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در مطالعات كاربرد زيادي دوگانه استاندارد  يك ناقلبا استفاده از )           (.Zea mays Lانتقال ژن با كارايي بالا به ذرت 
هدف از انجام اين پژوهش افزايش ميزان تراريختي ارقام ذرت با . دي داردو ژنوميكس كاربرمهندسي ژنتيك 

 )mm) 2 – 5/1هاي نارس ذرت در اين مطالعه جنين. استفاده از تيمار شوك حرارتي و هورمون هاي گياهي است
ه دوگان ناقلحاوي  AGL01سويه  Agrobacterium tumefaciens استفاده از با Mo17و  B73 مربوط به ارقام

pCAMBIA3301 1ها قبل از آلودگي تحت تيمار جنين. آلوده شدندT )Cº46  دقيقه، يك دقيقه در يخ 3به مدت، 
 همچنين. قرار گرفتند) بدون تيمارهاي حرارتي و سانتريفوژ( 2Tو ) Cº4در  g000,20 × دقيقه سانتريفوژ  30

به محيط هم كشتي اضافه شده و با هم مقايسه  )F68( F68پلورونيك اسيد  و) DTT(تيوتريتول تركيباتي مانند دي
كمي را  B73انتقال ژن به ژ، و سانتريفو دمايياستفاده از تيمارهاي  كه ها نشان دادنتايج حاصل از آزمايش. شدند

و   DTTهمچنين اضافه كردن. كندهيچ تغييري ايجاد نمي Mo17به  gus كه در انتقال ژنبهبود بخشيده در حالي
هيچ  Mo17شد، در عين حال در رقم  B73به  T-DNAكشتي منجر به افزايش چشمگير انتقال محيط همبه   F68يا

هاي نارس، از جنين درصد 5- 18 ، بسته به نوع تيمارB73در رقم . نتيجه اميدبخشي مبني بر انتقال ژن مشاهده نشد
هفته در  8هاي مقاوم بعد از روي كالوسهيستوشيميايي بر  آزمون .هاي مقاوم به فسفينوتريسين توليد كردندكالوس

درصدي انتقال  18بودند، فركانس   gusكه تاكيدي بر انتقال و بيان ژن گزارشگر  PCRمحيط انتخابي و همچنين 
هاي مقاوم از تيمارهاي را در مقابل فركانس صفر درصدي انتقال ژن در كالوس F68به همراه  1Tژن در تيمارهاي 

2T 1 با توجه به نتايج حاصل تيمار. ان دادندو بدون دترجنت نشT  به همراهF68  براي انتقال ژن بواسطه
 .شودذرت پيشنهاد مي B73اگروباكتريوم به رقم 

 هاي كليدي واژه
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   مقدمه
افزايش توليدات كشاورزي، يك هدف اساسي در تغذيه جمعيـت  

رو ذرت بـه دليـل داشـتن    از ايـن . رودرو به رشد دنيا به شمار مي
اي مدل يك گياه تك لپه ارزش غذايي خاص و همچنين به عنوان

مولكـولي، از   شناسـي زيسـت براي مطالعات ژنتيكي، ژنوميكس و 
هـاي اخيـر در   پيشـرفت . رخـوردار اسـت  اهميت بسـيار زيـادي ب  

به كشف اطلاعات ژنتيكي جديد و با ارزشي  مطالعات ژنوم ذرت،
ــابراين بكــارگيري  ).Dong et al. 2005(ه اســت منجــر شــد بن

رويكردهاي بيوتكنولوژي در ذرت به منظور يكـي كـردن صـفات    
وقفـه  هـاي بـي  مطلوب در چندين رقـم آن، هـدف نهـايي تـلاش    

هايي كه به در اين ميان، روش. باشداسر دنيا ميپژوهشگران در سر
از جملـه  . اي برخوردارندمرتبط هستند از توجه ويژه DNAانتقال 

-Fromm et al. 1990; Gordon(تـوان بـه روش بيوليسـتيك    مـي 

Kamm et al. 1990(و يا انتقال به واسطه اگروباكتريوم ، )Fram et 

al. 2002; Huang and Wei 2005   Ishida et al. 1996;(   اشـاره
هاي موجود در روش انتقال به واسطه اگروباكتريوم از مزيت. نمود

و پايين بودن هزينه تجهيزات مـورد نيـاز، و امكـان     گيجمله ساد
به سلول گيرنده، موجب استفاده از  DNAهاي بزرگتر انتقال قطعه

 Slater et(ده اسـت  شها ايآن براي گياهان مختلف حتي تك لپه

al. 2003( .  از طــرف ديگــر، موانــع تحميــل شــده توســط روش
هـاي كشـت شـده دو    ها وسلولتراريختي و باززايي ضعيف بافت

-عامل محدود كننده اصلي ايجاد گياه ذرت تراريخت به شمار مي

با توجه بـه شـرايط ذكـر شـده، تراريختـي ذرت بـا واسـطه        . رود
مختلـف   امـل واگروباكتريوم در چندين مطالعه با تمركز بر روي ع

تاثيرگذار در اين روش نظير ژنوتيـپ گيـاه، مراحـل تكامـل ريـز      
 ،pH ها،ناقلكشتي، نمونه، نوع و سويه گياه، اجزاي فنلي، دوره هم

 Amoah et(دما و همچنين اجزاي محيط كشت انجام گرفته است 

al. 2001; Huang and Wei 2005 ; Frame et al. 2006(.   در ايـن
ي اميدبخش در بهبود روند انتقال ژن مبني بـر  هاميان برخي روش

