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بهینه سازی ارگانوژنز نابجا به شیوه ی یک و دو مرحله ای جهت انتقال ژن به روش 
(Solanum tuberosum L.) آگروباکتریوم به گیاه سیب زمینی

کیمیا کاشانی1، مختار جلالی جواران*2، احمد معینی3، مهدی محب الدینی4

1 دانش آموخته کارشناسی ارشد رشته بیوتکنولوژی کشاورزی دانشکده کشاورزی دانشگاه تربیت مدرس

2 و 3 دانشیار دانشکده کشاورزی دانشگاه تربیت مدرس

4 استادیار دانشکده کشاورزی دانشگاه محقق اردبیلی

1، 2 و 3 گروه اصلاح نباتات و بیوتکنولوژی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه تربیت مدرس، تهران، ایران

4 گروه علوم باغبانی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه محقق اردبیلی، ایران

سابقه و هدف: سیستم های گیاهی دارای پتانسیل های بالایی در تولید ایمن، اقتصادی، ارزان و در مقیاس زیاد زیست داروها هستند. 
گیاه سیب زمینی یک بیورآکتور مناسب و گزینه ی بسیار خوبی برای دستورزی های ژنتیکی است. باززایی سریع و موثر، اولین و مهم ترین 

نیاز پس از تراریخت سازی ریز نمونه هاست.
مواد و روش  ها: پس از بررسی محیط های کشت یک و دو مرحله ای مختلف و محاسبه ی درصد باززایی نوساقه از ریز نمونه های 
میان گرهی ارقام دزیره، اگریا و مارفونای گیاه سیب زمینی، بهترین محیط های کشت یک و دو مرحله ای برای هر یک از این ارقام معرفی 

و ژن پروانسولین انسانی به روش انتقال به وسیله ی Agrobacterium tumefaciens به ژنوم هسته ای این گیاه منتقل شد.
 یافته  ها: میزان هورمون های زآتین ریبوزاید، نفتالن استیک اسید و جیبرلیک اسید مورد نیاز برای حصول حداکثر باززایی در محیط های 
مرحله ی اول کشت دو مرحله ای در ارقام دزیره، اگریا و مارفونا به ترتیب )3، 0/1، 0/02(، )3، 0/1، 0/02( و )3/5، 0/1، 0/02( و در محیط 
های کشت یک مرحله ای به ترتیب )4، 0/02، 0/05(، )3، 0/02، 0/05( و )4، 0/02، 0/05( میلی گرم در لیتر به دست آمد. در محیط های 
کشت مرحله دوم دو مرحله ای نیز میزان هورمون زآتین ریبوزاید و نفتالن استیک اسید به ترتیب به بیست در صد کمتر و یک دهم مقدار 
مورد استفاده در محیط های کشت مرحله ی اول کاهش یافت. بررسی گیاهان تراریخت در سه سطح (RNA ،DNA و پروتئین) انجام شد.

نتیجه  گیری: بهینه سازی ارگانوژنز نابجا در گیاه سیب زمینی )ارقام دزیره، اگریا و مارفونا( می تواند در زمینه های مختلف از جمله 
انتقال ژن های گوناگون به این ارقام مورد استفاده ی سایر محققین قرار گیرد.

کلمات کلیدی: کشاورزی مولکولی، Agrobacterium tumefaciens، سیب زمینی تراریخته، پروانسولین انسانی و دیابت

مجله تازه هاي بیوتكنولوژی سلولي- مولكولي
دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 1393 

مقدمه

نابجا و جدید  اندام هاي  توانایي بافت هاي گیاهي را براي ایجاد 
ارگانوژنز گویند. بافت هاي گیاهان، تحت شرایط خاص هورموني 
و  شوند  خارج  تمایز  از  مي توانند  شیشه اي  درون  حالت  در 
انواع  قادرند  بافت ها  این  گیرند.  پیش  را  دیگري  تکاملي  مسیر 
ریشه  و  نوساقه  گل،  برگ،  جنین،  به  که  را  پریموردیوم هایي 
 تبدیل مي شوند، تولید نمایند. در حقیقت سلول یا سلول هایي 

به نام پیش ساز وارد مرحله تقسیم شده و توده اي از سلول هاي 
ابعاد  و  کوچک  واکوئل هاي  نازك،  دیواره های  با  مریستمي 
این  مي نمایند.  تولید  را  مریستموئید  نام  به  ایزودیامتریک 
مریستموئیدها در اوایل نمو پریموردیوم هایي را ایجاد مي کنند 
تبدیل  ریشه  و  نوساقه  گل،  برگ،  جنین،  به  نهایت  در  که 
نیاز  ترین  مهم  و  اولین  موثر،  و  سریع  باززایی   .)34( مي شوند 
سیب  گیاه  باززایی  هاست.  نمونه  ریز  سازی  تراریخت  از  پس 
مانند برگ، میان  نمونه  ریز  از قطعات  از طیف وسیعی  زمینی 
گره و ریز غده قابل انجام و بررسی است. اما بسته به نوع محیط 
از برای هر رقم و هر یک  باززایی  کشت و ترکیبات آن میزان 
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قطعات ریز نمونه متفاوت و درصد باززایی به شدت به ژنوتیپ 
وابسته است )2، 9(. در روش های متداول برای انتقال ژن به گیاه 
سیب زمینی، از بخش های مختلف گیاه مثل قطعات برگ )6، 12، 
18، 19(، میان گره )5، 35( و ریز غدّه )22، 37، 44( استفاده 
شده که به تولید موفقیت آمیز گیاهان تراریخت انجامیده است. 
که  دارند  محدودیت هایی  روش ها  این  از  یک  هر  وجود  این  با 
باززایی کم،  تراریختی،  قابلیت محدود  به  از آن جمله می توان 
وابستگی  و  پلوئیدی  در سطح  ویژه  به  سوماکلونال  تنوع  وقوع 
بسیار زیاد به نوع رقم و ژنوتیپ سیب زمینی اشاره کرد )21(. 
در اواخر دهه ی هشتاد میلادی، تکنولوژی DNAی نوترکیب و 
تولید پروتئین ها در گیاهان مورد استفاده قرار گرفت و سیستم
ارزان دارویی  پروتئین های  تولید  به  قادر  گیاهی  بیان  های 

مهمّ  پروتئین های  و  داروها  زیست  تولید  شدند.  ایمن تر  و  تر 
مولکولی  کشاورزی  اصطلاحاً  را  گیاهان  طریق  از  کاربردی،  و 
 Agrobacterium tumefaciens می نامند )33(. باکتری خاکزی
زراعی  گیاهان  مهم  های  گونه  از  بسیاری  روی  و  طبیعت  در 
باکتری  این  می کند.  ایجاد  طوقه  گال  بیماری  و  کرده  فعالیت 
حین آلوده سازی، نسخه های تک رشته ای از T-DNA ی خود 
 را در ژنوم میزبان تلفیق می کند )16، 17، 30، 41(. تیپ وحشی 
بیوسنتز  وظیفه ی  که  است  متعددی  های  ژن  شامل   T-DNA

در  ها  آن  بیان  و  هستند  دار  عهده  را  وسیتوکینین  اکسین 
را  ها  سلول  عادی  غیر  تکثیر  گیاهان،  آلوده ی  های  سلول 
شده  کد  های  ژن  سایر  کمک  به  تومورها  می گردد.  موجب 
توسط T-DNA، قادر به ساختن و ترشح اپین ها و نیز مشتفات 
به  را  میزبان  گیاه  سلول های  که  بود  خواهند  آمینواسیدهایی 
کارخانه های تولید مواد غذایی برای آگروباکتریوم بدل خواهند 
آگروباکتریوم  میزبانی،  وسیع  دامنه ی  دلیل  به   .)10( کرد 
از  بسیاری  ژنتیکی  دستورزی  در  قدرتمند  ابزاری  عنوان   به 
می کند  قارچی عمل  گونه های  از  تعدادی  و  گیاهی  گونه های 
)23(. دیابت قندي بیماري نسبتاً شایعي است که حاصل کمبود 
صنعتی  کشورهای  در  است.  انسولین  عملکرد  ضعف  یا  ترشّح 
و  عروقی   – قلبی  بیماری های  از  پس  یک،  نوع  دیابت  بیماری 
سرطان، سوّمین عامل مرگ و میر است )4(. حدود 0/7درصد 
 (IDDM) از جمعیّت جهان از بیماری دیابت وابسته به انسولین
رنج می برند )42(. این بیماری در قرن بیست و یکم، به صورت 

