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 چكيده
 اين منظور رايب. بود Eucalyptus microtheca كشت درون شيشه در ايجاد تنوع سوماكلون اين پژوهشاز  هدف
 همراه با) KNO3 و NH4NO3 نيمي از مقاديربا  (MS در محيط E. microtheca ساله يك نهالهاي سبز  هاي سرشاخه ريزنمونه

. كشت گرديدندTDZ (Thidiazuron) و) NAA) α-Naphthalene Acetic Acid( ،Kin )Kinetin هاي سطوح متفاوت هورمون
 مقادير تأثير  بررسي شد تا شده،هاي باززايي در گياهچه PAGEبه روش  پراكسيداز الگوي باندهاي عنوان نشانگر بيوشيميايي، هب

 يك مكان ژنيديمر،  مكان ژنييك  كه طوري به. اين آنزيم مشخص شودكننده   بيان ژنيهاي  بر روي مكانTDZمتفاوت هورمون 
ارزيابي  SSR  نشانگر مولكولي با استفاده ازهاي سوماكلون  تغييرات ژنوم گياهچه ووجود داشتژنتيك  و دو باند اپي مر تترا

دار  اثر معنيوجود ناپارامتري هاي آماري  تجزيه و تحليل. ند بودچند شكلياستفاده شده نشان دهنده وجود   پرايمردو .گرديد
 TDZ در مقادير مختلف  ديمرمكان ژنيبنا به نتايج پايداري .  نمودتأييدرا هاي پراكسيداز  آللساده تكرار شونده بر هاي  توالي

 وجود هاي ساده تكرار شونده توالي تترامر و مكان ژني هاي آلل، همچنين همبستگي بيشتري ميان دبو تترامر مكان ژنيكمتر از 
 .داشت
 
  هاي ساده تكرار شونده توالي ،پراكسيداز، نوع سوماكلونالت  كشت بافت،: كليديهاي واژه

 
 مقدمه 

از جمله  .Eucalyptus microtheca F. Muellگونه 
هاي جنوبي ايران است كه در  هاي وارداتي به استان گونه

 شرايط اكولوژيكي اين مناطق سازگار شده است
)Mortazavi-Jahromi, 1994.(  اين گونه از لحاظ شكل

مطلوب نيست اما با آزمايش هيبريدهاي جديد و ظاهري 
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 Assareh and( قابل اصلاح است ،هاي برتر انتخاب پايه

Sardabi, 2007( .به گونه اين در برتر هاي ژنوتيپ حفظ 
 كه آنجا از. باشد مي دشوار بسيار آن بودن دگرگشن علت
 عوامل كنترل و شناخت امكان ، تكثير از طريقبافت كشت

 ،سازد مي فراهم را انبوه تكثير و باززايي ززدايي،تماي در ثرمؤ
ابزاري مناسب براي حذف عوامل محيطي و  تواند مي

 ).Morabito et al., 1996( باشدسازي مواد گياهي  يكسان
 ،)E. gunnii) Herve et al., 2001باززايي غيرمستقيم در 

 )E. tereticornis) Sankara Rao, 1988  باززايي مستقيم در
 E. grandis) Watt  وE. dunnii زايي سوماتيكي در نينو ج

et al., 1999(و  E. globulus) Pinto et al., 2002( 
ها  هاي انجام شده بر روي اكاليپتوس هايي از پژوهش مثال
 و اثر ژنوتيپ،  پراكسيداز متأثر از شرايط محيطي.باشند مي

 كليه ، درون شيشهها در اين بررسي .باشد مي متقابل اين دو
سطوح متأثر از تغييرات  حذف و يپ و ژنوتيعوامل محيطي

 .مطالعه شد ها مختلف هورمون
 وزايي   اندامشناساييعنوان نشانگري براي  از پراكسيداز به

از ). Preetha et al., 1995(زايي نام برده شده است  جنين
عنوان  دار فعاليت پراكسيداز و كاتالاز به طرفي تغيير معني

در هنگام باززايي مستقيم صنوبر توسط هورمون نشانگر 
TDZ شده است تأييد )& Newton, 2005 Tang .( مقدار

 اندك  و كوتيلدونپريكوتيلدونفعاليت پراكسيداز در مراحل 
باشد  مي برآورد شده كه متناظر با مراحل تشكيل جنين جنسي

)Kormutak et al., 2003( . افزايش فعاليت پراكسيداز در
زاي كاهو مشاهده  هاي جنين زايي و در كالوس الهنگام ك

هاي مهم اين  از نقش .)Xiaoli et al., 1992(شده است 
توان به نقش آن در توليد ديواره سلولي، اتصال  آنزيم مي

 ,.Fry et al) سازي اشاره كرد ها و ليگنين ساكاريد عرضي پلي

1979; Castillo et al., 1986و Preetha et al., 1995( .

