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با استفاده از Crocus بررسي تنوع وراثتي ارقام زراعي و گونه هاي خودروي جنس 
 در ايران ISSR نشانگر 

  3، جواد مظفري2ناهيد عباسپور ، 1،*اميرحسين بيكي

 گروه زيست شناسيدانشكده علوم،  ،دانشگاه قمقم،  1
  بيوتكنولوژي، گروه )ره(دانشگاه بين المللي امام خميني ،قزوين 2

  تهيه نهال و بذر وسسه تحقيقات اصلاح و، مكرج 3

 8/5/90: تاريخ پذيرش  16/4/89: تاريخ دريافت

  چكيده

تنوع ژنتيكي . شناخته مي شود  Crocus sativusتوسط گونه زراعي آن  شامل تقريبا هشتاد گونه است كه عمدتاً Crocusجنس 
هارده نشانگر، در مجموع چ .مورد مطالعه قرار گرفت  ISSRر توسط نشانگ براي اولين بار در ايران جنس فوق نژادگان 16ميان 
قطعات ايجاد شده بر اساس وجود و عدم   .تمام قطعات چند شكل بودند توليد كردند كه پذيرتكرار قطعه قابل تشخيص و  208

دندروگرام  .تفاده گرديداساكارد و تطابق ساده جدايس،  شباهت براي محاسبه ضرايباز داده هاي فوق  و شدند وجود امتياز دهي
 .ترسيم گرديد   UPGMA وComplete Linkage و بر اساس الگوريتم  )02/2 نسخه( NTSYSpcمربوطه توسط نرم افزار 

 PCoA تحليل از آمده به دستوه بر اين، نمودارهاي علا. تجزيه و تحليل خوشه اي، نژادگان را به پنج گروه اصلي تقسيم نمود
در  87/4قدرت تفكيك برابر با   كمينه ، ميزان134تجمعي برابر با  قدرت تفكيك .نج گروه تفكيك مي نمايدنيز نژادگان را به پ

به نتايج . مي باشد 6/9برابر با  كو متوسط قدرت تفكيUBC851 در آغازگر  5/15برابر با  بيشينه ميزان و UBC872آغازگر  
را نشان و تحليل روابط زنتيكي آنها  Crocus بندي گونه هاي  گروهرا براي  ISSRنشانگر هاي   بالاي  آمده سودمندي دست

  . مي دهد

  ISSRقدرت تفكيك، انگشت نگاري، تنوع ژنتيكي، زعفران،: كليديواژه هاي 

  amirbeiki@gmail.com :پست الكترونيكي،  02532103591: تلفننويسنده مسئول، * 

 مقدمه

براي در طي دوره هاي طولاني توانايي يك جمعيت 
سازگار شدن با شرايط متفاوت محيطي به سطح تنوع 

بنابراين آگاهي از تنوع ژنتيكي ). 5(ژنتيكي آن بستگي دارد 
جمعيتها و ساختار جمعيتهاي درون يك  گونه نه تنها 

يندهاي تكامل و مكانيسم آن را بررسي مي كند، بلكه آفر
بيولوژيكي فراهم اطلاعات مفيدي را در مورد حفاظتهاي 

  ). 21و  2(ي نمايد م

 جوامع درون ژنتيكي تنوع ارزيابي جهت مختلفي روشهاي

ه ژنتيكي ب تنوع بررسي براي امروزه. دارد وجود گياهي

استفاده   مولكولي نشانگرهاي از صورت بسيار گسترده اي
واكنشهاي زنجيره اي پليمراز نشانگرهاي مبتني بر . مي شود

كاربرد زيادي  DNA دليل سادگي و نياز به مقادير كمه ب
انتخاب نوع نشانگرهاي مولكولي به تكرارپذيري . دارند

ين و قابليت اعتماد بالاي آن يبالا، سادگي روش و هزينه پا
) ISSR )Inter Simple Sequence Repeat. بستگي دارد

