
 1399، 4، شماره 33جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

496 

در  آن و تغييرات) .Glycin max (L.) Merr( هاي بومي سويا  ساختار ژنتيكي تودهمطالعه 
  لوژيكيفنوو صفات مورفو RAPDنشانگرهاي  از با  استفاده طي حفاظت در مزرعه

  2ابانا كاوروو  2فوكوئوكاي چيشوئ، *1محمدرضا عباسي

بخش  ،يخراسان رضو يعيومنابع طب يو آموزش كشاورز قاتيمركز تحق ،يكشاورز جيآموزش و ترو قات،يسازمان تحق ،مشهدايران،  1
  يباغ يعلوم زراع قاتيتحق

  يكيتنوع ژنت يبررس شگاهيژاپن، آزما يمل ياهيبانك ژن گ ،يستيز- يعلوم كشاورز قاتيموسسه تحق سوكوبا، ،ژاپن 3

  24/10/97 :تاريخ پذيرش    7/3/97 :تاريخ دريافت

  چكيده

اين تحقيق  .است نژادي بهدر پيشبرد تحقيقات  مؤثردر هر كشور از عوامل بسيار  گياهي منابع ژنتيكي اطلاع از وضعيت حفاظت
با استفاده از صفات مولكولي و بومي سويا هاي  در حفظ تنوع ژنتيكي تودهحفاظت در مزرعه  كارآييبراي بررسي 

صفات توده سويا در مزرعه  28با كشت . انجام شداپن در كشور ژسال  10با فاصله  آوري مورفوفنولوژيكي در طي دو دوره جمع
 به روش  نمونه گياهي 80ي DNAدر آزمايشات مولكولي،  .شد ارزيابي استاندارد دسكريپتورهاي شان بر اساس لوژيكيفنومورفو

CTAB  واكنش گزينش شده   ده تايي آغازگر 24استخراج  و با استفاده ازRAPD-PCR آمده از  دستبه  هاي داده .انجام شد
مورد استفاده  SPSSو  NTSYSتوسط نرم افزارهاي  ژنتيكي ر پذيرييتغيرد آواي و بر خوشهدر تجزيه  RAPD-PCR واكنش

هاي قديم و جديد در  بوته فقط در يك توده تك. قديم و جديد را نشان دادهاي  توده ژنتيكي اي قرابت تجزيه خوشه .قرار گرفتند
از صفات مورفولوژيكي نيز در توده قديم متفاوت با توده برخي در مورد اخير . مجزا از يكديگر قرار گرفتند كاملاًدو خوشه 
به دليل . هاي قديم  بود بيشتر از توده )در يك مورد به جز( هاي جديد ژنتيكي در درون توده تغيير پذيريضريب . جديد بودند

همچنين . بوده استهاي جديد مبادله بذر بين كشاورزان  افزايش در توده اين عامل، )درصد 9/99(در سويا  ار بالايخودگشني بس
در نهايت بايستي . دنباش ناهمگن مي به شدتهاي بومي برخلاف واريته اصلاح شده  مشخص گرديد كه ساختار ژنتيكي توده

ر توارثي را كامل ساختار ژنتيكي ذخاي ربه طوتواند  نميبه ويژه اگر خزانه بذري كشاورز كم باشد،  حفاظت در مزرعهگفت كه 
  .ددر طي زمان حفظ نماي

  اي، حفاظت در مزرعه تجزيه خوشه ،تغيير پذيري ژنتيكي :كليدي واژه هاي

  m.abbasi@areeo.ac.ir :پست الكترونيكي،   05133409142  :نويسنده مسئول، تلفن* 

  مقدمه
گياهي داراي جمعيتها و افراد متعددي است كه  هر گونه

بسته به نوع پراكنش آن در مناطق خاصي از جهان 
هاي  گونه(و يا در سراسر كره خاك ) اندميكهاي  گونه(

بديهي است كه تمامي افراد . باشند پراكنده مي) جهان وطن
ي يك گونه بسته به اينكه در چه اقليم يا ريز ژنوتيپهاو 

. يي تكامل يافته باشند داراي صفات متفاوتي هستنداقليمها

ي بيان كننده اين صفات ژنوتيپهابه مجموعه 
كه در يك ...) مورفوولوژيك، فيزيولوژيك، فنولوژيك و (

لذا . شود مي گونه وجود دارند تنوع ژنتيكي آن گونه گفته
ي موجود در يك گونه كه در نوتيپهاژتمامي افراد و 

ي مختلفي پراكنش دارند ذخاير توارثي آن گونه را مكانها
اطلاع از وضعيت حفاظت منابع ژنتيكي . دهند مي تشكيل
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در پيشبرد تحقيقات  مؤثردر هر كشور از عوامل بسيار 
  ).12( كاربردي است

حفاظت به عنوان يك سيستم مديريت منابع تعريف شده 
آن بيشترين سود و منفعت براي نسل حاضر  است كه طي

ي آينده آسيب و نسلهاحاصل گردد بدون اينكه به سود 
ي آينده نسلهالذا توده هاي بومي براي  .)18( ضرري برسد

بايستي حفظ شوند چون آنها پناهگاه و لنگرگاه تنوع 
صفات مهم براي برنامه هاي به نژادي آينده و براي 

