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  چكيده
 منطقه ).Fritillaria imperialis L( هاي لاله واژگون تنوع ژنتيكي جمعيتبه منظور بررسي

در كل . گرديد استفادهرفولوژيكي  صفت مو32 و ISSRنشانگرهاي مولكولي ن از زاگرس ايرا
و مورد بررسي قرار آوري  استان جمع6 جمعيت زاگرس واقع در 8 نمونه لاله واژگون از 160

 نوار 49 نوار توليد شد كه 57در مجموع  آغازگر  مورد استفاده، 6با استفاده از . گرفت
و ميانگين تعداد  درصد 6/85ميانگين درصد چندشكلي مشاهده شده برابر . چندشكل بودند

ميانگين محتواي .  درصد بود17/8نوارهاي چندشكل به ازاي هر واحد سنجش برابر با 
ها بر اساس ضرايب بندي نمونه در دندروگرام حاصل از خوشه. بود31/0اطلاعات چندشكل 

هاي مورد بررسي تشكيل خوشه ، همه جمعيتUPGMAبندي تشابه جاكارد و روش گروه
ه بيانگر كارايي بالاي آغازگرهاي مورد استفاده در تكثير قطعات مناسب از مجزايي دادند ك

 جمعيت لاله واژگون با 8 و بين درون) AMOVA(تجزيه واريانس مولكولي . ژنوم است
ها و بين افراد واريانس بين جمعيت. داي انجام شبندي ناحيهاي و بدون گروهبندي ناحيهگروه

بندي گروه.  درصد از كل واريانس را پوشش دادند95/55 و 05/44 ها به ترتيباين جمعيت
حاصل از صفات دندروگرام . اي نتوانست درصدي از واريانس كل را توجيه كندناحيه

 .ها ارائه نداد مبني بر جدا سازي افراد متعلق به جمعيتيمورفولوژيكي الگوي مشخص
 معني دار نبود مورفولوژيكيكولي و هاي مولهاي تشابه بر مبناي دادههمبستگي بين ماتريس

)25/0 r=.(  
  

   ، صفات ISSR لاله واژگون، زاگرس، نشانگرهاي تنوع ژنتيكي،  : كليديواژه هاي
  .مورفولوژيكي                            

  
  مقدمه

 گونه لاله به طور طبيعي رشد 170در ايران بيش از 
 Fritillaria (ن لاله واژگونبيدر اين . كنندو نمو مي

imperialis L. ( از اهميت و اصالت منحصر به فردي
و ها ايلپهاين گياه متعلق به رده تك . برخوردار است

 ،ظاهر بسيار زيبا . باشدمي )Lilliaceae( خانواده سوسن
هاي اين   و متمركز بودن بوته،هاي واژگون اين گونهگل

 تا گياه در مناطق داراي اقليم مطلوب موجب شده است
هاي طبيعي مورد اكثر اين مناطق به عنوان تفريحگاه

. توجه و استفاده گردشگران داخلي و خارجي قرار گيرند
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اين گياه پتانسيل بالائي جهت استفاده به عنوان گياه 
در زمينه كاربردهاي . باشد زينتي و نيز داروئي را دارا مي

ه  از جمل.  استداروئي اين گياه تحقيقاتي انجام گرفته
  اين گياهسوخ دري ي آلكالوئيدها آن وجودخواص داروئي

در درمان عوارضي از قبيل سرفه،  هاباشد كه تأثير آنمي
 آسم، برونشيت و تومورها  به اثبات رسيده است

)Nadeem et al., 2002; Rahman et al., 2002.(  
ديگري طق وسيع ا علاوه بر ايران در منلاله واژگون

ركيه، عراق، افغانستان، پاكستان،  تاز دنيا از جمله
هيماليا مشاهده و گزارش شده است كشمير و رشته كوه 

)Alp et al., 2009 .( بيشترين پراكنش اين گونه در ايران
. باشدمي منطقه زاگرس هاي واقع درمربوط به استان

هاي فارس، لاله واژگون بيشتر به صورت بومي در استان
كردستان  كرمانشاه و  ن،چهارمحال و بختياري، اصفها

هاي  كوهگياه،و شايد مركز اصلي تنوع اين وجود دارد 
 Mohammadi-Dehcheshmeh et( ايران باشد زاگرس

al., 2007 .( هاي تنوع ژنتيكي جمعيتشناسائيبنابراين 
 واژگون منطقه زاگرس ايران اولين قدم در  لاله

پلاسم  رمشناسائي دقيق ژو  گياه ايننژادي  هاي به برنامه
   .باشد آن مي

هاي جهت بررسي تنوع و ساختار ژنتيكي ژنوتيپ
هاي هاي متفاوتي وجود دارد از جمله روشگياهي روش

باشد؛ اما با كلاسيك، استفاده از صفات مورفولوژيك مي
توجه به اينكه تعداد صفات مورفولوژيك محدود بوده و 

- از روشقرار دارند، امروزه تحت تأثير سن گياه و محيط 

تري مانند نشانگرهاي مولكولي استفاده هاي مطمئن
 نشانگر 1994از سال ). Fares et al., 2009(شود مي

) ISSR)Inter Simple Sequence Repeats ي مولكول
 نشانگرهاي. )Ziekiewicze et al., 1994 (معرفي شد

ISSR تصادفي بوده و از تكرارپذيري و چند شكلي   نيمه
ي وسيعي از گياهان  ار است  و در دامنهبالايي برخورد

