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 دهيچك
هاي  پروتئينالكتروفورزتوسط  نمونه 17 ماشك، هاياكوتيپ و هاگونهزير ها، گونه برخي روابط فيلوژنتيكي بررسي منظور به
 رهاياز بذ دانه اي ذخيره هاي پروتئين. دنگرفت مورد مطالعه قرار )ديرپ (RAPD توسط نشانگرهاي زين هنمون 14 و نهاي داذخيره
شاخص تنوع ژني ني و شانون مربوط به نشانگرهاي . شد استخراج شده كشت هاي بوته برگ  ازها نمونه DNA وآوري شده جمع

شتر از يني بي مربوط به نشانگرهاي پروتئMI و PICهاي شاخص ولي ،نداشت هم بااي  و پروتئين تفاوت قابل ملاحظهديرپ
هاي گونه ها و اكوتيپدر درخت فيلوژني براساس نشانگرهاي پروتئيني، زيرگونه. د بوديها در آغازگرهاي رپن شاخصين ايانگيم

sativaهاي آن گونهزرگ قرار گرفتند كه در زير شاخهها در يك شاخه ب نيز اين نمونهديرپ در تجزيه . در يك شاخه قرار گرفتند-

ترسيم .  قرار گرفتV. cracca گونه ، در يك شاخه و در رده بالاترV. pannonica دو اكوتيپ از گونه .هاي ديگر نيز قرار داشتند
روش  ها با استفاده ازنهبندي نموگروه. ه كردئ ارا راهاي دو سري نشانگر، نتايج بهتريدرخت فيلوژني با استفاده از تركيب داده

 مقايسه  البتهّ.خواني داشتدرخت فيلوژني در هر سه حالت تاحدودي هماز نتايج حاصل با  ،ياصل هماهنگي هالفهؤم هتجزيه ب
 .ن دادشان بين اين دو دسته داده كمي همبستگي ، و پروتئين توسط آزمون مانتلديرپماتريس فاصله مربوط به نشانگرهاي 

 
 .SDS-PAGE، ديرپ فيلوژني، ماشك، نشانگر، :دييلهاي كواژه

 
 مقدمه

در كنار نقش كـاربردي سيسـتماتيك، در نظـر گـرفتن            
روابط فيلوژنتيك، پيش نياز درك تكامل موجـودات زنـده          
است و ضرورت مشاركت فيلوژنتيـك، بـراي فهـم تنـوع            

تعيـين هويــت  . مورفولـوژيكي بـر كسـي پوشـيده نيسـت     
 ــ ــاريخ تك ــان از لحــاظ ت ــم املي گياه در تشــخيص و فه

ا كمـك شـاياني بـه تحقيقـات بعـدي           هاي بين آنه ـ    قرابت
هـاي    هاي اصلاحي، خواه اصلاح با روش     ويژه در برنامه   به
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هـاي نـوين مهندسـي ژنتيـك          كلاسيك و خـواه بـا روش      
 فيلوژني نه تنها در مباحـث بررسـي تكامـل           .خواهد نمود 

رد ا نيـز مـو    هـاي آنه ـ    ت، بلكه در مورد تكامل ژن     موجودا
چارچوب  .)Doyle & Gaut, 2000(گيرد  استفاده قرار مي

كاري فيلوژنتيكي، نيازمنـد تشـخيص صـفات اجـدادي از           
ساير صفات ايجاد شده جديد در واحد فرد، گونه و بالاتر           

  .است
هاي گياهي وحشي، بخش عمده ذخاير ژنتيكي را  گونه
. باشند شوند و ابزار مبارزه با فرسايش ژنتيكي مي شامل مي
ها منبعي براي معرفي گياهان زراعي و   اين گونه،همچنين

 ,Straus(باغي جديد براي مصارف مختلف هستند 

خويشاوندان وحشي گياهان زراعي منبع انواع ). 2003
هاي اصلاحي بشمار  هاي مورد استفاده در برنامه ژن
هاي مقاومت و  انتخاب طبيعي براي ژن روند و به دليل مي

 بالايي از لحاظ اين پتانسيلساليان دراز، سازگاري در طي 
به جاي اهلي امروزه اصلاح كنندگان . ها دارند نوع ژن

هاي مفيد توجه بيشتر به ژنهاي وحشي، نمودن گونه
ظر علم ژنتيك، اصلاح نباتات و ن، از بدليل اينكه. كنند مي

تكامل، گياهان اهلي و وحشي نكات مشتركي دارند 
)Ehdayi, 1992.( 

ولات يكي از سه خانواده بزرگ گياهان عالي و بـه           بق  
ــت در    ــر اهمي ــه از نظ ــين رتب ــه، داراي دوم ــوان علوف عن

هـاي مهـم ايـن خـانواده،          يكي از جنس  . كشاورزي هستند 
 پتانسـيل باشد كه از گياهان داراي  مي) .Vicia spp(ماشك 
. شـود    گونه را شامل مـي     150اي بالا بوده و بيش از         علوفه
 Sevimay( اروپايي هستند -ي توزيع آسياييها دارا ماشك

et al., 2005 (كره شمالي و به طور و در نواحي معتدل نيم
اي، آسـياي غربـي و آمريكـاي          عمده در نـواحي مديترانـه     

 & Weber(باشـند   جنوب غربي داراي توزيع گسترده مي

Schifino-Wittmann, 1999 .(  ــداد ــوع در تعـــ تنـــ
ــوزوم ــه  كروم ــاي گون ــن ه ــن ج ــاي اي ــا 14 (سه ، 12 ي

10=x2=n2(         از آنها مدل جالبي براي مطالعات كاريوتيپي ،
هيبريداسـيون  ). Navratilova et al., 2003(ساخته اسـت  

شود و بنا به گزارش       ها در داخل جنس انجام مي     در ماشك 
Ladizinisky  ،(1978) هيبريدها به طور جزئي بارورند. 

