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 تيمار سرما، طول دوره پيش کشت ریزنمونه و مدت زمان تلقيح ثير پيشتا

Agrobacterium tumefaciens  بر فراوانی تراریختی کلزا 

 
Effect of Cold Pretreatment and Period of Preconditioning Inoculation on 

Transformation Frequency in Rapeseed (Brassica napus L.) 
 

 2علی هاتف سلمانیان و 1رضا زبرجدییعل ،*1دانیال کهریزی
 

 چکيده
هايي شده كه از نظر صفات با ارزش زراعي و اقتصادي بسيار حائز  توليد واريته منجر بهكارگيري مهندسي ژنتيك در كلزا به

جهت انتقال ژن موفق با اين روش، پارامترهاي  .ترين انتقال ژن به كلزا از طريق اگروباكتريوم انجام شده استبيش. باشند اهميت مي

oروزه در دماي  5هاي  گياهچه عوامل پيش تيمار سرما با قرار دادن در اين پژوهش. مختلفي بايد بهينه سازي شود
C4  در دو سطح

و مدت زمان تلقيح كوتيلدون در محلول ( ساعت 44و  74صفر، )سطح  3دون در ، مدت زمان پيش كشت كوتيل(ساعت 27شاهد و )

اين . بررسي شده است gusگر بر فراواني تراريختي كلزا از طريق انتقال ژن گزارش( ثانيه 41و  71، 21، 7)سطح  4اگروباكتريوم در 

براي اين منظور از رقم تجاري كلزا . ارزيابي قرار گرفتتكرار مورد  4عوامل در يك آزمايش فاكتوريل در قالب طرح كامل تصادفي با 

PF-7045-91  و سويه باكتريLBA4404 هاي حضور و بيان ژن از طريق آزمون. استفاده گرديدPCR  وgus نتايج تجزيه . اثبات شد

گرديد، اما بين سطوح مختلف داري مشاهده ن تيمار سرما و شاهد براي فراواني تراريختي اختلاف معنيآماري نشان داد كه بين پيش

 44و  74كشت هاي پيشكه مدت زمانطوريبه. داشتداري وجود مدت پيش كشت و مدت زمان تلقيح براي اين صفت اختلاف معني

ثانيه، بدون  41و  71، 21هاي تلقيح درصد و مدت زمان 55/73و  72/74ترتيب با متوسط ساعت بدون اختلاف در بين خود و به

چنين تجزيه هم. ترين فراواني تراريختي بودنددرصد داراي بيش 14/72و  45/31، 57/72ترتيب با متوسط در بين خود و بهاختلاف 

 . دار نشان نداد واريانس، اثرات متقابل دو طرفه و سه طرفه را معني
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 مقدمه

سيستم اگروباكتريوم اولين سيستم تراريختي موفق 

را در مهندسي ژنتيك گياهي موجود موانع كه  بوددر گياهان 

هاي گياهي با شناخت غلبه بر موانع دستورزي ژن .كاهش داد

 باكتري واسطهبه برداري از پلاسميدهابهره خصوصيات و

Agrobacterium tumefaciensاين . ، محقق گرديد

هاي  پلاسميدها امكان انتقال طبيعي ژن، بيان ژن و سيستم

عنوان هب A. tumefaciens گونه. آورند گزينش را فراهم مي

ثرترين مهندس ژنتيك گياهي در طبيعت مطرح شده وم

انتقال با واسطه آگروباكتريوم در مقايسه با ناقلين . است

تواند بخش  و مي ويروسي موجب انتقال پايدار ژن شده

را از پلاسميد ايجاد كننده  T-DNAبه نام  DNAمشخصي از 

اي پايدار در ژنوم،  به هسته سلول گياه، به گونه (Ti)تومور 

 .(De Block et al. 1989) منتقل كند

در رابطه با استفاده از سيستم اگروباكتريوم براي 

براي  .هاي متعددي وجود داردانتقال ژن به گياه كلزا گزارش

اي را با  هفته 6تا  5ي گياه كلزاي قطعات ساقه: مثال

ژن  حاويخلع سلاح شده  Tiاگروباكتريوم داراي پلاسميد 

گياه  711حدود و از آن مقاومت به كانامايسين تلقيح 

 .(Fry et al. 1987) تراريخت توليد شد

هاي كلزا از طريق  چنين با استفاده از هيپوكوتيلهم

اقدام به توليد گياهان تراريخت  EHA101اگروباكتريوم سويه 

تراريختي با بررسي، مقاومت به كانامايسين و ساترن . گرديد

فراواني . ييد قرار گرفتامورد ت (Southern blot)بلات 

 .Radke et al) گزارش گرديد% 5/7تا  4/1تراريختي از 

1988). 

هاي كلزا از طريق اگروباكتريوم  با استفاده از كوتيلدون

 سازي شد ، تراريختي كلزا بهينهEHA101سويه 

(Moloney et al. 1989.) هاي كلزا از طريق  از هيپوكوتيل

، اقدام به توليد گياهان تراريخت EHA101اگروباكتريوم سويه 

و ژن مقاومت به  nptII ،gusاز ناقل دوتايي داراي ژنهاي . شد

، gusبررسي هيستوشيميايي . هيگرومايسين استفاده گرديد

و بررسي مقاومت به كانامايسين نتاج تراريختي و  بلاتساترن

 . (Takasaki et al. 1997) ييد نمودندابيان ژن را ت

شرايط باززايي گياهچه را براي انتقال ( 7114) جنوبي

از طريق اگروباكتريوم  B. napusكاراتر ژن به دو رقم گياه 

و از دو ريزنمونه كوتيلدون و هيپوكوتيل براي  بهبود بخشيد

فراواني تراريختي، از طريق . نمودباززايي و تراريختي استفاده 

و % 3/22هاي كوتيلدون  مقاومت به كانامايسين، از ريزنمونه

با استفاده از مقاومت به . گزارش شد% 7/4در هيپوكوتيل 

اي و آزمون  گذاري نقطه، لكهPCR ،RT-PCRكانامايسين، 

gus ييد كردنداهاي به دست آمده را ت تراريخت بودن گياهچه 

(Jonobi 2004.) 