نشانگر چند جايگاهي اختياري است كه علاوه بر داشتن 
مثل تكرار اين خصوصيات، محدوديت نشانگرهاي ديگر 

 RAPD)Random Amplified پذيري كم در 
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Polymorphic DNA( هزينه بالا و سختي كار در ،AFLP 
)Amplified Fragment Length Polymorphism ( را

طور گسترده در سرتاسر ژنوم پراكنده هستند ه نداشته و ب
 4تكرارهاي ريزماهواره اي  ISSRنشانگرهاي ). 18و  13(

نوكلئوتيد  4تا  2د كه از يك انتهايشان واحدي هستن 12تا 
آغازگرهاي فوق امكان تكثير قطعاتي از . اختياري دارند

DNA قرار  را فراهم مي آورند كه بين دو ريزماهواره
وراثت ). 15(هم نزديك هستند ه اندازه كافي به داشته و ب

، توزيع گسترده آنها در ISSRپذيري بالاي جايگاههاي 
ت آنها به وراثت مندلي، تكرارپذيري سرتاسر ژنوم، شباه

بالا، عدم نياز به اطلاعات قبلي در مورد توالي ژنوم سبب 
 ISSR.جديد شده است استفاده روزافزون اين نشانگر نسبتاً

آغازگر هاي آن كه اجازه انتخاب  بلندخاطر طول ه ها ب 
دماي واسرشته سازي بالاتر را مي دهد، داراي تكرار 

عنوان ه ب ها معمولاًاين نشانگر. باشندپذيري بيشتري مي 
هر ). 22و  10(يك نشانگر غالب در نظر گرفته مي شود 

 خاطر توانايي آنها در جداسازيچند در بعضي از موارد ب
نشانگر همبارز  به عنوانهموزيگوت ها از هتروزيگوت ها 

ها انگشت   ISSR).23و  15( دسته بندي مي شوند
). 24و  20(  توليد مي كنندنگاريهايي با چند شكلي بالا

ي بومي، طبيعت فوق العاده جمعيتهامطالعات اخير بر روي 
متنوع اين نشانگرها و نيز پتانسيل آنها را براي مطالعه 

تا كنون مطالعه  .)8( مي دهد  سطوح مختلف جمعيتي نشان
براي بررسي تنوع ژنتيكي گونه   ISSR نشانگر به وسيلهاي 

 .ايران انجام نشده استدر   Crocusهاي جنس  

تنوع ژنتيكي شش نژادگان زعفران ) 11(گريلي و همكاران 
زراعي و هفت گونه وابسته را با كمك نشانگر هاي 

آمده از بررسي داده  به دستنتايج . مولكولي ارزيابي كردند
گونه  C. cartwrightianusهاي مولكولي نشان داد  كه 

مشابه با آن  C. thomasiiگونه و  وابسته زعفران زراعي
و  RAPD از نشانگر هاي) 22(و همكاران  سيك. است

ISSR  نژادگان زراعي  56براي تعيين تنوع و روابط ژنتيكي
را با فوق در تركيه استفاده كردند و توانستند نمونه هاي 

 .كنندبه هفت گروه دسته بندي كمك نشانگر هاي فوق 
ي در نمونه هاآنها سطح بسيار بالايي از تنوع ژنتيكي را 

شاهد اين مدعي  به عنوانخويش گزارش نمودند كه از آن 
علوي  .كه تركيه مركز تنوع زعفران است استفاده نمودند

زگر رتروترنسپوزون اتركيب آغ 28از  )4(كيا و همكاران
ي تيكبه بررسي تنوع ژنتيكي و روابط فيلوژنجو  ازحاصل 
نشان رسي اين برنتايج  .ايران پرداختند زراعي زعفران

 Crocus  جنسي مختلف جمعيتهادهنده هتروژني بالا بين 
 .بودو مشخص كننده همولوژي نسبي زعفران زراعي با جو 

