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 استفاده از اطلاعات و نتايج اين پايان نامه بدون ذكر مرجع مجاز نيست.  

   



   چكيده

انتقال  دهد كه نشان مي (.Cicer arietinum L) نخود انتقال ژن بهنتايج مطالعات انجام شده روي 

القاي  .با موفقيت كمي همراه بوده استباززايي غيرمستقيم از طريق كالوس در اين گياه  ژن به روش

 امكان سنجيبا هدف  تحقيقاين  .باشد نامناسب كالوس و باززايي دشوار از دلايل اين عدم موفقيت مي

كه  MCC798و  MCC496 ،MCC763 نخود سه ژنوتيپ مستقيم درغيرو باززايي   gusگزارشگر انتقال ژن 

 نتايج .است شدهانجام  ،در مطالعات انجام شده پيشين بهترين شرايط باززايي غيرمستقيم را دارا بودند

هاي  به همراه هورمون B5هاي  و ويتامين MSهاي  كشت پايه داراي نمك محيط نشان داد كهبدست آمده 

NAA وBAP باشد مي ها ژنوتيپاين در ريزنمونه جنين  ازكالوس  يمحيط كشت مناسبي جهت القا .

آسكوربيك به اسيد يا گرم در ليتر   5/0مانند زغال فعال به ميزان اي شدن  دارنده قهوهاستفاده از مواد باز

ها  اي شدن كالوس از قهوه داري يبه طرز معن گرم در ليتر5/0به ميزان  PVP گرم در ليتر و يا125/0ميزان 

ولي از آنها  زا توليد نمود جنينهاي  كالوس ،باززاييهاي  كشت  ها در محيط واكشت كالوس. جلوگيري كرد

توانايي  پلوئيدي به دليل پلي ها نشان داد كه فلوسايتومتري اين كالوس  بررسي .جنين سوماتيكي بدست نيامد

همراه دقيقه به  15و  10، 5تلقيح  هايتيمار ن نشان داد كهنتايج مربوط به انتقال ژ .كمي براي باززايي دارند

يك نسخه از ژن حداقل  حضور .داشتكشتي  هم  در محيطبهترين نتيجه را   NAAو   BAPهاي هورمون

gus  هاي آزمون با هر سه ژنوتيپ  كالوس درو بيان آن PCR  صد تراريزش با در .تاييد شدو هيستوشيميايي

ها به  مشابه هريك از ژنوتيپبا توجه به پاسخ نسبتا . درصد بود 6/0به طور ميانگين  gusژن گزارشگر 

اين ژن در  هاي انتقال به عنوان يك راهبرد جهت پروژه تواند نتايج مياين رسد كه  مي نظر ، بهانتقال ژن

  .استفاده قرار گيرد مورد ها ژنوتيپ

  فاشينس  ، آگروباگتريوم توميgusنخود، باززايي، انتقال ژن، ژن گزارشگر  :ها كليد واژه



  

 

  

  
  
  
  
  



  أ

  فهرست مطالب
  
  1  .............................................................................................................................................  مقدمه
  7  ...................................................................................................................................  منابع يبررس
  7  .......................................................................................................................................  مقدمه -1- 2
  7  .......................................................................................................  ويترو اين محيط در باززايي -2- 2

  10  .............................................................................................................  ميمستق ييباززا -2-1- 2
  10  ..........................................................................................................  ييزا نيجن - 2-1-1- 2
  12  ...........................................................................................................  زايي اندام - 2-1-2- 2

  14  ........................................................................................................  غيرمستقيم باززايي -2-2- 2
  14  .......................................................................  كالوس توليد واسطه به زايي جنين - 2-2-1- 2
  15  .........................................................................  توليدكالوس واسطه به زايي اندام - 2-2-2- 2

  18  ....................................................................................................................  سوماكلونال تنوع -3- 2
  20  ...........................................................................  سوماكلونال تنوع تشخيص هاي روش -3-1- 2

  20  .........................................................................................  فلوسايتومتري تكنيك - 3-1-1- 2
  21  .................................................................................................................  بافتها شدن يا قهوه -4- 2
  23  ................................................................................................................................  ژن انتقال -5- 2

