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تجزیه ارتباط صفات مورفولوژیک در یونجه زراعی با استفاده از نشانگرهاي ملکولی

4لیلا حسنیو4رحمانپور، ساسان 3یريپ، یاسر 2یزيعز، حیدر 1یمندولکانبابک عبدالهی 

چکیده
صفت مورفولوژیک در یونجه زراعی 13شناسایی نشانگرهاي ملکولی مرتبط با منظوربهدر این مطالعه 

)Medicago sativa L.( آغازگر 10ازIRAP ،14 آغازگرREMAP ،16 آغازگرISSR جفت آغازگر 7وSSR و تجزیه ارتباط به روش
Mixed linear model)MLM کل، وزن خشک تروزنشامل ارتفاع، میزان کلروفیل، مطالعهمورد) استفاده شد. صفات مورفولوژیک

ساقه، وزن خشک ساقه، تعداد برگ، تعداد ساقه، تعداد برگ به تعداد ساقه، وزن تروزنبرگ، وزن خشک برگ، تروزنکل، 
براي انجام نیازيیشپعنوانبهکل بود. مطالعه ساختار جمعیت تروزنخشک برگ به وزن خشک ساقه و وزن خشک کل به 

MLM ،95ود دارد. در تجزیه ارتباط به روش وجمطالعهمورد) در جمعیت =6Kاحتمالی (یرگروهز6تجزیه ارتباط نشان داد که 
و IRAPمبتنی بر نشانگرهاي رتروترنسپوزونی (هامکاندرصد 54شناسایی شد. مطالعهموردبا صفات (P≤0.02)مکان مرتبط 

REMAP مبتنی بر نشانگرهاي شدهییشناسايهامکاندرصد 46) وISSR وSSR بود. نشانگرISSR14-4 صفت مرتبط بود. 8با
و خشک ساقهاختصاص داد. نشانگرهاي مرتبط با وزن به خودمکان) را 13ساقه بیشترین تعداد نشانگر مرتبط (تروزنصفت 

مبناي يینهدرزماز این مطالعه اطلاعات ارزشمندي آمدهدستبهساقه بیشترین ارتباط را با سایر صفات دارا بودند. نتایج تروزن
بالا در تودهیستزهاي اصلاحی و تولید ارقام با میزان توان در برنامهارائه داد که از این اطلاعات میمطالعهموردصفات ژنتیکی

یونجه استفاده نمود.

Medicago sativa)ارتباط، صفات مورفولوژیک، نشانگرهاي مولکولی، یونجه زراعی یهتجزکلیدي:هاي واژه L.)، روشMLM

مقدمه
یاز خانواده گیاهی دائم(.Medicago sp)یونجه 

اي در صنعت دامپروري گیاه علوفهینترمهملگومینوزه بوده و 
هاي ریزوبیوم شود. همزیستی این گیاه با باکتريمحسوب می

درکشتو تثبیت نیتروژن مولکولی در آن باعث اهمیت آن 
Medicagoمتناوب و کشاورزي پایدار شده است. جنس 

M. sativaگونه آن مانند 22گونه است که 56شامل
و سالهیکگونه دیگر 34و دگرگشن بوده و چندساله

هاي چندساله باشند. اکثر گونهخودگشن می
بوده و برخی نیز (2n=2x=32)) تتراپلوئید M. sativa(مانند 

هاي تتراپلوئید آلوگام ). گونه8هستند ((2n=2x=16)دیپلوئید 
درصد خودگشنی 20- 50بوده و به دلیل خود ناسازگاري تنها 

و مرکز اولیه تنوع گیاه یونجه منطقه قفقاز منشأ). 25دارند (
شامل شمال شرق ترکیه، ترکمنستان و شمال غرب ایران 

درMedicagoهاي مختلفی از جنس ) البته گونه26است (
اند که به دلیل عدم توجیه اقتصادي و ایران شناسایی شده

هاي ). درتوده25اند (قرار نگرفتهتوجهموردبودن سالهیک
هاي مختلف ه دلیل دگرگشنی زیاد و رشد در اقلیمیونجه ب

.)13،34(جغرافیایی تنوع ژنتیکی بالایی ایجاد شده است 
نشانگرهاي مولکولی از ابزارهاي سودمند و پرکاربرد 

بررسی تنوع ژنتیکی، مطالعه مبناي ژنتیکی صفات يینهدرزم
ژنومی پیوسته با صفات در گیاهان يهامکانو شناسایی 

اي مهم یک گیاه علوفهعنوانبهباشند. در گیاه یونجه نیز می
بررسی تنوع ي	ینهدرزمهاي زیادي پژوهشو اقتصادي،

ژنتیکی و شناسایی نواحی ژنومی دخیل در صفات مهم با 

است استفاده از نشانگرهاي مولکولی صورت گرفته 
هاي حاصل از نشانگرهاي مولکولی ) با تلفیق داده5،6،28،30(

هاي فنوتیپی حاصل از بررسی صفات زراعی، با داده
ها و فیزیولوژیکی و مورفولوژیک و نیز مقاومت به بیماري

توان اطلاعات دقیقی در زمینه مبناي ژنتیکی آفات مختلف می
آورد و همچنین نشانگرهاي مرتبط با این به دستصفات 

شناسایی نمود. این نوع مطالعات تحت عنوان صفات را
Linkage-basedمطالعات مبتنی بر تجزیه پیوستگی (

analysis در این مطالعات تعداد کمی از باشدیم) مطرح .
والدین جمعیت در حال تفرق براي عنوانبهها ژنوتیپ

بکار مطالعهموردمرتبط با صفات هايیچندشکلشناسایی 
رود که این مسئله باعث بروز محدودیت در شناسایی تعداد می

نیاز به زمان واسطهبهشود. همچنین نشانگرهاي مرتبط می
در حال تفرق در گیاهان هايیتجمعطولانی براي تولید 

به هاگونهدرختان میوه و حساسیت برخی از یژهوبهو چندساله
، کاربرد این هایتجمعدر راستاي ایجاد این آمیزيیشخو

. امروزه براي غلبه بر این مشکلات باشدیمسازمشکلروش 
Associationیابی ارتباطی (از روش تجزیه یا مکان

mapping (شود. در این روشی تلفیقی استفاده میعنوانبه
روش نیازي به تهیه جمعیت در حال تفرق وجود ندارد و از 

