي توجود داشت. بیشترین تشابه را جمعی
Es-025 ،Es-026 باEs-049 ،Es-049 باKR-3002 و
Es-074 باEs-046 داشتند و کمترین تشابه مربوط به
، Es-025با Es-040 ،Es-023با KR-2197هاي جمعیت

Es-040 باEs-012 وEs-088 باG-16.بود

در آغازگرهاي مورد استفادهشکلی، تعداد کل باند و محتواي اطلاعات چندشکلیدرصد چند-2جدول 

شماره آغازگر توالی آغازگر هاي مکان
تکثیر شده

هاي چند مکان
شکل

درصد 
شکلیچند MI PIC

IS1 5'- AC AC AC AC AC AC AC ACYA-3' 4 4 100% 30/1 325/0
IS3 5'- GA GA GA GA GA GA GA GAYC-3' 7 7 100% 69/2 385/0
IS5 5'- AG AG AG AG AG AG AG AGC-3' 6 5 33/83% 88/1 376/0
IS9 5'- CT CT CT CT CT CT CT CTG-3' 5 5 100% 06/2 412/0
IS11 5'-ACACACACACACACACC-3' 7 7 100% 75/2 393/0
IS13 5'- AG AG AG AG AG AG AG AGYT-3' 5 5 100% 26/2 451/0
IS14 5'- GACA GACA GACA GACA -3' 7 5 42/71% 54/1 308/0
IS16 5'-DBDACACACACACACACA-3' 3 2 66/66% 57/0 286/0

میانگین 5/5 5 18/90% 88/1 367/0
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ISSRهاي مورد بررسی با استفاده از نشانگر جمعیتماتریس تشابه با استفاده ضریب تشابه دایس براي -3جدول 

جمعیت منشأ

E
s-026

K
R

-2197

E
s-035

E
s-023

E
s-049

E
s-074

E
s-046

E
s-009

E
s-040

E
s-030

E
s-025

E
s-075

E
s-012

E
s-088

K
R

-3002

G
16

KR-2197 قزاقی 760/0
Es-035 جیرفت 593/0 696/0
Es-023 دامغان 697/0 667/0 714/0
Es-049 کرمانشاه 788/0 539/0 643/0 733/0
Es-074 1ایتالیا  742/0 741/0 667/0 640/0 667/0
Es-046 خانسار 724/0 760/0 727/0 739/0 667/0 769/0
Es-009 گرگان 694/0 651/0 629/0 718/0 741/0 698/0 634/0
Es-040 همند 586/0 480/0 591/0 565/0 552/0 577/0 583/0 579/0
Es-030 ورامین 702/0 735/0 605/0 711/0 621/0 667/0 681/0 732/0 638/0
Es-025 سبزوار 679/0 542/0 619/0 500/0 741/0 800/0 652/0 722/0 652/0 578/0
Es-075 2ایتالیا  644/0 667/0 533/0 681/0 714/0 717/0 612/0 667/0 694/0 750/0 596/0
Es-012 خارجی 678/0 667/0 667/0 681/0 741/0 755/0 694/0 650/0 490/ 625/0 681/0 640/0
Es-088 کبریت 737/0 735/0 512/0 622/0 640/0 667/0 681/0 750/ 553/0 750/ 533/0 750/ 583/0

KR-3002 فرانسه 607/0 583/0 667/0 591/0 769/0 640/0 696/0 703/0 565/0 578/0 591/0 596/0 723/0 622/0
G16 ناشناخته 600/0 698/0 623/0 585/0 727/0 667/0 619/0 629/0 636/0 634/0 585/0 681/0 698/0 500/0 714/0
G17 ناشناخته 702/0 694/0 558/0 667/0 720/0 667/0 681/0 718/0 596/0 739/0 533/0 625/0 667/0 609/0 711/0 744/0
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ايتجزیه خوشه
UPGMAروش بهايگرام حاصل از تجزیه خوشهدندرو

م با خط بر اساس ضریب تشابه دایس و برش دندروگرا
). 2گروه شد (شکل 4ها در جمعیتبندي برش باعث گروه
و Es-023 ،Es-035 ،Es-046هاي جمعیتگروه اول شامل 