در  که  می شود  زده  تخمین  است.  افزایش  حال  در  فزاینده ای 
میزان  برابر  دو  به  بیماری  این  آینده شیوع  پنج سال  و  بیست 
کنونی خود برسد و حدود سیصد میلیون نفر از مردم جهان را 
گرفتار کند )20(. ضمناً استفاده از شیوه هاي غیرتهاجمي مثل 
رساندن انسولین از طریق ریه، بیني و دهان به فرد بیمار، اگر چه 
براي جبران  ممکن است مقبول واقع شوند، ولي احتمال دارد 
کاهش میزان جذب، مقدار مصرف بیشتري بطلبند. این شواهد 
حاکي از افزایش تقاضاي این هورمون در آینده اي نه چندان دور 
خواهد بود. به طوري که براي این افزایش تقاضا رشدی معادل 3 
تا 4 درصد در سال پیش بیني می شود. روبه رو شدن با این میزان 
با  و  به صرفه  ارزان، مقرون  نوین،  توسعه روش هاي  لزوم  تقاضا، 
می دهد  نشان  دور  نه چندان  آینده ای  در  را  بالا  تولید  ظرفیّت 
 Escherichia در  انسولین  تجاری  تولید  اکنون  24(. هم   ،29(
coli )7( و یا در Saccharomyces cerevisiae )40( صورت می

گیرد. با وجود آن که این سیستم های تجاری طیّ دو دهه اخیر، 
مراحل بهینه سازی سختی را پشت سر گذاشته اند و به تولید 
حدود پنج تن هورمون انسولین در سال رسیده اند، ولی آینده 
نیازها و خواسته های بیشتری دارد. طبق بررسی های به عمل آمده 
میزان انسولین مورد نیاز بیماران دیابتی، با احتساب مبتلایانی 
که در مراحل ابتدایی بیماری هستند، افزایش 3 تا 4 درصدی 
شیوه از  استفاده  به  تمایل  و  سال  در  دیابتی  بیماران  تعداد 

بیست  تا  پنج  معادل  کاهش جذبی  )که  تزریق  جایگزین  های 
برابر به همراه دارند( افزایش خواهد یافت )3، 29(. برای تولید 
پروتئین های نوترکیب می توان از گیاهان مختلفی استفاده کرد. 
از جمله گیاهانی است که دارای مزایای متعددی  سیب زمینی 
در این زمینه است. از جمله مزایای این گیاه می توان به تولید 
)اتاق های  شده  کنترل  کاملاً  شرایط  در  تراریخت  غدّه های  ریز 
رشد( اشاره کرد. بر خلاف بسیاری از گیاهان گیاه سیب زمینی 
احتمال  موضوع  این  ندارد.  مزرعه  سطح  در  کاشت  به  نیازی 
و  ژن  فرار  امکان  حیوانات،  توسّط  تراریخت  گیاه  خورده شدن 
احتمال دگرگشنی با دیگر گیاهان هم خانواده را کاهش می دهد 
و به فراخور آن ایمنی تولید این گیاه تراریخت افزایش می یابد. 
عوامل  بهتر  کنترل  امکان  به  می توان  گیاه  این  دیگر  مزایای  از 
ترکیبات  وجود  رشد،  فصل  به  وابستگی  عدم  موثرّ،  محیطی 
فنلی کمتر و کمپلکس های لیپیدی و پروتئینی ساده تر در غّده

1393، بهینه سازی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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خاصیت  گیاه،  این  سبز  برگ های  به  نسبت  زمینی  سیب  های 
از  فعال  ثانویه  متابولیت های  وجود  عدم  غده ها،  بالای  انبارداری 
نظر فارماکولوژی در غده های سیب زمینی، دستورزی ژنتیکی 
نسبتاً آسان این گیاه، تولید مستمر غده که می تواند به فرآیند 
پایین دست نیز وابسته باشد، امکان تکثیر گیاهچه های استریل 
تراریخت سیب زمینی به وسیله جوانه های جانبی و تولید گیاهچه 
مقیاس  در  شیشه ای  درون  شرایط  در  یکنواخت  کاملاً  های 
تجاری اشاره کرد )13(. انسولین یک پلی پپتید 51 اسیدآمینه اي 
است. این هورمون به صورت پری پروانسولین در سلّول هاي بتاي 
جزایر لانگرهانس لوزالمعده تولید می شود. پري پروانسولین تک 
 زنجیره اي، دارای 106 اسیدآمینه و پیش ساز پروانسولین است. در 
که  دارد  وجود  پپتید  سیگنال  نام  به  بخشي  پری پروانسولین 
می شود.  آندوپلاسمي  شبکه  درون  به  آن  هدایت   موجب 
پری پروانسولین در اثر فعّالیّت آنزیمي و با از دست دادن سیگنال 
پیش پروانسولین   .)14( می شود.  تبدیل  پروانسولین  به  پپتید 

انسولین  فعّالیّت  از   %10 تنها  و  است  انسولین  فعّال  فرم  ساز 
پایین  انسولین  از  کندتر  را  قندخون  که  نحوي  به  داراست،  را 
می آورد، ولی به دلیل نیمه عمر بیشتر آن نسبت به انسولین در 
به عنوان  پروانسولین  از  اوایل دهه 0199  و  اواخر دهه 1980 

جایگزین انسولین استفاده می شد )32(.

مواد و روش  ها
غدّه های  زمینی،  استریل سیب  گیاهچه های  انبوه  تولید  برای 
سیب  تحقیقات  مرکز  از  دزیره  رقم  زمینی  سیب  گیاه  بذری 
و  اگریا  ارقام  بذری  غده های  و  رضوی  خراسان  استان  زمینی 
غدّه گردید.  تهیّه  کرج  بذر  و  نهال  اصلاح  موسسه  از  مارفونا 

درون  سطحی  عفونی  ضد  و  شستشو  از  پس  شده  تهیّه   های 
پیت  ترکیب  با  استریل  خاك  محتوی  شده،  اتوکلاو  گلدان های 
موس، ماسه و خاك سبک به نسبت 1:1:1 در شرایط 16 ساعت 
نور، 8 ساعت تاریکی و در دمای 1 ± 25 درجه سانتیگراد کشت 
گردید. از جوانه های جانبی این گیاهان پس از 43 هفته برای 
تهیّه ی گیاهچه های استریل استفاده شد. محیط کشت تکثیر 
به صورت مخلوط نمک ها و ویتامین های MS، به اضافه 30 گرم 
در لیتر ساکارز و 8 گرم در لیتر آگار در لوله های آزمایش تهیّه و 
در نهایت pH این محیط روي 5/8 تنظیم شد )28(. جوانه  های 

استریل،  شرایط  تحت  زمینی  سیب  گلخانه ای  گیاهان  جانبی 
تا   5 درصد،   70 الکل  با  عفونی سطحی  ثانیه ضد   30 از  پس 
بار  سه  و  درصد   1 سدیم  هیپوکلریت  با  عفونی  ضد  دقیقه   8
آب شویی با آب مقطّر استریل توسّط کاغذ های صافی استریل 
خشک شده و به محیط های کشت MS تهیّه شده در لوله های 
ها در شرایط 16  یافتند. گیاهچه  انتقال  تکثیر  آزمایش جهت 
ساعت نور و 8 ساعت تاریکی، در دمای 1 ± 22 درجه سانتیگراد 

قرار گرفتند )25(.
تهیّه محیط کشت یک مرحله ای برای باززایی نوساقه

محیط کشت فوق به شرح زیر تهیه گردید:
نمک هاي MS )28(، ویتامین هاي B5 )15(، 1 میلی گرم در لیتر 
 ،HCL  - لیتر پیریدوکسین  نیکوتینیک اسید، 1 میلی گرم در 
1 میلی گرم در لیتر )به صورت استوك( تیامین - HCL و 100 
میلی گرم در لیتر )به صورت مستقیم( میواینوزیتول،40 میلی 
گرم در لیتر آدنین سولفات، 20 گرم در لیتر گلوکز، 20 گرم در 