هاي ژنومی مکانهاي متنوع موجود جهت شناساییجمعیت
شود. بنابراین امکان شناسایی استفاده میپیوسته با صفات

. وجود داردمطالعهموردپیوسته با صفت يهاآللتمامی 
تجزیه پیوستگی، در این روش ارتباط بین ژنوتیپ و برخلاف

براي شناسایی نواحی کروموزومی دخیل یماًمستقفنوتیپ افراد 

)b.abdollahi@urmia.ac.irنویسنده مسوول: (، گروه اصلاح و بیوتکنولوژي گیاهی، دانشکده کشاورزي، دانشگاه ارومیه،دانشیار-1
دانشگاه گیلان، دانشجوي دکتري-2

پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوري، دانشجوي دکتري-3
دانشگاه ارومیه، دانشجوي کارشناسی ارشد-4

2/12/93تاریخ پذیرش:22/6/93تاریخ دریافت:

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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رغم اهمیت علی.)31،33(شودیمدر کنترل صفت بررسی 
شناسایی نشانگرهاي مولکولی و يینهدرزمیونجه، اقتصادي 

هاي ژنتیکی مرتبط با صفات مورفولوژیک در این گیاه مکان
یابی توان به مکانتحقیقات زیادي صورت نگرفته و تنها می

هاي ناشی از ژنتیکی صفات تحمل سرما، رشد پاییزي و آسیب
و ) 30((Biomass)تودهیستز، تولید )11(زدگی یخ
به آلومینیم، ماندگاري و باتحملهاي مرتبط QTLیابی شهنق

هاي گسترش روش). 23(ها اشاره نمود مقاومت به بیماري
Genome Wideروش یژهوبهیابی ارتباطی مبتنی بر مکان

Association Mapping در گیاهان موجب شناسایی کاراي
هاي مسبب صفات زراعی در گیاهان مختلف شده است ژن

طراحی و در بررسی SNPهايیزآرایهردر یونجه نیز ) 20،24(
الگوهاي تکاملی ساختار جمعیت و عدم تعادل لینکاژي که 

اندقرارگرفتهاستفادهموردباشدیمپیشنیاز انجام تجزیه ارتباط 
با توجه به اینکه تاکنون از تجزیه ارتباط براي شناسایی ). 23(

ولوژیک استفاده نشانگرهاي ملکولی مرتبط با صفات مورف
هاي ژنومینشده است هدف از مطالعه حاضر شناسایی مکان

مرتبط با صفات زراعی و مرفولوژیک در یونجه با استفاده از 
.بودSSRو IRAP ،REMAP ،ISSRنشانگرهاي 

هامواد و روش
ن مطالعه یادر:و ارزیابی صفات مورفولوژیکیاهیمواد گ

بر پایه ) 1جدول (زراعی جمعیت یونجه8فرد متعلق به 80
هاي کامل تصادفی در مزرعه تحقیقاتی دانشکده طرح بلوك

صفت 13تکرار کشت و 3کشاورزي دانشگاه ارومیه در 
فرد 10هر جمعیت از.مورفولوژیک و زراعی یادداشت گردید

و سعی شد تا افراد ) 20(شد انتخابیطورتصادفبه
.باشندمنشأمعیت نمایانگر تنوع موجود در جشدهانتخاب
، میزان کلروفیل، )مترسانتی(شامل ارتفاع مطالعهموردصفات

، )گرم(برگ تروزن، )گرم(، وزن خشک کل )گرم(کل تروزن
، وزن خشک ساقه )گرم(ساقه تروزن، )گرم(وزن خشک برگ 

، تعداد برگ، تعداد ساقه، تعداد برگ به تعداد ساقه، وزن )گرم(
تروزنساقه و وزن خشک کل به خشک برگ به وزن خشک 

درصد 10ها در مرحله رسیدن به گیريتمام اندازه. کل بود
).4(شد دهی انجام گل

در این تحقیقاستفادهموردهاي یونجه جمعیتمنشأ- 1جدول 
Table 1. Origin of the alfalfa populations used in the current study

Origin منشأ Population تیجمع
Iran-Khoy يخو- رانیا Garayonjeh Malekkandi يکندملکیونجهقره
Iran-Urmia هیاروم- رانیا Garayonjeh Urmia هیارومیونجهقره

Iran-Esfahan اصفهان- رانیا Mahali Esfahan اصفهانیمحل
Iran-Kerman رمانک- رانیا Baghdadi يبغداد

Iran-Hamadan همدان- رانیا Hamadani یهمدان
Azerbaijan جانیآذربا Azerbaijan Ordoubad جان اردوبادیآذربا

Turkey هکیتر Elchi الچی
Turkey هکیتر Sakuel وئلکسا

) CTAB)15ژنومی افراد به روشDNA:ارزیابی مولکولی
با استفاده شدهاستخراجDNAکیفیت و کمیت. استخراج شد

اسپکتوفتومتري ارزیابی از الکتروفورز ژل آگارز یک درصد و
آغازگر 10از مطالعهموردبراي ثبت ژنوتیپ در افراد . شد

IRAP ،14 آغازگرREMAP)3( ،16 آغازگرISSR)5 ( 7و
و PCRيهاواکنش. استفاده شد) SSR)2جفت آغازگر

به REMAPو IRAPچرخه دمایی آن براي نشانگرهاي 
اي نشانگرهاي ، بر)3(روش عبدالهی مندولکانی و همکاران 

ISSR و براي نشانگرهاي ) 5(به روش عزیزي و همکاران

SSR انجام ) 2(طبق روش عبدالهی مندولکانی و همکاران
، IRAPتفکیک محصولات تکثیري براي نشانگرهاي . گرفت

REMAP وISSR با استفاده از ژل آگارز)ResoluteTm

line Biozyme (8/1 درصد و براي نشانگرهايSSRل با ژ
انجام شد و 90نیم برابر با ولتاژ TBEدرصد و بافر 3آگارز 
براي تعیین اندازه . با اتیدیم برماید صورت گرفتیزيآمرنگ

