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 (ایراني شبدر) .Trifolium resupinatum L بررسي تاكسونومي عددي

 (فرنگي توت شبدر) .Trifolium fragiferum L و
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 چکیده

Trifolium resupinatum و T. fragiferum هسیتند  باقلائییان  تییره  مهیم  زراعیی  گونه دو. T. fragiferum  عنیوان  بیه 

 زوج یپیذير  انتقیال  بررسیی  ضیمن  ،مطالعه اين در .است شده گرفته نظر در T. resupinatum وراثتی خزانه از بخشی

 جديید  (یهیا  ريزمیاهواره ) SSR نشانگرهای معرفی و گونه دو اين ژنوتیپ به T. repens و T. pratense آغازگرهای

 .شید  ارزيیابی  تاکسونومی عددی روش به ،SSR نشانگرهای از استفاده با آنها ژنومی شباهت میزان ،ها گونه اين برای

 بیرای  شیده  معرفیی  یهیا  ريزمیاهواره  چندشیكلی  و پیذيری  تقیال ان بیایی  سیط   از حاکی مطالعه، اين از حاصل نتايج
T. pratense و T. repens یها گونه به T. fragiferum و T. resupinatum ها گونه اين در که داد نشان مطالعات .بود 

 تفیاوت  نشیانگر  کیه  شیدند  بنیدی  دسیته  انید   بسییار  شباهت با هايی خوشه در گونه دو ،بوده زياد جمعیتی بین تنوع

 مفییدی  ابزار توانند می ها ريزماهواره که داد نشان مطالعه اين .است شده آزموده SSR ژنی  های جايگاه در آنها ژنومی

 آغازگرهیای  جفیت  کیه  زمیانی  تیا  کنید  می پیشنهاد بررسی اين نتايج .باشند ها گونه اين در ژنتیكی تنوع بررسی برای

SSR آغازگرهیای  از بیایيی  اطمینیان  ضیريب  بیا  توان می است، نشده طراحی گونه دو اين برای اختصاصی SSR  بیه 

 .نمود استفاده ها گونه اين در ژنوم تحلیل برای ،T. repens و T. pratense از آمده دست

 تحلییل  ،SSR ،(T. fragiferum) فرنگیی  تیوت  شیبدر  ،(Trifolium resupinatum) ايرانیی  شیبدر  :كلیدي هاي واژه

 ايران ،تاکسونومی عددی

 
 دمهمق

 طايفیییه بیییه متعلییی  (.Trifolium L) شیییبدر جییین 

Trifolieae Brongniart باقلائییان  تییره  از (Fabaceae 

Lindley) نظیر  از گییاهی  هیای  جین   تیرين  مهیم  از يكی 

 اسییت (جهییان در گونییه 122) گونییه تعییداد و زراعییی

(Ellison et al., 2006).  بسییار  خويشیاوندی  جین   ايین 
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 و .Trigonella L.، Medicago L هیای  جین   با نزديكی

Melilotus Miller یا مديترانیه  ناحییه بدون شیک،   .دارد 

 جین   زراعیی  یهیا  گونه بیشترين نژادی به و کشت مرکز

 یهیا  گونیه  .(Zohary and Heller, 1984) اسیت  شیبدر 

 علوفیه،  صیورت  بیه  استفاده بر علاوه شبدر جن  مختلف

 عنییوان بییه نییدرت بییه و زنبییورداری در وسییی  طییور بییه

 Zohary) شوند می استفاده دارويی و خوراکی يجاتسبز

and Heller, 1984). يونجیه  از پی   شبدر (Medicago) 

 کشیت  سط  با که است ای لپه دو ای علوفه گیاه ترين مهم

 دارد کشیور  در ای ويژه جايگاه هكتار هزار يكصد حدود

 خیا   نیتیروژن  شیديد  افیزاي   باعث و (2911 زمانیان،)

 و دوجی ) دهید  میی  تشیكیل  را کشیت  تنیاو   مبنیای  ،شده

 جیین  یزراعیی یهییا گونییه تییرين مهییم (.2911 همكییاران،

Trifolium و کشییت بیشییترين کییه متحییده ايییایت در 

 T. pretense یهیا  گونیه  دارد جهیان  در را شبدر زراعت

L. (قرمیییز شیییبدر)، T. repens L. (سیییفید شیییبدر)، 
T. incarnatum L. ( یکیی  شیبدر) و T. hybridum L. 

 کیه  حیالی  در، (Taylor, 1985) هسیتند  (رگ دو شبدر)

 کشیت  زير سط  با کشور زراعی گونه ترين مهم ايران در

 .Trifolium resupinatum L هكتیار  هیزار  211 حیدود 

 شییبدر (.2911 زمانیییان، و عباسییی) اسییت (ايرانییی شییبدر)

