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با واسطه  (gusA)گلوکورونيداز -انتقال ژن بتابرخی عوامل موثر بر سازی بهينهبررسی و 

 (Malus domestica.Borkh var.Gami Almasi) پاکوتاه در سيبآگروباکتریوم 

  

Optimizing Factors Affecting Agrobacterium Tumefaciens Mediated Transformation 

Of Dwarf Rootstock Of Apple (Malus Domestica Borkh Cv Gami Almasi) 
 

6علیرضا فرخزاد و 5ابولفضل برزگری، 4زاده مرتضی قديم ،3محمد علی ملبوبی ،*2سنبل ناظری ، مهدی محسنی آذر
   

 

 چكيده

های مناسب از نظر  به لحاظ ويژگیغرب ايران بوده و آن شمالمنشاء يكی از ارقام پاكوتاه سیب است كه  الماسیمیگ سیب

های تراريختی است كه تاكنون در مورد بسیاری از انتقال ژن با استفاده از آگروباكتريوم يكی از روش. باشدمیباغبانی حائز اهمیت 

های انتقال  و باززايی گیاهان تراريخت لازمه برنامهسازی عوامل مختلف تاثیر گذار در تراريختی  بهینه. ها و ارقام انجام گرفته است گونه

گمی برای  برخی از عوامل موثر در تراريختی سیبورونیداز كلوگن بتا ژبا استفاده از انتقال  پژوهشدر اين . شود ژن محسوب می

ل مدت كشت همزمان و نوع ح، طویسويه آگروباكتريوم، غلظت باكتری، مدت زمان تلق. قرار گرفتبررسی  مورداولین بار در ايران 

های تراريختی غلظت موثر در آزمايش .ها در میزان تراريختی، از عوامل مورد بررسی بودندزايی باكتری و تاثیر آن محیط القای بیماری

 GV3101نسبت به  GV3850  های مختلف سويه دست آمد و از بین تیمارهگرم در لیتر ب میلی 55ها  كانامايسین برای انتخاب تراريخت

 ABعنوان محیط آلودگی آگروباكتريومی نسبت به به LBدو روز كشت همزمان و استفاده از محیط بر اساس نتايج  .بود موثرتر

 .بودرصد د 2بهترين تیمار  دردرصد تراريختی . تشخیص داده شد تر مناسب

 

 ، استرين، انتقالgusAآگروباكتريوم، سیب، گمی،  :کليدیهای واژه

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

                                                 
 ، ارومیهدانشگاه ارومیه گروه باغبانی، دانشكده كشاورزی، ،كارشناس ارشد بیوتكنولوژی . 

 ، همدانسینا همدان علی استاديار گروه بیوتكنولوژی دانشگاه بو. 2

 تهران دانشیار پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیك و فناوری زيستی. 3
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 نويسنده مسوول*: 

 .باشدنويسنده اول در دانشگاه بوعلی سینا می نامه كارشناسی ارشداين مقاله بخشی از پايان
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 مقدمه

دلیل اهمیت نوع پايه درختان سیب در سیستم  به

پرورش و مديريت باغ، میزان تولید و عملكرد، كیفیت میوه و 

عمر اقتصادی درختان سیب، در غالب كشورهای مهم تولید 

و معرفی گرديده های متنوعی اصلاح  ی سیب دنیا پايه كننده

های معرفی شده در اين كشورها با توجه به  اغلب پايه. است

يكی از  .بوده است نیاز اقلیمی و نیاز باغداران آن كشور

در . استارقام بومی نژادی  های اصلاح نباتات، اصلاح و به شیوه

در طی سالهای اخیر  اه گَمی آلماسیپايه پاكوت ايران در مورد

ازگاری پايه و پیوندك و خصوصیات س مطالعاتی درزمینه

مورفولوژيكی و فیزيولوژيكی و گیاهشناسی آن انجام گرفته 

 ;Naseri et al. 2006  &Zadshakouyan, 1992) است

Ghasemi, 2002) .مهم كشور شش  ءجزكه ايران رغم اينعلی

 آمار سازمان فائو) ،دنیاستدر ی سیب  تولید كننده
 25 5) 

