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 مقاله پژوهشی 

  خرما درخت از مشتق بافتی کشت گیاهان در ژنتیکی ثبات  ارزیابی

 SSR نشانگرهای از استفاده با
 

 4مهدی زهراوی  و 3رضا ضرغامی، * 2، جعفر احمدی 1آتنا بستاقی 

 
 ( 14/12/1400تاریخ پذیرش:   -9/3/1400)تاریخ دریافت:  

 

 چکیده 

لپه، دیپلوئید و چندساله با عمر طولانی است که از اهمیت اقتصادی بالایی در  گیاهی تک (.Phoenix dactylifera L) نخل خرما

جنین  است.  برخوردار  روشایران  از  یکی  غیرجنسی  ابزاری زایی  و  خرما  نخل  تجاری  ارقام  در  انبوه  تکثیر  برای  موفق  های 

زایی شود. روش کشت بافت در خرما، از جمله جنین در سطح وسیع محسوب می های برترای رقمامیدوارکننده جهت تکثیر توده

ژنتیکی است، شود. عدم ثبات ژنتیکی در گیاهان  تواند منجر به تغییرات سوماکلونال که ناشی از تنوع ژنتیکی و اپیغیرجنسی می

شود. در این تحقیق،  نوع گیاهان کشت بافتی میخرما به استفاده از این  دارانمشتق شده از کشت بافت منجر به عدم تمایل باغ 

 Medjool به همراه گیاه مادری خرما  Medjoolزایی غیرجنسی در رقم گیاه کشت بافتی حاصل از جنین 180پایداری ژنتیکی 

جهت   بررسی شد. از شش رقم خرمای شاهد کبکاب، پیارم، استعمران، دیری، زاهدی و برحی SSR جفت آغازگر  24با استفاده از  

های حاصل  هیچ یک از آغازگرها نتوانستند تفاوتی بین نهال   ،چندشکل استفاده گردید. در بررسی نتایج SSR غربال آغازگرهای

تکثیر شده با روش کشت بافت از نظر    یاز کشت بافت و گیاه مادری نشان دهند. نتایج این مطالعه نشان داد که گیاهان خرما

  یزائی غیرجنسی به عنوان روش سریع و ارزان برای تکثیر نخل خرماودند. بنابراین، جنینژنتیکی مشابه گیاه مادری مجول ب

 .شودبرای تولید نهال توصیه می Medjool رقم
 

 خرما، نشانگر ،تنوع سوماکلونال  ژنتیکی، تنوع پایداری،  :کلیدی  کلمات
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 مقدمه 

گیاهی    (.Phoenix dactylifera L)خرما  نخل  

سبز از لپه، دوپایه، دگرگشن و همیشه، تک 2n=36دیپلوئید

  658  حدود   خرما   ژنوم  اندازه باشد.می  Arecaceaeخانواده  

)  برآورد  ت یمگاب است  همکاران،    1اوتمانیشده  (.  2010و 

  خرما دومین محصول باغی کشور و ایران دومین تولیدکننده 

دلیل  شود، اما در حال حاضر بهخرما در جهان محسوب می

خطر افتاده  کنونی ما بهکاهش تولید خرما در ایران، جایگاه 

جنسی  است. بذر تکثیر  توسط  خرما   تکثیرو    است  نخل 

دلیل معایب این  یابد که بهمی  پاجوش صورترویشی توسط  

تکثیر در سطح وسیع به کشت بافت روی    خصوصاًها  روش

کشت بافت تکنیکی است که برای تکثیر آورده شده است.  

درختا تعدادی  خرما    نسریع  نخل  جمله  از  دائمی  میوه 

تکثیر توان بهاز مزایای کشت بافت نخل می شود.  استفاده می

  سریع در سطح وسیع، تکثیر ارقام عاری از بیماری و آفت، 

تولید گیاهان یکنواخت از لحاظ ژنتیکی، تکثیر گیاهان نر با  

برتر و همچنین انتقال سریع و آسان مواد گیاهی   دانه گرده

جایگزین   ایشیشه تکثیر درونحی مختلف اشاره کرد.  در نوا

جای تکثیر رویشی معمول است که تکثیر و کارآمد به  ثرؤم

کند  های برتر را تضمین میسریع و حفظ ثبات ژنتیکی رقم 

ای نخل خرما  شیشه تکثیر درون(.  2007و    2005،  2الخیری )

