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 و عملکرد کاهش دچار و بوده حساس بسيار هرز هایعلف با رقابت در( Cicer arietinum) نخود

 مفيد گلایفوسيت نظير عمومي هایکشعلف به مقاوم گياهان توليد لذا. شودمي محصول کيفيت

 پلاسميد حاوی LBA4404 سویه  Agrobacterium tumefaciensاز تحقيق، نای در. باشدمي

pBI121 یافته موتاسيون ژن و epsps که شد استفاده گلایفوسيت کشعلف به مقاومت ایجاد برای 

 از ژن انتقال منظوربه. است گرفته قرار 35S برپيش تحت گزینشگر عنوان به nptII ژن آن در

 با کشتيهم از پس ها ریزنمونه. شد استفاده بيونيج و ثمين رقم نخود جنيني محورهای

 منظوربه آن از پس و گرفت قرار B5 کشتيهم محيط در روزسه  مدت به باکتری سوسپانسيون

 منتقل NAA و BAP، Kin هایهورمون از مناسبي غلظت همراه به MS کشت محيط به باززایي

 و زایيریشه کانامایسين، بيوتيک آنتي از استفاده با متوالي هایگزینش از پس تدرنهای. گردید

 ژن گياه15 در ،PCR آزمون از استفاده با و شد انجام هيدروپونيک محيط در T0 گياهان استقرار

 مشکوک گياهان آلودگي عدم. شد تأیيد آنها تراریختگي و تکثير nptII  ژن و  epsps اختصاصي

 با نظر مورد ژن بيان بررسي با همچنين و باکتری ITS نواحي آغازگرهای از استفاده با اریختهتر به

 .بود درصد 75/0 بررسي این در تراریختگي درصد و شد تأیيد RT-PCR آزمون از استفاده

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Chickpea (Cicer arietinum) is very sensitive in competition with weeds and suffers from a decrease in 

yield and product quality. Therefore, it is useful to produce plants resistant to general herbicides such as 

glyphosate. In this research, Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 was used. This bacterium 

contains plasmid pBI121 and mutated epsps gene of Escherichia coli to create resistance to glyphosate 

herbicide. In this plasmid nptII gene is placed under 35S promoter as a selective gene. In order to transfer 

the gene, embryonic axes of chickpea varieties (Samin and Bivanij) were used. Chickpea embryonic axes 

were placed on B5 co-culture medium after co-cultivation with bacterial suspension for 3 days and then 

transferred to MS culture medium with appropriate concentration of BAP, Kin and NAA hormones for 

regeneration. Finally, after successive selections using kanamycin antibiotic, rooting and establishment of 

T0 plants were done in hydroponic environment. Then, PCR amplified epsps and nptII genes in 15 plants 

and their transgenecity was confirmed. Non-contamination of DNA in putative transgenic plants was 

confirmed by using the primers of the bacterial ITS regions. Also the expression of the target gene 

verified using RT-PCR test and the transgenic percentage was 0.75% in this study. 

Keywords: Agrobacterium, genetic engineering, kanamycin, transgenic, weed. 

 

  مقدمه

های هرز از منابع مشترک مانند نور گیاهان زراعی و علف

خورشید، گازهای اتمسفری، منابع زیرزمینی و فضا استفاده 

دات بینی از موجوکنند. بنابراین رقابت، پاسخی قابل پیشمی

ای است بین دو ای است که در یک اجتماع هستند و مبارزهزنده

ها ضروری است. موجود برای منابعی محدود که برای رشد آن

های هرز باعث تغییر در بهره برداری از رقابت گیاهان و علف

 وشود و همچنین بر تعاملات پیچیده بین گیاهان منابع مختلف می

های هرز در . از بین بردن علفگذاردعوامل محیطی تأثیر می

ترین راه برای کاهش تعرق مزارع کشاورزی مؤثرترین و کاربردی

ی آب برای استفاده گیاه مورد نظر است. ی آن ذخیرهو در نتیجه

های هرز تهاجمی به دلیل استخراج بیشتر آب و مواد مغذی علف

و ر از خاک و توانایی زنده ماندن در شرایط نامطلوب، سازگارت

پایدارتر از محصولات زراعی هستند و منجر به کاهش بازده 

شوند به همین دلیل تهدیدی جدی برای تولید محصول زراعی می

 (.Kaur et al. 2018روند )شمار میمحصول به 

های هرز وجود شود علفدر اغلب مناطقی که حبوبات کشت می

؛  Whish et al. 2002شوند )داشته و سبب کاهش محصول می

Somers et al. 2003های هرز در (. بنابراین وجود علف

های مختلف ایران به یک مشکل بسیار جدی تبدیل بخش

های هرز مانند های کنترل مکانیکی علفاست. امروزه روششده

ورزی کمتر مورد های خاکهای هرز با دست یا روشوجین علف

های لب علفگیرد و کنترل شیمیایی، مدیریت غااستفاده قرار می

 (.Nosrati el al. 2017هرز در ایران است )

با توجه به کاهش کمیت و کیفیت محصول به دلیل حضور 

-Nکش گلایفوسیت )های هرز در مزارع، استفاده از علفعلف

phosphomethyl-glycineکش غیرانتخابی با عنوان یک علف( به

طور بههای هرز، طیف گسترده و پس از ظهور یا سبز شدن علف

گسترده در مزارع حاوی گیاهان تراریخته مقاوم به علفکش 

(. همچنین از Kahrizi et al. 2007گلایفوسیت مرسوم است )

کش گلایفوسیت برای تسهیل برداشت محصول در پایان علف

است. میزان مصرف سالانه گلایفوسیت در فصل نیز استفاده شده

 2012ویا(. در سال است )مانند سهر هکتار نیز افزایش یافته

 700هزار تن گلایفوسیت در ایالت متحده آمریکا و 127حدود 

است و در حال هزار تن در سراسر جهان مورد استفاده قرار گرفته

کش گلایفوسیت در کشورهای توسعه یافته حاضر استفاده از علف

 (.Van Bruggen et al. 2018و در حال توسعه، رایج است )

دلیل ممانعت از تولید کش گلایفوسیت بهخاصیت کشندگی علف

است.  (EPSPS)فسفات -3-انول پیروویل شیکیمات-5آنزیم 

کند، ی ششم در مسیر شیکیمات را متوقف میگلایفوسیت مرحله
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این مسیر برای تولید اسیدهای آمینه آروماتیک و ترکیبات ثانویه، 

ها برای عملکرد دفاعی در گیاهان و بسیاری از میکروارگانیسم

لذا با توجه به نحوه عملکرد این علف کش در . ضروری است

گیاهان و لزوم کنترل علفهای هرز در مزارع، تولید گیاهان زراعی 

مقاوم به این علف کش در نظام های زراعی مطلوب خواهد بود.  

