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 از يکی ای با گياه مادریشيشه درون تکثير از حاصل هایگياهچه حفظ خلوص ژنتيکی و همسانی

 حاضر مطالعه در .رود می شمار به گياهی هایگونه ازديادی ريز در اساسی نيازهای پيش مهمترين

 با مختلف محيط 7 از که ريزازديادیمحمدی حاصل از  گل گياهچه 2۲ در ژنتيکی پايداری

  ISSRو SCoT نشانگرهای وسيله به بودند دست آمده هب رشد هایکننده تنظيم مختلف هایغلظت

 MS های لازم از يک پايه مادری مشخص، از محيطپس از تهيه ريزنمونه .گرفت قرار بررسی مورد

 محيط به يافته استقرار هاینمونه ريز سپس و شد استفاده هاريزنمونه استقرار مرحله برای جامد

ها،  گياهچه دار کردن ريشه برای. شدند منتقل رشد های کننده تنظيم مختلف غلظت با سه پرآوری

 و واکشت شدند IBAو  IAAحاوی  جامد MS محيط روی بر پرآوری محيط از حاصل هاینمونه

 استخراج .يافتند انتقال گلخانه محيط به مرحله سازگاری برای شده دار ريشه هایگياهچه سپس

DNA آغازگر 21 تعداد .شد انجام حاصل های گياهچه جوان های برگ از ژنومی SCoT 21 و 

 استفاده مورد ريزازديادی از حاصل های گياهچه ژنتيکی پايداری ارزيابی برای ISSR آغازگر

 مشخص باندهای ISSR آغازگر 00 و SCoT آغازگر 04 تنها آغازگر 41 اين بين از گرفت که قرار

مکان  07۱تعداد  ISSRو  SCoT آغازگر 2۲ با استفاده از مجموع .کردند تکثير امتيازدهی قابل و

 ازای به چندشکل مکان تعداد متوسط .نشان دادند چندشکلی مکان 7۲ تنها بين، اين از که شد تکثير

 اساس بر .آمد دست هب 7/0و  ۲/0 ترتيب برابر به ISSRو  SCoT نشانگرهای برای آغازگر هر

لل موثر آحداکثر مقدار شاخص شانون، هتروزيگوسی و تعداد ) شده برآورد ژنتيکی پارامترهای

سطح  مجموع، در ها داده های آماری تجزيه نتايج و (دست آمد هب ۲/0و  2۲/1،  42/1ترتيب  هب

 های گياهچه خصوص هب .شد شناسايی ريزازديادی از حاصل های گياهچه دربين تنوع پايينی از

 I محيط از های حاصل گياهچه با مقايسه در کمتری بسيار تنوع IIIو  IIشماره  های محيط از حاصل

 با توانند می IIIو  IIشماره  های پرآوری محيط ترتيب اين نتايج نشان داد که بدين .دادند نشان

ايجاد  احتمال حداقل با محمدی گل بافتی کشت های گياهچه تجاری توليد برای موفقيت

 .گيرند قرار استفاده مورد ژنتيکی ناپايداری
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ق در طی دو دهه اخیر استفاده از تکنیک ریزازدیادی از طری

