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و  SSR هاي با بيش از سه كلاله با استفاده از نشانگرمولكولیبررسی تنوع ژنتيكی در زعفران
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و  SSR های با بریش از سره کلالره برا اسرتفاده از نشرانگرمولکولیران. بررسی تنوع ننتیکی در زعف8931بهدانی،  .ع.،  و ایزانلو، ع. 

ISSR ،917-997(: 9)7. زراع  و فناوری زعفران. 

 

 چکیده

هرایی نیرز در فنوتیرپ و کیفیر  ترین ادویه جهان از نظر ننتیکی کلون مونومورفی بوده، ولری تفراوتزعفران زراعی به عنوان با ارز 

های با بیش از سره کلالره اسر ، بنرابراین هردف از ایرن تنوع فنوتیپی از نظر زراعی و اقتصادی، وجود گلترین گزار  شده اس  که مهم

گیری تنوع ننتیکری کلاله در منطقه و اندازه 9تحقیق استفاده از نشانگرهای مولکولی مختلف جه  مطالعه مولکولی زعفران های با بیش از 

 آوریجمرع کشاورزان مزارع از ریشه اطراف خاک با همراه کامل طورهب کلاله سه از بیش با عفرانز هایها بود. در این تحقیق، کلونبین آن

های گرل دارای از بر  CTABبه رو   DNAگردیدند. استخرا   مستقر زیستی، شرایط حفظ جه  پلاستیکی، هایجعبه در کامل بطور و

های به نسب  های بزرگتر و تعداد گلبر ه در مقایسه با حال  معمولی دارای گلهای با بیش از سه کلالبیش از سه کلاله انجا  شد. زعفران

های دارای درصد بود. نمونه 91های بیش از سه کلاله مربو  به چهار و پنج کلاله با بیشتری بودند. بیشترین فراوانی تعداد کلاله در بین نمونه

آوری شده تنها ی  نمونه با تعداد کلالره هفر  نیرز مشراهده گردیرد. از های جمعهدرصد مشاهده شد. در بین نمون 81شش کلاله با فراوانی 

آغازگر تشکیل نوار دادند. نتایج حاصل از الکتروفرورز نل آگراروز  85ی بال ، تنها DNAآزمون شده روی نمونه  ISSRآغازگر  11مجموع 

جف  باز بود. با بررسی نوارهای تشرکیل شرده  8333تا  833له نشان داد که محدوده نوارهای تشکیل شده در فاص ISSRبرای آغازگرهای 

های مختلف زعفران مورد بررسی مشاهده نشرد. لررا، براسراس ایرن سیسرتم ای بین کلون، چندشکلی قابل ملاحظهISSRبرای آغازگرهای 

نشرانگر چنرد شرکلی را  83آزمون شده،  SSRهای با تعداد کلاله متفاوت ملاحظه نشد. از بین نشانگرهای نشانگری تنوع ننتیکی بین کلون

دار آماری بین هیچ کردا  از بین کلون ها نشان دادند. نتایج تجزیه همبستگی براساس ضریب همبستگی اسپیرمن نشان داد که ارتبا  معنی

 ها مشاهده نشد. های نشانگر ریزماهواره و تعداد کلالهآلل
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 مقدمه

ساله اس  که از ( گیاهی چند.Crocus sativus Lزعفران )

نظر ننتیکی عقیم بروده و تکثیرر آن صررفاً از طریرق رویشری و 

گیرد. امروزه نیراز جهرانی بره اسرتفاده از ها انجا  میبوسیله بنه

زعفران، نه تنها بخاطر تولید و استفاده آن به عنوان ادویه، بلکره 

اکسریدانی و دارویی متعدد  مانند اثرات آنتری برای خصوصیات

 & Abdullaevضررد سرررطانی آن، روبرره افررزایش اسرر  )

Espinosa-Aguirre, 2004; Bhandari, 2015; Lim, 

2014; Magesh et al., 2006; Samarghandian & 

Borji, 2014 افزایش تولید زعفران وابسته به برداش  بیشرتر .)

بالای آن اس . بررای نیرل بره  محصول در واحد سطح و کیفی 

این اهداف، نیاز به بهبود ننتیکی گیراه، بهبرود وضرعی  زراعری، 

شررده در طری پراک سرازی، پخیررره و همچنرین شررایط کنتررل

بازاریابی محصول اس . بهبود ننتیکی نیازمند وجود تنروع درون 

 ها اس . ای و همچنین امکان تلاقی بین آنای، بین گونهگونه

 ننتیکی در این گونه موضوع مورد بحر  اسر .وجود تنوع 

( از Rubio-Moraga et al., 2009موراگا و همکراران ) -روبیو

، RAPDشرامل  PCRسه سیستم نشانگر مولکولی مبتنری برر 

ISSR و ،SSR هرا بررای بررسری چندشرکلی در اکوتیرپ هرای

هرا آوری شده از نواحی مختلف اسرتفاده کردنرد. آنمختلف جمع

هرا کننرد. آن های مختلف پیردادشکلی بین اکوتیپنتوانستند چن

پیشنهاد کردند که زعفران ی  گونه مونومورف یرا تر  شرکل 

بوده و پیشنهاد نمودند که برای یافتن راهی جه  تشخیص بین 

یابی کل ننو  مرورد نیراز اسر . ، توالیزعفران زراعی هایایزوله

های مولکرولی برخی از مطالعات فیلوننتیکی با استفاده از نشانگر

ننتیکری گرزار   های مختلف زعفران وجرود تنروعروی اکوتیپ

 ,.Fluch et al., 2010; Grilli Caiola et alنشرده اسر  )

