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  چكيده

باشـد. آفـات   اي كشـور مـي  ترين گياه علوفهيكي از محصولات اصلي و مهم .Medicago sativa L يونجه با نام علمي

منظـور بررسـي تنـوع    شته خالدار است. به هاي مهميكي از شته .متعددي از جمله شته به اين گياه خسارت وارد مي كنند

كرمان، فـارس، كهگيلويـه و بـوير     هايبرداري از مزارع يونجه استاننمونه 88تا  86هاي زراعي شته، طي سالژنتيكي اين 

غربي، مركزي و اصفهان صورت گرفت. سپس جهت بررسـي تنـوع   احمد، لرستان، همدان، كرمانشاه، كردستان، آذربايجان

مورفيسـم بودنـد. بيشـترين    باند داراي پلـي  68باند ديده شده،  88استفاده شد. در مجموع از  RAPDآغازگر  7ژنتيكي از 

 78/77ترتيب مورفيسم محاسبه شده براي اين دو آغازگر بهبود كه ميزان پلي CO4و  A11ه آغازگرهاي تعداد باند متعلق ب

ها رسم گرديد كه شامل سه گروه بوده كه گروه دوم خود شامل دو زيرگـروه  درصد بود. سپس دندروگرام نمونه 68/73و 

از نظر ژنتيكي تفاوت وجود داشت اما ارتباطي بين آوري شده از مناطق مختلف هاي جمعاست. در اين پژوهش بين نمونه

  اين تفاوت و اختلاف ارتفاع از سطح دريا و طول و عرض جغرافيايي و موقعيت قرار گرفتن اراضي مشاهده نگرديد.

  

 RAPDتنوع ژنتيكي، شته خالدار يونجه، كليدي:  هايواژه
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، جـنس  (Medicago)هاي مختلف جنس يونجه است كه از گونه هاي مهم مزارع يونجه شته خالدار يونجهيكي از شته

غربي است و اولين  Palaearcticكند. اين شته بومي منطقه  تغذيه مي Fabaceaeهايي از خانواده و گونه (Trifolium)شبدر 
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 Sunnucks et al.,1997( باشـد  مـي  Holocyclicو در نـواحي سـردتر    Anholocyclicتـر   حشـره معمـولا در نـواحي گـرم    

Trumper & Gyenge, 1998;.(  

هاي فـارس، اصـفهان،    گزارش گرديد و تاكنون از استان 1364شته خالدار يونجه نخستين بار توسط رسوليان در سال 

بلوچستان، كرمان و احتمـالا سـاير نقـاط كشـور      و  شرقي، خراسان، سيستان  دان، كردستان، آذربايجانتهران، كرمانشاه، هم

هاي انبوه اين شته، ابتدا به زردي گراييده و سپس به رنگ  ). گياهان آلوده به جمعيتKhanjani, 2005گزارش شده است (

شوند  نمايند كه اين مواد سبب زردي گياه مي شح مواد سمي ميآيند. افراد اين شته توأم با تغذيه شروع به تر اي در مي قهوه

)Modarres awal, 1993 ،شته خالدار يونجه بيضي شكل و به رنگ زرد ليمويي يا سبز رنگ بوده و در سطح پشتي شكم .(

وند و انـدازه  ش ـبال ديده ميرديف برآمدگي سياه رنگ منتهي به يك مو وجود دارد. حشرات ماده به دو فرم بالدار و بي 6

  ). Khanjani, 2005باشد (متر ميميلي 2-3/1آنها 

زيادي از نظر بيولوژيكي مثـل تعـداد     ها، تفاوت هاي مختلف حشرات از جمله شته دهد كه بيوتيپ ها نشان ميبررسي

و حتـي از نظـر    هـا داشـته،  گذراني و. و نيز از نظر ميزان فعاليت دشمنان طبيعـي روي آن  نسل، زمان ظهور، نحوه زمستان

هـايي در رديـف بازهـاي     طور طبيعي داراي تفاوت شود. ژنوم موجودات به ها مشاهده ميهايي در آن مورفولوژيكي تفاوت

شـكلي ژنتيكـي نـام دارد     شـود، چنـد   باشند، اين تغييرات طبيعي كه سبب گوناگوني در افراد يـك جمعيـت مـي    خطي مي