 Prunusهای مختلفی نظیر قطعات مختلف ریز نمونه در گونه

avium (Dukovic 2006) ،Cedrus atlantica (Renau-Murataet 

et al. 2005) ،Acacia mangium (Monteuuis 2004 ) و بسیاری

 های دیگر گزارش شده است و گیاه باارزش گل محمدی گونه

(damask rose) با نام علمی Rosa damascena یز ازجمله ن

رود که گزارشات زیادی در خصوص  شمار می های گیاهی به گونه

های کشت  ریزازدیادی آن وجود دارد و در این رابطه انواع محیط

 های رشد برای مراحل مختلف ریزازدیادی کننده و ترکیبات تنظیم

عنوان نمونه در یک  به. در مقالات مختلف ارائه شده است آن

 +0.1mg/L NAA+ 0.1 mg/L GA3بررسی، استفاده از ترکیب

1.5mg/L BAP  در مقایسه با سایر ترکیبات بهترین ترکیب تنظیم

جانبی،  های های رشد در محیط پرآوری به لحاظ تعداد ساقه کننده

 Asadi and) سرعت رشد و میزان سبزینگی گزارش شده است

Shooshtari 2021.)  در نتایج حاصل از پژوهش دیگری که

انجام گرفته  Rosa damascena سازی ریزازدیادی منظور بهینه به

 2ترتیب به میزان  هب NAAو  BAهای رشد  استفاده از تنظیم کننده

ن بهترین ترکیب گزارش شده است عنوا گرم بر لیتر به میلی 1/3و 

(Khosh-Khui and Sink 1982 .) همچنین گزارشات دیگری

دهد برای دستیابی به بهترین نتایج در  وجود دارد که نشان می

در ترکیب  GA3، استفاده از Rosa damascenaریزازدیادی گیاه 

 ;Kumar et al. 2000) باشد ضروری می NAAو  BAبا 

Nikbakht et al. 2005  .) ارزش بالای این گونه گیاهی و

کاربردهای فراوان و گسترده آن در صنایع مختلف از جمله 

-Tabaei) داروسازی، صنایع غذایی، تولیدات آرایشی و بهداشتی

Aghdaei et al. 2007 ) یکی از دلایل افزایش تقاضا برای این

دامنه علاوه بر این، سازگاری این گیاه به . محصول ارزشمند است

و کار این گونه کشت ی باعث شده تا روند میاقل طیاز شرا یعیوس

همین دلیل، تقاضا  باشد و به شیدر حال افزا وستهیطور پ بهگیاهی 

منظور توسعه کشت و کار آن  این گونه گیاهی بههای  نهالبرای 

دلیل کوتاه شدن زمان  تولید نهال از طریق ریزازدیادی به. بالاست

های پاسخ  درنتیجه افزایش سرعت تولید یکی از راهفرایند تکثیر و 

از سوی دیگر تکثیر گیاهان . به این افزایش تقاضای بازار است

یکنواخت و عاری از پاتوژن در یک زمان کوتاه و در مقیاس 

شمار  های مهم دیگر این تکنیک به بسیار وسیع از جمله مزیت

ین نکته مهم غافل لیکن نباید از ا(. Shabbir et al. 2009)رود  می

در کنار مزایای خود می تواند مشکلاتی را نیز ریزازدیادی  بود که

همراه داشته باشد که وقوع تغییرات ناخواسته ژنتیکی در طی  به

فرایند تکثیر و از دست رفتن اصالت ژنتیکی گیاه مادری یکی از 

در نتایج تحقیقات مختلف نشان داده شده . این مشکلات است

 Rosaفقیت در ریزازدیادی گیاهان از جملهاست که مو

damascena  به عوامل متفاوتی مانند محیط کشت پایه مورد

های رشد، نوع و سن ریزنمونه،  استفاده، نوع و غلظت تنظیم کننده

 ها و موارد دیگر وابسته است ژنوتیپ پایه مادری، تعداد واکشت

(Jabbarzadeh and Khosh-Khui 2005; Mahmoudi Noodezh 

et al. 2012 .) از سوی دیگر مطالعات مختلفی وجود دارند که

ها و  دهد عواملی مانند نوع و غلظت اکسین ها نشان می نتایج آن

های کشت، منبع  های مورد استفاده در ترکیب محیط سیتو کینین

ای  ها بر پاره تهیه ریزنمونه و همچنین تعداد و طول دوره واکشت

انواع  ناخواسته در شرایط کشت بافتاز تغییرات ژنتیکی 

 .Etienne et al. 2003; Larkin et al) ثرندؤهای گیاهی م گونه

1984; Noormohammadi et al. 2018; Pourjabar et al. 2009; 

Shooshtari et al. 2014  .)ریزی برای ایجاد یک  طورکلی برنامه هب

زم گیاه کامل از یک ریزنمونه در شرایط کشت بافت مستل

های بیولوژیکی است  ای از فرایندهای پیچیده و فعالیت مجموعه

ای از تغییرات  تواند منجر به پاره ها می که این فرایندها و فعالیت

 Bednarek and)ژنتیکی در گیاهان حاصل شود  ژنتیکی و اپی

Orłowska 2020 .) 

های  دهند ترکیب محیط هایی وجود دارند که نشان می گزارش

ای و کروموزومی و  های نقطه جاد انواع موتاسیونکشت با ای

تواند باعث پدید آمدن  میها  همچنین تغییر در فعالیت ترانسپوزون

 Jiang) های جدیدی در گیاهان حاصل از کشت بافت شود ویژگی

et al. 2011; DogramaciAltuntepe et al. 2001; Bednarek and 

Orłowska 2020 .)نظیر متیلاسیون و ژنتیکی  تغییرات اپی

 ها ، تغییر در بیان ژن(Grafi et al. 2007) ها دمتیلاسیون هیستون

(Kabita et al. 2019 ) و نیز تغییر در عملکردmicro RNAs  از

 باشند جمله مواردی هستند که با شرایط کشت بافت مرتبط می

(Li et al. 2012 .) 

