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زايي جهش. شوداي در ژنوم ميهاي نقطهايجاد جهشزا است كه منجر به يك ماده جهش) NaN3(سديم آزيد 
كه در ايران  Artemisia vulgaris گياه. رودشمار ميالقايي روشي مفيد براي بهبود صفت يا صفات خاصي در گياه به

هاي مويين يافته ريشههاي جهشايجاد كلون. هاي ثانويه متعددي استبه برنجاسف معروف است، حاوي متابوليت
ر اين مطالعه، با د. هاي ثانويه در آن باشدتواند راهكاري مفيد براي افزايش توليد متابوليتاز اين گياه مي حاصل

زايي جهش. اي القا شدندهاي مويين در شرايط درون شيشه، ريشهA4استفاده از باكتري اگروباكتريوم رايزوجنز سويه 
 از محيط كشت فاقد سديم آزيد به. صورت گرفت) مولارميلي 1-5( سطح غلظتي  پنجآزيد در وسيله ماده سديمبه

اي پليمراز آغازگرهاي مربوط به نتايج واكنش زنجيره ،منظور بررسي رخداد جهشبه. عنوان شاهد استفاده شد
مورد تجزيه و تحليل قرار  NTYSISافزار وسيله نرمنتايج به. روي ژل آگارز بررسي شد RAPDو  ISSRنشانگرهاي 

سطح . زايي شدندنتايج نشان داد كه چهار سطح غلظتي از پنج سطح غلظتي اعمال شده منجر به جهش. تندگرف
 21كمترين ضريب شباهت نسبت به شاهد، . هاي بررسي شده نشان ندادزايي در نمونهمولار، جهشغلظتي يك ميلي

  .سديم آزيد بود مولارتي دو ميليدر تيمار غلظ  ISSRنشانگربه كمك درصد  33و  RAPDدرصد به كمك نشانگر 
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   مقدمه
كه در ايران به برنجاسف معروف است،  Artemisia vulgarisگياه 

و يك گياه چند ساله است كه يك  Asteraceaeمتعلق به خانواده 
هاي فرار، تركيبات برنجاسف حاوي روغن. كندتا دو متر رشد مي

يدها است كه به آن خاصيت يترپن لاكتوني و فلاونوسزكويي
در طب سنتي . اندميكروبي و ضد انگلي داده كشي، ضد حشره

-طور وسيع براي درمان ديابت، افسردگي، صرع، بياين گياه به

هاي گياه از خواص بخش كليه. رودخوابي و اضطراب به كار مي
كنندگي، ضد تشنج، ضد نفخ، مسهل صفرا، كشي، ضدعفوني كرم 

 Kumar and).بخش و مسهل برخوردار استآور، آرامخلط 

.Kumari 2009; Sujartha et al. 2013)   
هاي مويين تراريخت به واسطه فعاليت باكتري اگروباكتريوم ريشه

در نواحي آسيب ديده  Agrobacterium rhizogenesرايزوجنز 
در اثر انتقال بخشي از  هاي مويينايجاد ريشه. شودگياه ايجاد مي

و  rola ،rolb ياهاگروباكتريوم رايزوجنز حاوي ژن Riپلاسميد 
rolc هاي واقع ها به ژنوم سلولژن هاي گياه و ورود اينبه سلول

 Karmarkr  and(در ناحيه آسيب ديده همراه است 

Keshavachandran 2001; Kuzma et al. 2006; Fu et al. 2006 (
هاي مويين رشد سريعي دارند و در مدت زمان محدود ريشه
هاي از جمله كاربردهاي ريشه. نندكتوده زيادي ايجاد ميزيست

پالايي هاي ثانويه با ارزش، زيستتوان به توليد متابوليتمويين مي
تبديل تركيبات مهم و انتقال ژن  زيستمواد مضر از طبيعت، 

هاي مويين در استفاده از ريشه. (Guillon et al. 2006)اشاره كرد 
ها ين كاربردهاي آنرت مهمهاي ثانويه يكي از زمينه توليد متابوليت

