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 چکیده 

  های با روش  کلامنیحاصل از کشت بساک س  اهچهیگ  14پژوهش    نیزمستانه است. در ا  یچندساله با گلده  یاهیگ  کلامنیس

  ی مولکول  ی و نشانگرها  یتومتریمحافظ روزنه، فلوسا  های سلول   محافظ روزنه، تراکم و اندازه   یها سلول  ی هاشمارش کلروپلاست

بدیگرد  یبررس در  کلروپلاست  نی.  سلول  و ها  تعداد  عرض  و  اندازه طول  و  ب  ی هاتراکم  روزنه    د ی کاند  های اهچهی گ  نیمحافظ 

  ی مادر  اهچهیگ  یدیمشخص نمود که سطح پلوئ  یتومتریفلوسا  جیوجود نداشت. نتا  یادیتفاوت ز  یمادر  هایاهچهیگ  و  یدیهاپلوئ

حاصل از    های اهچهی گ  یکی ژنت  تنوع  منشا و   ق،یتحق  نیهستند. در ا  برابر  گر یکدیحاصل از کشت بساک با    ی هااهچهی و تمام گ

از    چکدامیمشخص شد که ه  یمولکول  یهاداده  لیشدند. پس از تحل  ارزیابیISSR آغازگر  ۵با استفاده از    کلامنیکشت بساک س

از لحاظ ژنتنمونه  تفاوت وجود    یها با نمونه مادرآن  نینبوده و حداقل در چند مکان نشانگر ب  یمشابه والد مادر  یکیها کاملاً 

 نکهیاند. اما با توجه به ااز دانه گرده منشاء گرفته   یبساک نبوده و همگ   وارهیحاصل از د  ها، اهچه یاز گ  کیچ یه  جهیداشت. در نت

حاصل از کشت   اهانیبودن گ  دیپلوئید  ،یتومتریفلوسا   جیمحافظ روزنه و نتا یهاوپلاست، تراکم و اندازه سلول شمارش کلر  جینتا

 .هستند یخودخودبه دیپلوئید  کلامنیحاصل از کشت بساک س یهااهچهی که گ رسدینظر م بهکردند   دیی بساک را تا
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 مقدمه 

نگونسار یا  گیاهی     (Cyclamen persicum)سیکلامن 

خانواده   به  متعلق  و  یا   Myrsinaceaeچندساله    پامچال 

Primulaceae  دارای  س و  می  22ابق  -Grey)  باشدگونه 

Wilson, 2003).  کروموزوم در تعداد  سیکلامن  گونه    های 

دیپلوئید   گونهباشد.  می  2n=2x=48سطح  بین  های  در 

  یک گیاه زینتی پر   عنوانبه  persicum  گونهسیکلامن تنها  

گیاه سیکلامن    شود. کاری استفاده میاهمیت در صنعت گل

های جذاب است و  های بسیار زیبا و معطر و برگدارای گل 

دو  را  آن  زینتی  ارزش  مزیت  است   این  کرده    چندان 

(Anderson, 2006  .)  روش دو  به  سیکلامن  بذرهای 

دگرگشنی   و  میخودگشنی  خودگشنی  تولید  اگر  شوند. 

گردد پس  ،تکرار  ایجاد  خویشسبب  از  ناشی  آمیزی روی 

خواهد شد. همین موضوع باعث کاهش گلدهی و همچنین 

گیاه می این  برنامهشودتولید تعداد گل کمتر در  های  . در 

از طریق کشت بافت، تولید گیاه هاپلوئید و گیاهان   نژادیبه

هاپلوئید گیاهان دابل  خوردار بر ایویژه اهمیت ینتی ز در 

 (. Ishizaka,1993) باشدمی

ترین روش ممکن برای رسیدن به هموزیگوسیتی در سریع 

می آندروژنز  گیاهان،  اینکه  این  به  توجه  با  تولید  باشد. 

های سنتی، حدود  های خالص گیاه سیکلامن به روشلاین

گیاه  دستبرد، زمان  سال زمان می  ۹ به لاین خالص  یابی 

گیری چشم   طوربه سیکلامن از طریق کشت بافت و آندروژنز  

پلوئیدی   نتعیی(Germana, 2011). یابد  کاهش می سطح 

لاین تولید  در  فراوانی  دابلاهمیت  مطالعه    های  هاپلوئید، 

گونه خویشاوندی  دورگروابط  تهیه  بینها،  ای، گونههای 

نژادی دارد.  های بهمطالعات ژنتیک گیاهان تراریخت و برنامه

های مختلف مستقیم و غیرمستقیم جهت تعیین سطح  روش

ها شامل؛  ت. این روشپلوئیدی در گیاهان پیشنهاد شده اس

کروموزوم  سلولشمارش  در  ریشه، ها  راس  مریستمی  های 

های محافظ روزنه و بررسی های سلولشمارش کلروپلاست

تعداد  .  باشدبا روش فلوسایتومتری و نشانگرهای مولکولی می

سلول جهت کلروپلاست  خوبی  انتخاب  روزنه  محافظ  های 

می پلوئیدی  سطح  پارامتربررسی  از  هباشند،  دیگری  ای 

سلول طول  و  اندازه  سطح  جمله  با  نیز  روزنه  محافظ  های 

که شمارش   برخی گیاهان  است. در  مرتبط  گیاه  پلوئیدی 

ها مشکل است ها به علت کوچک بودن آن تعداد کلروپلاست

سلول اندازه عرض  و  طول  برگ  گیری  روزنه  محافظ  های 

تواند در تشخیص گیاهان هاپلوئید و دیپلوئید به کار رود.  می

اندازه نیز،  را در روش فلوسایتومتری  پلوئیدی  گیری سطح 

های حاصل از کشت میکروسپور مراحل اولیه رشد گیاهچه 

رو گزینه  سازد.را ممکن می این  برای از  و ساده  ای سریع 

فراهم   تعیین اولیه  مراحل  در  بزرگ  مقیاس  در  پلوئیدی 

مولکولی  (Ochatt et al., 2008)  کندمی نشانگرهای   .

