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 AFLPبا نشانگر مولکولی شده ییباززا یها کلون
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 چکیده 

 "دستگردی"و  "آلفا بت"بذری دو رقم  های برگ ی، ریزنمونهیزا ( با روش اندام.Cucumis sativus Lای خیار ) شیشه منظور پرآوری درونبه

( BAPآمینوپورین )  گرم در لیتر بنزیل میلی 2حاوی  MSهای کشت  شاخساره، محیط ی جهت ایجادیزا استفاده شدند. در طی مراحل اندام

 صفر) و سفوتاکسیم گرم در لیتر( میلی 5و  صفرگرم در لیتر(، نیترات نقره ) میلی 1و  صفر) (ABA) آبسیزیک اسیدحالت ترکیبی  8علاوه هب

بر روی افزایش درصد القاء شاخساره و تعداد  ABAدار  ثیر معنیأی بیانگر تیزا مارزیابی شدند. نتایج حاصل از انداگرم در لیتر(  میلی 200و 

گردید. همچنین  شاخساره تعداد و شاخساره القاء درصد دار افزایش معنی موجب  ABAهای فاقد شاخساره بود. نیترات نقره تنها در محیط

مشاهده گردید. جهت  ثیر سفوتاکسیمأی تحت تیهای القا اد شاخسارهاثر نامطلوب سفوتاکسیم مشاهده نشد و حتی در یک تیمار افزایش تعد

 بوتیریک ایندول کننده رشد و چهار محیط حاوی محیط مختلف شامل یک محیط فاقد تنظیم پنجشده بر روی های جدا ی، شاخسارهیزا ریشه

در هر بیشترین تعداد ریشه  .قرار گرفتند( گرم در لیتر یمیل 1 و 1/0) (NAAیا نفتالن استیک اسید ) (گرم در لیتر میلی 1 و 1/0) (IBAاسید )

گردید. جهت ارزیابی  همشاهد IBA گرم در لیتر میلی 1/0 حاوی محیط( در 6/8) "دستگردی"و  (4/9) "آلفا بت"شاخساره در ارقام 

بررسی  AFLPنشانگر انتخاب و توسط  صورت تصادفیآلفا به از رقم بتشده ییباززا چهگیاه 10 های حاصل، در بین کلون پایداری ژنتیکی

 AFLP نشانگر آغازگری ترکیب 9 ازبا استفاده  قرار گرفتند. هر دو رقم تحت بررسی سیتوژنتیکی از شدهییباززا گیاهچه 10شدند. همچنین 

مریستمی ریشه های  شمارش کروموزومی سلول .بودند سوماکلونال شدند که همگی یک شکل و بدون تنوع تکثیرباند  293مجموع  در

 های حاصل بود. بیانگر ثبات پلوئیدی در کلون

 

 بذری، شمارش کروموزومی ی، تنوع سوماکلونال، برگیزا القاء ریشه، اندام :کلیدی هایواژه

 

 مقدمه

( سهم قابل توجهی در سبد .Cucumis sativus Lمیوه خیار )

ان در ایر 2016غذایی ایرانیان دارد و میزان تولید آن در سال 

میلیون تن بوده است  80میلیون تن و در جهان حدود  7/1
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(FAO statistics, 2018 دستورالعمل افزونش .)ای  شیشه درون

این محصول کاربرد زیادی جهت تحقیقات و بهبود آن با 

شاخساره در  القاءبافت دارد. استفاده از مهندسی ژنتیک و کشت

 Vasudevanره )خیار تاکنون با استفاده از کشت نوک شاخسا

et al., 2001; Venkatachalam et al., 2018 ،)برگ قطعات 

(Burza and Malepszy, 1995و ریزنمونه )  های هیپوکوتیل و

 Mohiuddin et al., 1997; Gambley andبذری بذری ) برگ

Dodd, 1990 گزارش شده است. با این وجود در اغلب )

های  ز ریزنمونهمطالعات مربوط به مهندسی ژنتیک خیار ا

 ;Tabei et al., 1994بذری استفاده شده است ) برگ

Vasudevan et al., 2007; Nanasato et al., 2013 با وجود .)

 های رشد کننده تنظیمهای متعدد، ارزیابی  معرفی دستورالعمل

تواند به بهبود فرآیند اصلاح،  های جدید میمتفاوت و ژنوتیپ

 مک نماید.افزونش و مهندسی ژنتیک آن ک

 ی و القاء شاخسارهیزااندام در بسیاری از مطالعات جهت

آمینوپورین   بنزیل کننده رشد گیاهی تنظیم از بذری خیار برگ در

(BAP با غلظت )های  گرم در لیتر و یا سیتوکینین میلی 5/0-2

 Gambley et al., 1990; Grozevaشده است ) دیگر استفاده

and Velkov, 2014 ،) مهندسی متعددی در زمینه لعات مطااما

 BAPا( بABAهمزمان آبسیزیک اسید ) به کاربردژنتیک خیار 

 اند نموده اشارهبذری  کشت برگ ازی شاخساره یجهت باززا

(Gal-On et al., 2005; He et al., 2006; Nanasato et al., 

2013; Rajagopalan and Perl-Treves, 2005; Tabei et al., 

1994; Vasudevan et al., 2007های  (. در پاسخ به تنش

واسطه عمل کرده و نقش کلیدی در  عنوانبه ABAسلولی 

گیری، خواب و  توسعه سلول، ساخت ذخیره بذر، آب

ی یزا بافت گیاهی برای جنیندر کشتو  زنی دارد جوانه

سوماتیکی، بهبود کیفیت جنین سوماتیکی، افزایش مقاومت به 

شود  هنگام استفاده میزنی زودجوانی ، و جلوگیری ازگیری آب

(Hilhorst and Karssen, 1992; Finkelstein et al., 2002 .)

 Tabeiی شاخساره )یجهت باززا ABAاز بافت خیار در کشت

et al., 1994; Vasudevan et al., 2007; Nanasato et al., 

 ,.Kumar et alهای حاصل از آندروژنز ) ( و بلوغ جنین2013

 ( استفاده شده است.2003

که وجود دارد بافت امکان تولید اتیلن در طی فرآیند کشت

پاسخ مناسب به ی و عدمیمتعاقب آن باعث ضعف در باززا

 ,Chi et al., 1990; Pua and Chiشود ) شرایط کشت می

کردن برخی ترکیبات بازدارنده سنتز و یا اتصال اضافه. (1993

ثر بوده ؤشاخساره و جنین می یزاباز در بهبود اتیلنبه گیرنده 

 Chi et al., 1990; Purnhauser et al., 1987; Roustanاست )

et al., 1990عنوان بازدارنده اتیلن در (. کاربرد نیترات نقره به

ی جنین حاصل از یو باززا ی القاء شاخسارهیافزایش کارا

 Liخیار گزارش شده است )ای  شیشه درونی در کشت یزا ماده

et al., 2013; Mohiuddin et al., 1997.) 

