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  ) .Lactuca sativa L(بافت و سيستم انتقال ژن در گياه كاهو   سازي روش كشت بهينه
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  18/11/88:تاريخ دريافت
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  چكيده

دستكاري سـاختار ژنتيكـي كـاهو    . باشد مي) Asteraceae(هاي برگي متعلق به خانواده چتريان  از جمله سبزي) .Lactuca sativa L(گياه كاهو 
هـاي   با توجه به اينكه گياه كاهو يك بيوراكتور بسيار مناسـب بـه منظـور توليـد پـروتئين     . باشد نيازمند يك روش پايا و موثر كشت بافت و انتقال ژن مي

سازي سيستم كشت بافت اين گياه، مكانيسم  لذا در قالب اين پروژه تحقيقاتي سعي شده است علاوه بر بهينههاي خوراكي است  نوتركيب به ويژه واكسن
هـاي   تركيب مختلف از هورمون 7و ) روزه ژنوتيپ محلي اهواز 7و  3هاي  كوتيلدون( ابتدا اثرات سن ريزنمونه كاهو . مناسب انتقال ژن به آن تعيين گردد

حساسـيت   .آزمايش بـه صـورت فاكتوريـل در قالـب طـرح كـاملاً تصـادفي اجـرا شـد         . زايي مستقيم آزمايش شد كالوس و شاخهرشد گياهي بر روي القا 
بـراي  . هاي مختلف هيگرومايسين ارزيابي شـد  ها روي محيط انتخابي داراي غلظت بيوتيك هيگرومايسين با كشت كوتيلدون هاي كاهو به آنتي كوتيلدون

بـراي بررسـي گياهـان تراريختـه مـورد       PCRاستفاده شد و روش  pCAMBIA1304پلاسميد حاوي  LBA4404 سويهوم گروباكتريانتقال ژن از آ
هاي  براي نمونه BAميكرومولار 44/0و  NAAميكرومولار  54/0 حاوي M1 محيط كشتبالاترين ميزان القا كالوس با استفاده از . استفاده قرار گرفت

ميكرومـولار   44/0 و NAA ميكرومولار 54/0حاوي ( M1كشت  هاي محيطزايي مستقيم در  ين تعداد بالاي شاخههمچن. بدست آمد روزه 7كوتيلدوني 
BA ( وM7 ) ميكرومولار  1/0حاوي NAA ميكرومولار  44/0 وBA( گرم در ليتر هيگرومايسـين بطـور كامـل از بـاززايي      ميلي 15مقدار . حاصل شد
اي بـراي   شرايط بهينه .بيوتيك در محيط كشت انتخابگر استفاده شد گرم در ليتر از آنتي ميلي 15بنابراين غلظت هاي غير تراريخت جلوگيري كرد و  نمونه

آناليزهـاي اوليـه گياهـان    . بدون هيچ تنظيم كننده رشدي بدسـت آمـد   MSدر محيط گروباكتريوم هاي كوتيلدوني با آ كشتي ريزنمونه تراريختگي، از هم
  .پذيرفت و گياهان تراريخته انتخاب شدند صورت hphژن و با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  DNAگر، در سطح  خابباززايي شده در محيط انت

  
  hph زايي مستقيم، ژن انتخابگر شاخه، كشت بافتژنتيكي،  كاهو، دستورزي :هاي كليدي واژه

  
    1  مقدمه

يكـي از مهمتـرين سـبزيجات    ) .Lactuca sativa L(كاهو گياه 
ــا اســتفادهمــورد  برگــي ــوده و در دني متعلــق بــه خــانواده چتريــان  ب

)Asteraceae(ــاه،. باشــد مــي ــن گي  =182n=2xيكســاله و داراي  اي
و نيـز   A، Cبرگهاي كاهو منبع مهمي از ويتامينهاي . استكروموزوم 

آور و  لاكتوپيسرين براي ساخت داروهاي خواب. باشد لاكتوپيسرين مي
در ). 13و  12(شـود   رطان اسـتفاده مـي  عنوان ماده ضد سه همچنين ب

درصد از مساحت زير كشت كاهوي دنيـا در آسـيا قـرار دارد     66حدود 

                                                            
به ترتيب دانشجوي دكتري، دانشيار و دانشـجوي كارشناسـي ارشـد گـروه      -5و2،1

 اصلاح نباتات، دانشكده كشاورزي، دانشگاه تربيت مدرس
 :m_jalali@modares.ac.ir (Email                 :نويسنده مسئول -(*
 استاديار گروه بيوتكنولوژي دانشگاه تهران - 3
  دانشيار انستيتو پاستور ايران -4

كننـدگان كـاهو در ايـن قـاره      ترين توليـد  كه ايران جزو يكي از اصلي
  ).6(باشد  مي

هاي اصلاح كلاسيك كاهو كه يك گيـاه خودگشـن اسـت     روش
اي  نش تـوده اي، بـك كـراس و گـزي    هاي اصلاح شـجره  شامل روش