ها  اين توده به علاوهستند، ي جديد كشاورزي هسيستمها
منعكس كننده هويت فرهنگي گروه معيني از مردم 

  .)8و  6(هستند

ي گوناگوني دارد و در روشهاحفاظت از ذخاير ژنتيكي 
شود كه  ي مختلف جهان انجام ميقسمتهاحال حاضر در 

حفاظت  - ب: حفاظت در رويشگاه اصلي -الف: عبارت از
نگهداري  -1در خارج از رويشگاه اصلي، كه به صورتهاي 

نگهداري در باغهاي  - 2): بانك بذر(بذر در سردخانه 
نگهداري در شرايط  - 4نگهداري در شيشه  -3كلكسيون 

 حفاظت در مزرعه -ج DNAفرا سرد براي دانه گرده و 
گرچه روش اخير بنا به نظر  . ، هستند)8 و 4، 3، 2(

Hurka  ي روشهايكي از  )13( )2003(و همكاران
نگهداري در رويشگاه اصلي است ولي از آنجا كه اين 

بومي هر منطقه هاي  روش حفاظت از ذخاير توارثي توده
ي نگهداري بذر زارع مكانهاتوسط زارعين در مزرعه و 

يا پلي بين نگهداري  تواند به عنوان حالت گذار است، مي
  . در رويشگاه و خارج از رويشگاه در نظر گرفته شود

هركدام از روشهاي حفاظت بيان شده در بالا توانايي و يا 
. محدوديتهايي براي حفاظت منابع ژنتيكي گياهي دارند

مقالات زيادي در خصوص انواع روشهاي حفاظت در 
و ) 4و  3 ،2(ارج از رويشگاه به زبان فارسي رويشگاه و خ
. به چاپ رسيده است )22و  21، 19، 11، 9( يا انگليسي

ولي در خصوص روش حفاظت در مزرعه اگرچه به زبان 

ولي  )23و 20، 7( انگليسي مقالات مناسبي وجود دارد
  . ديده نشد فارسي در بررسي سوابق مقالات 

هاي بومي همان  در توده غالباًهاي گياهي  تنوع ژنتيكي گونه
زراعي  انهاي بومي گياه اهميت توده. شوند ظ ميگونه حف

و همچنين به عنوان ي كشاورزي سيستمهادر حفظ اكو
حفاظت در مزرعه داراي . مبرهن استنژادي  منبعي براي به

از نقطه . باشد و اجتماعي مي) براي كشاورز( فرديفوايد 
حاصل از اين  مدآبه امنيت غذايي و در فردينظر مزاياي 

در صورتي كه از . توان اشاره كرد كشاورز مي براي فرآيند
تنوع ژنتيكي براي استفاده در دسترسي به  ،بعد اجتماعي

 ضرورتي محيطي متغيرشرايط  مديريتگياهان زراعي در 
به شركت فعال كشاورزان و  فرآينداين  .انكار ناپذير است

در . همچنين وجود مشوقهاي لازم براي آنها بستگي دارد
ي زيادي در حوزه حفاظت در فعاليتها سال گذشته 20

مزرعه با مشاركت مراكز تحقيقاتي و كشاورزان در 
از جمله  ).7(محصولات زراعي مختلف انجام شده است 

در يك بررسي در كشور غنا مشخص شده است كه استفاده 
ي چوپانان و فعاليتهاي سيستيميك، علف كشهازياد از 

واملي هستند كه فقدان دانش حفاظت از بذور مهمترين ع
توسط كشاورزان به عنوان عوامل فرسايش ژنتيكي 

بيان شده  در طي حفاظت در مزرعه شان هاي بومي توده
   .)20( است

ي حفاظت در روشهااحتمال رانش ژنتيكي در هر كدام از 
صورت عدم رعايت استانداردها و شرايط مربوطه دور از 

دليل اهتمام  در روش حفاظت در مزرعه به. باشد انتظار نمي
كشاورزان به حفاظت و نگهداري از بذور خودشان احتمال 

با اين وجود . )7( رسد رانش ژنيتكي به نظر كمتر مي
بايستي درستي اين روش نيز براي حفاظت منابع ژنتيكي 

مختلف حفاظت در هاي  جنبه. مورد بررسي قرار گيرد
مزرعه در طي تحقيقات انجام شده در خارج كشور بررسي 

كشت سويا تاريخچه طولاني در كشور ژاپن . ده استش
داشته و همچنين مصارف گوناگوني در رژيم غذايي مردم 
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لذا كشاورزان ژاپني به . اين كشور در حال حاضر دارد
ايي نشان  حفظ و حراست از بذور محلي آن اهتمام ويژه

به روش  توسط كشاورزان عمدتاًها            اين توده. دهند مي
بانك ژن ملي ژاپن . شوند مي در مزرعه نگهداري حفاظت

پروژه جمع آوري و حفاظت از منابع ژنتيكي گياهي بومي 
اين پروژه جمع آوري . ژاپن را در دستور كار داشته است
بذر در دهه  به صورتجامعي از مواد گياهي اين كشور 

در . را انجام داده است 1990و متعاقب آن در دهه  1980
اين پروژه منابع ژنتيكي حبوبات از جمله سويا و همچنين 