 زمسیتان  و بهار روي  فصل دو با ساله يک گیاهی ،ايرانی

 دوم ژنیی  خزانیه  .T. Clusii Godr. & Gren گونه .است

 خزانیه  (فرنگیی  تیوت  شیبدر ) .T. fragiferum L گونیه  و

. (Taylor and Gillett, 1988)هستند  گونه اين سوم ژنی

 از را موردنظرشیان  هیای  آلیل  نتوانند نژادگران به که زمانی

 شیده  اصیلا   کولتیوارهیای  و ارقیام  تمام) اول ژنی خزانه

 گونیه  هیر  در دروخیو  هیای  جمعییت  و بومی های جمعیت

 را سیوم  و دوم ژنیی  هیای  خزانیه  ،آورنید  دست به (زراعی

 ،فرنگیی  تیوت  شیبدر  .(Fehr, 1987) دنماينی  میی  جسیتجو 

 و خوابییده  عمیده  طیور  بیه  رشد عادت با چندساله گیاهی

 تكثییر  بر علاوه که است (stolon) رونده های ساقه دارای

 طريی   بیه  سیاقه  شیدن  قطعیه  قطعیه  بیا  بذر وسیله به جنسی

 پتانسییل  گونیه  ايین  اينكیه  بیا  .دارد تكثییر  قابلیت رويشی،

 هنیوز  اما دارد، را چراگاهی و مرت  های سیستم در استفاده

 نگرفتیه  قرار استفاده مورد زراعی گونه عنوان به کشور در

 در کُیر   فقیدان  بیای،  زايیی  ساقه دلیل به گونه اين .است

 و بیای  سبیوما تولید رويشی، بافت نرمی ها، جمعیت بیشتر

 Taylor and) قلییايی  و شیور  هیای  خیا   بیا  سیازگاری 

Gillett, 1988) در ها گونه ترين مناسب از يكیی تواند می 

 نییاز  صورت در ،همچنین. باشد پايا های چیراگاه و میرات 

 ايرانیی  شیبدر  بیا  گییری  رگ دو های برنامه در نژادگران به

 فییايی جغرا پیراکن   دامنیه  .(2914 عباسی،) دشو استفاده

T. fragiferum، ،و قفقییاز ايییران، ترکیییه، قبییرس، اروپییا 

 و غیر   ،غیر   شیمال  شیمال،  نیواحی  در و اسیت  سوريه

 کیییییه حیییییالی در رويییییید، میییییی ايیییییران مرکیییییز
T. resupinatum ترکییه،  میانه، آسیای بالكان، نواحی در 

 مصرگسییترش و فلسییطین سییوريه، عییرا ، روسیییه، ايییران،

 مرکیز  و غیر   جنیو   غیر ،  شمال، های بخ  در، يافته

 .(Heller, 1984) است پراکنده ايران

 شیامل  SSR مولكیولی  نشیانگرهای  يیا  ها ريزماهواره

 نوکلئوتیدی 9 تا 2 واحدهای با ساده تكراری های توالی

 سیاير  بیه  نسیبت  کیه  زيیادی  مزايیای  دلییل  بیه  که هستند

 قییرار توجییه مییورد بیشییتر دارنیید مولكییولی نشییانگرهای

 آسیان،  کاربرد به توان می آنها زايایم جمله از .اند گرفته

 تنیوع  و فراوانیی  تنوع، بایی میزان نتايج، تفسیر سادگی

 تیوار   الگوی ها، يوکاريوت ژنوم سط  در ها آلل زياد

 مزايیا  ايین  .کیرد  اشیاره  نتايج بودن تكرارپذير و بارز هم

 تهییه  در وسی  طور به مولكولی نشانگر اين تا شده سبب

 روابی   مطالعیه  ژنتیكیی،  تنوع خمینت ژنتیكی، های نقشه
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 در نییژادی بییه هییای برنامییه در همچنییین و خويشییاوندی

 ايین  معايیب  جملیه  از .گییرد  قیرار  استفاده مورد گیاهان

 توان می را زياد وقت و هزينه صرف و پیچیدگی نشانگر

 از ،شیبدر  جین   در (.2911 همكیاران،  و نقوی) برد نام

 T. pratense یها ونهگ ژنوم آنالیز در تنها نشانگرها اين

؛ (Sato et al., 2005 اسیت  شیده  اسیتفاده  T. repens و

Dias et al., 2008 ؛Zhang et al., 2007 ؛Zhang, 

2010) .Sato  و ( 1112)و همكارانZhang  و همكاران

 نقشیه  ترتییب  بیه  SSR نشیانگرهای  از استفاده با( 1114)

 .نمودنیید تهیییه را T. repens و T. pratense ژنتیكییی

 از اسیتفاده  بیا  T. pratense در ژنتیكیی  تنیوع  ،همچنیین 

 SSR (Dias et نشیانگرهای  و شیناختی  ريخیت  صیفات 

al., 2008) در و T. repens صییییفات پايییییه بییییر 

 ,RAPD (Zhangو SSR نشیانگرهای  ی،شیناخت  ريخیت 

 دهید  میی  نشیان  منیاب   بررسی .شده است ارزيابی (2010

 و شناسیايی  جداسیازی،  زمینیه  در تحقیقیاتی  تیاکنون  که

 یهیا  گونیه  سیاده  تكیراری  های توالی بازی رديف تعیین
T. resupinatum و T. fragiferum اسیت  نشیده  انجام. 