تنوع و  RAPD از نشانگر استفادهبا ) 6(بيكي و همكاران 
را  Crocus نژادگانهاي مختلف جنس 30روابط ژنتيكي 
ن انتايج حاصل نشان داد نژادگانهاي زعفر .بررسي كردند

و بيشترين زراعي همگي در يك زير شاخه قرار داشته 
  .نشان مي دهند C. haussknechiiشباهت را با 

بر ) 19(در تحقيقي كه توسط روبيو موراگا و همكاران 
كشور مختلف  11روي زعفران زراعي جمع آوري شده از 

 SSR )Simpleو RAPD ، ISSRبا استفاده از سه نشانگر 

seguence repeat (جام شد نشان داده شد كه زعفران ان
اين نتايج با بررسيهاي . زراعي يك گونه منومورف مي باشد

 روبيو 2010در سال . مطابقت ندارد )22و 11، 6، 4(قبلي
گزارش  ISSR و همكاران با استفاده از نشانگر )21( موراگا

تفاوتي  C. oreocreticus و C. sativus نمودند كه بين
براي ميزان كارتنوئيد   HPLCتحليلهاي  در وجود ندارد اما 

آمده  به دستكمي گزارش نمودند كه با نتايج  ها تفاوت
     .شتمطابقت دا) 12(توسط گريلي و همكاران 

و ) Iridaceae(گياه زعفران يكي از اعضاي خانواده زنبق 
گياهان اين خانواده داراي . متعلق به جنس زعفران مي باشد

جنس و  60خانواده زنبق شامل . ندهستريزوم، بنه و پياز 
زعفران شامل گونه هاي بومي  جنس. گونه مي باشد 1500

خصوص در كشورهايي از ه باز اروپا، شمال آفريقا، آسيا و 
جنس زعفران . سيا مي شودجنوب شرق، غرب و مركز آ

اين . استخاطر گونه زراعي آن شناخته شده ه ب عموماً
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خاطر ه مي باشد كه بونه هاي ديگري نيز جنس داراي گ
طور ه و ببوده گلهاي آن با ارزش رنگ بسيار زيباي 

  ).9( وسيعي در باغباني استفاده مي شود

چون گونه هاي خودرو هر منطقه در معرض خطر 
فرسايش ژنتيكي و حتي انهدام هستند و از طرفي  بعلت 
عدم وجود تنوع كافي در كلكسيونهاي ژرم پلاسم، 

نگهداري آنها شايان توجه بيشتري شناسايي، جمع آوري و 
شناسايي ژرم پلاسم زعفران و خويشاوندان آن ). 17(است 

و بررسي ميزان خويشاوندي بين آنها مي تواند در برنامه 
هاي اصلاحي و حفظ ذخاير ژنتيكي مورد استفاده قرار 

  .گيرد

  
  نام و محل جمع آوري نژادگان هاي مورد استفاده -1 دولج

 كد  نژادگان محل جمع آوري گونه  كد نژادگان وريمحل جمع آ گونه

C.sativus قائن -خراسان رضوي saKrGn  C.cancellatuse استهبان - فارس cnFaEs 

C.sativus آزادشهر - گلستان saGoAz  C.cancellatuse  سراب قنبر - كرمانشاه cnKeS1 

C.speciosus رودبار - گيلان spGiRd  C.cancellatuse  سراب قنبر - كرمانشاه cnKeS2 

C.speciosus ديلمان - گيلان spGiDi  C.cancellatuse بيستون -كرمانشاه cnKeBi 

C.speciosus الوند - مركزي spMaA1  C.cancellatuse ديواندره -كردستان cnKoDi 

C.speciosus الوند - مركزي spMaA2  C.caspius رستم آباد - گيلان csGiRs 

C.speciosus كوژان -كرمانشاه spKeKj  C.haussknechii اسلام آباد-كرمانشاه haKeEs 

C.speciosus گهواره -كرمانشاه spKeGa  C.haussknechii سارال -كردستان haKoSa 

  هر آغازگر RPو  Tm  ،Taنام و توالي آغازگرها، تعداد كل باند، تعداد باند هاي چند شكل ،   -2جدول
كلتعداد توالي آغازگر نام پرايمر