و  ((Zebarjadi et al. 2006 و همكاران زبرجدي

-ترتيب ژنكه به (Kahrizi et al. 2007c)و همكاران  كهريزي

 .B را به گياه EPSPSو  β-ketoacyl-CoA synthaseهاي

napus  انتقال داده بودند، بهترين باززايي گياهان تراريخت را

و ريزنمونه كوتيلدون  LBA4404از طريق اگروباكتريوم سويه 

گذاري ، لكهPCRها تراريختي را از طريق آن. گزارش كردند

 .ييد كردندات بلاتساترناي و نقطه

ثير ژنوتيپ گياه، ريزنمونه و سويه اگروباكتريوم تومه ات

فاشينس بر كارايي تراريختي گياه كلزا در ايران بررسي 

هاي ها و سويهگزارش شد كه بين ارقام كلزا، ريزنمونه. گرديد

فاشينس براي فراواني تراريختي گياه كلزا اگروباكتريوم تومه

مطابق با نتايج اين . داري وجود دارداختلاف بسيار معني

تراريختي با متوسط ) PF-7045-91 ، رقم كلزاپژوهش

%( 53/23با متوسط تراريختي )، ريزنمونه كوتيلدون %(64/21

برتري %( 24/4با متوسط تراريختي ) LBA4404و سويه 

 اندداري نسبت به ساير تيمارها داشته معني

(Kahrizi et al. 2007a.) 

هاي متعدد ديگري در مهندسي ژنتيك كلزا گزارش

بررسي كارايي ها به در اكثر اين گزارش. هم وجود دارد

 دريافت ژن از سوي يك ژنوتيپ يا ريزنمونه خاص از كلزا

(Moloney et al, 1989; Fry et al, 1987; Kahrizi et al, 

2007; Takasaki et al, 1997)  و يا كارايي يك سويه خاص از

 ,Moloney et al, 1989) اگروباكتريوم براي انتقال ژن

Kahrizi and Salmanian, 2008, Bhalla and Smith, 1998; 

Radke et al., 1988; Takasaki et al., 1997; Zebarjadi et 

al., 2006)  پرداخته شده است . 

به انتقال ژن  هاپژوهشگران در برخي از پژوهش

دهند تا گياهان مادري را مدتي تحت شوک سرمايي قرار مي

زمان سازي چرخه سلولي، فراواني تراريختي را هم ضمن هم

-ولي هيچ( گرانمذاكره خصوصي با پژوهش)افزايش دهند 

ثير مثبت شوک سرمايي بر روي اگونه گزارشي مبني بر ت

چنين براي هم. فراواني تراريختي در هيچ گياهي وجود ندارد

نگهداري مدت زمان تلقيح كوتيلدون در محلول اگروباكتريوم 

 گرانپژوهشهم زمان دقيقي مشخص نگرديده و فقط برخي 

 (Moloney et al. 1989; Takasaki et al. 1997)  چند "به

تسريع كار فقط در جهت برخي نيز . اشاره شده است "لحظه

 دارندثانيه كوتيلدون را در محلول اگروباكتريوم نگه مي 7حد 

مسائل گفته شده در (. گرانمذاكره خصوصي با پژوهش)
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-به. استكشت ريزنمونه هم صادق رابطه با طول دوره پيش

 Moloney et) اندكه برخي از پيش كشت استفاده كردهطوري

al. 1989; Kahrizi et al. 2007)   و برخي مستقيماً كار تلقيح

 اندرا انجام داده

 (Radke et al. 1988; Takasaki et al. 1997)  . پس با توجه

ثير پيش تيمار سرمايي اانجام شده ت هايپژوهشكه در به اين

هاي مادري كلزا، مدت زمان تلقيح ريزنمونه در گياهچه

كشت فاشينس و طول دوره پيشمحلول اگروباكتريوم تومه

ضمن بررسي  پژوهشريزنمونه بررسي نشده است، در اين 

-تيمار سرمايي، طول دوره پيشپيش)اثرات اصلي تيمارها 

-كشت ريزنمونه و مدت زمان تلقيح در اگروباكتريوم تومه

ها بر روي رات متقابل دو طرفه و سه طرفه آنبه اث( فاشينس

 . شودپرداخته مي gusانتقال ژن 

 