  24  .................................................................................................  ژن داريپا و موقت انيب -5-1- 2
  24  ................................................................................  آگروباكتريوم توسط گياهان به ژن انتقال -6- 2

  26  ............................................................................................  آگروباكتريوم ميزباني دامنه -6-1- 2
  26  ............................................................  وميآگروباكتر قيطر از ژن انتقال بيمعا و ايمزا -6-2- 2
  27  ......................................  بافت كشت طريق از اگروباكتريوم توسط گياهان به ژن انتقال -6-3- 2

  27  ..................................................................................  زخمي گياهان سازي آلوده - 6-3-1- 2
  28  ..........................................................................................................  توأم كشت - 6-3-2- 2



  ب

  28  .............................................................................................  برگي ديسك روش - 6-3-3- 2
  29  ...................................................................................................  تراريختگي تائيد هاي روش -7- 2

  29  ..............................................................................................  پليمراز اي زنجيره واكنش -7-1- 2
  30  ......................................................................................................  سادرن هيبريداسيون -7-2- 2
  31  ..........................................................................................  گزارشگر يها ژن از ستفادها -7-3- 2

  31  .....................................................................................................................  گزارشگر يژنها -8- 2
  gus(  ...................................................................................................  32(بتاگلوكورونيداز -8-1- 2

  34  ......................................................................................................................  نشگريگز يژنها -9- 2
  II )nptII(  ...........................................................................  35 فسفوترانسفراز نئومايسين  -9-1- 2

  35  ................................................................................................................  نخود به ژن انتقال - 10- 2
  40  ..................................................................................  نسيفاش يتوم وميآگروباكتر نژاد -1- 10- 2
  41  ............................................  يباكتر با آن يساز آلوده نحوه و نمونه زير يساز آماده -2- 10- 2
  43  .............................................................................................  ييباززا و نشيگز طيمح -3- 10- 2
  44  .........................................................................................  زشيترار درصد و پيژنوت -4- 10- 2
  45  ..........................................................................................  بعد نسل نتاج به ژن انتقال -5- 10- 2
  45  .............  يستيرزيغ و يستيز يها تنش به مقاومت شيافزا هدف با نخود به ژن انتقال -6- 10- 2
  47  .......................................................  زوجنزيرا وميآگروباكتر واسطه به نخود زشيترار -7- 10- 2

  49  .............................................................................................................................  هاروش و مواد
  49  ........................................................................................................................  نمونه ريز تهيه -1- 3

  49  ............................................................................................  اي لپه گره از كالوس يالقا -1-1- 3
  51  ...................................................................................................  نيجن از كالوس يالقا -1-2- 3

  51  ......................................................................................  كالوس يالقا منظور به كشت شرايط -2- 3
  53  ........................................................................................................  ديپلاسم و ييايباكتر نژاد -3- 3
  53  .........................................................................................................................  ديپلاسم دييتا -4- 3



  ت

  Miniprep  ...............................................  53 روش به پلاسميد يDNA استخراج مراحل -4-1- 3
  gus  ....................................................................  55 ژن يآغازگرها با PCR واكنش انجام -4-2- 3

  57  ......................................................................................  نيسيكاناما ريتاث آستانه غلظت نييتع -5- 3
  57  ....................................................................................  يهمكشت و يباكتر كشت يساز آماده -6- 3
  58  ....................................................................................  دازيبتاگلوكورون ييايميستوشيه آزمون -7- 3
  PCR  ............................................................  61  آزمون از استفاده با ها كالوس يختگيترار دييتا -8- 3
  61  ..........................................................................................................................  يآمار هيتجز -9- 3
  63  ................................................................................................................................  بحث و جينتا

  63  .....................................................................................................................  بذور يزن جوانه -1- 4
  63  ............................................................................................................................  ييزا كالوس -2- 4

  63  ........................................................................................................  كالوس يالقا نحوه -2-1- 4
  65  ..................................................................................................................  زنمونهير اثر -2-2- 4
  65  ....................................................................................................................  ژنوتيپ اثر -2-3- 4

