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 چکیده

شدمیدر جهان یونجه  گیاه یکیمراکز تنوع ژنت نیتراز مهم یکی رانیا شاز  یانواع مختلفو  با ور آن در ک

 ریثأت تواندیم اهیگ نیدر ا یکیتنوع ژنتاز این  حاظ که  ونجهیها و ارقام یید اصااا ت تودهأوجود دارد. ت

کشااااورزان و  یبرا ایژهیو تیاز اهم، علوفه و بذر داشاااته باشاااد تیفیبر عملکرد و ک یمیمسااات 

ست. در ابرخوردار  تو یدکنندگان بذر ستا در  نیا ضر مطا عهرا سایی و ، حا شنا شی برای  سعه رو تو

سبه زراعی ایرانهای یونجه تودهمهمترین  تفکیک شانگرها لهیو . قرار گرفت توجهمورد ریزماهواره  ین

سهیل تمایز و تفکیک توده برای صی و یا بههای یونجه مورد نظر، آ لت صا عبارت بهتر ژنوتیپ های اخت

سایی  شنا صی برای هر توده  صا صادفی حاوی . بدین منظور از نمونهشدآ لی اخت بذر از هر  100های ت

جایگاه ریزماهواره با اسااتفاده از ژنوتیپ آ لی اختصاااصاای  9از طریق  که در نهایت شاادتوده اسااتفاده 

شدند.  ضوح تفکیک  شده برای هر توده به و سایی   یشانگرهامتعلق به ن کیتفک تیقابل نیشتریبشنا

MTIC233، BI90 ،ACT009 ،TC7 ،MTIC183 ،MS30 ،MTIC238  وAFCA11  صله بود. دورترین فا

صله و خارجی و نزدیک N-29  هایو خارجی و همچنین توده B-5  هایبه تودهژنتیکی مربوط  ترین فا

 بود.  R-21 و  G ، 9-H-27  هایمربوط به توده

زمینه  دارای G-2 و  H ، 21-R ، 27-G ، 25-B ، 5-B-9 های توده رسدنظر میبا توجه به نتایج حاصل به

سبت به ب یه توده شتری ن شباهت بی شترک و با  شند. روشها میژنتیکی م شنهادی در این با  به مطا عه پی

سادگی و در مدت کوتاه )یک تا دو روز( امکان شناسایی توده یونجه مورد نظر را بدون نیاز به استخراج 

DNA د. کناز برگ فراهم می 

 

 ، نشانگر مو کو ی، اصا تریزماهواره، توده بذرییونجه، شناسایی،  :واژگان کلید
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 مقدمه -1

 نیپس از غلات، مهمتر( Medicago sativa) یزراع ونجهی

صاد صول اقت ستراتژ یمح سوب م ایدن کیو ا  .شودیمح

قف از،  ر،یصاا  یایآساا ک،یخاور نزد اهیگ نیا خاسااتگاه

شمال غرب ا ه،یشمال ترک ستان و  ست رانیترکمن بر . [1]ا

 یکشورها انیدر ماساس گزارش وزارت جهاد کشاورزی، 

قرار دارد و  یدر رده هشااتم جهان رانیا ونجه،ی کنندهدیتو 

 یو آب میکشت د ری، سطح ز1400-1401 یسال زراع یط

جهی تار، م 022/648 ون تن و  4.776.060آن  دیتو  زانیهک

 لوگرمیک 13.102( آن میو د یمجموع عملکرد )کشاات آب

جنس  ،یشااناساااهی حاظ گ از. [2] در هکتار بوده اساات

Medicago  خانواده به   56 یبوده و دارا Fabaceaeمتعلق 

گونه آن چند سااا ه آ وگام  22که  باشاادیگونه مختلف م

( خودگشُاان)سااا ه آتوگام  کیگونه آن  34و ( گشُاانگرد)

 87تا  72 نیعموماً آ وگام بوده و ب ونجهی یهااساات. گونه

 طیبسته به شرا زانیم نیکه ا [3] باشندیدرصد دگرگشن م

حشااارات در مزرعه  تیفعا  زانیو م اهیگ پیژنوت ،یطیمح

 آ وگام یهاگونه نیاز جمله ا .[4] باشااادیم ریمت  ونجهی

سطح پلوئ M. sativaبه  توانیم شاره کرد که در دو   ،یدیا

( وجود 2n=4x=32) دی( و اتوتتراپلوئ2n=2x=16) دیپلوئید

 ونجهیمختلف  یهاهدر گون هیپا یهادارد. تعداد کروموزم

8 x=ندازهو  باشااادیم حدود  ا گا  1000-800ژنوم آن  م

شدیجفت باز م شانگرده لید به ونجهی اهی. گ[5] با باز  یاف

شن یبالا زانیو م سب ژنوت یدگرگ شر پی)که بر ح  طیاو 

ست( هتروز ریمت  یطیمح سیا س یتیگو دارد، از  ییبالا اریب

 شودیآن مشاهده م مارقا نیدر ب یادیز یکیرو تنوع ژنتنیا

هانیدر گ یعیطور طببه یکیتنوع ژنت نی. چن[6] خل  ا دا

رشااد  ییایمختلف ج راف یهامیکه در اقل ونجهیتوده  کی

ند،یم  یکیاختلاف ژنت نی. وجود چن[7]وجود دارد  زین کن

سترده در ب شن لید که به ونجهی تیافراد جمع نیگ  یدگرگ

فاق م دیو تتراپلوئ تد،یبودن آن ات به  اف عات مربوط  طا  م

صول را پ نیا تیجمع کیژنت ست و به تردهیچیمح نموده ا

یل نیهم عات لازم در مورد تنوع ژرم دایپ د  کردن اطلا

که از منابع مختلف هنگامیپلاسم ارقام مختلف، مخصوصاً 

 . [8]دارد  یاژهیو تیشده باشند، اهم یآورجمع

و وجود ارقام  رانییونجه در ا یپلاسااام غنتوجه به ژرم با

ها آن یکیتنوع ژنت زانیم نییو تع یدر کشاور، بررسا یبوم

ستفاده از روش سدینظر مبه یضرور یمو کو  یهابا ا . ر

مختلف ممکن اساااات از نظر  یمو کو  یهانشااااانگر

 یشاکلساطح چند ،یژنوم یمانند فراوان یمهم یهایژگیو

شده شاهده  ص ،م صا  ،یریتکرارپذ ،یژن گاهیجا ی بودناخت

ند. متفاوت باشاا گریکدیبا  هزینه اجراو  یکیملزومات تکن

کارا رو،نای از مختلف  DNA یهانشاااانگر ییدرک بهتر 

 نژادیبه یهاها در برنامهنشااانگر نیثر اؤکاربرد م ازینشیپ

سا شنا شدیارقام م ییو  ستا .[9] با شانگر  یهاستمیکنون  ن

 ییاشاااناسااا ،یکیتنوع ژنت یابیارز یبرا یمتنوع یمو کو 

کارا قام و  جهیدر  هادیبریه ییار  ،RFLP [10] لیاز قب ون

RAPD [11] ،SSR [13،12] ،AFLP [14] ،IRAP و 

REMAP [15] ته مورد فاده قرار گرف ند. علاسااات  رغمیا

 یهاتفاوت کیتفک یا ذکر برافوق یهاروش یساااودمند

جه،ی یهاتوده یکیژنت عا ون له م  نیاز ا یبرخ بیاز جم

پذ نهیبه هز توانیها مروش  ایو  نییپا یریبالا، تکرار

 ان،یم نیا در .[16]کرد ا اشاره هآن ییمراحل اجرا یدگیچیپ

شانگرها  تیسرعت و دقت بالا، ماه لید به ماهوارهزیر ین

توجه، قابل یشاااکل، ساااهو ت مراحل کار، چندیهمبارز

 ،بالا یریمشخص و تکرارپذ یژنوم مکانآسان،  یازبندیامت

 یکیتتنوع ژن یابیارز یبرا یثرؤقدرتمند و م یابزار مو کو 

 باشااندیم دیتتراپلوئ یهاونجهیپلاساام در ژرم فیو توصاا

زیر یاستفاده از نشانگرها ن،یشیپ یهاپژوهش یط .[7و8]