 هامواد و روش

-به DH5سويه   E. coliباكتري در اين پژوهش از

و  (Competent cells) هاي مستعد منظور تهيه سلول

 از باكتري خاكزي. نگهداري پلاسميدها استفاده شد

Agrobacterium tumefaciensسويه ، LBA4404،  جهت

پلاسميد . هاي كلزا استفاده گرديد انتقال ژن به سلول

pBI121 ( حامل ژنgus )عنوان ناقل براي بيان ژن مورد به

نمايي از  2شكل . هاي گياهي استفاده شد نظر در سلول

محل كلون كردن و نيز  pBI121هاي مختلف پلاسميد  بخش

 .دهد مي  را نشانآن (Multiple Cloning Site)چندگانه 

در ساختار ژنوم خود   LBA4404گروباكتريوم ا  سويه

-باشد كه از اين آنتي مقاوم به استرپتومايسين و مي داراي ژن

گر انتخابي اين دو سويه بيوتيك نيز به عنوان نشان

مورد  كشت گياهي پايهمحيط . شد آگروباكتريوم استفاده 

  .بود MS (Murashige & Skoog 1962)، محيط استفاده

 رقم تجاري (Brassica napus)بذور كلزا 

PF-7045-91 (رقم بهاره ) را شامل  پزوهشمواد گياهي اين

سسه وهاي روغني م شود كه از بخش تحقيقات دانه مي

چون در  .تحقيقات تهيه و اصلاح نهال و بذر كرج تهيه گرديد

، ريزنمونه (PF-7045-91) تحقيقات قبلي بهترين رقم كلزا

 مشخص شده (LBA4404)و سويه اگروباكتريوم ( كوتيلدون)

(Kahrizi et al. 2007a) هم از مواد فوق  پژوهش، در اين

 .استفاده گرديده است

هاي جوان و ي ژنومي، از برگDNAمنظور تهيه به

 ژنومي به روش DNAاستخراج . شداستفاده سبز گياه كلزا 

CTAB (Murray and Thampson 1980) گــرديد انجام .

جهت آناليز گياهان تراريخت و اثبات حضور ساختار مورد نظر 

. با آغازگرهاي اختصاصي مناسب استفاده شد PCRاز آزمون 

 :باشدآغازگرهاي مورد استفاده به شرح ذيل مي

با  (GUSR)و برگشتي  (GUSF)آغازگرهاي رفتي 

 .gusهاي زير براي تكثير بخشي از ژن توالي

GUS F׃Tm=62 ºC, 23 mer 5′ -GGT GGT CAG TCC CTT 

ATG TTA CG –3′       
GUSR׃Tm=57 ºC, 23 mer  5′ –CCG GCA TAG TTA AAG 

AAA TCA TG –3′     
 

با توالي زير  (NPTR)و برگشتي  (NPTF)آغازگرهاي رفتي 

 . nptIIبراي تكثير ژن 

NPTF׃Tm= 66.4 ºC, 26 mer 5′ -GTC GCC TAA GGT CAC 

TAT CAG CTA GC –3′    
NPTR׃ Tm= 61.1 ºC, 24 mer 5′ –ATG TTT GAA CGA 

TCG GGG ATC ATG –3′ 

 

 استاندارد انجماد و ذوب روش براي تراريختي باكتري،

(Freeze and Thaw)  و با استفاده ازmM CaCl271  و ازت

 .(Sambrook & Russell 2001) به كار گرفته شد مايع

ها در محيط داراي  جا كه هر كدام از اين باكترياز آن

توان  اند، تا حدود زيادي مي بيوتيك كشت داده شده دو آنتي

از سوي باكتري مطمئن شد، اما  pBI121به دريافت پلاسميد 

نيز با  PCRبراي حصول اطمينان بيشتر چندين آزمون 

نظور اطمينان از بيان مبه. آغازگرهاي اختصاصي انجام گرفت

 .انجام شد gusژن انتقالي، سنجش بيوشيميايي 

 

 تهيه گياه و عمليات کشت بافت

قبل از شروع عمليات انتقال ژن، سيستم كشت بافت 

در اين پژوهش از ريزنمونه كوتيلدون . سازي شد بهينه

هيپو براي اين منظور بذور با استفاده از محلول . استفاده شد

 (X-100)به علاوه چند قطره تريتون % 5/2كلريت سديم 

بذور . دقيقه با تكان دادن، استريل شدند 21به مدت % 21

مرتبه شستشو با آب مقطر استريل، بر روي محيط  3پس از 

 MSهاي محيط  زني حاوي نصف نمك جوانهجامد كشت 

 4ساعت روشنايي و  26كشت و در اتاق رشد با زمان نوردهي 

oه حرارت ساعت تاريكي در درج
C75 نگهداري شدند .

روزه با حذف جوانه انتهايي،  5 ياهچههاي گياهكوتيلدون

محيط القاء  mm 7ها در عمق  سپس دمبرگ. جدا شدند

ساكارز،  mg/l BAP 5/4 ،g/l 31با  MSنوساقه با محيط پايه 

4 pH  و ميزانg/l 4 آگار كشت شدند. 
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هاي كوتيلدون كشت شده  جهت رشد بهتر، ريزنمونه

بار به محيط كشت جديد روز يك 21به فاصله زماني هر 

به فاصله حداقل دو هفته پس از كشت . واكشت شدند

هاي متعددي  ، نوساقهBAPحاوي  MSها در محيط كوتيلدون

پس از شمارش، به  ها نوساقه. ها تشكيل گرديداز آن

باشد -كه فاقد هورمون مي هاي كشت طويل شدن محيط

 g/lو ميزان  pH 4ساكارز،  MS ، g/l 71شامل محيط پايه )

كه طول نوساقه به اندازه پس از اين. منتقل شدند( آگار 2

اين . زايي نوساقه منتقل شدند مناسب رسيد، به محيط ريشه

 MS ،mg/l IBA 7 ، g/l 71محيط نيز شامل محيط پايه 

 .آگار بود g/l 2و ميزان  pH 4ساكارز، 

 