ن جنس را براي اولين بار، اي Kupicha ،1976در سال 
 گونه و 100 شامل Vicilla يا Craccaجنس به دو زير

Vicia بندي نمود بخش تقسيم5 گونه، تحت 32 شامل .
بندي   رده20. بندي اين جنس گسترده است تاريخ رده

 از زمان لينه بوجود آمده Viciaبزرگ، فقط براي زيرجنس 
رغم مطالعات گسترده در رابطه به .)Maxted, 1995 (است

هاي اساسي در مورد هاي ماشك، برخي پرسش گونهبا
هاي  ويژه موقعيت برخي گونه  به.پاسخ مانده استآنها بي

ه مورد بحث بوده  هميشV. fabaمهم اين جنس، همچون 
هاي موجود را در نتيجه   برخي محققان تفاوتزيرا. است

نوآرايي كروموزومي به سبب جهش يا هيبريداسيون 
  ).Potokina et al., 2000(دانند  يها م طبيعي بين رده

جمله درجه  هايي ازهاي دانه توسط ويژگيپروتئين
بالاي تجمع در دانه در طول مرحله نيمه رسيدگي، ساخته 

اي  هاي ذخيره اندامك  رسوب كردن در  وشدن تنها در بذر
هاي گياهي ديگر  تئين از پرواي به نام اجسام پروتئيني ويژه

 در اي دانه پروتئين ذخيره ،نينهمچ. دنشو مجزا مي
 Mirali(باشند  ها مي ها و گلوبولين  اغلب آلبومينها، لگوم

et al., 2007( .ترين امتيازات نشانگرهاي مربوط به از مهم
DNA ثر شدن آنها از عوامل محيطي و مراحل أ عدم متنيز

 ,Bebeli & Kaltsikes (باشد ميمختلف رشد و نمو 

 اساس برهاي مولكولي   تجزيه،همچنين). 1993
هاي بينابيني را كه در تواند فرممي DNAنشانگرهاي 
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اند و توسط نشانگرهاي نتيجه جريان ژن بوجود آمده
بندي مورفولوژيكي قابل تشخيص و استفاده در رده

 Potokina(بندي كند فيلوژنتيكي نيستند، مشخص و دسته

et al., 2000.(در بررسي طور گسترده  به، از اين نشانگرها 
تنوع ژنتيكي و روابط خويشاوندي بين و درون جنس و 

روابط فيلوژنتيكي . هاي مختلف استفاده شده استگونه
 توسط در شرق آسيا Vicia گونه از جنس 9 و ون تاكس12

Potokina د كه شمطالعه و گزارش  )2003( و همكاران
هاي در بررسي روابط خويشاوندي براساس داده

در . هايي وجود دارد تناقضDNA مورفولوژيكي و
 دانه در روشن كردن اي ه ذخيرهايكه، پروتئين حالي

 با .باشدها بسيار مفيد ميخويشاوندي بين و درون گونه
 ,.Mirali et al) اي دانههاي ذخيرهپروتئيناز استفاده 

اي دانه هاي ذخيره و پروتئينرپيد نشانگرهاي ،(2007
(Potokina et al., 2000)  هايد كه گونهشگزارش 

V. sativa و V. erviliaهاي ماشك  نسبت به ساير گونه
با استفاده از اي در مطالعه. قرابت بيشتري دارند

 را بررسي و Faba تنوع ژنتيكي جنس AFLPنشانگرهاي 
هاي اروپايي و آفريقايي هاي آسيايي از اكوتيپاكوتيپ

اي اروپايي و ه اكوتيپ.  (Zeid et al., 2003)دگرديجدا 
هاي زير گروه  وهآفريقايي بطور كامل از هم جدا نشد
 روابط خويشاوندي .خويشاوندي مختلفي را تشكيل دادند

 با استفاده از نشانگرهاي Viciaهاي  ها و گونهزيرجنس
هاي كلروپلاستي تكثير شده توسط   ژنRFLP و رپيد

PCRكه مجموعه گيري شد  بررسي و نتيجه narbonensis 
 قرابت Viciaبا جنس ده و بوها جدا ز ديگر مجموعها

 رپيدنشانگرهاي  .(Potokina et al., 1999) زيادي دارد
اي  گونهسطح بالايي از تنوع و تمايز را در سطوح درون

 .)Jarret & Austin, 1994 (كند فراهم ميجنس ماشك 

كي يلوژنتيبه منظور بررسي روابط فنيز ن پژوهش يا
ك الكتروفورز ياز تكنبا استفاده ماشك هاي برخي گونه

 . شد انجامرپيداي دانه و نشانگرهاي هاي ذخيرهپروتئين
 

 مواد و روشها
 17، شامل مواد گياهي مورد استفاده در اين تحقيق

 اكوتيپ 7 و  زيرگونه3 گونه، 9 شامل باشد كه  مينمونه
 نمونه 14اي و هاي ذخيرهبراي تكنيك الكتروفورز پروتئين

هاي  اكوتيپ از نمونه5 و  زيرگونه3 گونه، 8ل ماش
 در ديرپاستفاده شده در پروتئين، براي بررسي نشانگرهاي 

 مناطق و ،ها از شهر اردبيلنظر گرفته شد كه كليه آن
كي از ي . شده بودآوري جوار آن جمعهاي همجنگل
 جنس متعلق بهاي گونهتجزيه  در هر دو روش هاهنمون
 .)1جدول ( بود ).Lathyrus sp(خلر 

هاي  هاي برگي از بوته ، نمونهDNAبراي استخراج 
 با ، مطابقCTAB روش از در گلخانه، كشت شده

. استخراج گرديد )2006 ( و همكاران Krizmanروش
 استخراج شده از DNAبراي تعيين كميت و كيفيت 

 درصد و دستگاه اسپكتروفتومتر 8/0الكتروفورز ژل آگارز 
 بوته براي هر 20( افراد درون هر گونه DNA .استفاده شد