است، زيرا علاوه برخصوصيات گفته شده در بالا، توان توليد 
هاي مويين برابر يا بيشتر از گياه هاي ثانويه توسط ريشهمتابوليت

 Beta vulgarisدر بسياري از گياهان از جمله . مادري است
)Pavlov et al. 2005( ،Salvia miltiorrhiza )2005 Yan et al.( 

، از كشت )Gentiana macrophylla )2007 al. et Tiwariو 
هاي ثانويه استفاده هاي مويين براي افزايش توليد متابوليتريشه

هاي ثانويه در تاكنون علت افزايش توليد متابوليت. شده است
 .Jain et al)بافت تراريخت ريشه مويين مشخص نشده است 

2008).    

ثير اتهاي مويين تحتريشه هاي ثانويه در كشتتوليد متابوليت
 سويه اگروباكتريوم رايزوجنز. عوامل مختلف قابل افزايش است

Agrobacterium rhizogenes،  مرحله رشد ريشه مويين(Bhadra 

and Shanks 1997; Kim et al. 2001)  اجزاي محيط كشت
(Fukui et al. 1998; Davies et al. 2011) هاي رشد تنظيم كننده

گازهايي مانند دي اكسيد  ،(Kim et al. 2001)ي گياهي خارج
 Liu)و نور  (Williams and Doran 2000)كربن، اكسيژن و اتيلن 

et al. 2002)هاي ثانويه ثر بر توليد متابوليتو، از جمله عوامل م
  .هستند
هاي گوناگون و با اهداف متفاوت زايي در گياهان به روشجهش

هاي مفيد، افزايش د با ويژگيايجاد ارقام جدي. شودانجام مي
قدرت يك صفت مفيد، از بين بردن صفات نامناسب و افزايش 

هاي ثانويه در گياهان دارويي از جمله كاربردهاي توليد متابوليت
 Mahandjiev et al. 2001; Adamu and)ايجاد جهش است 

Aliyu 2007; Khan et al. 2009) زايي هچنين براي از جهش
ايجاد جهش معمولا به . شودها نيز استفاده ميژن مطالعه عملكرد

سديم آزيد . گيردهاي شيميايي و فيزيكي صورت ميروش
)NaN3 (زاي شيميايي قوي در گياهان زراعي محسوب يك جهش

 Dhanayanth and Reddy 2000; Ahloowalia and)شود مي

Maluszynski 2001; Bhat et al. 2005).  
يوه ساده براي ايجاد جهش در گياهان زايي شيميايي يك شجهش

ها جهش. شودها محسوب ميدر جهت بهبود صفات زراعي آن
. شوندها محسوب ميابزارهايي براي مطالعه ساختار و عملكرد ژن

زايي بهبود كيفيت يك يا دو خصوصيت مهمترين مزيت جهش
القايي براي بهبود غلات  جهش. بدون تغيير در بقيه ژنوم است

از جمله گندم، جو، برنج، كتان، نخود و لوبيا استفاده شده اصلي 
هاي مطلوب زاهاي متنوعي به منظور ايجاد جهشجهش. است

گيرند كه به دو گروه كلي پرتوهاي يونيزه مورد استفاده قرار مي
 Ahloowalia and)شوند كننده و مواد شيميايي تقسيم مي

Maluszynski 2001) .مولا منجر به زاهاي شيميايي معجهش
شود كه به تغيير در عملكرد ايجاد جهش جايگزيني باز مي

زاهاي شيميايي طيف وسيعي از جهش اين. انجامدپروتئين مي
شناسي و صفات زراعي را نسبت به گياهان تغييرات ريخت

زاهاي پژوهشگران زيادي كارايي جهش. شودمعمولي سبب مي
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اند و نتايج رسي قرار دادهمتفاوت روي غلات متفاوتي را مورد بر
زاها متناسب با گونه يا رقم ثير جهشادهد كه تمي ها نشانآن

