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Abstract 

 

Background and Objectives 

Induced mutations have been used in a wide range of horticultural crops for more than half a 

century. This approach has opened up great opportunities for biotechnologists and plant breeders 

to produce new varieties with several new traits including resistance to disease, and tolerance to 

adverse environmental conditions or even produce new horticultural characters in some crops. 

The optimization of dosage of the physical and chemical mutagenic agents for inducing 

mutations is the first step in using this technique in plant breeding. This study was thus conducted 

to determine the optimum dosage of two mutagenic agents including gamma radiation as a 

physical agent and ethyl methanesulphonate (EMS) as a chemical agent in kiwifruit callus in in-

vitro conditions. To that end, simple sequence repeat (SSR) markers were used to detect the 

mutations in the regenerated plantlets. 

 

Materials and Methods 

Having induced the callus in tissue culture media containing naphthaleneacetic acid, 6-

benzylamino purine and meta-Topolin, the produced calli were exposed to different dosage of 

gamma radiation (0, 10, 20, 30, 40, 50 Gy) or different EMS concentrations (0, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 

1.2 % for 60 min). Then, the callis were transferred to the shoot regeneration media. The number 

of dead calli, and the size of live calli as well as the number of shoots generated in live calli were 

then recorded. Afterwards, the regenerated shoots were transferred to elongation media, and the 

DNA was extracted. The SSR markers analysis was followed on the randomly selected plantlets 

to detect the SSR markers using a Genetic Analyzer. 

 

Results 

As expected, with increasing the dosage of gamma radiation, the number of dead calli increased 

and the callus growth was thus retarded. The lowest number of dead calli was, indeed, detected in 

the control and the 50 Gy dose resulted in the highest number of dead calli. The morphology of 

shoots generated in the treated calli and the SSR marker analysis showed that 50 Gy dose could 

be used as the optimum radiation dose to produce an acceptable mutation rate in kiwifruit callus. 

In turn, EMS as a chemical mutagenic agent showed a different pattern in increasing the number 

of shoots regenerated with increasing dosage, however the same trend happened with gamma 
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radiation in the number of dead calli and live callus size. Considering the effect of EMS on callus 

and the number of shoots regenerated per callus, a treatment with 1% EMS for 60 min can be 

used to produce a high density mutant population in kiwifruit. The highest mutation rate (12.5 %) 

was observed in the 50 Gy gamma ray treatment with changes in 12 pairs of SSR markers among 

25 loci. For EMS, this value was 2.6 % in 1% concentration treatment.  

 

Discussion 

To detect the induced mutations using Gamma ray and EMS, the SSR markers can be applied. 

However, for the EMS mutation detection, more studies are needed to evaluate the efficiency of 

other techniques such as single nucleotide polymorphism (SNPs). 

 

Keywords: Ethyl methanesulphonate, Gamma radiation, Mutagenesis  
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 چکیده
مقاوم به انواع بیماری، مقاوم بهه شهرای     یها تهیوار باعث ایجادی فیزیکی و شیمیایی زا جهشمواد استفاده از 

با . است  شدهتولیدات کشاورزی در نقاط مختلف جهان  در جدید خصوصیات بروزنامطلوب محیطی و حتی سبب 

مناسب با توجه به نوع بافت، شرای   دزهایبالا، تعیین  دزهایدر  زا جهشعوامل  توجه به اثرات کشنده خیلی از

 عنهوان  بهه  کالوساستفاده از بافت . است ها تکنیکدرون سلول و شرای  محی  رشد، گام اولیه در استفاده از این 

بهدون هههور بافهت     یافته جهشجدید  یها اهچهیگجهت تولید  تری سریعجوانه یا بذر روش  جای بههدف  بافت

این  ای منطقهحاضر با توجه به اهمیت اقتصادی کیوی و نقش ایران در تولید  پژوهش رد .سازد میشیمر را ممکن 

، 01، صفرگاما با شدت تابش اشعه بافت هدف برای تعیین دزهای مناسب از  عنوان بهکالوس آن  از بافت محصول،

شهیمیایی بها    زای جههش  عنوان به( SME) سولفونات متان لیاتفیزیکی و  زای جهش عنوان به گری 01و  01، 01، 01

 .انجهام شهد   0106سهال   تحقیقات گیاه و غذا، نیوزلند در در مرکز درصد 0/0و  0، 8/1، 6/1، 0/1، صفر های غلظت

مناسهب و   دزهایدر مرحله گیاهچه، جهت تعیین  EESمولکولی  نشانگرهایرشد کالوس و همچنین  های شاخص

، انهدازه کهالوس   SMEبا افزایش دز اشعه گاما و غلظهت  داد که نشان  نتایج. تغییرات احتمالی ژنتیکی استفاده شد

