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  چكيده

باشد و به لحـاظ   عدد مياي مت از جمله گياهان بومي ايران است كه داراي خواص دارويي و ادويه ).Crocus spp( زعفران 
هاي مولكولي بررسي و برآورد سطح تنوع ژنتيكـي   يكي از كاربردهاي مهم تكنيك. اقتصادي در ايران و جهان حائز اهميت است

 به اين .باشد مي گياهان ژنتيكي ذخاير مديريت حفظ و نژادي ها در به ها، براي استفاده مطلوب از آن ها و جمعيت پلاسم در ژرم

جمع آوري شده مناطق مختلف زعفران  هاي زراعي و وحشي زعفراناز نمونه  25و ارتباط ژنتيكي  ر تحقيق حاضر تنوعمنظور د
 .C. sativus ،C هـاي  گونـه هـا متعلـق بـه     اين نمونـه . مورد بررسي قرار گرفت RAPDخيز ايران با استفاده از چند نشانگر 

speciosus ،C. cansellatuse ،C. haussknechii  وC. michelsonii آغازگر يازده. باشدمي RAPD  90 قابل  نوار 

 نتـايج . درصـد محاسـبه شـد    20/78معـادل  RAPDبراي نشانگر  آمده به دست ميانگين چندشكلي. امتيازدهي توليد كردند

 ـ. دار بـود  ها معنـي  ها و درون جمعيت مولكولي نشان داد كه تنوع ژنتيكي بين جمعيت واريانس تجزيه از حاصل ايـن   ر اسـاس ب
 PICتوزيع مقادير . گرديد برآورد درصد RAPD ،32با استفاده از نشانگر   RAPD ها يتجمع بين ژنتيكي تنوع تجزيه سهم

تنـوع زيـادي    ي زعفـران هـا  گونهنتايج حاصل نشان داد كه در بين و درون . متغير بود 324/0با ميانگين  421/0تا  147/0بين 
  .ي به نژادي اين گياه با ارزش استفاده كردها برنامهدر توان از آن  يموجود دارد كه 

  شكلدچن اطلاعات محتوايتجزيه واريانس مولكولي، تنوع ژنتيكي،  :كليدي گانواژ
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  مقدمه
ــنس  ــه ز  Crocusجـ ــق بـ ــمتعلـ ــانواده  ريـ خـ

Crocoideae نيتـر  از بـزرگ  رخانوادهيز نيا. باشد يم 
 Iridaceaeشـده از خـانواده    شـناخته  رخانوادهيچهار ز

گونه چندساله را  80از  شيب Crocusجنس  . باشد يم
جـنس در   ني ـگونـه از ا  9كه تا كنـون   شود يشامل م

 يـن كـه از ا ) 1376ابريشمي، (شده است  گزارش رانيا
 يگـر گونـه د  6و ) 1386كيفـي،  (گونه بهارگل  3 يانم
 يـه اول يبنـد  طبقـه ). 1384صـانعي،  (هستند  ييزگلپا

سـاس درجـه   بـر ا ) Baker, 1982( يكرجنس توسط ب
 ـ. صـورت گرفتـه اسـت    انشعاب كلاله و رنگ گـل   يول

 يـه نظر يـه پا بـر  شود يكه امروزه استفاده م يبند طبقه
بر اسـاس   يومات. استوار است) ,Mathew 1982( يومات

 شود يزعفران م يها گونه يصكه باعث تشخ يژگيسه و
 يـاب غ يـا ، انشـعابات خامـه و حضـور    پيازمثل پوشش 

بـه جـز گونـه    . كـرد  يبنـد  جنس را طبقـه  ينا يلپروف
و  پلوئيـد  يتـر  يـل كـه بـه دل   Crocus sativus يزراع
جنس  ينا يها گونه يرسا رددا يينيبودن تنوع پا يمعق

و انتظـار  ) ,Mathew 1982(بذر را دارند  يدقدرت تول
جـنس در   ينا يوحش يها در گونه ييتنوع بالا رود يم
به  يكيتنوع ژنت يزانم ينتخم. وجود داشته باشد يرانا

