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سازي  شوند كه به آماده بافت توليد مي هاي مبتني بر كشت وسيله روش به بيشترگياهان تراريخته 
و به باززايي گياهان  ههاي تراريخت هاي گياهي و گزينش دقيق ريزنمونه، غربالگري بافت نمونه

در اين پژوهش  .بر است نياز است كه مشكل و زمان  in vitroاي فوق تحت شرايط درون شيشه
انجام و  in planta نسبت آسانبه لپه و مهم زراعي برنج و گندم با روش  تراريزش دو گياه تك
و  EHA105(اگروباكتريوم  ي هآزمايش با دو سوي. ها بررسي شد نكارايي انتقال ژن آ

LBA4404( سه رقم برنج ،)الوند و سرداري ،2آذر(، سه رقم گندم )ه و بينامحسن سرايي، گرد( ،
نيز استفاده از شرايط خلأ با استفاده از دستگاه  و) 200و  100صفر،  Mμ(سه غلظت استوسيرينگون 

كارايي انتقال ژن . صورت فاكتوريل و در قالب طرح كاملاً تصادفي در سه تكرار انجام شد خلأ به
. بررسي شدبا سه ژن مختلف آر .سي.پي و واكنش GUSي ستوشيميايهيبا استفاده از آزمون 
با حضور  EHA105 ي هفاده از سويحسن سرايي در گياه برنج با است رقمبالاترين كارايي در 

Mμ100 چنين كارايي انتقال  هم. بود درصد 1/1همراه با استفاده از خلأ به ميزان  استوسيرينگون
 Mμ200با حضور  EHA105 ي هدر سوي گندم بين ارقامو سرداري در  2ژن رقم آذر

  .بود درصد 55/0استوسيرينگون همراه با استفاده از خلأ به ميزان 
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

 بـه واسـطه  پايـدار بـرنج تيـپ ژاپونيكـا      ژنبراي اولين بار انتقال 
گـزارش داده شـد    1990اگروباكتريوم به سلول كـالوس در سـال   

)Raineri et al. 1990( . پـژوهش اسـتفاده شـده در ايـن     ي هسـوي 
A281نام  زايي قوي به ، حاوي پلاسميد با بيماريpTi B0542 بود .

نند برنج يكي از محصولات مهم زراعي است كـه از  گندم نيز هما
هم شبيه هستند اما انتقـال ژن گنـدم ديرتـر از     همختلفي ب هاي جنبه

اولين انتقال ژن گنـدم  . (Wu et al. 2003)برنج شروع شده است 
واسطه اگروباكتريوم از طريق سيستم كشت بافت و كشت جنين  به

 .كردندگزارش ) 1997(نابالغ را چنگ و همكارانش 

 هــاي روشاگروبــاكتريوم در مقايســه بــا  ي انتقــال ژن بــه واســطه
هاي بسياري است كه از جمله  داراي مزيتبمباران ذرات مكانيكي 

هاي مشخص در دو انتها،  با توالياي .ان.دي ها انتقال يك قطعه آن
 و نيـز امكـان انتقـال قطعـات بـزرگ      تـراژن تعداد نسـخه كـم از   

ين روش به نـوع و سـن بافـت گيـاهي     موفقيت ا. اي است.ان.دي
 ي اسـتفاده شـده بـراي انتقـال ژن، سـويه     براي آلودگي، نوع ناقل 

خصوص اسـتفاده   اگروباكتريوم، مراحل و جزئيات عمل آلودگي به
  .)Dai et al. 2001(از تركيب فنولي استوسيرينگون وابسته است 

از رايج انتقال ژن غلات استفاده  هاي روشدر حال حاضر يكي از 
 .Hiei et al(كشـت بافـت اسـت     هاي روشاگروباكتريوم بر پايه 

 اثرهايكشت بافت به دليل  هاي روش بايد توجه داشت كه) 2008
هـاي ميزبـان سـبب     ژنتيكي و نوتركيبي كروموزومي بر سـلول  اپي

). Zhao et al. 2006(شـوند   مـي  بـالاي تنـوع سـوماكلونال   وقوع 
طور معمول گياه به شـرايط   بهبر اين، در طي مراحل مختلف  علاوه

in vitro در . شـود  منتقل، ريزنمونه از گياه تهيه و كالوس توليد مي
بـاززايي   نهايت باززايي گياه كامل لازم و ضروري است كـه البتـه  

 .Mohan( شـود  برخي از گياهان مانند غلات به سختي انجام مـي 

گياهـان،  روش ديگر استفاده از اگروباكتريوم در انتقال ژن ). 2001
است كه بدين منظور از اگروباكتريوم در شـرايط   in plantaروش 

in vivo شـود و   زنـي اسـتفاده مـي    براي تلقيح بذور در حال جوانه
با استفاده . هاي گياهي وجود ندارد ها و بافت نيازي به كشت سلول

طـور   سوماكلونال به حداقل رسـيده و بـه   تنوع in plantaاز روش 
هـا و مراحـل طـولاني كشـت بافـت       مان، هزينهقابل توجهي در ز