به با توجه . )21(كامل جمع آوري شدند  به طورارزن 
هاي جمع  اطلاعات مناسب از داده انجام اين پروژه و وجود

ا تحقيق ، لذ)19(آوري آن در بانك اطلاعاتي مربوطه 
حفاظت در مزرعه را با استفاده از صفات  كارآييحاضر 

مولكولي و مورفوفنولوژيكي در اين گياه در طي دو دوره 
و  1980هاي  دهه( سال فاصله 10با حداقل  آوري جمع

لازم به ذكر است كه حفاظت در . نمايد مي بررسي) 1990
مزرعه در كشور ايران براي محصولات متفاوتي از جمله 

و همچنين شبدر ايراني ) 3(هاي بومي يونجه زراعي  دهتو
اين هاي  در حال حاضر در حال اجرا است، لذا يافته) 4(

ي به متخصصين بانك ژن مؤثرتواند كمك  مي تحقيق
مربوطه براي  مؤثري استراتژيهاگياهي ايران براي تدوين 

  .حفاظت از منابع ژنتيكي بومي داخلي نمايد

  مواد و روشها
آزمايشگاه بررسي تنوع ژنتيكي مزرعه و اين آزمايش در 

 NIASتحقيقاتي  مؤسسهبانك ژن گياهي ملي ژاپن در 
) 1جدول(توده جمع آوري شده  28تعداد  .صورت گرفت

در مزرعه  )21( شوند كه در بانك ژن ژاپن نگهداري مي
 مجموعهتعداد شش توده از . تحقيقاتي در بهار كشت شدند

و جمع آوري مجدد ) به عنوان توده قديمي( 1989در سال 
بود  صورت گرفته) به عنوان توده جديد( 1999آنها در 

متر و  2هر توده بر روي يك خط به طول ). 1جدول(
در طي آزمايش از سموم . كشت گرديد سانتيمتر 50عرض 

دستي  به طوروجين . و كود شيميايي استفاده نشد شيميايي
نشتي  به طوردر صورت عدم بارندگي، آبياري انجام شد و 
ها            همچنين صفات مورفوفنولوژيكي تك بوته. انجام شد

كه در قسمت  همچنان(طبق دستورالعملهاي استاندارد 
مورد ارزيابي قرار ) توضيح داده شده است 4نتايج جدول 

  .)14(گرفتند 

  از پس DNA نمونه 80 اًـمجموعولي، ـمولكي هاـبررسيدر 

با استفاده از  CTABاستخراج به روش تغيير يافته
شش توده گياهي كه در . )17( آناليز شدند RAPDنشانگر

آوري شده  جمع كشاورزاز شش ) 1999و  1989(دو دوره 
تك  به صورتهمراه يك رقم اصلاحي ه ب )1جدول( بودند
 در آزمايشات استفاده شدند )تك بوته 5از هر توده ( بوته

توده گياهي  پانزده. )تك بوته به صورتتوده  13 مجموعاً(
 به عنوانهركدام ) از مناطق مختلف ژاپن و چين(ديگر 

به بوته از هر توده  5( نمونه بالك به صورترفرانس و 
برگچه  5تعداد  .)1جدول ( استفاده شدند )مخلوط صورت

گرم از هر گياه در نمونه گيري  6/0جوان به وزن تقريبي 
گياه در نمونه گيري مخلوط در هر توده  5از انفرادي يا 

نود و هفت پرايمر . استفاده شدند DNAبراي استخراج
بر اساس تجربيات قبلي موجود در آزمايشگاه بر بازي 10

آغازگري  24قرار گرفتند و استفاده مورد روي سويا 
كردند و  كه بهترين چندشكلي را توليد مي) 2جدول(

 قطعاتدهي بالايي داشتند براي تهيه  قابليت نمره

RAPDگر غازهرآدر ابتدا لازم به ذكر است  .شدند گزينش
استخراج شده از هشت توده  يDNAنمونه هشت توسط 

 24(گرديد و سپس بهترين آغازگرها  آزمايشمختلف 
 MJها توسط  نمونه يDNA. انتخاب شدند) آغازگر

Research Inc Model PTC-100-96V  وModel PTC-

براي انجام  .تكثير شدند) 3جدول(طبق برنامه دمايي  200
، بافر )lµ 4/5(آب مقطر استريل : مواد PCRواكنش هر 

)lµ 1( ،MgCl2 )lµ 8/0(،  كدام ازهر dNPTها )lµ 2/0(، 
 DNA و) lµ 2/0( Tag، آنزيم پليمراز )lµ 5/0( آغازگر
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)lµ 2(  قطعات تكثير شده  .مورد استفاده قرار گرفتند
DNA  برابر  بافر  5/0در  درصد 4/1توسط ژل آگارز
شدند و سپس  اجد) TBEبافر ( EDTAبورات -تريس

فنيل  - 6-اتيل - 5-دي آمينو - 8و3(توسط اتيديوم برومايد 
رنگ آميزي شده و تحت نور ماورا  )تريدينيوم برومايد فنان

   .بنفش مرئي و سپس عكس برداري شدند

   ودـدم و يا وجـر و يك به ترتيب براي عـصف ريسي ازـمات

حاصل از هر آغازگر بر اساس  DNAقطعات چندشكلي 
  .ايجاد گرديد نيمرخ حاصل از الكتروفورز