KR-2197 هاي جمعیتبود. در گروه دومKR-3002 ،Es-

012 ،G-16 وG-17 جمعیتقرار گرفتند. گروه سوم شامل -

-جمعیتبود.Es-074و Es-049 ،Es-026 ،Es-025هاي 

در Es-040و Es-088 ،Es-075 ،Es-030 ،Es-009يها
.ندقرار گرفتچهارمگروه

هاي مورد مطالعهجمعیتبراي ISSRهاي نشانگر دندروگرام حاصل از داده-2شکل

یکیتوژنتیتنوع س
هـاي مـورد   جمعیتمتافازي هايتصاویر سلول3شکل 

براي هر کاریوتیپ سـطح پلوئیـدي،   . دهدرا نشان میمطالعه 
، تعـداد  (X)تعداد کـل کرومـوزوم، تعـداد کرومـوزوم پایـه      

همـراه فرمـول کـاریوتیپی   بـه دارماهواره، کروموزوم ماهواره
)K.F( تمام . ارائه شد4نتایج حاصل در جدول وشدتعیین

تعداد کروموزوم وبودندد یهاي مورد بررسی تتراپلوئجمعیت
بنـابراین از  ، بـود 8مورد مطالعه هايجمعیتمی در تماپایه 

-جمعیتتنوع بین نظر تعداد کروموزوم پایه و سطح پلوئیدي 

Levanبر اساس روش . فرمول کاریوتیپیشدمشاهده نها

در اکثـر  .بود16mها جمعیتتمام يبرا) 1964و همکاران (

. تنهـا در  شـد هاي مورد بررسی مـاهواره مشـاهده ن  جمعیت
در ،میکـرون 57/0طـول  بـه یک ماهوارهEs-046جمعیت
درمیکـرون و 66/0طـول  بهیک ماهوارهEs-009جمعیت
08/1و 95/0هـاي  طـول بهدو ماهوارهKR-2197جمعیت

Stebbinsبراسـاس جـدول دوطرفـه    میکرون مشاهده شد.

هـاي تقـارن   هاي مـورد مطالعـه در کـلاس   جمعیت)1971(
در هـا  جمعیـت تمـام  ین جـدول طبق ا،مربوطه قرار گرفتند

شـاخص نامتقـارن بـودن    ند. بر اساس قرار گرفتA1کلاس 
درصد و ),A1) (1986Romero-Zarco(درون کروموزومی

-جمعیت),TF ()1962Huziwara%شکل کلی کروموزوم (

ن یشـتر یبا بKR-2197و Es-030 ،Es-088 ،Es-046يها

0 0.05

Es-026-سیرجان

KR-2197-قزاقی

Es-035-جیرفت
Es-023-دامغان

Es-049-کرمانشاه

Es-074- 1ایتالیا 

Es-046-خانسار

Es-009-گرگان
Es-040-همند

Es-030-ورامین

Es-025-سبزوار

Es-075- 2ایتالیا 

Es-012-خارجی

Es-088-کبریت

KR-3002-فرانسه

G16-ناشناخته
G17-ناشناخته

19
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24
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28
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22

27
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26

30

29

31
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ن یو کمتر)A1(تقارن درون کروموزومیعدم شاخص زان یم
تـرین  داراي نامتقـارن ،)TF%درصد شکل کلی کرومـوزوم ( 

، Es-026 ،G17 ،G16هـاي  جمعیـت ها بودنـد و  کروموزوم
Es-009 وEs-040هـا بودنـد  ترین کروموزومداراي متقارن.

و پارامتر(A2)براي شاخص نامتقارن بودن بین کروموزومی 
اخـتلاف طــول نســبی بزرگتـرین کرومــوزوم و کــوچکترین  

مشاهده شـد  ),1986Romero-Zarco((DRL)کروموزوم
داراي کمتـرین اخـتلاف طـولی    Es-088و G16جمعیتکه 

-Es-040 ،Esيهـا جمعیـت بود و (DRL)بین کروموزومی

تـرین کاریوتیـپ بـر    با داشـتن نامتقـارن  KR-2197و 025

و (A2)نامتقـارن بـودن بـین کرومـوزومی     اساس شـاخص  
ــارامتر ــول نسـ ـپ ــتلاف ط ــوزوم و  اخ ــرین کروم بی بزرگت

