
بررسي تغييرات ژنتيكي القاء شده در هفت واكشت متوالي در رقم 
  سي اكرا 

1  
  *فرزانه تفويضي

  چكيده
باشد كه گياهان زراعي با ارزش ايران مي از .Gossypium hirsutum L)(پنبه تتراپلوئيد 

كشت يكنواخت و انتخاب صفاتي خاص در ارقام پنبه . شوددر مناطق مختلف كشور كشت مي
به منظور اصلاح و . تواند منجر به يكنواختي ژنتيكي ارقام و در نهايت فرسايش ژنتيكي شودمي

ود در آن ها بسيار ضروري است؛ از انجام هيبريدگيري ميان ارقام پنبه، شناخت تنوع ژنتيكي موج
طرفي با روش هاي مختلف تلاش مي شود تا تنوع ژنتيكي مورد نياز براي اصلاح نباتات در اين 

هاي مناسب براي ايجاد تغييرات ژنتيكي مفيد كاربرد تكنيك يكي از روش. ارقام تامين شود
اتات و توسعه واريته هاي كشت بافت و ايجاد تنوع سوماكلونال است كه معمولا در اصلاح نب

در اين مطالعه، هورمون زآتين به ميزان به . گيردزراعي اصلاح شده مناسب مورد استفاده قرار مي
  RAPDاز نشانگرهاي. همراه زغال فعال جهت ساقه زايي در رقم سي اكرا بهينه سازي شد
تحقيق، بيانگر توانائي اين . براي بررسي تنوع سوماكلونال ايجاد شده در كشت بافت استفاده شد

 بطوريكه .باشدهاي مختلف ميدر بررسي تنوعات بوجود آمده در واكشت RAPD نشانگرهاي
نتايج، نشاندهنده حضور بعضي باندها در ژنوتيپ هاي والديني و حذف آن ها در واكشت ها و 

  .  مي باشدبالعكس عدم حضور بعضي باندها در ارقام والديني و وجود اين باندها در واكشت ها
  .، زآتينRAPD، كشت بافت، ماركر .Gossypium hirsotum L: واژه هاي كليدي

                                                 
  .دانشكده علوم زيستيدانشگاه آزاد اسلامي، واحد پرند، * 

                                                    tafvizi@piau.ac.ir Farzaneh.tafvizi@yahoo.com,   
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  مقدمه

ثري در نساجي، تغذيه مؤپنبه يكي از گياهان استراتژيك و اقتصادي است كه نقش بسيار 
ترين هكند و در ايران به عنوان يكي از مهمترين و عمدميانسان، دام و اقتصاد كشور بازي 

با توجه به اين مسئله، افزايش عملكرد و . دراتي غير نفتي شناخته شده استمحصولات صا
كشت دائمي و پيوسته ارقام گياهان كه معمولاً با اهداف  .كيفيت پنبه بسيار حائز اهميت است

تواند باعث فرسايش ژنتيكي ميگيرد پس از گذشت ساليان طولاني ميزراعي خاص انجام 
ي مختلف گياه پنبه به هاوع ژنتيكي موجود در ارقام يا جمعيتبه همين علت شناسايي تن. شود

 اختلافات مورفولوژيكي. ها در هيبريداسيون و اصلاح پنبه بسيار مهم استگيري از آنهمنظور بهر
ممكن است متأثر از اختلافات محيطي يا اختلافات ژنتيكي باشد لذا از نظر اصلاح نباتات آن 

 لذا شناسايي تنوع ).1(ستند كه منشأ ژنتيكي داشته باشند دسته از تنوعاتي حائز اهميت ه
ژنتيكي موجود در ارقام پرمحصول پنبه و همچنين ايجاد تنوع جديد ژنتيكي از طريق كشت 

هاي ايجاد تنوع  يكي از روش .باشد از اهداف تحقيق حاضر مي) تنوع سوماكلونال(بافت 
مشخص شده است كه . باشد  بافت ميهاي زراعي استفاده از تكنيك كشت ژنتيكي در گونه

