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Abstract 
Trifolium tomentosum L. is an annual plant in the Mediterranean and western part of the Iran-Turanian 

region, which is also found in the west and southwest of Iran. Due to its high tolerance to saline and 

flood soils and the suitability of feeding livestock, this can be a good alternative to rangeland 

rejuvenation. This species has three varieties of tomentosum, curvisepalum and chthonocephalum in 

Iran. This study investigates genetic variation and relationships in 40 individuals from 10 populations 

of this species using CDDP method. Out of 12 primers, 117 bands were obtained, of which 115 

(98.29%) were polymorphic. Based on the results of cluster analysis, the samples were classified into 

two distinct groups, the first cluster including var. tomentosum and the second cluster including 

curvisepalum and chthonocephalum varieties. The mean genetic variation of Nie (H) and Shannon's 

information index (I) were highest in var. chthonocephalum. The analysis of molecular variance also 

showed that the intra-population genetic diversity (62%) was higher than inter-population genetic 

variation (38%), which confirms the outbreeding of this species. In general, according to the results of 

this study, curvisepalum and chthonocephalum varieties of T. tomentosum are more similar, which are 

not consistent with the results of older studies based on SSR and IRAP markers, and it can be said that 

the varieties of T. tomentosum are very similar and the molecular markers cannot separate the varieties 

of this species well. 
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 استفاده با Trifolium tomentosum گونۀ خویشاوندي روابط و ژنتیکی تنوع ارزیابی

 ایران در CDDP روش از

 
 *نسب  حائری مریم

 ایران تهران، نور، پیام دانشگاه شناسی، زیست گروه استادیار

 
 چکیده

تورانی است که در  - یساله در ناحیۀ مدیترانه و غرب ناحیۀ ایران گیاهی یک .Trifolium tomentosum L گونۀ

های شور و غرقابی و  علت تحمل زیاد نسبت به خاک شود. این گونه به غرب ایران نیز یافت می غرب و جنوب

 و tomentosum ،curvisepalumبودن برای تغذیۀ دام گزینۀ مناسبی برای احیای مراتع و دارای سه واریتۀ  مناسب

chthonocephalum ر به بررسی میزان تنوعات ژنتیکی و روابط خویشاوندی در ایران است. پژوهش حاض

 آغازگر  12جمعیت این گونه پرداخته است. از مجموع  10فرد از  40در  CDDP ای با استفاده از روش فروگونه

ای، افراد  بر اساس نتایج تجزیۀ خوشه درصد( چندشکل بودند. 29/98) باند 115باند حاصل شد که از این میان،  117

های  و خوشۀ دوم شامل واریته tomentosumبندی شدند که خوشۀ اول شامل واریتۀ  گروه مجزا طبقه در دو

curvisepalum  وchthonocephalum  بود. بیشترین میانگین تنوع ژنتیکی نی(H)  و شاخص اطلاعاتی شانون(I)  در

  جمعیتی تنوع ژنتیکی درون تجزیه واریانس مولکولی نیز نشان داد مشاهده شد. chthonocephalumواریتۀ 

کلی  طور به بودن این گونه است. درصد( است که مؤید دگرلقاح 38جمعیتی ) درصد( بیشتر از تنوع ژنتیکی بین 62)

ترند  شبیه T. tomentosumاز گونۀ  chthonocephalumو  curvisepalumهای  بر اساس نتایج پژوهش حاضر، واریته

 های  رو، واریته همخوانی ندارد و ازاین IRAPو  SSRتر بر مبنای نشانگرهای  های قدیمی که با نتایج مطالعه

T. tomentosum خوبی جدا  های این گونه را به توانند واریته شده نمی اند و نشانگرهای مولکولی استفاده بسیار شبیه

 کنند.

 .CDDP، روش Trifolium tomentosumایران، تنوع ژنتیکی،  هاي کلیدي: واژه

 

 قدمهم

گیاهی  .Trifolium tomentosum L گونۀ

است  Fabaceaeمتعلق به خانوادۀ  ساله، خودلقاح و یک

(Taylor and Gillett, 1988) این گونه دارای .

بر اساس نظر  که طوری چندشکلی زیادی است؛ به

Zohary  وHeller (1970  دارای شش واریتـه 1984و )

 .T. tomentosum var. tomentosum،Tشامل 

 tomentosum var. curvisepalum (Tackh) 

Thieb. ،T. tomentosum var. chthonocephalum 
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Bornm. ،T. tomentosum var. lanatum Zoh.، 

 T. tomentosum var. orientale Bornm.  و 

T. tomentosum var. philistaeum Zoh.  .است

های یادشده در طول  تفاوت عمدۀ واریته

ها، تراکم و رنگ پوشش  آذین قطر گل ها، آذین گل دم

های کاسه است.  کرکی کاسۀ گل، طول و شکل دندانه

ها در مونوگراف جنس  قلم این واریته تصاویر سیاه

Trifolium آورده شده است (Zohary and Heller, 

تنها دو  (Heller, 1984). در فلورا ایرانیکا 1984)