 باندها

تعداد باندهاي چند
 شكل

Tm Ta Rp 

UBC807 AG)8T 18 18 50 5/52  00/11  

UBC808 (AG)8C 21 21 52 6/51  25/13  

UBC812 (GA)8A 10 10 50 5/52  60/12  

UBC827 (AC)8G 18 18 52 6/53  25/10  

UBC834 (AG)8CT 17 17 54 4/53  75/10  

UBC835 (AG)8CC 19 19 56 6/59  12/13  

UBC836 (AG)8CA 12 12 54 5/53  50/10  

UBC840 (GA)8CT 10 10 54 4/53  50/5  

UBC841 (GA)8CC 13 13 56 6/59  50/5  

UBC851 (GT)8CG 25 25 56 4/58  50/15  

UBC868 (GAA)6 11 11 47 0/47  37/5  

UBC872 (GATA)4 8 8 38 1/37  87/4  

UBC876 (GATA)2(GACA)2 10 10 43 9/43  12/6  
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UBC880 (GGAGA)3 16 16 49 5/53  75/9  

و ) سمت راست( =c  °56Tmبا UBC841و  UBC835دماي واسرشته سازي مختلف بر روي الگوي بانددهي آغازگر هاي  4تاثير  -1شكل 
  )سمت چپ(در زعفران زراعي   UBC835با استفاده از آغازگر  DNAبررسي غلظت هاي مختلف 

 

در پژوهش حاضر گوناگوني ژنتيكي و انگشت نگاري 
زعفران با استفاده از  اعي جنسو زر خودروگونه هاي 

همچنين . بررسي و مورد مقايسه قرار گرفتند  ISSRنشانگر
مثل دماي واسرشت،  PCRيند آثر بر فرؤاثرات مختلف م
در جهت افزايش  DNA و غلظت  PCR تعداد جرخه هاي

جهت  ISSRويژگيهاي اختصاصي و بهينه سازي نشانگر 
در مورد به  گزينش و شناسايي گونه ها و تصميم گيري

   .نژادي زعفران بررسي گرديد

  مواد و روشها
نژادگان زعفران زراعي و  16نمونه برگي : مواد گياهي 

خودروي ايران كه توسط بانك ژن ملي گياهي ايران از 
رويشگاههاي مختلف طبيعي جمع آوري و در محل 

سسه اصلاح و تهيه نهال و بذرمشهد كاشته شده بود، ؤم
نمونه هاي  ).1جدول(تهيه گرديد  در زمستان و بهار

برگي جمع آوري شده در ازت مايع منجمد و تا پيش از 
درجه سانتي گراد  - 80 در فريزر DNAاستخراج 

 ..نگهداري شد

ه ب DNAبا توجه به دشواري و بازدهي نامناسب استخراج 
و تامپسون  روشهاي معمولي، از روش تغيير يافته موراي

ميلي گرم  100اين روش ابتدا در ). 14(استفاده گرديد 

نمونه برگي توسط نيتروژن مايع درون هاون چيني پودر 
-Trisشامل [ميلي ليتر بافر استخراج 1شد و پس از افزودن 

HCL )100 ميلي مولار( ،EDTA  )20 ميلي مولار( ،NaCl 
و بتا ) درصد 2( PVP، ) درصد 2( CTAB، )مولار2(

دقيقه در حمام  30 تبه مد،  ])درصد 1(مركاپتو اتانول 
 700سپس . درجه سانتي گراد قرار گرفت 65آب گرم 
 15مدت ه ايزوآميل الكل افزوده و ب- روفرمميكروليتركل
دور در  13000گراد و با  درجه سانتي 4دماي  دقيقه در

