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با كنترل توليد گاز اتيلن وافزايش )  .B.napus L(تراريختي در گياه كلزا  بهينه سازي
  عامل انتخاب كننده  تدريجي

  *1علي هاتف سلمانيان  ،4، عليرضا عباسي3،1، علي شرفي 2، جعفر اماني1روح اله كاظمي
  گياهي پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، پژوهشكده بيوتكنولوژي تهران، 1

  كاربردي ميكروبيولوژي، مركز تحقيقات )عج(دانشگاه علوم پزشكي بقيه االله  تهران، 2

 گروه بيوتكنولوژي دارويي ،دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكي زنجان، زنجان 3

 مهندسي كشاورزي، گروه بيوتكنولوژي كشاورزي دانشگاه تهران ، دانشكده علوم و ،كرج 4

  21/9/90 :اريخ پذيرشت    7/4/90 :تاريخ دريافت

 چكيده

رغـم توليـد گياهـان تراريختـه كلـزا       يعل .ترين گياهان روغني جهان به شمار مي رود يكي از مهم ).Brassica napus L( كلزا
ثير ژنوتيپ گياه و تركيب محيط كشـت بـر تراريختـي و بـاززايي و     أبا توجه به اهميت ت. باشد ييي انتقال به اين گياه پايين مآكار

در اين پـژوهش  . بسيار ضروري  استكانامايسين براي رشد اين گياه، توسعه يك روش مناسب جهت انتقال ژن  همچنين سميت
براي تراريخت نمـودن    EPSPSسويه هاي حاوي ژن  فاشينس يبا استفاده از آگروباكتريوم توماز ريزنمونه هاي برگهاي لپه اي 

 درجـه سـانتي   25يح با اگروباكتريوم محيطهاي مختلف همكشتي ، دماي پس از تلق هاريز نمونه . استفاده شد PF  91-7045رقم
ثر از نيترات نقره به عنـوان  ؤطي باززايي به منظور جلوگيري از نكروز شدن ريز نمونه ها و گزينش م. تاريكي قرارداده شد وگراد 

بـراي ايـن منظـور ابتـدا     . كننده استفاده شـد  ممانعت كننده توليد اتيلن و افزايش پلكاني غلظت كانامايسين به عنوان ماده انتخاب
پس از آن با حفظ غلظـت ثـابتي از   . حاوي نيترات نقره و بدون حضور كانامايسين نگهداري شدند يدر محيط باززاي ريزنمونه ها
نوسـاقه  . شـد  ميلي گرم بر ليتـر  افـزايش داده  15روزه به غلظت  10، كانامايسين در يك فاصله )ميلي گرم بر ليتر 5(نيترات نقره 

ميلـي گـرم بـر ليتـر از      2/0گرم بر ليتر  ساكارز و غلظت 15حاوي   MSبه محيط پايه  يريشه زاي يهاي باززا شده به منظور القا
IBA در اين بررسي مشخص شد كه با افـزايش تـدريجي   . ييد شدأثر ژن به گياهان با آزمونهاي مولكولي تؤانتقال م. منتقل شدند

 .تراريختي نيز افزايش مي يابد عامل انتخابي، درصد

  افزايش تدريجي غلظت كانامايسين ،كنترل توليد اتيلن ،همكشتيمحيط  ،فاشينس يآگروباكتريوم توم ،كلزا :يكليدهاي  واژه

  salman@nigeb.ac.ir :پست الكترونيكي ،021-44787365: نويسنده مسئول، تلفن* 

  دمهمق
ترين گياهان توليد كننده روغن  گياه كلزا يكي از مهم

محسوب شده و بعد از سويا و نخل روغني  به عنوان 
. سومين گياه توليد كننده اين ماده غذايي به شمار مي آيد

مين أروغن خوراكي جهان را ت درصد 13اين گياه حدود 
كرده و از نظر سطح زير كشت گياهاني مانند بادام زميني، 

به علاوه . آفتابگردان و پنبه را نيز پشت سر گذاشته است

دليل كيفيت بالاي روغن و كنجاله غني از ه اين گياه ب
. شمار مي روده پروتئين يكي از مهمترين گياهان زراعي ب

بر اساس اين نكات سطح زير كشت جهاني اين گياه در 
  ).40( چند سال گذشته توسعه چشمگيري داشته است

كار گيري روشهاي مهندسي ژنتيك باعث ه ر باز طرف ديگ
توليد واريته هاي جديدي از گياه كلزا شده است كه از نظر 
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صفات با ارزش كشاورزي و اقتصادي بسيار حائز اهميت 
مهندسي ژنتيك در گياهان زراعي و باغباني به . مي باشند

منظور توليد گياهان تراريخت با توانايي بيان ژن خارجي 
مقاومت به عواملي چون ويروسها، حشرات، براي ايجاد 

علف كشها، عوامل فساد بعد از برداشت و افزايش فرآورده 
و  17(كار رفته است ه هاي ذخيره اي تغيير شكل يافته، ب

گزارشات بسياري نيز براي انتقال ژن به گياه كلزا ). 29
جهت تغيير در ژنوتيپ اين گياه از قبيل مقاومت به علف 

كميت و كيفيت روغن وهمچنين استفاده از  كشها، افزايش
و  10(اين گياه به عنوان ذخيره كننده پروتئين وجود دارد 

گياهي و آزمايشات  بافت كشت از طرف ديگر در). 21
 از كه دخالت مي كنند اي پيچيده و متعدد عواملتراريختي، 

 نوع ريزنمونه، گياه، ژنوتيپ به مي توان آنها ترين مهم

 كنون تا .اشاره نمود محيطي شرايط و شتك محيط تركيب

مختلفي  ريزنمونه هاي از كلزا بافت و انتقال ژن به كشت در
به   توان مي  آنها ترين مهم از كه است شده استفاده

 محور، )15(، قطعات ريشه ) 11(شده  جدا ميكروسپورهاي

لپه اي و برگهاي ) 38و  34 ،13) (هيپوكوتيل( لپه زير
در انتقال ژن به گياه كلزا  .كرد اشاره )27) (كوتيلدون(

هفته زمان براي  4هنگامي كه از ريشه استفاده مي شود 
ايي گياه مورد نياز مي باشد و در صورت استفاده از  زباز

. هفته جهت باز زايي زمان صرف نمود 8- 7هيپوكوتيل بايد 
به همين دليل استفاده از كوتليدون براي انتقال ژن يك 

لحاظ صرف زمان  و ساده و ارزان از  روش مناسب از
اگرچه اين . لحاظ تجهيزات و مواد آزمايشگاهي مي باشد

روش نيز نياز به تنظيم و بهينه سازي جهت انتقال ژن دارد 
تا به امروز گزارشات متعددي براي افزايش ). 26و  20 ، 4(

كارايي انتقال ژن به اين گياه ارائه شده است كه اين نسبت 
، متغير بوده و با توجه به گونه و درصد 25 - 4بين 

روش ). 38و  16(ژنوتيپهاي مختلف گياه نيز متفاوت است 
انتقال ژن از طريق آگروباكتريوم به گونه هاي مختلف گياه 

 B.juncea ،B.carinata ،B.napus ،B.oleracea كلزا نظير
 ).21(نيز بهينه شده است  B.campestrisو 