كاری  شرايط سیب برای ايرانی و مناسب  ایمتاسفانه هنوز پايه

برای اين منظور لازم . كشورمان اصلاح و معرفی نگرديده است

است بررسی، مطالعه و ارزيابی جامعی از وضعیت كشت بافت 

ار ذو باززايی و انتقال ژن و بهینه سازی عوامل مختلف تاثیرگ

حاضر  پژوهش .ها در كشور انجام گیرد در تراريختی اين پايه

سازی برخی عوامل موثر در تراريختی سیب  بهینه مورددر 

  .صورت گرفته است

های تراريخت شده به تعداد  طور كلی تولید سیبهب

اولین ترانسفورماسیون با واسطه . زياد مشكل است

كولتیوار  استفاده از با 888 سال آگروباكتريوم در 

 .Jamse et al)و همكاران جیمز اسلیوز گزارش شد گرين

 كاربرد تكنیك ديسك برگی برای تراريختی و انتخاب(. 1988

 .Horsh et al)و همكاران  هورشوسیله هب ،تراريخت ها

های اخیر تعدادی از  سال طی در .شرح داده شده است( 1985

گذارند  عوامل مختلف كه در باززايی بعد از تراريختی تاثیر می

 Dandiker et) تراريختیشامل استرين آگروباكتريوم، وكتور 

al. 1996)روی بیماری 2، تاثیر فنل گیاهی استوسیرينگون-

، طول دوره هم كشتی، (Stachel et al. 1985) زايی باكتريايی

( De Bondet et al. 1994, 1996)نوع و كیفیت آگار و آگارز 

ها در طول انتخاب فیتوهورمون. نداهشدمطالعه و بررسی 

انتخاب در روی كانامايسین و عمر و باززايی، طول دوره 

 ,James & Pussy) اندها نیز بررسی شده موقعیت ريزنمونه

1989; James, 1991; Welander & Mahsvaran, 1991 and 

Stachel et al. 1985).  موقعیت برگ روی گیاه مادر كارايی

برای مشخص كردن تاثیر . دهد انتقال را تحت تاثیر قرار می

                                                 
1. FAO 

2. Acetosyringon 

، شش كولتیوار مختلف جوناگلد،  gusیان ژن ژنوتیپ روی ب

-بیش. شد آزمايش 4و فوجی 3الستار، گالا، برابرن، مرلیجن

نواحی آبی بلافاصله چهار روز بعد )ترين سطح بیان زود گذر 

 -2، 6برابرن - مربوط به كولتیوارهای ( 5كشتیدوره هماز 

عوامل وابسته به بر اساس نتايج . ، بود8گالا -3، 7جوناگلد

طور  به DNAو تلفیق  DNAژنوتیپ ممكن است روی جذب 

های  ترين فراوانی باززايی جوانهبیش. متفاوتی تاثیر بگذارند

 گالا گزارش شده است تراريخت شده برای كولتیوار رويال

(Yao et al. 1995) .های باززايی و كه سیستمدر حالی

در عین حال اين  تراريختی برای سیب توسعه يافته است،

بالا ها كارايی و راندمان پايین و تغییر پذيری ژنتیكی روش

برای دست يافتن به مزيت (. Norelli et al. 1996) دارند

تا بايستی ها اين روش ،بیوتكنولوژی در بهبود كیفیت سیب

برای اولین بار در . رسیدن به سطح اقتصادی كافی بهبود يابد

 سفورماسیون و توسعه شرايط ويژهافزايش كارايی ترانكشور 

بومی سیب با صفات باغی مناسب از جمله ژنوتیپ  برای يك

ائی برای بهبود كارهای آهكی كوتاهی و مقاومت به خاك پا

  .ارگرفته استقر حاضر پژوهشترانسفورماسیون هدف 

 

 هامواد روش

برای بررسی  :ها تاثیر آنتی بیوتیك روی باززايی برگ

های سیب،  بیوتیك كانامايسین روی باززايی برگ آنتیغلظت 

، 55، 25 ،(شاهد) های مختلف كانامايسین شامل صفر غلظت

گرم در لیتردر قالب طرح كاملاً تصادفی در میلی 55 ، و75

های باززايی  تیمار و سه تكرار انجام شد و تعداد جوانه پنج

محیط كشت . شده و میزان تولید كالوس يادداشت شدند

BAمیلی گرم در لیتر  5/7حاوی  MSشامل محیط 
 2و  8

NAAمیلی گرم در لیتر 
روز دو ها ابتدا به مدت  برگ. بود 5 

مدت اين )بیوتیك قرار گرفتند  در محیط باززايی بدون آنتی

معادل با دوره كشت همزمان با باكتری است كه در  زمان

 سپس بهها نمونه، (گیرد های تراريختی انجام میآزمايش

های مختلف كانامايسین و محیط باززايی به اضافه غلظت

گرم در لیتر سفوتاكسیم منتقل شدند و دردمای  میلی255

 .درجه سانتیگراد قرار گرفتند 25

                                                 
3. Merlijen 

4. Fuji 

5. Co-Cultivation 

6. Brabern 

7. Jonagold 

8. Gala 

9. Benzyl Adenin 

10. Naphthalene Acetic Acid 
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  سویه آگروباکتریوم و پلاسميد

 آگروباكتريوم تومفسینس در اين آزمايش از
(Agrobacterium tumefasience) ،های سويه GV3850 و 