 در تیمهار  وگری  01و  01در تیمار اشعه گاما در دزهای  دشدهیتولمرده نیز افزایش یافت اما بیشترین تعداد شاخه 

SME درصد  0و غلظت  اشعه گاما گری  01دز لذا . آمد دست به درصد 0 غلظت درSME مناسهب   مقادیر عنوان به

در  متفهاوت و جدیهد  تولیهد خصوصهیات    منظهور   بهایجاد جهش  وهت استفاده در بافت کالوس دوماهه کیوی ج

 .شدند  دادهتشخیص جمعیت موتانت 

 

 زا جهشعامل اشعه گاما،  ،سولفونات متان لیات: ها کلیدواژه

 

 مقدمه

گیاهاان ایااا    یسااز  یاهلا نقاش مهمای در    هاا  جهش

توسا  انساان نیاروی    جهش طبیعای و انتااا    . اند کرده

  اساات  آوردهلازم باارای تکاماا  در گیاهااان را فااراه     

(Vilov and Dorofeev, 1992; Fisher, 1999 .)ز ا

برخی گیاهاان   یساز مقاوم ،اصلاح به روش جهشطریق 

در . اسات   شاده  پاذیر  امکاان  هاا  بیمااری آفات و  نسبت به

گیاهاان و ایجااد    اصلاح کشاورزیمباحث بیوتکنولوژی 

محیطای از دو   نامسااعد یاا شارای     هاا  یماریبمقاومت به 

با ارقاام   یریگ دورگیا از طریق : ردیگ یمطریق صورت 

بیوتکنولاوژی مانناد انتقاا      یها شرومقاوم و یا از طریق 

القایی در سطوح ژنی یاا کروماوزومی باا     یها جهشژن، 

محدودیت  ترین عمده. باشد می ها کیتکناستااده از انواع 

روش جنسی ناسازگاری برخی ارقام باا یکادیگر و دوره   

 ینااد ارزیااابی ارقااام جدیااد اساات آطااولانی نونهااالی و فر

(., 2008et alBourgis ) .  ، کشات  یهاا  روشدر مقابا 
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و بیوتکنولوژی همانند انتقاا  ژن، اساتااده از ماواد     بافت

