
  

  

  

  ژنتيك نوين
  1391 بهار، 1، شماره هفتمدوره 

  57- 63 صفحه
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  آگروباكتريوم،
  تراريختگي،
، aroAيافته باكترياييژن جهش

  .گلرنگ

 چكيده

 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Agrobacteriumبه كمك باكترياييaroA يافته انتقال ژن جهش

tumefaciens به گياه گلرنگ   
 

  4هاتف سلمانيان، علي3، دانيال كهريزي2*، عليرضا زبرجدي1جواد معتمدي

  

  كشاورزي، دانشگاه رازي كرمانشاه دانشكدهو دانشياران كارشناس ارشد  ترتيببه -3و  2، 1
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  Zebarjadiali@yahoo.com :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *
 )8/9/90 :تاريخ پذيرش -4/3/89 :تاريخ دريافت(

  

كننده كالري براي جوامع بشري محسوب عنوان دومين منبع تامينبعد از غلات به روغني گياهان
- سال در ،چرب هاياسيد لايبا محتواي و كيفيت با روغني داشتن دليل به گلرنگگياه . شوندمي
 aroAيافته منظور بررسي امكان انتقال ژن جهشبه .است گرفته قرار توجه مورد اخير هاي

به گلرنگ كه براي اولين بار در كشور و  Agrobacterium tumefaciensباكتريايي با واسطه 
هورموني و سازي كشت بافت و انتخاب بهترين تركيب جهان گزارش شده است، پس از بهينه

بهترين ريزنمونه، آزمايشي به صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي در سه تكرار، انجام 
 GV3101هاي و سينا با سويه Dincerدر اين آزمايش، كارآيي و فراواني تراريختگي ارقام . گرفت

ين مورد ارزيابي گرم در ليتر كانامايسميلي 50اگروباكتريوم در محيط انتخابي حاوي  LBA4404و 
 آغازگرهاي با PCR آناليزهاي شده، باززا گياهان تراريختگي تأييد منظور بهگرفت و در نهايت 

-نتايج تجزيه واريانس نشان داد كه اختلاف بسيار معني .شد انجام انتخابي گياهان روي اختصاصي
اين دو عامل از نظر  هاي اگروباكتريوم وجود دارد اما اثر متقابل بينداري بين ارقام و سويه

هاي تراريخته در تجزيه آماري نشان داد كه بالاترين درصد باززايي گياهچه. دار نبودآماري معني
درصد  61/20به ميزان  LBA4404و سويه  Dincerمحيط انتخابي حاوي كانامايسين مربوط به رقم 

درصد  10را  Dincer رقم رد تراريختگي فراوانيگياهان تراريخته  PCR تجزيهكه بوده در حالي
 aroAبراي رقم سينا، هيچ باندي مبني بر وجود ژن جهش يافته PCR در تجزيه. نشان داد

(EPSPS) قطعه  تكثير علاوه، به. مشاهده نگرديدbp 1300 ) حاصل از آغازگرهايEPS1  و
EPS2 (تراريخته رقم  گياهان در ژن اين حضور دهنده نشانDincer باشد مي.  

 

  مقدمه
كننده كالري براي جوامع بشري عنوان دومين منبع تامينبعد از غلات به روغني گياهان

 بيشترين و باشندمي برخوردار كشاورزي در نيز زيادي اقتصادي اهميت از و شوندمحسوب مي
 گلرنگ موجود، روغني هايدانه در بين). ERS 2001( كنندتامين مي را بشر خوراكي روغن

)Carthamus tinctorius L. (هاي چرباسيد بالاي محتواي و كيفيت با روغني داشتن دليل به 
 Singh and Nimbkar( است گرفته قرار توجه مورد زنجيره، چند و زنجيره تك غيراشباع

2006( .  
 