شوند  شده كاهو كه در حال حاضر كشت مي اكثر ارقام اصلاح. باشد مي
و  فناوري زيستاند ولي با توسعه  به طريق اصلاح كلاسيك توليد شده

هـاي نـوين    مهندسي ژنتيك امكان اصلاح كـاهو بـا اسـتفاده از روش   
ي را در تردر آينده نقش مهمها  اين تكنيكاست و مطمئناً فراهم شده 

اصلاح مدرن كـاهو در  اهداف اصلي . صلاح اين گياه ايفا خواهند كردا
ها، بهبود كيفيت و افزايش ميزان  هاي مقاومت به آفات و بيماري زمينه

در اصـلاح   فنـاوري  زيسـت براي استفاده از . عملكرد ترسيم شده است
باشـد   كـاهو مـي   بـه  سازي كشت بافت و انتقال ژن كاهو نياز به بهينه

كـرده و بـا اسـتفاده از     ههاي گياهي را تراريخت توان سلولبطوري كه ب
در حـداقل   كامـل هاي تراريختـه، گيـاه    محيط كشت مناسب از سلول
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  .زمان ممكن بدست آورد
هـاي   نمونه كوتيلدوني، ساقهريزدر كاهو با استفاده از كشت بافت 

نمونه كوتيلـدوني  ريزمستقيم از  زايي شاخهاولين . شود جديد حاصل مي
گرم در ليتـر اينـدول    ميلي 5كشت آنها بر روي محيط كشت حاوي با 

). 5(گرم در ليتر كينتين گزارش شـد   ميلي 5/0و ) IAA(استيك اسيد 
اثـر   )1(دوامنـا و همكـاران    -و آمپومـا ) 17(ژينران و كـونر   همچنين

هـاي   مستقيم از كوتيلـدون را در محـيط   زايي شاخهژنوتيپ كاهو روي 
. مختلف اكسين و سيتوكينين بررسـي كردنـد  هاي  كشت حاوي غلظت

هـاي مختلـف اكسـين و     نتايج حاصل نشان داد كه ژنوتيپ و غلظـت 
در مطالعـه  . ندداري داشـت  تـاثير معنـي   زايـي  شاخهسيتوكينين بر روي 

كننـده نوسـاقه و    ديگري مشخص شد كه درصـد كوتيلـدونهاي توليـد   
ــر    ــاقه در ه ــداد نوس ــانگين تع ــا ريزمي ــدوني ب ــه كوتيل ــت  نمون كش

 ،زنـي بـذور كـاهو    روز بعـد از جوانـه   14تا  3 ،هاي كوتيلدوني نمونهريز
نفتـالين اسـتيك اسـيد     ميكرومـولار  54/0 روي محيط كشت حـاوي 

)NAA (بنزيل آمينو پورين  ميكرومولار 44/0 و)BA (   در مقايسـه بـا
 54/28 :تركيــب اول(تركيبــات اكســيني و ســيتوكينيني مختلــف    

تـين  آز ميكرومولار 23/0 كينتين و رومولارميك IAA ،32ميكرومولار 
 و كينتـين  ميكرومولار 32/2و  IAA ميكرومولار 57/0 :تركيب دومو 

دو ) BAميكرومـولار  44/0 و IAAميكرومـولار   57/0 :تركيب سـوم 
 )16(وانجيلـدورج و همكـاران   ، در تحقيـق ديگـري  . )7( شود برابر مي

ا بـا اسـتفاده از محـيط    هاي كوتيلـدوني كـاهو ر   نمونهريزاز  زايي شاخه
گـرم در ليتـر    ميلـي  05/0گرم در ليتر كينتين و  ميلي 5/0كشت حاوي 

NAA در آزمـايش ديگـري   ) 8(كانـاموتو و همكـاران   . گزارش كردند
حـاوي   MSرا با استفاده از محـيط كشـت    زايي شاخهميزان بالايي از 

بدسـت   BAگـرم در ليتـر    ميلـي  1/0و  NAAگرم در ليتـر   ميلي 1/0
  .ردندآو

ــ ــا منظــور بررســي امكــان انتقــال ژن ه همچنــين مطالعــاتي ب ب
اولـين گـزارش   . گروباكتريوم به كاهو انجـام شـده اسـت   آ گري واسطه

ايـن  . ارائـه شـد   )10(مور و همكـاران   انتقال ژن به كاهو توسط ميشل
بـا   را) بيوتيـك كانامايسـن   به آنتي مقاومت( nptII گروه تحقيقاتي ژن

ژن  ،پس از اين تحقيق. كردندتريوم به كاهو منتقل گروباكاستفاده از آ
به  )15( تورس و همكاران توسط) gus )β-glucuronidaseر گزارشگ