داراي بیشــترین تکامــل کــاریوتیپی کــوچکترین کرومــوزوم
بیشـترین  (VRC)ارزش نسبی کرومـاتین بودند. با توجه به 

-KR-2197 ،Es-026 ،Esيهـا جمعیـت میزان کروماتین به 

088 ،Es-074وEs-046ــابرا ــن ایاختصــاص داشــت، بن ن ی
جـه تکامـل   ینتشتر و درین بیزان کروماتیميها داراجمعیت

هـاي جمعیـت کمترین مقدار آن به. بودنديشتریبیپیوتیکار
Es-040 وEs-012  .اختصاص داشت

ي مورد بررسیهاجمعیتتصاویر سلول متافازي -3شکل 
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هاي مورد بررسیجمعیتپارامترهاي تقارن کاریوتیپی -4جدول
جمعیت منشأ A1 A2 SC DRL %TF VRC

Es-026 سیرجان 123/0 132/0 1A 15/3 64/46 74/2
KR-2197 قزاقی 315/0 183/0 1A 11/4 23/39 98/2
Es-035 جیرفت 219/0 170/0 1A 97/3 92/43 18/2
Es-023 دامغان 219/0 167/0 1A 04/4 97/43 21/2
Es-049 کرمانشاه 266/0 163/0 1A 60/3 25/42 22/2
Es-074 1ایتالیا  252/0 168/0 1A 90/3 76/42 45/2
Es-046 خانسار 286/0 180/0 1A 69/3 71/40 40/2
Es-009 گرگان 173/0 152/0 1A 49/3 96/44 34/2
Es-040 همند 194/0 205/0 1A 77/4 56/44 97/1
Es-030 ورامین 271/0 176/0 1A 23/4 01/42 34/2
Es-025 سبزوار 236/0 184/0 1A 58/4 13/43 04/2
Es-075 2ایتالیا  211/0 164/0 1A 04/04 73/43 28/2
Es-012 خارجی 261/0 150/0 1A 17/3 42/42 92/1
Es-088 کبریت 282/0 118/0 1A 290/2 65/41 54/2

KR-3002 فرانسه 251/0 137/0 1A 27/3 64/42 36/2
G16 ناشناخته 133/0 125/0 1A 99/2 47/46 05/2
G17 ناشناخته 129/0 152/0 1A 87/3 60/40 12/2

هاتجزیه واریانس و مقایسه میانگین
دار در تعیین وجود یا عدم وجود تفـاوت معنـی  منظوربه
تصـادفی  طرح کاملاًپایهها از تجزیه واریانس برجمعیتبین 

جـدول  (استفاده شـد بر اساس صفات کاریوتیپیتکرار4با 
)، طـول  TLطـول کـل (  صفات نظرها از جمعیتدر بین .)5

ــد (  ــازوي بلن ــاه (LAب ــاخص  SA) و کوت ــوزوم، ش ) کروم

بـر  )AR) و نسبت بازوي بلنـد بـه کوتـاه (   CIسانترومري (
 ـداري در سـطح  اخـتلاف معنـی  اساس تجزیه واریانس کی

اي دانکن وجود داشت. با استفاده از آزمون چند دامنهدرصد 
پـنج درصـد   در سـطح ،بررسیمورد براي صفات هاجمعیت

).6لجدوشدند (بندي مقایسه و دسته

میانگین مربعات تجزیه واریانس صفات کاریوتیپی-5جدول
AR CI SA LA TL درجه آزادي منابع تغییرات

*039/0 **002/0 **047/0 **113/0 **299/0 16 جمعیت
005/0 0001/0 006/0 014/0 036/0 51 خطا
15/5 84/2 77/7 26/9 28/8 (CV%)ضریب تغییرات

31/1 43/0 99/0 29/1 30/2 میانگین
دار استمعنی% 5میانگین مربعات تیمار در سطح *، دار استمعنی%1میانگین مربعات تیمار در سطح **
TL =،طول کل کروموزومLA=د،بازوي بلنSA=ه، بازوي کوتاCI=اخص سانترومريش ،AR =نسبت بازوي بلند به بازوي کوتاه
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 ـمقایسه میانگینبا توجه به  ول کـل کرومـوزوم   صفت ط
(TL) جمعیتمشاهده شد کهKR-2197 با داشتن بلندترین