 هاي كليدي واژه
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- تنش به مقاومت از نظر خصوصاً(اصلاح اين گياه  رو، اين از

 سبب توسعه كشت آن خواهد شد ،)زيستي غير و زيستي هاي
)Sujatha 2002 .(هاي بيوتكنولوژي و مهندسي ژنتيك در روش

بهبود گياهان زراعي و باغي به منظور توليد گياهان تراريخته با 
يجاد مقاومت به عواملي هاي خارجي براي اتوانايي بيان ژن
ها، عوامل فساد بعد از كشها، حشرات، علفمانند ويروس

هاي ذخيره اي به كار گرفته شده برداشت و افزايش فرآورده
- از اين رو بهينه). Hooykaas and Schilperoort 1992(است 

شدن سيستم كشت بافت اين گياهان و انتقال ژن و ايجاد 
جديد ژنتيكي در شرايط گياهان زراعي با خصوصيات 
-علف ).Cheng et al. 2001(آزمايشگاهي امري ضروري است 

 غذايي تعادل زننده هم بر عوامل ترينمهم از يكي هرز هاي
- مي شمار به جهان جمعيت غذاي تامين و زراعي گياهان براي

 هاينگراني به توجه با. )Carlisle and Trevors 1988(آيند 
 در شيميايي هايكشعلف بردكار علتبه محيطي زيست

 اين به نسبت هرز هايعلف شدن مقاوم همچنين و كشاورزي
 ضروري مشكلات اين رفع براي هاييروش ابداع ها،كشعلف
 براي ژنتيك مهندسي و بيوتكنولوژي علم راستا، اين در. است
 محققان توجه مختلف، گياهان در هاكشبه علف مقاومت القاء
گلايفوسيت  .)Schulz et al. 1990( است هكرد به خود جلب را

كشي وسيع الطيف و فسفونومتيل گلايسين علف–Nيا 
غيرانتخابي است كه به آساني در خاك به اجزاء غير سمي 

شود، از در خاك جذب مي تجزيه شده و پس از استفاده سريعاً
اين رو اثرات سوء زيست محيطي كمتري به دنبال دارد 

)Schuette 1998 .(ها و بيوسنتز تركيبات ابوليسم كربوهيدراتمت
ها ها و جلبكها، باكتريحلقوي در گياهان، برخي از قارچ

ششمين آنزيم . شوندبه هم مرتبط مي 1توسط مسير شيكيمات
هدف ) آنزيم كليدي در اين مسير( 2EPSPSدر اين مسير يعني 

كش با اتصال به اين علف. باشدكش گلايفوسيت مياصلي علف
گردد ، منجر به غيرفعال شدن آن ميEPSPS-S3Pپلكس كم
)Herrmann 1995( . لازم به ذكر است كه آنزيمEPSPS  توسط

                                                           
1 Shikimate pathway 
2 5-Enolpyruvyl shikimate-3-phosphate synthase 

-علف كنترل در سم اين از استفاده براي .شودكد مي 3aroAژن 

 اين به نسبت امكان حد تا را زراعي گياهان بايد هرز هاي
 روش هس از هدف اين به دستيابي براي .ساخت مقاوم كشعلف

نمودن وارد  شامل كه كرد استفاده توانمي هاآن از تلفيقي يا
 آنزيم غلظت بالابردن و گياه به  AROAژن از ديگر اينسخه
وارد نمودن ژني كه ، )Kishore and Shah 1988( مذكور

) gox 4مانند ژن(محصول آن باعث تجزيه گلايفوسيت شود 
)Barry et al. 1992 (با هدف آنزيمننده كژن كد وارد كردن و 

استفاده از . گياه به گلايفوسيت كشعلف با پايين تركيبي ميل
اي براي اولين بار در گياه زايي نقطهروش سوم يعني جهش

كاربرد اين ). Comai et al. 1985(توتون گزارش شده است 
 Kahrizi et al. 2007;Kahrizi and Salmanian(روش در كلزا 

در رابطه با استفاده از سيستم  .ستنيز گزارش شده ا) 2008
هاي انتقال ژن با واسطه اگروباكتريوم به گياه گلرنگ گزارش