 کیتفک و ییشناسا ،یکیتنوع ژنت میزان نییتع برای ماهواره

نژ یابیمکان ،یتوارث ریذخا یهامجموعه تیریارقام، مد

ژن ییشناسا ونجه،یژنوم در کنترل کننده صفات مهم  یها

تهیانت ال  یها تاج در تلاق به اف نه نیب یهاین و  یاگو

شانگر در جمع  یونجهیمختلف  یهاتیانتخاب به کمک ن
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 یتوارث ریذخا نیا یکیژنت تیاز وضااع یآگاه برای یزراع

 یهادر برنامه سیدسااات آوردن حداکهر هتروزبا هدف به

ته  یهیو ته یاصااالاح جه قرار گرف قام برتر، مورد تو ار

  .[7-11و17-20]است

 یهایدر توا  وفور همبه توانیرا م زماهوارهیر یهانشانگر

هب یهازماهوارهیر .[21] کرد دایپ cDNAو  DNA یژنوم

 یبالا یبا توجه به فراوان یژنوم یهادست آمده از کتابخانه

قابل توجه  یبالا و چندشاااکل یریژنوم، تکرارپذها در آن

 نیو مورد توجه هساااتند. ا نانیقابل اطم شاااتریمعمولاً ب

ماهوارهیر عات ب هاز کرده و  ریرا تکه یشاااتریمعمولاً قط

شکل شان م یشتریب یچند وجود،  نیبا ا .[22-24] دهندین

با  یکینزد نکاژیاحتمالاً   یژنوم یهااز نشاااانگر یاریبسااا

شته و بنابرا انیب ینواح شخ یعملکرد ژن نیشده ندا  یصم

سو .[25] ندارند سهب یهاEST-SSR ،گرید یاز  آمده  تد

شانگر یاز نظر عملکرد EST یهایاز توا  سبت به ن  یهان

 یشاده انیب یها در نواححضاور آن لید ه، بDNA یژنوم

 نیدرون و اطراف ا یکیژنوم و منعکس کردن تنوع ژنت

داده از  یهاگاهیها در پابه آن عیساار یها و دسااترسااژن

 یها منبع مهمEST-SSRبرخوردار هستند.  یشتریب تیاهم

شاف ژن یراب شانگر انیب د،یجد یهااکت سعه ن  یهاژن، تو

ندیم ی یتطب کسیو ژنوم یمو کو  نوع  نیا .[21] باشااا

ضر لید ها بهریزماهواره شتن  سانی بیدا رت قد ن،ییپا یک

س کیتفک ست  ییبالا اریب شک ماًیدارند و چون م را  یلچند

شان م یسیدر مناطق رونو  نیتخم جهیدر نت دهند،یشده ن

ندیرا فراهم م یاز تنوع عملکرد یترقیدق مالًا  کن که احت

رزش ا یکیمنابع ژنت یاصلاح نباتات و بررس یهادر برنامه

  .[26و27] خواهند داشت یشتریب

جا از بذر  نییکه تعییآن جهیاصاااا ت  جه اول و  ون در در

جه  زانیم یابیارز نیهمچن با تو بذور در هر توده  خلوص 

 نیآن بر عملکرد در واحد سااطح و همچن میمساات  ریبه تأث

کشاات و  یهانهیمتعاقب آن بر هز ریها و تأثتوده یناهمگن

نابراین ،برخوردار اسااات یاژهیو تیکار از اهم  نیدر ا ب

ها ماهوارهیر یمو کو  یپژوهش، نشااااانگر هدف  ز با 

ه یونجمورد نظر  یهاتوده یمو کو  کیو تفک ییشااناسااا

مورد ها توده این نیب یکیتنوع ژنت یبررساااکشاااور و نیز 

سی قرار گرفت.  سی او یه تنوع درون توده برایبرر ها، برر

نه های مو کو ی قرار هایی از هر توده مورد بررساااینمو

شان گرفت. نتایج صل ن ای تودهدهنده وجود تنوع درون حا

سیار زیاد در داخل تمامی توده سی بود که ب های مورد برر

سهو ت و بدین ترتیب هم به این د یل و هم به د یل ایجاد 

صا ت توده بذری مورد نظر  سایی و تعیین ا شنا سریع در  ت

ستفاده از بذر و  صمیم بر ا شد. چرا  DNAت صل از آن  حا

ستلزم طی زمان  ستفاده از برگ م ای فتهه 3-2حداقل که ا

 برای کشت و رسیدن به مرحله رشدی مناسب دانهال برای

 باشد.می DNAاستخراج 

 هامواد و روش-2

نه 2-1 یاهی، روش نمو نهمواد گ حل نمو برداری، م

 هابرداری، تهیه و تأیید نمونه

عداد  که بیش از  10ت جارت  95توده  ید و ت درصاااد تو 

مطا عات  گیرند انتخاب و دریونجه در کشااور را در بر می

  .شدنداستفاده  بعدی

با  پاکان بذر های رفرنس مورد نظر توسط شرکتر تودهبذ

، G ، 5-B ، 9-H ، 21-R-2 )  شدکدهای اختصاصی تامین 

Fmc ،Fm ، 25-B ، 26-Y ، 27-G  29 و-N  به ترتیب از

های قم، اصفهان، همدان، اصفهان، اصفهان، اصفهان، استان

شر ستانکرمان، یزد، آذربایجان  ستان و بلوچ سی با . (قی و 

 ییمراحل شااناسااا یسااتیموضااوع که با نیدر نظر گرفتن ا

فاده از  نیها در کمترتوده جام گردد، اسااات مان ممکن ان ز

هر  ندهیعنوان نمابه یصااورت تصااادفبذر به 100مخلوط 

ستخراج  صورت همبذر به 100از مجموع  DNAتوده و ا

 ایرهیدر واکنش زنج عنوان ا گوزمان و اساااتفاده از آن به

 مد نظر قرار گرفت.  مرازیپل

 SSRژنوتایپینگ با استفاده از نشانگرهای  2-2

 انتخاب نشانگر 2-2-1
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های  عات نشاااانگر به اطلا جه  موجود مورد  SSRبا تو

 بررسااای رایاساااتفاده در مطا عات پیشاااین از این منابع ب

. در این خصاااوص شااادپلاسااام مورد نظر اساااتفاده ژرم

شانگرهای  شکلی را از خود  SSRن شترین میزان چند که بی

ستفاده قرار گرفتند شده و مورد ا شان داده بودند غربال   ن

 (.1 )جدول [13و  30-28]

 

 .استفاده مورد زماهوارهیر یآغازگرها مشخصات 1 جدول

 اندازه (3 به 5) یتوال آغازگر نام
(nt) 

Tm یاصل فیموت 
 یآلل دامنه

(bp) 
 منبع ژن بانک کد

AA05-F CCTTCTGCCATTCATTTCACTT  22   53.9 
(A)9:(CAA)3:(AT) 

 3 
 286 CU179904.1 [12] 

AA05-R CTTCAAAGGGTCATCAAATCAC  22  52.4 

ACT-009-F AAGCAACCGAACAACGATTT  20  53.9 

(GA)27  468- 565 CR962126.2 [30] 

ACT-009-R AGTGACAGTTATGGGGGTGG  20  55.9 

AFC1-F CCCATCATCAACATTTTCA  19   48 

(CTT)3  103  OX326969.1 [7] 

AFC1-R TTGTGGATTGGAACGAGT  18  51 

AFCa11-F CTTGAGGGAACTATTGTTGAGT  22  52 

(CA)11  139-188 OX326966.1 [7] 

AFCa11-R AACGTTTCCCAAAACATACTT  21  51 

AFCT11-F GGACAGAGCAAAAGAACAAT  20  51.1 

(CT)12  186-196 OX326965.1 [7] 

