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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. 
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 »پژوهشيمقاله «

ــرد انجماد  ينگهدار  ريتأث  يابي ارز  اول نســل و ها اهچه ي گ يكيژنت يداري پا  بر فراس
  از اســتفاده با ســانته و ندايآر ارقام در) Solanum tuberosum( ينيزمبيســ اهانيگ

  ي مولكول ينشانگرها

 
  1يافتخار يعل ،1يموسو رعباسيام ،2يضرغام رضا ،1يريدلسام يمرتض ، *1يربابائيم يدعليس

 
  چكيده

زميني (آريندا و سانته)  يبانجماد فراسرد بر ثبات ژنتيكي و فيزيولوژيكي دو رقم س   تأثيراين مطالعه با هدف بررسي  
شد (گياهچه  شد. گياهچه    هاي باززاييدر دو مرحله ر سل اول) انجام  هاي عاري از ويروس ابتدا در  شده و گياهان ن

شامل         سپس تحت دو تيمار  شدند و  شيشه توليد  شرايط درون 1شرايط درون  ) انجماد  2اي و شيشه  ) نگهداري در 
سوله    سرد به روش كپ شي از نمونه   سازي و دهيدراته فرا ها در مرحله  سازي قرار گرفتند. پس از بازيابي و تكثير، بخ

تيوبر توليد و در نســل نيگياهچه براي ارزيابي مولكولي اســتفاده شــدند و بخش ديگر به گلخانه انتقال يافتند تا مي
هاي  برداري براي آزمايشتيوبرها در قالب كشــت گلداني، نمونه. پس از كاشــت مينياول مورد ارزيابي قرار گيرند

شد. تحليل ژنتيكي با   شانگر ريزماهواره و در قالب طرح   15مولكولي انجام  سه تكرار ( تص  كاملاًجفت ن   10ادفي با 
ــورت گرفت  ــان داد كه هيچ  .گياه در هر تكرار) در هر دو مرحله صـ توجهي ميان  تيكي قابلگونه تنوع ژننتايج نشـ

شد. همچنين ارزيابي       گياهچه شاهده ن صل از دو روش نگهداري م سل اول حا هاي فيزيولوژيكي، از ها و گياهان ن
ها بيانگر داري را بين تيمارها نشان نداد. اين يافته تيوبرها، تفاوت معنيجمله درصد بقا، رشد رويشي و كيفيت ميني   

ان نيز اثر منفي ندارد. لاوه بر حفظ تنوع ژنتيكي، بر عملكرد و توان زايشي گياهآن است كه روش انجماد فراسرد ع
سوله   در مجموع، نتايج تأييد مي سرد با روش كپ شي ايمن و كارآمد     سازي و دهيدراته كنند كه انجماد فرا سازي رو

سيب  براي نگهداري بلندمدت ژرم اي مشاهده لوژيكي قابلكه تغييرات ژنتيكي يا فيزيوزميني است، بدون آن پلاسم 
هاي ژن و توليد بذر عاري از ويروس  نژادي، بانكهاي بهتواند نقش مهمي در برنامهايجاد نمايد. اين موضـــوع مي
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  مقدمه
عنوان يكي به ).Solanum tuberosum L( ينيزمبيس 

از ســه محصــول اســاســي برتر جهان، نقشــي كليدي در 
 Devaux( كندامنيت غذايي جهاني و كاهش فقر ايفا مي

et al., 2014; Niino & Arizaga, 2015 .( ــن اي
محصــول با داشــتن شــاخص برداشــت بالاتر نســبت به  

سطحي معادل   سر     20,7غلات، در  سرا ميليون هكتار در 
 ،يون تن توليد داردميل 437شود و سالانه   جهان كشت مي 

منبع  اهي گ نيا. تن در هكتار  20,9طور متوســـط يعني به 
بل   غذ  بات ياز ترك يتوجهقا   ،بريف درات،ي كربوه رينظ يم

 تيمنا نيدر تأم يبوده و نقش مهم يو مواد معدن  نيتاميو
ــورها ژهيوبه هيتغذو  ييغذا ــعه يدر كش  فايا در حال توس
ند يم رقم  4000از  شيبا ب ). Batool et al., 2020( ك

شت  س     ك سطح جهان،  عملكرد  ليدلبه ينيزمبيشده در 
 عيدر صــنا كاربرد گســتردهو  هااندازه غده يكنواختيبالا، 
ــاد ،ييو دارو ييغذا ــاورز ياز ارزش اقتص  ييبالا يو كش

  .)Mushtaq & Alwutayd, 2025(برخوردار اســــت 
سي در تأمين امنيت      سيب  سا صولات ا زميني يكي از مح

ــمار مي    آيد و به دليل عملكرد بالا و ارزش     غذايي به شـ
ــبي براي غلات اي مطلوب، ميتغذيه تواند جايگزين مناس
شد   صول،      . ت)Hu et al., 2025(با شت اين مح سعه ك و

هديد ف            با ت له  قاب مد براي م كارآ يدار و  پا نده  رويكردي  زاي
 ,.Singh et al(رود شمار ميگرسنگي پنهان در جهان به

شد جمعيت جهاني، به . با توجه به پيش)2021 ويژه بيني ر
سيب     سعه، نقش  شورهاي در حال تو زميني در تأمين در ك

 Devaux et( يابدامنيت غذايي بيش از پيش اهميت مي  

al., 2021.( 

در كشــور پرو، مجموعه  1زمينيالمللي ســيبمركز بين
هاي كشــت شــده را مديريت زمينيســيبجهاني و اماني 

ست مختلف    كند. ژرممي سم اين مجموعه بنا به درخوا پلا
ــي، تحت    ــلاح نژاد و آموزش ــي، اص جهت اهداف پژوهش

 2غذا و دارو  المللي منابع ژنتيكي گياهي  نظارت معاهده بين   
ــود (مي  زيع تو  نمونــه    4388). تعــداد  FAO, 2009شـ