)Ghasempour et al., 2007.(  

هاي دقيق ژنتيكي شدند با بررسيبندي ميهاي نزديك به هم كه قبلا در يك گونه طبقهوجود دارد كه شته موارد زيادي

               شـوند. دو شـته بسـيار نزديـك بـه هـم      هـاي مجـزا شـناخته مـي    عنـوان گونـه  هـا آشـكار شـده و امـروزه بـه     تفاوت آن

Myzus nicotianae (Blackman)   وM. persicae (Sulzer) شـدند، از نظـر ژنـي     بندي مي عنوان يك گونه طبقهكه قبلا به

عنوان دو گونه مجـزا شـناخته   هاي آشكاري با هم دارند و لذا امروزه به و مشخص شد كه تفاوت مورد بررسي قرار گرفته

اي و  هسـته  DNAهـاي   بر اسـاس تـوالي   Uroleuconروي تكامل جنس شته بررسي . (Clements et al., 1999)شوند  مي

بندي تنـوع ميتوكنـدريايي از سـاير حشـرات نشـان داده كـه        ميتوكندريايي انجام و محاسبه دقيق مولكولي بر اساس درجه

Uroleucon  ميليون سال قدمت ندارد و اگرچه ميزبان آن يعني گياهان  10تا  5انشعابي نسبتا جديد است و احتمالا بيش از

 ,.Moran et al( اسـت  طور موازي با ميزبان خود منتشـر نشـده   اند اما اين شته به انتشار وسيعي يافته Asteraceaeخانواده 

هاي مطالعات اكولوژيكي حشرات نشان  در بعضي محدوده DNAهاي نشانگرهاي  هاي جاري كاربرد تكنيك شيوه .)1999

براسـاس تنـوع   كمك در خور توجهي به پيشرفت دانـش ژنتيكـي    RAPD, EST, AFLPو نشانگرهاي  mtDNAداده كه 

هاي ژني  هاي مهم حشرات از ديدگاه كشاورزي و پزشكي و نيز موقعيت مكان حشرات كرده و باعث مشخص شدن جنس

  .)Behura, 2006(در حشرات آفت گرديده است 

هاي گوناگون شته روسي گندم مورد بررسي قرار گرفته است. بر ايـن پايـه    ها جمعيت با استفاده از نشانگر ريزماهواره

اي از نظر تنوع ژنتيكي مورد  و در هشت جايگاه ريزماهواره هآوري شد نقطه كشور جمع 38هاي شته روسي گندم از  مونهن

نوارهاي چندشكلي نشان داد. اما،  S16, S23, Sm11, Sa4اي  هاي ريزماهواره ند. در اين مطالعه، جايگاهاهبررسي قرار گرفت

  .(Doulati, 2002)ند اهقد چندشكلي بودفا Sm10, Sm12, S17, S49جايگاه ديگر  4

هـا اسـتفاده شـده اسـت      يدهاي شـته يهاي پارازيتو ها و زيرگونه ها، گونه براي شناسايي جنس RAPD-PCRتكنيك از 

(Cenis et al., 1993)ها شش كلني از شته سبز هلو  . آنMyzus persicae،   شش كلني از شته بـرنجRopalosiphum padi 

(L.)از شته پنبه  كلني ، چهارAphis gossypii (Glover) هـاي شـته سـياه بـاقلا      و از گونهA. fabae (Scopoli)،    شـته سـياه
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هر كدام يك كلني را مطالعه كردند. اختلاف  Acyrthosiphon pisum (Harris)و شته نخود  A.craccivorae (Koch.)يونجه

     OPA-02هـاي  آغازگر بـا شـماره   سهگرفت. در اين تحقيق از اي و درون كلني مورد بررسي قرار  گونه اي، درون بين گونه

OPA-09, OPA-07, هـا   دهنده چندشـكلي ژنتيكـي را در ميـان گونـه     استفاده شد. واكنش با اين آغازگرها، باندهاي نشان

 داده است.  نمايش

                       و Aphis schneideri (Borner) ،A. grossulariae (Kaltenbach)هايي روي سه گونه شته  بررسي