 زمینیه  ايین   در موجیود  اطلاعیات  کمبیود  رفی   منظیور  به

هیای   جايگاه اين يابی توالی و جداسازی به اقدام توان می

 آغازگرهیای  پذيری انتقال بررسی به نسبت يا و کرد ژنی

 از آمییده دسییت بییه (SSR) سییاده تكییراری هییای الیتییو

 ايین  در .پرداخیت  هیا  گونیه  اين در خويشاوند یها گونه

 سرعت و سادگی بودن، تر هزينه کم به توجه با پژوه ،

 هییای تییوالی هییای مكییان تعییدد همچنییین و اخیییر روش

 و T. pratense گونیه  دو در شیده  شناخته ساده تكراری

T. repens، بیه  گونیه  دو ايین  گرهایآغاز پذيری انتقال 

 بییه T. fragiferum و T. resupinatum هییای ژنوتیییپ

 ارزيابی دوگونه اين ژنتیكی شباهت میزان بررسی منظور

 عنیییوان بیییه شیییده تكثییییر یهیییا ريزمیییاهواره و شییید

 و T. resupinatum یها گونه در جديد یها ريزماهواره

T. fragiferum گرديد معرفی. 
 

 ها روش و مواد

 جمعییت  1 شیامل  خودرو جمعیت 23 ،ی تحق اين در

 T. resupinatum از جمعیییت 22 و T. fragiferum از

 که شد انتخا  ای گونه به جمعیتی های نمونه .شد ارزيابی

 .دهد پوش  را ايران در ها گونه اين پراکن  دامنه یتمام

 نشیان  2 جیدول  در هیا  جمعییت  ايین  به مربوط مشخصات

 2911 های سال رويشی ولفص در ها نمونه .است شده داده

 مؤلیف  توسی   هرباريومی نمونه و بذر صورت به 2913 و

 اصیفهان  دانشگاه هرباريوم به سند های نمونه و آوری جم 

(HUI) در شیده  ارائیه  کلیید  اسیاس  بر ها نمونه .شد سپرده 

 در بیذرها  .شیدند  شناسايی (Heller, 1984) ايرانیكا فلورا

 هیای  بیرگ  از ژنیومی  DNA و کشیت  ای گلخانیه  شراي 

 ايین  از DNA اسیتخراج  .گرديید  اسیتخراج  جیوان  و تازه

 Lefort and) يافتییه تغیییر  CTAB روش بییا هیا  جمعییت 

Douglas, 1999) گرفت انجام.  

 توسیی  الكتروفییورز شییده، اسییتخراج DNA غلظییت

و مقايسیه   درصد 1/1آگاروز  ژل روی بر مشاهده افقی،

بیا وزن   Lambda III (λ3)مولكیولی   نشیانگر با الگیوی  

 .ارزيابی شد شاهدعنوان مولكولی مشخص به 

آغازگرهیای مشیتر     از جفت 11 ،تحقی  اين در

 احتمیال بیشیتری   بیا  کیه  T. repensو  T. pratenseبین 

 ژنتیكییی هییا و بیییان تنییوع  تكثیییر ريزمییاهواره  بییه قییادر

 T. fragiferumو  T. resupinatumهیییای  جمعییییت

ا  اين آغازگرها انتخ(. 1جدول )انتخا  شدند  هستند،

 و T. pratenseبیییر اسیییاس اشیییترا  بیییین دو گونیییه 

T. repens ،و فراوانییی آللییی بییای صییورت  چندشییكلی

 .گرفت
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 دانشگاه اصفهان وميهربار=  T. resupinatum .HUI و T. fragiferum یها گونه از شده مطالعه جمعیتی های نمونه مشخصات -2 جدول

 تاکسون
 کد

 تاکسون

 شماره

 باريومیهر

 تاريخ

 آوری جم 

 ارتفاع

 دريا سط  از

 (متر)

 آوری جم  محل

T. fragiferum 

var. fragiferum 

Tff1 17836 HUI 92/11/2913 1211 پلور، ارجمند  فیروزکوه به: تهران 
Tff2 17835 HUI 13/12/2911 1  گلوگاه به گرگان، روستای النگ : گلستان 

