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A B S T R A C T   

This study was conducted to investigate the effect of cryopreservation on the 

genetic and physiological stability of two potato cultivars (Arinda and Sante) at 

two developmental stages (regenerated plantlets and first-generation plants). 

Virus-free plantlets were first established under in vitro conditions and then 

subjected to two treatments: (1) in vitro maintenance and (2) cryopreservation 

using the encapsulation-dehydration technique. After recovery and 

multiplication, a subset of the samples was analyzed at the plantlet stage for 

molecular evaluation, while the remaining ones were transferred to the 

greenhouse to produce minitubers and subsequently assessed in the first 

generation. Following pot cultivation of the minitubers, samples were collected 

for molecular analyses. Genetic assessment was carried out using 15 pairs of 

microsatellite markers under a completely randomized design with three 

replications (10 plants per replicate) at both stages. The results showed no 

significant genetic variation between plantlets and first-generation plants derived 

from the two storage methods. Furthermore, physiological evaluations, including 

survival rate, vegetative growth, and minituber quality, revealed no meaningful 

differences between treatments. These findings demonstrate that 

cryopreservation not only maintains genetic fidelity but also does not adversely 

affect plant performance or reproductive capacity. Overall, the results confirm 

that cryopreservation using encapsulation-dehydration is a safe and reliable 

approach for the long-term conservation of potato germplasm without inducing 

detectable genetic or physiological alterations. This strategy may play a valuable 

role in breeding programs, germplasm banks, and the large-scale production of 

virus-free seed potatoes. 
 

How to cite:  

Mirbabaie, S.A., Samdaliri, M., Zarghami, 

R., Mousavi, A., & Eftekhari, A. (2025). 

Evaluation of the effects of 
cryopreservation on the genetic stability of 

potato (Solanum tuberosum) plantlets and 

first-generation plants in Arinda and Sante 
cultivars using molecular markers. Crop 

Biotechnology, 15 (3), 1-12. 

(DOI: 10.30473/cb.2026.75874.2019) 

 

K E Y W O R D S  

Cryopreservation, Potato, SSR Markers.  

 
 

http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://cropbiotech.journals.pnu.ac.ir/
file:///E:/نشریات%20-%20فولدر%20اصلی/بیوتکنولوژی%20گیاهان%20زراعی/1404-3-%20بیوتکنولوژی/‎10.30473/cb.2026.75874.2019‎
mailto:m.sam@iauc.ac.ir
file:///E:/نشریات%20-%20فولدر%20اصلی/بیوتکنولوژی%20گیاهان%20زراعی/1404-3-%20بیوتکنولوژی/‎10.30473/cb.2026.75874.2019‎
https://orcid.org/0009-0008-9425-3338


 
  است. دانشگاه پیام نور اين مقاله، ناشر. © 1404 متعلق به نويسندگان آن است. ،انتشار اين مستند حق

 .منتشر شده و استفاده از آن با ارجاع صحیح مجاز است  4.0Creative Commons Attribution (CC BY( اين مقاله تحت مجوز
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/)  
https://cropbiotech.journals.pnu.ac.ir/ 

 

 

 یزراع اهانیگ یفناورستیز
 (1-12) 1405 بهار ،53 یاپی، پسوم، شماره پانزدهمسال 

 DOI: 10.30473/cb.2026.75874.2019 

 

 «پژوهشیمقاله »

 اول نسرر  و هااهچهیگ یکیژنت یداریپا بر فراسرررد انجماد ینگهدار ریتأث یابیارز

 از اسررتداد  با سررانته و ندایآر ارقام در( Solanum tuberosum) ینیزمبیسرر اهانیگ

  ی مولکول ینشانگرها

 
 1یافتخار یعل ،1یموسو رعباسیام ،2یضرغام رضا ،1یریدلسام یمرتض ، *1یربابائیم یدعلیس

 
 چکیده

زمینی )آريندا و سانته( انجماد فراسرد بر ثبات ژنتیکی و فیزيولوژيکی دو رقم سیب تأثیراين مطالعه با هدف بررسی 

شد )گیاهچه شد. گیاهچههای باززايیدر دو مرحله ر سل اول( انجام  های عاری از ويروس ابتدا در شده و گیاهان ن

( انجماد 2ای و شیشه( نگهداری در شرايط درون1شرايط درون شیشه تولید شدند و سپس تحت دو تیمار شامل 

سوله سرد به روش کپ شی از نمونهسازی و دهیدراتهفرا ها در مرحله سازی قرار گرفتند. پس از بازيابی و تکثیر، بخ

تیوبر تولید و در نستتل گیاهچه برای ارزيابی مولکولی استتتفاده شتتدند و بخگ ديگر به گلخانه انتقال يافتند تا مینی

های برداری برای آزمايگتیوبرها در قالب کشتتت گلدانی، نمونه. پس از کاشتتت مینیاول مورد ارزيابی قرار گیرند

شد. تحلیل ژنتیکی با  شانگر ريزماهواره و در قالب طرح  15مولکولی انجام  سه تکرار ) کاملاًجفت ن  10تصادفی با 

توجهی میان تیکی قابلگونه تنوع ژننتايج نشتتتان داد که هی  .گیاه در هر تکرار( در هر دو مرحله صتتتورت گرفت

شد. همچنین ارزيابیگیاهچه شاهده ن صل از دو روش نگهداری م سل اول حا های فیزيولوژيکی، از ها و گیاهان ن

ها بیانگر داری را بین تیمارها نشان نداد. اين يافتهتیوبرها، تفاوت معنیجمله درصد بقا، رشد رويشی و کیفیت مینی

لاوه بر حفظ تنوع ژنتیکی، بر عملکرد و توان زايشی گیاهان نیز اثر منفی ندارد. آن است که روش انجماد فراسرد ع

سولهدر مجموع، نتايج تأيید می سرد با روش کپ شی ايمن و کارآمد سازی و دهیدراتهکنند که انجماد فرا سازی رو

ای مشاهدهلوژيکی قابلکه تغییرات ژنتیکی يا فیزيوزمینی است، بدون آنپلاسم سیببرای نگهداری بلندمدت ژرم

های ژن و تولید بذر عاری از ويروس نژادی، بانکهای بهتواند نقگ مهمی در برنامهايجاد نمايد. اين موضتتتوع می

 .ايفا نمايد
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 مقدمه
عنوان يکی به (.Solanum tuberosum L) ینیزمبیس