ت کشر(O'GeneRulerTMباندها نیز از نشانگر اندازه
.شداستفاده) فرمنتاس
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در این تحقیقاستفادهموردلیست و کد آغازگرهاي - 2جدول 
Table 2. List and code of the primers used in the current study

آغازگر
Primer

کد آغازگر
Primer code

آغازگر
Primer

کد آغازگر
Primer code

آغازگر
Primer

کد آغازگر
Primer code

آغازگر
Primer

کد آغازگر
Primer
code

425ISSR1Tms1Ret1-459aRE1Tms1Ret1bIR1AFca11SSR1
426ISSR2Tms1Ret1-A7RE2LORE1IR2AFctt1SSR2
438ISSR3Tms1Ret1-A12RE3LORE2IR3AFat15SSR3
440ISSR4Tms1Ret1-B1RE4Tps12aIR4AFct60SSR4
443ISSR5Tms1Ret1-438RE5Tms1Ret1- LORE1IR5AFca1SSR5
456ISSR6Tms1Ret1-443RE6Tms1Ret1- LORE2IR6B14B03SSR6
459ISSR7Tms1Ret1-818RE7Tms1Ret1- Tps12aIR7MTLEC2ASSR7
825ISSR8Tms1Ret1-825RE8LORE1-LORE2IR8
848ISSR9LORE1-840RE9LORE1-Tps12aIR9
A7ISSR10LORE1-848RE10LORE2-Tps12aIR10

A12ISSR11LORE2-849RE11

A13ISSR12LORE2-857RE12

KourdaISSR13Tps12a-459RE13

UBC808ISSR14Tps12a-438RE14

UBC812ISSR15

UBC849ISSR16

a: RE=REMAP, b: IR=IRAP

حاصل از همه نشانگرها يباندها:هادادهتحلیلویهتجز
امتیازدهی و ) عدم حضور(و صفر ) حضور(یک صورتبه

. یس حاصل براي بررسی ساختار جمعیت استفاده شدماتر
Neighborافراد تجزیه کلاستر به روش يبندگروهبراي 

Joining افزارنرمبا استفاده ازTASSEL3)10 ( انجام
حاصل از تلفیق يهادادهساختار جمعیت بر اساس . گرفت

STRUCTURE2.3.4افزارنرمنشانگرها با استفاده از 
و Burn-inبار 10000با Admixtureدر حالت)30(

20تا 1از Kدر مقادیر مختلف MCMCبار تکرار 50000
ماتریس سهم عضویت . بررسی شد) Kتکرار براي هر 10(

کلاسترها میزان تعلق هر فرد به دهندهنشانکه ) Q(افراد 
براي ) FST(و همچنین میانگین شاخص تثبیت باشدیم
برآورد افزارنرمبا استفاده از همین احتمالی نیز ايهیرگروهز

بر ) احتمالیهايیتجمعیرزتعداد (بهینه Kعدد . گردید
افزارنرماستفاده از با) delta K)17روش اساس

STRUCTURE HARVESTER)16 (گردیدیینتع .
و ) Kinshipماتریس (ماتریس روابط خویشاوندي افراد 

TASSEL 3افزار با نرمMLMتجزیه ارتباط به روش 
مطالعهموردمرتبط با صفات نشانگرهاي. )10(انجام گرفت 

.شدندانتخاب02/0کمتر از P-valueبا توجه به مقادیر 

نتایج و بحث
بررسی ساختار ژنتیکی جمعیت

با توجه به اینکه در تجزیه ارتباط و شناسایی نشانگرهاي 
نمایدیممرتبط با صفات، بررسی ساختار جمعیت ضروري 

10با استفاده از موردمطالعهبراین ابتدا ساختار جمعیت بنا
و ISSRآغازگر REMAP ،16آغازگر IRAP ،14آغازگر 

. قرار گرفتیبررسمورد) 2جدول (SSRجفت آغازگر 7
مکان ژنومی تکثیر نمودند که 369این آغازگرها در کل 

هاي تکثیري داراي چندشکلی درصد مکان77/61بینیندرا
بالاي حاصل در پژوهش حاضر را نسبتاًچندشکلی . بودند

، وسعت استفادهموردبه کارایی بالاي نشانگرهاي توانیم
برداري شده، هتروزیگوسیتی و مناطق جغرافیائی نمونه

یبررسموردهايیپژنوتاد یدگرگشنی یونجه و به تعداد ز
تجزیه کلاستر افراد به روش). 35(نسبت داد 

Neighbor Joiningهايیتجمعادر به تمایز افراد و ق
هايیتجمعمشخصی براي يبندگروهنبود و مطالعهمورد
.)10شکل (ارائه نداد مطالعهمورد
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:SSR)GhMو IRAP ،REMAP ،ISSRنشانگر 369بر اساس Neighbor Joiningبه روش مطالعهمورددندروگرام افراد یونجه -1شکل 
الچی، : Tuجان اردوباد، یآذربا: Aord، یهمدان: Ham، يبغداد: Baghاصفهان، یمحل: MEsه، یونجه ارومیهقر: GhO،يندکملکونجه یقره

TuS :وئلکسا
Fig 1. Neighbor Joining dendrogram of the alfalfa genotypes using 369 IRAP, REMAP, ISSR and SSR markers
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افزارنرممطالعه ساختار ژنتیکی جمعیت با استفاده از 
STRUCTURE 2.3.4 ،6 6(زیر جمعیت احتمالیK= ( را در

بهینه در Kعنوانبه=6Kشناسایی نمود و مطالعهموردافراد 
برآورد میانگین وQتخمین ساختار جمعیت، محاسبه ماتریس 

).3جدول (براي هر گروه تعیین شد (FST)شاخص تثبیت 
پایین بودن . بود2/0کمتر از هاگروههمه FSTمقادیر 

افتراق ژنتیکی کم و میزان بالاي دهندهنشانFSTمقادیر
باشد میطالعهمموردهاي جریان ژنی در بین افراد و جمعیت

قابلهاي دگرگشن مانند یونجه که این مسئله در مورد گونه
این فرضیه با محاسبه واگرایی فراوانی ). 12،21(است انتظار

آللی بین جفت کلاسترها که داراي دامنه محدود و پایین 
در بررسی ماتریس . شدییدتأباشد نیز یم0224/0-0060/0