  67  ...................................................................................................................  ها كالوس واكشت -3- 4
  69  .............................................................................................................  يتومتريفلوسا يبررس -4- 4
  72  .........................................................  كشت طيمح در شدن يا قهوه بازدارنده باتيترك كاربرد -5- 4
  76  ..............................................................................................................................  ييزا شاخه -6- 4
  78  ...............................................................................................................................  ييزا شهير -7- 4
  79  ....................................................................................................  ديپلاسم يDNA استخراج -8- 4
  81  ......................................................................................  نيسيكاناما ريتاث آستانه غلظت نييتع -9- 4
  82  ....................................................................................................  انتخاب و يكشت هم ح،يتلق - 10- 4
  gus  .........................................................................................................................  86 ژن انيب - 11- 4
  87  .....................................................................................  كالوس از يژنوم يDNA استخراج - 12- 4
  PCR  ...............................................................................  87 آزمون با هاكالوس زشيترار دييتا - 13- 4



  ث

  88  ................................................................  ييايميستوشيه آزمون از استفاده با زشيترار دييتا - 14- 4
  91  .......................................................................................................  شنهاداتيپ و يكل يريگ جهينت
  94  ..............................................................................................................................................  شنهاداتيپ

  97  .............................................................................................................................................منابع
  110  ...............................................................................................................................................  وستيپ

  



  ج

  فهرست اشكال
  

  52  .............................................................................  رشد اتاقك در هاكالوس رشد و القا: 1-3 شكل 
  pBI121  ...............................................................................................  53  ديپلاسم نقشه: 2-3 شكل 
  64  .....................  .نخود مختلف هاي ژنوتيپ از شده توليد هاي كالوس رنگ و شكل تنوع: 1-4 شكل 

  64  ...................................  .آزمايش مورد يها پيژنوت از شده توليد هاي كالوس بافت تنوع: 2- 4 شكل
  68  ................................................................  .كشت طيمح در ها كالوس متفاوت ييزا اندام: 4- 4 شكل
  69  ..............................  آنها شدن يا قهوه و و زا نيجن يها كالوس به نرم يها كالوس ليتبد: 5- 4 شكل
  71  ............  تومتريفلوسا دستگاه از حاصل نخود كالوس يها سلول يديپلوئ سطوح نمودار: 6- 4 شكل
  75  ................  شدن يا قهوه بازدارنده مواد يحاو  يها كشت طيمح در حاصل يهاكالوس: 7- 4 شكل
  76  .........................................  كشت طيمح دو در MCC763 پيژنوت كالوس رشد سهيمقا: 8- 4 شكل
  77  .......................................  كالوس يالقا طيمح در كالوس يها زنمونهير متفاوت واكنش: 9- 4 شكل
  77  .................................................  شاخه رشد كشت طيمح به شده القا يها شاخه انتقال: 10- 4 شكل
  78  ....................................  ييزا شهير كشت طيمح درMCC763  پيژنوت در شهير يالقا: 11- 4 شكل
  79  ..................................................  شده استخراج ديپلاسم) نانودراپ( ينورسنج نمودار: 12- 4 شكل
  gus   ................................................................  80 ژن به مربوط يباز جفت 1100 قطعه: 13- 4 شكل
  84  ...........................................................................................  .انتخاب ،يهمكشت مراحل: 14- 4 شكل
  84  ..................................................................  يزيآم رنگ محلول در ها كالوس دادن قرار: 15- 4 شكل
  87  ..............  .ها كالوس يژنوم يDNA استخراج به مربوط آگارز درصد1 ژل الكتروفورز: 16- 4 شكل
  88  .......................  نخود يها پيژنوت در PCR آزمون در يباز جفت 1100 قطعه حضور: 17- 4 شكل
  89  .............................................................  .مختلف يها پيژنوت كالوس در gus ژن انيب: 18- 4 شكل
  89  ...............................................  . ختيرتراريغ يها كالوس يرو بر يمنف شاهد آزمون: 19- 4 شكل

  
  