پس از رقيق شدن به نسبت ) گونه، زير گونه و اكوتيپ
شان، به سهم مساوي درون يك تيوب جداگانه غلظت

و ) Fu et al., 2003(باهم تركيب و به عبارتي بالك شدند 
بالك شده  DNAهاي  از نمونهPCRهاي در واكنش

 ديرپ آغازگر 40ژنومي،  DNA براي تكثير .ديگرداستفاده 
.  آلمان مورد استفاده قرار گرفتMetabionشركت 

 ميكروليتر شامل 15 به حجم PCRمخلوط هر واكنش 
 شركت master mix red 2x ميكروليتر از محلول 31/6

Ampliqon ،31/6 ،ميكروليتر2 ميكروليتر آب  DNA )25 
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  ميكروليتر آغازگر392/0و ) نانوگرم در ميكروليتر
هاي حرارتي  چرخه. در نظر گرفته شد)  ميكرومول5(

واسرشته :  مرحله اول. سه مرحله بود شاملPCRواكنش 
، گراد درجه سانتي94 دقيقه در 5سازي اوليه به مدت 

 1 چرخه شامل واسرشته سازي به مدت 40: مرحله دوم
گراد، اتصال آغازگرها به  درجه سانتي94دقيقه در 

گراد و  درجه سانتي34 دقيقه در 1هاي الگو به مدت  رشته
 پليمراز به DNA Taqتوسط آنزيم  DNAبسط رشته 

بسط : مرحله سوم، گراد درجه سانتي72 دقيقه در 2مدت 
 .گراد درجه سانتي72 دقيقه در 5نهايي به مدت 

 با استفاده از PCRهاي تكثير شده توسط  فرآورده
وش  درصد جداسازي و به ر5/1الكتروفورز ژل آگارز 

شكل  (آميزي با اتيديوم برومايد آشكارسازي شدندرنگ
الگوهاي نواري حاصل به صورت يك و صفر . )1
 .مورد امتيازدهي قرار گرفتند) ار نوحضور يا عدم حضور(

 بذر از هر 20از ز يي كل دانه نا هاي ذخيره پروتئين
، )1991(  و همكارانSing با استفاده از روشنمونه 

پس از انجام مراحل . رزيابي قرار گرفتاستخراج و مورد ا
، )1شكل  (هابري و اسكن كردن ژلآميزي، رنگرنگ

عدم وجود (صورت صفر ها بهنوارهاي حاصل از پروتئين
تعداد كل  .امتيازدهي شدند) وجود نوار(و يك ) نوار

 برآورد  تعداد نوارها در هر نمونه ونوارهاي چندشكل
 و شاخص )Nei, 1973 ( شاخص تنوع ژنتيكي ني.شد

 فاصله ژنتيكي بين و) Lewontin, 1978 (اطلاعات شانون
با ) Nei, 1978(اريب ني اساس فاصله ژنتيكي نا ها برگروه

.  محاسبه گرديدPOPGENE ver 1.31افزار  استفاده از نرم
 براي MEGA ver.4افزار  ماتريس فاصله حاصل به نرم

.  منتقل شدرسم نمودار درختي تجزيه روابط خويشاوندي
 به روش اي خوشهدرخت فيلوژني با استفاده از تجزيه 

Neighbour-Joiningهاي  لفهؤتجزيه به م.  رسم شد
 نيز )Principle Coordinate Analysis (هماهنگ اصلي
 با هدف ارزيابي NTSYS-PC ver2افزار  با استفاده از نرم

 گياهي موردهاي در نمونهو تأييد نتايج تجزيه فيلوژني 
همچنين، همبستگي فواصل ژنتيكي . مطالعه انجام شد

حاصل از هر دو نوع داده، با استفاده از آزمون مانتل 
)Mantel, 1967 (افزار توسط نرمGenAlex 6.3 مورد 

 .بررسي قرار گرفت

 

  
 

 )سمت چپ(اي دانه هاي ذخيرهو پروتئين) سمت راست (31 شماره رپيد چندشكلي آغازگر -1شكل 
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 جينتا
 آغازگر 19، تعداد ديرپ آغازگر ارزيابي شده 40از ميان 

 الگوهاي نواربندي مناسب و قابل امتيازدهي توليد كردند
 4268 تا 546 نوار، در دامنه 425در مجموع . )1شكل (

ميانگين كل نشانگرها . جفت باز در كل افراد توليد شد
 گونه.  بود37/22ازاي هر آغازگر در كل جمعيت،  به

V. peregrina و گونه 104 با V. faba نوار چندشكل 64 با 
را به خود اختصاص ترتيب بيشترين و كمترين چند شكلي  به

 Oligo-19در بين آغازگرهاي مورد استفاده، آغازگر . دادند
 Oligo-27و آغازگر )  نوار34(بيشترين تعداد نوار چندشكل 

زان اطلاعات مي. را توليد كردند)  نوار13(كمترين چندشكلي 
 )PIC, Polymorphic Information Content(ندشكلي چ

-6 در آغازگر 19/0براي آغازگرهاي مورد استفاده بين 
Oligo 4 در آغازگر 36/0 و-Oligo برآورد 27/0، با ميانگين 

نيز داراي ) MI, Marke Index(شاخص نشانگر . شد
 Oligo-6 در آغازگرهاي ترتيب به 79/9 تا 99/1تغييراتي بين 

شاخص تنوع  ).2جدول ( بود 6، با ميانگين Oligo-19و 
هاي حاصل از ژني ني و شاخص اطلاعات شانون براي داده

 برآورد 4499/0 و 2881/0 برابر ترتيب به ديرپنشانگرهاي 
ي تنوع نسبتاً بالايي ميان دهنده نشاناين مقادير . شد

 .باشدهاي مورد استفاده در اين پژوهش مي نمونه
 اساس بر درخت فيلوژني حاصل از هر دو نشانگر