 ;Ishida et al. 1996( هــاي دوگانــه قدرتمنــدناقــلاســتفاده از 

Negrotto et al. 2000(   اكسـيدان  و يا اضافه كردن تركيبـات آنتـي
)Frame et al. 2002; Lupotto et al. 2004; Vega et al. 2008( 
  . ه شده استيارا

بـراي بهبـود انتقـال ژن در گياهـان     هـاي مختلفـي   آنتي اكسـيدان 
تـوان بـه   از جمله اين تركيبات مـي . اندسرسخت بكار گرفته شده

اشاره نمود كه به طور وسيعي مـورد مطالعـه قـرار     ١سيستئين -ال
گرفته است و نتايجي مبني بر افزايش رونـد انتقـال ژن بـه دنبـال     

 محـيط  سيستئين در -استفاده از اله شده كه نشان داد .داشته است
 ferame et( دهدكشتي فركانس انتقال ژن را افزايش ميهم كشت

al. 2006(.  همچنــين گــزارش شــده اســت كــه دي تيــو تريتــول
)DTT(پيروليدون همراه با پلي وينيل پلي ٢)PVP(  در انگور)Vitis 

vinifera) (Perl et al. 1996(،  ياDTT سيستئين  -در تركيب با ال
 Olhoft et al. 2001; Olhoft and Somers 2001; Paz( در سـويا 

et al. 2004(  باعث افزايش انتقالDNA مطالعات انجـام  . شودمي
ذرت نشـان   Hi-IIبر روي لاين  Vega et al.  (2008(شده توسط 

 -هــاي پــايين نمــك در تركيــب بــا الداد كــه اســتفاده از غلظــت
افزايش باعث  DTTسيستئين بعلاوه  -سيستئين به تنهايي،  و يا ال

  .شودانتقال ژن به ذرت مي
هـاي مرسـوم در كشـت    استفاده از شوك دمايي هم يكي از روش

براي مثال، . شودبافت و تراريختي موجودات مختلف محسوب مي
اتـيلن  بيان تراژن در پروتوپلاست گياه اطلسـي كـه بـا روش پلـي    

به مـدت   Cº45گليكول تراريخت شده بود، در اثر شوك حرارتي 
هـاي  بررسـي . )Zakai et al. 1993(ه، افـزايش پيـدا كـرد    دقيق 45

نشــان داد كــه كــه  )Khanna et al. 2004(انجــام شــده توســط 
در اثـر يـك شـوك     A. tumefaciensتراريختي موز با اسـتفاده از  

علاوه بر دما، . كنددقيقه افزايش پيدا مي 5به مدت  C45°حرارتي 
. گيـرد د استفاده قرار مياستفاده از نيروي سانتريفوژ هم گاهي مور

)Hiei and Komari 2006(       نشـان دادنـد كـه فركـانس تراريختـي
هاي نارس بـا شـوك   تيمار جنينگياهان ذرت و برنج بوسيله پيش

  . كندداري بهبود پيدا ميدمايي و همچنين سانتريفوژ بطور معني
-Hiذرت و هيبريد  A188ه شده از رقم يهاي اراپروتكل بيشتردر 

II )A188×B73 (هاي با القاي ذرت ءاستفاده شده كه هر دو جز
 D’Halluin et al. 1992; O’Kennedy et(زا جنين بالاي كالوس

al. 2001( شوند ولي در صنعت كشاورزي از ارزش بندي ميطبقه
پس دستيابي به روشي مناسب با . بسيار پائيني برخوردار هستند

                                                            
1 L- cycteine   
2 Dithiothreitol 
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ه از نظر كشاورزي ارزشمند كارايي بالاي انتقال ژن در ارقامي ك
 روشي ،تحقيقدر اين . هستند، از اهميت بسياري برخوردار است

انتقال ژن به واسطه اگروباكتريوم تومفاسينس در رقم  براي كارا
B73  كه  شده استدر اينجا نشان داده . شودپيشنهاد ميذرت

 پلورونيك اسيد سيستئين در كنار آنتي اكسيدان - تركيبي از ال
F68 )F68(كشتي بعد از يك دوره حرارتي كه قبل در محيط هم ١

تواند كارايي انتقال ژن شود، ميها اعمال مياز تلقيح  در ريزنمونه
 .درصد افزايش دهد 18را به ميزان 

  
   هامواد و روش

  مواد گياهي و محيط كشت
-فته در اين پژوهش جنين نـارس ذرت از رقـم  ر رريزنمونه به كا

 مزرعــهدر  1388 بــود كــه در طــي تابســتان B73 و Mo17هــاي
 17الـي   12 .كشت شد موسسه تحقيقات ثبت و گواهي بذر كرج

در راستاي طولي  ها برداشت شده و سپسروز پس از تلقيح، بلال
دقيقـه و   5بـه مـدت    درصـد  70برش خورده و در الكل اتيليـك  

-ميلي يكبه ميزان  20و توين درصد  5 محلول هيپوكلريت سديم

شـيكر ضـدعفوني شـده و     همراه بادقيقه  20در ليتر به مدت ليتر 
آب اسـتريل شستشـو داده    دقيقه با 5بار، هر بار به مدت  3سپس 
هـاي دو نـيم   پس از ضدعفوني، بلال. )Frame et al. 2002( شدند

هـاي نـارس كـه    شده در يك پتري استريل قرار داده شده و جنين
هاي دانه قرار دارد در اندازه چسبيده به ديواره جانبي بالايي پوسته

بعـد از جداسـازي،    .ول خـارج گرديدنـد  تاسـپا با متر ميلي 2-5/1
بررسـي بـاززايي و همچنـين    مرحلـه   درهـاي نـارس ذرت   جنين