زاهاي شيميايي را كه بسياري از پژوهشگران جهشدر حالي. است
 Dhanayanth and)دانند زاهاي فيزيكي ميثرتر از جهشوم

.Reddy 2000; Bhat et al. 2005) زاهاي بسياري ديگر اثر جهش
  Zeerak)اند زاهاي شيميايي اعلام كردهي را بيش از جهشفيزيك

زا است كه اثر سديم آزيد يك ماده شيميايي جهش. (1991
زايي آن در چندين گونه گياهي و جانوري گزارش شده جهش
 Rines 1985; Raicu and Mixich 1992; Grant and)است 

Slamone 1994). شسديم آزيد در همه موجودات منجر به جه 
زا نيست شود براي مثال در مگس سركه اين ماده جهشنمي

)Kamra and Gallopodi 1979( .آزيد زايي سديمخاصيت جهش
دليل توليد يك متابوليت آلي آزيدي است كه اين متابوليت به به

دهد و باعث ايجاد برهمكنش مي DNAهسته وارد شده و با 
 ;Klienhofs et al. 1978(شود اي در ژنوم ميجهش نقطه

Gichner and Veleminski 1997( . سديم آزيد علاوه بر خاصيت
زايي شود، اثرات جهشپلوئيدي نيز ميزايي منجر به پليجهش
شناسي گياه، كلروفيل، عقيمي و ميزان آزيد روي ريختسديم

 Ahoowalia 1976; Castro(توليد محصول به اثبات رسيده است 

et al. 2003(. Bhagwat et al. (1997)  نشانگراز RAPD  به
منظور بررسي القاي جهش با اشعه ايكس در بادام زميني استفاده 

. جايگاه چندشكلي مشاهده كردند 65آنها در اين مطالعه . كردند
Clara et al. (2007)  لاين جهش يافته بادام زميني را با  10تعداد

بررسي  را مورد ISSRو  RAPDهاي مولكولي نشانگراستفاده از 
ها نشانگرهاي بدست آمده از اين قرار دادند آنها با استفاده از داده

 RT-12و  RT-7 ،RT-10هاي مشخص كردند كه جهش يافته
 نشانگراز  Bibi et al. (2010). ارتباط نزديكتري باهم دارند

زايي اشعه گاما در براي بررسي اثر جهش RAPDمولكولي 
وسيله ه جايگاه ب 73اين مطالعه  در. جمعيت نيشكر استفاده كردند

ها چند درصد از اين جايگاه 75آغازگر تكثير شد كه حدود  13
هاي مويين در هدف از اين مطالعه، القاي ريشه. شكلي نشان دادند

-زايي با استفاده از سديم، جهشA4برنجاسف با استفاده از سويه 

 و ISSR ينشانگرهاآزيد و بررسي مولكولي آن با استفاده از 
RAPD  تاكنون تنها يك گزارش از القاي ريشه مويين در . بود

اين مطالعه  .(Sujatha et al. 2013)برنجاسف منتشر شده است 
  .هاي مويين برنجاسف استزايي در ريشهاولين گزارش از جهش

  
   هامواد و روش

شناسي موسسه تحقيقات از باغ گياه A. vulgarisبذرهاي گياه 
 A4اگروباكتريوم رايزوجنز سويه . راتع خريداري شدها و مجنگل

آوري زيستي و سديم از پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و فن
  .آلمان تهيه شد Merckآزيد از شركت 

  ضد عفوني و كشت بذرها
درصد  96عفوني، بذرها به مدت سه ثانيه در الكل براي ضد

دقيقه  5ت ور و سپس با استفاده از آب مقطر استريل به مدغوطه
دقيقه در محلول كلريد جيوه  5سپس به مدت . شست و شو شدند

ور و متعاقبا سه غوطه 80درصد حاوي يك قطره تويين  1/0
شو و دقيقه شست  5مرتبه با آب مقطر استريل هر مرتبه به مدت 

عدد بذر در هر شيشه  سهبذرهاي ضدعفوني شده به تعداد . شدند
 8ساعت روشنايي و  16وره نوري كشت و در اتاقك رشد با د

گراد نگهداري شدند درجه سانتي 25ساعت تاريكي و دماي 
(Sujatha et al. 2013).  