گروبـاكتريوم  آنيز با اسـتفاده از   )6(دياس و همكاران . كاهو منتقل شد
ايـن ژن باعـث   . ژن اگزالات دكربوكسيلاز را به كـاهو منتقـل كردنـد   

به منظور اصـلاح  . شد كلروتينيا در گياه اس بيماري ايجاد مقاومت عليه
بـه   ipt ژن ،كاهو براي به تاخير انداختن پيري در انـدام هـوايي گيـاه   

قابـل  به طور ) Evola(و پيري برگها در رقم حاصل  هكاهو منتقل شد
منظور كاهش تجمـع    هبراي اصلاح كاهو ب). 9( به تاخير افتاد توجهي

از از گياه توتون بـه كـاهو منتقـل    ها، ژن نيترات ردوكت نيترات در برگ
  ).3( يافتهاي كاهو تجمع  و نيترات كمتري در برگ هشد

 روش كشـت بافـت و   سيسـتم  ازيس ـ هدف از اين تحقيق بهينـه 

بدين منظور اين تحقيـق   .گياه كاهو بود به) hphانتخابگر ( انتقال ژن
سازي كشـت بافـت بـراي     اولين مرحله بهينه: دو مرحله انجام شد طي
بـراي ايـن منظـور اثـر دو     . بـود ) ژنوتيپ محلي اهـواز (وي ايراني كاه

هـاي مختلـف    نمونـه كوتيلـدوني و تركيـب غلظـت    ريـز  فاكتور سـن  
زايـي   بر ميزان كالوس MSهاي رشد گياهي در محيط كشت  هورمون

مرحله دوم آزمايش انتقـال ژن  . مستقيم كاهو بررسي شد زايي شاخهو 
گروبـاكتريوم بـه   آ بواسـطه ) hph( نمقاومت به هيگرومايسـي  انتخابگر
  . كاهو بود

  
  ها مواد و روش

  نمونه كوتيلدونيريزآماده كردن 
بذرهاي رسيده كاهوي محلي اهواز بـه منظـور    از در اين آزمايش

بـذور بـه صـورت سـطحي بـا      . استفاده شد) لدونيكوت( تهيه ريزنمونه
ي بـرا . شـدند عفوني دقيقه ضد 10درصد به مدت  5سديم  هيپوكلريت

بـار بـا آب مقطـر اسـتريل      3بـذور   ،حذف باقيمانده هيپوكلريت سديم
صـافي اسـتريل،   بعد از خشك كردن بذور بر روي كاغد . شسته شدند

 pH ميـزان  .شـدند منتقل ) MS  محيط( زني به محيط جوانه بذر 25
بـذور كشـت شـده بـر روي     . تنظيم شد 9/5 بر روي زني محيط جوانه
روز  7 تا 3به مدت درجه سلسيوس  25 ±2ني در دماي ز محيط جوانه

  .ندساعت تاريكي قرار گرفت 8ساعت روشنايي و  16تحت رژيم نوري 
  
  كشت بافت كاهو سيستم سازي  بهينه

هـاي   نمونـه ريزروز از زمـان كشـت بـذور،     7 تـا  3بعد از گذشت 
هـاي   كوتيلـدون . هاي بذر كاهو جدا شـدند  كوتيلدوني با دقت از جوانه

هـاي مختلـف    حاوي غلظت )MS )11دا شده به روي محيط كشت ج
NAA  وBA هـاي رشـد    هاي مختلـف هورمـون   غلظت. منتقل شدند

. آورده شـده اسـت  ) 1(گياهي مورد استفاده در اين آزمايش در جـدول  
اي قـرار   گونـه   دار به هاي هورمون هاي كوتيلدوني بر روي محيط نمونه

همـه  . ماس با محيط كشـت باشـد  داده شدند كه پشت كوتيلدون در ت
هـاي كوتيلـدوني در شـرايط دمـايي و      نمونهريزهاي حاوي  ديش پتري

  .زني بذر نگهداري شدند نوري مشابه شرايط جوانه
  

  سويه باكتري و پلاسميد مورد استفاده
مورد اسـتفاده در ايـن    Agrobacterium tumefaciensباكتري 

ــويه تحقيـــق ــه داراي ژن مقا LBA4404 سـ ــود كـ ــه بـ ومـــت بـ
ــي  ــين مـ ــد استرپتومايسـ ــتفاده ن  . باشـ ــورد اسـ ــميد مـ ــز پلاسـ يـ

pCAMBIA1304 ــود ــاوي ژن  .ب ــميد ح ــن پلاس ــه  اي ــت ب  مقاوم
 كانامايسين خـارج از بخـش منتقـل شـونده بـه گيـاه و ژن انتخـابگر       

در داخــل بخــش منتقــل شــونده  )hph( مقاومــت بــه هيگرومايســين
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  197      ...بافت و سيستم انتقال ژن  سازي روش كشت بهينه

