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  دهيچك

يكي از  )Camellia sinensis L. Kuntzeچاي (

 محصولات از جهان يرالكليغ هاييدنينوشترين متداول

 گرم هوايي و آب شرايط در كه است گرمسيري نيمه باغباني

 گيلان( كشورمان شمالي مناطق. دارد بهتري رشد مرطوب و

 براي سبمنا شرايط كه هستند مناطقي تنها) مازندران و

 منطقه اين اقتصاد كه در محصول اين پرورش و كشت

 ؛1383 مظفريان،.(باشنددارا مي كنديم ايفا را مهمي نقش

. به علت وجود دگرگشني و خود ناسازگاري )1383 وكيلي،

هاي چاي، تفرق صفات در گياهان حاصل از شديد در بوته

هاي پيژنوتها داراي شود و هركدام از بوتهبذر مشاهده مي

شود عملكرد و متفاوتي از ديگري هستند كه سبب مي

با توجه به  ها با يكديگر يكسان نباشد.كيفيت اين بوته

هاي بوته مادري و مشكلات مربوط شديد باغ بسياركمبود 

تكثير چاي از ي، هاي سنتبه تكثير چاي از طريق روش

 پايداري .است اجتنابيرقابلغ اييشهطريق كشت درون ش

 ريزازديادي از آمده بدست هاينمونه در هاكشت زير يكيژنت

 از استفاده اثر در سوماكلونالي تنوع ايجاد دليل به ،هاگونه

در بخش اول  .باشديم اهميت حائز رشد، هايكنندهيمتنظ

چاي  يهاجوانهاين تحقيق اقدام به استقرار و پرآوري 

 MS در محيط كشت اييشهش) در شرايط درون 100(كلون 

متفاوت  هايغلظترشد متنوع با  هايكنندهيمتنظهمراه با 

گرديد. در بخش دوم پژوهش براي بررسي ميزان پايداري 

استفاده شد و  ISSRپرايمر ماركر  21ها از ژنتيكي زيركشت

زيركشت پنجم حاصل از پرآوري با گياه مادري  هاينمونه

به  درصد 961/0مقايسه شد و متوسط ميزان تشابه نيز 

 يموردبررس هاينمونهدست آمد كه نشان از تشابه بالاي 

پس از پنج زير كشت داشت. بنابراين، با توجه به نتايج 

بيان كرد كه استفاده از توان مياز اين پژوهش  آمدهدستبه

مناسب، در  هايغلظترشد با  هايكنندهيمتنظ

تواند روش امني براي حفظ هاي متوالي، ميزيركشت

  ري ژنتيكي گياهان پرآوري شده باشد.پايدا

 ،يمولكول يكشت بافت، ماركرها ،يچا هاي كليدي:واژه

  يكيرابطه ژنت ،يكنواختي

  مقدمه

در جهان  يرالكليغ يهايدنينوش نيترمهماز  يكي يچا
 كي عنوانبهآن  تيمحبوب شيسبب افزا نيباشد و ايم

 Camilla sinensisبا نام  يسالم شده است. چا يدنينوش
 تاكنونخانواده  ني) است. در اTeaceaeمتعلق به خانواده (

ها از آن ياست كه بعض شدهشناختهگونه  250جنس و  18
هستند. چاي از  ينتيز گريد يدارند و بعض ييارزش غذا

 ايدرخت  صورتبه و محصولات باغباني نيمه گرمسيري
گرم و  يوهواآباست كه در شرايط  سبزشهيهمدرختچه 
و  رشد مناسبي دارد. مناطق شمالي كشور (گيلان مرطوب

مازندران) مناطقي هستند كه شرايط مناسب براي كشت و 
در اقتصاد . اين محصول دنپرورش اين محصول را دار

بررسي وضعيت مديريت كند. مي فاءيمنطقه نقش مهمي را ا
ي چاي در منطقه براي فراهم آوردن امكانات اشتغال، هاباغ

، هيرويببهينه از منابع، جلوگيري از مهاجرت برداري بهره
و  يوربهرهي اجتماعي، افزايش توليد و هاارزشتضمين 

نياز  نيتأم منظوربهتوسعه پايدار ضروري است.  تيدرنها
داخلي و رسيدن به خودكفائي بايستي به دو موضوع افزايش 

 و كنندگانمصرفكيفيت چاي داخلي، به جهت ترغيب 
ميزان توليد از طريق افزايش عملكرد در  همچنين افزايش

قديمي توجه خاصي  يهاواحد سطح و احياء و واكاري باغ
و  ونديپ ،يزنهقلمكشت بذر،  يهابا روش ي. چاشود

است،  خود لقاح ياهيگ ي. چاشوديم ريشاخه تكث دنيخوابان
حاصل از بذر مشاهده  اهانيتفرق صفات در گ نيبنابرا

 پيژنو ت يدارا هادرختچهاز  هركدام جهيشود، در نتيم
شود عملكرد و يهستند كه سبب م يگرياز د يمتفاوت

باتوجه به  نباشد. كساني گريكديبا  هادرختچه نيا تيفيك
كشاورزي و تراكم جمعيت در  هايمحدوديت شديد زمين

گيلان و مازندران، امكان افزايش سطح زير  هاياستان
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ي هابخشيريت مناسب در لذا با اعمال مد است.كشت كم 
عملكرد را در واحد  توانيممختلف كاشت، داشت و برداشت 

 ايران چاي هايباغ اكثرسطح افزايش داد. در حال حاضر 
سال است كه نتيجه  50با متوسط سن بوته بيش از  بذري

ايران شده  توليدي چاي كيفيت و عملكردآن باعث كاهش 
 يهانهال كشت يجابه كشاورزانها سالاست. طي اين 

. اندنداشته سهربا  بوته سازيجواناي جز و برتر چاره يدجد
و  مناسب گزينه تواندنمي گاهچيه هاروشاستفاده از اين 

 يجابه جديد هاينهال كشتجايگزيني و  براي مطمئني
 كه است يضرور لذا .باشدي پير و بدون كيفيت هابوته
 آن بجاي جوان يهانهال و شده كنريشه قديمي هايبوته

از  ي دولت وهادغدغه از يكي موضوع اين. گردند كشت
 چنداننهدر آينده  كشور چايدر  ساختار اصلاح اصلي اهداف

با توجه به سطح زيركشت چندين هزار . دور خواهد بود
هكتاري اراضي چايكاري ايران براي انجام اصلاح و 

 يراب نهال ي چاي كشور به توليد تعداد زياديهاباغنوسازي 
 بسيار كمبود به توجه با. باشديمنياز و كاشت  ينيگزيجا

 چاي تكثير به مربوط مشكلات و مادري بوته هايباغ شديد
 كشت طريق از چاي تكثير ،ي سنتيهاروش طريق از

 هاييكامروزه تكن .باشديم اجتنابرقابليغ ايشيشهدرون
 يهانهالانبوه  يدهمچون تول ياييكشت بافت به خاطر مزا

انتخاب  يكنواخت،)، يمارياز ب يسالم (عار ي،قو
در اغلب  يوتكنولوژيبرتر و كاربرد در ب هاييپژنوت

گردد. با ياستفاده م يدر حوزه چا يشروپ يكشورها
كوتاه به تعداد  زمانمدتدر  توانيمگيري از اين روش بهره