توان با تغيير تيمارهاي هورموني و همچنين شرايط كشت بافت گياهان باززايي شده در طي  مي
 براي بررسي RAPD از ماركرهاي .هاي مختلف تنوعات جديد ژنتيكي ايجاد نمود واكشت

تحقيق حاضر ذا  ل)6،7(تنوع سوماكلونال در بسياري از گونه هاي گياهي استفاده شده است 
  به بررسي وجود و ميزان تنوع ژنتيكيRAPDسعي دارد با استفاده از نشانگرهاي مولكولي 

 پنبه تتراپلوئيد و همچنين امكان ايجاد تنوع ژنتيكي از طريق كشت سي اكراوجود در رقم م
  .دنده قرار گيرريزي اصلاحي آتي پنبه مورد استفا تواند در برنامه نتايج بدست آمده مي. بپردازدبافت 

  مواد و روش ها

ها از  در شرايط كاملا استريل، جداسازي لپهMSبعد از جوانه زني بذرها در محيط كشت 
 روزه جدا و به 15-20مريستم انتهايي از دانه رستهاي .  روزه انجام شد10- 15هاي دانه رست

  زآتين،MS+(0.1mg/L)   كه شاملMS1محيط : سه محيط كشت هورمون دار انتقال يافتند
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كه MS3  محيط زغال فعال،) (g/L 0.5+ زآتين )(MS +0.1mg/L  كه شاملMS2 محيط 
 ساكارز (g/l 30)به تمام محيط ها .  زغال فعال (g/L 2)+ زآتين )(MS+0.1mg/L شامل

در هر محيط كشت .  قبل از اتوكلاو تنظيم گرديد8/5 حدود pHآگار اضافه شد و ) 6g/l(و 
 درجه سانتيگراد 25 روز در محفظه رشد در دماي 30كشت ها بمدت . رگرفت ريز نمونه قرا3

ريز نمونه هاي حاصل از .  ساعت تاريكي قرارگرفتند8 ساعت روشنايي و 16در معرض
 واكشت ادامه 7 روز به محيط جديد انتقال داده شدند و اين عمل تا 30مريستم انتهايي بعد از 

، به منظور تهيه )پس از گذشت يك ماه(ه اي رشد كردند پس از آنكه گياهان تا انداز. يافت
در شرايط استريل با اسكالپل برشهايي از گياه تهيه شد ) جدا كردن تك گره از گياه(ريزنمونه 

ها به محيط كشت جديد با همان تركيب انتقال يافتند تا گياهچه هاي جديد از سپس ريزنمونه
د گياهچه ها وخصوصيات مورفولوژيكي مختلف رش. هاي تك گره اي باززايي شوندجداكشت

از قبيل طول ساقه، تعداد برگ، تعداد گره و ميزان ريشه زايي در هر رقم و در طي هر واكشت 
 در آن هاپس از انتقال ريز نمونه به محيط كشت و بررسي رشد . مورد بررسي قرار گرفت

ستريل براي استخراج هاي گياهچه هاي رشد يافته در شرايط امحيط هاي مختلف، برگ
DNA  آن ها جدا شد و جداكشت هاي تك گره اي براي واكشت مجدد به محيط هاي تازه

اي جداسازي برگ ها از گياهچه هاي رشد يافته و انتقال جداكشت هاي تك گره. منتقل شدند
 آن هادر هر واكشت باززايي گياهچه ها و رشد .  واكشت تكرار شد7به محيط كشت تازه تا 

باشد روش  ميCTAB مبتني بر استفاده از DNAروش استخراج . د بررسي قرار گرفتمور
 نوكلئوتيدي 10 پرايمر 30 در اين تحقيق از .)2 (باشد  ميMurry & Tompsonتغيير يافته 