Tff3 17838 HUI 21/12/2911 2121 کیلیومتری اهیر بیه مشیكین شیهر،       11: آذربايجان غربی

 روستای نقاره کو  

Tff 4 17847 HUI 12/12/2911 2313 شول آباد : لرستان 

T. fragiferum 

var. pulchellum 

Tfp1 17830 HUI 21/12/2911 2121 کیلیومتری اهیر بیه مشیكین شیهر،       11: آذربايجان غربی

 روستای نقاره کو  

Tfp2 17833 HUI 13/11/2913 1 بهمنیر به قائم شهر: مازندران 

Tfp3 17834 HUI 21/12/2911 2911 کیلومتری پیرانشهر از سردشت، نرسیده به  91: کردستان

 موساین

Tfp4 17839 HUI 21/12/2911 2441 کیلییومتری آبگییرم  1دامنییه سییبلان، : آذربايجییان غربییی

 قینرجه و موئیل

T. resupinatum 

var. resupinatum 

Trr1 17895 HUI 12/11/2911 221 کیلومتری جاده انديمشک به شوش 2: خوزستان 
Trr2 17897 HUI 11/19/2911 2919 علی آباد، سه راه کبودوال: گلستان 
Trr3 17901 HUI 12/19/2913 43 روسیییتای  -کیلیییومتری رشیییت از قیییزوين 24: گییییلان

 جوکلبندان

T. resupinatum 

var. 

microcephalum 

Trmi1 17893 HUI 12/11/2911 31 کیلومتری جاده انديمشک به شوش 11: خوزستان 
Trmi2 17892 HUI 22/19/2911 991 کیلومتری زيرآ  1زيرآ  به فیروزکوه، : مازندران 
Trmi3 17894 HUI 12/19/2913 19 رضوانشهر: گیلان 

T. resupinatum 

var. majus 

Trma5 17903 HUI 14/11/2911 111 جاده ايذه به دهدز 2کیلومتر  :خوزستان 
Trma1 17887 HUI 11/19/2911 111 علی آباد به آزادشهر، ابتدای جاده زرين گل: گلستان 
Trma2 17890 HUI 11/12/2911 2111 درود: لرستان 
Trma3 17886 HUI 12/11/2911 143  بیین تنییگ فنیی و روسییتای    -بعیید از پیل دختییر : لرسیتان

 ولیعصر
Trma4 17883 HUI 14/12/2913 111 باغ ملک به رامهرمز، بعد از رود زرد: خوزستان 

 

 مناسیب  هیای   تغلظی  تعیین يعنی ،سازی  هبهین منظور به

 ,Ta) آغازگرهییا اتصییال مناسییب دمییای و واکیین  مییواد

annealing temperature) آوردن دسیییت هبییی جهیییت 

 PCR واکیین  اجییزای غلظییت مناسییب، PCR محصییول

 دمییای نیییز و (آغازگرهییا و DNAغلظییت منیییزيم، يییون)

 آغازگرهییا از يیک  هیر  بیرای  مختلیف  شیراي   در اتصیال 

 بییا سییپ  و شیید تعیییین گراديییان PCR توسیی  جداگانییه

 دمیا  تیرين  مناسیب  و غلظت بهترين PCR محصول بررسی

 ±1 بیین  حداکثر دمايی گراديان محدوده .گرديد انتخا 

 بیرای  شیده  وصیهت ذو  دمای ترين پايین سانتیگراد درجه

 زوج هییر بییرای .شیید گرفتییه نظییر در آغییازگر زوج هییر

 حیداکثر  تیا  حیداقل  از بهینیه  دمايی محدوده يک آغازگر
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 کییهطییوری  بییه ،)2 شییكل) گرديیید تعیییین بهینییه دمییای

 .باشید  گونیه  دو هیر  بیرای  اتصیال  بهینیه  دمای دربردارنده

 زمیان  هیم  طیور  به گونه دو هر برای PCR فرآيند ،بنابراين

 29 ،شییده اسییتفاده SSR آغییازگر زوج 11 از .شیید انجییام

 منفیییرد و مشییخص  PCR محصیییول دارای آنهییا  از زوج

 بییه .کننیید تكثیییر را DNA قطعییات نتوانسییتند يییا و نییدنبود

 در کییه آغییازگر زوج 3 (.1 جییدول) نشییدند دلیییل همییین

PCR محصییول دارای گراديییان PCR بودنیید مشییخص 

 بیرای  سیب منا دمیای  تعیین از پ  PCR فرآيند و انتخا 

 .شد انجام آنها
 

 
 T. resupinatumو  T. fragiferumبر روی ژنوم  RCS-1225آغازگر  زوج اتصال بهینه دمای تعیین -2شكل 

 