  مقدمه
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 ر کاملاًدر روش ریزازدیادی ضروری است گیاهان حاصل از تکثی

عنوان ژنوتیپ ایده آل بر اساس اهداف  هشبیه به پایه مادری که ب

لذا با توجه به احتمال وقوع تغییرات . ده باشندشتجاری انتخاب 

های  ژنتیکی تحت تاثیر شرایط محیط کشت و تاثیر تنظیم کننده

رشد مورد استفاده در فرایند ریزازدیادی، همواره این نگرانی در 

های تکثیر یافته و شباهت  لت ژنتیکی نمونهخصوص حفظ اصا

اگرچه کم کردن مدت زمان و . کامل آن به پایه مادری وجود دارد

های بالای برخی مواد  ها و پرهیز از کاربرد غلظت دوره واکشت

در محیط کشت تا حدودی به کاهش این تغییرات  D-2,4مانند 

های  کند لیکن تضمین ثبات ژنتیکی نمونه ناخواسته کمک می

. باشد های همیشگی در این زمینه می تکثیر یافته از جمله دغدغه

های پیشنهادی برای  لذا در کنار توجه به کارآمدی پروتکل

ریزازدیادی از لحاظ سرعت تکثیر و تلفات اندک، این نکته نیز 

های رشد و یا هرگونه  همواره مورد توجه است که تنظیم کننده

کار رفته در  هب elicitorیا  stimulantافزودنی دیگری مانند انواع 

های بهینه شده، دارای حداقل تاثیر بر تغییرات  ترکیب محیط

 .احتمالی ژنتیکی و ازدست رفتن اصالت پایه مادری باشند

 های بررسی پایداری استفاده از نشانگرهای ملکولی یکی از روش

تواند برای شناسایی  ژنتیکی گیاهان کشت بافتی است که می

 بسیار بافت رخ داده کشت شرایط در تغییرات ژنتیکی احتمالی که

برای این منظور  DNAطیف متنوعی از نشانگرهای . کارآمد باشد

های گیاهی متفاوتی مورد  در مطالعات مختلف بر روی گونه

توان به استفاده از نشانگر  استفاده قرارگرفته که از آن جمله می

AFLP  های حاصل از کشت بافت  ارزیابی ژنتیکی نمونهدر

Foeniculum vulgar های مختلف هورمونی در غلظت 

(Shooshtari et al. 2014)استفاده از نشانگرهای ، RAPD  و

ISSR در بررسی تنوع ژنتیکی گیاهان حاصل از کشت بافتAloe 

barbadensis Mill. (Sahoo and Rout 2014; 

Noormohammadi et al. 2018)گرهای ، استفاده از نشانSCoT ،

CBDP  وISSR های کشت  در بررسی تغییرات ژنتیکی در نمونه

 .Ferulago angulata (Shooshtari et alبافتی گیاه دارویی 

در بررسی  CBDPو  SCoT، استفاده از نشانگرهای (2018

 Rosa damascena (Asadi andتغییرات ژنتیکی در ریزازدیادی 

Shooshtari 2021) نشانگر، و استفاده از RAPD  در بررسی تنوع

 Silybum marianumای  سوماکلونال در کشت درون شیشه

(Pourjabar et al. 2009 )اشاره نمود. 

ثیر ترکیب محیط کشت بر أهدف بررسی ت که با در این مطالعه

های گیاهی رشد یافته در شرایط  ایجاد تغییرات ژنتیکی در نمونه

ای مورد استفاده در بررسی کشت بافت و ارزیابی کارایی نشانگره

دست آمده در  ه، پایداری ژنتیکی گیاهان باین تنوع انجام شد

در سه محیط ( Rosa damascena Mill).ی گل محمدریزازدیادی 

 Mahmoudi) مختلف پرآوری که بر اساس مطالعات قبلی

Noodezh et al. 2012; Nikbakht et al. 2005; Asadi and 

Shooshtari 2021 )دو نوع از  اند، توسط سازی شده هبهین

  .مورد بررسی قرار گرفته است DNAنشانگرهای 

  

ژنومی، ابتدا  DNAهای لازم برای استخراج  منظور تولید گیاهچه به

های متر از ساقه سانتی 3های مورد نیاز به طول تقریبی  نمونهریز

که هر قطعه  طوری هجوان یک پایه مادری واحد جدا شدند ب

های تهیه شده پس از شستشوی  ریزنمونه. واجد یک گره بود

دقیقه، در  33سطحی و قرارگیری در معرض آب جاری به مدت 

دقیقه  7درصد و زمان اثر 1/3زیر هود لامینار توسط کلرید جیوه 

 . کشی شدند ضدعفونی و سپس طی سه نوبت آب

 Murashige and)جامد  MSبرای مرحله استقرار از محیط 

Skoog 1962 ) فاقد هرگونه تنظیم کننده رشد استفاده شد و پس

خوبی ظاهر  هها بر روی ریزنمونه ب از حدود یک ماه که برگچه

در شرایط استریل و در  ها به محیط پرآوری شدند، انتقال نمونه

 VSبرای این مرحله از محیط . زیر هود لامینار صورت گرفت

استفاده شد و سه ترکیب ( Van der Salm et al. 1994)مایع 

های رشد که بر اساس مطالعات پیشین در  مختلف از تنظیم کننده

سازی ریزازدیادی گیاه مورد  تحقیقات مختلف بر روی بهینه

عنوان بهترین ترکیب محیط پرآوری گزارش شده بود در  هبررسی ب

پس از پنج  (.1جدول) این محیط پایه مورد استفاده قرار گرفت

های رشد  روز یکبار، نمونه 23مرحله انجام واکشت به فاصله هر 

زایی واجد  یافته در هریک از سه محیط پرآوری به محیط ریشه

و  IAAگرم بر لیتر  میلی 2همراه  جامد به MSترکیبات محیط پایه 

دار شدن  پس از ریشه. انتقال داده شدند IBAگرم بر لیتر  میلی 2

  ها مواد و روش
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دار شده به  های ریشه ای، گیاهچه شرایط درون شیشهها در  نمونه