                                                                                                                                                                  
1. International Potato Center 
2. International Treaty for Plant Genetic Resources for 
Food and Agriculture 

درون در اين مجموعه به صورت   زمينيسيب دار شناسنامه  
ســازي از  شــوند تا پس از عاري نگهداري مي شــيشــه  
بدون انتقال        ها، ژرم ويروس ند  ماند و بتوا باقي ب ــم  پلاسـ

 ,.Vollmer et alجا شود ( بيماري به ساير كشورها جابه  

ــه( in vitro3 ياگرچه نگهدار). 2017 ــيشـ از  )درون شـ
  يمجموعه بزرگ  نياما حفظ چن  كند، يم يريجلوگ يآلودگ

ست.   ازمندين كاهش  ياز راهكارها يكيمنابع قابل توجه ا
شت  ژرم يمنيحفظ ا نيدر ع هانهيهز از  يريگبانيپلاسم، پ

ــرد    كي مجموعه در   در واقع، اســـت.  3بانك انجماد فراسـ
سرد  صلي نگهداري براي مواد  مي 4انجماد فرا تواند روش ا

ــر به فردند اما به  ــد كه از نظر ژنتيكي منحص ژنتيكي باش
توان ها را ميك شاخسارهنو. گيرندندرت مورد نياز قرار مي

از حالت نگهداري در نيتروژن مايع خارج كرده و باززايي        
ــورت نياز براي   ــوند و در ص نموده تا به گياهچه تبديل ش

   .وزيع مورد استفاده قرار گيرندپژوهش يا ت
 يانجماد فراسرد برا دستورالعملدو دهه گذشته، در 

از مؤسسات  ياريبسو  افتهيها نوع محصول توسعه ده
انجماد فراسرد  يهابانك يدارا ياهيگ كيژنت يپژوهش

 كننديهستند كه صدها تا هزاران شناسنامه را حفظ م
)Pritchard, 2016.(  يهااز روش يكيانجماد فراسرد 

 يكيبلندمدت منابع ژنت ينگهدار يبرا يمهم و كاربرد
در مزرعه  يروش نسبت به نگهدار نياست. ا ينيزمبيس
نياز به فضاي كمتر و هزينه ، درون شيشهكشت  اي

 راتييبروز تغ اي يخطر آلودگي دارد و همچنين ترپايين
 اندداده. مطالعات مختلف نشان دهديرا كاهش م يكيژنت

پس از انجماد فراسرد  شدهيابيباز ينيزمبيس اهانيكه گ
انجماد  ن،ي. بنابراكننديخود را حفظ م يكيمعمولاً ثبات ژنت

 ريمطمئن و مكمل سا يعنوان روشبه توانديفراسرد م
 ها،پيدر حفاظت ژنوت ينقش مهم ،يسازرهيذخ يهاروش
 ندك فايارزشمند ا يهايو دسترس يوحش يهاگونه

)Niino & Arizaga, 2015(. مانند گلدن  ياهانيگ
 ).Castilleja levisecta Greenm( براشنتيپ
)Salama et al., 2018(يلاسيگ اهي، توس س )Betula 

3. Cryobank 
4. Cryopreservation 
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lenta L.( )Rathwell et al., 2016( شدت در و گونه به
 Androcalva( يديمعرض خطر اندروكالوا مروار

perlaria Wilk.( )Whiteley et al., 2016 (از  يهمگ
 يعيطب يهاستگاهيدوباره به ز يانجماد يسازرهيذخ قيطر

  اند.خود بازگردانده شده
 6هاي تكراري ســادهيا توالي 5نشــانگرهاي ريزماهواره

)SSR  شش تايي از نوكلئوتيدها ) واحدهاي تكراري دو تا 
ــتر يوكاريوت  ــتند كه در ژنوم بيش ــتند هس ها پراكنده هس

)Zane et al., 2002سراسر    ). اين توالي هاي تكراري در 
شده ژنوم يوكاريوت ستم     ها پخش  سي ساس يك  اند و بر ا

ــانگر ژنتيكي مبتني بر واكنش  7اي پليمرازهاي زنجيره نشـ
)PCRبارز هســتند. معمولا نواحي كناري ) چند آللي و هم

صورت حفاظت  ها در بين گونهريزماهواره هاي مختلف به 
شانگر در   اند. بهشده باقي مانده  دليل توانايي بالاي اين ن

نشان دادن چند شكلي، توارث هم بارز و فراواني نسبي در  
ــانگر جهت تجزيه و تحليل    ژنوم  هاي ژنتيكي  از اين نشـ

ستفاده مي  سي ). ;Su et al., 2025شود ( ا شان  برر ها ن
اند كه هرچند اين ماركرها تنها بخش بســيار كوچكي داده

ــنجش ثبات كافي   از ژنوم را ارزيابي مي كنند، اما براي سـ
 يمطالعات متعدد ني). همچنHarding, 2004هســتند (

 Zarghami( ينيزمبيمختلف از جمله ســـ اهانيگ يرو

et al., 2008حفظ  يدهندهنشان ي)، انجام شده كه همگ
   اند.پس از انجماد فراسرد بوده يكيثبات ژنت

 اثر انجماد ي، مطالعه حاضــر با هدف بررسـ ـرواز اين
ي كيژنت يداريبر پا دراتهيهد-فراســرد به روش كپســوله  

س    اهانيوگ هاگياهچه سل اول دو رقم  و  ندايآر ينيزمبين
عنوان روش به نيا ييو اجرا شـــد تا كارا يســـانته طراح

  شود. يابيپلاسم ارزمؤثر در حفظ بلندمدت ژرم يكرديرو
  

 شناسي پژوهشروش

  روسياز و يعار يهااهچهيگ ديتول
، و ســـانته ندايآر ينيزمبي، از دو رقم ســـپژوهش نيا در

