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 چکیده

، در اولویت (.Gleditschia capsica Desf) ویژه ليلکي ایرانيبه هيرکانيهای های درختي بومي جنگلپلاسم گونهحفاظت از ژرم
ویژه در ایران بسيار اندک است. در این پژوهش، ای بهشيشهپژوهش قرار دارد. مطالعات مولکولي درختان جنگلي در شرایط درون

ای با استفاده از نشانگر مولکولي شيشهراني در شرایط درونهای مختلف ليلکي اینمونهتنوع سوماکلونال در گياهان باززایي شده از ریز
های مورد مطالعه عنوان ژنوتيپهای ساقه، ریشه و لپه به. برگ پایه مادری )طبيعي( و ریزنمونهشد( بررسي ISSRتکرار توالي ساده )

کشت شدند. پس از شش واکشت  D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/0و  TDZگرم در ليتر ميلي 5/0حاوی  MSانتخاب و در محيط کشت 
(، تنوع ني و PICهای درصد چندشکلي ). مشخصهگردیدها بررسي متوالي، تنوع سوماکلونال گياهان باززایي شده از این ریزنمونه

 (PCAهای اصلي )و تجزیه به مؤلفه UPMGAبا استفاده از الگوریتم بعد و شد ها استفاده شانون برای بررسي تنوع بين ژنوتيپ
درصد  9/87 ميزانشده بهآغازگر، درصد چندشکلي بين گياهان باززایي 10ها انجام شد. با استفاده از بندی و تفکيك ژنوتيپخوشه
ها با پایه مادری را نشان داد. نتایج آناليز درصد تنوع بين ژنوتيپ 16 ،(AMOVAوتحليل واریانس مولکولي )دست آمد. تجزیهبه

های های پایه مادری و ژنوتيپبندی کرد. بر این اساس ژنوتيپها را در سه دسته مجزا گروه، ژنوتيپUPGMAروش به ایخوشه
های ساقه و ریشه داشت. بنابراین ترتيب با ژنوتيپساقه در یك گروه قرار گرفتند. پایه مادری بيشترین و کمترین ضریب تشابه را به

های ساقه که تشابه ژنتيکي بالایي با ژنوم مادری دارد استفاده ليلکي ایراني از ریزنمونهشود برای مطالعات کشت بافت پيشنهاد مي
 شده با افزایش تعداد دفعات واکشت افزایش خواهد یافت.طورکلي نتایج نشان داد که تنوع سوماکلونال در بين گياهان باززایي. بهشود
 

 تنوع ژنتيکي، ریزافزایي، نشانگر مولکولي.های رشد، کنندهزایي، تنظيمپينه های کليدی:واژه

 

 مقدمه
 گونه است که ليلکي 14شامل  Gleditschiaس جن
 Gleditschia(Caspian Locust) با نام علمي ایراني

Desf  caspica تيره بقولات، زیرتيره سزالپينوئيده  از
(Caesalpinaceae و تنها گونه از جنس )Gleditsia  است

انتشار دارد. ليلکي های هيرکاني جنگلطور طبيعي در که به
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عنوان گونه در هایي است که از آن بهازجمله گونهایراني 
 شود و عوامل اصلي محدودحال انقراض یا نادر نام برده مي

 برایرویه برداری بيکننده پراکنش آن چرای شدید دام، بهره
های سوخت، پایه کندوج )انبار برنج(، پایه بنا، پایه پل، پایه

حصار و تبدیل مناطق پوششي این گونه به شاليزارها و باغ
-کاری برای گونههای جنگلهای کيوی، چای و ایجاد طرح

  (. 1988et alAsadi ,باشد )های دیگر مي
هررای بررومي نررادر و برررای جلرروگيری از انقررراض گونرره

های نوین ازدیاد گياهران اسرتفاده   از روشتوان ميارزشمند، 
در وقت برای توسعه را جویي ها امکان صرفهد. این روشکر

نگهرداری   حفر  و را بررای  بستر مناسربي  درختان ميسر و 
عنوان و در حرال انقرراض به یهای مرادرو ژنوتيپ هاگونه

تغييررات  کنرد.  ي برالا فرراهم مري   پلاسرم منابع با ارزش ژرم
در گياهان باززایي شده از کشرت بافرت و    ریختيکي و ژنتي

 ,Sarmast)سلول گياهي به تنوع سوماکلونال مشهور اسرت  

ها و در بافتوقوع تنوع مشاهده شده روش و  أمنش .(2016
های مختلف تفراوت دارد و فررض برر ایرن اسرت کره       گونه
 های غيرجنسي گياهران خصوصريات یکسراني دارنرد    سلول

(Sarmast, 2016)هرا بيرانگر ایرن موضروع     . نتایج پژوهش
از تنوع موجود در گياهان باززایي شده  %30که حدود  است

است. بيشتر از قبل در بافت گياهي مورد استفاده وجود داشته
درصرد تغييررات در    65-75انرد کره   محققان گزارش کررده 

و هرچره دوره   شودمي انجام بافت مراحل انجام کشت هنگام
 شرد تر گردد ميزان تنروع بيشرتر خواهرد    يبافت طولانکشت

(-2017; Mamedes et al.,Estrada -Martinez

2018et al., Rodrigues .) توان های ژنتيکي ميدر آزمایش
یافته را نسبت به گياه مرادری  تفاوت و تغييرات گياه افزایش

و در نتيجه ثبات ژنتيکي مورد بررسري قررار داد. در منرابع    
هرای  کننرده شده که کاربرد برخري تنظريم  مختلف علمي بيان 
ثيرگرذار  أهرای گيراهي ت  جهش تواند در القاءرشد گياهي مي

افرزایش   برای نمونره، (. Bagheri and Safari, 1997باشد )
کشت، احتمرال وقروع جهرش و     غلظت سایتوکنين در محيط

amato, ʹDدهرد ) ایجاد تنروع سروماکلونال را افرزایش مري    

-تغييرات بوجود آمده در کشرت درون (. البته برخي از 1978

ژنتيکري  ای به موتاسريون مربرون نبروده و تنروع اپري     شيشه
 ,Bagheri and Safariباشرند ) پذیر و غير ارثي ميبرگشت