ها  عنوان نشانگر براي انواع مقاومت همچنين از اين آنزيم به
ام ايجاد تنش فعاليت بيشتري نام برده شده است كه در هنگ

 .)Ezaki et al., 1996( دارد
روي   برهاي ساده تكرار شونده توالي در چندشكلي

. )Ishikawa, 2003 Kinoshita &( است مؤثرها  ايزوانزيم
رد شده به توالي ژنتيكي پروموتر هاي وا تنشدر واكنش به 

 نحوه بيان ABAپراكسيداز در گياه تنباكو، فيتوهورمون 
 ,Klotz & Lagrimini(نمايد  اين پروموتر را تنظيم مي

 و Liuمقايسه نشانگرهاي مولكولي توسط . )1997
Furnier )1993(، Rus-Kortekaas و همكاران )و )1994 
Russellميان بستگي وجود هم) 1997 ( و همكاران

 .نشانگرهاي آنزيمي و مولكولي را به اثبات رسانده است
ديگر نشانگرهاي با  SSR  مولكولينشانگر همبستگي
 مقايسه شده است سويا و جو ان گياهبر رويمولكولي 

)Powell et al., 1996 وSaghai-Maroof et al., 1994( ،
 نشانگر مولكولي و ها  ايزوآنزيمهمبستگيهمچنين 

SSR استقرار گرفته بررسي مورد  گياه تريتيكاله در 

)Sun et al., 1998.( 80 ضريب=%r باندهايميان  
 بندي رتبه با استفاده از RAPD و  ميكروستلايت

Spearman، توسط Sun گزارش  )1997( و همكاران
 همبستگينيز  Mentalبا استفاده از آزمون  .ه استگرديد

 164/0 گياه تريتيكاله در ها نزيمآها و ايزو ميكروستلايت
و ) 1999( و همكاران Shah  البته.)Sun et al., 1997 (بود

Byrne از آزمون ) 1996( و همكارانChi-square براي 
 . اند  استفاده نمودههاي ژني مكاندار  تعيين اثر معني

  در اين پژوهش با استفاده از سطوح متفاوت هورمـون         
TDZ،هــاي وسهــاي بــاززايي شــده از كــال     گياهچــه 

E. microtheca بدســت آمــده و ســپس تغييــرات آنــزيم 
 و همبستگي آنها  هاي ساده تكرار شونده     تواليپراكسيداز و   
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 ي ژنـي  ها  مكان اين   تأثيرمورد ارزيابي قرار گرفت تا نحوه       
 .بر روي بيان آنزيم پراكسيداز مشخص گردد

 
 ها شمواد و رو

اقد ف هاي سبز شاخه سر  1386ماه سال  در ارديبهشت
يك از Eucalyptus microtheca F. Muell   بافت چوبي

سال در گلخانه  گياه حاصل از بذر كه به مدت يك
بذر  (عنوان ريزنمونه جدا شدند  به،نگهداري شده بود

هاي كاشته شده در  مورد استفاده در اين آزمايش از پايه
 درجه 51ممسني در استان فارس با طول جغرافيايي  دهنو

 دقيقه 8 درجه و 30ه شرقي، عرض جغرافيايي  دقيق31و 
آوري  جمع متر از سطح دريا 1140شمالي و ارتفاع 

ها براي ضدعفوني سطحي، درون  ريزنمونه. ) بودگرديده
.  دقيقه قرار گرفتند15 به مدت  آب داراي چند قطره تويين

مركوريك   شستشو شدند و توسط كلرومقطر آبسپس با 
ها در  ريزنمونه.  تيمار گرديدند ثانيه30مدت  به % 01/0

 5بار به مدت  هر(بار تقطير   مرتبه توسط آب دو نهايت سه
براي باززايي از . شستشو شدند) دقيقه و در زير هود

 KNO3 و NH4NO3 با نيمي از مقادير MSكشت  محيط
مطابق . )Skoog, 1962 Murashige &( استفاده شد

ها اضافه   محيط به تيمار متفاوت هورمونيپنج ،1جدول 
 از نتايج Kin و NAAجهت تعيين بهترين مقدار (گرديد 

و براي ) 2008(و همكاران  Shabannejadپژوهش 
-Ghamariپژوهش يج انت از TDZبهترين مقادير هورمون 

Zare  محيط كشت ). استفاده گرديد) 2006(و همكاران
گراد   درجه سانتي120 دقيقه در 20 براي pH 1/0±7/5با 

سطحي به ضدعفوني ها پس از  نمونه ريز. لاو گرديداتوك
هاي  متر بريده شدند و درون محيط  سانتي5/1 تا 1 طول

 6 تكرار و در هر تكرار 7از هر تيمار . كشت قرار گرفتند
 16 دوره نوري هفته در 4به مدت . نمونه كشت شد ريز