از ستته محصتتول استتاستتی برتر جهان، نقشتتی کلیدی در 
 Devaux) کندامنیت غذايی جهانی و کاهگ فقر ايفا می

et al., 2014; Niino & Arizaga, 2015 .) ايتتن
محصتتول با داشتتتن شتتااش برداشتتت با تر نستتبت به 

سطحی معادل  سر  20.7غلات، در  سرا میلیون هکتار در 
 ،یون تن تولید داردمیل 437شود و سا نه جهان کشت می

منبع  اهیگ نيا. تن در هکتار 20.۹طور متوستتتط يعنی به
بل غذ باتیاز ترک یتوجهقا  ،بریف درات،یکربوه رینظ یم

 تیمنا نیدر تأم یبوده و نقگ مهم یو مواد معدن نیتاميو
 فايا در حال توستتعه یدر کشتتورها ژهيوبه هيتغذو  يیغذا
ندیم رقم  4000از  گیبا ب(. Batool et al., 2020) ک

شت سک سطح جهان،  عملکرد  لیدلبه ینیزمبیشده در 
 عيدر صتتنا کاربرد گستتتردهو  هااندازه غده یکنوااتيبا ، 
 یيبا  یو کشتتاورز یاز ارزش اقتصتتاد ،يیو دارو يیغذا

 .(Mushtaq & Alwutayd, 2025)براوردار استتتتت 
سی در تأمین امنیت سیب سا صو ت ا زمینی يکی از مح

آيد و به دلیل عملکرد با  و ارزش غذايی به شتتتمار می
تواند جايگزين مناستتبی برای غلات ای مطلوب، میتغذيه
شد  صول، . ت(Hu et al., 2025)با شت اين مح سعه ک و

هديد ف با ت له  قاب مد برای م کارآ يدار و  پا نده رويکردی  زاي
 ,.Singh et al)رود شمار میگرسنگی پنهان در جهان به

شد جمعیت جهانی، به. با توجه به پیگ(2021 ويژه بینی ر
سیب سعه، نقگ  شورهای در حال تو زمینی در تأمین در ک
 Devaux et) يابدامنیت غذايی بیگ از پیگ اهمیت می

al., 2021.) 

در کشتتور پرو، مجموعه  1زمینیالمللی ستتیبمرکز بین
های کشتتت شتتده را مديريت زمینیستتیبجهانی و امانی 

ست مختلف کند. ژرممی سم اين مجموعه بنا به دراوا پلا
جهت اهداف پژوهشتتی، اصتتلاح نژاد و آموزشتتی، تحت 

 2غذا و دارو المللی منابع ژنتیکی گیاهینظارت معاهده بین
نمونتته  4388(. تعتتداد FAO, 2009شتتتود )می زيعتو

                                                                                                                                                                 
1. International Potato Center 

2. International Treaty for Plant Genetic Resources for 

Food and Agriculture 

درون در اين مجموعه به صورت  زمینیسیبدار شناسنامه
ستتازی از شتتوند تا پس از عارینگهداری می شتتیشتته
ند بدون انتقال ها، ژرمويروس پلاستتتم باقی بماند و بتوا

 ,.Vollmer et alجا شود )بیماری به ساير کشورها جابه

از  (درون شتتتیشتتته) in vitro3 یاگرچه نگهدار(. 2017
 یمجموعه بزرگ نیاما حفظ چن کند،یم یریجلوگ یآلودگ

ست.  ازمندین کاهگ  یاز راهکارها یکيمنابع قابل توجه ا
شتژرم یمنيحفظ ا نیدر ع هانهيهز از  یریگبانیپلاسم، پ

در واقع، استتتت.  3بانک انجماد فراستتترد کيمجموعه در 
سرد صلی نگهداری برای مواد می 4انجماد فرا تواند روش ا

ژنتیکی باشتتد که از نظر ژنتیکی منحصتتر به فردند اما به 
توان ها را میک شااسارهنو. گیرندندرت مورد نیاز قرار می

از حالت نگهداری در نیتروژن مايع اارج کرده و باززايی 
نموده تا به گیاهچه تبديل شتتوند و در صتتورت نیاز برای 

  .وزيع مورد استفاده قرار گیرندپژوهگ يا ت
 یانجماد فراسرد برا دستورالعملدو دهه گذشته، در 

از مؤسسات  یاریبسو  افتهيها نوع محصول توسعه ده
انجماد فراسرد  یهابانک یدارا یاهیگ کیژنت یپژوهش

 کنندیهستند که صدها تا هزاران شناسنامه را حفظ م
(Pritchard, 2016.)  یهااز روش یکيانجماد فراسرد 

 یکیبلندمدت منابع ژنت ینگهدار یبرا یمهم و کاربرد
در مزرعه  یروش نسبت به نگهدار نياست. ا ینیزمبیس
نیاز به فضای کمتر و هزينه ، درون شیشهکشت  اي

 راتییبروز تغ اي یاطر آلودگی دارد و همچنین ترپايین
 اندداده. مطالعات مختلف نشان دهدیرا کاهگ م یکیژنت

پس از انجماد فراسرد  شدهیابيباز ینیزمبیس اهانیکه گ
انجماد  ن،ي. بنابراکنندیاود را حفظ م یکیمعمو ً ثبات ژنت

 ريمطمئن و مکمل سا یعنوان روشبه تواندیفراسرد م
 ها،پیدر حفاظت ژنوت ینقگ مهم ،یسازرهیذا یهاروش
 ندک فايارزشمند ا یهایو دسترس یوحش یهاگونه
(Niino & Arizaga, 2015). مانند گلدن  یاهانیگ
 (.Castilleja levisecta Greenm) براشنتیپ
(Salama et al., 2018)یلاسیگ اهی، توس س (Betula 

3. Cryobank 

4. Cryopreservation 
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lenta L.) (Rathwell et al., 2016) شدت در و گونه به
 Androcalva) یديمعرض اطر اندروکالوا مروار

perlaria Wilk.) (Whiteley et al., 2016 )از  یهمگ
 یعیطب یهاستگاهيدوباره به ز یانجماد یسازرهیذا قيطر

 اند.اود بازگردانده شده
 2های تکراری ستتادهيا توالی 1نشتتانگرهای ريزماهواره

(SSR شگ تايی از نوکلئوتیدها ( واحدهای تکراری دو تا 
ها پراکنده هستتتند هستتتند که در ژنوم بیشتتتر يوکاريوت