پس از ). اين عمل دو بار انجام گرفت(دقيقه سانتريفيوژشد 
ميلي ليتر 1 دني برداشته شد و پس از افزويآن مايع بالا

در جه  - 20دقيقه در دماي  30مدت ه ايزوپروپانل سرد ب
دقيقه سانتريفيوژ با  10بعد از. گراد قرار داده شد سانتي

دور در دقيقه در دماي اتاق، ايزوپروپانل دور  12000
درصد شستشو  70توسط الكل  DNAريخته شد و رسوب 

و به  افزودهTE ميكروليتر بافر  50و پس از خشك شدن ، 
كميت و . درجه سانتي گراد انتقال داده شد - 20فريزر 

و  8/0تروفورز ژل آگارزبا استفاده از الك DNAكيفيت 
يد نتايج با اسپكتروفتومتر در طول أيمنظور ته همچنين ب

براي آزمايشهاي . نانومتر اندازه گيري گرديد 280/260موج 
تخراجي، ازكليه نمونه هاي اس واكنشهاي زنجيره اي پليمراز

درجه  - 20تهيه و در دماي ) ng/µl50(غلظتهاي يكسان 
  .سانتي گراد نگهداري شدند
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 42، با استفاده ازISSRآزمايش  :  ISSR-PCRواكنش
، 8  ،(GA)8(AG)آغازگر مكمل با تواليهاي ريزماهواره اي

(AC)8 ،(AT)8،(TA)8 ،(CT)8 ،(GT)8 ،(TG)8 همرا ه با ،
و  5´و 3´في در انتهاييك ، دو و سه نوكلئوتيد اضا

، 6 ،(GAA)6 ،(GATA)4(AGC)تواليهاي ريز ماهواره اي 
(TGCA)4 ،(GGAGA)3 بدون نوكلئوتيد اضافي انجام ،

پس از بررسي آغازگر ها از نظر تكرارپذيري و . گرفت
). 2جدول(آغازگر انتخاب شدند  14چند شكلي، تعداد 

 DNAبراي بهينه سازي شرايط تكثير، غلظتهاي مختلف 
و دماي متفاوت  )نانوگرم بر ميكروليتر 50و  35، 30، 25(

مورد ارزيابي قرار ) Annealig temperature( (Ta) اتصال
  . گرفتند

ميكروليتري و با  20در حجمهاي   ISSR-PCRآزمايش
كمك ه و بشركت سيناژن  PCR Master Kit استفاده از 

شده  برنامه حرارتي اعمال .دستگاه ترموسايكلر انجام شد
درجه سانتي  94راز شامل براي واكنشهاي زنجيره اي پليم

چرخه  35شروع واكنش،  به عنواندقيقه  4مدت ه گراد ب
 37-59ثانيه،  30 به مدتدرجه سانتي گراد  94در دماهاي 

 به مدت) بسته به آغازگرهاي مختلف( ددرجه سانتي گرا
 دو دقيقه و در به مدتدرجه سانتي گراد  70ثانيه و  45

چهار دقيقه در  به مدتآخر واكنش يك مرحله بسط نهايي 
منظور مشاهده ه ب .درجه سانتي گراد در نظر گرفته شد 68

بر  واكنشهاي زنجيره اي پليمرازي، محصولات قطعهالگوي 
 به مدت 85با ولتاژ  درصد بارگذاري و 2/1روي ژل آگارز 

  . )2و  1 شكل( ساعت الكتروفورز شد 2

منظور تجزيه ه ب :يه و تحليل داده هاامتيازدهي و تجز
آمده بر اساس  به دستچند شكل  قطعاتوتحليل نتايج، 

صورت صفر و يك امتيازدهي ه ب قطعهوجود و عدم وجود 
 Completeدندروگرام مربوطه بر اساس الگوريتم . شدند