اولين مطالعه در خصوص تراريختگي گلرنگ  .اندكي وجود دارد
، در رقم et al. (1992 Ying( توسط A. tumefaciensبا واسطه 
ها با استفاده از سويه آن. گزارش شد Centennial""آمريكايي 

LBA4404  حاوي پلاسميدpBI121  و ژن گزارشگرgus  و ژن
nptIIفعاليت ژن . ، اقدام به تراريخته كردن اين رقم كردندgus 

نتايج . هاي مقاوم به كانامايسين مشاهده شددر نيمي از كالوس
هاي تراريخته هاي باززا شده از كالوسنشان داد كه گياهچه

. انددرصد داشته 15مشتق شده از برگ، فراواني در حدود 
Orlikowska et al. 1995هاي آگروباكتريوم ، تاثير سويه

)p35GUSInt  وLBA4404  حاوي پلاسميدpBI121( نوع ،
هاي تنظيم كننده رشد را بيوتيك، عامل انتخابي و هورمونآنتي

نتايج . روي باززايي و كارآيي تراريختگي گلرنگ بررسي كردند
ننده آنزيم بتا گلوكورونيداز نشان هاي بيان كشمارش تراريخته

بسيار موثرتر از سويه  /p35GUSInt EHA105داد كه سويه 
LBA4404/pBI121 در مطالعات ديگر، انتقال . عمل كرده است

 .Aبا واسطه) A300" "و A1""(ژن به ارقام هندي گلرنگ 

tumefaciens  مورد آزمايش قرار گرفته است)Sankara Rao 

and Rohini 1999; Rohini and Sankara Rao 2000 .( نتايج

                                                           
3 Aromatic acid  
4 Glyphosate oxide reductase 
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طور مستقيم و ريز نمونه باززا شده به 100نشان داد كه از 
گياه تراريخته حاصل گرديده  34تا  23 ،)از كالوس(غيرمستقيم 

فراواني تراريختگي ). Sankara Rao and Rohini 1999(است 
. درصد گزارش گرديد A300 ،3""و در رقم  A1" ،3/5"در رقم 

نشان داد كه كارآيي  npt IIو  udi Aهر دو ژن  PCRناليز آ
 Rohini and(است  A300""بيشتر از  A1""تراريختگي در رقم 

Sankara Rao 2000.( انتقال مورد در گزارش اولين ايران، در -

 منظوربه كلزا روغني گياه به EPSPS آنزيم شده دستورزي سازه
رش شده است گزا گلايفوسيت كشعلف به مقاومت ايجاد

)Kahrizi 2005( .باكتري از تحقيق اين در ايشانA. 

tumefaciens آناليزهاي با و كرده استفاده فوق سازهانتقال براي 
ژن، با  حضور PCR آزمون با ،پلاسميد در ژن حضور مولكولي

كش ها و با تيمار علفگذاري سادرن تعداد نسخهآزمون لكه
 كاهش براي مطالعه، اين در .كرد اثبات گياه در را ميزان بيان ژن

 روي ژن لازم دستورزي آنزيم اين با گلايفوسيت تركيبي ميل
 يافتهجهش هايژن كارگيري به كه داد نشان نتايج .شد انجام

 گياهان ايجاد باعث كلزا، در باكتريايي EPSPS آنزيم كدكننده
ه گونبا توجه به اين كه هيچ .شودمي گلايفوسيت به مقاوم نسبتا

گزارشي در خصوص تراريختگي ارقام گلرنگ در ايران منتشر 
نشده است، از اين رو براي اولين بار در اين تحقيق پس از 

 گلرنگ گياه از رقم دو شدن سيستم كشت بافت، به مقايسهبهينه
باكتريايي و   aroAيافتهجهش ژن انتقال و باززايي به نسبت

و  A. tumefaciens )GV3101 نژاد دو همچنين مقايسه
LBA4404 (يافتهجهش ژن انتقال توانايي خصوص در aroA 
 .شودگلرنگ پرداخته مي گياه به باكتريايي