ــي ــد م ــي. باش ــين و كا  از دو آنت ــك استرپتومايس ــين در بيوتي نامايس
براي جلوگيري از احتمال آلـودگي   به ترتيب هاي كشت باكتري محيط

گروباكتريوم استفاده آدر باكتري  pCAMBIA1304پلاسميد و حفظ 
 هتراريخت هاي نوساقهبيوتيك هيگرومايسين براي انتخاب  شد و از آنتي

  .استفاده شد )hphن حاوي ژ(
  

 زايي براي القا كالوسهاي كشت  غلظت هورموني در محيط -1جدول 
  ناشي از آن مستقيم زايي شاخهاز كوتيلدون كاهوي محلي اهواز و 

 )برحسب ميكرومولار(هاي رشد گياهي تنظيم كننده  محيط كشت
NAA   BA  

M1 54/0  44/0 
M2 7/2  2/2 
M3 4/5  2/2 
M4 7/2  4/4 
M5 4/5  4/4 
M6 27/0  76/1 
M7 1/0  44/0 

  
  بيوتيك ها به آنتي كوتيلدونارزيابي ميزان حساسيت 

بيوتيك هيگرومايسـين   هاي كوتيلدوني به آنتي نمونهريزحساسيت 
 مقـادير هـاي حـاوي    كشـت  ها بـر روي محـيط   نمونهريز با كشت اين

 3بـا  ) گرم در ليتر ميلي 20و  15، 10، 5صفر، (مختلف هيگرومايسين 
  .شد بررسيتكرار 
  

 بــه) hph(ين هيگرومايســمقاومــت بــه انتقــال ژن انتخــابگر 
  هاي كوتيلدوني كاهو نمونههاي ريز سلول
زده كـاهو بـا    هاي كوتيلدوني جداشده از بـذرهاي جوانـه   نمونهريز

ابتدا يك كلـون از   ،ها به منظور تلقيح نمونه. گروباكتريوم تلقيح شدندآ
 LB(و به محـيط كشـت بـاكتري     شده گروباكتريوم برداشتهآباكتري 

. اي كانامايسين و استرپتومايسين منتقل شده بيوتيك داراي آنتي )مايع
ليتـر از محـيط    ميلي 2 ميزان ،1تا  8/0باكتري به  ODپس از رسيدن 

مايع بـه   MSو با استفاده از محيط  شده كشت حاوي باكتري برداشته
بعـد از   هاي كوتيلـدوني  نمونهريزسپس . ليتر رسانده شد ميلي 20حجم 

 10بـه مـدت    سـازي  هت آلودههاي سظحي بر روي آنها، ج ايجاد زخم
. قـرار داده شـدند  آگروبـاكتريوم  دقيقه در داخل اين محيط رقيق شده 

چــون در حــين فراينــد انتقــال ژن بايــد كمتــرين تــنش محيطــي بــه 
ها وارد شود بنابراين در هنگـام تلقـيح بـه قطعـات كوچـك       كوتيلدون

هـا بـه    هاي كوتيلدوني، كوتيلـدون  نمونهريزبعد از تلقيح . تقسيم نشدند
سـاعت در ايـن محـيط     72كشتي منتقل شدند و به مـدت   محيط هم

بدون هورمـون بـه عنـوان محـيط      MS كشت محيط. نگهداري شدند
 هاي كشت  ها به محيط نمونه ،ساعت 72بعد از . كشتي استفاده شد هم

هـاي هيگرومايسـين و    بيوتيـك  هـاي گيـاهي و آنتـي    حاوي هورمـون 

  شــده بــه محــيط ييهــاي بــاززا نوســاقه. سفوتاكســيم منتقــل شــدند
و فاقـد  الـذكر   فـوق  هـاي  بيوتيـك  جديد حـاوي آنتـي   MSهاي  كشت

  .هاي گياهي، منتقل شدند هورمون
  
  هاي آماري تجزيه

هاي مناسب هورمون در محـيط   طرح آزمايشي براي تعيين غلظت
نمونه كوتيلدوني به ريزترين سن براي  كشت و همچنين تعيين مناسب

در . تكرار انجام شد 3قالب طرح كاملاً تصادفي با صورت فاكتوريل در 
 ميـزان . نمونه كوتيلدوني قرار داده شـده بودنـد   20هر تكرار آزمايشي 

 3مسـتقيم بعـد از    زايي شاخه ميزانهاي توليد شده و همچنين  كالوس
. هاي كوتيلدوني در تيمارهاي مختلف محاسبه شد نمونهريزهفته براي 

داري اثرات اصـلي تركيبـات    ه واريانس معنيبا استفاده از جدول تجزي
هورموني و سن نمونه كوتيلدوني و همچنـين اثـر متقابـل آنهـا مـورد      

هـا بـا اسـتفاده از آزمـون چنـد       مقايسـه ميـانگين  . بررسي قرار گرفت
هاي آزمـايش بـا    تجزيه و تحليل داده. دانكن انجام شد -اي والر دامنه