، آنتي بيوتيك كانامايسين به عنوان بين عوامل انتخاب كننده
يك گزينشگر انتخابي به طور معمول در آزمايشهاي 

اين گزينشگر انتخابي با تداخل . كار مي روده تراريختي ب
) نظير كلروپلاست ( در ساخت پروتئين در پلاستيد ها 

منجر به مرگ سلولهاي غير تراريخت كه فاقد ژن 
اثر اين . تند، مي شودنئومايسين فسفوترانسفراز تراژن هس

آنتي بيوتيك به شكل بي رنگ شدن ريزنمونه ها و ممانعت 
از ساقه زايي و ريشه زايي در بافتهاي حساس غير 

گزارشهاي مختلفي از ). 14(تراريخت قابل مشاهده است 
اثرات بازدارنده غلظتهاي بالاي كانامايسين بر باززايي و 

ميزان ). 42و  22، 14(تراريختي گياهان وجود دارد
حساسيت هر گياه به كانامايسين وابسته به عوامل مختلفي 
نظير ژنوتيپ، نوع ريزنمونه، دوره رشدي گياه و شرايط 

بر اين اساس بايستي تراريختي هر . كشت بافت مي باشد
با توجه به ). 14(گياه در شرايط موجود بهينه سازي شود

كشت اتيلن به عنوان يك هورمون گازي شكل، در  اينكه
يندهاي گياهي با منابع ديگري آبافت گياهي و در طي فر

 ،نظير آگار توليد شده و در ظروف كشت تجمع مي يابد
تجمع اتيلن در ظروف كشت به عنوان يكي از عوامل 

). 23و  8(مهاري رشد و ممانعت كننده باززايي مطرح است
همچنين اثر مهاري اتيلن در تراريختي گياهان با 

( به واسطه ممانعت از بيان ژنهاي بيماريزاييآگروباكتريوم 
vir  ( اين باكتري نيز گزارش شده است)به كار ).  30

گيري موادي كه مانع از عمل يا توليد اتيلن مي شوند نظير 
منجر ) آمينو اتوكسي وينيل گليسين(  AVGنيترات نقره و

و  12(به افزايش ميزان تراريختي گياهان مختلف مي گردد 
24  .(  

ين درصد تراريختي در ير اين تحقيق با توجه به ميزان پاد
ثر بر تراريختي مورد بررسي ؤگياه كلزا برخي عوامل مهم م

ي آيسعي شده است كاربر اين اساس  . قرار گرفته است
سويه  مختلف آگروباكتريوم مورد  3با استفاده از تراريختي 

گياه ارزيابي و سپس با استفاده از ريز نمونه كوتيلدوني 
ثر در تراريختي، انتقال ژن به اين ؤكلزا و تنظيم چند عامل م
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در اين روش از تركيبات مختلف محيط . گياه بهينه شود
كشت ، غلظت تنظيم شده نيترات نقره براي ممانعت از اثر 
اتيلن، غلظتهاي مختلف هورمونهاي اكسين، سيتوكينين و 

تراريختي  ماده القا كننده استوسيرينگون جهت بهينه سازي
همچنين افزايش غلظت عامل انتخاب كننده . استفاده شد

ميلي گرم در  15كانامايسين به صورت پلكاني از صفر تا 
ثر گياهان تراريخت مورد استفاده ؤليتر جهت غربالگري م

 .قرار گرفت

  مواد و روشها
كلزاي بهاره  PF -7045- 91بذور رقم تجاري : مواد گياهي

سسه تحقيقات ؤهاي روغني ماز بخش تحقيقات دانه 
اصلاح و تهيه نهال و بذر كرج تهيه وتا زمان مصرف در 

  .گراد نگهداري شد درجه سانتي 4دماي 

به مدت  درصد 70جهت ضد عفوني بذر ها ابتدا از الكل 
سپس بذور با محلول حاوي . دقيقه استفاده شد 2

با نسبت -X  100تريتون  و درصد 5/1سديم  هيپوكلريت
استريل كاملاً  شرايطدقيقه و در  15 مدت به درصد 10

به منظور حذف مواد شيميايي ضد عفوني  مخلوط گرديد
مرتبه شستشو داده  3كننده ، با استفاده از آب مقطر استريل 

را بر روي كاغذ صافي استريل خشك و  بذرها  سپس. شد
 8 سوكروز و  گرم بر ليتر 15 حاوي MS2/1 در محيط 
دانه در هر شيشه  40- 50ار با گسترش آگ   گرم بر ليتر

روز در  4به مدت بذور كشت داده شده . كشت داده شد
در دماي  ساعت تاريكي و 8ساعت روشنايي و  16شرايط

  . )23و  1(گراد نگهداري شدند درجه سانتي 25

نس يآگرو باكتريوم توم فاش: پلاسميدها و سويه باكتري
وهشگاه ملي از پژ LBA4404   ،GV3850, GV3101سويه 

بخش بيوتكنولوژي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري 
به منظور انتقال ژن همچنين از ناقل . تهيه شدگياهي 
pBI121  حاوي ژن جهش يافتهEPSPS )3(  كه تحت

.  مي باشد، استفاده شد CaMV-35S كنترل عمومي پروموتر

اين ناقل حاوي ژن مقاومت به كانامايسين بوده كه توسط 
كنترل ) NOS )nopaline synthaseخاتمه دهنده  پروموتر و
  . مي شود

قبل از تراريختي گياه : انتقال ژن به گياه و باززايي آن
  BAP  )1  ،2  ،4  ،6كلزا، غلظتهاي مختلف هورمونهاي 

 01/0  ،02/0  ،04/0  ،06/0( NAAو ) ميلي گرم بر ليتر 
به در محيط كشت، به منظور دستيابي ) ميلي گرم بر ليتر

ي ريز نمونه برگهاي لپه يشرايط بهينه هورموني براي باززا
بررسي قرار  گياه غير تراريخت مورد) كوتيلدون(اي 

بهترين شرايط به دست آمده، در مرحله بعد در . گرفت
تركيب محيط كشت براي باززايي گياهان تراريخت استفاده 

  .شد

 روزه استريل جدا شده 5برگهاي لپه اي از گياهچه هاي 
پس از حذف مريستم انتهايي روي محيط كشت اوليه  

)MS  ميلي گرم بر ليتر 4حاويBAP    ،30   گرم بر ليتر
پس از يك . كشت شدند) گرم بر ليتر  آگار  7سوكروز و

 16گراد و شرايط  درجه سانتي 25روز نگهداري در دماي 
ساعت تاريكي جهت همكشتي با  8ساعت روشنايي و 
  . ژن هدف مورد استفاده قرار گرفتند اگروباكتريوم حاوي

ي غلظتهااز كشت آگروباكتريوم حاوي ژن هدف در 
رسوب ) :OD600nm 2/0، 4/0،  6/0،  8/0، 1(مختلف 

)rpm3000 ،10  ،تهيه شد و ) گراد درجه سانتي 4دقيقه
مايع و   MS( پس از حل مجدد رسوب در محيط تلقيح 

نهاي پيش تيمار دمبرگ كوتيلدو) گرم بر ليتر  ساكاروز30
. در اين محيط قرار داده شدند) 2(ثانيه  40شده به مدت 