      .مورد استفاده قرار گرفتندانتقال ژن بررسي 
  هاي نارسبررسي باززايي جنين

-رسي، ابتدا جنينبه منظور ارزيابي ميزان باززايي دو لاين مورد بر

گرم در ليتر ميلي N6 ،5/1هاي شامل نمك N6ها در محيط كشت 
2،4-D ،700 گـرم در ليتـر   ميلـي  500پرولين،  -گرم در ليتر الميلي

MES ،30  ،گرم در ليتر ساكارزpH8  رايـت  گـرم در ليتـر ژل   3و
  اين محيط كشت در دماي . )Takavar et al. 2010(كشت شدند 

                                                            
1  Pluronic F-68 

دقيقـه   20اتمسـفر بـه مـدت     15گـراد و فشـار   يدرجه سانت 121
گـرم در ليتـر   ميلـي  N6، 400هـاي  و سپس ويتـامين . اتوكلاو شد

گرم در ليتر نيترات نقره بعـد از فيلتركـردن   ميلي 85/0سيستئين، و 
  . دشبه آن هم اضافه 

 15 × 100 ديـش  جنين در يك پتـري  60تا  50از هر رقم حدود  
 بـا دمـاي   هـا در تـاريكي   ديـش  پتري. اي كشت شد متر شيشه ميلي

. اي نگهداري شدند گراد با دور واكشت دو هفتهسانتي هدرج 1±28
هـاي   ديـش  ها بسـته بـه رشـد بـين پتـري      در هنگام واكشت جنين

هـــا پـــس از يـــك مـــاه بـــا  كشـــت. شـــدند بيشـــتري تقســـيم 
زايـي و توليـد    استريوميكروسكوپ ارزيابي شـدند و فراوانـي كـال   

در مواردي كه هـدف بررسـي   . گيري شد ا اندازهز جنين هايكالوس
  . ارش شدشمآمده بدست  هاي گياهچه تعداد فراواني باززايي بود،
زا به محيط كشت باززايي اول هاي جنينكالوس ،به منظور باززايي

 16منتقل شده و سپس در همان شرايط دمايي فوق در دوره نوري 
لوكس به   7000ساعت تاريكي و در شدت نوري  8ساعت نور و 

-محيط كشت باززايي اول شامل نمك. مدت دو هفته قرار گرفتند

 MS )Murashige and Skoog 1962(، 100هــاي هــا و ويتــامين
 3و  pH8گرم در ليتر سـاكارز،   60گرم در ليتر ميواينوزيتول، ميلي

هـا در شـرايط   بعد از اين مـدت نمونـه  . رايت بودگرم در ليتر ژل
گـراد در  درجـه سـانتي   25هفته در دمـاي   4 نوري فوق، به مدت

اين محـيط كشـت مشـابه    . محيط كشت باززايي دوم منتقل شدند
محيط كشت باززايي اول بود با اين تفاوت كه ميـزان سـاكارز آن   

هـا بـه   تا زماني كه طول ريشـه . گرم در ليتر كاهش پيدا كرد 30به 
هاي بـاززا  صورت گيرد گياهچه) مترسانتي 10حدود (اندازه كافي 

هـاي  پس از آن گياهچه. شده در اين محيط كشت نگهداري شدند
 25خـاك زراعـي،    درصـد  50حـاوي (خاك اسـتريل  دار به ريشه
جهـت  . انتقـال داده شـدند  ) پرليـت  درصد 25خاك برگ و درصد

ني داراي چنـدين  نـايلو اي ايجاد سازگاري گياه در گلـدان، كيسـه  
وارد اولين مراحل سازگاري منفذ به روي گلدان كشيده شد و گياه 

به منظور تغذيـه و آبيـاري از محلـول دو در    . به محيط طبيعي شد
هفتـه كـه بـه     3پـس از گذشـت   . استفاده شـد  4  فوسامكو هزار 

  پوشش  شد،مي ني افزودهنايلو هاي پوششاندازه روزنه  تدريج به
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 ؛35Sپايانبر  T35S ؛ترتيب سرحد چپ و راسته ب RBو  LB. مورد استفاده در تراريختي ذرت pCAMBIA3301ناقل دوگانه استاندارد  T-DNAناحيه  -1شكل
bar ؛ژن مقاومت به علف كش فسفينوتريسين CaMV35S ؛پيشبر ژن ويروس موزائيك گل كلم GUS  ژن گزارشگرgus؛ Tnos  پايانبرnos.  

 
تـر  در مراحل بعدي گياهان بـه گلـدان بزرگ  . سلوفاني برداشته شد

 هزار لـوكس انتقـال داده شـدند    18منتقل شده و به شرايط نوري 
)Takavar  et al. 2010.(  

  سويه اگروباكتريوم
 AGL01سـويه   Agrobacterium tumefaciens در اين مطالعـه از 

حــاوي پيشــبر   كــه pCAMBIA3301دوگانــه  ناقــلحــاوي 
CaMV35S،  1بتاگلوكورونيـــدازژنgus) (،  و ژن مقاومـــت بـــه

   .)1شكل (بود، استفاده شد  )bar( 2ريسينفسفينوت
  روش انتقال ژن

  و تلقيح ريزنمونه ها با اگروباكتريوم ريومتسازي اگروباكآماده
گراد در درجه سانتي 20ساعت در دماي  72اگروباكتريوم به مدت 

ليتر از هر يك از  گرم درميلي 50جامد حاوي  LB كشت محيط
به منظور . نامايسين كشت شدهاي ريفامپيسين و كاآنتي بيوتيك

 3سازي اگروباكتريوم جهت انتقال ژن، يك لوپ به اندازه آماده
 ليتر از محيطميلي 5متر مربع از كشت باكتري سه روزه، به ميلي
 100به همراه ) 1، جدول  A محيط( سازيمايع آلوده كشت