توان به سویا کش گلایفوسیت میاز محصولات مقاوم به علف

(Glycine max)  و کلزا(Brassica napus)   پنبه 1996در سال ،

(Gossypium hirsutum)  و ذرت  1997در سال(Zea mays)  در

 (. Van Bruggen et al. 2018اشاره کرد ) 1998سال 

منظور کاهش میل ترکیبی آنزیم باکتریایی به epspsورزی ژن دست

های مؤثر برای با گلایفوسیت و انتقال آن به گیاهان، یکی از روش

 Kahrizi etکش گلایفوسیت است )ان مقاوم به علفتولید گیاه

al. 2007( در تحقیق سعادتی جبلی و همکاران .)ژن 2018 )

aroA  با یک جهش سه نقطه ای به همراه فرم معمول ژن به گیاه

کلزا برای تولید بیشتر آنزیم و ایجاد مقاومت به علف کش 

ین بود که گلایفوسیت مورد استفاده قرار گرفت و نتایج حاکی از ا

میلی مولار از علف  76بهترین سطح تحمل در لاینهای تراریخته، 

با یک جهش نقطه  epspsکش بود.  در مطالعه دیگری نیز از ژن 

ای برای ایجاد مقاومت به علف کش گلایفوسیت در گیاه برنج 

رقم هاشمی استفاده شد و میزان زنده مانی گیاهان تراریخته نسل 

T1  درصد برآورد  91کش گلایفوسیت حدود پس از اسپری علف

(. در بررسی حاضر از ژن Nasr Ramzi et al. 2018شد )

باکتری اشرشیاکلی که توسط کهریزی و  epspsموتاسیون یافته 

( به اگروباکتریوم سویه Kahrizi et al. 2007همکاران )

LBA4404 منظور انتقال ژن به گیاه نخود منتقل شده بود، به

دف اصلی در این تحقیق، بررسی امکان انتقال ژن ه استفاده شد.

به گیاه نخود رقم ثمین و بیونیج با استفاده از روش تلقیح با 

اگروباکتریوم تومی فاشینس و تأیید مولکولی حضور ژن مورد نظر 

 باشد.می PCR-RTو  PCRبا استفاده از آزمون  0Tدر گیاهان 

 

  هاروش و مواد

این پژوهش دو رقم از نخودهای تیپ در  مواد گیاهی و باکتری:

کابلی به نام ثمین و بیونیج )تهیه شده از مرکز تحقیقات حبوبات 

( استفاده شد. به منظور Sabbaghpour et al. 2017کرمانشاه، 

کشتی با اگروباکتریوم، ابتدا بذرها به ی ریزنمونه استریل و همتهیه

هیپوکلریت دقیقه با  15درصد و  70مدت یک دقیقه با الکل 

سدیم یک درصد زیر هود لامینار ضدعفونی شدند و پس از 

ساعت در آب قرار  24شستشو با آب مقطر استریل به مدت 

فاشینس در این طرح از باکتری اگروباکتریوم تومی گرفتند.

(Agrobacterium tumefaciens سویه )LBA4404  .استفاده شد

موتاسیون یافته   حاوی ژن pBI121این باکتری دارای پلاسمید 

epsps باشد که ژن میnptII گر تحت عنوان ژن گزینشنیز به

شده است )این سازه توسط دکتر  در آن تعبیه 35Sبر پیش

سلمانیان از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک تهیه شد(. در این 

حذف و  Sac1/Xbalهای با استفاده از آنزیم gusساختار، ژن 

 (.1شده جایگزین شده است )شکلدستورزی  epspsبجای آن 

برای  K12باکتری اشرشیاکلی سویه  epspsای در ژن جهش نقطه

به ترئونین در تحقیق  183به آلانین و آلانین  96تبدیل گلایسین 

 است.، ایجاد شده(Kahrizi et al. 2007)کهریزی و همکاران 

 

 
. در این ساختار، ژن  pBI121-EPSPSی پلاسمید نوترکیب نقشه -1شکل 

epsps های با استفاده از آنزیم دستورزی شدهSac1/Xbal  برش و در محل

 .(Kahrizi et al. 2007مربوطه قرار گرفته است )

Fig 1. Map of recombinant plasmid pBI121-EPSPS. In this 

construct, the modified epsps gene was cut using Sac1 / 

Xbal enzymes and ligated in related place (Kahrizi et al. 

2007). 
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د در حاوی پلاسمی LBA 4404فاشینس کشت اگروباکتریوم تومی

بیوتیک گرم در لیتر از آنتیمیلی 50حاوی  LBمحیط کشت مایع 

بیوتیک ریفامپیسین با گرم در لیتر از آنتیمیلی 100کانامایسین و 

6/0 OD  .برای همکشتی استفاده شد 

منظور باززایی و انتخاب سین بهسازی غلظت کانامایبهینه 

قبل از انجام هر آزمایش تراریختی باید  گیاهان تراریخته نخود:

نسبت به بهینه سازی غلظت عامل انتخابی جهت گزینش 

های تراریخته اقدام نمود، لذا در این بررسی قبل از انتقال، گیاهچه

کشتی از محور جنینی( هم های )لپه به همراه برش طولیریزنمونه

بیوتیک کانامایسین آزمایشی در شده به محیط کشت حاوی آنتی

کشتی تکرار با رقم ثمین و بدون هم 3قالب طرح کاملا تصادفی و 

های متفاوتی از با اگروباکتریوم انجام شد، تا تأثیر غلظت

ی زایکوتیل، شاخهزنی، تولید اپیبیوتیک کانامایسین بر جوانهآنتی

و ماندگاری مشخص شود. در این آزمایش مقدماتی از محیط 

گرم میلی BAP ،5/0گرم در لیتر میلی 5/0حاوی  MSکشت جامد 

گرم در لیترساکارز  NAA ،30گرم در لیتر میلی Kin ،05/0در لیتر 

های متفاوتی از کانامایسین گرم در لیتر آگار به همراه غلظت 8و 

گرم در لیتر استفاده میلی  200و150، 100، 50، 25به ترتیب صفر، 

کشت های  شد. پس از تهیه ریزنمونه و قرارگیری در محیط

مختلف در پایان هفته اول، پایان هفته دوم و پایان هفته چهارم به 

های سبز دهی و ماندگاری شاخهکوتیل، شاخهترتیب تولید اپی

ان محاسبه گردید و غلظت مناسب برای انتخاب و تفکیک گیاه

 تراریخته مشخص شد.