ايـن روش بـراي   ). Supartana et al. 2006(شود  جويي مي صرفه
گياهان تك لپه مانند برنج و گندم كـه از ديـدگاه كشـت بافـت و     

  توانـد جـايگزين    باززايي سرسخت هستند بسيار مفيد بـوده و مـي  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
    

رم برنج رقم حسن ظهور رنگ آبي در نمونه ترانسفو. صورت ظهور رنگ آبي در بافت برگ گياهان برنج و گندم بيان ژن بتاگلوكورونيداز به - 1شكل 
ظهور رنگ آبي در نمونه ). B(و نمونه شاهد از همين رقم ) A(استوسيرينگون با استفاده از خلأ  Mμ100در غلظت  EHA105سرايي با سويه 

 ).D(و نمونه شاهد از همين رقم ) C(استوسيرينگون با استفاده از خلأ Mμ200در غلظتEHA105و سويه  2آذر ترانسفورم گندم رقم 

Figure 1 – Transgenic (left) and nontransgenic (right) leaf of rice (top) and wheat (below) expressing GUS. Formation of 
blue color in Hasan saraie rice cultivar, which transformation was performed by means of vacuum infiltration of EHA105 
strain plus 100 μM Acetosyringone (A) and control sample from the same cultivar (B). The blue color was formed in 
Azar 2 wheat cultivar, which transformation was performed by vacuum infiltration plus 200 μM Acetosyringone (C) and 
control sample from the same cultivar (D). 
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ــود  ــت ش ــن روش در . روش كشــت باف ــرنج  اي ــد ب ــي مانن غلات
)Supartana et al. 2005; Lin et al. 2009( گندم ،)Supartana et 

al. 2006; Janice et al. 2009; He et al. 2010; Razzaq et al. 

  .گزارش شده است) Chumakov et al. 2006(و ذرت  )2011
لپه بـرنج و   سازي انتقال ژن دو گياه تك هدف از اين پژوهش بهينه

 بافـت  روش غيركشت به  A. tumefaciensباكتريي  واسطهبا گندم 
اسـتفاده از دو  گياهـان ترانسـفورم شـده بـا      .و عوامل دخيل است

ژن بتاگلوكورونيـداز   تظاهربراي ارزيابي  GUSآميزي  رنگ آزمون
جفت آغازگر در داخل ناحيـه   3با استفاده از آر .سي.و واكنش پي

T-DNA  پلاسميد گياهي ازpCAMBIA1105.IR تاييد شدند.  
  

  هاروشومواد

 :مواد مورد اسـتفاده هاي باكتري، پلاسميد و  مواد گياهي، سويه
در اين پژوهش سه رقم محلي برنج حسن سرايي، گرده و بينام از 

، 2و سه رقم گندم ديم آذر تحقيقات برنج كشور در رشت ةموسس
 موسسه تحقيقات ثبت و گـواهي بـذر و نهـال   از  الوند و سرداري

و  EHA105م دو سويه اگروبـاكتريو . ندتهيه شدكردستان، سنندج، 
LBA4404  حامل پلاسميد گياهيpCAMBIA1105.IR ) ١كامبيـا ،

ايـن  . جهت انتقـال ژن اسـتفاده شـد   ) AF354045كانبرا، استراليا، 
ــين    ــه هايگرومايسـ ــت بـ ــاوي ژن مقاومـ ــل حـ ، ژن (hpt)ناقـ

در  ٢ون ســينتازبــا اينتــرون چــالك (GUS-Plus)بتاگلوكورونيــداز 
در  CaMV35Sو حـاوي پرومـوتر قـوي     اسـت  5′نزديك پايانـه  

و مــواد  (Rif)٣بيوتيــك ريفامپيســين آنتــي. اســت T-DNAناحيــه 
-bromo-4-chloro-3-indolyl b-D-glucuronide (X-5شـيميايي  

Gluc)  4و'-Hydroxy-3',5'-dimethoxyacetophenone 
ــيرينگون، ( ــيگما ) ASاستوس ــركت س ــين، اسپ٤از ش  ٥كتينومايس

(Spec) ٦و سفوتاكســيم )Cef ( داروپخــش خريــداري  شــركتاز
 . شدند

، ابتدا بذور بـرنج  بدين منظور :انتقال ژن به بذور با اگروباكتريوم
و هيپوكلريت سديم  درصد 90با استفاده از اتانل جداگانه و گندم 

                                                           
1- Cambia 
2- Chalcone synthases 
3- Rifampicin 
4- Sigma 
5- Spectinomycin 
6- Cefotaxime 

و  تـاريكي بذور به مدت دو روز در . ضدعفوني شدند درصد 5/1
گراد درون ظـروف پتـري قـرار گرفتنـد تـا       رجه سانتيد 20دماي 

هـا ظـاهر    چـه در آن  جوانه بزنند و سفيدي حاصل از رشـد ريشـه  
هاي باكتري بر اساس روش گلوين طي سـه مرحلـه و    سويه. شود