 1/0، 2/0، 4/0،  6/0،  8/0(همچنين غلظتهاي مختلف 
استوسيرينگون جهت تحريك اگروباكتريوم در ) ميلي مولار

. افزايش ميزان تراريختي گياه، مورد ارزيابي قرار گرفت
ه محيط هاي كوتيلدون هاي آلوده به آگروباكتريوم ، ب

،   BAPميلي گرم بر ليتر 4حاوي  MS( همكشتيمختلف  
ميلي  5گرم بر ليتر آگار و   7گرم بر ليتر  سوكروز ، 30

در اين مرحله تركيب . منتقل شد) AgNO3 گرم بر ليتر
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ا با حذف ي به صورت ثابت و MSمحيط كشت كامل 
 KH2PO4  ،CaCl2  ،KNO3تركيبات مختلف از قبيل  

جهت بررسي ميزان  MSزمحيط كشت ا NH4NO3و
گياهچه هاي تراريخت . تراريختي مورد ارزيابي قرار گرفت
ساعت در تاريكي و  48در محيطهاي ذكر شده به مدت 

پس از  ).21(گراد قرار داده شدند  درجه سانتي 25دماي 
حاوي  MS(نوساقه  ياين مدت كوتيلدون ها به محيط القا

گرم   7بر ليتر سوكروز،  گرمBAP ،30 ميلي گرم بر ليتر4
ميلي گرم بر ليتر  سفوتاكسيم و بدون 200بر ليتر آگار و 

منتقل و به مدت يك هفته ) گزينشگر انتخابي كانامايسين
در اين شرايط همه گياهچه . نيز در اين محيط قرار گرفتند

قادر به باززايي بر ) اعم از تراريخت و غير تراريخت( ها 
احل بعد كوتيلدون ها به محيط در مر. روي محيط هستند

 8(اوليه گزينشگر القا نوساقه حاوي مقادير كم كانامايسين
روز در اين محيط  10منتقل و به مدت ) ميلي گرم بر ليتر
ريز نمونه هاي رشد يافته در محيط اوليه . نگهداري شدند

روز يك بار به محيط جديد حاوي همان  10گزينشگر هر 
سپس   8(سين با غلظت افزايشي تركيبات قبلي و كاناماي

نوساقه هاي سبز . واكشت شدند) ميلي گرم بر ليتر  15
 15با غلظت ( باززا شده بر روي محيط گزينشگر نهايي 

جداسازي شده و به محيط ) ميلي گرم بر ليتر كانامايسين
داراي همان تركيبات قبلي بدون هيچ ( طويل شدن نو ساقه 
پس از رشد كافي و . گرديدندمنتقل ) نوع تنظيم كننده رشد

ريشه  يتشكيل مريستم فعال، گياهچه به محيط القا
ميلي  2/0گرم بر ليتر  سوكروز، 15حاوي  MSنمكهاي (

. افتنديانتقال )  گرم بر ليتر آگار 7و   IBAگرم بر ليتر
سانتيمتر به  10گياهچه هاي ريشه دار شده با ارتفاع حدود 

تركيب مساوي از پيت، (گلدانهاي كوچك با خاك استريل 
انتقال يافته و براي سازگاري ) ورميكوليت و پرليت

حفظ رطوبت نسبي بالا و ( تدريجي با شرايط طبيعي 
از سرپوشهاي شفاف پلاستيكي با امكان ) كنترل آلودگي 

پس از سازگاري . تبادل هوا با محيط استفاده گرديد
تقل سرپوشها برداشته شده و گياهان به شرايط طبيعي من

 جهت تعيين ميزان تراريختي و مقايسه با نتايج قبلي،. شدند

ميزان باززايي گياهان در هر يك از غلظتهاي ثابت 
به تنهايي نيز مورد ) ميلي گرم بر ليتر 15و  8( كانامايسين 

  .ارزيابي قرار گرفت

 با تعريف طبق ،) R(نوساقه  باززايي فراواني: آناليز آماري

 ريزنمونه به تعداد ) P(شده توليد نوساقه تعداد شمارش

 ديش پتري هر صورت درصد دره ب ) N(شده  كشت

ريز نمونه انتخاب  100براي هر آزمايش . محاسبه گرديد
. شد انجام تصادفي تكرار كاملاً 3 در نيز شد و هر آزمايش

 SPSS12افزار نرم از استفاده با آمده دسته ب داده هاي
  .تجزيه و تحليل شد

با استفاده از :  PCRگياهان كلزا از طريق  ييختييد ترارأت
ژنومي   DNA) 6(روش استخراج سريع ژنوم از گياه 
براي آناليز مولكولي . استخراج و مورد استفاده قرار گرفت

، از جفت پرايمرهاي زير  PCRگياهان تراريخت آزمايش 
انتقال يافته به گياهان تراريخت با اندازه  EPSPSكه ژن 
 .را تكثير  مي كند، استفاده شد bp1300تقريبي 

EPS1: 5'-CGGGATCCATGGAATCCCTGACGTTACAA-3 '  
EPS2: 5'-GCGGATCCTCAGGCTGCCTGGCTAATC-3'   

ژنومي به  DNAنانوگرم  50با استفاده از  PCRواكنش 
در . ميكرو ليتر انجام شد 25عنوان الگو و در حجم نهايي 

 Taq DNAنزيم ازآ µl 3/0 و   mM Mg+ 2 اين واكنش از

polymerase (5U/µl)  استفاده شد و برنامه مورد استفاده
  :براي انجام واكنش فوق طبق شرايط زير انجام گرفت

 درجه سانتي 94دقيقه واسرشت سازي اوليه در دماي  5
: چرخه تكثير كه هر چرخه شامل  35و به دنبال آن  گراد

د، درجه سانتيگرا 94يك دقيقه دماي واسرشت سازي در 
گراد، يك دقيقه  درجه سانتي 58يك دقيقه دماي اتصال در 

 5درجه سانتيگراد و در نهايت  72دماي طويل سازي در 
. گراد درجه سانتي 72دقيقه دماي طويل سازي انتهايي در 

الكتروفورز شده  درصد 1بر روي ژل آگارز  PCRمحصول 
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ار و پس از رنگ آميزي با اتيديوم برومايد مورد ارزيابي قر
 ). 20(گرفت 

و غلظت ثابت  BAP  ،NAA-6ثيرغلظتهاي مختلف أت  -1جدول 
AgNO3 در صد باززايي  -  بر روي باززايي گياه غير تراريخت كلزا

حاصل از تعداد گياهچه هاي بازاز شده نسبت به كوتيلدون هاي مورد 
  .آزمايش مي باشد

 BAP-6 تيمار
(mg/L) 

NAA 
(mg/L)

AgNO3

(mg/L)

صددرميانگين
گياهان باز زا شده

1 1 - - C30 
2 2 - - C40 
3 4 - - b75 
4 6 - - b70 
5 4 01/0 5 a80 
6 4 02/0 5 a85 
7 4 04/0 5 a95 
8 4 06/0 5 a90 

  نتايج 

: تنظيم غلظت هورمونهاي مختلف جهت باززايي مناسب
در اين تحقيق جهت آزمايش باززايي گياهچه هاي كلزا 

و نيز  NAAو  BAPز دو هورمون وبدون تراريختي، ا
جهت جلوگيري از نكروز شدن بافتها  AgNO3تركيب 