(Zane et al., 2002اين توالی .) های تکراری در سراسر
شدهژنوم يوکاريوت ستم ها پخگ  سی ساس يک  اند و بر ا

 3ای پلیمرازهای زنجیرهنشتتتانگر ژنتیکی مبتنی بر واکنگ
(PCRچند آللی و هم ) بارز هستتتند. معمو  نواحی کناری

صورت حفاظت ها در بین گونهريزماهواره های مختلف به 
شانگر در  اند. بهشده باقی مانده دلیل توانايی با ی اين ن

نشان دادن چند شکلی، توارث هم بارز و فراوانی نسبی در 
های ژنتیکی از اين نشتتتانگر جهت تجزيه و تحلیلژنوم 

ستفاده می سی(. ;Su et al., 2025شود )ا شان برر ها ن
اند که هرچند اين مارکرها تنها بخگ بستتیار کوچکی داده

کنند، اما برای ستتتنجگ ثبات کافی از ژنوم را ارزيابی می
 یمطالعات متعدد نی(. همچنHarding, 2004هستتتند )

 Zarghami) ینیزمبیمختلف از جمله ستتت اهانیگ یرو

et al., 2008حفظ  یدهندهنشان ی(، انجام شده که همگ
  اند.پس از انجماد فراسرد بوده یکیثبات ژنت
 اثر انجماد ی، مطالعه حاضتتر با هدف بررستترواز اين

ی کیژنت یداريبر پا دراتهیهد-فراستترد به روش کپستتوله
س اهانیوگ هاگیاهچه سل اول دو رقم  و  ندايآر ینیزمبین

عنوان روش به نيا يیو اجرا شتتتد تا کارا یستتتانته طراح
 شود. یابيپلاسم ارزمؤثر در حفظ بلندمدت ژرم یکرديرو

 

 شناسی پژوهشروش

 روسیاز و یعار یهااهچهیگ دیتول

، و ستتتانته ندايآر ینیزمبی، از دو رقم ستتتپژوهگ نيا در
شده از   هيثانو یهاتیمتابول یوتکنولوژیپژوهشکده بتهیه 

شد. به ستفاده  صفهان( ا بودن  یاز عار نانیمنظور اطم)ا
                                                                                                                                                                 

1. Microsatellite 

2. Simple Sequence Repeats 

ابتتتدا  ،یاديتتزازدياز انجتتام ر گیپ روسياز و اهتتانیتتگ
 توترونیپنج هفته در ف مدتبهارقام  نيا یحاو یهاگلدان
 یرطوبت نسب ،گرادسانتیدرجه  40تا  30 يیدما طيبا شرا
لوکس قرار گرفتند.  2000درصتتد و شتتدت نور  ۶5تا  ۶0
 ستتتپس .انجام شتتتد ازیحستتتب نمدت بر نيدر ا یاریآب
تا  3/0در ستتن ستته تا پنج هفتگی به اندازه  هاستتتميمر

سازمیلیمتر 0/5 شت پا طیو در مح یجدا شیگ و  هيک مورا
سکوگ سید ی اکسین حاو 4ا ستیک ا  NAA (1/0نفتالین ا
و گرم بر لیتر( میلی 2/0ژيبرلین ) ،گرم بر لیتر(میلی

کشتتت داده شتتدند. پس از  گرم بر لیتر(میلی 1/0) نینتیک
چهیگ رشتتتتد از  نانیاطم یبرا ELISA آزمون ها،اه

نه يیزداروسيو مل نمو فت. کا جام گر مهها ان از  در ادا
جدا  یاگرهتک یهاقطعه روس،ياز و یعار یهاستتتاقه

بدون هورمون  اسکوک یگ وموراش جامد طیشده و در مح
 آگار و تریگرم بر ل 4ستتتاکارز،  تریگرم بر ل 30 بیبا ترک

pH  مدت شده بهکشت یهانمونه .کشت شدند 7/5برابر
شد با دما 30  ،گرادسانتیدرجه  24تا  23 یروز در اتاق ر

شنا 1۶ وديفتوپر و شدت  یکيعت تارسا 8و  يیساعت رو
 .شدند یلوکس نگهدار 2000نور 

 

 بلندمدت ینگهدار یمارهایاعمال ت

 افتهيرشد  یهااهچهیانجماد فراسرد، گ ماریاعمال ت یبرا

درجه  4 یستتتاعت در دما 24 مدتبه پس از پنج هفته
ساقه  سردگیپ گرادسانتی سپس از قطعات نوک  شدند. 
انجماد فراستترد بر استتاس  فرايند. انجام شتتد یبردارنمونه
 یسازروش کپسوله(، به2008و همکاران ) ضرغامی روش
 .(Zarghami et al., 2008)د انجام ش یسازدراتهیو ده
 سديم ناتيروش، قطعات نوک ساقه در محلول آلژ نيا در
 مو رمیلی Ca²⁺ 20 وني ی( حاویحجم/یدرصتتد )وزن 3

سوله سدر اين روش  ،شد کپ  20با غلظت  میاز محلول کل
در  میبا کلس ميسد وني يیتا جابجا شداستفاده  مو رمیلی

در  ل شتتود.یاتفاق افتاده و کپستتول تشتتک ستتديم ناتيلژآ
 کشتگیپ طیروز در مح 3 مدتبه ادامه محتويات گیاهی 

 1تا  25/0مختلف ستتتاکارز ) یهاغلظت بیترک یحاو

3. Polymerase Chain Reaction 

4. Murashige and Skoog (MS) medium 



 5            1405 بهار، 53، پیاپی 3، شماره پانزدهمی، سال زراع اهانیگ یفناورستيزنشريه علمی 

 

 4تا  2 مدتبههای آلژينات قرار گرفتند. سپس دانه مو ر(
ستتاعت در محیط کشتتت استتتريل و تحت جريان هوای 

درجه ستتتانتی گراد  25تا  20و دمای  زير هود استتتتريل
شدند شک   یحاو ناتيآلژ یهامرحله، دانه نياز ا پس .ا

 یتریلیلیم 2 لياستتتتر هایتیوبقطعات نوک ستتتاقه به 
شتتتدند.  ینگهدار عيما تروژنیماه در ن 3 مدتبهمنتقل و 