منظور بهکشتی با اگروباکتریوم: ی گیاهی و همتهیه ریز نمونه

کشتی محورهای جنینی با اگروباکتریوم، بذرهایی که به مدت هم

ساعت در آب خیس شده بودند با کمک اسکالپل و پنس به  24

ها نصف محور جنینی ای که هریک از لپهدونیم تقسیم شد به گونه

ها ی آن حذف گردید. ریزنمونهخود داشته باشد و پوسته را همراه

و بدون هورمون   MSدقیقه درون محیط کشت مایع 30به مدت 

دقیقه درون  45های آماده به مدت ور شد و سپس ریزنمونهغوطه

محلول اگروباکتریوم )سوسپانسیون باکتری( قرارگرفت تا تلقیح 

غذ صافی استریل، ها روی کاانجام شود. پس از آن ریزنمونه

کشتی گیری شد و در محیط کشت نیمه جامد همخشک و آب

، فاقد  B5کشتی شامل محیط کشت جامد قرار گرفت. محیط هم

گرم در لیتر  8گرم در لیتر ساکارز و  30آنتی بیوتیک و حاوی 

گرم در لیتر و یک میلی  NAAگرم در لیترآگار به همراه یک میلی

BAP  باpH  کشتی حاوی ریز نمونه به ود. محیط همب 8/5معادل

گراد و درجه سانتی 25ساعت در اتاقک رشد با دمای   72مدت 

ساعت تاریکی قرار داده شد. در مجموع  8ساعت روشنایی و  16

بذر بیونیج  800بذر ثمین و  1200تکرار جداگانه حدود  14طی 

 کشتی استفاده گردید.برای هم

هایی که با ریزنمونه شاخه:محیط باززایی و تحریک تشکیل 

روز در محیط  3باکتری حاوی ژن موردنظر تلقیح شده، به مدت 

قرار گرفتند تا باکتری فرصت کافی برای  B5کشتی هم

منظور زایی و انتقال ژن هدف داشته باشد. پس از آن بهبیماری

اند هایی که ژن هدف را دریافت کردهباززایی و انتخاب ریزنمونه

ی کانامایسین به صورت مرحله ای از صفر نتخاب کنندهاز عامل ا

گرم در لیتر در میلی 50به  25گرم در لیتر و از میلی 25تا 

گری مؤثر گیاهان تراریخت استفاده واکشتهای متوالی جهت غربال

گرم میلی 50های سبز در غلظت شد. پس از اینکه انتخاب شاخه

 3مانده ی سبز باقیهادر لیتر کانامایسین صورت گرفت شاخه

گرم در لیتر واکشت میلی 25روزه در محیطی با غلظت  14ی دوره

 Moshtaghi etبود ) T3و  T1  ،T2محیط باززایی به ترتیب شدند.

al., 2009 محیط .)T1  اولین محیط انتخابی و شامل محیط کشت

MS  گرم در لیتر میلی 5/0حاویBAP ،5/0 گرم در لیتر میلی

Kin ،05/0 گرم در لیتر یلیمNAA ،30  8گرم در لیترساکارز و 

 200گرم در لیتر کانامایسین و میلی 25گرم در لیتر آگار به همراه 

باشد. می 8/5معادل  pHگرم در لیتر سفوتاکسیم با میلی

با مقادیر کمی از کانامایسین  T1ها ابتدا به محیط انتخابی ریزنمونه

این محیط کشت درون اتاقک  منتقل شدند و به مدت دو هفته در

ساعت تاریکی و  8ساعت روشنایی و  16رشد با شرایط نوری 

گراد قرار گرفتند تا تشکیل شاخه و تحریک درجه سانتی 25دمای 

ها های جانبی در محل برش صورت گیرد. شاخهتشکیل جوانه

ها جدا ها قبل از انتقال به محیط کشت بعدی از لپههمراه پایه آنبه

که بدون اکسین بود  T2د، سپس به محیط کشت انتخابی گردی

بدون  MSشامل محیط کشت جامد  T2محیط  انتقال یافتند.

گرم در لیتر میلی BAP ،5/0گرم در لیتر میلی 5/0اکسین و حاوی 
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Kin ،30  50گرم در لیتر آگار به همراه  8گرم در لیترساکارز و 

گرم در لیتر سفوتاکسیم با میلی 150گرم در لیتر کانامایسین و میلی

pH  های جداشده به مدت دو هفته در این بود. شاخه 8/5معادل

ساعت  16محیط کشت و درون اتاقک رشد با شرایط نوری 

گراد قرار درجه سانتی 25ساعت تاریکی و دمای   8روشنایی و 

های زنده و پایه آنها به محیط کشت گرفتند. پس از دو هفته شاخه

 ی واکشت شدند. انتخابی بعد

حاوی غلظت کمتری از سیتوکنین و بدون اکسین بود  T3محیط 

گرم در لیتر میلی 1/0حاوی  MSکه شامل محیط کشت جامد 

BAP ،1/0 گرم در لیتر میلیKin ،25 گرم در لیتر کانامایسین میلی

های سبزی که در گرم در لیتر سفوتاکسیم بود.  شاخهمیلی 100و 

 روزه در همین14دوره  4تا3یافتند حدود  این محیط کشت بقا

 محیط کشت واکشت شدند.

