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 چکیده
-تربت و جام، گناباده تنوع ژنتیکی زعفران، شش اکوتیپ زراعی از نقاط مختلف استان خراسان رضوی )مشهد، تربتمنظور مطالع به

مورد ارزیابی قرار گرفتند. نتایج  SSRو  iPBSحیدریه( و استان خراسان جنوبی )قاین و بیرجند( تهیه و با استفاده از نشانگرهای مولکولی 

آلل چندشکلی را شناسایی نمودند و تعداد باندهای  44و  173به ترتیب  SSRنشانگر  22و  iPBSنشانگر  21ه های مولکولی نشان داد کتجزیه

( بود. همچنین میانگین محتوای اطلاعات چندشکلی نشانگرهای 2)میانگین  1-3( و 4/6)میانگین  3-11ترتیب  یافته برای هر نشانگر به تکثیر

iPBS  وSSR  نتایج تجزیه واریانس مولکولی نشان داد که بر اساس نشانگر  ،خمین زده شد. از طرفیت 41/1و  73/1به ترتیبiPBS  واریانس

ها بیشتر از واریانس واریانس بین اکوتیپ SSRکه بر اساس نشانگر در حالی ،باشدها بیشتر میها نسبت به واریانس بین اکوتیپدرون اکوتیپ

های اصلی مؤلفه به بندی توسط تجزیههای مورد مطالعه را در سه گروه قرار داد و این گروه، اکوتیپخوشهها بود. همچنین تجزیه داخل اکوتیپ

اختلاف  ایخوشهحیدریه و قاین از لحاظ هر دو تجزیه های تربتهای بیرجند و گناباد و همچنین اکوتیپاکوتیپ ،حالقرار گرفت. با این تأییدمورد 

های زعفران گزارش شد. نتایج این تحقیق نشان داد اگر چه هر شباهت ژنتیکی بالایی بین کلیه اکوتیپ ،حالبا این داری با یکدیگر نداشتند.معنی

کارایی بالاتری در تعیین  SSRدر مقایسه با نشانگر  iPBSولی نشانگر  ،های زعفران کارآمد بودنددو نشانگر در ارزیابی تنوع ژنتیکی اکوتیپ

 مورد مطالعه زعفران داشت.  هایتنوع ژنتیکی اکوتیپ

 

 .، محتوای اطلاعات چندشکلیایخوشهتجزیه های اصلی، تجزیه به مؤلفه، اکوتیپ های کلیدی:واژه
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 مقدمه

گیاهی علفی و چندساله است ( .Crocus sativus L)زعفران 

شود که اغلب در کشورهایی با اقلیم خشك کشت می

(Abdullaev, 2006این گیاه جزء گران قیمت .) ترین و با

 ,.Alipoor Miandehi et alهای دنیاست )ترین ادویهارزش

2015; Soufizadeh et al., 2006ترین گیاه صادراتی ( و مهم

 ,.Nekouei et al., 2014; Zand et al) شودایران محسوب می

2015; Ahmadi and Nazari Alam, 2015)نوان . ایران به ع

درصد از زعفران دنیا  09ترین تولیدکننده زعفران تقریباً بزرگ

 Abolhasani et al., 2005; Koocheki andکند )را تولید می

Seyyedi, 2015 گونه است که  199(. جنس کروکوس دارای

جز زعفران دیپلوئید و بارور هستند. مطالعات ها بهآنتمامی 

ران زراعی نشان داد که کاریوتیپی انجام شده بر روی زعف

کروموزوم  2n=3x=24های سوماتیك خود زعفران در سلول

دارد. بنابراین، زعفران زراعی یك اتوتریپلوئیدی عقیم بوده و 

 ,Abdullaevگیرد )تکثیر آن صرفاً از طریق بنه انجام می

2002.)  

عنوان ابزاری کارآمد در مطالعه تنوع از نشانگرهای مولکولی به

 Ozkanشود )استفاده میو روابط فیلوژنتیکی گیاهان ژنتیکی 

et al., 2005ها بخصوص در گیاه زعفران که ( این تکنیك

باشد، مفید است شدیدا تحت فرسایش ژنتیکی می

(Fernandez, 2007 در تحقیق حاضر از دو نوع نشانگر .)
1iPBS  2وSSR  جهت ارزیابی تنوع ژنتیکی زعفران زراعی

از جمله نشانگرهایی است که  iPBSت. نشانگر استفاده شده اس

ها( موجود های تکراری متحرک )رتروترنسپوزونبر روی توالی

ها عمل کرده و باعث تکثیر این قسمت از کروموزم در کروموزم

های شود. امروزه عناصر رتروترنسپوزونی به دلیل اینکه کپیمی

 09تا  49فراوانی از آنها در سطح ژنوم وجود دارد و حدود 

 ,.Aalami et alدهند )از ژنوم گیاهان را تشکیل میدرصد 

(، نشانگرهای مولکولی مناسبی جهت تعیین تنوع 2012

(. Queen et al., 2004شوند )ژنتیکی در گیاهان محسوب می

( شامل SSRهای تکراری ساده )ها یا ردیفاز طرفی ریزماهواره

ر شونده هستند تایی تکراواحدهای نوکلئوتیدی تکی تا شش

 ,.Gur-Aric et alاند )ها پراکندهکه در ژنوم بیشتر یوکاریوت

                                                        
1- inter Primer Binding Site (iPBS) 

2- Simple Sequence Repeats (SSR) 

توان به تنوع های این نشانگرها می(. از جمله ویژگی2000

، پوشش PCRبارز، مبتنی بودن بر زیاد، توارث هم

اشاره کرد  DNAکم  گسترده و نیاز به مقدار نسبتاًژنومی

(Thiel et al., 2003). باعث شده از نشانگرهای  این مزایا

نگاری یابی ژنومی و انگشتطور گسترده در نقشهریزماهواره به

DNA  شوگیاهان استفاده( دKhlestkina et al., 2002 .) 