 

  مواد گياهي، سازه پلاسميد و باكتري مورد استفاده
 و بالا عملكرد با "Dincer" گلرنگ، رقم دو از تحقيق اين در

 براي .شداستفاده  "ناسي" شده اصلاح رقم و تركيه كشور بومي
 طبق A. tumefaciens  هاي سويه از گلرنگ به ژني سازه انتقال
همسانه  pBI121 پلاسميد در ژني سازه. شد استفاده 1 جدول
 ،pBI121 پلاسميددر  gusدر اين سازه به جاي ژن . است شده
تحت ) EPSPSكد كننده آنزيم (باكتريايي   aroAيافتهجهش ژن

قرار گرفته  NOSو خاتمه دهنده  CaMV 35S پيشبركنترل 
 يبيان ناقل عنوان به pBI121 پلاسميددر واقع، ). 1شكل (است 
 كلون قطعات بيان منظور به و مورد استفاده قرار گرفت گياهي
 E. coliمنشاء اين ژن از باكتري .شد استفاده گياه در شده

(K12) و گلايسين 183، بوده كه اسيدهاي آمينه آلانين شماره 
به ترئونين جهت كاهش ميل تركيبي گلايفوسيت  96شماره 

جفت باز  1284اين ژن ). Kahrizi et al. 2007(اند تغيير يافته
با آدرس  ژن بانك در آن به مربوط اطلاعات كهطول داشته 

)www.ncbi.nlm.nih.gov ( و شماره دسترسيX00557 د موجو
 ژن حاوي كه pBI121 ناقل داراي هاي اگروباكتريوم از .است
 LB محيط در شبانه كشت ،باكتريايي بودند aroA يافته جهش
 بر C 28˚ دماي در كانامايسين ليتر در گرمميلي 50 داراي مايع
 تعداد كهزماني. شد انجام دقيقه در دور 180 شيكر روي
 مترسانتي هر در سلول 2/1×109 حدود در باكتري هاي سلول
  .شد استفاده تراريختي جهت ،)OD600=1( كشت محيط مكعب

  

 گياه تراريختگي جهت استفاده مورد آگروباكتريوم هايسويه -1 جدول
 گلرنگ

  منبع  مقاومت به آنتي بيوتيك  سويه
LBA4404 

 
 Hoekema et al., 1983  استرپتومايسين

C58(pGV3101) ريفامپيسين Koncz and Schell, 1986  

  

  
 ).aroA )Kahrizi 2005 يافتهجهش ژن حاوي  pBI121پلاسميد -1 شكل

  
تيمارها، عمليات تراريختگي، طرح آزمايشي مورد استفاده و 

  تجزيه آماري
صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي با اين آزمايش به
) و سينا Dincer(ارقام گلرنگ . شد تكرار اجرا 3دو فاكتور در 

و  LBA4404( اگروباكتريوم هايو سويه نوان فاكتور اولبه ع
GV3101 (يافتهجهش ژن حامل aroA  باكتريايي به عنوان

  . فاكتور دوم در نظر گرفته شدند

    هامواد و روش
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  عمليات تراريختگي 
در اين آزمايش، پس از بدست آمدن محيط بهينه براي باززايي 

گرم در ميلي) NAA 1/0و  BAP 2(ها يعني تركيب گياهچه
ها نشان داده داده) (كوتيلدون(ليتر و همچنين بهترين ريزنمونه 

، مراحل انتقال ژن روي اين محيط و ريزنمونه انجام )نشدند
هاي كوتيلدون هر دو رقم، جهت آلوده سازي ريزنمونه. گرفت

را در  ،)OD600=1(مقداري از سوسپانسيون هر دو سويه باكتري 
ستريل جداگانه ريخته و زير هود لامينار در دو پتري ديش ا

-هاي كوتيلدوني استريل را پس از برش و ايجاد زخم بهبرگ

ها نگه داشته و سپس روي دقيقه در سوسپانسيون 1-2 مدت
هاي آغشته شده به آن كاغذهاي صافي استريل گذاشته تا باكتري