جایی که از آن زایی گیاهان مشکوک به تراریختگی:ریشه

ی کلیدی برای حصول مانده، یک مرحلههای باقیزایی شاخهریشه

شود لذا در این بررسی نیز از گیاهان تراریخته محسوب می

ده شد. با توجه به زایی استفاتیمارهای مختلف برای ریشه

های )نمک MB های انجام شده ابتدا از محیط کشت بررسی

( و هورمون B5های محیط کشت و ویتامین MSمحیط کشت 

IAA  و پس از آن از هورمونIBA های زایی شاخهبه منظور ریشه

زایی در مانده استفاده گردید. اما بعد از دو هفته ریشهسبز باقی

مورد  NAAاهده نشد. بنابراین هورمون ها مشیک از شاخههیچ

زایی نخود رقم ثمین و استفاده قرار گرفت تا تأثیر آن در ریشه

حاوی  MBبیونیج مشخص شود. در نهایت از محیط کشت 

زایی گرم در لیتر برای ریشهمیلی 2/0با غلظت    NAAهورمون

م مانده از رقهای باقیزایی شاخهرقم ثمین استفاده گردید و ریشه

انجام  NAAگرم در لیتر میلی 4/0بیونیج در همان محیط با غلظت 

 شد. 

از محیط هیدروپونیک  سازگاری گیاهان مشکوک به تراریختگی:

دار استفاده شد و حاوی محلول هوگلند برای استقرار گیاهان ریشه

ویترو هایی که تازه از محیط اینبه منظور حفظ رطوبت گیاهچه

لوگیری از ایجاد تنش، تمامی مراحل بودند و ج خارج شده

شستشوی ریشه و انتقال به محیط هیدروپونیک بدون وقفه و با 

دقت انجام شد و روی ظرف به مدت ده روز با سلفون پوشیده 

شد و هرروز منافذی روی سلفون ایجاد گردید. پس از برداشتن 

کامل سلفون، محلول هوگلند هر هفته با محیط جدید تعویض 

هفته از رشد گیاهان در محیط  3ا با گذشت شد. حدود

های جوان و تازه هر یک از گیاهان هیدروپونیک، از برگ

و تأیید تراریختگی  DNAی برگ برای استخراج مانده، نمونهباقی

 نگهداری شد. 80تهیه و در فریزر منفی 

با  PCRآزمون تأیید مولکولی گیاهان مشکوک به تراریختگی: 

انجام   nptӀӀو پس از آن با آغازگر  epsps آغازگر اختصاصی ژن

های برگ گیاهان از نمونه ی ژنومیDNAشد. بدین منظور 

 CTABی نخود در محیط هیدروپونیک به روش سازگار یافته

DNA Extraction پس از تعیین غلظت  .با کمی تغییراستخراج شد

رای ها با استفاده از نانودراپ، به منظور استفاده از آن بنمونه

با استفاده از آب آمپولی و با  DNA، رقیق سازی PCRواکنش 

نانوگرم در میکرولیتر انجام شد. سپس تجزیه و تحلیل  50غلظت 

PCR  با آغازگرهای اختصاصی ژنepsps  وnptӀӀ   .انجام شد

تأیید عدم آلودگی گیاهان به باکتری با استفاده از آغازگر باکتریایی 

ITS  و همچنین آغازگرهایp5cs  .مورد بررسی قرار گرفت

انتقال یافته به گیاه، استخراج  epspsمنظور اطمینان از بیان ژن به

RNA سنتز ،cDNA  و آزمونRT-PCR  انجام شد. طراحی

و در سایت  epspsآغازگر با استفاده از توالی ژن موتاسیون یافته 

Primer3  10(. مخلوط واکنش با حجم 1انجام شد )جدول 

میکرولیتر از  5ی ژنومی،  DNAنانوگرم از  25شامل  میکرولیتر

Master mix Amplicon  و نیم میکرولیتر از هر یک از آغازگرها

 میکرومولار بود. 10با غلظت 

واسرشت اولیه در  جام شد.این شرح اننیز به  PCRهای چرخه

چرخه بعدی به  35دقیقه و در  5گراد مدت سانتی درجه 94دمای 

، epspsنیه انجام شد. دمای مرحله اتصال آغازگرهای ثا 45مدت 

nptII  ،ITS  وp5cs  درجه  60و  58،  50،  60به ترتیب

ها در ثانیه برای آن 45ها زمان گراد بود و در تمام چرخهسانتی

 درجه 72ی بسط آغازگر نیز در دمای شد. مرحلهنظر گرفته

دقیقه  10ها و هگراد و به مدت یک دقیقه برای تمام چرخسانتی

علاوه  PCRهای برای چرخه نهایی انتخاب شد. در تمام واکنش
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ی DNAی گیاهان تراریخته از شاهدهای مناسب شامل DNAبر 

و یک واکنش با  DNAبدون  PCRگیاهان غیرتراریخته، واکنش 

DNAهای مناسب در حین ی پلاسمیدی انجام گرفت تا کنترل

 آزمایش انجام شود.

 

 .p5csو  epsps ،nptII  ،ITSتوالی الیگونوکلئوتیدی آغازگرهای  -1جدول 

Table 1. Primer sequences for epsps, nptII, ITS and p5cs genes. 
Amplicon size Sequence Direction Gene name 

600 bp 5′-TCCATTACACGCAGAAGGTG-3′ Forward epsps 

 5′-TTTCCAGCACATCAGCAAAG-3′ Reverse 
750 bp 5′-CAGGTTCTCCGGCCGCT-3′ Forward nptII 

 5′-GAACTCGTCAAGAAGGC-3′ Reverse 
1500bp 5′-GCTATGCATGGCACGAC-3′ Forward ITS 

 5′-CCCACGGCTTTTCGCAG-3′ Reverse  

250 bp 5′-CAGCTTCTTGTTACCGACAATG-3′ Forward p5cs 

 5′-CCCAGAATATGCCAGAAGAATC-3′ Reverse  

، با استفاده از های مشکوک به تراریختهاز نمونه RNAاستخراج 

منظور بررسی شرکت دنازیست انجام شد. به RNAکیت استخراج 

درصد استفاده شد و  7/0ی استخراجی از ژل آگارز RNAکیفیت 

لیتر میکرو 5/0ی استخراجی به همراه RNAمیکرولیتر از  1مقدار 

 رنگ روی ژل بارگذاری شد. 