، در القای پينه، کشت سلول و پروتوپلاست حالهر(. به1997
(. amato, 1978ʹDامکان ایجاد جهش بسيار زیاد اسرت ) و 

توان تغييرات ژنري و  ژنتيك مي هایشآزمایامروزه به کمك 
ثبات ژنتيکي گياهان باززایي شده را نسبت به گيراه مرادری   

. بررسي تنوع سروماکلونال ابرزار مناسربي بررای     کردبررسي 
اصلاح گونه و ایجاد تنوع ژنتيکي دلخرواه و توليرد گياهران    

 Shabannejad Mamaghaniیکسان از نظر ژنتيکي اسرت.  
شناسرایي تنروع   ر پژوهشي برا عنروان   ( د2009و همکاران )

سرروماکلونال بررا اسررتفاده از نشررانگرهای پراکسرريداز و     
F Eucalyptus microthecaریزماهواره در اکاليپتوس سياه )

Muell.هرای سربز نهرال یکسراله     های سرشراخه (، ریزنمونه
همراه برا سرطوح متفراوت     MSاکاليپتوس سياه را در محيط 

NAA ،KIN  وTDZ تغييرات ژنوم گياهچره  .کشت کردند-

وجود چندشکلي ، SSRهای سوماکلون با استفاده از نشانگر 
در پژوهشي تنوع  Esmaeili Sharif  (2016)را نشان دادند.

شررده گونرره بارانررك ایرانرري ایيزسرروماکلونال گياهرران برراز
(Hedl. Sorbus persica را بررا اسررتفاده از )آغررازگر  10

SRAP .نروار   152نشان داد که از  او مورد ارزیابي قرار داد
 يچند شرکل  نوارها درصد 40ایجاد شده توسط این نشانگر، 

بودند. همچنين نتایج تجزیه واریانس مولکولي نشان داد کره  
ای تنوع بين گونه بارانك ایرانري کمترر از تنروع درون گونره    

( تنوع سروماکلونال گرز   2018و همکاران ) Hassaneinبود. 
برا   MS کشرت  محريط  ( را درaMoringa oleifer) روغني
اتريلن،  و بازدارنده آنتي BAP های مختلف سایتوکينينغلظت

سالسيليك اسيد و کبالت کلراید مورد بررسري قررار دادنرد.    
و  SSR ،ISSRنشانگرهای مولکولي مرورد اسرتفاده شرامل    

RAPD  .هرا، نترایج   برار واکشرت ریزنمونره    14بعرد از  بود
که تنوع سروماکلونال برين    دست آمده نشان دادچندشکلي به

و همکراران   Bradaï. های مورد مطالعره ایجراد شرد   ژنوتيپ
( در پژوهشي با عنوان تنروع سروماکلونال در زیترون    2019)
(L. Olea europaea   باززایي شرده از طریرق ) یري  زانيجنر

 سرررروماتيکي، تررررأثير ژنوتيررررپ و سررررن کشررررت     
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 بر ثبات ژنتيکي با هدف بررسي تأثير ژنوتيپ و سرن کشرت  
. گياهران  دنرد کربر پایداری ژنتيکي گياه زیترون بررسري   را 

هرای  مشتق شده از هشت لاین جنينري کره توسرط واکشرت    
-( نگره P( و هشت سال )لایرن  Tمدت دو )لاین تکراری به

 SSRو  RAPDشدند برا اسرتفاده از نشرانگرهای    داری مي
مورد بررسي قرار گرفتند. نتایج نشران داد اگرچره تنروع در    

هایي که برای مدت زمان بيشتری شتق شده از لاینگياهان م
شوند کمي بيشتر برود  ای نگهداری ميدر شرایط درون شيشه

وابسرته بره    عمردتا  ثبراتي ژنتيکري   رسد که بينظر مي اما به
( در پژوهشري  2020و همکاران ) Miraniبود.  ژنوتيپ گونه
خرمرا  بافرت  شناسایي تنوع سروماکلونال در کشرت  با عنوان 

L) Phoenix dactylifera(  نشانگرهایاز IRPA و MINT 
 DNA تحليرل نشرانگر   کردند.مرتبط با ترانسپوزون استفاده 

 و LTR رتروترانسرپوزون  پذیری هرر دو که انتقال کردیيد أت
MITE وبافرت فعرال   کشتیند افرها در ژنوم خرما در طول 

رویردادهای جدیرد در انرواع سروماکلونال      وقروع منجر بره  
بنابراین بررسي تنوع سوماکلونال و ثبرات ژنتيکري   . شودمي

 ،روگياهان در شرایط کشت بافت دارای اهميت است. ازایرن 
-این پژوهش با هدف بررسي تنوع سروماکلونال در گياهرك  

هرای سراقه، ریشره و لپره ليلکري      های باززایي شده از اندام
 .ایراني انجام شد

 

 هامواد و روش
 هاتهیه مواد گیاهی و گندزدایی سطحی نمونه

ليلکي ایراني از یك پایه درخت در باغ گياههای بذر
طبيعي ساری تهيه شد. برای شکستن شناسي دانشکده منابع

خواب فيزیولوژیك بذر ليلکي ایراني از اسيد سولفوریك 
دقيقه استفاده گردید. برای  20مدت  درصد به 100
 10مدت دزدایي سطحي، بذرها در زیر هود لامينار بهگن

Khui, -Khoshنيم درصد ) (HgCl2)دقيقه در کلرید جيوه 

( قرار داده شدند و پس از آبکشي با آب مقطر 1998
ضدعفوني درصد  70ثانيه با اتانول  60استریل، به مدت 

شده در محيط کشت شدند. بذرهای ضدعفونيتکميلي 
DKW  درصد آگار کشت  8/0دارای سه درصد ساکارز و

 16گراد در شرایط درجه سانتي 25±1و در دمای بودند 
ساعت روشنایي و هشت ساعت تاریکي با منبع لامپ 