 گرادستتتانتیدرجه  37به حمام آب  هاتیوب ،یابيباز یبرا
سپس در مح سب قرار گرفتند طیمنتقل و  شت منا  ماریت .ک

ساقه در  شت قطعات نوک  شامل ک شرايط درون شاهد 
دوره،  نيا یفراستتترد بود. در ط یبدون نگهدار شتتتیشتتته

واکشتتت شتتدند تا به تعداد ستته بار روز  28هر  هازنمونهير
با  گيآزما .ابندي ریتکث یاهشیشدرون طيدر شرا هااهچهیگ

س سانته(، در دو روش نگهدار نداي)آر ینیزمبیدو رقم   یو 
 20با سه تکرار )هر تکرار شامل و  درون شیشه( )فراسرد و

انجام شتتد. رشتتد  یتصتتادف کاملاً( در قالب طرح زنمونهير
مه  8 مدتبه هازنمونهير دوره، از  انيپا در. افتيهفته ادا

باز اهچهیگ 10برگ  با روش فراستتترد  یابيحاصتتتل از 
در  DNAها تا زمان استتتخراج شتتد و نمونه یبردارنمونه
 نی. همچندنديگرد ینگهدار گرادستتتانتیدرجه  -80 زريفر
به  دیتول یاز هر تکرار برا گريد اهچهیگ 10 نستتتل اول 

 لههر دو مرح یبرا DNAگلخانه منتقل شتتدند. استتتخراج 
  شد. زمان انجامطور همو نسل اول( به اهچهی)گ

 

 نسل اول اهانیگ دیتول

عداد  بل،  اهچهیگ 10ت حاصتتتل از هر تکرار در مرحله ق
شدند.  اهانیگ دیمنظور تولبه سل اول، به گلخانه منتقل  ن

و  تیمخلوط پ یحاو يینشا یهاینیدر س هااهچهیابتدا گ
 یجيتدر یسازگار یکشت شدند. برا 1:1با نسبت  تیپرل

شرا  5مدت به ،یاز تنگ رطوبت یریو جلوگ یطیمح طيبا 
شفاف پوشانده شدند  یکیرشد، با پوشگ پلاست هیروز اول
شگ به نيو ا شد جيتدرپو شته  شت  پس .بردا  40از گذ

همان بستتتر کشتتت  یحاو یهابه گلدان هااهچهیروز، گ
رشد در گلخانه شامل  طي( منتقل شدند. شراتیو پرل تی)پ
ستتتاعت  1۶ وديفتوپر ،گرادستتتانتیدرجه  24تا  23 یدما

لوکس  2000شتتدت نور و  یکيستتاعت تار 8و  يیروشتتنا
                                                                                                                                                                 

1. Ladder 1Kb 

 NPK با کود اهانیگ هيو تغذ ازیبرحستتتب ن یاریبود. آب
 .انجام شتتتد (ETNAFERT برند ،20-20-20 مولرف)

شد، م 120از  پس شک یوبرهایتینیروز ر از هر  شدهلیت
هایتینیم ني. اديبرداشتتتت گرد اهیگ دوره  یط یبرا وبر

 ،گرادستتانتیدرجه  24±1 یبا دمااواب به اتاقک رشتتد 

سب صد و تار 85 ± 5 یرطوبت ن سه  مدتبه یکيدر دو تا 
ها طول جوانه دنیو رس یزنمنتقل شدند. پس از جوانهماه 
شته جوانه یوبرهایتینیم متر،یسانت 1به  زده در گلدان کا

سل اول تول اهانیشدند تا گ  ،یبرگ 8مرحله  در. شوند دین
نه هانیاز برگ گ یبردارنمو نه ا جام و نمو مان ان تا ز ها 

جام ارز  -80 زريدر فر یکيولوژيزیو ف یکیژنت یهایابيان
 اهانیبا گ گيآزما نيا .شدند ینگهدار گرادسانتیدرجه 

صل از هر دو روش نگهدار شت  یحا سرد و ک )انجماد فرا
صادف کاملاً( در قالب طرح یاشهیشدرون سه تکرار  یت با 

 هر رقم انجام شد. ی( برااهیگ 10)هر تکرار شامل 
 

 نسل اول اهانیو گ هااهچهیگ یکیثبات ژنت یابیارز

نستتل اول  اهانیو گ هااهچهیگ یهااز پودر کردن برگ پس
 پودر یهابافت ،ینیبا استتتتفاده از هاون چ عيما تروژنیدر ن

ی هر روش نگهدار یدر هر تکرار )برا اهیگ 10شتتتده برگ 
يعنی گیاهان شاهد، گیاهچه های حاصل از انجماد فراسرد و 

هر  ندهي( با هم مخلوط شتتدند تا نمونه نماگیاهان نستتل اول
 100استخراج،  یبرا .شودآماده  DNA استخراج یتکرار برا

شد  CTABانتخاب و روش از بافت  گرمیلیم به کار گرفته 
(Borges et al., 2019 .)یفیو ک یکم یابيتتارز DNA 

 Thermo Nanodrop) شده با استفاده از نانودراپاستخراج

2000C )گارز یو الکتروفورز بر رو در  يک درصتتتد ژل آ
 ديیاز تأ پس. انجام شتتد 1باز 1000نردبان مولکولی  حضتتور

 یبا آغازگرها PCR واکنگ برایها نمونه DNA ت،یفیک
SSR هااهچهیدر گ یکیمورد استفاده قرار گرفتند تا ثبات ژنت 
سل اول به اهانیو گ شود زمان صورت همن با  PCRارزيابی 

. (1)جدول  انجام شتتتد SSR جفت آغازگر 15استتتتفاده از 
ستخراج یهاDNA هیغلظت اول  434۶تا  753 زهشده در باا

ماکرولیتر  که همگنانوگرم در  ها یبود  ظت ن  50يی تا غل
در  PCRکنگ وا بیترک. شتتتدند قیرق ترنانوگرم در ماکرولی
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ها مل اجزا تریکرولام 15 يیحجم ن  25/0بود:  ريز یشتتتا
)با غلظت  SmarTaq DNA Polymerase آنزيم تریکرولام
 X (pH 8.4) 10 بافر ریلیکروم 5/1(، تریکرولیواحد بر م 5