ميلي گرم بر  4 با غلظت BAP هورمون . استفاده گرديد
در . بهترين نتيجه در باززايي را حاصل مي كند ليتر 

 BAPروشهاي قبلي براي باززايي فقط هورمون سيتوكينيني
مي شد، دراين تحقيق به عنوان هورمون باززا كننده استفاده 

به منظور ايجاد ) NAA(ك اكسينياز غلظتهاي مختلف 
تعادل هورموني و تكثير بهتر سلولها استفاده شد كه بهترين 

دست ه ب ميلي گرم بر ليتر 04/0غلظت براي اين اكسين 
علاوه بر آن جهت جلوگيري از توليد گاز اتيلن و . آمد

 5لظت ثابت متعاقب آن نكروز شدن ريز نمونه ها از غ
با توجه . استفاده شد) 21(ميلي گرم بر ليتر  نيترات نقره 

به نتايج به دست آمده از اثر سه عامل فوق، بهترين شرايط 
در . ارائه شده است )1(براي باززايي گياه كلزا در جدول 

بيشترين ميزان فراواني باززايي مشاهده  5،6،7،8تيمارهاي 
ي تفاوت معنا داري را در شد و اين تيمارها از لحاظ آمار

بر اساس آزمون دانكن با ساير تيمارها نشان  درصد 5سطح 
اين نتايج نشان مي دهد كه حضور نيترات نقره و . دادند

باعث افزايش ميزان باززايي در ريز  NAAهورمون 
   .ها مي گردد نمونه

اي ريز نمونه ها و غلظت آگروباكتريوم بر تراكم مناسب
در اين مرحله از تراكم : دون هاي كلزاآلوده كردن كوتيل

. در هرپليت استفاده شد يكوتيلدونريزنمونه  30تا  25
 يالپه يبرگها ،نمونه ها از برش دقيق در قاعده دمبرگريز

در تهيه اين . و حذف مريستم انتهايي بدست آمدند
ها بايد دقت كرد تا بخشي از توده مريستم انتهايي ريزنمونه

در صورت عدم حذف كامل . باقي نماند در قاعده دمبرگ
مريستم  انتهايي پس از چند روز اين بخش رشد يافته و 

وجود خواهند آورد كه تراريخت نبوده و ه هايي را بشاخه
ديگر  ياز سو. شونددرحضور كانامايسين محيط سفيد مي

قاعده دمبرگ كه از توان  يعدم دقت كافي و حذف سلولها
ار بودند نيز مي تواند باعث عدم باززايي بالايي برخورد

چگونگي ايجاد برش . زايي وكاهش تراريختي گرددشاخه
در ريز نمونه هاي كوتيلدوني و چيدمان در محيط پيش 

  .ارائه شده است) 1(كشت در شكل

   
جايگاه مناسب ايجاد برش ريز نمونه مناسب در دو ) الف -1 شكل

كوتيلدوني  يهانمونهريز كشت تعداد مشخص) ب نماي روبرو و كنار 
  كشتبر روي محيط پيش) 25-30( 

  
ها با سوسپانسيون نمونهكشت، ريزساعت پيش 24پس از 

هاي متفاوتي بودند  ODآگروباكتريوم نوتركيب كه داراي 

  بالف
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درجه  25م و دماي أآغشته شده و سپس در محيط كشت تو
طبق گزارشات ارائه شده،  .گراد نگهداري شدند سانتي
ثانيه  40زمان مجاورت ريزنمونه ها با آگروباكتريوم طول 

نتايج نشان ) 2(با توجه به جدول  ). 3(در نظر گرفته شد 
داد كه مناسب ترين تراكم آگروباكتريوم براي آلوده سازي 

 4در تيمار شماره  ريز نمونه هاي كوتيلدون
)8/0OD600nm:( كه تفاوت معني داري در سطح  مي باشد

با استفاده از آزمون دانكن نسبت به ساير  درصد 5احتمال 
  .تيمارها نشان مي دهد

ثيرات زمانهاي مختلف رشد آگروباكتريوم بر روي ميزان أت -2جدول 
 PCRدر صد گياهان باز زا شده شامل گياهان  - تراريختي گياه كلزا

  .مثبت نسبت به كوتيلدون هاي آزمايش شده مي باشد

  تيمار
زمان آلوده 

 سازي 

وريجذب ن
آگروباكتريوم در 

 نانومتر  600

درصد  ميانگين
مثبت  PCR  گياهان

 c1 2/0 ثانيه 40 1

 c1 4/0 ثانيه 40 2

 c2 6/0 ثانيه 40 3

 a6 8/0 ثانيه 40 4

 b4 1 ثانيه 40 5

 c2 2 ثانيه 40 6

بهترين غلظت ماده  ) 3(با توجه به جدول  همچنين
در  virهاي استوسيرينگون به عنوان تحريك كننده ژن

ميلي  2/0 (4در تيمار شماره  اگروباكتريوم براي تراريختي
كه تفاوت معني داري در سطح احتمال  دست آمده ب) مولار

با استفاده از آزمون دانكن نسبت به ساير تيمارها  درصد 5
  .نشان مي دهد

ارزيابي تركيبات مختلف محيط همكشتي  بر ميزان 
رسي اثر تركيب محيط در اين تحقيق جهت بر: تراريختي

و نيز  MSهمكشتي بر تراريختي گياه كلزا ، محيط كشت 
محيط  نمكهاي محيطهاي تغيير يافته با حذف  برخي از

با توجه به گزارشهاي . مورد ارزيابي قرار گرفت MSكشت 
ثير افزايشي و يا كاهشي غلظت برخي أموجود مبني بر ت

يختي در عناصر موجود در محيط همكشتي بر ميزان ترار

، تركيبات مختلف )28،18،9،4(تعدادي از گونه هاي گياهي
اثر افزايشي حذف . محيط كشت مورد آزمون قرار گرفت

و ) 18(، نيترات آمونيوم)9(برخي از تركيبات نظير فسفات
 از محيط همكشتي بر ميزان تراريختي) 18(كلريد كلسيم

بر اين اساس محيطهاي همكشتي تغيير . گزارش شده است
) 4(به شرحي كه در جدول  MSافته اي بر پايه محيط ي

ثير آن بر ميزان أارائه شده با حذف برخي تركيبات آماده و ت
در اين بررسي بهترين  .تراريختي در گياه كلزا ارزيابي شد

 شرايط مجاورت باكتري با ريز نمونه هاي كوتيلدوني در
،  KH2PO4پايه كه تركيبات  MSمحيط ( 6تيمار شماره 

KNO3 وNH4NO3 وCaCl2 حاصل  )از آن حذف شده بود
درصد با  5كه تفاوت معني داري در سطح احتمال  گرديد

استفاده از آزمون دانكن نسبت به ساير تيمارها نشان 
  .دهد مي

بر روي ميزان  ميزان غلظت استوسيرينگونثيرات أت -3جدول 
 PCRان در صد گياهان باز زا شده شامل گياه - تراريختي گياه كلزا

  .مثبت نسبت به كوتيلدون هاي آزمايش شده مي باشد

  تيمار
زمان 
آلوده 
 سازي 

جذب نوري 
آگروباكتريوم 

 600در 
 نانومتر 

 استوسيرينگون
(mM) 