لیتر مانیتول و 8 گرم در لیتر آگار.
pH این محیط روي 5/7 تنظیم گردید و برای تعیین بهترین 

دزیره،  ارقام  میان  از  نوساقه  باززایی  نظر  از  زمینی  سیب  رقم 
اگریا و مارفونا در این محیط کشت و نیز تعیین بهترین غلظت 

هورمون زآتین ریبوزاید به ترتیب زیر عمل شد:
هورمون جیبرلیک اسید به میزان 0/05 میلی گرم در لیتر پس 
درجه   45 دمای  حدود  به  کشت  محیط  رسیدن  و  اتوکلاو  از 
سانتیگراد و به صورت فیلتر استریل شده اضافه گردید. هورمون 
نفتالن استیک اسید به میزان 0/02 میلی گرم در لیتر قبل از 
اتوکلاو اضافه شد و هورمون زآتین ریبوزاید در سه سطح 2/5 ، 
3 و 4 میلی گرم در لیتر مورد استفاده قرار گرفت )44( )جدول 

شماره 1(.
جدول شماره 1 ترکیبات هورمونی محیط یک مرحله ای باززایی نوساقه

زآتین ریبوزایدشماره تیمار
)میلی گرم در لیتر(

نفتالن استیک اسید
)میلی گرم در لیتر(

جیبرلیک اسید
)میلی گرم در لیتر(

12/50/020/05
230/020/05
340/020/05

باززایی  مرحله ای  دو  کشت  محیط  هورمونی  ترکیبات 
نوساقه

محیط کشت دو مرحله ای بر پایه ی MS و براي تعیین بهترین 
غلظت هورمون هاي مورد نیاز برای باززایی نوساقه از ریز نمونه 
های میان گرهی ارقام دزیره، اگریا و مارفونا تهیّه گردید. برای 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،کیمیا کاشانی و همکاران
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تهیّه ی این محیط کشت، نمک ها و ویتامین هاي MS )28( مورد 
استفاده قرار گرفت، 20 گرم در لیتر ساکارز و 8 گرم در لیتر 
آگار افزوده شد و pH محیط روي 5/8 تنظیم گردید. هورمون هاي 
اسید،  استیک  نفتالن  اوّل شامل  براي محیط مرحله  نیاز  مورد 
بهترین  تعیین  براي  که  بود  ریبوزاید  زآتین  و  اسید  جیبرلیک 
غلظت این هورمون ها و نیز تعیین بهترین رقم سیب زمینی براي 
ارقام  هفته ای   4 تا   3 استریل  های  گیاهچه  گره  میان  باززایی 
سیب زمینی مورد آزمایش به صورت زیر عمل گردید. هورمون 
در  ثابت  لیتر0  در  گرم  میلی   0/02 میزان  به  اسید  جیبرلیک 
نظر گرفته شد، هورمون نفتالن استیک اسید در دو سطح 0/1 
چهار  در  ریبوزاید  زآتین  هورمون  و  لیتر  در  گرم  میلی   0/2 و 
سطح 2/5، 3، 3/5 و 4 میلی گرم در لیتر بر روي باززایي ارقام 
اگریا، مارفونا و دزیره مورد بررسی قرار گرفت. در محیط کشت 
دهم  یک  به  اسید  استیک  نفتالن  هورمون  میزان  دوّم  مرحله 
مقدار مورد استفاده در مرحله اوّل کاهش یافت و هورمون زآتین 
ریبوزاید به اندازه 20% کمتر از مقدار مورد استفاده در مرحله 
اوّل استفاده گردید. لازم به ذکر است ریزنمونه ها پس از 12 روز 
از محیط مرحله اوّل به محیط مرحله دوّم انتقال یافتند. ضمناً 
هورمون  های جیبرلیک اسید و زآتین ریبوزاید پس از اتوکلاو و 
هنگامي که دمای محیط کشت به حدود 45 درجه سانتیگراد 
رسید و پس از استریل کردن به وسیله فیلتر سر سرنگی )0/45 
میکرومتر( به محیط کشت افزوده گردیدند )25( )جداول شماره 

2 و 3(.
اوّل  مرحله  محیط کشت  هورمونی  غلظت های  و  ترکیبات   2 جدول شماره 

باززایی نوساقه
زآتین ریبوزایدشماره تیما

)میلی گرم در لیتر(
نفتالن استیک اسید
)میلی گرم در لیتر(

جیبرلیک اسید
)میلی گرم در لیتر(

12/50/10/02
230/10/02
33/50/10/02
440/10/02
52/50/20/02
630/20/02
73/50/20/02
840/20/02

دوّم  غلظت های هورمونی محیط کشت مرحله  و  ترکیبات  جدول شماره 3 

باززایی نوساقه
زآتین ریبوزایدشماره تیمار

)میلی گرم در لیتر(
نفتالن استیک اسید
)میلی گرم در لیتر(

جیبرلیک اسید
)میلی گرم در لیتر(

120/010/02

22/40/010/02
32/80/010/02
43/20/010/02
520/020/02
62/40/020/02
72/80/020/02
83/20/020/02

و  باززایی، طویل سازی  و  تهیه ی محیط  های هم کشتی 
ریشه  زایی برای رقم دزیره

محیط  های هم کشتی و باززایی نوساقه به ترتیب به منظور رشد 
هم زمان آگروباکتریوم و سلّول هاي میان گرهي گیاه سیب زمینی و 
باززایي نوساقه از ریزنمونه  هاي میان گرهی این گیاه مورد استفاده 
 قرار گرفتند. ترکیب محیط  های هم کشتی و باززایی، طویل سازی و 
ریشه زایی یک مرحله  ای مورد استفاده به قرار زیر بود )جدول 

شماره 4(.
جدول شماره 4 ترکیبات محیط کشت طویل سازی و ریشه زایی

غلظت در محیط کشتترکیبات

طویل سازی و ریشه زایینو ساقه زاییهم کشتی

MS1 نمک های X1 X1 X
B5 1ویتامین های X1 X-
MS 1--ویتامین های X
-mg L-140 mg L-1 40آدنین سولفات

-g L-120 g L-1 20گلوکز
-g L-120 g L-1 20مانیتول
g L-1 30--ساکارز

-mg L-10/05 mg L-1 0/05جیبرلیک اسید
-mg L-10/02 mg L-1 0/02نفتالن استیک اسید

-mg L-14 mg L-1 4زآتین ریبوزاید
g L-18 g L-18 g L-1 8آگار

mg L-1500 mg L-1 500-سفوتاکسیم

mg L-110 mg L-1 10-هیگرومایسین

باکتری مورد استفاده
سوش   Agrobacterium tumefaciens از  تحقیق  این  در 
مذکور حاوی  استفاده شد. سوش  ژن  انتقال  برای   LBA4404

بیانی  ناقل  این  است.   pCAMBIA1304 گیاهی  بیانی  ناقل 
 ،NPT II کانامایسین  به  مقاومت  دارای ژن   12/5 kb به طول 
باکتریایی  های  کلون  گزینش  برای  و  باکتری  در  بیان  جهت 
ایجاد مقاومت در گیاه،  به هیگرومایسین جهت  و ژن مقاومت 
برداری  نسخه  دهنده  خاتمه  توالی  و   CaMV 35S پیشبرنده 
Nos، ژن های بتاگلوکورونیداز (GUS) و (GFP) در جلوی پروموتر 

s 35 و همچنین محل های برشی آنزیم های Nco I و Bst II برای 

جایگزین کردن ژن مورد نظر به جای ژن های گزارشگر است.
به  متصّل  پروتئین  فیوژن  و  انسانی  پروانسولین  ژن  هم چنین 
 ،G ایمونوگلوبولین  به  شونده  متصّل  پروتئین  فیوژن  )این  آن 
 Staphylococcus باکتری  از  و  دارد  A نام  پروتئین  فیوژن 
و  بالا  بیان  باعث  پروتئین،  این  است.  شده  گرفته   aureus

1393، بهینه سازی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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می شود  باکتری  در  شده  تولید  نوترکیب  پروانسولین  پایداری 
و  افتاده  دام  به  کروماتوگرافی  پایه  بر  تخلیص  روش های  در  و 
 به خالص سازی آسان تر پروانسولین انسانی متّصل به آن منجر 
می گردد.( که دارای کاست ژنی زیر است در دانشکده کشاورزی 
کلون شده  گزارشگر  در محل ژن های  تربیت مدرّس  دانشگاه 
متصّل   ،A پروتئین  به  مربوط  توالی  است  ذکر  به  لازم  است. 
به  مربوط  توالی  و   5' انتهای  در   ،G ایمونوگلوبولین  به  شونده 
ژن پروانسولین انسانی در انتهای '3 توالی الگو قرار گرفته است 

(21( )شکل شماره 1(.