 افتيدستزيادي گياه چاي سالم با ساختار ژنتيكي يكسان 
مستقيم و غيرمستقيم بر كميت و كيفيت برگ  صورتبهه ك

 ژنتيكي پايداري .گذارد ريتأثسبز و چاي خشك استحصالي 
 ،هاگونه ريزازديادي از آمده بدست هاينمونه در هاكشت زير
 از استفاده اثر در سوماكلونالي تنوع ايجاد دليل به

 رسيبر بنابراين. باشديم اهميت حائز رشد، هايكنندهيمتنظ
 يهانسل در مولكولي ماركرهاي از استفاده با ژنتيكي تنوع

 ضروري چاي، اييشهش درون ريزازديادي از حاصل متوالي

  .باشديم

  تنوع سوماكلونال

در كشت بافت  جادشدهياتنوع  عنوانبهتنوع سوماكلونال 
 ,Larkin and Scowcroftاست ( شدهفيتعريا سلول 

، براي يطوركلبهسوماكلونالي ، اصطلاح تنوع راًياخ). 1981
از كشت بافت استفاده  جادشدهيااشكال تنوع  يهمه

). اگرچه مكانيزم تنوع سوماكلونالي Bajaj, 1990( شوديم
 عنوانبه توانديمكامل درك نشده است اما  طوربههنوز 

 هاوهيميك ابزار كارآمد براي القاي تنوع، بهبود و اصلاح 
). دو نوع تنوع Predieri, 2001به كار گرفته شود(

سوماكلونال وجود دارد: وراثتي (ژنتيكي) و اپي ژنتيكي. 
تنوع وراثتي هم از طريق سيكل جنسي و هم سيكل 
غيرجنسي پايدار است اما تنوع اپي ژنتيكي ممكن است 

، رديگيمصورت  غيرجنسي صورتبهتكثير  كهيوقتحتي 
ز تنوع اپي ژنتيكي ا شدهشناختهناپايدار باشد، بهترين مثال 

 هانيتاميواز دست رفتن نياز به اكسين، سيتوكينين يا 
  ).Nwauzoma and Jaja, 2013توسط كالوس است(

 توانمندي يمسئله دليل به بدني يهاسلول از باززايي
 افتهيزيتما يهاسلول باززايي طي .است گياهي يهاسلول

 مسير يك طي دوباره متعاقباً و شوندمي يابيواتمايز

). Pasqual et al. 2014( شونديم بازتمايزيابي تكاملي
 است تريطولان ها كشت پروتوپلاست طي تغييرات اين

 مسائل با مرتبط اغلب سوماكلونال تنوع يهاشهير و علل
 .Pasqual et al( بافت است كشت در بيروني و دروني

پرآوري،  يهاروش، ياشهيش). در طول كشت درون 2014
آغازي، نوع  يماده عنوانبه شدهاستفاده، نوع بافت ژنوتيپ

زير  زمانمدترشد، تعداد و  يهاكنندهميتنظو غلظت 
، برخي از فاكتورهايي هستند كه فركانس تنوع را هاكشت

رشد  يمرحله از بعد ).Pierik, 1987(كننديمتعيين 
 وقوع براي بالايي احتمال كالوس سازمانيب و نامنظم

 توسط مطالعه در يك . شوديم فراهم كلونالسوما تنوع
 از شده باززايي گياهان روي ) بر2010و همكاران( لوپز

 كه شد داده نشان  Theobroma cacao كالوس كشت

در  هم و ژنتيك در هم تنوع از ياملاحظهقابل افزايش
 ييزااندام از حاصل گياهان با مقايسه در اپي ژنتيك

  ).Pasqual et al. 2014شد( مشاهده

  بافت منشأ درع تنو

 تنوع ژنتيكي شامل اندوپلي پلوئيدي و پليتن
)Polytene ( و افزايش و كاهش تواليDNA  است كه مي

توانند در طول تمايز سوماتيكي در رشد و نمو گياهان رخ 
). بنابراين هيچ جاي تعجب Pasqual et al. 2014دهند(

ماكلونال مي نيست كه تفاوت در فراواني و ماهيت تنوع سو
تواند رخ دهد افزون بر اين روند تمايز و واتمايزيابي نيز 
ممكن است هم در كيفيت و هم در كميت تنوع ژنوم ها و 

كه در طول تغييرات سلولي هم   DNAمختلفتوالي هاي 
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مي توانند گسترش يابند و هم مي توانند حذف شوند، 
و  دخالت نمايد اين تغييرات مرتبط با منشاء بافت ها

سيستم باززايي هستند و ممكن است توضيح دهند كه چرا 
كشت هاي خاصي در ارتباط با انواع خاصي از تغييرات 

در غلات  )Albino( هستند براي مثال فراواني بالاي زالي
 .Pasqual et alدر تنباكو( DNAوگسترش توالي هاي 

). آزمايش ها روي تنوع سوماكلونال كه در آن هر 2014
و گياه منشا آن مشخص هستند و با مقايسه سوماكلون 

گياهان باززايي شده خاص از همان كشت به وضوح نشان 
مي دهد كه اگر چه بسياري از تنوعات ريشه در فاز كشت 
دارند شماري از اين تنوعات در بافت دهنده پديدار مي 

اين نشان مي دهد كه تنوع سوماكلونال ممكن است  شوند
داشته باشد كه قبلا در گياه دهنده  ريشه در موتاسيون بدني

 ).Sato et al. 2011وجود داشته است(

  اي شيشه درون سلولي تقسيم در ها ناهنجاري

وقتي كه سلول ها يا بافت هاي تمايز يافته جدا شده و 
در شرايط درون شيشه اي كشت شوند در حضور تنظيم 

رشد ميتوز انگيخته مي شود. مطالعات بافت  هايكننده
طي  ي نشان داده اند كه ناهنجاري هايي ممكن استشناس

تقسيم سلولي رخ دهد كه در نتيجه آن، ناهنجاري هايي در 
تعداد و ساختار كروموزوم در گياهان باززايي شده به وجود 
مي آيد پيشنهاد مي شود كه كنترل ناكافي چرخه سلولي در 
محيط آزمايشگاهي يكي از دلايل رخ دادن تنوع 

است وقتي كه ديواره سلولي در كشت سوماكلونال 
پروتوپلاست حذف مي شود و ديواره جديد تشكيل مي شود 
و تقسيم در سلول هاي مشتق شده از پروتوپلاست ها رخ 

آن اتفاق افتاده است  مي دهد بيشترين خطاهايي كه طي
در طي سنتز ميكروتوبول ها، تشكيل و سمتگيري دوك و 

در نتيجه تغييرات تفكيك كروماتيدها رخ مي دهد و 
گسترده اي در ساختار و تعداد كروموزوم ها روي مي دهد. 