برای  معمولاًبیوتیک  عنوان یک آنتیبه سفوتاکسیم

 بافت گیاهی و حذفجلوگیری از آلودگی باکتریایی در کشت

Agrobacterium شود در مراحل انتقال ژن استفاده می (Asif et 

al., 2013) .فعالیت شبه اکسینی ) سفوتاکسیم، علاوههبauxin-

like) دهد از خود نشان می یزن (Nauerby et al., 1997)  و

بافت گیاهی گزارش اثرات مثبت و منفی آن در فرآیند کشت

گرم  میلی 50، 100، 200) کردن سفوتاکسیمشده است. اضافه

کالوس گندم دوروم باعث افزایش  کشتبه محیط (در لیتر

 همچنین .(Borrelli et al., 1992ی گیاهچه شده است )یباززا

گرم در لیتر  میلی 50 ها در محیط حاوی تیمار ریزنمونه

ی در کشت یزا ساعت باعث بهبود جنین 24مدت سفوتاکسیم به

 Ahmadi( شده است ).Brassica napus Lمیکروسپور کلزا )

et al., 2014 .)ال قپرت بافتدر کشت خلاف موارد قبلبر

(Citrus sinensis) ر گرم در لیت میلی 500کردن اضافه

 ی شده است یزا باعث جلوگیری از فرآیند اندام سفوتاکسیم

(da Silva Mendes et al., 2009.) 

 های نابجا از طریق پرآوری  پس از ایجاد شاخساره

( اغلب بیشترین IBA) ، ایندول بوتیریک اسیدشیشه درون

 ,.Baskaran et al)های نابجا دارد  القاء ریشه ی را دریکارا

2009; Faisal et al., 2005; Martin, 2003; Thomas and 

Sreejesh, 2004  .)ها نفتالن استیک اسید  ولی در برخی گونه

(NAAکارایی بهتری در القاء ریشه داشته )  ( استAlam et 

al., 2010; Gopitha et al., 2010 بنابراین، ارزیابی این دو .)

یت ی در اولویزااکسین برای تعیین بهترین تیمار جهت ریشه
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 هستند. 

ژنتیکی  تنوع سومالکونال که به تغییرات ژنتیکی و اپی

شود یکی از بافت اطلاق میشده در مراحل کشتایجاد

ازدیادی گیاهان است. بافت و ریزرو در کشت های پیش چالش

 استفاده صفات مطلوبجهت ایجاد  این تغییر در برخی موارد

 و (Hwang and Ko, 2004; Slazak et al., 2015)شده است 

های حاصل  گیاهچه خصوصیاتموجب تغییر  در بیشتر موارد

 گیاهانبافتی و ایجاد ناهمسانی ژنتیکی در از عملیات کشت

 ,.Peraza-Echeverria et al)شود  میریزازدیادی  حاصل از

دست آمده از پرآوری هثبات ژنتیکی گیاهان ب .(2001

نیاز مهم در یک پیشعنوان شده بهو یا تراریختای  شیشه درون

های مذکور جهت کاربردهای تجاری و استفاده از روش

برای ارزیابی (. Krishna and Singh, 2013) تحقیقاتی است

نشانگرهای ای  شیشه درونحاصل از پرآوری سوماکلونال تنوع 

یافته تصادفی تکثیر DNAشکلی قطعات چندمختلفی مانند 

(Random Amplification of Polymorphic DNA, RAPD) ، 

 (،Simple Sequence Repeats, SSR) ساده تکراری های توالی

 Inter Simple Sequence) های تکراری ساده حدفاصل توالی

Repeats, ISSR،) گذاری کدون آغاز هدف (Start Codon 

Targeted, SCotشدهشکلی طولی قطعات تکثیرچند ( و 

(Amplified Fragment Length Polymorphism, AFLP )

 Martins et al., 2004; Rathore) اند مورد استفاده قرار گرفته

et al., 2014; Venkatachalam et al., 2018; Sebastiani and 

Ficcadenti, 2016; Slazak et al., 2015; Vroh-Bi et al., 

ها  می کلونوهمچنین جهت ارزیابی ثبات کروموز .(2011

 یاسیتوژنتیکی  های ارزیابیای  شهشی درونحاصل از پرآوری 

استفاده شده است  فلوسایتومتری در کنار نشانگرهای مولکولی

(Venkatachalam et al., 2018; Viehmannova et al., 

 AFLP نشانگر ،مختلف بین نشانگرهای مولکولی (. در2016

دلیل استفاده از مکانیسم برش آنزیمی و اتصال آداپتور به

کند و این امر آن  پذیر را تولید میاندهای تکراربیشترین تعداد ب

عنوان گزینه مناسبی جهت ارزیابی تنوع سوماکلونال در را به

تبدیل کرده است ای  شیشه درونکشت گیاهان حاصل از 

(Aversano et al., 2011; Mehta et al., 2011; Mo et al., 

2009; Prado et al., 2007 .) 