 ساعت 8و ) گراد  درجه سانتي27(ساعت روشنايي 
پس . از آنها نگهداري شد) گراد سانتي درجه 19(تاريكي 

 براي هاي سوماكلون ي گياهچهها از اين مدت از برگ
 .گرديدگيري   نمونهبعديعات المط

استخراج عصاره و الكتروفورز ژل پلي اكريلاميد به 
 Stich و Ebermann روش با استفاده از SDS-PAGEروش 

  گرم1/0 .انجام شد گياهچه سوماكلون 27براي ) 1982(
) =5/7pH(ليتر محلول استخراج   ميلي3/0برگ تازه در 

گراد   درجه سانتي4 ساعت در 48هموژنيزه گرديد و به مدت 
 15 دور در دقيقه به مدت 12000ها با  نمونه. نگهداري شد

محلول . گراد سانتريفيوژ گرديدند  درجه سانتي4دقيقه در 
استفاده از الكتروفورز با .  استفاده شدالكتروفورزرويي براي 

گرم در  2 آكريلاميد،گرم در ليتر  120% (12ژل جداكننده 
 =3/8pHبا )  تريسگرم در ليتر 6/45 بيس آكريلاميد و ليتر

كه توسط اسيدسيتريك تنظيم شده بود همراه با ژل جمع 
بيس گرم در ليتر  33/8  آكريلاميد،گرم در ليتر  50% (5كننده 

اسيد گرم در ليتر  41/8 و تريس  گرم در ليتر15  آكريلاميد،
 5/1 گلايسين و  گرم در ليتر2/7(و بافر الكتروليت ) سيتريك

 100 ولت و 300با شدت جريان )  تريسگرم در ليتر
براي سفت .  گرديدبارگذاري ساعت 4آمپر به مدت  ملي

محلول آمونيوم پروكسودي ليتر   ميلي1شدن هر دو ژل از 
از هر نمونه به . استفاده شد تمد و)  گرم در ليتر4/1(سولفات 

منظور  هب. به درون هر چاهك تزريق شدميكروليتر  50ميزان 
گرم  04/0(محلول كاربازول ميكروليتر  1800آميزي از  رنگ

ميكروليتر  600اتانول مطلق و ميكروليتر  1200كاربازول، 
 100و % H2O2 3ميكروليتر  750همراه با ) اسيد استيك

 30 مدت به) =5/4pH ، ميلي مولار 50 (استات سديمليتر  ميلي
 مقطر آبتوسط ژل از اين مدت  پس. دقيقه استفاده شد

 .  تهيه شد از آنعكس و زيموگرام شسته شده، 
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، )Doyle) 1987 و Doyle به روش DNAاستخراج 
 توسط PCR آزمون .شدانجام   گياهچه سوماكلون33براي 
و  )EMBRA06 )Brondani et al., 1998 هايآغازگر

EMCRC09 )Steane et al., 2001(  شدانجام)  جدول
 براي يك واكنش 3دهنده مطابق جدول   اجزاء تشكيل.)2

 واكنش مراحل براي انجام . ميكروليتري استفاده گرديد25
PCR از روش Byrne استفاد گرديد) 1996( و همكاران .

آميزي  و رنگ% 7/1جهت مشاهده باندها از ژل آگارز 
 چند شكليشناسايي  .م برومايد استفاده شدتوسط اتيديو

آميزي  با رنگ% 6 آكريلاميد  پليبا استفاده از ژل واسرشته
 .نيترات نقره انجام گرفت

 تيمارهاي متفاوت با  باززاييدست آمده از هاي به داده
وسيله  هسپس ب.  شدنرمال √)+5/0Y(استفاده از فرمول 

.  گرديد تجزيه و تحليلSASافزار   در نرمGLM شرو
 با استفاده از ي پراكسيداز،براي وضوح بيشتر باندها

دهي   نمرهمنظور هب . زيموگرام رسم گرديدExcelافزار  نرم

عدم ( 0 و )وجود باند( 1 داعدا  ازبه نشانگرهاي مولكولي
 در تمامي برآوردهاي آماري تنها . استفاده شد)مشاهده باند

 مورد بررسي قرار وسيله هر دو نشانگر هاي كه ب  گياهچه27
براي  χ2از آزمون  . شدندتجزيه و تحليلگرفته بودند، 

 بر روي SSRنشانگر مولكولي دار   اثر معنيشناسايي
 و Shah et al., 1999 (شد  استفاده پراكسيدازهاي آلل

Byrne et al., 1996(ميان بندي رتبه  ضريب، همچنين 
پارامتري از روش نا JMPافزار   توسط نرم،اين دو باندهاي

Spearman بدست آمد) Lanner-Herrera et al., 1996(. 
جهت بدست آوردن ضريب همبستگي ميان دو نشانگر 

 ابتدا دو NTSYS افزار  نرم با استفاده ازSSRپراكسيداز و 
 با بعد و ورد شدآر بJaccard تشابه هاي بيماتريس ضر

اين همبستگي محاسبه ) Mental )1967استفاده از آزمون 
همچنين با استفاده از ماتريس  .)Sun et al., 1998( رديدگ

اي به روش  تجزيه خوشه Jaccardتشابه هاي  ضريب
UPGMAافزار   نرم درNTSYS دش انجام. 