انجـام   Minitab15و  SAS ،SPSS16 )14( افزارهـاي  استفاده از نرم
  .شد

  
   PCRاستفاده شده و شرايط  آغازگرهاي

ژن براي طراحي آغازگرها از  نوكلئوتيدهاي ابتدا و انتهاي تـوالي  
در طراحي آغـازگر توسـط نـرم    . استفاده شد مقاومت به هيگرومايسين

اي از  تشـكيل دو رشـته   و عدم تشكيل حلقـه ، Oligoanalyserافزار 
  : از ندعبارتتوالي آغازگرها . ورد بررسي قرار گرفتاين آغازگرها م
  'ATGAAAAAGCCTGAACTCACC -3 -'5  :آغازگر پيشرو

   'CTATTTCTTTGCCCTCGGACG -3 -'5: آغازگر معكوس
 درجـه  94در  سـازي اوليـه   واسرشـته  ابتـدا  hphن براي تكثيـر ژ 

سازي، اتصال  دقيقه انجام شد و سپس واسرشته 5سيلسيوس به مدت 
درجـه   72و  48، 94ل شـدن بـه ترتيـب در درجـه حرارتهـاي      و طوي

سـيكل انجـام شـد و در     35دقيقـه در   1سلسيوس هر كدام به مـدت  
درجـه سلسـيوس    72دقيقـه در   5نهايت طويل شدن نهايي به مـدت  

  . صورت گرفت
  

  نتايج و بحث
  زايي كالوس ميزانتاثير سن كوتيلدون و تركيب هورموني بر 

زايي نشـان داد كـه اثـر سـن      كالوس ميزان نتايج تجزيه واريانس
با توجه به . دار بودند نمونه، نوع محيط كشت و اثر متقابل آنها معنيريز

دار بـود   نمونه و نوع محيط كشـت معنـي  ريزاينكه اثر متقابل بين سن 
بنابراين مقايسه ميانگين تركيبات تيماري با استفاده از روش ) 1شكل (

نتـايج مقايسـه   . دانكن انجام شـد  -اي والر مقايسه ميانگين چند دامنه
نمونه و نوع محيط كشت در جـدول  ريزميانگين تركيبات تيماري سن 
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 M1 ، محيط كشت3با توجه به جدول شماره . نشان داده شده است 3
ــاوي ــولار  54/0 ح ــولار 44/0 و NAAميكروم ــراي  BA ميكروم ب

 73(ايـي  ز كـالوس  ميـزان روزه بيشـترين   7هاي كوتيلـدوني   نمونهريز
 NAAميكرومولار  1/0 حاوي M7محيط كشت . را نشان داد) درصد

روزه از  7و  3هـاي كوتيلـدوني    براي نمونـه  BAميكرومولار  44/0 و
بـا توجـه بـه    . هاي بعدي قرار گرفتند زايي در رتبه لحاظ ميزان كالوس

تركيب تيماري از لحاظ آمـاري اخـتلاف    3نتايج مقايسه ميانگين، اين 
در ) درصـد  10(زايـي   حداقل ميزان كـالوس . ي با هم نداشتنددار معني

روزه مشـاهده   3و سـن كوتيلـدون    M1تركيب تيماري محيط كشت 
تـوان گفـت كـه غلظتهـاي پـايين       مـي  3با توجه به نتايج جدول . شد

در ســنين مختلــف كوتيلــدون بــه اســتثنا  BAو  NAAهورمونهــاي 
 ميــزانيش ، باعــث افــزا M1محــيط در روزه  3هــاي  كوتيلــدون

هـاي   در مقابـل، غلظـت  . هاي كوتيلدوني شـدند  زايي در نمونه كالوس
هاي كوتيلدوني در هـر   زايي بر روي نمونه بالاي هورموني مانع كالوس

بر اساس تحقيقـات انجـام شـده    . روزه شدند 7و  3دو سن كوتيلدون 
دوامنا و -و آمپوما) 2(، كورتيس و همكاران )17(ژينران و كونر  توسط

زايـي در كـاهو    كـالوس  ميـزان مشخص شده است كـه  ) 1(همكاران 
بـدون در نظـر گـرفتن اثـر نـوع      بنابراين . وابسته به نوع ژنوتيپ است

تــوان گفــت بــراي ايــن ژنوتيــپ محلــي ميــزان  مــيمحــيط كشــت 
روزه آن  7روزه رشد كوتيلدون كمتر از مرحله  3زايي در مرحله  كالوس