ی از یزا سازی اندامههدف از تحقیق حاضر بهین

بذری خیار و همچنین ارزیابی اثر  های برگ ریزنمونه

 ثیرأی آن است. بنابراین تیبیوتیک سفوتاکسیم بر روی کارا آنتی

ABA ،غلظت ثابتی از و سفوتاکسیم همراه با نیترات نقره 

BAP (2 میلی )بذری  برگالقاء شاخساره از بر روی  گرم در لیتر

ی یکارا میزان افزایش . همچنیناستشده  مطالعهخیار 

 با استفاده از شدهییهای باززا در شاخساره ییزا ریشه

نهایت ثبات است. در بررسی شده NAAو  IBA های اکسین

 مشاهدهو  AFLPها با استفاده از نشانگر مولکولی  ژنتیکی کلون

 . بررسی شده است کاریوتیپ

 

 ها روش مواد و

خیار  ر دور رقموبذ: ها زنمونهسازی ریمواد گیاهی و آماده

(Cucumis sativus L. شامل هیبرید )F1 "آلفا بت" (Beth 

alpha )دستگردی" رقم بومی و" (Dastgerdi از شرکت پاکان )

سازی منظور آمادهبذر )اصفهان، ایران( تهیه شدند. به

مقطر خیسانده دقیقه در آب 15مدت بهابتدا بذور  ها، ریزنمونه

 کردن، بذورجدا شد. جهت استریل هاپوسته بذرشدند و سپس 

دقیقه در  5% و 70مدت یک دقیقه در الکل به بدون پوسته

ور شدند. پس از سه بار شستشو با % غوطه1هیپوکلریت سدیم 

 MS جامد کشتبر روی محیط بذور مقطر استریل،آب

(Murashige and Skoog, 1962 ) گرم بر لیتر آگار  5/7حاوی

درجه  25 روز در تاریکی و دمای 3مدت و به ندکشت شد

 قرار گرفتند. گراد سانتی

ها، ناحیه مریستمی جهت تهیه ریزنمونه: بذری کشت برگ

بذری  هر برگ برگزده حذف شد و و هیپوکوتیل بذور جوانه

 ءروی محیط القا بر قطعات وبه چهار قسمت تقسیم شد 

 MS های حیطمجهت القاء شاخساره شاخساره قرار گرفتند. 

  BAPگرم در لیتر  میلی 2حاوی گرم بر لیتر آگار(  7جامد )

گرم در  میلی 1و  صفر) ABAترکیبی   حالت هشتعلاوه هب

تاکسیم وگرم در لیتر(، سف میلی 5و  صفرلیتر(، نیترات نقره )

 pH(. 1د )جدول شدن ارزیابیگرم در لیتر(  میلی 200و  صفر)
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 استفاده جهت القاء شاخسارهموردی ها محیط کد و ترکیب -1جدول 

 کشتکد محیط
 (گرم در لیتر میلی) تیمار

BAP ABA سفوتاکسیم نیترات نقره 

A0S0C0 2 0 0 0 

A0S0C2 2 0 0 200 

A0S5C0 2 0 5 0 

A0S5C2 2 0 5 200 

A1S0C0 2 1 0 0 

A1S0C2 2 1 0 200 

A1S5C0 2 1 5 0 

A1S5C2 2 1 5 200 

 

کردن در تنظیم شد و پس از اتوکلاو 7/5ها بر روی  محیط

  25دقیقه، حدود  20مدت گراد بهدرجه سانتی 121دمای 

در متر ریخته شد. سانتی 10لیتر درون هر پتریدیش با قطر میلی

کشت شد و پس از  درون یک پتریدیشنمونه ریز 14تکرار  هر

محیط مشابه ها به درون دو پتریدیش حاوی  ریزنمونه روز 18

گراد،  درجه سانتی 25در تمام مدت کشت دما  شدند. سیمتق

و دوره نوری مترمکعب بر ثانیه  میکرومولار بر 40شدت نور 

. در نظر گرفته شدساعت تاریکی  10ساعت روشنایی و  14

شده و تعداد شاخساره در هر تکرار در درصد ریزنمونه القاء

ل یادداشت گردید. در طی مراحاز آغاز کشت هفته  5طی 

 شده از ریزنمونه های متمایز شاخساره طور هفتگیهبکشت 

 .شدندطور کامل جدا به

برای هر رقم در سه تکرار  ییزا ریشهآزمایش : ییزا ریشه

محیط شاخساره بر روی  10انجام شد و در هر تکرار تعداد 

MS ( فاقد تنظیم 8جامد )های رشدی و  کنندهگرم بر لیتر آگار

 NAAو  (گرم در لیتر میلی 1 و 1/0) IBA های حاوی یا محیط

قبل از کشت دو  .قرار داده شدند( گرم در لیتر میلی 1 و 1/0)

متر در انتهای میلی 3-2برش عمود برهم با عمق حدود 

 داردرب های شیشه  شد و سپس درون شاخساره ایجاد می

گرفت. پس  قرار می کشت  های محیط لیترمیلی 30 حاوی حدود

دار و تعداد ریشه در هر  های ریشه درصد شاخساره هفته دواز 

 شاخساره ثبت گردید. 

ها با نشانگر مولکولی  کلون پایداری ژنتیکی ارزیابی

AFLP : صورت ناهمگون به "دستگردی"با توجه به اینکه رقم

(heterogeneousاست در این آزمایش تنها از کلون )  های رقم

ابی تنوع سوماکلونال، استفاده گردید. جهت ارزی "آلفا بت"

  حاصل از بهترین محیط "آلفا بت"رقم  چههگیا 10تعداد 

با استفاده از و  صورت تصادفی انتخاب شدندهزایی ب اندام

از  DNAاستخراج مورد ارزیابی قرار گرفتند.  AFLPنشانگر 

و همکاران   Biالعملگرم بافت برگ طبق دستور میلی 100

(. کمیت و کیفیت Bi et al., 1996) ( صورت گرفت1996)

DNA ( با استفاده از اسپکتروفتومترNanoDrop® ND-1000 )

مراحل  ید،أیو الکتروفورز ژل آگارز تعیین شد و پس از ت

 تکثیراتصال آداپتورها،  برش آنزیمی، شامل AFLPواکنش 

( طبق selective( و انتخابی )preselectiveانتخابی ) پیش

 Vos etصورت گرفت ) (1995)و همکاران  Vosدستورالعمل 

al., 1995 .) ازگرم نانو 200مقدار ابتداDNA  شده با استخراج

 MseI (Thermo Fisherو  EcoRIهای استفاده از آنزیم

Scientific, USA) 37ساعت )یک شب( در دمای  16مدت به 

درجه  14سپس در دمای  برش داده شد. گراد سانتی درجه

میکرولیتر از  5/0ساعت مقدار  سهمدت گراد و بهسانتی

 EcoRI (5 ای رشته دو الیگونوکلئوتیدی آداپتورهای

 T4 DNAمیکرومولار( توسط آنزیم 50) MseIو میکرومولار( 

Ligase (Thermo Fisher Scientific, USA به قطعات )DNA 
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با استفاده از  انتخابی پیش برش خورده متصل شدند. تکثیر