انجام  غیرجنسیزایی زایی مستقیم و جنیناندامبا دو روش 

مناطقی از جهان که در آن   طور گسترده درکه به  گیردمی

شده    یرفتهپذ  ،شودمحسوب میمهم  عنوان محصول  خرما به

  رویدادی   که   زایی غیرجنسیجنین  . (2010،  3بانسالی )  است

شرایط  است    مورفوژنتیک از    in vitroدر  استفاده  با 

محیط کشت حاوی    درهای بافت گیاهی گوناگون  ریزنمونه 

و همکاران،   4گارسیا )گردد  های رشد تولید میکنندهتنظیم

های موفق برای یکی از روش  غیرجنسیزایی  جنین.  (2019

انبوه   ارقام  تکثیر  سطح   تجاریو    بومیدر  در  خرما  نخل 

می محسوب  دنیا  سرتاسر  در  )وسیع  و    5کونرتشود 

به.  (2003همکاران،   روش  این  اندام  در  جای تشکیل یک 

به نیافته  تمایز  سلول  توده  یک  ریزنمونه،  از  نام  مستقیم 

زایی جنین(.  1720،  6الخیری و نایک)  شودکالوس تولید می

و    جنسیغیر بالا  تعداد  در  گیاهان  تکثیر  برای  جایگزینی 

 
1. Othmani 

2. Al-Khayri 

3. Bhansali 

4. Garcia 

توده تکثیر  جهت  امیدوارکننده  رقمابزاری  برتر ای  های 

 (.  2004و همکاران،  7لیپاوسکا باشد )می

  شامل  هاجهش  از وسیعی طیف حاصل سوماکلونال تنوع

  در   تغییر و کروموزومی  آرایش در تغییر  ای،نقطه هایجهش

  ها سلول  هسته  در ژنتیکی تغییرات احتمال  .است هاآن تعداد

 تغییرات این و یابدمی افزایش کشت  سن  شدن  زیاد با معمولاً

  ویژه بهکشت   محیط ترکیبات  نیز و کشت شرایطبه

 دفعات تعداد و ریزنمونه  نوع رشدی، هایکنندهتنظیم

 فرآیندی سوماکلونال تنوع بنابراین دارد. بستگی  واکشت

گذارد می اثر گیاه مورفولوژی  نهایت در و هاژن  روی  که  است

 بسیاری  شود.می نیز  آن  کنترل  و  ژن بیان در  تغییر و باعث

 بیان الگوی تغییر با  واقع در و ژنتیکی تغییرات با هاپدیده  از

 ژنتیکی ناپایداری سبب توانندمی و  هستند ارتباط در  ها ژن 

ایجاد  در مهمی بسیار نقش که هاپدیده این  از یکی  .شوند

در این   DNAمتیلاسیون   نماید،می ایفا گیاهان تغییرات 

  های تنش انواع  و محیطی تغییرات دیگر سوی  از است.

 همراهبه  را ژنتیکیاپی و ژنتیکی تغییرات  تواندمی محیطی

  هایی گزارش  باشد. داشته  پی در  DNAدر   متیلاسیون وقوع

  پدیده وابسته به سوماکلونال تنوع کندمی بیان که دارد وجود

  در  متیلاسیون وقوع با  عمدتاً  و است متیلاسیون 

مطالعه تنوع فنوتیپی    دهد. می  روی سیتوزین نوکلئوتیدهای

نمونه شناسایی  برای  ژنتیکی  مشابه  و  حفظ،    جهتهای 

نمونه،  ارزیابی همدیگرتفکیک  از  ذخایر    و   ها  از  استفاده 

 سوماکلونال تنوع اینکهتوجه به با  ژنتیکی بسیار اهمیت دارد.

  از باید بنابراین،  دهدمی رخ هاجهش وقوع  اثر در بیشتر

  در  هاجهش این تشخیص برای مناسبی   ارزیابی هایروش

  کشف  منظور متعددی به تحقیقات  .کرد استفاده بافت کشت

  DNAآغازگرهای   از استفاده که  شده است انجام تنوع این

 زمان در نمونه زیادی تعداد بررسی و امکان بالا  دقت دلیلبه

 جهت های مختلفیراهکار باشد.می هاروش بهترین از  کوتاه

 درون کشت از حاصل گیاهان  در سوماکلونال تنوع بررسی

ملکولی  ک دارد وجود شیشه نشانگرهای  از  استفاده   دره 

 است. برخوردار بهتری مزایای از هاروش دیگر با مقایسه

اعتماد، قدرتمند و  به  یمولکول  یآغازگرها ابزار قابل  عنوان 

  زاییدر جنین  سوماکلونال  ییراتتغ  یلو تحل  یهدر تجز  یعسر

شوند داران استفاده میگلو    گیاهان همیشه سبز  غیرجنسی

5. Kunert 

6. Al-Khayri and Naik 

7. Lipavska 
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 (.  2006و همکاران،  1ز)لوپ  

آغازگرهای  تا همچون  DNAکنون   ،2RFLP  متفاوتی 
3AFLP  ،4ISSR    5وSSR  برای که اندشده شناسایی 

 از حاصل گیاهان در ژنتیکی ثبات ارزیابی و نگاریانگشت

و   6خانامتحقیقات   اند.گرفته قرار  استفاده مورد  ریزازدیادی

داد(  2012)همکاران   ریزماهوره  ندنشان  ای های هستهکه 

موجود،   آغازگرهای  همه  بین  های  ویژگی  ینبیشتردر 

  . ند مطلوب لازم برای بررسی تنوع و فیلوژنی نخل خرما را دار

 ذخایر در ژنتیکی تنوع ارزیابی  در ماهوارهزری آغازگرهای از

 تونس جمله  از مختلف کشورهایبه  متعلق  خرمای توارثی

،  8کورپلاینین و    الشیبلی)  سودان ،(2004و همکاران،    7هلا )