های مخصوص نشا حاوی پیت ماس، کوکوپیت و  آرامی به سینی

روز در داخل سبدهایی با ارتفاع  10پرلیت منتقل و برای حدود 

متر و دارای پوشش نایلونی برای حفظ حداکثر  سانتی 33حدود 

کنترل شده  ها در شرایط کاملاً رطوبت در فضای اطراف نمونه

های حاوی نسبت برابر ترکیبات  نگهداری و در نهایت در گلدان

مختلف با توجه به استفاده از سه محیط . مورد اشاره کشت شدند

شده  شده و سازگار دار های ریشه در مرحله پرآوری، از نمونه

عنوان تکرارهای آزمایش  هگیاهچه ب 13حاصل از هر محیط تعداد 

های بیشتر  توجه به از دست رفتن تعداد نمونهالبته با )انتخاب شد 

دار شده و  گیاهچه ریشه 0، تنها IIمربوط به محیط پرآوری شماره 

همین دلیل تعداد کل  سازگار یافته از این محیط باقی ماند که به

 20برابر با  DNAهای مورد استفاده برای استخراج  گیاهچه

نمونه از  13و  IIنمونه از محیط  I ،0 نمونه از محیط 13) گیاهچه

 .بود( IIIمحیط 

 
 (Rosa damascena). یگل محمدهای مختلف مورد استفاده در مرحله پرآوری در ریزازدیادی  های رشد در محیط ترکیب و نسبت تنظیم کننده -1 جدول

کشتمحیط   
 

  های رشد تنظیم کننده( mg/L)ترکیب و غلظت 

I GA3 (0.2) + BAP (4.0) + IAA 

(0.25) Mahmoudi Noodezh et al. (2012) 

      
 

II GA3 (0.1) + BA (1.0) + NAA 

(0.1) Nikbakht et al.(2005) 

      
 

III GA3 (0.1) + BAP (1.5) + NAA 

(0.1) Asadi et al. 2021 

IAA (indole-3-acetic acid) 

NAA (Naphthalene Acetic Acid) 
GA3 (Gibberellic Acid) 
BAP (6-Benzylaminopurine) 

BA (Benzyl Adenine) 

 

 

