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 چکیده

نظر ژنتیکی و  ی گیاهان یکسان ازبذورمصنوع دیتول و کلونالی تکثیر برا طورگسترده به بافت کشت کیتکن

شود. بروز تغییرات سوماکلونال طی زمینی استفاده میبذری سیب یزایی مانند غدهعاری از عوامل بیماری

ژنتیکی اپی یباشد. به منظور بررسی جنبهونال میریزازدیادی یکی از مشکلات پیش روی تولید محصولات کل

استخراج شده از برگ گیاهان حاصل  DNAتنوع سوماکلونال، میزان چند شکلی و نوع تغییرات متیلاسیون 

مورد بررسی  MSAPزمینی با روش از شش مرتبه زیرکشت گیاه مادری در جریان ریز ازدیادی در گیاه سیب

ای از جایگاه برشی ترکیب آغازگری که هر کدام نماینده 31باند توسط  11033قرار گرفت. در مجموع تعداد 

( هستند، تکثیر و آشکار شدند. میانگین HpaIIو MspIدو آنزیم ایزوشیزومر حساس به متیلاسیون سیتوزین )

های حاصل از ژنتیکی در کلونالییرات اپیدرصد تغ 84/92های مشاهده شده حاکی از مجموع چند شکلی

 7/91زمینی بود. از میان ارقام بررسی شده ارقام آگریا و میلوا به طور متوسط با میزان ریزازدیادی گیاه سیب

مورفیسم به ترتیب کمترین و بیشترین میزان درصد پلی 28/14مورفیسم و رقم اسپریت با میزان درصد پلی

ان دادند. ارقام آگریا، میلوا، ساوالان، آریندا، سانته، فونتانه، کایزر، بورن، ساتینا و تنوع سوماکلونال را نش

 باشند.نتیکی بیشتری از نظر تنوع سوماکلونال میژاسپیریت دارای ثبات اپی

-'5ها نسبت به والد مادری در تمام ارقام به صورت کاهش متیلاسیون در توالیبیشترین تغییرات کلونال

CCGG-3' متیلاسون سیتوزین خارجی رخ داد. این نتایج بیانگر سودمندی روش و در قالب همیMSAP  در

نوتیپ بر میزان نوع ژعلاوه، نتایج این تحقیق نشان داد که باشد. بهتشخیص تغییرات متیلاسون سیتوزین می

های ونالهای مادری و کلچهرو، میزان چند شکلی متیلاسیون میان گیاهتنوع سوماکلونال تاثیرگذار است. از این

 حاصل  از آنها در این مطالعه بسته به نوع رقم متفاوت بود.

 

 MSAPشانگرن، نیتوزیس ونیلاسیمت، بافتکشت، ینیزمبیس سوماکلونال تنوع، ژنتیکاپی :های کلیدیواژه
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 …الهی
یت تو  نيرومند دست آگاهی، وادي در  در تو  را،  رفتنم را هم ماندنم هم  را  آمدنم  هم  شد  گر هدا

 و  بخشيدي  صلابت   را  گامم  جاي دارم. هایتلحظه لحظه در نه، من که  گرفته جاي هایملحظه لحظه
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 مددتو. بی  شود می مگر  نیستم و  بیش  رویی 
 اینکه  نه مگر هويدا نشود. بودنت  دريا برابر  در   بودنم کنم که ذره  رها آغوشت در چگونه  سپاسم را  

 گيرم می مدد  تو  از تو،  در برابر  اي هستم ذره بنمایم  تا   کنم جوجستو ذره را  ذره که  بوده  اين  جز  رسالتم 
 گویم.می سپاس را  تو  و 
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 :مقدمه-1-1

 ،امروزه اهمیت کشاورزی و نقش آن در توسعه بر هیچ کس پوشیده نیست. محدود بودن اراضی قابل کشت

جه باشد . با تومهمترین عامل تولید بهینه غذا می ،بهبود عملکرد این گیاهانو های کشاورزی هزینه زیاد نهاده

غذای کافی در جهان و سرعت بخشیدن به روند  به این موضوع، بازده مطلوب مهمترین عامل برای تولید 

 توسعه کشورهای جهان سوم می باشد.