ها به محيط كشت بهينه در مرحله بعد، كوتيلدون. خشك شوند
گرم در ميلي 2و  NAAگرم در ليتر ميلي 1/0حاوي  MSباززايي 

ساعت در اين  48ها به مدت كوتيلدون. منتقل شدند BAPليتر 
نگه داشته شدند تا اگروباكتريوم بتواند ) 1كشتيمحيط هم(محيط 

در . خود را به گياه منتقل كند T-DNAدر اين فاصله زماني 
 500ها به محيط كشت انتخابي حاوي مرحله بعد، ريز نمونه

گرم در ليتر ميلي 50گرم در ليتر آنتي بيوتيك سفاتوكسيم و ميلي
 .Rohini and Sankara Rao 2000;Ying et al(كانامايسين 

 نشانگر عنوان بهمنتقل شدند كه آنتي بيوتيك كانامايسين ) 1992
هاي و جهت انتخاب گياهچه pBI121 پلاسميد انتخابي

اگروباكتريوم به كار برده تراريخته و سفاتوكسيم به منظور حذف 
روز يكبار به محيط  15ها هر ريزنمونه). Zebarjadi 2005(شد 

ها روي محيط انتخابي نمونهبرخي از ريز. مشابه واكشت شدند
. ها يادداشت گرديدهاي سبز باززا شدند كه تعداد آنبه گياهچه

هاي ها و متعاقب آن گياهچهبراي افزايش تعداد گياهچه
 فراواني. ، مراحل فوق چندين بار تكرار گرديدتراريخته
 روي بر سبز شده گياهچه باززايي تعداد از عبارت( يگتراريخت
 .شد يادداشت) شده كشت ريزنمونه تعداد به گرگزينش محيط
جهت بررسي گياهان تراريخته و اثبات  هاي ژنوميكبررسي

با آغازگرهاي اختصاصي ، PCR حضور ژن مورد نظر از آزمون
. استفاده شد et al. (2007)  Kahriziعرفي شده توسطم

هاي زير براي تكثير ژن با توالي EPS2و  EPS1 آغازگرهاي
                                                           
1 Co-cultivation medium 

انتظار . باكتريايي مورد استفاده قرار گرفت aroAجهش يافته 
 1300اي به طول تكثير قطعه سببآغازگرها  رود كه اينمي

  .جفت باز شوند
 5′-CGG,GAT,CCA,TGG,AAT,CCC,TGA,CGT,TAC,AA-3′   

 Tm= 68.2 °C, 29 mer: EPS1F 
 
3′-GCG,GAT,CCT,CAG,GCT,GCC,TGG,CTA,ATC-5′  
Tm=71 °C , 27 mer: EPS2R 

هاي جوان و سبز گلرنگ به ژنومي از برگ DNAاستخراج 
 از كلني پلاسميدها استخراج براي انجام شد و CTAB 2روش
، )GV3101و  A. tumefaciens )LBA4404 باكتريهاي سويه

 Zebarjadi(گرديد  استفاده 3كم روش ليز قليايي در مقياس از

 استفاده اسپكتوفتومتر از DNA كيفي و كمي تعيين براي .)2005
درصد الكتروفورز  يكآر روي ژل آگارز سيمحصولات پي. شد
هاي آزمايش با استفاده از نرم افزارهاي تجزيه و تحليل داده .شد

SPSS  وMSTAT-C  گرفت و قبل از انجام تجزيه انجام
براي . ها مورد بررسي قرار گرفتواريانس نرمال بودن داده

اي دانكن در سطح انجام مقايسات ميانگين از آزمون چنددامنه
 .درصد استفاده گرديد يك

 

و مقايسه ميانگين براي ) 2جدول (نتايج حاصل از تجزيه آماري 
- نشان مي) درصد تراريختگي(ز هاي سبصفت باززايي گياهچه