مولار استوسرينگون در يك فالكون  يكميكروليتر از محلول 
 - د و به صورت افقي در شيكرشليتري اضافه ميلي 50استريل 

گراد براي درجه سانتي 37دور در دقيقه و دماي  75انكوباتور با 
 Frame( قرار داده شد OD=  3/0–4/0رسيدن به   تاساعت،  4- 5

et al.  2006.(  
هاي نارس پس از استخراج در تيوپ حاوي براي انتقال ژن، جنين

دقيقه، يك  3به مدت  1T )C°46 يمحيط تلقيح تحت تيمارها
(  2T و ) C°4در  g000,20 ×دقيقه سانتريفوژ  30 ،دقيقه در يخ

قرار گرفته و بعد از دو بار ) بدون تيمارهاي حرارتي و سانتريفوژ
ها شستشو با محيط تلقيح، سوسپانسيون اگروباكتريوم به جنين

                                                            
1  β-glucuronidase 
2  Phocphinothericin 

 ريدر سوسپانسيون باكت دقيقه 5به مدت ها جنين. دشاضافه 
سپس به مدت وور شده غوطه) هاي ملايم با دستهمراه با تكان(
 به محيطدقيقه در حالت سكون قرار داده شدند و در نهايت  5

  ).Frame et al. 2006( نديافتكشتي انتقال داده هم كشت
  يتمحيط كشت هم كش

پـس از  هاي نارس ها با اگروباكتريوم، جنينريزنمونه تلقيحبعد از 
 B كشـت  به محيط استريل كنكاغذ خشك وسيله به خشك شدن

ناحيـه   هـا در ايـن مرحلـه از   جنـين . انتقال داده شدند) 1جدول (
 در حـالي كـه   ندقـرارداده شـد   كشـت  محور جنيني روي محـيط 

به منظور جلوگيري از نكـروز  . اسكوتلوم به سمت بالا قرار داشت
 -ال كشـت  بـه محـيط  گـرم در ليتـر   ميلـي  300هـا،  شدن كالوس

 15/0 نبـه ميـزا   DTTدن فزودر اين قسمت ا. يستئين اضافه شدس
كشـتي و اثـر   به محيط هـم  F68 درصد 02/0يا  وگرم در ليتر ميلي

 اكسـيدان، در مقابل تيمارهـاي بـدون آنتـي    آنها بر روي انتقال ژن
روز در ايـن محـيط در    3هـا  ريزنمونـه . ندمورد بررسي قرار گرفت

 ;Frame et al. 2002( شـدند در تـاريكي نگهـداري    C°20دمـاي  

Takavar et al. 2010 .( 
جهت جلوگيري از رشد اگروباكتريوم در مراحـل بعـدي از آنتـي    

يــا گـرم در ليتــر  ميلــي 250هــاي سفوتاكســيم بـه ميــزان  بيوتيـك 
  .استفاده شدگرم در ليتر ميلي 100 ونكومايسين به ميزان 

 محيط استراحت

درجه  20-23در دماي  هاساعت نگهداري ريزنمونه 72پس از 
-هم كشت شده از محيطهاي آلودهگراد و تاريكي، ريزنمونهسانتي

در دماي   )1، جدول  Cمحيط( استراحت كشت كشتي به محيط
روز  5-8 مدته گراد و تاريكي منتقل و بدرجه سانتي 28

  ).Frame et  al. 2006( نگهداري شدند
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 ژن ه در انتقالاستفادتركيبات محيط كشت مورد  -1جدول 

  مقدار و  نوع محيط
 

  
  ليتر درواحد 

  
 محيط باتكيتر

F E D2 D1 C B A 

- - 4 4 4 2 2 g  نمكN6 

9/2  3/4 - - - - - g نمك MS 

30 60 30 30 30 30 5/68 g ساكارز 

- - - - - - 36 g گلوكز 
- - 7/0 7/0 7/0 7/0 7/0 g پرولين -ال  
- - 5/0 5/0 5/0 5/0 5/0 g  MES  
- - 5/1 5/1 5/1 5/1 5/1 mg 2-4-D  
6/5 6/5 8/5 8/5 8/5 8/5 2/5  pH 

3 3 3 3 3 3  - g ژلرايت 
- - 1 1 1 1 1 ml 1000X  ويتامين هايN6 

1 1 - - - - - ml 1000X  ويتامين هايMS 

2 2 - - - - - mg گلايسين  
- - - - 85/0 85/0 85/0 mg نيترات نقره 
- - - - - 4/0 - g سيستئين -ال 
- - - - - 100 - µM استوسرينگون  
- 25/0 25/0 25/0 25/0 - - g سفاتوكسيم 
- 5 5 5/2  - - - mg فسفينوتريسين 

 
  انتخابي كشت محيط

هاي حامل ژن انتقالي جهت رشد كالوس كشتي براي تأمين محيط
كش هاي فاقد ژن انتقالي، از ماده علفو عدم رشد كالوس

انتخابي  كشت اساس محيط. دشاستفاده ) PPT(فسفينوتريسين 
كش استراحت بود با اين تفاوت كه علف كشت همان محيط

انتخابي،  كشت در محيط. فسفينوتريسين به آن اضافه گرديد
به  كشت فسفينوتريسين پس از اتوكلاو، زماني كه دماي محيط

هايي كه كالوس .گراد رسيد، اضافه شددرجه سانتي 50حدود 
امكان رشد پيدا  كشت ن انتقالي بودند، در اين محيطحامل ژ
هاي فاقد ژن انتقالي به دليل عدم رشد كالوس ،در مقابل. كردند