کـه بـا   ،قرار گرفـت Aمیکرون) در گروه 98/2کروموزوم (
نداشت. درصد5دار در سطح اختلاف معنیEs-026جمعیت

ترین کرومـوزوم  داراي کوتاهEs-012جمعیتاز طرف دیگر 
 ـجمعیـت میکرون) بود و با 92/1(با میانگین  ، Es-049اي ه

Es-023 ،Es-035 ،G17 ،G16 ،Es-025 وEs-040

صفت طول براينداشت.درصد5دار در سطحاختلاف معنی
بـا داشـتن بلنـدترین    KR-2197جمعیت(LA)بازوي بلند 

قرار گرفـت و  Aمیکرون) در گروه 73/1طول بازوي بلند (
داشت. درصد5دار در سطح ها اختلاف معنیجمعیتبا دیگر 

48/1با داشتن متوسط طول بـازوي بلنـد   Es-088عیتجم
، Es-026هـاي  جمعیـت قرار گرفت و با Bمیکرون در گروه 

Es-074 ،Es-046 ،Es-030 وKR-3002 دار اختلاف معنـی
-G17 ،Esهـاي  جمعیتکمترین طول بازوي بلند به نداشت. 

012 ،G16 وEs-040 11/1، 13/1(بــه ترتیــب بــا طــول ،
قرار Fکرون) اختصاص داشت و در گروه می09/1و 10/1

-Es-075 ،Es-049 ،Es-009 ،Esهـاي  جمعیتگرفتند که با 

023 ،Es-035 وEs-025درصد5دار در سطحاختلاف معنی
Es-026جمعیـت ، (SA)طول بـازوي کوتـاه   براي نداشتند.

میکـرون)  28/1داراي بلندترین میانگین طول بازوي کوتاه (
KR-2197جمعیـت کـه بـا   ،ر گرفـت قراAبود و در گروه 

Es-012جمعیتنداشت. درصد5دار در سطحاختلاف معنی

و میکـرون) بـود  82/0ترین طول بازوي کوتاه (داراي کوتاه
دار در اخـتلاف معنـی  Es-025و Es-040يهـا جمعیـت با 

)CI(نداشت. براي صفت شاخص سانترومريدرصد 5سطح
تعلـق  G16و Es-026 ،G17يهاجمعیتبیشترین میزان به 
در ، Es-009جمعیـت قرار داشتند و بـا  Aگرفت و در گروه 

ند. کمترین میـزان  شتدار نشان ندااختلاف معنیدرصد 5سطح 
عبارت دیگـر بیشـترین عـدم    بهیا)CI(شاخص سانترومري

تقارن درون کروموزومی بر اساس این شـاخص مربـوط بـه    
در سـطح  هـا جمعیـت گـر  یبـود و بـا د  KR-2197جمعیت

-Esيهـا جمعیت). Fدار داشت (گروه یاختلاف معندرصد5

ن یکمتــريداراKR-2197جمعیــتبعــد از Es-088و 046
ین عدم تقارن درون کروموزومیو کمتريشاخص سانترومر

قرار داشتند، کـه  Eن شاخص بودند و در گروه یبا توجه به ا
ــا  ــتب ــاي جمعی ، Es-025 ،Es-074 ،KR-3002 ،Es-012ه

Es-049 وEs-030 ــیدرصــد5در ســطح دار اخــتلاف معن
)AR(براي صـفت نسـبت بـازوي بلنـد بـه کوتـاه      نداشتند.

بـود کـه بـا    KR-2197جمعیـت بیشترین میزان مربوط بـه  
درصد5در سطح Es-030و Es-046 ،Es-088هاي جمعیت

مـذکور  يهـا جمعیـت ن یبنـابرا دار نداشـت. اختلاف معنـی 
با توجه بـه شـاخص   یروموزومن عدم تقارن درون کیشتریب

. کمترین نسـبت بـازوي   را داشتندبلند به کوتاه ينسبت بازو
-جمعیتبود که با Es-026ها جمعیتبلند به کوتاه متعلق به 