  القاي ريشه مويين
هاي مويين استفاده هاي گياهان يك ماهه براي القاي ريشهبرگ
ها با اندازه تقريبا هاي مويين ابتدا برگجهت القاي ريشه. شدند

ها و سطح برگ با استفاده احد جدا و در لبهيكسان از يك گياه و
هاي برگ پس از ايجاد زخم، به نمونه. از تيغ، زخم ايجاد شد

 A4يه سو A. rhizogenesدقيقه در سوسپانسيون باكتري  10مدت 
)4/0OD= (سازي به هاي برگ پس از آلودهنمونه. ور شدندغوطه

 26دماي  جامد منتقل و به مدت دو روز در تاريكي و MSمحيط 
ها ها، نمونهبراي حذف باكتري. گراد نگهداري شدنددرجه سانتي

ليترسفوتاكسيم منتقل و /گرمميلي 500جامد حاوي  MSبه محيط 
ساعت  8روشنايي و  ساعت 16در اتاقك رشد با دوره نوري 

تازه حاوي  MSعمل انتقال به محيط . تاريكي نگهداري شدند
پس از سه . يك بار انجام شدسفوتاكسيم به صورت هر دو روز 

هاي برگ دار، انتقال نمونهبيوتيكزيركشت متوالي در محيط آنتي
بيوتيك انجام و هر هفته يك بار به محيط تازه به محيط فاقد آنتي

هاي مويين ايجاد و به اندازه پس از اينكه ريشه. منتقل شدند
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ي متر رشد كردند، هركدام به عنوان يك كلونحدود يك سانتي
مايع منتقل و در دستگاه  MS  2/1مجزا به طور جداگانه به محيط

دور در  110با سرعت ) شركت سهند آذر، ايران(دار شيكر يخچال
 . گراد نگهداري شدنددرجه سانتي 26دقيقه و دماي 

  هاي مويينبررسي تراريختي ريشه
 C-TAB از بافت ريشه مويين با استفاده از روش  DNAاستخراج 

اي پليمراز واكنش زنجيره. (Heidari et al. 2011)شد  انجام
(PCR)  با استفاده از آغازگر ژنrol b (F: 5'-

AGGCGGCTGTTAGTGGACGC-3', R: 5'-
GTCTCCCCTGGCCCGAGTGT-3')  كه با استفاده از توالي

طراحي  vector NTIافزار و نرم NCBIبدست آمده از نمايه 
 PCRواكنش . ا انجام گرفتهييد تراريختي ريشهاشدند، جهت ت

 (TECHNE)  ريزيبا استفاده از دستگاه ترموسايكلر قابل برنامه
مرحله واسرشت كننده در : چرخه به صورت زير انجام شد 35در 

 58رحله اتصال ، مثانيه 30گراد به مدت درجه سانتي 94دماي 
- درجه سانتي 72گراد به مدت يك دقيقه و مرحله تكثير در سانتي

همچنين مرحله واسرشت سازي اوليه در . به مدت دو دقيقه گراد
دقيقه و مرحله تكثير نهايي  3گراد به مدت درجه سانتي 94دماي 

. دقيقه انجام شد 10گراد به مدت درجه سانتي 72در دماي 
 (w/v)درصد  2/1روي ژل آگارز ) PCR  )bp 600محصولات 
  .بررسي شدند

  ي رشدانتخاب بهترين كلوني و رسم منحن
مقدار . ميزان رشد صورت گرفت بر اساسانتخاب بهترين كلوني 

 به طورها گرم از بافت ريشه مويين هر كدام از كلوني 2/0
ليتر ميلي 50ليتري حاوي ميلي 100در ارلن مايرهاي  جداگانه
 تر  وزنگيري برداري و اندازهنمونه. مايع كشت شد MS ½محيط 

براي رسم منحني . ت گرفتروز پس از كشت صور 20و خشك 
 A2گرم از بافت ريشه مويين كلوني 2/0رشد كلوني انتخاب شده، 

نمونه برداري هر سه . ليتري كشت شدميلي 100مايرهاي ارلن در
آماري در  تجزيه. روزه انجام شد 30روز يك بار طي يك دوره 

افزار سه تكرار در قالب بلوك كامل تصادفي و با استفاده از نرم
SAS انجام شد.  