ای جهت ارزیابی تنوع ژنتیکی امروزه تحقیقات گسترده

های زعفران در سرتاسر دنیا و ایران انجام و نتایج ضد اکوتیپ

اط با وجود یا عدم وجود تنوع در زعفران ارائه و نقیضی در ارتب

که برخی از محققان از جمله روبیوموراگا و طوریشده است.، به

کایولا و -(، گریلیRubio-Moraga et al., 2009همکاران )

کیا و همکاران ( و علویGrilli Caiola et al., 2004همکاران )

(Alavi-Kia et al., 2008هیچ )ر بین اکوتیپگونه تنوعی را د-

لذا این محققین زعفران را  ،های زعفران شناسایی نکردند

که لونت و همکاران در حالی ،گیاهی مونومورف معرفی نمودند

(Levent et al., 2008( بیکی و همکاران ،)Beiki et al., 

(، Namayandeh et al., 2013(، نماینده و همکاران )2010

( و ارول و همکارن Babaei et al., 2014بابائی و همکاران )

(Erol et al., 2014بین گونه ) های زراعی و غیرزراعی زعفران

 تنوع ژنتیکی مشاهده نمودند.

با توجه به نتایج تحقیقات فوق و اهمیت ارزیابی تنوع ژنتیکی 

زعفران، در این تحقیق سعی شده است، تنوع ژنتیکی زعفران 

لکولی رتروترنسپوزونی زراعی ایران با استفاده از نشانگرهای مو

(iPBSو ریزماهواره )( ایSSR مورد ارزیابی و مطالعه قرار )

 بگیرد. 

 
 هامواد و روش

 مواد گیاهی

در این مطالعه شش اکوتیپ زراعی زعفران از نقاط مختلف 

-جام، گناباد و تربترضوی )مشهد، تربت استان خراسان

آوری ( جمعجنوبی )قاین و بیرجند حیدریه( و استان خراسان

 (.1شدند )جدول 
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 .خصوصیات جغرافیایی مناطق جمع آوری بنه زعفران .1جدول 

Table 1. Altitude characteristics of regions that saffron corms collected. 

 شماره اکوتیپ

Ecotype No. 

 آوریمنطقه جمع
Collected region 

 استان
Province 

 ارتفاع
Altitude (m) 

 جغرافیاییعرض 
Latitude (N) 

 طول جغرافیایی
Longitude (E) 

 بیرجند 1
Birjand 

 خراسان جنوبی
South Khorasan 

1491 59°  12´ 32°  52´ 

 قاین 2
Qaen 

 خراسان جنوبی
South Khorasan 

1432 59°  10´ 33°  43´ 

 گناباد 3
Gonabad 

 خراسان رضوی
Razavi Khorasan 

1450.8 59°  13´ 35°  16´ 

 تربت حیدریه 4
Torbat-e Heydarieh 

 خراسان رضوی
Razavi Khorasan 

950.4 35°  60´ 15°  35´ 

 تربت جام 5
Torbat-e Jam 

 خراسان رضوی
Razavi Khorasan 

1056 58°  41´ 34°  21´ 

 مشهد 6
Mashhad 

 خراسان رضوی
Razavi Khorasan 

999.2 59°  38´ 36°  16´ 

 

 

 DNAاستخراج 
های زعفران، از هر اکوتیپ ی تنوع ژنتیکی اکوتیپجهت ارزیاب

نمونه( و در آزمایشگاه  09 بنه انتخاب )مجموعاً 19

ترکیه، -(EGEدانشگاه اگه ) EBILTEMسسه ؤبیوتکنولوژی م

با  DNA ،مورد ارزیابی ژنتیکی قرار گرفتند. برای این منظور

( Beiki et al., 2011استفاده از روش بیکی و همکاران )

با استفاده از ژل آگارز  DNAراج گردید و کیفیت مطلوب استخ

، 239های درصد و روش اسپکتروفتومتری در طول موج 8/9

نانومتر )با استفاده از دستگاه اسپکتروفتومتر  289و  209

Perkin-Elmer مدل ،EZ-201 قرار گرفت. در  تأیید( مورد

ی رقیق و در دما ng/µl 29استخراجی به میزان  DNAنهایت 

 نگهداری شد.گراد درجه سانتی -29

 

  PCRای پلیمراز انجام واکنش زنجیره

  iPBS (inter Primer Bindingنشانگر مولکولی 

Site) 
برای ارزیابی  iPBSدر این مطالعه برای اولین بار از نشانگر 

( .C. sativus Lهای زراعی زعفران )روابط ژنتیکی اکوتیپ

رزیابی تنوع ژنتیکی زعفران از استفاده شده است. به منظور ا

 Kalendar etکه توسط کالندر و همکاران ) iPBSآغازگر  20

al., 2010 ،28( طراحی شده بود استفاده گردید که از این بین 

(. واکنش 2آغازگر تولید باندهای چند شکلی نمودند )جدول 

PCR  ششمیکرولیتری که شامل  11در یك حجم نهایی 

 dNTPsمیکرولیتر  2/1ژنومی،  DNA (20 ng/µl)میکرولیتر 

)1 mM( ،میکرولیتر  دو)25 mM( 2MgCl ،2/9  واحد آنزیم

میکرولیتر  10X PCR ،1میکرولیتر بافر  1/1تگ پلیمراز، 

میکرولیتر آب دوبار تقطیر شده، انجام گرفت.  3/3آغازگر و 

برنامه زمانی مورد استفاده ترموسایکلر جهت تکثیر قطعه مورد 

مراحل زیر بود: مرحله واسرشت سازی اولیه در  نظر شامل

سیکل  31دقیقه،  3و به مدت گراد درجه سانتی 04دمای 

به مدت زمان گراد درجه سانتی 04حرارتی شامل سه مرحله: 

-درجه سانتی 43-09ثانیه جهت واسرشت سازی ثانویه،  39

درجه  02ثانیه برای اتصال آغازگر و  39به مدت زمان گراد 

دقیقه جهت گسترش آغازگر و در پایان  2به مدت گراد سانتی

گراد درجه سانتی 02نیز یك چرخه گسترش نهایی با دمای 

 دقیقه درنظر گرفته شد. پنجبه مدت 

 