  RAPDي سوياي استفاده شده در آزمايشپلاسمهامشخصات ژرم  -1جدول 
شماره در 
 آزمايش

  نام توده بومي
شماره

 كلكسيون

نوع
 كلكسيون

شماره   نوع توده
 پاسپورت

تعداد 
  نمونه

روش نمونه 
  برداري

G001 AOMAME NC000001 تك بوته 5 03023927 توده بومي جديد 

G002 AOMAME NC92J0208 قديم Landrace 00083324 5 تك بوته 

G013 AODAIZU NC000015 new تك بوته 5 03023900 توده بومي 

G014 AODAIZU NC92J0302 تك بوته 5 00083327 توده بومي قديم 

G016 MOCHIMAME NC000019 تك بوته 5 03013447' توده بومي جديد 

G017 MOCHIMAME 880088 تك بوته 5 00079828 توده بومي قديم 

G022 AOMAME NC000025 تك بوته 5 03013428' توده بومي جديد 

G023 AOMAME 880068 تك بوته 5 00079818 توده بومي قديم 

G029 HIYASHIMAME NC000043 تك بوته 5 توده بومي جديد 

G030 HIYASHIMAME 
 

 تك بوته 5 00083313 توده بومي قديم

G039 HITASHIMAME NC000066 تك بوته 5 توده بومي جديد 

G040 HITASHIMAME 860090 تك بوته 5 00083312 توده بومي قديم 

G066 TAMAHOMARE 
 

ref Improved 5 تك بوته 

G052 AOMAME NC92J0207 ref اي توده 1 00083323 توده بومي  

G059 AOMAME 880103 ref اي توده 1 00079835 توده بومي  

G062 AOMAME 880101 ref اي توده 1 00083320 توده بومي  

G064 HIYAKASHIMAME 870208 ref اي توده 1 00079761 توده بومي  

G069 AOMAME 880071 ref اي توده 1 00079819 توده بومي  

G077 HIYAKASHIMAME 880060 ref اي توده 1 00079813 توده بومي  

G083 HIYASHIMAME 
 

ref اي توده 1 00083256' توده بومي  

G090 HITASHIMAME 
 

ref اي توده 1 00083309' توده بومي  

G097 AOKAWAHIGU 
 

ref اي توده 1 00033152' توده بومي  

G112 AOMAME 
 

ref اي توده 1 00092706' توده بومي  

G133 ENREI 
 

ref Improved 1 اي توده  
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G163 Heukdaelip 
 

ref اي توده 1 00033342' توده بومي  

G165 TekkyoSeitou 
 

ref اي توده 1 00033555' توده بومي  

G167 Si Li Huang 
 

ref اي توده 1 00039073' توده بومي  

G173 HaiMame   ref اي توده 1 00031683' توده بومي  
  

  

 توالي آغازگرهايي كه واضحترين چندشكلي را نشان دادند و در اين مطالعه مورد استفاده قرار گرفتند -2جدول 

 توالي آغازگر توالي آغازگر

P10 GTCCTCTGAA P226 CCAGACAAGC 
P40 GGCGGACTGT P231 ATCAAGCTGC 
P42 CCGGACTGAG P235 CCACTCACGG 
P54 CGTAGCGCGA P242 TGCAGTCGAA 
P60 CATCGGCCCT P246 GTTTCCGGTG 
P152 GTTTCGCTCC P251 CCCGATCCAC 
P158 GGTGACGCAG P254 AAGAGCCCGT 
P160 TGGGGGACTC P263 GCCCATACCT 
P186 AGACCCAGAG P265 GAGGACAAAG 
P204 CGCCACGTTC P277 GCGGGAGACC 
P216 GGTGATGTCC P283 GAAGGCTCTG 
P219 CAGTCGCGTG P301 GCTGGACATC 

  

 PCRبرنامه دمايي استفاده شده براي  -3جدول 

مراحل  (min) مدت (C°) دما

Denature 93.5 1:00 
Annealing 36 2:00 
Extension 72 3:00 
Repeats 45  
Delay 72 7:00 
Post inc. 5 5:00 
 10 99.99 

  

قطعاتي كه داراي وزن مولكولي مشابه ولي شدت رنگ 
هاي اين  داده. شدند متفاوتي بودند يكسان در نظر گرفته مي

اين  .مورد استفاده قرار گرفتند اي ماتريس  در تجزيه خوشه
همچنين ضريب عدم . انجام شد UPGMAتجزيه به روش 

ها به عنوان برآوري از تغيير پذيري  تشابه ژنتيكي نمونه
در . ها محاسبه گرديد ها و بين توده ژنتيكي در درون توده

صفات موفوفنولوژيكي پارامترهاي آماري پراكندگي و 
همچنين . تمايل به مركز در در مجموعه محاسبه گرديد

ترتيب به عنوان  ضريب تغييرات و شاخص شنون به
برآورد كننده ميزان تنوع در صفات كمي و كيفي استفاده 

جهت محاسبه ضريب تغييرات  از فرمول زير . شدند
  :استفاده شد

CV%= (sd/X)*100 

باشد   ميانگين صفت مي Xانحراف معيار استاندارد و  sdكه 
  :و براي محاسبه شاخص شنون ازفرمول زير استفاده گرديد