 Denduangboripant et al., 2010; Lin et(كاربرد دارد 

al., 2010( .آغازگرهاي مورد استفاده در اين نشانگرها ،
اين . هستند )SSRs( اي هاي ريز ماهواره مكمل توالي

روش نيازمند آگاهي از توالي ژنوم نيست و الگوهاي چند 
 Paradeep(نمايد  كاني را تكثير ميشكلي زياد و چند م

et al., 2002; Lian et al., 2001.(همانند ، اين نشانگرها 
و از طرف   بوده  از نظر تكنيكي سادهRAPDنشانگرهاي 

 را به دليل طويل  SSRديگر تكرارپذيري نشانگرهاي
 ,.Chen et al (باشند  بودن طول آغازگرهايشان دارا مي

2008; Wang et al., 2008.( اين روش شامل 
ي    موجود در فواصل بين دو ناحيهDNAهاي  تكثيرقطعه

اي است كه در دو سوي آن قرار دارند  تكراري ريزماهواره
)Ainong et al., 2010(.اي با كمك  تاكنون مطالعه

 براي بررسي تنوع ژنتيكي ISSRنشانگرهاي مولكولي 
. ستهاي گونه لاله واژگون ايران انجام نشده اجمعيت

هاي غير ايراني از قبيل ولي مطالعه مشابهي بر روي گونه
F. thrnbergii Miq. با استفاده از ماركر مولكولي ISSR 

  )Liu et al., 2010(انجام شده است 
هاي مختلف مطالعه خصوصيات مورفولوژيكي گونه

تنوع اصلي  كه مركز نشان داده است Fritillariaجنس 
هاي موجود باشد چون نمونهيايران م احتمالاً اين جنس

هاي آسياي مركزي، مديترانه در ايران خصوصيات نمونه
وضعيت  بررسي .)Rix, 1977( باشندمي و قفقاز را دارا

جنس  هاي پلاسم از گونه  ژرم42تاكسونوميكي 
Fritillariaدر تركيه با استفاده از تكنيك RAPD- PCR 

نشان   بذر(SDS-PAGE) تئينو و تجزيه و تحليل پر
 توانند در  ميهاي مورد بررسي گونه كه همهداده است

 ,.Celebi et al  (بندي شوند قالب يك جنس طبقه

متعلق به  Fritillariaهاي جنس گونهبندي گروه. )2006
 روش سنجش استفاده از  بانواحي جغرافيايي مختلف

با  ي نيمه متبلور،  روي نشاستهXي  اشعهتفرق 
بندي بر اساس خصوصيات   و گروهبندي جغرافيايي گروه

 ,.Wang et al(ه است  مطابقت داشتوژيكيمورفول

هاي  گونهين جهت شناسايي تنوع بينا بنابر ).2006
 نشانگرهاي مورفولوژيكي مناسب Fritillariaجنس 

 لاله واژگون، اند؛ اما جهت بررسي در سطح گونهبوده
 در . استاستفاده از نشانگرهاي مولكولي، اجتناب ناپذير

اين بررسي جهت شناسايي تنوع و ساختار ژنتيكي 
هاي لاله واژگون منطقه زاگرس از نشانگرهاي جمعيت

  . و صفات مورفولوژيكي استفاده شدISSRمولكولي 
  

  هامواد و روش
  لاله واژگوناهي گينمونه

 20 ( نمونه گياه لاله واژگون160در مجموع تعداد 
ر ه زاگرس ايران د ناحي3ز  ا)نمونه از هر جمعيت



 63  ... واژگونلالههاي گونه  جمعيتبررسي تنوع ژنتيكي:  و همكارانمومني  

با توجه . آوري گرديدجمع 1388فروردين و ارديبهشت 
به توزيع جغرافيائي سه ناحيه به هشت جمعيت تقسيم 

 متر و 500 تا 100ها  ي بين نمونه فاصله). 1جدول (شد 
براي سپس .  كيلومتر بود150ها  فاصله بين جمعيت

 20 تا يك زابراي هر جمعيت  ها ، نمونهسهولت كار
  ي دهنده كه حرف لاتين نشان مگذاري شدند، به صورتينا

هاي هرباريومي از   نمونه.آوري نمونه بود محل جمع
هاي مورد بررسي تهيه، و پس از شناسايي دقيق در  نمونه

در جدول . هرباريوم دانشگاه شهركرد نگهداري شدند
هاي مورد ارزيابي، مشخص  موقعيت جغرافيايي جمعيت1

  . شده است
هاي تعداد گل، ارتفاع گياه و قطر ساقه گيرياندازه

از هر . )Persson, 1992 (در محل نمونه گيري انجام شد
گياه نمونه هاي برگ، براكته و گل جدا شده و به 
آزمايشگاه منتقل گرديد؛ از برگ و براكته تازه هر گياه 

 تا زمان  -C70˚هاي يك گرمي تهيه و در فريزر بسته
از هر يك از گياهان  .ي شد نگهدارDNAاستخراج 

 ، اسكنو پس از  تهيه شديهرباريومنمونه انتخاب شده، 
 گيري صفات كمي با استفاده از نرم افزار گرافيكياندازه

AutoCAD 2010  محصول شركت  Autodesk با 
اين .  ميكرومتر انجام گرفتيك و دقت 1:1مقياس 

ها، طول، متغيرها شامل طول، عرض و مساحت برگ
ها، طول، عرض و مساحت  و مساحت براكتهعرض

ها، طول و ها، طول، عرض و مساحت گلبرگكاسبرگ
عرض بساك پرچم، طول ميله پرچم و طول مادگي 

گري صفت رنگ از  براي اندازه.)Persson, 1992( بودند
 AutoCAD 2010دهي با استفاده از نرم افزار روش كد

رفولوژيكي با هاي مو تجزيه و تحليل دادهاستفاده شد
 Statistics 18 و MINITAB 16استفاده از نرم افزارهاي 

PASW انجام شد.  
  