 .Gelvin( در سه محيط به صـورت جداگانـه كشـت داده شـدند    

2006( .  
ر جوانه زده بـا  جهت تلقيح بذور با اگروباكتريوم، ناحيه جنيني بذ

هـاي   آغشـته بـه هـر يـك از سـويه     ) متر ميلي 5/0به قطر (سوزن 
ــا عمــق حــدود يــك ميلــي  ــاكتريوم ت متــري ســوراخ شــد  اگروب

)Imanzadeh, 1391 .(   طـور   سپس نيمي از بذور تلقـيح شـده، بـه
ــلأ      ــتگاه خ ــتفاده از دس ــا اس ــلأ، ب ــرايط خ ــت ش ــه تح  جداگان

)Eppendorf, Concentrator plus ( محـيط و تـا زمـان     در دمـاي
بـذور  . جوش آمدن محلول درون محيط كشت القايي قرار گرفتند

گـراد، در   درجه سانتي 23تلقيح شده برنج در اتاقك رشد با دماي 
روز نگهداري شدند تا جوانه بزنند كـه   9شرايط تاريكي، به مدت 

سپس به منظـور  . روز بود 3اين زمان براي بذور تلقيح شده گندم 
 mg/L(بيوتيك سفوتاكسيم  بذور تلقيح شده با آنتي حذف باكتري،

. (Bechtold et al. 1993)به مدت يك ساعت تيمار شدند ) 1000
هاي حاصل وارد گلدان حاوي خـاك مناسـب شـده و بـه      گياهچه

  .گراد منتقل شدند درجه سانتي 28اتاقك كشت با دماي 
 هـا بـا روش   از گياهچـه اي .ان.دي اسـتخراج  :آر.سي.ش پيواكن 

CTAB    انجـام شـد)Murray. 1980 .( بـر   آغازگرهـا هـاي   تـوالي
 GAA TCC-΄5فتـي رناقل شـامل آغـازگر    T-DNAاساس بخش 

TGT TGC CGG TCT T-3′  5و برگشـتي΄-TTG CGC GCT 

ATA TTT TGT T-3′  پايــانبرمربــوط بــه nosآغــازگر رفتــي ،  
5΄-CCG TCC CAA GCA GTT ACA A-3′ ــتي   و برگش

5’-GGT CAC AAC CGA GAT GTC C-3′    مربـوط بـه ژن
GUS-Plus  5رفتـي ، آغـازگر΄-GAT GTT GGC GAC CTC 

GTA T-3′  5و برگشـتي΄-GTG CTT GAC ATT GGG GAG 

T-3′  مربوط به ژن مقاومت بهHyg 5و آغازگر رفتي΄-ATT TGC 

CGA CTA CCT TGG T-3′  5و برگشـتي΄-GAA CAT AGC 

GTT GCC TTG G-3′  نومايسـين اسپكتيمربوط به ژن مقاومت به 
هـاي تـوالي    آغـازگر . شد استفاده گياهان ترانسفورم بررسيجهت 

 Primer3 )(http://frodo.wi.mit.eduافزار  مذكور با استفاده از نرم
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اي .ان.دي ميكروليتر 1شامل آر .سي.پي هاي واكنش. ندطراحي شد
 1هـر كـدام   ) pmoles10 (الگـو، آغازگرهـاي رفتـي و برگشـتي     

 MgCl2ميكروليتر  dNTPs ) mM10( ،5/1ليتر ميكرو 1ميكروليتر، 
) mM50( ، 10X buffer ميكروليتـر   3/0وpolymerase Taq  در

روي ژل آر .سـي .پي ميكروليتر استفاده و محصول 25حجم نهايي 
  .بررسي شد درصد 1آگارز 
آزمـايش   :آميزي براي ارزيابي تظاهر ژن بتاگلوكورونيـداز  رنگ

 .هاي ترانسفورم شده انجـام شـد   براي نمونهگاس  هيستوشيميايي
سـبب تبـديل   ) X-gluc(روي سوبسـتراي مربـوط   گاس  آنزيم اثر
بـر  . شـود  مـي  ههاي تراريخت وردة واكنش به رنگ آبي در نمونهآفر

هـا   متـر از گياهچـه   سانتي 1اين اساس ابتدا قطعات برگي به طول 
از محلـول گـاس    mL1 هاي حاوي  جدا شد و سپس درون تيوب

)ml9/8  اســـتريل، آبmL1  بـــافر فســـفاتmM NaPO45/0،  
tween 20 10  از بـافر  ميكروليتر  200و ميكروليترx-gluc 2mM (
دقيقـه تحـت    5بار و هر بار به مـدت   سهها را  تيوب. وارد شدند

شرايط خلأ با استفاده از دستگاه خـلأ قـرار داده تـا سـطح بـرگ،      
ن كار هـر  اي. و تيره رنگ شود كردهطور كامل جذب  محلول را به