گیاهچه مورد  20تعداد  های جوان ژنومی از برگ DNAاستخراج 

CTABاشاره بر اساس دستورالعمل 
 DNA یفیتکانجام و  1

درصد  0/3 ژل آگارزالکتروفورز شده با استفاده از  استخراج

 .  بررسی شد

 03استخراج شده با استفاده از DNAهای  ارزیابی ملکولی نمونه

انجام شد،  ISSRآغازگر  23و  SCoTآغازگر  23آغازگر شامل 

 20آغازگر تنها در  03این  حاصللیکن از بین الگوهای باندی 

چندشکلی مشاهده شد که حاصل باندهای واضح و دارای مورد 

 بنابراین تجزیه و ؛بودند ISSRآغازگر 11و  SCoTغازگر آ 10از 

. الگوی باندی انجام شد 20ها بر اساس این  تحلیل داده

 23حجم نهایی  در( PCR) ای پلیمراز زنجیره های واکنش

ژنومی، دو میکرولیتر آغازگر  DNA میکرولیتر میکرولیتر شامل دو

میکرولیتر  13، شش میکرولیتر آب دیونیزه و 10ng/uLبا غلظت 

                                                           
1
 Cethyl Trimenthyl Ammonium Bromide 

 های تکثیر واکنش .شرکت سیناکلون انجام شد( 2X) مستر میکس

 با برنامه دمایی( T-100مدل ) Bioradبا استفاده از ترموسایکلر 

درجه  90اولیه در دمای  سازی رشتهسیک مرحله وا شامل

شامل حرارتی چرخه  30دقیقه و  چهارگراد به مدت  سانتی

، یک دقیقهگراد به مدت  سانتی درجه 90دمای در سازی  رشتهسوا

و  به مدت یک دقیقه آغازگر در دمای بهینه برای آغازگر اتصال

دقیقه  0/1به مدت  گراد درجه سانتی 72پلیمریزاسیون در دمای 

درجه  72در دمای یک مرحله توسعه نهایی  در انتها، .انجام شد

 PCR حصولم. دقیقه نیز درنظر گرفته شد 7به مدت  گراد سانتی

 و تفکیک TBEبا استفاده از بافر  درصد 0/1 آگارز ژل روی رب

الگوهای . انجام شد Safeviewاز  ها با استفادهژل آمیزیرنگ

صورت  هدست آمده بر اساس وجود یا عدم وجود باند ب هباندی ب

یک و صفر امتیاز دهی شدند و پس از برآورد فواصل ژنتیکی بر 

و محاسبات های آماری  اساس ضریب فاصله جاکارد، تجزیه

دست  ههای ب داده تحلیل و برای تجزیه .صورت گرفتمربوطه 
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های تنوع  شامل برآورد مقدار فاصله ژنتیکی، برآورد شاخصآمده 

ثر، تجزیه ؤمانند میزان هتروزیگوسی، شاخص شانون، تعداد الل م

 DARwinافزارهای  از نرمبه مختصات اصلی و تجزیه کلاستر 

(Perrier et al. 2003 ) وGenAlEx (Peakall and Smouse 

 . استفاده شد( 2006

 

با  PCRدست آمده از الکتروفورز محصولات  هالگوهای باندی ب

بیانگر تشابه  SCoTو  ISSRاستفاده از هردو سری آغازگرهای 

های مختلف بود و تنها تعداد  نمونه DNAبسیار زیاد پروفایل 

های الکتروفورزی قابل  متفاوت در هریک از ژلاندکی باندهای 

آغازگر مورد  03لازم به ذکر است از بین ) .تشخیص بودند

آغازگر در تکثیر قطعات ژنوم موفق عمل نمودند لیکن  37استفاده 

یکسان  نمونه کاملاً 20دست آمده در طول  همورد باندهای ب 12در 

گوهای باندی مورد از ال 20و فاقد چندشکلی بودند وتنها در 

آغازگر مورد  20 توسط(. های جزیی مشاهده شد چندشکلی

باند قابل امتیازدهی تکثیر  139استفاده در این مطالعه در مجموع 

باند چندشکلی نشان دادند و سهم  30تنها شد که از این تعداد 

از باندهای چندشکل ایجاد شده  ISSRو  SCoTآغازگرهای 

 2 با توجه به اطلاعات جدول. اند بودب 10و  21 برابر با ترتیب هب

ازای هر آغازگر هشود متوسط تعداد باند چندشکل ب می ملاحظه

برای آغازگرهای  3/1در مقابل  0/1برابر  SCoTبرای آغازگرهای 

ISSR  و میانگین درصد چندشکلی آغازگرها برای دو نشانگر

SCoT  وISSR دست آمد هدرصد ب 20و  20ترتیب  هب . 

به اهمیت و کاربرد شاخص محتوای اطلاعات چند شکل توجه با

(1
PIC ) 2)و همچنین شاخص نشانگر

MI ) در تعیین کارایی یک

سیستم نشانگری، مقادیر این دوشاخص برای نشانگرهای مورد 

برای  PICاستفاده برآورد شد که نتایج نشان داد مقدار شاخص 

باشد  می 10/3و  10/3ترتیب برابر  هب ISSRو  SCoTنشانگرهای 

گرهای غالب در برای نشان PICکه با توجه به دامنه تغییرات 

این مقادیر اعداد چندان زیادی نیستند اگرچه ، 03/3فاصله صفر تا 

جزو  نشانگرهای مورد استفاده در گزارشات قبلی معمولاً

نشانگرهای آگاهی بخش با کارایی خوب تا بسیار خوب معرفی 

را ماهیت مواد  PICیکی از دلایل اصلی کم بودن مقادیر . اند شده

توان ذکر نمود چرا که  ژنتیکی مورد استفاده در این بررسی می

اصولا مواد ژنتیکی همگی دارای ژنوتیپ واحدی بودند و با توجه 

های توصیه شده بر  های مورد استفاده که جزو محیط به محیط

 ;Mahmoudi Noodezh et al. 2012) اساس مطالعات قبلی

Nikbakht et al. 2005; Asadi and Shooshtari 2021 )باشند،  می

. های رشد مورد انتظار بود حداقل تغییرات ناشی از اثر تنظیم کننده

دست  هاز سوی دیگر با توجه به تعداد اندک باندهای چندشکل ب

نیز برای هردو سیستم نشانگری اندک بود  MIآمده مقدار شاخص 

 ISSRو  SCoTبرای آغازگرهای  MIکه متوسط  وریط هب

 .  برآورد شد 23/3و  33/3ترتیب  هب

                                                           
1 Polymorphism information content 
2
 Marker index  

 

 
 محمدی های حاصل از ریزازدیادی گل در بررسی تنوع نمونه SCoT-1الگوی باندی حاصل از الکتروفورز قطعات تکثیر شده با استفاده از آغازگر  -1 شکل

 