هاي اگروباكتريوم داري بين ارقام و سويهدهد كه اختلاف معني
دار همچنين، اثر متقابل بين اين دو عامل غير معني. وجود دارد

ها در پاسخ به باززايي شده است كه مستقل بودن ارقام و سويه
در خصوص مقايسه . سازدهاي تراريخته را آشكار ميگياهچه

، 61/20با ميانگين  LBA4404در سويه  Dincerها، رقم انگينمي
به  ).2شكل (بالاترين فراواني تراريختگي را داشته است  

توانايي بيشتري  LBA4404عبارتي ديگر در اين آزمايش، سويه 
 گياهي هايبه سلول جهت انتقال ژن GV3101نسبت به سويه 

- باززايي گياهچهترين درصد از طرفي پايين .گلرنگ داشته است

 61/8به ميزان  GV3101در رقم سينا و سويه  هاي تراريخته
  .درصد مشاهده شد

  

                                                           
2 N,N,N, Cethyltrimethylammonium Bromide 
3 Mini prepration 

    نتايج و بحث
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هاي جدول تجزيه واريانس براي صفت باززايي گياهچه -2جدول 
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هاي تراريخته ارقام گلرنگ در پاسخ به ميزان باززايي گياهچه -2شكل 
  .هاي اگروباكتريومسويه

 

 رمگميلي 50 حاوي انتخابي كشت محيط روي ها گياهچه رشد
 هاآن بودن تراريخته بر ايتاييد اوليه تواند مي ليتركانامايسين در

 منظوربه اين، وجود با. )الف، ب، پ و ت -3شكل ( باشد
 با PCR تجزيه شده، باززا هايگياهچه تراريختگياز  اطمينان

 گياهان روي aro Aيافته اختصاصي براي ژن جهش آغازگرهاي
 ).3 جدول( شد انجامنامايسين كا انتخابي مثبت حاصل از محيط

 در تراريختگي فراواني، PCR آناليز از پس ،3 جدول به توجه با
در مورد رقم سينا با . درصد مشاهده گرديد Dincer ،10 رقم

گياه تراريخته احتمالي از محيط انتخابي به دست آمده  4اين كه 
يافته هيچ باندي مبني بر وجود ژن جهش PCR تجزيها در مبود ا

aro A  باكتريايي مشاهده نگرديد كه نشان دهنده غير تراريخته
 bp قطعه همچنين، تكثير. باشدبودن گياهان مورد آزمون مي

 دهنده نشان) EPS2و  EPS1حاصل از آغازگرهاي ( 1300
همان  ).4 شكل( باشد مي تراريخت گياهان در ژن اين حضور

جفت  1300شود ظهور باند ملاحظه مي 4طور كه در شكل 
در مقايسه  15و  14، 11، 10، 9، 8، 4، 2، 1هاي بازي در نمونه

ها با ژن هاي منفي و مثبت حاكي از تراريختگي آنبا كنترل
هاي عدم ظهور باند در كنترل. باكتريايي است aro Aيافته جهش

منفي يعني آب حاكي از عدم وجود هر گونه آلودگي و در گياه 
-اي از ژن با توالي ژن جهشهشاهد حاكي از عدم وجود نسخ

در حالي كه ظهور باند با وضوح . باشددر آن مي aro Aيافته 
مهندسي شده  pBI121بيشتر در كنترل مثبت يعني پلاسميد 

جهش يافته، تاييد كننده اتصال آغازگرها و  EPSPSحاوي 
لازمه هر فرايند تراريختگي موفق، قابليت  .است PCRآزمون 

خارجي DNA هاي منفردي است كه از سلول هاباززايي گياهچه
 در توجه قابل نكته. به طور پايدار وارد ژنوم آن شده باشد

 بين در انتهايي مريستم وجود كوتيلدون، ريزنمونه كارگيري به
 حذف كاملاً بخش اين كه صورتي در است اوليه هايبرگ