شده از     هيثانو يهاتيمتابول يوتكنولوژيپژوهشكده ب تهيه 
شد. به      ستفاده  صفهان) ا بودن  ياز عار نانيمنظور اطم(ا

                                                                                                                                                                  
5. Microsatellite 
6. Simple Sequence Repeats 

ابتــدا  ،ياديــزازدياز انجــام ر شيپ روسياز و اهــانيــگ
  توترونيپنج هفته در ف  مدت به ارقام   نيا يحاو  يها گلدان 
 يرطوبت نسب  ،گرادسانتي درجه  40تا  30 ييدما طيبا شرا 

ــدت نور  65تا  60 ــد و ش لوكس قرار گرفتند.   2000درص
ــب نمدت بر  نيدر ا ياري آب ــد  ازي حسـ  ســـپس .انجام شـ
ــتميمر ــه تا پنج هفتگي به اندازه   هاس ــن س تا  3/0در س

ساز ميليمتر 0/5 شت پا  طيو در مح يجدا شيگ و   هيك مورا
سكوگ  سيد   ي اكسين  حاو 8ا ستيك ا  NAA )1/0نفتالين ا

و گرم بر ليتر)      ميلي    2/0ژيبرلين (     ،گرم بر ليتر)     ميلي   
كشــت داده شــدند. پس از  گرم بر ليتر)ميلي 1/0( نينتيك

چه ي گ رشــــد از  نان ياطم يبرا ELISA آزمون ها، اه
نه     ييزداروسيو مل نمو فت.     كا جام گر مه ها ان از  در ادا

ــاقه  جدا   ياگرهتك  يها قطعه  روس،ياز و يعار  يها سـ
بدون هورمون  اسكوك يگ وموراش جامد طيشده و در مح

ــاكارز،   تريگرم بر ل 30 بي با ترك   آگار و  تريگرم بر ل 4سـ

pH  شدند   7/5برابر مدت شده به كشت  يهانمونه .كشت 
شد با دما  30  ،گرادسانتي درجه  24تا  23 يروز در اتاق ر

شنا   16 وديفتوپر شدت   يكيعت تارسا  8و  ييساعت رو و 
  .شدند يلوكس نگهدار 2000نور 

  

  بلندمدت ينگهدار يمارهاياعمال ت
 افتهيرشد   يهااهچهيانجماد فراسرد، گ  مارياعمال ت يبرا

ــاعت در دما   24 مدت به  پس از پنج هفته  درجه   4 يسـ
ساقه      سرد شيپ گرادسانتي  سپس از قطعات نوك  شدند. 
انجماد فراســرد بر اســاس  فرايند. انجام شــد يبردارنمونه
 يسازروش كپسوله)، به2008و همكاران ( ضرغامي روش
ش  يساز دراتهيو ده   .)Zarghami et al., 2008(د انجام 
 سديم  ناتيروش، قطعات نوك ساقه در محلول آلژ  نيا در
⁺Ca² وني ي) حاويحجم/يدرصد (وزن  3  مولارميلي 20 

سوله  س در اين روش  ،شد  كپ  20با غلظت  مياز محلول كل
در  ميبا كلس ميسد وني ييتا جابجا شداستفاده  مولارميلي

در  ل شــود.ياتفاق افتاده و كپســول تشــك ســديم ناتيلژآ
 كشتشيپ طيروز در مح 3 مدتبه ادامه محتويات گياهي 

كارز (  يها غلظت  بي ترك يحاو  ــا  1تا   25/0مختلف سـ

7. Polymerase Chain Reaction 
8. Murashige and Skoog (MS) medium 
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 4تا  2 مدتبههاي آلژينات قرار گرفتند. سپس دانه  مولار)
ــتريل و تحت جريان هواي   ــت اس ــاعت در محيط كش س

ــتريل  ــانتي گراد    25تا   20و دماي   زير هود اسـ درجه سـ
شدند    شك   يحاو ناتيآلژ يهامرحله، دانه نياز ا پس .خ

  يتريليليم 2 لياســـتر هايتيوبقطعات نوك ســـاقه به 
ــدند.    ينگهدار  عيما  تروژنيماه در ن  3 مدت به منتقل و   شـ

ــانتيدرجه   37به حمام آب    ها تيوب ،يابي باز  يبرا   گرادسـ
سپس در مح  سب قرار گرفتند   طيمنتقل و    ماريت .كشت منا

ساقه در         شت قطعات نوك  شامل ك شرايط درون   شاهد 
دوره،   نيا يفراســـرد بود. در ط يبدون نگهدار شـــيشـــه

ــه بار روز  28هر  هازنمونهير ــدند تا  به تعداد س واكشــت ش
شرا  هااهچهيگ با   شيآزما .ابندي ريتكث ياهش يش درون طيدر 

س  سانته)، در دو روش نگهدار  نداي(آر ينيزمبيدو رقم   يو 
 20با سه تكرار (هر تكرار شامل   و  درون شيشه)   (فراسرد و 

ــادف كاملاً) در قالب طرح زنمونهير ــد   يتص ــد. رش انجام ش
دوره، از   اني پا  در. افت ي هفته ادامه    8 مدت به  ها زنمونه ير

باز    اهچه ي گ 10برگ  ــل از  ــرد    يابي حاصـ با روش فراسـ
در  DNAها تا زمان اســتخراج شــد و نمونه يبردارنمونه

  ني. همچندند ي گرد ينگهدار  گرادســـانتيدرجه   -80 زريفر
به   دي تول ياز هر تكرار برا گريد اهچه ي گ 10 ــل اول  نسـ

  لههر دو مرح يبرا DNAگلخانه منتقل شــدند. اســتخراج 
  شد. زمان انجامطور همو نسل اول) به اهچهي(گ

  

  نسل اول اهانيگ ديتول
عداد   بل،       اهچه ي گ 10ت ــل از هر تكرار در مرحله ق حاصـ