میلیارد نفر 1/2به  9091رود تا سال میلیارد نفر بوده و انتظار می 3/6حدود  9003جمعیت جهان در سال 

گردد و می هزار نفر بدان افزوده 910برسد. بنابراین تولید غذای لازم و کافی برای جمعیت جهان که هر روز 

 ها دریکی از اهداف مهم دولت ،برندرقمی در حدود یک میلیارد نفر در گرسنگی و سوء تغذیه به سر می

. در بین محصولات مختلف تأمین کننده (Flowers, 2004)باشدمقابله با گرسنگی و بالا بردن سطح تغذیه می

نیازمندی های غذای مردم جهان را تأمین  درصد 20منابع غذایی انسان پانزده گیاه زراعی وجود دارند که

ی یذاغ عناصرزمینی با توجه به شود. سیبزمینی یکی از این پانزده محصول محسوب میسیب .نمایدمی

مار ی برای انسان به شیترین منابع غذاگوناگون نظیر مواد پروتینی ، نشاسته و املاح معدنی یکی از غنی

ی در نظام تغذیه محدود نشده بلکه این یمصرف آن به عنوان یک ماده غذا وزمینی رود. اهمیت سیبمی

  .(3146 ،رهنما) باشد.محصول ارزشمند یکی از منابع تأمین بعضی مواد مورد مصرف در صنعت نیز می

باشد، که با مییا گوجه فرنگی  Solanaceaeاز خانواده  Solanum tuberosum Lزمینی با نام علمی سیب

و آتوتتراپلوئید  ساله زمینی گیاهی یکشود. سیبزمینی سفید نیز شناخته میزمینی ایرلندی و سیبسیب هاینام

این گیاه بومی منطقه آند در نزدیکی مرز پرو و بولیوی  .(Khurana et al., 2003)باشد کروموزوم می 84با 

 ,Ahmad, 1978;Horton, 1987; Pushkarnath, 1976;Rowe and Curwen) در آمریکای جنوبی است

از آمریکای جنوبی به اروپا )ابتدا اسپانیا و سپس انگلستان( وارد شد.  36زمینی از اواخر قرن . سیب(1993

های . گیاه سیب زمینی دارای گونه(Harris, 1992) پس از اروپا به آسیا و سایر کشورهای جهان منتقل گردید

، S. tuberosum L. ،S. ajanhuiri ،S. curtilobum ،S. caucha ،S. goniocalyx بسیار متنوعی شامل
S.phureja ،S.juzepczukii ،S.stenotomum  است(Struik and Wiersema, 1999). 

به آمریکای شمالی برده شد و پس از  "در قرن شانزدهم کاشفین اسپانیای آمریکا آن را به اروپا برده و بعدا

زمینی یکی از مهمترین منابع . سیب(Bradshaw and Mackay, 1994) آن در سایر نقاط جهان گسترش یافت

غذایی است که در بسیاری از کشورها و در نواحی آب و هوایی مختلف از جمله در نواحی گرمسیری و نیمه 

زمین از نظر ارزش غذای و تولید پروتئین و انرژی در واحد . سیب(Li, 1985)شود گرمسیری کشت وکار می

رد زمینی  ذخیره ای )غده( آن که موباشد. ساقه زیررقیب میدر بین کلیه محصولات زراعی بی "باسطح تقری
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درصد  3/0درصد پروتئین، 4/3وهیدرات، بدرصد کر 31/90درصد آب،  77حدود  ،باشدمصرف معمول می

باشد می ( و مواد معدنی مانند کلسیم، فسفر و آهن را داراA,B,Cهای )درصد ویتامین 27/0 و چربی

(Bradshaw and Mackay, 1994)رسد تأمین مقدار کافی این محصول و قرار گرفتن بیشتر آن . به نظر می

تواند علاوه بر امکان تغذیه بهتر، فشار استفاده از گندم و برنج را نیز کاهش در نظام غذایی مردم ایران می

 دهد.