 

 E.microtheca در گياه هورموني استفاده شده جهت باززايي تيمارهاي -1 جدول

 تيمارها ها هورمون (%)تعداد باززايي  متوسط

6 (mg l-1)0/1NAA+(mg l-1)0/1Kin+(mg l-1)0/0TDZ 1B 

20 (mg l-1)0/4NAA+(mg l-1)5/0Kin+(mg l-1)01/0TDZ 2B 

52 (mg l-1)0/4NAA+(mg l-1)5/0Kin+(mg l-1)1/0TDZ 3B 

19 (mg l-1)0/1NAA+(mg l-1)0/1Kin+(mg l-1)5/0TDZ 4B 

3 (mg l-1)0/1NAA+(mg l-1)0/1Kin+(mg l-1)0/1TDZ 5B 
 

 )Fwd: Forward, Rev: Reverse (دهش استفاده  SSR آغازگر -2 جدول
 نام آغازگر تعداد الل تعداد تكرار الل ها محدوده اندازه الل منابع

Brondani et al., 1998 170-120 19 AG EMBRA06-Fwd 
    EMBRA06-Rev 

Steane et al., 2001 342-286 14 TG EMCRC 09-Fwd 
    EMCRC 09-Rev 

 .عات مندرج در جدول فوق از منابع نقل قول شده استاطلا
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 PCR واكنش كي دهندهليتشك مواد -3 جدول
 مقدار بهينه شده

 PCR  واكنشبراي يك
 اجزاء واكنش غلظت استفاده شده

 µl2  ng/µl50 DNA 
 µl75/2  mM AMS  200 mM KCl, 500 Buffer PCR 

 µl2  mM15 MgCl2 
 µl2  u/µl2 Taq DNA Polymerase 
 µl5/2  mM1/0 dNTP Mix 

 µl2  µM4/0 F. primer 
 µl2  µM4/0 R. primer 

 µl75/9 به مقدار كافي sH2O 
 µl25  مجموع 

 
  نتايج

بـه   1Bهـا در تيمـار         ريزنمونـه  ، هفته 4پس از گذشت    
 بـا اضـافه     ).A -1 شـكل (باززايي شـدند    صورت مستقيم   

% 6دار باززايي از ، مقKin و  NAA به   TDZشدن هورمون   
بـاززايي  بيـشترين   .رسيدB 2 تيماردر % 20به B 1 تيمار در
در كـه     طـوري   بـه . وجود داشت % 52به مقدار    3B تيمار در

ديـده   زايي سـوماتيكي  جنين باززايي به صورت ،اين تيمار
شـدت   بـه  زايـي   كـال 4B تيمـار در ). B -1 شـكل (شد  مي

 مقـدار   شترينبي ـمـستقيم بـه     غيرافزايش يافتـه و بـاززايي       
 زايي سوماتيكي جنينكه باززايي به صورت   در حالي،رسيد

. )C -1 شكل(بود % B19 4 تيمار  باززايي در.يافتكاهش 
 كه   شدند متراكم و سخت  ها     كالوس ،5Bبا استفاده از تيمار     

پـس از   . تنزل يافت % 3در نتيجه آن باززايي غيرمستقيم به       
ــايززدايي ــه ه،تم ــهم ــا گياهچ ــاهر ه ــي طبي ظ ــتع  .ندداش

 گياهچه سـوماكلون بـه همـراه گيـاه          27تعداد  ترتيب    بدين
 و  1هـاي     زيمـوگرام ( قرار گرفتند    كيفي مادر مورد ارزيابي  

 آللـي ديمـر و يـك        3براي گياه شاهد يـك مجموعـه        ). 2
 5 و   4 تـا    2هاي    آلل( آللي تترامر وجود داشت      5مجموعه  

فت هاي حاصل از كشت با      در گياهچه ). A-2شكل  ) (9تا  
بانـد نخـست كـه فعاليـت بـسيار          . دو باند جديد ديده شد    

در   Kin  و NAAهـاي  كمي داشت، با استفاده از هورمـون 
هاي سبك ظاهر     در منطقه مولكول  %) 100(ها    تمامي نمونه 

 TDZكه از مقادير مختلف هورمون       هنگامي). 10باند  (شد  
 گياهچـه از    21جهت تكميل محيط كشت استفاده گرديد،       