شدند.     اهانيگ ديمنظور تولبه سل اول، به گلخانه منتقل  ن
س  هااهچهيابتدا گ و  تيمخلوط پ يحاو يينشا  يهاينيدر 

شدند. برا   1:1با نسبت   تيپرل  يجيتدر يسازگار  يكشت 
شرا   5مدت به ،ياز تنش رطوبت يريو جلوگ يطيمح طيبا 
شفاف پوشانده شدند     يكيرشد، با پوشش پلاست    هيروز اول

شش به  نيو ا شد    جيتدرپو شته  شت   پس .بردا  40از گذ
ــت   يحاو يهابه گلدان هااهچهيروز، گ ــتر كش همان بس

رشد در گلخانه شامل    طي) منتقل شدند. شرا  تيو پرل تي(پ
ســـاعت  16 وديفتوپر ،گرادســـانتيدرجه  24تا  23 يدما

لوكس   2000شــدت نور و  يكيســاعت تار 8و  ييروشــنا
                                                                                                                                                                  

9. Ladder 1Kb 

ــب ن ياري بود. آب   NPK با كود  اهان ي گ هي و تغذ  ازي برحسـ
ــد  )ETNAFERT برند  ،20-20-20 مولرف(  .انجام شـ

شد، م  120از  پس شك  يوبرهايتينيروز ر از هر  شده ليت
ــت گرد اهي گ ها يتينيم ني. ادي برداشـ دوره  يط يبرا وبر

ــد  ــانتيدرجه  24±1 يبا دماخواب به اتاقك رش  ،گرادس
سب  صد و تار  85 ± 5 يرطوبت ن سه   مدتبه يكيدر دو تا 

ها طول جوانه دنيو رس  يزنمنتقل شدند. پس از جوانه ماه 
شته  جوانه يوبرهايتينيم متر،يسانت  1به  زده در گلدان كا

سل اول تول  اهانيشدند تا گ   ،يبرگ 8مرحله  در. شوند  دين
نه  هان ي از برگ گ يبردارنمو نه   ا جام و نمو مان     ان تا ز ها 

جام ارز   -80 زريدر فر يكيولوژيزيو ف يكيژنت يها يابي ان
 اهانيبا گ شيآزما نيا .شدند  ينگهدار گرادسانتي درجه 

صل از هر دو روش نگهدار  شت     يحا سرد و ك (انجماد فرا
صادف  كاملاً) در قالب طرح ياشه يش درون سه تكرار   يت با 

  هر رقم انجام شد. ي) برااهيگ 10(هر تكرار شامل 
  

  نسل اول اهانيو گ هااهچهيگ يكيثبات ژنت يابيارز
ــل اول  اهانيو گ هااهچهيگ يهااز پودر كردن برگ پس نس
 پودر يها بافت   ،ينيبا اســـتفاده از هاون چ    عيما  تروژنيدر ن

ــده برگ  ي هر روش نگهدار  يدر هر تكرار (برا اهي گ 10شـ
يعني گياهان شاهد، گياهچه هاي حاصل از انجماد فراسرد و    

هر  ندهي) با هم مخلوط شــدند تا نمونه نماگياهان نســل اول
 100استخراج،   يبرا .شود آماده  DNA استخراج  يتكرار برا

شد   CTABانتخاب و روش از بافت  گرميليم به كار گرفته 
)Borges et al., 2019 .(يفيو ك يكم يابيــارز DNA 

 Thermo Nanodrop( شده با استفاده از نانودراپ  استخراج 

2000C (گارز  يو الكتروفورز بر رو ــد   ژل آ در  يك درصـ
 ديياز تأ پس. انجام شــد 9باز 1000نردبان مولكولي  حضــور

 يبا آغازگرها    PCR واكنش برايها  نمونه  DNA ت،ي فيك
SSR  هااهچهيدر گ يكيمورد استفاده قرار گرفتند تا ثبات ژنت 
سل اول به  اهانيو گ شود  زمان صورت هم ن با  PCRارزيابي 

. )1(جدول   انجام شـــد  SSR جفت آغازگر   15اســـتفاده از  
ستخراج  يهاDNA هيغلظت اول  4346تا  753 زهشده در با ا

ماكروليتر     كه همگ نانوگرم در  ها     يبود  ظت ن  50يي تا غل
در  PCRكنش وا بيترك. شـــدند قيرق ترنانوگرم در ماكرولي
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ها  مل اجزا   تريكرولام  15 ييحجم ن ــا  25/0بود:  ريز يشـ
(با غلظت  SmarTaq DNA Polymerase آنزيم تريكرولام
 X (pH 8.4) 10 بافر  ريليكروم 5/1)، تريكروليواحد بر م  5

 500mM KCI, 500mM Tris-HCI 200mMشامل  

Ammunium sulfate)( ،5/0 ل  امــ بــا  �MgCl تر ي كرو
 10با غلظت    dNTPs تريكرولام  5/0 مولار،يليم 50غلظت  

الگو با   DNA تريكرولام  2، گرآغاز  تريكرولام  7/0 ،مولاريليم
  آب تريكرولام  8/9و  تريكرولام نانوگرم بر   25 يبيغلظت تقر 
ــاندن حجم نها ي) براO�ddH( دوبار تقطير واكنش  ييرس

ــامل   PCR ييبرنامه دما    .تريكرولام  15به   مرحله   كي شـ
ــ ــانتيدرجه  94 يدر دمااوليه  ونيدناتوراس  4 مدتبه گرادس

صورت  به چرخه 35در  PCR ي، چرخه اصل بود. سپس  قهيدق
 گرادســانتيدرجه  94 يدر دما ونيانجام شــد: دناتوراســ ريز
 يبرا ياختصاص   يدر دما 1اتصال آغازگرها  قه،يدق 1 مدتبه

جدول       غازگر ( فت آ له  و  قه يدق 1 مدت به ) 1هر ج مرح
. قهيدق 2 مدتبه گرادسانتي درجه  72 يدر دما 2يساز ليطو

ــازلي طو ييمرحله نها   كي  ها، چرخه پس از اتمام   در  يسـ
اجرا شــد و در  قهيدق 7 مدتبه گرادســانتيدرجه  72 يدما
ها  ما محصـــول  ت،ي ن ــانتيدرجه   4 يواكنش در د  گرادسـ

صولات   آماده گردد. يمراحل بعد يشـد تا برا  ينگهدار مح
 درصـــد همراه با 8 ديآملياكريژل پل يبر رو PCRواكنش 

 الكتروفورز باز جفت  100-1000محدوده  نردبان مولكولي در  
  شدند.