نشانگرهای مبتنی    ،DNA  بخصوص  نشانگرهای  جمله  از 

ای  هستند که کاربرد گسترده  ای پلیمرازواکنش زنجیره  بر

ژنتیکی   تنوع  تحلیل  و  تجزیه  و  پلوئیدی  تعیین سطح  در 

سال.  دارندها  گونه مولکولی  در  نشانگرهای  از  اخیر  های 

ISSR  پر  عنوانبه شناسایی    ابزاری  و  تعیین  کاربرد جهت 

شکلی، مطالعه تنوع و روابط ژنتیکی در گیاهان استفاده    چند

پذیری ساده  غالب و تابع توارث ISSR شده است. نشانگرهای  

هستند   تنوع    .(Reddy, 2002)مندلی  ارزیابی  ژنتیکی  در 

گونه  از  نشانگر   عنوانبه ISSR نشانگر  ،هابسیاری  یک 

پذیر ب ارزان و تکرار  رود  کار میه  قدرتمند، سریع،  ساده، 

(Gonzalez et al., 2002).  بادمجان  منشا آندروژنیک  ء 

باززایی شده حاصل از کشت بساک با استفاده از نشانگرهای  

ISSR  است شده  تنوع .  (Rizza et al.,  2002)  بررسی 

پلاسم گندم دوروم و همچنین ارقام تجاری  ژنتیکی میان ژرم

از   استفاده  با  وحشی  خویشاوندان  و  نان  گندم 

شده  ISSR نشانگرهای   با .  (Belli, 2007)  است  بررسی 

تنوع ژنتیکی   RAPD نشانگر 30و ISSR استفاده از نشانگر

هر    22بین   است.  گرفت  قرار  مطالعه  مورد  کرچک  گونه 

درصد    1/6۸باند چند شکل نشان دادند و در کل    4/6نشانگر  

شد   چند مشاهده  با  .  شکلی  سیدا  گیاه  از  گونه    10چهار 

گرفتهISSR نشانگر قرار  مطالعه  نشانگرها   مورد  این  است. 

مکان چند   62مکان ژنومی را شناسایی نمودند که از آن    63

 .(Thul et al., 2011)شکلی نشان دادند 

گیاهچه از  تحقیق  این  بساک  در  کشت  از  حاصل  های 

های  روشها به  سیکلامن، استفاده شد و سطح پلوئیدی آن

غیر و  کلروپلاست  مستقیم  شمارش  شامل  های  مستقیم 

نشانگرهای  سلول  و  فلوسایتومتری  روزنه،  محافظ  های 

 ، تعیین گردید. DNAمولکولی 
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 ها:مواد و روش

این بساک  گیاهچه  از  تحقیق  در  کشت  از  حاصل  های 

در آزمایشگاه کشت بافت  ه  ک  هاو گیاه مادری آن  سیکلامن

بود، شده  تولید  سینا  بوعلی  تعیین    دانشگاه  شد.  استفاده 

پلوئیدی آن  به  سطح  مستقیم   های مستقیم و غیرروشها 

کلروپلاست شمارش  سلول شامل  روزنه،  های  محافظ  های 

 شد.  انجام  ،DNA نشانگرهای مولکولیفلوسایتومتری و 

روزنه و   محافظ   هایسلول  کلروپلاست  تعداد  شمارش

های محافظ بررسی تراکم و اندازه طول و عرض سلول

 روزنه 

از آزمایش  این  گیاهچهبرگ  در  میانی  کاندید  های  های 

هاپلوئیدی در شرایط کاملاً استریل زیر هود لامینار نمونه 

سطح   بشره  شد.  وسیله  برداری  به  برگ  زیرین 

قطره شد  برداشته اسکالپل در  لام  یک  روی  ای و 

از  قرار  لوگول پس  گرفت.  صورت  آمیزی  رنگ  و  شد  داده 

نمونهقرار  لام،  روی  بر  لامل  میکروسکوپ دادن  زیر  در  ها 

مشاهده شدند. تعداد  X 100و    40X درشت نمایی نوری با

در  کلروپلاست برا  20ها  روزنه  محافظ  سلول  هر جفت  ی 

میانگین و انحراف    گرفتنمونه به تفکیک، مورد شمارش قرار

بررسی  . مشخص گردید نمونه مورد آزمایش، معیار برای هر

های محافظ روزنه، همزمان با شمارش  اندازه و تعداد سلول

 کلروپلاست انجام شد.  