  آزيداعمال تيمار سديم

 Al-Quariny and Khanاعمال تيمار سديم آزيد مطابق روش 

 5و  4، 3، 2، 1هاي ابتدا سديم آزيد با غلظت. ، انجام شد(2010)
ليتري حاوي ميلي 100مايرهاي  سپس به ارلن. مولار تهيه شدميلي

 2/0مقدار در هر ارلن . مايع اضافه شد MS ¼ليتر محيط ميلي 50
ماير حاوي محيط از ارلن. گرم بافت ريشه مويين كشت داده شد

ها به نمونه. كشت فاقد سديم آزيد نيز به عنوان شاهد استفاده شد
دور در دقيقه نگهداري  110دقيقه روي شيكر با سرعت  30مدت 
مايع شست و شو  MS ¼با محيط كشت  ها نمونهسپس . شدند

مايع منتقل و روي شيكر با  MS ½شدند و سپس به محيط 
 . دور در دقيقه نگهداري شدند 110سرعت 

  اي پليمرازواكنش زنجيره
. روز از اعمال تيمار سديم آزيد انجام شد 21برداري پس از نمونه

 .Heidari et al) انجام شد CTABبه روش  DNAاستخراج 

اي پليمراز با استفاده از هفت آغازگر واكنش زنجيره. (2011
، )1جدول( RAPDو شش آغازگر نشانگر  ISSRگر مولكولي نشان

 94مرحله واسرشت كننده در دماي : به اين ترتيب انجام شد
 /RAPD 35 ثانيه، مرحله اتصال 30گراد به مدت درجه سانتي

ISSR 44 گراد به مدت يك دقيقه و تكثير در دماي درجه سانتي
رحله همچنين م. گراد به مدت يك دقيقهدرجه سانتي 72

گراد به مدت سه درجه سانتي 94واسرشت كننده اوليه در دماي 
گراد به مدت درجه سانتي 72دقيقه و مرحله تكثير نهايي در دماي 

 .دقيقه انجام شد 10

  PCRبررسي محصولات 
مورد ) وزني/حجمي(درصد  2/1روي ژل آگارز  PCRمحصولات 

از دستگاه برداري از ژل با استفاده عكس. بررسي قرار گرفتند
. انجام شد) ، امريكاUVPشركت ( VL500مدل  مستند ساز ژل

  . صورت گرفت NTSYSافزار بررسي نتايج با استفاده از نرم
  

    نتايج و بحث
روز پس از اعمال آلودگي با  12هاي مويين حدود نخستين ريشه

هاي ريشه). 1شكل(ايجاد شدند  A4اگروباكتريوم رايزوجنز سويه 
 .يع به خوبي رشد كردندما  MS ½يط مويين در مح

روي ژل آگارز،  rol bمربوط به آغازگر  PCRبررسي محصولات 
  ). 2شكل(ييد كرد اهاي ريشه مويين را تتراريخت بودن بافت
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 ISSRو  RAPDآغازگرهاي مورد استفاده مربوط به نشانگرهاي  -1جدول

  ISSR يآغازگرها RAPDآغازگرهاي
 نام آغازگر توالي آغازگر  (oC)دماي اتصال نام آغازگر الي آغازگرتو(oC)دماي اتصال 

35 TGGACCGGTG C08 44 (CA)7-AC 17898A 
35 AGATGCAGCC E07 44 (CA)7-GT 17898B 
35 AAGCGGCCTC J20 44 (CA)7-AG 17899A 
35 AGCCAGCGAA A16 44 (CA)7-GG 17899B 
35 GTCAGTGCGG U19 44 (GT)6-GG HB-9 
35 CCAGCCGAAC P14 44 (GA)6-CC HB-10 