 لوکس نوری نگهداری شدند. 2500شدت با فلورسنت سفيد 
 

 های رشدکنندهتیمار تنظیم

های تبدیل به گياهچهبذرها روز،  20پس از گذشت 
ها از ریشه، ساقه و هيپوکوتيل چند برگي  شدند. ریزنمونه

ها با هدف باززایي در محيط تهيه شد. ریزنمونه سه دانهال
 D-2,4گرم در ليتر ميلي 5/0حاوی غلظت برابر  MSکشت 
روز در  28ها هر کشت شدند. همچنين ریزنمونه TDZو 

محيط کشت جدید واکشت شدند و در مجموع شش بار 
های مورد مطالعه شامل برگ پایه . ژنوتيپشدنجام واکشت ا

های باززایي شده از سه ( و گياهچهPMمادری در طبيعت )
و  RP1 ،RP2(، ریشه )SP3و  SP1 ،SP2قسمت ساقه )

RP3( و لپه )CP1 ،CP2  وCP3 تهيه شدند. برگ گياهان )
شده با استفاده از ازت مایع در ظروف چيني که از باززایي
های پودر شده ضدعفوني شده است کوبيده و برگقبل 

های کدگذاری شده ریخته و تا مربون به هر تيمار در تيوپ
 نگهداری شدند. -80در دمای  DNAزمان استخراج 

 
 DNAاستخراج 

با اندکي تغييرات  CTABروش به DNAاستخراج 
(Thompson, 1980& Murray انجام شد. بدین ) منظور حدود
ليتری منتقل افت پودر شده به یك ویال دو ميليگرم از ب 1/0

 750گرم وزن بافت مورد نظر شد. سپس به ازای هر ميلي
ميکروليتر بافر استخراج از پيش گرم شده به ویال اضافه گردید. 

دقيقه  60تا  30مدت گراد بهدرجه سانتي 60ها در دمای ویال
تا  10ا هر هماری( قرار داده شده و ویالدر حمام آبگرم )بن

( شدند. حجم Vortexدقيقه یکبار به آرامي ورتکس ) 15
( در دمای اتاق به 1:24مخلون کلروفرم: ایزوآميل الکل )

دقيقه به آرامي ورتکس گردید.  10ها اضافه و هریك از ویال
برای در دمای اتاق  rpm 15000دقيقه در  10مدت ها بهنمونه

با استفاده رویي دند و فاز ها از هم سانتریفوژ شجدا کردن فاز
ها خارج و به ویال از یك پيپت دهان گشاد و سترون از ویال
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حجم محلول ایزوپروپانول سرد  3/2. سپس شدجدیدی منتقل 
بار به آرامي تکان داده  15تا  10و گردید به هر ویال اضافه 

در فریزر  DNAرسوب  برایدقيقه  15تا  10مدت شد و به
مدت پنج دقيقه در ها بهقرار داده شد. پس از این مرحله ویال

rpm 5000 گراد سانتریفوژ شده و در دمای چهار درجه سانتي
ليتر بافر شستشوی سرد به ميلي 5/1حذف گردید. رویي مایع 
پنج دقيقه به آرامي ورتکس تا مدت دو ها اضافه شده و بهویال
در دمای  rpm 5000مدت پنج دقيقه در ها بهویالدوباره شد. 

گراد سانتریفوژ شده و مایع رویي حذف چهار درجه سانتي
پنج دقيقه در تا مدت دو بدست آمده به DNAگردید. رسوب 
ها با DNAدقيقه خشك شد. سپس  30تا  15زیر هود برای 

به حالت سوسپانسيون درآمده و  TEميکروليتر بافر  100تا  50
ستفاده از دستگاه اسپکتروفوتومتر تعيين گردید. غلظت آنها با ا

به  RNaseبا یك ميکروليتر  DNA، محلول RNAحذف برای 
دقيقه  30مدت تيمار شده و به DNAميکروليتر  100ازاء هر 
شد. انکوبه  RNAحذف برای گراد درجه سانتي 37در دمای 
گراد درجه سانتي -20دست آمده در دمای به DNAمحلول 

 ی شد.نگهدار
 

 DNAتعیین کمیّت و کیفیت 
آن با استفاده از  و کيفيت کميّت DNAپس از استخراج 

 7/0دو روش اسپکتروفتومتری و الکتروفورز روی ژل آگارز 
. الکتروفورز در ميدان الکتریکي با ولتاژ شددرصد بررسي 

انجام شد و پس از اتمام الکتروفورز کيفيت ژل با  100
 آمریکا UVPشرکت  Geldocاستفاده از دستگاه ژل داک 

 .گردیدبررسي 
استفاده شد که توالي  ISSRآغازگر  15در این تحقيق از 

برای  PCR( آورده شده است. برنامه 1جدول)آنها در 
گراد به درجه سانتي 94ترتيب شامل به ISSRای آغازگره
گراد به مدت درجه سانتي 94چرخه در  35دقيقه،  5مدت 
درجه  72ثانيه،  35گراد به مدت درجه سانتي 48ثانيه،  30

گراد درجه سانتي 72ثانيه و سرانجام  90گراد به مدت سانتي
 دقيقه انجام شد. 5به مدت 

 
 استفاده شده ISSRمشخصات پرایمرهای  -1جدول 

Table 1. Specifications of ISSR primers used  

 ردیف
Row 

 نام آغازگر
ISSR primers 

 توالي
Sequence 

1 ISSR1 ACACACACACACACACG 
2 ISSR2 ACACACACACACACACC 

3 ISSR3 ATG ATGATGATGATG ATGG 

4 ISSR4 ATA ATAATAATAATA ATAT 

5 ISSR5 CCC GGA TCCCTCTCTCTCTCTCTCTCT 

6 ISSR6 GATC TGG TGGTGGTGGTGGTGGTGGTGGTGG 

7 ISSR7 GATC GAG GAGGAGGAGGAGGAGGAGGAGGAG 

8 ISSR8 AGAGAGAGAGAGAGAGG 

9 ISSR9 GAGAGAGAGAGAGAGAA 

10 ISSR10 TCTCTCTCTCTCTCTCC 

11 ISSR11 AGAGAGAGAGAGAGAGC 

12 ISSR12 TGTGTGTGTGTGTGTGA 

13 ISSR13 ATC ATCATCATCATC ATCC 

14 ISSR14 GAGAGAGAGAGAGAGAGAC 

15 ISSR15 GTGTGTGTGTGTGTGTGTT 
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 وتحلیل مولکولی تجزیه
های گرفته شده از روی در این مرحله بر اساس عکس