ها را به  تيوب. يابد بار تا جوش آمدن محلول داخل تيوپ ادامه مي
گـراد   درجه سانتي 37ساعت در داخل انكوباتور با دماي  24مدت 

قرار داده و بعد از گذشت اين مدت محلول گاس حذف و شست 
در . انجـام شـد   درصـد  100ها با استفاده از اتـانول   و شوي نمونه
 ,Bartels(توليـد رنـگ آبـي بررسـي شـدند       برايها  نهايت نمونه

2011(.  
ــاري داده  ــل آم ــه و تحلي ــا تجزي ــويه  :ه ــا دو س ــايش ب  ي آزم

ــاكتريوم  ــميد ) LBA4404و  EHA105(اگروبــ ــاوي پلاســ حــ
pCAMBIAl105.1R  سـه غلظـت ،AS  )Mμ0 ،100 ،200(  سـه ،

الوند  ،2آذر(، سه رقم گندم )حسن سرايي، گرده و بينام(رقم برنج 
نيز استفاده از شرايط خلأ استفاده از دستگاه خلأ به  و )و سرداري

صورت فاكتوريل و در قالب طرح كاملاً تصـادفي در سـه تكـرار    
 SASافـزار   نـرم  9هاي آزمايش بـا اسـتفاده از نسـخه     انجام و داده

  . شدند تجزيه و تحيل

  
 بحثوجينتا

اهي هاي گي ـ بودن نمونه تراريخته تأييدو  تجزيه و تحليلمنظور  به

ها انجام  روي نمونهگاس  ابتدا تست هيستوشيميايي مورد بررسي،
حـذف   غير تراريختههاي  بر اين اساس درصد بالايي از نمونه. شد

در ادامه نيـز جهـت   . آزمون شدندآر .سي.پي و بقيه جهت واكنش
 آر.سـي .آزمون پيها كه در  ها، هركدام از نمونه كاهش حجم نمونه

فقط گياهاني كه نتيجه . كنار گذاشته شدنديك ژن فاقد باند بودند 
ها با هر  آنآر .سي.پي و واكنشگاس  هر دو آزمون هيستوشيميايي

 .سه ژن مورد بررسي مثبت بود، تراريخته تلقي شدند

خـارج از   بيوتيك اسپكتينومايسـين  آنتي بهجا كه ژن مقاومت  از آن
 قرار دارد pCAMBIA1105.IRپلاسميد گياهي  T-DNAي  ناحيه

گياهـان ترانسـفورم شـده    آر .سـي .پي ژن فوق در واكنش بنابراين
كند كه بتوان  بررسي تكثير اين ژن كمك مي. شود واقعي تكثير نمي

هاي وكتور  ساير ژنآر .سي.پي تشخيص داد آيا باندهاي حاصل از
هـا   هاي باكتريـايي گياهچـه   ، حاصل از آلودگيGUSو  Hygمانند 

ايش حذف كامل اگروبـاكتريوم بعـد   در اين آزم. بوده است يا خير
پس از تلقيح با . از ترانسفورماسيون به طريق ديگر نيز بررسي شد

، قطعات برگـي  Cefبيوتيك  ها با آنتي اگروباكتريوم و تيمار گياهچه
ــان  ــه و در  T0از گياه ــي 1تهي ــل    ميل ــتريل در داخ ــر آب اس ليت

از  l µ 100ســپس. ليتــري آســياب شــدند ميلــي 5/1هــاي  تيــوب
 Specبيوتيـك   حاوي آنتـي  LBوسپانسيون فوق در محيط كشت س

فقدان كلوني بـر روي ظـروف پتـري    . به مدت سه روز كشت شد
نشان دهنده عاري بودن گياهان مربوط به آلودگي باكتريـايي بـوده   

 .   است

ها انجام شد و بـا اسـتفاده    هاي برگي و بافت از نمونهگاس  آزمون
بررسـي   (GUS)تاگلوكورونيـداز  از ميكروسكوپ براي بيـان ژن ب 

رمـز   UidAرا جايگـاه ژنـي    گزارشـگر ايـن ژن  ). 1شكل (شدند 
 Yu et(دارد  هترين كـاربرد را در گياهـان تراريخت ـ   كند و بيش مي

al.2007 .( كــه  اســتآنــزيم بتاگلوكورونيــداز، محصــول ايــن ژن
گلوكورونيدها را تجزيه و منجر بـه ايجـاد يـك محصـول رنگـي      

هـاي ترانسـفورم    ر اين واكنش رنگ آبي بين سـلول در اث. شود مي
در اين آزمـايش از ناقـل   ). Jefferson et al., 1987(شود  توليد مي

pCAMBIA1105.1R    استفاده شد كـه حـاوي ژنGUS-Plus   بـا
تري نسبت بـه   است و حساسيت بيش .Staphylococcus spمنشأ 
تـرون  چنـين حـاوي يـك اين    اين ژن هم. دارد E.coliاز  UidAژن 

  است كه مـانع بيـان آن در بـاكتري شـده و از آلـودگي باكتريـايي       
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  . كند جلوگيري مي
 GUS-Plusاستفاده و طراحي شده تكثير ژن  آغازگرهايبر اساس 