 SSR (Simple Sequence Repeats)نشانگر مولکولی 

جهت  SSRجفت آغازگر  39در این بخش نیز از 

ید که از این بین، ارزیابی تنوع ژنتیکی زعفران استفاده گرد

شکلی نمودند )جدول جفت آغازگر تولید باندهای چند 22تنها 

میکرولیتری که  29در یك حجم نهایی  PCR(. واکنش 2

میکرولیتر  دوژنومی،  DNA (20 ng/µl)میکرولیتر  پنجشامل 

)1 mM(dNTPs  ،میکرولیتر  دو)25 mM( 2MgCl ،2/9  واحد

 یك، 10X PCRبافر میکرولیتر  دوپلیمراز، آنزیم تگ
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میکرولیتر آب دوبار  هشتمیکرولیتر از هر کدام از آغازگرها و 

تقطیر شده، انجام گرفت. برنامه زمانی مورد استفاده 

ترموسایکلر جهت تکثیر قطعه مورد نظر شامل مراحل زیر بود: 

و گراد درجه سانتی 01سازی اولیه در دمای مرحله واسرشت

 01حرارتی شامل سه مرحله:  چرخه 41دقیقه،  1به مدت 

سازی ثانیه جهت واسرشت 41زمان  به مدتگراد درجه سانتی

ثانیه برای  41به مدت زمان گراد درجه سانتی 48-02ثانویه، 

ثانیه جهت  39به مدت گراد درجه سانتی 02اتصال آغازگر و 

نیز یك چرخه گسترش نهایی با  ،گسترش آغازگر و در پایان

دقیقه درنظر گرفته  هفتبه مدت گراد تیدرجه سان 02دمای 

شد.
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  .تولید کننده باندهای چند شکلی در زعفران SSRجفت آغازگر  22و  iPBSآغازگر  28نام و مشخصات  .2ل جدو

Table 2. Name and specification of the 28 iPBS primers and 22 SSR primers produced polymorphic bands in Saffron. 

 آغازگر

 اسبیپیآی 

iPBS 

Primer 

 توالی آغازگر
Primer sequence 

(5'-3') 

دمای اتصال 

 (Ċآغازگر )

Annealing 

temperature  

تعداد باندهای 

 چند شکلی

No. of 

polymorphic 

bands 

محتوی اطلاعات 

 یچند شکل
Polymorphism 

information 

index (PIC) 

 آغازگر

 آراساس 

SSR 

Primer 

 توالی آغازگر
Primer Sequence 

(5'-3') 

دمای اتصال 

 (Ċآغازگر )

Annealing 

temperature  

تعداد باندهای 

 چند شکلی

No. of 

polymorphic 

bands 

محتوی اطلاعات 

 چند شکلی
Polymorphism 

information 

index (PIC) 

2080 CAGACGGCGCCA 47 8 
0.49 

SCA  15 
ACCAGAGAAGCCCTCCTAGC 
GTTCTGTGGTGGTCACGTTG 

47.1 1 0.371 

2226 CGGTGACCTTTGATACCA 50 10 
0.80 

SCA  109 
ATACTTACCAGTTCACCGCC 
CTGGAGATGTGTCAGCTTTA 

64.8 3 0.335 

2229 CGACCTGTTCTGATACCA 48 10 
0.90 

SCA  303 
TCCGTATCCTAGTCGCGATC 
CGCCGTCATGACTCATACTC 

64.8 2 0.496 

2232 AGAGAGGCTCGGATACCA 43 4 
0.81 

SCA  319 
GTAATCGATGCTGTGGGAAG 

GAGTCATGTGATAGCCGTATG 
61.5 1 0.371 

2237 CCCCTACCTGGCGTGCCA 65 6 
0.89 

SCA  327 
CTCTCTCTCCCCACCCAATC 

GAGGGAGGAGGAGGTTAGG 
64.8 2 0.455 

2244 GGAAGGCTCTGATTACCA 60 8 
0.90 

SCA  381 
CTCCAGCATGGCCTTTCTAC 
ACCTGATGGTCAAAGATGGG 

57.5 1 0.179 

2249 AACCGACCTCTGATACCA 47 6 
0.91 

SCA  382 
AATTGGTAGAGAGGGGAGAG 
ACATGCCATTAGAGTCAGGC 

61.5 1 0.186 

2252 TCATGGCTCATGATACCA 45 7 
0.83 

SCA  393 
GGATGAACACTGATGATGGC 
ACCTCCACCACGATATCCAC 

64.8 3 0.359 

2273 GCTCATCATGCCA 45 8 
0.80 

SCA  414 
GTTCACCATCGTCCGCAG 

CCATTAGGCCGAATAACA 
64.8 1 0.090 

2272 GGCTCAGATGCCA 47 8 
0.90 

SCA  416 
ACTGTACCGGTCGAAGACG 
AAATTCCACGTCAGCCTCC 

64.8 3 0.538 

2298 AGAAGAGCTCTGATACCA 45 8 
0.87 

SCA  426 
TAAGATCGTAAGATCGCGGC 
AGGCAGGAAGAGGTGGAGG 

64.8 2 0.427 

2389 ACATCCTTCCCA 48 3 
0.45 

SCA  504 
CCCATGCGTTTAACTATTCT 
CGTTCCATCGATCCGTATGG 

64.8 2 0.506 

2087 GCAATGGAACCA 48 5 
0.73 

SCA  515 
GGAGATGCTATAGAGCAGTG 

ATTGCTCCTTACCACCTTGC 
64.8 2 0.578 

2380 CAACCTGATCCA 50 7 
0.90 

SCA  547 
GGCCAACGCGTGTGTATCTC 
TATATGCCAAGACGGATGGG 

64.8 3 0.156 

2391 ATCTGTCAGCCA 45 5 
0.86 

SCB  109 
TGGTAGTATAGGTACTAAACAT 
TCCTATACACATACAAACATAC 

64.8 3 0.577 

2393 TACGGTACGCCA 43 8 
0.92 

SCB  115 
TCTCCCTATTCCCGTGTAAATCG 
CCCGATGATCGATTGTACCTAGC 61.5 2 0.534 

2394 GAGCCTAGGCCA 57 5 0.77 SCC   13 GTGGTGAGTAAACAGTGGTGG 64.8 3 0.435 
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 آغازگر