ایران برای  curvisepalumو  tomentosumواریته 

های پایینی  گزارش شده است که بلندتربودن دندانه

ترین تفاوت آنها  بارز curvisepalumکاسه در واریتۀ 

و  tomentosum، دو واریتۀ 2012است. در سال 

curvisepalum  های  نتایج مطالعهبر اساس

و  SSRشناسی و مولکولی بر مبنای نشانگرهای  ریخت

IRAP هم ادغام شدند و واریتۀ در 

chthonocephalum گزارش بار از ایران  برای نخستین

 Haerinasab, 2012; Haerinasab and)شد

(Rahiminejad, 2012 در واریتۀ .

chthonocephalum ها همگی در قاعدۀ گیاه  آذین گل

های دارای دمبرگ طویل بالاتر از  اند و برگ مجتمع

ه شده برای س گیرند. کلید شناسایی ارائه آنها قرار می

به شرح زیر  Trifoliumواریته در مونوگراف جنس 

 :(Zohary and Heller, 1984)است 

 

های میوه قدری جدا از هم و  دار )کاسه آذین در مرحلۀ میوه نسبتاً تنک و لوب گل -1

شدت خمیده به پشت و  مانند، به های بالایی کاسه ریش واگرا در بخش بالایی(، دندانه

ها در حالت  آذین ای، گل مخروطی یا استوانه  ین با گردن کاسهآذ آمده از سطح گل پیش

متری.  سانتی 5/1تا  1های اکثراً  آذین گل آذین و بخشی روی دم گل میوه بخشی بدون دم

 ای و گیاهان بیابان. گوش طویل، گوه های بالاتر واژسه برگچه

var. curvisepalum  

 2 مانند بالا نیست. های کاسه ت کروی. دندانهطور یکنواخ ها در مرحلۀ میوه به آذین گل -1

های با دمبرگ طویل بالاتر از آنها  ها همگی مجتمع در قاعدۀ گیاه و برگ آذین گل -2

 گیرند. قرار می
var. chthonocephalum  

ها در مرحلۀ میوه کرکی  آذین ها و انشعابات، گل ها در طول یا در رأس ساقه آذین گل -2

های بالایی کاسه افقی، اغلب فشرده به لوله.  رؤیت. دندانه مشبک قابل بندی نرم، با رگ

 ها واضح، خمیده به پایین. آذین دمگل
var. tomentosum 

 

T. tomentosum های مرتعی و  یکی از گونه

به مقاومت  توجه خوراک برای تغذیۀ دام است و با خوش

شور و غرقابی دارد های  زیادی که نسبت به خاک

 Marticorena)مناسبی برای احیای مراتع است گزینۀ 

(and Quezada, 1985.  بومی اروپا، غرب این گیاه

آسیا و شمال آفریقا است و دامنۀ پراکنش محدود و 

مشخصی در کشور ایران دارد و تنها در غرب و 

(؛ به عبارتی 1شود )شکل  غرب ایران یافت می جنوب

غرب  جنوب ای در غرب و دارای خزانۀ وراثتی پیوسته

 .(Haerinasab, 2012)کشور است 
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 (Haerinasab, 2012) ایران در L.  Trifolium tomentosumیجغرافیای پراکنش -1 شکل

 

نشانگرهای ژنتیکی اطلاعات مفیدی دربارۀ مقدار و 

ها  شیوۀ توزیع تنوعات ژنتیکی درون و بین جمعیت

 و ابزار (Belletti et al., 2008)کنند  فراهم می

کردن تنوع ژنتیکی  کارآمدی برای توصیف و کمّی

، روش 2009. در سال (Avise, 1994)ها هستند  جمعیت
CDDP (Conserved DNA-Derived 

Polymorphism)  روش جدیدی برای تهیۀ نشانگرهای

معرفی شد  DNAشدۀ  گیاهی بر پایۀ نواحی حفاظت

(Collard and Mackill, 2009) . روشCDDP  روشی

شدۀ  در آن با استفاده از نواحی بسیار حفاظتاست که 

ها و طراحی آغازگرهایی بر اساس این نواحی  پروتئین

ها معمولاً  شود. این پروتئین می DNAاقدام به تکثیر 

های  های عملکردی رایج مانند ژن حاصل بیان ژن

یا پروتئین  (KNOX)کدکنندۀ هومئوباکس 

 ,.Poczai et al)هستند  (ABP1)شونده به اکسین  متصل

دهد که  هایی را هدف قرار می . این روش ژن2013)

های زنده و غیرزنده  طور مستقیم در پاسخ گیاه به تنش به

دادن دامنۀ کاربرد  درگیر هستند؛ هرچند امکان افزایش

آن با استفاده از علم بیوانفورماتیک وجود دارد. 