 روي بر گياه كشت و اگروباكتريوم با سازي آلوده از پس نگردد،
 دچار محقق و نموده رشد سريعاً اصلي جوانه كشت هاي محيط
 نگهداري از پس اوليه هاي اين گياهچه هرچند، .شود مي اشتباه

گردند  مي حذف كانامايسين حاوي كشت محيط روي بر
)Zebarjadi 2005(.et al.(1992) Radke، از استفاده مزيت 

 اب هاآن تلقيح راحتي و برش بودن آسان را هيپوكوتيل
 .Radke et al(نمودند  گزارش اگروباكتريوم سوسپانسيون

- زايي و باززايي گياهچهتاثير رقم و پاسخ آن به كالوس .)1992

  .مشهود بود هاي تراريخته و غيرتراريخته در اين آزمايش كاملاً

  

 مراحل تراريختگي در گياه گلرنگ كمايش شماتين - 3جدول 

نسبت گياهان تراريخته فرضي به دست آمده از   هاي آلوده شدهتعداد كوتيلدون  ارقام گلرنگ
  محيط انتخابي 

  (%)  *فراواني تراريختگي  )يافتهجهش PCR )aroA تجزيه

   LBA4404 GV3101 LBA4404  GV3101    
Dincer 90  45/18  45/6  45/9  0  10  
  0  0  0  45/2  45/2  90  سينا

  .شدبراي هر دو سويه اگروباكتريوم مثبت شده، محاسبه  PCR جزيهتفراواني تراريختگي از گياهاني كه *           

  

  
  

  

  

  )MS( ميانگين مربعات درجه آزادي  منابع تغيير
  ي تراريختههاباززايي گياهچه    

  875/150 **  1 )رقم( Aفاكتور 
هاي سويه( Bتور فاك

 )آگروباكتريوم
1  ** 037/143  

AB 1   ns   703 /32  
 216/11  8  اشتباه آزمايشي

  CV(  67/15 %(ضريب تغييرات 
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هاي زايي و باززايي گياهچهتاثير رقم و پاسخ آن به كالوس
تا . مشهود بود تراريخته و غيرتراريخته در اين آزمايش كاملاً

هاي اخير، تحقيقات در زمينه كشت بافت گلرنگ تنها روي سال
محدود به  اه انجام شده است كه عمدتاًارقام خاصي از اين گي

 Bhima ،Grina ،Manjira ،S-144 ،HUS-305 ،A1ارقامي مانند 
 Singh and(باشند ها بومي هندوستان ميبوده كه اكثر آن A300و 

Nimbkar 2006 .( همچنين، مطالعه در زمينه مهندسي ژنتيك و
ندي و ارقام ه Centennialانتقال ژن فقط روي رقم آمريكايي 

A1  وA300 گر و هاي گزارشبه تعداد محدود در مورد ژن
 Singh(صورت گرفته است  NPTIIو  GUSگر مانند گزينش

and Nimbkar, 2006(. سويه دو از تحقيق اين درA. 

tumefaciens )هاي سويه LBA4404 و استرپتومايسين به مقاوم 
C58 (pGV3101) قابل نكته. شد استفاده) ريفامپيسين به مقاوم 

 عادت و رشد سرعت داراي ها سويه اين كه است اين توجه
 داراي LBA4404 سويه كهطوري به هستند، متفاوت رشدي
 C58 (pGV3101) سويه كه حالي در بوده بالا رشد سرعت
 سلولي سوسپانسيون ولي بوده كمتري اوليه رشد سرعت داراي

ه به با توج. )Zebarjadi 2005(كند  مي ايجاد را يكنواختي
نسبت به سويه  LBA4404برتري سويه  2و شكل  3جدول 

GV3101 در . در تراريختگي گياه گلرنگ كاملا مشهود است
 GV3101واقع،  اين سويه توانايي بيشتري نسبت به سويه 

مان طور كه ه .هاي گياهي داشته استجهت انتقال ژن به سلول
 رقم در يتراريختگ فراواني PCR تجزيه از پسقبلا اشاره شد، 

