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 ةشدگیاهان باززایی سوماکلونالتنوع  ،در این مطالعه. ستا  Aloaceae ةتیردار از گوشت، لپهکساله، تچندگیاهی   .Aloe barbadensis Millگیاهچکیده. 

A. barbadensis نشانگر 20 با استفاده ازشده استخراج و تنوع ژنتیکی گیاه باززایی 40. ژنوم گرفتبررسی قرار  تحتگلدان  و انتقال به بعد از چهار واکشت 

SPAR شامل پرایمرهايRAPD  وISSR  اندیس، مورفیسممیانگین درصد پلی. محاسبه گردید وراآلوئه دةحاصل از گیاهان باززا میزان ژل ،همچنین. شد بررسی -

و  NJبندي خوشه د.بو ISSRهاي آمده از دادهدستهبالاتر از پارامترهاي ژنتیکی ب، RAPDهاي مؤثر براساس دادههاي اللتعداد  و Nei’sتنوع ژنتیکی ، شانون

- نیز نشان AMOVA تحلیل هاي جداگانه تقسیم کنند.را به خوشه افرادتوانستند  مطالعه تحتنشانگرهاي  ۀبر پای STRUCTUREنمودار اساس ساختار ژنتیکی بر

میزان  .استهاي مولکولی اي دادهخوشه ۀل از تجزیهاي حاصتفرق گروه کنندةوده است و تأییدب (P=0.01) داريها در سطح معنینتیکی بین گروهژتمایز  دهندة

بین  (P=0.746) داريبررسی شد که تفاوت معنا (ANOVA)واریانس  تحلیل آزموناي با استفاده از خوشه ۀتجزی تحلیلاساس شده برهاي ایجادتولید ژل در گروه

شده لکولی را در میان گیاهان باززاییهاي مور سطح ژنوم با استفاده از نشانگروکلونال دتغییرات سومتوانست نتایج این مطالعه  .شدمقدار ژل در چهارگروه مشاهده ن

  .شان دادندر میان این گیاهان تغییر معناداري  يکه میزان ژل تولیدحالینشان دهد، در آلوئه

 SPAR, AMOVA،  ساختار ژنتیکی ژل آلوئه، ، بنديخوشه .کلیديهاي واژه

 

Somaclonal variation of tissue culture regenerated plants of Aloe barbadensis 
Mill. 

2Farah Farahani & 1pour, Bahar Ghasem1*Zahra Noormohammadi 

10.06.2018 Published 04.12.2017/ / AcceptedReceived 22.06.2016  

1Department of Biology, Science and Research Branch, Islamic Azad University, Tehran, Iran 
2Department of Microbiology, Qom Branch, Islamic Azad University, Qom, Iran 
*Correspondent author: z-nouri@srbiau.ac.ir  
 
Abstract. Aloe barbadensis is a perennial, monocotyledonous, fleshy plant belonging to Aloaceae family. In this study, 
somoclonal variations of regenerated A. barbadensis plants were investigated. The plantlets of the forth subculture were 
transferred to soil for further study. The genomic DNAs of 40 regenerated plantlets were extracted and genetic 
variations were studied using SPAR markers including RAPD and ISSR primers. The amount of Aloe gel extracted 
from regenerated A. vera plants was also determined. The average percentage of polymorphism, Shannon index, Nei's 
genetic diversity and the number of effective alleles based on RAPD data were higher than genetic parameters obtained 
from ISSR data. NJ cluster and STRUCTURE plot based on molecular markers grouped regenerated plants into distinct 
clusters. AMOVA analysis also showed a significant (P = 0.01) genetic distinction between the studied groups. This 
result also confirmed differentiation of regenerated plants. The amount of Aloe gel in the four groups (based on 
clustering method) was compared by using analysis of variance (ANOVA). The results showed no significant (P = 
0.746) differences among the amounts of gel in four groups. In total, our findings showed somaclonal variations on 
genomic level while no significant differences were observed in the amount of gel among regenerated Aloe plantlets. 
Keywords. aloe gel, AMOVA, clustering, genetic structure, SPAR 
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  مقدمه

