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 چكيده

اصـلاح آن، اسـتفاده   فرايند بر بودن   بدليل زمان.استدر مراتع ايران مهم  اي علوفههاي  لگوماز (Onobrychis sativa) اسپرس 
 جمعيـت بـراي     11  ژنوتيپ از  110 در اين تحقيق الگوي پروتئيني    . شود  از ارقام جديد اساساً محدود به واردات ارقام خارجي مي         

وتئيني، براي مطالعـه     باند قابل تكثير، پپتيد پر     SDS-PAGE  ،46  نتايج براساس . تنوع ژنتيكي مورد بررسي قرار گرفت       ميزان تعيين
 متغيـر   233/0 با ميـانگين     284/0 تا   182/0ف نسبت به تعداد كل باندها از        رمو   باندهاي پلي   نسبت تعداد  .تنوع ژنتيكي ثبت گرديد   

و رويشگاه  منشأ   اساس برنشان دادند كه تمايز مشخصي      را   بذر تنوع درون و ميان جمعيتي بالايي         هاي   پروتئين SDS-PAGE .بود
 ضـريب همبسـتگي بـين    و  ثابت نشـد  مانتل به وسيله آزمونژنتيكي و جغرافياييهاي  همبستگي بين ماتريس فاصله . ادندنشان ند 

اي بـذر    ذخيـره هـاي  گوني پروتئينادهنده عدم وجود شيب محيطي در گون      اين مسئله نيز نشان    .دار نگرديد  آنها از نظر آماري معني    
افـزايش  .  استفاده از والدين مختلف افـزايش يابـد     باتنوع ژنتيكي ارقام اسپرس     بايد  پرس  هاي اصلاحي اس     بنابراين در برنامه   .است

 پروتئينـي متفـاوتي داشـته و        يپلاسـم كـه الگـو        ژرم سيسـتماتيكي توانـد بوسـيله كـاربرد         اساس ژنتيكي براي اصلاح اسپرس مي     
 . كمي بهتري دارند حاصل شودهاي ويژگي
 
 . عوامل اكولوژيكي،اي بذر هاي ذخيره ، تنوع ژنتيكي، پروتئين Onobrychis Sativa: كليديهاي هواژ
 
  مقدمه

هاي با ارزش مرتعي و       از جنس ) Onobrychis (اسپرس
اي تـا آسـياي مركـزي         اي است كه از نواحي مديترانه       علوفه

هـاي اسـپرس محـدود بـه          بسـياري از گونـه    . گسترش دارد 
ه، نواحي شمال غربي آسـيا بخصـوص ايـران و تركيـه بـود             

كه اين نواحي مركز اصلي تنوع ژنتيكي اين جـنس            طوري  به
هـاي اسـپرس داراي       بسـياري از گونـه    . شـوند   محسوب مي 

پروتئين بالايي بوده، بنـابراين نقـش مهمـي در تعليـف دام،             
سازي خاك و افزايش ارزش غـذايي مراتـع مقـاوم بـه               غني

 ). Emre et al., 2007(خشكي دارند 
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ــي   ــپرس زراع ــي از  ).Onobrychis sativa L(اس يك
باشـد و     هاي حياتي و غير حيـاتي مـي         گياهان مقاوم به تنش   

دستيابي بـه   . ي در توليد علوفه در مراتع ايران دارد       نقش مهم 
ارقام سازگار و پرمحصول براي مناطق مختلف كشور يكـي          

ايــن گيــاه داراي . از راههــاي جبــران كمبــود علوفــه اســت
خشـبي و مسـتقيم و از        قـوي،  ضـخيم،  ي طويـل،  هـا   ريشه
مقاوم به خشكي و سازگار      پرتوليد، ي خوشخوراك، ها  گونه

در اسپرس   .باشد ي كم عمق و سنگلاخي مي     در انواع خاكها  
شـود و در     برخي مناطق كشور به صورت زراعي كشت مـي        

طبيعـي  بطـور   منـاطق اسـتپي و نيمـه اسـتپي كشـور            مراتع  
ارزش غذايي اسپرس بيشـتر از   ).Karimi., 1990(ويد ر مي

هاي مختلف بيشـتر از      يونجه است و سازگاري آن در خاك      
. ي آن هزينــه كمتــري دارديونجــه بــوده و بعــلاوه نگهــدار

 زيرا در اثـر  ،آيد   براي مراتع به شمار مي     ي گياه مناسب  اسپرس
 ايـن يـك مزيـت       كـه كند    چراي مستقيم دام ايجاد نفخ نمي     

اي ازجملـه يونجـه       عمده در مقايسه با ساير گياهـان علوفـه        
ير ژنتيكـي و  ا حفـظ ذخ ـ ،بنـابراين  .)Hasani., 2004(است 

 منبع ژنتيكي باعث احيا مراتع      كاربرد علمي و صحيح از اين     
 .گردد و افزايش توليد علوفه كشور مي

 منابع با ارزش گياهي براي اصلاح و         و شناخت  حفاظت
 مهمترين هدفي است كـه دانشـمندان        توليد ارقام پرمحصول  