افزار . برای این منظور از نرمانجام شدژل امتيازدهي کمّي 
NTSYS دست های بهاستفاده گردید. از آنجایي که داده

آمده ماهيت کيفي داشتند، نمونه برای تجزیه آماری بر اساس 
وجود یك باند در یك جایگاه ژني و عدم وجود در همان 

که به وجود طوریبه جایگاه )صفر و یك( امتيازدهي شد.
ز یك و به عدم وجود امتياز صفر داده شد. در یك باند امتيا

افزار های امتيازدهي شده با استفاده از نرممرحله بعد داده
Excel به یك ماتریکس مشخص منتقل گردید. سپس تجزیه

. در شداجرا  NTSYSافزار وتحليل آماری با استفاده از نرم
 ماتریس بر اساس NTSYSافزار این تحقيق با استفاده از نرم

یك سه ضریب تشابه جاکارد، اتصال ساده و دایس که هر
های دارای الگوریتم خاصي هستند تشکيل شد. الگوریتم

ای اتصال متوسط اتصال ساده، اتصال کامل و خوشه
(UPGMAبرای تجزیه خوشه )با استفاده از  .ای استفاده شد
ضریب کوفنتيك برای سه الگوریتم  NTSYSافزار نرم

. روش گردیدریب ماتریس تشابه بررسي انتخابي و سه ض
آماری مناسب برای تعيين همبستگي بين دو ماتریس )با 

افزار وسيله نرمابعاد یکسان( و مقایسه ضرایب تشابه آنها به
NTSYS  انجام شد. درجه چند شکلي با استفاده از شاخص

 Polymorphic) تنوع و ميزان اطلاعات چندشکل

Information Content (PIC))  مشخص شد. تشابه ژنتيکي
محاسبه شد. ازجمله  Popgen 32افزار با استفاده از نرم

تنوعي که در این پژوهش استفاده گردید، مپارامترهای 
-به 1پارامتر شاخص تنوع ژنتيکي شانون بود که از رابطه 

 دست آمد.
  :1رابطه  

)i(P2.logi∑P-= ʹH   

 هاست.از نمونه فراواني آللي در یك یا گروهي iPکه در آن 
 (PIC) همچنين دو شاخص محتوای اطلاعات چندشکلي

 ( و2000et alRuiz -Roldan ,.) 3و  2با استفاده از رابطه 
 Marker Index (et Varshney( MIشاخص نشانگر ) 

.,2008al شد( برای هر جفت آغازگر محاسبه. 

  :2رابطه      
          )fi-(1 if= 2iPIC 

  :3رابطه      
MI = PIC.N.β 

کل باندها برای هر  تعداد Nام، iفراواني باند  ip: که
شکل  های چنددرصد چند شکلي )تعداد جایگاه βآغازگر و 

ضریب  ها( برای هر آغارگر است.تقسيم بر تعداد کل جایگاه
ای که در این تحقيق مورد استفاده قرار گرفت، ضریب تشابه

 آمده است. 4جاکارد بود که فرمول آن در رابطه 
 :4رابطه 

                            abba

ab
J

nnn

n
S




 
-تعداد باندهای موجود در نمونه bnو  anدر این رابطه 

بيانگر باندهای مشترک هر دو نمونه  abnاست.  bو  aهای 
 تواند بين صفر تا یك متغير باشد. مي Sاست. مقدار 
های مؤلفه های آماری شامل تجزیهوتحليلتجزیه

دست آمده با های بهای روی دادهاصلي و تجزیه خوشه
ای با . تجزیه خوشهانجام شدها بندی ژنوتيپهدف گروه

استفاده از ميانگين متغيرهای استاندارد شده انجام شد. 
عنوان معيار تشابه مورد استفاده مربع فاصله اقليدسي به

ی رسيدن به های اصلي براقرار گرفت. از تجزیه به مؤلفه
اهداف تشریح و توجيه تنوع موجود در نتایج، تعيين سهم 
هر مؤلفه در تنوع و کاهش تعداد متغيرهای اصلي از 

همبسته که ترکيبي از های غيرطریق محاسبه مؤلفه
-دليل کيفي بودن داده. بهباشدمي ،هستندمتغيرهای اصلي 

 برای ترسيم پلاتها مؤلفهاز تجزیه به  ،های نشانگر
استفاده شد. همچنين نتایج تجزیه واریانس مولکولي 

(AMOVAارزیابي شد ). 
 

 نتایج
 8/58آغازگر ) 10مورد استفاده  ISSRآغازگر  17از 

درصد( توانستند الگوی باندی مناسبي برای امتيازدهي توليد 
، ISSR1 ،ISSR2 :آغازگر عبارتند از 10. این (1)شکل کنند

ISSR3، ISSR4، ISSR5 ،ISSR6 ،ISSR7 ،ISSR8 ،
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ISSR10 و ISSR11 آغازگر، آغازگر  10. در بين این
ISSR5 ( و  8کمترین تعداد باند )عددISSR3  بيشترین تعداد

 (. 2)جدول کردند عدد( را توليد  15باند )

 
 آنها PICو مقدار عددی  ISSRازای هر آغازگر تعداد باند تولید شده به -2جدول 

Table 2. Number of bands generated for each ISSR primer and their PIC numeric value 
 نام آغازگر