  




ni

i
LnPiPiH

1
  

تعـداد گروههـا در    nشاخص شنون،  Hكه در اين فرمول، 
. باشـد   فراواني هر گروه در آن صـفت مـي    Piهر صفت و 

 SPSSو  NTSYSها توسـط نـرم افزارهـاي آمـاري                تجزيه
  .انجام شدند

  نتايج و بحث
پارامترهاي آماري تمايل به مركز و پراكندگي صفات 

نشان داده شده  4سويا در جدولهاي  مورفوفنولوژيكي توده
روز با ميانگين  104تا  40تعداد روز تا گلدهي از . است

ميلي  360تا  138طول دمبرگ از . روز در تغيير بود 62
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كه ضريب  همچنان. ميلي متر متغير بود 251با ميانگين  متر
تغييرات و شاخص شنون نشان دادند تنوع مناسبي براي 

در صفات . ها ديده شد ده در نمونهاكثر صفات ارزيابي ش
و رنگ برگ  6/1كيفي رنگ پوسته بذر با شاخص شنون 

به ترتيب كمترين و بيشترين تنوع را  0686/0با شاخص 
نشان دادند در صورتي كه  بين صفات كمي تعداد گياهان 

درصد بيشترين و نسبت  27سبز شده با ضريب تغييرات 
 7/10ب تغييرات طول برگچه مركزي به عرض آن با ضري

در برخي موارد  ).4جدول(كمترين تنوع را نشان دادند 
قديم و جديد هاي  بعضي صفات مورفوفنولوژيكي توده

  .متفاوت بودند كه در ادامه به آن اشاره خواهد شد

  سوياهاي  ژيكي تودهپارامترهاي آماري تمايل به مركز و پراكندگي صفات مورفوفنولو -4جدول 
  صفت بيشينه كمينه انحراف معيار ميانگين %ضريب تغييرات شاخص شنون

  تعداد روز تا گلدهي 104 40 79/14 7/62 6/23 
 (mm)طول دمبرگ 360 138 81/56  8/251 6/22 

 +رنگ استاندارد گل 9 1    7601/0

 ++رنگ كرك ساقه 2 1    6663/0

 +++بذررنگ هيلوم  9 4    0584/1

 تعداد گياه جوانه زده 15 3 15/3 45/11 5/27 

 ++++رنگ محور زير لپه 9 1    8893/0

 +++++رنگ برگ 2 1    0686/0

 نسبت طول به عرض برگچه مركزي 93/1 19/1 16/0 5/1 7/10 

 ++++++رنگ پوسته بذر 9 2    6617/1

  صورتي=  9سفيد  تا =  1 +

 اي قهوه= 2سفيد و =  1 ++

 ساير= 9سياه  = 8خاكستري تيره  = 7سبز  = 6اي سوخته   قهوه= 5اي  قهوه= 4زرد   = 3زرد روشن  = 2 +++

  ارغواني= 9ارغواني كم رنگ  = 7سبز ارغواني  = 5سبز  = 1 ++++

  سبز =  2سبز زرد  = 1  +++++

  ساير= 9سياه = 8خاكستري تيره  = 7اي  قهوه= 6اي پريده  قهوه= 5سبز = 4سبز پريده = 3زرد   2سفيد مايل به زرد  = 1 ++++++

همانند (روشهاي مولكولي مبتني بر آغازگرهاي تصادفي
RAPD ( در بررسي تنوع ژنتيكي برخي از گياهان همانند
مورداستفاده قرار گرفته است، همچنين ) 5( گلرنگ

 براياگزوني در گندم - آغازگرهاي نيمه تصادفي اينتروني
در بررسي . استفاده شده است )1(بررسي تنوع ژنتيكي 

استفاده  RAPDمولكولي مطالعه حاضر از نشانگر مولكولي 
دهي  باند قابل نمره 39 مجموعاًمولكولي ي بررسيهادر . شد

). 1شكل(آغازگر مختلف حاصل شد  24حاصل از 
نشان  2مولكولي در شكل هاي  صل از دادهدندروگرام حا
در دندروگرام نشان دهنده  5تا  1اعداد . داده شده است

هاي  بعضي از تك بوته. باشند ها در هر توده مي تك بوته
موجود در هر دو توده قديم و جديد در محلهاي نزديكي 

هاي  به عنوان مثال توده. در دندروگرام حاصل ظاهر شدند
G29  وG30 )يك توده هستند كه از يك ) مامه ام هياشيبا ن

جمع ) 1999و  1989(در طي دو دوره ) كشاورز(مكان 
ها فقط يك تك بوته به عنوان  در اين توده .اند آوري شده

G29-1 هاي  در يك خوشه ديگر و نزديك تودهG39 ،
G133  وG1  2شكل (قرار گرفت .(  

سطح تغيير پذيري ژنتيكـي در درون هـر تـوده بـر اسـاس      
بر اين . تك بوته محاسبه شد 5هاي مولكولي حاصل از  داده
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هـاي   اساس، الگوهاي مختلفي از تغييرات را در بـين تـوده  
). 3شـكل  (آوري شده از كشاورزان مختلف نشان داد  جمع