با استفاده از روش ) Nei, 1978(ماتريس فاصله ژنتيكي ني 
 Nei and Kumar, 2000; Saitou (هاترين همسايهنزديك

and Nei, 1978(ترسيم شد )  درخت فيلوژني  .)2شكل
در .  خوشه اصلي بود4 شامل ديرپاز نشانگرهاي  حاصل

 از  V. sativa از گونه Segetalis گونه ، زير1گروه شماره 
ترين نمونه به   جدا شده و نزديك V. sativaهاي ديگر گونه

V. peregrinaقرار گرفت و در يك سطح بالاتر از آن دو  

 2در رده بالاتر گروه شماره .  ظاهر شدV. ervilia گونه
 و در يك سطح .Lathyrus sp و V. fabaهاي شامل گونه
 و بالاتر از آن گونه V. satira ssp. nigra از 3يپ بالاتر، اكوت

V. narbonensisشامل3شاخه شماره .  قرار گرفت  
V. sativa ssp. sativa2  و اكوتيپ شماره V. sativa  ssp. 

nigra 4 در ارتباط نزديك با اكوتيپ شماره V. sativa ssp. 

nigra و V. hyrcanicaاين درخت فيلوژني كه 4شاخه .  بود 
 پيوست، 3 و 2، 1هاي در بالاترين سطح تكاملي به خوشه

 در كنار هم و در V. pannonica گونه  از اكوتيپ2شامل 
در تجزيه . )2شكل  ( بودV. craccaرده بالاتر از آنها گونه 

 ماتريس فاصله ني اساس برهاي هماهنگ اصلي  لفهؤم به
)Nei, 1978 (19  و13/22 ترتيب بههاي اول و دوم مؤلفه 

از تغييرات موجود در )  درصد42در مجموع حدود (درصد 
ها توجيه كم واريانس داده. ها را توجيه نمودندبين داده

دليل پراكنش مناسب  بهتواند  ميلفه اصلي اول ؤتوسط چند م
در ). Mohammadi, 2002(باشد  آغازگرها در سراسر ژنوم 

لي تا هاي هماهنگ اص لفهؤكل نتايج حاصل از تجزيه به م
 .)3شكل  (ييد نمودأي را تفيلوژنتيكحدودي نتايج تجزيه 

حاصل  نوار 38اي دانه هاي ذخيرهز پروتئينراز الكتروفو
  نوار و گونه12با  V. pannonica، از گونه 1اكوتيپ . شد

V. peregrina بيشترين و ترتيب به نوار چندشكل 2 فقط با 
هاي توليد شده رواميانگين ن. ر را توليد كردندواكمترين ن

هاي  و در گونه7هاي زراعي  تعداد متوسط آن در گونه،24/7
ها، به اندازه مقادير متناظر  اين ميانگين. بود5/7 وحشي برابر

هاي زراعي و وحشي متفاوت  براي گونهديرپدر نشانگرهاي 
هاي وحشي نيستند، ولي به هر حال چندشكلي بيشتر گونه

 PICمقدار . دهندا نشان ميهاي زراعي رنسبت به گونه
 آن MI و 45/0محاسبه شده براي نشانگرهاي پروتئيني برابر 

 شاخص تنوع ژنتيكي ني و شاخص . برآورد شد653/7
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 برابر ترتيب بههاي مورد مطالعه اطلاعات شانون در نمونه
 اين مقادير، تفاوت قابل ).1جدول ( بود 4386/0 و 2772/0

درخت .  نداشتندديرپ در تكنيك اي با مقادير مشابهملاحظه
 ملاحظه 4فيلوژني مربوط به نشانگرهاي پروتئيني در شكل 

 دهنده نشان 2 و 1مجموعه اطلاعات دو خوشه . شودمي
، با V. sativaهاي ها و اكوتيپبندي مناسب زيرگونهگروه

. باشد اي دانه ميهاي ذخيرهاستفاده از نشانگرهاي پروتئين
 و V. fabaهاي بندي حاضر شامل گونهشاخه سوم در گروه

V. craccaدر كنار هم و نزديك با گونه  
V. hyrcanicaهاي هاي بالاتر به شاخه بود كه در رده

هاي شاخه.  پيوستV. villosa و V. peregrinaگونه تك
و  V. peregrinaهاي ترتيب شامل گونه  به5 و 4گونه تك

V.villosa پيوست 6وشه شماره بود كه در رده بعدي به خ 
 گونه 2 در كنار اكوتيپ شماره .Lathyrus spكه در آن گونه 
V. pannonicaنيز اكوتيپ 7خوشه شماره .  قرار گرفت 

و  V. narbonensis و گونه V. pannonica، گونه 1شماره 
در تجزيه ). 4شكل ( را در بر گرفت V. erviliaدر رده بالاتر 

 با استفاده از ماتريس فاصله هاي هماهنگ اصلي كهبه مؤلفه
 24/32ترتيب  انجام گرفت، دو مؤلفه اول به) Nei, 1978(ني 
 درصد از كل واريانس 25/51 درصد، و در مجموع 01/19و 

بندي، نتايج حاصل از تجزيه اين گروه. را تبيين كردند
). 5شكل (فيلوژنتيكي را تا حدودي مورد تأييد قرار داد 

هاي ماشك مورد  نمونه از نمونه14ماتريس فواصل ژنتيكي 
 كه در تجزيه پروتئين نيز حضور ديرپمطالعه در تجزيه 

باهم ) Mantel, 1967(داشتند، با استفاده از آزمون مانتل 
مقدار ضريب همبستگي بين اين دو ماتريس . مقايسه شدند

)284/0=r (دهنده ارتباط كم ميان اين دو دسته داده بود نشان. 
هاي تر روابط بين نمونهتر و جامعسي دقيقبه منظور برر

 ديرپهاي اساس داده ماشك مورد مطالعه، تجزيه فيلوژنتيكي بر

شاخص تنوع ژنتيكي ني . جا انجام شدو پروتئين به طور يك
هاي مورد مطالعه و شاخص اطلاعات شانون در نمونه