AFCT11-R TTGTGTGGAAAGAATAGGAA  20  48.9 

AFCT32-F TTTTTGTCCCACCTCATTAG  20  50.1 

(CT)14  100 CU651599.5 [7] 

AFCT32-R TTGGTTAGATTCAAAGGGTTAC  22  50.7 

AFCT45-F 
TAAAAAACGGAAAGAGTTGGTT

AG 
 24  52.3 

(CT)8 AT (CT)3  127  OY283140.1 [7] 

AFCT45-R GCCATCTTTTCTTTTGCTTC  20  50.8 

AFCTT1-F CCCATCATCAACATTTTCA  19  48.1 

(CTT)9:(CAA)3  100- 210  
XM_013593  

 707.3 
[7] 

AFCTT1-R TTGTGGATTGGAACGAGT  18  51 

AGAT-012-

F 
GATAGTCCGTACCTTGGCTCTG  22  56.7 

(GAT)3: 

(GAT)3:(GAT)5 
 106 DQ073091.1 [13] 

AGAT-012-

R 

TGTTCAGCTCTTCATCTACATCTT

C 
 25  55 

AW01-F ACCTGTTCTAAGGGAGATTTCG  22  54.2 

(ATG)10  182  
XM_024785  

 635.2 
HU 

AW01-R CAGGGGAAGCATACAAAACC  20  53.7 

AW09-F TGGGTGGAGGAAATTACGAC  20  54.2 

(CAA)11  157 
XM_003613 

  044.4 
[31] 

AW09-R CCACATATGTTGCTGTTTCCA  21  53.6 
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AW213-F ACCCTTGTGGGTTCTTCTTCTT  22  56 
(TTC)5:(AAC)7:(C

AA)4 
 249 

XM_003601 
 576.4 

[30] 

AW213-R CATGTACGGGGATTGTTGTTTT  22  54 

B14B03-F GCTTGTTCTTCTTCAAGCTC  20  52 

(CA)9  151 
AC123596.1 

 3 
HU 

B14B03-R ACCTGACTTGTGTTTTATGC  20  51 

BEE-F CACGAGGCACACTTCCATT  19  55.3 
(AG)3:(GT)3:(TA)3

:(AC)3:(TT)4 
 200-250 OY283145.1 [31] 

BEE-R GTTGTTTGTGTCCCCAGGAG  20  55.7 

BF106-F TTCAATCTTCTCCTTTGATTGC  22  52 
(GA)12:(TA)3:(TA) 

 5 
 160 OX326970.1 

HU 
 

BF106-R GTTTTCCTGGATATTTGGATGG  22  52 

BF111-F TCAGTGAGAAGGTCGTTCATGT  22  52 
(GA)12:(TA)3:(TA) 

 5 
 156 

XM_003596 

 968.4 
[7] 

BF111-R TGAGAGAGAGTTCGTGGGTTG  22  56 

BF644149-

F 

GAAGACACAATGAGTAGCAGAG

C 
 21  56 

(CTT)9:(TC)3:(CT) 

 3 
 204 

XM_013604 

 726.3 
[7] 

BF644149-

R 
TGGCCCATGTTTCTCAGACT  23  56 

BI90-F AGTCAACTCACAAACCCCACTT  20  56 
(AAG)6:(TCT)3:(T

C)3 
 248 

XM_013601 
 871.3 

[31] 

BI90-R TGGAGAGATGGTAGAGGGAGAG  22  57 

ENOD20-F CGAACTTCGAATTACCAAAGTCT  23  53.8 
(ATA)6:(AA)8:(TT) 

 3 
 233 X99467.1 HU 

ENOD20-R TTGAGTAGCTTTTGGGTTGTC  21  53.2 

MA660456

-F 
GGGTTTTTGATCCAGATCTT  20  50 

(TCT)8:(TCA)5  125 
XM_039833 

 006.1 
[32] 

MA660456

-R 
AAGGTGGTCATACGAGCTCC  20  56 

MS-30-F CAAAGAGGTCGTCGGGAT  18  53.7 

(TCG)3:(CGA)3  75 
XR_0056435 

 02.1 
[33] 

MS-30-R 
GTTCGTGTGCAGTGATTATCACT

A 
 24  55.6 

MS-40-F AGATTATTCCCATTTTTTCCCTG  23  51.4 

(CAA)3  183 
XM_024781 

 413.2 
[33] 

MS-40-R 
CGAATGAGAGTATTAAGGAAGT

CG 
 24  53.6 

MS-43-F AACCACACACTCTAGTTCCCACC  23  58.6 

(CA)3:(CCA)5  186 
XM_003594 

 042.4 
[33] 

MS-43-R 
TGAAGCTTTGATTCTTAGAATTG

G 
 24  52.1 

MTIC188-

F 
GGCGGTGAAGAAGTAAACGA  20  55 

(AAG)8:(GA)8(CT) 

 9:(CTT)5(AAG)  
 5:(GA)8 

 131 
XM_024772 

 693.2 
HU 

MTIC188-
R 

AATCGGAGAAACACGAGCAC  20  56 
(GAA)3:(CT)18:(T

CT)7  
 122 BT140900.1  

MTIC19-F 
TCTAGAAAAAGCAATGATGTGA

G 
 23  52 

(GA)3:(TC)4:(TC) 

 5:(CT)5 
 138 OY283139.1 

HU 

 
MTIC19-R ATGCAACAGAAGAAGCAAAACA  22  54 

MTIC238-

F 
TTCTTCTTCTAGGAATTTGGAG  22  50 (TTA)8:(TTC)3  123 

XM_003614 

 974.4 

HU 
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MTIC238-

R 
CCTTAGCCAAGCAAGTAAAA  20  51 

MTIC238-
PT-R 

GTTTCTTCCTTAGCCAAGCAAGT
AAAA 

 27  56.8 
(TTC)3:(TTA)8:(TT

)3 
- - [33] 

MT45-F GGACAAAATTGGAAGAAAAA  20  47 
(TC)4:(ATT)4:(GA) 

 8:(TC)3 
 128 OY283139.1 [33] 

MT45-R AATTACGTTTGTTTGGATGC  20  50 

MTIC153-

F 

TCACAACTATGCAACAAAAGTG

G 
 23  55 

(TC)6:(TC)3  133 
XM_013587 

 350.3 

HU 

 
MTC153-R TGGGTCGGTGAATTTTCTGT  20  54 

MTIC365-

F 
ATCGGCGTCTCAGATTGATT  20  54 

(TC)6:(TCT)3:(CC) 
 3 

 123 
XM_013607 

 729.3 
HU 

 MTIC365-
R 

CGCCATATCCAAATCCAAAT  20  51 

MTIC451-
F 

GGACAAAATTGGAAGAAAAA  20  47 
(TC)4:(GA)8:(ATT) 