شدن چرخه رشد درون  افزايش سن كالوس و طولاني
شيشه اي سبب افزايش زمان رشد بي سازمان كالوس و 

نتيجه اين ناهنجاري ها  كشت هاي سلولي شده و در
  ).Pasqual et al. 2014افزايش مي يابند(

در  گياهي رشد هايكننده متنظينوع و غلظت 

  ايجاد تنوع سوماكلونال

رشد گياهي بر چرخه سلولي و متعاقبا  هايكنندهتنظيم 
در  D-2,4در تنوع سوماكلونال دخيل هستند غلظت بالاي 

افزايش بي ثباتي كروموزومي دخيل شناخته شده 
زياد اكسين و  هايغلظت). Pasqual et al. 2014است(

مي توانند در گياهان باززايي  كشت طمحي يا سيتوكينين در
شده انحراف مورفولوژيكي از حالت نرمال ايجاد كنند. 
پديدار شدن تنوع سوماكلونال در گياهان باززايي شده درون 
شيشه اي به ميزان زيادي با كاهش سطوح تنظيم 

 هانمونهرشد در محيط كشت ريزازديادي  ريز هايكننده
. نوع و غلظت تنظيم )Debnath, 2003كاهش مي يابد(

كننده ها ي رشد بر تنوعات مشاهده شده در گياهان 
باززايي شده از تحريك گزينشي سلول هاي در معرض 

 هايكنندهسطوح پلوئيدي خاص اثرگذار بوده است. تنظيم 
رشد همچنين مي توانند باعث تغييرات گذرا در فنوتيپ 

به شوند هرچند اين تغييرات ميتوزي در طول رشد گياه 
ارث برده نمي شوند در نتيجه اپي ژنتيك هستند. تبادل 
ناكافي گازها در فلاسك هاي دربسته ي كشت ممكن 
است باعث تجمع اتيلن شود و متعاقب اتيلن بر تغييرات 

 ).Pasqual et al. 2014اپي ژنتيكي تاثيرگذار باشد(

  نشانگرها

 تفاوت كه صفت (ويژگي) است هر معادل ژنتيكي نشانگر

اين  اساسا .كند مشخص ها، گونه يا و افراد بين را كيژنتي
 عنوان به تنها و كنند نمي اشاره خاصي ژن به نشانگرها 

 نشانگرهاي مولكولي كنند. مي عمل ژنتيكي هايي نشانه

 متصل ژن به كه نحوي به هستند ژن به نزديك بسيار كه
 مي ضميمه خوانده يا و برچسب عنوان با ، باشند شده

 صفت فنوتيپ بر خود خودي به نشانگرهايي ينشوند. چن
 در تنها ها آن كه گذارند، چرا نمي نظر تاثيري مورد

 صفت ي كننده كنترل هاي ژن با اتصال در يا و نزديكي
 اي ويژه ژنومي موقعيت نشانگرهاي مولكولي هستند. تمام

 كلي طور اند. به كرده اشغال  كروموزوم درون را
 شوند: مي تقسيم عمده گروه سه به نشانگرهاي ژنتيكي

 قابل يا و كلاسيك (يا مورفولوژيكي نشانگرهاي - 
  هستند. فنوتيپي ويژگي يا صفت مشاهده) كه خودشان

 با آنزيمي هاي تنوع شامل كه بيوشيميايي نشانگرهاي - 
  هستند. ها نام ايزوزيم

 در مكاني هاي تفاوت كه مولكولي نشانگرهاي - 
DNA كنند. مي مشخص را  

  شانگرهاي مورفولوژيكين

 و هستند مشاهده قابل غالبا مورفولوژيكي نشانگرهاي
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 و ويژگي دانه شكل گل، رنگ قبيل از هاي ويژگي شامل
 هاي ويژگي از محدودي شوند. تعداد مي رشدي هاي

 تعميم قابل دارند كه وجود گياهان در مندلي مورفولوژيكي
 انگرهاينش از بسياري باشند. ژنتيكي نشانگر عنوان به

 ها رست دانه كه در هستند هايي جهش مورفولوژيكي،

 و رنگدانه عدم مانند هايي شوند. جهش مي مشاهده
 و تشخيص مخروطيان قابل در عمدتا كه گياه كوتاهي
 محدودي كاربردهاي نشانگرهايي چنين هستند. مشاهده

 صورت در و هستند بسيار نادر ها جهش اين چراكه دارند

 متاسفانه، .هستند كشنده حتي و مخرب بسيار هم بروز
 شده شناسايي امروز به تا اندكي مورفولوژيكي نشانگرهاي

 مي خاص هاي گياهي گونه به محدود ها آن ي اند. عمده
 و رسان آسيب بسيار كه هستند هايي جهش يا و شوند

 غالب ژني مكان چنين نشانگرهايي در  باشند. مي مخرب
 يكديگر از تمييز قابل زيگوتهومو هتروزيگوت و افراد بين

 اين نشانگرها از گروه اين ناكارآمدي سويي ديگر از نيست.
 و شوند مي ژني تك صفات به محدود آنها كه است

 پوشش توانند نمي را مهم چندژني از صفات بسياري

  ).Angaji, 2011دهند(

  نشانگرهاي بيوشيميايي

 يا و بادي آنتي هورمون، هر شامل بيوشيميايي نشانگرهاي
 ها يا بافت و مايعات در كه شوند مي ديگري سوبستراي

 ايزوزيم و ها آلوزيم آنها تمام بين در .باشند شناسايي قابل

 نوعِ ترين مهم ها آن .هستند بقيه از تر شاخص ها
 كاربردي ها گونه بسياري در و هستند ژنتيكي نشانگرهاي

، 2 ،1 اب ولي عملكرد يك با ها آنزيم از انواعي .باشند مي
  دارند. وجود ساختاري تفاوت 4و يا  3

 پروتئيني-مولكولي نشانگرهاي اولين سيستم ها ايزوزيم
 در ايزوزيم ي كردند. واژه فراهم ژني يابي نقشه براي را

 متنوع اشكال واقع در ها ايزوزيم شد. ابداع 1959 سال
 Mollerفعاليت كاتاليكي توسط  يك كه هستند آنزيم يك

 يك در ويژه بافتي از و دهند مي انجام ار Market و 
 گسترده تراين توضيح يك در يا و شوند مي منشاء موجود

 فعاليت كه شود مي متفاوتي اطلاق هاي آنزيم به واژه
  دهند. مي انجام را يكساني

ها ي  آنزيم كه دارد اشاره حالتي نيز به آلوزيم ي واژه
 آلل يك در مورفيسم) چندشكلي (پلي از ناشي متفاوت
 تغيير ي نتيجه در نيز ها آنزيم در تحرك تفاوت باشند.

 در خود ي نوبه به نيز آن كه شود مي ايجاد آمينواسيدي
  است. آمده وجود به اي نقطه ي جهش نتيجه

 ها آن به كه دارند متفاوتي الكتريكي بار ها ايزوزيم
 ي اندازه (برمبناي الكتروفورز ژل روي جداسازي بر قابليت

 آنزيم لذا و دهد مي را الكتريكي) بار و شكل ،مولكولي

 خواهند ايجاد ژل روي بر را متفاوتي باندهاي هاي يكسان

 توان طي مي ها، آنزيم اختصاصي عملكرد براساس .كرد
 يا و سوبستراهاشان با را ها آنزيم رنگي، واكنشي

توليد  با و كرد متصل هم به ژل روي بر كوفاكتورهايي
 و كرد مشاهده ژل روي رو اه آن راحتي به رنگ

ژل  از تر ساده بسيار هاي پروتوكل در داد. تشخيص
 از تر پيچيده هاي تكنولوژي شود. در مي استفاده نشاسته

 شود استفاده مي ايزوالكتريك ژل يا و اكريل آمايد پلي ژل
 تر پرهزينه اما دهند مي دست به را بهتري نتايج كه

 يك فرد در ي،آلوزيم مكان يك در الل دو .هستند
 ها آلوزيم لذا هستند. تشخيص قابل هتروزيگوت