 انتقال ژن به گياه کلزا به روش اگروباکتریوم

از كشت شبانه اگروباكتريوم حامل پلاسميد مورد نظر 

(OD650=1) از طريق سانتريفيوژ ،(rpm 7511  21به مدت 

 g/l 31مايع،  MS)در محيط همكشتي و رسوب تهيه ( دقيقه

روزه قبل از  5هاي  گياهچه. حل گرديد( pH 7/5ساكارز و 

تيمار سرمايي ها به صورت بدون پيشتهيه ريزنمونه از آن

oتيمار سرمايي در دماي و پيش( شاهد)
C4  27به مدت 

ها به مدت  ، ابتدا كوتيلدون.ساعت مورد استفاده قرار گرفتند

حيط ساعت بر روي م 44يا  74، (شاهد)هاي صفر زمان

ساكارز و  MS ،mg/l BAP 5/4 ،g/l 31)كشت القاء نوساقه 

g/l 4 ها به مدت پيش كشت شده و سپس دمبرگ آن( آگار

كشتي حاوي ثانيه در محيط هم 41يا  71، 21، 7هاي زمان

ها در محيط سپس اين كوتيلدون. اگروباكتريوم قرار داده شد

ساعت در  44القاي نوساقه كشت داده شدند و به مدت زمان 

oتاريكي و دماي 
C75 پس از شستشوهاي لازم . قرار گرفت

گر القاء ها، با آب مقطر استريل، به محيط گزينش ريزنمونه

، كه (آگار g/l 4ساكارز و  MS ،g/l BAP 5/4 ،g/l 31) نوساقه

سفوتاكسيم بود،  mg/l 711كانامايسين و  mg/l 25حاوي 

بار به محيط مشابه روز يك 21ها هر  ريزنمونه. منتقل شدند

هاي توليد شده بر روي  تعدادي از نوساقه. واكشت شدند

علت گر فوق، سبز و زنده باقي ماندند و بقيه بهمحيط گزينش

عدم دريافت ژن مقاومت به كانامايسين سفيد شده و از بين 

هاي زنده مانده، پلاسميد  وساقهرسد ن نظر ميبه. رفتند 

pBI121 اند را دريافت نموده . 

پس از شمارش و ثبت اطلاعات مربوط به درصد 

هاي سبز باززايي شده بر روي محيط  باززايي گياه سبز، نوساقه

. گر جدا شده و به محيط طويل شدن منتقل گرديدندگزينش

ريشه ها به محيط القاء  ، نمونهها پس از رشد كافي گياهچه

(MS ،mg/l IBA 7،g/l 71  ساكارز وg/l 4  آگار به علاوه

 .انتقال داده شدند( هاي فوق بيوتيك آنتي

براي محاسبه فراواني تراريختي از نسبت تعداد 

به كل  (Putative transgenic plant) گياهان تراريخت فرضي

در بين گياهان سبز . كار رفته، استفاده شدههاي بريزنمونه

با  PCRهاي نظر تراريخت بودند، آزمون-شده كه به باززايي

 .انجام شد gusپرايمرهاي تخصصي و سنجش بيوشيميايي 

، به cm21 دار شده با ارتفاع حدود هاي ريشه گياهچه

تركيب يكساني از پيت، )هاي كوچك با خاک استريل گلدان

هاي تراريخت تا  نمونه. منتقل شدند( كوليت و پرليت ورمي

استقرار كامل و سازگاري با شرايط گلداني، با محيط زمان 

پس از  .آبياري شدند MSهاي مايع حاوي نصف نمك

اين . اري تدريجي، به شرايط طبيعي خاک منتقل شدندگساز

ساعت  26گياهچه در گلخانه كنترل شده با شرايط نوري 

oساعت تاريكي، و دماي  4روشنايي و 
C75 در روز و o

C25 

در شب منتقل شدند و تا زمان بذرگيري در همان شرايط 

با آغازگرهاي  PCRهاي از آزمون پژوهشر اين د. باقي ماندند

اختصاصي براي اثبات انتقال ژن و از سنجش بيوشيميايي 

gus (Jefferson et al. 1987)  به منظور آناليز باكتري حاوي

ژن انتقالي  پلاسميد و گياهان تراريخت و اطمينان از بيان

 .استفاده گرديد

 

 

 تيمارها، طرح آزمایشی مورد استفاده و تجزیه آماری

صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاً آزمايش به

فاكتورهاي مورد استفاده . تكرار انجام گرفت 4تصادفي در 

 
 

 (Kahrizi and Salmanian, 2008) ، خصوصيات كلي و محل كلون كردن چندگانه آنpBI121پلاسميد  :2شكل 

Fig. 1 T-DNA and multiple cloning site regions in pBI121 plasmid (Kahrizi & Salmanian, 2008) 
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NPT II     CaMV 35S                      GUS NOS

Hind III
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Left Border Right Border

NPT II     CaMV 35S                      GUS NOS

Hind III
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 5هاي  پيش تيمار سرمايي گياهچه: فاكتور اول :ازند عبارت