 3:(TC)3 
 128 OY283139.1 

HU 

 MTIC451-

R 
AATTACGTTTGTTTGGATGC  20  50 

MTIC475-

F 
GGATTGAAATGCACTCTCTC  20  51 

(TTC)6:(GA)3  113 
XM_003603 

 622.4 

HU 

 MTIC475-

R 
TTAATAAACGCCGCTCCT  18  51 

MTIC131-

F 
AAGCTGTATTTCTGATACCAAAC  23  51.6 

(AGA)7:(GTC)3  119 
XM_003600 

 345.4 
HU 

 MTIC131-
R 

CGGGTATTCCTCTTCCTCCA  20  55.1 

MTIC134-
F 

GCAGTTCGCTGAGGACTTG  19  56.1 
(TT)4:(AG)9:(AAG

)3 
 170    

XM_013595 

 577.3 

HU 

 MTIC134-

R 

CAATTAGAGTCTACAGCCAAAA

ACT 
 25  53.9 

MTIC183-

F 
AAATGGAAGAAAGTGTCACG  20  51.2 

(CT)8  143  
XM_024771 

 500.1 

HU 

 MTIC183-

R 
TTCTCTTCAAGTGGGAGGTA 20  52 

MTIC189-

F 
CAAACCCTTTTCAATTTCAACC  22  51.7 

(TC)9  115  
XM_039831 

 349.1 
HU 

 MTIC189-
R 

ATGTTGGTGGATCCTTCTGC  20  54.8 

MTIC21-F GGTGATTGACTGTGGTGTCG  20  55.9 (AAG)5 1st 
locus//(GTT)3 2nd 

locus 

 90-364  

XM_013606 
 923.3 HU 

 
MTIC21-R ATCCGGTCTCCCAGGTTCTA  20  56.2 

AC140549.1 

 2 

MTIC233-

F 
GCGTAACGTAACAACATTCA  20  51.8 

(ATT)7:(AA)3  130 
XM_039829 

 816.1 

HU 

 MTIC233-

R 
AAGGAACAATCCCAGTTTTT  20  50.1 

MTIC238-

F 
TTCTTCTTCTAGGAATTTGGAG  22  49.9 

(GAT)3:(CTT)4:(T
TA)8:(TT)3:(ATT)3 

 123 
XM_003614 

 974.4 
HU 

 MTIC238-
R 

CCTTAGCCAAGCAAGTAAAA  20  50.8 

MTIC452-
F 

CTAGTGCCAACACAAAAACA  20  51.7 

(TC)15:(TT)3  115 
XM_013607 

 701.3 

HU 

 MTIC452-

R 
TCACAAAAACTGCATAAAGC  20  50 

MTLEC2A

-F 
CGGAAAGATTCTTGAATAGATG  22  49.6 (TA)20  190 X60387.1 [7] 
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  DNAاستخراج  2-2-2

ستخراج  یبرا وجود مواد  یلکه به د  یونجهاز بذر  DNAا

 اسااات، روش یزبرانگچا ش سااااکاریدییو پل فنو ییپل

نهبه  یمعرف Doyle and Doyleدر روش  ییراتیبا ت  ایی

 Guanidine درصد، 2با غلظت  PVPدر این روش از شد. 

Thiocyanate 8/0  ،مولارAmmonium Thiocyanate 4/0 

ابتدا مولار اسااتفاده شااد.  Sodium Acetate 1/0مولار و 

از آن به  گرمیلیم 100پودر شاااده و  یونجهعدد بذر  100

ستخراج شدمنت ل  یالو سپس بافر ا به  دهشاز پیش گرم. 

ساعت در حمام آبگرم  یکها به مدت اضافه و نمونه یالو

 یای ارسااوب ب یکردن برا یفوژ. پس از سااانترگرفتندقرار 

منت ل و مخلوط کلروفورم  یدجد یالبه و یعفاز ما ی،سلو 

ضافه  یزوآمیلو ا  تینور. پس از چند بار اشدا کل به آن ا

زوده و ها افنمونه هب RNase Aمجدد،  یفوژکردن و سااانتر

سانت 37 یدر دما سپس مخلوط شدانکوبه  گرادیدرجه   .

 یعاز ما. فشد یفوژها اضافه و دوباره سانتربه نمونه یزولترا

اسااتات به آن  یمساارد و سااد یزوپروپانولمجدداً منت ل و ا

 70با اتانول  DNAرسااوب  یت،. در نهاشااودیاضااافه م

شده و در آب م  سته  ش صد  آنا یز کمی  .شدحل  طردر

استخراج شده به روش اسپکتروفوتومتری  DNAهای نمونه

تعیین  برای ND-1000و با اسااتفاده از دسااتگاه نانو درا  

نه ظت نمو جذب  DNAهای غل بت  و بررسااای نسااا

A230/260  وA260/280  جام تعیین کیفی رای . بشااادان

DNA  درصااد و بافر  7/0اسااتخراج شااده نیز از ژل آگارز

TAE1x  شداستفاده. 

 PCRهای سازی واکنشبهینه 2-2-3

ای واکنش زنجیره شاارایط تکهیر قطعات، سااازیبهینه برای

صال،ا بهینه دمای تعیین با آغازگر جفت هر پلیمراز برای  ت

 بهینه زمان تعیین و ساایکل تعداد منیزیم، یون بهینه غلظت

تکهیر با اسااتفاده از دسااتگاه ترموسااایکلر  مختلف مراحل

Applied Biosystems Veriti 96-Well جدول  شد انجام(

 .اطلاعات تکمیلی(فایل -1

 ریحاصننل از تک های آلل و شننناسننایی کیتفک 2-2-4

 یبا استفاده از الکتروفورز عمودها جایگاه

تفکیک قطعات حاصااال از تکهیر از سااایساااتم ژل  برای

و  Ethan DALT Twelve (GE Healthcare)ا کتروفورز 

صد  10ژل آکریلامید  شد. رنگدر ستفاده  ها با آمیزی ژلا

صاویر ژل سکن ت ستفاده از نرمروش نیترات ن ره و ا ها با ا

MTLEC2A

-R 
TGGTTCGCTGTTCTCATG  18  52.4 

MTR58-F GAAGTGGAAATGGGAAACC  19  51 
(TTG)5:(AG)12:(A

GA)3:(CACT)3 
 167 AF274880.1  

MTR58-R GAGTGAGTGAGTGTAAGAGTGC  22  55.2 

MTTFSSR- 

 19-F 
TTGAGGGTTCAACGTTTGGT  22  54.8 

(CTA)3:(TAC)5  196 
XM_024783 

 011.2 
[34] 

MTTFSSR- 

 19-R 
CTCGAAGCGCGTTAAGAAAC  21  55 

MTTFSSR- 

 41-F 
TCCCTACAGCAGGAGGTGAT  22  56.5 

(TCA)5:(CAA)3  210 
XM_039829 

 869.1 
[34] 

MTTFSSR- 

 41-R 
GATGCTCAGAACCAGCATGA  21  55 

MTTFSSR- 
 70-F 

TTCAAGACCGTCTCGGCTAC  22  56.5 

(AAT)5  238 
XM_013609  

 743.3 
[34]  

MTTFSSR- 

 70-R 

TGATGATTGTTCTGCTGCAA  21 

 52.9 

TC7-F 
CCAACATCCTTTTCCTTTCC  20 

 51.4 (AA)3:(TCT)3:(GA
AGAG)4:(GAA) 

 13:(GA)3 

 209 
XM_003607  

 321.4 
[31] 

TC7-R 
TTCTCTCCATACCTCGCTCAA  21 

 55.1 
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 Ethan DIGE Imager, GEو اساااکنر  LabScanافزار 

Healthcare  شدانجام . 