و2010 همکاران،    9مویسالی ) قطر  (    و  استفاده (2010و 

همچنین از . ه استشدگزارش  ژنتیکی تنوع از بالایی میزان

  ژنتیکی  تنوع بررسی و غربالگری  برای ریزماهواره  آغازگرهای

زایی جنین  روش از شده مشتق خرمای  هایرقم میان

  عمان،  از  مختلف هایرقم بین تنوع تشخیص و غیرجنسی

و    10الروقایشی )  ه استشد استفاده مراکش  و عراق  بحرین،

 گیاهان ژنتیکی پایداری پژوهشی در  (.2008همکاران،  

 با تصادفی شدة انتخاب گیاه 27 در شده ریزازدیادی خرمای

 از کدام هیچ شد و بررسی ریزماهواره آغازگر 16 از استفاده

 مادری گیاه و شده ریزازدیادی خرمای بین تنوعی آغازگرها

 زایی غیرجنسیجنین  داد نشان نتایج این ندادند. نشان را

 168 دورة از پس حتی ژنتیکی ثبات خرما، ریزازدیادی برای

 در  (.2010و همکاران،    11کومار کند )می حفظ را ایهفته

 میان ژنتیکی ثبات  RAPD  آغازگر 10 از  استفاده با پژوهشی

 برگچۀ هایریزنمونه  از شده  باززایی خرمای هایگیاهچه

 نظر از  .کردند بررسی را ناشناخته و برحی خرمای هایرقم

 بافتی کشت  و پاجوشی هاینمونه  بین اختلافی  ژنتیکی

  .(2011و همکاران،   12مقییب)نشد  مشاهده

گیاهچه ژنتیکی  ثبات  نهال   ها بررسی  بافتی    هایو  کشت 

از استفاده  با  خرما  مجول  رقم  مادری  پایه  از   حاصل 

ریزماهواره  SSR  آغازگرهای آغازگرهای  تعیین  نیز  ای و 

 
1. Lopes 

2. Restriction Fragment Length Polymorphism 

3. Amplified Fragment Length Polymorphism 

4. Inter Simple Sequence Repeat 

5. Microsatellite or Simple Sequence Repeat 

6. Khanam 

7. Hela 

8. Elshibli and Korpelainen 

9. Moussally 

10. Al-Ruqaishi 

خرما  نخل  جمعیت  ژنتیکی  پایداری  مطالعه  برای  مناسب 

 آید. تحقیق حاضر به شمار می )رقم مجول( از جمله اهداف
 

 هامواد و روش

 مواد گیاهی 

ی  هاگیاهچهشامل  مواد گیاهی مورد استفاده در این تحقیق  

حاصل از کشت بافت نخل   های چند سالهنهال   سال اولی تا

گلخانه پژوهشگاه بیوتکنولوژی  خرما )رقم مجول( موجود در  

( موجود رقم مجولگیاه مادری )  به همراهکشاورزی ایران  

میوه و  خرما  پژوهشگاه  بود. در  اهواز  گرمسیری  های 

کشتگیاهچه بررسی    های  مورد  از    پژوهش  این دربافتی 

لیتر  میلی  3حاوی  شده    سازیبهینه  کشت  محیط گرم در 

زایی برای جنین  BAPگرم در لیتر  میلی   5/0نیترات نقره و  

ه و  سارشاخ  تولید   برای  NOAگرم در لیتر  میلی   1/0تیمار    و

رقم خرمای    شش از  همچنین    .تولید شده بودند زایی  ریشه

و    17، زاهدی16، دیری15، استعمران 14، پیارم13شاهد )کبکاب 

که    SSR( جهت تشخیص و غربال جفت آغازگرهای  18برحی

 بین ارقام چندشکلی را نشان دهند استفاده گردید.  

 DNAبرداری جهت استخراج  نمونه

و ارقام  کشت بافتی    اناز برگ گیاه  DNAجهت استخراج  

توسط ظرف حاوی نیتروژن   ونمونه برداری  مادری و شاهد  

های  آزمایشگاه منتقل گردیدند. در آزمایشگاه نمونهمایع به

دمای   در  سانتی  - 80برگ  استخراج درجه  زمان  تا  گراد 

DNA    گیاه کشت بافتی    180نگهداری شدند. در این تحقیق

  ارقام شاهد و رقم . برای ندبا گیاه مادری مقایسه شدتهیه و 

   شد.های پاجوش نخل خرما استفاده از برگمجول مادری 

 تعیین کمیت و کیفیت و   ژنومی  DNAاستخراج  

  CTABروش تغییر یافته با استفاده  ژنومی  DNAاستخراج 

جهت (.  2003و همکاران،    19مارگاریتوپولوس انجام گرفت ) 

  الکتروفورز از    استخراج شده  DNAتعیین کمیت و کیفیت  

ی با دستگاه نانودراپ اسپکتروفتومتردرصد و    8/0ژل آگارز  

  استفاده شد. غلظت نانومتر 280 و 260 هایموج طول در

11. Kumar 

12. Moghaieb 

13. Kabkab 

14. Piyarom 

15. Stamaran 

16. Deiri 

17. Zahedi 

18. Barhi 

19. Margaritopoulos 
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غلظت   اسپکتروفتومتر  دستگاه  با هانمونه  و    DNAتعیین 

جهت استفاده ها برای یک غلظت بهینه مشخص  تمام نمونه

 .ند سازی شدرقیق PCRدر واکنش 

ریزماهواره واکنش و    SSRای  آغازگرهای  شرایط 

 (PCRمراز )ای پلیزنجیره

روش  پلی ایزنجیره واکنش طبق  همکاران   1رودرمراز  و 

 BioRad) ترموسایکلردر دستگاه  ( با کمی تغییرات  1998)

Laboratories Inc., Hercules, CA, USA)      .اجرا گردید

از  μl10   Master Mixشامل  ،  PCRای  زاج شده  )تهیه 

، میکرومولForward  (10  )آغازگر    Biofact  ،)μl1شرکت  

μl1    آغازگرReverse  (10  )میکرومول  ،μl1  DNA   ژنومی  

 میکرولیتر  20 حجم نهایی در  آب دیونیزه  μl7،  نانوگرم(  50)

حرارتی    .گردیدتهیه   صورت  PCRچرخه  دقیقه    3  به 

گراد، سپس  درجه سانتی  95سازی اولیه در دمای    واسرشته

درجه   95سازی در    ثانیه واسرشته  30صورت  سیکل به  35

دمای    30گراد،  سانتی در  آغازگر  اتصال  )بسته   TMثانیه 

 72ثانیه مرحله بسط در دمای    30آغازگر متفاوت بوده(،  به

سانتی ودرجه  مرحله  گراد  یک  نهایت  بسط    7  در  دقیقه 

ریزی و اجرا برنامهگراد،  درجه سانتی  72انتهایی در دمای  

از  گردید.   تحقیق  این  ریزماهواره  24در  آغازگر  ای جفت 

SSR    براساس تحقیقات قبلی استفاده گردید که در جدول

  (.2017، و همکاران  الخیری( آورده شده است )1)

، با  PCRدمای بهینه برای اتصال هر آغازگر در طی واکنش 

تعریف کردن شیب دمایی برای دستگاه ترموسایکلر مشخص 

پیشنهادی   کاتالوگ  دمای  براساس  دمایی  شیب  گردید. 