  .باشد مي
  
هاي كوتيلدون  در نمونه زايي مقايسه ميانگين ميزان كالوس -3جدول 

 دانكن  -به روش والر كاهوي محلي اهواز با دو سن مختلف
  نوع محيط كشت

  هورمون بر حسب ميكرومولار
 )كوتيلدوني(سن ريزنمونه

 روزه7 روزه3
)NAA 54/0  وBA 44/0(M1  f10 a73  
)NAA 7/2  وBA 2/2( M2  def22  cde32  
)NAA 4/5  وBA 2/2( M3  c40 cd37 
)NAA 7/2  وBA 4/4( M4  ef19  cde27  
)NAA 4/5  وBA 4/4( M5  def23  cd36  
)NAA 27/0  وBA 76/1( M6  cd38 b56 
)NAA 1/0  وBA 44/0( M7  ab66  ab62  
  .ندارنددرصد  5سطح احتمال داري در  هاي با حروف يكسان اختلاف معني نميانگي
  

سن كوتيلدون و تركيب هورموني محيط كشت بر  تاثيربررسي 
  مستقيم  زايي شاخه ميزان

 ،مسـتقيم  زايـي  شاخه صفت ميزانبر اساس نتايج تجزيه واريانس 
داري بـر   مشخص شد كه سن كوتيلدون و نوع محيط كشت اثر معنـي 

اثـر متقابـل سـن كوتيلـدون و نـوع      . مستقيم داشـتند  زايي شاخهروي 
بنابراين اثـرات اصـلي بـا     ،دار نبود معنيصفت  اين محيط كشت براي

نتـايج مقايسـه   . دانكن مقايسه ميـانگين شـدند   -استفاده از روش والر

بر اساس . است  نشان داده شده 4ميانگين براي اثرات اصلي در جدول 
ــماره   ــدول ش ــن    4ج ــلي س ــر اص ــراي اث ــدوني،  ريزب ــه كوتيل نمون

روزه بيشـترين   7 هـاي  روزه در مقايسه با كوتيلـدون  3هاي  كوتيلدون
مقايسـه ميـانگين   . مستقيم را به خود اختصاص دادند زايي شاخه ميزان

مسـتقيم نشـان داد    زايي شاخه ميزاناثر اصلي نوع محيط كشت براي 
ــولار  54/0حــاوي ( M1كــه محــيط كشــت   44/0 و NAAميكروم

 NAAميكرومولار  1/0حاوي ( M7و محيط كشت ) BAميكرومولار 
قيم را در مسـت  زايـي  شـاخه  ميـزان بيشترين ) BA ميكرومولار 44/0 و

مورد استفاده در اين آزمايش به خود  هاي كشت مقايسه با ساير محيط
 ميـزان با توجه به جدول مقايسه ميانگين براي صفت . اختصاص دادند

مشخص شد كه اين صفت نيـز هماننـد   ) 4جدول (مستقيم  زايي شاخه
پاسـخ   BAو  NAAيين هـاي پـا   زايي، به غلظت كالوس ميزانصفت 
هـا   دهد و در مقابل با افـزايش غلظـت ايـن هورمـون     تري مي مناسب
ايـن  . يابـد  مستقيم به ميزان قابل توجهي كاهش مي زايي شاخه ميزان

بـود كـه   ) 7(نتايج مشابه نتايج بدست آمده از تحقيق هـانتر و بوريـت   
 و NAAميكرومـولار   54/0 بيشترين ميزان نوسـاقه را بـا اسـتفاده از   

هاي تحقيقي كه  همچنين يافته. بدست آوردند BAميكرومولار  44/0
انجام شد نيز مشابه نتايج اين آزمـايش   )8(توسط كاناموتو و همكاران 

هـاي برگـي    را در نمونـه  زايـي  شاخهن درصد بالايي از ياين محقق. بود
 1/0و  NAAگـرم در ليتـر    ميلـي  1/0هـاي   كاهو با استفاده از غلظت

  . بدست آوردند BAر ليتر گرم د ميلي
 ـ   ن با توجه به نتايج حاصل از بخش اول آزمايش و با توجـه بـه اي

مستقيم با حداقل  زايي شاخهحداكثر  نكته كه براي مرحله دوم آزمايش
 54/0 بنــابراين از تركيــب هورمــوني مــورد نظــر بــود،زايــي  كــالوس

ه روز 3هـاي   و كوتيلدون BAميكرومولار  44/0 و NAAميكرومولار 
  . استفاده شد LBA4404 آگروباكتريوم سويهكاهو براي تلقيح بوسيله 

  
به  هاي كاهو بر روي كوتيلدون موثر هيگرومايسين سطح تعيين

  عنوان انتخابگر
هـاي   به منظور توسعه يك روش سريع و مـوثر تلقـيح كوتيلـدون   

ــا  ــاهو ب ــاكتريومك ــر آگروب ــدا اث ــادير، ابت ــي مق ــف آنت ــك  مختل بيوتي
بـه صـورت طـرح كـاملاً      هاي كـاهو  بر روي كوتيلدون هيگرومايسين

نتايج آزمـايش نشـان داد   . )اند ها آورده نشده داده(بررسي شد  تصادفي
ــر بطــور كامــل از   ميلــي 15غلظــت هيگرومايســين كــه  گــرم در ليت