ه باززايي شده، بانـد جديـد ديگـري در محـدوده             نمون 24
 همـه  1Bدر تيمـار  ). 1بانـد  ( هاي سنگين داشـتند  مولكول

 فعاليـت بيـشتري     9 و   4،  3هاي    ها حضور داشته و آلل      آلل
 3   آلـل  3B و   2Bولي در تيمارهـاي     ). B -2شكل  (تند  داش

ها نيز به نـسبت       حذف گرديد و از ميزان فعاليت ديگر آلل       
 4Bهاي تيمار     از گياهچه % 50در  ). C -2كل  ش(شد    كاسته  

ها حضور داشتند و فعاليت مكان ژنـي تترامـر بـه              همه آلل 
ديگـر از   % 50در  كـه     درحـالي شدت افـزايش يافتـه بـود،        

شـكل  (فعاليت مكان ژني ديمر به شدت كاسته شـده بـود            
2-D  و E .(هاي حاصـل از   هاي پراكسيداز در گياهچه آلل

 از خـود نـشان      4B رفتارهايي مثل    5Bباززايي توسط تيمار    
 ).F -2شكل (دادند 
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 SSRماركر مولكولي  از حاصل نتايج

 بر روي ژل آگارز يك باند بسيار EMBRA06آغازگر 
 جفت بازي با تكرارپذيري بسيار 150شفاف در حدود 

، در EMCRC09آغازگر ). 3شكل (آورد  بالا به وجود 
داد  نشان  جفت بازي باند شفاف ديگري را 250حدود 

 بر روي EMBRA06 آغازگر بارگذاريپس از ). 4شكل (
 فاقد 23ژل واسرشته پلي اكريلاميد تنها گياهچه شماره 

هاي  وجود چند شكلي براي گياهچه). 5شكل (باند بود 
 بر روي ژل EMCRC09 توسط آغازگر 29 و 14

 اين باند در ؛)6شكل (واسرشته پلي اكريلاميد آشكار شد 
 . ت بازي بود جف280حدود 

 
 هاي آماري تجزيه و تحليل از حاصل نتايج

 بر روي دو باند SSRهاي  نشان داد كه توالي χ2آزمون 
 ،)4جدول (ي نداشتند دار ژنتيك پراكسيداز اثر معني اپي

وسيله آغازگر  ه ب PDB3 بر روي آللتأثيرولي بيشترين 
EMBRA06هاي   و آللPTB4 و PTB5وسيله آغازگر  ه ب
EMCRC09 بندي  ضريب رتبه). 4جدول ( بوده است

Spearmanآغازگر   بيشترين مقدار ضريب را به
EMBRA06 آلل  همراه باPDB3 جدول ( اختصاص داد

 ضريب همبستگي دو ماتريس Mentalهمچنين آزمون ). 5
 18/0هاي ساده تكرار شونده را  تشابه پراكسيداز و توالي

به  UPGMAاي به روش  تجزيه خوشه. محاسبه نمود
 4ها در  بندي شد كه ژنوتيپ نحوي با خط برش تقسيم

 كه باشند ميمؤيد اين ها  اين خوشه .خوشه قرار گرفتند
خوشه، عنوان يك  به هر كدام 23و  14 هاي گياهچه
به  ها  در خوشه ديگر و ساير نمونه33 و 20هاي  نمونه
 اند گياه مادري در خوشه چهارم قرار گرفته ژنوتيپ همراه

 ).7ل شك(

 
  برايباندهاي پراكسيدازχ2 نتايج حاصل از آزمون  -4 جدول

EMBRA06  EMCRC09 

Probability Df Probability Df 
 

0/8446n.s 1 0/8446n.s 1 PEB2 
0/8446n.s 1 0/0001** 1 PTB5 
0/8446n.s 1 0/0001** 1 PTB4 

- - - - PTB3 
0/0126* 1 0/0126* 1 PTB2 
0/0778n.s 1 0/0778n.s 1 PTB1 
0/0033** 1 0/7243n.s 1 PDB3 
0/3778n.s 1 0/3778n.s 1 PDB2 
0/0778n.s 1 0/5566n.s 1 PDB1 
0/5566n.s 1 0/5566n.s 1 PEB1 

داز
كسي

 پرا
اي

ده
بان

 

P :Peroxidase ،D :Dimer ،T :Tetramer ،E :Epigenetic ،B :Band. 
 .باشد دار مي  عدم وجود اختلاف معنيn.s و %1 سطح در ردا يمعن** ، %5 سطح در دار يمعن* 
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  براي باندهاي پراكسيدازSpearmanبندي   رتبههاي ضريب -5 جدول

 

 آغازگر باندهاي پراكسيداز Spearmanبندي  ضريب رتبه  آغازگر باندهاي پراكسيداز Spearmanبندي  ضريب رتبه