ژنوم اندازه  و  پلوئیدی  سطح  روش   تعیین  با 

 فلوسایتومتری 

ری فلوسایتومتری به دلیل آسان بودن و سرعت فناو  امروزه

 سریع روش یک عنوانبه هافناوریبالای آن نسبت به سایر  

  تعیین   پلوئیدی،   سطح  گیاهی،  ژنوم  گیریاندازه  برای  دقیق  و

های  ها نسبت به روشو تجزیه و تحلیل سلول  DNA مقدار

سیتوژنتیکی و شمارش کروموزوم بیشتر مورد استفاده قرار 

از برگنمونه   .(Ochatt et al., 2008)  گیردمی های  برداری 

های کاندید هاپلوئیدی حاصل از کشت بساک  میانی گیاهچه

استاندارد   مرجع  گیاه  و  مادری  گیاه  همراه  به  سیکلامن 

لامینار  هود  زیر  استریل  کاملاً  شرایط  در  فرنگی(،  )گوجه 

سانتی یک  گرفت.  و  صورت  جوان  تازه،  برگ  از  مربع  متر 

های برگی و گیاه مادری  یافته هر یک از نمونهکاملاً توسعه

میکرولیتر بافر    1000و داخل پتری دیش حاوی  جدا گردید  

ها  قرار داده شدند هر کدام از نمونه  WPB استخراج هسته  

  WPBها، داخل بافرگردید و هسته سلول   توسط تیغ تیز خرد

  30آزاد شدند. هر نمونه آماده شده، از فیلتر مش نایلونی  

های  میکرومتر عبور داده شد و قطعات و بقایای بزرگ بافت

درگیا شدند.  حذف  داخل فیلتر  مواد  ادامه،   هی  در    شده 

ریخته   ایاستوانه  هایلوله  فلوسایتومتر  دستگاه  مخصوص 

شماره و  سپسشد  شدند.  بافر   1000گذاری  از  میکرولیتر 

و رنگ یداید  پروپیدیوم  فلوئورسنت  رنگ    آمیزی که حاوی 

اختصاصی   PIبود، به هر نمونه اضافه شد. رنگ    RNase  آنزیم

 برای از بین بردنRNase   ژنومی و  DNAبرای رنگ آمیزی  

RNA   جلوگیری از اتصال  و PI بهRNAها اضافه  ، به نمونه

دقیقه    1۵ها برای مدت  نمونه   .(Lorrito et al., 2007)شد  

دمای   انکوبهسانتی  درجه   2۵در  تاریک  محل  و   گراد 

انجام  جهت  هسته  سوسپانسیون  مرحله  این  در  گردیدند. 

فلوسایتومتر دستگاه  به  و  شد  آماده   BDفلوسایتومتری 

TMFACSCanto  نمونه   منتقل خوانش  از  پس  ها،  شد. 

 هیستوگرامی توسط دستگاه ارائه شد.  

 

 ISSRای پلیمراز برای آغازگرهای واکنش زنجیره

برگنمونه  از  گیاهچهبرداری  میانی  کاندید  های  های 

هاپلوئیدی در شرایط کاملاً استریل زیر هود لامینار انجام  

نمونه شد.   تمام  استخراج  استخراج  کیت  توسط   DNAها 

ها در  نمونهDNA بافت گیاهی شرکت سیناکلون انجام شد. 

دمای   در  فریزر  یخچال  سانتی  - 20داخل  گراد  درجه 

شد و    ند.نگهداری  اسپکتروفتومتری  دستگاه  از  استفاده  با 

 DNAدرصد، کمیت و کیفیت  الکتروفورز با ژل آگارز یک

شده استخراج  قرارگرفت.  ،ژنومی  بررسی   این  در  مورد 

  استفاده شد   PCRبرای واکنش   ISSR آغازگر  ۵  آزمایش از 

میکرولیتر    20در حجم    ای پلیمراز(. واکنش زنجیره1)جدول

 Master ،میکرولیتر  3در حجم   ISSR آغازگر  ۵با استفاده از  

Mix    در حجم   ، آب دیونیزه استریلمیکرولیتر  10در حجم

 انجام شد.   میکرولیتر  2در حجم    ژنومیDNA ،  میکرولیتر  ۵

مدل   ترموسایکر  دستگاه  از  واکنش  این  شرکت    T100در 

BIO-RAD  در  ا استفاده شده  حرارتی  ستفاده شد. چرخه 

الگو در دمای  DNA سازی اولیه  این پژوهش شامل واسرشته

سانتی  ۹4 زمان  درجه  در مدت    34دقیقه، سپس    ۵گراد 

گراد  درجه سانتی ۹4سازی در دمای چرخه شامل واسرشته 

به مدت    رشته الگوها به  به مدت یک دقیقه، اتصال آغازگر

به    DNAگسترش رشته    یک دقیقه )دما بسته به آغازگر(، 



 114                                                                                                            1404  ،1شماره    ،6تولید و ژنتیک گیاهی، جلد  

گراد به مدت درجه سانتی  72در دمای    وسیله آنزیم پلیمراز

دو دقیقه و مرحله آخر، چرخه حرارتی با گسترش نهایی در  

 دقیقه بود.   ۵گراد به مدت درجه سانتی 72دمای 

نتایج  در ژل آگارز یک درصد بارگذاری شد.  PCR محصولات  

دستگاه   در  ژلالکتروفورز  تصویر  عکس    ثبت  و  مشاهده 

  سازی در نهایت تصویر الگوهای باندی آشکار  . برداری شدند

 شد و جهت امتیازدهی مورد استفاده قرارگرفت. 

 

 

 های کاندید هاپلوئیدی سیکلامنمورد استفاده در بررسی سطح پلوئیدی گیاهچه ISSRغازگرهایآمشخصات  -1جدول
 

Ta (C) ردیف  آغازگر  کد آغازگر  توالی نوکلئوتید  تعداد  
۵2 17  (GA)8C P1 1 

 
۵4 1۸  (CT)8RC P2 2 

 
۵2 17  (AG)8T P3 3 

 
۵2 17  (TG)8A P4 4 

 
۵۹ 1۵  (GAC)5 P5 ۵ 

 

 

 هاهای آماری تجزیه و تحلیل دادهروش

 ای تجزیه خوشه

افزار  ای  برای تجزیه خوشه استفاده    باMEGA 6.0 از نرم 

خوشه تجزیه  ضریب  Neighour-Joining ای  الگوریتم  و 

 هک   افرادی  برای رسم دندروگرام گردید. p-distance فاصله  

  و   دارند  زیادی  هایشباهت   ،گیرندمی  قرار  خوشه  یک  در

  هایتفاوت   ،گیرندمی  قرار  جداگانه   هایخوشه   در  که   افرادی

بنابراین  زیادی   انجام  صحیح   طوربه  بندیطبقه   اگر  دارند. 

  نمودار  در  دارند  قرار  خوشه  یک  در  که  افرادی  ، باشد  گرفته

  در  که   افرادی  و  قرارگرفته  هم  کنار  در  ایخوشه   تجزیه

در   بود.  خواهند   دورتر  هم از ،دارند  قرار  جداگانه  هایخوشه 

این روش معیارهای محتوای اطلاعات نشانگرها با شاخص  

شکل   چند  اطللاعات  نشانگری (  (PICمحتوای  شاخص    و 

(MI) و شاخص قدرت تفکیک (Rp .بررسی شد ) 

 نتایج و بحث 

گیاهچه ژنتیکی  با تنوع  بساک  از کشت  های حاصل 

 ISSRآغازگر

قطعاتی با اندازه طولی از   ISSR در این پژوهش آغازگرهای

خلاصه نتایج به دست    جفت باز تکثیر نمودند.  1200تا    200

آغازگر برای  بررسی  ISSR   هایآمده  در  شده  استفاده 

در  گیاهچه مادری  وگیاهچه  بساک  کشت  از  حاصل  های 

 ISSRکلی از آغازگرهای  طوربه  آورده شده است.  2جدول  

  بیشترین  8C(GA)  آغازگر  آمد.   دستهباند ب  47۸در مجموع  
( شده  تکثیر  مکان  آغازگرهای    31تعداد  بین  در  را  مکان( 

مکان باندی تولید شده    ۸0استفاده شده، نشان داد. از بین  

شکلی نشان  ها چندمکان از آن  ISSR  ،76توسط آغازگرهای  

ژنتیکی  تنوع  بررسی  جهت  که  قبل  تحقیقات  در  دادند. 