ها پذير نبود و اين كالوسانتخابي امكان كشت تحمل محيط
جدول (  D2، دومD1 انتخابي اول كشت هايمحيط. نكروز شدند

ز ماده گرم درليتر اميلي 5و  5/2به ترتيب حاوي ) 1
 كشت هايها در هر يك از محيطفسفينوتريسين بودند ريز نمونه

 كشت سپس به محيط. هفته نگهداري شد دوانتخابي به مدت 
 تر دقيق غربالگري   فسفينوتريسين  جهت انتخابي با غلظت بالاتر

 

 
  

 28انتخابي در دماي  كشت هايها در محيطريز نمونه. برده شد
ريكي، نگهداري شده و هر دو هفته يكبار در گراد و تادرجه سانتي

 ).Frame et al. 2002( انتخابي دوم واكشت شدند كشت محيط
  (gus)به منظور ارزيابي بيان بتاگلوكورونيداز  gusآزمون 

كند، را كد مي (gus)كه آنزيم بتاگلوكورونيداز  gusژن باكتريايي 
 قليايي pHقادر به شكستن گلوكورونيد و ايجاد واكنش رنگي در 

امكان   X-Gluc آزمايش هيستوشيميايي با استفاده از. است
سنجش بيان ژن را به طور اختصاصي در سلول و بافت گياهي 

هاي مربوط به هيستوشيميايي در آزمايش آزمون. آوردفراهم مي
هاي مقاوم به نتقال ژن به ذرت بر روي كالوساسازي بهينه

انتخابي صورت  كشت محيطهفته در  8فسفينوتريسين بعد از 
 X-Glucاي از بافت كالوس درون تيوپ حاوي بافر قطعه. گرفت
در صورت انتقال . نگهداري شد C°37  ور گشته و در دمايغوطه
ساعت  36تا  2در بافت، بعد از  آنزيم بتاگلوكورونيداز بيان ژن،

 ).Jefferson 1987( دشونمونه بافتي آبي رنگ مي
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  هاي تراريخته وسبررسي مولكولي كال
و انجام آزمون  PPTانتخابي حاوي  اوليه در محيط پس از انتخاب

GUSهاي حاصل براي اطمينان از انتقال ژن، مورد ، كالوس
جهت انجام اين كار پس از . بررسي مولكولي قرار گرفتند

 PCRواكنش  تراريخت احتمالي هايكالوساز  DNA استخراج
  . انجام شد
اي مقاوم به فسفينوتريسين بعد هومي از كالوسژن DNAاستخراج 

انتخابي با استفاده از روش تغيير يافته  كشت هفته در محيط 8از 
بدين منظور . )Dellaporta et al. 1983( دلاپورتا صورت گرفت

گرم از بافت كالوس در هاون كوچك با استفاده از ازت ميلي 100
-ميلي 5/1به تيوپ اين پودر سپس به يك . مايع منجمد پودر شد

 5/0و  EBميكروليتر بافر  750به پودر حاصل . ليتري منتقل گرديد
 10ميكروليتر مركاپتواتانل اضافه شده، پس از ورتكس، به مدت 

مقدار . گراد قرار گرفتدرجه سانتي 65دقيقه در حمام آب گرم 
مولار به مخلوط افزوده، كمي  5ميكروليتر استات پتاسيم  150

مخلوط به . دقيقه روي يخ قرار داده شد 20ه به مدت ورتكس كرد
درجه  4هزار دور در دقيقه در دماي  10دقيقه در  10مدت 
 5/1گراد سانتريفيوژ گرديده و مايع بالايي به يك تيوپ سانتي
هم حجم مايع روشناور ايزوپروپانول به آن  . متري منتقل شدميلي

قه سانتريفيوژ شد، هزار دور در دقي 10 دقيقه در 10افزوده، 
درصد  80محلول رونشين خالي شده و رسوب سپس با اتانل 

شستشو داده شد، پس از تخليه اتانل، رسوب در دماي اتاق 
يا آب مقطر دوبار  TEميكروليتر محلول  5- 25 خشك شده، در

  .دشاستريل شده حل 
علاوه  barو  gusهاي براي اثبات تراريختي كالوس و حضور ژن

با   PCRاز روش ) gusبراي ژن (يستوشيميايي بر سنجش ه
اجزا، مقادير و . ها نيز استفاده شدآغازگرهاي اختصاصي اين ژن

  :به شرح زير بود PCRشرايط براي انجام 
يك محلول مادري بر اساس حجم هر واكنش  PCRجهت انجام 

به ازاي يك : ه گرديدمطابق زير تهيهاي مورد نياز  و تعداد واكنش
، )ميكروليتر MgCl2, 10x )7/0ميكروليتري،  25ش حجم واكن

10x PCR Buffer )5/2 ميكروليتر( ،dNTP )5/0 ميكروليتر( ،Taq 

DNA Polymerase )2/0 ميكروليتر از هر يك از يك، )ميكروليتر 
 :F-Gusآغازگر (آغازگرهاي اختصاصي رو به جلو و رو به عقب 

5´-ggtgggaaagcgagacga-3´ و R-Gus: 5´- 

acctaaggccgtatcaat-3´  براي ژنgus  وF-Bar: 5´-

ctcgagtcaaatctcggtgacggg-3´  وR-Bar: 5´-

cgagtctaccatgagcccagaacg-3´  براي ژنbar(،  ميكروليتر  يكو
ميكروليتر آب دو بار تقطير  1/18الگو، كه در نهايت با  DNAاز 

  .ميكروليتر رسيد 25استريل به حجم 
به  C95°بصورت  barو  gusهاي براي ژن  PCRشرايط انجام 

