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  چكيده

اين  هدف .اخيرا استفاده از گياهان تجمع كننده فلزات سنگين براي پالايش مناطق آلوده بسيار مورد توجه قرار گرفته است  

در . در گياهان تكثير شده بودو رديابي مولكولي يي القااستفاده از تنوع ،به سرب برموداگرس پالايندگي چمن و مقاومتبررسي پژوهش

به سرب گزينش و سپس در معرض سرب قرار نسبت  EMSتيمار  بدون/بااين آزمايش گياهان حاصل از جنين زايي، اندام زايي، بذور 

برخي واريته هاي سوماكلونال افزايش تجمع، يك گروه افزايش دفع و ساير واريته ها عدم تغيير در صفت نتايج نشان داد . گرفتند

درون شيشه اي، سرب بيشتري را  گزينشنتايج نشان داد كه واريته هاي جديد بدست آمده از روش  .تجمع كنندگي سرب نشان دادند

به منظور ارزيابي الگوي ژنتيكي گياهان حاصل از  RAPDنشانگر . جذب كردند EMSنسبت به واريته هاي حاصل از بذور تحت تيمار 

جفت باز  2100يك باند با اندازه تقريبي  BB08در آغازگر  RAPDالگوي باندي . مسيرهاي مختلف القايي مورد استفاده قرار گرفت

بهبود . را آشكار نمود كه اين مي تواند براي شناسايي نمونه هاي پالاينده مورد شناسايي قرار گيردتجمع كننده جاذب و  واريتهدر 

برموداگرس موفقيت آميز به منظوراصلاح دهنده گزينش تجمع سرب اندام هوايي در بهترين واريته تجمع كننده  و جذب سرب  نشان 

  .مي باشد كه براي اهداف گياه پالايي مي تواند مورد استفاده قرار گيرد

  RAPD- تنوع سوماكلونال - گياه پالايي - فلزات سنگين - چمن: واژگان كليدي

  

 مقدمه

 در بـين فلـزات سـنگين، سـرب     ). Alloway, 1990(ز مشكلات مهم محيط زيسـت مـي باشـد    امروزه آلودگي فلزات سنگين يكي ا

اخيرا استفاده  ).Huang, et al., 1997(با كاربرد روشهايي بايد آن را از محيط زيست پالايش نمودكه است  يكي از مهمترين آلاينده ها

 McGrath(قرار گرفتـه اسـت    براي پالايش مناطق آلوده مورد توجه محققين) گياهان فراانباشت(از گياهان تجمع دهنده فلزات سنگين 

& Zhao, 2003.(    روش هاي اصلاح سنتي براي مقاومت به تنش هاي غير زيستي و زيستي به دليل نياز به زمان، فضا و نيـروي كـار زيـاد

 كشـت هـاي درون شيشـه اي بـه عنـوان منبعـي بـراي القـا تغييـرات         ).Skirvin, et al. 1993; Alibert, et al. 1994(. بسيار مشكل اسـت 

مـورد اسـتفاده قـرار    در بهبود مقاومـت بـه تـنش هـاي محيطي    به دنبال آن انتخاب درون شيشه اي در اصلاح بسياري از گياهان  ژنتيكي و

محققـان توانسـته انـد در زمينـه پـژوهش هـاي اصـلاح درون         بر همين اساس).Bajji, et al., 2000; Tewary, et al., 2000( گرفته است

و نيكـل و سـاير    ، كـادميم منگنـز روي، وع سوماكلونال، گياهان مقاوم به برخي فلزات از جمله آلومينيوم، مس، شيشه اي با هدف القا تن

  ). Bojarczuk, 2004; Gatti, 2008( فلزات را پيدا كنند

 را مهمي نقش شيميايي مواد يا و اشعه با پرتوتابي طريق از زا جهش مواد توسط اصلاح سوماتيكي، اي شيشه درون القاتنوعبر علاوه

 et al., 2007(دارد ياصلاحسـنتي  هـا  روش در تكميلـي  بصـورت  چـه  و مسـتقيم  بصـورت  چـه  محصـولات  كيفيـت  و عملكرد بهبود در