آغازگرهیايی  * . T. resupinatum و T. fragiferum یهیا  گونیه  از جمعیت 23 در شده آزموده SSR نشانگرهای آغازگر زوج 11 توالی -1 جدول

 .های مورد نظر را تكثیر کنند ر اين مطالعه ريزماهوارهکه توانستند د

 تكراری قطعه رديف آغازگر نام

(motif) 

 (2′ → 9′) پیرو آغازگر توالی

(reverse primer) 

 (2′ → 9′) پیشرو آغازگر توالی

(forward primer) 

RCS0883 * AAG GAAGAGATAGCTTGCCTTGGA CACGTTACTCAATTTGGATCTTTG 
RCS0907 AAC TGGGGAAGTGAAGGATGTTC ATTTGAGCACAAGGCCTCAC 
RCS1479 AG ATCAACTCGATGGGAACACC TTTTCTGGCGACGAATTAGG 
RCS2773 AAG GATTTCGATCCTCCTCCTCC AATAACAATATGCGGCTTTGC 
RCS0033 AAT GCAGATTATGAGGAATAACATTG AAATTATCATTTTGCAAATTTTA 
RCS2343 AC TTCAATCGGGAGTGTCAGTG CGATTGCTACAAACACAGCC 
RCS1735 * AAC GGTGCTAGCTCCAACCTCAG CCTGCTCCGTACCATTGTTT 

RCS2667 * AAG GGTGGTGTTGCTGATTACGA CCTCAGCAGAATCTTCACCC 
RCS1920* AAG CCCCCAAAATACAAAACCCT GAGAAAAGAAAGAAGTCTCTGAAGGA 
RCS1928 * AGC CCTTTCAGAACAGATGGCGT TACCCTCTTGAGCACCCATT 

RCS2202 * AC CGGCAGACGAAGTGACAAAT GCCGATATTGCTAGGTTGGA 
RCS1225 * ATC CTCGCTGAAGGAGGAAACAG TGCAAACTCCGCTTTATGC 

RCS1737 ATC AGCTCAAGCTCAACGGACAT GGCACGAGGCACACTACTTC 
RCS1518 ATC CGAAGCAGGTTGGAAAACAT GCACGAGGCACACACTACTT 

RCS0843 GGAT TTGGCATCTCAAAGCTGAAA GCCAAGCCCACCAATACATA 

RCS3666 * AC TCTGTTTCTTGTCTCGGCCT CATGGCTGCCTGAGGTTAAT 
RCS3052 AAC CACTAATTCAGACCACCAGCA TCGGTGAGCTGTGACTAACG 
RCS1327 ATC AAACAAACCAAGCAGCACCT ACGGTGGAATTATGGGATGA 

RCS0793 AAG TTCAACATGCAGGCTAAGAAAA CGCAATCTTTCTTCTCATTTCA 
RCS1897 * AAAG ATGAGCACCTTCACCAATCC CATGTCAGCATATCCATTTTCC 
TRSSRATS054 ------- AATCACGACGAGCGACAACA GACACCGATTATGTGCAAGA 

TRSSRATS055 ------- TCTCTGCTTCGCGTCTTCTC CAATACAATCACCGCACCAG 
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 12 نهیايی  حجیم  در PCR واکین   ،خلاصیه  طور به