oروزه در دماي 
C4 فاكتور  (.ساعت 27شاهد و )، در دو سطح

كشت كوتيلدون در محيط كشت مدت زمان پيش: دوم

كه اين ( ساعت 44و  74صفر، )سطح  3نوساقه زايي در 

: فاكتور سوم .فاكتور قبل از آلودگي با اگروباكتريوم اعمال شد

 4مدت زمان تلقيح كوتيلدون در محلول اگروباكتريوم در 

 پژوهشغير وابسته در اين مت(. ثانيه 41و  71، 21، 7)سطح 

 gusگر فراواني تراريختي گياه كلزا از طريق انتقال ژن گزارش

 . بود

 دست آمده، با استفاده از نرم افزارهاي به كليه داده

MSTATC و نرمال  هاتبديل دادهبراي  .تجزيه آماري شدند

استفاده  Arcsin  Xاي داده زاويه از هانمودن توزيع آن

اي دانكن  آزمون چند دامنه توسطها  مقايسه ميانگين. گرديد

 . نجام شدا
 

 و بحث  نتایج

جهت اثبات حضور و بيان  gusآزمون سنجش بيوشيميایی 

 این ژن در گياه کلزا

ان در گياه gusحضور و بيان ژن اثبات براي 

استفاده  gusو سنجش بيوشيميايي  PCR، از آزمون تراريخت

در باكتري  gusنتيجه آزمون سنجش بيوشيميايي . شد

در )صورت مشاهده رنگ آبي اگروباكتريوم و بافت گياه به

( در گياه شاهد)و رنگ شفاف يا شيري ( بافت گياه تراريخت

اين آزمون براي ده گياه تراريخت فرضي مثبت (. 7ل شك)بود 

اله آورده در انتهاي مق PCRنتيجه آزمون . نشان داده شد

 .شده است

توان مطمئن شد  در اگروباكتريوم، مي gusبا بيان ژن 

مشكلي نداشته و از  nosو ترميناتور  CaMV 35Sكه پروموتر 

يك ناقل  pBI121پلاسميد. فعاليت خوبي برخوردار است

و ( گلوكورونيداز-يا ) gusگر دوگانه، واجد ژن گزارش

واجد  pBI121چنين هم. باشد مي CaMV 35Sپروموتر قوي 

. است  Agrobacteriumو  E. coliدو محل همانندسازي براي 

 عنوان يك ناقل دوگانه نيز عمل كندتواند به بنابراين مي

(Chen et al 2003). 

در برگ گياهان  gusدر سنجش بيوشيميايي 

ها مشاهده گرديد ولي در برگ تراريخت، آبي شدن بافت برگ

با اين سنجش بيوشيميايي، . نداد گياه شاهد، اين واكنش رخ

گري اگروباكتريوم كه با ميانجي)توان از روش انتقال ژن  مي

 .اطمينان حاصل نمود( بوده

 

 

جهت اطمينان از بيان اين ژن  gusسنجش بيوشيميايي : 7شكل 

 (چپ)و عدم بيان آن در گياه شاهد ( راست)در گياه كلزا تراريخت 
Fig 2: Biochemical gus assays. Gene expression and 

no gene expression in transformed (right) and non-

transformed (left) rapeseed respectively 
 

 

 نتایج حاصل از طرح آزمایشی

نتيجه حاصل از آزمون تجزيه واريانس با  2جدول 

براي پيش تيمار سرمايي، مدت ( .C.V=  %2)حداقل خطا 

-فاشينس و طول دوره پيش-گروباكتريوم تومهزمان تلقيح در ا

ها، براي فراواني باززايي -كشت ريزنمونه و اثرات متقابل آن

نتايج اين تجزيه واريانس نشان . دهدگياه تراريخت نشان مي

دهد كه بين گياهان شوک سرمايي ديده با شاهد اختلاف مي

تيمار دهد كه پيش اين نتيجه نشان مي. داري وجود نداردمعني

زمان سازي چرخه سلولي كه باعث همسرمايي با وجود اين

هاي شود و باعث بهبود پاسخ در بسياري از آزمايشها ميسلول

، ولي اين (Kahrizi et al. 2007b)شود كشت بافت گياهي مي

 .ثيري بر فراواني تراريختي نداردازمان سازي تهم

داد كه بين سطوح مختلف تجزيه واريانس نشان

كشت ريزنمونه و مدت زمان تلقيح در عوامل طول دوره پيش

داري وجود  فاشينس اختلاف بسيار معنياگروباكتريوم تومه

دارد، ولي بين اثرات متقابل دو طرفه و سه طرفه سطوح 

. داري وجود نداردمختلف عوامل مورد بررسي اختلاف معني

ئه نشده، كه تا كنون گزارشي در اين زمينه ارابا توجه به اين

 . امكان مطابقت اين نتايج وجود ندارد

هاي سطوح عوامل مورد بررسي،  مقايسه ميانگين

اي دانكن انجام شد و نتايج آن در  آزمون چند دامنه توسط

نتايج حاصل از آزمون مقايسه  .آورده شده است 7جدول 

دهد كه بين پيش تيمار نشان مي( 7جدول )ميانگين 

داري  فراواني تراريختي اختلاف معنيسرمايي و شاهد براي 

 .مشاهده نگرديد كه با نتايج تجزيه واريانس مطابقت دارد
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در بخش مقايسه ميانگين سطوح مختلف عامل مدت 

زمان پيش كشت در محيط كشت نوساقه زايي، نتايج نشان 

داد كه دليل اختلاف معني دار بين سطوح مختلف اين عامل، 

مي باشد كه ( شاهد)شت استفاده از سطح بدون پيش ك

نسبت به ساير %( 21/7) فراواني تراريختي بسيار پايين تري

و  74بين مدت زمان نگهداري . دارد%( 73بيش از )سطوح 

داري براي فراواني تراريختي وجود  ساعت اختلاف معني 44

گرچه اين دو مدت زمان، بيشترين تاثير را بر فراواني . ندارد

جويي در وقت و  ر است براي صرفهپس بهت. تراريختي دارند

 . ساعت استفاده شود 74انجام كار بيشتر از مدت زمان 

كه دليل پايين بودن فراواني تراريختي در حالتي

بلافاصله پس از برش كوتيلدون، وارد فرآيند آلودگي و انتقال 

توان به صورت ذيل را مي( كشتبدون پيش)شود ژن مي

قطع كردن كوتيلدون، مستقيماً چه پس از چنان. بحث نمود

كه ميزان مواد توسط اگروباكتريوم آلوده شود، با توجه به اين

فنوليك ترشح شده از ريزنمونه به حد لازم نبوده، در نتيجه 

اثر متقابل قابل قبولي بين مواد و عوامل اگروباكتريوم و مواد 

فنوليك وجود نخواهد داشت، در نتيجه فراواني تراريختي 

وجود بافت زخمي و ترشح مواد فنوليك . يابدكاهش مي بسيار

واسطه شرط اوليه تراريختي به( ويژه استوسيرينگونبه)