ISSR primers 

 تعداد باند
Number of bands 

 تعداد باند چند شکلي
Number of polymorphism bands 

 درصد چند شکلي
Polymorphism% 

 PIC مقدار 

PIC values 

ISSR1 11 11 100.00 0.47 

ISSR2 10 8 80.00 0.45 

ISSR3 15 13 86.67 0.49 

ISSR4 10 10 100.00 0.46 

ISSR5 8 7 87.50 0.43 

ISSR6 12 10 83.33 0.43 

ISSR7 9 8 88.89 0.39 

ISSR8 10 8 80.00 0.41 

ISSR10 11 10 90.90 0.43 

ISSR11 11 9 81.81 0.43 

Total 107 94 879.10  

Mean 10.7 9.4 87.90 0.44 

 

 7/10ازای هر آغازگر متوسط تعداد باند توليد شده به
باند  107 در مجموعآغازگر  10دست آمد. برای این به

ترتيب برای به PIC. کمترین و بيشترین ميزان شددهي امتياز

( محاسبه 49/0) ISSR3( و آغازگر 39/0) ISSR7آغازگر 
 44/0برای این هفت آغازگر  PICگردید. متوسط ميزان 

 (.2دست آمد )جدول عدد به

 

 
ترتیب به 3و  1 ،2(، PMشامل برگ پایه مادری ) ISSR3و  ISSR5های لیلکی ایرانی توسط ژنوتیپ DNAنگاری انگشت -1شکل 

 (SP3و  SP1 ،SP2ترتیب ساقه )به 9و  8، 7( و CP3و  CP1 ،CP2ترتیب لپه )به 6و  4، 5(، RP3و  RP1 ،RP2ریشه )

Figure 1. DNA fingerprinting of G. capsica Desf. genotypes by ISSR5 and ISSR3 include maternal base leaves 
(PM), 1, 2 and 3 root respectively (RP1, RP2 and RP3), 4, 5 and 6 cotyledon respectively (CP1, CP2 and CP3) 

and 7, 8 and 9 stem respectively (SP1, SP2 and SP3) 
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ميزان به SP3 ساقه ميزان شاخص تنوع ژني ني در تيمار
 41/31ميزان به RP1درصد دارای کمترین و در  19/25

درصد دارای بيشترین متغير بوده است. کمترین و بيشترین ميزان 
با  SP3 و RP2 ریشه ترتيب برایشاخص تنوع ژني شانون به

(. بر اساس اطلاعات 3)جدول شد مشاهده  23/49و  51/44

در مجموع تنوع بين  ،حاصل از دو شاخص تنوع ني و شانون
-ميانگين به طوراشت که بههای مورد مطالعه وجود دژنوتيپ

درصد بر  20/46درصد بر اساس شاخص ني و  66/27ميزان 
 (.3دست آمد )جدول اساس شاخص شانون به

 

 ISSR های مورد مطالعه با نشانگر مولکولیمیانگین تنوع ژنی نی و شاخص اطلاعات شانون در ژنوتیپ -3جدول 
Table 3. Mean of Nei gene diversity and Shannon information index in studied genotypes with ISSR molecular marker 

 ژنوتيپ
Genotype 

  مخفف
Abbreviation 

 تنوع ژني ني )درصد(
Nei gene diversity 

 شاخص اطلاعات شانون
Shannon information index 

 PM 29.43 47.83 مادری پایه برگ
 SP1 31.34 45.15 1هپل
 SP2 28.52 45.07 2هپل
 SP3 25.19 49.23 3هپل

 RP1 28.35 47.94 1ریشه
 RP2 26.35 45.52 2ریشه
 RP3 31.41 44.51 3ریشه
 CP1 26.19 44.54 1ساقه
 CP2 24.34 46.52 ساقه2
 CP3 25.52 45.75 ساقه3
 Mean 27.66 46.20 ميانگين

 

شده از یك های باززایيميزان تنوع ژنتيکي درون ژنوتيپ
افزار کمك نرمها نسبت به پایه مادری بهدانهال و بين ژنوتيپ

GenAlex  (. نتایج حاصل از تجزیه 4محاسبه شد )جدول
 هاواریانس مولکولي نشان داد که ميزان تنوع درون ژنوتيپ

درصد تنوع  16ه ای کست، به گونههابيشتر از تنوع بين ژنوتيپ
درصد آن  84با گياهچه مادری و  هامربون به بين ژنوتيپ

عبارتي دیگر ست. بههامربون به تنوع درون ژنوتيپ
های متعلق به یك گياهچه دارای هتروزیگوسيتي بالا و ژنوتيپ

ناهمگن بودند. نتایج تجزیه واریانس بيانگر آن است که 

های مورد ن ژنوتيپداری در سطح پنج درصد بياختلاف معني
 (.4مطالعه وجود دارد )جدول 

ههای مورد مطالعه بر اساس دادبندی ژنوتيپبرای خوشه
با ضریب  UPGMAها از ضریب تشابه جاکارد و الگوریتم 

های استفاده شد. همچنين نتایج تجزیه به مؤلفه 84/0تشابه 
که نشان داد سه طوری، بهآمده است 5اصلي در جدول 

ها را درصد از واریانس بين گروه 62اول بيش از مؤلفه 
 نشان داده است.