 هاآنالیز داده 2-3

های نشنننانگرهای ریزماهواره تعیین اندازه آلل 2-3-1

 مورد بررسی

حل زداده یلدر تحل ندازه  یینبه منظور تع یرها، مرا ا

. شااداجرا  یمورد بررساا یزماهوارهر ینشااانگرها یهاآ ل

ستفاده از نرم هر  یها برا، اندازه آ لUVDocافزار ابتدا، با ا

ز ا یششااد. پ ییننشااانگر و در مورد هر نمونه به دقت تع

 ماهواره،یزهر نشااانگر ر یبرا یاندازه آ ل یینشااروع به تع

نمونه،  20ها، حداقل از نمونه یسااابتعداد منا هاییلپروفا

 یاز ا گوها یدرک کل یجادبه ا یبررساا ین. اشااد یبررساا

شانگرها کمک کرده و همچن یلپروفا یعموم  یباندها ینن

که ممکن اساات  یاز عوامل خارج یناشاا یراختصاااصاایغ

ر . دشدو حذف  یینادرست شوند، شناسا یازدهیباعث امت

ز ا یهاو  یبر اساس بررس یزماهوارهر یگاههر جا یادامه، برا

تار  عات موجود در مورد ساااااخ عات و اطلا ندازه قط ا

نده، ط هاییتوا  ند یتکرارشاااو ، Allele Binning فرای

صح یمجموعه آ ل شده و اندازه  یفتعر یحبه عنوان اعداد 

شخص آن صی،غ یباندها ین،. همچنشدها م صا  از یراخت

 و حذف شدند. ییاستاتر، شناسا یجمله ا گوها

 یآلل اندازه اساس بر هاداده زیآنال 2-3-2

 یهاچندشاااکل که ا کتروفروگرام یهاگاهیهمه جا یبرا

ها، فراوانی آ لها، آ ل یتعداد کل ،نشاااان دادند یواضاااح

با . دشااابرآورد مورد انتظار  یتیگوسااایو هتروز یکنواختی

یت پلی ماه به  جه  کارآیی تو عدم  جه و  یدی ژنوم یون پلوئ

نا یز دادهنرم فاده برای آ های رایج مورد اسااات های افزار

که  Rدر محیط  PolySatنشااانگرهای ریزماهواره، از پکیج 

ها و با هر سااطح گونه دادهابزار مناساابی را برای کار با این

تعیین  برای. [35]نماید اساااتفاده شاااد پلوئیدی فراهم می

ا ها و تهیه ماتریس مربوطه، بفواصااال ژنیتکی بین ژنوتیپ

وصااایه براسااااس تتوجه به اتوتتراپلوئید بودن گیاه یونجه 

نرم نمااای  ه فزار را بع  PolySatا توا  Bruvo distanceاز 

 "meandistance.matrix2"و  (Bruvo  [36]یکیژنتفاصله )

ها تر که در آننییپا ای دئیهای هگزاپلومجموعه داده یبرا

از دساات  ایدو برابر شاادن ژنوم  لید به یدیپلوئ راتییت 

از ماتریس حاصل از تابع  .باشد، استفاده شددادن ژنوم می

Bruvo  برای آنااا یزPCA1  هااای تحلیاال مو فااهو)تجزیااه

ز کلاستر ها، آنا یارزیابی روابط ژنتیکی بین ژنوتیپ، اصلی(

تمامی آنا یزها با اسااتفاده از  ها اسااتفاده شااد.بندیو گروه

RStudio  سخه سخه  Rو  2023.6.1.524)ن  م( انجا4.3.1ن

 داده شد.

 نتایج -3

 سازی تک یر آغازگرهای ریزماهوارهبهینه 3-1

نه  های م ادیر بهی بهپارامتر  هایتکهیر آمپلیکون مربوط 

عات تکهیری( های  )قط غازگر فاده از آ با اسااات مورد نظر 

گرادیان دمایی برای دمای اتصاااال و ازجمله ریزماهواره، 

ظت  به 2MgClهمچنین غل نه برای هر آغازگر  جداگا طور 

 (.فایل اطلاعات تکمیلی-2 جدول) شدتعیین 

گاه 3-2 جای ندی  با یل و الگوی  فا های بررسننی ورو

 بذر DNA 100ریزماهواره مورد بررسی بر روی 

ستفاده هایآغازگر نیدر ب  کیتفک تیآغازگر قابل 9 ،مورد ا

جهیهای توده ند. ا گو ون توده  10 کیتفک یرا دارا بود

های آ ل .شاادارائه  2شااکل آغازگر در  9براساااس  ونجهی

گاه برای هر توده در  جای و  2جدول اختصااااصااای هر 

شابه توده سیماتر س ونجهیهای ت ساسکه  یمورد برر  برا

آورده  3جدول در  شدهمحاسبه  Dice (Nei)تشابه  بیضر

 شده است.

 

                                                           
1 Principal Coordinate Analysis (PCA)  
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 .یبررس مورد ونجهی مختلف یهاتوده در شده غربال ینشانگرها به مربوطه یهاآ ل 2 جدول

 نشانگر

 توده

 2-G  5-B  9-H  21-R FMC FM  25-B  26-Y  27-G  29-N 

ACT009 218 218 218 218 218 218 218 218 218 218 
 204 198 210 210 210 210 210 210 210 210 
 198  204 204 204 204 204 204 204 204 
 188  198 198 198 198 198 198 198 198 
     188 188 188 188   

AFCA11 179 179 179 179 179 179 179 179 179 179 
 157 157 157 157 157 157 157 157 157 157 
 147 147 147 147 147 147 147 147 147 147 
 137 137 137 137   137  137 137 

BI90 208 208 202 208 208 208 202 205 217 208 
 202 202 188 205 205 205 188 188 208 205 
 194 194  188 194 194   205 188 
 188 188   188 188   188  

MS30 351 351 351 351 351 351 351 345 351 345 
 345 345 345 345 345 345 345 297 345 297 
 297 297 297 297 297 297 297 243 297 243 
 243 243 243 243 243 243 243 231 243 231 
 231 231 231 231 231 231 231  231  

MTIC134 182 182 182 182 182 182 182 182 182 182 
 175 175 175 175 175 175 175 175 175 175 
 170 170 170 170 170 170 163 170 170 170 
 163 163 163 163 163 163  163 163 163 

MTIC183 153 153 153 153 157 157 153 153 153 153 
 149 149 149 149 153 153 149 149 149 149 
 145 145 145 145 149 149 145 145 145 133 
 141 133 141 141 141 141 141 133 141  

 133  133 133 133 133 133  133  

     129 129     

MTIC233 151 151 154 151 151 151 151 151 154 151 
 142 142 151 142 144 144 142 142 151 142 
 135 135 142 135 138 138 135 138 142 135 
 129 129 135 129 129 129 129 129 135 123 
   129  123 123 123 123 129  

         123  

TC7 241 241 236 236 236 236 236 236 236 236 
 236 236 231 231 231 231 231 231 231 231 
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 231 231 226 226 226 226 226 226 226 226 
 226 226 222 222 222 222 222  222  

  222         

 

 

 .یبذر 100 یهانمونه یبرا و Dice تشابه بیضر براساس یبررس مورد ونجهی یهاتوده تشابه سیماتر 3 جدول