 یهاا  جهاش جهات ایجااد    یپرتوتااب و  زا جهاش شیمیایی 

کاردن زماان    کوتااه  افزایش کاارایی اصالاح و  با  القایی،

 ,Purnamaningsih and Hutami) دستیابی به ارقاام جدیاد  

 یناااد  باه برای دانش  فردی منحصربه یها فرصت ،(2016

 هاای  محادودیت باه   توجه با. اند آورده وجود بهگیاهان را 

انتقاا    هاای  روشو اخلاقی در اساتااده از   محیطی زیست

 هااای روش، اسااتااده از ریاتااه تااراژن و تولیااد گیاهااان 

، گزیناه  (Saturation mutagenesis) اشباعی ییزا جهش

معماولی روی   هاای  جهشدر . رسد میبه نظر  تری مناسب

طاولانی،   ،تولیاد موتانات پایادار    زمان  مدتبذر یا جوانه 

اشباعی  ییزا جهشدر . و نیازمند فضای زیاد است بر هزینه

بااا اسااتااده از تیمااار روی  ای شیشااهدر سیساات  کشاات درون 

در کاالوس   تولیدشدهجوانه  که اینبافت کالوس، با توجه به 

 بازکشات  هاای  دورهدارد باا کوتااه کاردن     سالولی  تک منشأ

هاای معماو     درروش تولیدشاده برای حاذ  بافات شایمر    

جهش در جوانه یا بذر، زمان تولید موتانت جدید پایادار  

 et al.Pathirana, ) دهاد  میکاهش  داری معنی طور بهرا 

عناوان ماواد گیااهی جهات      هاستااده از کالوس ب. (2014

ی هااا ساالو ی از ا تااودهدلیاا  وجااود  ه القاااج جهااش باا 

از اهمیات زیاادی برخاوردار     افتاه یزنیتماتاصصای و   غیر

است همچنین بدلی  فعا  بودن فرآیند تقسای  سالولی در   

 زا جهاش ی کالوس، حساسیت آن نسبت به ماواد  ها سلو 

در آن بسایار زیااد اسات    بالا بوده و شانس ایجاد جهاش  

(Purnamaningsih and Hutami, 2016 .)  از طار  دیگار 

 تار  عیسار نیاز زودتار و    آماده  دست هبی ها موتانتانتاا  

تشعشعات  (.et alMalkiewicz -Krupa., 2017) باشد یم

گسترده  طور بهدر تحقیقات مربوط به جهش  کننده زهیونی

ااده از مناابع  پاراش اشاعه گاماا باا اسات     . شاوند  یماستااده 

یافتااه و توساا   عمومیاات 137Cs و 60Coرادیواکتیااو نظیاار 

در اختیار بسیاری ( IAEA)انرژی اتمی  المللی بینسازمان 

پرتو گاماا از  . است گرفتهقرار  توسعه درحا از کشورهای 

کننده الکترومغناطیسای اسات، کاه بناا بار       یونیزه یپرتوها

بت کارده و  تئوری هد  مساتقیما  بار مااده ژنتیکای اصاا     

اثار  . شاود  مای  کروماوزومی یا تغییارات   ژنی جهشسبب 

 های رادیکا  غیرمستقی  این پرتو در سیست  بیولوژیکی تولید

باا   باشد که با ایجاد پیوندهای شیمیایی و واکنش پرانرژی می

 ناوترون  .کنناد  ها انرژی خاود را تالیاه مای    سایر مولکو 

قارار   استااده دمور تواند یمسریع از راکتورهای اتمی نیز 

در ویان   FAO/IAEAگیرد که از طریق باش مشاتر   

اشاعه   ،فیزیکای  یزاهاا  جهاش باین  . اسات  دسترسای   قاب 

در  مؤثردارای ناوذ کمتر و کننده،  یونیزهغیر  ماوراجبناش

ایجاد جهش  نتیجه درتولید دیمرهای پورین و پریمیدین و 

ای و شارای  تاابش بار    اساتااده  مورددزهای . است یا نقطه

ولی اطلاعات جامعی برای  شده مشاصبذور انواع گیاهان 

از ایاان  اسااتااده. محصااولات جدیااد در دسااترس نیساات  

تشعشعات تاابع مقادار اکسایان و رطوبات بافات، سان و       

 ,Kodym and Afza) شرای  نگهداری قب  از تیمار است

و  588، 488، 288از اشعه گاما با مقاادیر   استااده .(2003

 روی بذور فلا  ارقام حساس به بگوموویروس گری 888

(Begomovirous)  شاده برای تولید واریته مقاوم استااده 

 58دز کشنده بارای   که به ماهوم  LD50از شاخص . است 

تعیاین دز اپتایم     برایشود،  استااده میزنی  درصد جوانه

نتااایح حاصاا  از آنااالیز تغییاارات ژنتیکاای،  . شااد اسااتااده

 تحقیااق در. داد  نشاااناز مقاوماات را در ارقااام  سااطوحی

 پرتاودهی  باا  توفترا در کنجاد یدیگری ایجاد مقاومت به ف

  شاادهاشااعه گامااا روی بااذور در کشااور سااریلانکا انجااام 

 گاری باوده   758و  188ین با  اساتااده  مورددزهای . است

. سه رق  حساس به این بیمااری اعماا  شادند    روی برکه 

از گیاهااان موتاناات و تولیااد   یریبااذرگپااس از مراحاا  

مقاوم به این بیماری با عملکرد  یها نیلاجدید،  یها نیلا

 در(.  2016et alGaswanto ,.) معرفاای شاادند بااالاتر

 هااای هجوانااتحقیقاای دیگاار اسااتااده از اشااعه گامااا روی 

 دزهاای باا   (Dessert banana) دساری انتهایی ارقام ماوز  

انجام شد، ارقام ماتلف مقاومت  گری 58و  45، 38، 15

  ارزیااابی مقاوماات. دادنااد  نشااانگامااا متااااوتی بااه اشااعه 
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 تاار  وزن گیااری اناادازهبااه دزهااای اشااعه گامااا از طریااق  