دقيقه،  يكبه مدت  C95°چرخه در  35دقيقه، و سپس  5مدت 
°C61  دقيقه،  يكبه مدت°C72  براي ژن (دقيقه  يكبه مدت

bar  ادامه يافته و در نهايت در  ) دقيقه 5/1به مدت°C72  به
براساس آغازگرهاي اختصاصي طراحي . دقيقه قرار گرفت 5مدت 
 gus ژن  براي   bp480    اندازه به  قطعاتي    PCRنتيجه   شده

  .را تكثير كرد barبراي ژن    bp520 و 
 

    نتايج و بحث
اولين گام در موفقيت انتقال ژن به گياه داشتن يك روش باززايي 

هاي موجود بهترين ريزنمونه طبق گزارش. باشدبهينه براي آن مي
 ;Lu et al. 1982 (براي كشت بافت گياه ذرت جنين نارس است 

Quan et al. 2004; Oneto et al. 2010( .در مطالعه حاضر جنين-

و  )Mo17و  B73(زايي و باززايي دو لاين مهم تجاري ذرت 
انتخاب لاين مناسب براي مطالعات انتقال ژن مورد بررسي قرار 

روز  6تا  5هر دو لاين مورد بررسي توانستند در عرض  .گرفت
هاي اوليه نرم و زرد كالوس توليد كالوسدر محيط كشت القاي 

 B73هاي فركانس القاي كالوس در لاين). 2شكل (رنگي نمايند 
جدول (درصد بود  68معادل  Mo17درصد و در لاين  64برابر 

زا در لاين هاي جنينهفته ميزان كالوس 10تا  9بعد از حدود ). 2
B73  درصد و در لاين 15برابرMo17  با اين . ددرصد بو 11معادل

حدود دو درصد بود در حالي  B73وجود، ميزان باززايي در لاين 
در روش مورد  Mo17اي براي لاين كه هيچ نمونه باززا شده

  .استفاده، بدست نيامد
به عنوان تنظيم كننده رشد   D-2,4در مطالعه حاضر از هورمون

هاي رشد كنندهتنظيم. زايي و باززايي استفاده شدجهت كالوس
اهي نقش بسيار مهمي در تشكيل كالوس دارند و تاثير آنها بر گي

  گرفته  قرار بررسي  كالوس ذرت مورد  باززايي گياهان در كشت
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  ذرت Mo17و  B73زا و فركانس باززايي گياهان در دو لاين هاي جنينالقاي كالوس، تشكيل كالوس -2جدول 

  درصد باززايي  ين زاهاي جندرصد كالوس هاي القا شدهدرصد كالوس  لاين
B73 64 15  2  

Mo17  68 11  0  
 
 
 
 
 
 
 
  
  
  
  
  
  
  
  

شروع  )ج ؛زاهاي جنينتشكيل كالوس )ب ؛تشكيل كالوس اوليه از جنين نارس ذرت )الف. زايي و باززايي از جنين نارس ذرتزايي، جنينمراحل كالوس - 2شكل 
  .ه گلدان داراي پوشش نايلونيها بانتقال گياهچه )د ؛ زاهاي جنينباززايي از كالوس

  
معمولا دامنه غلظت . )Bhaskaran and Smith 1990(است 

زا در كشت هاي جنينميكرومولار براي تشكيل كالوس 5/4- 6/13
 D-2،4هاي قبلي اكسين طبق گزارش. بافت غلات مناسب است

هاي نارس ذرت كننده براي القاي كالوس در جنينيك عامل تعيين
 .Armstrong and Green 1985; Bohorova et al(باشد مي

-4 ،2گرم در ليتر اكسين ميلي 5/1در مطالعه حاضر غلظت  .)1999

D  نشان  .انتخاب شد هاي كشتدر محيطبه عنوان مقدار ثابت
نيترات نقره از طريق رقابت در ايجاد پيوند با داده شده است كه 

 .Ezura et al( .دكنجايگاه اتصال اتيلن از عمل آن جلوگيري مي

و  IIهاي نوع و بنابراين باعث تحريك تشكيل جنين )2000
 .Songstad et al. 1991; Caryalho et al(شود افزايش باززايي مي

هاي مختلف ذرت روي ژنوتيپ نيترات نقره اثرات مثبت .) 1997
)Vain and Dunl 1989(  و گندم )Fernandez et al.  1999( 

  جنين  روي    بر  شده  انجام   هايبررسي   .است گزارش شده 
  

  در   محركي  نقش   نقره  نيترات  كه داده نشان   هم  هاي رسيده
به همين دليل در مطالعه اخير از  .هاي سوماتيكي داردالقاي جنين

  .گرم در ليتر نيترات نقره استفاده شدميلي 85/0غلظت 
هـايي ماننـد   كسـيدان اهمانگونه كه قبلا ذكر شد نقش محرك آنتي

در گياهاني مانند انگـور و سـويا بـه اثبـات      DTTسيستئين و  -ال
 Per et al. 1996; Olhoft et al. 2001; Olhoft and(رسيده است 

Somers 2001; Paz et al. 2004; Frame et al. 2006.( ـ  عـلاوه  هب
)Vega et al. 2008(  هـاي پـايين   نشان دادند كه استفاده از غلظـت

سيسـتئين   -سيستئين بـه تنهـايي،  و يـا ال    -در تركيب با النمك 
. شودذرت مي Hi-IIباعث افزايش انتقال ژن به لاين  DTTبعلاوه 

در تراريختي ذرت بواسطه  احتمالينع با توجه به اينكه يكي از موا
-T دريافت كننده هايسلول بازيابياگروباكتريوم مربوط به مرحله 