 .كنـد   كي مي يبسياري را ترغيب به پژوهش بر روي منابع ژنت        
عـدم  . ح گياهيسـت   پايه و اساس اصـلا     ،پلاسم  تنوع در ژرم  

 كـاربرد   ، زراعي، زيستي و بيوشـيميايي     هاي  شناخت ويژگي 
پلاسم براي    عدم استفاده از ژرم   . كند  پلاسم را محدود مي     ژرم

 Ghafoor(اصلاح گياهان زراعي به معني اتلاف منابع است 

& Arshad., 2008.(پلاسـم،   هاي اصـلاح ژرم   اساس برنامه
ــوع ژنتيكــي آن اســت  ــزان.شــناخت تن ــوع ژنتيكــي  مي  تن

 مورفولـوژيكي و ماركرهـاي      هـاي   پلاسم بوسيله ويژگي    ژرم
پلاسمي كه تنوع ژنتيكي آن       ژرم. شود  گيري مي   ژنتيكي اندازه 

 مـاده اوليـه مناسـبي بـراي اسـتفاده در            ،بررسي شده اسـت   
  ).Ghafoor et al., 2002(گيـري اسـت    هـاي دورگ  برنامـه 
ي تنوع ژنتيكـي    ابزار مهمي براي بررس   مولكولي   هاي  تكنيك

سـديم  پروتئينـي،   مولكولي  از ميان آنها ماركرهاي     . باشند  مي
-SDS(آميـد ژل الكتروفـورز        اكريـل   دودسيل سولفات پلـي   

PAGE(        مولكـولي   ، در مقايسه بـا ماركرهـايDNA   بسـيار 
 به علت اعتبار و     پروتئينيمولكولي  ماركرهاي  . ارزان هستند 

م گياهان زراعي   پلاس  سهولت در تشريح ساختار ژنتيكي ژرم     
مورفيسـم    ولي كاربرد آن به علت پلـي      . كاربرد بسياري دارد  

شــود  هــا اساســاً محــدود بــه گنــدميان مــي پــايين در لگــوم
)Ghafoor et al., 2002 .(ــروتئين ــذر   ذخيــرههــاي پ اي ب
ماركرهاي ژنتيكي براي حل مسائل تاكسـنوميكي و        عنوان   به

ــده     ــتفاده ش ــياري اس ــي بس ــان زراع ــاملي گياه ــت تك اس
)Ladizinsky & Hymowitz., 1979; Das & Mukarjee., 

توانند بوسـيله اطلاعـات حاصـل از       پژوهشگران مي ). 1995
د تا از   نن برتر را انتخاب ك    هاي   ژنوتيپ اي   ذخيره هاي  پروتئين
عنوان والدين براي هيبريداسيون و معرفي ارقام جديد         آنها به 

زينه پايين اين روش     و ه   با توجه به كارايي بالا     .استفاده شود 
هـا از كـارايي ايـن روش در          و نيز انتشـار برخـي پـژوهش       

ــين ــه ب ــه مطالع ــپرس  گون و ) Emre et al., 2007(اي اس
، .Pisum sativum L (ينـه اي برخي گياهـان لگوم  گونه درون

Ghafoor & Arshad., 2008 ( تصميم به استفاده از آن براي
  .رس نمـوديم   اسـپ  يهـا   جمعيتمطالعه تنوع ژنتيكي برخي     

شناســايي تنــوع ژنتيكــي و  هــدف از ايــن تحقيــقبنــابراين 
ــي ــه پل ــي  مورفيســم درون گون ــپرس زراع ــاساي اس  براس

شناسـايي عوامـل اكولـوژيكي       ،اي بـذر  هاي ذخيـره   پروتئين
هــاي   الگــوي پـروتئين حاصـل از  مـرتبط بـا تنــوع ژنتيكـي   

ممكـن   كهتلاقي  براي  هايي   معرفي جمعيت و  اي بذر    ذخيره
 . را داشته باشندبالاترين ميزان هتروزيساست 
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 ها واد و روشم
جمعيت اسپرس موجود در بانك ژن منابع طبيعـي         يازده  

جدول . اي بذر انتخاب شدند     ذخيره هاي  براي مطالعه پروتئين  
هاي آب و هـوايي      و ويژگي  ها  جمعيت و مشخصات    أ منش 1

 .دهد را نشان ميآوري اسپرس  مناطق جمع

ژل  (SDS-PAGE بذر به روش     هاي  رز پروتئين الكتروفو
 ,.Laemmli( انجـام شـد  ) آميد دودسيل سـولفات  اكريل پلي

 مـورد مطالعـه     تيجمع 11 متعلق به    ژنوتيپ 110از  . )1970
 از هـر ژنوتيـپ    بـذر به ميزان يك     ) ژنوتيپ 10 تيجمعهر  (

از  ميكروليتـر  300  بـذر بـه  1ها به نسـبت    نمونه. جدا گرديد 
ــتخرا ــول اسـ ــولارTris-HCl (جمحلـ ، =5/7pH،  يـــك مـ