A. triglochinis (Theobold) پرايمر براي  13 مطالعه در اين .انجام شدRAPD-PCR  پرايمر  4استفاده شدند، اما فقط

Turcinaviciene)جواب دادند و توسعه يافتند 
 
et al., 1999) .Chan  و همكارانDNA  چهار گونه شتهAcyrthosiphon 

pisum ،Aphis frangulae (Kaltenbach) ،Aphis fabae  وAphis gossypii (Glover)   را استخراج كرده و با استفاده از

 .(Chan et al., 1999)ها را نشان دهند  توانستند اختلافات ژنتيكي اين گونه RAPD-PCRتكنيك 

ر با ارتفاع متفاوت از هدف از پژوهش حاضر تعيين تنوع ژنتيكي شته خالدار يونجه در مناطق مختلف جغرافيايي كشو

 سطح دريا و نيز شرايط آب و هوايي متفاوت بوده است.

  

  هامواد و روش

برداري صورت گرفت. موقعيت جغرافيايي كاري ايران نمونهاز مناطق عمده يونجه 1388تا  1386هاي زراعي طي سال

آوري شـده از روي  جمـع  هـاي ). نمونه1ثبت شد (جدول  GPSبرداري صورت گرفت به وسيله ها نمونهمناطقي كه از آن

شـده اسـتخراج   آوري جمـع  پهاي ـسپس از نمونه قرار گرفتند. -C˚80ها پس از رسيدن به آزمايشگاه درون فريزر يونجه

DNA  صورت گرفت. براي استخراجDNA هاي مختلفي تست گرديد كـه در نهايـت روش   روش Dellaporta   بـا انـدكي

ترين روش تشخيص داده شد و در اين پـژوهش مـورد   ) به عنوان مناسب1998مكاران (و ه Komatsudaتغييرات توسط 

هاي استخراج شده از دستگاه اسپكتروفتومتر و از اعداد مربوط به DNAاستفاده قرار گرفت. جهت محاسبه و تعيين غلظت 

 نانومتر و از فرمول زير استفاده گرديد: 260طول موج 

  

  (ميكروليتر/نانوگرم) DNAت غلظ = A260 ×ضريب رقتّ  × 50

 

  PCR اي پليمراز واكنش زنجيره
با دماهاي اتصـال   PCR) ابتدا 2استفاده شد. (جدول  RAPDآغازگر  7منظور بررسي تنوع ژنتيكي از در اين تحقيق به

براي  PCRدست آمد. لذا آزمون به  C˚40آزمايش شد و بهترين جواب با دماي اتصال  C˚40تا  C˚26آغازگر متفاوت بين 

  تمامي آغازگرها با اين دما انجام شد.

ترتيب با مدت به درجه سلسيوس 72و  40، 94يك چرخه اوليه با شرايط دمايي  RAPDبراي آغازگرهاي  PCRبرنامه 

درجـه   72چرخه انجام گرديد، مدت زمان مرحله بسط نهايي با دمـاي   35با  PCRدقيقه انجام شد. سپس  2و  1، 1زمان 

 دقيقه در نظر گرفته شد. 7راي تمامي آغازگرها سلسيوس ب
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  شده يبردارنمونه مناطق -1 جدول
Table 1- Characteristics of sampling locations 

 

NO. Code Host Date Locality Position Elevation (m) 

1 001 Alfalfa 86/07/22 Bardsir-Sirjan N29 52 14.2 E56 12 01.6 2398 

2 003 Alfalfa 86/07/22 Estahban N29 07 30.2 E54 03 22.5 1757 
3 005 Alfalfa 86/07/23 Shiraz-Sepidan N30 03 14.0 E52 07 07.0 1974 

4 008 Alfalfa 86/07/23 Sepidan-Yasooj N30 22 27.8 E51 47 22.7 2115 

5 009 Alfalfa 86/07/23 Yasooj-Gachsaran N30 28 09.7 E51 29 37.1 1717 

6 012 Alfalfa 86/07/25 Khoramabad-Boroojerd N33 30 20.4 E48 32 07.9 1536 

7 013 Alfalfa 86/07/25 Malayer-Hamedan N34 37 28.5 E48 44 29.7 2033 

8 016 Alfalfa 86/07/26 Kermanshah-Sanandaj N34 54 54.4 E46 55 52.1 1640 

9 017 Alfalfa 86/07/27 Mahabad-Oroomieh N37 23 34.2 E45 15 02.4 1292 

10 021 Alfalfa 86/07/29 Delijan N33 59 39.7 E50 40 10.9 1517 

11 025 Alfalfa 86/07/30 Esfahan N32 42 28.0 E51 51 40.9 1552 
12 027 Alfalfa 86/07/31 Anar N30 51 42.5 E55 16 24.1 1417 