   44 (GT)6-CC HB-11 
 

  
هاي مويين از محل زخم ريشه. القاي ريشه مويين از برگ برنجاسف -1شكل

  .برگ ايجاد شدند

  
 PCRالكتروفورز محصولات . هاي مويينتاييد تراريختي ريشه -2شكل
) 1(چاهك . هاي مويين را تأييد كردبودن ريشه يختترار rolbژن 

  .  rolbژن ) 2(نشانگر وزن مولكولي و چاهك 
  

ها رشد مناسبي كلوني اوليه ايجاد شد كه اكثر كلوني 30تعداد 
كلوني با رشد مناسب  10. نداشتند و در همان ابتدا حذف شدند

بيشترين ميزان رشد  A2ها، كلوني تكثير شد كه از بين اين كلوني
وني انتخاب و در ادامه بنابراين، اين كل). 3شكل(را نشان داد 

بردن به زمان مناسب براي پي. آزمايش مورد استفاده قرار گرفت
برداري تيمارهاي سديم آزيد، منحني رشد رسم شد براي نمونه

منحني رشد نشان داد كه روز بيست و يكم پس از ). 4شكل(
كشت، پايان مرحله نمايي رشد است و بنابراين، اين زمان به 

  .ه برداري در نظر گرفته شدعنوان زمان نمون
  

  
كلوني رشد  10مقايسه ميانگين وزن تر . انتخاب كلوني برتر -3شكل

 .ميزان رشد را دارد يشترينب  A2 يافته نشان داد كه كلوني 
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نشان داد  A2رسم منحني رشد كلوني . A2منحني رشد كلوني  -4شكل

  .شودايجاد مي 21كه بيشترين ميزان رشد در روز 
  

و  ISSRنشانگرهاي  PCRير ژل آگارز مربوط به محصولات تصو
RAPD  جايگاه تكثيرشده را نشان داد  23و  34به ترتيب تعداد

 14و  21كه تعداد چندشكلي براي اين نشانگرها به ترتيب 
هاي نمونه PCRنتايج مربوط به ). 6و  5 هايشكل(جايگاه بود 

د درص 2/1رز آزيد و شاهد كه روي ژل آگاتحت تيمار سديم 
بارگذاري شده بودند، با استفاده از نرم افزار ) حجمي/وزني(

NTSYS دست آمده بق نتايج بهط .دمورد بررسي قرار گرفتن
مولار جهش نشان ، تيمار غلظتي دو ميليISSRمربوط به نشانگر 

هاي ايجاد شده از تيمار غلظتي دو تصوير ژل تشابه آلل . نداد
همچنين نمودار درختي . اهد را نشان دادمولار و نمونه شميلي

دهنده ضريب  نشان NTSYSافزار حاصل از بررسي نتايج با نرم
مولار و درصد بين نمونه تحت تيمار غلظتي يك ميلي صدشباهت 

 33(مترين ضريب شباهت نسبت به شاهد ك. دنمونه شاهد بو
 طبق نمودار. مولار بودمربوط به تيمار غلظتي دو ميلي) درصد

عنوان به  T2درختي تيمارها به دو دسته كلي تقسيم شدند كه تيمار 
بررسي ). 7شكل(يك دسته مجزا از ساير تيمارها قرار گرفت 

هاي نيز عدم ايجاد جهش در نمونه RAPDزايي با نشانگر جهش
همچنين تيمار . ييد كردامولار را تتحت تيمار غلظتي يك ميلي

را نسبت به شاهد ) درصد 21(كمترين ضريب شباهت  T2غلظتي 
زايي در طور كلي تيمارها از نظر ميزان جهشبه. از خود نشان داد

به  T3و  T1كه، تيمارهاي طوريبه. دو دسته كلي قرار گرفتند
در گروه ديگر  T5و  T2 ،T4همراه شاهد در يك گروه و تيمارهاي 