Na2EDTA     بـه  و )  درصد 04/0مركاپتواتانل  -2 يك مولار و
 ،پس از ده دقيقـه سـايش      . خوبي در هاون سرد همگن شدند     

 سـاعت در  24عصاره وارد لوله آزمـايش شـده و بـه مـدت         
 هـا   سـپس عصـاره   .  درجه سانتيگراد نگهداري شدند    4دماي  
 ـ 15صاف كـردن بـه مـدت    براي   xg  13000ا دور دقيقـه ب

 محلول صاف شده رويي با محلول بافر نمونه       . سانتريفوژ شد 
)Tris-HCl8/6،  نــيم مــولارpH=  ،SDS 2/0 2و  درصــد- 

و برموفنـل بلـو      درصـد    1گليسرول   درصد   5/0مركاپتواتانل  
ــه نســ)  درصــد02/0 ــه مخلــوط و 1:1ت بب  ميكروتيــوپ ب

درجـه  دار اپندروف منتقل و در دسـتگاه بـن مـاري در              درب
.  دقيقه جوشانده شـد    3 درجه سانتيگراد به مدت      95حرارت  

 درجـه   -20 تـا زمـان مصـرف در فريـزر در دمـاي              ها  نمونه
 ميكروليتر از هر نمونـه بـر        30. ندسانتيگراد نگهداري گرديد  

ــولفات  روي ژل  ــيل س ــديم دودس ــد  س ــل آمي ــي اكري   پل
)Laemmli., 1970(ژلهــا پــس از انجــام .  بــارگيري گرديــد

 20شامل ( دقيقه داخل محلول تثبيت 30ورز به مدت    الكتروف
قـرار  )  ميلـي ليتـر آب  100گرم تري كلرو اسـتيك اسـيد در     

آميـزي    سـاعت در محلـول رنـگ       4 سپس به مـدت      .ندگرفت
و اسـيد    درصـد    25متانـل    ، درصـد  25/0شامل كماسي بلو    (

ها جهـت   در نهايت ژل. ميزي شدندآ رنگ)  درصد 10استيك  
 سـاعت در دو     12ي پروتئين بـه مـدت       امكان وضوح باندها  

و اسـيد    درصـد    25شـامل متانـل     (بر   مرحله در محلول رنگ   
اخـتلاف  دستگاه مولد برق با . قرار گرفت)  درصد 10استيك  
. آمپـر تنظـيم شـد       ميلي 40 ولت با شدت جريان      180قابليت  

 سـاعت و ميـزان حركـت        5سازي پروتئين حدود    ا  زمان جد 
ــانتي10عصــاره در ژل  ــ  س ــر ب ــات حاصــل . ودمت  ازاطلاع

 مجـزاي   هـاي     بـه صـورت بانـد      اي بـذر     ذخيره هاي  نئيپروت
ــراي ئپروت ــي بـ ــذرهايينـ ــفحه ژل  بـ ــف روي صـ مختلـ
 . آميد نمايان گرديد اكريل پلي

 
 ها دادهتحليل 

 از طريق حركت  بر روي ژلها جايگاه هر يك از اين باند  
. نسبي آنها مشخص و به صورت اعـداد كمـي بيـان گرديـد             

) عدد صفر ( يا عدم وجود هر باند       )عدد يك  (وجود سبراسا
 اقـدام  هـا    نسبت به تشكيل مـاتريس داده      ،در فواصل مختلف  

ف رمـو    فراواني باندها، نسـبت تعـداد بانـدهاي پلـي          .گرديد
افـزار   مورفيسم باندها با نـرم     نسبت به تعداد كل باندها و پلي      

NTSYS-pc) Rohlf., 2004(تسهيم گوناگوني .  محاسبه شد
مولكولي گروهي توسط آزمون واريانس      ژنتيكي درون و ميان   

)AMOVA؛ Excoffier et al., 1992 ( افـزاري   و برنامه نـرم
)ARLEQUIN 1.1؛ Schnieder et al., 1997 (  تعيـين شـد .

 permutation) Excoffierاهميت هر جزء واريانس با آزمون 

et al., 1992 (اه ـ جمعيـت  فاصله ژنتيكـي ميـان   .مطالعه شد 
از آزمـون   .بـرآورد شـد  ) Nei, 1978( معادلـه نـي   براسـاس 

UPGMA افــزار  بــا نــرمNTSYS-pc) Rohlf., 2004(از  و 
) PCoA )Gower., 1966 روش تجزيه به مختصـات اصـلي  

براي بررسي  . براي تفسير ماتريس فاصله ژنتيكي استفاده شد      
 تجزيـه همبسـتگي     از رابطه بين عوامل ژنتيكي و اكولوژيكي     

 هـاي   افزار از نرم با استفاده   ترتيب    به پيرسون- كارل ك و كانوني
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SAS و SPSS بررســي همبســتگي فاصــله . اســتفاده گرديــد
 )Mantel., 1967( مانتـل آزمـون   توسـط صفات با يكـديگر  

  .انجام شد

 
 546ر. 2007-1998 رقم اسپرس طي سا لهاي 11آب و هوايي   ويژگي وهاي مكاني  ويژگي-1جدول 