-'EcoRI-000 (5 یاضاف باز بدونپرایمرهای 

GACTGCGTACCAATTC-3' و )MSeI-000 (5'-

GATGAGTCCTGAGTAANNN-3' صورت گرفت و )

چرخه و با  24( در طی PCRای پلیمراز ) واکنش زنجیره

دقیقه در دمای  سهمدت ( اولیه بهdenaturingسازی ) واسرشت

 30مدت سازی در هر چرخه به گراد، واسرشتدرجه سانتی 94

گراد، اتصال پرایمرها درجه سانتی 94دمای ثانیه در 

(annealingبه ) گراد، درجه سانتی 60ثانیه در دمای  40مدت

 یک مدتگراد بهدرجه سانتی 72( در دمای extensionتوسعه )

 مدتگراد بهدرجه سانتی 72دقیقه و توسعه نهایی در دمای 

استفاده در مرحله دقیقه انجام شد. آغازگرهای مورد شش

با سه نوکلئوتید  ترکیب آغازگری 9افزونش انتخابی شامل 

طور تصادفی از بین آغازگرهای موجود انتخابی بودند که به

با  ای پلیمراز در مرحله انتخابی انتخاب شدند. واکنش زنجیره

 1)به نسبت  انتخابی شده مرحله پیشاستفاده از محصول رقیق

سیکل اول  14چرخه صورت گرفت و در  36( در طی 30به 

درجه شروع  65از دمای  touch downدمای اتصال به صورت 

 22گراد کاهش یافت و در درجه سانتی 5/0و هر چرخه 

درجه  58طور ثابت بر روی هچرخه بعدی دمای اتصال ب

در مرحله  PCRواکنش  گراد قرار گرفت. محصولسانتی

ده و الکتروفورز شدرصد  7اکریلامید  پلیانتخابی بر روی ژل 

 ,.Blum et alآمیزی نیترات نقره باندها ظاهر شدند )با رنگ

 ImageScannerها با استفاده از اسکنر  برداری ژل(. عکس1987

III (GE Healthcare, Sweden)  تعداد سپس صورت گرفت و

در هر  شده و امکان وجود باندهای چند شکلباندهای افزونش

 ,Adobe, Mountain View, CA) افزارتصویر با استفاده از نرم

USA) Photoshop 7 ندبررسی شد. 

های  بدین منظور از نمونه: ها ارزیابی سیتوژنتیکی کلون

 سازگارسازیریشه ضخیم و دارای رشد سریع پس از مرحله 

استفاده  های بزرگتر به گلدانآنها پیش از انتقال ها و  گیاهچه

 نتقالروز پس از ا 12-10 مدتگردید. سازگار سازی به

های کوچک حاوی  دارای ریشه مناسب به گلدان های گیاهچه

صورت  ( و درون فیتوترون1:  5موس و پرلیت )به نسبت  پیت

یک لیوان شفاف بر روی هر گیاهچه  گرفت بدین ترتیب که

ها از روی  ای لیوان دقیقه 15قرار داده شد و روز اول دو نوبت 

روز مدت زمان ها برداشته شدند و پس از آن هر  گیاهچه

ها در معرض هوای آزاد قرار گرفتند و بعد از بیشتری گیاهچه

 برداشته شدند. ها کاملاًیک هفته لیوان

 ،پلوئیدی منظور ارزیابی تغییرات کروموزومی و پلیبه

و  Zarifiبا استفاده از دستورالعمل  های ریشه سلول کاریوتیپ

Guloglu (2016 با اندکی تغییرات )ندشد بررسی (Zarifi and 

Guloglu, 2016 1 دحدوو عدد گیاه انتخاب  10(. از هر رقم 

برداشت قطور و دارای رشد سریع های  ریشه یانتهایمتر  سانتی

 2هیدروکسی کینولین با غلظت  -8و در ترکیب ند شد

 گراد درجه سانتی 4ساعت در دمای  4-3مدت به مولار میلی

؛ Lewitsky) لویتسکی تثبیت تیمار شدند. سپس در محلولپیش

درصد(  10لیتر فرمالدئید میلی 100گرم کرومیک اسید در  1

؛ Carnoy) کارنوی تثبیت محلولدر ساعت و  24مدت به

 24-16مدت به حجمی( 1:  3به نسبت اسید اتانول: استیک 

 با  شستشو دقیقه 15ساعت دیگر تثبیت شدند. پس از 

برای یک شب یا جهت  درصد 70در اتانول  ها نمونه، مقطرآب

آمیزی، ابتدا  نگهداری طولانی مدت قرار گرفتند. قبل از رنگ

ور شدند و سپس مقطر غوطهدقیقه در آب 15مدت به ها نمونه

دمای  درمولار  5/0دقیقه درون سدیم هیدروکسید  8مدت به

دقیقه شستشو با  30قرار گرفتند. پس از  گراد درجه سانتی 60

 درصد، 50اسید ورسازی در استیک  غوطه دقیقه 5مقطر و آب

ساعت  16مدت هماتوکسیلین به درصد 4ها در محلول  نمونه

دقیقه با  30مدت به هانمونه. آمیزی شدندرنگدر دمای اتاق 

هر نمونه انتهایی  متر میلی 2 مقطر استریل شستشو شدند وآب

قطعه تقسیم شد و  6-5بر روی یک اسلاید به طور جداگانه هب

-MACERASE ،Sigmaماکراز )درصد  1یک قطره محلول 

Aldrichاسلاید به آن اضافه شد 7با اسیدیته  ( در بافر فسفات .

ظرف با هوای اشباع از بخار و  ون یکساعت در یک مدتبه

محلول ماکراز با یک قطره درجه نگهداری شد.  37دمای 

دقیقه  8-6جایگزین شد و پس از  درصد 50استیک اسید 
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ها از  ها در زیر لامل له شدند. برای مشاهده کروزوم هنمون

برای  .استفاده شد Eclips90i (Nikon, Japan)میکروسکوپ 

با مرحله متافازی متفاوت در   سلول 5-3هر نمونه، از 

برابر عکس تهیه شد و سپس تعداد  1000ی ینما بزرگ

 . ها شمارش گردید کروموزوم

صورت فاکتوریل و هی بیزا آزمایشات اندام: آماری واکاوی

. انجام شدندتصادفی با چهار تکرار  در قالب طرح کاملاً

انجام شد.  تصادفی با سه تکرار ی در قالب طرح کاملاًیزا ریشه

ها  و مقایسه میانگین SAS 9.2افزار نرم توسطتجزیه واریانس 

( Duncan's multiple range testای دانکن )با آزمون چند دامنه

 صورت گرفت. P≤0.05%حتمال در سطح ا

 