  نتایج و بحث
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 ISSR-4الگوی باندی حاصل از الکتروفورز قطعات تکثیر شده با استفاده از آغازگر  -2 شکل

 

 ها های کارایی آن و شاخصRosa damascena  های حاصل از ریزازدیادی مورد استفاده در بررسی پایداری ژنتیکی نمونه ISSRو  SCoT آغازگرهای توالی -2 جدول

Marker Sequence.(5-3) TB PB %P PIC MI 

SCoT 

SCoT-1 : CAACAATGGCTACCACCA 0 3 30 30/3  30/1  

SCoT-2 : CAACAATGGCTACCACCC 7 2 29 13/3  20/3  

SCoT-3 : CAACAATGGCTACCACCG 0 2 20 19/3  30/3  

SCoT-4 : CAACAATGGCTACCACCT 0 1 23 20/3  20/3  

SCoT-5 : CCATGGCTACCACCGCCA 0 1 20 19/3  19/3  

SCoT-6 : CAACAATGGCTACCACGC 0 1 23 37/3  37/3  

SCoT-7 : CAACAATGGCTACCACGG 7 1 10 13/3  13/3  

SCoT-8 : CAACAATGGCTACCACGT 0 1 23 13/3  13/3  

SCoT-9 : CAACAATGGCTACCAGCA 0 2 20 29/3  00/3  

SCoT-10 : CAACAATGGCTACCAGCC 0 1 23 37/3  37/3  

SCoT-11 : ACGACATGGCGACCACGC 0 2 33 10/3  32/3  

SCoT-12 : ACGACATGGCGACCGCGA 0 1 20 13/3  13/3  

SCoT-13 : ACCATGGCTACCACCGGC 0 2 03 20/3  00/3  

SCoT-14 : ACGACATGGCGACCCACA 0 1 20 19/3  19/3  

      

0/0 میانگین  0/1  20 10/3  33/3  

 

ISSR 

ISSR-1 : GGATGGATGGATGGAT 7 1 10 13/3  13/3  

ISSR-2 :  GACAGACAGACAGACA 0 1 23 13/3  13/3  

ISSR-3: AGAGAGAGAGAGAGAGYT 0 2 03 33/3  03/3  

ISSR-4 : ACACACACACACACACC 0 1 23 13/3  13/3  

ISSR-5 : GAGAGAGAGAGAGAGARC 7 2 29 10/3  32/3  

ISSR-6 : CTCTCTCTCTCTCTCTG 3 1 33 20/3  20/3  

ISSR-7 : GTGTGTGTGTGTGTGTC 0 1 23 37/3  37/3  

ISSR-8 : CACACACACACACACAG 0 1 23 19/3  19/3  

ISSR-9 : AGAGAGAGAGAGAGAGC 0 1 20 13/3  13/3  

ISSR-10 : ACACACACACACACACYA 7 1 10 19/3  19/3  

ISSR-11 : GTGTGTGTGTGTGTGTYG 0 2 03 37/3  10/3  

      

3/0 میانگین  3/1  20 10/3  23/3  

     

MI :نشانگر شاخص PIC :چندشکل اطلاعات محتوای %P :چندشکلی درصد PB :چندشکل باند تعداد TB :باند کل تعداد 
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ها نیز با توجه به  درخصوص برآورد فواصل ژنتیکی بین نمونه

انتظار گونه که  درجه تشابه بالا میانگین فاصله ژنتیکی همان

ها بر اساس مجموع فواصل ژنتیکی بین نمونه. ندک بودرفت ا می

باند چند شکل حاصل از هردو سیستم نشانگری در دامنه صفر  30

. برآورد شد10/3متغیر بود و میانگین فاصله ژنتیکی برابر  01/3تا 

 منحنی توزیع فراوانی فواصل ژنتیکی دارای چولگی به چپ بود

نمودار نیز بیانگر فراوانی بالای تعداد که این حالت ( 3شکل)