درصد  ميانگين
 PCR  گياهان

 مثبت

 b8 1/0 8/0ثانيه40 7

  a10 2/0 8/0ثانيه 40 8
 b7 4/0 8/0ثانيه40 9

 c6 6/0 8/0ثانيه40 10

  c5 8/0 8/0ثانيه 40 11
گزينش و شناسايي گياهان تراريخت با استفاده از 

پس ازتراريختي : غلظتهاي مختلف كانامايسين
كوتيلدونهاي كلزا و حذف آگروباكتريوم با اثر آنتي بيوتيك 

به محيط  ، ريزنمونه ها)ميلي گرم بر ليتر200(سفوتاكسيم 
به رشد بيشتر اين مرحله  .نوساقه منتقل شدند يالقا

ها در محيط جديد و افزايش مقاومت سلولهاي ريزنمونه
تراريخت در مقابل عامل انتخابي كانامايسين در مراحل 

  . بعدي كمك مي نمايد
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  بر ميزان تراريختي همكشتيبا حذف برخي تركيبات شيميايي در دوره  MSپايه و   MSثير محيط كشت أت -4جدول 

 شيميايي كه از محيط پايه حذف شدندمواد  محيط كشت پايه  تيمار
درصد  ميانگين

 گياهان تراريخت

1 MS+ Sucrose ----- c5  

2 Agar + 
Sucrose 

  MS b11كليه نمك هاي موجود در محيط 

3 MS + Sucrose KH2PO4 c6  

4 MS+ Sucrose KH2PO4+ CaCl2 c7  

5 MS + SucroseKH2PO4+NH4NO3+ KNO3 b11  

6 MS + SucroseKH2PO4+NH4NO3+ KNO3+ CaCl2 a15  

در اين مرحله چگونگي ايجاد برش در كوتيلدون ها  نتايج 
خود را نشان مي دهد، اگر برش و حذف سلولهاي 
مريستمي به درستي انجام شده باشد طي يك هفته تعدادي 
از ريز نمونه ها به طور كامل باززا شده و در تعدادي نيز 

حضور سلولهاي . خواهد شدباززايي به ميزان كم مشاهده 
مريستمي همراه با ريز نمونه ها باعث افزايش باززايي 
كاذب در اين مرحله مي گردد ولي به دليل مقاوم بودن 
سلولهاي مريستمي در برابر تراريختي در نهايت منجر به 
كاهش درصد تراريختي در بين گياهان باززا شده خواهد 

  .شد

به محيط اوليه ها روز ريزنمونه 7پس از گذشت 
ميلي 200ميلي گرم بر ليتركانامايسين و  8داراي (گزينشگر

در اين وضعيت . منتقل شدند) گرم بر ليتر سفوتاكسيم
تعدادي از ريز نمونه ها باززايي را شروع كرده، در تعداد 
ديگري انتهاي بريده شده متورم مي گردد و تعدادي نيز 

بيشتر ريزنمونه  پس از رشد. نكروز شده و از بين مي روند
ها و به منظور حذف گياهان غير تراريخت، اين گياهان به 

ميلي 15(محيط انتخابي با غلظت بالاتري از كانامايسين 
 تراريخت قاعده دمبرگ يسلولها. منتقل شدند) گرم بر ليتر

در مقابل غلظت بالاتر كانامايسين محيط مقاومت كرده و 
-ريز يزايي از انتهااقهحالتهاي مختلف س. سبز باقي ماندند

نشان ) 3(نوساقه در شكل يها در محيط گزينشگر القانمونه
  . داده شده است

  

  

  

  

نوساقه حاوي  يباززايي ريز نمونه ها كلزا در محيط القا  -3شكل 
mg/L 8 فلش ( ريز نمونه هاي باززاشده به رنگ سبز     كانامايسين

به رنگ قهوه )ليفلش تو خا(و ريز زنمونه باززا نشده) تو پر
  .مشاهده مي شود) نكروز(اي

آناليز داده ها براي غلظتهاي ثابت و متغير كانامايسين 
مشخص كرد كه افزايش پلكاني كانامايسين مي تواند 

جدول ( درصد تراريختي را در حد مطلوبي افزايش دهد 
5.(  

بررسي قدرت تراريختي سويه هاي مختلف 
سويه : ط بهينه شده قبليآگروباكتريوم با استفاده از شراي

هاي مختلف آگروباكتريوم در اين مرحله مورد ارزيابي قرار 
از   GV3850 دست آمده سويهه گرفت كه طبق نتايج ب

LBA4404  داراي درصد تراريختي بالاتري بود ولي
  ).  6جدول( آلودگي بالاتري را نيز ايجاد مي كند
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مثبت نسبت به  PCRدر صد گياهان باز زا شده شامل گياهان  - ايسين بر روي باززايي گياه كلزاثير غلظتهاي ثابت و افزايشي كانامأت -5جدول 
  .كوتيلدون هاي آزمايش شده مي باشد

 كانامايسين

(mg/L) 

تعداد كوتيلدون هاي
 آزمايش شده

در تعداد گياهان باز زا شده 
 محيط اتخابي

  PCR  تعدادگياهچه هاي
 و در صد تراريختي  مثبت

8 100 30 6 

15 100 15 4 

20 100 10 1  
* 15-8-0 100 25 15 

  ميلي گرم بر ليتر  15و 8،  0يسين در واكشتهاي ريزنمونه ها در محيطهاي گزينشگر به ترتيب با غلظتهاي افزايش تدريجي غلظت كاناما*

  .رايط بهينه شده قبليبررسي اثر سويه هاي مختلف آگروباكتريوم در تراريختي كلزا با استفاده از ش -6جدول 

سويه
آگروباكتريوم 

ريزتعداد
نمونه 
 يكوتيلدون

تعداد گياهان باز زا
 در محيط انتخابي شده

  PCR  تعدادگياهان
و در صد   مثبت

 تراريختي

LBA4404 100 30 16 

GV3850 100 35 20 

GV3101 100 40 10 

       
تا دو  نمونه ها پس از باززايي ورسيدن به اندازه حدود يك
در اين  .سانتيمتر به محيط طويل شدن نوساقه منتقل شدند

است ميلي گرم بر ليتر   15محيط كه ميزان كانامايسين آن 
و تعداد ) مقاوم(تعدادي از ريز نمونه ها سبز باقي ماندند 

ا بنفش شدند كه اين يديگري همزمان با رشد سفيد و 
ژن در ا قرار گيري يوضعيت نشانه غير تراريخت بودن 

پس از رشد گياهچه تراريخت به . مكانهاي نامناسب است
ك گياه مستقل ، گياهچه از محل ساقه از بقاياي ريز يشكل 

نمونه كوتيلدوني جدا شده و به محيط ريشه زايي انتقال 
پس از ريشه زايي، گياهچه ها آمادگي لازم را براي . يافت

هاي  هچهگيا). الف 4شكل(انتقال به شرايط خاك را دارند 
دار شده به گلدانهاي كوچك با خاك استريل منتقل  ريشه
ساعت روشنايي  16 نوريرشد در گلخانه با شرايط . شدند

 درجه سانتي15در روز و  25ساعت تاريكي، دماي   8و 
و اين گياهان به مرحله بذر ) ب4شكل(شب انجام شد گراد

  ).ج4شكل(دهي نيز رسيدند
  

     
  الف                                         ب                                            ج                                                 