هـاي كـاهو    مسـتقيم بـر روي كوتيلـدون    زايـي  شـاخه زايـي و   كالوس
بيوتيك سفوتاكسيم  لاي آنتيبا مقاديربا توجه به اينكه . جلوگيري كرد

بنـابراين  دارد  هاي برگـي  مستقيم از نمونه زايي شاخهاثر منفي بر روي 
سفوتاكسـيم   گرم در ليتـر  ميلي 100هاي  از غلظت ها، كشت  در محيط

ــيح   سفوتاكســيم آنتــي. اســتفاده شــد ــود كــه پــس از تلق ــوتيكي ب بي
ظـور كنتـرل   كشتي بـه من  هم مرحله هاي كوتيلدوني و بعد از نمونهريز

  .دار اضافه شد هاي هورمون به محيطآگروباكتريوم 
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  199      ...بافت و سيستم انتقال ژن  سازي روش كشت بهينه

  

  
  زايي  كالوس ميزانصفت كوتيلدون و نوع محيط كشت براي  اثر متقابل سن نمودار - 1شكل 

  
  مختلفي محلي اهواز با دو سن كاهو كوتيلدوني هاي مستقيم از ريزنمونه زايي شاخهدانكن براي  -مقايسه ميانگين به روش والر -4جدول 

  نوع محيط كشت و ميزان
  هورمون بر حسب ميكرومولار

  روزه 7 روزه3  ميانگين  )كوتيلدوني(سن ريزنمونه
)NAA 54/0وBA44/0(M1 65 72  a 6 /68  
)NAA 7/2وBA2/2( M2 15 7  c 7/10  
)NAA 4/5وBA2/2( M3 17 9  c 2/13  
)NAA 7/2وBA4/4( M4 23 6  c 3/14  
)NAA 4/5وBA4/4( M5 17 9  c 7 /12  
)NAA 27/0وBA76/1( M6 29 29  b 9/28  
)NAA 1/0وBA44/0( M7 65 61  a 1/63  

    a33 c28 ميانگين
  .ندارنددرصد  5سطح احتمال داري در  هاي با حروف يكسان اختلاف معني نميانگي

  
هـاي كـاهو بـا اسـتفاده از      سـلول  بهhph ر انتقال ژن انتخابگ

   ومآگروباكتري
گروبـاكتريوم  آروزه كـاهو بـا    3هـاي   كوتيلدون سازي پس از آلوده

كشـتي بـدون    ها به محـيط هـم   ابتدا نمونه ،)hph(انتخابگرحاوي ژن 
بر اسـاس نتـايج حاصـل از آزمـايش مشـخص      . هورمون منتقل شدند

كشـتي در شـرايط تـاريكي يـا      هـاي هـم   گرديد كه نگهـداري محـيط  
هـاي   داني از لحـاظ توليـد نوسـاقه   روز تفاوت چن ـ 3روشنايي به مدت 

 هـا بـه محـيط    كشـتي، نمونـه   ساعت هـم  72بعد از . نداشتند هتراريخت
 BAميكرومولار  44/0 و NAAميكرومولار  54/0 حاوي MS كشت
 4الـي   3. هاي هيگرومايسين و سفوتاكسيم منتقل شدند بيوتيك و آنتي

هـاي   مونـه دار، ن هـاي هورمـون   هـا بـه محـيط    روز بعد از انتقال نمونه
روز  10بعد از ). الف 2شكل( كوتيلدوني متورم و اندازه آنها بزرگتر شد 

هايي از كوتيلدون كه ژن انتخابگر را دريافت نكرده بودند شروع  بخش
هفته بعد از تلقـيح قسـمتهاي غيـر     3). ب 2شكل(به زرد شدن كردند 

 2كلش ـ(اي در آمدنـد   كوتيلدون از بين رفته و به رنگ قهوه هتراريخت
يك به محيط مرگ سلولهاي كوتيلدوني باعث ترشح تركيبات فنول). ج

بـراي جلـوگيري از   . شـدند  نـگ مـي  زرد ر ها كشت رشد شده و محيط
وينيل پيروليدون به محيط كشـت اضـافه    پلي ،تركيبات فنوليك ترشح
بيوتيـك   بـه آنتـي  (مقـاوم   هـاي تراريختـه   هفته نوسـاقه  5از  بعد. شد

هـا   هاي مقـاوم بـر روي كوتيلـدون    ين كالوسو همچن )هيگرومايسين
 5دود ح ـهـا بـه    كه اندازه ايـن نوسـاقه   زماني). د 2شكل(ظاهر شدند 

. بيوتيـك منتقـل شـدند    هاي جديد حاوي آنتي متر رسيد به محيط ميلي
بيوتيـك   هـاي مقـاوم بـه آنتـي     گياهچـه  ،هفته از تلقيح اوليـه  8بعد از 