 500mM KCI, 500mM Tris-HCI 200mMشتامل 

Ammunium sulfate)) ،5/0 تریکرولام MgCl₂  با غلظت
 10بتتا غلظتتت  dNTPs تریکرولامتت 5/0 مو ر،یلیم 50
الگو با  DNA تریکرولام 2، گرآغاز تریکرولام 7/0 ،مو ریلیم

 آب تریکرولام 8/۹و  تریکرولامنانوگرم بر  25 یبيغلظت تقر
ساندن حجم نها ی( براddH₂O) دوبار تقطیر واکنگ به  يیر

ما .تریکرولام 15 مه د نا مل  PCR يیبر له  کيشتتتا مرح
 4 مدتبه گرادستتانتیدرجه  ۹4 یدر دمااولیه  ونیدناتوراستت

صورت به چراه 35در  PCR ی، چراه اصلبود. سپس قهیدق
 گرادستتانتیدرجه  ۹4 یدر دما ونیانجام شتتد: دناتوراستت ريز
 یبرا یااتصاص یدر دما 1اتصال آغازگرها قه،یدق 1 مدتبه

جدول  غازگر ) فت آ له و  قهیدق 1 مدتبه( 1هر ج مرح
. قهیدق 2 مدتبه گرادسانتیدرجه  72 یدر دما 2یسازليطو

در  یستتتازليطو يیمرحله نها کي ها،چراهپس از اتمام 
اجرا شتتد و در  قهیدق 7 مدتبه گرادستتانتیدرجه  72 یدما
ها  گرادستتتانتیدرجه  4 یواکنگ در دمامحصتتتول  ت،ين

محصتو ت  آماده گردد. یمراحل بعد یشتد تا برا ینگهدار
 درصتتتد همراه با 8 دیآملياکریژل پل یبر رو PCRواکنگ 

 الکتروفورز بازجفت 100-1000محدوده نردبان مولکولی در 
 شدند.

 هاآنالیز داده

مارکرهای ( Codominant) بارزاز نوع هم SSR اگرچه 
لل کان تشتتتخیش آ ند و ام های هتروزيگوت و هستتتت

ند، هموزيگوت را فراهم می که کن به اين جه  هدف با تو
ضر  سااتار آللی نبودژنوتايپپژوهگ حا  هکردن يا تحلیل 

بلکه صتتترفاً بررستتتی وجود يا عدم وجود هرگونه تغییر 
وگیاهان  های حاصتتل از انجماد فراستتردژنتیکی در نمونه

صل از انجماد سل اول حا شاهد بود ن سه با تیمار   ،در مقاي
ک عاتی  طال ندارد و رايج در چنین م تا گذاری روش استتت د

ضور باند،1دودويی ) ست. اين 0 = ح ضور باند( ا = عدم ح
سیاری از پژوهگ برای  SSR های مشابه که ازروش در ب

فاده  بات ژنتیکی پس از انجماد فراستتترد استتتت يابی ث ارز
ته استتتتکرده کار رف به  ند نیز   ;Li et al., 2017) ا

Agrawal et al., 2014; Vidyagina et al., 2021.) 
گذاری دودويی اطر  کد های علاوه بر اين،  تفستتتیر

پوشانی باندها يا ااتلافات بسیار جزئی اشتباه ناشی از هم
يلآللی در ژل پلی کاهگ میآکر ید را  هد و تمرکز آم د

 .دهدتحلیل را بر پايداری يا تغییر احتمالی باندها قرار می

( 1حاصل از ژل، براساس حضور ) یباند یالگوها بنابراين
ضور ) اي  یهاصورت دادهبه ت،ی( باند در هر موقع0عدم ح

و  هيشتتدند. تجز یازدهیو امت ی( کدگذارbinary) يیدودو
نستتخه  GenAlExافزار ها با استتتفاده از نرمداده لیتحل
۶.5 (Peakall & Smouse, 2006.انجام شد ) 

 

 و سانته ندايآر زمینیسیبدو رقم  یکیمورد استفاده جهت سنجگ ثبات ژنت SSR یمشخصات آغازگرها .1جدول 
Table 1. Characteristics of SSR primers used for assessing the genetic stability of two potato cultivars, Arinda and Santé 

  دمای اتصال (’to 3’5) توالی آغازگر  نام آغازگر
(˚C) 

 دمای اتصال (’to 3’5) توالی آغازگر نام آغازگر

(˚C) 

12002-F CCATGAACCTGAAGTTTTTCTGC 
59 

STM0019a,b-

F AATAGGTGTACTGACTCTCAATG 
58 

12002-R TGGATATCTTGTGCCTACAAGCTAG STM0019a,b-

R TTGAAGTAAAAGTCCTAGTATGTG 

31924-F CGAAGACACCAAATCGCTCAG 
55 STM0031-F CATACGCACGCACGTACAC 

58 
31924-R GAAACGCCATTAACATTTTACATCG STM0031-R TTCAACCTATCATTTTGTGAGTCG 

4026/4027-F AACTTGCGGGAATAAGTGACG 
58 STM1104-F TGATTCTCTTGCCTACTGTAATCG 

59 
4026/4027-R ACTATACACACGTGCCCTGAAACTAG STM1104-R CAAAGTGGTGTGAAGCTGTGA 

43016-F CAAGCTGCATGAAAGCCATC 
55 STM1106-F TCCAGCTGATTGGTTAGGTTG 

58 
43016-R TTTGCCTAAAAGTTTGTAGTGTGAGG STM1106-R ATGCGAATCTACTCGTCATGG 
46514-F TGCTTTTTGTTTCCTTTTGTGTG 

55 STM5114-F AATGGCTCTCTCTGTATGCT 
57 

46514-R GGAATGAAACTAAGCCTTGCTCTG STM5114-R GCTGTCCCAACTATCTTTGA 
STG0025-F TGGAATCCGAATTACGCTCT 

58 STM5121-F CACCGGAATAAGCGGATCT 
58 

STG0025-R AGGTTTTACCACTCGGGCTT STM5121-R TCTTCCCTTCCATTTGTCA 
STI0004-F GCTGCTAAACACTCAAGCAGAA 

59 STM5127-F TTCAAGAATAGGCAAAACCA 
58 

STI0004-R CAACTACAAGATTCCATCCACAG STM5127-R CTTTTTCTGACTGAGTTGCCTC 
STI0014-F AGAAACTGAGTTGTGTTTGGGA 

58 
   

STI0014-R TCAACAGTCTCAGAAAACCCTCT    
 

1. Annealing 

2. Extension 
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 نتایج و بحث
شتتتده از استتتتخراج یهاDNAی و کم یفیک یابيارز
فراسرد،  ینسل اول حاصل از نگهدار اهانیو گ هااهچهیگ