Khawale ;Latado et al., 2004 .(    ار بحـران هـاي   كشور ما به دليل دارا بودن مراكز صنعتي گسترده، معـادن و تعـدد وسـايل نقليـه دچ ـ

، لذا شناسايي گونه هاي سازگار با شرايط آب و هوايي شهرهاي ايران نخستين گام جهت استفاده از ايـن روش  زيست محيطي مي باشد

بـه دليـل داشـتن رشـد      زيبـايي مهم در فضاي سبز علاوه بـر نقـش    يعنصر چمن ها به عنوان. ها در رفع آلودگي هاي كشور خواهد بود

به منظـور  با اين وجود پژوهشـي . د به عنوان يك گياه پالاينده مورد استفاده قرار گيردنگسترده و توليد مقادير بالاي زيست توده، مي توان

بـه فلـزات سـنگين در دسـترس نمـي       پالاينـدگي القا جهش هـاي بـراي افـزايش    و ميزان پالايندگي چمن به آلاينده ها ،ارزيابي مقاومت

خشكي و گرما مي باشد در اين تحقيق تلاش شد كه با اسـتفاده از  با توجه به اينكه برموداگرس يكي از چمن هاي مقاوم به شرايط .باشد



 يهافش            دانشگاه بوعلي سينا - 1392شهريور   هشتمين كنگره علوم باغباني ايران

629 

 

ارزيابي ژنـومي گياهـان   و افزايش  راالقا تنوع سوماتيكي در شرايط درون شيشه اي و تيمار بذر با مواد جهش زا توان مقاومت و پالايش 

  . گرفتانجام  RAPDمقاوم و پالايشگر سرب با استفاده از نشانگر 

  مواد و روشها

در ايـن آزمـايش بـه منظـور افـزايش ميـزان مقاومـت و        . بـود ‘  dactylon’مورد اسـتفاده در ايـن پـژوهش چمنبرموداگرسـواريته    بذر

در ايـن  . پالايندگي در برموداگرس بذر، كـالوس هـاي جنـين زا و شاخسـاره زا تحـت تيمارهـاي مختلـف القـاي جهـش قـرار گرفتنـد            

 2سرب در اندام هوايي و ميزان جـذب سـرب   1، غلظترويشيصفات يكسري و گرفته شدآزمايش هر مسير به عنوان يك تيمار در نظر 

نوع طرح آمـاري مـورد اسـتفاده در    . اندازه گيري شدندبا دستگاه جذب اتمي )وزن خشك اندام هوايي× غلظت سرب در اندام هوايي(

 اي درونشيشـه  القـايي  تنـوع  ژنتيكـي  الگوي بررسي منظور به. اين آزمايش طرح كاملا تصادفي با تكرارهاي نامساوي براي هر تيمار بود

 مختلـف  مسيرهاي طي كه محيط در سرب حضور به نسبت شده وگزينش برموداگرس يافته رشد درگياهانEMSتيمار از حاصل وتنوع

 بـراي  تغييـرات  انـدكي  بـا ) 1983( وهمكـاران  لاپورتـا  روشـد  از بااستفاده استخراج روش  .شد استفاده شاهد همراه بودندبه شده حاصل

 .گرفـــــــــــــــــت انجـــــــــــــــــام وداگرسبرمـــــــــــــــــDNAاســـــــــــــــــتخراج روش بهتـــــــــــــــــرين تعيـــــــــــــــــين

. ،برايبررسيچندشكليبيننمونههاتنهانتايجĤغازگرهاييواردآناليزشدندكهازوضـوحوتكرارپذيريبالاييبرخورداربودند RAPDسازانجامĤزمايش

به منظـور بررسـي   .بررسيپروفايلژنتيكيگياهانحاصلازمسيرهايمختلفالقاييوشاهدبامقايسهباندهايصفرويكتشكيلشدهدرآغازگرهاانجامگرفت