داري و  در نگـه  يو اساس ـ اي يههاي پا از گام يكيعنوان 
 يهـا  برنامه يدر بانك بذر و اجرا يكيحفاظت مواد ژنت

را  يكـي تنـوع ژنت ). 1368حبيبـي،  ( باشـد  ينژادي م به
در سطوح مختلف مشـتمل بـر جـنس، گونـه،      توان يم

 يبررس ـ DNA يو تـوال  يفرد، ژنوم، مكان ژن يت،جمع
 شـيميايي،  يوو ب يكيمورفولوژ هاي يژگيعلاوه بر و. ردك

 يوتيــپ،كار ييــراتهمچــون تغ يگــريد يهــا روش
در  DNAبـــر  يمبتنـــ يو نشـــانگرها هـــا يـــزوزايمآ

مـورد   يا ن گونهيتنوع ب يينها و در تع گونه يبند طبقه
هـر   .(Talbert et al., 1990) گيرنـد  ياستفاده قرار م
 ينباتات تـا حـدود  اصلاح  يككلاس يها چند كه روش

 ياند، ول زعفران موفق بوده يزراع ياتدر اصلاح خصوص
ــا  ــتفاده از ابزاره ــدجد ياس ــوژيكيب ي ــول يول  يو مولك

 يعآن و تسر يتو كم يفيتك يبه منظور ارتقا تواند يم
   ).,Fernandez 2004(در روند اصلاح مؤثر باشد 

جـنس بـه منظـور     ني ـا يها گونه نيمطالعه تنوع ب
ــ ــاوندانيخو  افتني ــپلوئيد ش ــ دي ــنزد يوحش ــه  كي ب

كـه   افتهيمختلف انجام  يبه روش ها يزعـفـران زراعـ
 يهـا  نـشان داد گـونـه پيوتيمطالعات كار انيم نيدر ا

C. carttwrightianus  وC. oreocreticus   با گونـه
C. sativus زي ـن يمطـابق بودنـد، امـا اختلافـات     اريبس 

ــتند ــه  . داش ــه گون ــابهت  C. hardriaticusالبت مش
ــر ــه   يكمت ــا گون ــت C. sativusب ــه ا. داش ــك  ني

 Agayev et(دارد  شتريب قيبه تحق ازين ها يريگ جهينت

al., 2009.( و همكـاران   ايك يعلو در پژوهش)2008 (
جـنس   يك ـيو تنوع ژنت يشاونديروابط خو نييتع يبرا

Crocus  شـده   يرآو و گونه جمع پياكوت 20 ران،يادر
ــت  ــا اس ــور ب ــر كش ــانگرهااز سراس ، ISSR يفاده از نش

IRAP  وREMAP  ــا  قــرار گرفــت يابيــارزمــورد و ب
در  ييهر سه نوع نشانگر، تنوع بـالا  يها استفاده از داده

 ني ـدر ا. شـد را گـزارش   يوحش يها و درون گونه نيب
كــه بــر اســاس  يآغــازگر رتروترانســپوزون 28مطالعــه 

شده  يژنوم جو طراح يها رتروترانسپوزون  LTRبخش
به قطعـات   تيپانزده آغازگر با موفق. د استفاده شدبودن
در تحقيقـي  . افـت ياز ژنوم زعفـران اتصـال    رشدهيتكث

ــا اســتفاده از نشــانگر   .Cســه گونــه RAPDديگــر ب

hyemalis  ،C. sativus  وC. vernus  گريكــديبــا 
از تنوع درون و بين  ييدرجه بالا جيشدند و نتا سهيمقا

 C. hyemalis يوحشــ يهــا تيــرا در جمع تيــجمع
بـا   C. hyemalis كي ـنزد يكينشان داد و شباهت ژنت

امكـان داشـتن   . مشاهده شـد   C. vernus گونه زراعي
 ندهي، در آC. hyemalis تياز جمع ديجد يا گونه ريز

 يها افتهيبرخلاف  .,Syouf et al). (2008 وجود دارد
ژنتيكي در  نوعت) 2009(و همكاران  ينتايج مرد ،يقبل

ــپ ــ اكوتي ــود دارد و   ه ــران وج ــي اي ــران زراع اي زعف
هـا   هاي مناطق گلپايگان و قائن از سـاير نمونـه   اكوتيپ