 Aloeورا، صبر زرد یا شاخ بزي با نام علمی آلوئه   

barbadensis Mill.  مترادف باA. vera L. دار گیاهی گوشت

 .A.است Aloe سرده و سریشیان ، تیرةسانانمارچوبه ۀاز راست

vera L.  )Aloe barbadensis Mill.( سردهترین گونه مهم 

Aloe .2 داراي آلوئهگیاهان جنس  استn= 14   کروموزوم

و ایجاد هستند ها دیپلوئید و برخی تتراپلوئید بعضی کلون .هستند

 ,.Bayani et al( استپذیر امکاننها آسطح بالاي پلوئیدي در 

-ورا در تمام نقاط جهان میآلوئهگونه از  400بیش از  .)2013

امروزه تنها دو گونه  ینا وجود با )Mohammad, 2003(رویند 

 Aloe littoralis و  .Aloe barbadensis Millهاينامه ب

Mill. ارزش تجارت جهانی .کنندرشد می صورت تجاريهب 

میلیون دلار و ارزش  125گیاهی حدود  ۀمحصول خام این گون

در  .میلیارد دلار است 110 آن بالغ بر ةمحصولات نهایی تولیدشد

ورا در صنایع مختلف غذایی آلوئهمحصولات مختلف  ،حال حاضر

ایع آرایشی و بهداشتی صن ،)غیره دوغ و، کمپوت، هاه(انواع نوشاب

صنایع  )هاشوینده، هاصابون، شامپوها، لوسیون، ها(انواع کرم

 Mendonça et( شوداستفاده می قرص جوشان)، دارویی (کپسول

2013 et al.,Bhaludra  ., 2009;al(. از  آلوئهنجاکه تکثیر آاز

راندمان پایینی  ،وجود نر عقیمیۀ ه واسطهاي مرتبط با بذر، بروش

طریق پاجوش است،  تکثیر از وراآلوئهراه کشت سنتی  یگانهدارد، 

نحوي که هر گیاه بالغ در سال به ،ن پایین استآاما سرعت تکثیر 

که این تعداد جهت تولید  استپا جوش  8تا  3قادر به تولید تنها 

اي فراوانی که براي صبر دلیل تقاض. بهستیتجاري این گیاه کافی ن

زرد در بازار داخلی و خارجی وجود دارد، این گیاه مورد توجه 

بسیاري از مراکز تحقیقاتی قرار گرفته است تا روش مناسبی جهت 

  نها یافت شود.آتکثیر 

هاي رایج طریق کشت بافت یکی از روشاز ریزازدیادي گیاه    

درکانون ایی ردهطور گستهکه ب در تولید این نوع گیاهان است

تحقیقات مختلفی در خصوص . ن قرار گرفته استاتوجه محقق

انتخاب نوع  است. گزارش شدهتاکنون  آلوئهریزازدیادي گیاه 

یکی  آلوئهجدا کشت شامل جوانه جانبی یا راسی در ریزازدیادي 

 & Supe, 2007; Hashemabadi( بوده است همماز نکات 

2011t al., eNayanakantha  aviani, 2008;K(.  مورد

هاي مختلف ها در کشت بافت گونهفیتوهورموناستفاده از  ،دیگر

 .است در ریزازدیادي آنها داشتهات متفاوتی تأثیر است که آلوئه

بنزیل آمینوپورین گرم در لیتر میلی 4از  Soup (2007)مثال اي بر

)BA ( ایندول استیک اسیدگرم در لیترمیلی 1) وIAA(  استفاده

BAP +  L-mg4 که تحقیقی دیگر استفاده ازدر حالی ،ردک

PVP L-NAA + 1g L-0.2mg  پیشنهاد  آلوئه بهترتکثیر را براي

 .) 2011et alNayanakantha ,.( داده است

تنوع  باعث ایجاد کشت بافت محصولات کشاورزيحال، هرهب   

عوامل مختلف همچون نوع  شود.میگیاهان باززایی  سوماکلونال

تواند باعث تغییرات نوع کشت بافت و زمان کشت می ،نوتیپژ

شت بافت شود که در برخی شده از کژنتیکی در گیاهان باززایی

 کند. ایجاد نسبت به گیاه مادري یتواند فنوتیپ متفاوتموارد می

Haque  و Ghosh)2013( لی طی مطالعات کاریوتیپی و مولکو

سال دو واکشت و سه ا ت A. vera ةشداییزگیاهان بازدربارة 

ها در تقسیم و تعداد کروموزوماندازه رویش در مزرعه تفاوتی در 

میتوز و رفتار کروموزومی در تقسیم میوز مشاهده نکردند. 

هم تنوع سوموکلونال در  RAPDنشانگرهاي مولکولی  ،همچنین

بررسی تحقیق دیگري به در  گیاهان باززایی شده نشان ندادند.