Dincer كاهش در . درصد نشان داده است 7، كاهشي در حدود
هاي تراريخته ممكن است به علت اثرات باززايي گياهچه

-Tبازدارنده كانامايسين در محيط انتخابي يا اثرات نامطلوب 

DNA  پلاسميد باشد)Ying et al. 1992 .( اين در حالي است
هاي واني گياهچه، فراYing et al. (1992(كه در مطالعه 

حاصل از  LBA4404هاي تراريخته با سويه باززاشده از كالوس
درصد در مقايسه  15حدود  Centennialريزنمونه برگ در رقم 

در . هاي غيرتراريخته بوده استدرصد باززايي از كالوس 26با 
در  LBA4404مطالعه اي ديگر، فراواني تراريختگي با سويه 

درصد گزارش شده است  23- 34هاي گلرنگ ريزنمونه
)Sankaea Rao and Rohini 1999 .( همچنين، در مقايسه اين

دو سويه اگروباكتريوم با يكديگر در كارآيي تراريختگي گياه 
با بيشترين ميزان تراريختگي  LBA4404كلزا، برتري سويه 

گزارش شده است  GV3101نسبت به سويه ) درصد 95/28(
)Kahrizi et al. 2007 et al. 2006 Zebarjadi( نيز تحقيقي را ،

، جهت تغيير LBA4404در خصوص تراريختگي با سويه 
آنان در اين . تركيب اسيد چرب اروسيك كلزا، انجام دادند

درصد در محيط  29تحقيق، فراواني تراريختگي را حدود 
گرم در ليتر كانامايسين، گزارش كردند ميلي 25انتخابي حاوي 

)Zebarjadi et al. 2006a .(هاي در تحقيقي ديگر، مقايسه سويه
LBA4404  وGV3101  اگروباكتريوم در خصوص تراريختگي

در اين ). Zebarjadi et al. 2006b(رقم كلزا انجام گرديد  5
 26/14را با ميزان تراريختگي  LBA4404تحقيق، برتري سويه 
. گزارش گرديد) درصد GV3101  )06/7درصد نسبت به سويه

هاي اگروباكتريوم در جدول دار شدن اثر سويهبه معنيبا توجه 
رسد كه عليرغم قدرت ، به نظر مي)2جدول (تجزيه واريانس 

 LBA4404در مقايسه با  GV3101بالاي بيماريزايي كه سويه 
باشد، ميزان گياهان تراريخته و باززايي شده در آن دارا مي

و در نهايت  هاي تراريختهعلت آن را حذف سلول. برتري ندارد
هاي تراريخته در محيط كشت به خاطر قدرت حذف گياهچه
 .Kahrizi et al(اند زايي اين سويه گزارش كردهبالاي بيماري

به علاوه، معني دار نشدن اثر متقابل رقم و سويه در ). 2007
تحقيق حاضر، با نتايج به دست آمده توسط اين محققان 

)Zebarjadi et al. 2006b; Kahrizi et al. 2007 ( مغايرت
داري را بين سويه اگروباكتريوم داشت؛ زيرا آنان اثر متقابل معني

رسد كه اين نتيجه به به نظر مي. و ارقام كلزا مشاهده كردند
محققان . هاي مورد استفاده باشدعلت محدوديت ژنوتيپ

 هايسويه متقابل اثر شدن دار معني كه گزارش نمودند
-سويه بين كه است تنوعي علت به عوامل يرسا با اگروباكتريوم

 از ژن انتقال براي چنانچه دارد و وجود A. tumefaciens هاي
 اثرات است ممكن شود استفاده A. rhizogenes هايسويه
 هاي سويه .)Menze and Mollers 1999(نشود  دار معني متقابل

A. tumefaciens ًاستفاده مورد گياه ژنوتيپ به وابسته شديدا 
 ندارد وجود وابستگي اين A. rhizogenesدر  ولي هستند

)Menze and Mollers 1999; Stefanov et al. 1994(.  
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