    مشخصات مناطق جمع آوري نمونه هاي گونه لاله واژگون-1جدول 

تعداد   استان جمعيت  ناحيه رديف
 نمونه

 عرض جغرافيايي  طول جغرافيايي  كد نمونه
  ارتفاعحداقل 

 از سطح دريا 

(m) 
  E1-E20  ′′4/32 ′41 ˚54  ′′6/12 ′34 ˚29  2598  20  فارس استهبان  1
2 

زاگرس 
  Y1-Y20  ′′6/57 ′39 ˚51  ′′2/37 ′32 ˚30  2648  20  كهكيلويه و بويراحمد گردنه مورپريسه ياسوج  جنوبي

  A1-A20  ′′7/31 ′51 ˚51  ′′2/21 ′57 ˚31  2698  20  اصفهان  آستانه  3
  K1-K20  ′′9/49 ′13 ˚50  ′′8/06 ′34 ˚32  2563  20  چهارمحال و بختياري  كوهرنگ  4
  GI-G20  ′′1/57 ′23 ˚50  ′′4/12 ′09 ˚33  2765  20  اصفهان گلستان كوه خوانسار  5
6  

زاگرس 
  مركزي

  O1-O20  ′′3/01 ′12 ˚49  ′′4/41 ′21 ˚33  2745  20  لرستان  وه دورودكاشتران
  P1-P20  ′′1/34 ′22 ˚47  ′′6/45 ′33 ˚34  2694  20  كرمانشاه  پرو  7
8  

زاگرس 
 Kr1-Kr20  ′′3/27 ′44 ˚47  ′′5/23 ′02 ˚35  2650 20  كردستان  گردنه دولاب  غرب-شمال

  
  ISSRتجزيه   وDNAاستخراج 

   به روش تغيير يافته DNAاستخراج 

CTAB)Murry & Thompson, 1980 (انجام شد .
با استفاده از  شده  استخراجDNA  و كميتكيفيت

 روش  و درصد 8/0ل آگارز ژالكتروفورز روي 
دستگاه بيوفتومتر ساخت استفاده از اسپكتروفتومتري با 

 آغازگر  شش از . تعيين گرديد آلمانشركت اپندورف
هاي ريزماهواره داراي نوكلئوتيد اضافه در مكمل توالي

، 6AG ،(CT)8G ،(GA)8YT(CA) شامل 3´انتهاي 
(AC)YG ،(AC)8G و (CA)8G جدول ( استفاده شد

  25 پليمراز در حجم نهايي ايواكنش زنجيره). 2
 الگو با DNA ميكروليتر از 3ميكروليتر با استفاده از 

 Taq DNA polymerase) 1 نانوگرم ، آنزيم 75غلظت 

 نوكلئوتيد 4، مخلوط )mM5/2 ( كلريد منيزيم  ،)واحد
)mM24/0(،  بافر PCR) *1(،  فورماميد )انجام شد) %1 .

-  با برنامهBioRad در دستگاه ترموسايكلر PCRواكنش 

- درجه سانتي94اي در  دقيقه4هاي دمايي يك چرخه 

- درجه سانتي94 ثانيه در 30 چرخه شامل 40گراد و 

بر حسب (گراد  درجه سانتي55 تا 50 دقيقه در 1  گراد ،
گراد  درجه سانتي72 دقيقه در 1و ) دماي اتصال آغازگر

گراد  درجه سانتي72 دقيقه در 5و مرحله بسط نهايي با 
تفكيك محصولات واكنش با استفاده از ژل . انجام شد

 و رنگ آميزي با اتيديوم برومايد صورت %5/1آگارز 
الگوهاي چندشكل بر اساس حضور و عدم حضور . گرفت

 براي تجزيه .  امتيازبندي شدندصفر و 1نوار به ترتيب با 
) NTSYS 2.21j) Rolf, 2010افزار  اي از نرم خوشه
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محتوي اطلاعات چند شكلي . دگيري ش بهره
(Polymorphic information content, PIC) هر يك از 

PICi =1- Σpiبا استفاده از رابطه  ISSRآغازگرهاي 
2 

)Powell et al. 1996 (،كه محاسبه شد pi
برابر با   2

 براي نشانگرهاي غالب PICحداكثر . ام آلل استiفراواني 
، با )Marker Index, MI(شاخص ماركر .  مي باشد5/0

  . محاسبه گرديدMI=DI×EMRاستفاده از معادله 

  
 .F. imperialis L ژنوتيپ 160درصد چند شكلي و محتواي اطلاعات شش اغازگر مورد استفاده براي  – 2جدول 

 PIC  MI  درصد چند شكلي  تعداد نوار چند شكل  تعداد كل نوار  توالي  نام آغازگر  رديف