 G30به عنوان مثال متوسط تغيير پذيري ژنتيكي براي توده 

به دست آمد در صـورتي كـه بـراي تـوده      0832/0بر با برا
G29 ) كه جمع آوري جديد ازG30 1717/0برابر با ) است 

  ). 3شكل (بود ) درصد بيشتر از توده قديمي آن 48(
  

  

   

   

   
) P60, P226, P158, P54,P60, P40, P42, P277( كر شده در هر ژلذ يهاحاصل از آغازگر RAPDالكتروفورز ژل آگارز قطعات  -1كلش

  هستند) DNA ) bp100نمونه سويا، دو نوار ابتدا و انتهاي هر ژل نشانگر اندازه  هشتاد DNAبا استفاده از 

P60P226 

P158 P54

P60  P40

P42  P277  
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، رنگهاي UPGMA روش هاي قديم و جديد سويا با توده DNAنمونه 80در ) RAPDقطعات (مولكولي هاي  دندروگرام حاصل از داده -2شكل

  .تك بوته در توده قديم يا جديد استنشان دهنده عدد  5تا  1، اعداد دريافتي از يك كشاورز در دو زمان مختلف استهاي  مشابه نشان دهنده توده

G1 1
G1-3
G1-4
G1-5
G1-2
G133
G29-1
G39-1
G39-4
G39-2
G66-1
G66-3
G66-5
G66-4
G66-2
G69
G16-1
G17-1
G17-5
G17-2
G17-3
G17-4
G167
G13-1
G14-1
G14-4
G13-5
G13-3
G59
G97
G2-1
G2-2
G2-3
G2-5
G2-4
G83
G90
G14-2
G14-3
G14-5
G23-1
G23-2
G23-3
G23-5
G62
G40-1
G40-3
G112
G16-2
G16-4
G40-4
G16-3
G16-5
G40-5
G39-3
G39-5
G40-2
G13-2
G13-4
G22-4
G29-5
G29-2
G29-3
G29-4
G30-1
G30-3
G30-2
G30-4
G30-5
G22-1
G22-2
G22-3
G22-5
G52
G23-4
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  هاي مرجع قديم، جديد سويا، نمونه اصلاح شده و تودههاي  ژنتيكي درون توده پذيريتغيير برآورد  -3شكل

اين تغييرات عمدتا به دليل بروز عدم تشابه در توده جديد 
تواند با اين فرضيه  مياين تغييرات . نسبت به توده قديم بود

هاي اصلي در طي زمان  توضيح داده شوند كه بذر نمونه
همچنين از آن جا كه مقدار دگرگشني . مخلوط شده باشند
تواند  درصد است لذا اين رويداد نمي 1/0در سويا كمتر از 

با توجه به . ناشي از دگرگرده افشاني با گياه بيگانه باشد
ني اوليه و بروز آنها در ورود ژنهاي جديد به خزانه ژ

و همكاران  Thomasشرايط محيطي جديد، همچنان كه 
اين عمل  كه در تبادل بذري در ) 23(اند  نشان داده) 2011(

فرآيند حفاظت در مزرعه يك رويداد مرسوم است، 
هاي قديمي  تواند منجر به فرآيند تكاملي جديد در توده مي
  . شود

آمومه، در دو   از  توده) G2(و قديم ) G1(هاي جديد  نمونه
از آنجايي كه ). 2شكل(كلاستر كاملا مجزا ظاهر شدند 

تك بوته در هر دو توده جديد و قديم آمومه به  5تمام 
 G2از  G1مشابهي بودند، لذا اشتقاق  DNAشدت داراي 

باشد  توجيه اين مطلب اين مي. رسد غير محتمل به نظر مي
اورز بذر آن تغيير كه در طي زمان برخلاف خواسته كش

هاي انجام شده با  مطابق با مصاحبه. داده شده است
به دليل آن . باشد كشاورزان چنين رويدادي كاملا عادي مي

كه ذخيره بذري آنها كم بوده و در برخي از سالها كه به 
شان از بين  دليل سرما يا ساير موارد بذور كشت شده

مان نام از ساير رود، آنها اقدام به دريافت بذري با ه مي
لذا ساختار ژنتيكي بذر دريافتي جديد . نمايند كشاورزان مي

ممكن است با بذر قديمي متفاوت باشد هر چند كه هر دو 
 .يك نام را دارند، تحقيق حاضر چنين واقعيتي را اثبات كرد

در ارتباط  )2011(همكاران و  Thomasاين يافته با نظرات 
    .)23( خواني داردحفاظت در مزرعه هم فرآيندبا 

) G17(هاي توده قديمي  مامه، تمام تك بوته در توده موچي
نزديك ) G16-1(به همراه يك تك بوته از توده جديد آن 

تك بوته  4هم و دريك خوشه ظاهر شدند در صورتي كه 
در ). 2شكل(در يك خوشه ديگر ظاهر شدند  G16ديگر 

ها در طي            تودهيي جا به جااين مورد آلودگي بذري و يا 
از آنجايي كه . تواند دليلي براي اين تفاوت باشد زمان مي