DNA كشتي تواند در محيط همسيستئين مي -احتمالا ال باشد،مي
  هاي سلول حساس  بسيار   پاسخ به كاهش مرگ سلولي كه باعث
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  . Mo17رقم  به انتقال ژن مختلف استفاده شده در تيمارهاينتايج حاصل از  -2دول ج

فركانس 
  (%)انتقال 

-تعداد كالوس

  هاي آبي شده
هاي تعداد كالوس

  شده آزمون
اوم به مق هايتعداد كالوس

  فسفينوتريسين
ريزنمونه تلقيح تعداد 

  شده
  ژنوتيپ  تيمار

  و سانتريفوژ دما    آنتي اكسيدان

  
  
  
  
0  

0  10  19  100  F68    
 

1T 

  
  

2T 

  
  
  

MO17  
  
 

0  10  29  100  DTT  

0  10  14  100  _  
0  10  9  100  F68    

0  10  29  100  DTT  

0  10  11  100  _  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

  انتخابي كشت فسفينوتريسين بعد از هشت هفته در محيط كشعلفهاي مقاوم به هيستوشيميايي كالوس آزمون -3شكل
  

، كمـك كـرده   شودمي اسكوتلوم ذرت تلقيح شده با اگروباكتريوم
زا هاي مستعد جنـين منجر به حيات پس از تلقيح سلولامر اين كه 

بـه همـين دليـل در    . ودشمي تراريختيو بنابراين افزايش فركانس 
بـه همـراه    دمـا و سـانتريفوژ  استفاده از تيمارهاي پژوهش حاضر 
 -و ال DTT+ سيسـتئين   -سيستئين به تنهـايي، ال  -بكارگيري ال

. گرفـت كشتي مـورد مقايسـه قـرار    در محيط هم  F68+سيستيئن 
بـر روي   GUSارزيابي اوليه با استفاده از آزمـون هيستوشـيميايي   

اي رشد كـرده در محـيط انتخـابي حـاوي     هفته هاي هشتكالوس
PPT و سانتريفوژ، انتقال  دمايياستفاده از تيمارهاي  كه نشان داد 

ــه  ــالي  B73ژن ب ــيده در ح ــود بخش ــه در را بهب ــر  Mo17ك تغيي
همچنـين  . )3و  2، جـداول   3شـكل ( كنـد چشمگيري ايجاد نمي

افـزايش  باعـث  كشـتي  به محـيط هـم   F68  و   DTTاضافه كردن
از  صـفر درصـد   -18 ، بـين بسته به نوع تيمار. شد T-DNAنتقال ا

. هاي مقاوم به فسفينوتريسين توليد كردندهاي نارس كالوسجنين
 F68بـه همـراه    1T مربوط به تيمارهاي) درصد 18(بهترين نتيجه 

  انتخابي  محيط  هاي نارس درجنينيك از هيچكه در صورتي ،بود
هاي مقاوم توليد نت كالوسو بدون دترج 2Tتيمارهاي  در
  .كردندن
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  B73.  رقم به انتقال ژن مختلف استفاده شده در تيمارهاينتايج حاصل از  - 3جدول 

ــانس  فركـــ
  (%)انتقال 

-تعداد كالوس

  هاي آبي شده
-تعداد كالوس

  ي آزمونها
مقاوم  هايتعداد كالوس

  به فسفينوتريسين
ريزنمونه تلقيح تعداد 

  شده
  ژنوتيپ  سانتريفوژ و دما           تيمار               آنتي اكسيدان

     

18  18  18  18  100  F68    
 

1T 

  
  

2T 

  
  
  

B73  
  
 

10  10  10  10  100  DTT  
1  6  6  6  100  _  
16  16  16  16  100  F68    
9  9  9  9  100  DTT  
0  0  8  8  100  _  

  

  
هاي تراريخت احتمالي؛ كالوس )5و  4، 1. بيوتيك فسفينوتريسين بعد از هشت هفته در محيط انتخابيهاي مقاوم به آنتيدر كالوس gusاي ژن بر PCRآزمون  -4شكل 

  .)آب(كنترل مثبت  )9كنترل منفي؛  )8؛ )kb ladder 1(نشانگر وزن مولكولي  )7هاي غيرتراريخت؛ كالوس )6و  3، 2
  

هاي هشت در كالوس  gusضور ژنبراي اثبات تراريختي و ح
علاوه بر سنجش اي رشد كرده در محيط انتخابي، هفته

آغازگرهاي اختصاصي  با استفاده از PCRهيستوشيميايي، از روش 
 gusبراي ژن شده طراحي هايآغازگر. دشاستفاده هم   gusژن 

كردند كه باز را تكثير جفت 480به اندازه  ايقطعهبيني، طبق پيش
هاي تراريخت و شاهد مثبت پلاسميدي وجود داشت، نهنمودر 

در اين  نوارفاقد ) نمونه غيرتراريخت و آب(اما شاهدهاي منفي 
نتايج حاصل نشان داد كه در تمامي  .)5-14شكل( محل بودند

هايي كه در آزمون هيستوشيميايي رنگ آبي توليد كرده كالوس
  .هم مثبت بود PCRبودند، آزمون 

به عنوان نشانگر انتخابي در انتخاب  barور ژن با توجه به حض
- و بهره PCRهاي تراريخت احتمالي، با استفاده از روش كالوس

حضور اين ژن در  ،barگيري از آغازگرهاي اختصاصي ژن 
حيط كشت انتخابي مورد بررسي قرار هاي رشد كرده در مكالوس