2004; Rubio-Moraga et al., 2009که، تحقیقات (. درحالی

، تنروع DNAاخیر با اسرتفاده از دامنره وسریعی از نشرانگرهای 

 Babaei et) انردر  کردهننتیکی اندکی را در گونه زعفران گزا

al., 2014; Beiki et al., 2010; Mir et al., 2015; 

Nemati et al., 2012; Nemati et al., 2014; Sik et al., 

2008; Siracusa et al., 2013.) 

هایی در فنوتیپ و کیفی  نیز در برخی از با این وجود، تفاوت

مربو  بره های زراعی گزار  شده اس  که ممکن اس  زعفران

ترین تنوع فنوتیپی با اهمی  از نظر ها باشند. مهمتفاوت در کلون

باشرد، های با بیش از سه کلاله مریزراعی و اقتصادی، وجود گل

ای برره تحقیقرات دقیرق علمری از دیرردگاه بنرابراین توجره ویرژه

رسد تا شواهدی دال بر نظر میمولکولی در این زمینه ضروری به

هرای زراعری ننتیکری شده در درون زعفران اینکه تنوع مشاهده

های زعفران با بیش از سه کلاله اس  فراهم گردد. برخی واریان 

شوند، ولی مشاهده مکررر ها مشاهده میدر مزارع در برخی سال

های بعرد در همران کلرون گرزار  نشرده اسر . ها در سالآن

-مطالعه سریتوننتیکی روی زعفرران (Estilai, 1978)استیلایی 

هررای دارای برریش از سرره کلالرره انجررا  داد. او ت ییررر در تعررداد 

کروموز  مشاهده نکرد و پیشنهاد نمود که ممکن اس  ناشری از 

 های تصادفی باشند. موتاسیون

ها و یافتن تنوع ننتیکری مناسرب در پی بردن به منشاء گونه

کنرد. برا توجره بره بهبود ننتیکی گیاهان نقش مهمی را ایفا می

ای فران گیاهی با تکثیر رویشی اس ، یافتن جهش یافتهاینکه زع

که ویژگیهای زراعی مطلروبی داشرته باشرد کمر  شرایانی بره 

اقتصاد کشاورزان در زمینه تولید و حتی افزایش سرطح صرادرات 

هرا و بررسری تنروع نماید. امروزه تأیید منشاء گونرهمحصول می

ی مولکرولی هراهای کاربردی تکنی ننتیکی یکی دیگر از زمینه

اس  که توجه ویژه ای را به خود جلرب کررده اسر . ترا کنرون 

های مولکولی تنها بر شناسایی اجداد بالقوه زعفران زراعی تجزیه

و RAPD ،AFLP ، IRAPبا استفاده از نشرانگرهای مولکرولی 

ISSR  انجا  شده اس ، بنابراین هدف از این تحقیق اسرتفاده از
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تلرف جهر  مطالعره مولکرولی سیستم نشانگرهای مولکولی مخ

های با بیش از سه کلاله در منطقه و بررسی تنوع ننتیکی زعفران

 ها بود. بین آن

 هامواد و روش

 مواد گیاهي

 هرایکلرون آوریجمرع برر ، فراخوانی مبنری8939در پاییز 

کراران خراسران جنروبی بین زعفران کلاله سه از بیش با زعفران

هرای ا  گردید. در آبان ماه، کلرون)شهرستان قاین و سرایان( اعل

زعفران با بیش از سه کلاله بطور کامل همراه برا خراک اطرراف 

هرای آوری و بطور کامل به جعبرهکشاورزان جمع مزارع ریشه از

(. 8پلاستیکی، جه  حفظ شرایط زیستی، مستقر گردیدند )شکل 

-نمونه نیز از منطقه سرایان جمع 19پنج نمونه از منطقه قاین و 

آوری و به آزمایشگاه بیوتکنولونی دانشکده کشراورزی دانشرگاه 

های با بیش از (. تعداد کلاله در گل8بیرجند منتقل شدند )جدول 

هرای پلاسرتیکی حراوی سرپس جعبره سه کلاله شمار  گردید.

ها در فضای مناسرب در محوطره دانشرکده کشراورزی در نمونه

هرا نیرز بررای کلونداخل خاک قرار داده شدند. در سال بعد این 

 تعداد کلاله در گل مورد بررسی قرار گرفتند. 

 

 
آوری شده از منطقه سرایان، خراسان جنوبیکلاله جمع 5و  4های زعفران با گل -1 شکل  

Figure 1- Saffron flowers with 4 and 5 stigmas collected from Sarayan area, South Khorasan. 
 