مخلیوط   آغیازگر،  هیر  ازنانومول  121 حاوی میكرولیتر

dNTP  با غلظت  ميزیمن ديکلر ،مویر یلیم 1/1با غلظت

 و Taq polymerase آنیزيم  واحید  1/2 ،مویر یلیم 2/2

 مطالعیه  هیای  نمونیه  از ژنیومی  DNA نانوگرم 211 تا 21

 31 :بیود  ترتییب  ايین  بیه  PCR برنامیه  .شید  انجیام  ،شده

 2 سییانتیگراد 31 بییا دور 11 ؛دقیقییه 1 سییانتیگراد درجییه

  درجیه  41 بهینیه،  اتصال دمای حداکثر در دقیقه 2 دقیقه،

 2 دقیقیه،  2 سیانتیگراد  31 بیا  دور 22 ؛دقیقه 2 سانتیگراد

 2 سییانتیگراد 41 بهینییه، اتصییال دمییای حییداقل در دقیقییه

 .درجه 41 دمای در دقیقه 21 پايان، در ؛دقیقه

 1 آگییاروز ژل روی ابتییدا حاصییل بانییدهای تفكیییک

 شد انجام ولت 211 ولتاژ با برومايد اتیديوم حاوی درصد

 UV transiluminator دستگاه از استفاده با عك  تهیه و

 روش از بانیدها  تیر  دقیی   تفكییک  بیرای  .گرفیت  صورت

 درصید  21 آمیید  آکريیل  پلیی  ژل بیا  عمیودی  الكتروفورز

 نیتیرات  بیا  آمیید  آکريیل  پلیی  ژل آمیزی رنگ .شد استفاده

 .شد مانجا سديم هیدروکسید وسیله به باندها ظهور و نقره

 بیه  بانید  شیماره  هیر  گیرفتن  نظیر  در بیا  باندها تحلیل

تاکسیونومی   ارزيابی در .گرفت انجام صفت يک عنوان

 ارزيابی (1) غیا (/2) وجود حالت دو با باند هر عددی

 Dice، Jaccard ضیريب  از اسیتفاده  بیا  دندروگرام .شد

(J) و Simple Matching (SM) منظیور  بیه  .شد ترسیم 

 میاتري   بیا  شیده  رسم دندروگرام ا انطب میزان سنج 

 از کییدام هییر بییرای کوفنتیییک همبسییتگی میییزان تشییابه،

بیا   شیده  رسیم  دنیدروگرام  .شید  محاسیبه  فیو ،  ضرايب

 اکییارد،ج ضییريب اسییاس بییر NTSYSpc 2افییزار  نییرم

 .داد نشیییان را (r =49/1) همبسیییتگی مییییزان بیشیییترين

 روش بیه  دنیدروگرام  رسیم  برای ضريب اين از بنابراين،

UPGMA در داری یمعنی  هیای  تفیاوت  البته .شد استفاده 

 ضیرايب  ايین  از حاصل های دندروگرام در ها بندی گروه

 به تجزيه از استفاده با نیز ها توده بندی رسته .دشن مشاهده

 PCA, Principle Coordinate) دوم و اول هیای  مؤلفه

Analysis) افزار نرم وسیله به GenAlex6 شد انجام. 

 

 گیري نتیجه و بحث
 جفیت  3 ،آزمیاي   میورد  آغازگر جفت 11 میان از

 T. fragiferum گونیه  هیای  جمعیت در آلل 19 توانستند
 تكثییر  T. resupinatum گونه های درجمعیت آلل 29 و

 گونیه  دو بیین  هیا  آلل اين از بسیاری که (9 جدول) کنند

 زيیاد  شیباهت  بییانگر  تواند می نتیجه اين .هستند مشتر 

 .باشد نهگو دو اين ژنوم

که  RCS1928از میان اين آغازگرها، زوج آغازگر 

 و T. fragiferumهییییای  گونییییه DNAقطعییییاتی از 

T. resupinatum هیا و   گونه را تكثیر نمود، چه در درون

( 9و  1هیای  شكل)چه در بین دو گونه، تنوعی نشان نداد 

از ژنیوم   هیايی  در بخ  ريزماهوارهدهد اين  که نشان می

های خود را به  توالی ،که در طول تكامل است واق  شده

در  RCS3666زوج آغیازگر   .اسیت  شدت حفظ نموده

درون هر دو گونیه تنیوعی نشیان نیداد، ولیی در بیین دو       

گونه قطعات متفاوتی را تكثیر کیرد کیه گويیای وجیود     

دو گونییه اسییت  DNAتفییاوت ژنییومی در ايیین ناحیییه از 

و  RCS1920زوج آغازگرهیییای (. 9و  1 هیییای شیییكل)

RCS1897    با اين کیه در گونیهT. fragiferum  تنیوعی 
 T. resupinatum، ولی در گونیه  (1شكل )نشان ندادند 

(. 9شییكل )را آشییكار سییاختند   چندشییكلیبییه خییوبی  

توان چنین نتیجه گرفت کیه نقیاطی از ژنیوم     بنابراين، می

 هاسیییت در گونیییه کیییه دربردارنیییده ايییین ريزمیییاهواره
T. fragiferum شده واقی  شیده، در    در نواحی حفاظت

در مسییر تكامیل    T. resupinatum کیه در گونیه   حالی
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ايیین  ،ديگییر بیییانبییه . دسییتخوش تغییراتییی شییده اسییت 

انید کیه    واق  شیده  DNAهايی از  ها در بخ  ريزماهواره

در بییین دو گونییه از حیییث سییاختار و عملكییرد متفییاوت 

 در گونییییییه  RCS2667زوج آغییییییازگر  . هسییییییتند

T. fragiferum يكیییی از  امیییا ،ان نیییدادتنیییوعی نشییی

دو آللییی را کییه ايیین ، (Tff4) هییای ايیین گونییه جمعیییت

کیرده   تكثییر  T. resupinatum آغازگر تنها برای گونیه 

تواند بیانگر ردپايی از نفوذ گذشیته   بود، نشان داد که می

 روی تصیوير بیا پیكیان    مربیوط ، بانیدهای  1شكل )باشد 

 (.استنشان داده شده 
 

 T. resupinatum و T. fragiferum یها گونه از جمعیت 23 در SSR نشانگر 3 ریتكث از حاصل نتايج مقايسه -9 جدول

 نام آغازگر رديف
 محدوده دمای اتصال بهینه

 (درجه سانتیگراد)