وارد ایران شد و امروزه در بیشتر نقاط کشور از  زمینی بیش از یک قرن پیش به عنوان یک گیاه جدیدسیب

جمله استان های مرکزی، آذربایجان شرقی و غربی، خراسان، اصفهان، کردستان، همدان، کرمانشاه، فارس، 

بیست هزار هکتار  و  3112سمنان، تهران و...کشت می شود. سطح زیر کشت سیب زمینی ایران در سال 

های ترویجی و تحقیقی سطح زیر کشت آن ه است. پس از چهار دهه تلاشتن در هکتار بود 4/8عملکرد آن 

 36تن در هکتار رسیده است. میانگین جهانی این محصول  98هزار هکتار با میانگین عملکرد  320به حدود 

 .(3141 ،یکشاورز)باشد تن بیشتر نمی 7تن در هکتار و میانگین عملکرد آن در ایران 

دارد  پلاسمی و ویروسی قرارهای باکتریایی، قارچی، مایکوتظار، در معرض بیماریزمینی بیش از حد انسیب

شود و وجود این عوامل موجب افت شدید عملکرد در واحد سطح در مناطق آلوده به این عوامل می

(Zobayed et al., 2001)زمینیهای بذری برای تکثیر و تولید سیبغده ،های سنتیدر سیستم ،. به طور کلی 

زمینی در هر درصد سطح زیر کشت سیب 31و حدود  (Struik and Wiersema, 1999)شوند استفاده می

. (Lommen, 1995; Struik and Wiersema, 1999) نیاز است مورد های بذری سال بعدسال برای تولید غده

ها یماریحتمال زیاد ابتلا به باین روش معایبی دارد که از آن جمله می توان به سرعت پایین تکثیر، ناکارآمدی، ا

 Beukema))قارچی، ویروسی و باکتریای( و آفات مختلف، نیاز به کنترل شدید و نیز زمین بیشر اشاره نمود 

and van der Zaag, 1990;Struik and Wiersema, 1999)بعد از  ،. محصول بذری که در ابتدا سالم است

لوده خواهد شد و میزان تباهی از منطقه ای به منطقه دیگر و از چند نسل کشت و کار، به عوامل بیماری زا آ

اعث تواند بزمینی میها به سیبفصلی به فصل دیگر متفاوت خواهد بود. در بعضی اوقات حمله ویروس

های ویروسی امکان ی با بیمارییدرصدی محصول شود و از آنجای که از یک سو، مبارزه شیمیا 40نابودی 

های روبرو است، بنابر این با محدودیت3زمینیسوی دیگر، استفاده از بذر حقیقی سیبپذیر نیست و از 

ت باشد. برآورد شده اسهای بذری گواهی شده میمؤثرترین راه برای مبارزه با عوامل ویروسی استفاده از غده

گردد. ول میدرصدی محص 10زا، حداقل باعث افزایش که استفاده از بذر سالم و عاری از عوامل بیماری

زا در بنابراین برای مقابله با تغییر نتایج، تزریق مرتب و مداوم مواد گیاهی سالم و عاری از عوامل بیماری

                                                 
1-True Potato Seed,( TPS) 
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 و یضرغام)باشد های بذری با کیفیت بسیار بالا ضروری میسیستم تولید بذر و یا به عبارت دیگر تولید غده

 .(3149, یبلند

ی یهاروش 9دهیغدهو ریز3ازدیادیهای کشت بافت متمایل است و ریززمینی گیاهی است که به تکنیکسیب

 ,.Donnelly et al) باشدهای تولید کننده بذر میترین راه برای تکثیر واریتهسریع "هستند که مسلما

2003;Gopal et al., 2005)زا های عاری از عوامل بیماری. یکی از راهکارهای مؤثر در این زمینه تولید گیاهچه

 باشد.بافت میبا استفاده از تکنیک کشت

امل سالم و عاری از عو هایتوان تعداد قابل توجهی گیاهچهمی ،بافت گیاهیکشتهای با استفاده از تکنیک 

های اخیر تولید زای گیاهی را در یک دوره زمانی کوتاه و در تمام طول سال تولید نمود. در سالبیماری

 گیر در کشورهای مختلف رایج گردیده است.زمینی به طور چشمتیوبر سیبتیوبر و میکرومینی

 شود.زایی سوماتیکی حاصل مییک محصول کلونال بوده که از طریق جنین ،بافتگیاه یا بذر حاصل از کشت