دمای بیان شده در مقاله رفرنس انتخاب  شرکت سازنده و  

و آشکارسازی قطعات    PCRگردید. برای الکتروفورز محصول  

  TBE 1Xدرصد با محلول    3متافور    -تکثیر شده از ژل آگارز

  150مدت  وات به  90استفاده شد. الکتروفورز با ولتاژ ثابت  

 thermos)شرکت    DNA Ladder 50 bpدقیقه انجام شد. از  

scientificاندازه قطعه تعیین  از ( جهت  های تکثیر شده و 

 برداری باندها استفاده شد. داک برای عکسدستگاه ژل
 

 نتایج و بحث 

 ژنومی   DNAاستخراج  

بهینه    مولکولی مباحثدر    گام اولین روش  از  استفاده 

میDNA استخراج   هدف  گیاه  بارگذاری  باشد.  در  با 

ژل آگارز و  های برگی در  بافت  DNAهای مساوی از  حجم

با روش   DNAاستخراج های اسپکتروفتومتری، بررسی داده

CTAB   ( کمیت و  2011و همکاران،    مقییبتغییر یافته )

از   نشان نمونه  DNAکیفیت مطلوبی  را  بررسی  های مورد 

  CTAB( پیشتر کارائی روش  1397داد. بستاقی و همکاران )

مناسب   کمیت  در  یافته  از    DNAتغییر  شده  استخراج 

اند. از عوامل  را گزارش کرده  های برگی خرما رقم مجولبافت

شود،  در نظر گرفته می  DNAسنجی  مهمی که در کیفیت

و عدم شکستگی آن است که در   DNAسالم بودن رشته  

های فاقد شکستگی، کشیدگی و آلودگی  این مطالعه نمونه

DNA  ر  تهیه و دPCR  های  طور کلی، آلایندهاستفاده شد. به

با ترکیب DNA مرتبط  مثل  پلیگیاهی  فنلی،  های 

را تحت  PCR هایتوانند واکنشمی  RNAها و  ساکاریدپلی

های  . ترکیب(2012و همکاران،    2کریشنا) ثیر قرار دهند  أ ت

نظیر   خرما  برگ  در  موجود  ،  quercetiفنلی 

isorhamnetinhetersides،  (+)-catechin  ،(-)-

epicatechin،5-caffeoylshikimic acid (dactyliferic 

acid) 3) و ایزومرهای موضعی آن-caffeoylshikimic acid 

4- caffeoylshikimic acidتوانند جداسازی( می DNA  با

.  ( 2010و همکاران،    3عاریفکیفیت خوب را مختل کنند )

های  DNAبه همین دلیل، جهت اطمینان از کارکرد صحیح  

 مراز از ژن داخلیای پلیاستخراج شده در واکنش زنجیره

PUV    هایی که در این  ( و برای نمونه 1استفاده شد )شکل

ها تکرار گردید.  آن  DNAواکنش تکثیر نداشتند، استخراج  

 ای و آغازگرهای ریزماهواره PCRسازی شرایط بهینه 
ا بهینه در  تحقیق  شرایط  ین  جفت   24برای    PCRسازی 

موتیف   SSRآغازگر   شش  تا  یک  تکراری  توالی  با 

نوکلئوتیدی مورد بررسی قرار گرفتند. شرایط دمایی اتصال  

گرادیانت   PCRبا استفاده از   PCRهای  آغازگرها در واکنش

گراد بهینه گردید و نتایج  درجه سانتی  60تا    47در محدوده  

 شان داده شده است. ن 2در جدول 

در بررسی تنوع سوماکلونال   SSRکارائی آغازگرهای  

و تشخیص تنوع   SSRبه منظور بررسی کارایی آغازگرهای  

سوماکلونی احتمالی در بین گیاهان حاصل از کشت بافت  

 SSRزایی غیرجنسی نخل خرما، هر آغازگر  روش جنین به
 جهت آزمون  PCRابتدا با چند رقم شاهد خرما در واکنش  

 ، هشت SSRجفت آغازگر  24چندشکلی بررسی شدند. از 

 
1. Roder 

2. Krishna 

3. Arif 
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 گیاهان کشت بافتی خرما جهت بررسی ثبات ژنتیکی SSRای  ریزماهواره آغازگرهای  -1جدول 

 

  
 مراز ای پلیهای استخراج شده در واکنش زنجیرهDNAدر PUV  تکثیر شده برای ژن داخلی الگوی نواری -1شکل

  

آغازگر   ،  mPdIR74  ،PdCIR33  ،mPdCIR12جفت 

DCAT08  ،mPdC03  ،DCAT07  ،DCAT15  ،PAT31   به

شکل و همسان در تمام ارقام شاهد  خاطر تولید باندهای تک

به رقمقادر  ژنتیکی تمایز  تنوع  ظهور  و  خرما  مختلف  های 

  نمونه  180نبودند و بنابراین از این آغازگرها در بررسی تنوع  

های  آغازگرکشت بافتی استفاده نشد. در توافق با این نتایج،  

DCAT07  ،mPdC03،  DCAT08    وmPdCIR12   در  

ها تمایز رقم( نیز قادر به1396همکاران )پژوهش شهبازی و  

 ( ’3-’5)  آغازگر رفت نام آغازگر  ردیف 

 

 (’3-’5)  آغازگر برگشت
 

دامنه 

  بانددهی
(bp ) 