نتايج اين پژوهش نشان داد كه فرصت . باشداگروباكتريوم مي

ساعت به كوتيلدون، باعث افزايش تراريختي  74بيش  از 

ساعت ميزان مواد  74شود و كوتيلدون در همان زمان نمي

فنوليك مورد نياز جهت تراريختي با اگروباكتريوم را بيوسنتز 

ها استوسيرينگون را به محيط كشت در برخي گزارش. كندمي

، اين در حالي است كه طبق (2343جنوبي، )اند اضافه نموده

ساعته به ريزنمونه، نيازي  74نتايج اين پژوهش با يك فرصت 

 .باشدبه صرف هزينه براي اين مواد نمي

در قسمت مقايسه ميانگين سطوح مختلف عامل مدت 

-زمان تلقيح كوتيلدون در محلول اگروباكتريوم مشاهده مي

ثانيه  7دار شدن اين عامل، استفاده از سطح گردد علت معني

%( 43/4)تري باشد كه فراواني تراريختي بسيار پايينمي

بين سه سطح . دارد%( 71بيش از )نسبت به ساير سطوح 

-داري مشاهده نميثانيه اختلاف معني 41و  71، 21تلقيح 

اين نشان دهنده اين است كه اگروباكتريوم جهت اتصال . شود

و هجوم به بافت بريده شده اگروباكتريوم يك حد آستانه 

باشد ولي پس ثانيه براي آن بهينه نمي 7حداقل نياز دارد كه 

ن كه بين با توجه به اي. افتدثانيه اين امر اتفاق مي 21از 

داري وجود ثانيه اختلاف معني 41و  71، 21سطوح تلقيح 

ثانيه استفاده  21چه از ندارد، مي توان نتيجه گرفت كه چنان

تر مورد استفاد قرار چون هر چه زمان كمشود به دلايلي هم

ها جويي در زمان، امكان آلودگي كشتگيرد، علاوه بر صرفه

 .ابديبه ساير عوامل پاتوژن كاهش مي

 

فاشينس و طول دوره تيمار سرمايي، مدت زمان تلقيح در اگروباكتريوم تومهتجزيه واريانس پيش: 2جدول 

 پيش كشت ريزنمونه براي فراواني باززايي گياه تراريخت
Table 1. Analysis of variance of transformation frequency in different cold pretreatments, 

Agrobacterium inoculation periods and preconditioning in rapeseed 

 منبع تغيير
Source of variation 

 درجه آزادي
Degree of freedom 

 ميانگين مربعات
Mean of squares 

 1 ns 0.033   (Cold pretreatment)پيش تيمار سرمايي 

 ** 2 180.200 (Preconditioning periods)مدت زمان پيش كشت 

 ** 3 188.200 (Inoculation periods)مدت زمان تلقيح 

CP PP 2 ns 0.080 
CP  IP 3 ns 0.072 
IP  PP 6 ns 0.058 

CP  IP  PP 6 ns 0.061 
 Error 72 0.028 خطاي آزمايش

 .95 1%  =%C.V (Cold pretreatment)پيش تيمار سرمايي 

: 2دار در سطح احتمال  داراي اختلاف معني%   (Significant P<0.1)    ns :دار  عدم وجود اختلاف معني  (Non-significant)     
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فاشينس و طول دوره مقايسه ميانگين سطوح مختلف عوامل مدت زمان تلقيح در اگروباكتريوم تومه: 7جدول 

 كلزاتراريختي فراواني پيش كشت كوتيلدون براي 
Table2: Mean comparison of different cold pretreatments, Agrobacterium inoculation periods and 

preconditioning on transformation frequency in rapeseed 

 (Transformation frequency)فراواني تراريختي  (Treatment)تيمار 

 (Cold pretreatment) پيش تيمار سرمايي

 a 17.00 (Control) بدون پيش تيمار

 a 16.66 (h 12) ساعت 27

 (Preconditioning period) مدت زمان پيش كشت

 b 2.70 (Control) بدون پيش كشت

 a 24.21 (h 24) ساعت 74

 a 23.55 (h 48) ساعت 44

 (Inoculation periods) مدت زمان تلقيح

 b 5.76 (s 2) ثانيه 7

 20.50 a (s 10) ثانيه 21

 a 20.63 (s 20) ثانيه 71

 a 20.54 (s 40) ثانيه 41

 .ها استدار بين آن حروف غير مشابه بيانگر وجود اختلاف معني

Means in each column, followed by the different letters are not significantly different at the 1% 

probability  

 