كد بانك 
 ژن

 طقهمن
 نام اختصاري

 فارسي

طول 
 )E(جغرافيايي 

عرض 
 )N(جغرافيايي 

ارتفاع از 
سطح 

 (m)دريا 

ميانگين 
بارندگي 
سالانه 

)mm( 

ميانگين 
دماي 
سالانه 

)ºC( 

رطوبت 
 (%)نسبي 

 º50 ´32 º32 2048 2/332 7/11 1/46 58´ شهركرد شهركرد 18
 28º50´45º331870 1/265 6/14 3/38´ گلپايگان گلپايگان 181
 65º51´47º321550 2/172 9/16 6/34´ اصفهان اصفهان 182
 52º48´80º341741 1/313 1/12 4/52´ همدان همدان 281
 60º47´87º351883 5/298 6/11 6/46´ بيجار بيجار 624
 º51 ´98 º33 982 1/138 6/19 9/39 45´ كاشان كاشان 962
 43º54´83º3613 9/534 3/18 7/72´گرگان آ گرگان 1586
 43º54´83º3613 9/534 3/18 7/72´بگرگان گرگان 1601
 03º45´53º371315 5/263 6/12 3/58´ اروميه اروميه 1763
 00º51´82º351312 271 6/15 7/45´ كرج كرج 3001
    *كراس پلي  

 ع كشوراكسشن اصلاح شده توسط مؤسسه تحقيقات جنگلها و مرات*: 

 
 نتايج

 جمعيـت اسـپرس     11در اين تحقيق، الگوي پروتئينـي       
. براي تعيين تنوع ژنتيكي موجود مورد بررسي قرار گرفت        

ــد در 46تعــداد  ــورد مطالعــه  11 بان  جمعيــت اســپرس م
هـاي    مقايسه تعداد باند در ميـان جمعيـت       . مشاهده گرديد 

دهـد كـه بيشـترين تعـداد بانـد            مختلف اسپرس نشان مـي    
، اصفهان و   ) باند 39(هاي كرج     ني مربوط به جمعيت   پروتئي
و كمتـرين تعـداد مربـوط بـه جمعيـت           )  باند 37(آ   گرگان

فقط دو بانـد نـادر در       ). 2جدول  (بود  )  باند 32(گلپايگان  
هاي اسـپرس مشـاهده شـد كـه مربـوط بـه               ميان جمعيت 

بيشـترين درصـد    . هـاي گلپايگـان و كاشـان بـود          جمعيت
هـاي همـدان و       بـوط بـه جمعيـت     مورفيسم بانـدها مر     پلي

مورفيسـم    و كمترين درصـد پلـي     )  درصد 39/67(آ   گرگان
بيشـترين و   . بود  )  درصد 83/47(باندها مربوط به گلپايگان     

مـورف نسـبت بـه كـل       كمترين نسبت تعداد باندهاي پلـي     
مشـاهده  ) 182/0(و گلپايگـان    ) 284/0(همـدان   باندها در   

يـادي در داخـل     اگرچه باندهاي پروتئينـي مشـترك ز      . شد
هاي مذكور وجود داشت، اما باندهاي اختصاصـي          جمعيت

 ).1شكل (نيز مشاهده شد كه خاص هر جمعيت بودند 
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 هاي مورد مطالعه اسپرس اي بذر استخراج شده جمعيتهاي ذخيره الكتروفورز پروتئينتصوير اي از  نمونه -1شكل 
 ،كراس پلي جمعيت :5،  جمعيت گلپايگان:4، معيت بيجار ج:3،  جمعيت اروميه:2،  جمعيت همدان:1(

 ) جمعيت شهركرد :7 و آ  جمعيت گرگان:6
 

ــين    ــايز، فاصــله ژنتيكــي ب ــراي تشــريح الگــوي تم ب
در  Neiفاصله ژنتيكـي    نااريب   براساس برآورد    ها  جمعيت
جـدول   ( شد محاسبه مناطق مختلف    يها  جمعيتبذرهاي  

 بيجار يها جمعيتبين   (034/0مقدار فاصله ژنتيكي از     ). 3
)  كاشان وگلپايگان  يها  جمعيتبين   (179/0تا  ) و همدارن 

ــانگين  ــا مي ــر 070/0ب ــود متغي ــين . ب از فاصــله ژنتيكــي ب
) PCoA(  اصـلي  مختصـات  بـراي تجزيـه بـه        هـا   جمعيت

  درصــد27/74بــا توجــه بــه اينكــه حــدود . اســتفاده شــد
 68/41  كـه   اصـلي قـرار دارد     ؤلفـه م در ميان سه     واريانس
و  اصـلي اول     ؤلفـه ماختصاص بـه     كل   واريانساز   درصد

 .)2شـكل   (  اسـت   دوم  اصلي هؤلفممربط به     درصد 49/20
هـاي    جمعيـت شـود     همانگونه كه در شـكل مشـاهده مـي        