CDDP کند  آسانی نشانگرهایی کاربردی فراهم می به

اند. اگرچه نواحی  ه فنوتیپ گیاه وابستهکه ب

شده معمولاً دارای توالی یکسان و یا بسیار  محافظت

اند، تفاوت توزیع آنها در سراسر ژنوم  مشابه

 Poczai et)کند  های زیادی را آشکار می چندشکلی

(al., 2011. آغازگرهای  روش یادشده بر اساس تک

ه سبب بلند با دمای اتصال زیاد طراحی شده است ک

کاهش میزان خطا در اتصال آغازگر و افزایش 

 ,Collard and Mackill)شود تکرارپذیری آن می

های دیگر مانند  در این روش همانند روش .2009)

RAPD  وISSR  طراحی آغازگرها بر اساس توالی ابتدا

شود با این تفاوت  انجام می DNAهای  و انتهای قطعه

ده نواحی های تکثیرش که در این روش قطعه

بودن، نیاز به  ساده اند. شدۀ یک ژن خاص حفاظت

الگوی  DNAکمترین امکانات آزمایشگاهی و نیاز به 

ها از مزایای این روش و  بسیار کمتر نسبت به سایر روش
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از  DNAتولید چندشکلی کمتر و نیاز به دانستن توالی 

 ,.Poczai et al., 2011; Li et al)اند  معایب آن

2013) .Cicer arietinum L. (Hajibarat et al., 

2015) ،Chrysanthemum morifolium Ramat. (Li 

(et al., 2013  وSolanum dulcamara L. (Poczai 

et al., 2011)  از معدود گیاهانی هستند که با این روش

 اند. بررسی شده

طور خاص در گونۀ  تاکنون نشانگرهای مولکولی به

T. tomentosum اند و یکی از دلایل  دهاستفاده نش

 های زراعی مهم ازجمله  احتمالی آن تعدد گونه

T. repens و T. pratense  در این جنس است که بیشتر

اند. از سوی دیگر،  ها را به خود معطوف کرده مطالعه

خشک و  قرارگیری کشور ایران در اقلیم خشک و نیمه

ده لزوم توجه و حفاظت از مراتع ارزشمند کشور با استفا

را گیاهی  T. tomentosumاز گیاهان مفید، 

خوراک برای دام و مقاوم به شوری در اولویت  خوش

دهد. نظر به اینکه  انتخاب برای احیای مراتع قرار می

ای دربارۀ تنوع ژنتیکی این گونۀ مهم  تاکنون مطالعه

انجام نشده است و اطلاعات موجود تا حد زیادی 

در پژوهش حاضر برای  استناد است، مخدوش و غیرقابل

بررسی تنوع ژنتیکی این گونه و روابط خویشاوندی در 

)نشانگری نسبتاً  CDDPای از نشانگر  سطح فروگونه

 لاً با کارایی زیاد( استفاده شد.جدید و احتما

 

 ها مواد و روش

جمعیت مطالعه  10فرد از  40در پژوهش حاضر، 

 T. tomentosumجمعیت به  5شدند که در این میان، 

var. tomentosum ،2  جمعیت بهT. tomentosum 

var. curvisepalum  جمعیت به  3وT. tomentosum 

var. chthonocephalum  تعلق داشتند. اطلاعات

دیده  (1)شده در جدول  های بررسی مربوط به جمعیت

شکلی انجام شدند که  ها به آوری شود. جمع می

در ایران را تاحدامکان کل دامنۀ پراکنش این گونه 

های سند در هرباریوم دانشگاه  پوشش دهند. نمونه

 شوند. اصفهان نگهداری می

 Lefortبه روش  DNAدر مطالعۀ حاضر، استخراج 

 DNAهای  ( انجام شد. غلظت نمونه1999) Douglasو 

 DNAاز طریق مقایسۀ موقعیت و شدت باند حاصل از 

د. تعیین ش با الگوی باندبندی حاصل از نشانگر 

میکرولیتر انجام شد و  10در حجم نهایی  PCRواکنش 

میکرومول آغازگر،  8/0شامل  PCRمخلوط واکنش 

 ، dNTPمول مخلوط  میلی PCR 1x ،24/0بافر 

 واحد آنزیم  MgCl2 ،5/0مول  میلی 5/1

Taq polymerase  نانوگرم  25وDNA  .ژنومی بود

درجۀ  94دقیقه در  4به این شکل انجام شد:  PCRبرنامۀ 

 دقیقه در  1چرخه شامل  35گراد، به دنبال آن  سانتی

گراد،  درجۀ سانتی 50دقیقه در  1گراد،  درجۀ سانتی 94

دقیقه در  5گراد و درنهایت  درجۀ سانتی 72دقیقه در  2

 گراد. درجۀ سانتی 72

ای پلیمراز، محصولات  از انجام واکنش زنجیره پس

PCR  باندهای  درصد برده شدند. 2روی ژل آگارز

برداری  داک مشاهده و عکس تکثیرشده در دستگاه ژل

آغازگر  16شدند. در این بررسی، از مجموع 

امتیازدهی  آغازگر باندهای قابل 12شده تنها  استفاده

 (.2تکثیر کردند )جدول 
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 T. tomentosumشدۀ گونۀ  های مطالعه اطلاعات مربوط به جمعیت -1جدول 

 آوري محل جمع ردیف
اع از سطح ارتف

 (mدریا )