-0/037 PEB2 EMBRA06  -0/037 PEB2 EMCRC09 

-0/037 PTB5 EMBRA06  1 PTB5 EMCRC09 

-0/037 PTB4 EMBRA06  1 PTB4 EMCRC09 

- PTB3 EMBRA06  - PTB3 EMCRC09 

0/4714 PTB2 EMBRA06  0/4714 PTB2 EMCRC09 

0/3333 PTB1 EMBRA06  0/3333 PTB1 EMCRC09 

0/5556 PDB3 EMBRA06  -0/0667 PDB3 EMCRC09 

0/1667 PDB2 EMBRA06  0/1667 PDB2 EMCRC09 

0/3333 PDB1 EMBRA06  -0/1111 PDB1 EMCRC09 

-0/1111 PEB1 EMBRA06  -0/1111 PEB1 EMCRC09 

)P :Peroxidase ،D :Dimer ،T :Tetramer ،E :Epigenetic ،B :Band( 

 

   
وجود : 1B ،Bباززايي مستقيم در تيمار : (E. microtheca Aهاي مختلف باززايي در كشت درون شيشه   تيپ-1شكل 

 .B)3باززايي غيرمستقيم در تيمار  :3B ،Cزا در تيمار  ي جنينها كالوس

CA B
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B

+

-

D 
 

فعاليت : B ديمر و تترامر، ن ژنيمكاگياه مادر داراي دو : (Aهاي سوماكلون  باندهاي پراكسيداز حاصل از گياهچه. 2شكل 
 همراه 3B و 2B حاصل از تيمار يها آلل  فعاليت:Cهاي سبك،   و ظاهر شدن باند جديد در محدوده مولكول1B  در تيمارها آلل

نمايان شدن : Dهاي سنگين،   ديمر و ظاهر شدن يك باند جديد ديگر در محدوده مولكولمكان ژني هتروزيگوت از  آللبا حذف 
 در تيمارهاي مكان ژنيفعاليت شديد هر دو : 5B ،F ديمر در مكان ژنيكاهش فعاليت : 4B ،Eدر تيمار  هتروزيگوت  آللد مجد

4B 5 وB)  + باشند هاي سبك و سنگين مي ترتيب محدوده مولكول  به–و((. 

 

 
 

 .3B و 1B ،2Bله تيمارهاي  بوسيE. microtheca گياهچه سوماكلون 13الگوي باندهاي پراكسيداز براي . 1زيموگرام 

 ).چاهك اول گياه مادر است(باشند  هاي سبك و سنگين مي  به ترتيب محدوده مولكول–و + 
 

A C E F
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 .5B و 4B بوسيله تيمارهاي E. microtheca گياهچه سوماكلون 14 الگوي باندهاي پراكسيداز براي -2زيموگرام 

 ).چاهك اول گياه مادر است(باشند  هاي سبك و سنگين مي ترتيب محدوده مولكول  به–و + 
 

 
 

 چاهك(بر روي ژل آگارز  EMBRA06 يمرپرا توسط E. microtheca سوماكلون گياهچه 7 شده مشاهده  SSRيباندها -3 شكل
 ).باشد مي Size marker اول

 

 
 

بر روي ژل آگارز  EMCRC09 يمرپرا توسط E. microtheca سوماكلون گياهچه 7 شده مشاهده  SSRيباندها -4 شكل
 ).باشد مي Size marker اول چاهك(

 

 
  گياهچه سوماكلون33براي % 6واسرشته آكريلاميد  بر روي ژل EMBRA06پرايمر  SSR باندهاي -5شكل 

E. microtheca) چاهك اول گياه مادر است.( 
 

 
  گياهچه سوماكلون33براي % 6واسرشته آكريلاميد  بر روي ژل EMCRC09 پرايمر SSR باندهاي -6شكل 

E. microtheca) چاهك اول گياه مادر است.( 

500 bp 

250 bp 

750 bp 

٢٠٠ bp 
١٠٠ bp 

29 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1817 19 20MP 21 22 23 24 25 26  27 28 30 31 32 33

bp 150 

bp 300 
29 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 1817 19 20MP 21 22 23 24 25 26  27 28 30 31 32 33
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 حاصل از مشاهده Jaccardريب تشابه براساس ض ،UPGMAاي به روش   از تجزيه خوشهبدست آمدهروگرام د دن-7شكل 
 ).باشد مي گياه مادر E. microtheca )MPگياهچه سوماكلون  27 براي SSRباندهاي پراكسيداز و 

 
 بحث

 1هر كدام به مقدار  (Kinو  NAA هاي هورمون
باززايي مستقيم را تحريك كرده و ) گرم در ليتر ميلي

زايي باززا  ل كامرحلههاي سرشاخه بدون ورود به  ريزنمونه
 01/0 به مقدار TDZهورمون با اضافه كردن . شوند مي