از توده جديد با توده قديمي مشابه است، لذا  5فقط بوته 
از خزانه ژنتيكي توده قديمي با مواد  درصد 80حدود 
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همچنين اين اختلاف با مقايسه . شده است جا به جاجديد 
تواند  ن هر توده نيز ميدرجه تغير پذيري ژنتيكي درو

به عبارت ديگر سطح تغيير ). 3شكل (توضيح داده شود 
در مقايسه ) 1201/0(پذيري ژنتيكي در درون توده جديد 

همچنان كه بيان . بيشتر بود) 0294/0(با توده قديمي آن 
شد در اين خصوص اينتروداكشن بذر به خزانه بذري 

در صورتي كه . تواند عامل اين رويداد باشد كشاورز مي
تواند عاملي براي آن باشد چون كه گزينش  گزينش نمي

ير پذيري ژنتيكي در درون يك يباعث كاهش تغ معمولاً
 ).23و  12، 10( شود توده مي

اي غيريكنواخت  تا اندازه) G40(مامه  توده قديمي هيتاشي
 10بود، چون كه در دو توده جديد و قديم آن در حدود 

درمقايسه با . اختلاف نشان دادند RAPDباند از باندهاي 
توده جديد، توده قديمي آن تا حدودي حفظ شده بود 

در ) G39-3, G39-5(چون كه دو تك بوته توده جديد 
سه تك . خوشه مشابه با خوشه مواد قديمي ظاهر شدند

با همديگر )  G39-1, 39-2, 39-4(بوته ديگر از توده جديد 
همانند آنچه كه در بالا آلودگي بذري ). 2شكل(ظاهر شدند 
هاي قديم  تواند توضيحي براي ظهور تك بوته ذكر شد مي

مامه  اي براي توده هيتاشي و جديد در نتايج تجزيه خوشه
و ) G13, G14(زو  همچنين در خصوص توده آودايي. باشد

  . چنين تفسيري وجود دارد) G22 , G23(آمومه 

هاي  توده سطح تغيير پذيري ژنتيكي در 2مطابق با شكل 
بيشتر از واريته اصلاح شده سويا  معمولاًبومي سويا 

)G66 (گزينش منجر به كم شدن سطح تغيير پذيري . بود
ژنتيكي در درون توده در تبديل آن به واريته اصلاحي 

نمونه  15متوسط ضريب عدم تشابه در بين ). 12(شود  مي
 30اين مقدار حدود . آمد به دست 3739/0مرجع برابر با 

هاي  برابر توده 5/1برابر نمونه اصلاح شده ولي فقط حدود 
هاي  را در توده DNAاين يافته ناهمگني بالاي . بومي بود

  . بومي سويا در مقابل واريته اصلاح شده نشان داد

ارزيابي موفولوژيكي در هر كدام از جفت مقايسات 
به . اختلافاتي نشان دادند هاي قديم و جديد گاهاً توده

رنگ كرك ساقه به ترتيب سفيد  G2و  G1عنوان مثال در 
تعداد روز تا گلدهي تفاوت  G14و  G13در . اي بود و قهوه
رنگ استاندارد گل، رنگ محور زير لپه و تعداد . داشت

. متفاوت بود G17و  G16هاي  روز تا گلدهي در توده
كرك ساقه، رنگ  در رنگ G23و  G22هاي  همچنين توده

در صورتي . دمبرگ و تعداد روز تا گلدهي متفاوت بودند
در اكثر صفات مورفوفنولوژيكي  G30و  G29هاي  كه توده
در اين . در صفت رنگ استاندارد گل مشابه بودند به جز

فقط داراي رنگ سفيد بود در صورتي كه  G29صفت توده 
ر د. داراي دو رنگ سفيد و ارغواني بود G30توده 
تمام صفات مورفوفنولوژيكي  G40و  G39هاي  توده

بنابراين از نظر اين صفات برخي . متفاوت از يكديگر بودند
هاي جديد و قديم مشابه  از زوج مقايسات در بين توده

تا  DNAها با نتايج حاصل از تشابه            نبودند و اين داده
با اين وجود بايستي توجه . حدودي همخواني داشت

صفات مورفوفنولوژيكي اگرچه  به كارگيريشت كه دا
هاي جديد و قديم در برخي  تفاوتهايي را در بين توده

نشانگرهاي  به كارگيريداد ولي به دقت  موارد نشان مي
مناسبي آلودگي و  به طورتوانست  نمي RAPDمولكولي 

هاي قديم و جديد توضيح  تغييرات ژنيتكي را در بين توده
در  RAPDتكنيك  به كارگيريطرفي  از) . 2شكل(دهد 

به دليل سرعت،  DNAمقايسه با تكنيكهاي ديگر مبتني بر 
سادگي و ارزاني به عنوان روش مناسب براي مطالعه 

با توجه به اعلام نياز  .شود حفاظت در مزرعه پيشنهاد مي
كه طي ) ژنتيكي و اجتماعي(ايي  ي مختلف تجزيهروشهابه 

 حفاظت در مزرعه توسط محققين فرآيندتبادل بذري در 
 است اعلام شده است، اين مقاله توانسته  )23( مختلف

تبادل  فرآيندمواد در  ژنتيكي  روش مناسبي براي بررسي
  . دهد ارائهدر طي حفاظت در مزرعه  بذور