الگـوي بانـدي تغييـر يافتـه در واريتـه      ) EMSتيمار (و برون شيشه اي ) كشت بافت(فراواني تنوع ژنتيكي در مسير القاي درون شيشه اي 

باندهاي اسكور شده هر مسـير بـر اسـاس    . مورد مقايسه قرار گرفت RAPDمقاوم به سرب و شاهد با استفاده از داده هاي مولكولي هاي 

سپس فراواني تنوع براي هـر   و واريته هاي غربالگر شده به سرب در تعداد كل باندهاي تكثير شده هر مسير القايي محاسبه گرديد تعداد

 . محاسبه شدمسير القايي 

  

  نتايج و بحث

مانند ميزان غلظت يصفاتو  تك گياهان حاصل از تيمارهاي مختلف القايي يكسري صفات متمايز نسبت به شاهد مشاهده شد در بررسي

در طي مسير جنين زايي . قرار گرفت پالاينده هاي گياهي است، مورد توجه مهم سرب كه نشان دهنده يكي از ويژگي هايو جذب 

گرديد كه توانست علاوه بر داشتن يكسري تفاوت هاي  Emb2برموداگرس القا تنوع سوماكلونال منجر به ايجاد گياه شماره 

بيشترين وزن تر و  Org5همچنين گياه . داشته باشدتجمع سرب را در اندام هاي هوايي نسبت به ساير نمونه ها مورفولوژيكي بيشترين 

خشك يا به عبارتي بيشترين زيست توده را در ميان گياهان مورد بررسي توليد نمود ولي به دليل عدم تجمع چندان سرب در اندام ها، 

تا خوب، ميزان جذب نيز در آن بالا بود و بعلاوه بر زيست توده نس Org2ي عكس در گياه بگونه ا. ميزان جذب سرب در آن زياد نبود

بطور كلي تنوع زيادي در صفات ظاهري گياهان مانند تعداد و قطر . در كل بيشترين جذب را در بين گياهان و نسبت به شاهد داشت

دستك، طول و عرض برگ، طول ميانگره و وزن تر و خشك بين تيمارهاي القايي  مشاهده گرديد كه با نتايج ساير محققان مبني بر 

كاهش رشد و ) 1989(و همكاران  Jain. تنوع كيفي در صفات فنوتيپي در اثر القا جهش درون شيشه اي يا مواد جهش زا مشابهت دارد

و همكاران  Nehnevajovaكوتولگي، وجود برگ هاي شمشيري و چروكيده تنباكو و ) Guadagnini  )2000گلدهي خردل هندي، 

تنوع مورفولوژيكي در ميان .تغيير در رنگ و شكل برگ در خردل هندي در واريته هاي درون شيشه اي را مشاهده نمودند) 2007(

ن حاصل از باززايي كالوس ها نسبت به شاهد در اين آزمايش نشان دهنده وقوع تنوع سوماكلونال در طي عمليات كشت بافت گياها

 ;Kuijpers, 1994&(مي باشد كه توسط ساير پژوهشگران نيز با ارزيابي هاي فنوتيپي در گياهاني مانند بگونيا و پاپايا ثابت شده است 

Homhuan et al., 2008 Bouman,  .( القاEMS  بر روي بذر اگرچه تنوع متفاوتي را در برخي صفات مورفولوژيكي  نسبت به شاهد

                                                             
1 . Concentration 
2 . Uptake (Extraction) 
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اما گياهان مقاوم به سرب حاصل از مسيرهاي كشت درون شيشه اي دچار . ايجاد نمود اما در افزايش توان جذب سرب اثري نداشت

به منظور بررسي چگونگي تنوع . ب در اندام هاي هوايي شدندتغييرات گسترده تري از جمله افزايش در ميزان تجمع و غلظت سر

مقايسه ) درصد 100(، ميزان جذب سرب و زيست توده اندام هوايي گياهان تيمار شده نسبت به شاهد يندگي در واريته هاي جديدپالا