شمارۀ 

 هرباریومی

کد 

 جمعت
T. tomentosum var. tomentosum 

 IUH to15A 17917 953 3خوزستان: ایذه به دهدز، سد کارون  1

 IUH to91 17915 834 فارس: نورآباد به کازرون، تنگۀ چوگان، شهر نیشابور 2

 IUH to81 17913 58 ازشرق اهو کیلومتری شمال 49خوزستان: ملاثانی به شوشتر،  3

 IUH to114 18052 900 از تنگ ملاوی لرستان: بعد 4

 17912IUH toH28 1736 بختیاری: سرخون به دهدز 5
T. tomentosum var. chthonocephalum 

 IUH ch17 18045 1303 خوزستان: دهدز به سرخون 6

 IUH ch77 17908 1116 4بختیاری: سرخون به دهدز، نزدیک سد کارون  7

 IUH ch86 18050 211 خوزستان: جادۀ آغاجاری به بهبهان، حاشیۀ رودخانۀ مارون 8

T. tomentosum var. curvisepalum 

 IUH cu88A 17914 841 کیلومتری جاده گچساران به نورآباد 43بویراحمد:  و کهگیلویه 9

 IUH cu33 18046 1360 آذربایجان غربی: سردشت 10

 (Collard and Mackill, 2009)شده در پژوهش حاضر  استفاده CDDPمربوط به آغازگرهای اطلاعات  -2جدول 

 %Tm °C CG (′5→′3 ) توالی آغازگر نام آغازگر عملکرد ژن نام ژن

WRKY 
عامل رونویسی در عملکردهای 

 تکاملی و فیزیولوژیکی

WRKY-F1 TGG CGS AAG TAC GGC CAG 61 7/66 

 WRKY-R3 GCA SGT GTG CTC GCC 54 3/73 

 WRKY-R3B CCG CTC GTG TGS ACG 54 3/73 

MADS 

کنندۀ شروع و توسعۀ اندام  کنترل

 گلی

MADS-1 ATG GGC CGS GGC AAG GTG C 66 7/73 

 MADS-2 ATG GGC CGS GGC AAG GTG G 66 7/73 

 MADS-4 CTS TGC GAC CGS GAG GTG 63 2/72 

ABP1 
شونده  کدکنندۀ پروتئین متصل

 ه اکسینب
ABP1-1 ACS CCS ATC CAC CGC 54 3/73 

MYB 

ناشناخته )دخیل در متابولیسم 

های زنده و غیرزنده،  ثانویه، تنش

 زایی سلولی( ریخت

MYB1 GGC AAG GGC TGC CGC 57 0/80 

ERF 
عامل رونویسی دخیل در مسیر 

 ها مقاومت به بیماری
ERF2 GCS GAG ATC CGS GAC CC 62 5/76 

KNOX 

 دۀ هومئوباکسکدکنن

KNOX-1 AAG GGS AAG CTS CCS AAG 58 1/61 
 KNOX-2 CAC TGG TGG GAG CTS CAC 61 7/66 

 KNOX-3 AAG CGS CAC TGG AAG CC 57 7/64 
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ها برای انجام  شده روی ژل باندهای مشاهده

های آماری در قالب ماتریسی از صفر و یک  تحلیل

بود آن با عدد و ن 1تنظیم شدند )حضور باند با عدد 

ها از  وتحلیل داده در نظر گرفته شد(. برای تجزیه صفر

، NTSYS (V2.02) ،PopGene32افزارهای  نرم

GenAlex6.4  وPowerMarker (V3.25)  .استفاده شد

)برای حضور( و  aدو آلل  PowerMarkerافزار  در نرم

b  برای نبود( در نظر گرفته شدند و ازنظر این دو آلل(

 هموزیگوت بودند. b/bو یا  a/aشکل  ها به یتتمام جمع

 بر (PIC) میانگین محتوای اطلاعات چندشکلی

PIC=1-∑fiاساس رابطۀ 
 PowerMarkerافزار  با نرم 2

ام برابر iبا فراوانی آلل  fiمحاسبه شد که در این رابطه، 

. همچنین شاخص (Botstein et al., 1980) است

طبق رابطۀ برای تمام آغازگرها  (MI)نشانگر 

MI=PIC.N.β  محاسبه شد کهN باندهای  تعداد

درصد چندشکلی برای هر آغازگر است.  βشکل و  چند

برای هر  (Resolving power)شاخص قدرت تفکیک 

نیز از رابطۀ  Ibو میزان  Rp=∑Ibآغازگر طبق رابطۀ 

Ib=1-(2|0.5-Pi|)  محاسبه شد کهPi  درصد فراوانی یک

 .(Pawell et al., 1996) استآلل از هر باند 

و  NTSYSافزار  دندروگرام با استفاده از نرم

 Simple Matchingو  Dice ،Jaccard (J)ضرایب 

(SM) منظور سنجش میزان انطباق  ترسیم شد. به

شده با ماتریس تشابه، میزان همبستگی  دندروگرام رسم

کوفنتیک برای هریک از ضرایب یادشده محاسبه شد. 