Q گردید که افراد هر هم مشخص ) 2شکل (و بارپلات

هر درواقعاند و جمعیت در کلاسترهاي مختلفی قرار گرفته
هاي مختلف اي از افراد از جمعیتکلاستر شامل مجموعه

ذکر گردید این مسئله بیانگر میزان بالاي چهچنان. است
موردهاي مختلف جریان ژنی در بین افراد متعلق به جمعیت

در يکندملکونجه یقرهافراد جمعیت .باشدمیمطالعه
در هیونجه ارومیقره ، افراد جمعیت VIو I ،Vکلاسترهاي 
اصفهان در ی، افراد جمعیت محلVIو II ،IIIکلاسترهاي 

، افراد جمعیت بغدادي در VIو II ،IVکلاسترهاي 
، افراد جمعیت همدانی در VIو I ،IVکلاسترهاي 
در ادجان اردوبیآذربا، افراد جمعیت IIIوIIکلاسترهاي 
در کلاسترهاي الچی، افراد جمعیت Vو II ،IIIکلاسترهاي 

II وIII در کلاسترهاي ساکوئلو افراد جمعیتI وII قرار
.گرفتند
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Table 3. Mean of fixation index (FST) of each cluster measured using Bayesian model-based cluster
شاخص تثبیت

Fixation index

کلاستر
Cluster

شاخص تثبیت
Fixation index

کلاستر
Cluster

شاخص تثبیت
Fixation index

کلاستر
Cluster

0.1420 V 0.0598 III 0.0728 I
0.0568 VI 0.0420 IV 0.0509 II
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Fig 2. Bayesian model-based cluster analysis of 80 alfalfa genotypes based on 369 IRAP, REMAP, ISSR and SSR

markers(K=6). Each color represents a sub-population or cluster. Digits on horizontal and vertical axis shows
genotype number and cluster membership coefficients, respectively.

یرتأثصفات پیچیده و مهم زراعی تحت : تجزیه ارتباط
QTLمتعدد، محیط و تعامل بین يهاQTLو محیط است .

یابی ارتباطی دو روش معمول و پرکاربرد تجزیه لینکاژ و مکان
روش تجزیه لینکاژ در . باشندبراي بررسی صفات پیچیده می

تی سان20تا 10را در فاصله یبررسمورديهاQTLگیاهان، 
کم بوده و مطالعهموردکند، زیرا افراد یابی میمورگانی مکان

باشد یابی محدود میتعداد موارد نوترکیبی در جمعیت مکان
هاي صدها مطالعه تجزیه لینکاژ در گونهکهیحالدر). 14(

مختلف گیاهی در طی دو دهه اخیر صورت گرفته است، تنها 
سازي شده همسانه،شدهشناختهيهاQTLتعداد محدودي از 

در کهیدرحال). 19،29(اندشدهیبررسیا در سطح ژن 
دخیل در صفات پیچیده در يهاQTLارتباطی،یابیمکان

یابیمکانیک جمعیت متنوع در فاصله ژنتیکی محدودتري 
ارتباطی یابیمکاناین روش به دو صورت ). 7،37(شوندیم

. گیردیمصورت ارتباطی ژن کاندید یابیمکانکل ژنوم و 
یابی ارتباطی کل ژنوم یک روش جامع براي بررسی مکان

سیستماتیک ژنوم جهت شناسایی عوامل ژنتیکی دخیل در 
در این روش تعداد زیادي نشانگر براي ارتباط . باشدصفات می

، و اطلاعات قبلی در مورد شدهتستبا صفات پیچیده مختلف 
یابی ارتباطی ر مکانچالش اصلی د. هاي کاندید نیاز نیستژن

تمییز روابط حقیقی بین نشانگرها و صفات از روابط کاذب 
درناشی از ساختار جمعیت و روابط خویشاوندي است که البته 

نتایج مثبت کاذب ارائهدر یشاونديروابط خویرتأثنبیینا
توجه به مزایاي این با).22(هستبیشتر از ساختار جمعیت 

راي شناسایی نشانگرهاي مرتبط با این مطالعه بروش در
صفات مورفولوژیک در یونجه از تجزیه ارتباط به روش مدل 

در این مدل علاوه بر . استفاده شد) MLM(خطی مخلوط 
ساختار جمعیت، روابط خویشاوندي بین افراد جمعیت نیز در 

و شودیمگرفتهکواریت در نظر عنوانبهتجزیه ارتباط 
دروغین بین نشانگر و هايیوستگیپبنابراین ارتباطات و 

نشانگرها یرتأثهمچنین میزان . رسدیمصفت به حداقل 
تصحیح گردید که این تصحیح Benferroniضریب یلهوسبه

شودیمصفت نیز باعث کاهش ارتباطات دروغین نشانگر
داريیمعننشانگر که ارتباط 95در کل ). 36(
)P-value داشتند مطالعهموردبا صفات ) 02/0کمتر از

در بین نشانگرهاي شناسایی شده ). 4جدول (شناسایی شد 
مبتنی بر ينشانگرها، مطالعهموردمرتبط با صفات 

درصد و REMAP (54و IRAP(هارتروترنسپوزون
و ISSR(هاي ساده تکراري نشانگرهاي مبتنی بر توالی

SSR (46درصد بالاي . شدنددرصد را شامل می
رتبط با صفات براي نشانگرهاي مهايیچندشکل

هارتروترنسپوزونبه فعالیت بالاي توانیمرتروترنسپوزونی را 
در نواحی یوکروماتینی و ژنی هاآندر ژنوم یونجه و درج 

و ترکیب ساقه تودهیستزبررسی عملکرد در).3(نسبت داد 
یونجه شدهاصلاحهايیتجمعدر SSRنشانگرهاي یلهوسبه

با صفات مطالعهمورددرصد نشانگرهاي 5/61، تتراپلوئید
نشانگر).22(داشتند داريیمعنارتباط یبررسمورد

ISSR14-4 کل، تروزنصفت ارتفاع، میزان کلروفیل، 9با
ساقه، وزن خشک ساقه تروزنبرگ، وزن خشک برگ، تروزن