Linkage وUPGMA  )Unweighted Pair Group 

Mathematical Average (تطابق ايس، يب تشابه داضر و
 PCoA)(لفه هاي اصلي ؤتجزيه به مساده، و جاكارد، و 

)Principle Coordinate Analysis ( توسط برنامه
NTSYSpc ) توانايي  ).18(انجام شد ) 02/2نسخه

ها با استفاده از شاخص قدرت نژادگاننشانگرها براي تمايز 
محاسبه . تعيين گرديد) Resolving power( (Rp)تفكيك  

اخص با استفاده از رابطه ارائه شده توسط پريوست اين ش
  ).15( و ويلكينسون انجام گرفت

  

  
  

هايي كه در هر نژادگانبرابر است با نسبت  Pكه در آن 
  .مي باشند قطعهنشانگر داراي 

  نتايج و بحث
معتقدند كه اصلاح دماي واسرشته  بورنت و همكاران 

ها ي ايجاد شده دارد  قطعهدي بر وضوح ثير زياأسازي، ت
 4، واكنشهاي زنجيره اي پليمرازمنظور بهينه سازي ه ب . )7(

دماي واسرشته سازي مختلف براي هر آغازگر مورد 
اكثر آغازگر  ، كه)سمت راست 1شكل (بررسي قرار گرفت 
 UBC835 ،UBC841جز آغازگرهاي ه هاي مورد مطالعه ب

 Tm )Meltingدر دماي نزديك به  UBC880و 

Temperature ( باند دهي مطلوبي داشتند) 2جدول .(
 50نيز نشان داد كه غلظت  DNAبررسي غلظتهاي مختلف 

نانو گرم بر ميكروليتر بهترين وضوح باندي را ايجاد 
  ).سمت چپ 1شكل (كند  مي

آغازگر از نظر تكرارپذيري و وضوح  42پس از بررسي 
 208 آغازگر انتخاب شدند كه در مجموع 14باندي، تعداد 

 UBC812آغازگر . باند قابل امتيازدهي توليد كردند
بيشترين تعداد باند . بيشترين وضوح باندي را نشان داد

 و كمترين آن مربوط به آغازگر  UBC851متعلق به آغازگر 

UBC827 بود  .  
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  نمونه گياهي جمع آوري شده از رويشگاه هاي مختلف طبيعي 16براي   UBC812قطعات تكثير شده  با استفاده از آغازگر  -2شكل 

   

 
 و ضريب تشابه دايس Complete Linkageدندروگرام حاصل از تجزيه خوشه اي بر اساس الگوريتم  -3شكل

تنها . براي هر نشانگر بود 9/14ميانگين تعداد باندها 
رهاي و نشانگ 3'نشانگرهاي با نوكلئوتيد اضافي در انتهاي 

بدون نوكلئوتيد اضافي باند دهي خوبي داشتند كه با نتايج 
اين پژوهشگران .  مطابقت داشت) 16( ردي و همكاران

عنوان نمودند كه آغازگرهايي كه داراي نوكلئوتيد اضافي 
مي باشند، شبيه آغازگرهاي اختصاصي عمل  3'در انتهاي

الگو متصل مي شوند و   DNAازكرده و به نقاط خاصي 
گوي باندي با وضوح بالاتر ولي تعداد باند كمتر توليد ال

  .كنند مي

 87/4- 5/15قدرت تفكيك نشانگرها در دامنه بين 
يي و كفايت اين آقرارگرفت كه ميزان بالاي آن نشانه كار

. آمده است به دستهاي نژادگاننشانگر در تمايز ميان 
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ترتيب متعلق به ه ب Rpبيشترين و كمترين ميزان 
  . بود UBC872و  UBC851ي آغازگرها

منظور پيدا كردن بهترين روش خوشه بندي ضريب ه ب
 Completeو  UPGMAالگوريتمهاي  كوفنتيك بر اساس