 پلوئیدیاین مقاومت وابسته به سطح . انجام شد تولیدشده

وتیپی چشامگیری  نا ف هاای  تااوت. نوع هیبرید ارقام بودو 

بعاد  . حاص  مشاهده شد های کلوندر  جهشبعد از ایجاد 

 تار  ساریع از ارزیابی در محای  گلااناه، رقمای باا گلادهی      

، تغییر ژنتیکای  پروتئینآنالیز الکتروفورسیس . مشاص شد

 موجود در رق  جدید در مقایسه با رق  مادری را نشاان داد 

(., 1990alet  Novak.)    در برزی  برای ایجااد جهاش در

باافتی   کشات  یهاا  درجوانهاشعه گاما  گری 28موز از دز 

 هاای  جمعیتارزیابی خصوصیات اگرونومی . استااده شد

باا   پاکوتااه در سطح مزرعه، تولید ارقام جدیاد   تولیدشده

بااا اسااتااده از  . اساات کاارده تائیاادمایااد را خصوصاایات 

ژنتیکااای باااین   تغییااارات SSR مولکاااولی نشاااانگرهای

 هاای  دادهموتانات ارزیاابی شاد و باا آناالیز       هاای  جمعیت

و  54/8و  25/8باین   ها موتانتفاصله ژنتیکی بین  ،حاص 

باا بررسای مقاادیر حاصاله و     . شدبرآورد  459/8با میانگین 

بیان داشت که فاصاله   توان می بررسی تغییرات سوماکلونی

در  تواناد  مای کاه   گاماا باوده  حاص  ناشای از تاابش اشاعه    

اصاالاحی مااوز از اشااعه گامااا اسااتااده شااود      هااای برنامااه

(., 2011et alPestanana ). مولکااولی  نشااانگرهایSSR 

هاای   در روش بارز هستند که کااربرد زیاادی  منشانگرهای ه

 Kiani, 2017; Karami and)نباتات دارند   ماتلف اصلاح

Imanikhah, 2012.) 

در اثاار تشعشااات  هااا کرومااوزومدر توزیااع  نظماای باای

 یشده تا محققاین باه فکار یاافتن راهکااری      سبب کننده زهیونی

 یزاهاا  جهاش بناابراین اساتااده از   . دبرای این موضاوع باشان  

ی شیمیایی عالاوه بار ساهولت    زاها جهش. شیمیایی رایح شد

 ,.Khalil et al)اساتااده، دارای قیمات مناساب نیاز هساتند      

اساتااده از دامنااه گسااترده مااواد شاایمیایی، تعیااین   (.2018

قاوانین و مقااررات بارای اسااتااده از ایان مااواد را مشااک     

، عواما   زا جهاش مواد شایمیایی   ترین عمومی. است کرده

باا فرماو    ( EMS) ساولاونات  متاان   یاتنظیر  کننده  یآلک

 خاااطر بااهکااه ایاان اماار   اساات CH3SO3C2H5شاایمیایی 

زدایی آسان از طریق هیدرولیز در  کاربری آسان و سمیت

شیمیایی در القاای   یزاها جهش. سازی است مرحله خنثی

ا بااعمومیاات دارنااد   ای شیشااهدرون  در کشااتجهااش 

تشعشعات نیز در دزهاای پاایین در ایان ماوارد      وجود این

 (.2006Jain Mohan ,) شود میاستااده 

 زای جهشآزمایش حاضر جهت تعیین دزهای اپتیم  از 

روی  EMSشااایمیایی  زای جهااش فیزیکاای اشااعه گامااا و    

موتانت  های جمعیتتولید سریع  باهد کالوس کیوی قرمز 

بارای   SSRمولکاولی   ینشانگرهابررسی کارکرد . انجام شد

 هاا  و اساتااده از آن  ایجادشاده احتماالی   های جهششناسایی 

هاد  دوم ایان تحقیاق     زا جهشبرای تعیین دز مناسب ماده 

از هاار کااالوس و اثاار ماااده  تولیدشاادهمقاادار جوانااه . اساات

پاس از تولیاد   . شاد  گیری اندازهروی رشد کالوس  زا جهش

صادفی انجام و ت های نمونه DNAجمعیت موتانت، استاراج 

اختصاصااای کیاااوی جهااات  SSRمولکاااولی  نشاااانگرهای

 .قرار گرفت مورداستاادهاحتمالی  های جهششناسایی 

 ها مواد و روش
 گیاهی و محی  کشتمواد 

 Actinidia chinensis رقا  مواد گیاهی از کیوی توسرخ 

var. chinensis ‘ZES006’  به  معروRed9 کلکسایون  از 

 کاه در چنادین   ( 2016et alDebenham ,.) یا شاه یش درون

 MS (Murashige and محای  و ازدیاد در چرخه کشت 

Skoog, 1962)   5 حااوی ویتاامینB (, et al.Gamborg 

 .انتاا  شدند نمونه ریز عنوان به اند بوده( 1968

در  Sigma Aldrichنماینادگی   ازیی شیمیا موادهمه 

  برای محای   ظرو  پلاستیک استری. ندنیوزلند تهیه شد

 Packing, Auckland Alto Plasticکشات از شارکت   

 8/5روی  pHکشات   هاای  محی برای تمامی . تهیه شدند

 گاراد  یسانتدرجه  121 با دمای قب  از قرارگیری در اتوکلاو

 یدها  شاه یربرای تکثیر، رشاد و  . دقیقه تنظی  شد 28به مدت 

ر  باا د  لیتاری  میلای  298مواد گیاهی از ظرو  پلاساتیکی  

 .محی  کشت استااده شد لیتر میلی 58پهن فشاری و 

 EMSتیمار اشعه گاما و 

 هاای  جواناه برای تولید کالوس، قطعات برگی حاص  از 

القاااج محاای  کشاات  باار رویرشاادیافته در کشاات بافاات 
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( 1)باا مشاصاات جادو      (Callus induction) کاالوس 

(Mathew et al., 2018) کشت شدند. 