  ).8 شكل(قرار گرفتند 

هاي در توليد متابوليتهاي مويين از اهميت زيادي كشت ريشه
اي كه در گياه به مقدار پايين هاي ثانويهويژه متابوليتثانويه و به
در هاي كارا امروزه يكي از روش. شوند برخوردار استتوليد مي

هاي ثانويه مهم و مواد دارويي گياهي در مقياس توليد متابوليت
 .Kim et al)هاي مويين در بيوراكتورها است وسيع كشت ريشه

هاي ثانويه هاي مويين در توليد متابوليتاهميت ريشه. (2001
-هاي زيادي در زمينه كشت و بررسي ريشهسبب شده كه فعاليت

 .Bolivar et al. 2007; Chaudhary et al)د هاي مويين انجام شو

هاي مختلف جنس درمنه از گياهان دارويي مهم در گونه. (2008
ويژه تركيب ضد مالارياي انويه بههاي ثزمينه توليد متابوليت

 (Abdul-Manan et al. 2010)روندشمار ميآرتميزينين به

هاي هاي مويين در گونهزمينه كشت ريشهمطالعات متعددي در 
در   (Aryanti et al. 2001).تمختلف اين جنس صورت گرفته اس

A. vulgaris  تا كنون يك گزارش از القاي ريشه مويين منتشر شده
هاي در مطالعه خود، اثر سويه Sujatha et al. (2013). است

مختلف اگروباكتريوم، نوع ريزنمونه، قند و محيط كشت را بر 
ها آن. مورد بررسي قرار دادند A. vulgarisالقاي ريشه مويين در 
و ميزان  1/2MSمحيط ، ريزنمونه برگ، A4در اين مطالعه سويه 

ليتر ساكارز را به عنوان بهترين شرايط براي القاي ريشه /گرم 40
در مطالعه حاضر . (Sujatha et al. 2013)مويين معرفي كردند 

 A4هاي مويين در اين گياه با استفاده از سويه القاي ريشه
ميزان . اگروباكتريوم رايزوجنز و از ريزنمونه برگ صورت گرفت

 .Sujatha et alبدست آمده در اين مطالعه با نتايج تراريختي 

از آنجا كه يكي از خصوصيات مهم . مطابقت داشت (2013)
- هاي مويين ثبات ژنتيكي بالا است، جهش ايجاد شده ميريشه

بنابراين، جهش . تواند براي مدت طولاني در ژنوم گياه حفظ شود
ان بالاي توليد هايي با توتواند منجر به ايجاد كلونيالقايي مي
ثير ات Al-Qurainy and Khan (2010). هاي ثانويه شودمتابوليت

 .Aسديم آزيد را بر افزايش توليد آرتميزينين در بافت كالوس 

annua دست آمده همه طبق نتايج به. مورد مطالعه قرار دادند
هاي سديم آزيد منجر به افزايش آرتميزينين شد كه غلظت غلظت

  . ثير را بر افزايش توليد آرتميزينين داشتابيشترين تمولار ميلي سه
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هاي تحت تيمارهاي غلظتي ، نمونهT1-5، شاهد، T0، نشانگر اندازه مولكولي، RAPD.M نشانگر J20مربوط به آغازگر  PCRنتايج الكتروفورزمحصولات  -5 شكل
 .مولار سديم آزيدميلي 5تا  يك   

  
هاي تحت تيمارهاي ، نمونهT1-5، شاهد، T0، نشانگر اندازه مولكولي، ISSR.M نشانگر HB10مربوط به آغازگر  PCRولات نتايج الكتروفورزمحص -6 تصوير
 .مولار سديم آزيدميلي 5تا  يكغلظتي 

 

  
وان يك دسته مجزا از ساير عنبه T2طبق نمودار درختي تيمارها به دو دسته كلي تقسيم شدند كه تيمار . ISSRنمودار درختي مربوط به نشانگر  -7 شكل