لفه اصلي ؤ، اصفهان توسط مباسپرس كرج، كاشان، گرگان   
هــاي گلپايگــان، پلــي كــراس، شــهركرد،    از جمعيــتاول

بـه همـين    . انـد   اروميه جدا شـده     و آ همدان، بيجار، گرگان  
از اصـلي دوم    مؤلفه   به وسيله    مختلفهاي   ترتيب جمعيت 

دهنـدة   نمودار تشكيل شده نشـان    . متمايز گرديدند يكديگر  
بـراي   .تطابق نسبي تمايز ژنتيكي با فاصله جغرافيايي است       

 نيـز   UPGMAروش   هـا از  تشريح الگوي تمايز جمعيـت    
 مورد  يها  جمعيت كليه   در دندروگرام حاصل،  . استفاده شد 

 ايـن   .)3شـكل   ( تقسـيم شـدند      عمدهخوشه   2ي به   سبرر
مؤلفـه   توسـط    هـا   جمعيتبندي    بندي مطابق با گروه    تقسيم

همانگونـه كـه مشـاهده      .  بـود  PCoAاصلي اول در پلات     
 يهـا   جمعيـت ، اغلـب    هـا   جمعيتاستثناء برخي    شود به   مي

رد و   شـهرك   براي مثال همدان ،    (اولمناطق سرد در خوشه     
 قـرار   دوم مناطق گرمتر در خوشـه       يها  جمعيتو  ) اروميه

 در همين   ). اصفهان  و  ب براي مثال كاشان، گرگان   (گرفتند  
هـاي فاصـله      ضـرايب همبسـتگي جفـت مـاتريس       ارتباط  

هـاي اسـپرس بـا اسـتفاده از          ژنتيكي و جغرافيايي جمعيت   
هـاي    همبسـتگي بـين مـاتريس     .  محاسبه شـد   مانتلآزمون  
منــاطق مختلــف و بــذر اي  هــاي ذخيــره نپــروتئي  فاصــله

جغرافيايي بسيار كم و منفي بود كـه از لحـاظ آمـاري نيـز            

لدر١٢٣۴۵۶٧
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پـس در  ). 4 شـكل ( )R ،240/0=p =02/0(دار نبـود   معني
ــوع ــي  مجم ــا ويژگ ــايي ب ــه جغرافي ــدهاي    رابط ــاي بان ه
اي بذر مناطق مختلف به وسيلة آزمـون          هاي ذخيره   پروتئين
ــل ــدمانت ــت نش ــه و . ثاب ــه تجزي ــولي نتيج ــانس مولك اري

)AMOVA) (  بـالايي از تمـايز      اًسطح نسـبت  نيز  ) 4جدول 
 و  نشـان داد  )  درصـد  84 (هـا   جمعيتژنتيكي را در درون     

 مختلـف  يهـا  جمعيـت از گوناگوني ميـان     درصد 16فقط  
  .قرار داشت

همبستگي بين پارامترهاي تنـوع ژنتيكـي و عوامـل          
 بـين   تجزيه و تحليل رابطه پيرسون نشان داد كـه        : محيطي

هـاي    هفت شـاخص پارامترهـاي تنـوع ژنتيكـي جمعيـت          
مختلف و عوامل اقليمي رابطـه زيـادي وجـود نداشـت و             

 50يـا مسـاوي       فراوانـي كمتـر    باباندهايي   فقط بين تعداد  
دار در  درصد و ميانگين بيشينه دما يك رابطه مثبـت معنـي          

اي بين ارتفاع از سطح       هيچ رابطه . مشاهده گرديد % 5سطح  
هاي اسپرس مورد     ارامترهاي تنوع ژنتيكي جمعيت   دريا و پ  

 با فـرض  Wilks' Lambadaآزمون . بررسي وجود نداشت

دار بين عوامل     وجود حداقل يك همبستگي كانونيك معني     
 محاسبه  Fمقدار  . انجام گرديد  محيطي و متغيرهاي ژنتيكي   

. دار نگرديد  معني 05/0 بود كه در سطح      672/0شده معادل   
گيري نمود كه بين متغيرهاي محيطي    ان نتيجه تو  بنابراين مي 

بــا توجــه بــه عــدم . و ژنتيكــي همبســتگي وجــود نــدارد
ها، اولين جفت از متغيرهاي كانونيك        داري همبستگي   معني

مقادير ويژه همبستگي كانونيك    . گيرد  مورد اهميت قرار مي   
 همبستگي  تابعتغييرات در اولين      درصد 2/91نشان داد كه    
 تـابع تغييـرات مربـوط بـه دومـين          درصد 8/6كانونيك و   

ــوده اســت  ــك ب ــتگي كانوني ــتگي . همبس ــرايب همبس ض
 عوامـل محيطـي و متغيرهـاي ژنتيكـي بـراي      نكانونيك بي 

 همبستگي كانونيك كه در واقع بيشترين تأثير را         تابعاولين  
دهد كـه از ميـان عوامـل محيطـي متوسـط              داشته نشان مي  