هاي  بود كه با تجزيه4488/0 و 2869/0ترتيب برابر  به
 در درخت فيلوژني مربوطه، .اختلاف زيادي نداشتجداگانه 

در ). 6شكل ( گروه مجزا از هم تفكيك شدند 5ها در گونه
 مانند V. sativa ssp. sativa، زيرگونه 1خوشه شماره 

، نزديك به اكوتيپ دوم ديرپاساس نشانگرهاي  بندي برگروه
در شاخه دوم گونه .  قرار گرفتV. sativa ssp nigraزيرگونه 

V. hyrcanicaديرپبندي مربوط به نشانگرهاي ، مشابه با گروه 
 قرار V. sativa ssp. niga زيرگونه4در كنار اكوتيپ شماره 

 در يك رده بالاتر از گونه V. cracca در شاخه سوم،.گرفت
V. peregrina و زيرگونه segetalis از گونه V. sativa  قرار

 موقعيت دو گونه شاخه چهارم درخت فيلوژني حاضر،. گرفت
V. narbonensisو V. ervilia اساس  بندي بر را كه در گروه

نشانگرهاي پروتئين در كنار هم در يك خوشه قرار گرفته 
كل، مانند شاخه دوم درخت  اما اين شاخه در. بودند، تأييد كرد

 .Vدهنده نزديكي   نشانديرپفيلوژني حاصل از نشانگرهاي 

faba با Lathyrus spدو رده بالاتر، با  و در V. narbonensis 
بندي ، مثل شاخه چهارم خوشه5بندي در شاخه اين گروه. بود
 .Vاكوتيپ گونه   توانست دوديرپاساس نشانگرهاي  بر

pannonicaها تفكيك كرده و در  را به خوبي از بقيه نمونه
هاي هماهنگ در تجزيه به مؤلفه. يك شاخه مجزا قرار دهد

هاي تلفيق شده با استفاده از ماتريس فاصله ني هاصلي براي داد
)Nei, 1978(درصد 55/19 و 25/21ترتيب  ، دو مؤلفه اول به 

.  درصد از كل واريانس را تبيين كردند8/40و در مجموع 
اساس دو مؤلفه هماهنگ اصلي اول و دوم، با  بندي برگروه

ي وجود توجيه كم واريانس، نتايج حاصل از تجزيه فيلوژنتيك
 ).7شكل (را تا حدود زيادي تأييد كرد 



45 1، شمارة 20اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران جلد  دو فصلنامة تحقيقات ژنتيك و

 اي دانه و نوارهاي چندشكل حاصل از نشانگرهاي پروتئين ذخيرهPIC  ،MI-1جدول 

 آوري محل جمع نمونه
 تعداد نوارهاي

 چندشكل
 آوري جمع محل نمونه

 تعداد نوارهاي
 چندشكل

V. sativa ssp nigra4 7 شورابيل اردبيل V. sativa ssp segetalis 6 ردبيلا 
V. sativa ssp nigra2 8 سومرين اردبيل V. villosa 8 اردبيل 
V. faba 9 اردبيل V. sativa ssp nigra3 6 جنگل فندقلو 
V. sativa ssp nigra1 8 سومرين اردبيل V. cracca 4 اردبيل 
Lathyrus sp. 7 اردبيل V. pannonica2 7 جنگل فندقلو 
V. ervilia 8 اردبيل V. sativa ssp sativa 6 اردبيل 
V. peregrina 2 اردبيل V. narbonensis 10 اردبيل 
V. hyrcanica 8 اردبيل V. pannonica1 12 سومرين اردبيل 
V. sativa ssp nigra5 7 دانشگاه محقق    

 24/2  ميانگين نشانگر در كل جمعيت 38  تعداد كل نوارهاي چندشكل
PIC  45/0 ميانگين   MI  653/7 

 

 
 

  و Neighbour-Joiningبا استفاده از روش  هاي ماشكبندي نمونه نمودار خوشه-2شكل 
  نشانگرهاي رپيد اساس بر )Nei, 1978(فاصله ژنتيكي ني 

 )باشندهاي مربوط به هر گونه مي اكوتيپ4 و 3، 2، 1هاي شماره(

 ۴
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  نشانگرهاي رپيداساس بر هماهنگ اصلي اول و دوم لفهؤ دو ماساس برهاي ماشك  نمايش دو بعدي نمونه-3شكل 
 

 

 
) Nei, 1978( و فاصله ژنتيكي ني Neighbour-Joiningبا استفاده از روش  هاي ماشكبندي نمونه نمودار خوشه-4شكل 

 اساس نشانگرهاي پروتئين دانه  بر
 )باشندهاي مربوط به هر گونه مي اكوتيپ5 و 4، 3، 2، 1هاي شماره(
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65/3 
09/7 
79/8 
01/7 
38/4 
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69/5 
08/6 
1/7 
79/9 
53/8 
22/8 
59/3 
46/7 
99/1 
11/7 
6/5 
ص  5/4
شاخ

 
M

I
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22 
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ي  19 18 20 15 29 17 32 33 34 27 23 21 13 16 22 32 21 17 16
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زگر
آغا

05/477 4 0 10 7 5 0 2 5 6 2 9 4 0 3 0 3 7 5 5 V. sativa nigra4 

68/370 7 2 4 6 0 0 2 2 4 0 7 5 4 5 3 2 7 7 2 V. sativa nigra2 

37/3 
64 5 4 6 5 7 4 0 1 0 2 5 4 6 0 2 2 6 1 4 

V. faba 

05/596 3 0 9 8 5 6 3 8 4 6 7 7 5 2 8 3 6 4 2 V. sativa segetalis 

32/363 5 2 2 6 3 4 0 3 4 0 6 4 9 0 7 2 3 0 2 Lathyrus sp. 