 اسبیپیآی 

iPBS 

Primer 

 توالی آغازگر
Primer sequence 

(5'-3') 

دمای اتصال 

 (Ċآغازگر )

Annealing 

temperature  

تعداد باندهای 

 چند شکلی

No. of 

polymorphic 

bands 

محتوی اطلاعات 

 یچند شکل
Polymorphism 

information 

index (PIC) 

 آغازگر

 آراساس 

SSR 

Primer 

 توالی آغازگر
Primer Sequence 

(5'-3') 

دمای اتصال 

 (Ċآغازگر )

Annealing 

temperature  

تعداد باندهای 

 چند شکلی

No. of 

polymorphic 

bands 

محتوی اطلاعات 

 چند شکلی
Polymorphism 

information 

index (PIC) 

GAGAGCAGAGCAGAGGCAAC 

2395 TCCCCAGCGGAGTCGCCA 60 3 
0.49 

SCC  209 
GCGAAAACACAATGCAAAAA 
GCGTTGGTTGGACGGCTGAC 64.8 1 0.123 

2415 CATCGTAGGTGGGCGCCA 47 6 
0.75 

SCC  219 
GTGTTTATAGGGGTGCCACG 
TGTTGGTGGTGCAGGTAAAG 64.8 1 0.092 

2085 GGCTCAGATGCCA 55 7 
0.94 

SCC  247 
TGCACGGACAGATCAGTTTC 
ACTGAACAACACCAAGTGCG 

64.8 1 0.137 

2277 GGCGATGATACCA 53 7 
0.84 

SCD   17 
CCATTCGTGAGAAGATCTGA 
CACCTCATCCTCGTAACGCC 64.8 3 0.627 

2074 GCTCTGATACCA 53 6 
0.80 

SCD  219 
TCCTCCCTCCCTTCGCCCACTG 
CGATGTTCGCCATGGCTGCTCC 64.8 3 0.672 

2075 CTCATGATGCCA 53 4 0.48 --- --- --- --- --- 
2222 ACTTGGATGCCGATACCA 47 7 0.87 --- --- --- --- --- 
2270 ACCTGGCGTGCCA 47 6 0.86 --- --- --- --- --- 
2381 GTCCATCTTCCA 55 5 0.84 --- --- --- --- --- 

2382 TGTTGGCTTCCA 55 8 0.90 --- --- --- --- --- 
2401 AGTTAAGCTTTGATACCA 53 4 0.56 --- --- --- --- --- 

Sum  --- 179 22.03 --- --- --- 44 8.243 
Mean  --- 6.40 0.79 --- --- --- 2 0.402 
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 انجام الکتروفورز 

هر نمونه با دو میکرولیتر بافر  PCRده میکرولیتر از محصول 

و درصد  3های ژل آگارز بارگذاری مخلوط شدند و در چاهك

جهت تخمین طول  kb 1بارگذاری و از لدر  1X TBEبافر 

قطعات تکثیر یافته استفاده گردید. سپس ژل با شدت جریان 

ه الکتروفورز شد. جهت دقیق 129تا  09وات به مدت  09

 11تکثیر شده، ژل آگارز به مدت  DNAآشکارسازی قطعات 

آمیزی شد و پس از شستشوی ژل دقیقه در اتیدیم برماید رنگ

 Transiluminator UVبرداری در دستگاه با آب مقطر، عکس

 در زیر نور ماوراء بنفش انجام گردید.

 

 تجزیه داده های مولکولی

با استفاده از اعداد صفر )عدم وجود باند( و باندهای تکثیریافته 

های هر یك )وجود باند( امتیازبندی شدند. سپس تعداد آلل

( و شباهت ژنتیکی PICآغازگر، محتوای اطلاعات چندشکلی )

(SGبا استفاده از نرم )محاسبه  21/3نسخه  1افزار پاور میکر

از  با استفاده ایخوشه(. تجزیه Liu and Muse, 2005گردید )

های و تجزیه به مؤلفه UPGMAضریب تشابه جاکاردا و روش 

انجام  08/1نسخه  2تافزار پس( با استفاده از نرمPCoAاصلی )

جهت محاسبه تجزیه واریانس مولکولی  ،گرفت و در نهایت

(AMOVAاز نرم )استفاده گردید  31/1نسخه  3افزار ژن الکس

(Yeh and Yang, 1999.) 

 

 نتایج و بحث 

های مورد مطالعه زعفران بر اساس ع ژنتیکی اکوتیپتنو

 SSRو  iPBSنشانگر 

جهت ارزیابی تنوع ژنتیکی  iPBSآغازگر  20در این تحقیق از 

نتایج نشان داد که از این بین یك  .زعفران استفاده گردید

 28که در حالی ؛آغازگر منومورف بوده و چندشکلی نشان نداد

لل را شناسایی نمودند که از آ 290آغازگر دیگر، در مجموع 

 ،(، بنابراین1آلل چندشکلی بودند )شکل  100ها بین آن

های چندشکلی بیش ، نسبت آلل%00کارایی آغازگرها بیش از 

عدد  ششها در هر آغازگر بیش از و میانگین تعداد آلل %80از 

                                                        

1- Power Marker ver. 3.25 software 
2  - PAST ver. 1.98 software 
3- GenAlex 1.31 software 

و  2220آغازگرهای (. همچنین 2جدول تخمین زده شد )

 2301و  2380و آغازگرهای  آلل( 19بیشترین ) 2220

های زعفران آلل( را در بین اکوتیپ سهکمترین چندشکلی )