 بانـد تعداد  ل ژنتيكي   و از ميان عوام   ) 854/0(دماي سالانه   
ترتيـب بـا     بـه  (50/0 بيش از  با فراواني    باندهاتعداد   و   نادر
جـدول  (بيشترين اهميت را داشته است      ) 518/0 و   528/0

5.( 
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  جمعيت اسپرس براساس فاصله ژنتيكي با استفاده از دو مؤلفه اصلي11 بذرهاي (PCoA)بندي  نمودار رسته-2شكل 
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 اي بذر هاي ذخيره  جمعيت گونه اسپرس مورد مطالعه براساس پروتئين11 ژنتيكي ورفيسم و تنوعم  مقادير پلي-2جدول 

 همدان بيجار جمعيت
شـــهر 

 كرد
 اصفهان اروميه

گرگان 
 )آ(

ــي  پلـ
 كراس

 كرج كاشان گلپايگان
 گرگان

 )ب(

 37 39 37 32 35 37 37 36 36 36 35 باندتعداد 

  بـيش از    بـا فراوانـي    باندهاتعداد  
05/0  

35 36 36 36 37 37 35 32 37 39 37 

 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0  نادرباندتعداد 

كمتـر از    با فراوانـي     باندهاتعداد  
25/0  

0 1 1 0 0 0 0 0 1 2 1 

 كمتـر از   با فراوانـي     باندهاتعداد  
50/0 

2 3 3 3 5 4 2 1 4 6 4 

 00/50 04/63 35/54 83/47 70/58 39/67 70/58 52/56 87/60 39/67 04/63 ها مورفيسم باند درصد پلي

مـورف    نسبت تعداد باندهاي پلـي    
 نسبت به تعداد كل باندها

255/0 284/0 237/0 235/0 234/0 270/0 204/0 182/0 217/0 230/0 214/0 

ــا  ــتاندارد خط ــداد اس ــبت تع نس
مورف نسبت به تعداد      باندهاي پلي 
 كل باندها

032/0 033/0 032/0 033/0 033/0 032/0 031/0 032/0 033/0 031/0 034/0 

 
 

 
 

  جمعيت اسپرس11 بر روي بذرهاي UPGMAبه روش اي  خوشه دندروگرام حاصل از تجزيه -3شكل 
 
 
 

٠٥/٠          ٠٤/٠          ٠٣/٠            ٠٢/٠          ٠١/٠               ٠/٠ 
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 اي بذر  ذخيرههاي  پروتئيني الگوبراساس  جمعيت اسپرس11اريب فاصله ژنتيكي بين   ماتريس برآورد نا-3جدول 
 گرگــان

 )ب(
  بيجار همدان شهركرد اروميه اصفهان )آ(گرگان  پلي كراس گلپايگان كاشان كرج

 بيجار 0          
 همدان 047/0 0         

 شهركرد 057/0 034/0 0        

 اروميه 056/0 039/0 057/0 0       

 اصفهان 086/0 050/0 072/0 056/0 0      

 آگرگان  075/0 064/0 067/0 058/0 049/0 0     

 پلي كراس 078/0 073/0 049/0 096/0 118/0 103/0 0    

 گلپايگان 083/0 087/0 069/0 113/0 113/0 094/0 043/0 0   

 كاشان 136/0 094/0 115/0 110/0 055/0 112/0 166/0 179/0 0  

 كرج 118/0 063/0 088/0 107/0 055/0 093/0 115/0 110/0 053/0 0 

 بگرگان  095/0 071/0 104/0 080/0 044/0 096/0 119/0 121/0 069/0 064/0 0
 

 اي بذر هاي ذخيره  پروتئينبراساس جمعيت اسپرس 11بذرهاي ي پروتئين ها داده  تجزيه واريانس مولكولي -4جدول 
 احتمال درصد واريانس ها ميانگين ميانگينهاجمع ميانگيندرجه آزادي  تغييراتمنبع

  16 865/14 655/148 10 ها بين جمعيت
 001/0 84 077/5 6/502 99 ها درون جمعيت

   942/19 255/651 109 كل
 

٠٫٠٠
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٠٫١۶
٠٫١٨
٠٫٢٠

٠ ٢٠٠ ۴٠٠ ۶٠٠ ٨٠٠ ١٠٠٠
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 اسپرس مناطق مختلفبذرهاي اي   ذخيرههاي هاي فاصله ژنتيكي پروتئين  لگاريتم ضريب همبستگي بين ماتريس-4شكل 
 )R=240/0 ،p=2/0 (با فاصله جغرافيايي
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 هاي مورد مطالعه  جمعيتل محيطيبين پارامترهاي تنوع ژنتيكي و عوام كانونيك همبستگيضرايب  -5جدول 
 اولمؤلفه  

)2/91(% 
 دوممؤلفه 

)8/6(% 
   متغيرهاي محيطي

 604/0 -385/0 ارتفاع از سطح دريا
 -399/0 -395/0 ميانگين بارندگي سالانه

 -156/0 854/0 ميانگين دماي سالانه
 -684/0 -263/0 رطوبت نسبي

   
   متغيرهاي ژنتيكي

 -592/0 352/0 باندتعداد 
 617/0 527/0  نادرباندتعداد 
 0788/0 108/0  25/0كمتر از با فراواني باندهاتعداد 
 -399/0 519/0 50/0 بيش از با فراواني باندهاتعداد 