 نتایج و بحث

بر ایجاد  سفوتاکسیم اثر ترکیب هورمونی، نیترات نقره و

مورد  محیط هشتدست آمده از هاساس نتایج ببر: شاخساره

و  "آلفا بت"در ارقام  شاخساره استفاده، کمترین درصد القاء

 تعداد . کمترینمشاهده شد A0S0C2  در محیط "دستگردی"

 در رقم و A0S0C2  در محیط "آلفا بت"نیز در رقم شاخساره 

دست آمد که هر دو محیط هب A0S0C0در محیط  "دستگردی"

علاوه در ه(. بA 1و نیترات نقره هستند )شکل  ABAفاقد 

بودند  نیترات نقره ولی حاوی ABA فاقد هایی که محیط

(A0S5C0  وA0S5C2 درصد القاء شاخساره و تعداد )

شده های فاقد هر دو مورد ذکر یسه با محیطدر مقا شاخساره

(A0S0C0  وA0S0C2) داری نشان دادند. در هر  معنی افزایش

بیشترین درصد القاء شاخساره و  A1S5C0محیط  دو رقم،

شده را تولید ییبیشترین تعداد شاخساره باززا A1S0C2محیط 

تفاوت  با این وجود، در هر دو رقم (B 1)شکل  کرد

، A1S0C0 شامل ABAمحیط حاوی چهار  داری بین معنی

A1S0C2 ،A1S5C0  وA1S5C2  شاخساره درصد القاءاز نظر 

تعداد شاخساره در نیز  "آلفا بت" رقم در و وجود نداشت

داری  تفاوت معنی A1S5C2و  A1S0C2 ،A1S5C0 های محیط

 و فاقد ABAنشان ندادند. سفوتاکسیم تنها در محیط حاوی 

( بر روی تعداد A1S0C0ر مقایسه با د A1S0C2) نیترات نقره

 اثر افزایشی نشان داد  "دستگردی"شاخساره در رقم 

 (.2)جدول 

، نیترات نقره و ABA ،خیار رقم جداگانه ثیرأارزیابی ت

نیترات نقره در و  ABAبودن اثرات دار سفوتاکسیم بیانگر معنی

چه اگر .افزایش درصد القاء شاخساره و تعداد شاخساره بود

( از 1/70)% "دستگردی"شاخساره در رقم  نگین درصد القاءمیا

 ( بیشتر بود ولی برخلاف آن تعداد0/65)% "آلفا بت"رقم

 نسبت به (1/15)% "آلفا بت"رقم  بیشتری در شاخساره

ثیر أ(. ت3)جدول بود  شدهیی. باززا(8/15)% "دستگردی"رقم

و  جهت القاء شاخساره BAPدر استفاده همزمان با  ABAزیاد 

( .Cucumis melo L) خربزهبذری  ی از برگیزا همچنین جنین

 Ficcadenti et al., 1995; Nakagawaگزارش شده است )نیز 

et al., 2001.) 50و  30، 10به محیط ) نیترات نقرهکردن اضافه 

از کشت شاخساره  ییباعث افزایش باززا میکرومولار(

( و Mohiuddin et al., 1997بذری و هیپوکوتیل خیار) برگ

 Sinningia speciosa (Park etهای برگی در  همچنین نمونه

al., 2012 با استفاده از ترکیب  یک مطالعه( شده است. در

BAP  از کشت و نیترات نقره، بیشترین میزان القاء شاخساره

گرم در لیتر  میلی 5/1در غلظت جوانه انتهایی ای  شیشه درون

BAP گرم  میلی 5/4علاوه هط مشابه بی در محییزاو بهترین باز

 Venkatachalam et)گزارش شده است در لیتر نیترات نقره 

al., 2018.) وینیل  اتوکسی استفاده از نیترات نقره و آمینو 

ی یداری باززا طور معنی( بهبازدارنده سنتز اتیلنگلایسن ) 

 Brassica های تیل گونهکوبذری و هیپو شاخساره از برگ

campestris  و B. juncea  فزایش داده است ارا(Chi et al., 

های میزان پروتئین  Picea glaucaدر کشت کالوس. (1990

 Roberts etیابد )افزایش می ABAای با افزایش غلظت ذخیره

al., 1990.)  استفاده از نیترات نقره باعث افزایش از طرف دیگر

کینین، ی نسبت به آب، سیتوینفوذپذیری بیشتر غشاء پلاسما

های ساختاری اکسین آنالوگ ،(trans-zeatin) زآتین -ترانس

ها )تریپتوفان( و بنزوئیک اسید و آبگیری تدریجی در سلول

 اثر . در برخی منابع به(Klima et al., 2018) شودمی

 اشاره شده است اسید آبسیزیک و اتیلن آنتاگونیستی
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 A1S0C2  محیط در( B( ABA)بدون  A0S0C0  محیط در( A. "آلفا بت" خیار رقم بذری گبر های ریزنمونه از ییز اندامنتایج  -1شکل 

 .( مرحله سازگارسازی گیاهچهD. (IBAگرم در لیتر  میلی 1/0حاوی ) R2شده در محیط دار( شاخساره ریشهC( و سفوتاکسیم ABA)دارای 

 

و  "آلفا بت" ارقامدر  شده در هر تکرارباززایی شاخساره عدادالقاء شاخساره و ت درصدهای مختلف بر روی  محیطثیر أت -2جدول 

 هفته پنجبعد از " دستگردی"

 شده در هر تکرارییباززا تعداد شاخساره  القاء شاخساره درصد محیط

 رقم دستگردی آلفا رقم بت رقم دستگردی آلفا رقم بت
A0S0C0 1/16  d 7/35  c  5/1  c 0/3  d 
A0S0C2 3/14  d 8/26  c  3/1  c 5/3  d 
A0S5C0 7/41  c 1/57  b  3/4  bc 5/9  c 
A0S5C2 9/58  b 1/60  b  8/7  b 3/10  c 
A1S0C0 6/94  a 9/92  a  3/25  a 0/20  b 
A1S0C2 0/100  a 6/94  a  0/30  a 5/25  a 
A1S5C0 0/100  a 0/100  a  5/29  a 3/24  a 
A1S5C2 6/94  a 9/92  a  3/27  a 5/24  a 