اخــتلاف درصــد5در ســطح Es-009و G16 ،G17هــاي 
دار نداشت.  معنی

ايتجزیه خوشه
روش اي بهاز تجزیه خوشهدست آمدهدندروگرام به

Ward طور که مشاهده ارائه شده است. همان4در شکل
خوشه قرار 4ها درژنوتیپشود با برش دندروگرام می

-Esژنوتیپ (5گرفتند. طبق دندروگرام خوشه اول شامل

025 ،Es-012 ،Es-040 ،G-16 وG-17 ،( خوشه دوم شامل
-KRو Es-074 ،Es-088 ،Es-046 ،Es-030ژنوتیپ (5

، Es-075 ،Es-009ژنوتیپ (5شامل )، خوشه سوم 3002
Es-049 ،Es-023 وEs-0352شامل چهارمخوشه ) و
.) بودندKR-2197و Es-026(ژنوتیپ
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%5مقایسه میانگین صفات کاریوتیپی به روش دانکن در سطح-6جدول
جمعیت منشأ TL(μm) LA(μm) SA(μm) CI AR

Es-026 سیرجان 74/2 ab 46/1 bc 28/1 a 468/0 a 14/1 g

KR-2197 قزاقی 98/2 a 73/1 a 17/1 ab 396/0 f 50/1 a

Es-035 جیرفت 18/2 defgh 22/1 def 96/0 cd 438/0 bcd 29/1 cde

Es-023 دامغان 21/1 defgh 24/1 def 97/0 cd 439/0 bcd 29/1 cde

Es-049 کرمانشاه 22/2 defgh 28/1 cdef 94/0 cd 423/0 de 38/1 bcd

Es-074 1ایتالیا  45/2 cd 40/1 bcd 05/1 c 428/0 cde 35/1 bcd

Es-046 خانسار 38/2 cde 39/1 bcd 98/0 cd 414/0 e 42/1 ab

Es-009 گرگان 34/2 cdef 28/1 cdef 05/1 c 452/0 ab 22/1 efg

Es-040 همند 97/1 gh 09/1 f 88/0 de 445/0 bc 27/1 def

Es-030 ورامین 34/2 cdef 36/1 bcde 98/0 cd 421/0 de 39/1 abc

Es-025 سبزوار 04/2 fgh 16/1 ef 88/0 de 433/0 bcde 34/1 bcd

Es-075 2ایتالیا  28/2 cdefg 28/1 cdef 00/1 cd 440/0 bcd 29/1 cde

Es-012 خارجی 92/1 h 11/1 f 82/0 e 425/0 de 37/1 bcd

Es-088 کبریت 54/2 bc 48/1 b 06/1 bc 417/0 e 41/1 ab

KR-3002 فرانسه 36/2 cdef 35/1 bcde 01/1 cd 427/0 cde 36/1 bcd

G16 ناشناخته 05/2 fgh 10/1 f 95/0 cd 465/0 a 17/1 fg

G17 ناشناخته 12/2 efgh 13/1 f 99/0 cd 465/0 a 17/1 fg

درصد احتمال5دار در سطح یحروف مشترك علامت عدم وجود معنيصفات دارا
TL = کل کروموزوم،طولLA=د،بازوي بلنSA=ه، بازوي کوتاCI=اخص سانترومريش ،AR =نسبت بازوي بلند به بازوي کوتاه

Wardهاي مورد مطالعه با استفاده از روش جمعیتبراي کاریوتیپیدندروگرام تجزیه کلاستر صفات-4شکل
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ارتباط میان نشانگرها
ژنتیکیلههاي فاصماتریسبینضریب همبستگی

هاي ژنوتیپسیتوژنتیکیصفاتوISSRنشانگر مولکولی 
,Mantel(استفاده از آزمون مانتلیونجه با محاسبه )1976

هاي فاصلهبین ماتریسهمبستگینتایج نشان داد کهشد.
این همبستگیاز نظر آماري نیزو) 5(شکل بسیار کم بود

.)=1/0P=،072/0R2(دار نبودمعنی

سیتوژنتیکیصفاتوISSRبر اساس نشانگر ژنتیکیهاي فاصلهپراکندگی همبستگی بین ماتریس-5ل شک

بحث
ابزار ISSRينشان داد که آغازگرهاین بررسیج اینتا
يهاجمعیتدر بینیکیتنوع ژنتیرسرجهت بیمناسب