13 028 Alfalfa 88/01/20 Bahonar university  N30 18 43.1 E57 03 73.0 1757 

14 029 Alfalfa 87/05/10 Koohbanan  N31 21 54.0 E56 16 40.0 1974 
15 030 Alfalfa 87/04/15 Khabr  N28 80 49.7 E56 21 72.8  1840  

  

  تهيه ژل آگارز و الكتروفورز محصولات

هاي ژل بارگذاري شدند و با اتيديوم برومايد ها پس از آماده سازي درون چاهكدرصد تهيه شد، نمونه 5/1ژل آگارز 

برداري از ژل استفاده شد. سپس با استفاده براي عكس Gel documentعمل رنگ آميزي انجام شد و پس از آن از دستگاه 

  رسم گرديد. NTSYSpc2.0دست آمده، دندروگرام مركب از الگوهاي باندي تمامي آغازگرها در برنامه اندي بهاز الگوي ب

 

  استفاده مورد RAPD-PCRي آغازگرها -2 جدول

Table 2- RAPD-PCR Primers used in the study 
 

Primer 
Sequence 

 5'             3' 

Total bands 
Percentage of 

polymorphism 

CO4 CCG CAT CTA C 19 73.68 

X19 TGG CAA GGC A 6 100 

X17 GAC ACG GAC C 14 64.29 

BAM ATG GAT CCG C 8 87.5 

A07 GAA ACG GGT G 14 85.71 

A09 GGG TAA CGC C 9 66.67 

A11 CAA TCG CCG T 18 77.78 

 

  نتايج و بحث 

اين ) نشان داده شده است. 1مختلف كشور در شكل (منطقه  15آوري شده از هاي جمعدندروگرام نمونه

الف -2هاي با آغازگرهاي مختلف (شكل هاشده از نمونه هاي استخراج DNAتكثيريدندروگرام بر اساس الگوهاي 

ها در سه گروه نمونه 765/0شود، در فاصله ژنتيكي طور كه در اين شكل مشاهده ميهمان. ز )ترسيم شده است-2تا 

هاي استهبان و گروه سوم سيرجان و نمونه -آوري شده از جاده بردسيرهاي جمعاند. گروه اول شامل نمونهقرار گرفته

  گرفت.ها را در بر ميهاي خبر بودند. گروه دوم نيز مابقي نمونههاي كوهبنان و نمونهشامل نمونه

آوري شده از هاي جمعنمونه 862/0نتيكي در داخل گروه دوم، زيرگروههايي ايجاد شدند به اين ترتيب كه در فاصله ژ

ياسوج  در يك  -هاي جاده سپيدانياسوج و نمونه -آوري شده از جاده گچسارانهاي جمعسپيدان با نمونه -جاده شيراز

هاي اصفهان و انار كه در يك رديف قرار هاي دليجان به همراه نمونهبروجرد و نمونه -آبادهاي جاده خرمگروه، نمونه

اروميه در يك گروه، و نمونه هاي جاده  -هاي جاده مهابادهمدان و نمونه -هاي جاده ملايرتند، در يك گروه، نمونهداش

سنندج و مزرعه دانشگاه شهيد باهنر كرمان به صورت يك فرد تنها قرار گرقتند. بر اين اساس هيچ ارتباطي بين  -كرمانشاه
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 آوريها و نيز طول و عرض جغرافيايي مناطق جمعپراكنش جغرافيايي نمونه دست آمده با ارتفاع از سطح دريا وتنوع به

ترتيب از ارتفاع هاي دليجان كه بهبروجرد با نمونه -آبادهاي جاده خرمعنوان مثال اگر چه نمونهبه. نمونه وجود نداشت

همدان كه از  -هاي جاده ملايرنمونهآوري شده بودند در يك گروه قرار گرفتند اما متري جمع 1517متري و ارتفاع  1536