ــول    ــه ط ــه ب ــك قطع ــكل ( bp445ي ــه  ، )A، 2ش ــت ب ژن مقاوم
و تكثيـر  ) C، 2شـكل  ( bp480هايگرومايسين يك قطعه به طـول  

را توليــد ) B، 2شـكل  ( bp170يـك قطعـه بـه طـول      nos پايـانبر 
بـا اسـتفاده از ژل آگـارز بررسـي شـد و      آر .سي.پي نتايج. كند مي

آر .سـي .پـي  انـد،  هايي كه باندهاي مورد نظر را تكثيـر كـرده   نمونه
  .تلقي شدند همثبت و گياهان تراريخت

نتقـال  ، باكتري و رقم بر كارايي اASمتقابل سطوح  هايبررسي اثر
نشان داد كه در بين آر .سي.پي هاي گاس و ژن با استفاده از آزمون

از  EHA105ي  ارقام برنج مورد اسـتفاده در ايـن پـژوهش سـويه    
بيشترين كـارايي انتقـال ژن   . اگروباكتريوم بيشترين كارايي را دارد

ي  ارقام برنج مربوط به رقم محلي حسن سرايي و استفاده از سويه
EHA105 ت ،در غلظμM100  ازAS    بـوده   درصـد  1/1بـه ميـزان

 دوبـاره بيشترين كارايي انتقال ژن در رقم بـرنج گـرده نيـز    . است
بـه ميـزان    ASاز  μM100، در غلظـت  EHA105ي  همراه با سويه

نسبت بـه دو رقـم ديگـر     بينام برنجرقم . بدست آمد درصد 89/0
ي انتقـال  ن مقدار كارايتري تري داشت اما بيش كارايي انتقال ژن كم

 79/0به ميزان  ASاز  μM100، در غلظت EHA105 ي ژن با سويه

داراي كــارايي نســبتا نيــز  LBA4404 ي ســويه. درصــد نشــان داد
به ترتيـب در   ASاز  μM100اين كارايي در غلظت . متوسطي بود

 05/0و  73/0، 95/0 بينــام معــادلارقــام حســن ســرايي، گــرده و 
در بين سه  ASاز  μM200غلظت كارايي انتقال ژن در . بود درصد

طـوري كـه    تر بود به كم ASاز  μM100رقم برنج نسبت به غلظت 
، در 56/0در رقم حسـن سـرايي    EHA105 ي اين كارايي با سويه

 چنين قابل ذكر هم. بود درصد 12/0بينام و در رقم  4/0رقم گرده 
در رقـم حسـن    LBA4404 ي است كه اين كارايي همراه با سـويه 

 درصـد  01/0 بينام معادلو در رقم  2/0، در رقم گرده 4/0سرايي 
تـرين كـارايي انتقـال ژن در غلظـت      قابل ذكر اسـت كـه كـم   . بود
μM0 ازAS ي اين كارايي با سويه. آمد بدست EHA105   در رقـم

 درصـد  0بينـام و در رقـم   05/0، در رقم گرده 07/0حسن سرايي 
م حسن سـرايي  در رق LBA4404 ي چنين كارايي با سويه هم. بود
بـود   درصـد  0 بينـام معـادل  و در رقـم   03/0، در رقم گرده 06/0

  ).3شكل (
ــد ــام گن ــين ارق ــژوهش ســويه در ب ــورد اســتفاده در ايــن پ  ي م م

EHA105  بــا غلظــت   همــراهاز اگروبــاكتريومμM200  ازAS 
را داشت كه در هـر دو  ) درصد 55/0(ترين كارايي انتقال ژن  بيش

  ايـن مقـدار در رقـم    ). 3شكل (هده شد و سرداري مشا 2رقم آذر 

هاي ترانسفورم شده در تيمار سويه  هياهچگ، GUS-Plusاز ژن  bp445تكثير باند . هاي ترانسفورم شده گياهچهآر .سي.آزمون پي -2شكل 
EHA105  در غلظتMμ200  همراه با اعمال خلأ  2استوسيرينگون گندم رقم آذر)A .(با استفاده از سويه  ترانسفورماسيونEHA105  در غلظت

Mμ100  تكثير باند استوسيرينگون همراه با اعمال خلأ در برنج رقم حسن سرايي وbp170  از ترميناتورnos )B(،  تكثير باند وbp480  از ژن
 .هستندهاي گياهي مورد آزمون ها مربوط به نمونهو شمارهكنترل منفي-،كنترل مثبت+ماركر، C( ،M( مقاومت به هايگرومايسين

Figure 2 – PCR analysis of transformed wheat and rice seedlings. Amplification of a 445 bp from GUS-Plus gene in 
wheat transformed with EHA105 strain plus 200 μM Acetosyringone in Azar 2 cultivar (A); Amplification of a 170 bp 
from the nos terminator gene (B) and a 480 bp from Hygromycin resistance gene (C) in Hasan saraie rice cultivar, 
respectively transformed with EHA105 strain plus 100 μM Acetosyringone. M. Marker, + or C: positive control samples 
and numbers are correspond with the individual plants that were tested.