( Babaei et al., 2014شناسایی نمودند. بابایی و همکاران )

های زعفران را میزان چندشکلی شناسایی شده در بین اکوتیپ

درصد  SRAP ،88/43با استفاده از نشانگر رتروترنسپوزونی 

یك نشانگر  SRAPان کردند که نشانگر گزارش نمودند و بی

مفید و کارآمد جهت انگشت نگاری و ارزیابی تنوع ژنتیکی 

-نتایج حاصل از نشانگر مولکولی  ،باشد. از طرفیزعفران می

 هشتجفت آغازگر استفاده شده،  39نشان داد که از بین 

جفت آغازگر منومورفیسم بودند و تولید باندهای یك شکل 

(، در درصد 03جفت آغازگر دیگر ) 22که کردند، در حالی

آلل  44آلل تولید نمودند که از این بین  01 ،مجموع

های ( و میانگین تعداد آللدرصد 00چندشکلی بودند )

و  2عدد تخمین زده شد )جدول  دوچندشکلی در هر آغازگر 

نشان دادند که  SSR(. همچنین نتایج نشانگر مولکولی 2شکل 

SCA393, SCA109SCA ,416 , ط پرایمرهایحداکثر سه باند توس

219, SCD17, SCD13, SCC109, SCB547SCA  و حداقل یك باند

SCA381SCA ,319, SCA15SCA ,382,  توسط پرایمرهای

247SCC ,219, SCC209, SCC414SCA  شناسایی شدند. این

نتایج در مجموع نشان دادند که هر دو نشانگر مورد استفاده 

(iPBS  وSSRدر ت )های عیین و ارزیابی تنوع ژنتیکی اکوتیپ

 iPBSنشانگر  ،حالولی با این ،باشندزعفران کارآمد و مفید می

کارایی بالاتری در تعیین تنوع  SSRدر مقایسه با نشانگر 

ژنتیکی زعفران داشته است. رولدان روزی و همکاران 

(Roldan- Rozi et al., 2001معتقد بودند که نتایج به ) دست

در انطباق با نتابج حاصل از نشانگر  ه از یك نشانگر کاملاًآمد

تواند به دلیل تفاوت در ژنوم، باشد. این مسئله میدیگر نمی

میزان جهش، ویژگی نشانگر از لحاظ غالبیت یا همبارز بودن، 

های مورد مطالعه و زمینه ژنتیکی آنها، تعداد تعداد ژنوتیپ

ه کار رفته در تعیین نشانگرهای مورد استفاده و تکنیك ب

لذا جهت به  (.King and Burek, 1999چندشکلی باشد )

ناپذیر مربوط به دن خطاها و یا اشکالات اجتنابیحداقل رسان

هر یك از نشانگرها، استفاده از نشانگرهای مختلف و ترکیب 

 ,.Mohammadi et alشود )ها توصیه میاطلاعات حاصل از آن

( با مقایسه Lou and Chen, 2007)لو و چن  ،(. از طرفی2009
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بیان  SSRو  AFLPنشانگرهای رتروترنسپوزونی و نشانگرهای 

نمودند که میزان چندشکلی مشاهده شده در نشانگر 

و  AFLPدرصد بیش تر از نشانگرهای  21رتروترنسپوزونی 

SSR باشد و این محققان گزارش کردند که توانایی می

ناسایی چندشکلی بسیار نشانگرهای رتروترنسپوزونی در ش

باشد. در می SSRو  AFLPتر و قدرتمندتر از نشانگرهای مؤثر

باشد که اگر مجموع نتایج این تحقیق بیانگر این واقعیت می

چه گیاه زعفران عقیم بوده و بصورت غیرجنسی و از طریق بنه 

های اقلیمی و اکولوژی ولی به دلیل تفاوت ،یابدتکثیر می

های های خودبخودی و انتخابجهش مناطق مختلف کشت،

مصنوعی در طی سالیان سال تنوع ژنتیکی در این گیاه بوجود 

های برتر توان از این تنوع جهت انتخاب اکوتیپآمده و می

 ,Agayev et al., 2009; Keify and Beikiاستفاده نمود )

2012 .) 

( معیاری برای اندازه PICمیزان اطلاعات چندشکلی )

کارایی نشانگرهای مولکولی است و با محاسبه چندشکلی و 

توان بهترین جایگاه را برای مطالعات بعدی، این شاخص می

 Alwala et al., 2006; Namayandeh)گزینش و معرفی نمود 

et al., 2013.)  با محاسبه پارامتر محتوای اطلاعات چندشکلی

 و iPBSمشخص گردید که میانگین این پارامتر در بین نشانگر 

SSR  ( که با توجه به 2بود )جدول  49/9و  00/9به ترتیب

( در ارتباط با Xie et al., 2010گزارش اکسی و همکاران )

( و PIC>0.25<0.5(، متوسط )PIC>0.5)بالا ) PICمیزان 

 iPBSشود که کارایی نشانگر ( مشخص میPIC<0.25پایین )

ر از های زراعی زعفران بیشتدر تعیین تنوع ژنتیکی اکوتیپ

( نیز معتقد بود Castro, 2011)باشد. کاسترو می SSRنشانگر 

که استفاده از نشانگرهای مولکولی رتروترنسپوزونی در اصلاح 

ها های آنباشد و چون تعداد کپیگیاهان، مهم و با ارزش می

توان از این به وفور در ناحیه یوکاریوتی وجود دارند، لذا می

کامل ژنوم گیاهی استفاده نمود.  یابیتنوع در مطالعات نقشه

در  2303و  2981در ادامه نیز مشخص شد که آغازگرهای 

و آغازگرهای  02/9و  04/9به ترتیب با  iPBS نشانگر

SCD219  وSCD17  در نشانگرSSR  و  00/9به ترتیب با

دهد این را داشتند که نشان می PICبیشترین میزان  03/9

جهت مطالعه تنوع ژنتیکی بین ترین آغازگرها مؤثرآغازگرها، 

(. ارول و همکاران 2باشند )جدول های زعفران میاکوتیپ

(Erol et al., 2014) ( و نماینده و همکارانNamayandeh et 

al., 2013 ) میزان محتوای اطلاعات چندشکلی در جمعیت

 112/9تا  218/9زعفران مورد مطالعه خود را به ترتیب بین 

( 34/9)با میانگین  11/9تا  0/9بین  ( و34/9)با میانگین 

 تخمین زدند.