 .هستندco‐dominant نشانگرهاي 

  نشانگرهاي مولكولي

 DNAمبناي  بر نشانگرهاي مولكولي يا نشانگرهاي
 نشانگرهاي به نسبت چندين ويژگي سودمندي داراي

 اين هستند. بيوشيميايي و فنوتيپي كلاسيك و قديمي
 فيزيولوژيكي شرايط سن، توسط تركم نشانگرها از گروه
 كنند. مختص مي تغيير محيطي فاكتورهاي و هانمونه

 مورد فرد از تكويني ي مرحله هر در لذا و نيستند بافتي
 كمي مقادير تنها هستند.  كاربرد و شناسايي قابل مطالعه،

 شكل و است كافي پردازش و مطالعه براي نمونه از
 و شناسايي براي اي محدودكننده عامل نمونه فيزيكي
 مولكولي نشانگرهاي از نامحدودي تعداد نيست.  مطالعه

 پلي ديگري نشانگر هر از هستند. بيش دسترس در
 بسيار ها آن تمييز و جداسازي قدرت و هستند مورفيك
 قابل نيز هم به نزديك بسيار هاي واريته حتي كه بالاست

ر مولكولي ب نشانگرهاي .هستند يكديگر از جداسازي
 مختلف هاي زمينه در را مستحكمي جايگاه  DNAمبناي 

 مهندسي شناسي، جنين فيزيولوژي، تاكسونومي، جمله از
 ابزار عنوان به ديگر ها اند. آن كرده پيدا غيره و ژنتيك

 به جنايي اهداف يا  DNAبراي انگشت نگاري  اي ساده

  .روند نمي كار
تفاده اس PCRدر اين پژوهش از نشانگرهاي برمبناي 

شد، تا ميزان پايداري ژنتيكي در زير كشت هاي حاصل از 
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) بعد از پنج 100پرآوري جوانه هاي جانبي چاي (كلون 
 زيركشت بررسي شود.

   ISSRنشانگرهاي 
 روش هاي بر پايه ي زنجيره اي پليمراز

PCR)Polymerase chain reaction ،به دليل سهولت (
كاوشگرهاي هزينه ي پايين، سرعت و عدم نياز به 

راديواكتيو، امروزه به طور گسترده اي در بررسي تنوع 
ژنتيكي ارقام مختلف گياهي مورد استفاده قرار مي گيرند. 

 ISSR، نشانگرهاي PCRدر بين نشانگرهاي مبتني بر 
)Interv simple sequence repeat  نواحي بين توالي

هاي تكراري ساده) به طور وسيعي توسط محققان براي 
يه وتحليل تنوع ژنتيكي مورد استفاده قرار گرفته اند و تجز

مبتني بر واكنش  ISSRكارآمد گزارش شده اند. نشانگر 
زنجيره اي پليمراز و جزء انواع تغيير يافته ي نشانگرهاي 

و با  PCR، توسط ISSRريزماهواره مي باشد. نشانگرهاي 
گر، استفاده از توالي هاي مركزي ريزماهواره به عنوان آغاز

به  5/يا  3 /همراه با چند نوكلئوتيد انتخابي در انتهاي 
عنوان لنگرهايي داخل مناطق غير تكراري مجاور تكثير 

يك تكنيك  ISSR). نشانگر Li et al. 2008مي شوند(
ساده، سريع و موثر و بسيار تكرارپذير است و داراي ويژگي 
 هاي بسيار مطلوبي مانند تجزيه و تحليل همزمان تعداد
زيادي جايگاه ژني، دقت بالا، تنوع بسيار بالا، هزينه ي 
پايين، سرعت و سهولت اجرا به طور گسترده اي در گياهان 

نيمه تصادفي بوده  ISSRبه كار گرفته شده است. نشانگر 
و از تكرارپذيري و چند شكلي بالايي  برخوردار است و در 

علت  دامنه ي وسيعي از گياهان كاربرد دارد. همچنين به
قالبيت، سادگي، سرعت عمل و قدرت تفكيك بالا، قدرت 
بيشتري در آشكار سازي تنوع ژنتيكي دارد. مزاياي استفاده 

اين است كه اختصاصي بودن نشانگرهاي  ISSRاز نشانگر 
ريزماهواره را به نمايش مي گذارد، اما با بهره گيري از 
مزيت هاي نشانگرهاي تصادفي، نياز به هيچ گونه 

عات توالي براي سنتز آغازگر ندارد. از جمله مزاياي اطلا
به داشتن چندين مقر ژني چند شكل، توان ميديگر آن 

قابل كاربرد با تعدا زيادي نمونه و هزينه ي پايين اشاره 

مي تواند در مطالعات مربوط  ISSRكرد. تجزيه و تحليل 
به هويت ژنتيك، نسبت، كلون، شناسايي سويه و مطالعات 

ونوميك گونه هاي بسيار نزديك و همچنين در تاكس
  مطالعات نقشه برداري ژن مورد استفاده قرار گيرد.

با  يرانيا يچا يزازديادير يابيطرح باهدف ارز ينا
و بررسي ژنتيكي زيركشت كشت بافت  يكاستفاده از تكن

براي اثبات پايداري ژنتيكي  ISSRها با استفاده از ماركر 
 يدر اين روش برا. د گرفتانجام خواهزيركشت ها 

همچون  يعوامل ي،مطلوب چا يربه روش تكث يابيدست
نحوه استقرار  يل،روش مناسب استر ،مناسب جداكشت
كشت و نوع و  يطمح يباتكشت، ترك يطدر مح جداكشت

كننده شاخه كنترل ياهيرشد گ هايكنندهيمغلظت تنظ
 مورد يدحاصله با ياهانگ يكيو ثبات ژنت زايييشهو ر ييزا

 32از  يشكشت ب يربا توجه به سطح زيرد. قرار گ يبررس
هزار  15به  يازو ن يرانكاري اچاي ياراض يهزار هكتار

و كاشت در هر هكتار باغ،  يگزينياصله نهال چاي براي جا
كشور به تعداد  يچا يهاباغ يانجام اصلاح و نوساز يبرا
بود . با توجه به كمخواهيم داشت يازنهال چاي ن ياديز

هاي بوته مادري و مشكلات مربوط به شديد باغ بسيار
تكثير چاي از طريق ي، هاي سنتتكثير چاي از طريق روش

از  يريگاست. با بهره اجتنابيرقابلغ اييشهكشت درون ش
 ياهگ ياديزمان كوتاه به تعداد زدر مدت توانيروش م ينا

 هنمود ك يدادست پ يكسان يكيسالم با ساختار ژنت يچا
برگ  يفيتو ك يتبر كم يرمستقيمو غ يمصورت مستقبه

 گذارد. پايداريمي تأثير يخشك استحصال يسبز و چا
 از آمده بدست هاينمونه در ها كشت زير ژنتيكي

 اثر در سوماكلونالي تنوع ايجاد دليل به ها، گونه ريزازديادي
. باشد مي اهميت حائز رشد، هايكننده تنظيم از استفاده

 ماركرهاي از استفاده با ژنتيكي تنوع بررسي ينبنابرا
 درون ريزازديادي از حاصل متوالي هاي نسل در مولكولي

  .باشد مي ضروري چاي، اي شيشه
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  هامواد و روش

 يقاتيتحق ستگاهياز ا 100كلون  يچا ياهيگ يهانمونه
از  يجانب يهاشد. جوانه هيته شهر لاهيجان ياسلام ديشه