GV3101  كه دارای سیستم حامل دوگانهpBI121  بود، جهت

پلاسمید  .های برگ سیب استفاده گرديد تراريختی ريزنمونه

pBI121 منظور انتقال ژن به گیاه گیاهی است كه بهناقل  يك

ها و پلاسمید باكتری .شود با واسطه اگروباكتريوم استفاده می

شده  از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیك و زيست فناوری تهیه

 .بودند

 LB زايی آگروباكتريوم از دو محیط القای بیماری برای

AB و
استفاده شد تا اختلاف اين دو محیط بر روی میزان   

تركیبات تشكیل دهنده محیط كشت  .تراريختی بررسی شود

AB عبارتند از :K2HPO4 3gr/l ،NaH2PO4 1gr/l،1gr/l 

NH4Cl ،MgSO4,7H2O  0.3gr/l ،0.15gr/l KCl ،CaCl2 

0.01gr/l ،FeSO4,7H2O 2.5mg/l  ، Glucose 0.5%. pH 

روی  (محیط القای بیماريزايی اگروباكتريوم) 2A.I.M محیط

كه برای كشت  LBمحیط  pHكه در حالی. تنظیم شد 2/5

 .بود هفت شبانه باكتری استفاده شد، برابر

روز  4ها قبل از تلقیح به مدت  برگ :ها کشت برگپيش

، NAAگرم در لیتر  میلی 2حاوی MS كشت در محیط پیش

 25گرم در لیتر سوربیتول و  BA ، 5 گرم در لیتر میلی 5/7

كه سطح زيرين طوریهب گرم در لیتر ساكارز كشت شدند

های برگی نمونهسپس  .ها با محیط كشت در تماس بودبرگ

در يك  .در داخل پتری با سوسپانسیون باكتری تلقیح شدند

 و 5  ،5)های مختلف تلقیح  مدت زمان آزمايش مقدماتی

در قالب طرح  دست آوردن زمان مناسبهدقیقه برای ب( 35

 4  شاملتكرار، و هر تكرار  3با استفاده از كاملا تصادفی 

 . شدآزمايش  نمونه برگی
 

ها در حین تلقیح با  برگ: در محيط انتخابیبرگ کشت 

بعد از  استفاده از اسكالپل زخمی وسوسپانسیون باكتری با 

تا  داده شدندقرار  استريل تلقیح ابتدا در روی كاغذ صافی

-ها گرفته شود، سپس در محیط كشت همكمی رطوبت آن

زمان، كشت هم سه روز تابعد از دو . اده شدنددقرار 3زمان

گرم در لیتر  میلی 555 حاوی  MSها ابتدا با محیط  برگ

دور  85 با سرعت روی شیكر)ساعت  2مدت سفوتاكسیم به

 755سپس با آب مقطر استريل حاوی . شسته شدند( دقیقه

دقیقه شسته شده و  5 مدت گرم در لیتر سفوتاكسیم به میلی

                                                 
1. Tuki, 1997 

2. Agrobacterium Infection Medium  

3. Co-Cultivation 

محیط انتخابی  باره با آب مقطر استريل دركشی دوبعد از آب

گرم در میلی 555گرم در لیتر كانامايسین و میلی 55حاوی 

در قالب طرح  برای تراريختی .م كشت شدندلیتر سفوتاكسی

تكرار استفاده شد  8در هر تیمار از  چهار تیمار كاملاً تصادفی

تیمارهايی كه برای . شد ريز نمونه قرار داده 3 در هر تكرار  و

 يك بررسی تراريختی و انتقال ژن استفاده شد، در جدول

 .آمده است
 

بعد از تلقیح : هيستوشيمياییتست غربالگری با استفاده از روش 

با استفاده از روش  GUSها آزمون  و تراريختی جداكشت

از هر   برای انجام اين آزمون. انجام شد (1987) جفرسون

 .تكرار يك نمونه تصادفی انتخاب شد

از  gusمنظور بررسی بیان ژنبه: بررسی بیان گاس

 755های تلقیح شده كه در محیط انتخابی حاوی  جداكشت

بیوتیك سفوتاكسیم كشت شده بودند،  گرم در لیتر آنتی میلی

پس از گذشت حدود هفت روز از كشت، . استفاده شد

صورتی كه در زير آمده، به X-Glucها در بافرحاوی  جداكشت

 .انجام گرفت  GUSقرارگرفتند و آزمون

طور تصادفی يك نمونه برداشته شد و هاز هر پتری ب

درصد تراريختی بعد از آزمون . قرار داده شدGUS در محلول 

GUS هايی كه دارای نقاط آبی بودند بر  از تقسیم تعداد نمونه

صورت هدست آمد و بهی يك تیمار ب های تست شده كل نمونه

 .شد درصد بیان 