 بیشترین Jaccardه بر اساس ضریب شد دندروگرام رسم

( را نشان داد و بنابراین r=82/0میزان همبستگی )

 رسم شد. Jaccardاساس ضریب تشابه  دندروگرام بر

منظور استفادۀ بهینه و استخراج بیشترین اطلاعات  به

 (PCoA)اصلی   های حاصل، تجزیه به مختصات از داده

افزار  رمای با ن عنوان روش مکمل آنالیز خوشه  به

GenAlex6.4  انجام شد. همچنین آنالیز واریانس

که روشی برای مطالعۀ تنوع  (AMOVA)مولکولی 

ها است  ژنتیکی و میزان چندشکلی بین و درون جمعیت

 انجام شد. GenAlex6.4افزار  با نرم

 های گونۀ تجزیۀ تنوع ژنتیکی درون جمعیت

T. tomentosum افزار  با نرمPopegene32 به کمک 

انجام شد. در این ارزیابی Nie (1973 )ضریب تشابه 

 های مؤثر ، تعداد آلل(Na) شده های مشاهده تعداد آلل

(Ne)شاخص تنوع ژنتیکی نی ، (H) و شاخص شانون 

(I) ها محاسبه شد. میزان شباهت  برای هریک از جمعیت

افزار  وسیلۀ ماتریس فاصله با نرم ها به یا تفاوت جمعیت

GenALEX 6.3 عیین شد.ت 

 

 نتایج

شدۀ  هایی از سه واریتۀ مطالعه تنوع ژنتیکی جمعیت

آغازگر  12با استفاده از  T. tomentosumگونۀ 

CDDP  آغازگر  12بررسی شد. از مجموع

 باند تکثیر شد که از این تعداد،  117شده   استفاده

درصد باندها(  29/98طور میانگین  باند )به 115

شده به  عداد باندهای تکثیرچندشکل بودند. میانگین ت

ازای هر آغازگر و میانگین تعداد باندهای چندشکل 

درصد  19/8و  75/9ترتیب برابر  برای هر آغازگر به

بیشترین تعداد باند چندشکل در آغازگر  بود.

KNOX-2  باند و کمترین تعداد در آغازگرهای  12با

WRKY-R3  وKNOX-1  باند مشاهده شد.  8با

 و میانگین  چندشکلباند  47با  ch86جمعیت 

باند چندشکل  30با  cu88Aدرصد و جمعیت  17/40

ترتیب بیشترین و کمترین  درصد به 64/25و میانگین 

آغازگر  12آغازگر از  10تعداد باند را داشتند. 
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درصدی نشان دادند و  100شده چندشکلی  استفاده

درصد  88/88با  ERF2و  WRKY-F1آغازگرهای 

د چندشکلی را داشتند. دامنۀ باندهای کمترین درص

 2جفت باز بود. در مجموع  2000تا  100ایجادشده بین 

وسیلۀ  درصد باند اختصاصی به 25/11طور میانگین  و به

 ایجاد شدند. MADS-1و  KNOX-1  آغازگرهای

 T. tomentosumنۀ جمعیت از گو 10در بررسی  CDDPهای تنوع ژنتیکی با استفاده از آغازگرهای  شاخص  -3جدول 

 bpدامنه تولید باند  TNB NPB PPB% NSB PSB% Rp PIC MI آغازگر ردیف

1 WRKY-R3 8 8 100 0 0 54/5 39/0 12/3 1500-200 

2 MADS-4 10 10 100 0 0 69/3 48/0 80/4 1700-100 

3 ABP1-1 9 9 100 0 0 36/4 32/0 88/2 1400-200 

4 WRKY-F1 9 8 88/88 0 0 13/3 30/0 40/2 1500-200 

5 ERF2 9 8 88/88 0 0 60/3 25/0 00/2 2000-200 

6 KNOX-1 8 8 100 1 5/12 54/2 49/0 92/3 2000-100 

7 WRKY-R3B 11 11 100 0 0 93/2 42/0 62/4 1900-300 

8 MYB1 9 9 100 0 0 38/4 47/0 23/4 2000-150 

9 KNOX-2 12 12 100 0 0 25/6 34/0 08/4 2000-400 

10 KNOX-3 11 11 100 0 0 73/5 36/0 96/3 1900-200 

11 MADS-1 10 10 100 1 10 95/5 52/0 20/5 2000-400 

12 MADS-2 11 11 100 0 0 44/7 32/0 52/3 1700-200 

 - - - - 25/11 2 29/98 115 117  مجموع

 100-2000 72/3 39/0 62/4 87/1 16/0 19/8 58/9 75/9  میانگین

 

TNB ،تعداد کل نوارها .NPB تعداد نوارهای .

 . درصد نوارهای چندشکل، PPBچندشکل، 

NSB ،تعداد نوارهای اختصاصی .PSB درصد .

 . قدرت تفکیک، Rpنوارهای اختصاصی، 

PICای اطلاعات چندشکلی، . محتوMI شاخص .

شده در  نشانگر. اطلاعات مربوط به آغازگرهای استفاده

 شرح داده شده است. (2) جدول

در  44/7برابر با  (Rp)بیشترین میزان قدرت تفکیک 

در  54/2و کمترین آن برابر با  MADS-2آغازگر 

در  Rpمشاهده شد. میانگین  KNOX-1آغازگر 

بود. شاخص  62/4برابر با شده  آغازگرهای آزموده

دارای بیشترین  MADS-1در آغازگر  (MI)نشانگر 

طور میانگین  ( و میزان شاخص نشانگر به20/5مقدار )

بود. میانگین محتوای اطلاعات چندشکلی  72/3برابر با 

(PIC) 39/0 که بیشترین آن به آغازگر به دست آمد 

MADS-1  و کمترین آن به آغازگر  52/0با مقدار

ERF2  (.3جدول )مربوط بود  25/0با مقدار 

در دندروگرام حاصل از مطالعۀ حاضر، افراد در 

بندی شدند. در  درصد در دو خوشه دسته 36سطح تشابه 

 .T. tomentosum varخوشۀ اول، پنج جمعیت از 

tomentosum های  شامل جمعیتto15 ،to91 ،to81 ،

to114  وtoH28  و در خوشه دوم، دو جمعیت از 

T. tomentosum var. curvisepalum  شامل

 و سه جمعیت از  cu33و  cu88Aهای  جمعیت
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T. tomentosum var. chthonocephalum  شامل

 قرار گرفتند  ch86و  ch17 ،ch77های  جمعیت

ارائه شده  (4)نتایج آنالیز واریانس در جدول (. 2)شکل 

 است.
 