با  .باشد ها می فواصل ژنتیکی با مقادیر اندک در بین جفت نمونه

نمونه حاصل از هریک از  13و  0، 13ترتیب  هتوجه به بررسی ب

های  با ترکیبات مختلف هورمونی، شاخص سه محیط پرآوری

یشتر تنوع برآورد شده برای این سه گروه حاکی از وجود تنوع ب

 I (0.2mg/L GA3 + 4mg/L BAPهای حاصل از محیط  در نمونه

+ 0.25mg/L IAA )طور مثال مقدار شاخص شانون به. بود (I)  در

یک و نیم برابر  برآورد شد که تقریباً 02/3این جمعیت برابر با 

های  سایر شاخص. مقدار این شاخص در دو جمعیت دیگر بود

بررسی الگوهای باندی  .است ارائه شده 3برآورد شده در جدول 

اد به تفکیک هریک از این سه جمعیت نیز حاکی از وجود تعد

و تنها  Iهای حاصل از محیط  چهار باند اختصاصی برای نمونه

بود و  IIIیک باند اختصاصی برای جمعیت حاصل از محیط 

(. 0شکل) فاقد باند اختصاصی بود IIجمعیت حاصل از محیط 

به باندهای مشاهده شده در این سه گروه سایر اطلاعات مربوط 

نتایج حاصل از تجزیه به  .قابل مشاهده است 0در شکل 

و  SCoTهای  بر اساس تجمیع داده( PCoA) مختصات اصلی

ISSR های مورد بررسی بود لیکن  دهنده یکنواختی نمونه نیز نشان

های مربوط به  با توجه به وضیعت قرارگرفتن برخی از نمونه

های این محیط را نشان  در نمونه( ناپایداری) جود تنوعو Iمحیط 

  (. 0شکل ) داد
 

 
 

 مقدار فاصله ژنتیکی
های مورد  توزیع فراوانی فواصل ژنتیکی برآورد شده بین جفت نمونه -3 شکل

 بررسی

 

 
 

 

 های مورد مطالعه های تنوع محاسبه شده در جمعیت شاخص -3جدول 

 شاخص تنوع جمعیت    

  شاخص آماری  محیط پرآوری
N Na Ne I He 

I 

  میانگین 
13 

73/1 0/1 02/3 20/3 

 33/3 30/3 30/3 39/3  خطای استاندارد 

    
     

II 

  میانگین 
0 

20/1 3/1 29/3 23/3 

 33/3 30/3 37/3 13/3  خطای استاندارد 

    
     

III 
  میانگین 

13 
31/1 3/1 29/3 19/3 

 33/3 30/3 30/3 10/3  خطای استاندارد 

N : ،اندازه جمعیتNa : ،تعداد اللNe :ثر، ؤتعداد الل مI : ،شاخص شانونHe :هتروزیگوسیتی 

 

 

فراوانی مطلق
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 محمدی حاصل از ریزازدیادی گلهای  در بررسی تنوع گیاهچه های مورد بررسی فراوانی الگوهای باندی تکثیر شده به تفکیک گروه -0 شکل

 

 
در سه محیط پرآوری مختلف بر   Rosa damascenaهای حاصل از ریزازدیادی برای نمونه( PCoA) مختصات اصلی به تجزیه از حاصل بای پلات نمودار -0 شکل

 SCoT+ISSR های اساس داده

 

های بالاتری  غلظتای با بررسی وضعیت ترکیب این محیط که دار

باشد،  های رشد در مقایسه با دو محیط دیگر می  از تنظیم کننده

شود اگرچه بر اساس برآورد فواصل ژنتیکی بین  ملاحظه می

های برآورد شده، در مجموع بیانگر  ها و سایر شاخص نمونه

نتیجه ثبات ژنتیکی و حفظ  های مورد مطالعه و در یکنواختی نمونه

نظر  همادری در طی فرایند ریزازدیادی است لیکن باصالت پایه 

   های بیشتر تنظیم های رشد یافته در غلظت رسد نمونه می

های رشد به لحاظ ژنتیکی تغییرات بیشتری را نسبت به  کننده

های  بالای واکشت اند هرچند تاثیر تعداد نسبتاً سایرین نشان داده

تواند بر شدت  می طبیعتاًانجام گرفته را نیز نباید نادیده گرفت که 

ثیر عوامل مختلف بر ناپایداری ژنتیکی و وقوع أت .تاثیر بیافزاید

های مختلف گیاهی در  تنوع سوماکلونال در ریزازدیادی گونه

عنوان مثال استفاده از  به. مطالعات مختلف گزارش شده است

های ژربرا  در بررسی پایداری ژنتیکی گیاهچه ISSRنشانگرهای 

(Gerbera jamesonii)  تکثیر یافته از سه نوع ریزنمونه مختلف

ثر در ؤاملی مبه روش ریزازدیادی نشان داد که نوع ریزنمونه ع

نتایج تحقیق مورد . باشد های حاصل می ثبات ژنتیکی گیاهچه

دست آمده  ههایی که از ریزنمونه برگ ب اشاره نشان داد که گیاهچه

دیگر سطوحی از تنوع  بودند در مقایسه با دو نوع ریزنمونه

تحقیقی  در(. Bhatia et al. 2009) سوماکلونال را نشان دادند

کشت درون  وقوع تغییرات ژنتیکی در منظور بررسی به دیگر،

 باSilybum marianum گیاه  (سوسپانسیون کشت)ای  شیشه
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های  گزارش شد که گیاهچه ISSRمولکولی  از نشانگر استفاده