گاما در مرکز تحقیقاات   یواکتیورادتیمار تابش اشعه 

با استااده از دساتگاه  کشور نیوزلند اکلند  دانشگاهسرطان 

 شده انتاا دزهای . با یون کبالت انجام شد 78-الدورادو

باارای . ناادگااری بود 58و  48، 38، 28، 18، صااارشااام  

تابش جهت دستیابی به ایان دزهاا از    موردنیاززمان  تعیین

 اساتااده راهنماای دساتگاه    دفترچهتوجه به  با و( 1)رابطه 

 .شد 
 

 (1)رابطه 
 

 

دهناده   دساتگاه تاابش   بنادی  زماان بر اسااس    Kشاخص

  میازان نیماه عمار   ، زمان جاگذاری منباع اشاعه گاماا    برحسب

 شاود  مای از منبع تابش تعیاین   ها نمونهآن در دستگاه و فاصله 

  نیاااز دمااورزمااان  رد و 43/2عاادد  پاااوهشکااه در ایاان  

 45/15، 34/12، 23/8، 11/4 بیترت به مطلو دز  تأمینبرای 

جهت تحریاک   ها کالوسسپس . اسبه شددقیقه مح 57/28و 

 Shoot) باااززایی شاخساااره کشاات  یمحااتولیااد جوانااه بااه 

regeneration)   (1)جدو (Mathew et al., 2018 )  منتقا 

 .شدند کشتو 

هاای   کاالوس ( EMS) ساولاونات  متان  یاتبرای تیمار 

در محاای  کشات مااایع باا همااین    مااه  دوحاصا  پااس از  

، 5/8، 4/8باا مقاادیر    EMSحااوی   آگاار ترکیبات بدون 

تیماار باه مادت یاک     . تیماار شادند   درصد 2/1و  1، 8/8

. دور در دقیقه انجام شد 188ساعت روی شیکر با سرعت 

 3حاوی  MSها با محی  کشت مایع  پس از تیمار کالوس

محای    رویو  شادند   دادهشستشاو   بار ودساکارز  درصد

باا انادازه    هاا  جوانهتا زمان تولید  شاخساره ییباززاکشت 

پس از تیماار،  . شدند  دادهروز قرار  78استاندارد به مدت 

  یدساد یدروکسیهبا استااده از محلاو    EMSمحی  حاوی 

طباق کاتاالوگ    محیطی زیستجهت جلوگیری از اثرات 

 .محصو  خنثی شد

در اندازه مناسب تمامی  ها آنلید جوانه و رشد پس از تو

جاانبی   هاای  جوانه جز بهماتلف کالوس  های قسمتاز  ها آن

روز  45پاس از  . به محی  رشاد جواناه کیاوی منتقا  شادند     

باه   متار  ساانتی  5تاا   3در انادازه باین    تولیدشاده  یها اهچهیگ

پاس از   هاا  اهچاه یگ زایی ریشه. منتق  شدند زایی ریشهمحی  

اکسین و ساپس   1/8نمونه پشتیبان، با فروبری در محلو  تهیه 

رشااد  هااای کننااده تنظای  کشاات عاااری از  محاای کشات در  

مسااحت ساطح مقطاع     گیاری  انادازه برای . انجام شد گیاهی

 ایماح جای   افازار  نارم در اثر تیماار از   رفته  نیباز  یها کالوس

(JgamI) استااده شد. 

گاما دچاار  اشعه گری  38است که تیمار دز  ذکر قاب 

آلاودگی در مرحلاه انتقاا  باه محای  کشات شاادند و از       

در  تاأثیری  نتاایح آزمایش حذ  شدند کاه باا توجاه باه     

 .نتیجه تحقیق نداشته است

 
 فروت یویکاز نمونه برگی یی و باززایی شاخساره زا کالوسالقاء برای  مورد استفادهکشت  یها  یمحمشخصات  -0جدول 

 elbaT 1. Callus induction and shoot regeneration medias from leaf explant of kiwifruit 