 

 تجزیه واریانس مولکولی 
شده به  مشاهده های ژنتیکیبندی واریانسمنظور تقسیمبه 

های زعفران از تجزیه واریانس واریانس درون و بین اکوتیپ

مولکولی استفاده گردید. در تجزیه واریانس مولکولی بر اساس 

( که واریانس درون 3)جدول مشخص شد  iPBSنشانگر 

باشد. ها بیشتر میها نسبت به واریانس بین اکوتیپاکوتیپ

و تنوع درون جمعیتی درصد  21طوریکه تنوع بین جمعیتی به

از تنوع کل را توجیه نمودند و این نتیجه نشان درصد  01

ها تفاوت داخل اکوتیپ iPBSدهد که بر اساس نشانگر می

بابایی و همکاران  باشد.ها میکوتیپبیشتر از تفاوت بین ا

Babaei et al., 2014) )های مولکولی نیز با استفاده از داده

بیان نمودند که  SRAPحاصل از نشانگر رتروترنسپوزون 

های زعفران وجود ندارد در داری بین اکوتیپاختلاف معنی

دار های زعفران بسیار بالاتر و معنیکه تنوع درون اکوتیپحالی

های زعفران باشد. این محققان واریانس بین و درون اکوتیپمی

که در حالی ؛درصد گزارش نمودند 03/00و  90/9را به ترتیب 

با ارزیابی تنوع  ( (Keify and Beiki, 2012کیفی و بیکی

های زعفران با استفاده از نشانگر ژنتیکی بین و درون جمعیت

SRAP01/82کی )تی، بیان نمودند که بیشترین تنوع ژن 

است و میزان تنوع ژنتیکی درون  هادرصد( بین جمعیت

 درصد( گزارش نمودند. 34/10گیاه را کم )این های جمعیت

این زراعی  تنوع را در داخل جمعیتاین محققان علت کمی

دلیلی بر کلون بودن زعفران دانستند و بیان کردند که گونه 

ی از طرف های زراعی به علت اعمال گزینش مصنوعگونه

رفته و تنوع انسان و تکثیر غیرجنسی به سمت یکنواختی پیش

 های وحشی از دست دادند.خود را نسبت به گونه
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 .2244 های تربت حیدیه و تربت جام با استفاده از آغازگرحاصل از اکوتیپ iPBSالگوی باندی  .1شکل 

Figure 1. A iPBS pattern obtained from ecotpyes Torbat-e Heydarieh and Torbat-e Jam using 2244 primer. 
 

 

 
 .SCB 109های تربت حیدیه و تربت جام با استفاده از آغازگر حاصل از اکوتیپ SSRالگوی باندی  .2شکل 

Figure 2. A SSR pattern obtained from ecotpyes Torbat-e Heydarieh and Torbat-e Jam using SCB 109 primer. 

 

 

نشان  SSRتجزیه واریانس مولکولی بر اساس نشانگر  ،از طرفی

ها نسبت به واریانس ( که واریانس بین اکوتیپ3داد )جدول 

که تنوع بین جمعیتی طوریباشد. بهها بیشتر میداخل اکوتیپ

از تنوع کل را درصد  40و تنوع درون جمعیتی درصد  14

دهد که بر اساس نشانگر این امر نشان می توجیه نمودند و

SSR ها ها بیشتر از تفاوت درون اکوتیپتفاوت بین اکوتیپ

چرا که ، بینی بودتیجه قابل انتظار و پیشباشد. این نمی

ها از مناطق مختلف جغرافیایی تهیه شده بودند و این اکوتیپ

 ،یاز طرف .اختلاف داشته باشند یکدیگرامر طبیعی است که با 

صورت غیرجنسی به دلیل اینکه زعفران از طریق بنه و به

ها که تنوع درون اکوتیپ رفتکند. لذا انتظار میثیر پیدا میتک

 ,.He et alکمتر تخمین زده شود. با این حال هی و همکاران )

 و کننی و (Baraket et al., 2011(، باراکت و همکاران )2011

معتقد بودند که در تعیین ( Keneni et al., 2011همکاران )

های مورد مطالعه اختلاف ضد و واریانس درون و بین جمعیت

نقیضی در تحقیقات مختلف وجود دارد که این اختلافات 

پلاسم، نوع نشانگر، نوع آغازگر ممکن است تحت تاثیر نوع ژرم

 برداری باشد. و نحوه نمونه
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 .SSR و iPBS بر اساس نشانگر (AMOVA) تجزیه واریانس مولکولی .3جدول 
Table 3. Analysis of molecular variance (AMOVA) based on iPBS and SSR markers. 