ه با گیا DNAبرای استخراج : PCRتائید مولكولی توسط 

از ( Doyel & Doyel, 1987) 4دويل و دويلاستفاده از روش 

تائید انتقال و تلفیق قطعه  جهت. گرديدنمونه برگی استفاده 

توسط  gus  به ژنوم گیاه يك قسمت از ژن gus ژن

توالی آغازگرهای مورد . شدآغازگرهای اختصاصی تكثیر 

  :استفاده عبارت بودند از

  :پرايمر رو به جلو

5'_CCTGTAGAAACCCCAACCCG_3'  
  :و پرايمر معكوس 

5'_CTGACCGGATGCCGACGCGA_3   
جفت  835تكثیر يك قطعه با اندازه تقريبی  PCRنتیجه 

  .بازی بود

                                                 
4. Doyle and Doyle 
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 تیمارهای مختلف اعمال شده برای تراريختی:  جدول 
Table 1: Different treatments for transformation 

 تیمار
treatment 

 سويه باكتری
Bacterial Strain 

 محیط كشت القای بیماريزايی
A.I.M 

 كشتیدوره هم
Co-cultivation period 

1 GV3850 LB 3 Day 
2 GV3850 LB 2 Day 
3 GV3850 AB 2 Day 
4 GV3101 LB 2 Day 

Control Without Agrobacterium   
 

 

 PCRشرایط 

آغازگر  lµ2 آغازگر رو به جلو :تركیبات واكنش شامل

، lµ2 ، كلريد منیزيمlµ2 آر سی بافر پی lµ2 معكوس

،  آنزيم lµ5  آ ان ، دیlµ4فسفات  دزوكسی نوكلئوتید تری

Tag  پلیمرازlµ2   آبlµ3 های واكنش شامل چرخه. بود

 35 ،دقیقه 4 مدتبه گراد درجه سانتی 84 واسرشت اولیه در

 55 ،دقیقه   به مدت گراددرجه سانتی 84 چرخه شامل

-به گراددرجه سانتی 72،دقیقه  به مدت  گراددرجه سانتی

بعد . انجام شد دقیقه 5 مدتبه تكثیر نهايی و دقیقه   مدت

ای پلیمراز در  از اتمام چرخه تكثیر، محصول واكنش زنجیره

-ولت به 75در  درصد بارگذاری و الكتروفورز ژل اگارز يك

 .گرديد ساعت انجام    مدت
 

 نتایج

انامایسين روی ریز نمونه بيوتيك کاثر غلظت کشنده آنتی

 های برگ

های حاوی  ها در محیط نتايج كشت جداكشت

های مختلف كانامايسین بعد از حدود چهار هفته نشان  غلظت

های سیب  داد كه كانامايسین به شدت از باززايی جداكشت

های تیمار  بیشترين تعداد باززايی در نمونه. كند جلوگیری می

های  تعداد شاخه. شد  مشاهده( بدون كانامايسین) شاهد 

شدت كاهش هشده با افزايش غلظت كانامايسین ب باززايی

گرم در لیتر تعداد  میلی 55های بالاتر از  يافت و در غلظت

غلظت انتهايی از نظر  سه. ها از بین رفتند زيادی از جداكشت

 داربین رفته با يكديگر تفاوت معنی تعداد ريز نمونه از

ر غلظت كمترين تعداد ريز نمونه های از بین رفته د .نداشتند

در اين . میلی گرم در لیتر كانامايسین مشاهده گرديد 25

ها از بین رفتند و بقیه كه باقی  درصد ازنمونه 35غلظت تنها

 .مانده بودند، تا حدی تولید كالوس كرده و باززايی داشتند

شاخه و در  8های باززايی شده در تیمار شاهد  میانگین جوانه

شاخه و در بقیه تیمارها صفر  3لیتر  گرم در میلی 25تیمار 

تعداد جداكشت از بین رفته با افزايش غلظت كانامايسین . بود

داری در سطوح بالاتر اما تفاوت معنی. سیر صعودی داشت

به همین دلیل (. >P )%گرم در لیتر مشاهده نشد میلی 55از

های بالاتر جهت انتخاب گیاهان  نیازی به استفاده از غلظت

یط انتخابی نبود و سطح مؤثر غلظت تراريخت در مح

گرم در لیتر تعیین شد و در همه میلی 55كانامايسین 

محیطهای انتخابی جهت القای كالوس، باززايی جوانه و نیز 

 و2جدول ) تشكیل ريشه از همین غلظت استفاده گرديد

 .( شكل
 

 

 

 مربوط به آزمايش غلظت كشنده كانامايسین ANOVAجدول : 2جدول 
Table 2: ANOVA Table of Kanamycin fatality concentration test 