اين نتايج اولـين گـزارش از وجـود    . باشند-يمتفاوت م
تنــوع ژنتيكــي در زعفــران زراعــي بــا اســتفاده از      
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 ,.Sik et al(  كيس ـ. باشـد  يم ـ  ISSRنشـانگرهاي 

ــانگرها ) 2008 ــتفاده از نش ــا اس  ISSRو  RAPD يب
را  هيمتعلق غرب ترك يتينمونه جمع 56 يكيروابط ژنت

 اريبس ـ يك ـينشـان داد تنـوع ژنت   جينتا. نمودند يبررس
 يكه حـاك  شود يها مشاهده م نمونه نيا انيدر م ييبالا
 ياز مراكـز اصـل   يك ـي توانـد  يم هياست كه  ترك نياز ا
  .باشد  Crocusجنس يبرا

مراز بر واكنش هاي زنجيره اي پلي يمبتن هاي روش
)PCR(    به دليل سهولت، هزينه پايين سـرعت و عـدم

نياز به كاوشگرهاي راديواكتيو امروزه به طـور گسـترده   
اي در بررســي تنــوع و فاصــله ژنتيكــي در بــين ارقــام 

در سـال  . گيرنـد مختلف گياهي مورد استفاده قرار مـي 
بـه   PCRمبتنـي بـر    لكوليهاي اخير از نشانگرهاي مو

ي بـراي شناسـايي چنـد شـكلي،     عنوان ابزار قدرتمنـد 
مطالعه تنوع و روابط ژنتيكي در گياهان استفاده شـده  

 ,.Williams et al., 1990 & Sicard et al). اسـت 

ــانگر  (2005 ــتفاده از نشـــ ــي RAPDاســـ از  يكـــ
 ها براي مطالعات تنوع ژنتيكي است ترين روش گسترده

)Gupta and Rustgi, 2004 .(و همكــاران  ليركــار
)2004 (Carlierl et al.,  در بررسي از اين نوع نشانگر

بـر   RAPD نشـانگر  .هاي ژنتيكي استفاده كردندنقشه
ژنوم استوار بوده   DNA يمبناي تكثير قطعات تصادف

  .الگو ندارد  DNAو نيازي به اطلاع دقيق از توالي 
پلاســم زعفــران و خويشــاوندان آن و  شناســايي ژرم

توانــد در  مــي هــا بررســي ميــزان خويشــاوندي بــين آن
هاي اصلاحي و حفظ ذخـاير ژنتيكـي ايـن گيـاه     برنامه

وجود و يا عدم وجود . ارزشمند مورد استفاده قرار گيرد
تنوع ژنتيكي در ارقـام بـومي و تجـاري رايـج زعفـران      
كشور همواره يكي از سؤالات مهم محققين اين زمينـه  

در اين تحقيق سعي شده علاوه بر پاسخ بـه  . بوده است
وال مهم به بررسي و مطالعـه روابـط ژنتيكـي در    اين س
 شناسـايي  زراعـي ايـران بـراي    هاي زراعي و غيـر گونه

 مطالعـات  و اصـلاحي  هاي مناسب جهت برنامه والدين

  .ژنتيكي پرداخته شود

  هامواد و روش
 20شامل  Crocus جنس از گونه 5 روي بر مطالعه

، C. speciosus ،C. cansellatuse(ژنوتيپ وحشـي  
C. haussknechii  وC. michelsonii (  5به همـراه 

ها از اين نمونه. انجام شد) C. sativus(ژنوتيپ زراعي 
 تحقيقـات  نقاط مختلف ايران جمع آوري شـده مركـز  

رضـوي نگهـداري    طبيعـي خراسـان   منابع و كشاورزي
هـاي جـوان    هـا و بافـت   از بـرگ  بـرداري  نمونه.  شدمي

بسـتان و اوايـل پـاييز و    هاي زراعي در اواخـر تا  ژنوتيپ
. انجــام شــد هــاي وحشــي در طــول زمســتان ژنوتيــپ

هـاي جـوان طبـق     هـا و بافـت  از برگ DNAاستخراج 
. گرفـت  صـورت ) Doyle and Doyle )1987روش 
 هـاي  بيارزيـا  جهـت شده   استخراج DNA  هاي نمونه