1  17899A (CA)6AG  7  1 29/14 014/0 0019/0 

2  UBC 815 (CT)8G  12 12 100 39/0 7/4 

3  UBC 840 (GA)8YT  9 8 89/88 25/0 84/1 

4  UBC 857 (AC)8YG  9 9 100 40/0 58/3 

5  UBC 827 (AC)8G  10 10 100 45/0 5/4 

6  UBC 818 (CA)8G  10 9 90 36/0 3/2 

 8/2 31/0 96/85 17/8 5/9  ميانگين

  
) Diversity Index(خص تنوع شا  DI در اين رابطه

) Effective Multiplex Ratio(ضريب موثر چندگانه   EMRو
DI=1-Σpi باشد، كه مي

فراواني  pi است، كه EMR=npβiو 2
i ،ام آللnp هاي چند شكل و  تعداد مكانβi نسبتي از 

باشد، و به صورت  هاي چند شكل مي مكان
β=nnp/(np+β)كه  گردد  محاسبه ميnnpهاي  كان تعداد م
ي  وسيله  دندروگرام روابط ژنتيكي به.  تك شكل است

 با استفاده از UPGMAروش   به اي ي خوشه تجزيه
آزمون منتل براي . دست آمد ماتريس تشابه جاكارد به 

و دندروگرام ارزيابي مطابقت بين ماتريس تشابه جاكارد 
بندي  ، و در نهايت تقسيم)Mantel, 1967(انجام گرديد
راتب واريانس مولكولي بين و درون سلسله م

تجزيه و تحليل . هاي مورد بررسي انجام شد جمعيت
انجام شد، و  GenAlex 6.4مذبور با استفاده از نرم افزار 

 بار مورد آزمون قرار 1000ها دار بودن واريانس معني
  ).Peakall & Smouse, 2010(گرفت 

ي  هاي لاله  تجزيه تنوع ژني بين و داخل جمعيت
 . انجام شدPOPGENE3.1واژگون با استفاده از نرم افزار 

هاي مشاهده  تعداد آلل: سلسله مراتب تنوع ژني شامل
، )h(ني  تنوع ژني) ne(، تعداد آلل هاي مؤثر)na(شده 

تنوع ژني داخل ) Ht(، تنوع ژني كل )I(شاخص شانون 
 ها   و تنوع ژني بين جمعيت(Hs)ها  جمعيت

(Gst)باشد  مي)Yeh et al., 1999  .( 

  نتايج و بحث
 ISSRبررسي محتواي اطلاعات چند شكلي 

آغازگرهاي مورد استفاده چند شكلي مناسبي توليد 
نوارهاي حاصل از . نمودند و تكرارپذيري بالايي داشتند

 UBC 815 ،UBC 840 ،UBC 857 ، UBCآغازگرهاي

تري چندشكل در سرتاسر ژل توزيع UBC 818و 827
  داشتند17899Aي حاصل از آغازگر نسبت به نوارها

 نوار ايجاد شد كه از بين آنها 57در مجموع ). 1شكل (
بيشترين تعداد نوار چندشكل .  نوار، چند شكل بودند49

 نوار چندشكل و 12 با UBC 815 مربوط به آغازگر 
 17899A نوار چندشكل مربوط به آغازگر دكمترين تعدا

صد چندشكلي ميانگين در.  نوار چندشكل بود1با 
 درصد و ميانگين تعداد 6/85مشاهده شده برابر با 

 نوارهاي چندشكل به ازاي هر واحد سنجش برابر با
 هر واحد ISSRدر مورد نشانگرهاي .  نوار بود17/8

 بيشترين مقدار .باشدسنجش معادل يك آغازگر مي
PIC ،45/0 و مربوط به آغازگر UBC 827 و كمترين 

 و ميانگين 17899Aربوط به آغازگر  و م14/0ميزان آن ، 
PIC بالا بودن .  بود31/0 محاسبه شده در اين تحقيق

 در اين مطالعه نشان دهنده سطح بالاي PICميزان 
شاخص نشانگر بر اساس تعداد نوارهاي . باشدتمايز مي

 تا 019/0چند شكل براي هر آغازگر محاسبه شد كه از 
 و  45/4 نشانگر بيشترين مقدار شاخص.  متغير بود45/4
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 بود كه نشان دهنده قدرت UBC 827مربوط به آغازگر 
تفكيك بالاي اين آغازگر در مقايسه با ساير آغازگرها 

 019/0 با شاخص نشانگري 17899Aآغازگر . باشدمي

قدرت تفكيك چنداني در مقايسه با ساير آغازگرها 
  .نداشت

  
   و رنگ آميزي با اتيديوم برومايد%5/1روي ژل آگاروز ) O-1(همراه نمونه شاهد  UBC 857  نشانگرPCRالكتروفورز محصول  - 1شكل
  

  ISSRاي تجزيه خوشه
 براي ضرايب )Mantel, 1967 (ابتدا آزمون منتل

تشابه جاكارد، دايس و تطابق ساده بر اساس روش 
بر اساس نتايج به .  انجام شدUPGMAبندي خوشه

ه جاكارد داراي دست آمده در اين مطالعه ضريب تشاب
 و بالاترين ضريب همبستگي 74/8 منتل برابر با tآماره 

 بود كه نشان دهنده برازش خوب و 87/0كوفنتيك 
هاي تشابه و دندروگرام همبستگي بالا بين ماتريس

باشد با توجه به نهايي بر اساس ضريب تشابه جاكارد مي
 ژنتيكي بين  تشابه ضريب ضرايب تشابه جاكارد،ماتريس

.  متغير بود94/0 تا 30/0هاي مورد بررسي از مونهن
 با P-7و P-2 بيشترين شباهت ژنتيكي بين دو نمونه 

 بود كه هر دو متعلق به 94/0ضريب تشابه ژنتيكي 
كمترين . باشندمياز استان كرمانشاه جمعيت پرو 