 A. barbadensis ۀشده از گونگیاهان باززایی لسوماکلوناتنوع 

پرداخته شده است.  RAPD و ISSRهاي با استفاده از نشانگر

در  تحت مطالعههاي در لوکوس نبودنیج دال بر چندشکلینتا

. )Sahoo & Rout, 2014( بوده است آلوئه ةشدگیاهان باززایی

از زیادي درصد  که در تحقیق دیگرياین درحالی است 

در  ISSR و RAPDنتیکی با استفاده از نشانگرهاي ژدشکلی چن

جوانه انتهایی مشاهده شده است هاي باززایی شده از وراآلوئه

)Rathore et al., 2011(. Bayani ) سطح ) 2013و همکاران

با استفاده از روش  را شدهگیاهان باززاییژنوم  ةپلوئیدي و انداز

حاوي   MSۀپای شتک طیحم تیمارچهار  لوسایتومتري درف

و هورمون  لیترگرم بر میلی 2/1و  5/0با مقادیر  BAPهورمون 

IAA  و دو گونۀ میلی گرم بر لیتر 1و  5/0با مقادیر A. littoralis 

تنوع سطح پلوئیدي و اندازه د و کرمقایسه  A. barbadensisو 

 در تیمارهاي مختلف هورمونیرا شده ژنوم در گیاهان باززایی

. این نتایج برتري تیماري در ایجادتغییرات ژنومی یا ثبات نشان داد

با حفظ صفات  A. veraتجاري گیاه  تولید .ژنومی را نشان نداد

 ،از اهمیت شایانی برخوردار است. بر این اساس یکیژمورفولو

کلونال گیاهان احاضر تنوع سوم در تحقیق طبق مطالعات گذشته،
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 چهاربعد از نها تار ژنتیکی آو ساخ A. barbadensisشده باززایی

از قرار گرفت.  تحت بررسینها به خاك آانتقال واکشت و 

علت پراکندگی به ISSRو  RAPDپرایمري نشانگرهاي تک

نها در کل ژنوم براي بررسی تنوع ژنتیکی در این گیاهان آ ةگسترد

-ارتباط بین تغییرات ژنتیکی گیاهان باززایی ،همچنین استفاده شد.

بررسی  شدهگیاهان باززاییهاي از برگحاصل  ژل قدارمشده و 

  .شد

  

هامواد و روش  

  کشت بافت 

ساقه ، هاو با حذف برگ تهیه گسترشرکت سبزاز  راوآلوئهگیاه    

کننده به مدت سانتی متر در محلول ضدعفونی 1-5/1هاي به اندازه

 مدتدر آب مقطر استریل به هاسپس ساقه و گرفتدقیقه قرار  20

 – MS (Murashige محیط کشت  شد.ساعت  نگهداري  یک

Skoog) هاي گیاهیحاوي هورمون BAP  (1mg/l)   و IBA 

(0.5mg/l)  هاي استریل روي محیط کشت و ریزنمونهشد  تهیه

گراد و سانتی  درجۀ 25و در اتاق رشد با دماي  شدفوق منتقل 

واکشت  چهارشده تا گیاهان باززایی .گرفتقرار  8/16فتوپریود 

با خاك پیت و پرلیت به نسبت و سپس به گلدان  شدندکشت داده 

 .)1( شکل  ندشدمنتقل  1:1

هاي نشانگرهاي و ارزیابی چندشکلی DNAاستخراج 

RAPD و ISSR 

شده در شده در واکشت چهارم و منتقلنمونۀ گیاه باززایی 40   

لوکوس نشانگر  10و  RAPD نشانگر لوکوس 10خاك براي 

ISSR هاي نمونه  منظور برايتحت بررسی قرار گرفت. بدین

با استفاده از روش  DNAهاي تازه، تحت مطالعه از برگ

 (2006)و همکاران   Križmanتوسط CTAB تغییریافته 

درصد  8/0ژنومی روي ژل آگاروز  DNAاستخراج شد. کیفیت 

که  ISSRپرایمر نشانگر  10در این  تحقیق از  سنجیده شد.

کلمبیاي کانادا معرفی کرده است استفاده شد. این شگاه بریتیشدان

، )(UBC823 ،C9(GA) ،T9(GA) ،AT7CA پرایمرها شامل:

UBC 811 ،UBC 807 ،UBC 810 ،UBC849 ،UBC834  و

A9(GA) .پرایمرهاي نشانگرهاي  هستندRAPD  پرایمر  10شامل

ارائه را شرکت اپرون تکنولوژي آمریکا هاي آنکه توالی  Aسري

 ,OPA02, OPA03, OPA04, OPA05, OPA09داده است (

OPA10, OPA11, OPA12, OPA13, OPA18(  مورد

در  RAPD-PCRو  ISSR-PCRواکنش  استفاده قرار گرفت.