 

 و آزمون نشانررها  DNAاستخراج 

های متصل به گل دارای بیش ، بر DNAجه  استخرا  

هاون چینری اسرتریل و در ازت  از سه کلاله برداش  و در داخل

 CTAB (Doyleبره رو   DNAمایع پودر شدند. اسرتخرا  

& Doyle, 1987  انجا  شد. کمی  و کیفی )DNA   استخرا

سرنجی نروری برا اسرتفاده از   طیرفشده با استفاده از دو رو

ی  درصد مرورد  اسکتروفتومتر نانودراپ و الکتروفورز نل آگارز

 79مقدار  به تقریباً DNAهای بررسی قرار گرف . سپس نمونه

 نانوگر  در میکرولیتر رقیق شدند. 

جهرر  ارزیررابی تنرروع ننتیکرری در زعفررران از نشررانگرهای 

 77و  ISSRآغرازگر  11استفاده شرد.  SSRو  ISSRمولکولی 

مخررتص زعفرران بررا سرفار  از شرررک   SSRجفر  آغرازگر 

(. آغازگرهرای مرورد اسرتفاده 7سیناکلون تهیه گردیدند )جدول 

های زراعی و خویشاوندان  وحشری در چندشکلی را بین زعفران

 ;Nemati et al., 2012)مطالعات گرشرته نشران داده بودنرد 

Rubio-Moraga et al., 2009) . 
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های با بیش از سه کلالهآوری کلونکد و منطقه جمع -1دول ج  
Table 1- Code and the area of collecting clones with more than three stigmas  

 شماره

Numbe

r 

 کد نمونه

Sample 

code 

 منطقه

Area 

 تعداد کلاله

Numbers of stigma 

 

  

 شماره

Number 

 کد نمونه

Sample 

code 

 منطقه

Area 

 تعداد کلاله

Numbers of 

stigma 

1 1-1 Qaen 5 قاین 
 

29 24-2 Sarayan 5 سرایان 

2 2-1 Qaen 6 قاین 
 

30 1-3 Sarayan 4  سرایان 

3 3-1 Qaen 7 قاین 
 

31 2-3 Sarayan 6  سرایان 

4 4-1 Qaen 4 قاین 
 

32 3-3 Sarayan 4  سرایان 

5 5-1 Qaen 5 قاین 
 

33 4-3 Sarayan 4  سرایان 

6 1-2 Sarayan 5 سرایان 
 

34 5-3 Sarayan 5  سرایان 

7 2-2 Sarayan 4 سرایان 
 

35 6-3 Sarayan 5  سرایان 

8 3-2 Sarayan 5 سرایان 
 

36 7-3 Sarayan 4  سرایان 

9 4-2 Sarayan 6 سرایان 
 

37 8-3 Sarayan 4  سرایان 

10 5-2 Sarayan 4 سرایان 
 

38 9-3 Sarayan 5  سرایان 

11 6-2 Sarayan 4 سرایان 
 

39 10-3 Sarayan 5  سرایان 

12 7-2 Sarayan 6 سرایان 
 

40 11-3 Sarayan 4  سرایان 

13 8-2 Sarayan 5 سرایان 
 

41 12-3 Sarayan 6  سرایان 

14 9-2 Sarayan 5 سرایان 
 

42 13-3 Sarayan 5  سرایان 

15 10-2 Sarayan 5 سرایان 
 

43 14-3 Sarayan 4  سرایان 

16 11-2 Sarayan 4 سرایان 
 

44 15-3 Sarayan 4  سرایان 

17 12-2 Sarayan 4 سرایان 
 

45 16-3 Sarayan 5  سرایان 

18 13-2 Sarayan 4 سرایان 
 

46 17-3 Sarayan 5  سرایان 

19 14-2 Sarayan 5 سرایان 
 

47 18-3 Sarayan 4  سرایان 

20 15-2 Sarayan 4 سرایان 
 

48 19-3 Sarayan 6  ایانسر 

21 16-2 Sarayan 5 سرایان 
 

49 20-3 Sarayan 4  سرایان 

22 17-2 Sarayan 5 سرایان 
 

50 21-3 Sarayan 6  سرایان 

23 18-2 Sarayan 4 سرایان 
 

51 22-3 Sarayan 5  سرایان 

24 19-2 Sarayan 5 سرایان 
 

52 B-1 Birjand 3 بیرجند 

25 20-2 Sarayan 6 سرایان 
 

53 B-2 Birjand 3 بیرجند 

26 21-2 Sarayan 4 سرایان 
 

54 Q-1 Qaen 3 قاین 

27 22-2 Sarayan 4 سرایان 
 

55 Q-2 Qaen 3 قاین 

28 23-2 Sarayan 56   5 سرایان Q-3 Qaen 3 قاین 

 