 
 جمعیت گونۀ 10فرد از  40در  UPGMAو ضریب تشابه جاکارد بر اساس روش  NTSYSافزار  دندروگرام حاصل از نرم -2شکل 

T. tomentosumآمده است. (1)ها در جدول  . اطلاعات مربوط به جمعیت 

 جمعیت گونۀ  10فرد از  40مربوط به  CDDPهای حاصل از نشانگر مولکولی  داده (AMOVA)آنالیز واریانس مولکولی  -4جدول 
T. tomentosum 

 درصد تنوع انحراف معیار ها میانگین مربع درجۀ آزادي ابع تنوعمن

 62% 733/17 00/532 30 جمعیتی درون

 38% 725/10 700/545 9 جمعیتی بین

 100% 458/28 700/1077 39 کل

 

تر ارتباط بین و درون  برای تأیید و بررسی دقیق

 (PCoA)اصلی   ها از روش تجزیه به مختصات جمعیت

نشان داده شده است.  (3)د که در شکل استفاده ش

ای مطابقت  کاملاً با نتایج تجزیۀ خوشه PCoAنتایج 

 90/18و  21/30ترتیب  داشتند. محورهای اول و دوم به

درصد واریانس کل را توجیه کردند. درصد تنوع 

ارائه  (5)شده در هر محور اصلی در جدول  محاسبه

اول، دوم شده است. بر اساس نتایج، محورهای اصلی 

درصد کل تنوع را توجیه  42/65و سوم درمجموع 

 کنند. می
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فرد از هر جمعیت(  4جمعیت ) 10فرد از  40در  GenALEXافزار  بر اساس تجزیه به مختصات اصلی حاصل از نرم PCoA نمودار -3شکل 

 T. tomentosumگونۀ 
 

شده  محاسبه CDDPدرصد تنوع برای آغازگرهای  -5جدول 

 PCoAمحور اصلی در آنالیز  توسط سه

 3 2 1 محور

 32/16 90/18 21/30 درصد تنوع

 42/65 10/49 21/30 درصد تجمعی تنوع

 

به جمعیت  (Na)شده  مشاهده  بیشترین تعداد آلل

ch86  آلل و کمترین مقدار آن به جمعیت  983/0با

to114  های مؤثر آلل تعلق داشت. آلل 607/0با (Ne) 

دارای فراوانی برابر و توزیع خوبی  هایی که یعنی آلل

آلل بیشترین و در  277/1با  ch86هستند در جمعیت 

آلل کمترین مقدار را داشتند.  117/1با  to114جمعیت 

و  (I)با شاخص شانون  to86میزان تنوع در جمعیت 

( بیش از سایر =156/0Iو =230/0H) (H)شاخص نی 

ترتیب  به to114و  to86های  ها بود. جمعیت جمعیت

پذیری و میزان  دارای بیشترین و کمترین تنوع

 (.6 جدول) ها بودند پراکندگی نسبت به سایر جمعیت

 جمعیت از گونۀ 10های تنوع ژنتیکی در  شاخص -6جدول 
 T. tomentosum 

 Na Ne I He ها جمعیت

to15A 906/0 221/1 189/0 127/0 

to81 795/0 201/1 161/0 111/0 

to114 607/0 117/1 097/0 066/0 

to 91 863/0 242/1 197/0 135/0 

to H28 872/0 188/1 171/0 113/0 

cu88A 812/0 175/1 146/0 099/0 

ch77B 744/0 193/1 161/0 110/0 

ch 17 897/0 195/1 165/0 112/0 

cu 33 846/0 199/1 160/0 110/0 

ch 86 983/0 277/1 230/0 156/0 

 114/0 168/0 201/1 832/0 میانگین

، (Ne) های مؤثر ، تعداد آلل(Na) شده های مشاهده تعداد آلل

 (I) ، شاخص شانون(H) شاخص تنوع ژنتیکی نی
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شده  های بررسی در ارزیابی ماتریس فاصلۀ جمعیت

 GenAlexافزار  که با نرم T. tomentosumاز گونۀ 

بین جمعیت  159/0انجام شد بیشترین شباهت با فاصلۀ 

ch17 اریتۀ از وchthonocephalum  و جمعیتcu33 

 to15A  مشاهده شد و جمعیت curvisepalumاز واریتۀ 

از واریتۀ  ch77Bو جمعیت  tomentosumاز واریتۀ 

chthonocephalum  بیشترین  098/1با میزان فاصلۀ

  شده نشان دادند. های بررسی تفاوت را در بین جمعیت

 