شکل شماره 1 کاست ژنی حاوی ژن پروانسولین انسانی که در ناقل بیانی 

گیاهی pCAMBIA1304 در محل ژن های گزاشگر جای گرفته است

ارقام سیب زمینی مورد آزمایش  تعیین آستانه ی تحمّل 
نسبت به آنتی بیوتیک هیگرومایسین

زمینی  سیب  بررسی  مورد  ارقام  تحمّل  آستانه  تعیین  برای 
باززایی  محیط های  از  هیگرومایسین  بیوتیک  آنتی  به  نسبت 
 ،12/5  ،10  ،7/5  ،5  ،0 حاوی  مرحله ای  دو  و  یک  نوساقه 
لیتر آنتی بیوتیک هیگرومایسین  15، 20 و 25 میلی گرم در 
خراش  بدون  گرهی  میان  های  نمونه  ریز  گردید.  استفاده 
در ارقام  این  هفته ای  چهار  تا  سه  استریل  های   گیاهچه 

 محیط های فوق قرار گرفتند و پس از باززایی 100 درصد محیط 
شاهد )بدون آنتی بیوتیک هیگرومایسین(، آستانه ی تحمّل ارقام 
مورد بررسی نسبت به آنتی بیوتیک هیگرومایسین تعیین گردید.

از  استفاده  با  سیب زمیني  گیاه  تراریخت سازي 
آگروباکتریوم

میان گره های 6 4 میلي متري گیاهچه هاي سه تا چهار هفته اي 
رقم دزیره سیب زمیني که قطر آن ها بیش از 2 میلی متر بود، 
انتخاب شد. 10 میلی لیتر کشت سوسپانسیون  انتقال ژن  براي 
OD( حاوي سازه ی   600 nm: آگروباکتریوم )0/8 0/6  یک شبه 
مورد نظر تحت شرایط دماي 28 درجه سانتیگراد و روی شیکر 
با دور rpm 200 تهیّه گردید. پس از سانتریفیوژ g × 1300به 
القاي  لیتر محیط  میلي  در 20  باکتري  دقیقه رسوب  مدت 5 
حالت  به  استوسیرینگون  لیتر  در  گرم  میلي   20 حاوي  مایع 

تعلیق درآمد و مجدداً در شیکر انکوباتور 28 درجه سانتیگراد با 
دور rpm 200 به مدّت 2 ساعت قرار گرفت. پس از مدّت مذکور 
باکتریایي  تعلیق  این  به مدت 45 دقیقه در  میان گره  قطعات 
)روي شیکر rpm 50( قرار گرفتند و سپس توسّط کاغذ صافي 
کشتي  هم  محیط  در  روز   3 مدّت  به  و  شده  خشک  استریل 
)شامل نمک هاي MS )28(، ویتامین هاي B5 )15(، 40 میلی 
گرم در لیتر آدنین سولفات، 20 گرم در لیتر گلوکز، 20 گرم در 
لیتر جیبرلیک اسید، 0/02  لیتر مانیتول، 0/05 میلی گرم در 
لیتر  در  میلی گرم  اسید، 3  استیک  نفتالن  لیتر  در  میلی گرم 
زآتین ریبوزاید و 8 گرم در لیتر آگار( در تاریکي قرار داده شدند. 
در مرحله ی بعد قطعات میان گره تلقیح شده به محیط کشت 
MS انتخابي )شامل محیط هم کشتي به علاوه هیگرومایسین 

به میزان 7/5 میلی گرم در لیتر و سفوتاکسیم به میزان 500 
میلی گرم در لیتر( انتقال یافتند و به مدّت 46 هفته در شرایط 
ساعت   16 نوری  شرایط  و  سانتیگراد  درجه   22  ±  1 دمایي 

روشنایي و 8 ساعت تاریکي قرار داده شدند.
ظروف به  و  شدند  قطع  کرده  باززایی  کوچک   نوساقه های 

طویل  و  زایی  ریشه  کشت  محیط  محتوی  بزرگ تر  اي  شیشه   
سازی MS محتوی 20 گرم در لیتر ساکارز به اضافه 500 میلی 
گرم در لیتر آنتی بیوتیک سفوتاکسیم و 7/5 میلی گرم در لیتر 
آنتی بیوتیک هیگرومایسین انتقال یافته و تحت شرایط دمایي 
1 ± 22 درجه سانتیگراد و در شرایط نوری 16 ساعت روشنایي 

و 8 ساعت تاریکي به مدّت حدود 3 هفته نگهداري شدند.
به  تراریخت(  )احتمالأ  شده  باززایی  های  جوانه  انتقال 

محیط نو ساقه زایی
از  ساقه،  نو  جوانه های  هفته   4 تا   3 گذشت  از   پس 
شدند.  ظاهر  دزیره(  )رقم  زمینی  سیب  گره های   میان 
محیط های  به  می دادند،  ادامه  خود  رشد  به  که  سبز  جوانه های 
کشت MS حاوی 20 گرم در لیتر ساکارز و 500 میلی گرم در 
آنتی  لیتر  بیوتیک سفوتاکسیم و 7/5 میلی گرم در  آنتی  لیتر 
بیوتیک هیگرومایسین جهت رشد منتقل شدند. در این محیط ها 
گیاهچه های تراریخت واقعی، سبز مانده و به رشد خود ادامه 

دادند.
به  تراریخت(  )احتمالأ  باززایی شده  های  گیاهچه  انتقال 

محیط ریشه زایی

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،کیمیا کاشانی و همکاران
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پس از این مرحله، گیاهچه ها به محیط کشت MS محتوی 20 
گرم در لیتر ساکارز جهت ریشه زایی منتقل شدند. محیط کشت 
ریشه زایی همان MS20 همراه با آنتی بیوتیک های هیگرومایسین 
و سفوتاکسیم به ترتیب به میزان 7/5 و 500 میلی گرم در لیتر 

بود.
انتقال گیاهان باززایی شده )احتمالاً تراریخت( به خاک

گیاهان حاصل، ابتدا به پیت و پرلایت و سپس به خاك منتقل 
درجه   25 دمایی  شرایط  در  و  گلخانه  در  گیاهان  این  شدند. 
سانتیگراد، 16 ساعت روشنایی و 8 ساعت تاریکی به رشد خود 
ادامه دادند و طی مراحل رشد تحت مراقبت های ویژه قرار گرفتند.
با   PCR و  زمیني  سیب  گیاه  ژنومي  DNAي  استخراج 

استفاده از آغازگرهای اختصاصی
به منظور تهیّه ی DNAي ژنومي، از برگ هاي جوان و سبز گیاه 
سیب زمیني استفاده شد و DNAي ژنومي این گیاه به روش 

CTAB استخراج گردید )31(.

برای انجام PCR، از DNAی الگو به میزان 10050 نانو گرم، 
با   MgCl2 مولار،  میکرو   0/4 غلظت  با   Ins R و   Ins F پرایمر 
 dNTPs  ،X1 با غلظت  PCR Buffer میلی مولار،  غلظت 1/4 
با غلظت 0/2 میلی مولار و Taq DNA Polymerase با غلظت 
1/5 یونیت استفاده گردید. حجم واکنش 25 میکرولیتر بود و از 
برنامه ی حرارتی Denaturation: 94 درجه سانتیگراد 40 ثانیه، 
 72  :Extension ثانیه،   40 سانتیگراد  درجه   57  :Annealing

درجه سانتیگراد 35 ثانیه و نهایتأ قرار گرفتن واکنش در دمای 
72 درجه سانتیگراد و به مدت 200 ثانیه برای PCR استفاده 

شد.
آغازگرهای اختصاصی که برای تکثیر توالی DNA ی پروانسولین 
نوترکیب انسانی و فیوژن پروتئین A مورد استفاده قرار گرفتند 
5′-CATGCCATGGAAGCGGGATTCAA:از بودند  عبارت 

CCAATTTAATAAGG -3′

5′-CCGGTCACCTCATTAGTTGCAGTAGTTTTCC

AG-3′ آنالیز گیاهان تراریخت در سطحRNA

برای استخراج RNA از کیت RNXTM (-Plus) شرکت سیناژن 
استفاده شد.