 ـ كيفـي و  دقيـق  و  درصـد  يـك  آگـارز  ژل بـا  يكم
 نـانومتر  280 و 260 مـوج  طـول  در اسپكتروفتومتري

 غلظـت  تا DNA هاي نمونه. گرفتند قرار سنجش مورد
  PCRمراحـل  .شـدند  رقيـق  ميكروليتر در نانوگرم 25

دقيقه و بعـد از آن   4براي  C 94◦شامل دماي آغازين
بـراي  ) ثانيـه  30 بمـدت ( C94◦دور با دماي  40براي 

براي ) دقيقه 1بمدت ( DNA  ،◦C36واسرشته سازي 
و در نهايـت  ) دقيقـه  2 بمـدت ( C72◦اتصال آغـازگر،  

◦C72  دقيقه انجام شد 7به مدت.  
 25بــراي تعيــين تشــابه بــين  ايخوشــه تجزيــه

مبتنـي   UPGMA1 الگوريتم با مطالعه موردها  ژنوتيپ
 Xlstatبا استفاده از نرم افزار  2تشابه جاكارد بر ضريب

هـاي   براي تعيين همبستگي بين ماتريس. انجام گرفت
هـا، بـا اسـتفاده از بسـته      تجزيـه داده  تشابه حاصـل از 

ــرم ــزاري  ن . انجــام شــد  2.02نســخه  NTSYS-pcاف
ــولي   ــانس مولك ــه واري ــه منظــور ) AMOVA(تجزي ب

تفكيك واريانس مولكولي كل به واريانس ژنتيكي درون 
بـين  ) 25(ژنتيكي نـي   فاصله محاسبهها و  و بين گروه

 انجـام   6.4نسـخه   GenAlEx افـزار  نـرم  باها  جمعيت

                                                 
١  Unweighted Paired Group Method 

UsingArithmetic Average     
٢ Jaccard s Similarity Coefficient 
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بـراي تعيـين قـدرت تمـايز نشـانگرها در يـك       . گرديد
پلاســم ناشــناخته، از پارامترهــاي ميــزان اطلاعــات  ژرم

اســتفاده  2MIو شــاخص نشــانگري  1PICچندشــكل 
 PICميــزان اطلاعــات چندشــكل از فرمــول . گرديــد

=∑[2 pi (1-pi )] ها  براي نشانگرهاي غالب كه در آن
يسـت محاسـبه   رابطه آللي بين نوارها قابـل دسـترس ن  

 .شد

  
  نتايج و بحث

مورد استفاده، ده آغـازگر   RAPDاز هجده آغازگر 
). 3جدول(الگوي باندي واضح و چندشكل ايجاد كردند 

الگوي باندي واضح ولـي   RAPDهمچنين يك آغازگر 
آغازگرهـاي مختلـف در    ييتوانـا . مونومورف توليد نمود

از . بـود  يـر زعفران متغ هاي يپژنوت ينآشكارسازي در ب
مكـان ژنـي    115تعـداد   RAPDميان يـازده آغـازگر   

 20/78(مكان چندشكل  90تكثير شد كه از اين تعداد 
) باند 13(بيشترين  OPB12بودند كه با آغازگر ) درصد

تعـداد مكـان ژنـي    ) باند 4(كمترين   OPM11و آغازگر
بيشترين ) 2008(در نتايج سيك ) 3جدول(حاصل شد 

و در نتايج كيفي  6و  16يب و كمترين باند رپيد به ترت
هـاي حاصـله توسـط    آلل. باند است 11و  23، )1386(

جفت پرايمرهاي مختلف از نظر وزن مولكولي در دامنه 
و نتـايج گريلـي   . قرار گرفتنـد  جفت باز 500-2000باز

هاي رنج آلل ،(Grilli Caiola et al., 2004) همكاران
تـا   200را  C. sativusهـاي  مشاهده شده براي نمونه

نيـز در  )  1386(كيفـي  . جفت باز معرفي كـرد  2000
بررسي گونه زراعي و وحشي بومي ايران بيشترين آلـل  