اثر پلیوتروپی این دهندهنشانو تعداد ساقه مرتبط بود که 
این کنندهکنترلژنومی يهامکانپیوستگی احتمالاًنشانگر و 

RE5-5و IR6-6 ،IR6-5نشانگرهاي . باشدصفات می
نشانگرهاي مرتبط با وزن . صفت مرتبط بودند7هرکدام با 
ساقه بیشترین ارتباط را با سایر صفات دارا تروزنخشک و 

هستند که این مسئله اهمیت ساقه در میزان علوفه یونجه و 
چنین نتایجی در مطالعات قبلی . نمایدمیییدتأرد آن را عملک

از بین صفات مطالعه ). 9(این صفات نیز حاصل شده است 
پسنشانگر و 3کل با تروزنشده، صفت وزن خشک کل به 

4با هرکدامصفات ارتفاع، تعداد برگ و تعداد ساقه، آناز
. ارا بودندنشانگر مرتبط، کمترین تعداد نشانگرهاي مرتبط را د

56................................................................................................................تجزیه ارتباط صفات مورفولوژیک در یونجه زراعی با استفاده از نشانگرهاي ملکولی

K=6در Bayesianهر کلاستر بر اساس تجزیه کلاستر مبتنی بر مدل ) FST(میانگین شاخص تثبیت -3جدول 

Table 3. Mean of fixation index (FST) of each cluster measured using Bayesian model-based cluster
شاخص تثبیت

Fixation index

کلاستر
Cluster

شاخص تثبیت
Fixation index

کلاستر
Cluster

شاخص تثبیت
Fixation index

کلاستر
Cluster

0.1420 V 0.0598 III 0.0728 I
0.0568 VI 0.0420 IV 0.0509 II

).SSR)K=6و IRAP ،REMAP،ISSRنشانگر 369فرد یونجه بر اساس 80برايBayesianتجزیه کلاستر مبتنی بر مدل - 2شکل 
اعداد روي محور افقی و عمودي به ترتیب شماره افراد و ضریب تعلق هر فرد . دهدیمرنگ یک زیر جمعیت یا کلاستر را نشان هر

.دهدیمبه هر کلاستر را نشان 
Fig 2. Bayesian model-based cluster analysis of 80 alfalfa genotypes based on 369 IRAP, REMAP, ISSR and SSR

markers(K=6). Each color represents a sub-population or cluster. Digits on horizontal and vertical axis shows
genotype number and cluster membership coefficients, respectively.

یرتأثصفات پیچیده و مهم زراعی تحت : تجزیه ارتباط
QTLمتعدد، محیط و تعامل بین يهاQTLو محیط است .

یابی ارتباطی دو روش معمول و پرکاربرد تجزیه لینکاژ و مکان
روش تجزیه لینکاژ در . باشندبراي بررسی صفات پیچیده می

تی سان20تا 10را در فاصله یبررسمورديهاQTLگیاهان، 
کم بوده و مطالعهموردکند، زیرا افراد یابی میمورگانی مکان

باشد یابی محدود میتعداد موارد نوترکیبی در جمعیت مکان
هاي صدها مطالعه تجزیه لینکاژ در گونهکهیحالدر). 14(

مختلف گیاهی در طی دو دهه اخیر صورت گرفته است، تنها 
سازي شده همسانه،شدهشناختهيهاQTLتعداد محدودي از 

در کهیدرحال). 19،29(اندشدهیبررسیا در سطح ژن 
دخیل در صفات پیچیده در يهاQTLارتباطی،یابیمکان

یابیمکانیک جمعیت متنوع در فاصله ژنتیکی محدودتري 
ارتباطی یابیمکاناین روش به دو صورت ). 7،37(شوندیم

. گیردیمصورت ارتباطی ژن کاندید یابیمکانکل ژنوم و 
یابی ارتباطی کل ژنوم یک روش جامع براي بررسی مکان

سیستماتیک ژنوم جهت شناسایی عوامل ژنتیکی دخیل در 
در این روش تعداد زیادي نشانگر براي ارتباط . باشدصفات می

، و اطلاعات قبلی در مورد شدهتستبا صفات پیچیده مختلف 
یابی ارتباطی ر مکانچالش اصلی د. هاي کاندید نیاز نیستژن

تمییز روابط حقیقی بین نشانگرها و صفات از روابط کاذب 
درناشی از ساختار جمعیت و روابط خویشاوندي است که البته 

نتایج مثبت کاذب ارائهدر یشاونديروابط خویرتأثنبیینا
توجه به مزایاي این با).22(هستبیشتر از ساختار جمعیت 

راي شناسایی نشانگرهاي مرتبط با این مطالعه بروش در
صفات مورفولوژیک در یونجه از تجزیه ارتباط به روش مدل 

در این مدل علاوه بر . استفاده شد) MLM(خطی مخلوط 
ساختار جمعیت، روابط خویشاوندي بین افراد جمعیت نیز در 

و شودیمگرفتهکواریت در نظر عنوانبهتجزیه ارتباط 
دروغین بین نشانگر و هايیوستگیپبنابراین ارتباطات و 

نشانگرها یرتأثهمچنین میزان . رسدیمصفت به حداقل 
تصحیح گردید که این تصحیح Benferroniضریب یلهوسبه

شودیمصفت نیز باعث کاهش ارتباطات دروغین نشانگر
داريیمعننشانگر که ارتباط 95در کل ). 36(
)P-value داشتند مطالعهموردبا صفات ) 02/0کمتر از

در بین نشانگرهاي شناسایی شده ). 4جدول (شناسایی شد 
مبتنی بر ينشانگرها، مطالعهموردمرتبط با صفات 

درصد و REMAP (54و IRAP(هارتروترنسپوزون
و ISSR(هاي ساده تکراري نشانگرهاي مبتنی بر توالی

SSR (46درصد بالاي . شدنددرصد را شامل می
رتبط با صفات براي نشانگرهاي مهايیچندشکل

هارتروترنسپوزونبه فعالیت بالاي توانیمرتروترنسپوزونی را 
در نواحی یوکروماتینی و ژنی هاآندر ژنوم یونجه و درج 

و ترکیب ساقه تودهیستزبررسی عملکرد در).3(نسبت داد 
یونجه شدهاصلاحهايیتجمعدر SSRنشانگرهاي یلهوسبه