  ح

  فهرست جداول
  

  32  ...................................................................  گريهمد با گزارشگر يژنها يبرخ سهيمقا: 1-2 جدول
  50  .....................  آنها زراعي خصوصيات از برخي و تحقيق اين كابلي نخود هايژنوتيپ: 1-3 جدول
  52  ....................  )ليتر در گرم ( كشت طيمح در شدن ياقهوه از كننده يريجلوگ باتيترك: 2-3 جدول
  56  ........  ديپلاسم در gus ژن حضور دييتا يبرا مرازيپل يا رهيزنج واكنش مخلوط ياجزا: 3-3 جدول
  81  .............  .نيسيكاناما مختلف يها غلظت در پيژنوت هر مانده زنده يها كالوس درصد: 1-4 جدول
  85  ...............................................  .پيژنوت 3 هر  كالوس در شده مشاهده يآب نقاط تعداد: 2-4 جدول
  86  ......................................  .نخود پيژنوت 3 به ژن درانتقال شده يريگ اندازه يها يژگيو :3-4 جدول
  93  ....................  ميرمستقيغ ييباززا روش به نخود به ژن درانتقال يشنهاديپ دستورالعمل: 4-4 جدول

 



  خ

  هافهرست نمودار
 

  9  .................  ويترو و پاسخ آنها به دو روش مهم انتقال ژن مسيرهاي مختلف باززايي اين: 1-2نمودار  
  P(  .......................................  67≥05/0(نخود  پيژنوت 3مقايسه ميانگين رشد كالوس در : 1-4نمودار  
  73  ...............  مواد بازدارنده  يحاو يها كشت طيمقايسه ميانگين وزن تر كالوس در مح: 2-4نمودار  
  75  .....................................  ها كشت  طيدر مح ها پيمقايسه ميانگين وزن تر كالوس ژنوت: 3-4نمودار  
  

 



١ 

  فصل اول

  

 مقدمه

 

هاي گياهي از  مختلف در مقايسه با ساير خانوادهگونه  20000با دارا بودن  حبوباتخانواده 

از لحاظ ، سطح زير كشت و كل  حبوبات)1376، باقري و همكاران( .برخوردار استاهميت زيادي 

 حبوباتميليون تن از  300بيش از  2004در سال  .دنباش ومين رتبه پس از غلات را دارا ميتوليد، د

برداشت شده  )هاي زير كشت جهان درصد از كل زمين 13تقريبا (ميليون هكتار 190اي از  دانه

حبوبات از مهمترين منابع پروتئيني در رژيم غذايي بسياري از مردم  .)1387باقري، پارسا و (است

و منبع ارزان  استحدوداً دو برابر غلات  آنهاميزان پروتئين . دنباش كشورهاي در حال توسعه مي

تواند مكمل  مي 1باشد كه به علت غني بودن از نظر اسيد آمينه لايسين مي پروتئين با كيفيت مناسب

بنابراين ورود آنها به رژيم غذايي در مناطقي كه غلات  ).1980گوپتا و كوپر،(پروتئين غلات باشد

 بوبات همچنين داراي عناصر معدني ضروريح .دهد، مفيد خواهد بود غذاي اصلي را تشكيل مي

مصرف اين . باشند ي نظير برخي تركيبات ضد تومور ميمورد نياز انسان و تركيبات ثانويه داروي

غذايي افراد   ، و لذا استفاده از آن دررژيماستقند خون نيز موثر  و كاهش كلسترول درمحصولات 

  .شود ديابتي توصيه مي

                                                 
1 Lysine 
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با نهاده كم، اهميت زيادي  وانايي تثبيت نيتروژن در كشاورزيعلاوه اين گياهان به واسطه ت به

محصولات در حاصلخيزي در حقيقت، نقش اين . شوند ه ميكود ازت داشته و باعث كاهش مصرف

زارهاي كشورهاي درحال توسعه  ت توليد غلات در مناطق خشك و ديمخاك، عامل مهمي در ثبا

  ).1376باقري و همكاران، (باشد مي

 1از خانواده لگومينوزهيكي از حبوبات مهم .Cicer arietinum L نخود با نام علمي 

Fabaceae) (خانواده و زيرFaboideae حوزه  كشور دنيا نظير هند، 40بيش از ر باشد كه د مي

 ).2004رما و همكاران س(شود كشت مي ايرانو از جمله ، آسياي مركزي استراليااتيوپي، مديترانه، 