آغازگرهای مشابه بکار    های وحشی شیرین بیان ازجمعیت 

استفاده   پژوهش  این  در  درصد  رفته  میانگین  است،  شده 

در حالی که   (Yao et al., 2008)  بوده است  2/۹2چندشکی  

درصد   2۵/۹4استفاده شده در این پژوهش    ISSR  هاآغازگر

 چندشکلی نشان دادند.  

جداگانه،    طوربهبا استفاده از فراوانی آللی برای هر آغازگر  

محاسبه  چندشکلی  اطلاعات  بیشترین محتوای  گردید. 

درصد    34  به میزان   8A (TG)مربوط به آغازگر PIC میزان

بالاتری  PIC ، آغازگرهایی که مقدار2بود. با توجه به جدول  

ها توانستند تنوع ژنتیکی دادند، بهتر از بقیه آغازگر  را نشان 

کنند.  پژوهش را مشخصهای مورد بررسی در این  بین نمونه

قدرت    PICبا کمترین مقدار  8C (GA) در این مطالعه آغازگر

نمونه  جداسازی  برای  محتوای بالایی  میانگین  نداشت.  ها 

چندشکلی   چندشکلی    30اطلاعات  میزان  که  بود  درصد 

 .کندایجاد شده را به خوبی توجیه می
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نشانگری محاسبه   (MI)  شاخص  در  نشانگر  کارائی  معیار 

می مشخص  را  هر  چندشکلی  برای  شاخص  این    ۵کند. 

جداگانه    طوراستفاده شده در این آزمایش بهISSR آغازگر  

بود.    61/۸تا  70/2محاسبه گردید. مقدار این شاخص بین 

 8C(GA)آغازگربود. در    4۹/4به دست آمده،    MIمیانگین  

دا را  مقدار  بیشترین  شاخص  نشان این  موضوع  این  شت. 

دهنده این است که هرچه میزان این شاخص بالاتر باشد،  

 پلاسم را بهتر نشان دهد.  کارایی نشانگر در آن ژرم

تفکیک قدرت  تمایز  Rp)   شاخص  برای  مناسبی  معیار   )

باشد. این شاخص بیانگر توانایی یک آغازگر در  آغازگرها می

میتمایز   بررسی  مورد  تفکیکافراد  قدرت  شاخص   باشد. 

(Rp)   های مشاهده شده در الگوی باندی رابطه با تعداد آلل

مقدار   Rpبیشترین میزان    2توجه به جدول    مستقیم دارد. با

است. این 8C (GA) بوده است که مربوط به آغازگر    13/12

آغازگر قدرت تفکیک بالاتری نسبت به سایر آغازگرها داشته  

به   مربود  تفکیک  قدرت  شاخص  میزان  کمترین  است. 

.ودب  60/3با مقدار 8RC (CT) آغازگر 

 

های حاصل از کشت بساک استفاده شده بر روی گیاهچه ISSRنشانگر  5در  Rpو  PIC ،MIنتایج حاصل از بررسی سه شاخص -2جدول  

 سیکلامن و گیاهچه مادری

 شماره  

ISSR 
آغازگر توالی  های چندشکل تعداد مکان تعداد مکان تکثیر شده   Rp PIC MI درصد چند شکلی  

1 (GA)8C 31 31 100 13/12  27۸/0  61/۸  

2 (CT)8RC ۹ ۹ 100 60/3  300/0  70/2  

3 (AG)8T 13 11 61/۸4  ۹3/4  311/0  41/3  

4 (TG)8A 12 12 100 66/6  340/0  0۸/4  

۵ (GAC)5 1۵ 13 66/۸6  06/۵  2۸4/0  6۹/3  

3۸/32 - 76 ۸0  مجموع   - - 

2/1۵ 16  میانگین   2۵/۹4  47/6  302/0  4۹/4  

 (PIC) *،شاخص محتوای اطلاعات چندشکلی (MI)شاخص نشان (Rp)  شاخص قدرت تفکیک 

 

 ISSRآغازگر   5از    نتایج حاصل

های حاصل  های انجام شده، میزان تشابه گیاهچهطی بررسی

با گیاهچه مادری مشخص شد.   از کشت بساک سیکلامن 

نمونه  مکاناین  چندین  در  متفاوت  ها  مادری  والد  با  ژنی 

دندروگرام  ها نتایج الگوی نواری و  بودند و هیچکدام از آن

کاملاً مشابهی با والد مادری نداشتند. همانطور که در شکل 

هر    1 از  کلی  نتایج  بررسی  حاصل   ISSRآغازگر  ۵که 

مشابه    S3داده شده است، الگوی نواری نمونه  نشانباشد،  می

نمونه  به  نزدیک  نیز  دندروگرام حاصل  در  و  مادری  نمونه 

واری مشخص  باشد. اما طی بررسی دقیق الگوی ن مادری می

مکان نشانگر با والد مادری متفاوت    1۵در    S3  شد، نمونه

ها  های ژنی متفاوت بین نمونهبوده است. هریک از این مکان

گردد  یک نشانگر مولکولی لحاظ می  عنوانبهو والد مادری،  

این است که گیاهچه بیانگر  از کشت بساک  و  های حاصل 

گرده منشاء داشته و حاصل از دیواره بساک سیکلامن، از دانه 

 نبودند. 
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 ISSRآغازگر  5( با استفاده از Parentگیاهچه مادری )نمونه گیاهچه حاصل از کشت بساک و  15دندروگرام حاصل از بررسی  -1شکل 