  با ضريب Kr-18 و G-11شباهت ژنتيكي بين دو نمونه 
 متعلق به جمعيت G-11نمونه .  بود30/0تشابه 
 متعلق به جمعيت كردستان Kr-18كوه و نمونه گلستان

بندي  دندروگرام حاصل از گروه2 در شكل .باشندمي
هاي لاله واژگون بر اساس ضريب تشابه جاكارد و نمونه

تنوع حاصل از .  نشان داده شده استUPGMAروش 

 به صورت كاملاً متجانسي در بين و ISSRنشانگرهاي 
. هاي نمونه برداري شده توزيع شده است جمعيتدرون

 به  مورد بررسي، نمونه160، بر اساس اين دندروگرام
هاي مربوط به خود قرار نحوي مشخص داخل جمعيت

  .  دگرفتن
    ISSR تجزيه واريانس مولكولي

تجزيه و تحليل واريانس مولكولي به روش 
AMOVA با استفاده از نرم افزار  GenAlex 6.45بر  و  
 و در دو حالت انجام  ISSRهاي نشانگر اساس داده

بندي بر ها بدون گروهمعيتدر حالت اول همه ج. گرديد
اساس منطقه جغرافيايي بررسي شدند و در حالت دوم 

ها مشخص سه ناحيه بر اساس فاصله جغرافيايي جمعيت
هاي استهبان و ياسوج در شد كه در اين حالت جمعيت

 و كوهگلستان، آستانه هاي كوهرنگ، جمعيت گروه اول،
هاي پرو و كردستان  در گروه دوم و جمعيتكوهاشتران

 3هاي نتايج حاصل در جدول. در گروه سوم قرار گرفتند
در تجزيه واريانس مولكولي با .  نشان داده شده است4و 

ها اي درصد واريانس بين گروهبندي ناحيهاحتساب گروه
-و از نظر آماري غير معني) د درص00/0(بسيار پايين 

هاي داخل اين انس بين جمعيتيدارشد در حالي كه وار
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دار شد ها و همچنين واريانس بين افراد بسيار معنيگروه
 درصد به دست 95/55 درصد و 05/44كه به ترتيب 

  .آمد
  

  
  .UPGMAده از الگوريتم  نمونه لاله واژگون منطقه زاگرس با استفا160بندي دندروگرام حاصل از گروه - 2شكل 

  
  

  ايبندي ناحيه نمونه لاله واژگون زاگرس بدون گروه160 به دست آمده از ISSR تجزيه واريانس مولكولي -3جدول
 value Φ P value درصد واريانس واريانس اجزاء مجموع مربعات درجه آزادي اتبع تغييرامن

 >Fst  001/0 =435/0 05/44 332/4 431/653 7 هابين جمعيت
    95/55  502/5 350/836 152 هاداخل جمعيت

   100 834/9 781/1489 159 كل

  
  ايبندي ناحيه نمونه لاله واژگون زاگرس با گروه160 به دست آمده از ISSR تجزيه واريانس مولكولي -4 جدول

 value Φ P value درصد واريانس واريانس اجزاء مجموع مربعات درجه آزادي اتبع تغييرامن
 Fct 27/0 =000/0 00/0 00/0 506/71 2 هابين گروه

 >Fsc 001/0=430/0 05/44 332/4 925/581 5 هاهاي داخل گروهبين جمعيت
 >Fst 001/0 = 452/0 95/55 502/5 350/936 152 هاداخل جمعيت

   100 834/9 781/1489 159 كل

  
 ها به علت فاصلهتنوع به وجود آمده بين جمعيت

چنين استنباط شده  .است ها زياد بين جمعيتمكاني
جغرافيايي تأثير مهمي روي ساختار است كه فاصلة 

).  Wang et al, 2008(ژنتيكي و جريان ژني دارد 
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گياهان موجود در مناطق مختلف تبادل ژنتيكي چنداني 
را ندارند؛ ولي گياهان موجود در يك منطقه تبادل 

اگر در  ).Wang et al, 2008( ژنتيكي فراواني با هم دارند
باشد،   اي وجود نداشته شده ها، داده گم مجموعه لوكوس

نتيجه حاصل از تجزيه مولكولي لوكوس به لوكوس، 
مشابه نتايج تجزيه واريانس مولكولي بر اساس دندروگرام 

هاي گم شده، درجه  خواهد بود و درصورت وجود داده
هاي  د داده به تعدا شود و بسته ها كم مي آزادي لوكوس

دست آمده در دو آناليز تفاوت  شده، مقادير واريانس به گم
  در ).Mohammadi & prasana, 2003(خواهد داشت 

ها نتيجه تجزيه  تمام لوكوسحضوربه دليل اين بررسي، 
 اساس دندروگرام كاملاً منطبق با واريانس مولكولي بر

  .زيه واريانس مولكولي بر اساس لوكوس به لوكوس بودتج
 ISSR بر اساس نشانگرهاي  ژنيتجزيه واريانس

هاي لاله آناليز آماري تنوع ژني بين و داخل جمعيت
  POPGENE3.1 با استفاده از نرم افزار نواژگون ايرا
هاي تاكنون هيچ اطلاعاتي در مورد فراواني. انجام شد

   گزارش نشده Fritillariaي جنس آللي لاله واژگون وحت

از كل تنوع ژني به دست آمده توسط نشانگر . است
 از تنوع كل 2211/0، ميزان )ISSR) 3583/0مولكولي 