  گياهچه كلزاي تراريخت باززا شده آماده و چگونگي انتقال به خاك وشرايط گلخانه اي)  4(شكل 
  مراحل مختلف رشد گياه در شرايط فيتوترون)  ، جگياهچه ريشه دار شده در محيط ريشه زايي  ب )  الف
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پس از انتخاب و رشد : لكولي گياهان تراريختوبررسي م
كامل گياهان تراريخت ، بررسي مولكولي بر روي آنها 

ژنومي گياهان مورد بررسي از برگهاي  DNA. انجام گرفت
به . تراريخت استخـراج گــرديد يجوان و سبز گياه كلزا

استخراج شده، از  DNAي خلوص و كيفيت منظور ارزياب
براي استفاده . روش الكتروفورز روي ژل آگارز استفاده شد

،  بعد از تعيين غلظت PCRاستخراج شده در  DNAاز 
DNA  نانوگرم به عنوان الگو در واكنش  50حدودPCR  به

با  PCRمحصول   .با شرايط قبل انجام شد PCR. كار رفت
درصد  1روي ژل آگارز بر  bp 1300طول تقريبي 

 ).5شكل(آناليزگرديد

  
  EPS1,EPS2با استفاده از پرايمرهاي  PCRآزمون  )5(شكل 

 
ژنومي با استفاده از پرايمرهاي  DNAبراي  PCRآزمون 

EPS1,EPS2 :  محصول :  1,2چاهكPCR   حاصل ازDNA  گياه
كنترل منفي (گياه غير تراريخت PCRمحصول :  3تراريخت، چاهك 

كنترل (با استفاده از پلاسميد نوتركيب   PCRمحصول : 4هك ، چا)
: 6چاهك  ،)كنترل منفي(بدون الگو   PCRمحصول : 5، چاهك )مثبت

  Mix (Fermentas)نشانگر وزن ملكولي 
  بحث

استفاده از اگروباكتريوم به عنوان يك ناقل طبيعي در 
تراريختي گياهان روشي مرسوم و كارآمد است كه در مورد 

در اين تحقيق نيز به منظور . ي از گياهان كاربرد داردبسيار
هاي نوتركيب به گياه كلزا از سويه  پلاسميديانتقال ناقل 

در اكثر تحقيقات، براي . اين باكتري استفاده شد مختلف
هاي كوتيلدون و هيپوكوتيل را  انتقال ژن به كلزا ريزنمونه

، در اين )7(اند ها ارزيابي كرده تر از ساير ريزنمونه موفق
ك رقم بهاره با اسيد يكه  PF704591تحقيق از رقم 

ان با توجه به اينكه ميز. باشد استفاده شداروسيك پايين مي
ثر در انجام تراريختي و ؤترين عوامل م باززايي يكي از مهم

كشت بافت است و اين عامل در گياه كلزا به شدت تحت 
به همين دليل و ). 33(ثير ژنوتيپ گياه مورد نظر است أت

به منظور كاهش اثر ژنوتيپ در باززايي از رقمي استفاده 
رش شد كه در مطالعات قبلي باززايي مناسبي از آن گزا

  ). 1(شده بود 

در اين پژوهش از ريز نمونه كوتيلدون براي انتقال ژن 
استفاده از اين نمونه نسبت  به ريز نمونه  هيپو . استفاده شد

 از حاصل هاي كوتيل داراي اين مزيت است كه نوساقه

مستقيم از انتهاي بريده شده  زايي اندام از ناشي لپه كشت
) Somaclonal variation(بوده و كمترين تنوع سوماكلونال 

به عبارت ديگر انتظار مي رود گياهچه هاي ايجاد . را دارند
اما نوساقه هايي . شده داراي يكنواختي ژنتيكي بالايي باشند

كه از كشت محور زير لپه ايجاد مي شوند، ابتدا مرحله 
كالوس زايي را طي كرده و پس از استقرار درمحيطهاي 

به عبارت ديگر . اد مي كنندمناسب گياهچه هاي سبز ايج
گياهچه ها دراثر باززايي غير مستقيم تشكيل شده و سبب 
تنوع سوماكلونال و توليد گياهچه هايي با ساختار ژنتيكي 

علاوه بر باززايي مستقيم، امكان باززايي . متفاوت مي شود
چندين نوساقه از يك لپه نيز وجود دارد كه اين مسئله 

يادي و مهندسي ژنتيك كلزا دارد اهميت زيادي در ريز ازد
)1 .(  

چگونگي ايجاد برش در كوتيلدون ها براي تهيه ريزنمونه 
از مراحل بسيار حساس در كشت بافت است كه مي تواند 

در زمان . ثير به سزايي داشته باشدأدر بازده تراريختي ت
بريدن كوتيلدون چنانچه از ناحيه مريستمي خيلي فاصله 

ززايي به ميزان بسيار زيادي كاهش مي گرفته شود ميزان با
يابد و بر عكس چنانچه در اين مرحله توده مريستمي 

 يزيادي همراه كوتيلدون باشد به سرعت در محيط القا
رغم مشاهده  به عبارت ديگر علي. نوساقه باززا مي شوند

باززايي زياد، نمونه هاي باززا شده كه باززايي آنها نيز 

١٣٠٠bp 
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ته پس از انتقال به محيط اغلب در كمتر از يك هف
اختصاصي صورت مي گيرد، تراريخت نبوده و در 

ثير آنتي بيوتيك كانامايسين از أمحيطهاي انتخابي و تحت ت
سن ريز نمونه نيز از موارد مهمي است . بين خواهند رفت

ريز نمونه . كه بايد در تراريختي كلزا آن را مد نظر قرار داد
سبت به ريز نمونه هايي با ن) روزه 5الي  4( تر هاي جوان

  ). 27و  7(سن بيشتر قابليت بيشتري براي تراريختي دارند 

گزارشهاي اوليه درباره ترارريختي كلزا نشان مي دهد كه 
براي باززايي  BAPحضور هورمون سيتوكينيني نظير 

گزارشهاي ) 27(ريزنمونه كوتيلدوني ضروري مي باشد
يك هورمون  جديدتر بيانگر اين نكته است كه حضور

منجر به نتايج  بهتري  براي  باززايي   BAPاكسيني در كنار 
با توجه به اين موارد، براي ). 21و  7(ريزنمونه ها مي گردد

دستيابي به  سطح مناسب باززايي بايستي قبل از تراريختي 
. غلظت هورمونهاي مختلف مورد ارزيابي قرار مي گرفت

مختلف هورمونهاي اين ارزيابي نشان داد كه غلظتهاي 
اكسين و سيتوكينين مي تواند بر روي ميزان باززايي بسيار 

ثير گذار باشد همچنين بايد ذكر كرد كه اضافه نمودن أت
ميلي گرم بر ليتر مي تواند  04/0به ميزان   NAAهورمون 

  . به ميزان قابل توجهي ميزان تراريختي را افزايش دهد

در كشت شبانه ) تريغلظت باك(ميزان رشد اگروباكتريوم 
بهترين پاسخ زماني به . نيز از موارد موثر در تراريختي است

در . باشد 8/0كشت باكتري در حدود  OD600دست آمد كه 
OD600  با مرگ سلولهاي باكتري و تجمع آنها  8/0بالاتراز