Linkage  و سه ضريب تشابه جاكارد، دايس و تطابق ساده
، كه بر اين اساس الگوريتم )3جدول( محاسبه شد

Complete Linkage  و ضريب تشابه دايس با ضريب
ك يك بهترين روش خوشه بندي از ميان روشهاي كوفنتي

  . فوق مي باشد

تجزيه خوشه اي، نژادگانهاي مورد مطالعه را در پنج گروه 
از  C.sativusدر گروه اول دو نمونه ). 3شكل(قرار داد 

از  C.cancellatusهمراه يك نمونه ه خراسان و گلستان ب
گروه بعدي شامل دو نمونه . فارس قرار گرفت

C.cancellatus  هر دو از كرمانشاه، يك نمونهC.caspious 
. از كردستان بود C.haussknechiiاز گيلان و يك نمونه 

تنهايي در گروه سوم ه از كرمانشاه ب C.haussknechiiنمونه 
از دو   C.speciosusدر گروه چهارم دو نمونه . قرار گرفت

 همراه ه رودبار و ديلمان استان گيلان ب منطقه

C.cancellatusكردستان قرار داشتند و آخرين گروه نيز  از
 نمونه 4از كرمانشاه و   C.cancellatusشامل يك نمونه

C.speciosus بر اساس اين . از كرمانشاه و مركزي بود
ه اي توانست نژادگانهاي مختلف ب نتايج تجزيه خوشه

را بر اساس گونه و محل  C.haussknechiiخصوص گونه 
 . دا كندرويش از يكديگر ج

اينكه نمونه هاي ژنتيكي داخل يك گونه داراي ه با توجه ب
با يگديگر گروه  بيشترين شباهت ژنتيكي بوده و اصولاً

شوند، قرار گرفتن گونه هاي يكسان در داخل  بندي مي
گروههاي مختلف ممكن است در اثر جدايي ميكروكليمايي 
 باشد كه باعث روند تكاملي متفاوت در دو جهت مختلف

  .است

. قرار گرفت 18/0 -  63/0ضريب تشابه دايس در دامنه بين 
بيشترين مشابهت را  48/0با ضريب تشابه  C.sativusگونه 

از فارس نشان داد، كه بر اين  C.cancellatusبا گونه 
ترين خويشاوندان  اساس مي توان آن را يكي از نزديك

علوي كيا و . شمار آورده زراعي ب خودرو زعفران 
با استفاده از نشانگرهاي رتروترنسپوزون دو ) 4(اران همك
و كافي و همكاران  C.almehensisو   C.michelsoniگونه

 نيز بر اساس خصوصيات مورفولوژيكي) 3(

C.haussknechii  ترين خويشاوندان خودرو  نزديكرا
نظر ه اين نتايج به با توجه ب. كردند زعفران زراعي معرفي
شانگرهاي اختصاصي بتواند اطلاعات مي رسد، استفاده از ن

دقيق تري درمورد اجداد خودرو اين گونه زراعي فراهم 
 . نمايد

خوشه تحليل  لفه هاي اصلي تا حدودي نتايجؤتجزيه به م
در صد از  37لفه اول ؤسه م ).4شكل (يد كرد أياي را ت

رات را توجيه كردند كه نشان دهنده نمونه برداري يتغي
اين ترتيب كه ه ب. كل ژنوم مي باشد نشانگرها ازمطلوب 

هر يك از نشانگرهاي مورد استفاده از بخشهاي متفاوت 
اين . ژنوم بوده، بنابراين داراي همبستگي كمتر مي باشند

روش نيز توانست برخي از گونه ها را از لحاظ منطقه 
 1گروه  طوري كهه رويش، از يكديگر جداسازي كند، ب

و انهاي مركزي و كرمانشاه از است speciousگونه شامل 
از استانهاي خراسان رضوي و  sativusشامل گونه  3گروه 