مورد استفاده تنوع يباشد و با توجه به آغازگرهایونجه می
مورد مطالعه مشاهده يهاجمعیتان یمدر یخوبیکیژنت

تکنیک ازاستفادهباکهشدمشخصتحقیقاینشد. در
)ISSRيهاجمعیتژنتیکیالگويکم،زماندرتوان) می
از این تکنیک .ساختمشخصهمدیگربهنسبتراونجهی

شده است. براي بررسی تنوع در بسیاري از گیاهان استفاده
ونجه یت یجمع12يبر رویقیر تحقدآنهاکه يابه گونه

استفاده SSRياز نشانگرها(Medicago sativa)ییایآس
یمورد بررسيهاتیان جمعیرا در میتنوع خوبوکردند

) تنوع 2006و همکاران (Baharن یهمچنند.کردمشاهده 
هاي بومی یونجه را با استفاده از نشانگرهاي ژنتیکی جمعیت
رد ارزیابی قرار دادند و مو(ESTS)ریز ماهواره 

.کردندگزارش را بالاهامورفیسم در بین جمعیتپلی

م در ی) از صفر تا نPIC(شکلیمحتواي اطلاعات چند
غالب متغیر است و هرچه این عدد بزرگتر باشد يهانشانگر

براي آن جایگاه در شکلیبیانگر فراوانی بیشتر چند
يهااخصاساس شبر.باشدتحت بررسی میيهاجمعیت

شاخص نشانگر ) و PIC(شکلیمحتواي اطلاعات چند
)MI( چهار آغازگرIS11،IS3 ،IS13 وIS9ر یبهتر از سا

ها نشان جمعیتشکلی را در بین آغازگرها توانستند چند
، IS11،IS3د از آغازگرهاي شویشنهاد میبنابراین پند.هد

IS13 وIS9 یگر پلاسم دمجموعه ژرمتجزیه و تحلیلبراي
بر اساس ونجه در تحقیقات بعدي استفاده کرد. یهاي جمعیت

، Es-025با Es-074هاي جمعیتپرایمرهاي مورد بررسی 
Es-026 باEs-049 ،Es-049 باKR-3002 وEs-074 با
Es-046هاي جمعیتوبیشترین تشابه ژنتیکیKR-2197 با
Es-040 ،Es-023 باEs-025 ،Es-040 باEs-012 وEs-

در داشتند.را بیشترین فاصله ژنتیکی G-16با 088
) و 2008(و همکارانShahnejat Bousheriبررسی
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Ghanavati) نشانگر) با استفاده از 2006و همکاران
RAPDيهاارقام و تودهيشاوندیو روابط خویکیتنوع ژنت

ق نشانگر یو هر دو تحقگرفت قرار یران مورد بررسیونجه ای
RAPDکردند.یابیارزمناسب یکیان تنوع ژنتیرا جهت ب

وژنتیکیتنوعبیننتایج تجزیه کلاستر همبستگی خوبیدر 
نظرازکههایینمونهد، یعنیشنمشاهدهجغرافیاییتنوع

نظرازلزوماًقرار گرفتندهمدیگر بهنزدیکجغرافیایی
ج با ینتااین.دهندنشان نمیرابیشتريتشابهژنتیکی

.مطابقت داشت)2013(همکارانوBolourchianقاتیتحق
رقم 19نیبیکیژنتتنوعISSRنشانگربا استفاده از شانیا
،دندکررا در آنها گزارش ییتنوع بالاویونجه را بررسی

ه به مختصاتیه کلاستر و تجزین با استفاده از تجزیهمچن
دند.کرها جمعیتيبنداقدام به گروهیاصل

توان کلی در مطالعات سیتوژنتیکی میبندي در یک جمع
هاي مورد بررسی داراي کاریوتیپ جمعیتبیان داشت که 

دار براي صفات در بین آنها تنوع معنیو متقارن بودند
خوبی بهبنابراین صفات کاریوتیپی،کاریوتیپی وجود داشت

ها نشان داد. با توجه به محاسبه جمعیتتنوع را در بین 
-جمعیتونجه، تمام یيهاجمعیتیپی صفات مختلف کاریوت