های  نمونه  در   ،DNA آلودگی  وجود  عدم  از  اطمینان  جهت 

RNAی استخراج شده، از کیت حذف DNase I استفاده شد. 

بر اساس دستورالعمل کیت   cDNA RNA و ساخت  استخراج 
از پرایمرهای فوق  با استفاده   cDNA توالی  انجام شد و تکثیر 

الذکر صورت گرفت.
RT-PCR آزمون

زمینی  سیب  های  نمونه  در  نوترکیب  ژن  بیان  بررسی  برای 
تراریخت از آزمون RT-PCR با شرایط ذکر شده برای PCR و با 
استفاده از یک شاهد مثبت )باکتری( و دو شاهد منفی )بلانک و 

RNAی استخراج شده به عنوان الگو( استفاده شد.

Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)آزمون

انجام  متداول  و  معمول  روش  اساس  بر   DAS-ELISA آزمون 
از  میکرولیتر   100 وسیله  به  الایزا  های  بشقابک   .)11( گرفت 
رقت توصیه شده IgG در بافر پوشش دهنده کربناتی )15 میلی 
مولار  میلی   5 و   NaHCO3 مولار  میلی   35  ،Na2CO3 مولار 
pH: 9.6( به مدت یک شبانه روز در دمای 4 درجه  با   NaN3

فاصله ی  با  بار  الایزا چهار  بشقابک های  گردید.  انکوبه  سانتیگراد 
پنج دقیقه و به وسیله بافر PBS، شستشو داده شدند.

(PBS: 2.7 mM KCl, 3 mM NaN3, 8 mM Na2HPO4, 1 mM 

KH2PO4 and 0.13 M NaCl in addition 0.05% Tween 20)

سپس 100 میکرولیتر یا 20 نانوگرم از عصاره ی پروتئین گیاهی 
دمای  در  روز  شبانه  یک  مدت  به  و  شد  افزوده  چاهک  هر  به 
بشقابک ها،  از شستشوی  گردید. پس  انکوبه  4 درجه سانتیگراد 
کلونال1 در  پلی  بادی  آنتی  از رقت 1:200  استفاده  با  چاهک ها 
PBS-T به مدت 1 ساعت در دمای 37 درجه سانتیگراد انکوبه 

شدند. پس از آن چاهک ها سه بار به وسیله ی PBS-T شستشو 
داده شدند و به مدت یک ساعت در دمای 37 درجه سانتیگراد 
 anti-rabbit IgG alkaline phosphatase  1  :  1000 رقت  با 

conjugate (Sigma A3687) در PBS-T انکوبه شدند.

 p-nitrophenyl phosphate liquid substrateمیکرولیتر  100
(Sigma N7653) به هر چاهک اضافه شد. واکنش توسط اسید 

کلریدریک 1 نرمال متوقف گردید و میزان جذب در 405 نانومتر 
از ELISA reader (BioTek Elx 800) خوانده شد.  با استفاده 
در صورتی که میزان جذب در 405 نانومتر مساوی یا بیشتر از 
1Anti- rabbit polyclonal antibody, (Santa Cruz Biotechnology, Inc)

1393، بهینه سازی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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مورد  نمونه ی  بود،  تراریخت  غیر  های  نمونه  متوسط  برابر  سه 
نظر مثبت )تراریخت( منظور می شد. غلظت پروتئین به وسیله 
 BSA از  استفاده  با   Bradford Protein Assay Reagent Kit

میزان  گیری  اندازه  برای  گردید.  تعیین  استاندارد  عنوان  به 
بیان پروتئین مقادیر 0/5، 1/5، 2/5، 5 ، 10 و 20 نانوگرم در 
اضافه  نمونه  عنوان  به  6 چاهک  به  خالص  انسولین  میکرولیتر 
رسم  برای  نانومتر   405 در  مثبت  های  نمونه  این  جذب  شد. 

منحنی کالیبراسیون مورد استفاده قرار گرفت.
آزمون دات بلات

پروتئین  حضور  دادن  نشان  منظور  به  فقط  بلات  دات  آزمون 
قرار  استفاده  مورد  تراریخت  لاین های  در  انسانی  انسولین 
پیشتر  که  گرفت  صورت  روشی  اساس  بر  آزمون  این  گرفت. 
عصاره  .)3( بود  شده  عنوان  گودوین  و  بانتاری  توسط 

شد  گذاری  لکه  نیتروسلولز  کاغذ  روی  برگ ها  پروتئینی   های 
)µm pore size, GIBCO, Grand Island, NY 0.45(. سپس 
این غشا به مدت یک ساعت در دمای 25 درجه سانتیگراد در 
محلولBSA %2 در PBS-T قرار گرفت و بلوکه شد. پس از سه 
رقت 1:200  در  انکوباسیون  و   PBS-T در محلول  بار شستشو 
آنتی بادی اولیه در PBS-T به مدت یک ساعت و مجددا سه بار 
شستشو، انکوباسیون با رقت  1:4000آنتی بادی ثانویه2 به مدت 

یک ساعت صورت گرفت. محلول توسعه ی رنگ عبارت بود از:
0.05% 3, 3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride or 

DAB (Santa Cruz Biotechnology, Inc.) and 0.01% 

hydrogen peroxide in 50 mM Tris (pH 7.5).

بودند. توسعه ی رنگ قهوه ای  آزاید  بافرها محتوی سدیم  تمام 
مورد  لاین  بودن  تراریخت  بیانگر  شده،  گذاری  لکه  مناطق  در 

نظر بود.
آنالیزهای آماری

تحلیل های آماری این پژوهش بر پایه ی آزمایشات فاکتوریل در 
قالب طرح پایه ی کاملًا تصادفی در سه تکرار و با 10 ریز نمونه 
در هر تیمار صورت گرفت. آزمایشات دو بار تکرار شد. داده ها 
میان گرهی چهار  نمونه های  ریز  برای  نوساقه  باززایی  )درصد 
شد.  برداشت  آزمایش  دو  درصد  متوسط  صورت  به  هفته ای( 
ژنوتیپ و غلظت اثر  آزمون معنی داری  برای  واریانس  تجزیه 

  anti-rabbit IgG conjugated with horseradish peroxidase  2
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.)

های مختلف هورمونی بر باززایی نوساقه انجام پذیرفت. میانگین 
تیمارها به روش LSD مقایسه گردید. تجزیه واریانس با استفاده 
از برنامه SPSS نسخه 14 )2005( صورت گرفت. آزمون نرمال 
دارلینگ  اندرسون  نرمالیته  آزمون  از  استفاده  با  داده ها  بودن 

برنامه Minitab نسخه 14 )2005( انجام پذیرفت.
یافته  ها

بیوتیک  آنتی  به  نسبت  تحمّل  آستانه  حاضر  تحقیق  نتیجه 
هیگرومایسین را برای ارقام دزیره، اگریا و مارفونا به ترتیب 7/5، 

12/5 و 10 میلی گرم در لیتر تعیین نمود.
با  زمینی  سیب  گیاه  به  انسانی  پروانسولین  ژن  انتقال 

استفاده از آگروباکتریوم
از  استفاده  با  زمینی  سیب  گیاه  به  ژن  انتقال  تحقیق  این  در 
صورت   LBA4404 سویه   Agrobacterium tumefaciens

زمینی،  سیب  دزیره  رقم  گرهی  میان  های  نمونه  ریز  گرفت. 
که با آگروباکتریوم های حاوی ژن هدف تلقیح شده بودند، ابتدا 
بیوتیک  آنتی  فاقد  کشتی  هم  محیط  روی  بر  روز   3 مدّت  به 
روی  بر  سپس  و  گرفتند  قرار  سفوتاکسیم  و  هیگرومایسین 
 ،B5 ویتامین های  و   MS نمک های  حاوی  تلفیقی  کشت  محیط 
محتوی آنتی بیوتیک های هیگرومایسین)7/5 میلی گرم در لیتر( 
و سفوتاکسیم )500 میلی گرم در لیتر(، در تاریکی و در دمای 