  .جفت باز مشاهده نمود 2000تا  600را در رنج 
مقايســه درصــد چندشــكلي و همچنــين ميــانگين 

دسـت آمـده بـه ازاي هـر      هاي ژني چندشكل بـه  مكان
 اطلاعـات  يمحتـوا  مقـادير . بـود ) درصـد  3/8(آغازگر 

 نـوع  بـه همـراه   آغـازگر،  هـر  بـراي  )PIC( شـكل دچن

ي نشـانگر  شاخص و چندشكل نوارهاي تعداد آغازگرها،
                                                 

١  Polymorphic information content 
٢  Marker index 

)MI (درتفـاوت   .اسـت  شـده  داده نشان 3 جدول در 

 و منشـاء  دليـل  به تواند مي شده مشاهده نوارهاي تعداد
 نيـز  و اسـتفاده  مـورد  هاي ژنوتيپ متفاوت خصوصيات

توزيـع  . مورد مطالعه باشد رهاينشانگ در تفاوت ماهيت
تـا   147/0بـين   RAPDبراي نشانگرهاي  PICمقادير 

ــا ميــانگين  421/0  داد نشــان متغيــر بــود و 324/0ب
 هـاي آغازگر بـه  ربوطــ ـم مقـدار  كمتـرين بيشترين و 

OPM4 وOPM16 شاخص محاسبه  .باشدبه ترتيب مي 

 مـورد  آغازگرهـاي  از كـدام  هـر  بـراي ) MI( نشـانگر 

 نشـانگر  شاخص ميزان بيشترين كه داد نشان استفاده،

 كمتـرين و  30/4و برابـر بـا   OPB12 آغازگر به مربوط

. بـود  98/0 بـا  برابر و  OPM20 آغازگر به مربوط مقدار
مـورد   RAPDبـراي آغازگرهـاي    شاخص اين ميانگين

 .)3جـدول  ( شد برآورد 68/2استفاده در آناليزها  برابر 
 نـوار  توليـد  در غـازگر آ هـر  اين شاخص بيانگر توانايي

 در كه است اين PIC به نسبت MI تفاوت. است بيشتر
MI در ولـي  شـود  مـي  گرفتـه  نظر در نوارها كل تعداد 

PIC شـود  مـي  گرفته نظر در چندشكل نوارهاي تعداد .
 OPB12و  OPM4براي آغـازگر   MIو  PICمقدار بالا 

هـاي  هـا در تمـايز ژنوتيـپ   نشان دهنده كارايي بالا آن
تواند استفاده از اين استفاده در تحقيق بود كه مي مورد

  .آغازگرها در تحقيقات مشابه پيشنهاد گردد
ژنوتيپ مورد مطالعـه بـا اسـتفاده از     25بندي  گروه

مبتني بر ضـرايب   UPGMAاي به روش  تجزيه خوشه
هـاي   دندروگرام حاصل از داده. تشابه جاكارد انجام شد

RAPD  را بـه چهـار گـروه    هاي مورد آزمايش  ژنوتيپ
متعلق   گروه اول شامل تمام ژنوتيپ. تقسيم بندي كرد

هـاي گنابـاد و قـائن    كـه نمونـه   C. sativusبـه گونـه   
بيشترين شباهت و نمونه طُرق كمترين شـباهت را بـه   

گروه دوم شامل سه زير شـاخه اصـلي   . سايرين داشتند
 C. spesiosusاز  كه در زير شـاخه اول يـك ژنوتيـپ   

)Cps1 (هــاي گونــه  و ژنوتيــپ هــايو ژنوتيــپ C. 

haussknechii  و ژنوتيپ)Cu0 (در زيـر  . قرار داشتند
ــپ   ــش ژنوتي ــاخه دوم ش ــه     ش ــه گون ــق ب  .Cمتعل

cansellatuse    و ژنوتيـــپ ديگـــرC. spesiosus 
)Csp2 ( همچنــين در زيــر شــاخه ســوم ژنوتيــپ . بـود
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. قرار داشت) C. cansellatus )Cca9 متعلق به گونه 
 C. michelsoni ه سوم سه ژنوتيپ متعلق به گونهگرو
  گـروه چهـارم شـامل دو ژنوتيـپ    . در خود جـاي داد  را