تعداد کروموزوم پایه وبودندد یهاي مورد بررسی تتراپلوئ
و Bauchanکه ، بود8مورد مطالعه هايجمعیتدر تمامی 
یک گیاه تتراپلوئید معرفی راز یونجهی) ن1995همکاران (

تائی مشابه هم 4هاي دسته از کروموزوم8که داراي ، کردند
) عدد Azhar)1998و Bauchanن ینهمچهستند. 

y=7و =8xکروموزومی پایه جنس یونجه را برابر با 

ها جمعیتتمام يفرمول کاریوتیپی براگزارش کردند.
توان بیان داشت که کاریوتیپ تمام ن مییبنابرا.بودکسانی

متاسانتریک تشکیل شده است و از ها از کروموزوم جمعیت
و شداي مشاهده ندرون گونهنظر فرم کروموزمی تنوع 

هاي متقارنی هاي مورد مطالعه داراي کروموزومجمعیت
هاي مورد بررسی ماهواره مشاهده جمعیتبودند. در اکثر 

بنابراین از ،مشاهده شدماهوارهجمعیت. تنها در سه شدن
-جمعیت، طول و محل قرار گرفتن ماهواره در بین نظر تعداد

Azhar Hossainیدر بررست.ها تنوع چندانی وجود نداش

هاي یونجهپلاسمکاریوتیپ ژرميبر رو)2001(همکارانو
که جه گرفتندینت(Medicago sativa)تتراپلویید آفریقایی

هاي شامل یک مجموعه از کروموزومهاجمعیتکاریوتیپ 
هاي متاسانتریک و سه مجموعه از کروموزومداراي ماهواره،

باشد.متاسانتریک میهاي سابوزومچهار مجموعه از کروم
هاي مورد مطالعه جمعیتStebbinsبراساس جدول دوطرفه 

طبق این جدول،هاي تقارن مربوطه قرار گرفتنددر کلاس
ن مشاهده یند. بنابراقرار گرفتA1در کلاس ها جمعیتتمام 

يهاجمعیتStebbinsشد که بر اساس جدول دوطرفه 
ن شاخص یداشتند و اییبالایومتقارن کروموزیمورد بررس

ن گونه را نشان دهد و بر یايهاجمعیتن ینتوانست تنوع ب
.Mاین اساس گونه  sativaبود. ین رده تکاملیترنییدر پا

هاي یونجه جمعیت) در بررسی Mortazavi)2007همچنین
دار براي صفات کاریوتیپی گزارش کرد و بیان تنوع معنی

Stebbinsا بر اساس جدول دوطرفه هجمعیتداشت که تمام 

و کاریوتیپ متقارنی دارند.قرار داشتند1Aدر کلاس 
دن تنوع در تقارن درون کروموزمی کرمنظور بهتر مشخص به

ارن بودن درون ق، پارامترهاي شاخص نامتو بین کروموزومی
، شاخص نامتقارن بودن بین کروموزومی (A1)کروموزومی 

(A2) نسبی بزرگترین کروموزوم از ، اختلاف دامنه طول
(TF%))، درصد شکل کلی (DRLکوچکترین کروموزوم 

و Es-030 ،Es-088 ،Es-046يهاجمعیت. شدمحاسبه 
KR-2197زان ین میشتریبا بA1ن یو کمتر%TF، داراي

ها بودند و از نظر تکاملی با توجه ترین کروموزومنامتقارن
هاي جمعیتر گرفتند و با این پارامترها در درجۀ بالاتري قرا

Es-026 ،G17 ،G16 ،Es-009 وEs-040داراي متقارن-

-نیین پارامترها در پایباتوجه به اها بودند وترین کروموزوم
قرار یمورد بررسيهاجمعیتن یدر بین مرتبه تکاملیتر

داراي کمترین اختلاف Es-088و G16جمعیتداشتند. 
ها این شاخصطولی بین کروموزومی بود و بر اساس

ن از نظر تکاملی در یترین کاریوتیپ را داشت بنابرامتقارن
Es-040 ،Es-025يهاجمعیتترین درجه قرار گرفت. پایین

ترین کاریوتیپ بر اساس با داشتن نامتقارنKR-2197و 
داراي بیشترین تکامل کاریوتیپی A2و DRLشاخص 
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ع ژنتیکی تنوبررسی در)،Sharyat)2001همچنین بودند.
ها جهت ارزیابی تقارن کاریوتیپجمعیت یونجه یکساله 12