آزمون آغازگرها برای تکثیر یا عرد  تکثیرر نروار در زعفرران 

پنج نمونه انجا  شد. برای این منظور، مخلوطی بصورت بال  از 

DNA ی تصادفی تهیه شد. آغازگرها برر اسراس دمرای اتصرال

بصررورت  PCRبنرردی شرردند، سررپس مررواد لرراز  هررا گررروهآن

 ISSRهای حاوی آغازگرهای مسترمیکس بدون آغازگر به تیوپ

و گرادیران دمرایی  8مختلف اضافه گردید و طی برنامه تراچ داون

                                                                                           
8 - Touchdown 

ند و محدوده دمای آزمون گردید. آغازگرهایی که تشکیل نوار داد

ی تحقیق مرورد اسرتفاده اتصال آنها تعیین شد، برای انجا  ادامه

لیترر میلری 7/3هرای ، میکروتیوبPCRقرار گرفتند. برای انجا  

مسرترمیکس  x8)شامل  PCRمیکرولیتر مواد واکنش  89حاوی 

پیکرروگر  آغررازگر( در دسررتگاه  DNA ،5/3نررانوگر   93آمرراده،

 ساخ  آلمان( قرار داده شدند.  7333مدل  ترموسایکلر )اپندورف،

 31شررامل واسرشرر  سررازی اولیرره در دمررای  PCRبرنامرره 

گراد به مدت سه دقیقه، پنج چرخه اول در دمرای ی سانتیدرجه
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گراد به مدت ی  دقیقه، دمای اتصال آغرازگر  ی سانتیدرجه 37

درجه از دمای اتصال  9/3ثانیه، هر سیکل  93( به مدت 99-19)

دقیقره انجرا   7گراد به مدت ی سانتیدرجه 77شد، و سته میکا

گراد ی سرانتیدرجره 37چرخه در دمای  99گرف ، به دنبال آن 

گراد به مردت یر  ی سانتی( درجه17-97به مدت ی  دقیقه، )

 دقیقه و بسرط نهرایی 7گراد به مدت ی سانتیدرجه 77دقیقه و 

پس دقیقه انجا  شد.  9 به مدت گرادی سانتیدرجه 77دمای  در

ها از دسرتگاه خرار  شرده و ترا قبرل از ها، نمونرهاز اتما  چرخه

 .شدندگراد قرار داده درجه سانتی -73الکتروفورز در دمای 

بررای تعیرین بهتررین دمرای  SSRابتدا جف  آغازگرهرای 

گرادیان دمایی مورد بررسی قرار گرفتنرد.  PCRاتصال از طریق 

رادیان دمرایی بررای تعیرین بهتررین دمرای با گ PCRی برنامه

بالر  ی DNAنیرز روی  SSRاتصال آغازگر برای نشانگرهای 

انجا  شد. براسراس نترایج الکتروفرورز، بهتررین دمرای اتصرال 

 SSR، PCRهای زعفرران برا نشرانگرهای انتخاب و تما  نمونه

 55ترا  17دمای اتصال مطلوب برای جف  آغازگرها از  گردیدند.

 گراد مت یر بود.انتیدرجه س

هرای چندشرکل به منظور مشراهده چگرونگی تکثیرر مکران

بنردی نوارهرای تشرکیل توسط آغازگرهای مختلف و امکان رتبه

درصرد همرراه اتیردیو   7در نل آگراروز  PCRشده، محصولات 

 33ساع  برا ولتران  8ها به مدت بروماید الکتروفورز شدند. نمونه

داک توسط نل DNAیافته تکثیر  ول  الکتروفورز شدند. قطعات

برداری شد. نوارهای تشکیل شرده مشاهده و عکس  UVزیر نور

هرا امتیازبنردی شرد. های مختلف براساس انردازه آنبرای کلون

ترتیب ی  و برای نوارهای چند شکل، وجود یا عد  وجود نوار به

هرا و تعرداد صفر تعلق گرف . جه  یافتن همبستگی برین آلرل

انجرا   SPSSیب همبستگی اسپیرمن توسط نر  افرزار کلاله ضر

 شد.

 

 نتایج و بحث

های با بیش از سه کلاله در مقایسه با حال  معمرولی زعفران

هرای بره نسرب  بیشرتری های بزرگتر و تعداد گلبر دارای گل

های با (. بیشترین فراوانی تعداد کلاله در بین نمونه8بودند )شکل 

درصرد برود.  91به چهار و پنج کلاله برا بیش از سه کلاله مربو  

درصد مشاهده شد. در  81های دارای شش کلاله با فراوانی نمونه

آوری شده تنها ی  نمونه با تعداد کلاله هف  های جمعبین نمونه

های زعفران برا (. اگرچه، فراوانی گل7نیز مشاهده گردید )شکل 

، (Estilai, 1978)بیش از سه کلاله در کل مرزارع انردک اسر  

هرای دارای ها بیشترین فراوانی مربرو  بره گرلولی در بین آن

نیرز بیشرترین  (Estilai, 1978)چهار و پنج کلاله بود. استیلایی 

های فراوانی مربو  به چهار کلاله را گزار  نمود و بعد از آن گل

 با پنج کلاله دارای بیشترین فراوانی بودند.