  هاآناليز داده
ماركرهاي    )  Codominant( بارز از نوع هم SSR اگرچه 

لل      كان تشـــخيص آ ند و ام ــت هاي هتروزيگوت و  هسـ
ند،  هموزيگوت را فراهم مي كه       كن به اين جه  هدف  با تو

ضر   ساختار آللي نبود ژنوتايپپژوهش حا  هكردن يا تحليل 
ــرفاً بررســـي وجود يا عدم وجود هرگونه تغيير         بلكه صـ

ــردژنتيكي در نمونه وگياهان  هاي حاصــل از انجماد فراس
صل از انجماد   سل اول حا شاهد بود   ن سه با تيمار    ،در مقاي

ك        عاتي  طال ندارد و رايج در چنين م تا ــ گذاري  روش اسـ د
ضور باند، 1دودويي ( ست. اين    0 = ح ضور باند) ا = عدم ح

سياري از پژوهش  براي  SSR هاي مشابه كه از روش در ب
فاده       ــت ــرد اسـ بات ژنتيكي پس از انجماد فراسـ يابي ث ارز

ته اســـت       كرده كار رف به  ند نيز   ;Li et al., 2017( ا

Agrawal et al., 2014; Vidyagina et al., 2021.(  
گذاري دودويي خطر    كد هاي  علاوه بر اين،  ــير تفسـ

شتباه ناشي از هم   پوشاني باندها يا اختلافات بسيار جزئي   ا
يل آللي در ژل پلي كاهش مي   آكر يد را  هد و تمركز   آم د

 .دهد تحليل را بر پايداري يا تغيير احتمالي باندها قرار مي        

) 1حاصل از ژل، براساس حضور (    يباند يالگوها بنابراين
ضور (  اي  يهاصورت داده به ت،ي) باند در هر موقع0عدم ح

و  هيشــدند. تجز يازدهيو امت ي) كدگذارbinary( ييدودو
ــتفاده از نرمداده ليتحل ــخه  GenAlExافزار ها با اس نس
6,5 )Peakall & Smouse, 2006.انجام شد (  

 

  و سانته ندايآر زمينيسيبدو رقم  يكيمورد استفاده جهت سنجش ثبات ژنت SSR يمشخصات آغازگرها .1جدول 
Table 1. Characteristics of SSR primers used for assessing the genetic stability of two potato cultivars, Arinda and Santé 

  دماي اتصال (’to 3’5) توالي آغازگر نام آغازگر
(˚C)

 دماي اتصال (’to 3’5) توالي 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-FCATACGCACGCACGTACAC 

58 
31924-R GAAACGCCATTAACATTTTACATCGSTM0031-RTTCAACCTATCATTTTGTGAGTCG 

4026/4027-
F AACTTGCGGGAATAAGTGACG 

58 
STM1104-F TGATTCTCTTGCCTACTGTAATCG 

59 
4026/4027-

R ACTATACACACGTGCCCTGAAACTAGSTM1104-R CAAAGTGGTGTGAAGCTGTGA 
43016-F CAAGCTGCATGAAAGCCATC

55 STM1106-FTCCAGCTGATTGGTTAGGTTG 
58 

43016-R TTTGCCTAAAAGTTTGTAGTGTGAGGSTM1106-RATGCGAATCTACTCGTCATGG 
46514-F TGCTTTTTGTTTCCTTTTGTGTG

55 STM5114-FAATGGCTCTCTCTGTATGCT 
57 

46514-R GGAATGAAACTAAGCCTTGCTCTGSTM5114-RGCTGTCCCAACTATCTTTGA 
STG0025-FTGGAATCCGAATTACGCTCT

58 STM5121-FCACCGGAATAAGCGGATCT 
58 

STG0025-RAGGTTTTACCACTCGGGCTTSTM5121-RTCTTCCCTTCCATTTGTCA 
STI0004-F GCTGCTAAACACTCAAGCAGAA

59 STM5127-FTTCAAGAATAGGCAAAACCA 
58 

STI0004-RCAACTACAAGATTCCATCCACAGSTM5127-RCTTTTTCTGACTGAGTTGCCTC 
STI0014-F AGAAACTGAGTTGTGTTTGGGA

58    
STI0014-RTCAACAGTCTCAGAAAACCCTCT   
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1. Annealing 
2. Extension 

 
 

  نتايج و بحث
ــتخراج يها DNAي و كم يفيك يابي ارز شـــده از اسـ
فراسرد،   ينسل اول حاصل از نگهدار   اهانيو گ هااهچهيگ

ادامه مراحل   يها برامناســب نمونه تيفيدهنده كنشــان
ــ انگريبود و ب PCR واكنش ــتخراج   ياثربخش پروتكل اس

 يكيژنت ياحتمال راتييتغ يبررس  يبرا .مورد استفاده است  
ش  سرد، از   ياز نگهدار ينا شانگر  15فرا در  SSR جفت ن

س  ستفاده       ندايآر ينيزمبيدو رقم  سه تكرار ا سانته در  و 
ــد. ا ــانگرها در مجموع   نيشـ  در را يمكان ژن  140نشـ