و ) C. cansellatuse )Cca11متعلـــق بـــه گونـــه 
)Cca12  (داخـل   هـاي يـپ كه ژنوت ينبا توجه به ا. بود

 قـرار  هم داشته باشنده ب يشتريشباهت ب يدبا گونه هر
اسـت   طبيعي گروه كيهر گونه در  هاييپگرفتن ژنوت

كـه در   گونـه هاي متعلق بـه يـك   ژنوتيپدر مورد  يول
 از وجـود  يحاكتواند مي  هاي متفاوت قرار گرفتندگروه
در دندروگرام رسم شده  و باشد هاگونه ينبالا در ا تنوع

با فاصله از هم در   C. cansellatusهاي گونه ژنوتيپ
هاي متعدد نهدو گروه بودند كه با توجه به وجود زير گو

كه  ينبا توجه به ا. از اين گونه دور از انتظار نبوده است
هم ه ب يشتريشباهت ب يدبا گونه داخل هر هاييپژنوت

 يـك هر گونـه در   هاييپگرفتن ژنوت قرار داشته باشند
هاي متعلق بـه  ژنوتيپدر مورد  ياست ول طبيعي گروه
تواند مي  هاي متفاوت قرار گرفتندكه در گروه گونهيك 
در  و باشـد  هـا گونـه  يـن بـالا در ا  تنـوع  از وجود يحاك

) 2شكل ( RAPDدندروگرام رسم شده بر اساس نتايج 
با فاصله از هم در   C. cansellatusهاي گونه ژنوتيپ

كـه بـا توجـه بـه وجـود زيـر        مشاهده شـدند دو گروه 
. گونه دور از انتظار نبـوده اسـت   هاي متعدد از اين گونه

و  1386هــاي كيفــي تيجــه در پــژوهشمشــابه ايــن ن
و نماينــده  (Alavi-Kia et al., 2008)كيــا علــوي
 ,.Namayandeh et al(شـود  مشـاهده مـي   2013

2013.(  
بـا   هـا  يـت جمع بين ژنتيكي تنوع سهم مجموع در 

 AMOVA( 32(مولكـولي   واريانس تجزيهاستفاده از 

 تـوان گفـت  در نتيجه مـي ).  4جدول (باشد مي درصد

پلاسـم داراي تنـوع    ژرم نظـر  از بررسـي  مورد هاي گونه
نسبتاً بالا با يكديگر هستند و همچنين واريـانس درون  

درصد برآورد شد كـه از لحـاظ آمـاري     68ها ،  جمعيت

و نيـز   با يك نگاه كلي به دنـدروگرام . باشد دار مي معني
نتايج تجزيه واريانس مولكولي تنـوع ژنتيكـي در گونـه    

نتـايج بيكـي   . گونه زراعـي اسـت   هاي وحشي بيشتر از
(Beiki et al., 2010) و نيز نتايج سيك (Sik et al., 

ــاكــه از  (2008 ــوع  RAPD يآغازگره در بررســي تن
ييـد  أهاي زعفران بهره جستند نيز اين موضوع را تگونه
توانـايي ايـن آغازگرهـا در    بيـانگر  توانـد  كند و مـي مي

 ر روشت ـهمچنين كـاربرد مطمـئن  . بررسي تنوع باشد
هـا در  تفـاوت  و هاشباهت تشخيص هاي مولكولي براي
 عـدم  دليـل  بـه  مورفولوژيـك  صفات مقايسه با بررسي

 دن ـتوانمـي  طبيعـي  عوامـل  اثر در و تغييرپذيري ثبات
 مولكولي ابزارهاي نشانگرهاي .تري باشندمعيار مناسب