 نام ترکیب

Component name 

 غلظت در محی 

Concentration in medium 

 لقاء کالوسا

Callus induction 

 باززایی شاخساره
Shoot regeneration 

MS Macro (20X) 25  gm  50 ml 

MS Micro (200X) 5  gm  5 ml 

Fe-Na EDTA (200X) 5  gm  5 ml 

B5 Vitamins (200X) 5  gm  5 ml 

NAA 0.1  gm  0.1 mg 

BAP 3 mg 1 mg 

ZEA - 3 mg 

Meta Topoline 1 mg  - 

Sucrose 30 g 30 g 

Phytagel 2.5 g 2.5 g 
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جهت تعیین تغییرات  SSR نشانگرهایاستفاده از 

 ژنتیکی حاصل از جهش در جمعیت

گیاهچه نه ، نمونه برگ از میژنو DNAجهت استاراج 

 و اشاااعه گاماااا  EMSاز تیمارهاااای  هریاااک از تولیدشاااده

برای تهیه یاک نموناه    ییتا سه صورت به ها نمونه. شد استااده

زمان اساتاراج   تا و( در سه تکرار)بالک باه  مالوط شدند 

DNA  شاادندنگهااداری  گااراد یسااانتدرجااه  -88در دمااای .

  BCTA (1987, Doyle) بااا اسااتااده از  DNAاسااتاراج 

 یمعرفا اختصاصی کیوی  آغازگراز دوازده جات . انجام شد

  Heather Bassetو   et alFraser. (2009) توساا  شااده 

 Red9شاده کیاوی    از ژنوم اسامب   شده طراحیانتشار نیافته، )

 احتمااالی  هااای جهااشباارای شناسااایی ( PS1.1.68.5ورژن 

 در هار دو گاروه از جمعیات موتاناات حاصا  از اشاعه گامااا      

 نسااه باا اساتااده از    PCR. سولاونات استااده شد متان و اتی 

 ,13M (Schuelkeفلورسااانت  آغااازگرسیساات   افتااهتغییری

 55-58اتصاا   دماای   با Touchdown PCRو برنامه ( 2000

. انجااام شااد( 2) طبااق اطلاعااات جاادو  گااراد یسااانتدرجااه 

 Applied) ه از دسااتگاهبااا اسااتااد CRPقطعااات حاصاا  از 

BiosystemsInc, Foster City, CA, USA3500 Genetic 

Analyzer) افااازار نااارمباااا  هاااا آندازه جداساااازی و انااا 

GeneMarker® v 2.2.0  درصااد تغییاارات   .آنااالیز شااد

 .آمد دست به( 2)از طریق رابطه  شده ییشناسا
 

 (2)رابطه 

 
 

 عادم  ایا  حضاور  Genetic Analyzer دساتگاه  حینتاا 

 نشاان  صاار  و 1 صاورت  باه  تیا درنهارا  هاا  باناد  حضور

 تعاداد  تاوان  یما  کنتر  نمونه با سهیمقاپس از  که دهد یم

 .کرد محاسبه را شده اضافه ای شده حذ  یباندها

 نتایج و بحث
روی  EMSواریاانس اثار تیماار اشاعه گاماا و       تجزیه

هر دو تیماار در   دار معنیرشد کالوس و تولید جوانه، اثر 

 3جادو   . (3جادو   ) دهد یمرا نشان  یک درصدسطح 

 وانادازه کاالوس    هاای متغیردر هر دو تیماار در   Fمقادیر 

از  متااأثرهااای زنااده  تعااداد جوانااه در کااالوس  میااانگین

بارای  . دهد میکلی نشان  صورت بهرا  شده ذکرتیمارهای 

متااوت اشعه گاما  ، دزهایاشعه گاما میزان مطلو تعیین 

 (.1 شک )در تیمارها بررسی شدند 

 
 کیوی EESدر نشانگرهای  Touchdown PCRشده برای  استفادهترتیب دما و زمان  -0جدول 

Table 2. Temperature and time order for Touchdown PCR in kiwifruit SSR markers 

 (گراد سانتی)دما 
Temperature (oC) 

 (ثانیه)زمان  مدت
Time (S) 

 توضیحات

Description 
94 120 

10 cycles, -0.5 per Cycle 60 55 
72 60 
72 90 - 

94 55 
30 Cycles 55 55 

72 90 
 

 شده یریگ اندازهی رهایمتغبر  مارهایتاثر واریانس  تجزیه -0جدول 
Table 3. Variance analysis of effects of growth factors on the measured variables 