حدوده   باز   450 يال 130م تا    جفت  ند. ن  جيپوشـــش داد
بات ژنت  يابي ارز له (گ  يكيث چه ي در هر دو مرح و  ها اه
شان داد كه ب    اهانيگ سل اول) ن صل از   يهانمونه نين حا

 طيدر شــرا شــدهينگهدار يهاانجماد فراســرد و نمونه
ــدرون ــهيشـ وجود  يريگقابل اندازه يكيتفاوت ژنت ،ياشـ

شته و هر دو گروه از نظر الگوها  شابه   كاملاً يباند يندا م
ند. ا  تا  نيبود بات ژنت  انگري ب جين ــرا يكيحفظ ث  طيدر شـ
باند حاصل از   ي، الگوها)1(شكل  . فراسرد است   ينگهدار

ــان  STM1104 و STI0014 با دو ماركر   ريتكث را نشـ

شده است دو      مي شكل نشان داده  دهد. همان طور كه در 
  يكسان هستند. كاملاًگروه نمونه ها از نظر الگوي باندي 

جهت اطمينان از عدم تأثير تغييرات ژنتيكي حاصل از محيط  
ست كه     شت بر روي نمونه ها ذكر اين نكته حائز اهميت ا ك
از عوامل مهمي كه در كشـــت بافت باعث تغييرات ژنتيكي       

شـــود مي توان دو عامل را نام برد كه عبارتند از توليد          مي
ــاب كالچرهاي بيش از   10تا  7گياهچه از كالوس و تعداد س

كدام از اين دو عامل را نداشـــتيم     بار كه در اين تحقيق هيچ  
ــاب   ــتفاده گرديد و همچنين تعداد س چون از شــوت تيپ اس

 روش انجماد  ر،ياخ يها در ســـالبوده اســـت.  7كالچر زير  
سرد به   ياعتماد برامؤثر و قابل يهاكياز تكن يكيعنوان فرا

پلاسم ژرم يهاچه در بانك ،يكيبلندمدت منابع ژنت ينگهدار
طور گســـترده مورد به  ،يقات يتحق يها شـــگاه يو چه در آزما  

 يابيباز يهاوهيش  نيترجياز را يكي استفاده قرار گرفته است.  
شــده كنترل طيشــرا پس از انجماد، كشــت بافت در اهنمونه

ــ ــت؛ روش ــرد  اهانيگ يابيكه با روند باز ياس از انجماد فراس
 زيآمتيموفق ياهيگ يهااز گونه ياري ندارد و در بســـ يتداخل

  گزارش شده است.
  

 
روي ژل (ب)  STM1104و (الف)  STI0014 آغازگرزميني (آريندا و سانته) تكثيرشده با در دو رقم سيب SSR ي نشانگرالگوهاي باند .1شكل 

: 6–4 )، شمارهفراسرد ريغ يسانته (نگهدار يهازنمونهير: 3–1 شمارهعبارتند از:  هانمونه بيرتنردبان مولكولي،ت:  SM .درصد 10 آميدآكريلپلي
 ينسل اول سانته (نگهدار اهانيگ: 12–10 )، شمارهفراسرد ريغ ينسل اول سانته (نگهدار اهانيگ: 9–7 )، شمارهفراسرد يسانته (نگهدار يهازنمونهير

نسل  اهانيگ: 21–19 )، شمارهفراسرد ي(نگهدار ندايآر يهازنمونهير: 18–16 )، شمارهفراسرد ريغ ي(نگهدار ندايآر يهازنمونهير: 15–13 )، شمارهفراسرد
 كاملاًطور كه در شكل مشخص است باندهاي حاصله ).همانفراسرد ي(نگهدار نداينسل اول آر اهانيگ: 24–22شماره و  )فراسرد ريغ ي(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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 يسازدراتهيو ده يسازاز روش كپسوله زيمطالعه ن نيدر ا
استفاده شد كه  عيما تروژنيها و سپس انجماد در ننوك ساقه

گ  تر شي پ  ن يــدر  ننــد  ياهــا   Solanum tuberosum مــا
)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 (كار رفته استبه زين.   
 يهاتنش جاديانجماد فراسرد ممكن است باعث ا   اگرچه

شواهد   يكيولوژيزيو ف ييايميش  ،يكيزيف  يشود، اما تاكنون 
گزارش  اهان ي روش بر ژنوم گ نيا داري پا  يبر تأثير منف  يمبن

 يهاســـميمورفيپل يتمام گر،يد ينشـــده اســـت. از ســـو
ــ ماًيمســتق توانيشــده را نممشــاهده از اثرات انجماد  يناش

حاصل  اهانيحفظ شباهت كامل گ تيبا توجه به اهم. نستدا
 يكردها يبا رو  يكيثبات ژنت  يابي ارز ه،ي اول نياز انجماد با والد   

  .است يهمواره ضرور يمولكول
ستفاده از    در ضر، با ا ، SSR جفت ماركر 15مطالعه حا

صل از دو     اهانيو گ هااهچهيگ يكيثبات ژنت سل اول حا ن
ــرد و درون يروش نگهدار ــ(فراس ــهيش ) در دو رقم ياش

س   ندايآر ينيزمبيس  سانته مورد برر  جيقرار گرفت. نتا يو 
 يحاصــل از هر دو روش، الگو يهانشــان داد كه نمونه

 يكيژنت يچندشــكل گونهچيداشــته و ه يمشــابه يباند
  . ديمشاهده نگرد

 شنيزرويوپريكرا فرايندكه  دهندينشان م ديمطالعات جد
بب ا     حل مختلف ســـ ــت در مرا  راتييتغ جاد يممكن اسـ

ند تغ    يكيژنتياپ مان   DNA ونيلاســـيمت يدر الگو رييگذرا 
ما ا  پا  راتييتغ نيشـــود، ا نبوده و پس از دوره  داري معمولاً 