ادامه مراحل  یها برامناستتب نمونه تیفیدهنده کنشتتان
پروتکل استتتخراج  یاثربخشتت انگریبود و ب PCR واکنگ

 یکیژنت یاحتمال راتییتغ یبررس یبرا .مورد استفاده است
ش سرد، از  یاز نگهدار ینا شانگر 15فرا در  SSR جفت ن

س ستفاده  ندايآر ینیزمبیدو رقم  سه تکرار ا سانته در  و 
 در را یمکان ژن 140نشتتتانگرها در مجموع  نيشتتتد. ا
حدوده  باز 450 یال 130م فت  تا ج ند. ن  جيپوشتتتگ داد

بات ژنت یابيارز له )گ یکیث چهیدر هر دو مرح و  هااه
شان داد که ب اهانیگ سل اول( ن صل از  یهانمونه نین حا

 طيدر شتترا شتتدهینگهدار یهاانجماد فراستترد و نمونه
وجود  یریگقابل اندازه یکیتفاوت ژنت ،یاشتتتهیشتتتدرون

شته و هر دو گروه از نظر الگوها شابه  کاملاً یباند یندا م
ند. ا تا نيبود بات ژنت انگریب جين  طيدر شتتترا یکیحفظ ث
باند حاصل از  ی، الگوها(1)شکل . فراسرد است ینگهدار
را نشتتتان  STM1104 و STI0014 با دو مارکر ریتکث

دهد. همان طور که در شکل نشان داده شده است دو می
 يکسان هستند. کاملاًگروه نمونه ها از نظر الگوی باندی 

جهت اطمینان از عدم تأثیر تغییرات ژنتیکی حاصل از محیط 
ست که  شت بر روی نمونه ها ذکر اين نکته حائز اهمیت ا ک
از عوامل مهمی که در کشتتتت بافت باعغ تغییرات ژنتیکی 

شتتتود می توان دو عامل را نام برد که عبارتند از تولید  می
 10تا  7گیاهچه از کالوس و تعداد ستتاب کالچرهای بیگ از 

کدام از اين دو عامل را نداشتتتتیم بار که در اين تحقیق هی 
چون از شتتوت تیپ استتتفاده گرديد و همچنین تعداد ستتاب 

 روش انجماد ر،یاا یهادر ستتتالبوده استتتت.  7کالچر زير 
سرد به  یاعتماد برامؤثر و قابل یهاکیاز تکن یکيعنوان فرا
پلاسم ژرم یهاچه در بانک ،یکیبلندمدت منابع ژنت ینگهدار

طور گستتتترده مورد به ،یقاتیتحق یهاشتتتگاهيو چه در آزما
 یابيباز یهاوهیش نيترجياز را یکي استفاده قرار گرفته است.

شتتده کنترل طيشتترا پس از انجماد، کشتتت بافت در اهنمونه
از انجماد فراستترد  اهانیگ یابيکه با روند باز یاستتت؛ روشتت

 زیآمتیموفق یاهیگ یهااز گونه یاریندارد و در بستتت یتداال
 گزارش شده است.

 

 
روی ژل )ب(  STM1104و )الف(  STI0014 آغازگرزمینی )آريندا و سانته( تکثیرشده با در دو رقم سیب SSR ی نشانگرالگوهای باند .1شکل 

: ۶–4 (، شمارهفراسرد ریغ یسانته )نگهدار یهازنمونهير: 3–1 شمارهعبارتند از:  هانمونه بیرتنردبان مولکولی،ت:  SM .درصد 10 آمیدآکريلپلی
 ینسل اول سانته )نگهدار اهانیگ: 12–10 (، شمارهفراسرد ریغ ینسل اول سانته )نگهدار اهانیگ: ۹–7 (، شمارهفراسرد یسانته )نگهدار یهازنمونهير

نسل  اهانیگ: 21–1۹ (، شمارهفراسرد ی)نگهدار ندايآر یهازنمونهير: 18–1۶ (، شمارهفراسرد ریغ ی)نگهدار ندايآر یهازنمونهير: 15–13 (، شمارهفراسرد
 کاملاًطور که در شکل مشخش است باندهای حاصله (.همانفراسرد ی)نگهدار نداينسل اول آر اهانیگ: 24–22شماره و  (فراسرد ریغ ی)نگهدار نداياول آر

 مشابه هستند.
Figure 1. Banding patterns of SSR markers in two potato cultivars (Arinda and Santé) amplified with primers STI0014 (a) and 

STM1104 (b) on 10% polyacrylamide gel. SM: DNA ladder. The order of samples is as follows: 1–3: Sante explants (non-

cryopreserved), 4–6: Sante explants (cryopreserved), 7–9: Sante first-generation plants (non-cryopreserved), 10–12: Sante first-

generation plants (cryopreserved), 13–15: Arinda explants (non-cryopreserved), 16–18: Arinda explants (cryopreserved), 19–21: 

Arinda first-generation plants (non-cryopreserved), and 22–24: Arinda first-generation plants (cryopreserved). As shown in the 

figure, the resulting bands are completely identical. 
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 یسازدراتهیو ده یسازاز روش کپسوله زیمطالعه ن نيدر ا
استفاده شد که  عيما تروژنیها و سپس انجماد در ننوک ساقه

گ ترگیپ نیتتدر  ننتتد یاهتتا  Solanum tuberosum متتا
(Uchendu et al., 2016) ،Malus domestica (Li et 

al., 2015) ،Dianthus caryophyllus (Bi et al., 

2015)، Rubus ulmifolius (Matsumoto, 2017 ،)
Helianthus tuberosus (Zhang et al., 2017 و )

Lilium sp. (Bi et al., 2016 )کار رفته استبه زین.  
 یهاتنگ جاديانجماد فراسرد ممکن است باعغ ا اگرچه

شواهد یکيولوژيزیو ف يیایمیش ،یکيزیف  یشود، اما تاکنون 
گزارش  اهانیروش بر ژنوم گ نيا داريپا یبر تأثیر منف یمبن

 یهاستتتمیمورفیپل یتمام گر،يد ینشتتتده استتتت. از ستتتو
از اثرات انجماد  یناشتت ماًیمستتتق توانیشتتده را نممشتتاهده