مول)، میلی 5/1، کلرید منیزیم (1Xمیکرو لیتر شامل بافر  25حجم 

 2/0مول)، نشانگرها با غلظت نهایی میلی dNTP )2/0مخلوط 

نانوگرم از  20مراز و پلی Taq DNAواحد آنزیم  3کرومول، می

DNA  ژنومی انجام گرفت. تمامی موادPCR  از شرکت بایورون

، Techneآلمان تهیه شد. واکنش تکثیر در دستگاه ترموسیکلر (

-گراد و بهدرجۀ سانتی 95دقیقه در دماي  5آلمان) با برنامۀ دمایی 

درجۀ  95ثانیه در دماي  45امل سیکل در سه مرحله ش 40دنبال آن 

ثانیه در  90گراد و درجۀ سانتی 50دقیقه در دماي  1گراد، سانتی

منظور گراد صورت گرفت. درنهایت، بهدرجۀ سانتی 72دماي 

دقیقه در  PCR  7هاي تکثیرشده، مخلوط توسعۀ کامل زنجیره

گراد گرمادهی شدند. برنامه دمایی واکنش درجۀ سانتی 72دماي 

RAPD-PCR  مشابه برنامهISSR-PCR  بود، با این تفاوت که

 45ها گراد و تعداد سیکلدرجۀ سانتی 40دماي اتصال پرایمرها 

سازي و تفکیک باندها، محصول واکنش تکثیر منظور نمایانبه بود.

درصد الکتروفورز و سپس با استفاده از رنگ  5/1روي ژل آگارز 

و اندازة باندها روي ژل با  آمیزي شدندرنگ gel redفلئورسنت 

-جفت بازي تخمین زده شدند. به 100استفاده از اندازة مارکر 

منظور بررسی تکرارپذیري نشانگرهاي تحت مطالعه، هر واکنش 

و   ISSRهايباند سه بار تکرار و روي ژل آگارز الکتروفورز شد.

RAPD بدین  شدند.کدگذاري  یصورت دوحالتبهآمده دستبه

باندها با کد صفر  غیبتضور باندها با کد یک و صورت که ح

پارامترهاي تنوع ژنتیکی شامل درصد چندشکلی  شود.مشخص می

، ناي تنوع ژنتیکی ،)2005et al Weising ,.( یاللی، تنوع الل

-هاي مؤثر و درصد پلیاللن، تعداد شاخص اطلاعات شانو

 ,.Freeland et al., 2011; Weising et al( مورفیسم است

2005(.    

از بوت استرپ کردن  شده و مادريگیاهان باززاییبندي گروه   

هاي اصلی بندي براساس مؤلفهرسته ،انجام گرفت. همچنین

(PCoA) افزار توسط نرمDARwin   انجام گرفت 5نسخه 

.(http://darwin.cirad.fr/) هاي ژنتیکیمنظور بررسی تفاوتبه 

تحلیل واریانس  آزمون از ايي حاصل از تجزیۀ خوشههاگروه

 GenAlexافزار توسط نرم نايو اندیس فاصلۀ ژنتیکی  مولکولی

. تحلیل (Peakall & Smouse, 2006) انجام گرفت 6.5نسخه 
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  .شده واکشت چهارم در خاك پیت و پرلیتگیاهان باززایی - 1شکل 

Fig. 1. Fourth sub-cultured regenerated plants transferred into pitte and perlite soil.   

  

STRUCTURE افزار تحت مطالعه با کمک نرم هايروي نمونه

STRUCTURE  شد انجام 2.2نسخه (Falush et al. 2007) .

شود که هرکدام از خوشه در نظر گرفته می  Kابتدا ،در این روش

هاي هر لوکوس از یکدیگر  اللۀ فرکانس وسیلها بهآن خوشه

 .)Pritchard et al., 2000( شوندمتمایز می

 وراآلوئهاستخراج ژل گیاه 

و  وريآجمعبراي استخراج ژل  شدههاي گیاهان باززاییبرگ   

. شدانجام  )2000( و همکاران Shafiروش بهمراحل استخراج 

لیتر آب میلی 45با ها جدا شد و گرم ژل از برگ 4که  ترتیببدین

گرم اسیدتانیک اضافه شد. میلی1/11 و به آن مقدار شد مخلوط

ساعت حرارت  2گراد به مدت درجۀ سانتی 30مخلوط در دماي 

. محلول رویی در شدمخلوط سانتریفوژ و فیلتر  ،سپس .داده شد

حلال از محلول رویی حذف گراد تا درجۀ سانتی 50-55دماي 

لیتر الکل اتانول حل میلی 200ک حاصل با خش ةماد نگهداري شد.

 50-55صاف تا شفاف شود و سپس آنرا در دماي  محلول و شد

 ةادخشک شود. م تا کاملاً  شد دادهگراد حرارت درجۀ سانتی

تا کریستال تشکیل  شدلیتر متانول حل میلی 35 درشده خشک

گراد خشک درجۀ سانتی 60-70ها را در حرارت شود. کریستال

از هر . مقدار پودر حاصل ندنگهداري شدصورت پودر هو ب هکرد

واریانس  تحلیل آزمونگیري و با استفاده از نمونه اندازه

)ANOVA) در سطح  تحت مطالعههاي تفاوت میانگین بین گروه

  قرار گرفت.  تحت مطالعه 05/0 يدارمعنی

  