مختلف دارای الگوی باندی متفاوتی بوده های  حاصل از ریزنمونه

قابل مشاهده  واکشت یک تکرارهای مختلف این اختلافات حتی و

همچنین در تحقیق دیگری که  (.Firouzi et al. 2009)است 

های کشت بافتی گیاه  منظور بررسی پایداری ژنتیکی نمونه به

از  DNAبا استفاده از نشانگرهای  Ferulago angulataدارویی 

های  ثیر غلظتأصورت گرفت ت ISSRو  SCoTمله دو نشانگر ج

های بالای  خصوص غلظت ههای رشد گیاهی ب مختلف تنظیم کننده

2,4-D ای  بر وقوع تغییرات ژنتیکی در شرایط کشت درون شیشه

ثیر مستقیم أت(. Shooshtari et al. 2018)گزارش شده است 

شرایط کشت درون ت ژنتیکی در بر وقوع تغییرا D-2,4هورمون 

های گیاهی مختلف از جمله گندم هگزاپلوئید  ای گونه شیشه

(Mendoza and Kaeppler 2002 ) و نیشکر(Solangi et al. 

همچنین در نتایج پژوهش دیگری . نیز گزارش شده است( 2015

 Rosaدر فرایند ریزازدیادی تنوع سوماکلونالررسی که با هدف ب

damascena انگرهایاستفاده از نش با SCoT  وCBDP انجام شد 

خصوص در  هب D-2,4 هورمونستفاده ازکه ا دشگزارش 

ها و فاصله  تعداد واکشت همچنین افزایشهای بیشتر و  غلظت

 Asadi and) دتواند نرخ تغییرات ژنتیکی را افزایش ده ها می آن

Shooshtari 2021.)  

باندی کی و مقایسه الگوهای علاوه بر شناسایی تغییرات ژنتی

گونه مطالعات  های مختلف، دستاوردهای خاصی نیز در این نمونه

 ISSRعنوان نمونه در کاربرد نشانگرهای  هب. دست آمده است هب

های حاصل از  جهت بررسی پایداری ژنتیکی در گیاهچه

گزارش شده است که ( Gerbera jamesonii) ریزازدیادی ژربرا

از قابلیت  AGموتیف مبتنی بر  ISSR استفاده از آغازگرهای

های مورد بررسی  مورف در بین نمونه بهتری در ایجاد باندهای پلی

همچنین در بررسی (. Bhatia et al. 2009) باشند برخوردار می

 Ducrosiaکالوس  از کشت شده باززا گیاهان سوماکلونال در تنوع

anethifolia (Shooshtari et al. 2013 ) نشان داده شده است که

کارگیری دو سیستم هضم آنزیمی با استفاده از دو نوع  هبا ب

اندونوکلئاز اختصاصی حساس و غیر حساس به متیلاسون، 

 ، نشانگرهایی کارآمد و قابل اعتماد درAFLPنشانگرهای 

 .Grafi et al) ژنتیکی ناشی از متیلاسیون ژنوم شناسایی تغییرات

 . باشند می( 2007

 گیری کلی نتیجه

یکنواختی نسبی طور کلی نتایج حاصل از این تحقیق حاکی از  هب

های حاصل از ریزازدیادی و تغییرات ژنتیکی اندک در بین  گیاهچه

های تکثیر شده از طریق روش ریزازدیادی با استفاده از  نمونه

های رشد یافته در سه  در مقایسه گیاهچه. بود های جانبی جوانه

هایی  ده در این بررسی، نمونهمحیط مختلف پرآوری مورد استفا

های رشد قرار  های به مراتب بالاتری از تنظیم کننده که در غلظت

گرفته و به مدت طولانی واکشت شده بودند درجه بیشتری از غیر 

تواند بیانگر احتمال وقوع  یکنواختی را نشان دادند که نتیجه می

جموع و با لیکن درم. ها باشد تغییرات ژنتیکی بیشتر در این نمونه

درنظر گرفتن خطاهای احتمالی و احتمال وجود باندهای کاذب 

 نتایج و شده برآورد ژنتیکی پارامترهای اساس بردر نتایج، 

 های گیاهچه دربین تنوع ها سطح پایینی از داده های آماری تجزیه

شماره  های محیط از دست آمده هب های گیاهچه خصوص هب حاصل

II  وIII ترتیب این نتایج نشان داد که بدین .مشاهده شد 

 تولید برای موفقیت با توانند می IIIو  IIشماره  های پرآوری محیط

 ریسک حداقل با محمدی گل بافتی کشت های گیاهچه تجاری

این نتایج  .گیرند قرار استفاده مورد ژنتیکی ایجاد ناپایداری

 توانند با می ISSRو  SCoTهمچنین نشان داد که نشانگرهای 

موفقیت در بررسی تنوعات سوماکلونال مورد استفاده قرار گیرند 

همچنان که مطالعات قبلی با استفاده از این نشانگرها نیز این 

های  برای اطمینان بیشتر از صحت یافته. نماید موضوع را تایید می

توان  این تحقیق و تاثیر شرایط محیط کشت بر تغییرات ژنومی می

یابی  های مبتنی بر توالی مانند تکنیکتری  های دقیق از روش

 . استفاده نمود
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