حاصل  اهانیحفظ شباهت کامل گ تیبا توجه به اهم. نستدا
 یکردهايبا رو یکیثبات ژنت یابيارز ه،یاول نياز انجماد با والد

 .است یهمواره ضرور یمولکول
ستفاده از  در ضر، با ا ، SSR جفت مارکر 15مطالعه حا
صل از دو  اهانیو گ هااهچهیگ یکیثبات ژنت سل اول حا ن

( در دو رقم یاشتتهیشتت)فراستترد و درون یروش نگهدار
س ندايآر ینیزمبیس سانته مورد برر  جيقرار گرفت. نتا یو 

 یحاصتتل از هر دو روش، الگو یهانشتتان داد که نمونه
 یکیژنت یچندشتتکل گونه یداشتتته و ه یمشتتابه یباند

 . ديمشاهده نگرد
 شنيزرويوپريکرا فرايندکه  دهندینشان م ديمطالعات جد

بب ا حل مختلف ستتت  راتییتغ جاديممکن استتتت در مرا
ند تغ یکیژنتیاپ  DNA ونیلاستتتیمت یدر الگو رییگذرا مان

ما ا پا راتییتغ نيشتتتود، ا نبوده و پس از دوره  داريمعمو ً 
شته و تأثیر یعیبه حالت طب ،یابيباز سااتار ژنوم یبرگ  یبر 
 (.Huang et al., 2025) گذارندینم

عات ژنومی و  طال هان اپیم یا يدتر در گ جد ژنتیکی 
های مشتتتابهی را مورداستتتتفاده در کشتتتاورزی نیز يافته

اند. به عنوان مثال، بررستتی ترنستتکريپتومی گزارش کرده
 راتییمقاومت به ستتترما در کاستتتاوا نشتتتان داد که تغ

به  اهیگ یمیاز پاسخ تنظ یبخش شتریب DNA ونیلاسیمت
 Zhao) ستین یدائم یکیاز جهگ ژنت یتنگ بوده و ناش

et al., 2024 .)که ژن های اين پژوهگ نشتتتتان داد 

بل تنظیم قا های متیلاستتتیون  مايی الگو نده تنگ د کن
گونه ااتلالی در مسیرهای اصلی اند و هی برگشت داشته

 .متابولیکی ايجاد نشد

همچنین مطالعات جديد روی گیاهان دارويی که نیاز 
زمان ثبات بی همبه حفظ دقیق ژنوم دارند نیز بر لزوم ارزيا

اند. نتايج نشتتتان داد که ژنتیکی تأکید کردهژنتیکی و اپی
های بهینه کرايوپريزرويشن در اين گیاهان موجب پروتکل

مل ژنوم و ا قل تغ جاديحفظ کا  یموقت کیژنتیاپ رییحدا
 (.Tripathi et al., 2023) شودمی

يه نشتتتانگرهای افزون بر اين  پا هد جديد بر  شتتتوا
ید می تأي بات ژنتیکی را  نان ث ند. مولکولی نیز همچ کن

نهبه عه اایر بر روی گو های زينتی عنوان نمونه، در مطال
توجهی مورفیستتتم قابلگونه پلیهی  ISSRلیلیوم، آنالیز 

شاهد و نمونه شده گزارش نکرد میان گیاهان  های انجماد
 (. Sharma et al., 2022) قی ماندپايدار با کاملاًو ژنوم 
راستتتا هستتتند؛ هم نیشتتیمطالعات پ جيبا نتا هاافتهي نيا
با استتتتفاده از  Zarghami et al. (2008) عنوان مثال،به

فاده از با Li et al. (2017 ) و AFLP نشتتتتانگر استتتت
شانگرهای ش RAPD و ISSR ن ی کیاز بروز تنوع ژنت یگزار

س سا مطالعات .ردندارائه نک ینیزمبیدر  شابه در  ها گونه ريم
ند؛ از جملهالگو را نشتتتان داده نیهم زین با  ا گیاه پاپولوس 

شانگر  شانگر ، برنج SSR (Vidyagina et al., 2021)ن با ن
RAPD (Yi et al., 2015،) با یگل داوود RAPD و 

ISSR (Kulus et al., 2019)با  SSRنشتتتتانگر  ، موز 
(Agrawal et al., 2014)  شانگر  با اهیس توتو  AFLPن
(Castillo et al., 2010). ی هتتاپژوهگ جينتتتا نیچنهم

دهنده حفظ کامل نشتتتانزمینی نیز مختلف بر روی ستتتیب
 و شتتاهد استتت افتهيانجماد  یهانمونه نیب یکیشتتباهت ژنت

(Harding, 1991; Ward et al., 1993; Benson et 

al., 1996; Schafer Menuher et al., 1996;. 
Harding & Benson, 2000.) 

سو و همکاران سيک مطالعه  (2025) با  یبا هدف برر
و  ینیزمبیستت یهاژن در غده انیاثر انجماد فراستترد بر ب

سم انجام حفاظت ژرم یآن برا یسنجامکان در . دادندپلا
پس از انجماد فراستترد  ینیزمبیستت یهاغدهاين پژوهگ 

ستفاده از يیباززا سکر آنالیز شدند و با ا  یهاژن پتوميترن
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ساDEGs) شدهانیمتفاوت ب شنا شان  جيشدند. نتا يی(  ن
عداد ز که اگرچه ت حل مختلف تحت  یاديداد  ژن در مرا

ند  تأثیر ما  1035و  ۹23، 5۹2، 7۹8)قرار گرفت ژن(، ا
شد و نمو طب یبرا یضرور یهاژن  از جمله چراه ،یعیر
بذر و  یزنشتتدن ستتلول، جوانه ليطو ک،يتریستت دیاستت
شتند. ب یقابل توجه رییتغ ،یدهگل  انیب رییتغ نيشتریندا

سخ به تنگ یهامربوط به ژن سنتز و پا  یهامرتبط با فتو
 یهابر ژن یمنف تأثیرانجماد فراستتترد . بود یستتتتيرزیغ
عنوان به تواندیندارد و م ینیزمبیرشتتد غده ستت یدیکل

ش سعه حفاظت ژرم یو کارآمد برا منيا یرو سم و تو پلا
 يیغذا تیو امن ینیزمبیستتت دیدر تول داريپا یراهبردها