 مربوط به بين 1372/0ها و مربوط به داخل جمعيت
 بيشتر تنوع ژني مربوط به بنابراين. باشدها ميجمعيت

 برابر Hw/Htباشد و نسبت ها ميتنوع داخل جمعيت
به دست آمده در بررسي تنوع  Fst مقدار . است62/0

 به دست آمده در تجزيه واريانس Fstژني كمتر از 
نسبت كمتري از بنابراين . است) 5جدول(مولكولي 

-ها ميهاي ژنتيكي مربوط به تفاوت بين جمعيتتفاوت

و =Fst 3832/0(دار باشد، اين مقدار تفاوت، نيز معني
0001/0P< (ر اين مطالعه ميزان د .استFstنشان مي -

هاي لاله دهد كه تمايز ژنتيكي بالائي بين جمعيت
واژگون اتفاق افتاده است و ميزان جريان ژني بين 

كاهش جريان ژني بين . باشدها بسيار پايين ميجمعيت
ها عمدتا به دليل زياد بودن فاصله جغرافيايي جمعيت

ي اسپورها، شود كه پراكندگها ناشي ميبين جمعيت
هاي مورد ها يا پيازهاي رويشي را بين جمعيتگامت

  .نمايدمطالعه محدود مي
  

  . ISSR واژگون با استفاده از نشانگرهاي هاي لالهنتايج تجزيه تنوع ژنتيكي جمعيت -5جدول 
 n Ht Hw SE (Hw) Hb SE  (Hb) Fst Lower  جمعيت

99% Fst 
Upper 

99% Fst  
P-value 

 >0001/0  0278/0  0  3832/0  010191/0  1372/0  008968/0  2211/0  3583/0  8   واژگونلاله

:Ht  ،تنوع كل:Hwها،  ميانگين تنوع داخل جمعيت:Hbها،  ميانگين تنوع بين جمعيت:Fstها،  تفاوت بين جمعيتLower 99% و 
Upper 99% مقادير Fstجايگزاري تصادفي هستند1000 درصد بر اساس 99في ها، در توزيع تصاد كه بيانگر وجود تفاوت ژنتيكي بين جمعيت .  

  
هاي مورد ماتريس فواصل ژنتيكي بين جمعيت

جدول  (محاسبه شد Fst مطالعه بر اساس ضريب فاصله 
 كوهاشترانهاي  بيشترين فاصله ژنتيكي بين جمعيت).6

 و كمترين فاصله ژنتيكي 4708/0 به ميزان كوهرنگو 
 2242/0 به ميزان ستهبانا و كوهرنگهاي بين جمعيت
   .حاصل شد

  
   جمعيت لاله واژگون منطقه زاگرس8 بين Fstماتريس فاصله ژنتيكي  - 6جدول 

 كردستان پرو اشترانكوه گلستانكوه آستانه كوهرنگ ياسوج استهبان جمعيت

        000/0 استهبان

       000/0 3689/0 ياسوج

      000/0 3793/0 2242/0 كوهرنگ

     000/0 3266/0 3560/0 3631/0 هآستان

    000/0 4250/0 3956/0 3588/0 4027/0 كوهگلستان

   000/0 4536/0 4235/0 4708/0 3560/0 3473/0 كوهاشتران

  000/0 3227/0 4467/0 3239/0 3648/0 4065/0 3591/0 پرو

 000/0 3514/0 4159/0 4458/0 3765/0 2800/0 3824/0 3939/0 كردستان

  
 جمعيت 8بندي دندروگرام حاصل از خوشه 3 شكل

 با Fstماتريس فاصله ژنتيكي بر اساس لاله واژگون 
همان . دهدرا نشان مي UPGMAاستفاده از الگوريتم 
 مورد بررسي در  جمعيت8شود گونه كه مشاهده مي
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 به سه خوشه اصلي تقسيم Fst =1/0  فاصله ژنتيكي
 به تنهايي قرار لستانكوهگدر خوشه اول جمعيت . اندشده

، كردستان هاي ياسوج،گرفت، در خوشه دوم جمعيت
- سوم جمعيتخوشهدر .  كوهرنگ واقع شدنداستهبان و

تنوع به وجود  .هاي آستانه، اشترانكوه و پرو واقع شدند
 زياد بين  مكانيها به علت فاصلهآمده بين جمعيت

 هاي داخل جمعيتتنوع  بودنتربيش. است هاجمعيت
 و تكثير لاله واژگون، وابسته به مكانيسم انتقال دانه گرده

ش جريان افزاي است كه منجر به غيرجنسي در اين گياه
در اين . شودها ميتـژني و افزايش تنوع داخل جمعي

مطالعه نتايج حاصل از تجزيه واريانس مولكولي و تجزيه 
 و در هر دو مورد تنوع داخل  بودهتنوع ژني يكسان

هاي لاله واژگون  تنوع بين جمعيتبيشتر ازها جمعيت

هاي زايشي  حالت پروتوژني اندام.برآورد گرديدايران  
 ,Burquez(باعث دگرگشني در اين گياه شده است 

ذر پايين ـو به دلايل ژنتيكي درصد تشكيل ب) 1989
 گزارش نمود كه پرندگان Burquez (1989). باشدمي

 مكانيسم .ه نقش دارندكوچك در گرده افشاني اين گيا
منحصر به فرد انتقال دانه گرده توسط پرندگان وابسته 
به جمعيت پرندگان و شرايط محيطي مبني بر ميزان 

). Peters & Pirl, 1995(منابع غذايي اين پرندگان دارد 
 و پياز رويشي در لاله واژگون بذربنابراين انتقال اسپرم، 