Pr. F  value 
 میانگین مربعات

Mean of Square 

 درجه آزادی
d.f 

 منبع تغییرات
Source of Variation 

0.0001 144.75 45.9 4 
Treatment 

 
 0.4 10 Error 

26.35 CV 
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 (P=0.01) گسیب رقم گمی از بر باززايیهای مختلف كانامايسین بر تاثیرغلظت : شكل 

Fig 1: Effect of Kanamaycin concentration on regeneration from apple (cultivar Gami) leaf (P=0.01) 

  

 

 gus ژنسازی تراریختی با  بررسی نتایج بهينه

داد كه بین تیمارهای نشان GUSنتايج بررسی آزمون 

داری از نظر سلول تراريخت يا محل  مختلف اختلاف معنی

دهنده رنگ  های بروز تعداد ريز نمونه. تراريختی وجود دارد

 های تراريخت هستند در سويهه سلولآبی كه نشان دهند

GV3850 تر از سويهبیش GV3101 چنین تیمارهايی هم. بود

يی زاهای بیماریبرای تحريك ژن AB ها از محیطكه در آن

باكتری استفاده شده بود میزان مناطق تراريخت پايینی 

زمان تاثیری روی تعداد تعداد روزهای كشت هم. داشتند

در مورد محل . مناطق تراريخت بیان كننده ژن گاس نداشت

های نزديك به دمبرگ و اطراف  بیشتر قسمت ،پذيری رنگ

ها گرفت و اين محل های برگ رنگ می ها و كنارهمحل زخم

شكل ) شدند ها باززايی می ی بودند كه جوانهيهاقريبا محلت

2).  

 

م و مدت زمان تاثير غلظت سوسپانسيون، سویه آگروباکتریو

 تلقيح روی تراریختی

برای بررسی مدت زمان تلقیح و غلظت سوسپانسیون 

 35دقیقه،  5 دقیقه،  5) های مختلف تلقیح باكتری، دوره

 655در طول موج  OD= و 7/5، 5/5) های و غلظت(  دقیقه

 .كاررفت به( نانومتر

باعث رشد  7/5و   های داد كه غلظت نتايج نشان 

زياد باكتری بر روی ريز نمونه شده و آن را بعد از چند روز از 

نسبت به دو غلظت قبلی نتیجه  5/5غلظت . برد  بین می

. بهتری داشت و برای تلقیح تیمارها از اين غلظت استفاده شد

دقیقه  5ها با سوسپانسیون باكتری به مدت  جداكشت تلقیح

نتیجه بهتری ( دقیقه 35 و 5 )نسبت به دو تیمار ديگر 

دقیقه باعث رشد بیش  5 دقیقه و  35داشت، تلقیح به مدت 

سويه . ها گرديد از حد باكتری و از بین رفتن جداكشت

GV3850   روز دوره هم 3بدلیل سرعت رشد زياد در طول-

از بین رفتن ريز نمونه  در برخی موارد باعثكشتی نیز 

 .گرديد 

بیان  GUSنمونه های تلقیح شده بعد از انجام تست 

( سمت چپ 2شكل . )دادندژن بتا گلوكورونیداز را نشان می

جوانه باززايی شدند  2 تلقیح شده تنها   نمونه 386از مجموع 

نمونه و دو   كه از اين تعداد، چهار نمونه متعلق به تیمار 

هركدام سه جوانه  4و  2تیمارهای. بود 3مربوط به تیمار

اشاره    نوع تیمارها قبلاً  در جدول)باززايی شده داشتند 

از بین دو . ها تراريخت احتمالی بودند، اين جوانه(شده است

 GV3850سويه  (GV3101و  GV3850) شده ذكرسويه 

باززايی بعد از  نتايج بهتری نسبت به سويه ديگر داشت كه

، مورد تائید قرار گرفت نتايجمولكولی ها و بررسی جداكشت

 .(3 شكل)
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بیان دائمی بعد از : روز بعد از تلقیح، راست gus، 7بیان : چپ) برای انتقال اين ژن به برگ سیب GUSآزمون هیستوشیمیايی   :2شكل 

 (باززائی

Fig. 2: Histochemical GUS assay for transformation to apple leaf (Left: expression after 7 days, Right: stable integration 

after regeneration) 

 

 

 
 -Ladder(100bps)  ،8 -8، (كنترل مثبت) پلاسمید-PCR .7های باززايی شده با استفاده از روش  بررسی تراريختی جوانه :3شكل

و  3 ، 2 ، 6، 5، 2،  و  های تراريخت نمونه 6 و  4 ،   ، 4، 3 ،(كنترل منفی) گیاه شاهد -5DNA ، (كنترل منفی) میكس مستر