 -389/0 -399/0 ف نسبت به تعداد كل باندهارمو نسبت تعداد باندهاي پلي
 

 بحث
ف هـاي مختل ـ    در اين پژوهش گوناگوني ژنتيكي جمعيـت      

هـاي    ناپـذير بـراي برنامـه       عنوان ضـرورتي اجتنـاب      اسپرس به 
نتايج حكايت از وجود تنـوع ژنتيكـي        . اصلاحي مطالعه گرديد  

. هاي مختلف اسپرس داشـت      اي در بين جمعيت     قابل ملاحظه 
ــه  ــاس يافت ــاي  براس ــتلاف ) Forde) 1988 و Gardinerه اخ

هاي   يتموجود در فراواني باندها در افراد و به تبع آن در جمع           
هاي   مختلف ناشي از تفاوت در تعداد ژنهاي كد كننده پروتئين         

ــره ــت  ذخي ــذر اس ــاگوني در   . اي ب ــاديري از گون ــين مق چن
 و  Emreاي بـذر، قابـل مقايسـه بـا نتـايج              هاي ذخيره   پروتئين

اســت كــه تنــوع ژنتيكــي هشــت گونــه از ) 2007(همكــاران 
ه ايـران و    از آنجـايي ك ـ   . انـد   اسپرس را در تركيه مطالعه نموده     

تركيه مركز تنوع جنس اسپرس هستند، چنين تنـوع بـالايي در            
. باشد  هاي مختلف اين گياه در كشور دور از انتظار نمي           ويژگي

هاي اصلاحي اسپرس بايد تنوع ژنتيكي ارقام    بنابراين، در برنامه  
افزايش . اسپرس بوسيله استفاده از والدين مختلف افزايش يابد       

توانـد بوسـيله كـاربرد        لاح اسپرس مي  اساس ژنتيكي براي اص   
پلاسم كه الگـو پروتئينـي متفـاوتي داشـته و             سيستماتيكي ژرم 

 .هاي كمي بهتري دارند حاصل شود ويژگي
 توسط آزمـون    جمعيتيتسهيم واريانس ژنتيكي درون و ميان       

 سطح نسبتاً بالايي از واريانس      ،AMOVAواريانس مولكولي   
 بـرآورد نمـود،     ) درصـد  79(هـا     ژنتيكي را در درون جمعيت    

هـا     جمعيت  كل در ميان    درصد واريانس  21فقط   كه  طوري  به
بنابراين، اختصاص الگوي پروتئيني خاصـي بـه        . قرار داشت 

پـذير    هـا امكـان     ها و يـا برخـي جمعيـت         هر يك از جمعيت   
 اختصـاص الگـوي پروتئينـي       ها و   شناسايي جمعيت . نگرديد

است كـه براسـاس   خاصي به ارقام مختلف گياهي موضوعي    
نوع گونه نتايج ضد و نقيضـي در مـورد آن منتشـر گرديـده               

الگوي پروتئينـي بـذر بسـياري از گياهـان تـاكنون بـا              . است
اهدافي مثل مطالعه تنوع ژنتيكـي و شناسـايي ارقـام زراعـي             

 نمونـه از مطالعـاتي     تـوان بـراي       شده اسـت كـه مـي       مطالعه
،Ricinus communis )Euphorbiaceaeكـــه بـــر روي  
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Sathaiah & Reddy  1985(، هــاي   گونــهSolanaceae) 

Capsicum ،Panda et al., 1986(،  ــرنج ، (Poaceae بـ
Aliaga-Morel et al., 1987(ــه ــاي ، گون  Fabaceae ه

Arachis،(Bianchi-Hal et al., 1993)، ارقام پنبـه  Naveed 

et al., 2005)(،  Pisum Sativum Nisar et al., 2006)(، 
Avena fatua) Mirza et al., 2007(ارقام گندم   وMohd et 

al., 2007) (  انجام شده نام برد كه عموماً حكايت از كـاربرد
ها و ارقام مختلف يك       بالاي ماركر پروتئين در شناسايي گونه     

دارد كـه حـاكي از   ولي نتايج بسياري نيـز وجـود      . گونه دارد 
اي   هـاي ذخيـره     عدم جداسازي ارقام مختلف توسط پروتئين     

 ;Alipour et al., 2002; Javaid et al., 2004(بـذر اسـت   

Sihag et al., 2004; Malik et al., 2009( . 
هاي مـورد مطالعـه اخـتلاف قابـل           از آنجايي كه جمعيت   

دند، پيدا  اي بذر نشان دا     هاي ذخيره   اي از نظر پروتئين     ملاحظه
، بسيار  بندي ها و الگوي گروه كردن ارتباطي بين منشأ جمعيت