  2-G  5-B  9-H  21-R Fmc Fm  25-B  26-Y  27-G  29-N 

 2-G 1.000 0.919 0.907 0.933 0.831 0.831 0.892 0.845 0.923 0.873 

 5-B 0.919 1.000 0.904 0.932 0.800 0.800 0.861 0.812 0.921 0.870 

 9-H 0.907 0.904 1.000 0.973 0.816 0.816 0.932 0.857 0.961 0.886 

 21-R 0.933 0.932 0.973 1.000 0.842 0.842 0.932 0.857 0.961 0.914 

Fmc 0.831 0.800 0.816 0.842 1.000 1.000 0.853 0.861 0.861 0.806 

Fm 0.831 0.800 0.816 0.842 1.000 1.000 0.853 0.861 0.861 0.806 

 25-B 0.892 0.861 0.932 0.932 0.853 0.853 1.000 0.899 0.921 0.870 

 26-Y 0.845 0.812 0.857 0.857 0.861 0.861 0.899 1.000 0.849 0.879 

 27-G 0.923 0.921 0.961 0.961 0.861 0.861 0.921 0.849 1.000 0.904 

 29-N 0.873 0.870 0.886 0.914 0.806 0.806 0.870 0.879 0.904 1.000 

ته نرم یه یبرا PolySatی افزاربسااا یلتجز  یهاداده وتحل

ست.ریزماهواره اتو/آ و تتراپلوئید  شده ا افزار این نرم ارائه 

ه را ازجمل یدیپلوئسطح هر  ی درپیژنوت یهاداده تواندیم

مورد مختلط  یدیپلوئدارای ساااطوح  یهاتیجمعدر 

ر افزانرم نیاهمچنین، . قرار دهد وتحلیلتجزیهبررسااای و 

ز تفاده اافراد را با اساا نیب یدو به دو یهافاصااله تواندیم

س سبه  2تینهایب یها لآگام به گام و  ونیمدل موتا و محا

عداد و فراوان یدیپلوئ همچنین ها و  لآ یرا براسااااس ت

. در مطا عه حاضااار از تابع کندنیز برآورد را  FST ریم اد

meandistance.matrix2  صله ژنتو ستفاده   Bruvoیکیفا ا

تابع شااااد کارگیری  یل به meandistance.matrix2. ب د 

تری را به همراه ها نتایج دقیقسااازی تعداد نسااخه آ لمدل

له ژنتهمچنین،  .[35] دارد ند  Bruvoیکیفاصااا  یهافرای

و  گرفتهها در نظر زماهوارهیر یرا برا 3گام به گام یجهشاا

                                                           
2 Stepwise mutation and infinite alleles model 

کان تجز هایپلوئید یبیترک لیتحلوهیام یدپلوو پلی د را  هائ

  .[36] کندفراهم می

های  به ا گو جه  جادشاااده توساااط با تو مایز ای ندی مت با

های مختلف بر روی  نه نشاااانگر  DNAبذری  100نمو

دو  :باشاااندهای یونجه، نتایج زیر قابل اساااتنباط میتوده

دارای ا گوی باندی متمایزی بوده و به  B-5 و  G-2  توده

شانگر  ستفاده از ن ها قابل از سایر توده ACT009تنهایی با ا

های همچنین، توده .ا ف(-1)شاااکل باشاااند تفکیک می

حاصااال از  Y-26  خارجی و مایزی  ندی مت با با ا گوی 

شانگر  شانگر قابل  AFCA11ن ستفاده از این ن به تنهایی با ا

  ب(.-1)شکل باشند ها میتفکیک از سایر توده

-26 و  H ، 25-B-9  و همچنین N-29 و  R-21  هایتوده

Y طور جداگانه از طریق نشاااانگر بهBI90  قابل تفکیک

 و  Y-26  های، تودهبراینعلاوه ج(.-1)شااکل باشااند می

29-N  نشااانگر با اسااتفاده ازMS30 ها قابل از سااایر توده

3 stepwise mutational processes 
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طور مشخص به B-25  توده د(.-1)شکل باشند میتفکیک 

ها قابل از ساااایر توده MTIC134با اساااتفاده از نشاااانگر 

 و FMCخارجی "های توده ه(.-1)شااکل تفکیک اساات 

FM" 29  و همچنین توده-N  فاده از نشااااانگر با اسااات

MTIC183 یه تودهبه ند. ها قرار میطور مجزا از ب  گیر

در این جایگاه از ا گوی  Y-26 و  B-5 های توده ،همچنین

ند  کل مشاااابهی برخوردار ، Y-26 هایتوده ز(.-1)شااا

 N-29 و  G ، 25-B-27 و  FM" ، 9-Hو  FMCخارجی "

شانگر G-2 و  R ، 5-B-21 و  ستفاده از ن با  MTIC233با ا

شابهی از هم قابل شندتفکیک می ا گوهای م شکل  با (1-

 و  Y-26 " و  "N-29 و  Y-26  " هایدرنهایت، توده .ح(

29-N" 26  و-Y  29 و-N " 2 " و-G  5 و-B" صورت به

ها تفکیک توده سااایراز  TC7نشااانگر  جفتی با اسااتفاده از

ندمی کل  شاااو گاه .ط(-1)شااا جای له برخی از  ها ازجم

MTLEC2A  علیرغم چندشااکلی نساابتا زیاد، تکرارپذیری

ها از خود نشان ندادند و بدین قابل قبو ی برای تمامی توده

ترتیب از بررساای بیشااتر و مطا عات بعدی حذف شاادند. 

 پروفایل) بارکدینگ ا گوی حاصل، نتایج براساس ،بنابراین

 یونجه هایتوده برای اساااتفاده مورد نشاااانگرهای( باندی

سی مورد سیم 2 شکل صورتبه شماتیک طوربه برر  تر

 وردم یونجه هایتوده شناسایی برای باندی ا گوی این. شد

 .بود خواهد استفاده قابل بررسی

 

 
 .یبررس مورد ونجهی یهاتوده کیتفک دندروگرامهای ریزماهواره غربال شده به همراه پروفایل آ لی جایگاه 1 شکل

 

 
 .یبررس مورد ونجهی یهاتوده نگیپیژنوتا برای استفاده مورد یهاگاهیجا یهاآ ل( حضور عدم/حضور) ینریبا سیماتر 2 شکل
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 بررسی کیفی نتایج  3-3

روش شپارد استفاده شد.  اطمینان از نتایج حاصل، از برای

دساات آمده در م ابل مشاااهده بهم ادیر  شااپارد نموداردر 

شانشده )هدف(  شدنتایج می تیفیکدهنده ن  حا ت در .با

 قرار یصعود میخط مست  کی یرو دیآل، همه ن اط بادهیا

رای خوبی ب . بنابراین، نشااانگرهای مورد اسااتفاده بهرندیگ

شااکل )باشااند های یونجه قابل اسااتناد میژنوتایپینگ توده

شکل  Silhouette [37] نمودار ،همچنین (.ا ف-3  ب(-3)

 های بهاز سااایر توده تودههر آیا تفکیک دهد که نشااان می

ست یا خیر. م ادیر نمودار   یسایدر م خوبی انجام گرفته ا

انتسااااب کاملًا  یبه معنا 1که در آن  باشااادمی 1تا  -1از 

سب برا ست. کی یمنا شه ا ست  یمعن نیبه ا -1 رقم خو ا

 گرفت.قرار می گریخوشاااه د کیاسااات در بهتر  تودهکه 

در مرز مورد نظر  تودهاست که  یمعن نیبه ا (0) صفررقم 

 خوشه قرار دارد. دو نیب

 یاخوشه هیتجز 3-4

شاهده می 5و  4 شکلگونه که در همان ستفاده م شود، با ا

ها به جز دو نمونه از نشااانگرهای غربال شااده تمامی توده

 اند.( از یکدیگر تفکیک شدهFmcو  Fmخارجی )

 

 

 

س 3 شکل ساس جینتا تیفیک یبرر سی  .)ا ف( Shepard plot برا ستر زیآنا  تیفیکبرر ساس هاتوده کیتفک و نگیکلا  Silhouette plot برا

 .)ب(
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در این رابطه بیشترین قابلیت تفکیک متعلق به نشانگرهای 

(، A6و  A1 ،A3 ،A4 ،A5های آ ل) MTIC233 زیر بود:

BI90 (های آ لA3  وA4 ،)ACT009 ( آ لA5 ،)TC7 

 A2 ،A4 ،A5های آ ل) MTIC183(، A5و  A1های آ ل)

آ ل ) AFCA11( و A1) A7 ،)MS30 (A1 ،)MTIC238و 

A4 .) 

سترینگ، توده ساس نتایج کلا سی به دو برا های مورد برر

سیم  صلی ت  شکل شدند گروه ا شامل دو  .(5) گروه اول 

-H ، 21-R ، 27-G،  25-9  و )ب( N-29  )ا ف( زیر گروه

B ، 5-B 2 و-G26  )ا ف( دوم شامل دو زیر گروهگروه  ؛-

Y  )تودهو )ب( های خارجیFm  وFmc) . بر این اساااس

به دورترین توده له ژنتیکی مربوط  فاصااا به  جه  با تو ها 

 N-29  هایو خارجی و همچنین بین توده B-5  هایتوده

  و خارجی و از سااوی دیگر نزدیکترین فاصااله مربوط به

27-G ، 9-H  21 و-R مد. به تایج دسااات آ به ن جه  با تو

-H ، 21-R ، 27-G ، 25-9  هایرسد تودهنظر میحاصل به

B ، 5-B 2 و-G  شباهت شترک و با  دارای زمینه ژنتیکی م

 باشند. ها میتوده سایربیشتری نسبت به 

 

 
 .یبررس مورد ونجهی یهاتوده یرو بر UPGMA تمیا گور و زماهوارهیر ینشانگرها از استفاده با Two-way clustering 4 شکل

 

 
 مورد زماهوارهیر ینشااانگرها از اسااتفاده با ونجهی یهاتوده یبذر 100 یهانمونه یبرا UPGMA تمیا گور بر یمبتن دندروگرام 5شااکل 