كه منجر به كاهش تراريختي ريز نمونه ها مي  دهمواجه ش
متري از باكتري مي در همين شرايط، غلظتهاي ك. شود

تواند منجر به كاهش اتصال مناسب باكتري به سلول گياهي 
از طرف ديگر مشخص شده است كه ژنهاي  ).21( گردد

در اگروباكتريوم به وسيله مواد ) vir gene(ناحيه بيماريزا 
فنلي آزاد شده از محل زخم گياه، فقر فسفات، 

، در ) 41 و 35(پايين فعال مي شوند  pHمونوساكاريد ها و
اين تحقيق نيز از استوسرينگون به عنوان يك ماده فنلي كه 

براي ) 37(گردد  T-DNAمي تواند موجب افزايش انتقال 
بهينه سازي شرايط تراريختي در مرحله  آلوده سازي به 

عامل ديگري كه جهت بهينه . اگروباكتريوم استفاده شد
وجه قرار سازي تراريختي با اگروباكتريوم  بايستي مورد ت
دماي .  بگيرد، دماي محيط در هنگام تراريختي است

 درجه سانتي 25تا  22بين  virژنهاي  يمناسب براي القا
ذكر شده كه كمتر از دماي بهينه براي رشد  گراد

). 39و  19، 5(است ) گراد درجه سانتي28(اگروباكتريوم 
در خصوص تراريختي گياه كلزا نيز بهترين نتيجه زماني به 

در سوسپانسيون  virژنهاي  يت آمد كه دما در زمان القادس
 با ريز نمونه در همكشتياگروباكتريوم ونيز در مدت زمان 

 . ثابت نگاه داشته شد گراد درجه سانتي 25

در تراريختي با اگروباكتريوم مجموعه عواملي كه شرايط 
را فراهم مي  virبهينه اتصال به ميزبان و تحريك ژنهاي 

واند در افزايش انتقال ژن با واسطه اين باكتري آورد مي ت
مكاني است كه  همكشتيمحيط ). 4(ثر باشدؤم

اگروباكتريوم در مجاورت گياه وظيفه انتقال ژن را به انجام 
 همكشتيبه نظر مي رسد غلظت يونهاي محيط . مي رساند

اگر بتواند شرايط بهينه را براي باكتري فراهم نمايد هر چند 
هينه نباشد، با توجه به كوتاه بودن اين دوره براي گياه ب

وجود نمي آورد ولي مي تواند منجر ه براي گياه مشكلي ب
استفاده از محيطهاي ). 4(به افزايش ميزان تراريختي گردد

با غلظتهاي  MSبا غلظت نمك كمتر نظير محيط  همكشتي
و نيز محيطهاي تغيير يافته كه به ) 17(نصف و يك دهم 
بررسي اثر تركيبات مختلف چون كلسيم  طور مشخص به

يا ساير موارد موجود در محيط كشت پرداخته است، ) 28(
در ميزان  همكشتينشان مي دهد كه غلظت يونها در محيط 

يافته هاي اين تحقيق ). 18و  9 ، 4( ثر استؤتراريختي م
نيز نشان مي دهد كه حذف برخي از تركيبات محيط 

تواند ميزان تراريختي را  مي MSبا پايه محيط  همكشتي
بهترين نتيجه از حذف همزمان تركيبات . افزايش دهد

KH2PO4  ،KNO3 وNH4NO3 وCaCl2 دست آمده ب .
نكته قابل توجه اين است كه حتي استفاده از محيط حاوي 
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ونهاي موجود يآب،آگار و قند كه منابع يوني آن محدود به 
شرايط بهتري را در آگار و مقادير ناچيز آب مقطر است نيز 

. كامل فراهم مي آورد MSبراي تراريختي نسبت به محيط 
هر چند گزارشهايي مبني بر اثر كاهشي حذف برخي يونها 

به ). 4(نظير منيزيم و آهن بر ميزان تراريختي وجود دارد
طور كلي به نظر مي رسد كه غلظت پايين يوني شرايط 

ختي فراهم بهتري را براي تحريك  اگروباكتريوم و تراري
نوع آگار به كار رفته در محيط كشت  البته احتمالاً. مي آورد

و ميزان يونهاي موجود در آن مي تواند در اين امر مهم 
  .باشد

به طور معمول در تراريخت كردن و باززايي گياه كلزا، از 
آنتي بيوتيك كانامايسين به عنوان عامل گزينشگر استفاده 

ت با ايجاد اختلال در عملكرد كانامايسين قادر اس. مي شود
ريبوزوم، كه در  s30پروتئين سازي و با اتصال به بخش 

وجود دارد، سلول تحت اثر را )نظير كلروپلاست(اندامكها 
بيشترين ژني كه در كشت بافت براي انتخاب . از بين ببرد

گياهان تراريخت استفاده مي شود، ژن نئومايسين 
يق فسفريلاسيون گروه باشد كه از طرفسفوترانسفراز مي

بيوتيكها به گياهان اجازه هيدروكسيل اين گروه از آنتي
بيوتيكهاي گليكوزيدي مانند مقاومت در مقابل آنتي

در اين بررسي از استراتژي  .)31(كانامايسين را مي دهد 
اي در افزودن آنتي بيوتيك كانامايسين استفاده  چند مرحله

ه با اگروباكتريوم به مدت ابتدا ريزنمونه هاي تلقيح شد .شد
يك هفته در محيط باززايي فاقد كانامايسين قرار داده 

 8در مرحله بعد آنتي بيوتيك با غلظت پايين و  . شدند
مورد استفاده قرار گرفت و بازكشتهاي ميلي گرم بر ليتر

ميلي گرم 15بعدي با افزايش غلظت، مقدار آنتي بيوتيك به 
ي رسد طي اين افزايش به نظرم. رسانده شد  بر ليتر

تدريجي، به سلولهاي تراريخت اجازه سازگار شدن با 
محيط كشت و بيان سطح مناسبي از ژن نئومايسين 

هر چند برخي سلولهاي غير . فسفوترانسفراز داده مي شود
تراريخت نيز در مرحله اول از عامل انتخابي عبور كرده و 

 15تيك به باززا مي شوند، ولي طي افزايش غلظت آنتي بيو

در همين . ميلي گرم بر ليتر اين گياهچه ها حذف مي شوند
شرايط گياهچه هايي كه از باززايي وتكثير سلولهاي 

كه در صورتي. تراريخت حاصل شده اند سبز باقي مي مانند
بالاي كانامايسين استفاده شود،   از همان ابتدا از غلظت

ي كه ياتراريخت و سلولهاحتمال دارد كه سلولهاي غير
تعداد نسخه هاي واردشده به درون ژنوم آنها كمتر است، 
مرده و تركيبات فنلي و ساير محتويات درون واكوئلها به 

همين امر مي تواند بر روي . محيط بيرون منتقل گردد
سلولهاي ديگر و حتي سلولهاي تراريخت اثر گذاشته و 

  ). 33(باعث مرگ آنها شود 

اند ميزان تراريختي ريز عامل مهاري ديگري كه مي تو
ثير قرار دهد توليد گاز اتيلن توسط أنمونه ها را تحت ت

گاز اتيلن توليد شده توسط . سلولهاي گياهي است
ريزنمونه ها و حتي خود تركيبات محيط كشت، اثرات 
نامطلوبي بر روي ريزنمونه هاي تراريخت سالم گذاشته و 