 شده  های غیر تراريخت نمونه 5 
Fig. 3: Result of PCR reaction [8.Lader(100bps), 7.plasmid, 9.Master Mix, 10.control plant DNA, 3.4.11.14.16. 

transformed sample, 1.2.5.6.12.13.15. untransformed sample] 
 

 
 آر سی مولكولی تراریختی توسط پی تائيد

های تراريخته احتمالی به گیاهچه انتقالپس از 

ها گرم در لیتر كانامايسین، اكثر گیاهچهمیلی 55محیط دارای

يشه به رشد خود ادامه در اين محیط با تولید و توسعه ر

 . دادند

وش ر به رديابی ژن انتقالی در ژنوم گیاهان تراريخته

طراحی ی با استفاده از آغازگرهاای پلیمراز واكنش زنجیره

 .برای ابتدا و انتهای ژن منتقله بررسی شدندشده 

برای تائید مولكولی ژن انتقال يافته به درون ژنوم 

گلوكورونیداز، -های اختصاصی ژن بتاگیاه با استفاده از آغازگر

صل از واكنش نتايج حابر اساس . ای از ژن تكثیر شد قطعه

 یتقريب مورد نظر با اندازه باند( 3شكل ) ای پلیمراز زنجیره

. باز در گیاهان تراريخته احتمالی تكثیر گرديدجفت  855

DNA  غیر تلقیح شده با ) گیاهان غیرتراريخته و شاهددر

منفی تكثیر  نوان شاهدو مستر میكس به ع( مآگروباكتريو

 855 جفت بازی در داخل قطعه  855اين قطعه  .نگرديد

 .قرار داشت gusجفت بازی ژن 

های  نمونهدر كه ژن گاس  دادآر نشان سینتايج پی

. به درون ژنوم گیاه وارد شده است 6 و    ، 4، 3 شماره

-مختلف و همدر تیمارهای باززايی  از درصدنتايج حاصل 

( 3)و جدول ( 5) و( 4) هایشكلچنین نسبت تراريختی در 

 .آورده شده است

دست آمده برای سهولت كار يك هبا توجه به نتايج ب

-دستورالعمل يا پروتكل برای تراريختی و باززايی از ريزنمونه

 (.6شكل )های برگی در سیب برای رقم گمی تهیه شد 
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 نتايج تعداد گیاهچه های تراريخت شده سیب رقم گمی: 3جدول 

Table 2: Result of transformed explants 

 درصد تراريختی
Transformation 

Rate 

 تعداد شاخه های باززايی شده
Regenerated Shoot  

تعداد گیاهان باززايی شده در روی 

 كانامايسین
Regenerated shoot on 

Kanamaycin 

تعداد برگهای تلقیح 

 شده با اگروباكتريوم
Total No. of infected 

leaf 
PCR+ GUS+ 

0.0135 % 5 5 12 384 
 

 
 

 
روز  GV3850+LB+2)  -2، (روز كشت همزمان GV3850+LB+3استرين ) - باززايی سیب رقم گمی روی محیط انتخابی،  :4شكل 

كنترل بدون تلقیح با  - 5 ،(روز كشت همزمان GV3101+LB+2 )-4 ،(همزمانروز كشت  GV3850+AB+2 )- 3 ،(كشت همزمان

 كنترل بدون تلقیح و بدون كانامايسین در محیط كشت - 6 و باكتری و كشت در محیط انتخابی حاوی كانامايسین
Fig 4: Regeneration on selection medium and controls, 1: Strain GV3850, LB medium as A.I.M with 3 day co 

cultivation, 2: GV3850, LB medium as A.I.M with 2 day co cultivation, 3: Strain GV3850, AB medium as A.I.M with 2 

day co cultivation, 4: Strain GV3101, LB medium as A.I.M with 2 day co cultivation, 5: control without infection, 

culture in antibiotic and 6: control without infection, without culture in selection medium 
 

 
 

 
 تاثیر تیمار های مختلف در نسبت تراريختی  :5شكل 

Fig.5: Factors affected on transformation rate. 
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 پروتكل تراريختی برای واريته گمی سیب: 6شكل 

Fig 6: Transformation protocol for Gami Almasi variety of apple 

 