      یبررس
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 های اصلیتجزیه به مولفه 3-5

 رهیچند مت  یآمار کیتکن کیاصاالی  هایمو فه به تجزیه

 نیروابط ب ای یکیسااااختار ژنت ترسااایم یاسااات که برا

ستفاده می ایها تیجمع  4ژهیو ریم اد 4جدول . شودافراد ا

صد وار سط هر توجیه  انسیو در شان  مؤ فهشده تو را ن

ه شااادتوجیه  یکیژنت راتییت  زانیم ،ژهیم دار و دهد.می

سط هر  شان می مؤ فهتو شان  ژهیو ریدهد. م ادرا ن بالاتر ن

 یکیاز تنوع ژنت یترمربوطه بخش بزرگ مؤ فهکه  دهدیم

صد وار .کندیها را ثبت مداده سط  توجیه انسیدر شده تو

بر مجموع همه  مؤ فهآن  ژهیم دار و میبا ت سااا مؤ فههر 

 شود.محاسبه می 100و سپس ضرب در  ژهیو ریم اد

فه عا بیش از در این بررسااای، مر   75های اول و دوم جم

یانس را در بین توده یه درصاااد وار های مورد نظر توج

دهنده توزیع مناسب نشانگرهای مورد کنند که این نشانمی

دهد که اسااتفاده در سااطح ژنوم بوده و همچنین نشااان می

در خصااوص تنوع ژنتیکی  این نشااانگرها اطلاعات مهمی

ئه میتوده فههای مورد بررسااای را ارا ند. آخرین مؤ   ده

ست و -0029989/0) یمنف ژهیم دار و یدارا -5935/3( ا

 یمنف ژهیم دار و کی. کندمی توجیهرا  انسیوار درصاااد

 ها است.عدم ساختار در داده ای زینو یدهندهنشان

 ای های ژنومیجایگاهاز  یبیترک یاصااال زی فه در آنا ؤهر م

هایمت  جای)در ا هیاو  یر ها ن ماهوارهیر ینشاااانگر  ای ز

SSRهدف توضااا با  که  در  یکیتنوع ژنت حیها( اسااات 

. در مورد شااودیمورد مطا عه اسااتفاده م یکیژنت یهاداده

یه یلتجز فه وتحل فه ؤ، هر میاصااال یهامؤ   بیترک کی 

شانگرها )در ا یخط ست.SSR نجایاز ن  ،زیآنا  این در ها( ا

یم را نشااان یکیژنت یهاتفاوت تیاهم بیها به ترت فهؤم

که چه  دهدی فه اول نشاااان مؤم تر،قیعبارت دق . بهدهند

 حیرا توض یکیژنت یهاتفاوت نیشتریاز نشانگرها ب یبیترک

ه دهندنشاااان زی فه نؤبودن م دار م یمنف ای. مهبت دهدیم

ها به  فهؤم ،یطور کلاسااات. به یکیژنت یهاجهت تفاوت

 یها( در تفاوتSSR ایهر عامل )نشااانگر  تیاهم ریتفساا

  .کنندیکمک م یکیژنت

کل در  ندگ نمودار 6شااا نده تنوع نشاااان PCA یپراک ده

سط گروه انیب یکیژنت های یونجه مورد توده یبندشده تو

ای هنشااانگر چندشااکلی وتحلیلتجزیهبراساااس بررساای 

SSR  باشد.اول می یدو مؤ فه اصل درنظرگرفتنو با 

 

 .یاصل یهامو فه به هیتجز در مؤ فه هر توسط انسیوار هیتوج درصد وویژه  ریم اد 4 جدول

 واریانس تجمعی درصد توجیه واریانس مقدار ویژه مولفه

1 0.045304 54.286 54.286 

2 0.01826 21.88 76.166 

3 0.0088536 10.609 86.775 

4 0.0052648 6.3087 93.084 

5 0.0020797 2.4921 95.576 

6 0.00066196 0.7932 96.386 

7  E-053.1078 0.03724 96.405 

8  E-189.1644  E-141.0981   

9  E-182.1944-  E-152.6295-  

10 0.0029989- 3.5935-  

 

                                                           
4 eigenvalues 
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 .زماهوارهیر ینشانگرها از استفاده با یبررس مورد ونجهی یهاتوده یبرا یاصل یهامؤ فه به هیتجز نمودار 6 شکل

 

فاوت لیبه تحل PCAطور خلاصااااه، نمودار به ها و ت

 تواندیو م کندیها کمک متوده نیب یکیژنت یهاشاااباهت

عات مف تار یدیاطلا چهیدر مورد  طه ،یتیجمع خ  یهاراب

ها یکیژنت کامل یو ا گو ند. یت تار فراهم ک نمودار  سااااخ

PCA ندیم حد توا  یدر فضاااا هاتیجمع عیتوز یتا 

را نشان  شودیم جادیا یاصل یها فهؤکه توسط م یدیجد

های وتحلیل مؤ فهبراسااااس تجزیه، بررسااای نی. در ادهد

ستنباط می صلی، نتایج زیر قابل ا شندا  یخارج یهاتوده .با

دارند و به ها توده ریبا ساااا داریمعنی یکیژنت یهاتفاوت

ما یادیز میزان نانند. هسااات زیمت بهچ فرض طور پیشچه 

 ای ییایج راف یلت جداشااادگعبه تواندمی نیامطرح بود، 

 یهاتفاوتدارای  Y-26  . تودهباشااد یمشااخصاا یخیتار

 ممکنهمچنین  هاسااات.توده گریبا دآن  داریمعن یکیژنت

 یهاتودهاختلاط بیشاااتر این توده با  دهندهنشاااان اسااات

 یکیزدن نیباشد. ا ترکینزد یکیارتباطات ژنتی و یا خارج

ا و ی یخاصاایی ایج راف ای یخیممکن اساات به عوامل تار

شت در نزدیکی یکدیگر  یخارج یهابرگردد که از توده ک

سا سبت به  ست. کرده زیمتما هادهتو رین  و  B-25  توده ا

29-N اند، اما به نمودار واقع شاااده یدر سااامت چپ بالا

سبت به توده آنها بودن مکان نزدیکعلت  شان ،Y-26  ن ن

را د مور نی. استا با آنها یکمتر یکیژنت یهادهنده تفاوت

بخیتار ای ییایج راف یکینزد زانیبه م توانیم ها  ا ی آن

سب ست. یکدیگر منت ست از توده نای دان  اجدادها ممکن ا

باط ژنت ای مشاااترک ند.بهره یکینزد یکیارت باشااا ند   م

 دارای G-2 و  H ، 21-R ، 27-G ، 5-B-9  یهاااتااوده

 نی. اباشااادمی گریکدیبا  یشاااتریب یکیژنت یهاشاااباهت

 ییایج راف ای یخیتار یکینزد یبه معنا تواندها میشباهت

یک ریشه ژنتیکی  دارایممکن است نیز ها توده نای باشد.