 گیري بحث و نتیجه

 CDDPاستفاده از نشانگرهای  در پژوهش حاضر با

 های طبیعی گونۀ  تنوع بین و درون جمعیت

T. tomentosum  ارزیابی شد. نتایج چندشکلی درخور

( را در الگوهای باندی درصد 29/98توجهی )

 آمده نشان دادند. دست به

 KNOX-2شده، آغازگر  از میان آغازگرهای آزموده

دشکل بود. باند دارای بیشترین تعداد باند چن 12با 

فرد )اختصاصی( در آغازگرهای  به باندهای منحصر

KNOX-1  وMADS-1 به اهمیت  توجه دیده شدند. با

ها و نیز طراحی  باندهای اختصاصی در شناسایی تاکسون

نشانگرهای جدید مبتنی بر ارتباط این باندها و 

 های درحال تفرق  های اختصاصی تاکسون صفت

(Roy, 2000) و آغازگر کارایی بیشتری احتمالاً این د

نسبت به سایر  های این جنس در جداسازی تاکسون

 اند. شده داشته غازگرهای استفادهآ

شاخص قدرت تفکیک بهترین شاخص برای 

زیرا هم از تعداد  است (Rp)انتخاب آغازگر مناسب 

پذیرد  یر میتأثافراد دارای باند و هم از تعداد آلل 

(Prevost and Wilkinson, 1999) قدرت تفکیک .

(Rp)  شاخصی است که توانایی تفکیک آغازگرهای

. میزان (Kayis et al., 2010)دهد  انتخابی را نشان می

Rp  در آغازگرMADS-2  بیشترین مقدار را  44/7با

دهد این آغازگر نسبت به سایر  داشت و نشان می

 رها دارای قدرت تفکیک بهتری است.آغازگ

مناسبی برای کارایی برآورد  (MI)شاخص نشانگر 

آغازگرها است که به تعداد باندهای چندشکل 

آمده و به پوشش زیاد ژنوم توسط نشانگر نسبت  دست به

. زیادبودن (Milbourne et al., 1997)شود  داده می

دهنده تولید تعداد بیشتری باند  شاخص نشانگر نشان

کردن اطلاعات بیشتری از ژنوم است  چندشکل و فراهم

(Spooner et al., 2005).  در پژوهش حاضر، بیشترین

مشاهده  MADS-1( در آغازگر 20/5شاخص نشانگر )

شد که کارایی خوب این آغازگر نسبت به سایر 

 دهد. شده را نشان می گرهای بررسیآغاز

در  (PIC)میانگین محتوای اطلاعات چندشکلی 

یکی از  PICمحاسبه شد.  39/0پژوهش حاضر برابر با 

مهم برای مقایسۀ قدرت تمایز نشانگرهای های  شاخص

. مقادیر زیاد این شاخص بر چندشکلی استمختلف 

یی بسزازیاد در یک جایگاه دلالت دارد که دارای نقش 

 Thimmappaiah et)در تفکیک و تمایز افراد است 

al., 2008) بیشترین مقدار میانگین محتوای اطلاعات .

با  MADS-1 چندشکلی در پژوهش حاضر به آغازگر

با مقدار  ERF-2و کمترین آن به آغازگر  52/0مقدار 

از صفر تا یک متغیر  PICمربوط بود. مقادیر  25/0

باشند  ترآمده بیش دست هستند و هر چه اعداد به

کنندۀ فراوانی بیشتر چندشکلی برای آن جایگاه در  بیان

؛ پس (Wei et al., 2005)شده هستند  های بررسی نمونه

سطح تمایز  PICبا بیشترین مقدار  MADS-1آغازگر 

شده دارد و  بالاتری نسبت به سایر آغازگرهای بررسی

توانایی آن در آشکارسازی چندشکلی بیشتر است؛ در 
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 PICبا کمترین مقدار  ERF-2حالی که آغازگر 

ها دارد. طبق  ( سهم کمتری در جداسازی تاکسون25/0)

 PIC˃5/0( 1980و همکاران ) Botsteinنظر 

 PIC>5/0˃25/0 دهندۀ نشانگر بسیار کارآمد و نشان

دهندۀ  نشان PIC˂25/0 دهندۀ نشانگر کارا و نشان

نشانگر دارای کارایی کم است. در پژوهش حاضر، 

طور میانگین برابر با  و به 52/0و  25/0بین  PICمقدار 

( نشانگرهای 1980) Botsteinبه نظر  توجه بود و با 39/0

CDDP ر کارا بودند.در مطالعۀ حاض 

نتایج پژوهش حاضر و میزان زیاد چندشکلی 

 CDDPهای حاصل از نشانگرهای  باند (درصد 29/98)

های تاکسونومیک  دهند این روش برای مطالعه نشان می

مناسب است.  Trifoliumو فیلوژنتیک در جنس 

دهد نقش آغازگر  بندی نتایج نشان می همچنین جمع

MADS-1 شده بیش از سایر  رسیدر جداسازی افراد بر

 آغازگرها است.