 ISSRآزمون آغازگرهای 
شررده روی نمونرره آزمررون ISSRآغررازگر  11 از مجمرروع

DNA آغرازگر  )شرامل   85ی بال ، تنهاISCS1, ISCS10, 

ISCS11, ISCS12, ISCS15, ISCS20, ISCS23, 

ISCS28, ISCS30, ISCS50, ISCS51, ISCS7, 

ISCS72, ISCS77, ISCS8, ISCS9 تشکیل نوار دادند. لررا )

آوری شرده از عهای زعفرران جمرتمامی نمونه PCRبرای انجا  

 شد، استفاده گردیدند.  انجا  ها تکثیرآن آغازگرهایی که توسط

نترایج حاصرل از الکتروفررورز نل آگراروز بررای نشررانگرهای 

ISSR  نشان داد که محدوده نوارهای تشرکیل شرده در فاصرله

جف  باز بود. با بررسی نوارهای تشکیل شده برای  8333تا  833

هرای ای برین کلرونقابل ملاحظه، چندشکلی ISSRآغازگرهای 

مختلف زعفران مورد بررسی مشاهده نشرد. لررا، براسراس ایرن 

هرای برا تعرداد کلالره سیستم نشانگری تنوع ننتیکی بین کلرون

   متفاوت وجود نداش .
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 با بیش از سه کلاله  برای بررسی تنوع ژنتیکی در زعفران  SSRو  ISSRلیست آغازگرهای  -2جدول 
Table 2- List of ISSR and SSR primers for evaluation of genetic variation in saffron with more than three stigmas 

 شماره
Num

ber 

نام نشانگر 
SSR 

SSR marker 

name 

 5'→3' توالی

Sequence 5’-3’ 
 Taدما

(˚C) 
 شماره

Number 

نام 

آغازگر 
ISSR 

primer 

name 

 5'→3' توالی

Sequence 5’-3’ 

 Taما د

(˚C) 
 