هاي وارده به بافت تر، امكان آسيببا مدت زمان كم

تر شده و كم( به دليل فشار پنس براي نگهداري آن)ريزنمونه 

توان تلقيح  در يك مدت محدود، تعداد ريزنمونه بيشتري را مي

علاوه بر اين موارد، هنگام تلقيح كوتيلدون به محلول . نمود

اگروباكتريوم بايد توجه نمود كه فقط انتهاي بريده آن آلوده 

اي شكل، منجر به نكروزه  كه آلوده شدن برگ لپهشود، چون

با مدت زمان تلقيح كمتر، . شود شدن و خشك شدن آن مي

تر شده و نيازي جهت آلودگي ريزنمونه به اگروباكتريوم كم

چه انچن. باشدشستشوي مرتب با محلول سفوتاكسيم نمي

ها قرار داده شود، -مدت زمان زيادتري در اختيار اگروباكتريوم

احتمال تراريختي يك سلول توسط چند اگروباكتريوم يا 

احتمال تراريختي مجدد توسط همان اگروباكتريوم، افزايش 

ها انتقالي بيش از يك ژن يافته و در اين صورت تعداد نسخه

 Bhalla & Smith)  شده و ممكن است باعث كاهش بيان شود

1998). 

 

 جهت اثبات حضور ژن در گياه کلزا PCRآزمون 

و چندين  T0دار نسل  ريشههاي گياهچهپس از توليد 

هاي كشت حاوي كانامايسين،  مرتبه گزينش بر روي محيط

حضور براي اثبات . آناليز مولكولي گياهان تراريخت انجام شد

در واكنش . استفاده شد PCR، از آزمون ان تراريختدر گياه

PCRرفت، قطعه  طور كه انتظار مي، همانbp 572  مشاهده

 (. 3شكل ) گرديد

منظور اثبات تراريختي گياه شاهد با پلاسميد به

pBI121 علاوه بر حضور ژن ،gus وجود ژن مقاومت به ،

به اين منظور با استفاده از . كانامايسين نيز در گياه ارزيابي شد

PCR  كارگيري آغازگرهاي اختصاصيو به 

(NPTF, NPTR)، حضور اين قطعه از پلاسميد  pBI121  در

اين آزمون براي ده گياه تراريخت فرضي مثبت . گياه اثبات شد

نشان داده شده  4نتيجه اين آزمون در شكل . نشان داده شد

 .است

حضور و بيان اين ژن قبلاً از طريق رشد اگر چه 

محيط كشت حاوي كانامايسين تا هاي سبز بر روي  گياهچه

حدودي به اثبات رسيده بود ولي در گزينش گياهان بر روي 

هاي غيرتراريخت وجود  گر امكان فرار گياهچهمحيط گزينش

 .براي اين منظور از آزمون فوق استفاده شد. دارد
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براي اثبات حضور ژن  PCRمحصول آزمون  :3شكل 

gus  و پلاسميدpBI121 كلزا  در گياه.  

 PCRمحصول : 7خط .جفت بازي 211 ماركر : 2خط

 PCRمحصول : 3خط .(منفي كنترل)گياه غير تراريخت 

: 5و  4خطوط ،(كنترل مثبت) pBI121از پلاسميد 

 (bp 572)گياهان تراريخت  PCRمحصول 
Fig 3: PCR product for gus gene and pBI121 in 

repeseed. Lanes include:1: 100 bp size marker, 2: 

PCR product in non-transgenic plant (negative 

control) and 3: PCR product in pBI121 (positive 

control). 4 and 5: PCR product (521 bp) in 

transgenic plants. 

 
كار گيري مقادير نكته قابل توجه در تراريختي كلزا، به

بيوتيك كانامايسين براي گزينش  بسيار محدودي از آنتي

دهد كه  تجربيات اوليه نشان مي. گياهان تراريخت است

افزايش . ، براي اين گياه كافي استmg/l 31-25محدوده بين 

 .گردد اين مقدار حتي موجب حذف گياهان تراريخت نيز مي

 

 
 

 PCRاز طريق آزمون  nptIIاثبات حضور ژن : 4شكل 

گياه تراريخت با : 7خط. جفت بازي 211ماركر : 2خط 

pBI121  تنها(bp 2341) . شاهد منفي : 3خط(DNA 

پلاسميد )شاهد مثبت : 4خط. (گياه غير تراريخت

pBI121) 
Fig 4. PCR analysis for nptII. Lanes include:1: 100 

bp size marker, 2: PCR product (1340 bp) in 

transgenic plant. 3: PCR product in non-transgenic 

plant (negative control), and 4: PCR product in 

pBI121 (positive control) 

 

 
 

 

 :منابع

 .متن انگليسي مراجعه شود 54-52 هايجهت ملاحظه منابع به صفحه

  

 

1340 bp 

1 2 3 4 

bp 521 

5    4    3    2    1  
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Effect of Cold Pretreatment and Period of Preconditioning Inoculation on 

Transformation Frequency in Rapeseed (Brassica napus L.) 
 

Kahrizi
1
*, D., Zebarjadi

1
, A. R. and Salmanian

2
, A. H. 

 
Absteract 

Genetic engineering in rapeseed will lead to the generation of plant varieties possessing more agriculturally and 

economically viable genetic traits. The most gene transformations to rapeseed have been done through Agrobacterium 

tumeifaciens method. Agrobacterium mediated transformation is depend on many parameters that must be optimized. 