حفاظت در مزرعه فعاليتي است كه طي آن كشاورزان 
مبادله بذر بين . كنند هاي بومي خودشان را حفظ مي توده



 1399، 4، شماره 33جلد                                                                  )          مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي

506 

در طي  كشاورزان روستاهاي مختلف بخشي از فعاليت آنها
هاي  مطابق با مصاحبه. باشد مي حفاظت در مزرعه فرآيند

هاي سويا در مقايسه با برنج و ارزن به  انجام شده توده
نسبت بيشتري توسط كشاورزان در كشور ژاپن حفاظت 

ساختار ژنتيكي ولي مطالعه حاضر نشان داد كه . شوند مي
لذا . يابد به سرعت تغيير مي فرآيندها در طي اين  توده

حفاظت در مزرعه ممكن است نتواند ساختار ژنتيكي 
نتابج اين تحقيق با بررسي . را حفظ نمايد ژنوتيپها

Nyadanu  بر روي گياهان ) 20( 2016و همكاران در سال
. اردد همخوانيبرداري شده و فراموش شده در غنا  كم بهره

كم حفاظت در مزرعه بر حفظ  كارآيياين محققين نيز بر 
 تأكيدهاي بومي گياهان مختلف در غنا  ساختار ژنتيكي توده

 . كردند

توان نتيجه گرفت كه براي  هاي اين تحقق مي بر اساس يافته
محصولاتي كه كشاورزان بذر كمي از آن را در خزانه بذري 

تواند همراه  مزرعه ميكنند، حفاظت در  ي مينگهدارخود 
لذا . هاي حفاظت شده باشد با تغيير در ساختار ژنتيكي توده

و  Bellon، )20(و همكاران  Nyadanuهمچنان كه 
كردند  تأكيدهمكاران ) 24(و  Wangو ) 7(همكاران 

ي مختلفي از جمله حفاظت در مزرعه روشهابايستي به 
 از. براي حفظ تماميت ژنتيكي يك محصول توجه شود

طرفي بايستي در مصاحبه با كشاورزان در داخل كشور و 
همچنين در تعيين استراتژي حفاظت محصولات به اين 

طي زياد بعد انساني در  تأثيربا توجه به  .نكته توجه داشت
از مهمترين سوالاتي كه  ،)16(حفاظت در مزرعه  فرآيند

هاي بومي نگهداري  بايستي از كشاورز در خصوص توده
اش پرسيد، مقدار خزانه بذري و همچنين تبادل و  شده

لذا در صورتي كه . تعداد تبادل بذر با ساير كشاورزان است
كشاورزي تبادل بذر با سايرين داشته باشد، تا حدود زيادي 

ي شده و توده دريافتي نگهدارآميختگي ژنتيكي بين توده 
هايي داراي نام  وجود خواهد داشت، هر چند كه چنين توده

همچنين وجود ناهمگني ژنتيكي بالا در . شابهي باشندم
هاي بومي حتي گياهاني خود گشن همانند سويا  توده

پتانسيل و ارزش بالاي ژنتيكي اين محصولات را براي به 
دهد، و همچنان  و گزينش صفات مناسب نشان مي نژادي

 فرآيندنشان داده اند،  )15( 2017در و همكاران  Jiriكه 
به دليل وجود  حفاظت در مزرعه در گياهان مختلف زراعي

بهره برداري تواند  مي ناهمگني بالاي ژنتيكي در اين گياهان
مواجه  در به ويژهاز اين منابع را براي نيل به امنيت غذايي 

شوند  تغييرات آب و هوايي ايجاد مي بر اثر شرايطي كه با
 ديگر در تحقيقبنابراين يكبار . به دنبال داشته باشد را

برداري نشان داده  هاي بومي براي بهره ارزش توده جاري
  .شد

  قدرداني
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Abstract 

One of the main issues in plant breeding is the knowledge of situation of conservation in 
plant genetic resources. This research was conducted to study on on-farm conservation 
efficiency by using molecular markers and morpho-phenological traits in soybean 
landraces. The subjected plants had been collected in two times with 10 years intervals. 
Twenty-eight accessions were planted in a field and subsequently characterized their 
traits according to standard descriptors. Eighty samples of DNA were extracted by the 
CTAB method, then RAPDs fragments were produced using 24 10-mer(base) selected-
primes. Data was used in the cluster analysis as well as to estimate genetic variability 
within accessions using NTSYS and SPSS softwares. These analyses showed the 
genetic relationships among accessions. In the dendrogram, only in one accession the 
individuals in the new and old accessions appeared in the different clusters. These two 
accessions were different in their morpho-phenological traits too. Genetic variability 
coefficients in the new landraces were higher than the old ones, exception to one 
landrace. As soybean is highly self-pollinated (99.9%) crop, high genetic variability in 
the new landraces could not due to allo-pollination by foreign pollen. But, it could be 
because of seed exchange by farmers. In this research was shown that the genetic 
variability coefficient within the improved line is too much less than landraces. Also, 
this research showed that on-farm conservation could not conserve genotypes, on the 
other hand this type of conservation will cause some changes in genetic structures of 
genetic resources during the times.  

Key words: Genetic variability, cluster analysis, on-farm conservation 