 (T. resupinatum) شبدر ايرانی (T. fragiferum) فرنگی شبدر توت

 اندازه قطعات
(bp) 

 اندازه قطعات ها تعدادآلل
(bp) 

 ها آللتعداد

2 RCS0883 22-14 191 - 221 22 191 - 221 21 

1 RCS1225 21-11 121 - 231 2 121 - 231 2 

9 RCS1735 21-19 921 - 211 22 921 - 211 1 

1 RCS1920 21-19 921 - 111 1 991 - 111 22 

2 RCS1928 21-21 121 - 112 1 121 - 112 1 

9 RCS2667 21-11 111 - 231 9 111 - 231 1 

4 RCS3666 21-11 191 - 111 1 231 2 

1 RCS2202 22-11 211 - 31 1 211 - 31 2 

3 RCS1897 21-11 191 - 111 1 132 - 111 9 

    19 =  29 = 
 

 
 T. fragiferumجمعیت از گونه  1در  SSRنشانگر  3حاصل از تكثیر  چندشكلیالگوی  -1شكل 
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 T. resupinatum گونه از تیجمع 22 در SSR نشانگر 3 ریتكث از حاصل چندشكلی یالگو -9 شكل

 

 در خییور تنییوع گونییه دو هییر در آغازگرهییا سییاير

 دردنیدروگرام  کیه  طیور  همیان  .دادنید  نشان ای ملاحظه

 در شیود،  میی  مشیاهده  (1 شكل) باندها تحلیل از حاصل

 با .است اند  ها جمعیت بین شباهت میزان ،موارد بیشتر

 از اغلیب  کیه  گونیه  دو اين در زادآوری سیستم به توجه

 Taylor and) اسییت (autogamy) خودلقییاحی نییوع

Gillett, 1988)، ژنی جريان بودن کم که رود می انتظار 

 هیا  جمعیت بین ژنتیكی تنوع افزاي  سبب ها جمعیت بین

 شیود  هیا  جمعیت درون در تنوع کاه  نسبت همان به و

 ايین  روشینی  بیه  تحقیی   ايین  از حاصیل  دنیدروگرام  که

 .داد نشان را لبمط

 گونیه  دو ،SSR نشیانگرهای  از حاصل دندروگرام در
T. fragiferum و T. resupinatum درصید  19 سط  در 

 گونیه  هر به مربوط های جمعیت و شدند جدا هم از کاملاً

 ايین  کیه  (1 شیكل ) گرفتند قرار مجزا خوشه يک روی بر

 هییا گونییه ايیین تاکسییونومیک بنییدی طبقییه بییا بنییدی گییروه

 . (Zohary and Heller, 1984) دارد مطابقت

 دهید،  میی  نشیان  (1 شیكل ) دندروگرام که طور همان

 گیییروه دو جغرافییییايی نظیییر از T. fragiferum گونیییه

 و غیر   شیمال -شمال ژنی خزانه :داد تشكیل را همپوشان

 در ژنیی  خزانیه  دو ايین  که ،غر  شمال-غر  ژنی خزانه

 ايین  که رسد می نظر به .دارند همپوشانی غر  شمال ناحیه

 کشییور از زيیاد  احتمیال  بیه  و ايییران غیر   شیمال  از گونیه 

 سیمت  بیه  متفیاوت،  مسییر  دو در ،شیده  ايیران  وارد ترکیه

 زاگیرس  و البیرز  هیای  کیوه  رشته امتداد در غر  و شمال

 سیاحل  امتیداد  در گونیه  اين پراکن  .است يافته پراکن 

 در گونیه  ايین  بیایی  قابلییت  مؤيید  ارومییه،  شیور  درياچه

 و شیور  هیای  خیا   ويیژه  به تن  پر های محی  با زشسا

 گیییروه دو T. resupinatum گونیییه در .اسیییت قلییییايی

 و شیر   شیمال -شیمال  ژنیی  خزانیه  شامل مجزا جغرافیايی

 بیا  منطب  ،بندی گروه اين .شد مشاهده غر  جنو -غر 

 محیی   بیا  گونه اين سازگاری از ناشی جغرافیايی پراکن 

 غیر   جنیو  -غیر   ژنی خزانه نفوذ از آثاری البته .است

 کیه  گردد می مشاهده نیز شر  شمال-شمال ژنی خزانه در
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 احتمال به ژنی، های خزانه اين بین مكانی فاصله به توجه با