The purpose of this study was to determine the effect of cold pretreatment (control and 12 h) among a 5 day old-

plantlets with preconditioning period (0, 24 and 48 h) and inoculation period of explants in Agrobacterium solutions (2, 

10, 20 and 40 s) on the gus reporter gene transformation frequency in Rapeseed. The experimental design was factorial 

on basis of completely randomized design (CRD) with four replications. The gene was transferred to a commercial 

cultivar rapeseed (PF-7045-91) via A. tumeifaciens (LBA4404 strain) mediated transformation method. Moreover, using 

PCR technique and gus assay, the presence and expression of genes in plants were confirmed. Statistical analysis 

revealed that there was no significant difference between cold pretreatment and control group. Moreover, the all 

interaction effects were not significant. Results also demonstrated that there was a significant difference among 

preconditioning and inoculation period levels for transformation efficiency. The highest effect on transformation 

efficiency was observed through 24 and 48 h preconditioning periods (with same effects and means 24.21 and 23.55%) 

and 10, 20 and 40 s inoculation periods (with same effects and means 20.50, 20.63 and 20.54%) respectively. 

 

Keywords: Rape, Cold pretreatment, Agrobacterium tumeifaciens, Explants preconditioning 

 

 

References 

Bhalla, P. L. and Smith, N. 1998. Agrobactrium tumefaciens-mediated transformation of cauliflower, Brassica oleracea 

var. botrytis. Molecular breeding 4: 531-541. 

Chen, P.Y., Wang, C. K., Soong, S. C. and To, K.Y. 2003. Complete sequence of the binary vector pBI121 and its 

application in cloning T-DNA insertion from transgenic plants. Molecular Breeding 11: 287-293. 
De Block M., De Brouwer, D. and Tenning, P. 1989. Transformation of Brassica napus and Brassica oleracea using 

Agrobacterium tumeifaciens and the expression of bar and neo genes in transgenic plants. Plant Physiology 91: 

694-701. 

Fry, J., Barnason, A. and Horsch, R. 1987. Transformation of Brassica napus with Agrobacterium based vectors. Plant 

Cell Reports 6: 321-325. 

Jefferson, R. A., Kavanagh, T. A. and Bevan, M. V. 1987. Gus fusions: ß-glucuronidase as a sensitive and versatile 

gene fusion marker in higher plants. EMBO Journal 6: 3901-3907. 
Jonobi, P.2003. In vitro optimization and transformation of EPSPS gene to rapeseed via Agrobacterium. Ph. D. Thesis. 

Tarbiat Moalem University. P 194. 

Kahrizi D., Arminian, A., and Masomi Asl A. 2007b. B. In Vitro Plant Breeding. Razi University Publications. 

Kahrizi, D. and Salmanian, A.H. 2008. Substitution of Ala183Thr in aroA Product of E. coli (k12) and Transformation 

of Rapeseed (Brassica napus) with Altered Gene Confers Tolerance to Roundup. Transgenic Plant Journal 2(2): 

170-175. 

Kahrizi, D., Salmanian, A.H and Zebarjadi A. 2007a. A.  Effect of plant genotype, explant and Agrobacteriun strain on 

transformation efficiency in rapeseed (Brassica napus L.).  Modern Genetics Journal. 2(3): 53-62. 

Kahrizi, D., Salmanian, A.H., Afshari, A., Moieni, A. and Mousavi, A. 2007c. Simultaneous substitution of Gly96 to 

Ala and Ala183 to Thr in 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase gene of E. coli (k12) and transformation 

of rapeseed (Brassica napus L.) in order to make tolerance to glyphosate. Plant Cell Rep 26: 95-104. 

Moloney, M. M., Walker, J. M. and Sharma, K. K. 1989. High efficiency of Brassica napus using Agrobacterium 

vectors. Plant Cell Reports 8: 238-242. 

Murashige, T. and skoog, F. 1962. A revised medium for rapid growth and bioassays with tobacco tissue cultures. Plant 

Physiology., 15: 473-497. 

Murray, M.G. and Thampson, W.F.1980. Rapid isolation of high molecular weight plant DNA. Nucleic Acid Research 

8: 4321-4325.  

Radke, S. E., Andrew, B. M., Moloney, M. M., Crouch, M. L., Kridl, J. C. and Knauf, V. C. 1988. Transformation of 

Brassica napus using Agrobacterium tumefaciens: development regulated expression of reintroduced napin gene. 

Theoretical Applied Genetics 75: 685-694. 

                                                 
1. Assistant Professors, Agronomy and Plant Breeding Department, Faculty of Agriculture, Razi University, 

Kermanshah 

2. Associate Professor, National Institute for Genetic Engineering and Biotechnology,Tehran 

*: Corresponding author 

Summary   AGRICULTURAL BIOTECHNOLOGY, Vol. 9, No. 1  2010 

57 



 . . . تيمار سرما، طول دوره پيش کشت ریزنمونه و مدت زمان تلقيحتاثير پيش  

36 

Sambrook, J. and Russell, D. W. 2001. Molecular cloning, a laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

New York. Pp 12.1-12.114. 
Takasaki, T., Hatakeyama, K., Ojima, K., Watanabe, M., Toriama, K. and Hinata, K. 1997. Factors influencing 

Agrobacterium –mediated transformation of Brassica napus L. Breeding Sciences 47: 127-134. 
Zebarjadi, A. R., Jalali, J. M,. Karimzadeh, Gh., Moeini, A., Mousavi, A. and Salmanian, A. H. 2006. Transformation 

of rapeseed (Brassica napus L.) plants. with sense and antisense constructs of the fatty acid elongase gene. 

Iranian. Journal of Biotechnology 4(2). 79-87. 

 

To look at the figures and tables, please refer to the Persian text (pages: 27-34= 34-72 ). 

 

AGRICULTURAL BIOTECHNOLOGY, Vol. 9, No. 1  2010 

58 