با صفات مطالعهمورددرصد نشانگرهاي 5/61، تتراپلوئید
نشانگر).22(داشتند داريیمعنارتباط یبررسمورد

ISSR14-4 کل، تروزنصفت ارتفاع، میزان کلروفیل، 9با
ساقه، وزن خشک ساقه تروزنبرگ، وزن خشک برگ، تروزن

اثر پلیوتروپی این دهندهنشانو تعداد ساقه مرتبط بود که 
این کنندهکنترلژنومی يهامکانپیوستگی احتمالاًنشانگر و 

RE5-5و IR6-6 ،IR6-5نشانگرهاي . باشدصفات می
نشانگرهاي مرتبط با وزن . صفت مرتبط بودند7هرکدام با 
ساقه بیشترین ارتباط را با سایر صفات دارا تروزنخشک و 

هستند که این مسئله اهمیت ساقه در میزان علوفه یونجه و 
چنین نتایجی در مطالعات قبلی . نمایدمیییدتأرد آن را عملک

از بین صفات مطالعه ). 9(این صفات نیز حاصل شده است 
پسنشانگر و 3کل با تروزنشده، صفت وزن خشک کل به 

4با هرکدامصفات ارتفاع، تعداد برگ و تعداد ساقه، آناز
. ارا بودندنشانگر مرتبط، کمترین تعداد نشانگرهاي مرتبط را د
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K=6در Bayesianهر کلاستر بر اساس تجزیه کلاستر مبتنی بر مدل ) FST(میانگین شاخص تثبیت -3جدول 

Table 3. Mean of fixation index (FST) of each cluster measured using Bayesian model-based cluster
شاخص تثبیت

Fixation index

کلاستر
Cluster

شاخص تثبیت
Fixation index

کلاستر
Cluster

شاخص تثبیت
Fixation index

کلاستر
Cluster

0.1420 V 0.0598 III 0.0728 I
0.0568 VI 0.0420 IV 0.0509 II

).SSR)K=6و IRAP ،REMAP،ISSRنشانگر 369فرد یونجه بر اساس 80برايBayesianتجزیه کلاستر مبتنی بر مدل - 2شکل 
اعداد روي محور افقی و عمودي به ترتیب شماره افراد و ضریب تعلق هر فرد . دهدیمرنگ یک زیر جمعیت یا کلاستر را نشان هر

.دهدیمبه هر کلاستر را نشان 
Fig 2. Bayesian model-based cluster analysis of 80 alfalfa genotypes based on 369 IRAP, REMAP, ISSR and SSR

markers(K=6). Each color represents a sub-population or cluster. Digits on horizontal and vertical axis shows
genotype number and cluster membership coefficients, respectively.

یرتأثصفات پیچیده و مهم زراعی تحت : تجزیه ارتباط
QTLمتعدد، محیط و تعامل بین يهاQTLو محیط است .

یابی ارتباطی دو روش معمول و پرکاربرد تجزیه لینکاژ و مکان
روش تجزیه لینکاژ در . باشندبراي بررسی صفات پیچیده می

تی سان20تا 10را در فاصله یبررسمورديهاQTLگیاهان، 
کم بوده و مطالعهموردکند، زیرا افراد یابی میمورگانی مکان

باشد یابی محدود میتعداد موارد نوترکیبی در جمعیت مکان
هاي صدها مطالعه تجزیه لینکاژ در گونهکهیحالدر). 14(

مختلف گیاهی در طی دو دهه اخیر صورت گرفته است، تنها 
سازي شده همسانه،شدهشناختهيهاQTLتعداد محدودي از 

در کهیدرحال). 19،29(اندشدهیبررسیا در سطح ژن 
دخیل در صفات پیچیده در يهاQTLارتباطی،یابیمکان

یابیمکانیک جمعیت متنوع در فاصله ژنتیکی محدودتري 
ارتباطی یابیمکاناین روش به دو صورت ). 7،37(شوندیم

. گیردیمصورت ارتباطی ژن کاندید یابیمکانکل ژنوم و 
یابی ارتباطی کل ژنوم یک روش جامع براي بررسی مکان

سیستماتیک ژنوم جهت شناسایی عوامل ژنتیکی دخیل در 
در این روش تعداد زیادي نشانگر براي ارتباط . باشدصفات می

، و اطلاعات قبلی در مورد شدهتستبا صفات پیچیده مختلف 
یابی ارتباطی ر مکانچالش اصلی د. هاي کاندید نیاز نیستژن

تمییز روابط حقیقی بین نشانگرها و صفات از روابط کاذب 
درناشی از ساختار جمعیت و روابط خویشاوندي است که البته 

نتایج مثبت کاذب ارائهدر یشاونديروابط خویرتأثنبیینا
توجه به مزایاي این با).22(هستبیشتر از ساختار جمعیت 

راي شناسایی نشانگرهاي مرتبط با این مطالعه بروش در
صفات مورفولوژیک در یونجه از تجزیه ارتباط به روش مدل 

در این مدل علاوه بر . استفاده شد) MLM(خطی مخلوط 
ساختار جمعیت، روابط خویشاوندي بین افراد جمعیت نیز در 

و شودیمگرفتهکواریت در نظر عنوانبهتجزیه ارتباط 
دروغین بین نشانگر و هايیوستگیپبنابراین ارتباطات و 

نشانگرها یرتأثهمچنین میزان . رسدیمصفت به حداقل 
تصحیح گردید که این تصحیح Benferroniضریب یلهوسبه

شودیمصفت نیز باعث کاهش ارتباطات دروغین نشانگر
داريیمعننشانگر که ارتباط 95در کل ). 36(
)P-value داشتند مطالعهموردبا صفات ) 02/0کمتر از

در بین نشانگرهاي شناسایی شده ). 4جدول (شناسایی شد 
مبتنی بر ينشانگرها، مطالعهموردمرتبط با صفات 

درصد و REMAP (54و IRAP(هارتروترنسپوزون
و ISSR(هاي ساده تکراري نشانگرهاي مبتنی بر توالی