  نتایج 

 ارزیابی تنوع ژنتیکی

و  ISSR هايی از نشانگرهاي یکالگوي نواربندي پرایمر   

RAPD   هاي حاصل از براساس داده ده است.مآ 2در شکل

صد میانگین در  RAPDلوکوس نشانگر 10امتیازدهی باندهاي 

بود. از بین   درصد 100 ها برابر بامورفیسم براي تمامی لوکوسپلی

شده مربوط به تکثیر ۀترین قطعکوچک ،تحت مطالعهپرایمر  10

OPA 13 تکثیري با  ۀترین قطعبزرگ وباز جفت 180 ةبا انداز

که درحالی استمربوط  OPA04به پرایمر  بازجفت 2350 ةانداز

  )OPA 03 )229/1پرایمر  براي Ne مؤثرهاي اللبیشترین تعداد 

تعلق  )OPA 02)158/1دست آمد و کمترین آن به پرایمر هب

ژنتیکی یک مقیاس تنوع منزلۀ بهیانگین اندیس شانون م دارد.

براي هر پرایمر بود که در این میان بیشترین ارزش اندیس  276/0

 OPAکمترین آن به پرایمر و  )OPA 03 )315/0شانون به پرایمر 

یا  )Nei’s( نايبیشترین تنوع ژنتیکی  تعلق داشت. )243/0( 02

براي پرایمر  RAPDدر لوکوس  شدهبینیپیشهترو زیگوسیتی 

OPA 03 )178/0( آن براي پرایمر  و کمترینOPA 02 

 ISSRلوکوس  10هاي ژنتیکی براي پارامتر دست آمد.هب )129/0(

مورفیسم براي تمامی شد و میانگین درصد پلینیز محاسبه 

 ۀترین قطعترین و بزرگکوچکبود.  100% ها برابر بالوکوس

و باز جفت 100 ةاندازبا UBC-849  ترتیب مربوط بهتکثیري به

که بیشترین درحالی ،باز بودجفت 1600با اندازه   A9(GA) پرایمر

 براياندیس شانون و تنوع ژنتیکی ناي  (Ne) مؤثرهاي اللتعداد 

دست هب )160/0و  287/0، 206/1ترتیب (به UBC-834پرایمر

 124/0، 059/1ترتیب (به AT7(CA)به پرایمر هاآمد و کمترین آن

  .داشتتعلق  )054/0و 

  تنوع ،)229/1(مؤثرهاي اللانستند تعداد تو RAPDهاي شانگرن
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 .وراآلوئهشده باززایی ندر گیاها تحت مطالعه مولکولی پارامترهاي ژنتیکی نشانگرهاي -1جدول 

Table 1. Genetic parameters of used molecular markers in regenerated Aleo vera plants. 
   

مؤثر هاياللتعداد  نشانگر مولکولی  

(Ne)                

مورفیسمدرصد پلی       (I)اندیس شانون   (He)تنوع ژنتیکی ناي   باندهاي اختصاصی 

RAPD 229/1  178/0  276/0  100 7 

ISSR 206/1  160/0  112/0  100 6 

 
 
 
 

  

  

 

  
 

الگوي باندینگ  :Aجفت بازي.  100= سایز مارك L و DNA= نمونه کنترل بدون   Noورا،شده آلوئهنمونه از گیاهان باززایی 10الگوي باندینگ  - 2شکل 

  .OPA18پرایمر  :Bو  A 9(GA)پرایمر  

Fig. 2. Banding profile of 10 regenerated Aloe vera plants. No= no DNA, L= 100 bp ladder. A: (GA)9A 
banding profile, B: OPA18 banding profile. 

  

بالاتري نسبت به  )276/0(نو اندیس شانو) 178/0(ژنتیکی ناي 

 ).1نشان دهند (جدول  ISSR نشانگر دیگر 

دو نشانگر مولکولی  ۀمانتل برمبناي رگرسیون براي مقایس آزمون

-در گیاهان باززایی ،کار گرفته شد. بر این اساسهب تحت مطالعه

  RAPDهاي ماتریس ژنتیکی داده ،تحت مطالعه آلوئهشده 

  01.0P= 420.=02R را داري ح معنیهمبستگی در سط ISSRو

پوشانی بین دو به این معنی که احتمال داشتن هم .دادندنشان 

  بسیار زیاد است.  ISSRو RAPDنشانگر 

   آلوئهشده از کشت بافت گیاهان باززایی ايخوشه ۀتجزی

با روش  دندروگرام تحت مطالعههاي دو نشانگر دادهبرمبناي    

Neighbor Joining شدرسم  جایگشت 1000رپ  با بوت است 

 3صورت شده بهگیاهان باززاییبندي . در این خوشه)3(شکل 

هاي حاصل از تفرق گروه ةدهنداند و نشانقرار گرفتهاصلی ۀ خوش

که در طوريهب .هستندهاي مولکولی ایی دادهخوشه ۀتجزی

نیز  تحت مطالعه هاينشانگرکدام از دندروگرام اختصاصی هر 

ها ( دادهاند به همین صورت قرار گرفته آلوئهشده اییگیاهان بازز

هاي دو نشانگر مانتل حاصل از داده آزمون.ارائه نشده است)