در اندام هاي هوايي بود، ميزان ميزان جذب برموداگرس علاوه بر اينكه تحت تاثير ميزان غلظت تجمع يافته سرب از محيط . گرديد

در بين گياهان مقاوم به سرب، واريته . ماده خشك يا زيست توده توليد شده توسط گياهان نيز صفت جذب را تحت تاثير قرار داد

بيشترين جذب سرب در . برابر جذب سرب بيشتر نسبت به شاهد داشت 5/1برابر زيست توده و  4/2در حدود  Org5درون شيشه اي 

در مقابل واريته درون شيشه . مشاهده شد كه نسبت به شاهد جذب سرب در حدود دو برابر افزايش يافته بود Org2ريته سوماكلونال وا

برابر زيست توده بيشتر نسبت به شاهد توليد كرده بود اما ميزان جذب سرب در اندام هوايي به ميزان  3/2با اينكه در حدود  Ems1اي 

بنابراين افزايش زيست توده الزاما موجب افزايش تجمع و جذب سرب در . نسبت به شاهد كاهش پيدا نمود درصد در اين گياه 55

اين نتايج بيانگر آن است كه مسيرهاي مختلف القايي هميشه باعث افزايش جذب نمي گردد و گاهي گياهان . برموداگرس نمي باشد

تفاوت رفتار گياهان در برابر حضور . جذب فلز در اندام ها اجتناب مي كنند ايجاد شده بگونه اي تغيير مي يابند كه حتي از تجمع و

فلزات سمي در محيط كشت درون شيشه اي توسط ساير نويسنده ها در كلون هاي اينبرد و وجود فنوتيپ هاي متفاوت در واريته هاي 

ز به اثبات رسيده است كه با يافته هاي اين آزمايش زات در گياهاني مانند سپيدار، تنباكو و خردل هندي نيلسوماكلونال مقاوم به ف

در طي مطالعات خود بر روي خردل هندي ذكر نمود كه علاوه بر ايجاد واريته ) 2007(و همكاران  Nehnevajova. مطابقت دارند

به .ز مشاهده شدهاي سوماكلونال درون شيشه اي كه افزايش جذب سرب را داشتند، گياهاني با كاهش جذب سرب نسبت به شاهد ني

، الگوي باندي آنها بر اساس داده رب حاصل از مسيرهاي القايي مختلفمنظور ارزيابي تفاوت در پروفايل ژنتيكي گياهان مقاوم به س

بر اساس ارزيابي گياهان حاصل از مسيرهاي مختلف . به اشكال مختلف مقايسه شد RAPDهاي صفر و يك در تمامي آغازگرهاي 

، )Ems1(صفات غلظت و جذب سرب، چهار واريته متمايز برموداگرس از نظر كمترين جاذب و تجمع كننده سرب  القايي و مقايسه

در گياهان . نسبت به گياه مادري شناسايي شددر اندام هاي هوايي ) Emb2(بيشترين تجمع كننده سرب و )Org2(بيشترين جاذب سرب 

مقايسه . ست توده بيشتر نسبت به شاهد، بيشترين جذب را در بين گياهان داشتعلاوه بر توليد زي Org2گزينش شده به سرب واريته 

-BB08-450 ،BB08-1600 ،BB08-2100 ،BB07باند متمايز  ششبا ساير افراد وجود  Org2الگوي باندهاي چند شكل در واريته 

350 ،OPN14-100  وOPN14-700 در ). 1جدول (ساير افراد حضور نداشتند  را نشان داد كه در اين واريته تكثير شده بودند ولي در

نيز شناسايي شد كه در  OPG11-50و  BB08-2100كه بيشترين تجمع سرب را در اندام هوايي داشت نيز دو باند متمايز  Emb2واريته 

 ).2جدول (ساير افراد اين باندها تكثير نشده بود 

) Emb2(سرب  2و تجمع كننده )Org2(1ين واريته سوماكلونال جاذببر اساس نتايج حاصل از مقايسه الگوي باندهاي چند شكل در ب