 زيشده، ر يضدعفون طياشده و در شراشاخساره ها جد
سترون شد.  تكسيو وا كيليها با استفاده از الكل اتنمونه

هود كشت بافت در  ريشده زسترون يهانمونهزير
 يشده و جهت پرآور برش زده متريليم 5 - 2 يهااندازه

 5/1و اسگوگ با  يگيموراش هيكشت پا طيشاخساره در مح
ساكارز با استفاده از  تريدر لگرم  30آگار و  تريگرم بر ل

 5در غلظت  نيورينوپيآم ليرشد بنز كنندهميتنظ بيترك
 تريل در گرميليم 5/0و غلظت ثابت  تريدر ل گرميليم
 سانتي 5 – 2طول (شاخساره ها پرآوري و سپس  نيبرليژ

و  يگيموراشريشه زايي شامل محيط كشت  طيدر مح )متر
و ساكارز  تريگرم در ل 30و آگار  تريگرم بر ل 5/1اسگوگ با 
گرم  يليم 6000غلظت در  دياس كيريبوت ندوليااستفاده از 

كشت داده شده در  يهانمونهقرار داده شد. تريدر ل
 18 وديو فتوپر گراديدرجه سانت 25 يبا دما توترونيف

  . شدند ينگهدار ييساعت روشنا

  مطالعات مولكولي

  نمونه برداري گياهي

هاي جوان و بالغ گياه مادري كلون  را از برگ هانمونه
موجود در پژوهشكده ي چاي جمع آوري شد.  100

مربوط كشت بافت  نيز از برگ هاي گياهچه   هاينمونه
در پنج  100هاي حاصل از كشت درون شيشه ي كلون 

زير كشت انتخاب گرديد. برگ هاي جوان پس از چيدن 
 از هر بوته در محفظه هاي يخ يا تانك ازت مايع
نگهداري و به آزمايشگاه منتقل و بلافاصله در فريزر 

درجه سانتي گراد جهت جلوگيري از فعاليت  - 20
  اندونوكلئازي قرار داده شدند.

 DNAاستخراج 

 هاينمونهژنومي از  DNAدر اين تحقيق استخراج 
 Gene JET Plant Genomic برگي به روش كيت (

DNA Purification Mini  Kit  (اه در آزمايشگ
بيوتكنولوژي پژوهشكده ي چاي واقع در لاهيجان صورت 

  گرفت.
   DNAمراحل استخراج 

برگي جهت حذف عوامل آلاينده  هاينمونهابتدا  .1
مانند گرد و غبار و يا تخم حشرات توسط آب مقطر استريل 

درصد ضدعفوني شدند. بعد از  70شسته و سپس با اتانول 

بر اساس  خشك شدن برگ ها ادامه ي مسير استخراج
 دستورالعمل ذيل صورت پذيرفت.

برگ ها با نيتروژن مايع در هاون چيني به طور  .2
گرم) از  2/0كامل پودر شدند. سپس مقدار مورد نياز (حدود 

اين پودر به تيوپ هاي اپندرف دو ميلي متري شماره 
گذاري شده كه توسط نيتروژن مايع خنك شده بودند، 

پ ها جلوگيري از آب منتقل گشت ( دليل خنك كردن تيو
 انداختن پودر برگ در زمان انتقال به تيوپ ها بود). 

به تيوپ  Lysis Buffer Aميكرو ليتر از  30 .3
 اضافه شد. هانمونهحاوي 

 ثانيه 15تا  10ورتكس كردن مخلوط به مدت  .4

ميكروليتر  20و  Lysis Buffer Bميكروليتر از  50
 به تيوپ ها افزوده شد. RNaseAماده ي 

 ثانيه 15تا  10تكس كردن مخلوط به مدت ور .5

درجه  65دقيقه در دماي  10تيوپ ها به مدت  .6
 سانتي گراد در بن ماري قرار داده شد.

به تيوپ ها  Pricipitationميكروليتر محلول  130
 بار سر و ته گرديد. 5- 3اضافه و تيوپ ها 

دقيقه بر روي يخ قرار  5تيوپ ها به مدت  .7
 .گرفت

 rpmدرجه سانتي گراد با نيرو  4ژ در دماي سانتريفيو
 دقيقه صورت گرفت. 5به مدت  14000

ميكروليتر) با  400تا  300فاز بالايي ( حدود  .8
سمپلر و با دقت برداشته شد و به تيوپ هاي جديد شماره 

 گذاري شده منتقل شد.
و  Plant gDNA Bindingميكرو ليتر محلول  400

تيوپ ها اضافه شد و سر و به  96ميكروليتر اتانول % 400
 ته شد تا به خوبي مخلوط شوند.

ميكروليتر) به  650نصف مخلوط حاصل (حدود  .9
 ستون هاي جداسازي منتقل گرديد.

سانتريفيوژ  rpm 8000دقيقه  تيوپ ها در  1به مدت 
 شدند.

 مايع جمع شده در پايين تيوپ ها دور ريخته شد. .10
ط براي باقي مانده ي مخلو 15تا  13مراحل  .11

 تكرار شد. 12حاصل از مرحه ي 

به مخلوط اضافه  1ميكروليتر از بافر شستشو 500 .12
 شد.

انجام  rpm 10000 دقيقه در  1سانتريفيوژ به مدت 
 گرفت و مايع جمع شده در پايين دور ريخته شد. 

به مخلوط اضافه شد و  2ميكروليتر از بافر شستشو  500
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 انجام گرفت. سانتريفيوژ rpm  14000دردقيقه  3به مدت 

ستون هاي جداسازي به تيوپ هاي جديد شماره  .13
 گذاري شده منتقل شد.

به تيوپ ها اضافه  Elution Bufferميكروليتر   100
 دقيقه در دماي اتاق قرار گرفت. 5شد و 

  rpm  10000دردقيقه  1سانتريفيوژ به مدت 
(مجددا) به Elution Buffer ميكروليتر  100افزودن 

  rpmدر دقيقه 1و سانتريفيوژ به مدت  ستون جداسازي
10000  

 DNAمرحله ي تعيين كميت و كيفيت 

  استخراج شده

بدست آمده با اسپكتروفتومتر (نانودراپ)  DNAغلظت 
نانومتر اندازه گيري شد. همچنين براي  260در جذب 

تصديق آن از روش الكتروفورز بر روي ژل آگارز كه يكي 
ن منظور به كار مي رود، از روش هايي است كه براي اي

با وزن مولكولي زياد بر روي  DNAاستفاده شد. معمولا 
آگارز به صورت يك باند مشاهده مي شود. در حالي كه 

تخريب شده به صورت هاله اي در سرتاسر ژل  هاينمونه
  ديده مي شود.