 همكارانو  صديقه نصررمزي  ...بافت در گياهان  بهبود كارايي انتقال ژن به روش غيركشت

 

 76 1392بهار و تابستان / 1شماره / دومدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

كـارايي انتقـال ژن مربـوط بـه     . درصد بـود  2/0گندم الوند معادل 
، 2در سه رقم آذر  ASاز  μM200، در غلظت LBA4404 ي سويه

 ـ درصـد  5/0و  45/0، 1/0سرداري و الوند به ترتيـب   . ود اسـت ب
 ASاز  μM100ظت ، در غلEHA105 ي كارايي انتقال ژن با سويه

 0، 05/0، سرداري و الوند به ترتيب به ميزان 2نيز در سه رقم آذر 
، در غلظـت  LBA4404 ي اين كارايي بـا سـويه  . درصد بود 1/0و 

μM100  ازAS  سرداري و الوند بـه ترتيـب   2نيز در سه رقم آذر ،
  . بود درصد 05/0و  1/0، 25/0به ميزان 

و رقـم حسـن    EHA105 ي بر اساس نتـايج بدسـت آمـده سـويه    
بيشترين كارايي انتقال  ASاز  μM100سرايي برنج همراه با غلظت 

و سـرداري در گيـاه گنـدم بـا      2رقـام آذر و نيز ا) درصد 1/1( ژن
تـرين كـارايي    بـيش  Mμ200 ASو بـا حضـور    EHA105ي  سويه

بـا سـويه    ميزان انتقال ژن. را داشته است) درصد 55/0(انتقال ژن 
 LBA4404 ي از سـويه تر  دار نشده و كم وند معنيمذكور در رقم ال

در رقم  EHA105سويه  به عبارت ديگر،). درصد 2/0(بوده است 
تري نسبت به كـارايي ايـن سـويه در سـاير      الوند گندم كارايي كم

 . ارقام داشته است

نيز مشاهده شد كه عدم اسـتفاده   ASهاي مختلف  در مورد غلظت
رايي انتقال ژن شده است كـه نشـان   از اين ماده منجر به كاهش كا

 Zhao( اسـت مثبت اين تركيب فنوليك در اين دو گياه  اثردهنده 

et al. 2001 .( افزايش غلظتAS  غلظت تاμM200  در ارقام برنج

منجر بـه كـاهش كـارايي انتقـال ژن      پژوهشمورد استفاده در اين 
اثـر  به دليل  احتمال داردشده است كه  μM 100غلظت نسبت به 

ــدگي  هــاي بيشــتر باشــد  در غلظــت ASســميت و ممانعــت كنن
)Saharan et al. 2004.(    اما در مورد ارقام گندم اسـتفاده شـده در

. تـرين كـارايي را داشـت    بـيش  μM200AS غلظـت  پـژوهش اين 
بيشتر استعمال  ASاما  اگرچه تركيبات القاگر مختلفي وجود دارند

ير تركيبـات القـاگر   هاي پايين نسبت به سا شود زيرا در غلظت مي
تري اسـت و از نظـر تجـاري در     داراي خاصيت القا كنندگي بيش

  . (Dye et al. 1997)تري دارد  دسترس و قيمت مناسب
زا در  هـاي بيمـاري   استفاده از تركيب شيميايي القاگر براي القـا ژن 

هاي مورد استفاده بـراي انتقـال ژن غـلات     بسياري از دستورالعمل
توليد نكرده  AS هيچ عنوان بهياهان تك لپه يا گ. توصيه شده است

هاي  كنند كه براي القاي ژن و يا آن را در مقادير بسيار كم توليد مي
زا اگروباكتريوم كافي نيست بـدين منظـور از ايـن تركيـب      بيماري

ز ويك ـ. زا اسـتفاده شـد   هاي بيمـاري  فنولي در محيط كشت القا ژن
از  in plantaانتقـال ژن  در مورد توسـعه روش  ) 2008(همكاران 

تـا  ) 2010(هـي و همكـاران   . استفاده كردنـد  μM200 ASغلظت 
را در گندم قابـل تحمـل گـزارش و مشـاهده      μM400 ASغلظت 

بتاگلوكورونيـداز  كردند كه اين غلظت منجر بـه افـزايش بيـان ژن    
در مورد انتقـال   μM500ASتا  μM50هاي بين  غلظت. شده است

   μM500تر از  هاي بيش ه است، اما غلظتژن گياه برنج گزارش شد

همراه با اثرات متقابل سه غلظت ) ، سرداري و الوند2آذر(و سه رقم گندم ) حسن سرايي، گرده و بينام(كارايي انتقال ژن سه رقم برنج  -3شكل 
 ).LBA4404وEHA105(ي باكتريو دو سويه)200μMو  100، 0(استوسيرينگون 