 

گیاهچه و  بررسی  سیکلامن  بساک  کشت  از  حاصل  های 

توسط   مادری  از   ISSRآغازگر    ۵گیاهچه  بالایی  درصد 

ها  (. اما در مقایسه نمونه3  )جدول  چندشکلی را گزارش نمود

از گیاهچه  نمونه مادری، هیچ یک  از کشت  با  های حاصل 

به و  بساک،  نبودند  مادری  گیاهچه  به  مشابه  کامل  طور 

متفاوت   مادری  گیاهچه  با  نشانگری  مکان  یک  در  حداقل 

توان نتیجه گرفت که کلیه بودند. با توجه به این موضوع می

های حاصل از کشت بساک سیکلامن، از دانه گرده  گیاهچه

شاء گرفته و حاصل از دیواره بساک نبودند. نتایج حاصل  من

از الگوی نواری و همچنین دندروگرام حاصل از هر آغازگر 

  و   1  )شکل   کند ها این موضوع را تایید میبرای تمام نمونه

2.) 

 

 

 و مجموع آغازگرهاISSR  آغازگر 5ترین نمونه به نمونه مادری نتایج بررسی مشابه -3جدول 

ترین نمونه  مشابه آغازگر  ردیف 

 به مادری 

های ژنی مشابه با  مکان

 مادری 

های نشانگر متفاوت با  مکان

 مادری 

 درصد تشابه در دندروگرام 

1  (GA)8C S11 3 ۵ 27 

2  (CT)8RC S1 3 1 ۵4 

3  (AG)8T S6 ۵ 2 26 

4  (TG)8A S5 4 1 42 

۵  (GAC)5 S2 ۵ 4 3۸ 

 S3 17 1۵ 32 مجموع آغازگرها  6
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 کشت بساک سیکلامن و گیاه مادری، هایتکثیرشده از گیاهچههای DNAمقایسه الگوی الکتروفورزی  -2 شکل

 ( bp100 )در ژل یک درصد آگارز با نشانگر 8C(GA) توسط آغازگر  

 

ها با توجه به نتایج قابل اعتمادی که از کاربرد  این آغازگر

به  آن  ژنتیکی گیاهان مختلف  تنوع و منشاء  ها در بررسی 

است   آمده  مطالعه (Redy et al., 2002) دست  این  در 

های وحشی  در بررسی تنوع ژنتیکی جمعیتانتخاب شدند. 

استفاده با  بیان  به     ISSRآغازگرهای  از  شیرین  مشابه 

  ده در پژوهش ما، میانگین درصد چند اآغازگرهای مورد استف

ر حالی که  . د(Yao et al., 2008)  بوده است   2/۹2شکی  

چند این  درصد  توسط  تحقیق  این  در  شده  ایجاد  شکلی 

است.    2۵/۹4میانگین    طوربهآغازگرها   آمده  در  بدست 

با  نمونه گیاهچه پنیرک حاصل از کشت بساک    24بررسی  

مولکولی نشانگرهای  از  این    ،  ISSRاستفاده  بالای  کارایی 

ی طوربه  ،شدها گزارش نشانگرها در تشخیص منشاء نمونه

نمونه  بررسی  این  در  یکدیگر  که  از  مادری کاملاً  والد  و  ها 

 . (Celka et al., 2010)تفکیک شدند 

گیاهچه و  بررسی  سیکلامن  بساک  کشت  از  حاصل  های 

توسط   مادری  از   ISSRآغازگر    ۵گیاهچه  بالایی  درصد 

نمونه مقایسه  در  اما  داد.  نشان  را  نمونه چندشکلی  با  ها 

گیاهچه از  یک  هیچ  بساک،  مادری،  کشت  از  حاصل  های 

طور کامل مشابه به گیاهچه مادری نبودند و حداقل در  به

ی با گیاهچه مادری متفاوت بودند. با توجه یک مکان نشانگر

های  توان نتیجه گرفت که کلیه گیاهچهبه این موضوع می

 حاصل از کشت بساک سیکلامن، از دانه گرده منشاء گرفته 

 

و حاصل از دیواره بساک نبودند. نتایج حاصل از الگوی نواری 

ها  و همچنین دندروگرام حاصل از هر آغازگر برای تمام نمونه

 کند. این موضوع را تایید می

ویژگی پایه  بر  پلوئیدی  سطح  های تعیین 

 میکروسکوپی

 های محافظ روزنه برگ شمارش کلروپلاست سلول

و   مادری  گیاهچه  یک  پلوئیدی  سطح  گیاهچه    10تعیین 

روش  کاندید هاپلوئیدی حاصل از کشت بساک سیکلامن، به

در   کلروپلاست  محافظ    20شمارش  سلول  روزنه جفت 

شد. مقدار حداقل، حداکثر،    موجود در هر نمونه برگی انجام 

سلول کلروپلاست  تعداد  معیار  انحراف  و  های  میانگین 

گیاهچه و  مادری  گیاهچه  در  روزنه  کاندید  محافظ  های 

آورده شده است. با توجه به نتایج    4هاپلوئیدی در جدول  

کلروپلاست تعداد  آمده،  دست  دربه  سلول   20  ها  جفت 

عدد و    2۵تا    17  روزنه گیاه مادری سیکلامن بین  محافظ

های کاندید هاپلوئیدی حاصل از کشت بساک،   در گیاهچه

ها  شد. میانگین تعداد کلروپلاست  عدد تعیین  30تا    16  بین

مادری   هاپلوئید  دابل  گیاهچه  در    0۵/21در  میانگین  و 

(. در  4)جدول    بود  1۵/23های کاندید هاپلوئیدی  گیاهچه

مطالعات انجام شده توسط سایر محققین، همبستگی تعداد  

سلول در کلروپلاست  پلوئیدی  با سطح  روزنه  محافظ    های 
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زمینی اثبات  گندم، یونجه، شبدر، سیب  گیاه گوجه فرنگی، 