، طبق DNAبا کیفیت بالا و عاری از  RNA، از cDNAبرای سنتز 

م نانوگر 500دستورالعمل شرکت پارس توس استفاده شد. ابتدا 

RNA ی تیمار شده باDNase  10را به میکروتیوب حاوی 

افه میکرولیتر آنزیم مخلوط اض 2و  (2x)میکرولیتر بافر مخلوط 

 ونبد DEPCشدند. حجم واکنش با اضافه کردن آب تیمار شده با 

اد شده میکرولیتر رسانده شد. بلافاصله مخلوط ایج 20نوکلئاز به 

درجه  25دقیقه در دمای  10مدت ورتکس شد و سپس به

قرار  Master cycler gradientیکلر گراد در دستگاه ترموساسانتی

دقیقه در دمای  60ها به مدت گرفت. در این مرحله، میکروتیوب

ش با قرار دادن شدند. واکنگراد قرار داده درجه سانتی 47

دقیقه پایان  5مدت گراد بهدرجه سانتی 85ها در دمای میکروتیوب

ها داخل یخ قرار گرفت و یافت. در مرحله نهایی، میکروتیوب

 تا زمان استفاده نگهداری شد. 20سپس در فریزر منفی 

سازی آن با ، رقیقRT-PCRدر واکنش  cDNAمنظور استفاده از به

برابر رقیق cDNA5 از آب مقطر آمپولی انجام شد )غلظت استفاده 

با آغازگرهای اختصاصی ژن RT-PCR شد(. سپس تجزیه و تحلیل

epsps های صورت گرفت. چرخه RT-PCR نیز مطابق آزمون

PCR  با آغازگر اختصاصی ژنepsps  انجام شد. در واکنش RT-

PCR  علاوه برcDNA گیاهان تراریخته از شاهدهای مناسب 

ساخته شده   cDNAمنظور صحتگیاهان تراریخته به RNAشامل 

و  cDNAبدون  RT-PCR ، واکنشDNAو عدم آلودگی آن به 

های ی پلاسمیدی انجام گرفت تا کنترلDNAیک واکنش با 

 مناسب در حین آزمایش انجام شود.

 

  نتایج

منظور انتخاب گیاهان سازی غلظت کانامایسین بهبهینه

یج بررسی پس از یک هفته از زمان قراردادن نتا تراریخته:

های محور جنینی در محیط کشت، نشان داد بین ریزنمونه

زنی اختلاف ی جوانههای مختلف کانامایسین در مرحلهغلظت

های مختلف کانامایسین در داری وجود ندارد؛ اما بین غلظتمعنی

 درصد 5دار در سطح کوتیل اختلاف معنیی تشکیل اپیمرحله

 (. -A 2وجود دارد )شکل 

های محور جنینی با گذشت دو هفته از زمان قرارگیری ریزنمونه

های مختلف کانامایسین، به همراه غلظت MSدر محیط کشت 

های مختلف مورد بررسی قرار گرفت. زایی در غلظتدرصد شاخه

های مختلف نتایج بررسی در این مرحله نشان داد که بین غلظت

درصد (. B-2تلاف معنی داری وجود دارد )شکل کانامایسین اخ

های های محور جنینی نخود در غلظتزایی ریزنمونهشاخه

زایی در محیط ی بیشترین شاخهنشان دهنده مختلف کانامایسین

گرم در لیتر میلی 200زایی در غلظت فاقد کانامایسین و عدم شاخه

 باشد.کانامایسین می
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زایی درصد شاخه:  B کوتیل پس از یک هفته،درصد تشکیل اپی - A درصد تشکیل اپی کوتیل و شاخه زایی نخود تحت تاثیر غلظتهای مختلف کانامایسین -2شکل 

در ف کانامایسین. های مختلهفته در غلظت 4های سبز نخود پس از درصد ماندگاری شاخه:  C. ایسینهای مختلف کانامهای محور جنینی نخود در غلظتریزنمونه

 .داری ندارندهای دارای حرف مشابه تفاوت معنیهرستون میانگین

Fig 2. The percentage of epicotyl formation and branching of chickpea under the influence of different concentrations of 

kanamycin A: Percentage of epicotyl formation after one week. B: Percentage of shoot formation of chickpea embryonic axis 

explants in different concentrations of kanamycin. C: Survival percentage of chickpea green shoots after 4 weeks in different 

concentrations of kanamycin. In each column, averages with the same letter are not significantly different. 
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زایی ن آزمایش، بیشترین درصد شاخهبا توجه به نتایج حاصل از ای

پس از محیط کشت شاهد )فاقد کانامایسین( در محیط کشت 

گرم در لیتر کانامایسین مشاهده شد. درصد میلی 25حاوی 

گرم در لیتر بسیار پایین و میلی 150تا  50های زایی در غلظتشاخه

گرم در میلی 200ها سفید رنگ بود و غلظت از همان ابتدا شاخه

های ایجاد شده در محیط که شاخهزایی نداشت، درحالیلیتر شاخه

گرم در لیتر ابتدا سبز و بعد از چند روز میلی 25کشت حاوی 

 های سبز بود. های گیاهچه سبز روشن مایل به سفید و برگساقه

گرم در لیتر میلی 25های موجود در محیط کشت حاوی یزنمونهر

کوتیل را دارا ترین درصد اپیی اول بیشکانامایسین در مرحله

دلیل سمیت بودند، اما پس از گذشت دو هفته از زمان کشت، به

زایی نسبت به هزایی، درصد شاخکانامایسین و تأثیر آن بر شاخه

دلیل سمیت بالای کانامایسین در ی قبل کاهش یافت. بهمرحله

زایی و گرم در لیتر و بالاتر و ممانعت از شاخهمیلی 50های غلظت

های انجام شده، غلظت رشد گیاهان در این آزمایش و بررسی 

ه به بنابراین با توجکانامایسین ابتدا کم و سپس افزایش یافت. 