دهد  بندی حاصل از دندروگرام نشان می خوشه

باهم  chthonocephalumو  curvisepalumهای  واریته

شوند و واریتۀ  بندی می در خوشۀ دوم دسته

tomentosum طور جداگانه در خوشۀ اول قرار  به

های پیشین با  که بر اساس مطالعه گیرد؛ درحالی می

های  ، واریتهSSRو  IRAPه از نشانگرهای استفاد

tomentosum  وcurvisepalum  باهم در یک گروه

 chthonocephalumشوند و واریتۀ  بندی می دسته

 ,Haerinasabشود ) بندی می طور جداگانه دسته به

تر از آن  های این گونه شبیه رو، واریته (؛ ازاین2012

 ند.هستند که به کمک این نشانگرها تفکیک شو

تر ارتباط بین و درون  برای تأیید و بررسی دقیق

استفاده  (PCoA)ها از تجزیه به مختصات اصلی  جمعیت

ای بر اساس  با نتایج تجزیۀ خوشه PCoAشد. نتایج 

مطابقت داشتند و دو دستۀ مجزا کاملاً  UPGMAروش 

و  tomentosumمشهود بودند. دستۀ اول شامل واریتۀ 

و  curvisepalumهای  دستۀ دوم شامل واریته

chthonocephalum تر دو  بود که مؤید ارتباط نزدیک

 است. chthonocephalumو  curvisepalumواریتۀ 

نتایج واریانس مولکولی نشان دادند از میزان کل 

ها  درصد به تنوع بین جمعیت 38شده،  واریانس مشاهده

ها مربوط است.  درصد به تنوع درون جمعیت 62و 

Taylor  وGillett (1988از بین گونه ) سالۀ  های یک

را خودلقاح  T. tomentosumگونۀ  fragiferaبخش 

 62به مقدار بیشتر تنوع درون جمعیتی ) توجه دانستند. با

درصد( در  38درصد( نسبت به تنوع بین جمعیتی )

رسد برخلاف نظر  آنالیز واریانس مولکولی به نظر می

Taylor  وGillett (1988گونۀ ،) T. tomentosum 

دگرلقاح  T. clusiiو  T. resupinatumهای  مشابه گونه

 .(Taylor and Gillett, 1988)باشد 

های مولکولی  در بررسی تنوع ژنتیکی از طریق داده

بهتر است آغازگرها توزیع یکنواخت و مناسبی در 

سطح ژنوم داشته باشند تا درحدممکن کل ژنوم را 

های  آغازگرها از بخش بنابراین، اگر پوشش دهند؛

مختلف ژنوم انتخاب شده باشد همبستگی بین نتایج کم 

خواهد بود و تعداد محور بیشتری برای توجیه تنوعات 

. نتایج تجزیه به (Hedrick, 2011)آنها نیاز است 

شده در  مختصات اصلی نشان دادند آغازگرهای استفاده

دهند؛  پژوهش حاضر تاحدی کل ژنوم را پوشش می

ا بر پایۀ نتایج، محورهای اصلی اول، دوم و سوم زیر

کنند که  درصد کل تنوع را توجیه می 42/65درمجموع 

 بر توزیع مناسب آغازگرها در ژنوم دلالت دارد.

نتایج بررسی حاضر تنوع ژنتیکی نسبتاً مطلوب بین 

دهند. بر اساس  شده را نشان می های مطالعه جمعیت
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شاخص شانون درصد و  114/0نتایج، شاخص نی 

های  درصد ارزیابی شد. بررسی تنوع در جمعیت 168/0

نشان داد بیشترین تشابه  CDDPحاضر با نشانگرهای 

از واریتۀ  ch17های  ژنتیکی بین جمعیت

chthonocephalum  وcu33  از واریتۀcurvisepalum 

علت همین تشابه ژنتیکی بیشتر، این دو  است و به

ای قرار  م تجزیۀ خوشهجمعیت در یک خوشۀ دندروگرا

های یادشده و  گیرند. تشابه ژنتیکی بین جمعیت می

بودن زمان  قرارگرفتن آنها در یک گروه از نزدیک

های ژنتیکی این  پیدایش، مبدأ پراکنش یکسان و قرابت

 شود. ها ناشی می واریته

از واریتۀ  to15A  بیشترین فاصلۀ ژنتیکی بین جمعیت

tomentosum  و جمعیتch77B  از واریتۀ

chthonocephalum علت همین تفاوت  دیده شد و به

ژنتیکی، دو جمعیت در دو خوشۀ متفاوت دندروگرام 

 قرار گرفتند. UPGMAای بر اساس روش  تجزیۀ خوشه

کارگیری روش  کلی، بر اساس نتایج به طور به

CDDP های  واریتهcurvisepalum  و

chthonocephalum های  هترند و واریت به هم شبیه

tomentosum  وchthonocephalum  شباهت و

های  . نتیجۀ یادشده با نتایج مطالعهنزدیکی کمتری دارند

همخوانی  SSRو  IRAPپیشین مبنی بر نشانگرهای 

کاررفته  رو، نشانگرهای مولکولی به ندارد و ازاین

باوجود چندشکلی زیاد اغلب گزینۀ مناسبی برای 

و  T. tomentosumنۀ ای در گو های فروگونه مطالعه

 نیستند. Trifoliumهای جنس  احتمالاً در سایر گونه
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