 بحث

از سنتز   s75های  كانامايسین به خاطر مهار ريبوزوم

هايی مثل كلروپلاست و میتوكندری پروتئین در اندامك

تاثیر غلظت (. Norelli et al. 1994) كند جلوگیری می

در . كانامايسین احتمالاً بسته به ژنوتیپ متفاوت است

مختلفی كه تاكنون در مورد تراريختی سیب  هایآزمايش

های مختلف كانامايسین استفاده  انجام گرفته از غلظت

 .Norelli & Aldwincel, 1993 and Klass et al) است ه شد

 55غلظت مناسب برای اين رقم  در آزمايش حاضر. (   1996

ژن  pBI121بر روی پلاسمید  .دست آمدهگرم درلیتر ب میلی

قطعه  RBدر سمت ( مقاومت به كانامايسین)گر ماركر انتخاب

T-DNA  قرار گرفته و در زمان ورود اين قطعه به درون ژنوم

ختم  LBشود و به ناحیه  شروع می RBگیاه، تلفیق از سمت 

 uidA(gus)تلفیق و بعد ژن  nptIIيعنی ابتدا ژن  ؛شود می

سلول باعث ايجاد  درونبه nptIIورود ژن . شودوارد ژنوم می

شود به همین خاطر ممكن است  مقاومت به كانامايسین می

طور ناقص ههای باززايی شده، ژن گاس بدر برخی نمونه

های باززايی  در جوانه. تلفیق شده يا اصلا تلفیق نشده باشد

آر تراريخت  سی آزمون پی بعد از شده مقاوم به كانامايسین كه

ژن گاس به اين علت ، عدم ورود شدنها تائید بودن آن

از روش شود كه پیشنهاد می اًالبته اخیر. تواند باشد می

استفاده شود بدين  ماركرهای استفاده از ژنتراريختی بدون 

شكل كه موقع تراريختی همراه ژن اصلی ماركر مقاومت به 

شود چون اين مواد كش استفاده نمیبیوتیك يا علفآنتی

دهند و در عوض بعد از باززايی كاهش می باززايی را به شدت

 شوندآر غربال اولیه میسیهای باززايی شده با پیتمام نمونه

(Zuo et al. 2002). 

درصد تراريختی تقريباً همانند كارهايی است كه قبلا 

گزارش شده است و همگی بر پايین بودن درصد تراريختی در 

 .Maximova et al) و همكاران ماكسیموف. سیب تاكید دارند

بیان ( De Bondt et al. 1996)و همكاران  دبوندتو (1998

كننده در تراريختی سیب مرحله  كه مرحله محدود د ندارمی

. از آگروباكتريوم به گیاه نیست DNAتلقیح باكتری و انتقال 

يابد  در سیب دو هفته بعد از تلقیح بیان پايدار ژن كاهش می

طور موثر به درون ژنوم گیاه هب  DNAكند كه  و مشخص می

شود خاموشی ژن در سطح بالا  شود و يا اگر تلفیق  تلفیق نمی

در ادغام قطعه خارجی در ژنوم  موثرعوامل . افتد اتفاق می

 درصد پايین تراريختی در سیب است دلیل برگیاه 

(Maximova et al. 1998 & De Bondt et al. 1996).  

محیطی با میزان فسفات پايین و گلوكز  ABمحیط 

هر دوی اين عوامل از موارد تحريك . بالا در تركیب خود است

 ,Tuki) در آگروباكتريوم هستند virزايیهای بیماریكننده ژن

در اكثر موارد از استوسرينگون هنگام كشت در . (1997

زايی استفاده های بیماریبرای تحريك ژن A.I.M محیط

 و همكاران لیبرای تراريختی برنج و  (1997) توكی. كنند می

(Li et al. 2007) محیط كشت  برای تراريختی چنار ازAB 

 ABهای مختلف در محیط  احتمالا استرين. انداستفاده نموده

كه در سیب عواملی كه در  جايینتايج متفاوتی دارند و از آن

نه و  به ژنوم گیاه هستندموثرند، مربوط  DNAادغام قطعه 

زايی باكتری های بیماری، تحريك ژنآگروباكتريومهای ژن

 (.Maximova et al. 1998) تاثیری بر میزان تراريختی ندارد

باكتريوم به سلول واز آگر DNAدر مراحل انتقال  

هايی از قبیل فقدان سنتز تركیبات فنولی،  گیاه محدوديت

به  T-Strand اتصال باكتری به سلول گیاه، انتقال مولكول 

در  T-Strand  سیتوپلاسم، و نهايتاً ادغام شدن مولكول داخل

های انجام شده بیشتر با دست ورزی. ژنوم میزبان وجود دارد

های  ها رفع شده است اما در بسیاری از گونهاين محدوديت

 T-Strand گیاهی محدوديت مربوط به ادغام شدن مولكول 

توان توسط وضعیت را میاين . هنوز به حال خود باقی است

ها به های گزارشگر و عدم بیان پايدار آن بیان گذرای ژن

مثل ذرت،   های گیاهیمثلاً برای گونه. راحتی اثبات نمود

برنج و سیب، به طور تقريبی بازده ترانسفورماسیون پايدار به 
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 دهد برابر نسبت به بیان گذرا كاهش نشان می 5555 
(Maximova et al. 1998) . فرآيند ادغام شدن مولكول T-