متري  1292اروميه كه از ارتفاع  -هاي جاده مهابادآوري شده بودند نيز با نمونهمتري از سطح دريا جمع 2033ارتفاع 

ها موردي مشاهده آوري شده بودند در يك گروه قرار گرفتند. در رابطه با مطالعه تنوع ژنتيكي اين شته در بررسيجمع

 است.هاي محققين در مورد حشرات ديگر تا حدود زيادي تطابق داشته ي نتايج حاصل از اين تحقيق با يافتهنشد، ول

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

) براساس تجزيه و تحليل نقوش 1شده در جدول منطقه ايران (ذكر 15آوري شده از جمع Therioaphis trifoliiهاي دندروگرام شته -1شكل 

  UPGMAبا روش  NTSYSpc2.0در برنامه  RAPDآغازگرهاي  حاصل از

Fig. 1- Dendrogram of collected specimens of Therioaphis trifolii from 15 locations of Iran (mentioned in Table 1) according to 

analysis of designs obtained from RAPD primers in NTSYSpc 2.0 program by UPGMA method 

 

انجـام شـده،    RAPDهاي شته روسي گنـدم در كشـورهاي مختلـف كـه بـا اسـتفاده از نشـانگرهاي         مقايسه جمعيت

هاي اين كشورها به غيـر از دو ژنوتيـپ در آفريقـاي جنـوبي،      هاي مشخصي نشان داده است. اما در داخل جمعيت تفاوت

داري گزارش  هاي مذكور تفاوت بيوتيپي معني نسبت به جمعيتتنوع بسيار كم بوده است. در مطالعه واكنش گياهان ميزبان 
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كه از تركيه كمترين  شده است. در اين مطالعه يك جمعيت از قرقيزستان بيشترين قدرت تهاجم را نشان داده است در حالي

در ايـالات  هاي شته روسي گندم  . در بررسي تنوع ژنوتيپي جمعيت(Puterka et al., 1993)ميزان خسارت ذكر شده است 

ورود اين شته در سال هـاي اخيـر بـه كشـور      ،اند. دليل فقدان تنوع تنوعي نشان نداده RAPDمتحده آمريكا، نشانگرهاي 

رغـم اسـتفاده از همـان    اند كه علـي  . اين پژوهشگران همچنين اعلام كرده(Shufran et al., 1997)مذكور اعلام شده است 

هـا را   در مطالعه خود استفاده كرده بودند, نوارهاي گزارش شـده توسـط آن   )1993(و همكاران  Puterkaآغازگرهايي كه 

 Mysis salemaai (Auzijonyte & Vainola)ساختار فيلـوژنتيكي دو گونـه سـيبلينگ از سـخت پوسـتان      مشاهده نكردند. 

ي و اسـكانديناوي مـورد   در نواحي مختلفي از دنيا از جمله آلاسـكا، سـيبر   M. segerstralei (Auzijonyte & Vainola)و

  ).Audzijonyte & Vainola, 2006است كه از نظر ژنتيكي اختلافاتي با هم دارند ( مطالعه قرار گرفته و مشخص شده

توانسـتند اختلافــات ژنتيكـي بـين شـته سـبز گنــدم       RAPD-PCR) بـا اسـتفاده از روش   1992( پوتركـا و همكـاران  

Schizaphis graminum     و شـته روسـي گنـدمDiuraphis noxia (Mordvilko)   و شـته نخـود Uroleucon ambrosiae 

(Thomas) و Acyrthosiphon pisum ها را پيدا كنند. با استفاده از ايـن   را بررسي كرده و اختلاف ژنتيكي بين اين جمعيت

مشـاهده   DNAلي اند، چندشـك  آوري شده هاي شته روسي گندم كه از سوريه و آفريقاي جنوبي جمع نشانگرها، بين نمونه

چنين در ايـن مطالعـه بـين     هاي آفريقاي جنوبي مشخص گرديده است. هم شده و وجود دو ژنوتيپ مختلف در بين نمونه

دسـت آمـده بـا ايـن     ههاي مختلف شته سمي گندم تفاوت مشاهده گرديده است. افزون بر اين همبستگي ژنتيكي ب بيوتيپ

 ,.Puterka et al)هاي ديگر سـازگاري نشـان داده اسـت     دست آمده از روشههاي مذكور با روابط ب روش در بين بيوتيپ

1993).  