1 mPCIR05 GGTGTGGAGTAATCATGTAGTAG GCTCGGTTGGACTTGTTCT 157 -142 

2 mPdCIR12 GCTCGGTTGGACTTGTTCT GGAGGTGGCTTTGTAGTAT 257 -219 

3 PdCIR33 CAAGACCCAAGGCTAAC CCATTTATCATTCCCTCTCTTG 321 -306 

4 mPdIR74 CCATTTATCATTCCCTCTCTTG CTTGGTAGCTGCGTTTCTTG 227 -205 

5 mPdCIR78 CCCCTCATTAGGATTCTAC GCACGAGAAGGCTTATAGT 220 -207 

6 mdCIR8 CTTGGTAGCTGCGTTTCTTG CCCGAAGAGACGCTATT 199 -175 

7 mdCIR91 GAGAGAGGGTGGTGTTATT TTCATCCAGAACCACAGTA 197 -189 

8 PAT1 TTCATCCAGAACCACAGTA GAGAGAGGGTGGTGTTATT 123 -103 

9 PAT3 GAGAGAGGGTGGTGTTATT AGTTTCTTGCCCCTGTTCTTTC 209 -186 

10 PAT4 TTCATCCAGAACCACAGTA TGTTTCATGGTGCTGGAGAATGAA 302 -201 

11 DCAT01 TTAGTAGACTCCCCACCGTCC TGTTTCATTGCTGGAGAATGAA 185 -149 

12 DCAT02 TTTACCCCTCGGCCAAATGTAA TTTGGACTAGTCCCTCCCTCCC 163 -141 

13 DCAT07 TGCTGCAAATCTAGGTCACGAG TTTGGACTAGTCCCTCCCTCCC 157 -131 

14 DCAT08 TTTGGACTAGTCCCTCCCTCCC TCTCCATCTCCCTTTTTCTTCTGCTACTC 149 -123 

15 DCAT15 ACAGAGAGGTGGAGTTTTCGGATT TCTTCCTTTCAAACCAGCAAGCT 163 -127 

16 DCAT22 TCTTCCTTTCAAACCAGCAAGCT ATGAAAACGTGCCAAATGTC 138 -130 

17 mPdC03 ACAAACGGCGATGGGATTAC TCTTCCTTTCAAACCAGCAAGCT 201 -190 

18 mPdC63 CTTTTATGTGGTCTGAGAGA TCTCTGATCTTGGGTTCTGT 156 -121 

19 mPdC50 CTGCCATTTCTTCTGAC CTTTTATGTGGTCTGAGAGA 240 -201 

20 mPdC90 GTTTAAAGCCTTCTCAAGATAGCCTCAG GCAGTCAGTCCCTCATA 175 -142 

21 MPDC6 AATCAGGGAAACCACAGCCA GTTTAAAGCCTTCTCAAGATAGCCTC 170 -142 

22 MPDC12 ACTAACATAAGGACAGTGCTATGTGATTG GTTTAGATCTTGCATGGCAACGC 167 -145 

23 MPDC18 CATCGTTGATTCCTAACCCCTC ACTAACATAAGGACAGTGCTATGTGATTG 150 -111 

24 MPDC006 GCCACAGGAAGCACATTTAG ACTAACATAAGGACAGTGCTATGTGA 210 -195 



 ...  خرما درخت از مشتق بافتی کشت  گیاهان در ژنتیکی ثبات ارزیابی بستاقی و همکاران: 
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و همکاران   1بیلوتهدر مطالعه    و بیان چند شکلی نبوده است.

  mPdCIR12 ( در بررسی تنوع نخل خرما با آغازگر2004)

  mPdC03  11درصد هتروژنی، با آغازگر    72باند و    12تعداد  

باند و    PdCIR33  12درصد هتروژنی، با آغازگر    35باند و  

آغازگر    20 با    71باند و    mPdIR74  15درصد هتروژنی و 

مطالعه در  نمودند.  مشاهده  هتروژنی  و    2راچی درصد 

( آغازگر 2014همکاران  با  خرما  نخل  تنوع  بررسی  در   )  

mPdCIR12    درصد هتروژنی، با آغازگر   90باند و    6تعداد  

PdCIR33  5    درصد هتروژنی با آغازگر  71باند و DCAT08 

  45باند و    DCAT076 درصد هتروژنی با آغازگر  88باند و    8

آغازگر با  و    mPdIR749 درصد هتروژنی و  درصد    91باند 

نیز  (  2017و همکاران )الخیری  هتروژنی مشاهده نمودند.  

آغازگر  درصد هتروژنی،    77آلل و    5با     mPdCIR12آغازگر  

PdCIR33    و    3با هتروژنی،  آلل  درصد  آغازگر  صفر 

DCAT01    و    7با هتروژنی،    51آلل  آغازگر  درصد 

DCAT15    و    6  با هتروژنی  48آلل  آغازگر    و   درصد 

mPdC50 در ارقام متفاوت   درصد هتروژنی 92 و آلل 12 با

 ند. داد گزارشنخل خرما را 

ارقام شاهد نشان    MPDC006آغازگر   چند شکلی در بین 

نمونه   180( و برای بررسی تنوع سوماکلونال  -2Aداد )شکل  

ها باندهای تک  کشت بافتی استفاده شد که در تمام نمونه

شکل تکثیر کرده و عدم تنوع سوماکلونال در گیاهان کشت  

با    MPDC006(. نتایج آغازگر  -2Bبافتی را نشان داد )شکل  

( در تضاد است و  1396نتایج پژوهش شهبازی و همکاران )

تمایز ارقام متفاوت ژنتیکی نخل خرما  در این تحقیق قادر به

چند شکلی در بین ارقام شاهد نشان    MPDC12بود. آغازگر  

)شکل   نمونه-2Aداد  تمام  و  تک(  باندهای  تکثیر ها  شکل 

بافتی   کشت  گیاهان  در  سوماکلونال  تنوع  عدم  و  را  کرده 

داد )شکل   الخیری-2Bنشان  نتیجه،  این  با  توافق  در  و   (. 

  100آلل و    MPDC12  4آغازگر  نیز برای  (  2017همکاران )

-گزارش کردهدر ارقام متفاوت نخل خرما را    درصد هتروژنی

چند شکلی در بین ارقام شاهد نشان داد    PAT4اند. آغازگر  

شکل تکثیر کرده  ها باندهای تک( و تمام نمونه-2A)شکل  

و عدم تنوع سوماکلونال در گیاهان کشت بافتی را نشان داد  

( نیز در بررسی تنوع  2014و همکاران ) راچی (.  -2B)شکل  

آغازگر برای  خرما  و    6تعداد  PAT4   نخل  درصد    78باند 

چندشکلی در    mPdC63ده نمودند. آغازگر  مشاه  هتروژنی

)شکل   داد  نشان  شاهد  ارقام  نمونه-2Aبین  تمام  و  ها  ( 

شکل تکثیر کرده و عدم تنوع سوماکلونال در  باندهای تک

)شکل   داد  نشان  را  بافتی  کشت  و  -2Bگیاهان  بیلوته   .)

برای  2004(همکاران   خرما  نخل  تنوع  بررسی  در  نیز   )

مشاهده    درصد هتروژنی  35باند و    8تعداد    mPdC63آغازگر  

 نمودند. 