دلیل انجام شده و نتایج حاصل از این آزمایش، بههای بررسی

 25ی ابتدایی رشد از غلظت ضعیف بودن گیاهان در مرحله

گرم در لیتر کانامایسین استفاده شد تا به گیاهان فرصت میلی

ه زایی و رشد داده شود و پس از آن، انتخاب گیاهان تراریختشاخه

 شد. گرم در لیتر انجاممیلی 50در غلظت 

 MSها جدا شده و روی محیط کشت ها از لپهز دو هفته شاخهپس ا

های کانامایسین قرار گرفتند. درصد ماندگاری با همان غلظت

های محور هفته از زمان کشت ریزنمونه 4های سبز پس از شاخه

 داد جنینی نخود محاسبه گردید. نتایج بررسی در این مرحله نشان

 5داری در سطح تلاف معنیخهای مختلف کانامایسین ابین غلظت

 (. C-2درصد وجود دارد )شکل  

بیوتیک سفوتاکسیم و حذف آنتی زایی رقم ثمین و بیونیج: ریشه

باعث ظهور ریشه  NAAگرم در لیتر میلی 2/0استفاده از غلظت 

های نخود زایی گیاهچهروز گردید. برای ریشه 5بعد از گذشت 

گرم در لیتر استفاده میلی 2/0با غلظت  NAAرقم ثمین از هورمون 

 2/0رقم بیونیج با غلظت  شد. اما گیاهان مشکوک به تراریختگی

زایی نداشت بنابراین از غلظت ، ریشهNAAگرم در لیتر میلی

زایی رقم زایی رقم بیونیج استفاده شد. ریشهبیشتری برای ریشه

(. 3انجام شد )شکل NAAگرم در لیتر میلی 4/0بیونیج در غلظت 

های انتقال یافته )رقم ثمین و زایی مجموع گیاهچهرصد ریشهد

 درصد بود.  8/48بیونیج( در این دو محیط کشت 

از محیط هیدروپونیک سازگاری گیاهان در محیط هیدروپونیک: 

. حاوی محلول غذایی هوگلند برای سازگاری گیاهان استفاده شد

رفتند می و از بینابتدا در این محیط بسیاری از گیاهان دوام نداشته 

یجاد ی گیاه با محلول و اکه احتمالا در مواردی به دلیل تماس طوقه

ی گیاه بوده است، این مشکل نیز با قرار پوسیدگی در محل طوقه

 ای از جنس یونولیت در اطراف طوقه به منظور جلوگیریدادن پایه

ی از خیس شدن و پوسیدگی آن و همچنین قرار دادن پایه

شد ره برای گیاه تا حد زیادی بهبود پیدا کرد و سرعت نگهدارند

ک یطوریکه بعد از گیاه بسیار مطلوب و بیش از حد انتظار بود، به

های سرشاخه مشاهده شد. از های جدید در قسمتهفته ظهور برگ

های کشت و ایجاد منافذ طرفی استفاده از سلفون شفاف روی ظرف

ویوو یاهان به محیط اینگی ها باعث سازگاری تدریجریز روی آن

 شد. شاید یکی از دلایل دیگری که باعث رشد بهتر گیاهان در

است حفظ رطوبت کافی در فضای زیر محیط هیدروپونیک شده

است که این امر به دلیل تبخیر سطحی از محیط سلفون شفاف بوده

است و مایع و قرارگیری پوششی از سلفون روی ظرف محقق شده

طوبت ویترو با درصد بالایی از رکه تازه از محیط این برای گیاهانی

 اند، شرایط مشابهی را فراهم کرده و گیاه به رشد خودخارج شده

کم منافذ  بسیار ریز روی دهد.  بعد از دو الی سه روز کمادامه می

 سطح ایجادکرده و با جریان هوا در زیر سطح سلفون به تدریج

فاده شود. بنابراین استنش روبرو نمیرطوبت کاهش یافته و گیاه با ت

از محیط هیدروپونیک باعث بهبود سرعت رشد گیاه شد در این 

 (.  3دهی پیش رفتند )شکل ی گلآزمایش گیاهان تا مرحله

تأیید مولکولی گیاهان تراریخته با استفاده از آغازگر اختصاصی 

epsps  :ازگر به منظور تأیید گیاهان مشکوک به تراریختگی از آغ

استفاده شد. این آغازگر منجر به تکثیر یک  epspsاختصاصی ژن 

ی گیاهان DNAشود. علاوه بر جفت بازی می 600ی قطعه

ی گیاهان غیرتراریخته، DNAتراریخته از شاهد مناسب شامل 

ی پلاسمیدی DNAو یک واکنش با  DNAبدون  PCRواکنش 
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(. -A 4د )شکلعنوان کنترل مثبت در حین آزمایش استفاده شبه

گیاه باند مورد نظر را نشان داده و مشکوک به  15حدود 

تراریختگی بودند. برای اطمینان از انتقال ژن مورد نظر، از آغازگر 

اند قرار گرفته T-DNAکه همراه با ژن هدف روی یک  nptIIژن 

نیز استفاده شد. آغازگر مورد استفاده در گیاهان تراریخته منجر به 

 -4شود )شکلجفت بازی می 750ی تقریبی ای با اندازهتکثیر قطعه

B گیاهانی که باند مربوط به ژن هدف را نشان دادند دارای ژن .)

nptII .نیز بودند 

 

 

 NAAگرم در لیتر میلی 2/0. ) سمت راست بالا شامل ریشه زایی رقم ثمین در NAAبا استفاده از  MBزایی های ایجاد شده در محیط ریشهمورفولوژی ریشه -3 شکل

ای و گلدهی گیاهان مشکوک به تراریختگی در محیط ی سیستم ریشهتوسعه. ( NAAمیلی گرم در لیتر  0/ 4و سمت چپ بالا شامل ریشه زایی رقم بیونیج در 

 هیدروپونیک )تصاویر پایین(.

Fig 3. Morphology of roots developed in MB rooting medium using NAA (The up right figure includes the rooting of the 

Sameen cultivar at 0.2 mg/L NAA and the up left figure includes the rooting of the Bivanij cultivar at 0.4 mg/L NAA).The 

development of the root system of the plants transferred to the hydroponic environment and flowering of putative transgenic 

plants in hydroponic culture (bottom figures). 
. 