قرار  5تنهايي در گروه ه ب cnKeBi نمونه. هستندگلستان 
 2در گروه  cancellattuseاز چهار نمونه  نمونهسه  . دارد

 گونه يعني گروهي كه فقط شامل  3گروه . واقع شده اند

sativus   ه اكثريت آنها ك 2است به گروهcancellattuse  
گروهي به هم توجهبا  .مي باشند بيشترين شباهت را دارد

در تحليل  cancellattuseبا گونه   sativusنمونه هاي گونه 
مي توان چنين نتيجه گرفت ) 3شكل - 1گروه (خوشه اي 

بيشترين شباهت را با   sativusكه گونه زراعي 
cancellattuse  نمونه ها بر حسب گونه گروه بندي . دارد

  .استجغرافيايي  گروه بندي بر حسب نواحياز  بهتر 
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 و  ضرايب تشابه تطابق ساده، دايس و جاكارد UPGMAو  Complete Linkageضريب كوفنتيك محاسبه شده براي  الگوريتم هاي   -3جدول 

                       الگوريتم
 جاكارد دايس تطابق ساده ضريب تشابه

Complete Linkage 79/0 1 82/0 

UPGMA 80/0 82/0 85/0 

  

  

  
 ISSRبر اساس فراواني داده هاي نشانگر  تجزيه به مولفه هاي اصلي) پايين(و سه بعدي ) بالا(نمودار دو بعدي  -4شكل 
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طور كلي نتايج پژوهش حاصل نشان دهنده وجود تنوع ه ب
ايران مي باشد ژنتيكي بالا در نمونه هاي زعفران موجود در 

كه با توجه به عقيم بودن و تكثير رويشي زعفران زراعي 
مي توان با استفاده از روشهاي مدرن اصلاح نباتات و 
بيوتكنولوژي نسبت به انتقال صفات مفيد از اين گونه ها به 

يي آاين مطالعه همچنين كار. گونه زراعي اقدام نمود
با توجه . ن دادي اين تنوع نشارا در بررس ISSRنشانگرهاي 

يكي از معماهايي است  اينكه جد واقعي اين گونه زراعيه ب
طور دقيق حل نشده است و نيز از آنجا كه ه كه هنوز ب

 خصوص ه ب) 1(گياهي  پراكنشمهم  ايران يكي از مراكز 
مي باشد، انجام مطالعات تكميلي تر بر  Crocusجنس 

ه تصاصي بتفاده از نشانگرهاي اخروي اين گونه ها با اس
عات دقيق تر و كامل تر ضروري منظور دست يافتن به اطلا
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Abstract 

The Crocus genus, which comprehends approximately 80 species, is known mainly for 
the cultivated species Crocus sativus. Genetic variability among 16 genotype of Crocus 
genus originating from Iran was examined for the first time with Inter Simple Sequence 
Repeat (ISSR). Fourteen primers generated a total of 208 discernible and reproducible 
bands across the analyzed populations, that all of these showed polymorphism. The 
fragment scored for presence/absence and used to generate Dice, Jaccard and Simple 
Maching similarity coefficients and to construct a dendrogram by means of UPGMA 
and Complete Linkage in NTSYS-pc 2.02 computer program. Cluster analysis revealed 
primarily five major groups. Furthermore, dimensional graph derived from Principal 
Coordinate Analysis (PCoA) of ISSR data also revealed a pattern in which the 
genotypes were assigned into five separate groups. Estimation of Resolving Power (RP) 
values exhibited a collective rate of 134.08 and varied from 4.87 for UBC 872 to 15.5 
for UBC 851 with a mean of 9.6. The results showed the high effectiveness of ISSR 
markers in grouping of Crocus species under study, and analysis of their genetic 
relationships.  

Keywords: Fingerprinting, Genetic Diversity, Saffron, Resolving power, ISSR. 
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