1 ± 22 درجه سانتیگراد قرار داده شدند.
پس از گذشت 4 تا 5 هفته، برخی از ریز نمونه های تلقیح شده 
که احتمالاً ژن مورد نظر را به علاوه ژن مقاومت به آنتی بیوتیک 
هیگرومایسین دریافت کرده بودند، تولید نوساقه کردند. این در 
حالی بود که ریز نمونه های میان گرهی تلقیح نشده ی سیب 
زمینی در همان محیط که فاقدآنتی بیوتیک های سفوتاکسیم و 
ریز  و  باززایی کردند  میزان 100 درصد  به  بود،  هیگرومایسین 
نمونه های میان گرهی تلقیح نشده سیب زمینی در محیطی با 
همان ترکیبات که فاقد آنتی بیوتیک سفوتاکسیم و دارای آنتی 
بیوتیک هیگرومایسین به میزان )7/5 میلی گرم در لیتر( بود، 
باززایی و تولید نوساقه نکردند. سپس جوانه های رشد یافته به 
محیط کشت MS حاوی 20 گرم در لیتر ساکارز و )500 میلی 
گرم در لیتر( سفوتاکسیم انتقال داده شدند. لازم به ذکر است 
میانگین درصد باززایی پس از تراریختی در مورد ریز نمونه های 

میان گرهی رقم دزیره 8/18 ± 30/44 نوساقه برآورد شد.

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،کیمیا کاشانی و همکاران
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و   PCR روش  از  استفاده  با  تراریخت  گیاهان  بررسی 
آغازگرهای اختصاصی

نتیجه ی PCR با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن پروانسولین 
از  شده  استخراج  ژنومی  DNAی  نمونه  چندین  روی  انسانی، 
بودن  تراریخت  انتخابی،  محیط های  از  آمده  دست  به  گیاهان 
برخی از آن ها را تأیید نمود. استخراج DNAی ژنومی از برگ های 
روی  بر   PCR آنالیز  گرفت.  انجام  شده  باززایی  گیاهان  جوان 
DNAی ژنومی این گیاهان، وجود یک قطعه تقریباً bp 500 را 

نشان می داد، در حالی که در گیاهان شاهد )غیر تراریخت( هیچ 
گونه باندی مشاهده نمی شد )شکل شماره 2(.

شکل شماره 2 بررسی و آزمایش DNAی ژنومی استخراج شده از گیاهچه 

 PCR های باززایی شده پس از انتقال ژن و گیاهان شاهد با استفاده از روش

 PCR و آغازگرهای اختصاصی ژن پروانسولین انسانی 1، 4، 5، 6 و 7 محصول

کنترل   :c+ الگو،  عنوان  به   ddH2O با  منفی  کنترل   :c- تراریخت،  لاین های 

مثبت با پلاسمید حاوی ژن هدف به عنوان الگو، 2: کنترل منفی با استفاده 

از DNA گیاه غیر تراریخت به عنوان الگو، 3 گیاه غیر تراریخت و 8: مارکر 

وزن مولکولی kb  (Gene RulerTM 1DNA Ladder ready-to-use). فلش 

به تک باند bp 500 اشاره دارد

از  استفاده  RNA با  سطح  در  تراریخت  گیاهان  بررسی 
RT-PCR روش

در  را   bp500 تقریباً  قطعه  یک  وجود   RT-PCR  نتیجه ی 
کنترل  در  که  حالی  در  می داد  نشان  تراریخت  گیاهی  لاین های 
منفی که در آن به جای الگو از آب مقطّر تزریقی استفاده شده 
بود و کنترل های منفی هر یک از لاین های تراریخت که در آن ها به 
جای محصول RT-PCR از RNAی استخراج شده ی آن لاین به 
عنوان الگو استفاده شده بود )برای نشان دادن آلودگی احتمالی 

RNAی استخراج شده به DNA( هیچ گونه باندی مشاهده نشد 

)شکل شماره 3(.

شکل شماره 3 بررسی در سطح RNA با استفاده از روش RT-PCR چاهک 

M مارکر وزن مولکولی bp 100، چاهک های 2 و 4 محصول RT-PCR گیاهان 

تراریخت )که آنالیز در سطح DNAی آن ها مثبت بوده است(، چاهک های 1 و 

3 کنترل منفی ) RNAی استخراجی گیاهان تراریخت به عنوان الگو(، کنترل 

منفی و کنترل مثبت. فلش به تک باند bp 500 تکثیر شده اشاره دارد

از  استفاده  با  پروتئین  در سطح  تراریخت  گیاهان  آنالیز 
روش الایزا و دات بلات

نتیجه ی آزمون الایزا حضور پروتئین پروانسولین نوترکیب انسانی 
را در نمونه های مورد بررسی نشان داد. پروتئین های استخراج 
شده از نمونه های برگی گیاه سیب زمینی با آنتی بادی انسولین 
کالیبراسیون  منحنی  اساس  بر  دادند.  نشان  واکنش  انسانی 
پروانسولین  پروتئین  مقدار  متوسط  انسانی،  انسولین  استاندارد 
نوترکیب 0/022 درصد TSP تخمین زده شد. نمونه های مثبت 
قرار  سنجش  مورد  نیز  بلات  دات  آزمون  با  الایزا،  آزمون  در 
گرفتند و نتایج این آزمون نیز موید حضور پروتئین پروانسولین 
 نوترکیب انسانی در نمونه های تراریخت بود )شکل شماره 4(.

شکل شماره 5 نتیجه ی آزمون دات بلات انسولین نوترکیب انسانی پروتئین  

های استخراج شده از گیاهان تراریخت روی غشای نیتروسلولزی لکه گذاری 

و با پروب آنتی بادی انسولین انسانی هیبرید شدند. 1، 2، 6 و 11: لاین های 

تراریخت، 3 ، 4، 5، 7 و 8: لاین های احتمالأ غیر تراریخت، 9: کنترل مثبت 

و 10: کنترل منفی

1393، بهینه سازی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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باززایی  محیط های  مورد  در  آماری  آنالیزهای  نتیجه  ی 
نوساقه یک مرحله  ای

نتایج صفت در صد باززایی نوساقه از ریز نمونه های میان گرهی 
فاکتوریل  با آزمون  از 60 روز  اگریا، مارفونا و دزیره پس  ارقام 
گرفت.  قرار  بررسی  مورد  تصادفی  کاملًا  پایه ی  طرح  قالب  در 
تجزیه واریانس حاکی از معنی دار بودن سطح هورمون زآتین 
ریبوزاید با احتمال 1 درصد بود. اثر نوع رقم یا ژنوتیپ نیز در 
متقابل  اثرات  مورد  در  شد.  دار  معنی  درصد   1 احتمال  سطح 
دو جانبه، اثر متقابل نوع رقم در سطح هورمون زآتین ریبوزاید 
اثرات  میانگین  مقایسه  بود.  دار  معنی  درصد   1 احتمال  با  هم 
که  گرفت  LSD صورت  آزمون  از  استفاده  با  جانبه  دو  متقابل 
بود.  دزیره  رقم  برای    3 و   2 تیمار  برتری  از  حاکی  آن  نتایج 
درصد   14/9 نیز  آزمایش  این   ،(CV) پراکندگی  ضریب  ضمناً 
نمونه  ریز  هر  ازای  به  نوساقه  تعداد  میانگین  آمد.  دست  به 
در  و   22±  1/78 دزیره   2 مرحله ای  یک  کشت  محیط  در 
بود.  22/05  ±  1/87 دزیره   3 مرحله ای  یک  کشت  محیط 