 Operon كليه پرايمرهاي مورد استفاده از شركت.  استفاده شدRAPDمخصوص واكنش 

Technology (Alameda, CA)واكنش . دند تهيه شPCR 1  نانوگرمDNA 
 200 ،(mM Tris Hcl pH8.8, 250 mM kcl 10)  شامل Buffer PCR 1xالگو،

µM dNTP0.8 و µMواحد آنزيم  1 جفت بازي و 10  پرايمرهاي تصادفيTaq DNA 

Polymerase،  نهاييحجم در µl25تكثير . در نظر گرفته شدDNA در دستگاه  
)Corbet,Australia(Palmcycler Gp-001  شدنواسرشت .انجام شد  DNA  الگو در

 DNAو به دنبال آن واكنش تكثيري   دقيقه انجام گرفت3 درجه سانتيگراد به مدت 92دماي 
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  دقيقه،1 درجه سانتيگراد به مدت 92 شدن درواسرشت : سيكل به شرح زير انجام شد35در 
 درجه 72رش پرايمر در  دقيقه و گست1 درجه سانتيگراد به مدت 36اتصال پرايمر در 
 درجه سانتيگراد براي 72انكوباسيون نهايي به مدت ده دقيقه در  . دقيقه2سانتيگراد به مدت 

جهت آشكار سازي محصولات  .حصول اطمينان از تكميل و گسترش پرايمرها صورت گرفت
PCR داده هاي . مورد استفاده قرار گرفت% 2 از الكتروفورز بر روي ژل آگارزRAPDبه  

 و عدم حضور باندها با كد 1بدين صورت كه حضور باندها با كد  .صورت دو حالته مي باشند
آناليزهاي   به طريق فوق،RAPDپس از ارزش گذاري نشانگرهاي  .شودصفر مشخص مي

  و نيز فاصله ي ژنتيكيJuccardضريب تشابه  .آماري زير بر روي داده ها انجام گرفت
Neis )3 (د مطالعه محاسبه شد و براي گروه بندي ژنوتيپ ها روشدر بين ارقام مور 

Neighbor Joining)  NJ (براي نشان دادن ارتباط ارقام در يك . مورد استفاده قرار گرفت
 (Principal Coordinate analysis)سته بندي ارقام با استفاده از آناليز رفضاي دو بعدي،

PCO 5،9 (انجام گرفت.(  

 نتيجه گيري

 پرايمر باندهاي قابل كدگذاري ايجاد نمودند كه در اين ميان، 21مر بكار رفته،  پراي30از 
). 1شكل (  بانداختصاصي بود 9 باند مشترك و 217 باند پلي مورف، 93 باند ايجاد شد، 310

به همراه تعداد باندهاي پلي مورف، باندهاي مشترك و اختصاصي در نمودار تعداد كل باندها 
  . نمايش داده شده است 2 پرايمر در شكل رقم سي اكرا با هر

 باند بيشترين باندها 19 با 05B باند و پرايمر 20 با 17M باند، پرايمر 21 با 11Mپرايمر 
، 06Cپرايمرهاي .  باند كمترين باند را توليد نمود4 با 11Aرا توليد كردند، در حاليكه پرايمر 

H02،  16H 07رايمر  باند بيشترين باند پلي مورف و پ9 باB،   07H،   14H باند، كمترين 1 با 
 .  هيچ باند پلي مورفي توليد نكرد07Hپرايمر . باند پلي مورف را توليدكردند

 باند اختصاصي و پرايمرهاي 20B،   2پرايمر .  باند اختصاصي ايجاد شد9 به طور كلي
06C ،02H،  16H،  19H،  05I،  16I،  17M باندهاي . د كردند باند اختصاصي ايجا1 هركدام

، bp1400 ( 17M ، )bp130(  19H (  ،20B ) 600 و bp3200(اختصاصي توسط پرايمرهاي 
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)bp750 ( 05Iبيشتر باندهاي اختصاصي در ژنوتيپ .  در ژنوتيپ والديني سي اكرا حاصل شد
  .والديني سي اكرا تكثير شدند
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  .رف و اختصاصي در رقم سي اكرانمودار كل باندها به همراه باندهاي مشترك، پلي مو: 1شكل
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  .به همراه تعداد باندهاي پلي مورف، باندهاي مشترك و اختصاصي در رقم سي اكرا باهرپرايمر نمودار تعداد كل باندها:2شكل 