تكثير  RAPDبطور مشترك در هر دو گياه با استفاده از نشانگر BB08-2100 bpدر برموداگرس مشاهده مي شود كه باند اختصاصي 

با توجه به اينكه اين واريته ها در جهت افزايش صفات مربوط به پالايندگي سرب . شد و در ساير گياهان حضور آن مشاهده نشد

مرتبط با مكان ژنومي كد كننده صفت توانايي  BB08-2100 bpجهش يافته بودند مي توان نتيجه گيري كرد كه به احتمال زياد باند 

رموداگرس مي باشد و با اين تفسير احتمال تغيير ژنتيكي در اين گياه را در جهت افزايش تجمع سرب اثبات تجمع كنندگي سرب در ب

گياهان باززايي شده از سلول هاي سوسپانسيوني مقاوم به گلايفوست در نيشكر شش برابر در طي آزمايشي مشاهده شد . مي نمايد

نيز در گياهان باززايي شده مقاوم، يك  RAPDدر الگوي باندي . نشان دادندمقاومت بيشتر به اين علف كش نسبت به گياهان حساس 

غربالگري بنابراين  ).Zambrano, et al., 2003(مشاهده شد كه در گياهان حساس اين باند تكثير نشده بود  bp564باند ويژه با اندازه 

بر اساس نتايج . لاح شده براي مقاومت به سرب بوددرون شيشه اي برموداگرس ابزار مناسبي براي گزينش و ايجاد لاين هاي اص

                                                             
1
 . Extractor plant 

2
 . Accumulator plant 
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تعاريف مورد قبول  بنابر. مي توان اظهار كرد صفت مقاومت به سرب در برموداگرس با توانايي تجمع سرب ارتباطي نداردبدست آمده 

ي مناسب براي پالايندگي مي توانند به عنوان گزينه هاEmb2و  Org2 ،Org5در تكنيك هاي گياه پالايي واريته هاي درون شيشه اي 

  . مناطق آلوده به سرب مورد استفاده قرار گيرند

  با افراد مختلف حاصل مسيرهاي القايي به همراه شاهد Org2مقايسه وضعيت باندهاي چند شكل در واريته  - 1جدول 

 آغازگر
 افراد مورد مقايسه

R2 
Org2 ساير افراد 

BB08-2100 + - 84/0 

BB08-1600 + - 89/0 

BB08-450 + - 89/0 

BB07-350 + - 84/0 

OPN14-700 + - 84/0 

OPN14-100 + - 94/0 

  با ساير افراد حاصل مسيرهاي القايي به همراه شاهد Emb2مقايسه وضعيت باندهاي چند شكل در واريته  - 2جدول 

 آغازگر
 افراد مورد مقايسه

R2 
Emb2 ساير افراد 

BB08-2100 + - 84/0 

OPG11-50 + - 84/0 
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Evaluation ofmutantplantswith afocus on improving thelead phytoremediation in bermudagrass  
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Abstract 
   Recently hyperaccumulator plants for heavy metals are a chose of interest for remediating pollutant 
areas. The aims of this research were to evaluate the tolerance and Pb accumulating of bermudagrass, 
used induced variation and molecular tracing in regerated plants. In this study, plants derived from in 
vitro cultures, seeds with/without EMS treated paths were screen in present of Pb and exposed to Pb. 
Some screened plants showed an enhanced accumulation of Pb, some an enhanced exclusion, whereas 
other variants did not show any changed Pb accumulation properties. The result showed that new 
variaties derived in vitro selection have more Pb accumulation than those derived EMS treatment. The 
RAPD banding patterns revealed a BB08-2100 band in Pb extractor and accumulator plant that can be 
used to characterize the tolerant hyperaccumulators. The improvement of Pb accumulation in Pb 
accumulator and extraction varieties indicated a successful selection bermudagrass for breeding traits 
such as phytoremediation purpose. 
Keywords: Turfgrass- Phytoremediation- Somaclonal variation- RAPD 
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