 ندارند. 5% احتمال سطح در دار ی معنی اختلاف ستون هر در مشترك وفحر دارای های میانگین

 

(Ghassemian et al., 2000) اثر حدودی تا تواندمی امر و این 

نماید  توجیه ABA فاقد های محیط در را نقره نیترات جایگزین

  نیترات نقره باعث کاهش قابلیت اتصال اتیلن به گیرندهکه  چرا

 (.Yang, 1986ود )ش می اتیلن در سلول

کردن سفوتاکسیم به محیط با غلظت در این تحقیق، اضافه

گرم در لیتر( نه  میلی 200مورد استفاده در بیشتر آزمایشات )

تنها اثر نامطلوبی بر روی القاء شاخساره نداشت بلکه در محیط 

 A1S0C2، در مقایسه با محیط  A1S0C0  که فاقد سفوتاکسیم

ها در رقم  تعداد شاخساره دار ی، موجب افزایش معناست

ثیر مثبت سفوتاکسیم جهت أگردید. در منابع نیز ت "دستگردی"

میزان اهداف مختلف کشت بافتی گزارش شده است برای مثال 

جنین در کشت میکروسپور گندم و  گیری ساختارهای شبه شکل

گرم در لیتر  میلی 100-50های حاوی  تریتیکاله در محیط

(. Asif et al., 2013ش نشان داده است )سفوتاکسیم افزای

های اتیلن در همچنین اثرات مثبت سفوتاکسیم و بازدارنده

 Pennisetum americanumزای  ی گیاهان از کشت جنینیباززا

 100کردن اضافهو  (Plus et al., 1993گزارش شده است )

ی باعث افزایش یسفوتاکسیم به محیط باززا گرم در لیتر میلی

های بالغ در پنج ژنوتیپ گندم شده است  ی جنینیباززاقابلیت 

(Yu and Wei, 2008.) 

  شده از هر تکرار در محیطییبیشترین تعداد شاخساره باززا

A1S0C2  شاخساره( مشاهده شد و با  0/30) "آلفا بت"و رقم

ریزنمونه تقسیم و در هر تکرار  هشتتوجه به اینکه هر بذر به 

عدد گیاه  1/17ود از هر بذر حدود نمونه کشت شده بریز 14

 در محیطDodd (1990 )و  Gambleyدست آمده است. هب

بذری  شاخساره در هر برگ 5/1تعداد  BAPگرم میلی 2حاوی 
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 شاخساره شاخساره و تعداد القاء درصدسفوتاکسیم بر روی و  (، نیترات نقرهABAآبسیزیک اسید ) ،ارقام خیار جداگانه ثیرأت -3جدول 

 هفته پنجبعد از  "دستگردی"و  "آلفا بت" ارقامدر شده ییزاباز

 درصد القاء شاخساره
ABA  رقم  سفوتاکسیم  نیترات نقره 

غلظت 
mgl-l 

رقم 

 آلفا بت

رقم 

 دستگردی

غلظت  
mgl-l 

رقم 

 آلفا بت

رقم 

 دستگردی

غلظت  
mgl-l 

رقم 

 آلفا بت

رقم 

 دستگردی

درصد القاء  رقمنوع   

 شاخساره

1 3/97  a 1/95  a  10 7/73  a 7/77  a  200 0/67  a 8/68  a  آلفا بت  0/65  a 

0 6/32  b 1/45  b  0 3/56  b 5/62  b  0 0/63  a 4/71  a  1/70 دستگردی  a 

شده در هر تکرارییتعداد شاخساره باززا  
ABA  رقم  سفوتاکسیم  نیترات نقره 

غلظت 
mgl-l 

رقم 

 آلفا بت

رقم 

 دستگردی

غلظت  
mgl-l 

رقم 

 لفاآ بت

رقم 

 دستگردی

غلظت  
mgl-l 

رقم 

 آلفا بت

رقم 

 دستگردی

تعداد  نوع رقم 

 شاخساره

1 0/28  a 6/23  a  10 2/17  a 1/17  a  200 6/16  a 9/15  a  آلفا بت  8/15  a 

0 7/3  b 6/6  b  0 5/14  b 0/13  b  0 1/15  a 2/14  a  1/15 دستگردی  a 

 .ندارند 5% احتمال سطح در داری معنی فختلاا در هر ستون مشترك حروف دارای های میانگین

 

گرم در  میلی 5/0 های حاوی ی نمودند و محیطیخیار باززا

 Kin( )30گرم در لیتر کینتین ) میلی 4و  3( و 7/28)  BAPلیتر

بذری تولید  هر برگاز  را بیشترین تعداد شاخساره( 4/31و 

اساس مشاهدات، (. برGambley and Dodd, 1990) نمودند

 ABAهای دارای  در محیط اد جوانه شاخساره خصوصاًتعد

 3)حدود  شده بودمتمایزهای  از تعداد شاخساره بسیار بیشتر

غالبیت عدمو یا  هابین جوانه دلیل وجود رقابتبه ولی برابر(

ها به بسیاری از این شاخساره هفته 5در طی مدت  انتهایی،

 شتواک ولی شکل قابل تفکیک از بقیه رشد نکردند

 تولید امکان روز 20-15 هر برای جدید محیط به ها ریزنمونه

 احتمالاً علاوههب. کندمی فراهم را بسیار بیشتری های شاخساره

های  مقادیر اندکی اکسین در ابتدای کشت ریزنمونه افزودن

های شاخساره القاء جوانهاز بعد  هفته 3-2یا  و بذری برگ

 های شاخساره و ی در جوانهیایجاد غالبیت انتها تواند در می

 ثر باشد.ؤشده مییهای باززا افزایش تعداد شاخساره

Vasudevan ( در 2001و همکاران ) القاء شاخساره از کشت

گرم در لیتر  میلی 1های حاوی در محیط خیار جوانه انتهایی

BAP  گرم در لیتر  میلی 1و یاKIN شاخساره  4و  8ترتیب به

گرم  میلی 2/0 شدنبا اضافه مودند ولیندر هر ریزنمونه تولید 

گرم  میلی 1حاوی های  محیط یک به هر NAAدر لیتر اکسین 

های  شاخسارهتعداد  KINگرم در لیتر  میلی 1و یا  BAPدر لیتر 

عدد افزایش  9و  22 به ترتیبشده در هر ریز نمونه بهییباززا

و  Vinoth همچنین (.Vasudevan et al., 2001) یافت

 Citrullus lanatusبذری  ( در کشت برگ2015ارن )همکار

شاخساره در هر ریز نمونه(  13/13ی شاخساره )یبیشترین باززا

گرم در  میلی 2و  BAPگرم در لیتر  میلی 2را در محیط حاوی 

مشاهده نمودند و تعداد شاخساره حاصل از محیط  IAAلیتر 

ریز  شاخساره در هر 42/7تر )مبه مراتب ک IAAمشابه بدون 

این نتایج بیانگر لزوم ایجاد  (.Vinoth et al., 2015نمونه( بود )

غالبیت انتهایی و جلوگیری از افزونش متوالی جوانه شاخه در 

یک مرحله از کشت با استفاده از نوع و غلظت مناسب اکسین 

 در کنار سیتوکینین است.