1 CSMIC13 F: TGGCATTAGATTACGGGTTTGT 
64 28 ISCS1 TCCTCCTCCTCCTCCTCCC 62 

R: GAATCACGTTGTTGGGATTGAT 29 ISCS7 TCTCTCTCTCTCTCTCTCC 47 

2 CSMIC14 
F: CCTTGTCTTGAACGAATGTCTG 

63 
30 ISCS8 TCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTA 56 

R: TTGCAGAATCCTTGGCCTTA 31 ISCS9 ATCATCATCATCATCATCATCATCATC

ATCG 68 

3 CSMIC23 F: GTCACTTACATGTTGGTGT 
56 

32 ISCS10 ACACACACACACACACC 48 

R: AATTCTATTCCAAGGCTCCA 33 ISCS11 CTCTCTCTCTCTCTCTT 38 

4 CSMIC25 F: GTCTCCTTCGCTATCTCCTTGA 
60 

34 ISCS12 TTGTTGTTGTTGTTGTTGC 53 

R: ACCTTCAAGAAGATCAGCAAT 35 ISCS15 TATCTATCTATCTATCTATCTATCT 41 

5 CSMIC36 F: GCTAGCAGAATCACATGATCCA 
63 

36 ISCS17 DBDBCACCACCACCACCAC 52 

R: AGTGCATTCATCTCACCTCTCA 37 ISCS18 DBDBCCACCACCACCACCA 56 

6 CSMIC37 F: GAAGCAACAATGGCGGTGGA 
71 

38 ISCS19 HVHGTGGTGGTGGTGGTG 52 

R: TCGGAGCGGTGGAGATCGTCT 39 ISCS20 DHBCGACGACGACGACGA 56 

7 CSMIC42 F: CAGAATCACTTACCAGGTCAGT 
57 40 ISCS21 BDBACAACAACAACAACA 41 

R: CGTGGTACAGTGTAGCTACTTA 41 ISCS22 HBBGAAGAAGAAGAAGAA 37 

8 CSMIC44 F: CAGTGCTTCGGCTGAATGTGAA 
68 

42 ISCS23 HBDBGACCGACCGACCGACC 60 

R: ACTGCTGGACGGTGCAACTT 43 ISCS26 GTGTGTGTGTGTGTGTYG 43 

9 CSMIC46 
F: GTACAGTGCTGAAGAGGAGGA1 

64 
44 ISCS27 TCTCTCTCTCTCTCTCRA 38 

R: TGGATACGCTGCACGTATCTCA 45 ISCS28 TCTCTCTCTCTCTCTCRT 38 

10 CSMIC47 F: ACCAGGTCAGTTGATGCCTCAT 
58 

46 ISCS29 TCTCTCTCTCTCTCTCRG 38 

R: CAGTGTAGCTACTTAGACAGT 47 ISCS30 ACACACACACACACACYT 43 

11 CSMIC50 F: TAACCTCGTCGGAGCGGTGGA 
73 

48 ISCS32 ACACACACACACACACYG 43 

R: GGAGCAACAATGGCGGTGGAA 49 ISCS33 TGTGTGTGTGTGTGTGRT 46 

12 CSMIC53 F: GCAGAATCACTGCTGGACGGGT 
70 

50 ISCS34 TGTGTGTGTGTGTGTGRC 46 

R: CAGTGCTTCGGCTGAATGTGAA 51 ISCS35 TGTGTGTGTGTGTGTGRA 46 

13 CSMIC55 F: AGCAACAGAGGCACACATTCA 
64 

52 ISCS38 GTGTGTGTGTGTGTGTYC 43 

R: AGCTGTCAGTCCAATCATCAAC 53 ISCS43 GAAGAAGAAGAAGAAGAA 43 

14 CSMIC59 F: GAATATTGTTGATGAGGCCGGA 
61 

54 ISCS46 GTGTGTGTGTGTGTGTYA 43 

R: AAGAGAGATATTAAATAAGTCGCA 55 ISCS47 CACACACACACACACARG 46 

15 CSMIC62 F: CCAATCTGAGGACGGGCT 
61 

56 ISCS48 GACAGACAGACAGACA 40 

R: AGAAGCGTGATGAAGTGA 57 ISCS49 CCCTCCCTCCCTCCCT 60 

16 ABRII/Cs2 F: ATACGGTAACATCAGGAAG 
58 

58 ISCS50 CACACACACACACACARC 46 

R: AGTAATCCACGCGTCAAGGT 59 ISCS51 CACACACACACACACART 46 

17 ABRII/Cs8 F: GTGTAATGAATGGGATATATGGC 
61 

60 ISCS54 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 38 

R: CCTTCCAACTGTGAAATAATTCC 61 ISCS55 CTCTCTCTCTCTCTCTRC 37 

18 ABRII/Cs10 F: GGATGTACTTAGGTTGTG 
58 

62 ISCS57 GAGAGAGAGAGAGAGAYG 38 

R: GGAAACCCTAACTAGGT 63 ISCS58 GAGAGAGAGAGAGAGAYC 38 

19 ABRII/Cs11 F: CCCAACTGACCTTCCAACTG 
61 64 ISCS64 GAGAGAGAGAGAGAGAC 38 

R: GTTGTTATGATGGTCTGGCC 65 ISCS65 GAGAGAGAGAGAGAGAA 40 

20 ABRII/Cs20 F: CAATCTTTACATAGTGAGGC 
49 66 ISCS69 CACACACACACACACAA 47 

R: GTATTCTGGTCAGTTCAGTG 67 ISCS70 CACACACACACACACAG 47 

21 ABRII/Cs21 F: TACCCTATAAAGAGTGGACA 
63 

68 ISCS72 GTGTGTGTGTGTGTGTC 45 

R: GCTGCCTAGTAATGTGTAAG 69 ISCS73 GTGTGTGTGTGTGTGTT 45 

22 ABRII/Cs28 F: AACCACTGAGGAAGGAC 
54 

70 ISCS76 TCTCTCTCTCTCTCTCG 44 

R: GGTAGAATACCTTATCGGTT 71 ISCS77 ACACACACACACACACT 44 

23 ABRII/Cs30 F: TCTCTCATGTTACAATCCTC 
53 

72 ISCS79 TGTGTGTGTGTGTGTGA 48 

R: CTGTGTTGAAGGGATATCTA 73 ISCS80 TGTGTGTGTGTGTGTGC 51 

24 ABRII/Cs39 F: CTTTAGCTGTTATGATGGTC 
53 

74 ISCS81 TGTGTGTGTGTGTGTGG 51 

R: TCCCGGTATGTAACTATGTA 75 ISCS87 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 37 

25 ABRII/Cs42 F: ATTAACACCGGTCACTAGA 
54    

 

R: GAAGGTATCTCTCTTCGTTT 
   

 

26 ABRII/Cs48 F: TCCCTAAACTTGTACTGAGA 
54    

 

R: TCCCGGTATGTAACTATGTA 
   

 

27 ABRII/Cs56 
F: AGAAGAGAGAGACGAGAAAC 

53     
 

R: GTACATGAATCCAACTATCC        
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آوری شده از مناطق مختلف استان خراسان جنوبیهای جمعفراوانی تعداد کلاله های بیش از سه کلاله در نمونه -2شکل   

Figure 2- Frequency of flowers with more than three stigmas in samples collected from different regions of South Khorasan 

Province. 

 

 SSRآزمون آغازگرهای 

جف  نشانگر چنرد  83آزمون شده،  SSRاز بین نشانگرهای 

انردازه تقریبری  (.9شکلی را بین کلون ها نشران دادنرد )جردول 

جف  براز بودنرد. تعرداد  7333تا  833های تشکیل شده بین نوار

نوار بررای هرر جفر  آغرازگر  9نوارهای تشکیل شده از ی  تا 

(. بیشترین تعداد نوار تشکیل شرده مربرو  9متفاوت بود )جدول 

با پنج نوار چندشکل  CSMIC62و  CSMIC59به آغازگرهای 

 (. 1و  9بود )شکل 

 