 حجم كالوس اندكي افزايش 2Bگرم در ليتر به تيمار  ميلي
به . باشد زايي سوماتيكي مي صورت جنين يافته و باززايي به

 در مقادير بسيار كم TDZ بر Kin و NAAبياني اثر 
رم در ليتر گ  ميلي1/0 كه حاوي 3Bدر تيمار . چيرگي دارد

TDZزايي سوماتيكي به   است، باززايي از نوع جنين
 1 و 5/0در مقادير . رسد مي%) 52(بيشترين مقدار خود 

ها متراكم و سخت شده،   كالوسTDZگرم در ليتر  ميلي
مقدار باززايي كاهش يافته و باززايي غيرمستقيم تحريك 

 دهند كه انواع باززايي در  نتايج نشان مي.گردد مي

E. microtheca تأثير تحت TDZاست  .TDZتوانايي  
بالايي در تحريك، سنتز و تجمع و تعديل ديگر 

 ). Visser et al., 1992(دارد  زاد هاي درون سيتوكنين
هاي كوتيلدوني صنوبر  در باززايي مستقيم ريزنمونه

 ميزان فعاليت پراكسيداز TDZوسيله هورمون  هسفيد ب
 اين نتايج با). Newton, 2005 Tang &( يابد كاهش مي

 زيرا ، مطابقت و همسويي داردكاملاً هاي اين پژوهش يافته
.  نيز ناپديد شده است3  ها كاسته شده و آلل از فعاليت آلل

زايي سوماتيكي كه ارتباط   جنينمرحلهبا ورود به همچنين 
 ميزان ،رود طور كامل از بين مي ها و كالوس به بين جنين

قابل اما اختلاف  ،كاهش يافت شدت پراكسيداز نيز به
 در آنها باززايي غيرمستقيم كه 5B و 4B بين اي ملاحظه

بنابراين با افزايش مقدار . نداشتديده شد وجود 
 .تياف  افزايشپراكسيدازفعاليت  مقدار ،)TDZ(سيتوكنين 

 Jaccardضريب تشابه
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كنندگي  اين دليلي آشكار جهت تأييد خصوصيت تعديل
TDZ باشد ميي هاي متفاوت باززاي براي تيپ) Visser et 

al., 1992 .(با افزايش اين بررسي،هاي   يافتهاساسرب 
 فعاليت پراكسيداز در انواع باززايي TDZمقدار هورمون 

رسد  گيري كلي به نظر مي  ولي در نتيجه،يابد افزايش مي
 .تغيير فعاليت پراكسيداز نشانگري براي نوع باززايي باشد

زايي  زايي و جنين  انداماز تغيير فعاليت پراكسيداز در
 ,.Xiaoli et al(عنوان نشانگر ياد شده است  سوماتيكي به

هاي  با استفاده از هورمون. )Preetha et al., 1995 و1992
NAA و Kinژنتيك   يك باند اپي)PEB2 ( در تمامي
ثر از أهاي مت همچنين گياهچه. گردد ها ظاهر مي باززايي

را به ) PEB2(ري ژنتيك ديگ  باند اپيTDZهورمون 
داري بر روي   اثر معنيSSRهاي  توالي. آورند وجود مي

بندي  و كمترين ضريب رتبه) 4جدول (اين دو باند نداشته 
). 5جدول (ميان اين دو باند و ماركر مولكولي وجود دارد 

 PDB3   با آللEMBRA06بيشترين ضريب براي آغازگر 
ارد كه  وجود دr=56/0از مكان ژني ديمر به مقدار 

وسيله اين  ه نسبي توالي تكثير شده بتأثيردهنده  نشان
ولي توالي . باشد آغازگر بر روي سنتز پراكسيداز مي

هاي  داري بر روي آلل  معنيتأثير EMCRC09آغازگر 
PTB5 و PTB4 و براي آنها ضريب ) 4جدول ( داشته

 بر روي اين TDZبنابراين ). 5جدول (كامل وجود دارد 
هاي يك مكان ژني تترامر را   گذاشته و آللتأثيرتوالي 

 . متأثر ساخته است
ها    از فعاليت همه آلل    3B و   2Bدر تيمارهاي   طوركلي    به

ها ناپديد شـده       در تمامي گياهچه   PDB2  كاسته شده و آلل   
 1/0 و   01/0 در مقـادير     TDZتوان گفت     بنابراين مي . است
وزيگوت  هتر گرم در ليتر موجب عدم فعاليت يك آلل        ميلي

تواند ناشـي     اين پديده مي  . گردد  از يك مكان ژني ديمر مي     

 & Klotz(از سنتز يك بازدارنده براي پروموتر پراكسيداز 

Lagrimini, 1997(   ــد ــش باش ــا جه  & Larkin( و ي

Scowcroft, 1981 .(د همبستگي پايين ميان مـاتريس  وجو
هـا     تشابه ايزوآنزيم پراكسيداز و ميكروستلايت     هاي  بضري