 %8/0روي ژل آگارز  DNAبا استفاده از الكتروفورز 
 3د. براي هر نمونه كيفيت باند هر نمونه مشخص ش

ميكروليتر بافر  1استخراج شده با  DNAميكروليتر 

 %8/0بارگذاري مخلوط گرديده و در چاهك هاي ژل آگارز 
بارگذاري ) TBE )Tris-borate-EDTAدر شرايط بافري 

 65شد. ژل آگارز به مدت يك ساعت با ولتاژ ثابت 
جامد  الكتروفورز گرديد. ژل تهيه شده پس از تهيه و قبل از

ميلي ليتر با ماده ي  150ميكروليتر در  1شدن به نسبت 
Safe staibn  تركيب شده بود تا رشته هايDNA  در زير

) قابل مشاهده گردند. ژل بدست آمده پس از UVنور (
 هايDNA جهت كنترل  Geldocالكتروفورز در دستگاه 

استخراجي مشاهده و عكس برداري شد. پس از تفسير ژل، 
 PCRمناسب از نظر كيفي و كمي جهت انجام  يهانمونه

  الگو انتخاب گرديدند. DNAبه عنوان 
 

   PCRانجام واكنش هاي 

  آغازگرهاي مورد مطالعه:

با استفاده از  DNAبراي بررسي چند شكلي قطعات 
آغازگر استفاده شد. مشخصات  21از  ISSRنشانگر 

   .ارائه شده است 1آغازگرها در جدول 
مواد مورد  يمتنظ يبرا 2ر شده در جدول ذك ياز مقدارها

استفاده  ISSRنشانگر  يبرا PCRواكنشاستفاده در انجام 
  شد.
 

  PCRبكار رفته در واكنش  ISSR يمشخصات آغازگرها -1جدول 

Primer Sequence (5’-3’) 

IS1 ACACACACACACACACC 

IS2 AGAGAGAGAGAGAGAGYA 

IS3 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 

IS4 CTCTCTCTCTCTCTCTRG 

IS5 CAGCAGCAGCAGCAGCAGT 

IS6 GGAGAGGAGAGGAGAGGAGA 

IS7 CTTCACTTCACTTCA 

IS8 TGTGTGTGTGTGTGTGG 

IS9 CAACAACAACAACAACAAG 

IS10 GAGAGAGAGAGAGAGAC 
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IS11 CTCTCTCTCTCTCTCTRA 

IS12 GATAGATAGATAGATA 

IS13 TCTCTCTCTCTCTCTCC 

IS14 AGAGAGAGAGAGAGAGYT 

IS15 ACACACACACACACACYC 

IS16 ACACACACACACACACYG 

IS17 GACAGACAGACAGACAT 

IS18 ACACACACACACACACCG 

IS19 TATATATATATATATAT 

IS20 CACACACACACACACARC 

IS21 CACACACACACACACAG 

  
 5/12ي در حجم نهاي ISSRو مقدار پيشنهادي براي نشانگرهاي  PCRنوع مواد تشكيل دهنده اجزاي  -2جدول 

 ميكروليتر

  ميكروليتري 5/12 يك واكنش  غلظت نهايي  مواد واكنش

DNA ) 25الگوng/(  50  2  

 PCR*)10X(  1x  1.25بافر 

  mM 10(  0.2  0.25مخلوط نوكلوئيدي (

  1  0.8  )10آغازگر (

Taq) 5پليمرازU(  1  0.2  

  7.8   آب

  Mg+حاوي يون  PCRبافر * 

  

 اي پليمراز چرخه حرارتي واكنش زنجيره

در ابتدا براي هر آغازگر به صورت  DNAشرايط ازدياد 
 94در  )Initial Denaturation( واسرشسته سازي اوليه

چرخه شامل واسرشسته  35دقيقه،  4سانتي گراد به مدت 
دقيقه، دماي  1درجه سانتي گراد به مدت  94ازي در س

درجه سانتي گراد  54براي آغازگر ) Annealing( اتصال
درجه  72در ) Extension(دقيقه و توسعه  1به مدت 

دقيقه (كه اين سه مرحله بصورت  2سانتي گراد به مدت 

 72بار تكرار گشتند) و در نهايت در دماي  25اي چرخه
 Final ( دقيقه توسعه نهايي 5به مدت  درجه سانتي گراد

Extension( .انجام شد   
درصد و الكتروفورز  2تهيه ژل آگارز 

  آميزي:و رنگ PCRمحصولات 

به منظور بررسي قطعات تكثير شده، از ژل آگارز با 
درصد استفاده شد. براي تهيه ژل از تانك  2غلظت 

راي تهيه ليتر استفاده شد. بميلي 120الكتروفورز با ظرفيت 
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گرم آگارز درون يك ارلن  4/2درصد مقدار  5/1آگارز 
يك برابر  TBEليتر از بافر ميلي 125ريخته و به آن 

ليتر براي بخار شدن بافر). غلظت اضافه شد (پنج ميلي
دقيقه درون مايكروويو با قدرت  5/1محلول تهيه شده را 

 40وات قرار داده، سپس در دماي محيط تا حدود  1000
 Safeميكروليتر ماده  1گراد سرد شد. سپس رجه سانتيد

stain  داخل ژل ريخته شد. مخزن ژل روي يك سطح تراز
ها يكنواخت قرار داده شد تا ضخامت ژل در همه قسمت

باشد در غير اين صورت در هنگام برقرار كردن جريان و 
از مسير اصلي  DNAشروع به كار دستگاه باعث انحراف 

هاي ايجاد از ريختن ژل داخل مخزن، شانه خواهد شد. قبل
دقيقه  20كننده چاهك درون مخزن قرار گرفتند. پس از 

ها خارج شدند و تانك كه ژل به حالت جامد درآمد شانه
  يك برابر غلظت پر شد.  TBEبافرالكتروفورز از 

، دو ميكروليتر بافر PCRجهت الكتروفورز به هر واكنش 
ميكروليتر از مخلوط  10ار بارگذاري افزوده شد و مقد

هاي گذاري در هر يك از چاهكو بافر بار PCRمحصول 
گذاري شدند. شرايط ايجاد گرديده بر روي ژل بار

ساعت تنظيم شده و پس از  2براي  90الكتروفورز با ولتاژ 
اتمام عمل الكتروفورز و رنگ آميزي، قطعات تكثير شده 

DNA ژل داك مشاهده  در زير نور ماورا بنفش در دستگاه
  و عكس برداري گشتند.

  تجزيه ي آماري داده ها

بعد از عكس برداري ژل ها با دستگاه ژل داك، با 
) در روي هر Photoshopeاستفاده از نرم افزار فتوشاپ (

ژل براي حضور باند امتياز يك و عدم حضور باند امتياز 
صفر لحاظ شد (بر روي تصوير ژل با استفاده از خط كش، 

اسكوردهي انجام شد،  هانمونههر رديف براي كليه ي  در
حضور باند عدد يك و عدم حضور باند عدد صفر). بعد از 
كد بندي، داده ها به صورت ماتريس صفر و يك، وارد نرم 

گشتند. درجه ي چند شكلي نشانگرها توسط  Excelافزار 
صورت پذيرفت و با نتايج آنها بهترين  Excelنرم افزار 

ي خوشه اي با استفاده از ضرايب والگوريتم هاي تجزيه 
مشخص  NTSYS-pc 2.02مختلف توسط نرم افزار 

  گرديد.