32/482 3 1 7 3 8 5 1 3 5 8 7 5 8 2 3 2 4 5 1 V. ervilia 

47/5 10
4

 
3 2 5 7 7 6 2 7 6 8 11 7 8 5 3 2 8 5 2 

V. peregrina 

32/483 4 2 4 5 5 1 4 6 7 5 10 4 0 2 5 3 5 7 4 V. hyrcanica 
63/488 5 0 8 7 0 4 2 6 0 6 10 4 11 2 5 7 4 6 0 V. pannonica1 

53/486 4 3 6 7 6 3 4 2 6 8 4 7 4 1 4 2 7 4 4 V. narbonensis 

74/4 
90 4 4 0 6 7 5 3 3 8 6 7 6 7 2 7 3 5 0 5 

V. sativa sativa 

32/482 5 4 0 9 6 4 4 4 3 4 11 7 5 2 6 2 6 0 0 V. pannonica2 

79/4 
91 1 4 2 9 6 3 3 3 8 8 9 7 7 1 4 3 3 6 3 V. cracca 

5 95 3 3 7 5 8 3 0 5 0 5 10 7 7 3 8 2 6 7 5 V. sativa nigra3 
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  نشانگرهاي پروتئين دانهاساس برلفه هماهنگ اصلي اول و دوم ؤ دو ماساس برهاي ماشك  نمايش دو بعدي نمونه-5شكل 

 

 
  و فاصله ژنتيكي ني Neighbour-Joiningبا استفاده از روش  هاي ماشكبندي نمونه نمودار خوشه-6شكل 

)Nei, 1978( هاي تلفيقي رپيد و پروتئين دادهاساس بر  
 ).باشندنه ميهاي مربوط به هر گو اكوتيپ4 و 3، 2، 1هاي شماره(
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 هاي دادهاساس بر دو مولفه هماهنگ اصلي اول و دوم اساس برهاي ماشك  نمايش دو بعدي نمونه-7شكل 

  تلفيق شده رپيد و پروتئين دانه
 

 بحث
هاي  و پروتئينRAPDا استفاده از نشانگرهاي ب

 و  Mirali و(2000) و همكاران  Potokina،اي دانهذخيره
 و V. sativaهاي گونهكه گزارش كردند  )2007(همكاران 

V. ervilia قرابت بيشتري هاي ماشك  ساير گونهنسبت به
 ديه رپي تجزاساس بر درخت فيلوژنيدر اين مطلب . ددارن

 صادق V. sativa از گونه segetalisفقط درباره زيرگونه 
 فاصله كم و بيش، V. sativaهاي ديگر زيرگونه. بود

 2خوشه  بنابر آنچه كه در .ندشت داV. ervilia بيشتري از
بين ديگر    درV. fabaن درخت آشكار است، گونه يا

 ديرپ از لحاظ آغازگرهاي لعههاي ماشك مورد مطاگونه
ترين گونه به مورد استفاده در اين تحقيق، نزديك

Lathyrus  sp.اين نزديكي توسط .  بود Choiو همكاران 

هاي خامه نشان  ويژگياساس بربندي گروه درنيز ) 2006(
هاي ها و اكوتيپپراكندگي اغلب زيرگونه .داده شده است

هاي مجزا و دور از هم از نكات  در ردهV. sativaگونه 
 اساس بربندي مبهم در تفسير نتايج حاصل از گروه

البته تنوع ژنتيكي قابل توجهي بين و .  بودديرپنشانگرهاي 
 و همكاران  Potokinaسط تو Sativaهاي درون زيرگونه

 كه هميشه در سطح فنوتيپ ه استدشگزارش  )2000(
آشكار نشده و توسط نشانگرهاي مورفولوژيكي قابل 

 V. sativaبرخي محققان نيز زيرگونه . باشدبرآورد نمي

ssp.sativaاند تر تقسيم كرده را به چندين رده كوچك
)Van de Whow et al., 2001.( ج حاصل يبا توجه به نتا

 به نحو V. pannonicaهاي گونه ، اكوتيپديرپ هيجزاز ت
ها و  و از ديگر گونههدشبندي خوبي گروه نسبتاً

 .نددگرديتفكيك  V. craccaها، به استثناي  زيرگونه
نشانگرهاي  مربوط به MI و PICمقايسه ميانگين 

 ديرپآغازگرهاي و ) 1جدول ) (653/7 و 45/0(پروتئين 
نشان داد كه نشانگرهاي پروتئيني ) 2جدول ) (6 و 27/0(
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البته بديهي است كه . اطلاعات چندشكلي بيشتري داشتند
 اين قابليت وجود دارد كه با افزايش تعداد ديرپتكنيك  در

آغازگرهاي مورد بررسي، اطلاعات مولكولي به مراتب 
بيشتري نسبت به اطلاعات حاصل از تكنيك الكتروفورز 

هاي تنوع نزديكي مقادير شاخص. ودشپروتئين توليد مي
 و ديرپدر تجزيه نشانگرهاي ) شاخص ني و شانون(

 كارآيي مشابه اين دو روش در تعيين دهنده نشانپروتئين 
 .باشدهاي ماشك ميتنوع ژنتيكي گونه

 segetalisهاي ، زيرگونهV. sativaدر داخل گونه 
 تشابهات مورفولوژيكي زيادي دارند و برخي  nigraو

مطالعات پيشين اين دو را پيوسته و نزديك به هم نشان 
تفاوت ). Maxted, 1995; Stankevich, 1987(داده است 

 و پروتئين، ممكن است ديرپدر نتيجه تجزيه نشانگرهاي 
هاي غير كد كننده يا كد كننده غير به دليل تفاوت در توالي

 دو اي دانه در ژنوم اينهاي ذخيرهثر در توليد پروتئينؤم
زيرگونه باشد كه منجر به تفاوت در نتيجه حاصل از 