 ارهای چندشکل و اندازه تقریبی نوارها آغازگرهای دارای نو -3جدول 

Table 3- Primers with polymorphic bands and their approximate sizes 

 نام نشانگر
Marker name 

 کل نوارهای تشکیل شده

Total bands 
 نوار چند شکل

Polymorphic band 
 اندازه تقریبی نوارها 

Approximate size band (bp) 
ABRIICs20 2 1 100-250 
ABRIICs21 1 1 150 
CSMIC25 2 1 90-110 
CSMIC37 2 1 230 
CSMIC44 1 1 200 
CSMIC46 1 1 240 
CSMIC50 3 3 250-1000 
CSMIC53 3 2 200 
CSMIC59 5 5 500-1500 
CSMIC62 5 5 300-1700 
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1 kp size

marker 1-1 2-1 3-1 4-1 5-1 1-2 2-2 3-2 4-2 5-2 6-2 7-2 8-2 9-2 10-2 11-2 12-2 13-2 14-2

1 kp size

marker 15-2 16-2 16-2 17-2 18-2 19-2 20-2 21-2 22-2 23-2 24-2 1-3 2-3 3-3 4-3 5-3 6-3 7-3 8-3

1 kp size

marker 9-3 10-3 11-3 12-3 13-3 14-3 15-3 16-3 17-3 18-3 19-3 20-3 21-3 22-3 1-Q 3-Q 1-B

 
 کلون مختلف زعفران  54در  CSMIC59نوارهای تشکیل شده برای نشانگر  -3 شکل

Figure 3- Amplified bands for CSMIC59 markers in 54 different saffron clones. 

 

1 kp size

marker 1-1 2-1 3-1 4-1 5-1 1-2 2-2 3-2 4-2 5-2 6-2 7-2 8-2 9-2 10-2 11-2 12-2 13-2 14-2

1 kp size

marker 15-2 16-2 16-2 17-2 18-2 19-2 20-2 21-2 22-2 23-2 24-2 1-3 2-3 3-3 4-3 5-3 6-3 7-3 8-3

1 kp size

marker 9-3 10-3 11-3 12-3 13-3 14-3 15-3 16-3 17-3 18-3 19-3 20-3 21-3 22-3 1-Q 3-Q 1-B

 
 کلون مختلف زعفران  54در  CSMIC62نوارهای تشکیل شده برای نشانگر  -4 شکل

Figure 4- Amplified bands for CSMIC62 markers in 54 different saffron clones. 

 

 لالهارتباط بین نشانرر و تعداد ك

نتایج تجزیه همبستگی براساس ضریب همبستگی اسرپیرمن 

هرای نشان داد که ارتبا  معنی دار آماری بین هیچ کدا  از آلرل

ها وجود نداش . به عبارتی، برین نشانگر ریزماهواره و تعداد کلاله

چندشکلی مشاهده شده برای نشانگرها و تنروع در تعرداد کلالره 

 (.  1)جدول داری مشاهده نشد ارتبا  معنی

تنوع در تعداد کلاله بریش از سره  (Estilai, 1978)استیلایی 

آپیرن، تنروع کرومروزمی یرا کلاله را ناشی از نمو غیر نرمال گرل

جهش ننی نادر فرض نمود. ولی برای بررسی جهش ننی مطالعه 

 ,Ghaffari & Bagheri)ای انجرا  نشرد. غفراری و براقری 

ونیکی، چنرین لری و مورفوبراساس مطالعات سریتوننتیک (2009

بیان کردند که این ویژگی ناپایدار بوده و از طریق ننتیکی کنترل 
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دهری در ها با مطالعه نمو گرل آپیرن و فرآینرد گرلشود. آننمی

های با بریش از سره کلالره از طریرق زعفران نشان دادند که گل

ها نشان داد که دهد. آنامتزا  دو گل یا بیشتر از ی  بنه رخ می

دهنده بر روی های گلین صف  در اثر همجواری و ادغا  جوانها

های بعد برای همان گیاهان گیرد که در سالی  بنه صورت می

 & Ghaffari)شرردنی نیسرر  و ارز  ننتیکرری نرردارد تکرررار

Bagheri, 2009) های مریسرتمی ها در سلول. مطالعه کروموز

هرا ه کاریوتیپ آنهای نادر و تهیهای دارای گلانتهای ریشه بنه

ها مشابه گیاهان طبیعی نیز نشان داد که مجموعه کروموزمی آن

ها منتفی پلوئیدی را در این نوع بنهبود که وقوع پلی 71و شامل 

 سازد.می

های غیر نرمال )بریش های زعفران دارای گلمشاهده کلون

های غیرر نرمرال در از سه کلاله( در ی  سال، منتج به تولید گل

هرایی کره دارای بر روی بنره نشود. علاوه برایهای بعد نمیسال

های نرمال دارای سه کلاله وجرود های غیر نرمال هستند گلگل

های غیر نرمال های زعفران با گلدارند. در این مطالعه نیز کلون

های نرمال تولید کردند. نتایج این تحقیق نیز برر در سال بعد گل

های زعفران دلالر  تعداد کلاله در گلغیر ننتیکی بودن تنوع در 

 نماید. می

 

  SSRهای ژنوتیپی حاصل از نشانگرهای ضریب همبستگی اسپیرمن بین تعداد کلاله و داده -4جدول 

Table 4- Spearman correlation coefficient between number of stigmas and genotypic data from SSR markers 