های گیاهی به باکتری همچنین به منظور بررسی عدم آلودگی نمونه

باکتری نیز استفاده شد. این  ITSمورد استفاده، از آغازگر نواحی 

جفت  1500ی تقریبی آغازگر منجر به تکثیر یک قطعه با اندازه

ی گیاهان تراریخته از شاهد DNAشود. بنابراین علاوه بر بازی می

بدون  PCRی گیاهان غیرتراریخته، واکنش DNAمناسب شامل 

DNA  و یک واکنش باDNAهای ی پلاسمیدی انجام شد تا کنترل

مناسب در حین آزمایش استفاده شود)تصویر نشان داده نشده 

ی DNAی موردنظر در تکثیر قطعه PCRاست(. نتایج واکنش 

ریزنمونه ای که در ابتدا برای همکشتی  2000پلاسمیدی بود. از 

گیاه  15گیاه پس از سازگاری باقی ماند و در  20استفاده شد حدود 

تایید شد لذا درصد تراریختگی در این  PCRتراریختگی با روش 

 2000درصد )نسبت گیاهان تراریخته به  75/0آزمایش حدود 

 باشد. تدایی( میریزنمونه اب
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A  

B  

C     D    

ی و تکثیر قطعه epspsاده از آغازگرهای اختصاصی ژن استفتأیید حضور ژن هدف در گیاهان مشکوک به تراریختگی  با :  A تایید مولکولی گیاهان تراریخته،-4شکل 

واکنش  -12ی پلاسمید باکتری(، DNA. کنترل مثبت )11.گیاه غیرتراریخته )شاهد(، 10. گیاهان مشکوک به تراریخته، 9تا2. سایز مارکر، 13و1جفت بازی. چاهک  600

PCR  بدونDNA .B :با استفاده از آغازگرهای  تأیید حضور ژن هدف در گیاهان مشکوک به تراریختهnptIIگیاهان مشکوک به تراریخته  11تا2سایزمارکر،  1. چاهک

 DNA ،Cبدون PCRواکنش  14مثبت )پلاسمید باکتری(.  ترلکن 13،)شاهد( . گیاه غیرتراریخته12(،nptIIی مورد نظر و تأیید تراریختگی با آغازگر تکثیر قطعه7تا  2)

:  DNase .Dتیمار شده با  DNA( .4 )RNAو عدم آلودگی به  RNAاستخراج ( کیفیت 3و2( سایز مارکر. )1) .DNaseو تیمار با  RNAبررسی کیفیت استخراج  : 

گیاهان تراریخته، عدم  RNA. 6و3گیاهان تراریخته و تکثیر قطعه مورد نظر.  cDNA. 5و2. سایز مارکر. epsps .1و آغازگر  cDNAبا استفاده از  RT-PCRواکنش 

 .cDNAو RNA . کنترل واکنش بدون استفاده از 7و4. باشدمی DNAی عدم آلودگی به ثیر قطعه نشان دهندهتک

Fig 4. Molecular confirmation of transgenic plants, A: Confirming the presence of the target gene in putative transgenic plants using epsps 

primers. Wells 1 and 13. Marker size, 2 to 9  putative transgenic plants, 10. Non-transgenic plant (control), 11. Positive control (bacterial 

plasmid DNA), 12- PCR reaction without DNA, B:  Confirmation of target gene presence in putative transgenic plants using nptII primers. 

Well 1 size marker, 2-11 suspected transgenic plants (2-7 propagating the target piece and verifying the transgenicity with nptII primer), 12. 

Non-transgenic plant (control), 13. Positive control (bacterial plasmid). 14. PCR reaction without DNA, C: Checking the quality of RNA 

extraction and DNase treatment. (1) Marker size. (2 and 3) the quality of RNA extraction and the absence of DNA contamination. (4) DNase-

treated RNA. D: RT-PCR reaction using cDNA and epsps primers. 1. Marker size. 2 and 5. cDNA of transgenic plants and amplification of 

desired fragment. 3 and 6. RNA of transgenic plants, the lack of replication of the fragment indicates the absence of DNA contamination. 4 

and 7. Reaction control without using RNA and cDNA. 
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ی ژنومی گیاهان تراریخته و DNAبرای تأیید استفاده از 

نیز  p5csرهای ژن با آغازگ PCRی نخود یک واکنش غیرتراریخته

 یهانجام شد )تصویر نشان داده نشده است(. در این واکنش، قطع

ی DNAمورد نظر در گیاهان تراریخته و غیرتراریخته تکثیر شد و 

 عنوان کنترل این واکنش استفاده شد. ی بهپلاسمید باکتر

از  RNAاستخراج انتقال یافته به گیاه:  epspsبررسی بیان ژن 

های مشکوک به تراریختگی با استفاده از کیت استخراج نمونه

RNA  شرکت دنازیست انجام شد و از غلظت مناسب برخوردار

 7/0ز ی استخراجی، از ژل آگارRNAمنظور بررسی کیفیت بود. به

ی استخراجی به RNAدرصد استفاده شد. مقدار یک میکرولیتر از 

میکرولیتر رنگ روی ژل بارگذاری شد و از کیفیت  5/0همراه 

ه نشد با روی ژل مشاهد DNAآلودگی به مطلوبی برخوردار بود. 

آماده  cDNAبرای سنتز   DNaseها پس از تیمار باحال نمونهاین

 4 اولیه روی ژل بارگذاری شد )شکل RNAشد و دوباره به همراه 

- C.) 

بافت گیاهی از  درون epspsاز ژن  RNAمنظور تأیید حضور به

 cDNAنش از استفاده شد. در این واک RT- PCRتجزیه و تحلیل 

وه بر استفاده شد. علا epspsاه آغازگر اختصاصی همرسنتز شده به

از  RT-PCRدر حین انجام واکنش  DNAآن برای کنترل آلودگی 

نیز استفاده شد تا از عدم آلودگی  RNAبا نمونه  PCRواکنش 

DNA های در نمونهRNA  شکل( 4اطمینان حاصل شود -D.) 