بود  بهترین  باززایی  صد  در  میانگین  صفت  نظر  از  دزیره  رقم 
میانگین  صفت  نظر  از  که  حالی  در  اگریا  و  مارفونا  رقم  دو   و 
گروه  در  نمی دادند،  نشان  داری  معنی  تفاوت  باززایی  درصد 
بعدی قرار داشتند. چنین به نظر می رسد، در صورتی که هدف، 
بهتر  است،  بیورآکتور  عنوان  به  زمینی  سیب  گیاه  از  استفاده 
استفاده  از رقم دزیره و محیط های 2 و 3 یک مرحله ای  است 
در  تنها  محیط  دو  این  تفاوت  که  این  به  عنایت  با  و  شود 
به  نظر  و  آن هاست  در  موجود  ریبوزاید  زآتین  هورمون  سطح 
استفاده  این هورمون،  تهیّه ی  هزینه ی سنگین  و  بودن  کمیاب 
زآتین  هورمون  لیتر  در  گرم  میلی   3 یعنی سطح   2 محیط  از 
باززایی  نوساقه های  اوّلین  ضمناً  می شود.  پیشنهاد  ریبوزاید 
رقم  میان گرهی  نمونه های  ریز  روی  بر  روز  از 12  شده پس 
 دزیره ظاهر شدند و پس از گذشت سه هفته باززایی نوساقه از 
این رقم به 100 درصد رسید. در  ریز نمونه های میان گرهی 
ضمن زمان ظهور اوّلین نوساقه ها در مورد رقم مارفونا 45 روز و 
در مورد رقم اگریا 60 روز بود که پس از گذشت 2 تا 3 هفته به 

85 تا 100 درصد رسید.

جدول شماره 5 مقایسه میانگین آزمایش باززایی نوساقه یک مرحله ای به 

LSD روش

میانگین درصد باززایی ترکیب تیماری محیط کشت
113/3333 اگریا
263/3333اگریا
353/3333اگریا
153/3333دزیره
286/6667دزیره
3100دزیره
143/3333مارفونا
230مارفونا
363/3333مارفونا

LSD %5: 14/39185

LSD %1: 19/7143

باززایی  محیط  های  مورد  در  آماری  آنالیز های  نتیجه 
نوساقه دو مرحله  ای

میان  های  نمونه  ریز  از  نوساقه  باززایی  صد  در  صفت  نتایج 
استفاده  با   SPSS 18 افزار  نرم  توسط  روز   60 از  پس  گرهی 
از آزمون فاکتوریل در قالب طرح پایه ی کاملًا تصادفی و در 3 
تکرار مورد بررسی قرار گرفت. تجزیه ی واریانس حاکی از معنی 
دار بودن اثر سطح هورمون زآتین ریبوزاید در سطح احتمال 1 
درصد بود. اثر سطح هورمون نفتالن استیک اسید نیز در سطح 
احتمال 1 درصد معنی دار شد و اثر نوع رقم یا ژنوتیپ نیز در 
سطح احتمال 1 درصد معنی دار بود. در مورد اثرات متقابل دو 
جانبه، اثر هورمون های زآتین ریبوزاید و نفتالن استیک اسید و 
نیز اثر متقابل هورمون نفتالن استیک اسید در نوع رقم در سطح 
احتمال 1 درصد معنی دار بود. ولی اثر متقابل هورمون زآتین 
ریبوزاید در نوع رقم در سطح احتمال 5 درصد معنی دار شد. 
اثر متقابل سه جانبه یعنی اثر متقابل هورمون زآتین ریبوزاید در 
نوع رقم در هورمون نفتالن استیک اسید نیز در سطح احتمال 
آزمایش  این   )CV( پراکندگی  دار شد. ضریب  معنی  درصد   1
اثرات متقابل  نیز 11/19 درصد محاسبه شد. مقایسه میانگین 
سه جانبه با استفاده از آزمون LSD صورت گرفت که نتایج آن 
زآتین  هورمون  )ترکیب  دزیره   2 محیط های  برتری  از  حاکی 
ریبوزاید به میزان 3 میلی گرم در لیتر، هورمون نفتالن استیک 
اسید به میزان 0/1 میلی گرم در لیتر و هورمون جیبرلیک اسید 
به میزان 0/02 میلی گرم در لیتر(، 3 دزیره )ترکیب هورمون 
هورمون  لیتر،  در  گرم  میلی   3/5 میزان  به  ریبوزاید  زآتین 
نفتالن استیک اسید به میزان 0/1 میلی گرم در لیتر و هورمون 
جیبرلیک اسید به میزان 0/02 میلی گرم در لیتر( و 2 اگریا 

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،کیمیا کاشانی و همکاران
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)ترکیب هورمون زآتین ریبوزاید به میزان 3 میلی گرم در لیتر، 
هورمون نفتالن استیک اسید به میزان 0/1 میلی گرم در لیتر و 
هورمون جیبرلیک اسید به میزان 0/02 میلی گرم در لیتر( بود.

با توجّه به برتری رقم دزیره  انجام شده و  بر اساس مشاهدات 
از لحاظ کوتاه بودن زمان باززایی نوساقه و به حداکثر رسیدن 
اگریا  به  نسبت  گرهی  میان  های  نمونه  ریز  از  باززایی  در صد 
)21 روز در مقابل 60 روز( و زیادتر و قوی تر بودن نوساقه های 
باززایی شده از ریز نمونه های میان گرهی رقم دزیره نسبت به 
رقم اگریا، رقم دزیره به عنوان رقم برتر برای انتقال ژن انتخاب 
شد و با توجّه به این که محیط 2 دزیره و 3 دزیره بر روی 
باززایی این رقم تفاوت معنی داری نداشتند و با عنایت به این که 
تنها تفاوت این دو محیط در سطح هورمون زآتین ریبوزاید مورد 
لیتر  در  گرم  میلی  )حاوی سه  دزیره،  بود، محیط 2  استفاده 
زاتین ریبوزاید( و محیط 3 دزیره، )حاوی سه و نیم میلی گرم 
در لیتر زاتین ریبوزاید( و با تأکید بر سخت بودن دسترسی به 
این هورمون و هزینه بالای خرید آن محیط 2 دزیره برای انجام 
کارهای انتقال ژن مورد استفاده قرار گرفت. ضمناً میانگین تعداد 
نوساقه به ازای هر ریز نمونه در محیط دو مرحله ای 2 دزیره، 
3 دزیره و 2 اگریا به ترتیب 1/61 ±17/8، 0/69 ± 8/86 و 

2/28 ± 6/78 بود.
باززایی نوساقه دو مرحله ای به  جدول شماره 6 مقایسه میانگین آزمایش 

LSD روش

میانگین درصد باززاییترکیب تیماری محیط کشت و رقم
146اگریا
174دزیره
18مارفونا
556اگریا
566دزره

512/5مارفونا
292اگریا
2100دزیره
243مارفونا
656اگریا
667/996دزیره
640مارفونا
372اگریا
394دزیره
358/33مارفونا
756اگریا
766دزیره
712/5مارفونا
474اگریا
476دزیره
432مارفونا
856اگریا
872دزیره
836مارفونا

 LSD%5: 11/5022 

 LSD%1: 15/24764

بحث
با توجّه به اهمّیّت و ضرورت توجّه ویژه به کشاورزی مولکولی، 
پروتئین های  ارزان  و  انبوه  تولید  امکان  آوردن  فرآهم  جهت 
قرار  زیستی  تحقیقات  اولویتّ  در  آوری  فن  این  نوترکیب، 
تولید  کارخانه های  به  گیاهان  تبدیل  منظور  به  است.   گرفته 
و  بافت  کشت  سیستم  ابتدا  است،  لازم  نوترکیب  پروتئین های 
انتقال ژن به آن ها بهینه گردد. در این تحقیق برای بهینه سازی 
و  نابجا، محیط های کشت یک  ارگانوژنز  و  بافت  سیستم کشت 
بهینه  از  پس  گرفت.  قرار  بررسی  مورد  بسیاری  مرحله ای  دو 
رقم  بهترین  عنوان  به  دزیره  رقم  بافت،  کشت  سیستم  سازی 
انتخاب شد و ریز نمونه های  باززایی نوساقه  بالاترین میزان  با 
میان گرهی به عنوان بهترین ریز نمونه ها جهت باززایی نوساقه 
باززایی  بنرجی نشان داد،  برگزیده شدند. مطالعات  انتقال ژن  و 
مانند  نمونه  ریز  قطعات  از  وسیعی  از طیف  زمینی  گیاه سیب 
میزان  و  است  انجام  قابل  غدّه  ریز  و  گره  میان  دمبرگ،  برگ، 
باززایی در ژنوتیپ ها و ریز نمونه های مختلف آن کاملًا متفاوت 
است )2(. یافته های این تحقیق نیز مویدّ این نتایج است. هم