ــي ــاي  بررســ ــته  Turcinavicieneهــ ــه شــ ــه گونــ ــاران روي ســ                                      ، Aphis schneideri (Borner)و همكــ

A. grossulariae (Kaltenbach)  وA. triglochinis (Theobald) هـاي   هـاي شـته   اختلاف آشكاري بين گونـه  نشان داد كه

هاي يكسان اخـتلاف وجـود دارد    هاي گونه مختلف وجود دارد و نيز واكنش دو آنزيم پليمراز نشان داد كه حتي بين كلني

(Turcinaviciene
 
et al., 1999) در بررسي ديگر، تنوع ژنتيكي شته سـرو .Elatobium abietinum(Walker)     بـا اسـتفاده از

كه در داخل و بـين  رغم اين اند. در اين بررسي علي در دو كشور انگلستان و زلاندنو با يكديگر مقايسه شده RAPDروش 

هـاي زلانـدنو تنـوعي ملاحظـه نشـده       آوري شده از انگلستان تنوع زيادي مشاهده گرديده، اما در نمونه هاي جمع جمعيت

كم بودن تعداد افراد مؤسس و فقدان توليـدمثل جنسـي نسـبت    عوامل مختلف از جمله است. فقدان تنوع در اين كشور به

انـد   ه كـرده يريبوزومي نيز اين نتيجه را ارا DNAناحيه بين ژني  PCRداده شده است. اين پژوهشگران با استفاده از روش 

(Nichol et al., 1998)  . 

 

  سپاسگزاري

كه امكانات لازم جهت انجام اين تحقيق كرمان ر از مسئولين محترم دانشكده كشاورزي دانشگاه شهيد باهننگارندگان 

  د.نماينصميمانه تشكر مي ،فراهم نمودند را
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 b -ب a -الف

    
 d - د c -ج

    
 f -و e -ه

  
 g -ز
  

، ب)  CO4آوري شده، تكثير شده با آغازگر الف) هاي جمعاستخراج شده از نمونه DNAدهنده الگوي تكثيري ژل آگارز نشان -2شكل 

A11 (ج ، A07 (د ، A09 (هـ ، X17  (و ،X19 (ز ، BAM اي پليمراز. در واكنش زنجيرهM نشانگر مولكولي (bp 10000 - bp 250 ،1( 

001 ،2 (003 ،3 (005 ،4 (008 ،5 (009 ،6 (012 ،7 (013 ،8 (016 ،9 (017 ،10 (021 ،11 (025 ،12 (027 ،13 (028 ،14 (029 ،15 (

  ذكر شده است.) 1ها در جدول نمونه(مشخصات  .030
Fig. 2- Agarose gel showing the replication pattern of DNA extracted from collected samples, reproduced by primers A) CO4, B) 

A11, C) A07, D) A09, E) X17, F) X19 G) BAM in PCR. M) Molecular marker 250-10000 bp. 1) 001, 2) 003, 3) 005, 4) 008, 5) 009, 

6) 012, 7) 013, 8) 016, 9) 017, 10) 021, 11) 025, 12) 027, 13) 028, 14) 029,15) 030. 

(Samples characteristics have been mentioned in Table 1) 
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Abstract 
 

Alfalfa (Medicago Sativa) is one of the most important forage plants in Iran. Several pests like 

aphids cause damage to these plants. One of the important aphids is the spotted alfalfa aphid (The-

rioaphis trifolii). In order to study the genetic variation of this pest, samples were taken from alfal-

fa fields of different provinces of Iran (Kerman, Fars, Kohkiloieyeh, Lorestan, Hamadan, Kerman-

shah, Kurdistan, West Azerbaijan, Markazi and Esfahan provinces) during 2007-2009. Seven 

RAPD primers were used in PCR test. At the range of 200-400 bp., 68 bands out of 88 had poly-

morphism. The primers A11 and CO4 had the highest polymorphisms that were 77.78 and 73.68 

percent respectively. The related dendrogram showed 3 clusters and the second cluster had two sub 

clusters. In this research genetic differences were seen between collected samples from various re-

gions, but no relationship was observed between these differences and altitudes, longitude, and po-

sition of the sampling locations. 
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