فتد و فاصله اتفاق مي ادر فاصله جغرافيايي زياد به ندرت
بين دو رويشگاه مانع ) <Km 150(زياد جغرفيايي 

ي هاي لالهجغرافيايي جهت جريان ژني بين جمعيت
   .گرددواژگون محسوب مي

  
  Fst جمعيت لاله واژگون منطقه زاگرس بر اساس ماتريس فاصله ژنتيكي 8 دندروگرام حاصل از گروه بندي - 3شكل 

  
   مورفولوژيكيتجزيه

تر صفات گيري دقيقدر اين مطالعه به منظور اندازه
ه واژگون از ـه لالـ نمون285مورفولوژيكي تعداد 

هاي مورد بررسي منطقه زاگرس ايران ارزيابي جمعيت
متر،  ميلي33بر اين اساس ميانگين طول پرچم . گرديد

متر  ميلي37متر و طول مادگي  ميلي11طول بساك 
 است كه كه طول ميله پرچم اين در حالي. محاسبه شد

متر نسبت به مقدار گزارش شده توسط  ميلي20حداقل 
 7در جدول . بيشتر است) 1386(غلامي و همكارن 

 واژگون  صفت مورفولوژيكي لاله32هاي مربوط به اندازه
هاي اصلي با تجزيه مؤلفه. منطقه زاگرس ارائه شده است

.   انجام گرفتPASW Statistics 18استفاده از نرم افزار 

رود، ترين مؤلفه به شمار مياولين مؤلفه كه بزرگ
 درصد 86/79 . درصد از تنوع كل را توجيه نمود16/18

 درصد تنوع توسط 100 مؤلفه اول و 10از تنوع توسط 
ي ها پراكنش نمونه4  در شكل.شود مؤلفه توجيه مي31

 در اطراف دو مؤلفه اصلي اوليه  جمعيت،8متعلق به 
 شودهمان طور كه مشاهده مي. ن داده شده استنشا

 الگوي خاصي در پراكنش غير از افراد جمعيت استهبان،
هاي پرت  نمونه؛ از سوي ديگرشودها مشاهده نميداده

اين امر نشان . شودها مشاهده نمينيز در اطراف مؤلفه
شرايط محيطي (دهنده عدم تأثيرگذاري عامل جمعيت 

هاي بندي مورفولوژيكي لاله دستهدر) زنده و غير زنده
اي و رسم  خوشهتجزيه .باشد مي منطقه زاگرسواژگون
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 توسط نرم افزار ،Linkage  Ward به روشدندروگرام
MINITAB ver 17نتيجه به دست آمده از .  انجام شد

اي نشان دهنده همان الگوي به دست آمده آناليز خوشه
توجه به دندروگرام با . هاي اصلي استاز تجزيه به مؤلفه

به دست آمده از صفات مورفولوژيك الگوي خاصي در 

ها مشاهده بندي افراد مبني بر تفكيك جمعيتخوشه
ولي ). شكل دندروگرام نشان داده نشده است(نگرديد 

 تشكيل يك خوشه 600 فاصلهافراد جمعيت استهبان در 
  اكثر افراد. اندمجزا را داده

  
  

   نمونه لاله واژگون زاگرس ايران285گيري شده از يكي اندازهصفات مورفولوژ -7جدول 
  ميانگين  كمينه  بيشينه علامت اختصاري  صفت  رديف

 HS (mm) 80/96 20/22 64/49 ارتفاع ساقه  1
 DS (mm) 20/20 25/3 23/10 قطر ساقه  2
 NF 00/10 00/2 75/4 تعداد گل  3
 CF 00/7 00/1 17/4  رنگ گل  4
 LLU (mm) 36/243 09/36 72/141 طول برگ فوقاني  5
 WLU (mm) 53/71 89/12 67/36 عرض برگ فوقاني  6
 ALU (mm2) 55/9181 67/25 19/3493 مساحت برگ فوقاني  7
 LLM (mm) 80/262 74/83 58/147 طول برگ مياني  8
 WLM (mm) 33/72 62/19 37/44  عرض برگ مياني  9
 ALM (mm2) 69/10214 37/44 59/4478 مساحت برگ مياني  10
 LLD (mm) 58/236 31/54 72/146 طول برگ تحتاني  11
 WLD (mm) 90/92 97/14 40/75 عرض برگ تحتاني  12
 ALD (mm2) 99/12784 32/66 65/5687 مساحت برگ تحتاني  13
 LBI (mm) 33/140 37/8 21/91 طول براكته داخلي  14
 WBI (mm) 17/28 38/4 20/12 عرض براكته داخلي  15
 ABI (mm2) 55/1907 00/14 45/776 مساحت براكته داخلي  16
 LBM (mm) 62/172 64/28 10/97 طول براكته مياني  17
 WBM (mm) 41/32 83/4 33/15 عرض براكته مياني  18
 ABM (mm2) 97/2614 88/169 92/1017 مساحت براكته مياني  19
 LBO (mm) 41/164 54/53 39/99 طول براكته خارجي  20
 WBO (mm) 86/42 70/7 55/19 عرض براكته خارجي  21
 ABO (mm2) 48/4570 13/314 96/1316 مساحت براكته خارجي  22
 LS (mm) 18/70 78/28 84/52 طول كاسبرگ  23
 WS (mm) 63/31 90/7 42/17 عرض كاسبرگ  24
 AS (mm2) 27/1284 47/183 73/683 مساحت كاسبرگ  25
 LPe (mm) 44/69 14/27 24/52 طول گلبرگ  26
 WPe (mm) 14/35 23/9 89/21 عرض گلبرگ  27
 Ape (mm2) 76/1421 74/237 13/799 مساحت گلبرگ  28
 LA (mm) 05/24 84/5 36/11 طول بساك پرچم  29
 DA (mm) 06/4 51/1 61/2 قطر بساك پرچم  30
 LF (mm) 68/60 99/9 06/33 طول ميله پرجم  31
 LPi (mm) 17/64 15/8 48/37  طول مادگي  32