هاي اين دو و پروتئين DNAنشانگرهاي مربوط به 
 ديرپها را در تجزيه نشانگرهاي زيرگونه شده و تفكيك آن

 اساس بربندي در حالي كه در گروه. موجب شده است
هاي كد كننده ژنوم نشانگرهاي پروتئين كه حاصل توالي

 .اندها در كنار يكديگر قرار گرفتهن زيرگونهباشند، ايمي
 برخي مطالعات، رابطه خويشاوندي نزديكي بين اساس بر

V. peregrina  و V. faba  نشان داده شده است
)Potokina et al., 2000; Jaaska, 1997 ( كه در خوشه

 اين ي،نيپروتئنشانگرهاي سوم درخت فيلوژني حاصل از 
خت فيلوژني حاصل از تجزيه اگرچه در. يد شديأمطلب ت

برخلاف  .، قادر به نشان دادن اين رابطه نبودديرپ
هاي  موقعيت اكوتيپ،ديرپ نشانگرهاي اساس بربندي  گروه

هاي مجزا و  كه هر كدام در گروهV. pannonicaگونه 

دور از يكديگر قرار گرفتند، از ابهامات اين درخت 
ند مربوط به تواا حدودي مياين مطلب ت. فيلوژني بود

 شرايط اكولوژيكي درها پذيري ذاتي در برخي گونهتغيير
متفاوت باشد كه البته بررسي آن در حيطه اين پژوهش 

، زيرا ،افتدپذيري در سطح ژنوم اتفاق نمي تغييراين. نبود
 شرايط محيطي ثيرأتحت ت DNAنشانگرهاي مربوط به 

ژي و مورفولو(بلكه در سطوح فنوتيپي . گيرند نميقرار
 گونه. كندنمود پيدا مي) ها و غيرهپروتئين

V. narbonensis در مطالعه Jaaska ،)1997 ( نزديك به
اين مطلب در . دشبندي  گروهV. pannonicaگونه 
 مشاهده نشد، ولي ديرپ نشانگرهاي اساس بربندي خوشه

، هاي دانهني پروتئالكتروفورز اساس بر در درخت فيلوژني
 V. pannonicaهاي گونه د يكي از اكوتيپويژه در مور به
 اساس بر .يد قرار گرفتأيمورد ت) 1 اكوتيپ شماره(

 از V. fabaگونه  )2000( و همكاران  Potokinaمطالعات
البته در .  فاصله زيادي داردV. sativaهاي زيرگونه

 ، Choi خصوصيات خامه گل توسط اساس بربندي  گروه

حال،  هر به. داده شده استخلاف اين مطلب نشان  )2006(
هاي حاصل از تجزيه نشانگرهاي بندياين فاصله در گروه

 .V هايگونه . و پروتئين در تحقيق حاضر آشكار بودديرپ

faba و V. ervilia هاي مجزا طي مطالعات پيشين در گروه
 هر اساس بربندي  گروه). Choi et al., 2006(قرار گرفتند 

نيز، اين دو )  و پروتئينديرپ(لعه دو نوع نشانگر مورد مطا
هاي همچنين گونه .هاي مجزا قرار دادندگونه را در خوشه

V. faba و V. narbonensis تشابهات مورفولوژيكي 
 مطالعات اساس براما با وجود اين، . زيادي دارند

 & Perrino؛ Ladizinsky, 1975(الكتروفورز پروتئين دانه 

Pignone, 1981 ؛Przybylska & Zimniak- 

Przybylska, 1995 ؛Potokina et al., 2000 ؛Mirali et 
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al., 2007 (مطالعه . هاي دور از هم قرار گرفتنددر شاخه
  Potokina نيز توسطديرپنشانگرهاي  هاي حاصل ازداده

تفكيك اين دو گونه را نشان داده   )1999(و همكاران 
رد استفاده رغم تمام اين مطالعات، آغازگرهاي مو به. است

 و نشانگرهاي پروتئيني در اين آزمايش، ديرپدر تكنيك 
كدام قادر به تفكيك متناسب با مطالعات پيشين براي هيچ

هاي اي بر روي گونهطي مطالعه .اين دو گونه نبودند
Vicia و پروتئين دانهديرپ با استفاده از تجزيه (Potokina 

et al., 2000) تعداد كروموزوم هاي با ، ارتباط بين گونه
بندي، به طور را در خوشه) x2=n2=10، 12 يا 14(مشابه 

هاي با تعداد كروموزم بندي گونهگروه. روشن نشان دادند
 ديرپمشابه در درخت فيلوژني حاصل از نشانگرهاي 

چندان صادق نبود ولي تا حدودي در درخت فيلوژني 
مربوط به نشانگرهاي پروتئيني مشاهده شده و كليه 

 V. hyrcanica  باV. fabaبا هم و  V. sativaهاي يرگونهز
- كروموزم هستند و همچنين گونهx2=n2=12كه داراي 

بندي  تا حدودي نزديك به هم گروهx2=n2=14 با هاي
 ديرپنشانگرهاي هر دو درخت فيلوژني مربوط به . شدند

هاي و الكتروفورز پروتئين، قسمتي از اطلاعات پژوهش
ييد نمودند و اين مطلب در مورد أرا تن قاديگر محق

 .درخت فيلوژني مربوط به پروتئين مصداق بيشتري داشت
هاي حاصل از  همبستگي كم دادهآزمون مانتل،در 

با نشانگرهاي پروتئيني ممكن است در  DNAنشانگرهاي 
هاي مورد مطالعه، تأثير عوامل نتيجه تعداد كم نمونه
-محيطروييده در هان ها در گيامحيطي بر روي پروتئين

هاي مختلف و يا در نتيجه خنثي بودن نشانگرهاي 
. مولكولي از لحاظ بيان يا عدم بيان صفات مربوطه باشد

چرا كه برخي نشانگرهاي مولكولي كه در توليد داده سهيم 
باشند هاي غير كد كننده ژنوم ميهستند، مربوط به قسمت