 باشند.مشابه  یکیژنتتاریخچه  ای مشترک

 بحث -4

 طریق از زراعی، های جمعیت در یونجه بومی ارقام ادغام

 ساامپلاژرم در وحشاای دیپلوئید هایگونه با هیبریداساایون
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مک لوئیدتتراپ یونجه در بالا ژنتیکی تنوع به تتراپلوئید،  ک

 هکوتا نسااابتاً تاریخچه بر گواهی تنوع این. اسااات کرده

 یونجه که اساات ذکر شااایان. اساات یونجه نژاد اصاالاح

ید تای از تر پایین کمی ژنتیکی تنوع تتراپلوئ ید هم  دیپلوئ

 یهازماهوارهیاستفاده از ر امکان .[12] دهدمی نشان را خود

 یهااز گونه یعیوسااا فیدر ط (M. sativa) یزراع ونجهی

سا ه جنس  کی س زین Medicagoسا ه و چند  شده یبرر

تا حاکهب جیاسااات. ن مده  که  یدسااات آ از آن اسااات 

نه ژنوم یطراح یهاماهوارهزیر خا تاب جهی یشاااده از ک  ون

 یهایشااااوندیخو ،یکیژنت روابط یابیارز یبرا توانندیم

مختلف  یهاگونه یپیژنوت یهاصیو تشاااخ یتاکساااونوم

Medicago  ستفاده شانگرها .[7]شود ا در  زماهوارهیر ین

صفات مورفو وژ سهیم ا  سیهتروز ینیبشیپ یبرا یکیبا 

ق تلا  M. sativaو  M. sativa subsp. sativa نیب یدر 

subsp. falcata ته شااادبه با  ،نیهمچن .[38] ندکار گرف

 نیدرون و ب یکیتنوع ژنت ،ییآغازگرها نیاساااتفاده از چن

( M. sativa L.) یزراع یهاونجهی تیشااش جمع یتیجمع

اصاافهان، کرمان، خراسااان،  رسااتان و  زد،یاز مناطق  رانیا

سط  شانگر ر 8همدان تو شان دادند که م زماهواره،ین  زانین

تب ب هاتیتنوع درون جمع  نیتنوع ب از شاااتریبه مرا

 یتیگوساایهتروز هاعتیدرون جم اهانیبوده، گ هاتیجمع

 .[13] مختلف ناهمگن بودند یهاتیداشااته و جمع یبالائ

 یبا اساااتفاده از نشاااانگرها(، 2005و همکاران ) فلاژو ه

جه زراع نیب یکیتنوع ژنت ماهوارهزیر فت رقم یون ا ر یه

بالا یبررسااا ند ها گزارش را در آن ییو تنوع   .[13]کرد

کاران ) جا2006ا وود و هم را  ماهوارهزیر گاهی(، شاااش 

س یبرا مورد  M. truncatula یهانمونه یکیتنوع ژنت یبرر

 87(، 2003و همکاران ) ریژو  .[39] قرار دادند فادهاسااات

سااااختار  نییتع یرا برا AFLPو  ماهوارهزیر هایآغازگر

شه یکیژنت مورد  دیتتراپلوئ ونجهی یهاتیدر جمع یابیو ن 

( نشااان داد 1382م دم ) یعرفان .[32] اسااتفاده قرار دادند

غازگر  47 انیکه از م فت آ به  EST-SSRج  .Mمتعلق 

truncatula ،30  حفاظت شااده و  ونجهیجفت آغازگر در

 یهاتوده نیب یکیمطا عات تنوع ژنت یها برااز آن توانیم

  .[40]کرد استفاده  یمعمو  ونجهی

که،  هاد  یمتو با این به کشاااور وزارت ج بذر  واردات 

واردات آن در  زانیاز م ی یآمار دق اما اسااات یکشااااورز

 یاز مباد زیصااادرات آن ن یاز طرف باشااد،یدسااترس نم

سم یقانون سال  یو ر ست. با ا 1370از  شده ا  نیممنوع 

و  کشور ییو آب و هوا یمیاقل طیاوصاف، با توجه به شرا

دامات علوفه اق نیدام و تأم دیبه تو  ازین شیبا افزا نیهمچن

صلاح سر یا سب و  صول  نیدر ا عیمنا ست ضروریمح . ا

 یهابذور ارقام و توده دیتو  در نظارت خاصعدم وجود 

جهیمختلف  عات دقهمچنین نبود و  ون از عملکرد  قیاطلا

 زوم  ،هاآنژنتیکی خلوص  زانیها و متوده نیاز ا کی هر

برتر با عملکرد مطلوب و  یهاتوده معرفیو  ییشاااناساااا

 .دکنکاملا محسوس میرا درصد خلوص بالا 

 یهاااطیدر مح یعیطبانتخاااب  ،یماادت طولان یدر ط

 ی از گیاه یونجهپلاسااام متنوعژرم جادیمختلف منجر به ا

ست بهمطا عه  نیشده که در ا شاهده ا ضوح قابل م در . و

توساااط کشااااورزان  یارقام محل یادیتعداد ز فراینداین 

ی مصاانوع انتخاباین  و با تبع انددهمعرفی شااانتخاب و 

سان روند سط ان شور را تحت تأثیر تکامل  تو یونجه در ک

ست شتهسال. در قرار داده ا  خارجیجدید ، ارقام های گذ

پلاسم یونجه کشور وارد ژرم یغرب یکشورها یاز برخنیز 

ر در کناعوامل  نیاند. اقرار گرفته کشت و کارمورد شده و 

شن این گیاه،  صل لیدلاماهیت دگرگ  یبالا یکیتنوع ژنت یا

باشااند، مطا عه می نیدر ایونجه مورد بررساای پلاساام ژرم

تنوع موجود  املطور کپلاسم مورد استفاده بهاگر ژرم یحت

ی ریزماهواره اگرچه نشااانگرها را نشااان ندهد.کشااور در 

به فراوانی کمتری دارند، اما  (SNPsها )نساابت به اساانیپ

شتر کیتفک ییتوانااز ها آن یچند آ ل تیماه  حاظ ی در بی

  .برخوردارند یدو آ ل ها با ماهیتم ایسه با اسنیپ

 گیرینتیجه -5
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های یونجه مورد نظر، تساااهیل تمایز و تفکیک توده برای

های تصاااادفی حاوی پلاسااام مذکور از طریق نمونهژرم

قل  فاده از  100حدا با اسااات گاه  9بذر از هر توده و  جای

نتایج این بررساای ریزماهواره به وضااوح تفکیک شاادند. 

شان داد:  داریمعنی یکیژنت یهاتفاوت یخارج یهاتوده ن

  هتود؛ اندزیمتما یادیز میزانو به  داشااته هاتوده ریبا سااا

26-Y  ی داشاااته و بهخارج یهاتودهاختلاط بیشاااتری با

بارت دیگر  طات ژنتع با ها داردترکینزد یکیارت با آن  ؛ی 

 با توده  یکمتر یکیژنت یهاتفاوت N-29 و  B-25  توده

26-Y شترکاز تواند حاکی می دارد که این  وجود اجداد م

شدبین آنها ب کینزد یکیارتباط ژنت ای  ، H-9    های؛ تودها

21-R ، 27-G ، 2-G   5 و-B یشتریب یکیژنت یهاشباهت 

یک  دارایممکن اسااات نیز ها توده نای. دارند گریکدبا ی

 اشاند.بمشاابه  یکیژنتتاریخچه  ای ریشاه ژنتیکی مشاترک

به سادگی و در مدت کوتاه  پیشنهادی در این مطا عه روش

سایی توده یونجه مورد نظر را  شنا )یک تا دو روز( امکان 

 . کندمیاز برگ فراهم  DNAبدون نیاز به استخراج 
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Abstract 

Iran stands out as a significant center of genetic diversity for alfalfa (Medicago 

sativa) worldwide, harboring diverse types of this plant. Ensuring the 

authenticity of alfalfa populations and varieties is crucial for farmers and seed 

producers, as the genetic makeup of this species directly influences forage and 

seed yield quality. In this study, we developed a method to identify and 

differentiate key Iranian cultivated alfalfa populations using microsatellite 

markers. We collected random samples, each containing 100 seeds, from 

various alfalfa accessions. Nine microsatellite loci were screened and 

employed to differentiate these populations based on specific allelic 

genotypes. Notably, the MTIC233, BI90, ACT009, TC7, MTIC183, MS30, 

MTIC238, and AFCA11 markers exhibited the highest differentiation ability. 

The genetic distance analysis revealed that 5-B and foreign accessions, as well 

as 29-N and foreign accessions, were the most distant from each other. 

Conversely, 27-G, 9-H, and 21-R exhibited the closest genetic similarity. The 

results revealed that, accessions 9-H, 21-R, 27-G, 25-B, 5-B, and 2-G shared 

a common genetic background, suggesting their close relatedness. Our 

proposed method allows straightforward identification of target alfalfa 

accessions within a short timeframe (one to two days) without the need for 

DNA extraction from leaves. 
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