 
  و بحث جينتا

  نتايج حاصل از سنجش مولكولي

در اين مطالعه گياهان، در حالت درون شيشه اي در پنج 
زير كشت، پرآوري شد. با توجه به اطلاعات ما، اين اولين 

در گياهان پرآوري شده  از  DNAگزارش از تنوع توالي 
C.sinensis   100مي باشد. در اين تحقيق از كلون 

متعلق به اين گونه استفاده شد. در پروتوكل پرآوري درون 
كه  100شيشه اي از طريق جوانه ي جانبي گياهان كلون 

به طور استاندارد تكثير شده بودند، جوانه هاي جانبي در 
رشد مناسب  هايكننده همراه با تنظيم MSمحيط كشت 

روز به محيط جديد منتقل شدند و در  45قرار گرفتند و هر 
 16درجه سلسيوس تحت دوره ي نوري  25±2دماي 

ساعته انكوبه شدند. گروهي از گياهان پرآوري شده به طور 
نمونه ي برگي از شاخه هاي  27تصادفي انتخاب و 

تحت متفاوت پرآوري شده درون شيشه جمع آوري شدند و 
قرار گرفتند. علاوه بر اين يك   ISSRتجزيه و تحليل 

گروه شاهد از گياه مادري كه در شرايط گلخانه تكثير شده 
و با يكديگر مقايسه شدند. كل   ليو تحل هيتجزبودند نيز 

DNA  از برگ هاي تازه از زيركشت هاي پرآوري شده ي
درون شيشه اي با روش كيت استخراج شد.  براي اين 

بررسي شده روي گياه چاي  ISSRپرايمر  30ي تعداد بررس

مورد استفاده قرار گرفت كه اين پرايمرها بر روي چهار 
 21به صورت تصادفي انتخابي تست شده و  DNAنمونه 

ب وژه انتخاعدد از بهترين آنها براي بررسي در اين پر
شناسايي  باندهاي قابل تكثير و قابلپرايمر  21شدند. اين 

و  هيتجزها در ادامه ي مشخصي را ارائه دادند و اين
پرايمر تعداد  21استفاده شدند. از اين  PCR  هايليتحل

نوار حالت يك  102نوار تكثير شد كه از اين تعداد  115
 30/11نوار حالت چند شكلي ( 13درصد) و  69/88شكلي (

به درصد) داشتند. بيشترين تعداد باند توليدي مختص 
با  )ISSR1 )AGAGAGAGAGAGAGAGYTپرايمر 
 ISSR8باند و كمترين متعلق به پرايمرهاي  10تعداد 

)TGTGTGTGTGTGTGTGG و (ISSR12 

)GATAGATAGATAGATA ( باند بود.  2تعداد با
 ISSR19بيشترين تعداد باند يك شكل در پرايمر 

)TATATATATATATATAT(  نوار و  9با تعداد
 ISSR2يمر كمترين در چهار پرا

)AGAGAGAGAGAGAGAGYA ،(ISSR8 
)TGTGTGTGTGTGTGTGG ،(ISSR12 
)GATAGATAGATAGATA و (ISSR16 

)ACACACACACACACACYGنوار  2تعداد  ) با
مشاهده شد. با توجه به آنكه در رابطه با بررسي حاضر مهم 
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مورد بررسي است بنابراين بر  هاينمونهيكنواخت بودن 
بررسي نوارهاي يك شكل اولويت خلاف ساير مطالعات به 

شود. درصد يكنواختي و چند شكلي باندها نيز بر داده مي
اساس تعداد باندهاي مشاهده شده محاسبه شد كه ميزان 

درصد و  69/88درصد يكنواختي باندهاي بدست آمده 
درصد براي كل باندها  30/11درصد نوارهاي چند شكل 

، ISSR2ه پرايمر پرايمر بكار برده ن 21محاسبه شد. از 
ISSR4 ،ISSR5 ،ISSR9 ،ISSR10 ،ISSR11 ،

ISSR12 ،ISSR14  وISSR16  توليد باند چند شكل
پرايمر ديگر تماما باندهاي يك شكل  12نمودند و باقي 

 مهين ليبه دل يدرصد چند شكل نياحتمالا اايجاد كردند. 
  باشد. يم ISSR يبودن ماركرها يتخصص

ه صورت ماتريس صفر و يك بعد از كدبندي، داده ها ب
(وجود باند عدد يك و عدم وجود باند عدد صفر)، وارد نرم 

شدند. پس از اين مرحله، ماتريس تشابه و  Excelافزار 
 NTSYSpcتجزيه ي خوشه اي با استفاده از نرم افزار 

محاسبه شد و دندروگرام بر اساس الگوريتم هاي  2.02
UPGMAرايب تشابه ، اتصال ساده و اتصال كامل و ض

دايس، جاكارد و تطابق ساده طراحي شد. براي آنكه 
مشخص شود كدام الگوريتم بهتر ميزان تشابه بدست آمده 
در ماتريس تشابه را در دندروگرام طراحي شده نشان مي 
دهد ضريب كوفنتيك محاسبه شد كه بر اساس آن ضريب 

را نشان  825/0ميزان  UPGMAتشابه جاكارد و الگوريتم 
ند كه نسبت به ساير ضرايب كوفنتيك بدست آمده داد

بالاتر بود. بنابراين براي طراحي كلاستر از ضريب 
در استفاده شد.  UPGMAكوفنتيك جاكارد و الگوريتم 

 يبه طور كل يمولكول يهاتوسط داده ياخوشه هيتجز
 انينمودار در ب ييكارا ليبالا دل كيكوفنت بيضر

 كيكوفنت بي. ضردباشيمحاسبه شده م يهاشباهت
 يبالا بيباشد. اگر ضر ريمتغ كياز دامنه صفر تا  توانديم
خوب صورت گرفته است،  يلياطلاعات خ انيباشد، ب  9/0

اطلاعات  انيباشد، ب 7/0و  9/0 نيماب بيضر نهاگر دام
 يهايژگيباشد، و 7/0كمتر از  بيخوب بوده و اگر ضر
را  يبندشهدر خو يفيتشابه ضع سيمحاسبه شده در ماتر

 هي) در تجز1996و همكاران ( نكوني. ردهدنشان مي
اند كه نشان داده يمولكول يهابا كاربرد داده ياخوشه

نمودار  ييعدم كارا ليبه دل نييپا كيكوفنت بيضر
 ليبه دل توانديم نييپا كيكوفنت بيبلكه ضر باشد،ينم

) 2و  1شكل هاي ( ها باشد.در داده يرعاديغ طيشرا
هاي ايجاد شده بر روي ژل داك درنتيجه ي نوار

را به  ISSR6و  ISSR3با پرايمرهاي   هانمونهالكتروفورز 
  ترتيب نشان مي دهد.

دامنه تشابه بدست آمده در ماتريس تشابه محاسبه شده 
متفاوت بود. متوسط ميزان تشابه  واحد 991/0تا  912/0از 

 هاينمونه يكه نشان از تشابه بالامحاسبه شد  961/0نيز 
با  سهيكشت دارد، كه در مقا ريپس از پنج ز يمورد بررس

 كي يرو 2009و همكاران در سال  Fusheng پژوهش
 يداريپا  Anoectochilus formosanus    ييدارو اهيگ

 76/2 سميمورف يپل زانيدرصد و م 94از  شتريب يكيژنت
با نتايج پژوهش ما همسو  بايتقر شد كهدرصد را گزارش 

   است.
در بررسي كلاستر زير كشت هاي حاصل از كشت بافت 

مشخص است در  3چاي، همانطور كه از شكل  100كلون 
 هانمونهاز ساير  97/0با ميزان تشابه  G17ابتدا نمونه كد 

جدا شد. با رجوع به جدول ماتريس تشابه ميزان متوسط 
بود كه نسبت به  944/0 هانمونهتشابه اين نمونه با ساير 