هـاي     جغرافيـايي در ويژگـي     سـاختار  كه  طوري  به. دشوار بود 
اي بذر اسپرس منـاطق مختلـف       هاي ذخيره   باندهاي پروتئين 
 ضـريب همبسـتگي     مشاهده نگرديد و    مانتل به وسيله آزمون  

ايي از نظـر آمـاري      هاي فاصله ژنتيكي و جغرافي      بين ماتريس 
 نتـايج بدسـت آمـده در ايـن بررسـي كـه              .دار نگرديـد  معني

حكايت از عدم وجود ارتبـاط بـين تنـوع ژنتيكـي و توزيـع               
جغرافيايي اسـت در گياهـان مختلفـي گـزارش شـده اسـت         

)Alipour et al., 2002; Javaid et al., 2004; Sihag et al., 

2004; Malik et al., 2009 .( بـردن بـه وجـود     به منظور پـي
ارتبــاط بــين متغيرهــاي محيطــي و پارامترهــاي ژنتيكــي در  

هاي اسپرس از تجزيه همبستگي كانونيك و پيرسون          جمعيت
نتايج تجزيه همبستگي كانونيك نشان ميدهـد       . استفاده گرديد 

كه در مجموع ارتباطي بـين پارامترهـاي ژنتيكـي و محيطـي             
 دماي بـالاتري    وجود ندارد ولي در مناطقي كه داراي متوسط       

 50/0 بيش از  با فراواني    باندهاتعداد   و    نادر باندتعداد  هستند  

اين نتـايج بـا نتـايج همبسـتگي پيرسـون نيـز             . بيشتري دارند 
با توجه به اين واقعيـت كـه در بسـياري از             .مطابقت مينمايد 

اي بـذر ارتبـاطي بـا         هـاي ذخيـره     گياهان، گوناگوني پروتئين  
دهنـد، پـس       اكولوژيكي نشان نمي   توزيع جغرافيايي و عوامل   

هـاي    تواند ابزار مفيدي براي شناسايي جمعيت       اين ماركر مي  
زيرا تـاكنون مطالعـات   . گيري باشد مناسب براي انجام دورگ   

بسياري انجام شده تا ماركرهاي مناسبي براي گياهان مختلف         
البتـه  . شناسايي گردد كه تحت تأثير عوامـل محيطـي نباشـند          

بالا نيز از شروط مهم ديگـر كـارايي چنـين           وجود گوناگوني   
بـا  ) 2002( و همكـاران    Ghafoorكه    طوري  ماركري است، به  

هـاي مختلـف      اي بـذر جمعيـت      هاي ذخيـره    مطالعه پروتئين 
Vigna mungoتنها هـيچ ارتبـاطي بـين تنـوع ژنتيكـي و       ، نه

انـد،   هاي مورد مطالعه پيـدا نكـرده        توزيع جغرافيايي جمعيت  
هـا     جمعيتي بسيار پاييني نيز درون جمعيـت       بلكه تنوع درون  
ــوده ــت نم ــد ثب ــا الگــوي  . ان ــن مشــاهدات آنه براســاس اي

اي بذر را فقط ماركر مناسبي براي مطالعه          هاي ذخيره   پروتئين
كه با توجـه بـه تنـوع           درحالي .ندا  هاي پيشنهاد نمود    ميان گونه 

هـاي مـورد مطالعـه         كه در جمعيـت    اي  ژنتيكي قابل ملاحظه  
توان براساس نتايج پژوهش حاضـر        شاهده شد، مي  اسپرس م 

ها را انتخاب نمود تا بوسيله تلاقـي بـين            متمايزترين جمعيت 
ترتيـب    بـدين . آنها بيشترين ميزان هتـروزيس حاصـل گـردد        

هاي كاشـان و گلپايگـان نـه تنهـا بيشـترين فاصـله                جمعيت
 بلكه هر   ،   جمعيت مورد مطالعه داشتند    11ژنتيكي را در ميان     

كـه بـراي ايجـاد        طوري  راي يك باند نادر نيز بودند، به      يك دا 
دورگي كه از قابليت تنوع ژنتيكـي بـالايي برخـوردار باشـد،        
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Abstract 
Onobrychis sativa is a very important legume used as forage in Iran. However, improvement 

of O. sativa is slow and time consuming, being made essentially by introduction of the foreign 
genetic material. This study evaluated seed protein profiles of 110 genotypes of O. sativa from 
11 populations, to determine the extent of genetic diversity. On the basis of SDS-PAGE, 46 
reproducible bands were used for analysis and genetic diversity was estimated based on the 
number of different protein peptides. The rate of polymorphic bands over the total bands 
detected ranged from 0.182 to 0.284 with an average of 0.233. SDS-PAGE of seed proteins 
showed high inter- and intra-population diversity and no clear differentiation on the basis of 
origin or source. The correlation between genetic and geographical distance matrices was not 
significance, indicating lack of cline trends in variation of seed storage proteins. It is suggested 
that the genetic base of cultivated O. sativa should be broadened by involving diverse parents in 
the breeding program. Expansion of the genetic base for O. sativa breeding might be 
accomplished by systematic use of germplasm that differs in protein profiles and has better 
quantitative traits. 
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