طبق تحقیقات انجام    .Korneef et al., 2009))شده است  

چغندرقند   گیاه  دیپلوئید  گونه  و  هاپلوئید  گونه  روی  شده 

(Beta vulgaris)    الی    ۵تعداد کلروپلاست در سطح هاپلوئید

عدد گزارش شده  12الی    10عدد و در سطح دیپلوئید    7

از    .(Mushizuki et al., 1995)است   حاصل  نتایج  طبق 

بر بساک   بررسی  کشت  از  حاصل  هاپلوئید  گیاهان  روی 

تعداد    (Nicotiana tobacom)  توتون که  شد  مشخص 

هاپلوئید  کلروپلاست گیاهان  در  نصف    طوربهها  تقریبی 

بود   دیپلوئید  این   .(Thomas & Rose, 1983)گیاهان  در 

کلروپلاست تعداد  و  پژوهش  مادری  نمونه  بین  در  ها 

های حاصل از کشت بساک سیکلامن تقریبا نزدیک  گیاهچه

گیاهچه در  تفاوت  این  مقدار  بود.  مشابه  حو  از  های  اصل 

توان کشت بساک، نصف دیپلوئید مادری نبود. در نتیجه نمی

گیاهچه که  نتایج  گفت  به  توجه  با  بودند.  هاپلوئید  ها 

 باشند. می  بررسی دیپلوئیدهای مورد شده، گیاهچهحاصل

 

 

 کاندید هاپلوئیدی حاصل از کشت بساک سیکلامنهای  تعداد کلروپلاست در گیاهچه مادری و گیاهچه- 4جدول 

حداقل   حد اکثر  میانگین  انحراف معیار   نمونه  

6/2  0۵/21  2۵ 17 Parent 

1/2  30/20  23 16 S1 

7/2  6۵/20  2۵ 16 S2 

۸/2  0۵/24  2۸ 20 S3 

4/2  0۹/2۵  2۹ 22 S4 

3/2  0۹/2۵  2۹ 21 S5 

6/2  3/22  2۸ 17 S6 

۵/2  2۵/23  2۹ 1۸ S7 

3/3  ۵0/23  2۸ 17 S8 

7/2  3/24  2۹ 1۹ S9 

1/3  ۵۵/23  30 1۸ S10 

 

های محافظ گیری تراکم و طول و عرض سلولاندازه

 روزنه 

های محافظ  گیری طول و عرض و شمارش تعداد سلولاندازه

روزنه اپیدرم زیرین برگ در تعیین سطح پلوئیدی گیاهان  

دارد.   اندازه کاربرد  بررسی  و  تعداد  های  سلول  شمارش 

ی کاندید  گیاهچه  10محافظ روزنه در یک گیاهچه مادری و  

انجام سیکلامن  بساک  کشت  از  حاصل  شد.    هاپلوئید 

در  فاکتور همزمان  آزمایش،  این  در  بررسی  مورد  های 

های میکروسکوپی مربوط به شمارش کلروپلاست هر اسلاید

ها بر اساس  گیریفت. تمام اندازهگر  نمونه، مورد بررسی قرار

نتایج    6میکرومتر در جدول   به  توجه  با  آورده شده است. 

های محافظ روزنه در گیاهچه مادری  تعداد سلول  ۵جدول  

گردید که میانگین آن    عدد تعیین  12و حداکثر    10حداقل  

های محافظ  شد. همچنین تعداد سلول  محاسبه  4/11برابر با  

و حداکثر   6ی کاندید هاپلوئید، حداقل  هاروزنه درگیاهچه

محاسبه    4/۹عدد تعیین گردید که میانگین آن برابر با    12

های محافظ روزنه در  گیری طول و عرض سلول شد. اندازه

گیاهچه کاندید هاپلوئیدی حاصل از   10گیاهچه مادری و  

قرار بررسی  مورد  سیکلامن  بساک  حداقل    کشت  گرفت. 
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در   عرض  و  گیاهچه    20طول  روزنه  محافظ  سلول  جفت 

  20بود. حداکثر طول و عرض در    32و    34مادری به ترتیب  

و    ۵0جفت سلول محافظ روزنه گیاهچه مادری به ترتیب  

گیاهچه  46 در  عرض  و  طول  حداقل  کاندید  بود.  های 

طول  وعدد    30و    34هاپلوئید   در   حداکثر  عرض  و 

و    6عدد بود )جدول    ۵3و   ۵۵د  های کاندید هاپلوئیگیاهچه

گیری حداقل  کلی بین نتایج حاصل از اندازه  طوربه(.  3شکل  

گیاهچه    10و حداکثر طول و عرض در یک گیاهچه مادری و  

برابری وجود ندارد که تعیین    کاندید هاپلوئیدی تفاوت دو

های کاندید باشد و این  کننده سطح هاپلوئید برای گیاهچه

از   بررسی  ع   10تفاوت کمتر  فاکتورهای مورد  تمام  در  دد 

هایی که قبلا بر روی کلم قمری انجام شده  بود. طی بررسی

سلول  تعداد  که  شد  مشخص  در  است،  روزنه  محافظ  های 

به پلوئیدی  سطح  افزایش  با  برگ  سطح  دوواحد   صورت 

می افزایش  آن برابری  اندازه  و  مییابد  بزرگتر  گردد  ها 

(Dore, 1986).   شده بر روی گیاهان هاپلوئید    مطالعات انجام

حاصل از کشت بساک توتون نشان داده است که در گیاهان  

  طور تقریبی دو های روزنه، بهدیپلوئید تعداد و اندازه سلول

برابر گیاهان هاپلوئید است. در هندوانه مشخص شده است  

سلول  عرض  و  طول  اندازه  و  تعداد  روزنه که  محافظ  های 

برگ   بشره  در  بهموجود  پلوئیدی  سطح  افزایش  طور با 

ب(Sarri et al., 1999)شود  برابر می  تقریبی دو  ا توجه به  . 