شته و تأثير  يعيبه حالت طب ،يابيباز ساختار ژنوم  يبرگ  يبر 
 ).Huang et al., 2025( گذارندينم

عات ژنومي و     طال هان        اپيم يا يدتر در گ جد ژنتيكي 
ــاورزي نيز يافته ــتفاده در كشـ ــابهي را مورداسـ هاي مشـ

اند. به عنوان مثال، بررســي ترنســكريپتومي گزارش كرده
ــان داد كه تغ         ــاوا نشـ ــرما در كاسـ   راتييمقاومت به سـ

به  اهيگ يمياز پاسخ تنظ  يبخش  شتر يب DNA ونيلاس يمت
 Zhao( ستين يدائم يكياز جهش ژنت يتنش بوده و ناش

et al., 2024 .( كه ژن هاي  اين پژوهش نشــــان داد 

بل         تنظيم قا ــيون  هاي متيلاسـ مايي الگو نده تنش د كن
گونه اختلالي در مسيرهاي اصلي   اند و هيچبرگشت داشته  

 .متابوليكي ايجاد نشد

همچنين مطالعات جديد روي گياهان دارويي كه نياز         
زمان ثبات بي همبه حفظ دقيق ژنوم دارند نيز بر لزوم ارزيا

ــان داد كه    ژنتيكي تأكيد كرده  ژنتيكي و اپي اند. نتايج نشـ
هاي بهينه كرايوپريزرويشن در اين گياهان موجب  پروتكل

كامل ژنوم و ا     يموقت كي ژنتياپ رييحداقل تغ   جاد يحفظ 
  ).Tripathi et al., 2023( شودمي

ــانگرهاي         افزون بر اين  يه نشـ پا جديد بر  هد  ــوا شـ
يد مي       تأي بات ژنتيكي را  نان ث ند.  مولكولي نيز همچ كن

عه اخير بر روي گونه     به  هاي زينتي  عنوان نمونه، در مطال
ــم قابل  گونه پلي هيچ ISSRليليوم، آناليز   توجهي مورفيسـ

شاهد و نمونه  شده گزارش نكرد  ميان گياهان  هاي انجماد
  ).  Sharma et al., 2022( قي ماندپايدار با كاملاًو ژنوم 
راســتا هســتند؛ هم نيشــيمطالعات پ جيبا نتا هاافتهي نيا

فاده از    )Zarghami et al. )2008 عنوان مثال، به  با اســـت
فاده از   با  ) Li et al. )2017 و AFLP نشــــانگر اســـت

شانگرهاي  ش  RAPD و ISSR ن ي كياز بروز تنوع ژنت يگزار
س  سا   مطالعات .ردندارائه نك ينيزمبيدر  شابه در  ها گونه ريم

ــان داده نيهم زين ند؛ از جمله  الگو را نشـ با     ا پاپولوس  گياه 
شانگر   شانگر  ، برنج )SSR )Vidyagina et al., 2021ن با ن
RAPD )Yi et al., 2015،(  با  يگل داوود RAPD و 

ISSR )Kulus et al., 2019( با  SSRنشــــانگر  ، موز 
)Agrawal et al., 2014(  شانگر   با اهيس  توتو  AFLPن
)Castillo et al., 2010(.  ي هــاپژوهش   جي نتــا  ني چن  هم

ــانزميني نيز مختلف بر روي ســـيب  دهنده حفظ كامل    نشـ
 و شــاهد اســت افتهيانجماد  يهانمونه نيب يكيشــباهت ژنت

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

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

سو و همكاران  س يك مطالعه  )2025( با  يبا هدف برر
و  ينيزمبيســ يهاژن در غده انياثر انجماد فراســرد بر ب

سم انجام  حفاظت ژرم يآن برا يسنج امكان در . دادندپلا
پس از انجماد فراســرد   ينيزمبيســ يهاغدهاين پژوهش 

ستفاده از    ييباززا سكر  آناليز شدند و با ا  يهاژن پتوميترن
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سا   DEGs( شده انيمتفاوت ب شنا شان   جيشدند. نتا  يي)  ن
عداد ز     كه اگرچه ت حل مختلف تحت    يادي داد  ژن در مرا

ند   تأثير  ما   1035و  923، 592، 798(قرار گرفت ژن)، ا
شد و نمو طب  يبرا يضرور  يهاژن   از جمله چرخه ،يعير
ــ ــ دياس ــلول، جوانه  ليطو ك،يتريس ــدن س بذر و  يزنش
شتند. ب  يقابل توجه رييتغ ،يدهگل  انيب رييتغ نيشتر يندا

سخ به تنش    يهامربوط به ژن سنتز و پا  يهامرتبط با فتو
ــتيرزيغ ــرد  . بود يسـ  يها بر ژن يمنف تأثير انجماد فراسـ
عنوان به توانديندارد و م ينيزمبيرشــد غده سـ ـ  يديكل

ش  سعه    حفاظت ژرم يو كارآمد برا منيا يرو سم و تو پلا
ــ دي در تول داري پا  يراهبردها   ييغذا  تي و امن ينيزمبي سـ

 .)Basu et al., 2025( كار گرفته شودبه

عه      ييها گزارش ند مطال  كاچمارچيك و همكاران      مان
 ينيزمبيفراسرد در س يكه نگهدار دهدينشان م )2011(

ــد  ،يابيبر باز يتأثير ــت.   ايرش ــته اس ــاختار ژنوم نداش س
همچنين، مطــالعــات متعــددي بر عــدم ايجــاد تنوع                 
ســـوماكلونال پس از انجماد با اســـتفاده از نشـــانگرهاي 

، فلوسايتومتري و آناليزهاي مورفولوژيك  RFLP مولكولي
ــد كــرده  ــي ــأك ــدت .  )Mix-Wagner et al., 2003( ان