 برای اتیل متان سولفونات Fمقادیر 

F Value EMS 

  اشعه گاما Fمقادیر 

F Value Gamma Radiation 

 ل رشدیعام

Growth factor 

52.87
**

 40.78
**

 
 اندازه کالوس مرده

Dead callus size 

23.06  
**

 10.77
**

 
 شاخسارهمیانگین تعداد 

Average shoot number 

 .دهد میرا نشان  > p  81/8در  داری معنی **

** Shows significant difference in p < 0.01. 
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 کیوی فروت مرده یها کالوسو اندازه  شده تولیدشاخساره اثر اشعه گاما روی تعداد  -0شکل 
 است شده  دادهنشان ( SE) استانداردشاخص خطای  

Figure 1. Effect of gamma radiation on shoot number production and dead callus size in kiwifruit 
Standard Error (SE) has been shown 

 

داری کمترین انادازه   شاهدتیمار  ،نتایح حاص  اساس بر

 تارین  بازرگ دارای گاری   58 مارده و تیماار   یها کالوساز 

مربااع کااه  متاار میلاای 3/5اناادازه کااالوس ماارده بااا مساااحت  

 دارای گری 48تیمار . تنش حاص  از تیمار است دهنده نشان

 .بود( 2/5)در هر کالوس  تولیدشده شاخسارهبیشترین تعداد 

 هاای  غلظتروی کالوس در  SME زای جهشاثر ماده 

نشان داد کاه باا افازایش غلظات      2/1و  1، 8/8، 5/8، 4/8

ماده قاادر   این اثرهایی که در  اندازه کالوس زا جهشماده 

 (2017). باه رشاد نباوده و از باین رفتناد افازایش یافات       

Krupa-Malkiewicz et al.  نیااز نتااایح مشااابهی باارای

اثر ماده . آوردند  دست هب Petunia × atkinsianaید هیبر

SME  متااوت بود  کالوساز  تولیدشدهروی مقدار جوانه

 طااور بااه درصااد 2/1و  5/8در غلظاات  کااه طااوری بااه

کمتارین  . بود شاهدهای نمونه  بیشتر از کالوس داری معنی

 یاک درصاد  از کالوس در غلظت  تولیدشدهمقدار جوانه 

SME   یکای از عواما  ماؤثر در     (.2شاک   )مشاهده شاد

شده، ظرفیت سالو  در بازساازی ژناوم     میزان جهش القاج

 (.Hussain et al., 2018) باشد یمخود 

در بعضاای از  (3 شااک ) عاالاوه باار تغییاارات فنااوتیپی

 های نمونهروی  EES تجزیه نشانگرهای، نتایح ها اهچهیگ

 زای جهاش پاس از عاما     دشدهیتول های جمعیتتصادفی از 

در  ژنتیکیوجود تغییرات  ،SMEواکتیو اشعه گاما و رادی

 . (4شک  ) را نشان داد تولیدشدههای  موتانت

شاااترین تعاااداد تغییااارات یدر دزهاااای اشاااعه گاماااا ب

مکاان   24روی  EES نشانگرجات  12توس   شده شناسایی

 5/12اشااعه گامااا بااا مقاادار  گااری  58ژناای ماتلااف در دز 

از  تولیدشاده ار جواناه  مقایسه بین مقد. آمد دست به درصد

اشاعه   گاری   58 دزهر کالوس و درصاد باالای جهاش در    

کاه ایان دز نسابت باه دزهاای دیگار        دهاد  مای گاما نشاان  

بوده و شانس بالاتری جهت تولید گیاهچه موتانات   مؤثرتر

 EES تجزیه نشانگرهای. را دارد نظر موردبرای خصوصیت 

 زای جهاش از مااده   تولیدشاده هاای   برای جمعیت موتانات 

SME     3/1و  درصاد  5/2مقادیر خیلی پاایین جهاش را باه 

 دسات  باه  SME درصاد  2/1و  4/8 هاای  غلظات درصد در 

 هاای  جهاش مقادار   توانناد  نمی صرفا این مقادیر پایین . آمد

. دنا را نشاان ده  ماورد مطالعاه  ژنی  های مکاندر  ایجادشده

 تیماار  درجهاش   ای نقطاه به دلیا  ماهیات    تواند میاین امر 

SME تاساا (Sega, 1984.)    دهااد ماایایاان اماار نشااان 

گزینااه مناساابی باارای مطالعااات تعیااین    EES نشااانگرهای

 مکانیس بر اساس  حا   با این. باشند نمی ای نقطه های جهش



 531 98زمستان ، 4شماره  42جلد  ،تولیدات گیاهی

بیاان   توان می، ای نقطه های جهشو  EES نشانگرهایعم  

روی  آغاازگر کرد که جهش موجود در روی مح  اتصا  

AND  و غیبت قطعاه   آغازگراست که سبب عدم کارکرد

یناد خاوانش توسا  دساتگاه آناالایزر      آمورد انتظاار در فر 