 ریزی بیان ژنوم سلول یا بافت کشت شده به حالت اولیه و تولید گیاهچهلازمه تحقق این امر بازگشت برنامه

لقا کند و موجب ژنتیکی را اتواند انواع تغییرات ژنتیکی و اپیگیاهی میباشد، بنابراین کشت بافتمربوطه می

از این  ،دباشای به نام تنوع سوماکلونال شود. چون اساس کار اصلاح نباتات مبتنی بر وجود تنوع میپدیده

نظر تولید محصول کلونال و یکسان  تهکولی از ن شودمینظر بروز تنوع سوماکلونال یک مزیت محسوب 

وامل شود. عبافت محسوب میزا وجود تنوع سوماکلونال یکی از معایب تکنیک کشتعاری از عوامل بیماری

نمونه و درجه تمایز کشت، انتخاب ریز، تعداد زیر1مختلفی از قبیل ژنوتیپ، منشا ساقه در شرایط آزمایشگاهی

 Peraza-Echeverria)گذار هستند کشت بر روی احتمال وقوع و میزان وقوع تنوع سوماکلونال اثر مورد بافت

et al., 2001)  . 

ژنتیک در حین و یا بعد از کشت  و 8ژنتیکتنوع سوماکلونال در گیاهان ناشی از آشکار شدن تغیرات اپی

کشت تغیرات ارثی ممکن است ناشی از  باشد.  لذا در طولها میها و یا اندامهای گیاهی، کالوسسلول

بنابراین بررسی میزان تنوع ایجاد  .( 2007et alEhsanpour ,.) باشد ای و یا پلاستیدتغیرات در ژنوم هسته

وع برداری و یا کنترل این نوع تنبافت و تعیین ماهیت تنوع مشاهده شده به منظور بهرهشده ناشی از کشت

های حاصل از نشانگرهای مبتنی بر تفاوت مشاهده تفاوت اندک در الگوی باند. باشدیک مسئله مهم می

سیون باشد. مشاهده تفاوت الگوی متیلاگر کاهش احتمال ژنتیکی بودن ماهیت این نوع تنوع میژنتیکی، بیان

DNA نوع ت ژنتیکی به روندزایی شده حاکی از آن است که این مکانیسم اپیدر چندین گونه از گیاهان باز

                                                 
1-Micro propagation 

2-Micro tuberization 

3 -In vitro 
4- Epigenetic  
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لذا مطالعات اخیر تنوع سوماکلونال روی آنالیز ناپایداری  ،(Kaeppler et al., 2000) کندسوماکلونال کمک می

های موروثی ژنتیکی گیاهان حاصل از کشت بافت متمرکز شده است. اثر ژنوم که در آن بیان متفاوتی از ژناپی

 Vielle-Calzada) شوددیده میو ژنوم در آندوسپرم باشد به وسیله اختلاف متیلاسیون داز ژنوم والدین می

et al., 1999) متیلاسیون سیتوزین .DNA ژنتیک یکی از تغییرات مهم اپیDNA ای بسیاری از هستهی

 Rangwala)کند هاست و نقش مهمی را در تنظیم فعالیت ژن و حفظ یکپارچگی ژنوم بازی مییوکاریوت

and Richards, 2004; Selker, 1997). 

 IIHpaگیری از خاصیت ایزوشیزومری دو آنزیم باشد و با بهرهمی AFLP9مبتنی بر روش  MSAP3نشانگر 

توان باشد. از مزایای این نشانگر میژنومی می  DNAقادر به شناسایی تغییرات در الگوی متیلاسیون MspIو

ازگری، داشتن های آغبا استفاده از تعداد کم ترکیب حاصلبه  توانایی زیاد در  شناسایی تغییرات متیلاسیون 

 یابی و عدم نیاز به اطلاعات ژنومیتوانایی لازم جهت  مشخص کردن باندهای متیله شده برای بررسی توالی

 گیاه مورد نظر اشاره کرد.