  

واريته . باشندجمعيت استهبان از واريته آرورا مي
 داراي )نارنجي روشن (آرورا علاوه بر صفت رنگ گل

باشند بنابراين افراد اين  مي با ابعاد كمهاي ظريفاندام
جمعيت به همراه افرادي كه داراي اين خصوصيات 

وان تمي. اندظريف باشند در يك خوشه مجزا قرار گرفته

بيان نمود كه با توجه به تعداد صفات كمي در مقايسه 
دندروگرام به دست آمده تحت ) 30:2(با صفات كيفي 

اما در مورد صفت كيفي رنگ . تأثير صفات كمي است
ها از يكديگر گل كه مهمترين صفت متمايز كننده واريته

، در صورتي كه توسط يك مكان ژني كنترل شود، است
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  .داشته باشدها و حتي افراد آن وجود جمعيتاي بين  الگوي متمايز كنندهدارد كهاين احتمال وجود 
  

  
  .  در اطراف دو مؤلفه اصليلاله واژگون زاگرس ايران، نمونه160نقشه پراكنش  - 4شكل 

  
  هاي مورفولوژيكي و مولكوليمقايسه داده
  صفت32 هاياي بر اساس داده تجزيه خوشهمقايسه

 كه داد نشان ISSR مولكوليهاي داده با مورفولوژيكي
نتايج حاصل . تشابه چنداني بين اين دو الگو وجود ندارد

هاي اصلي نيز تأئيد كننده  تجزيه به مؤلفه مقايسهاز
سوي ديگر محاسبه ضريب از . اي بودنتايج تجزيه خوشه

هاي تشابه  بين ماتريس)Mantel, 1967 (كوفنتيك
) r=25/0 (وژيكي و مولكوليهاي مورفولحاصل از داده

. ها را نشان داددار بين آنعدم وجود همبستگي معني
يكي از دلايل قابل ذكر آن است كه ميزان تمايز 
مولكولي تحت تأثير جهش، رانده شدگي ژنتيكي و 

باشد اما تفاوت در صفات مورفولوژيك جريان ژني مي
بيشتر وابسته به انتخاب طبيعي و تحت تأثير عوامل 

هاي عدم تطابق نتايج حاصل از داده. حيطي استم
در بررسي  بيوشيمياييو  RAPD  مولكولي،مورفولوژيكي

 در Fritillariaهاي متعلق به جنس تاكسونوميكي گونه
 .)Celebi et al, 2006  (ده است به دست آمنيز تركيه 

چنين نتايجي در بررسي گياهان ديگري كه با استفاده از 
لي انجام شده است نيز مشاهده شده نشانگرهاي مولكو

 بررسي خويشاوندي چند رقم در است، به عنوان نمونه
-داري بين ماتريسهمبستگي معني، گياه چمني چچم

و ) AFLP و STS(هاي تشابه نشانگرهاي مولكولي 

 Roldan-Ruiz et(مشاهده نگرديد صفات مورفولوژيكي 

al, 2001.(  
  نتيجه گيري كلي

 از اين مطالعه نشان دهنده نتايج به دست آمده
هاي  جداسازي جمعيتدر ISSRتوانايي نشانگر مولكولي 

گيري از نشانگر  با بهره.باشدمي  لاله واژگونمختلف
ISSRها و  سطح پاييني از تنوع ژنتيكي درون جمعيت

سطح بالائي از تمايز ژنتيكي بين هشت جمعيت لاله 
 درون در تنوع بودن بالابنابراين . واژگون آشكار گرديد

 ها جمعيت انقراض از كه است عاملي خود ها جمعيت
حفظ تنوع ژنتيكي يكي از اهداف  .كند مي جلوگيري

نتايج . باشدهاي در حال انقراض مياصلي حفاظت گونه
دهد كه مديريت صحيح حاصل از اين بررسي نشان مي

ي واژگون از هاي وحشي لالهبراي حفاظت جمعيت
فاصله جغرافيائي بين  . باشدخوردار مياهميت بالائي بر

هاي لاله واژگون عامل محدود كننده جريان ژني جمعيت
ها ها و همچنين تمايز ژنتيكي بين جمعيتبين جمعيت
از سوي ديگر صفات مورفولوژيكي . گرددمحسوب مي

 قادر به شناسائي تنوع موجود نبوده و نتايج حاصل از
منطبق ، ISSRكولي صفات مورفولوژيكي و نشانگر مول

 با توجه به اينكه صفات مورفولوژيكي مربوط به .نبود
هاي رمزكننده ژنوم است، و تحت تأثير شرايط بخش



 71  ... واژگونلالههاي گونه  جمعيتبررسي تنوع ژنتيكي:  و همكارانمومني  

گيرند، بنابراين عدم وجود محيطي نيز قرار مي
 و ISSR  بين نشانگرهاي مولكولي دارمعنيهمبستگي 

  . بديهي استصفات مورفولوژيكي 
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