  .تيمارها قرار گرفت
  

هاي سديم آزيد يك ماده شيميايي است كه منجر به القاي جهش
هاي مختلفي براي تشخيص جهش ناشي از روش. شوداي مينقطه

 PCRهاي تشخيصي بر پايه شود كه روشسديم آزيد استفاده مي
سازي ، دورگهPTT، آزمون AFLP. تر استتر و قابل اطميناندقيق

سادرن، گسستگي آنزيمي و شيميايي هترودوپلكس، تغيير 
شيميايي هترودوپلكس، تغيير خواص الكتروفورتيكي 

هاي مورد هترودوپلكس و تعيين توالي نوكلئوتيدي از جمله روش
استفاده براي تشخيص جهش ايجاد شده بر اثر سديم آزيد مورد 

هاي از ديگر روش (Khan et al. 2009). گيرنداستفاده قرار مي

از . است TILLINGاي روش معمول براي تشخيص جهش نقطه
اي در ذرت استفاده شده اين روش براي تشخيص جهش نقطه

در مطالعه حاضر از نشانگرهاي . (Bradley et al. 2004)است 
RAPD وISSR  هاي در اين مطالعه همه غلظت. استفاده شد

مولار، غير از غلظت دو ميليمختلف سديم آزيد مورد استفاده، 
در تصاوير مربوط به ژل آگارز كه محصولات . جهش ايجاد كردند

PCR  مربوط به آغازگرهاي نشانگرRAPD  و هم نشانگرISSR 
ها با استفاده از تجزيه و تحليل داده. تنوع آللي زيادي مشاهده شد

  ت شباه  ضريب  ميزان  كمترين كه   نشان داد   NTSYS  افزارنرم
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، T2در يك گروه و تيمارهاي  T3و  T0 ،T1كه، تيمارهاي طوريبه. تيمارها در دو دسته كلي قرار گرفتند. RAPDنمودار درختي مربوط به نشانگر  -8شكل

T4  وT5 نيز در يك گروه مجزا قرار گرفتند. 

  
-هاي تحت تيمار غلظتي دو ميلينسبت به شاهد مربوط به نمونه

دهنده تفاوت آنجا كه ضريب شباهت كمتر نشاناز . مولار بود
توان ثير سديم آزيد نسبت به شاهد است، ميابيشتر ناشي از ت

ها مولار نسبت به ساير غلظتكرد كه غلظت دو ميليگيري نتيجه
 .Divanli et al. ثير را بر ايجاد جهش داشته استابيشترين ت

را بر ) مولارليمي 1-5(ثير پنج سطح غلظتي سديم آزيد ات (2006)
در اين . چهار رقم مختلف نخود فرنگي مورد مطالعه قرار دادند

مولار سديم ها به اين نتيجه رسيدند كه غلظت يك ميليمطالعه آن
آزيد بهترين غلظت براي القاي جهش بود و كمترين اثر كشندگي 

تواند به علت ثبات هاي مويين ميجهش در ريشه. را داشت
هاي تراريخت حفظ شود و منجر به ايجاد ژنتيكي اين بافت

ييد اين ات. هاي ثانويه بيشتر شودهاي با توان توليد متابوليتكلوني
هاي ثانويه نسبت به موضوع نياز به بررسي ميزان توليد متابوليت

مثل كروماتوگرافي  ايتجزيهكلوني معمولي با استفاده از ابزارهاي 
  . دارد (HPLC)با كارايي بالا 

  گيريجهنتي
هاي مويين برنجاسف منجر به ايجاد جهش سديم آزيد در ريشه

مولار شد كه از پنج سطح غلظتي مورد استفاده غلظت دو ميلي
-زايي را از خود نشان داد و غلظت يك ميليبيشترين اثر جهش

هاي ايجاد شده مربوط به تعداد آلل. مولار جهش ايجاد نكرد

جايگاه بود كه  34و  23ب به ترتي ISSRو  RAPDنشانگرهاي 
 . جايگاه چندشكل مشاهده شد 21و  14به ترتيب 
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