 G13(از نمونه كد  هانمونهكمتر است. باقي  هانمونه ساير
از ساير  976/0)  نيز در سطح تشابه حدود G19كدتا نمونه 

با بايكديگر  هانمونهجدا شدند. از آنجايي كه اين  هاينمونه
در دسته دوم تيمار هورموني قرار داشتند و اين احتمال 

ر حاصل شده وجود دارد كه تماما از يك زير نمونه اين تيما
باشند، تاييد كننده يكنواختي در تكثير كشت بافت است. دو 

كه متعلق به تيمار هورموني دوم بودند  G12و  G11نمونه 
در يك كلاستر قرار دارند كه نشان مي  هانمونهبا ساير 

دهد آنها از ريز نمونه اي ديگر در اين تيمار هورموني تكثير 
اعث تفكيك شدن شده اند كه در آن جهش هايي كه ب

شده است را ندارند. دسته ديگر  G19الي  G13 هاينمونه
انتخابي از تيمار سوم هورموني)  هاينمونه(تمام  هانمونه

) تماما در يك گروه در G28الي  G20كد  هاينمونه(
جدا شدند.  هانمونهتشابه از ساير  987/0سطح حدود 

با توجه به تيمار  هانمونهبيان كرد كه اين توانميبنابراين 
يكسان، تاييد كننده تشابه و يكنواختي در گياهچه هاي 

شامل  هانمونهبدست آامده مي باشند. در انتها نيز گروه آخر 
تيمار وال  هاينمونه) و G1( 100نمونه مادري كلون 

) به همراه دو نمونه تيمار G10الي  G2هورموني (
ز ساير ا 987/0) در حدود G12و  G11هورموني دوم (

جدا شدند. قرار گيري دو نمونه تيمار هورموني  هاينمونه
 هاينمونه) در كنار نمونه مادري و G12و  G11دوم (

تيمار اول هورموني مجددا دلالت بر يكنواختي بالاي 
  گياهان بدست آمده از كشت بافت دارد.



  
    

41 

 

 1398 پاييز و زمستان ،دوم شماره هاي گياهينوشچاي و دم مجله ترويجي

بطور كلي با توجه به نتايج بدست آمده از تحليل ماتريس 
لاستر مشخص مي شود كه روش تكثير ريز تشابه تجزيه ك

ازديادي گياه چاي مي تواند به عنوان يك روش مناسب 

براي تكثير انبوه اين گياه با حفظ ميزان يكنواختي و توليد 
 .گياهان مشابه گياه مادري مدنظر قرار گيرد

 
  

G1: Mother plant 
)1-G10: A (BA 3mg l-G2 
)1-G19: B (BA 6mg l-G11 
)1-28: C (BA 9mg lG-G20 

  

  ISSR3. الكتروفورز پرايمر 1شكل 
  

  

  
  ISSR6. الكتروفورز پرايمر 2شكل 
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 )UPGMAد و الگوريتم بر اساس ضريب تشابه جاكار ISSR. دندروگرام بدست امده از داده هاي نشانگر 3شكل 

 
  

برخي محققان گزارش كرده اند كه زمان در كشت درون 
 Ortonشيشه اي مي تواند تنوع سوماكلونال را ترفيع دهد (

1985, Hartmann et al. 1989, Nayak and Sen 
) 1999و همكاران (  Venddrame). از طرف ديگر 1991

مي  نتيجه گيري كردند كه در يك خط كشت تنوع ژنتيكي
تواند توسط ژنوتيپ بيشتر از مدت زمان كشت تحت تاثير 

چاي، مدت  100نتايج ما نشان داد كه در كلون  .قرار گيرد
زمان كشت با زير كشت هاي مرتب تاثيري در پايداري 
ژنتيكي آن ها نشان نداد. نتايج مشابه همچنين توسط 

Martins   گزارش شده بود.  2004و همكاران در سال  
Hammerschlag   ) در مطالعه اي 1987و همكاران (

كه روي زيركشت هاي پرآوري شده ي هلو انجام دادند، 
نشان دادند كه ژنوتيپ و طبيعت جداكشت ها مي تواند 
پايداري ژنتيكي گياه به دست آمده از كشت درون شيشه 

رسد كه مدت زمان اي را تحت تاثير قرار دهد. به نظر نمي
 ,Glouldر در پايداري ژنتيكي باشد(كشت تنها پارامتر موث

). با توجه به نتايج به دست آمده به نظر مي رسد كه 1986

استفاده از جوانه هاي جانبي براي تكثير درون شيشه اي 
شاخه هاي چاي، روشي مناسب، حفاظت شده با ريسك 

  پاييني از تنوع ژنتيكي است.
بالاي  هايغلظتهمچنين طبق گزارشاتي، استفاده از 

) نرخ BAميلي گرم بر ليتر از  15رشد ( هايكنندهنظيم ت
Giméتنوع سوماكلونال را افزايش داد( nez et al., 

 D-2,4ي مثل هايكننده). همچنين استفاده از تنظيم 2001
رشد مثل  هايكنندهنسبت به ديگر تنظيم  T-2,4,5يا 

IBA  وNAA  به نسبت بيشتري احتمال ايجاد تنوع
پس طبق   ).Ahmed et al. 2004ارد(سوماكلونال را د

مناسب از تنظيم كننده ها  هايغلظتنتايج ما استفاده از 
ي رشد مي تواند روش امني براي حفظ پايداري ژنتيكي 

  گياهان پرآوري شده باشد. 
مقايسه بين گياهان درون شيشه اي در پنجمين زيركشت 

ن درصد تشابه را نشا 91/98گياهان والد به طور متوسط  و
   داد.
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  پيشنهادات

 بهينه سازي كشت درون شيشه اي رقم هاي برتر چاي مانند ارقام مقاوم به خشكي و يا شوري �
 مطالعه ي تاثير تنظيم كننده هاي رشد ديگر بر روي استقرار و پرآوري چاي �
 اين مطالعه بررسي تنوع ژنتيكي زير كشت ها با استفاده از نشانگرهاي ديگر و مقايسه با نتايج بدست آمده از �

 استفاده از كشت بافت براي استخراج آنتي اكسيدان هاي موجود در چاي �

  

  منتخب  بعامنفهرست 

هاي  اثر پرايمينگ بذر با اسيد ساليسيليك بر شاخص. 1397.، دانش شهركي، ع.، خسروي لمجيري، پ. 1احمدپور دهكردي، 
. علوم و تحقيقات بذر ده بومي سيستان تحت تنش خشكيتو (Hibiscus sabdariffa) زني و رشد گياهچه چاي ترش جوانه

  ).11- 1: (5ايران. 
 اهيو كشت بافت گ ياديزازديابعاد ر ي، بررس1391 اد،يص يرمضان يو عل يپور لزرجان وسفيالهام  ؛يابيك يشاد رضا؛يترنگ, عل

  .گلستان گرگان، دانشگاه ،يوتكنولوژيب ييدانشجو يمل شيهما ني)، اولCamellia sinensis( يچا
  15-24 .وري زيستي در اصلاح ژنتيكي چاي، مجله علمي فني چاي، صنا، كاربرد ف)1383(، .غلامي، م

  .ها، انتشارات اميركبيرايدولپه )كتاب دوم(بندي گياهي جلد دوم ، رده)1383(، .مظفريان، و
  .، انتشارات موثقي)با نگرش علمي تحليلي(، چاي )1383(، .وكيلي، د

 

  