)18/0=r (واسطه استفاده از آزمون      هبMental   تشابه زيادي 
دليـل ايـن عـدم      . دارد) 1997( و همكـاران،     Sunبا نتايج   

هـاي ژنـي      توانـد قـرار گـرفتن مكـان         وجود همبستگي مي  
هـاي     توالي Nonfunctionalهاي    ميكروستلايت در قسمت  

بنـابراين نظريـه   ). Naghavi et al., 2005(اي باشد .ان.دي
Klotz   وLagrimini) 1997 (هـا     بر اثر فيتوهورمـون     مبني

 .تواند صحيح باشد در كنترل پروموتر پراكسيداز مي
 UPGMAاي به روش      نتايج حاصل از تجزيه خوشه      
 و  14هاي    دهنده بيشترين فاصله ژنتيكي ميان ژنوتيپ       نشان

تـوان بـه      دليل اين تنوع را مي    . باشد   با گياهچه مادر مي    23
 آلل پراكسيداز و باندهاي توليد شده توسط        5عدم مشاهده   
 14 براي گياهچه    EMBRA06 و   EMCRC09آغازگرهاي  

 كه در خوشه    33 و   20هاي    براي گياهچه .  نسبت داد  23و  
 وجود  SSRاند هيچ چندشكلي در نواحي        سوم قرار گرفته  

هـاي    ندارد ولي ايـن دو ژنوتيـپ از لحـاظ تنـوع در آلـل              
تـوان     مي بنابراين ،باشند  گر مي پراكسيداز كاملا مشابه يكدي   

علت فاصله كم ژنتيكـي ايـن دو نمونـه را تنـوع آنزيمـي               
ها به همراه گيـاه مـادري         ساير گياهچه كه    طوري  به. دانست

اند ولي نكتـه قابـل توجـه در           در خوشه چهارم قرار گرفته    
 بـا   7 و   3،  1هـاي     اين خوشه فاصله كم ژنتيكي ميان نمونه      

هـا از     را كه براي باززايي ايـن نمونـه        زي ،باشد    گياه مادر مي  
 استفاده نـشده اسـت، بنـابراين ايـن تـشابه            TDZهورمون  

 است كه معـرف حـضور       1علت عدم وجود باند شماره       هب
 . باشد ها مي  در باززايي اين گياهچهTDZهورمون 
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 در TDZتوان گفت وجود هورمون  در مجموع مي
اد  باعث ايجE. microthecaهاي  باززايي گياهچه

هاي  هاي پراكسيداز و توالي چندشكلي در بيان آنزيم آلل
SSRهاي  همچنين ارتباط ميان توالي. گردد  ميSSR و 

باشد، هر چند رابطه  سنتز پراكسيداز كم مي
ها با مكان ژني تترامر پراكسيداز بيشتر از  ميكروستلايت

هاي مكان ژني تترامر  همچنين آلل. مكان ژني ديمر است
، پايداري بيشتري نسبت به مكان ژني TDZ تأثيرتحت 

ديمر دارند و نقش بيشتري در سنتز پراكسيداز ايفا 
 .كنند مي

 
 سپاسگزاري

از اسـتادان ارجمنـد جنـاب آقـاي دكتـر           به اين وسيله    
تجزي و  همتا و دكتر محمدرضا نقوي كه در          محمدرضا بي 

 بـه عمـل     قـدرداني  همكـاري داشـتند،    آمـاري    هاي  تحليل
 .آيد مي
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Abstract 
The objectives of this study were to induce somaclonal variation and linked investigation of 

biochemical and molecular markers in Eucalyptus microtheca under in vitro culture. Explants 
derived from twigs obtained from of E. microtheca one year-old seedling were cultured on 
modified MS medium (without half-strength KNO3 and NH4NO3), supplemented with different 
concentrations of NAA, Kin and TDZ hormones. Peroxidase patterns were studied among 
regenerated plantlets to investigate possible effects of TDZ concentrations on peroxidase 
activity. A dimer locus, a tetramer locus and two epigenetic bands were observed. Genome 
variation among somaclonal plantlets were investigated using microsatellite markers. Two SSR 
markers revealed polymorphism among the studied populations. Nonparametric statistical 
analysis showed significant effect of SSRs loci on peroxidase alleles. Results showed less 
stability of dimer locus in different concentrations of TDZ in comparison of the tetramer locus. 
Moreover, there was stronger correlation between tetramer locus alleles and simple sequence 
repeats than dimer ones. 
 
Key words: Tissue culture, Somaclonal variation, Peroxidase, Simple Sequence Repeat, 
Eucalyptus microtheca 

 