 .(Basu et al., 2025) کار گرفته شودبه

عه يیهاگزارش ند مطال  کاچمارچیک و همکاران مان
 ینیزمبیفراسرد در س یکه نگهدار دهدینشان م (2011)

ستتااتار ژنوم نداشتتته استتت.  ايرشتتد  ،یابيبر باز یتأثیر
همچنین، مطتتالعتتات متعتتددی بر عتتدم ايجتتاد تنوع 
ستتتوماکلونال پس از انجماد با استتتتفاده از نشتتتانگرهای 

، فلوسايتومتری و آنالیزهای مورفولوژيک RFLP مولکولی
. (Mix-Wagner et al., 2003) انتتدتتتأکتتیتتد کتترده

سیر )پژوهگ ( و نعنا Liu et al., 2017های مشابهی در 
(Ibáñez et al., 2019 نیز )ستند. ويدم ضوع ه  اين مو

سیون گذرا  کیژنتیاپ راتییاگرچه تغ  یدر برامانند متیلا
 تیوضتتتع ،یابياما پس از باز د،انها گزارش شتتتدهنمونه
 ،یکل طوربه .بازگشتتته استتت هیبه حالت اول ونیلاستتیمت

بات ژنت عات بر ث ما به  دیتأک یکیاگرچه اکثر مطال دارند، ا
مجدد و مستقل  یها، بررسمتفاوت گونه یهاواکنگ لیدل

 .است یدر هر پژوهگ ضرور
 

 گیرینتیجه

و  هااهچهیگ یمطالعه نشتتتان داد که نگهدار نيا یهاافتهي
س اهانیگ سل اول دو رقم  سانته با روش  ندايآر ینیزمبین و 

سوله سرد )کپ  گونه ی( هیسازدراتهیو ده یسازانجماد فرا
سااتار ژنت یرییتغ شرانمونه یکیدر  سبت به  شت  طيها ن ک

 اب یکیژنت یهایابي. ارزنخواهد کرد جاديا یاشتتتهیشتتتدرون
 یعدم بروز باندها انگریب SSRنشتتتانگرهای استتتتفاده از 

بات ژنت کیمورفیپل مل ث در هر دو ستتتطح  یکیو حفظ کا

اساس، روش انجماد فراسرد  نيو نسل اول بود. بر ا اهچهیگ
بل کیتکن کيعنوان به توانیرا م قا بدون مؤثر،  ماد و  اعت
پلاستتتم بلندمدت ژرم ینگهدار یبرا ،یکیژنت راتییتغ یالقا
 کرد. شنهادیپ ینیزمبیس

های اين مطالعه نشتتتان داد که يافته افزون بر اين 
-ستتازیانجماد فراستترد مبتنی بر روش کپستتوله فرايند

ست سازیدهیدراته  گیاهان و هاهگیاهچ ها،ريزنمونه توان
 ايجاد بدون را سانته و آريندا زمینیسیب رقم دو اول نسل

 هایبررستتی. کند حفظ ژنتیکی ستتااتار در تغییر هرگونه
فاده با مولکولی های از استتتت که از  SSR نشتتتتانگر

های تشتتتخیش تغییرات ژنتیکی در  ندترين ابزار قدرتم
روند، ثبات کامل الگوهای باندی شتتمار میزمینی بهستتیب

مورفیک را های فراسرد و عدم ظهور باندهای پلیدر نمونه
دهد که مراحل مختلف تأيید کرد. اين موضتوع نشتان می

 مادانج تا اسمزی انتقال و دهیدراتاسیون از -انجماد فرايند
 ژنتیکی تنگ گونههی  -ستتازیباززنده و مايع نیتروژن در
 ايجاد بررستتی مورد هایبافت در تشتتخیشقابل جهگ يا

 . است نکرده

شتتتود که به تر میها زمانی برجستتتتهاهمیت اين يافته
سیبويژگی ستی  سیبهای زي زمینی در زمینی توجه کنیم. 

های انداموستتیله میان گیاهان چندستتاله و تکثیرشتتونده به
رويشتتی، دارای هتروزيگوستتیتی بستتیار با ، حستتاستتیت به 

ستعداد بروز تغییرات ژنتیکی تحت و  های فیزيولوژيکتنگ ا
های ای استتت. کشتتتشتتیشتتهشتترايط کشتتت ممتد درون

تدريج منجر به توانند بهای میشتتتیشتتتهمدت درونطو نی
شت تغییرات ژنتیکی و اپی شیانبا  ژنتیکی، کاهگ قدرت روي

شان افت کیفیت ژرم و شوند. اما نتايج اين تحقیق ن سم  پلا
تواند با حذف اين مخاطرات و ايجاد داد که انجماد فراسرد می

زمینی بدون پلاسم سیبپايدار، امکان حفظ ژرم کاملاًشرايط 
 . گونه انحراف ژنتیکی را فراهم آوردهی 

 در ستتازیدهیدراته -ستتازیبنابراين، روش کپستتوله
یک يک عنوانبه توانمی را راستتتردف انجماد ايمن،  تکن

سیب ستی  سازگار با نیازهای زي ستاندارد و  زمینی مؤثر، ا
شی که نه ها سازی نمونهتنها بقا و باززندهمعرفی کرد؛ رو
کند، بلکه ستتااتار ژنتیکی ارقام را با موفقیت تضتتمین می
به عه را نیز  طال مل حفظ میمورد م کا يد. اين طور  ما ن
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انجماد فراستترد را به يکی از بهترين رويکردهای ويژگی، 
سیبموجود برای حفاظت بلندمدت ژرم زمینی، چه پلاسم 

بانک مهدر ستتتطح  بههای ژن و چه در برنا نژادی، های 
 . کندتبديل می

شان میبه دهد که انجماد طور کلی، نتايج اين پژوهگ ن
 تواندمی ستتازیدهیدراته -ستتازیفراستترد مبتنی بر کپستتوله

ستراتژی يک عنوانبه  ارقام بلندمدت حفاظت در اعتمادقابل ا
ستفاده مورد زمینیسیب  ترينکوچک آنکه بدون گیرد، قرار ا

 دستاورد، اين. باشد داشته گیاهی مواد ژنتیکی ثبات بر تأثیری
 هاینظام استتتتقرار و توستتتعه برای تجربی و علمی ایپايه

 و ملی مقیاس در زمینییبس پلاسمژرم مطمئن سازیذایره
 .سازدمی فراهم المللیبین
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