دزهاای   تعیین مطالعاتجهت تعیین دز مناسب در  از. است

اثار تیماار روی    دادن  نشاان جهات   LD50اپتیم  از شاخص 

شاود   مای اساتااده   زا جهشرشد جوانه تحت اثر تیمار ماده 

(, 2016et al.to Gaswan) .ماهیات کاالوس و باا     خاطر  به

 دارد ساالولی  تااک منشااأهاار جوانااه   کااه ایاانتوجااه بااه  

(, 2014et al.Pathirana ) بیان کرد که با  طور این توان می

 هااای جهااش، صاادمات ناشاای از  SME افاازایش غلظاات 

شاده و   سابب مارگ سالو     طاورکلی  باه تصادفی در سلو  

زیاارین  هااای لایااه منشااأ بااا در واقااع تولیدشااده هااای جوانااه

. اند گرفته زا جهشرا از ماده  تأثیرکالوس بوده که کمترین 

 منشاأ و  LD50با در نظر گرفتن ماهاوم شااخص    حقیقت در

 SME یاک درصاد  غلظات   رساد  می نظر به ها جوانهسلولی 

غلظتی مناسب برای کالوس کیاوی جهات تولیاد جمعیات     

 . ستبا بالاترین احتما  جهش مطلو  ا قبو   قاب 
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 فروت یویک مرده یها کالوسو اندازه  تولیدشده شاخسارهروی تعداد ( SME) سولفونات متان لیاتاثر تیمار  -0شکل 
 نشان داده شده است( SE)شاخص خطای استاندارد

Figure 2. Effect of Ethyl Methane Sulphonate (EMS) on shoot number production and dead callus 

size in kiwifruit 
Standard Error (SE) has been shown 

 

 

 SMEزای اشعه گاما و  مشاهده در اثر تیمارهای جهش تغییرات فنوتیپی قابل -0شکل 
Figure 3. Visible phenotypic changes after gamma ray and EMS mutagenesis treatments 
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 SSR شده با نشانگر آمده در اثر تابش اشعه گاما در نمونه موتانت کیوی نشان داده وجود بهه جهش نمون -0شکل 
همچنین (. 1A)در مقایسه با کنترل ( 2A) در نمونه موتانت 008cs-1SE -0108881در نشانگر  010و  bb 010شدن دو باند در اندازه  دیناپد

 (1B)در مقایسه با نمونه کنترل( 2B)نه موتانت نمو  001Keاز نشانگر bb 086ناپدید شدن قطعه 

Figure 4. Some examples of induced mutation after gamma ray irradiation on kiwifruit detected 

using by SSR markers 
Two disappeared band with 302 and 304 bp length in the PS1-SC138-1058880 marker in the mutant plantlet 

(A2) comparison with the control (A1). Disappeared band with 286 bp length in the Ke150 marker mutant 

plantlet (B2) comparison with the control (B1) 

 

 گیری نتیجه
باالاترین  ایجااد   هاد   باا برای تولید جمعیت موتانات  

عه گاماا  اشا گری   58 دزاستااده از احتما  جهش مطلو ، 

 SMEدرصاد   یاک فیزیکای و غلظات    زای جهش عنوان به

 تواناد  میروی کالوس کیوی قرمز  مطلو دزهای  عنوان به

بارای شناساایی تغییارات ژنتیکای     . ردیا قرارگ مورد استااده

فیزیکاای اشااعه گامااا، اسااتااده از     زای جهااشحاصاا  از 

ولای   دهاد  مای  ارائهنتایح رضایت باشی  EES نشانگرهای

 منشاأ باا   هایی جهش شناساییبرای  نشانگرهااین استااده از 

  .تک نوکلئوتیدی روش مناسبی نیست

 سپاسگزاری
از هاادر باساات و کلودیااا وییاادو باارای فااراه  نمااودن  

همچناین  . کما  تشکر را داری  SSRآنالیز پرایمرها جهت 

از آندرو مولان و بلیندا دیپنهای  بارای تاأمین ماواد کشات      

ن ماالی ایان کاار توسا  مرکاز      میأتا . کنای   بافت تشکر می

 شده است انجامتحقیقات گیاه و غذا، نیوزلند 

 تضاد منافع
 های   کاه  نمایناد  مای  تصاریح  نویساندگان  وسیله بدین

 وجاود  حاضار  پااوهش  خصوص در منافعی تعارض گونه

 .ندارد

 سهم نویسندگان
عناوان   دکتر موسی موسوی و دکتر رانجیت پاتیرانا به

عناوان   ان، حسن سااعی آهاق باه   اساتید راهنما و نویسندگ

 .اند دهنده تحقیق و کمک در نگارش این مقاله بوده انجام
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