 01.0P= 420.=02R  داري را نشان داد بستگی در سطح معنیهم

 RAPD هاينشانگرماتریس تشابه پوشانی بین دو همگر ننمایا که

-به )(AMOVAریانس مولکولی تحلیل وا .استبوده  ISSR و

-هاي حاصل از تجزیۀ خوشهمنظور بررسی تمایز ژنتیکی بین گروه

درصد از  26نشان داد که ISSRو  RAPDاي براساس دادهاي 

هاي متشکله در هاي (براساس گروهکل تنوع مربوط به بین گروه

درصد از تنوع مربوط به گیاهان  74دندروگرام) تحت مطالعه و 

). درکل این آزمون نشانگر 2وه بوده است (جدول درون یک گر

بوده   )P=0.01(داري ها در سطح معنیتمایز ژنتیکی بین گروه

اي هاي حاصل از تجزیۀ خوشهاست و تأییدکنندة تفرق گروه

  هاي مولکولی است.داده

    STRUCTUREتحلیل ساختار ژنتیکی با استفاده از روش 

بندي افراد شده، گروهان باززاییباتوجه به تنوع ژنتیکی گیاه   

با پیروي از آزمون  STRUCTUREشده را با تحلیل مطالعه

Evanno بررسی شد )K=2-5(  شکل)آزمون 4 .(Evanno  دو

را تأیید کرد و براساس این  K=4و  K=2بندي یعنی نوع گروه

). 5صورت گرفت (شکل  ساختار ژنتیکیبندي تحلیل دو گروه
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  .RAPDو   ISSRترکیبی دو نشانگر NJدندروگرام  -3 شکل
Fig. 3. NJ dendrogram based on combined RAPD and ISSR data. 

  

 .ايخوشه ۀبراساس سه گروه حاصل از تجزی ISSRو   RAPDهاي واریانس مولکولی براساس داده تحلیل - 2جدول 

Table 2. Analysis of molecular variance based on RAPD and ISSR data on three groups formed by cluster analysis. 

 

 درجۀ

 آزادي

مجموع 

 مربعات

میانگین 

 مربعات

واریانس 

 درصد تنوع تخمینی

 26 5,50 70,76 212,30 3 بین گروهی

گروهیدرون  36 567,00 15,75 15,75 74 

 100 21,25 ؟؟؟ 779,30 39 مجموع

  

  

  

  

 
 
  

  
 
 
 

 RAPD.  و ISSR هايداده براساس Evanno test نمودار  - 4 شکل

Fig. 4. Evanno test plot based on ISSR and RAPD data. 

  

77/77 



                                                                               Nova Biologica Reperta 5 (1): 72-81 (2018)    72- 81: 1، شمارة 5جلد  زیستی،هاي نوین در علوم یافته

 

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 
 
 
 
 

  .STRUCTURE تحلیلبا استفاده از SSRو   ISSRهاي براساس داده تحت مطالعه هايگروهساختار ژنتیکی  -5شکل 

Fig. 5. Genetic structure of studied groups based on ISSR and RAPD dada using STRUCTURE analysis. 
 

-درجاتی از مبادلۀ ژنی بین گروهSTRUCTURE جزئیات نقشۀ 

) (قطعات 10الی  1ی گروه اول (اللدهد. ترکیب ها را نشان می

هاي زرد)، اختصاصی و با بقیه متفاوت است. با این حال، بخش

هایی را که به رنگ اللروه وجود کوچکی از ژنوم گیاهان این گ

فرکانس  اللدهد که این دیگري (رنگ قرمز) هستند را نشان می

دهد. در همین گروه ) نشان می20الی  11بالایی را در گروه دوم (

عمده موجود در گروه دیگر (رنگ آبی) را  اللفرکانس پایینی از 

ی الل اییاز نوارآردهد که حاکیدر برخی از گیاهان خود نشان می

 40تا 31هاست. نکتۀ جالب توجه این است که افراد در این گروه

دهد و ی غالب (رنگ سبز) را در تمامی افراد نشان میاللفرکانس 

خیلی کم در برخی افراد  اللنوترکیب (رنگ آبی) با فرکانس  الل

اي نیز شود. این گروه اخیر در تجزیۀ خوشهاین گروه مشاهده می

ها تفکیک شده ) از بقیۀ گروه3درصد (شکل  100 با بوت استرپ

ی اختصاصی این افراد اللاست که این موضوع تأییدکنندة ترکیب 

  است.