سير (  پژوهش ) و نعنا Liu et al., 2017هاي مشابهي در 
)Ibáñez et al., 2019 ستند.    ويدم) نيز ضوع ه  اين مو

سيون  گذرا  كيژنتياپ راتيياگرچه تغ   يدر برخمانند متيلا
ــده نمونه  ن ها گزارش شـ ــع ،يابي اما پس از باز   د،ا  تي وضـ

ــيمت ــت  هيبه حالت اول ونيلاس ــته اس  ،يكل طوربه .بازگش
عات بر ثبات ژنت     ما به     دي تأك  يكياگرچه اكثر مطال دارند، ا

مجدد و مستقل   يها، بررس متفاوت گونه يهاواكنش ليدل
  .است يدر هر پژوهش ضرور

  

  گيرينتيجه
و  ها اهچه ي گ يمطالعه نشـــان داد كه نگهدار     نيا يها افته ي 
س   اهانيگ سل اول دو رقم  سانته با روش   ندايآر ينيزمبين و 

سوله    سرد (كپ  گونهچي) هيساز دراتهيو ده يساز انجماد فرا
ساختار ژنت  يرييتغ شرا   نمونه يكيدر  سبت به  شت   طيها ن ك

 اب يكيژنت يهايابي. ارزنخواهد كرد جاديا ياشـــهيشـــدرون
ــانگرهاي  اســـتفاده از    يعدم بروز باندها     انگري ب SSRنشـ

بات ژنت     كي مورفيپل كامل ث در هر دو ســـطح  يكيو حفظ 

اساس، روش انجماد فراسرد    نيو نسل اول بود. بر ا  اهچهيگ
قابل   كي تكن كي عنوان به  توانيرا م بدون   مؤثر،  ماد و  اعت
پلاســـم بلندمدت ژرم  ينگهدار  يبرا ،يكيژنت راتييتغ يالقا 
 كرد. شنهاديپ ينيزمبيس

ــان داد كه      يافته   افزون بر اين  عه نشـ هاي اين مطال
ــوله  فرايند ــرد مبتني بر روش كپس ــازيانجماد فراس -س

ست  سازي دهيدراته  گياهان و هاهگياهچ ها،ريزنمونه توان
 ايجاد بدون را سانته  و آريندا زمينيسيب  رقم دو اول نسل 

ــاختار در تغيير هرگونه ــي. كند حفظ ژنتيكي س  هايبررس
فاده   با  مولكولي ــت هاي   از اسـ كه از   SSR نشــــانگر

هاي تشـــخيص تغييرات ژنتيكي در       ندترين ابزار قدرتم
روند، ثبات كامل الگوهاي باندي شــمار ميزميني بهســيب

مورفيك را هاي فراسرد و عدم ظهور باندهاي پليدر نمونه
دهد كه مراحل مختلف تأييد كرد. اين موضــوع نشــان مي

 مادانج تا اسمزي انتقال و دهيدراتاسيون از -انجماد فرايند
ــازيباززنده و مايع نيتروژن در  ژنتيكي تنش گونههيچ -س
 ايجاد بررســي مورد هايبافت در تشــخيصقابل جهش يا

 . است نكرده

شـــود كه به   تر ميها زماني برجســـته   اهميت اين يافته   
سيب   ويژگي ستي  سيب هاي زي زميني در زميني توجه كنيم. 

هاي انداموســيله ميان گياهان چندســاله و تكثيرشــونده به 
رويشــي، داراي هتروزيگوســيتي بســيار بالا، حســاســيت به 

ستعداد بروز تغييرات ژنتيكي تحت  و  هاي فيزيولوژيكتنش ا
ــرايط كشــت ممتد درون ــيشــهش هاي اي اســت. كشــتش

تدريج منجر به   توانند به  اي ميشـــيشـــهمدت درون طولاني
 ژنتيكي، كاهش قدرت رويشي انباشت تغييرات ژنتيكي و اپي 

شان      افت كيفيت ژرم و شوند. اما نتايج اين تحقيق ن سم  پلا
تواند با حذف اين مخاطرات و ايجاد داد كه انجماد فراسرد مي

زميني بدون پلاسم سيبپايدار، امكان حفظ ژرم كاملاًشرايط 
 . گونه انحراف ژنتيكي را فراهم آوردهيچ

ــوله ــازيبنابراين، روش كپس ــازيدهيدراته -س  در س
ــردف انجماد  ايمن،  تكنيك  يك  عنوانبه  توانمي را راسـ

سيب        ستي  سازگار با نيازهاي زي ستاندارد و  زميني مؤثر، ا
شي كه نه  ها سازي نمونه تنها بقا و باززندهمعرفي كرد؛ رو
كند، بلكه ســاختار ژنتيكي ارقام را با موفقيت تضــمين مي

به      عه را نيز  طال مل حفظ مي   مورد م كا يد. اين    طور  ما ن
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انجماد فراســرد را به يكي از بهترين رويكردهاي ويژگي، 
سيب  موجود براي حفاظت بلندمدت ژرم زميني، چه پلاسم 

بانك   ــطح  چه در برنامه     در سـ به  هاي ژن و  نژادي، هاي 
 . كندتبديل مي

شان مي به دهد كه انجماد طور كلي، نتايج اين پژوهش ن
 تواندمي ســازيدهيدراته -ســازيفراســرد مبتني بر كپســوله

ستراتژي  يك عنوانبه  ارقام بلندمدت حفاظت در اعتمادقابل ا
ستفاده  مورد زمينيسيب   ترينكوچك آنكه بدون گيرد، قرار ا

 دستاورد، اين. باشد داشته گياهي مواد ژنتيكي ثبات بر تأثيري
 هاي نظام  اســـتقرار و توســـعه  براي تجربي و علمي ايپايه  

 و ملي مقياس در زمينييبس  پلاسم ژرم مطمئن سازي ذخيره
  .سازدمي فراهم الملليبين
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