-تفاوت و هابهتر شباهت درك براي قدرتمندي و مفيد

 قـرار  محـيط  ثيرأت چرا كه تحت ،هستند ژنتيكي هاي

 هايتفاوت توانندمي و اندژنوم پراكنده كل در و نگرفته

نماينـد   مشـخص  نوكلئوتيـدي  تـوالي  در سطح را افراد
Baradakci, 2001).(  

 دهنـده  نشـان  حاصـل  پـژوهش  نتايج كلي طور به

 در موجود زعفران هاينمونه در بالا ژنتيكي تنوع وجود

 رويشي تكثير و بودن عقيم به توجه با كه باشدمي ايران

 مـدرن  هـاي روش از استفاده با توانزراعي مي زعفران

 صـفات  انتقـال  بـه  نسبت و بيوتكنولوژي نباتات اصلاح

 بـا  .نمود اقدام زراعي به گونه هاي وحشي گونه از مفيد

 از يكـي  زراعـي  گونـه  ايـن  واقعـي  جـد  اينكه توجه به

 است نشده حل دقيق طور به هنوز كه است معماهايي

 پـراكنش  مهـم  مراكـز  از يكـي  كه ايـران  آنجا از نيز و

 انجـام  باشـد، مـي  Crocusخصوص جـنس   گياهي به

 از اسـتفاده  بـا  هـا گونه اين بر روي ترتكميلي مطالعات

 بـه  يـافتن  دسـت  بـه منظـور   اختصاصـي  نشـانگرهاي 

 .رسدمي نظر ضروري به تركامل و تردقيق اطلاعات
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  هاآنجغرافيايي  أمنش و Crocusجنس  ژنوتيپ مختلف 25 مشخصات - 1جدول 
سطوح   گونهكد ژنوتيپيشماره

  تيپ  منشأ جغرافيايي  پلوئيدي

1  Csa1 C. sativus  3X زراعي  طُرق-خراسان رضوي  
2  Csa2 C. sativus  3X زراعي  خواررشت-خراسان رضوي 
3  Csa3 C. sativus  3X زراعي  يدريهحتربت -خراسان رضوي 
4  Csa4 C. sativus  3X زراعي  گناباد-خراسان جنوبي 
5  Csa5 C. sativus  3X زراعي  قائن-خراسان جنوبي 
6  Csp1 C. speciosus  2X خودرو  رودبار - گيلان  
7  Csp2 C. speciosus  2X خودرو  ديلمان - گيلان 
8  Cca1 C. cansellatuse  2X خودرو  شازند -مركزي 
9  Cca2 C. cansellatuse2X خودرو  شازند -مركزي 
10  Cca3 C. cansellatuse2X شك -مركزيخودرو  آبادم 
11  Cca4 C. cansellatuse2X خودرو  خمين -مركزي 
12  Cca5 C. cansellatuse2X خودرو  خمين -مركزي 
13  Cca6 C. cansellatuse2X خودرو  اسدآباد -همدان 
14  Cca9 C. cansellatuse2X خودرو  بوژان -كرمانشاه 
15  Cu0 C. cansellatuse2X  خودرو  ساوه -مركزي  
16  Cca11  C. cansellatuse  2X  خودرو  كنگاور -كرمانشاه  
17  Cca12  C. cansellatuse  2X  خودرو  گيلان غرب-كرمانشاه  
18  Cmi1 C. michelsonii  2X خودرو  بهكده رضوي - خراسان شمالي 
19  Cmi2 C. michelsonii  2X خودرو  گيفان - خراسان شمالي 
20  Cmi3 C. michelsonii  2X خودرو  گيفان - خراسان شمالي 
21  Cha2 C. haussknechii2X خودرو  اسدآباد -همدان 
22  Cha3 C. haussknechii2X خودرو  اسدآباد -همدان 
23  Cha4 C. haussknechii  2X خودرو  نهاوند -همدان 
24  Cha5  C. haussknechii  2X  خودرو  اسدآباد -همدان  
25  Cu1  C. haussknechii  2X  خودرو  اسدآباد -همدان  

  
  

2ادامه جدول                                                                                                              
مورد استفاده در  RAPDكد و توالي آغازگرهاي  - 2جدول 

براي تمام   Annealing temperatureدماي تكثير(آزمايش 
 )در نظر گرفته شد C 36˚آغازگرها