SSR (46درصد بالاي . شدنددرصد را شامل می
رتبط با صفات براي نشانگرهاي مهايیچندشکل

هارتروترنسپوزونبه فعالیت بالاي توانیمرتروترنسپوزونی را 
در نواحی یوکروماتینی و ژنی هاآندر ژنوم یونجه و درج 

و ترکیب ساقه تودهیستزبررسی عملکرد در).3(نسبت داد 
یونجه شدهاصلاحهايیتجمعدر SSRنشانگرهاي یلهوسبه

با صفات مطالعهمورددرصد نشانگرهاي 5/61، تتراپلوئید
نشانگر).22(داشتند داريیمعنارتباط یبررسمورد

ISSR14-4 کل، تروزنصفت ارتفاع، میزان کلروفیل، 9با
ساقه، وزن خشک ساقه تروزنبرگ، وزن خشک برگ، تروزن

اثر پلیوتروپی این دهندهنشانو تعداد ساقه مرتبط بود که 
این کنندهکنترلژنومی يهامکانپیوستگی احتمالاًنشانگر و 

RE5-5و IR6-6 ،IR6-5نشانگرهاي . باشدصفات می
نشانگرهاي مرتبط با وزن . صفت مرتبط بودند7هرکدام با 
ساقه بیشترین ارتباط را با سایر صفات دارا تروزنخشک و 

هستند که این مسئله اهمیت ساقه در میزان علوفه یونجه و 
چنین نتایجی در مطالعات قبلی . نمایدمیییدتأرد آن را عملک

از بین صفات مطالعه ). 9(این صفات نیز حاصل شده است 
پسنشانگر و 3کل با تروزنشده، صفت وزن خشک کل به 

4با هرکدامصفات ارتفاع، تعداد برگ و تعداد ساقه، آناز
. ارا بودندنشانگر مرتبط، کمترین تعداد نشانگرهاي مرتبط را د
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مؤثرSSRن تعداد نشانگر یمترک) 27(اران کو هميمحمد
برگ در یونجه کرا براي صفت وزن خش) نشانگریک(

مرتبط با دو صفت يبیشتر نشانگرها). 27(گزارش نمودند 
در مطالعات . وزن خشک کل و وزن خشک برگ یکسان بودند

ن دو صفت ین ایبيداریمثبت و معنیقبلی نیز همبستگ
مشترك يهمچنین وجود نشانگرها). 31(است شدهگزارش

تواندیمدر مطالعه حاضر شدهیبررسصفات یدر میان برخ
ناشی از اثرات پلیوتروپی و یا پیوستگی نواحی ژنومی دخیل در 

اران با استفاده از کو هميمحمد). 18(این صفات باشد 
ر نشانگر را د17گامبهگامون یو رگرسSSRينشانگرها

از یکیبا حداقل داريیمعنه رابطه کنمودند یییونجه شناسا
در ). 27(دادند مطالعه شده نشان یکصفت مورفولوژ11

یونجه تتراپلوئید درتودهیستزیابی ژنتیکی تولید مطالعه نقشه
آلل شناسایی شد SSR ،7و RFLPبا استفاده از نشانگرهاي 

گیري مرتبط ره نمونهبیش از یک دودرتودهیستزکه با تولید 
مرتبط با صفات ينشانگرهاییشناسامنظوربه).30(بودند 

ه ارتباط با استفاده از یبه روش تجزینیزمبادامدر یکمورفولوژ
شد که این روش براي شناسایی گزارش SSRينشانگرها

مفید بوده و یکمرتبط با صفات مورفولوژيهامکان
در تواندیملعات حاصل از این مطامؤثرنشانگرهاي 

هايیتجمعه ینشانگر و تهکمکنش به یگزيهابرنامه
در مطالعه تجزیه ارتباط صفات ). 1(استفاده شوند یابینقشه

و SSR ،AFLPنشانگرهاي یلهوسبهمورفولوژیک گندم نان 
SAMPL نشانگر شناسایی 51، گامبهگامبروش رگرسیون

داشتند و پیشنهاد شد شدند که با حداقل یکی از صفات ارتباط
هاي اصلاح به کمک که این نشانگرها قابلیت کاربرد در برنامه

).32(نشانگر را دارند 

)02/0کمتر از P-value(فرد یونجه 80در مطالعهموردنشانگرهاي پیوسته با صفات -4جدول 
Table 4. Markers associated with studied traits in 80 alfalfa genotypes (P≤0.02)

Marker P-value R2 Marker P-value R2 Marker P-value R2

ارتفاع
Height

تعداد برگ
Number of leaves

تعداد ساقه
Number of stems

IR6-6 0.017 0.074 IR2-4 0.001 0.129 IR2-4 0.001 0.143
RE5-6 0.011 0.082 RE11-5 0.017 0.076 IR6-5 0.004 0.113

ISSR9-2 0.006 0.087 ISSR4-4 0.010 0.083 RE5-5 0.003 0.114
ISSR14-4 0.018 0.068 ISSR13-9 0.006 0.095 ISSR14-4 0.019 0.072

وزن خشک ساقه
Dry stem weight

میزان کلروفیل
Chlorophyll content

کلتروزن
Total wet weight

IR4-9 0.008 0.089 IR8-4 0.002 0.12 IR5-6 0.012 0.083
IR2-4 0.012 0.085 IR4-11 0.006 0.1 IR2-4 0.004 0.107
IR5-6 0.005 0.106 IR8-7 3.66E-04 0.16 IR6-5 0.008 0.092
IR6-5 0.008 0.092 RE7-4 0.008 0.091 IR6-6 0.013 0.08
IR6-6 0.003 0.111 ISSR6-3 0.015 0.074 RE5-5 0.009 0.086
RE5-5 0.011 0.084 ISSR14-3 0.013 0.073 ISSR14-4 1.07E-04 0.176

ISSR14-4 6.17E-04 0.144 ISSR14-4 2.14E-08 0.307 SSR2-4 0.016 0.072
ISSR15-5 0.014 0.075 ISSR15-6 0.012 0.077 SSR2-6 0.006 0.091
ISSR12-7 0.015 0.07 SSR2-4 0.004 0.102 SSR2-7 0.005 0.096