 

 های مختلف لیلکی ایرانی های پایه مادری و ریزنمونهدر ژنوتیپ AMOVAتجزیه  -4جدول 

Table 4. AMOVA in basic maternal genotypes and different explants of G. capsica Desf. 
 منبع تغييرات

 

S.O.V درجه آزادی 
Df 

 ميانگين مربعات± )اشتباه معيار(
Mean Square ± (Standars error) 

 درصد واریانس
Variance precentage 

 % Between of genotypes 2 0.39**± 3.49 16 بين ژنوتيپها

 Within genotypes 9 3.54**± 16.82 84% درون ژنوتيپها

 Total 11 5.74**± 20.31 100% کل

 (P<0.01یك درصد )دار در سطح معني: **
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 تحلیل ماتریس تشابه
دست نتایج ماتریس تشابه ژنتيکي و ضرایب تشابه به
آمده  6آمده با استفاده از ضریب تشابه جاکارد در جدول 

های است. نتایج نشان داد که بيشترین تشابه بين ژنوتيپ
PM  وSP2  و بعد از آن بين  66/0با ضریب تشابه

وجود داشته است.  61/0با ضریب  SP3و  PMهای ژنوتيپ

با ضریب  RP2و  SP2های کمترین شباهت بين ژنوتيپ
مشاهده شد. کمترین تشابه ژنتيکي پایه مادری با  30/0

های ریشه مشاهده شد و پایه مادری بيشترین تشابه ژنوتيپ
های ساقه داشته است. ميانگين تشابه تيپژنتيکي را با ژنو

دهنده دست آمد که نشانبه 41/0بين کل تيمارها برابر با 
 های مورد مطالعه است.تنوع بالا بين ژنوتيپ

 

 مربوط به نشانگراصلی های تجزیه به مؤلفه -5جدول 
Table 5. PCA related to markers 

 مؤلفه
Component 

 مقادیر ویژه
Eigen values 

 درصد واریانس نسبي
 Percentage of relative variance 

 درصد واریانس تجمعي
Cumulative variance percentage 

 مؤلفه اول
PCA1 

5.46 45.47 45.47 

 مؤلفه دوم
PCA2 

1.07 8.92 54.39 

 مؤلفه سوم
PCA3 

1.01 8.40 62.79 

 

 های مورد مطالعه بر اساس فرمول جاکاردژنتیکی بین ژنوتیپماتریس تشابه  -6جدول 
Table 6. Genetic similarity matrix between studied genotypes based on Jacquard formula 

Genotype PM RP1 RP2 RP3 SP1 SP2 SP3 CP1 CP2 CP3 

PM 1          

RP1 0.32 1         

RP2 0.39 0.44 1        

RP3 0.37 0.42 0.49 1       

SP1 0.58 0.33 0.36 0.36 1      

SP2 0.66 0.36 0.30 0.40 0.52 1     

SP3 0.61 0.32 0.41 0.36 0.46 0.35 1    

CP1 0.44 0.55 0.39 0.47 0.38 0.44 0.44 1   

CP2 0.42 0.39 0.48 0.31 0.36 0.42 0.46 0.48 1  

CP3 0.48 0.44 0.33 0.52 0.34 0.35 0.35 0.39 0.38 1 

 

 ای مولکولیتجزیه خوشه
های های مولکولي ژنوتيپای بر اساس دادهتجزیه خوشه
با ضریب تشابه جاکارد  UPGMAروش مورد مطالعه به
های در دندروگرام ترسيم شده ژنوتيپ (.2انجام شد )شکل 

گروه قرار در سه  43/0مورد مطالعه با ضریب تشابه 
، PM برگ و ساقه هایگرفتند. گروه اول شامل ژنوتيپ

SP3 ،SP1  وSP2ژنوتيپ های لپه ، گروه دوم شامل CP1 ،

CP2  وCP3 ژنوتيپ های ریشه و گروه سوم شامل RP1 ،
RP2  وRP3  بودند. نتایج تجزیه خوشه مولکولي مانند

ماتریس تشابه ژنتيکي نشان داد که پایه مادری بيشترین 
 های ساقه داشته است.ابه ژنتيکي را با ژنوتيپتش

 
 (PCAتجزیه به مؤلفه اصلی )

نتایج تجزیه به مؤلفه اصلي شامل مقادیر ویژه، واریانس 
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نشان داده  5نسبي و واریانس تجمعي هر مؤلفه در جدول 
درصد از  79/62شده است. سه مؤلفه اول در مجموع 
در بيشتر تغييرات  که واریانس کل را توجيه کردند. در حالي

درصد و  38/7مؤلفه دوم  ،درصد 47/45مؤلفه اول  ،متوسط
 درصد از واریانس نقش داشتند. 57/5مؤلفه سوم 

های نمایش سه بعدی الگوی تنوع در بين ژنوتيپ برای
مورد مطالعه، نمودار سه بعدی بر اساس سه مؤلفه اول، دوم 

شخص طور که در شکل م(. همان2)شکل  شدو سوم رسم 
 ای مطابقت دارد. است نتایج مؤلفه اصلي با نتایج خوشه

 

 
مختلف لیلکی ایرانی با استفاده از ضریب تشابه جاکارد بر اساس الگوریتم  هایریزنمونهبندی سه پایه مادری و گروه -2شکل 

UPGMA های مورد مطالعهو نمودار سه بعدی مربوط به تجزیه مختصات اصلی براساس تشابه جاکارد برای ژنوتیپ 

Desf.G. capsica  basic maternal genotypes and different explants ofGrouping of Figure 2.  
 Jaccard similarity coefficient and based on UPGMA algorithm and  Three-dimensional diagram of principal 

coordinate analysis based on Jaccard similarity for the studied genotypes 

 

 بحث
ای ابزار مؤثر برای شيشهباززایي گياهان در شرایط درون

گروهي شبيه به اصل و عاری از پرآوری و توليد گياهان هم
حال، (. بااینAzman et al. 2014رود )مي شماربيماری به

گروهي با توجه به نوع ریزنمونه، تنظيمحتي در افزایش هم
ثباتي ل بياهای رشد، شرایط کشت و موارد دیگر احتمکننده

 ,.Solano et alياهان باززایي شده وجود دارد )گژنتيکي در 

منفي تنوع سوماکلونال، تغييرات اثرهای (. برخلاف 2019
تواند ابزار مهم برای توليد انواع جدید گياهان تيکي ميژن

های زیستي و گياهان با مقاوم به بيماری، مقاوم به تنش
 ,.Krishna et alگردد )عملکرد محصول بالا محسوب 

-عنوان تغييرات ژنتيکي و اپي(. تنوع سوماکلونال به2016

ای شناخته شيشهژنتيکي باززایي گياهان در شرایط درون
 (. Scowcroft, 1981& Larkinشده است )