Figure 3 - Transformation efficiency of three cultivars of rice (Hasan saraie, Gerdeh and Binam) and three cultivars of 
wheat (Azar 2, Sardari and Alvand). The interaction effects of three concentrations of acetosyringone (0, 100 and 
200μM) and two strains of Agrobacterium (EHA105 and LBA4404) are presented in this figure. 
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AS     و ممانعـت كننـدگي دارد    سـميت بر روي رشـد بـاكتري اثـر
)Saharan et al. 2004 .(   در زمينه بهبود انتقال ژن ارقـام مختلـف

عنوان يك شـرايط   به μM 100ASو غلظت  EHA105برنج، سويه 
  ). Hiei et al. 2008(بهينه براي انتقال ژن معرفي شده است 

هـاي   در گياهـان و آزمـايش   LBA4404و  EHA105هر دو سويه 
. انـد  هاي مناسب براي انتقال ژن غلات معرفي شـده  مختلف سويه

در اين آزمايش و در ارتباط با ارقام برنج و گنـدم مـورد اسـتفاده    
داري بالاتر از سويه  طور معني به EHA105كارايي انتقال ژن سويه 

LBA4404 ي سويه. ه استبود EHA105 هـاي   به دليل داشتن ژن
زا بـا   ، فوق بيمـاري LBA4404 ي زا نسبت به سويه اضافي بيماري

ــاني وســيع  ــة ميزب ــال ژن . اســتدامن ــعدر انتق از  در بيشــتر مواق
زا بالا و سـرعت رشـد سـريع اسـتفاده      هاي با قدرت بيماري سويه
  ).Wang. 2006(شود  مي

هـاي   ده در ايـن آزمـايش، سـويه   انجـام ش ـ  هاي پژوهشبر اساس 
زايـي متفـاوتي در    مختلف باكتري داراي شدت و درجـه بيمـاري  

هـا تكامـل    بـاكتري . انـد  ارقام مختلف گياهان برنج و گنـدم بـوده  
هـا،   كارگيري انواع فاكتورها شامل مواد سمي، آنزيم اند تا با به يافته

پروتئينـي  ها افكتورهـاي   ترين آن ساكاريدها و مهم ها، پلي هورمون
بسـياري از ايـن فاكتورهـا بـراي     . كننـد  بيمـاري نوع سوم ايجـاد  

هاي مقاومت گياه و آزادسازي مـواد غـذايي بـه كـار      سركوب ژن
اسـتقرار و تكثيـر    ااين شرايط فيزيولوژيـك منش ـ . شوند گرفته مي

تعـدادي از  . (Jones and Dangle. 2001)هاي باكتري است  سلول

قوه براي سركوب باكتري هستند كـه  هاي گياهي هدف بال مكانيسم
بر . (Aslam et al. 2008)دهي كلسيم است  ها سيگنال از جمله آن

هاي دفـاعي در رقـم حسـن سـرايي      اين اساس ميزان سركوب ژن
بيشتر از ساير ارقام بوده  م احتمال داردبرنج و آذر و سرداري گند

احتمـال  . دار كـاهش يافتـه اسـت    ها به طور معنـي  و ميزان بيان آن
 ها در ارقام مذكور بـوده اسـت   ديگر تأخير در فعال شدن اين ژن

زيـادي در   اثـر هـاي مقاومـت    ژنزيرا زمان و شدت فعـال شـدن   
و  (Kiedrowski et al. 1992)واكنش سازگار يا ناسـازگاري دارد  

برداري بهتـر از   ها در بهره موفقيت برخي سويهشايد علت  بنابراين
از طرفـي ارقـام   . اشين سلول ميزبان در برخي ارقام شـده اسـت  م

. هسـتند  "ارقـام محلـي  "برنج و گندم استفاده شده در اين آزمون 
داراي تنـوع   "اصـلاح شـده  "ام ها بر خلاف ارق ـ اين قبيل ژنوتيپ

هـاي   داخل جمعيت و بين جمعيت بالايي هستند و واكنش ژنتيك
شـايد  . ها انتظار داشـت  ز آنتوان ا مقاومت در مقابل پاتوژن را مي

استفاده از ارقام اصلاح شده در مقايسه با ارقام محلـي، بـه سـبب    
توانسـت كـنش متقابـل     ، بهتـر مـي  كمتر طور نسبي بهژنتيك تنوع 

  .هاي باكتري را آشكار كند هاي گياه و سويه ژنوتيپ
ــال ژن   ــارايي انتق ــاياثرشــرايط خــلأ و در بررســي ك ــل  ه متقاب

و سـه  و ارقام بـرنج  ) LBA4404و  EHA105( هاي باكتري سويه
خلأ مدت شرايط  كوتاهنشان داد كه ايجاد رقم گندم استفاده شده 

ه كـارايي  طـوري ك ـ  شـود بـه   منجر به افزايش كارايي انتقال ژن مي
با استفاده از شـرايط خـلأ و    EHA105 ي انتقال ژن همراه با سويه