 در 16H پرايمر bp650 و باند 06C پرايمر bp400 ، باند 16I پرايمر bp2700باند 
 در گياهان حاصل از واكشت 02H پرايمر bp550گياهان واكشت ششم ديده شدند و باند 

  . سوم سي اكرا ايجاد شد
 bp750براي مثال باند . بعضي باندها در تمام ژنوتيپها بغير از يك ژنوتيپ ديده شدند

.  در تمام ژنوتيپها بغير از گياهان باززايي شده حاصل از واكشت ششم ديده شد20Bپرايمر 
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 در تمام واكشتها ديده شدند ولي در bp900 و bp500 ،bp600،   bp720،   bp850باندهاي 
 پرايمر bp250 ،bp2900گياهان حاصل از واكشت دوم حضور نداشتند، همين طور باندهاي 

11Mدر تمام گياهان باززايي شده بغير از گياهان حاصل از واكشت هفتم مشاهده شد  .  
ايج مشابهي حاصل  انجام گرفت و نتRAPDگروه بنديهاي متفاوتي براساس داده هاي 

 3دندروگرام مربوطه داراي .  توضيح داده مي شودNjشد در اين قسمت دندورگرام با روش 
خوشه عمده دوم داراي . در خوشه اول، سي اكراي والديني قرار گرفت. خوشه اي اصلي بود

) 5SK(و پنجم ) 4SK(، چهارم  )3SK(، سوم  )2SK(، دوم  )1SK(گياهان واكشتهاي اول 
  ). 3شكل (بود 

بطوريكه ژنوتيپ . در خوشه عمده سوم، گياهان واكشتهاي ششم و هفتم قرار گرفتند
والديني و گياهان حاصل از واكشت ششم و هفتم در يك گروه مجزا دور از ساير ژنوتيپها قرار 

بدست آمد   ) 3SK( و سوم  )2SK(بيشترين تشابه ژنتيكي بين گياهان واكشتهاي دوم . گرفتند
 ها نيز بر روي دادهPCOآناليز .  مشاهده شد6ن تشابه بين سي اكرا والديني و واكشت و كمتري

انجام گرفت و تفاوت ژنتيكي بين ژنوتيپ والديني سي اكرا و گياهان باززايي شده حاصل از 
 از بقيه 7 و 6جدايي رقم والديني و گياهان حاصل از واكشتهاي . واكشتها را تاييد نمود

 OPI-05 الگوي قطعات تكثير شده با پرايمر). 4شكل ( مشهود است PCOليز واكشتها در آنا

  . نشان داده شده است5 واكشت در شكل 7در رقم سي اكرا وگياهان باززايي شده در طي 
  

  
  NJ. دندروگرام حاصل از تجزيه خوشه اي در رقم سي اكرا و گياهان حاصل از واكشتهاي آن با روش : 3شكل 

   .باشند ميBootstrap شه ها مقادير مقادير بالاي خو
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  .RAPDدررقم سي اكرا و گياهان حاصل از واكشتهاي آن  بر اساس داده هاي مولكولي  PCOنمودار رسته بندي : 4شكل 

  
   . واكشت7در رقم سي اكرا وگياهان باززايي شده در طي  OPI-05  الگوي قطعات تكثير شده با پرايمر:5 شكل

،گياهان واكشت دوم سي SK1=، گياهان واكشت اول سي اكراSK=ني رقم سي اكرا والدي
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 ،SK4=، گياهان واكشت چهارم سي اكرا SK3=گياهان واكشت سوم سي اكرا  ،SK2=اكرا 
گياهان واكشت  ،SK6=گياهان واكشت ششم سي اكرا  ،SK5=گياهان واكشت پنجم سي اكرا 