نتایج بالا بودن دامنه باندهای چندشکل توليد شده نشان 

-برای ایجاد باندهای پلي ISSRبالای نشانگر  ظرفيتاز 

های مختلف نيز (. در پژوهش2مورف را نشان داد )جدول 
بودن و توان بالای این نشانگر در تشخيص  آميزموفقيت

Martinez-به اثبات رسيده است )مورف باندهای پلي

., 2009et alEstrada  2018 ,.؛et al Babu ؛et Solano

., 2019al.) 
های دیگری که در این تحقيق بررسي شد، شاخص

شاخص تنوع ژني ني و شانون است. در این مطالعه تنوع 
های ساقه، ریشه، لپه و های مختلف از ریزنمونهبين ژنوتيپ

 برابر ISSR( با استفاده از نشانگر 4پایه مادری )جدول 
درصد بر  20/46درصد براساس شاخص ني و  66/27

. نتایج نشان داد که شداساس شاخص شانون محاسبه 
های ساقه کمتر از شاخص تنوع ني و شانون برای ژنوتيپ

ر مجموع دهد دریشه و لپه بوده است. این مقادیر نشان مي
و  Ghandehariها وجود داشته است. تنوع بين ژنوتيپ
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بر روی  ISSR( با استفاده از نشانگر 2013همکاران )
جمعيت شمشاد تنوع ژنتيکي را با استفاده از شاخص شانون 

درصد  14/34 ني درصد و براساس شاخص 47/50
( بر روی 2009و همکاران ) Shabaniyanدست آوردند. به

( با استفاده از نشانگرهای Quercus brantii) بلون ایراني
ISSRدرصد و  7/22وسيله شاخص شانون ، تنوع ژنتيکي به

درصد محاسبه کردند. در  7/14بر اساس شاخص ني 
( 2015و همکاران ) Rahmaniبررسي دیگری که توسط 

 Crataegusهای، ميزان تنوع ژنتيکي جمعيتشد انجام

pontica  را با استفاده از نشانگرISSR ،37  درصد براساس
درصد براساس شاخص ني تخمين  25شاخص شانون و 

 زدند.
ها مادری های گياهچهتجزیه واریانس مولکولي ژنوتيپ

درصد بين  16های مختلف ليلکي ایراني تنوع و ژنوتيپ
(. 4درصد درون تيماری را نشان داد )جدول  84تيمارها و 
ها نسبت به پایه مادری مورد بررسي قرار نوتيپاز آنجا که ژ

های یك گياهچه قابل توقع کاهش تنوع بين ژنوتيپ ،گرفت
انتظار بود اما تنوع درون ژنوتيپي بعد از شش زیرکشت عدد 

تنوع سوماکلونال  ،عبارت دیگربالایي را به ثبت رساند. به
که بين  رسدنظر مي بهبنابراین درون تيمارها بسيار بالا بود. 

های مورد مطالعه بعد از شش واکشت تنوع ژنتيکي ژنوتيپ
افزایش خواهد یافت. این موضوع دلالت بر این دارد که 

این الگوی البته،  اند.طور نسبتا  محدود متمایز شدهتيمارها به
شده یيد أتساختار ژنتيکي در دیگر گياهان دگرگشن نيز 

نتيکي گياهان (. ساختار ژ Godt, 1996& Hamrickاست )
فاکتورهای مختلف مانند فرسایش  کنشبازتاب برهم

باشد ژنتيکي، سيستم تلاقي، جریان ژني و گزینش مي
(Waller, 2002& Keller  ؛Sweet, 2002& Eastham  .)

در طي چندین واکشت ممکن است یك یا چند فاکتور در 
تغيير ساختار ژنتيکي ليلکي ایراني ایجاد تنوع سوماکلونال 

( و 2ها )شکل بندی ژنوتيپکرده باشد. البته نتایج خوشه
های ( نشان داد که ریزنمونه6جدول تشابه ژنتيکي )جدول 

( شباهت زیادی با SP3و  SP1 ،SP2باززایي شده از ساقه )
ژنوتيپ پایه مادری دارند که این موضوع بيانگر موفقيت 

ني بافت ليلکي ایراهای ساقه برای کشتبيشتر ریزنمونه
 شود.محسوب مي

تجزیه به مؤلفه اصلي نشان داد که سه مؤلفه اول برای 
 ها تحت تأثيرهای مختلف، ژنوتيپپایه مادری و اندام

درصد از تغييرات واریانس را  79/62های رشد کنندهتنظيم
توان گفت که تجزیه به (. بنابراین مي5توجيه کردند )جدول 

های اصلي توانسته است اثر تيمارها را بر ایجاد تنوع مؤلفه
 Prasanna و Mohammadiسوماکلونال به نمایش بگذارد. 

های اصلي برای نتایج حاصل از تجزیه به مؤلفه (2003)
های تجزیه بندی افراد را قابل استنادتر از الگوریتمگروه
بندی مواد ژنتيکي سوماکلونال بيان ای برای گروهخوشه

 . اندردهک

های مورد مطالعه در طورکلي تنوع سوماکلونال ژنوتيپبه
تمامي مراحل پژوهش نشان داد که تنوع بين تيمارها وجود 

های مختلف تنوع سوماکلونال در بين دارد. در پژوهش
Estrada et -(Martinez های گياهي گزارش شده استگونه

al.,2017؛ Babu et al., 2018) . هایي نيز البته پژوهش
ند در طي چندین واکشت بين اهوجود دارد که گزارش کرد

های گياهي تنوع سوماکلونال ایجاد نشده است ژنوتيپ
(., 2009et al Gantait در این پژوهش از سطوح غلظت .)

کننده در شش زیر کشت و هر واکشت مختلف و انواع تنظيم
که  که این انتظار وجود داشت شدروز استفاده  28مدت به

دليل تنوع سوماکلونال بين تيمارها همين شرایط باشد. در 
های رشد، کنندطي واکشت آزمایشگاهي، نوع و غلظت تنظيم

های پرآوری، تعداد دفعات و زمان واکشت در فراواني روش
et al Krishna ,.تنوع سوماکلونال بسيار تأثيرگذار هستند )

ری با سطح تنوع داطور معنيتعداد واکشت بهالبته، (. 2016
et al. Sarmast ;2012 ,سوماکلونال ارتبان دارد )

Rodrigues -., 2017; Mamedeset alEstrada -Martinez

., 2018et al .) 