شماره 
  توالي آغازگر  كد آغازگر  آغازگر

  )3→5(توالي آغازگر 
1 OPM2  ACAACGCCTC  
2 OPM4 GGGGGTTGTC 

3 OPM9 GTCTTCGCAC 

4 OPM10 TCTGGCGCAC 

5 OPM14 AGGGTCGTTC 

6 OPM16 GTAACCAGCC 

7 OPM17 TCAGTCCGGG 

8 OPM19 TCTGTTCCCC 

شماره 
  توالي آغازگر  كد آغازگر  آغازگر

  )3→5(توالي آغازگر 
9 OPM8  GGAGGGTGTT  
10 OPB12 TTCCGACGCA 

11 A9 GTCCACACGG 

12 OPA9  GGGTAACGCC 

13 OPA8 GTGACGTAGG  
14 A8 GTCGCCGAC 

16 OPB6 TGCTCTGCCC  
17 OPM3 GGGGGATGAG 

18 OPM11 GTCCACTGTG 

19 OPC11  GACGGATCAG 
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در بررسي ) MI(و شاخص نشانگري ) PIC(اطلاعات چندشكل هاي چندشكل، درصد چندشكلي، ميزان تعداد مكان - 3جدول
 RAPDژنوتيپ زعفران با استفاده از نشانگرهاي  25تنوع 

شماره 
  كد آغازگر آغازگر

تعداد 
هاي  مكان

  تكثير شده

تعداد 
هاي  مكان

  چندشكل

درصد 
 يچندشكل

اطلاعات  يزانم
  )(PICچندشكل

شاخص 
 ينشانگر
(MI)  

1  A8 8  8100.0  0.348  2.78  
2  OPA8 8  787.5  0.372  2.60  
3  OPB12 13  1184.60.391  4.30  
4  OPM2 11  1090.90.327  3.27  
5  OPM4 9  888.90.421 3.37  
6  OPM11 4  4100.00.392  1.57  
7  OPM14 12  1083.30.272  2.72  
8 OPM16 12  1083.30.147  1.47  
9  OPM17 10  10100.00.375  3.75  
10  OPM20 7  571.40.197  0.98  

  ــــ  ــــ  ــــ  83  94  مجموع
  2.68  0.324  88.3  8.3  9.4  ميانگين 

 
  
  

  RAPDهاي حاصل از آغازگر هاي زعفران براساس داده ژنوتيپ) AMOVA(تجزيه واريانس مولكولي  - 4جدول

  درجه آزادي منبع تغيير
مجموع مربعات 

 انحرافات
(SSE)

درصد تبيين   برآورد واريانس
 واريانس

  32  5.15  154.53  4  ها گروه ينب
  68  10.89  206.83  20  ها درون گروه

  100  16.03  36.36  24  كل
  
  

 
نمونه ها موجود در شكل به ترتيب از سمت چب ( kb1 خط كش مولكولي   RAPDآغازگرهاي  تكثير از حاصل DNAنواري  الگوي - 1 شكل

، C.ca9 ،C.u0 ،C.ha3 ،C.ha5 ،C.ca6 ،C.ha4 ،C.u1 ،C.sp1 ،C.sp2 ،M(1kb) ،C.ca1  ،C.mi2 ،C.ca2شامل 
C.mi3،C.mi1 ،C.ca12 ،C.ca3 ،C.ca4 ،C.ca5 ،C.ha2 ،C.sa3 ،C.sa5 ،C.C.sa4 ،C.sa2 ،C.sa1 ،C.ca11(  
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   RAPDجاكارد براساس آغازگر  تشابه ضريب بر مبتنيو  UPGMA روش به زعفران ژنوتيپ 25 دندروگرام - 2شكل 
  
  

   

C. michelsonii

C. cansellatuse

+

C. haussknechii

+

C. speciosus 

C. cansellatuse

. sativus C

C.sativus[Csa1]

C.sativus[Csa5]

C.sativus[Csa4]

C.sativus[Csa2]

C.sativus[Csa5]

C.speciosus[Csp1]

C.haussknechii[Cu0]

C.haussknechii[Cha2]

C.haussknechii[Cha3]
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C.cansellatuse[Cca6]
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C.cansellatuse[Cu1]

C.cansellatuse[Cca9]

C.michelsonii[Cmi1]

C.michelsonii[Cmi2]

C.michelsonii[Cmi3]

C.cansellatuse[Cca11]

C.cansellatuse[Cca12]
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