  .كنترل منفي= 100bp) #SM0323( ،NDماركر =  SK7، M=هفتم سي اكرا 

  بحث
 و نيز باندهاي اختصاصي در بين RAPDهاي مشاهده شده در تعداد كل باندهاي تفاوت

ها  واكشت آن ها، بيانگر تفاوت ژنتيكي ژنوتيپ7گياهان والديني وگياهان باززايي شده حاصل از 
حضور باند اختصاصي در گياهان . است كه ناشي از كشت بافت و تنوع سوماكلونال است

دهنده فقدان  والديني و فقدان آن در گياهان باززايي شده حاصل از واكشت هاي مختلف، نشان
 كشت بافت است كه ناشي از تنوع سوماكلونال است، در حاليكه روندجايگاه اختصاصي در 

 در آن هاپيدايش باندهاي اختصاصي در گياهان باززايي شده در واكشت هاي مختلف و نبود 
يانگر وقوع تغييرات ژنتيكي است كه منجر به تشكيل جايگاه اتصالي جديد در گياهان والدي، ب

چنين جايگاههاي اتصالي از اهميت بالايي در شناسايي ژنتيكي ژنوتيپ ها . اين گياهان شده است
حتي تغييرات تك بازي در جايگاه اتصال پرايمر، در تشكيل و . يا سوماكلون ها از يكديگر دارند

 RAPDهاي مشاهده شده در الگوي  تاثير گذار است و تفاوتRAPDهاي عدم تشكيل باند
ممكن است ناشي از عوامل مختلف همچون، ايجاد جايگاه اتصال جديد پرايمر و يا از بين رفتن 

). 4(جايگاه اتصال آن در اثر وقوع موتاسيون هاي نقطه اي يا دخالت عناصر ترانسپوزوني باشد 
د شرايط كشت بافت باعث القاء تغييرات ژنتيكي متنوعي در گياهان بنابراين مي توان اظهار كر

هاي  در گياهان باززايي شده در واكشتتشكيل باندهاي اختصاصي. باززايي شده مختلف شده است
مختلف، وجود تنوع ژنتيكي و كاربرد كشت بافت در ايجاد تنوع ژنتيكي در اين گياهان را نشان 

وع ژنتيكي القاء شده در گياهان باززايي شده رقم سي اكرا با به نظر مي رسد كه تن. دهدمي
هاي گذشت زمان واكشت ها افزايش يافته است، چرا كه گياهان باززايي شده حاصل واكشت

هاي بررسي. هاي اوليه فاصله دارندهاي والديني و گياهان حاصل از واكشتبعدي، از ژنوتيپ
نوع سوماكلونال را نشان دادند ثابت كرده است كه مولكولي بر روي ژنوم گياهان مختلف كه ت

قسمتي از ژنوم گياه حساس و مستعد به استرس است و ميزان وقوع موتاسيون در اين قسمت 
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9 ...........ي القاء شده در هفت واكشت متوالي در رقم سي اكرابررسي تغييرات ژنتيك

بنابراين به نظر مي رسد كه تنوع سوماكلونال يك پديده ). 8(نسبت به بقيه ژنوم بيشتر است 
هاي وقوع موتاسيون در مقايسه با قسمتتصادفي نباشد، بلكه جايگاه خاصي از ژنوم نسبت به 

 همچنين نتايج نشان مي دهد كه بعضي باندها تا واكشت ).8،10(باشد ديگر ژنوم مستعدتر مي
هفتم ديده نشدند و در واكشت هفتم تكثير يافتند و يا بعضي باندها تا واكشت سوم ديده 

 باشددهنده ايجاد ژن جديد مي اين يافته ها نشان. نشدند و در واكشت هاي بعدي حضور داشتند
كه در نتيجه آن باندهاي جديد حاصل شده اند و به نظر مي رسد كه باندهاي جديد در فرآيند 

  . تغييرات سوماكلونال ايجاد شده باشند
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