تحقیقاتی که در   نتایج  با  مقایسه آن  آمده و  بدست  نتایج 

شده انجام  عرض    گذشته  و  طول  اندازه  تعداد،  اگر  است، 

گیاهچه در  روزنه  محافظ  به  سلول  دو مادری  تقریبی    طور 

سطح پلوئیدی  اصل از کشت بساک بود،  های حبرابر گیاهچه

بساک  گیاهچه کشت  از  حاصل   گیاهچه  عنوانبههای 

هاپلوئید قابل گزارش بود. اما با توجه به اینکه اندازه و تعداد 

طور های حاصل از کشت بساک بهها در گیاهچهاین سلول

سطح   بود،  مادری  نمونه  مشابه  و  نزدیک  بسیار  تقریبی، 

 تعیین شد.( 2n=2x=48)یپلوئید ها د پلوئیدی گیاهچه

 های کاندید هاپلوئیدی حاصل از کشت بساک سیکلامنتعداد سلول روزنه در گیاهچه مادری و گیاهچه -5جدول 

 نمونه  حداقل  حد اکثر  میانگین  انحراف معیار 

6/0 4/11 12 10 Parent 

۸/0 ۹/7 ۹ 7 S1 

۹/0 2/۹ 11 ۸ S2 

۸/0 ۹ 10 ۸ S3 

۹/0 1/۹ 11 ۸ S4 

۹/0 ۹/6 ۹ 6 S5 

7/0 1/۹ 10 ۸ S6 

۹/0 7/۸ 10 7 S7 

6/0 ۹/10 12 10 S8 

۸/0 ۸/10 12 10 S9 

۹/0 11 12 10 S10 
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 های کاندید هاپلوئیدی حاصل از کشت بساک سیکلامناندازه طول و عرض سلول محافظ روزنه در گیاهچه مادری و گیاهچه -6جدول 

 

    

تعداد کلروپلاست و اندازه طول و عرض سلول محافظ روزنه در گیاهچه مادری و گیاهچه کاندید هاپلوئیدی سیکلامن )الف(  -3 شکل

هاپلوئیدی حاصل از کشت بساک سیکلامن گیاهچه مادری سیکلامن )ب( گیاهچه کاندید   

 

 

 

     (µm)طول روزنه                                                                                                (µm)  عرض روزنه               

 نمونه  حداقل  حداکثر  میانگین  انحراف معیار  حداقل  حداکثر  میانگین  انحراف معیار 

7/4 0۵/41 46 32 07/۵ 7/43 ۵0 34 Parent 

۹/4 6/41 4۸ 33 ۹/4 7/43 ۵0 34 S1 

2/۵ 2/40 46 30 3/۵ 4/44 ۵2 34 S2 

6/4 1/43 4۸ 30 ۹/3 2/4۸ ۵۵ 40 S3 

۸/3 2/4۵ ۵3 40 ۹/1 ۹/4۵ 4۸ 42 S4 

3/3 ۹/40 47 3۵ ۸/2 3/4۵ 4۸ 40 S5 

7/۵ 0۵/3۹ 4۸ 30 7/۵ 4/41 4۸ 34 S6 

۸/3 6/43 4۸ 3۵ 7/2 ۸/46 ۵3 40 S7 

6/3 4/44 4۸ 36 0۵/3 ۹/4۵ 4۸ 3۵ S8 

2/3 ۹/40 47 3۵ 4/3 7/4۵ ۵3 40 S9 

6/۵ ۵/40 37 30 4/4 6/43 4۸ 34 S10 

 الف  ب 

10 µm 
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با  پلوئیدی  سطح  تعیین  و  ژنوم  اندازه  برآورد 

 فلوسایتومتری 

این تحقیق، تعداد   از کشت  گیاهچه  11در  بساک   حاصل 

گیاهچه مادری به همراه یک گیاه استاندارد  یک  سیکلامن و  

تعیین سطح    به منظورمرجع، توسط دستگاه فلوسایتومتری  

پلوئیدی مورد بررسی قرار گرفتند. در این ارزیابی از گوجه 

شرکت    4224رقم  (Solanum lycopersicum) فرنگی  

 بود (  2n=2x=24)  زیمنس که سطح پلوئیدی آن دیپلوئید

  ستاندارد استفاده شد. نتایج حاصل از گیاه مرجع ا  عنوانبه

هیستوگرام  از  استفاده  با  فلوسایتومتری  دستگاه  با  آنالیز 

نمونه بر اساس تابعی از   نمایش داده شد و اندازه پیک هر 

ها تعیین گردید. محور عمودی گراف،  نمونه  DNA محتوای

هسته محتوای  تعداد  افقی،  محور  و  نشان   راDNA ها 

 G1 ها در مرحلههای حاصل از نمونهدهد. پیک منحنیمی

سلولی تقسیم  از  میتوز(  فاز  از  بعد  ماده    ،)مرحله  مقدار 

های  به نسبت تعداد سلول  را  DNAوراثتی یا همان محتوای  

بررسی مورد  و  شده  موقعیت تفکیک  و  است  داده  نشان   ،

ر  کند. دها در مقایسه سطح پلوئیدی را تایید مینسبی آن 

های  این پژوهش پیک نمونه استاندارد و گیاه مادری و نمونه

ی ( که با مقایسه4نسبتی به دست آمد )شکل  طوربههدف  

ها، سطوح پلوئیدی نمونه ها تخمین زده شد. با  این نسبت

اینکه   به  برابر    اندازه ژنومتوجه  و   pg۹/1 نمونه استاندارد 

گزارش شده بود، نمودار   pg7/3 اندازه ژنوم نمونه مادری  

رام مجزا  گپوشانی نداشت و دو هیستوها همهیستوگرام آن 

از هم تشکیل گردید. در این بررسی، سطح پلوئیدی نمونه 

استاندارد، دیپلوئید گزارش شده است. با توجه به پیک به  

استاندارد )شکل  دسته نمونه  و  مادری  نمونه  بین  - 4آمده 

(، با در نظر گرفتن اختلاف اندازه ژنوم گیاهچه مادری و  پ

گیاهچه استاندارد، سطح پلوئیدی گیاهچه مادری، دیپلوئید  

(2n=2x=48گزارش شده است. با توجه به )    ت(، -4)شکل

هیستوگرام حاصل از آنالیز همزمان نمونه مادری و گیاهچه 

های یکسانی گزارش شد که در  صل از کشت بساک، پیکحا

کلی    طوربهپوشانی داشتند.  نمودار هیستوگرام با یکدیگر هم

)محتوای   فلوسایتومتری  شاخص  بررسی  تمام  DNAبا   ،)