چنین بیوجین و همکاران، میزان باززایی گیاه سیب زمینی را 
به عواملی هم چون ژنوتیپ، نوع و منشأ قطعات ریز نمونه و نیز 
نوع و غلظت تنظیم کننده های رشد وابسته دانسته اند )5(، که 
برخی  یافته هاست.  این  کننده  تأیید  نیز  حاضر  پژوهش  نتایج 
یافته ها از اثر تقریباً مشابه هورمون زآتین و زآتین ریبوزاید در 
باززایی نوساقه از گیاه سیب زمینی حکایت دارد )43(، در حالی 
که پژوهش حاضر نشان داد که هورمون زآتین ریبوزاید، از نظر 
درصد باززایی و تکرار پذیری آن به هیچ وجه با هورمون زآتین 
و  ژنوتیپ  اثر  در  تفاوت  این  علّت  شاید  که  نیست  قیاس  قابل 
شرایط محیطی بر باززایی نوساقه از گیاه سیب زمینی باشد. مهم 
ترین تفاوت محیط یک مرحله ای مورد استفاده در این پژوهش 
با بیشتر محیط هایی که برای باززایی ریز نمونه های میان گرهی 
منبع و سطح کربوهیدرات  معرّفی شده اند،  گیاه سیب زمینی 
قند  لیتر، حضور  در  گرم  تا 30   5 میزان  به  گلوکز  یا  )ساکارز 
مانیتول و نوع و غلظت هورمون های مورد استفاده )نفتالن استیک 
اسید، جیبرلیک اسید و زآتین ریبوزاید( است. در تحقیق حاضر 
و در حضور منبع کربوهیدرات مورد استفاده )گلوکز(، کالوس های 
سبز فشرده با قابلیّت زیاد باززایی نوساقه ایجاد شد. در حالی که 

1393، بهینه سازی... تازه های بیو تکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم، بهار 
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در محیط هایی که منبع کربوهیدرات آن ها، ساکارز بود، کالوس های 
سبز و سفید رنگی ایجاد می شد که قابلیّت باززایی کمی داشتند. 
ضمناً نوساقه های باززایی شده دارای فنوتیپ نرمال و بسیار قوی 
استفاده  کنار  در  مانیتول  قند  لیتر  در  گرم   20 افزودن  بودند. 
بسیار  سلّولی  کلونی های  رشد  گلوکز،  قند  لیتر  در  گرم   20 از 
فشرده ای را که برای باززایی نوساقه ایده آل بودند، تحریک کرد. 
با یافته های یوتوشینکو و همکاران مطابقت داشت  این نتایج، 
پاسخ  بهترین  استفاده،  مورد  سیتوکینین  های  بین  از   .)44(
باززایی نوساقه در محیط های حاوی هورمون زآتین ریبوزاید به 
است  استیکما  و  نتایج شیرمن  مویدّ  نتیجه  این  که  آمد  دست 
ریبوزاید  زآتین  هورمون  مقدار  شده  انجام  بررسی   .)39  ،36(
گرهی  میان  های  نمونه  ریز  از  نوساقه  باززایی  برای  نیاز  مورد 
 رقم دزیره را 3 میلی گرم در لیتر به دست آورد در حالی که 
یافته های یوتوشینکو و همکاران، 2 میلی گرم در لیتر هورمون 
از ریز نمونه های میان  باززایی نوساقه  برای  زآتین ریبوزاید را 
گرهی رقم دزیره مناسب دانسته است که شاید به دلیل تفاوت 
ظهور  برای  نیاز  مورد  زمان  ضمناً  باشد.  محیطی  شرایط  در 
نوساقه از ریز نمونه های میان گرهی رقم اگریا در محیط یک 
مرحله ای مورد استفاده در این پژوهش، حدود 60 روز و زمان 
گرهی  میان  های  نمونه  ریز  روی  بر  نوساقه  ظهور  برای  لازم 
های  یافته  با  نتیجه  این  که  بود  روز   45 حدود  مارفونا  رقم 
بیوتیک  آنتی  مغایر است )1(. در مورد مصرف  نادری مشکین 
هیگرومایسین به عنوان عامل گزینشگر گیاهی باید توجّه داشت 
است  بیوتیک ممکن  آنتی  این  از حد غلظت  بیش  افزایش  که 
قادر است  تراریخت شود. هیگرومایسین  موجب حذف گیاهان 
با ایجاد اختلال در فرآیند ترجمه، پروتئین سازی را در سلّول

های باکتریایی، قارچی و یوکاریوتی متوقّف سازد. میزان مقاومت 
به  بستگی  تراریخت،  گیاهی  سلّول  یک  در  هیگرومایسین  به 
قرار  جایگاه  و  هیگرومایسین  به  مقاومت  ژن  نسخه های  تعداد 
 گیری آن در ژنوم هسته ای دارد. از طرف دیگر به دلیل مرگ 
بیوتیک  آنتی  اثر  در  که  تراریخت  غیر  گیاهی  سلّول های 
هیگرومایسین روی می دهد، ترکیبات فنلی و سایر محتویات درون 
واکوئل ها به محیط بیرون منتقل می شود. این ترکیبات می توانند 
منفی  اثر  تراریخت،  سلّول های  جمله  از  دیگر  سلّول های  روی  بر 
بگذارند. علّت مرگ تعدادی از سلّول های گیاهی از جمله سلّول های 

)هیگرومایسین(،  گزینشگر  عامل  واسطه  به  تنها  نه  تراریخت، 
بلکه به علّت آزاد شدن ترکیبات نامطلوب و سمّی از سلّول های 
از  استفاده  با   500  bp تقریبأ  باند  تک  تولید   .)8( است  مرده 
تکنیک PCR دلیل بر تراریخت بودن تعدادی از لاین های گیاه 
دات  و  الایزا   ،RT-PCR آزمون های  ضمن  در  بود.  زمینی  سیب 
سطوح  در  را  انسانی  نوترکیب  پروانسولین  ژن  بیان  نیز  بلات 
مقدمه  بخش  در  که  همان طور  نمودند.  تأیید  پروتئین  و   RNA

ذکر گردید، افزایش میزان تقاضا برای هورمون انسولین در آینده 
 نزدیک اجتناب ناپذیر است. این مسئله لزوم توسعه و گسترش 
با کارآیی بیشتر و خطر و هزینه ی کمتر برای تولید  روش هایی 
به  بنا  زمینی  سیب  گیاه  می دهد.  نشان  را  انسولین  هورمون 
بهترین  از  یکی  شد  اشاره  بدان ها  مقدمه  بخش  در  که  دلایلی 
انسانی  نوترکیب  پروانسولین  ژن  بیان  بیورآکتورهاست. 
تعداد  به  وابسته  شدت  به   )TSP درصد   0/022( میزان   به 
است.  هسته ای  ژنوم  در  آن  موقعیت  و  ژن  نسخه های 
استفاده  مورد  پروموترهای  معمول ترین  از  یکی   CaMV35S

برای افزایش میزان بیان ژن در گیاهان دو لپه ای است. هدف 
این پژوهش بهینه سازی ارگانوژنز نابجا و بیان ژن پروانسولین 
توجه  با  بود.  مارفونا  و  اگریا  دزیره،  ارقام  در  انسانی  نوترکیب 
در  که  هستند  ارقامی  ترین  مهم  از  اخیر  رقم  دو  که  این  به 
ارقام  این  در  نابجا  ارگانوژنز  بهینه سازی  می شوند،   ایران کشت 
برای  سازد.  هموار  بدانها  را  مختلف  ژن های  انتقال  راه  می تواند 
افزایش بیان هورمون پروانسولین، ایجاد تغییراتی در این سازه و 
تولید سازه های دیگر با پروموترهای tuber specific و یا دارای 
افزایش  به  احتمالأ  که  می شود  توصیه   enhancer sequences

میزان بیان پروتئین منجر خواهد شد.

تازه های بیوتکنولوژی سلولی - مولکولی دوره چهارم، شماره چهاردهم،کیمیا کاشانی و همکاران
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