Strand كه  شود توسط دو دسته از عوامل پروتئین انجام می

 .های گیاهی پروتئین باكتريايی و هایاز پروتئین: عبارتند

ای و دو رشته T-DNAاخیر اثر متقابل بین  هایگزارش

. دهدگیاهی را نشان می DNA رشته KU80 پروتئین ترمیمی

های غنی حضور توالی .(Muller et al. 2007)همكاران  و مولر

در جايگاه تلفیق در مرز سمت  DNAمتقارن و تركیب نا Tاز 

كه اتصال ممكن است ترجیحاً در  هددمی نشان LBچپ 

اتفاق  ،هستند یاری مارپیچی پايینديكه دارای پا یهايمكان

 .Fu et al. 2006 & Schneeberger et al).  افتد

 KU80میزبان از قبیل  و فاكتورهای VIR 2پروتئین 2005

ای در های دو رشتهممكن است در نگهداری انتهای مولكول

در يك شكل قابل وصول نقش بازی كنند كه  RBسمت 

-گیاهی را می DNAنیلینگ به مولكول هدف از قبیل آاجازه 

های اختلاف ارقام و گونه (2007) همكاران مولر و .دهد

خارجی ناشی از  DNAگیاهی در پاسخ به تلفیق قطعه 

 Tهای غنی از اختلاف در ساختارهای كروماتین، حضور توالی

در اين گونه  .های ترمیمی در سلول استروتئینحضور پو 

شايد به ژنوم است  DNAگیاهان كه مشكل در مرحله تلفیق 

يا استفاده از ارقامی كه  های پرستار واستفاده از كشت

چنین هم. بازدهی تراريختی بالايی دارند، مناسب باشد

های ماركر جديد مانند فسفو مانوز ايزومراز و استفاده از ژن

نیز  (D-Amino Acid Oxidase 1)  اسید اكسیداز آمینو -د

دلیل جلوگیری نكردن از هدر سیب نتیجه خوبی داشته و ب

بیوتیك را ندارند قاومت به آنتیهای مباززايی معايب ژن

(Hatash et al.2009).  

-حاضر را می پژوهشدست آمده از هدر آخر نتايج ب

 : شكل ذيل خلاصه كردتوان به

 LBدر محیط  GV3850 استرين آگروباكتريومكشت 

-به های برگی سیب در محیط پیش كشتو كشت ريزنمونه

باكتری با  وسیلههها ب، سپس تلقیح ريزنمونهروز 2مدت 

زمان، روز كشت هم 2بعد از  دقیقه، و 5مدت به 5/5غلظت 

 55ها بر روی محیط كشت باززايی حاوی كشت ريزنمونه

گرم در لیتر میلی 555گرم در لیتر كانامايسین و میلی

زايی ها در محیط ريشهسفوتاكسیم، بعد از باززايی ريزنمونه

  .كشت شدند NAAگرم در لیتر میلی  حاوی 

  

 تشكر و قدردانی

رئیس وقت نويسندگان تشكر و قدردانی خود را از 

جناب آقای دكتر فناوری دانشگاه ارومیه پژوهشكده زيست

 ردرا فراهم آو پژوهشكه امكان انجام بخشی از وند صابری

 .دارنداعلام می

 

 

 

 

 

 :منابع

 .متن انگلیسی مراجعه شود 4-3های جهت ملاحظه منابع به صفحه
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Optimizing Factors Affecting Agrobacterium Tumefaciens Mediated Transformation 

Of Dwarf Rootstock Of Apple (Malus Domestica Borkh Cv Gami Almasi) 
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Abstract 

Gami Almasi is a dwarf rootstock of apple (Malus domestica Bork) that originated from North West of Iran and 

has some good horticultural characteristics. Agrobacterium mediated gene transformation is a method that perform for 

introducing of gene into plant species and need for developed to new varieties. Present study performed for first time in 

this cultivar. Optimizing of factors that affected on transformation is necessary in transformation programs. In this 

research some factors that affected on transformation such as, Agrobacterium strain, bacteria suspension   concentration, 

infection time, Co-cultivation period and Agrobacterium infection medium type, were evaluated byinsertion of b-

glucoronidase gene. In transformation experiments, infection by bacterial suspension in 0.5 OD at 600 wavelengths for 

5 minutes, showed better results than other treatments. All regenerated shoots on selective medium tested by 

histochemical GUS assay and PCR. Agrobacterium tumefaciens strain GV3850, with 2 days co-cultivation period were 

better than GV3101 strain with 3 days, co-cultivation for transformation performance. LB medium had better effect 

than AB medium as Agrobacterium infection medium. Under the most suitable condition, 2% transformation ratio was 

observed.  

  
Keywords: Agrobacterium, Apple, Gami, GusA, Strain, Transformation 
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