نشان    mPdCIR78آغازگر   شاهد  ارقام  بین  در  چندشکلی 

)شکل   نمونه-2Aداد  تمام  و  تک(  باندهای  تکثیر ها  شکل 

عدم  و  را    کرده  بافتی  کشت  گیاهان  در  سوماکلونال  تنوع 

( در بررسی  2004(. بیلوته و همکاران )-2Bنشان داد )شکل  

  72باند و    12تعداد    mPdCIR78  خرما با آغازگر  تنوع نخل

   مشاهده نمودند. درصد هتروژنی

)   راچی با  2014و همکاران  خرما  نخل  تنوع  بررسی  در   )

و    11تعداد  mPdCIR78   آغازگر هتروژنی   85باند    درصد 

نیز برای( 2017و همکاران ) مشاهده نمودند. الخیری

 
 جهت بررسی ثبات ژنتیکی گیاهان کشت بافتی خرما  SSR دمای اتصال بهینه برای آغازگرهای -2جدول  

 
1. Billotte 2. Racchi 

 آغازگر 
Primer 

 c ºدمای اتصال
Anneal Tm 

 آغازگر 
Primer 

 c ºدمای اتصال
Anneal Tm 

 آغازگر 
Primer 

 c ºدمای اتصال
Anneal Tm 

mPCIR05 56 DCAT07 56 MPDC12 57 

mPdCIR12 50 DCAT08 58 MPDC18 56 

PdCIR33 54 DCAT15 58 MPDC006 54 

mPdIR74 52 DCAT22 52 PAT4 54 

mPdCIR78 50 mPdC03 56 DCAT01 58 

mdCIR8 48 mPdC63 50 DCAT02 60 

mdCIR91 50 mPdC50 48 MPDC6 60 

PAT1 52 mPdC90 51 PAT3 55 
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ارقام    درصد هتروژنی  69آلل و    mPdCIR78  8آغازگر   در 

گزارش کردند. در عدم توافق با نتایج این  متفاوت نخل خرما  

در پژوهش شهبازی و همکاران    mPdCIR78تحقیق، آغازگر  

 تمایز ارقام متفاومت نخل خرما نبود. ( قادر به1396)

های کشت  نمونه (B)ارقام شاهد و  (A)در ( mPdCIR78و  MPDC006 ،MPDC12 ،PAT4  ،mPdC63) SSRآغازگرهای  باندیالگوی  -2شکل 

 L: Ladder 50 bp .بافتی رقم مجول خرما

   

چند شکلی در بین ارقام شاهد نشان داد    mdCIR8آغازگر  

سوماکلونال  -3A)شکل   تنوع  بررسی  در  و  نمونه    180( 

تک باندهای  بافتی  تنوع  کشت  عدم  و  کرده  تکثیر  شکل 

-3  سوماکلونال در گیاهان کشت بافتی را نشان داد )شکل

B  .)  در  (  2004)و همکاران    بیلوته توافق با این نتیجه،  در

  78باند و    14تعداد    mdCIR8آغازگر    با  بررسی تنوع خرما

( 2014)و همکاران    راچی  مشاهده نمودند.   درصد هتروژنی

  83باند و    8تعداد    mdCIR8 آغازگربا  در بررسی تنوع خرما  

  نایک و    الخیریهمچنین  مشاهده نمودند.    درصد هتروژنی

  درصد هتروژنی   76آلل و    mdCIR8  15آغازگر  با  (  2017)

  mdCIR91آغازگر    .اندگزارش کردهدر ارقام متفاوت خرما را  

نیز  ( و  -3Aچندشکلی در بین ارقام شاهد نشان داد )شکل  

تنوع سوماکلونال در   را نشان    180عدم  بافتی  گیاه کشت 

در  (  2004)و همکاران    بیلوتهتوافق،  در  (.  -3Bداد )شکل  

  56باند و    18تعداد    mdCIR91آغازگر  با  بررسی تنوع خرما  

نمودند.    درصد هتروژنی  تعداد  مشاهده  و    7همچنین  باند 

آلل و    7( و  2014راچی و همکاران،  درصد هتروژنی )  77

25  ( هتروژنی  نایک،  درصد  و  بررسی (  2017الخیری  در 

خرما   نخل  است  mdCIR91ر  آغازگبا  تنوع  شده   .گزارش 

(  1396در پژوهش شهبازی و همکاران )  mdCIR91آغازگر  

ها و بیان چند شکلی نبوده است که با نتایج  تمایز رقمقادر به

   این تحقیق در تضاد است.

چند    MPDC18و    PAT1  ،PAT3  ،DCAT01آغازگرهای  

( و نیز -3Aشکلی در بین ارقام شاهد را نشان دادند )شکل 

اثبات  گیاه کشت    180عدم تنوع سوماکلونال در   بافتی را 

و همکاران   (. در توافق با این نتایج، راچی-3Bکردند )شکل  

آغازگر2014) برای  خرما  نخل  تنوع  بررسی  در   ) PAT1 

تعداد    PAT3 درصد هتروژنی، برای آغازگر  23باند و    4تعداد  

تعداد  DCAT01 درصد هتروژنی و برای آغازگر  85باند و    7

اند.  ه و گزارش نمودهدرصد هتروژنی را مشاهد   75باند و    5

  DCAT01  7  نیز برای  (2017)  نایکو    الخیری  در مطالعه

و   هتروژنی  10آلل  خرما    درصد  متفاوت  ارقام  گزارش در 

 شده است. 
چندشکلی در بین ارقام شاهد نشان داد    DCAT22آغازگر  

سوماکلونال  -4A)شکل   تنوع  بررسی  در  و    نمونه   180( 

تک  کشت باندهای  تنوع بافتی  عدم  و  کرده  تکثیر    شکل 

  (. در توافق با -4Bسوماکلونال در آنها را نشان داد )شکل  

تعداد DCAT22 این نتیجه در بررسی تنوع خرما با آغازگر 



 ...  خرما درخت از مشتق بافتی کشت  گیاهان در ژنتیکی ثبات ارزیابی بستاقی و همکاران: 
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های نمونه (B)ارقام شاهد و  (A)در  (MPDC18  و mdCIR8  ،mdCIR91 ،PAT1 ،PAT3 ،DCAT01) SSRالگوی باندی آغازگرهای  -3شکل 

 L: Ladder 50 bp .کشت بافتی رقم مجول خرما

 
های کشت  نمونه (B)ارقام شاهد و  (A)در  (mPCIR05 و   DCAT22 ،mPdC50 ،mPdC90 ،MPDC6) SSRالگوی باندی آغازگرهای  -4شکل 