  ورا آلوئه ةشدان باززاییگیاهاز استخراج ژل 

 آلوئه ةشدمیزان تولید ژل در گیاهان باززایی ۀمنظور مقایسبه   

 NJاي هخوش ۀبندي حاصل از تجزیگیاهان را براساس گروه

به چهار گروه تقسیم و  ،مولکولی نشانگردو هاي دادهبراساس 

 تحلیل آزمونمیزان تولید ژل در این چهار گروه با استفاده از 

براساس  .شد ها بررسیمیانگین ۀو مقایس )ANOVA(واریانس 

تفاوت معناداري بین مقدار ژل در چهارگروه  ،واریانس تحلیل

منظور به هامیانگین ۀمقایس لتحلی .)P=0.746( شدمشاهده ن

  ها نیز تفاوتی را نشان نداد.دو گروه به دو ۀمقایس

  

  بحث

هاي مدرن در تولید گیاهان حاصل از کشت بافت یکی از راه   

است. بررسی تغییرات ژنتیکی جدید تولید انبوه در کشاورزي 

ن در این صنعت است. اهاي محققیکی از دغدغه سوماکلونال

شده در گیاهان باززاییژنتیکی به بررسی تنوع  تحقیق حاضر

 DNAواکشت چهارم با استفاده از نشانگرهاي مولکولی مبتنی بر 

تنوع بالا در میان گیاهان  دهندةنتایج حاضر نشانپرداخته است. 

است دو  گفتنیورا در هر دو نوع نشانگر است. آلوئهشده باززایی

-ژنوم پراکنده هستند و میطور گسترده در به تحت مطالعهنشانگر 

از کشت بافت  تري از تغییرات ژنتیکی حاصلتوانند تصویر واضح

  RAPDهاي نشانگردر این میان   ،طرف دیگرازرا ارائه دهند. 

در این گیاهان  ISSRتري را نسبت به نشانگرهاي تنوع ژنتیکی بیش

تحت  RAPD هاينشانگر توانرسد مینظر  میبه .استارائه داده 

گیاه  سوماکلونالنشانگر برتر در بررسی تنوع مثابۀ بهرا  العهمط

مطالعات متعددي در خصوص تنوع ژنتیکی  د.کرپیشنهاد  وراآلوئه

 زمختلف کشت و نیهاي محیطدر  آلوئهشده در گیاهان باززایی

هاي مختلف صورت هاي این گیاه در واکشتانواع جداکشت
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با استفاده  را عدم تنوع ژنتیکی هاگرفته است. برخی از این گزارش

 Ghoshو   Haque ،از نشانگرهاي مولکولی نشان دادند براي مثال

-آلوئه ۀشده از ساقاییزطی مطالعات مولکولی گیاهان باز (2013)

 را سوماکلونالتنوع سال رویش در مزرعه دو واکشت و سه تا ورا 

شده از گیاهان باززایی .شده مشاهده نکردنددر گیاهان باززایی

چندشکلی  در تحقیقات دیگر هاجانبی و جداکشت از برگ ۀجوان

شده در گیاهان باززایی ISSR و RAPDژنتیکی  با نشانگرهاي 

 ;Hashemabadi & Kaviani  2008(نشان داده نشده است 

Gantait et al., 2010; Rathore et al., 2011; Sahoo & 

Rout 2014(.  شده از محور باززاییاین درحالی است که گیاهان

مورفیسم را نشان درصد پلی 80آذین از کالوس تا حدود گل

  (2013)و همکاران Bayani  (Rathore et al., 2011).دادند

هاي مختلف حاصل از کشت بافت جوانه انتهایی با بررسی واکشت

با روش فلوروسایتومتري مشاهده کرد. را ژنوم  ةتنوع در انداز

شده و به نوع بافت برداشت ممکن استطالعات تفاوت در نتایج م

در  ،شدگونه که ذکر کشت مورد استفاده مرتبط باشد. همان

استفاده شد و  آلوئه ۀتحقیق حاضر از کشت قسمت انتهایی ساق

در هر دو نوع نشانگر مشاهده  )درصد 100(مورفیسم بالایی پلی

شده در یهاي باززاینظور بررسی ساختار ژنتیکی جداکشتمبه .شد

با در این روش استفاده شد.  Structure تحلیلاز  ،این تحقیق

توان می Likelihood ۀها و محاسباستفاده از تکرار تصادفی داده

و  تحت مطالعههاي میزان تنوع نمونه ةتري درباربه اطلاعات دقیق

دار ها دست یافت. این روش یک روش مدلقرابت میان نمونه

یا روش  MCMCاساس مدل که بر استا هبندي نمونهگروه

از نرم افزار امروزه  گیرد.مونتکارلو انجام می-اي مارکوفزنجیره

STRUCTURE شناسایی  ،توان در شناسایی ساختار ژنتیکیمی

ها استفاده تعلق افراد به جمعیت نیز د وافراد هیبری ،هامنطقه هیبرید

  کرد.