ذف اتيلن از ح). 31(از باززايي آنها جلوگيري مي نمايد 
 يكي از راههايطريق واكشت نمودن متوالي نمونه ها ، 

علاوه بر . متداول براي مقابله با اين عامل مهاري است
انتقال نمونه ها به محيط كشت جديد، روش ديگر استفاده 
از نيترات نقره در محيط كشت است كه به عنوان يك مهار 

چه گر. كننده عمل اتيلن به خوبي شناخته شده است
). 30(مكانيزم مهاري آن هنوز به خوبي روشن نشده است

در اين آزمايش مشخص گرديد، استفاده از نيترات نقره  
گياه  يباعث افزايش باززايي و تراريختي در ريز نمونه ها

) 31و  30، 24(كلزا مي شود، كه با نتايج تحقيقات پيشين 
  .نيز مطابقت دارد

ي باززا شده در منابع در رابطه با ريشه زايي گياهچه ها
مختلف به طورعمده براي ريشه زايي در كلزا از دو عامل 

 IBAكاهش قند محيط كشت و استفاده از هورمون 
)Indole-3-butyric acid (در تحقيقات . استفاده مي شود

ميلي گرم بر  5 ميلي گرم تا 1/0ي غلظتها IBAقبلي، براي 
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و  7(شده است  نيز گزارش) برابر غليظ تر 50يعني ( ليتر
25.(  

به نظر مي رسد نوع ژنوتيپهاي مختلف، ساير تركيبات به 
كار رفته در محيط كشت، شرايط محيطي و كيفيت هورمون 
. مصرفي مي تواند توجيه كننده اين دامنه وسيع غلظت باشد

كه اكسينها تحريك كننده ريشه زايي بوده و با توجه به اين
ريشه زايي اثر ممانعت ي بالاتر آن پس از تحريك غلظتها

علاوه بر آن نتايج اين تحقيق . كنندگي برريشه زايي دارد
 IBA ميلي گرم بر ليتر 2نشان داد كه استفاده از غلظت 

ي غلظتهابه همين دليل از . كالوس مي گردد يمنجر به القا
بهترين نتايج براي ريشه . پايين اين هورمون استفاده شد

همراه با  IBAبر ليتراز ميلي گرم  2/0زايي در غلظت 
نيمي از غلظت قند در (گرم بر ليتر 15كاستن قند محيط به 

  . دست آمده ب) MSمحيط استاندارد

اي پليمراز در آناليز گياهان تراريخت آزمون واكنش زنجيره
با استفاده از آغازگرهاي . يكي از روشهاي مرسوم است

ا شرايط اي پليمراز بمناسب و انجام آزمون واكنش زنجيره
توان حضور بخشهاي مختلف  ناقل و اختصاصي، مي كاملاً

نكته قابل توجه . ژن مورد نظر را در گياه به اثبات رساند
ژنومي مناسب  DNAاي كه در اين زمينه وجود دارد تهيه 

اصولا وجود ناخالصي در اسيد نوكلئيك استخراج . است
 شده  منجر به كاهش بازده ويا كاهش در تكرارپذيري

مي   RT-PCRو PCRفرآيندهاي بعدي نظيرهضم آنزيمي،  
 ژنومي تخليص شده از بافتهاي گياهي معمولاً  DNA. شود

نتايج متغيري را در بر دارد كه به طور عمده به دليل 
ممانعت كننده هاي آنزيمي است كه در مراحل خالص 

برخي از  ءمنشا. تخليص مي شود DNAسازي به همراه 

ه ها بافت خود گياه  و برخي نيز ناشي از اين ممانعت كنند
در . مواد به كار رفته در مراحل تخليص ژنوم است

گياهي از تركيب دترجنت  DNAروشهاي معمول استخراج 
CTAB  ياSDS حضور هر يك از اين . استفاده مي شود

نيز ) درصد 005/0در حد (  تركيبات به ميزان بسيار جزيي
 PCRي نظير يم واكنشهاطور كلي از انجاه مي تواند ب

از ديگر ناخالصيها كه ناشي از روش . ممانعت به عمل آورد
 EDTA و   NaClتخليص است، مي توان به الكل، فنل، 

اشاره كرد كه بازدارندگي به مراتب كمتري نسبت به 
تركيبات پلي ساكاريدي . دترجنت هاي ذكر شده دارند

ز به شدت بافتهاي گياهي به خصوص انواع اسيدي آنها ني
  ). 36و  24( است PCRبازدانده واكنش 

با توجه به موارد مذكور به نظر مي رسد مي توان با استفاده 
از كيتهاي تخليص ژنوم  مشكل مذكور را تا حدي كاهش 

در صورت عدم امكان بهره برداري از اين كيتها با . داد
توجه به اجتناب ناپذير بودن برخي ناخالصيها روشهايي 

در اين تحقيق با به . حداقل رساندن آنها لازم است براي به
در ( حداقل رساندن بافت مورد نياز براي تخليص ژنوم 

وهمچنين ) ميلي گرم از بافتهاي جوان تر گياه 20تا  10حد 
رقيق سازي ژنوم تخليص شده براي كاهش اين مواد 

طور خلاصه ه ب). 32،6(بازدانده نتايج مناسبي حاصل شد 
افزايش تدريجي عامل انتخاب كننده، ممانعت  مي توان با

مناسب براي بيان ) زمان(فرصت ياز توليد اتيلن و اعطا
سازه ژني وارد شده به گياه و جلوگيري از مراحل مرگ 

، در كنار كنترل ساير عوامل به نتايج ) نكروز(سلولي
مطلوبي در ميزان باززايي و تراريختي در گياه كلزا دست 
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Abstract 

Canola (Brassica napus L.) is one of the most important oil producing plants in the 
world. In recent years, in spite of transformation in canola via Agrobacterium, the 
efficiency of this method is still low. To consider the effect of plant genotype and 
cultivation medium composition on transformation and regeneration in canola and the 
high toxicity of kanamycin for growth of this plant, it is necessary to develop more 
appropriate and efficient method for transformation of this oily plant. Here we used 
cotyledon explants and Agrobacterium tumefaciens strains LBA4404, GV3850, 
GV3101 harboring mutated gene EPSPS (pBI121+EPSPS) for transformation of canola 
PF7045-91 cultivar. After induction with agrobacterium, explants were placed in 
different cocultivation medium under dark condition at 25 degree centigrade. In 
regeneration process, to prevent necrosis of explants, the fixed amount of silver nitrate 
(5mg/L) was used for blocking ethylene production. The regeneration and selection 
procedure were started in medium containing silver nitrate without kanamycin and  this 
carried on for one week. Subsequently, the kanamycin was added (5 mg/L) and its 
concentration was increased up to 15 mg/L in a ten days period. For root induction, the 
regenerated shoots were transferred to medium containing the MS salt with 15 g/L 
sucrose and 0.2 mg/L IBA. Transformation was confirmed by molecular analysis. Our 
data showed that gradually increasing kanamycin concentration and blocking ethylene 
production could improve the transformation  of B. napus.  

Key words: Brassica napus – Agrobacterium tumefaciens – cocultivation – Control of  
ethylene production –increase in kanamycin 

 
 