 L: Ladder 50 bp .بافتی رقم مجول خرما

   

  5( و  2004بیلوته و همکاران،  )  درصد هتروژنی  60باند و    5

( مشاهده  2017الخیری و نایک،  )  درصد هتروژنی  52آلل و  

آغازگرهای   است.  شده  گزارش  ،  mPdC50  ،mPdC90و 

MPDC6     وmPCIR05     چندشکلی در بین ارقام شاهد را

و در نتیجه عدم تنوع سوماکلونال  ( -4A)شکل نشان دادند 

(.  -4Bگیاه کشت بافتی را مشخص کردند )شکل    180در  

در بررسی (  2004)و همکاران  بیلوته   در این راستا در مطالعه

درصد    67باند و    16تعداد    mPdC50تنوع خرما برای آغازگر  

درصد    59باند و    10تعداد    mPdC90هتروژنی، برای آغازگر  

آغازگر برای  و  و    12تعداد  mPCIR05 هتروژنی    68باند 

 (2017)  نایکو  الخیری  درصد هتروژنی گزارش شده است.  

درصد هتروژنی،    92آلل و    mPdC50  12آغازگر  نیز برای  

درصد هتروژنی و برای   26آلل و    mPdC90  9آغازگر  برای  

و    MPDC6  21آغازگر   هتروژنی    65آلل  ارقام درصد    در 

مشاهده کردند. همچنین راچی و همکاران متفاوت خرما را  

درصد  87باند و  5تعداد  mPCIR05 ( برای آغازگر2014)
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 هتروژنی مشاهده نمودند. 

نشان    SSRجفت آغازگر    16ملکولی  نتایج  همان طور که  

گیاه   نمونه  شد کهمشخص  داد،   و  بافتی    انمادری  کشت 

از   استفاده  با  مجول  محدوده  این  رقم  یک  در  آغازگرها 

که نشان از حفظ ثبات    تکثیر کردندمشخص باند تک شکل  

بافت می  از کشت  این    باشد.ژنتیکی گیاهان حاصل  مشابه 

 خرمای پاجوشی از رقم ده کیژنتی ثبات یپژوهش در  ،تحقیق

 های ایرانیرقم  در  مستقیم زائیاندام  از ناشی بافتی کشت و

 .ندشد ارزیابی ایریزماهواره آغازگر جفت بیست از استفاده با

 چهار استفاده، مورد آغازگرهای جفت بین  از داد نتایج نشان

 و mPdCIR044 ،PDAAG1023 ، DP172آغازگر

PDAAG1025   چندشکلی بیان و هارقم بین تمایزقادر به 

 کشت نمونۀ  بین تفاوتی آغازگرها این   از  کدام هیچ که  بودند 

 این نتایج .ندادند نشان رقم هر  درون پاجوشی و بافتی

به درختان داد نشان بررسی روش  آمده دستخرمای  به 

بافت  مانند یژنتیک لحاظ از  ( مستقیم زائیاندام) کشت 

خرما  هاینمونه  سریع افزایش روش لذا ،ندبود مادری گیاهان

استفاده تولید منظوربه با   در مستقیم زائیاندام  از نهال 

شهبازی و همکاران، گردید ) توصیه ایشیشه  درون شرایط

1396).  

بهتر  یکیمعمولا    غیرجنسیزایی  جنین    ی هاروش   یناز 

(.  2000و همکاران،    1لروی)شود  در نظر گرفته می  تکثیر

جنین که  حقیقت  این  با  تحقیق  این  از  زایی نتایج حاصل 

ها جهت ریزازدیادی ترین روشغیرجنسی خرما یکی از امن

باشد مطابقت دارد.  می  true-to-typeمنظور تولید گیاهان  به

نتایج   با  نتایج  )  2بنسی این  همکاران  و  2004و  و  لوپز  ( 

(  2000و همکاران )  لروی( مطابقت دارد.  2006همکاران )

عنوان زایی غیرجنسی معمولا به نیز اعلام کردند که جنین

یر جهت کنترل ژنتیکی دقیق های تکثیکی از بهترین روش

باشد.  در تمامی مراحل تشکیل جنین غیرجنسی مطرح می

توسط آغازگر   PCRمحصول    558ای دیگر آنالیز  در مطالعه

RAPD  از  شباهت بین گیاه مادری و گیاهچه های حاصل 

)جنین  نمود  ثابت  را  خرما  گیاه  غیرجنسی  و    3اسلام زایی 

)و    4اشراقی (.  2015همکاران،   یک    در(  2005همکاران 

گیاهان کشت    جنسیزایی غیرنیجن  یکیژنت  یداریپا  تحقیق

نخل مادری  گیاهان  و  را   بافتی  خنیزی(  )رقم  ایرانی 

 
1. Leroy 

2. Bennici 

3. Aslam 

دادند.   RAPD  یآغازگرها  از  استفاده با ها  آن  جینتا   انجام 

ی مادر  اهیگ  نیب  یکیژنت  ی و شباهت همبستگ  که  داد  نشان

و    اسلام  .بود  درصد  94کشت بافتی حاصل از آن    اهانیگو  

ارزیابی گیاهان خرما  ( مطالعه2015همکاران ) ای با هدف 

زایی غیرجنسی شش رقم اقتصادی و تایید  حاصل از جنین 

آن بهمشابهت  ورود  جهت  مادری  گیاهان  با  های  برنامهها 

از  به دادند.  انجام  خرما  مورد    RAPDآغازگر    70نژادی 

مکان ژنی با تکرارپذیری بالا تولید    558آغازگر    62استفاده،  

بیانگر هموژنی گیاهان ریزازدیادی    RAPDنمودند. پروفایل  

درصد شباهت میان گیاه مادری و    100وجود    و  شده بود

زایی غیرجنسی را تایید نمود.  های حاصل از جنینگیاهچه

های این  یافتهها روش تکثیر بکارگرفته شده را باتوجه بهآن 

ژرم  نگهداری  و  انبوه  تولید  برای  مناسب  روشی  مطالعه، 

 پلاسم خرما معرفی نمودند.  