های حاصل از کشت بساک سیکلامن در این تحقیق، نمونه 

)شکل بودند  دیپلوئید  محدوده  نتایج    (.4در  به  توجه  با 

-شد که منشاء گیاهچه  مشخصISSR نشانگرهای مولکولی  

-ای حاصل از دیواره بساک نبوده و از لحاظ ژنتیکی تفاوته

والد     هایی با گیاه مادری دارند که به دلیل هتروزیگوت بودن

می نظر  به  و  است  گیاهچهمادری  منشاء  که  از  رسد  ها 

است.دانه بررسی  گرده  اولیهدر  از کالوس  های  های حاصل 

سیکلامن  گیاه  بساک  این    کشت  که  گردید  مشخص 

نشده(.  کالوس منتشر  )نتایج  است  بوده  هاپلوئید  در  ها 

از جمله سطوح   تاثیر عوامل فیزیکی و شیمیایی  پژوهشی 

کربوهیدرات مانیتول  ساکارز،های  مختلف  و    گلوکز، 

سین، پیش تیمار  همچنین استفاده از سطوح مختلف کلشی

n-  بساک بر کشت  سانتریفیوژ  و  الکتریکی  شوک  بوتانول، 

مورد بررسی قرار گرفت.    B5گیاه سیکلامن در محیط جامد  

به مدت بیش از یک  های بدست آمده از این تحقیقکالوس

توان سال واکشت شدند و باززایی صورت گرفت. بنابراین می

ها صورت لوسگفت که دیپلوئید شدن خودبخودی در این کا

گزارش  در  است.  شدن  گرفته  دوبل  به  متعددی  های 

از  خودبخودی کروموزوم  نتایج حاصل  است.  اشاره شده  ها 

های انجام شده درکشت بساک سویا، نشان داد که  بررسی

بودند گیاهچه خودبخودی  هاپلوئید  دابل  حاصل,  های 

2004) .,et al Cardoso(.  شده، تولید    های انجامطی بررسی

بساک  د کشت  از  حاصل  از  ذرت  خودبخودی  یپلوئیدهای 

 .(Chase, 1952)است گزارش شده 
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های حاصل از تجزیه تحلیل نتایج فلوسایتومتری؛ نمونه مادری )الف(، نمونه استاندارد )ب(، پیک سمت راست؛ هیستوگرام- 4 شکل

 نمونه مادری پیک سمت چپ؛ گوجه فرنگی استاندارد )پ(، پیک نمونه مادری و نمونه حاصل از کشت بساک که همپوشانی دارند )ت(. 

 

 گیری کلی هنتیج

مولکولی آغازگرهای  از  حاصل  نتایج  به  توجه    ISSR  با 

هیچ که  شد  نمونه   مشخص  از  کشت  یک  از  حاصل  های 

بساک سیکلامن کاملا از لحاظ ژنوتیپی مشابه والد مادری  

ها با نمونه  نبوده و حداقل در چند مکان نشانگری بین آن

و داشت  وجود  تفاوت  شبیه   مادری  نیز حتی  نمونه  ترین 

می   طوربه نتیجه  در  نبود.  مادری  نمونه  مشابه  توان کامل 

های حاصل از کشت  نتیجه گرفت که هیچکدام از گیاهچه 

دانه از  و همگی  نبوده  بساک  دیواره  از  گرده  بساک حاصل 

گرفته شمارش  منشاء  حاصل  نتایج  توجه  با  همچنین  اند. 

سلول روزنه  کلروپلاست  محافظ  و های  تراکم  همچنین  و 

سلول عرض  طول  شد،  اندازه  مشخص  روزنه  محافظ  های 

گیاهچه که  گرفت  بساک  نتیجه  کشت  از  حاصل  های 

دلیل قرارگیری طولانی مدت  اند. بهسیکلامن دیپلوئید شده

تبدیل   خودبخودی  دیپلوئید  به  بافتی  کشت  محیط  در 

از گردیده نتایج حاصل  فلوسایتومتری،  نتایج  اند. همچنین 

بررسی و  کلروپلاست  سیتوژنتیکی شمارش  های 

های حاصل از کشت بساک سیکلامن را تایید کرد  گیاهچه

 ها دیپلوئید بودند. و مشخص شد که تمام گیاهچه

 سپاسگزاری

این   بودجه  کردن  فراهم  دلیل  به  سینا  بوعلی  دانشگاه  از 

 گردد. پژوهش، قدردانی می
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Abstract 

The cyclamen plant (Cyclamen persicum L.) is a perennial plant with winter flowering. In this study, 14 plantlets 

obtained from cyclamen anther culture were investigated using various methods, including determination of the 

number of the chloroplasts in the stomatal guard cells, stomatal guard cell density and size, flow cytometry, and 

molecular markers No significant differences were observed in the number of chloroplasts, stomatal guard cell 

density, or the length and width of stomatal guard cells between the haploid candidate plantlets and the mother 

plantlets. The results of flow cytometry indicated that the ploidy level of the mother plant and all plants obtained 

from another culture was the same. Additionally, this study evaluated the origin and genetic diversity of plantlets 

obtained from cyclamen anther culture using 5 ISSR primers. Analysis of the molecular data revealed that none of 

the samples obtained from cyclamen anther culture were genetically identical to the maternal plant. Differences 

were observed between the samples and the maternal plant at least in some marker loci. As a result, it was 

concluded that none of the plantlets were derived from the anther wall and all of them originated from pollen 

grains. However, the results of chloroplast counting in the stomatal guard cells, stomatal guard cell density and 

size on the lower leaf surface, and flow cytometry confirmed the diploid nature of the plants obtained from another 

culture., This suggests that all the plantlets obtained from the anther culture of cyclamen are spontaneous diploids. 
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