اي ههاي حاصل از واكنش زنجيرپس از الكتروفورز نمونه. گرفت
  bp520اي به طول قطعه يك درصدپليمراز روي ژل آگارز 

هاي تراريخت و شاهد مثبت وجود داشت، اما شاهدهاي درنمونه
فاقد نوار در اين محل ) نمونه گياهي غيرتراريخت و آب(منفي 
با نتايج  barبراي ژن  PCRنتايج حاصل از آزمون ). 5شكل(بودند 

مطابقت  gusبراي ژن  PCRحاصل از آزمون هيسوشيميايي و 
  .داشت

نقش محرك شوك دمايي در انتقال ژن به گياهاني مانند اطلسي و 
 .Zakai et al. 1993 ; Khanna et al(موز گزارش شده است 

-نشان دادند كه پيش )Hiei and Komari 2006(همچنين  ). 2004

هاي نارس ذرت و برنج با شوك دمايي و همچنين تيمار جنين
داري افزايش بطور ميزان تراريختي اين گياهان را معنيسانتريفوژ 

مكانيسم اين كار  هرچند). Hiei and Komari 2006(دهد مي
  شوك  عملكرد  رسد روشمي ولي بنظر   نيست  چندان مشخص

1          2          3          4         5       6         7         8       9  

بازي جفت 480قطعه
   gusمربوط به ژن 
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؛ )آب(كنترل منفـي  ) 2 ؛)kb ladder 1(نشانگر وزن مولكولي ) 1. تماليهاي تراريخت احبراي كالوس barبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن PCR آزمون  -5شكل 
  .كنترل مثبت نشانگر) 8 ؛كالوس هاي تراريخت احتمالي) 7، 6، 5، 4 ؛كالوس غيرتراريخت) 3
  

دماي بر حسب گونه گياهي و نوع مـواد اسـتفاده شـده، متفـاوت     
-لولخانا و همكاران گزارش دادند كه سانتريفوژ همزمان س. باشد

حدود چهار برابر ميزان تراريختـي را   A. tumefaciensهاي موز و 
آنهـا مشـاهده كردنـد كـه      ).Khanna et al. 2004( دهدافزايش مي

ها گياهي پس از مرحله سانتريفوژ ها به سلولميزان اتصال باكتري
هايي  نظر آنها، برخلاف. كنداي افزايش پيدا ميبطور قابل ملاحظه

هاي گياهي ها به سلولن كردند ميزان اتصال باكتريو همكاران بيا
كنـد بلكـه بـه عقيـده آنهـا احتمـالاً       در اثر سانتريفوژ تغييري نمي

شود و از طرف ديگر باعث ها ميسانتريفوژ مانع تمايز و نمو اندام
گـردد و بـه ايـن وسـيله     هاي گياهي ميتحريك تمايززدايي سلول

 Hiei and( نمايـد ي مـي هـاي گيـاهي را مسـتعد تراريخت ـ   سـلول 

Komari  2006 .(ها و يا سوسپانسـيون  از آنجايي كه تيمار كالوس
با سـانتريفوژ تـاثيري   ) اندكه قبلا تمايز زدايي شده(سلولي گياهي 

بـا ايـن   . ها ندارد، شايد دليلي بر تائيد اين فرضـيه باشـد  بر سلول
  .وجود مكانيسم عمل چندان مشخص نيست

شد تلفيقي از تيمارهاي حرارتي، سـانتريفوژ و   در مطالعه اخير تلاش
اكسيدان براي بررسي تاثير آنهـا بـر تراريختـي    استفاده از عوامل آنتي

 DTTبـدون  (شوك حرارتي و سانتريفوژ در تيمارهاي . استفاده شود
انتقال ژن بسيار پايين و بدون اعمال حرارت، فركانس انتقال  )F68و 

هـا افـزايش   اكسيداناستفاده از آنتي كهدر حالي. صفر مشاهده گرديد
 ناقـل بر ايـن اسـاس، انتقـال ژن توسـط     . فركانس انتقال را نشان داد
 -از ال تنهـا  كشـتي در محـيط هـم  ي كـه  دوگانه استاندارد در شرايط

 ـاي در بر نداشته، ولـي  نتيجهاستفاده شود  سيستئين ر اسـتفاده از  ياثت
DTT  وF68  انتقـال ژن بـه    نتريفوژو سـا  تيمارهاي حرارتي باهمراه
B73 در رقـم   بـا ايـن وجـود،   . را بهبود بخشيدMo17    هـيچ نتيجـه

پس اين احتمـال وجـود   . اميدبخشي مبني بر انتقال ژن مشاهده نشد
اكسـيدان بعـد از يـك    سيستئين در كنار آنتـي  -دارد كه تركيبي از ال

هـاي  هاي جنينتواند به قدرت سلول، ميو سانتريفوژ حرارتي تيمار
سيسـتئين   -و ال F68تركيبـي از  . نارس براي آلودگي مـرتبط باشـد  

خارجي و آلودگي  DNAرا بهتر مستعد پذيرش  B73هاي رقم سلول
بـه  . ندارد MO17كند، تركيبي كه توان ايجاد اين تغيير را در رقم مي

انتقال ژن به بعضي  بهبوددر  F68و  DTTهر حال هنوز نقش بالقوه 
ولـي نتـايج ايـن تحقيـق بـراي      . اقي مانده استارقام ذرت نامعلوم ب

و همچنــين مطالعــات مهــم  B73بــه رقــم  هــاي ســودمندانتقــال ژن
مهندسي ذرت از جمله بررسي ژنوم و همچنين ساختار سلولي ارقام 

  .باشدمختلف ذرت بسيار سودمند مي
  
  

520 bp  

   1              2              3             4         5          6            7           8  
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