 منابع تغییر

S.O.V 
 درجه آزادی

df 

 واریانس

Variance 
 واریانس تجمعی )%(

Cumulative variance (%) 
iPBS SSR iPBS SSR 

 بین جمعیت

Between population 
5 11.21 5.82 25 54 

 درون جمعیت

Within popultion 
54 34.06 4.94 75 46 

 کل

Total 
59 45.27 10.76 100 100 

 
 ای تجزیه خوشه

های های زعفران بر اساس دادهبندی اکوتیپجهت گروه

استفاده  ایخوشهمولکولی نشانگرهای مورد مطالعه از تجزیه 

نشان داد  iPBSنگر حاصل از نشا ایخوشهگردید. نتایج تجزیه 

که شش اکوتیپ زعفران مورد مطالعه در سه گروه قرار گرفتند 

جام، های مشهد و تربتکه اکوتیپطوری(. به3)شکل 

حیدریه و های تربتهای بیرجند و گناباد و اکوتیپاکوتیپ

نداشتند و دو به  iPBSقاین اختلاف چندانی از لحاظ نشانگر 

بندی خوشهند. از طرفی بندی شدگروه خوشهدو در یك 

 SSRهای مولکولی نشانگر های زعفران بر اساس دادهاکوتیپ

نیز شش اکوتیپ زعفران مورد مطالعه را در سه گروه قرار داد 

حیدریه، قاین و های تربت(. با این تفاوت که اکوتیپ4)شکل 

نداشتند و هر  SSRجام اختلاف چندانی از لحاظ نشانگر تربت

بندی شدند و اکوتیپ مشهد گروه خوشهه اکوتیپ در یك س

های بیرجند و گناباد هر در یك گروه و اکوتیپ به طور مستقل

در  ایخوشهقرار گرفتند. نتایج تجزیه  خوشهدو در یك 

های بیرجند و گناباد و همچنین مجموع نشان داد که اکوتیپ

نگر اختلاف حیدریه و قاین از لحاظ هر دو نشاهای تربتاکوتیپ

در  ایخوشهداری با یکدیگر نداشتند و در هر دو تجزیه معنی

دهد که این یك گروه قرار گرفتند این نتیجه نشان می

 تری برخوردار هستند. ها از قرابت ژنتیکی نزدیكاکوتیپ

 

 
 

 .iPBS شانگرهای زعفران با استفاده از ناکوتیپ ایخوشهتجزیه . 3شکل 

Figure 3. Cluster analysis of saffron ecotypes using iPBS marker. 
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 .SSR های زعفران با استفاده از نشانگراکوتیپ ایخوشهتجزیه  .4شکل 

Figure 4. Cluster analysis of saffron ecotypes using SSR marker. 

 های اصلیمؤلفهتجزیه به 

های اصلی ابزاری قدرتمند جهت مطالعه و مؤلفهتجزیه به 

 ;Budak et al., 2004باشد )بندی افراد مورد مطالعه میگروه

Johnson et al., 2001 همچنین برخی از محققین معتقد .)

های اصلی روشی مکمل برای تجزیه مؤلفههستند که تجزیه به 

و منجر به استفاده بهینه و استخراج حداکثری  ای استخوشه

 ,.Messmer et al)شود های مولکولی میاطلاعات از داده

(. لذا در تحقیق حاضر جهت تعیین صحت نتایج حاصل 1992

های اصلی استفاده مؤلفه، از تجزیه به ایخوشهاز تجزیه 

های اصلی بر اساس مؤلفهگردید. نتایج حاصل از تجزیه به 

را  مؤلفه، دو SSRو  iPBSی مولکولی نشانگرهای دادها

( که توانستند بخوبی تمام تغییرات 4شناسایی نمودند )جدول 

(. از طرفی در هر دو تجزیه %199کل را توجیه نمایند )

اول با اختلاف کاملا فاحشی در  مؤلفهمشخص گردید که 

دوم بیشترین واریانس را در توجیه واریانس  مؤلفهمقایسه با 

در  02/12دوم:  مؤلفهو  98/80اول:  مؤلفهجامعه داشت ) کل

در نشانگر  30/2دوم:  مؤلفهو  03/00اول:  مؤلفه؛ iPBSنشانگر 

SSR های اصلی در مؤلفه( که این امر از دقت بالای تجزیه به

پلات بر دهد. همچنین نمودار دو بعدی بایاین تحقیق خبر می

( که 0 و 1 یهانشان داد )شکل مؤلفهاساس این دو 

های مورد مطالعه زعفران از پراکنش خوبی برخوردار اکوتیپ

بر اساس  ایخوشهبندی حاصل از تجزیه هستند و با گروه

تطابق کامل داشت  SSRو  iPBSدادهای مولکولی نشانگرهای 

 باشد. می ایخوشهی بر صحت نتایج تجزیه تأییدو 
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 .SSR و iPBS ساس نشانگرهای اصلی بر امؤلفهتجزیه به  .4جدول 

Table 4. Principal coordinate analysis based on iPBS and SSR markers. 

 مؤلفه

Component 

iPBS SSR 

 )%( واریانس

Variance (%) 

 واریانس تجمعی )%(

Cumulative variance 

(%)  

 )%( واریانس

Variance (%) 

 واریانس تجمعی )%(

Cumulative variance 

(%)  
 اول

First 
87.08 87.08 97.63 97.63 

 دوم

Second 
12.92 100 2.37 100 

 

 
 .iPBS نمودار بای پلات بر اساس نشانگر .1شکل 

Table 5. Bi-plot screen based on iPBS marker. 

 
 .SSRنمودار بای پلات بر اساس نشانگر  -0شکل 

Table 6. Bi-plot screen based on SSR marker.   
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 های زعفرانزان شباهت ژنتیکی بین اکوتیپمی

های جهت ارزیابی میزان شباهت ژنتیکی بین اکوتیپ

، مقادیر همسانی SSRو  iPBSزعفران بر اساس نشانگرهای 

 1ژنتیکی محاسبه گردید )جدول 

رین ، کمتiPBS(. نتایج نشان داد که از لحاظ نشانگر جدول 

جام و های تربتترتیب مربوط به اکوتیپشباهت به

( درصد 00حیدریه )( و مشهد و تربتدرصد 01حیدریه )تربت

های بیرجند و ترتیب مربوط به اکوتیپو بیشترین شباهت به

( محاسبه درصد 80( و بیرجند و گناباد )درصد 80قاین )

بین نتایج حاصل از میزان شباهت ژنتیکی  ،گردید. از طرفی

نشان داد که  SSRهای زعفران بر اساس نشانگر اکوتیپ

های ترتیب مربوط به اکوتیپها بهکمترین شباهت بین اکوتیپ

( و درصد 00جام )(، مشهد و تربتدرصد 01مشهد و قاین )