 

  بحث

ویترو به این نتایج کشت بافت نخود نشان داد این گیاه در محیط

طوریکه با گیرد. بهسرعت تحت تأثیر شرایط دمایی و نوری قرار می

ی اتاقک رشد، برگ گیاه ای دما از حد بهینهدرجه 3تا  2افزایش 

شود، همچنین ای شده که اصطلاحا سرسوختگی گیاه نامیده میقهوه

های حاوی ریزنمونه که از فویل آلومینیوم برای پوشش شیشهزمانی

ها و در نهایت ریزش تفاده گردید گیاهان دچار سرسوختگی برگاس

برگ و ممانعت از رشد مطلوب گیاه شد. مشابه چنین حالتی در 

طبقات بالایی اتاقک رشد نیز مشاهده شد. لازم به ذکر است با 

توجه به سرما دوست بودن نخود، جوانه زنی و شاخه زایی نیز در 

یا با درصد بسیار کمی همراه چنین شرایطی امکان پذیر نیست و 

شود از طبقات پایین اتاقک رشد برای است؛ بنابراین توصیه می

های حاوی نگهداری گیاه استفاده شود و برای پوشش شیشه

 توان از دو لایه سلفون استفاده کرد.ریزنمونه می

با توجه به حساسیت نخود به غلظتهای مختلف کانامایسین در 

ست تا در ابتدا غلظت بهینه برای انتخاب مرحله انتخاب ضروری ا

 .Fontana et alگیاهان تراریخته بهینه شود. فونتانا و همکاران )

گرم در لیتر کانامایسین برای انتخاب میلی 50( از غلظت 1993

گیاهان تراریخته نخود استفاده کردند. در بررسی امکان انتقال ژن به 

( نیز از Hamze et al. 2004نخود رقم بیونیج، حمزه و همکاران )

گرم در لیتر کانامایسین برای انتخاب گیاهان میلی 50غلظت 

در مطالعه پولوویک و همکاران تراریخته استفاده کردند. 

(Polowick et al. 2004 از عامل انتخابی کانامایسین استفاده )

 50است. آنها غلظت کانامایسین را به تدریج افزایش دادند و از شده

 گرم در لیتر رساندند.میلی 150و سپس به  75گرم در لیتر به میلی

( برای انتخاب گیاهان Indurker et al. 2010ایندورکر و همکاران )

 75به  50ی چند ژنوتیپ نخود، غلظت کانامایسین را از تراریخته

گرم در لیتر افزایش دادند. سری واستاوا و همکاران میلی

(Srivastava et al. 2012پ )ها را در کشتی، ریزنمونهس از هم

محیط حاوی سفوتاکسیم و فاقد کانامایسین قرار دادند، سپس 

 150به  50تدریج افزایش داده و از غلظت کانامایسین را به

گرم در لیتر رساندند. نتایج مطالعه پولوویک و همکاران میلی

 زایی مانع( نیز نشان داد وجود کانامایسین در محیط ریشه2004)

( Moshtaghi et al. 2009شود. مشتاقی و همکاران )رشد ریشه می

زایی از کانامایسین استفاده کردند اما هیچ ابتدا در محیط ریشه

دار نشد. با توجه به بررسی های متعدد در رابطه با ای ریشهشاخه

زایی نخود که در آن کانامایسین از محیط کشت محیط کشت ریشه

د در این آزمایش نیز از کانامایسین در زایی حذف شده بوریشه

است. مشتاقی و همکاران با استفاده زایی استفاده نشدهمحیط ریشه

زایی درصد ریشه 37، حدود IAAگرم در لیتر هورمون میلی 1/0از 

که در های نخود تیپ دسی گزارش کردند در حالیرا در گیاهچه

مین و بیونیج( با های نخود تیپ کابلی )رقم ثبررسی حاضر گیاهچه

(. Moshtaghi et al. 2009دار نشد )ریشه IAAاستفاده از هورمون 

به  MS( از محیط کشت Fontana et al. 1993فونتانا و همکاران )
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های زایی شاخهبرای ریشه Kinو  IAAهمراه غلظت پایینی از 

زایی را گزارش نمودند. درصد ریشه 50تراریخته استفاده کرده و 

 50بررسی خود نشان دادند که کاربرد کانامایسین با غلظت  آنها در

زایی شدت مانع ریشهبه زاییگرم در لیتر در محیط کشت ریشهمیلی

از اگروباکتریوم به گیاه نخود  T-DNAدر انتقال  است.شده

پارامترهای متعددی مانند نوع ریزنمونه، ژنوتیپ، مدت زمان 

باکتری مؤثر هستند  ODون و کشتی، استفاده از استوسیرینگهم

(Indurker et al. 2010 ،درصد تراریختگی در بررسی حاضر .)

-Tدرصد است. علاوه بر عوامل مؤثر در انتقال  75/0بسیار پایین و 

DNA  به گیاه، سرسخت بودن حبوبات ازجمله نخود در مراحل

زایی و سازگاری موجب از دست رفتن تعداد زیادی از گیاهان ریشه

شود. در بسیاری از ی آن کاهش درصد تراریختگی مینتیجه و در

 "ها درصد تراریختگی در گیاه نخود بسیار پایین و معمولاپژوهش

ها بهترین حالت باشد و در بعضی از آندرصد می 3تا  5/0بین 

 .Fontana et al اند )درصد گزارش کرده 5تراریختگی را حدود 

؛  Senthil et al. 2004؛  Krishnamurthy et al. 2000؛ 1993

Polowick et al. 2004  ؛Moshtaghi et al. 2009 در بررسی .)

( درصد تراریختگی با Hamze et al. 2004حمزه و همکاران )

استفاده از ریزنمونه محور جنینی و حل کردن رسوب باکتری در 

است. در گزارش درصد گزارش شده MS ،4/0محیط کشت مایع 

است در حالیکه در بررسی رینگون نیز استفاده شدهآنها از استوسی

است و حاضر انتقال ژن بدون استفاده از استوسیرینگون انجام شده

 است.دست آمدهدرصد به 75/0درصد تراریختگی 

  سپاسگزاری

لازم است از معاونت پژوهشی دانشگاه فردوسی مشهد بابت تامین 

برای انجام کار و امکانات لازم  44786اعتبار طرح با کد 

سپاسگزاری شود. در ضمن از خانم بستانی کارشناس محترم 

آزمایشگاه بیوتکنولوژی دانشکده کشاورزی دانشگاه فردوسی مشهد 

 بابت کمک در اجرا، قدردانی می شود.
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