حسن سرايي، گرده (و شرايط خلأ همراه با سه رقم برنج ) LBA4404و  EHA105( متقابل سويه هاي باكتري كارايي انتقال ژن اثرات -4شكل 
 ).، سرداري و الوند2آذر(و سه رقم گندم )و بينام

Figure 4 - Transformation efficiency of three cultivars of rice (Hasan saraiy, Gordeh and Binam) and three cultivars of 
wheat (Azar 2, Sardary and Alvand). The interaction effects of bacterial strains (EHA105 and LBA4404) and vacuum are 
presented in this figure. 
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، درصـد  55/0و  68/0 2بدون استفاده از آن به ترتيب در رقم آذر 
 2/0و  4/0و در رقـم الونـد    درصد 55/0و  59/0در رقم سرداري 

 ي ز كـارايي انتقـال ژن همـراه بـا سـويه     بـوده اسـت و ني ـ   درصد
EHA105  با استفاده از شرايط خلأ و بدون استفاده از آن به ترتيب

 2/1، در رقم گـرده  درصد 1/1و  35/1در رقم حسن سرايي برنج 
چنـين   هم. بود درصد 79/0و  94/0بينام رقم  و در درصد 89/0و 

نيز اين افزايش كارايي در مقدار انتقـال ژن   LBA4404 ي در سويه
با استفاده از شرايط طوري كه كارايي انتقال ژن  شود به مشاهده مي

و  37/0، 2گندم رقـم آذر   خلأ و بدون استفاده از آن به ترتيب در
و در رقـم الونـد    درصد 4/0و  54/0، در رقم سرداري درصد 1/0
چنين در بـرنج رقـم حسـن سـرايي بـا       هم. بود درصد 5/0و  6/0

 95/0و  1/1 به ترتيب استفاده از شرايط خلأ و بدون استفاده از آن
و  18/0بينـام  و در رقـم   درصد 7/0و  81/0، در رقم گرده درصد

  ).4شكل (بود  درصد 05/0
ز شرايط خلأ پـس  بر اساس نتايج حاصل از اين پژوهش استفاده ا

كـارايي انتقـال ژن شـد كـه      افزايشاز انجام تلقيح بذور، منجر به 
به سبب بهبود راندمان ورود باكتري به داخل فضـاي   احتمالا دارد
ضـمن اينكـه آسـيب ناشـي از     . هاي گياهي بوده اسـت  بين سلول

كوتيـل ايـن    شرايط خلأ در حدي نيست كه آسيب جدي بـه اپـي  
گزارش مربوط به اسـتفاده از خـلأ جهـت     اولين. كندغلات وارد 

 .Bechtold et al(انتقال ژن، مربوط به گياه آرابيدوپسـيس اسـت   

استفاده از خلأ جهت تلقيح، در گياهان ديگر از قبيل كلـزا  ). 1993

)Xu et al. 2004(  لوبيـا ،)Liu et al. 2005(   و بـرنج)Lin et al. 

  .نيز گزارش شده است) 2009
آماري در نهايـت مشـخص    هاي تجزيهاز  حاصل با توجه به نتايج

 ي در گيـاه بـرنج و اگروبـاكتريوم سـويه    شد كه رقم حسن سرايي 
EHA105 با حضور ،Mμ100 AS  همراه با استفاده از شرايط خلأ

داراي برتري در كارايي انتقال ژن نسبت بـه  ) درصد 1/1به ميزان (
د استفاده در ايـن  ارقام گياه برنج مور. ساير ارقام برنج و گندم بود

پژوهش نسبت به ارقام گندم كارايي انتقال ژن بالاتري نسـبت بـه   
هـاي عمـده    تواند تفاوت ارقام گياهان گندم داشتند كه دليل آن مي

قابل ذكر است كه در بين ارقام گندم . ژنتيك ميان اين گياهان باشد
 ي ري در سـويه و سـردا  2مورد استفاده در اين پژوهش، ارقـام آذر 

EHA105   ــا حضــور ــاكتريوم، ب ــا  Mμ200 ASاز اگروب ــراه ب هم
) درصـد  55/0بـه ميـزان   (دار  استفاده از شرايط خلأ كارايي معنـي 

تـوان   با استفاده از نتايج بدست آمده از ايـن پـژوهش مـي   . داشتند
ــت  ــاربرد موفقي ــال ژن   ك ــز روش انتق ــطة   in plantaآمي ــا واس ب

Agrobacterium tumefaciens  ــال ــام مختلــف را در انتق ژن ارق
  .بومي برنج و نيز ارقام مختلف گندم گزارش داد

 پژوهش گياهان حاصل از انتقال ژن در اينتوضيح است كه  به  لازم
هـا   بودن آن هاي مولكولي را بگذرانند تا تراريخته بايد ساير آزمون

  .تا تراريخته گياهان ترانسفورم شده هستندتاييد شود بنابراين اين 
به توضيح است كه خانم صديقه نصررمزي و آقاي  در ضمن لازم
  .اند زاده سهم مساوي در انجام آزمايش داشته محسن ايمان
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