خشک برگوزن 
Dry leaf weight

ساقهتروزن
Wet stem weight

وزن خشک کل
Total dry weight

IR4-4 0.019 0.072 IR2-4 0.002 0.119 IR2-4 0.013 0.082
IR5-6 0.014 0.082 IR4-9 0.009 0.084 IR4-9 0.015 0.075
IR6-5 0.013 0.083 IR4-11 0.017 0.070 IR5-6 0.006 0.102
IR6-6 0.011 0.087 IR5-6 0.005 0.104 IR6-5 0.008 0.094
RE3-7 0.015 0.075 IR6-5 0.009 0.09 IR6-6 0.004 0.107
RE5-1 0.004 0.107 IR6-6 0.011 0.084 RE5-1 0.017 0.073
RE5-5 0.015 0.077 RE5-5 0.015 0.075 RE5-5 0.010 0.086

ISSR14-4 1.16E-04 0.182 RE9-3 0.017 0.063 ISSR14-4 1.69E-04 0.171
SSR2-4 0.019 0.071 ISSR13-7 0.019 0.068 ISSR15-5 0.019 0.067
SSR2-6 0.017 0.073 ISSR14-4 2.68E-04 0.158 ISSR12-7 0.014 0.072
SSR2-7 0.018 0.073 ISSR15-5 0.01 0.080 SSR2-6 0.015 0.074

SSR2-6 0.012 0.077 SSR2-7 0.019 0.070
SSR2-7 0.005 0.097

برگتروزن
Wet leaf weight

تعداد برگ به تعداد ساقه
Number of leaves/Number of stems

وزن خشک برگ به وزن خشک ساقه
Dry leaf weight/Dry stem weight

IR6-5 0.009 0.086 IR6-6 0.003 0.118 ISSR8-7 0.017 0.077
RE5-5 0.008 0.087 IR7-14 0.012 0.085 ISSR8-12 0.013 0.084

ISSR14-4 1.20E-04 0.174 RE1-6 0.007 0.093 ISSR13-2 0.018 0.086
SSR2-4 0.007 0.089 ISSR14-2 0.011 0.085 ISSR16-9 0.004 0.109
SSR2-6 0.005 0.095 ISSR12-1 0.014 0.076 IR7-12 0.017 0.080
SSR2-7 0.008 0.088 ISSR12-5 0.004 0.092

کلتروزنوزن خشک کل به 
Total dry weight/Total wet weight

RE7-2 0.003 0.106
ISSR11-3 0.016 0.071
ISSR13-4 0.008 0.081
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که استفاده از روش دهدیمنتایج مطالعه حاضر نشان 
MLM در تواندیمهمراه با ترکیبی از نشانگرهاي مختلف

شناسایی نشانگرهاي مرتبط با صفات مورفولوژیک در یونجه 
باشد. البته بهتر است جهت افزایش کارایی شناسایی مؤثر

نشانگرهاي مرتبط، از نشانگرهاي بیشتر و موثرتر مانند 
در مطالعات تجزیه ارتباط استفاده SSRو SNPنشانگرهاي 

ن یدر چنشدهییشناسایود همچنین لازم است نشانگرهاش
رد تا از یقرار گیبررسموردبزرگ هايیتجمعدر یمطالعات
نان حاصل شود و یاطممطالعهموردبا صفات هاآنارتباط 

يهابرنامهن نشانگرها در یکاربرد اییکارآب ین ترتیبد
يابد. با توجه به اینکه اکثر نشانگرهایش یافزایاصلاح

ق بر روي ین تحقیدر ااستفادهموردتوسط آغازگرهاي يدیتول
مؤثر بودند بنابراین احتمال دارد بتوان از مطالعهموردصفات 

ونجه براي شناسایی یاصلاحی يهابرنامهاین آغازگرها در 

و تولید ارقام یابینقشههايیتجمعوالدین مناسب براي تهیه 
هاي این سویی یافتهازهیبرید یا نیمه هیبرید استفاده کرد.

یابی ارتباطی را در شناسایی پژوهش کارآمدي روش مکان
صفات در سطح ژنوم کنندهکنترلهاي مکانمؤثردقیق و 
هاي دخیل توان ژنهاي بعدي مینماید که در قدماثبات می

ها را و مقاومت به پاتوژندر کنترل صفات مهم نظیر عملکرد 
هاي مهندسی ژنتیک این شناسایی نمود و با استفاده از تکنیک

انتقال داد.هاآنهاي فاقد ها و واریتهها را به جمعیتژن

تشکر و قدردانی 
نگارندگان از دانشکده کشاورزي دانشگاه وسیلهینبد

دانشگاه ارومیه که امکانات زیست فناوريارومیه و پژوهشکده 
.نمایندیملازم براي انجام تحقیق را فراهم نمودند قدردانی 
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Association Analysis for Morphological Traits in Cultivated Alfalfa using
Molecular Markers

Babak Abdollahi Mandoulakani1, Heydar Azizi2, Yaser Piri3, Sasan Rahmanpour4

and Leyla Hassani4

Abstract
In the current investigation, 10 IRAP, 14 REMAP, 16 ISSR and 7 SSR primers and mixed

linear model (MLM)-based association analysis were used to identify molecular markers
associated with 13 morphological traits in cultivated alfalfa (Medicago sativa L.).
Morphological traits studied, were height, chlorophyll content, total wet weight, total dry
weight, wet leaf weight, dry leaf weight, wet stem weight, dry stem weight, number of leaves,
number of stems, number of leaves/number of stems, dry leaf weight/dry stem weight and total
dry weight/total wet weight. Analysis of genetic structure of the populations revealed 6 sub-
populations (K=6). In general, MLM association analysis identified 95 markers associated with
studied traits (P≤0.02). Fifty-four percentages of the associated markers were retrotransposon-
based markers (IRAP and REMAP), while SSR and ISSR markers constituted 46 percentage of
the associated markers. Marker ISSR14-4 was associated with 8 traits. The maximum number of
markers (13) was associated with dry stem weight. Markers associated with dry stem weight and
wet stem weight was also linked to the other studied traits.Results of the current study presented
useful information about the genetic basis of the traits studied and can be used in alfalfa
breeding programs to produce hybrids with high biomass.

Keywords: Association Analysis, Cultivated Alfalfa (Medicago sativa L.), MLM, Molecular
Markers, Morphological Traits
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