  ).ه، و 2شكل(هيگرومايسين بدست آمدند 
  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  1389نيمسال دوم ،  2، شماره 24، جلد )علوم و صنايع كشاورزي(باغبانينشريه علوم      200

    

    

    

    

    

  آگروباكتريومهاي كوتيلدوني بعد از تلقيح با  مراحل كشت بافت ريزنمونه - 2شكل 
 ها و نوساقه) كوتيلدون د ههاي غير تراريخت اي شدن قسمت قهوه) اند ج را دريافت نكرده hphگر هايي كه ژن انتخاب زرد شدن كوتيلدون) هاي كوتيلدوني متورم ب ريزنمونه) الف 

  بيوتيك هيگرومايسين هاي مقاوم به آنتي گياهچه) بيوتيك هيگرومايسين ه، و هاي مقاوم به آنتي كالوس
  

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  201      ...بافت و سيستم انتقال ژن  سازي روش كشت بهينه

  
  همولكولي گياهان تراريخت تجزيه و تحليل

ــور و درج   ــد حض ــراي تايي ــاوي ژن  T-DNAب ــه ح ــت ب مقاوم
بـر روي گياهـان    PCR بررسـي در ژنوم كـاهو،   )hph(هيگرومايسين 
بـا انجـام واكـنش      .ك هيگرومايسـين انجـام شـد   بيوتي ـ مقاوم به آنتي

ــره ــراز روي  زنجي ــاي   DNAاي پليم ــتفاده از آغازگره ــا اس ــومي ب ژن
اي بـه انـدازه تقريبـي     قطعه مقاومت به هيگرومايسين،اختصاصي ژن 

bp 1100 ازبـا توجـه بـه نتـايج مشـاهده شـده       ). 3 شكل( تكثير شد 
 T0 ژنـومي گيـاه  ي   DNAتوان گفـت  اي پليمراز، مي زنجيره  واكنش

را  مقاومت به هيگرومايسـين حاوي ژن   T-DNAحداقل يك كپي از 
  .استدارا 

  

  
ماركر  - Mتاييد حضور ژن مقاومت به هيگرومايسين  - 3شكل 

Kb1گياه  -4تا2، چاهك )گياه غير تراريخت(كنترل منفي - 1، چاهك
T1  تاT3  

  
  نهايي گيري نتيجه

ژنوتيـپ  (كـاهو  راي بر اساس نتايج اين تحقيق مشخص شد كه ب
زايي تحت تاثير اثر متقابل سن كوتيلـدون و نـوع    كالوس )محلي اهواز

مورد اسـتفاده در   ولي ژنوتيپ. باشد تركيب هورموني محيط كشت مي

مستقيم تحـت تـاثير اثـر متقابـل      زايي شاخه براي صفت اين آزمايش
اثر سن كوتيلدون و نوع محيط كشت به صورت جداگانه بر روي  .نبود

بـا توجـه بـه نتـايج مقايسـه ميـانگين       . مـوثر بودنـد   زايي شاخهصفت 
 BAو  NAAهـاي كـم    هاي با غلظـت  كشت  محيطمشخص شد كه 

 زايـي  شـاخه زايـي و   باعث افزايش كـالوس ) كمتر از يك ميكرومولار(
با توجه به نتايج حاصـل از   .شوند ميهاي كوتيلدوني  مستقيم در نمونه
رد كه تيمارهاي اعمـال شـده در ايـن    توان پيشنهاد ك كشت بافت مي

هـاي محلـي ديگـر در كشـور اعمـال شـود و        تحقيق بر روي ژنوتيپ
دهنده بـه كشـت بافـت تعيـين شـوند و در       هاي پاسخ بهترين ژنوتيپ

نتـايج   همچنـين . هاي اصلاح مولكولي اين گياه اسـتفاده شـوند   برنامه
ر ليتـر  گـرم د  ميلـي  15هيگرومايسين با غلظـت   آزمايش نشان داد كه

در ايـن  . در ايـن ژنوتيـپ مناسـب بـود     هبراي انتخاب گياهان تراريخت
گياهان مقاوم به هيگرومايسين بر  ،هفته از تلقيح اوليه 8تحقيق بعد از 
بـراي تاييـد    .بيوتيك بدست آمدنـد  حاوي آنتي هاي كشت  روي محيط

بـر   PCRحضور قطعه ژن مقاومت به هيگرومايسـين در ژنـوم گيـاه،    
بررسـي  . ژنومي گياهـان تراريختـه احتمـالي انجـام شـد      DNAروي 

با استفاده از آغازگرهاي اختصاصـي   DNAگياهان تراريخته در سطح 
ژنوم گياه كاهو پيونـد   به hphهدف نشان داد كه ژن  PCRو تكنيك 

نيز براي گروباكتريوم آهاي ديگر  شود از سويه پيشنهاد مي. خورده است
ترين سويه براي انتقال ژن بـه ايـن گيـاه    انتقال ژن استفاده شود تا به

  .انتخاب شود
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