 27  یکیژنت  بررسی ثباتمنظور  به   (2010)و همکاران  کومار  

زایی غیرجنسی با بیش  گیاه خرما تکثیر شده با روش جنین

جفت آغازگر    16همراه گیاهان مادری از  به  واکشت    42از  

SSR  مورد مطالعه،    یاهاناز گ  یک  یچدر ه  .استفاده نمودند

نشد  DNA  ییراتتغ به  مشاهده  که و  رسیدند  نتیجه  این 

آ  توسط  استفاده  مورد  رونروش  ریزازدیادی،  برای  شی  ها 

حفظ ثبات ژنتیکی برای تکثیر گیاهان خرمای    کارا همراه با

  که   دادنشان  آنها    یجنتارود.  شمار میمشابه گیاه مادری به

پس    ی، حتغیرجنسیزایی  جنین با روش  نخل خرما    تکثیر

 کشت  یطهفته )سه سال( تحت شرا  168  یاز مدت طولان

شیشه، م  یکیژنت  ثبات  درون  حفظ  و    5احمد  کند. یرا 

های باززا  ( تنوع ژنتیکی موجود در گیاهچه2012همکاران )

 Kubkub  ،Merzibanها را در سه رقم  های آنشده و کالوس

آغازگرهای    Dharlagو   دادند.    ISSRبا  قرار  بررسی  مورد 

ها  ها نشان دهنده وجود تنوع ژنتیکی میان گیاهچهنتایج آن

کالوس آنو  محققانهای  این  بود.  ارقام  همه  در  ،  ها 

عنوان ابزار مناسبی برای ارزیابی ثبات  را به  ISSRآغازگرهای  

یک خانواده با تعداد  ژنتیکی و حتی تفکیک ارقام متعلق به

معرفی  کم  )  آغازگر  همکاران  و  اوتمانی  (  2010نمودند. 

اثر  مطالعه بررسی  با هدف  جنین  D-2,4ای  القای  زایی در 

آنالیز  از  حاصل  نتایج  نمودند.  طراحی  خرما    سوماتیکی 

گیاهچه، نشان 180بر روی  AFLPو  RAPDآغازگرهای  

4. Eshraghi 

5. Ahmed 
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ژنتیکی در گیاهچه ثبات  تولید شده در  دهنده وجود  های 

ییدکننده روش مورد أ مادری و تگیاهان  کشت بافت نسبت به

بود.   ژنتیکیبررسی  استفاده  نیشکر   ثبات  گیاه  رقم  دو 

RB943365  و   RB92579شده در شرایط کشت درون    تکثیر

و    1حسایتوسط    ISSRبا استفاده از آغازگرهای  ای  شیشه 

( رقم2015همکاران  در  گرفت.  صورت  مورد(  نظر   های 

در  هیچ چندشکلی  از  شواهدی  شده    گیاهانگونه  تکثیر 

.  کلونال بوداموهای سوجود نداشت که بیانگر عدم وجود تنوع 

آغازگرآن  که  نمودند  گزارش  همچنین  برای   ISSR  هاها 

سوماکلونال   تنوع  هستندارزیابی  بافت  .  مناسب  کشت  در 

اثر ترکیبی سن کشت و  أگیاه خرما منبع ت مین ریزنمونه، 

تنظیمواکشتتعداد   انعطاف  کنندهها،  گیاهی،  رشد  های 

رونویسی از عوامل اثر گذار بر تنوع   پذیری و تغییرات پس از

گیاهان کشت بافتی بوده است، اما انتخاب ژنوتیپ مناسب  

تواند میزان تنوع سوماکلونال را محدود  ها میو تعداد واکشت

پاکوتاه    نماید. با این وجود گیاهان خارج از تیپ با فنوتیپ

جمعیت در  زیادی  بوجود غیرعادی  تکثیر  حال  در  های 

ازمی را چند سال پس  اثرهای خود  نشان   آیند که  کشت 

روشمی از  استفاده  که  مانند  دهند  مولکولی  ژنتیک  های 

ها را در مراحل تواند بسیاری از تنوع شناسایی با آغازگرها می

  ت کمک نمایند ایجاد منبع ژنتیکی با ثبااولیه شناسایی و به

 . (2011و همکاران،  2)هادرمی 

 

 کلی   گیرینتیجه

تنوع ناشی از گیاهان کشت بافتی توسط باندهای ایجاد شده  

مختلف   آغازگرهای  از  استفاده  هستندبا  مطالعه  .  قابل 

آغازگر از  جهت DNA  (SSRریزماهواره    هایاستفاده   )

دلیل حساسیت، قابلیت تکثیر،  بررسی تنوع سوماکلونال به

بودن بارز  هم  و  تفکیک  در  بالا  قدرت        مناسب   فراوانی، 

جهت شناسایی  SSR های  باشد. در این تحقیق از آغازگرمی

الگوهای   در  تنوعی  هیچ  و  شد  استفاده  سوماکلونال  تنوع 

گیاهان   در  بافتیباندی  مادری    کشت  گیاه  با  مقایسه  در 

مجول   رقم  نشدخرمای  نتیجه  .مشاهده       گیری بنابراین 

ریزازدیادی    شودمی پروتکل  رفته  که  طریق از  بکار 

قم  گیاهان کشت بافتی از ر  تولیدزایی غیرجنسی در  جنین 

و پروتکل حاصل توانایی تولید    مجول نخل خرما مناسب بوده 

همچنین های فراوان را با حفظ ثبات ژنتیکی دارد.  گیاهچه

م  یتواقع  ینا  حاضرمطالعه    یجنتا ثابت  که یرا  کند 

 یبرا  تکثیر  یهاروش  بهتریناز    یکی  یجنسغیرزایی  جنین 

)  یاهانگ  یدتول نهایت    باشد. یم (  true-to-typeجور  با  در 

به  تحقیقتوجه  این  از  نیز  نتایج حاصل  ارزش   و  و  اهمیت 

خرما  نخل  بالای  تکثیر    ،اقتصادی  زایی جنینروش 

 شود.ی نخل خرما توصیه میجنسغیر
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