( در بيشتر موارد 2ها )شکل بندی ژنوتيپنتایج خوشه
با ژنوتيپ همان گياه مادر را اندام مربون به هر گياه مادری 

های ژنوتيپ نشان داد بندیگروه. دهدنشان ميدر یك گروه 
ها تنوع ژنتيکي پيدا که در طي چندین واکشت ریزنمونه
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خواهند کرد. این تفاوت در تمامي موارد از پایه مادری 
ها تنوع بندیاغلب گروه ،عبارت دیگربه .ایجاد شده است

ها نشان داد. با دیگر ژنوتيپ را سوماکلونال بين پایه مادری
ياه مادر در ایجاد تنوع سوماکلونال حائز ژنوتيپ گالبته، 

(. بدون تردید کشت  2012et alSarmast ,.اهميت است )
های ای باعث ایجاد تنوع سوماکلونال بين ژنوتيپشيشهدرون

( شرایط کشت 2016) Sarmastمورد مطالعه شده است. 
 Jainزا دانست. ها تنشای را برای ریزنمونهشيشهدرون

یند افرعنوان ای بهشيشه(، معتقد است که کشت درون2001)
کند و با هر بار واکشت برنامه جهش جدید زا عمل ميجهش

کند. این احتمال بسيار قوی است در بازسازی گياه ایجاد مي
که با افزایش تعداد واکشت انواع جدید تنوع سوماکلون 

ای رشد هکنندهایجاد گردد. احتمال دیگر، تجميع تنظيم
(Butardo, 2014& Sales و بازدارنده ) های رشد که باعث

شوند، در طول زیر کشت تمایز یا مهار رشد گياهچه مي
شود یك طور ساده، زماني که کشت اول انجام ميباشد. به

کشت کننده و بازدارنده رشد در محيطسطحي از غلظت تنطيم
غلظت در حال با افزایش تعداد زیر کشت این  ،وجود دارد
et al Saito ,.یابد )صورت تجمعي افزایش ميگياهچه به

کند تنوع (. علاوه بر تمامي مواردی که اثبات مي2002
 راهبردگردد، ای ایجاد ميشيشهسوماکلونال در شرایط درون

 راهبردپژوهش از این پرآوری نباید فراموش گردد. در 
و  Bairu. شدزایي به روش غيرمستقيم استفاده اندام

 راهبرد( تنوع سوماکلونال ایجاد شده در 2011همکاران )
بيشتر از باززایي مستقيم بيان را زایي غيرمستقيم اندام
-غلظت بالای تنظيمنيز های مختلف . در پژوهشاندکرده

 BAP( و  Butardo, 2014& Sales) D-2,4های رشد کننده
(Butardo, 2014& Sales  2002 ,.؛et alSaito  )دو  و هر

( را دليل تنوع 2012et al Sarmast ,.کننده رشد )تنظيم
ممکن است با ایجاد  D-2,4سوماکلونال بيان کردند. 

( و با توليد اتيلن، Sarmast, 2016) DNAميتلاسيون 
( و 2015et al Shemer ,.متيلاسيون سيتوزین را تغيير دهد )

وجود منجر به تنوع سوماکلونال گردد. همچنين  در نهایت
مریستم  برای نمونه ،تنوع سوماکلونال در اندام مختلف گياه

(Raina 2000 &Rani ( جوانه رویشي ،)-Martinez

., 2017et alEstrada گره )( و گره و ميان., et alSoliman 

 ( گزارش شده است.2014
 

 گیری نتیجه
نقش منبع ریزنمونه مورد نظر به اینکه پيشتر گزارشي در 

های پي در پي تنوع سوماکلونال پس از زیر کشتدر ایجاد 
که کرد در ليلکي ایراني گزارش نشده بود، این مطالعه آشکار 

تنوع ژنتيکي طي چندین واکشت متوالي بين گياهان 
سویي شده ليلکي ایراني افزایش یافته است. از باززایي

های ساقه بيشترین تشابه گياهان باززایي شده از ریزنمونه
توان نتيجه گرفت که را با پایه مادری دارند و ميژنتيکي 

کشت بافت ليلکي راهبردهای بهترین نوع ریزنمونه برای 
 ایراني است.
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Abstract 

Conservation the germplasm of native tree species of the Caspian hyrcanian forests, especially 

the Caspian locust (Gleditschia capsica Desf.) is a priority of the research. In this study, 

somaclonal diversity in regenerated plants from different explants of Caspian locust was 

investigated using the Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) marker under in vitro condition. 

Mother leaf (natural) and stem, root and cotyledon explants from the regenerated plants as 

studied genotypes were selected and they were cultured in MS culture medium containing 0.5 

mgL-1 TDZ and 0.5 mgl1 2,4-D. Somaclonal diversity was examined after six subculture 

inoculations. Polymorphism (PIC), Nei and Shannon diversity traits were used to investigate the 

diversity between genotypes and then clustering of genotypes was performed using UPMGA 

algorithm and Principal Component Analysis (PCA). The polymorphism percentage was 87.9% 

using 10 primers. Molecular Analysis of Variance (AMOVA) showed 16% diversity between 

genotypes and maternal origin. The results of cluster analysis grouped the genotypes into three 

distinct categories, which was also confirmed by principal component analysis (PCA). 

Accordingly, the mother basal and stem genotypes were grouped in a group. The mother basal 

had the highest and lowest similarity coefficients with stem and root genotypes, respectively. 

Therefore, it was suggested to use stem explants that have high genetic similarity with the 

mother genome for studies of Caspian locust tissue culture. In general, the results showed that 

somaclonal diversity among regenerated plants will increase with increasing number of sub-

cultured. 
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