 اهداف   -1-2

نیک کشت بافت تهیه زمینی از طریق تکهای بذری گیاه سیبدر اکثر کشورهای جهان از جمله ایران غده

رقم  30ژنتیکی در تنوع سوماکلونال برای  بررسی تغییرات اپی MSAPگردد. این پژوهش بوسیله تکنیک می

 زمینی به منظور دسترسی به اهداف زیر اجرا شد:گیاه سیب

 زمینی در گیاه سیب DNAون یبررسی میزان تنوع سوماکلونال از نظر تغییرات متیلاس -3

 کشت و کار در کشور به تنوع سوماکلونال.  پایدارترین رقم موردمعرفی  -9

در تغییرات متیلاسیون نتاج حاصل از ریز 'CCGG-3-'5بررسی سهم سیتوزین داخلی و خارجی توالی  -1

 .زمینیازدیادی سیب

  

                                                 
1- Methylation-Sensitive Amplification Polymorphisms  

2- Amplified Fragment Length Polymorphism
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 :فصل دوم

 عکليات و بررسی مناب 
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 زمینیاهمیت اقتصادی گیاه سیب -2-1

 زمینی در جهاناهمیت سیب -2-1-1

و بیش از  (3144و همکاران ، یمبل)است  جهان مواد غذایی تأمین کننده زمینی یکی از مهمترینامروزه سیب

. (Khurana et al., 2003) غذایی مصرف می کنندزمینی را به عنوان موادیک میلیارد نفر در سراسر جهان سیب

شود دو برابر می میزان مصرف ،سال 31تا  30زمینی در حال افزایش است و به ازای هر مصرف سیب

(Sawyer, 1984). 

 ،زمینی در مناطق معتدله و در کشورهای صنعتی متمرکز است. از نظر اهمیت غذاییبیشترین تولید سیب

متوسط  هی کبه طور .کندزمینی نسبت به غلات، مواد غذایی و انرژی بیشتری در واحد سطح تولید میسیب

درصد وزن  71 "نکه تقریباآتن در هکتار است و علیرغم  19زمینی تن در هکتار و سیب 8عملکرد گندم 

ی تن ماده 91/6یعنی در حدود ) هدددرصد آن را ماده خشک تشکیل می 91زمینی را آب و  فقط سیب

 9/9بیشتر از عملکرد گندم است. با توجه به این که  %10حدود  این مقدار ،(کندخشک در هکتار تولید می

دهد، بنابراین درصد آن را ماده قندی تشکیل می 90زمینی پروتیئن و نزدیک درصد از ترکیبات غده سیب

گرم کیلو 110زمینی،تن سیب 91کند، در نتیجه از یک هکتار با تولید انرژی بیشتری در واحد سطح تولید می

 .(3144و همکاران،  یمبل)شود تولید می پروتیئن

زمینی در مقایسه با سایر محصولات عمده، مانند گندم و برنج زیاد است، ولی در مقایسه با هزینه تولید سیب

سبزیجات در کشورهای در حال توسعه و توسعه یافته کمتر است. باید توجه داشت که برنج از محصولاتی 

. (Struik and Wiersema, 1999) ی مانند آب، کود و سموم در آن زیاد استهایاست که هزینه تولید نهاده

زمینی در واحد سطح نسبت به ماده خشک حاصل از در آمریکای شمالی، ضریب تولید ماده خشک سیب

ر زمینی دبیشتر است و بازده پروتیئن در واحد سطح سیب 93/3و  64/9، 08/1گندم، جو و ذرت به ترتیب 

و  یمبل)بیشتر است  90/3و 11/3، 09/9روتیئین حاصل از گندم، برنج و ذرت نیز با ضرایب مقایسه با پ

 .(3144همکاران، 

کفا اهمیت دارد، و به صورت محصول قابل فروش روزانه نیز بنیه و خودزمینی در زندگی کشاورزان کمسیب

 Struik)ت زیاد خرید است وری و قیمآای از این دست مدیون گسترش سریع صنعت فرمطرح است. توسعه

and Wiersema, 1999) . 

رف های غیرجنسی آن مصاندام .شودجنسی تکثیر میزمینی از جمله محصولاتی است که به صورت غیرسیب

های در حال توسعه، به ویژه افریقا و خاور دور اندک است در نتیجه د. تولید سرانه هنوز در کشورنغذایی دار