 وراآلوئه ةشدباززاییگیاهان دربارة مده آعملهدر تحقیقات ب  

 خوشه و ساختار ژنتیکی صورت نگرفته است. ۀهاي تجزیتحلیل

در  آلوئههاي مختلف گونه دربارةها تحلیلکه این نوع درحالی

-هاي جغرافیایی متفاوت صورت پذیرفته است که نشانموقعیت

هاي مختلف گونهنیز تنوع ژنتیکی در میان ژرم پلاسم و  دهندة

یکی از فاکتورهاي ایجاد تنوع  ،شدذکر  ر که قبلاً طواست. همان

نوع ژنوتیپ است. بدین ترتیب که تنوع ژنتیکی در  سوماکلونال

 تواند منبع تنوع ژنتیکی در کشت بافت باشدپلاسم میم میان ژر

)Bhaludra et al., 2013; Lal et al., 2002; Nejatzadeh-

Barandozi et al., 2012(. گیاهان باززایی میزان تولید ژل در-

تحقیقات نشان داده است گیري شد. شده در این تحقیق اندازه

 است. متفاوت آلوئه مختلف هايدر میان گونهژل ترکیب شیمیایی 

 aloe مادهبرابر  5/2ممکن است  A. barbadensis مثال رايب

emodin  ازبیشتر A. feroxزمان  ،نبال آندکه به، داشته باشد

و به ترکیب عوامل آن بستگی است یز متفاوت برداشت هر گونه ن

 استشده بسیار شایع که در گیاهان باززایی سوماکلونالتنوع  دارد.

نیز از این  آلوئهگیاه  .دهدها و صفات جدیدي به گیاه میویژگیو 

 و همکارانش Ferroو طی تحقیقی که  یستده مستثنی نعقا

 سوماکلونالبا تغییرات  آلوئهبین اي مقایسه اندانجام داده (2003)

تفاوت  دهندةنشانکه نتایج آن  ،انجام شده است کلون والدین و

  .ترکیبات موجود در ژل و مقدار آن است

 ۀاز جداکشت ساق Kaur (2010)و   Saggooدر تحقیق دیگري 

 MSدر محیط کشت هند  PBL3و  HPM1دو رقم ورا  آلوئه

شده و گیاهان باززاییو کینتین افزایش میزان ژل در  D-2،4حاوي 

جیوه و  ةاستفاده از نانوذر کاهش آلوئین مشاهده شده است.

Nano-Tio2 وNH4NO3 ورا آلوئههاي سوسپانسون سلول در

هاي ساعت بعد در کالوس 48تا  راتوانایی افزایش ماده آلوئن 

  . )Raei et al., 2014(ایجادشده نشان داده است 

داري در بین گیاهان وت معنیمیزان ژل تفا ،در تحقیق حاضر  

کشت بافت و تغییرات  تأثیرعدم  مبینکه نشان نداد  شدهباززایی

 هاي دخیل در تولید ژل در این گیاهان است.ژنتیکی حاصل در ژن

توان به نوع ژنوتیپ، نوع جداکشت و میزان و این تفاوت را می

 ،اقعدرو .نسبت داددر کشت بافت  کاررفتهبههاي نوع فیتوهورمون

تغییر در سطح  ژنوم گیاهان باززایی (تنوع  توان گفت احتمالاًمی

تکثیر  ISSR و RAPDهایی که نشانگرهاي ژنتیکی در بخش

ژل نبوده است یا این تغییرات  هاي تولیدکنندةروي ژن اند)دهکر

-بههاي مربوط را تغییر دهد. در حدي نبوده است که میزان بیان ژن

هاي دخیل در مسیر تولید ژل و بررسی ژن هرحال تحقیقات بیشتر

طورکلی تحقیق هب منظور وضوح بیشتر بایستی صورت پذیرد.به

هاي انتخابی مورفیسم بالا در لوکوسدرصد پلیحاضر توانست 

تمایز  وجود را نشان دهد.  RAPDو  ISSRنشانگرهاي مولکولی 

 کلونالسوماتنوع از ایجاد حاکیشده باززاییگیاهان ژنتیکی بین 
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 .شده به خاك استشده واکشت چهارم و منتقلدر گیاهان باززایی

این گیاهان براي تولید انبوه ژنوتیپ د رسبه نظر می  ،بر این اساس

 ،ستین مناسببراي دستیابی گیاهان مشابه با گیاه مادري  خاص

 ه منظور رسیدن بهادي گیاهان بژنکه این روش در بهدرحالی

  د خواهد داشت. رهاي زادآوري کاربامهصفات مطلوب در برن
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