 آلل
Allele 

گیهمبستضریب    
r 

داریسطح معنی  
P-Value 

CSMIC25 0.057 0.680 

CSMIC46 0.127 0.361 

CSMIC37 -0.127 0.361 

CSMIC44 0.127 0.361 

ABRIICs20 -0.058 0.677 

CSMIC59 -0.249 0.069 

ABRIICs21 0.181 0.190 

CSMIC53 -0.164 0.236 

CSMIC62 0.256 0.062 

CSMIC50 0.087 0.534 

 

اند که برخری از های اخیر، مطالعات زیادی نشان دادهسالدر 

صورت پایدار و یا ناپایردار باعر  هتوانند بننتیکی میت ییرات اپی

ت ییرات فنوتیپی در گیاهان شوند. در مرزارع زعفرران نیرز تنروع 

هایی همانند تعداد شود، که چنین تنوعفنوتیپی مکرراً مشاهده می

توانرد از یر  فصرل ولاً ناپایدار بوده و میکلاله بیشتر از سه، معم

رشد به فصلی دیگر ت ییر کند. با درنظر گررفتن اینکره بیران نن 

ننتیکری قررار گیررد ت ییرات ننتیکری و اپری تأثیرتواند تح  می

(Busconi et al., 2015)توانرد دلیرل ننتیکی مری، ت ییرات اپی

ن زراعری های متفاوت مشراهده شرده در زعفررااحتمالی فنوتیپ

 باشد. 

گیگابراز بررآورد شرده اسر   83اندازه ننو  زعفران بیش از 

(Brandizzi & Grilli Caiola, 1998) زعفرران نیرز هماننرد .

 DNAهرای تکرراری های بز  گیاهی حراوی تروالیسایر ننو 

ای هسرتند. فررض ی مراهوارهDNAهرا و مانند رتروترنسپوزون

هنروز در زعفرران یافر  ننتیکی کره های اپیشود که تفاوتمی

پلاسم، ناشری ها کش  و کار در بان  نر رغم سالشوند، علیمی

ننتیکی پایدار دخیرل در خاموشری و کنتررل عناصرر از علائم اپی

پرریر ننتیکی برگشر که نشانه های اپیمتحرک باشند، در حالی

ممکن اس  تاکنون در نتیجه شرایط اقلیمی جدیرد ت ییرر کررده 

-MS. براساس نترایج تجزیره (Busconi et al., 2015)باشند 

AFLP( و تنروع اپری 79/1، تنوع ننتیکی اندک )ننتیکری درصد

پلاسم زعفران گزار  شرد درصد( را در درون نر  97/99بالایی )
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(Busconi et al., 2015)ها فرض کردند که نترایج خروب . آن

بدس  آمده بوسریله گرزینش کلرونی زعفرران توسرط آقرایف و 

-نیرز براسراس علرائم اپری (Agayev et al., 2009)ران همکا

ننتیکی پایدار منتقل شده به نتا  از طریق عناصر متحرک باشد. 

های خودبه تنوع ننتیکی در زعفران به احتمال زیاد نتیجه جهش

خودی اس  و تما  توده ها محتوی ننتیکری مشرابهی را دارنرد. 

بنیرادین فرراهم های جدیدی را برای تحقیقرات این امر، فرص 

نماید و ممکرن اسر  زعفرران گیراه زراعری انتخرابی بررای می

ننتیکی تنها راهری اسر  مطالعات اپی ننتیکی باشد. ت ییرات اپی

هرای خیلری متفراوتی که گیاه زعفران اتخاپ کرده تا بره محریط

سازگار شود، که کش  آن در طول تاریخ گستر  یافته اس . از 

تنهرا از طریرق تشرکیل  قیم بروده وآنجایی که زعفران زراعی ع

تواند خیلی یابند، وضعی  اپی ننتیکی میها تکثیر میمیتوزی بنه

پایدار بوده و به گیاهان جدید منتقل شروند. درحالیکره، برخری از 

توانرد در طری زمران ننتیکی به محض اسرتقرار مریت ییرات اپی

 اشند. پایدار مانده، اما برخی ت ییرات دیگر ممکن اس  موقتی ب

هرای متفراوت در ناپایداری مشاهده شده در برخری فنوتیرپ

پرریر ننتیکی برگش تواند با درنظر گرفتن اساس اپیزعفران می

ننتیکی کره در توجیه شود. مطالعات بعدی برای مقایسه تنوع اپی

دهنرد مرورد نیراز اسر . های مختلف رخ مریی  نمونه در سال

تینی رهیاف  آزمایشی مهمی تعیین کمی پروفایل ت ییرات کروما

بررداری اسر . برا های نسرخهننتی  و مکانیز برای مطالعه اپی

یرابی، امکران تجزیره تطبیقری داده هرای های نوین توالیرو 

Seq -RNA  وSeq-ChIP1  برررای تعیررین اثرررات ت ییرررات

کروماتین بر بیان نن غیر افزایشی در هیبریدها و آلوپلوپلوئیردها 

 .(Ng et al., 2014)ید نمارا فراهم می
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