 انتقیال  واسیطه  بیه  انسیان  دخالت از ناشی اختلاط اين زياد

 (PCA) اصیلی  هیای  مؤلفه آنالیز در را نتايج اين .باشد بذر

 (.2 شكل) کرد اهدهمش توان می وضو  به نیز

 سییطو  SSR نشییانگرهای از حاصییل دنییدروگرام

 و نكیرد  جیدا  هیم  از وضو  به را (ها واريته) ای فروگونه

 Trifolium جین   در نشیانگر  ايین  که دهد می نشان اين
 (.1 شكل) ندارد چندانی يیکارآ ای فروگونه سطو  در

 
 جمعیت 23 میان در (J) جاکارد ضريب از استفاده با SSR های داده تحلیل از حاصل های شباهت میزان مبنای بر UPGMA دندروگرام -1 شكل

 .غییر  جنییو  = SW و غییر  = W غییر ، شییمال = NW ،شییر  شییمال = NE شییمال، = T. resupinatum. N و T. fragiferum یهییا گونییه از

 گونیه  در شیر   شیمال -شیمال  ژنیی  انیه خز در غیر   جنیو  -غیر   ژنیی  خزانیه  هیای  نفیوذی  انید  شیده  احاطیه  دايیره  توسی   کیه  هیايی  جمعییت 
T. resupinatum هستند. 

 
 مییزان  مبنیای  بیر  (PCA) اول اصیلی  لفیه ؤم دو اسیاس  بیر  T. resupinatum و T. fragiferum یهیا  گونیه  از جمعییت  23 بنیدی  رسیته  -2 شیكل 

 .غر  جنو  = SW و غر  = W ،غر  شمال = NW ،شر  شمال = NE شمال، = SSR. N های داده تحلیل از حاصل های شباهت
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 بیایی  سیط   از حاکی مطالعه، اين از حاصل نتايج

 شیده  معرفی یها ريزماهواره پذيری انتقال و چندشكلی

 یهیییا گونیییه بیییه T. repens و T. pratense بیییرای
T. fragiferum و T. resupinatum بیودن  بیای  .است 

 نظیر  از هیا  گونیه  ايین  کیه  دهید  میی  نشیان  پذيری انتقال

  ژنیوم  جیدايی،  از پی   و هسیتند  نزديک هم به یژنتیك

 ،بنییابراين .انیید نشییده متحمییل را زيییادی تغییییرات آنهییا

 بییه مربییوط SSR مولكییولی نشییانگرهای از تییوان مییی

 تحلییل  و ارزيیابی  بیرای  يكیديگر  به نزديک یها گونه

 بیر  .نمیود  استفاده جن  اين مختلف یها گونه در ژنوم

 SSR رهییایآغازگ جفییت کییه زمییانی تییا ،اسییاس ايیین

 T. resupinatum و T. fragiferum بیرای  اختصاصیی 

 بیایيی  اطمینیان  ضريب با توان می است، نشده طراحی

 و T. pratense از آمیده  دست به SSR آغازگرهای از

T. repens  اسیتفاده  آنهیا  ژنتیكیی  تنیوع  بررسیی  بیرای 

 .نمود

 اسیتخراج  پیژوه   ايین  در که اين دلیل به ،طرفی از

DNA امكیان  گرفیت،  انجیام  جمعیتی صورت به ژنومی 

 مقايسیه  و جمعیتیی  بیرون  و جمعیتی درون تنوع محاسبه

 بیه  توجیه  بیا  ،لیذا  .نداشیت  وجود عددی صورت به آنها

 تیر  دقیی   مطالعیه  مرتعیی  و زراعیی  گونیه  دو اين اهمیت

 بییا گونییه دو ايیین در جمعیتییی بییرون و درون تنوعییات
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Abstract 

Trifolium resupinatum and T. fragiferum are two important crop species among the legumes. 

T. fragiferum is considered as one of the gene pools of T. resupinatum. In this study, the 

transferability of SSR markers from T. pratense and T. repens to genotypes of these two 

species was evaluated and new microsatellite loci for these species were obtained. Their 

genomic similarity was studied using the SSR markers and phenetic analysis. The results of 

this study indicated a high level of transferability and polymorphism for microsatellites from 

T. pratense and T. repens to genotype of T. resupinatum and T. fragiferum. Studies also 

showed that the genetic diversity was high among the populations and the studied populations 

were grouped in the low levels of similarity. Also, T. resupinatum and T. fragiferum were 

grouped in clusters with very low similarity that indicated genomic differences between them 

in tested SSR loci. This study showed that microsatellites can be useful tools to evaluate 

genetic variation in these species. The results suggested that as long as specific SSR primers 

for these two species were not designed, SSR primers of T. pratense and T. repens could be 

used with high reliability for genomic analysis of these species. 
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