القاء ریشه در  میزان: ییزا اثر ترکیب هورمونی بر ریشه

های حاوی دو  های رشد و محیط کنندهفاقد تنظیم MSمحیط 

بیشترین تعداد  هفته بررسی شد. دوپس از  NAAو  IBAسطح 

و رقم  (4/9) "آلفا بت"در هر شاخساره در رقم ریشه 
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بعد از  "گردیدست"و  "آلفا بت" ارقامی در یزا بر روی ریشه NAAو  IBAهای حاوی  کننده رشد و محیطمحیط فاقد تنظیمثیر أت -4جدول 

 هفته دو

 محیط
 گرم در لیتر( های رشد )میلی کنندهتنظیم

 
 دارریشه های درصد شاخساره

 
 تعداد ریشه در هر شاخساره

IBA NAA رقم دستگردی آلفا رقم بت رقم دستگردی آلفا رقم بت 

R1 0 0  3/83  b 7/76  a  5/2  d 2/2  c 

R2 1/0  0  7/97  a 0/100  a  4/9  a 6/8  a 

R3 1 0  3/93  ab 3/83  a  0/7  c 6/6  b 

R4 0 1/0   0/100  a 0/90  a  3/7  c 4/7  ab 

R5 0 1  3/93  ab 0/100  a  5/8  b 4/6  b 

 .ندارند 5% احتمال سطح در داری معنی ختلافا در هر ستون مشترك حروف دارای های میانگین

 

 IBA گرم در لیتر میلی 1/0 حاوی محیط( در 6/8) "دستگردی"

(R2 )شکل  شد همشاهد(C 1اگرچه تفاوت معنی .)  داری بین

ی مشاهده نشد ولی یزاتیمارهای مختلف از نظر درصد ریشه

 در محیط( 100)% "آلفا بت"در رقم ی یزا ریشه درصدبیشترین 

و در رقم  NAA (R4)گرم در لیتر  میلی 1/0 حاوی

گرم در  میلی 1/0حاوی  های نیز در محیط( 100)% "دستگردی"

( مشاهده R5) NAAگرم در لیتر  میلی 1( و R2) IBA لیتر

( نیز درصد R1) رشد های کنندهتنظیم فاقددر محیط گردید. 

ولی تعداد  شددار مشاهده  ریشههای  شاخسارهبالایی از 

حدود  NAA و IBAاستفاده از ثیر أشده تحت تهای ایجاد ریشه

 IBAها در اغلب گونه (.4)جدول  برابر افزایش یافت 3-4

ی را در القاء ریشه نشان داده است ولی یبیشترین کارا

جهت ایجاد IBA های بهینه  گزارشات بیانگر تفاوت در غلظت

گرفته توسط ی است. در بررسی صورتیبیشترین کارا

Venkatachalam ( بر روی القاء ریشه در 2018و همکاران )

، Kinو  IBA، NAA مختلف ترکیبات های خیار باشاخساره

 5/1محیط حاوی در  (2/96)% ییزاترین میزان ریشهبیش

ش شد رگزا KIN گرم در لیتر میلی 5/0و  IBAگرم در لیتر  میلی

(Venkatachalam et al., 2018 .)Vinoth ( 2015و همکاران )

القاء ریشه  را جهت NAAو  IBA ،IAAهای مختلف  غلظت

 نمودند که مقایسه Citrullus lanatusهای  شاخسارهدر 

 1محیط حاوی  رتعداد ریشه دو  ییزا یشترین درصد ریشهب

 (.Vinoth et al., 2015مشاهده نمودند ) IBAگرم در لیتر  میلی

های مختلف  از بین غلظت .Rauvolfia tetraphylla Lدر گیاه 

IBA  وIAA لیتر  گرم برمیلی 1/0، مقدارIBA  منجر به ایجاد

(. همچنین در Faisal et al., 2005ریشه شد )تعداد بیشترین 

، بیشترین درصد .Rotula aquatica Lourالقاء ریشه در گیاه 

درصد( و بیشترین تعداد ریشه در شاخساره  100ی )یزا ریشه

 دستهب IBAلیتر  گرم برمیلی 05/0 محیط حاوی ون( در9/7)

از  Tylophora indica(. در گونه Martin, 2003است ) آمده

گرم در  میلی IAA (5-1/0و  IBA های متفاوت بین غلظت

محیط حاوی  دری و تعداد ریشه یزا بیشترین درصد ریشه ،لیتر(

 ,.Sahai et alگزارش شده است ) IBAلیتر  برگرم  میلی 5/0

2010) .Sebastiani  وFiccadenti (2016) دار  جهت ریشه

 ازبذری خربزه  ی برگیزا حاصل از اندام های شاخساره کردن

 Sebastianiدند )کراستفاده  رشد  کنندهظیمتنفاقد  MS محیط

and Ficcadenti, 2016.) علاوههب Selvaraj  و همکاران

جهت القاء را  IBAلیتر  برگرم  میلی 5/1( محیط حاوی 2006)

 ,.Selvaraj et al) اند کار بردههبخیار  های ریشه در شاخساره

2006.) 