شواهد مورفولوژيكي و گياهشناسي حاكي از آن است كه نخود جزء اولين گياهان اهلي شده 

بذر اين ). 2003سامرز و همكاران،( است ديرباز در ايران مرسوم بودهخاورميانه بوده و كشت آن از 

) درصد 41-55(، نشاسته)درصد 4/12-5/31(، پروتئين)درصد 2/47-6/67(غني از كربوهيدراتها گياه 

 باشد مي 3و ريبوفلاوين 2ايي نظير نياسينه نظير كلسيم، فسفر، آهن و ويتامين مواد معدني و همچنين

منبع مهم پروتئين عنوان يك  در حال توسعه از ديرباز بهورهاي لذا در كش .)2006پراكاش و همكاران(

  ).2004رما و همكاران س(است مورد توجه بودهها  سبد غذايي خانواده در

درصد سطح  64كه حدوداًً  باشد ز گياهان مهم در گروه حبوبات مييكي ا اين گياه در ايران نيز

كشت در از نظر سطح زير محصول اين. كشت حبوبات را در كشور به خود اختصاص داده استزير

 4بر اساس گزارش فائو ).1384صباغ پور، (گيرد و درجهان در رتبه چهارم قرار مي رتبه سوم دركشور، 

كيلوگرم  797متوسط عملكرد  ميليون هكتار با 6/11اين محصول در جهان  سطح زير كشت) 2007(

                                                 
1 Leguminosae 
2 Niacin 
3 Riboflavin 
4 F.A.O 
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 61/3ني نخود برابر ايران از توليد جهاسهم  .شود است كه عمدتا به صورت ديم كشت ميدر هكتار 

 310000هزار هكتار است كه  755با برابر  كشت آن در ايرانسطح زير ).2007فائو، (باشد درصد مي

در مقايسه با ) كيلوگرم در هكتار 410(عملكرد اين محصول در ايران. شود توليد مياز آن تن محصول 

پايين بودن  .پايين است ،هاي توليد كننده ورو سايركش) گرم در هكتاركيلو 770(متوسط جهاني

ت مديري از قبيلتواند ناشي از عوامل مختلف  ور در مقايسه با عملكرد جهاني ميعملكرد نخود دركش

هاي توليد، كشت آن در اراضي فقير، تنش خشكي، سرما،  از نهادهغلط  برداري بهره ،غيرصحيح

و برخي آفات همچون كرم  )Ascochyta rabiei(نخود زدگي  ها مانند برق اسيت به برخي بيماريحس

با توجه به اين مطلب لزوم اصلاح . باشد)1384صباغ پور، ( )Helicoverpa armigera(خوار  پيله

نظر  هضروري ب انخود براي شرايط آب و هوايي و همچنين اصلاح براي مقاومت به آفات و بيماريه

  .رسد مي

انتخاب به كمك نشانگر در  و ، موتاسيون1گيري مانند دورگهاي اصلاحي  تاكنون از روش

هاي سنتي اصلاح ژنتيكي گياهان در بسياري از موارد با  استفاده از روش .نخود استفاده شده است

هاي نويني  ها با روش رو تلفيق اين شيوه ازاين. ه استصرف زمان، هزينه و نيروي كار زياد همراه بود

تواند علاوه بر كوتاه كردن دوره اصلاحي، كاهش هزينه و افزايش كارايي  چون كشت بافت گياهي مي

 ).1992ناتش و همكاران،(را به دنبال داشته باشد

ها  د جهت گزينش گياهان متحمل به تنشهاي كارآم گياهي يكي از روش 2يويترو اين كشت

ت، دامنه وسيعي از كش نيافته در محيطهاي تمايز نشان داده است كه سلولتحقيقات متعدد . باشد مي

حاضر گزينش در  كه در حال نحوي به). 2002 ،چولا(دهند هاي محيطي را نشان مي مقاومت به تنش

                                                 
1 Hybridization 
2 In vitro 
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ويترو  گزينش اين. باشد طرح ميويترو به عنوان يكي از ابزارهاي مهم در اصلاح نباتات م شرايط اين

يا استفاده از تنوع سوماكلونال  تواند با هدف انتخاب خصوصيات زراعي مورد علاقه بين ارقام و مي