ها ( و بیشترین میزان درصد 00) حیدریهمشهد و تربت

( و درصد 09جام و قاین )های تربتترتیب مربوط به اکوتیپبه

( محاسبه گردید. بابایی و درصد 88جام )حیدریه و تربتتربت

در تحقیق خود نیز شباهت ( Babaei et al., 2014)همکاران 

هر چند  .های زعفران گزارش کردندژنتیکی بالایی بین اکوتیپ

که این محققین در تحقیق خود علت شباهت ژنتیکی پایین 

فاصله زیاد بین این  های اصفهان و قاین رابین اکوتیپ

نتایج محاسبه شباهت  ،ها عنوان کردند. در مجموعشهرستان

و  SSRهای زعفران بر اساس نشانگرهای ژنتیکی بین اکوتیپ

iPBS های مورد مطالعه شباهت بالایی از نشان داد که اکوتیپ

تواند لحاظ این دو نشانگر با یکدیگر دارند که این موضوع می

زعفران و تکثیر غیرجنسی )از طریق بنه(  به عقیم بودن گیاه

 ,Fernandez and Bendersky, 2004; Negbiمرتبط باشد )

1999 .) 

 

  بالای قطر( SSR زیر قطر و نشانگر iPBS)نشانگر  های زعفرانمقادیر همسانی ژنتیکی اکوتیپ. 1جدول 

Table 5. Genetic similarity values of saffron ecotypes (iPBS marker under diameter and SSR marker above diameter) 

 مشهد

Mashhad 

 جامتربت

Torbat-e 

Jam 

 قاین

Qaen 

 حیدریهتربت

Torbat-e 

Heydarieh  

 گناباد

Gonabad 
 بیرجند

Birjand 
 اکوتیپ

Ecotype 

 بیرجند *** 0.83 0.81 0.69 0.72 0.75

Birjand 

0.78 0.72 0.73 0.78 *** 0.79 
 گناباد

Gonabad 

0.67 0.88 0.88 *** 0.79 0.82 
 حیدریهتربت

Torbat-e Heydarieh  

0.65 0.90 *** 0.88 0.85 0.89 
 قاین

Qaen 

0.66 *** 0.83 0.75 0.83 0.81 
 جامتربت

Torbat-e Jam 

*** 0.82 0.82 0.76 0.81 0.81 
 مشهد

Mashhad 

 گیری نتیجه
باشد ادراتی ایران میترین گیاه صبا توجه به اینکه زعفران مهم

لذا  ،و از اهمیت دارویی و غذایی بسیار بالایی برخوردار است

محققین زیادی در سرتاسر ایران و دنیا بر آن شدند تا تنوع 

های زعفران را از لحاظ فنوتیپی و ژنوتیپی مورد بین اکوتیپ

ارزیابی قرار دهند. در این مطالعه نیز برای اولین بار از 

م جهت ارزیابی أبصورت تو iPBSو  SSRلکولی نشانگرهای مو

ذخایز ژنتیکی زعفران زراعی ایران استفاده شد. نتایج در 

های زعفران از شباهت مجموع نشان داد اگرچه اکوتیپ

ژنتیکی بالایی برخوردارند و این امر نشان دهنده وجود جد 

ولی به  ،باشدمی مشترک و انتشار از یك منطقه جغرافیایی

شت، امناطق مختلف ک کیهای اقلیمی و اکولوژیوتدلیل تفا

های مصنوعی در طی سالیان های خودبخودی و انتخابجهش

توان از این سال تنوع ژنتیکی در این گیاه بوجود آمده و می
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 ،حالهای برتر استفاده نمود. با اینتنوع جهت انتخاب اکوتیپ

اطلاعات در تحقیق حاضر هر دو نشانگر مولکولی مورد استفاده 

مفیدی را در خصوص وجود تنوع در ذخایر ژنتیکی زعفران 

در مقایسه با  iPBSزراعی نشان دادند و از این بین نشانگر 

کارایی بالاتری در ارزیابی و تعیین تنوع ژنتیکی  SSRنشانگر 

 زعفران داشت.

 

 قدردانی

بخش مطالعات تنوع ژنتیکی زعفران در مرکز بیومهندسی 

یه انجام گرفت که لازم است تقدیر و تشکر دانشگاه اگه ترک

های دکتر طلا، بتول، تورچه، دویگو، صدا و ای از خانمویژه

های مهندس اسین، گمزه، گیزم، ثامت، تانر، آقایان و خانم

های بسیار ایلکم، برجو، فولیا، حنده و گلگون که کمك

 اند، به عمل آورد.باارزشی در طی انجام آزمایش داشته
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Abstract 

In order to study the genetic diversity of saffron, six cropping ecotypes from different regions of Razavi 

Khorasan province (Mashhad, Torbat-e Jam, Gonabad and Torbat-e Heydrieh) and South Khorasan province 

(Qaen and Birjand) were collected and evaluated with two molecular marker systems, iPBS and SSR. The results 

of molecular analysis showed that 28 iPBS markers and 22 SSR markers were detected 179 and 44 polymorphic 

alleles, respectively. The numbers of amplified bands for each marker were 3-10 (average 6.4) and 1-3 (average 

2), respectively. Also, the average of polymorphism information content (PIC) for SSR and iPBS markers were 

estimated 0.79 and 0.40, respectively. On the other hand, the results of molecular variance analysis showed that 

the variance within ecotypes was more than between ecotypes based on iPBS markers, while the variance 

between ecotypes was greater than within ecotypes based on SSR markers. Also, cluster analysis grouped saffron 

ecotypes in three clusters and this classification was approved by principal coordinate analysis (PcoA). However, 

ecotypes Gonabad and Birjand and ecotypes Torbat-e Heydarieh and Qaen had no significant differences with 

each other in respect to both cluster analyses. Also, high genetic similarities between all saffron ecotypes were 

reported. Overall, the results of the present study showed that although both markers were efficient to assess 

genetic diversity of saffron but the iPBS markers in comparison with the SSR markers were higher efficiency to 

determine the genetic diversity of studied saffron ecotypes. 
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