 تنوع ژنتیکی ارزیابی در: ها کلون ژنتیکی پایداری ارزیابی

 نمونه 10 روی بر AFLPنشانگر آغازگری ترکیب 9 از استفاده با

باند در  293در مجموع  "آلفا بت"شده رقم ییگیاهان باززا از

که همگی یک ( 5)جدول شدند  تکثیر bp 500-100محدوده 

. همچنین ارزیابی (2شکل و بدون تنوع بودند )شکل 

و  (2n = 2x = 14)بودن بیانگر دیپلوئید ها سیتوژنتیکی کلون
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تعداد  و آلفا بت ها در رقم کلون پایداری ژنتیکیجهت آنالیز  AFLPدر مرحله انتخابی نشانگر شده استفاده های آغازگری ترکیب -5جدول 

 شدهی تکثیرباندها

 شکل تعداد باند چند شدهتعداد باند افزونش ترکیب آغازگری

E-AAG + M-GTA 25 0 

E-AAG + M-TCG 31 0 

E-AAG + M-GAC 22 0 

E-AAG + M-TAG 23 0 

E-CAT + M- TCG 32 0 

E-CAT + M- GAC 38 0 

E-CAT + M- TAG 31 0 

E-GTC + M- TCG 26 0 

E-GTC + M- GAC 37 0 

E-GTC + M- TAG 28 0 

 0 293 مجموع

 

 
 10در  E-CAT + M- GAC با ترکیب آغازگری AFLP در مرحله انتخابی نشانگر از تکثیر کریلامید حاصلآ الکتروفورز پلی نتایج -2شکل 

نشان داده   bp 500و  bp 100( و باندهای دارای طول S) DNA(. نشانگر اندازه 10 – 1های شماره  )چاهک "آلفا بت"کلون حاصل از رقم 

 شده اند.

 

و  "آلفا بت"شده از ارقام ییثبات کروموزمومی در گیاهان باززا

 اغلب ناپایداری حاصل از (. 3بود )شکل  "دستگردی"

نتیجه تخریب ناشی از تنش اکسیداتیو در ازدیادی گیاهان درریز

 Cassells and Curry, 2001; Nivas)آید وجود میهگیاهان ب

and DSouza, 2014ثیر زیادی بر أ(. همچنین نوع ریزنمونه ت

شده متمایز های کاملاًبافت د وروی ایجاد تنوع سوماکلونال دار
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 دیپلوئیددهنده ثبات کروموزومی و  که نشان "آلفا بت"در رقم  ییزا حاصل از اندام یها کلونکاریوتیپ سلول ریشه در یکی از  -3شکل 

 آن است. (2n = 2x = 14) بودن

 

ایسه با مانند ریشه، برگ و شاخساره تنوع بیشتری در مق

های جانبی و انتهایی ایجاد های مریستمی مانند جوانه ریزنمونه

بسته روش  اکسیداتیو تنش(. میزان Duncan, 1997کنند ) می

هایی مانند کشت  بافت متفاوت است و روشکشت

های پروتوپلاست و کالوس که تحولات شدیدی در سلول

 کنند موجب جهش و تغییرات بیشتر ریزنمونه ایجاد می

 Cassells and Curry, 2001; Smulders and de) شوند می

Klerk, 2011 .) فرایند تنوع کروموزمی بیشتری در همچنین

شاخساره نابجا القاء مستقیم کالوس در مقایسه با  باززایی از

و  Plader (.Saravanan et al., 2011شود ) مشاهده می

 5نال در ( با بررسی امکان وقوع تنوع سوماکلو1998همکاران )

در روش ریزازدیادی تنوعی  روش باززایی خیار نشان دادند که

شود ولی در روش باززایی از پروتوپلاست بیشترین  ایجاد نمی

(. در Plader et al., 1998دهد ) درصد( رخ می 90تغییرات )

بذری و القاء  ریزنمونه برگ از استفاده به توجه با این تحقیق، 

 گیاهاندر بین  و کروموزومی تیکیژن تنوع مستقیم شاخساره،

  مشاهده نشد.شده ییباززا

 

 گیری نتیجه

و بذری خیار  برگدر  جهت القاء شاخسارهطور خلاصه، به

-بهلیتر(  بر گرممیلی 1) ABAاستفاده از تولید گیاهان همسان، 

لیتر( تأثیر بسیار زیادی نشان  بر گرممیلی 2) BAPعنوان مکمل 

بیشترین تعداد در شرایط گرم بر لیتر( میلی 5). نیترات نقره داد

 ریشه در شاخساره را القاء نمود.
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Abstract 

 
In vitro organogenesis of cucumber (Cucumis sativus L.) was investigated using the cotyledonary explants of “Beth 

Alpha” and “Dastgerdi” cultivars. Organogenesis was examined on the MS medium containing 2 mgl
-1

 

Benzylaminopurine (BAP) along with eight combinations of abscisic acid (ABA) (0 and 1 mgl
-1

), silver nitrate (0 and 5 

mgl
-1

), and cefotaxime (0 and 200 mgl
-1

). The results indicated the significant effect of ABA on increasing the percent 

of shoot induction and number of regenerated shoots. In the absence of ABA, silver nitrate had a significant effect on 

shoot induction and number of shoots. No negative effects of cefotaxime were observed, meanwhile, the number of 

shoots increased in one treatment. Root induction in the regenerated shoots was also studied using 5 different media 

including PGR-free MS medium and the media containing indolebutyric acid (IBA) (0.1 and 1 mgl
-1

) or 

naphthaleneacetic acid (NAA) (0.1 and 1 mgl
-1

). The highest number of roots per shoot in “Beth Alpha” (9.4) and 

“Dastgerdi” (8.6) were observed in the MS medium supplemented with 0.1 mgl
-1

 IBA. The genetic stability among 10 

randomly selected clones of “Beth Alpha” cultivar was evaluated using AFLP markers. In addition, cytogenetic 

assessment of 10 clones from each cultivar was implemented. In total 293 monomorphic bands were amplified using 9 

primer combinations of AFLP markers, indicating the absence of somaclonal variation. The chromosome counting of 

root meristematic cells revealed the stability of ploidy level among regenerated clones.  

 

Keywords: Cotyledon, Chromosome counting, Organogenesis, Root induction, Somaclonal var 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Corresponding author, Email: z.hojati@sci.ui.ac.ir 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

32
22

72
7.

13
99

.9
.3

8.
5.

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 ji

sp
p.

iu
t.a

c.
ir

 o
n 

20
25

-0
2-

19
 ]

 

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

                            15 / 15

mailto:z.hojati@sci.ui.ac.ir
https://dorl.net/dor/20.1001.1.23222727.1399.9.38.5.2
https://jispp.iut.ac.ir/article-1-1169-en.html
http://www.tcpdf.org