اختلاف طول و)TF%(هائی نظیر درصد شکل کلیاز کمیت
استفاده کرد و با استفاده از جدول )DRLنسبی کروموزوم (

Stebbinsج ینتا. محاسبه کردها را تقارن کاریوتیپی جمعیت
صفات نظراز هاجمعیتبین در نشان دادتجزیه واریانس 

) SA(و کوتاه )LA(طول بازوي بلند، )TL(طول کل
و نسبت بازوي بلند به ) CI(شاخص سانترومري ،کروموزوم

داري در اختلاف معنیبر اساس تجزیه واریانس)AR(کوتاه
گیري اندازهصفات بنابراین برايشت.% وجود دا1سطح 

براي سی مورد برربین ژرم پلاسمداريمعنیتنوع شده
سه ین بر اساس مقایصفات کاریوتیپی وجود دارد. همچن

در کلاس یپیوتیصفات کاريها براجمعیتن دانکن گانیم
)، در Sharyat)2001همچنین قرار گرفتند.یمختلفيآمار

گونه یونجه یکساله براي صفات 12هاي بین جمعیت
گزارش ک درصدیدار در سطحکاریوتیپی اختلاف معنی

ابطه همبستگی بین ماتریس فاصله صفات کاریوتیپی و رکرد.
نشانگر مولکولی با استفاده از آزمون مانتل نشان داد که 

R2%72همبستگی بین صفات  . بوددارو غیر معنی=
بین وجود رابطهعدمیاوجودزمینهدرمتناقضیهايزارشگ

Schautبررسی مانند،نتایج حاصل از نشانگرها وجود دارد

داري را در بین ) که همبستگی غیر معنی1997مکاران (و ه
گزارش کردند. همچنین جوزراعی و مولکولیصفات 
Hamza) باط بالایی را بین نشانگر ت) ار2004و همکاران

در مطالعهند.کردشناسی در جو گزارش مولکولی و ریخت
Mirzaie-Nodoushan) بر روي آویشن 2006و همکاران (

مشاهده منفیارتباط اسانسو )TL(موزومبین طول کل کرو
ولی طول کل کروموزوم از طریق طول برگ اثر بالایی شد
دستبهج یت با توجه به نتایدر نها.شتولید اسانس داتدر 

ریزي جهت مدیریت آمده شناسایی تنوع ژنتیکی در برنامه
هاي اصلاحی ونجه در ایران جهت تدوین برنامهیپلاسم ژرم

-با توجه به این که هر کدام از این شاخصبود.مفید خواهد

نتیکی داراي نقاط ضعف و قوتی ژها براي تعیین تنوع 
و یکیتوژنتیگیري از نتایج مولکولی، سهبا بهرهستند، لذا 

ها، امکان شناسایی نمونهیکیارزیابی تنوع مورفولوژ
گیري از آن وجود هاي مناسب جهت توسعه و بهرهجمعیت
داشت.خواهد
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Abstratc
Alfalfa (Medicago sativa L.) is one of the most important forage crops because of high

quality, growing extensively in farms and rangelands of Iran. Genetic variability is one of the
most aspects for crop improvement. The experiments were carried out to determine genetic
variability among 17 alfalfa populations based on ISSR and cytogenetic markers. All of the
tested ISSR primers showed 44 visible bands. Three primers had the most number of bands
while another primers showed the least band numbers. Mean percentage of polymorphism in the
primers was 90.18 percent. Polymorphic information content (PIC) and marker index (MI)
average were 0.36 and 1.88 respectively. Cluster analysis classified the populations genotype
into four clusters. In order to investigate karyotipic variation between the populations, the
populations were studied for several karyotipic characteristics. Including long arm, short arm
and total length of the chromosomes, long arm to short arm and short arm to long arm ratios and
total form percentage (TF%). All of the genotypes had 32 chromosomes. Analysis of variance
of mitotic data in completely randomized design, showed highly significant differences between
the studied genotypes for all of the studied traits (p<0.01). According to the Stebbins
classification all of the genotypes located in A1 class. Cluster analyses grouped the genotypes
into four clusters.
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