 & Terzopoulos(شوند كه در فنوتيپ آشكار نمي

Bebeli, 2008.( 
 3 كه نتوانست اكوتيپ شماره ديرپبر خلاف تجزيه 

بندي ها جدا كند، گروه را از بقيه گونهnigraزيرگونه 
 آن را در 1 در خوشه شماره هاي تلفيق شده دادهاساس بر

اين نتيجه .  قرار دادV. sativaخوشه مربوط به گونه 
رابطه  .ئين بود نشانگرهاي پروتاساس بربندي مشابه گروه

ز از ابهامات ين درخت ني ا2موجود در شاخه شماره 
 بود كه در اين ديرپدرخت فيلوژني حاصل از تجزيه 

در  V. cracca  گونه موقعيت. بندي نيز آشكار شدگروه
هاي حاصل از بنديكدام از گروهاين خوشه مشابه با هيچ

د رسبنظر مي . نبودديرپتجزيه نشانگرهاي پروتئين و 
 بندي حاصل از آنها نتايج بهتري درها و گروهتلفيق داده
هاي مورد مطالعه،  روابط خويشاوندي نمونهخصوص

 و ديرپهاي تجزيه نشانگرهاي نسبت به هر كدام از روش
و با وجود ه باشد ه كردئپروتئين به صورت جداگانه ارا

، كه ديرپ نشانگرهاي اساس بربندي مشابهت زياد به گروه
 به دليل زياد بودن تعداد نشانگرهاي آن نسبت به الاًاحتم

هاي تلفيق شده بود، برخي نشانگرهاي پروتئين در داده
، ديرپبندي حاصل از نشانگرهاي معايب نمودار خوشه

 هايها و اكوتيپبندي مناسب زيرگونهمانند عدم گروه
V. sativaبندي حاصل ، در تلفيق هر دو نوع داده و خوشه

  كهرسدبنظر مين يچن.  تا حدود زيادي رفع گرديداز آنها
استفاده از نشانگرهاي مولكولي و بيوشيميايي و 

ه ئ ارا راتريمورفولوژيكي مختلف و تلفيق آنها نتايج كامل
ها قادر است عدم توانايي هر كدام از كند و تلفيق داده مي

جبران ها كم و بيش نشانگرها را در تفكيك برخي نمونه
عداد نوارهاي چندشكل توليد شده توسط هر دو ت .كند

اي دانه در هاي ذخيره و الكتروفورز پروتئينديرپتكنيك 
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- اين مطلب نشانقايسه با مطالعات مشابه زياد بود، البتّهم

-ها ميها در ارزيابي تنوع ماشكدهنده كارآيي اين تكنيك

 .Lathyrus spاستفاده از گونه   كهلازم به ذكر است. باشد
-هاي مورفولوژيكي گونهدر اين پژوهش به دليل شباهت

تنوع زياد .  بودViciaهاي جنس هاي اين جنس با گونه
هاي ماشك كه گاهي در حد تفاوت بين جنس بين گونه

برآورد شده است، از يك سو و شباهت آنها با برخي 
، از سوي ديگر، دانشمندان Lathyrusهاي جنس گونه
 روابط فيلوژنتيكي اين دو جنس بندي را به مطالعهرده

 ,Jaaska) نشانگرهاي آيزوزايم اساس  بر. واداشته است

 ITSهاي  مورفولوژي خامه و توالياساس  برو  (2005
(Choi et al., 2006) هاي برخي گونهLathyrus  در كنار

 .انددهش بررسي Vicia   هايگونه
اي هاي دو سري نشانگر بركلي، از تلفيق داده طور هب

. بررسي روابط خويشاوندي نتايج بهتري حاصل شد
مسلماً، با استفاده از نشانگرهاي مولكولي، بيوشيميايي و 
مورفولوژيكي بيشتر، عدم توانايي هر كدام از نشانگرها 

در اين . آيدتري بدست ميبرطرف شده و نتايج كامل
هاي مختلف از در رده V. sativaهاي مطالعه، زير گونه

 .V. peregrina  ،Vهاي جدا شدند و با گونههانهبقيه گو

hyrcanica  و  V. craccaقرابت بيشتري نشان دادند  .
 بود و .Lathyrus  spترين گونه به  نزديكV. fabaگونه 

  وV. erviliaهاي  گونهههاي بالاتر بدر رده
V. narbonensisدو زيرگونه.  نزديك بودند 

V. pannonica ا قرار گرفتنددر يك گروه مجز. 
 

 سپاسگزاري
، در قالب يك طرح تحقيقاتي در هاي گياهيبذر نمونه

دانشگاه محقق اردبيلي به سرپرستي آقاي مهندس ميكائيل 

آوري و شناسايي شده بود كه از زحمات بدرزاده جمع
 .شودنهايت قدرداني ميايشان بي
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Abstract  

In order to evaluate phylogenetic relationships among some Vicia species, subspecies and 
ecotypes from Iran, 17 and 14 entries were studied using seed storage proteins electrophoresis 
and RAPDs markers, respectively. Total seed storage proteins were extracted from the collected 
seeds and DNA was extracted from leaf samples of seedlings. Nei and Shanon genetic diversity 
indices didn't show considerable difference between RAPD and storage protein data. While the 
PIC and MI indices for protein markers were greater than those of RAPD markers. In the 
phylogeny tree based on protein markers, the subspecies and ecotypes of sativa species were 
classified in the same group. In RAPD analysis, the subspecies and ecotypes were classified in a 
larger group along with other species. Ecotypes of V. panonica and V. cracca were classified in 
another group. Constructing the phylogenetic tree using incorporated RAPD and protein 
markers produced better results than separated ones. Also, classifying the entries using PCoA 
method was in correspondence to the classifying by phylogenetic trees. The distance matrices 
from RAPD and protein data were compared using Mantel test and were not observed any 
significant correlation between the two data sets. 
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