 گزيني ارقام و ه منظور بهويترو ب يكي از مزاياي گزينش اين. ام شوددر شرايط كشت بافت انج

  .قابل كنترل است رهايي از اثرات محيطي غير و1لونالهاي سلولي حاصل از تنوع سوماك لاين

هاي جديدي  تواند فرصت ميهاي انتقال ژن نيز  هاي مهندسي ژنتيك و روش حال تكنيك عين در

در هر برنامه انتقال ژن،  ).2000شرما و اورتيز،( را براي افزايش تنوع در گياهان زراعي فراهم نمايد 

انتقال ژن بدون . نيازهاي اصلي و ضروري دستيابي به گياهان تراريخته است باززايي موثر از پيش

هاي  ها به منظور توليد متابوليت سلول تراريزشباززايي گياهان تراريخته بجز در مواردي كه هدف 

 .)1385فارسي و ذوالعلي (نتيجه است باشد، بي ويترو مي در محيط اين ثانويه

هاي بهبود يافته در نخود نياز به  ك سودمند براي دستيابي به ژنوتيپهاي مهندسي ژنتي تكنيك 

؛ 2005؛ سانيال و همكاران، 2004 سرما و همكاران،(باززايي سريع و كارآمد دارد دستورالعمل

ويترو نشان  ايط ايناما نتايج مطالعات انجام شده روي نخود در شر ).2006چاكرابورتي و همكاران، 

يادي در محيط كشت از خود نشان درشت سرسختي ز اين گياه مانند ساير حبوبات دانهدهد كه  مي

ه باشند مشكل در شرايطي كه سلولها متحمل دستورزي ژنتيكي شد). 1386 ،زارع ميرك آباد(دهد مي

هاي نخود مورد  سلول هاي مختلف زيادي جهت انتقال ژن به روشبا اينكه  .شود از اين هم حادتر مي

و بمباران  2گروباكتريومآاز طريق  تراريزشدو روش استفاده از عمدتاً  گرفته است، اماآزمايش قرار

در . )1998گوپتا و همكاران، (گزارش شده است گياه اين در اي به طور وسيعي جهت انتقال ژن ذره

سانيال و (است شدهاستفاده  در نخود از باززايي مستقيم براي انتقال ژن ي پيشينها روش بيشتر

                                                 
1 Somaclonal variation 
2 Agrobacterium 
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 باززايي بهتردر اين روش اگرچه ). 1387؛ مشتاقي،2007؛ ايندروكر و همكاران،2005همكاران،

رسد كه  نظر مي هتوجه به شرايط گفته شده ب با .باشد د؛ اما راندمان انتقال ژن پايين ميگير صورت مي

اگرچه براي بقولات . داراي راندمان انتقال بهتري باشد به عنوان بافت هدف انتقال ژن به كالوس نخود

وجود ندارد،  1مستقيم از كالوسي غيرباززاي رايبو بخصوص نخود دستورالعملي كارامد و قابل تكرار 

،  MCC496 در باززايي سه ژنوتيپ) 1386( آباد به نتايجي كه از تحقيق زارع ميركاما با توجه 

MCC763 وMCC798  توان به انتقال ژن به اين سه ژنوتيپ  كالوس بدست آمده است، مي در كشت

به گياهان مختلف  gus انتقال ژن گزارشگرهاي متعدد از  با توجه به گزارش .در آينده اميدوار بود

د زميني مانن خانواده سيب) 1386 ،قبولي(نظير آرابيدوبسيس، جعفري و شويدخانواده چتريان 

غلام كدير و (روغني و نخل )2005،پنگ و همكاران(فلفل، )1383 ،حسيني خليفاني(فرنگي  گوجه

پارامترهاي منتقل نموده و نيز به نخود رسد كه بتوان اين ژن گزارشگر را  نظر مي به ،)1998همكاران 

سازي  بهينه با هدف لذا اين مطالعه. سازي نمود به گياه نخود را بهينه هاي مفيد گير در انتقال ژندر

 ههاي سلولي تراريخت تاز كشگياه  اين سه ژنوتيپ و باززايي كالوس به gus ر گانتقال ژن گزارش

  . انجام شده است

  

  

  

 

   

                                                 
1 Callus 
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