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 چکيده
هاى کشت بافت و        سازى روش   گياهان تراريخت کلزا با استفاده از ميانجى آگروباکتريوم نياز به بهينه                       توليد

هاى کامل تصادفى در سه          صورت فاکتوريل در قالب طرح بلوک          ه   براى اين منظور آزمايشى ب        . تراريختى دارد  

  (TDZ)و تديازورون     )  ميلى گرم بر ليتر      ٥/٤ و     ٣، ٥/١((BA)هاى مختلف بنزيل آدنين       غلظت.  شد  اجراتکرار

مورد بررسى )   روزه٢١ و ١٤، ٧(زير لپه هاى محور شتبا سنين مختلف جداک)  ميلى گرم بر ليتر٣/٠ و ١٥/٠ ، ٠(

که  بيشترين درصد       نحوىه   ب ، ديده شد   TDZ و    BA هاى معنى دارى در اثر مثقابل هورمون       تفاوت  . قرار گرفتند 

سن جدا  .  حاصل شد   TDZ  ميلى گرم بر ليتر    ٣/٠ و    BA ميلى گرم بر ليتر       ٥/٤ از کاربرد      )١٧٤% (زايى   شاخه

روزه توانايى توليد بيشترين درصد           ٢١اى   ه تجداکش. زايى داشت   معنى دارى بر در صد شاخه          کشت نيز تأثير         

 ايندول   ميلى گرم بر ليتر     ٢زايى داراى      شاخه هاى توليد شده پس از انتقال به محيط ريشه                  . زايى را داشتند     شاخه

دا کشت اقدام به انجام تراريختى        هورمونى و سن ج     يابى به بهترين تيمار     دست با. کردندبوتيريک اسيد توليد ريشه       

.  مورد استفاده قرار گرفتpBI121حاوى پلاسميد  LBA4404 آگروباکتريوم سويه. توسط ميانجى آگروباکتريوم شد

ى  به رنگ سفيد يا           فيل حاوى کانامايسين با از دست دادن ساختار کلرو                ،بخت نشده در محيط انتخا        يگياهان ترار  

و ايجاد مقاومت در        NPTIIکه گياهان تراريخت شده با دريافت ژن              ند، در حالى   يد و حذف گرد     ندارغوانى درآمد 

دار به   گياهان ريشه . کردنديشه  ر و    ند، به رنگ سبز باقى ماند        بدر محيط انتخا    کلروفيل    مقابل کانامايسين و حفظ       

ظهور رنگ  .  انجام شد  GUSاز گياهان سبز مقاوم به کانامايسين آزمون          .  و توليد گل و دانه کردند       ندخاک منتقل شد  

هاى سبز گياهان مقاوم  از برگ.  در گياهان تراريخت بودGUS نشانگر بيان ژن X-Glucآبى در حضور سوبستراى 

 دراين گياهان GUS بيانگر حضور ژن ٥٢٠ pb ظهور باند PCR ژنومى استخراج شد و پس ازDNAبه کانامايسين

 . کردهاى زيستى و غيرزيستى  هاى مقاومت به تنش توان اقدام به انتقال ژنبا استفاده از اين روش مى بنا براين  . بود
 

 -١ Agrobacterium                                    -٢  Brassica napus L. 
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 مقدمه
 روغن جهان پس از سويا       ١٤  % است که با توليد      و با ارزشى      زراعى مهم  کلزا از نظر توليد روغن گياه         

کيفيت محصول و    کمّيت و    به افزايش    ى   و به نژاد    ىهاى به زراع    تلاش. از نظر توليد روغن دارد      مقام دوم را     

 بنا  .بشرنيستهاى مرسوم جوابگوى نياز جمعيت روبه افزايش          روشاما  ، شده است  هاى زراعى آن منجر    ويژگى

اقتضا اين زمينه    کردهاى جديدى را در        هاى مهندسى ژنتيک و انتقال ژن روى           توجه به روش   ضرورت   براين

ها و توليد    ها، حشرات، علف کش    ى  مى توان به توليد ارقام مقاوم به بيمار          ،قال ژن تاز کاربردهاى مهم ان    . مى کند

انتقال ژن از طريق آگروباکتريوم يکى از             . کردارقام مناسب از نظر بهبود کيفيت روغن و پروتئين اشاره                      

هاى مختلف توسط محققان متعدد مورد استفاده         جدا کشت يش از اين    پ. استهاى انتقال ژن به گياه        کاراترين روش 

  و تاکاساکى    )١٩٩۶(همکاران و، شرودر   )١٩٩٢(همکاران  و ، رادکى )١٩٩١(بارفيلد و پوا  « .قرار گرفته است  

 اند گرى آگروباکتريوم استفاده کرده     ى  ازجدا کشت محور زيرلپه جهت انتقال ژن با ميانج                »)١٩٩٧(و همکاران 

  In vitro تا ابتدا روش کشت بافت آن در شرايط              بود   به منظور انتقال ژن به گياه کلزا لازم                 . ]٣[،]٢[،]١[

 هاى بنزيل آدنين و تديازورون    از اين رو ابتدا به تعيين بهترين سن جدا کشت و ترکيب هورمون               . سازى شود  بهينه

تديازورون . زايى مؤثر است   ميزان شاخه زايى بر    هاى سيتوکينينى درمحيط شاخه     وجود هورمون .  گرديد مبادرت

  توسط ١٩٨٢براى اولين بار در سال       ،  ]٥[شد عنوان عامل برگ ريز در مزارع پنبه استفاده مى          ه  که در گذشته ب   

 توماس و کاترمن   « پس از آن   .کار رفت ه  نينى در لوبيا ب   يعنوان يک ترکيب شبه ستوک    ه   ب »  و همکاران   موک« 

 TDZهاى ديگر توانايى       در گزارش . ]٧[ توليد کالوس در سويا استفاده کردند            براى القاى     TDZ از »)١٩٨٦(

تر از آن براى      و يا فعال   BA همانند   TDZهاى جانبى آشکار گرديد و مشخص  شد که           براى تحريک تکثير شاخه   

زايى  عنوان يک ترکيب شبه سيتوکنينى در فرآيند شاخه        ه   ب TDZاز آن پس    . ]٨[زايى عمل مى کند   تحريک شاخه 

زايى در گياه کلزا از          در اين تحقيق نيز براى دست يابى به بالاترين ميزان شاخه                   . مورد استفاده قرار گرفت      

 استفاده شد   BA و   TDZهاى مختلف    هاى داراى غلظت   هاى محور زير لپه در سنين متفاوت و در محيط          جداکشت

، از اين شرايط   .زايى مشخص گردد   زان شاخه تا بهترين شرايط کشت و سن جدا کشت براى رسيدن به بالاترين مي            

سازى روش    بهينه در صورت  .استفاده شد گر   هاى گزارش  انتقال ژن  ودر عمل تراريختى توسط آگروباکتريوم         

و مقاوم در برابر تنش هاى زيستى و غير            با قابليت هاى جديد    ىهاى مفيد گياهان    با انتقال ژن   مى توان  تراريختى     

 .کردتوليد زيستى 

 

 ها واد و روشم

 مواد گياهى و شرايط کشت

  مدت ه  ب٠١/٠  %Xـ١٠٠ونـريتــ و ت٥/١% مـريت سديـوکلـ ، با هيپSLM 460زه ـرقم پاني زاـاى کلـه  هـــدان
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ها در محيط کشت        اين دانه  .  بار با آب مقطر سترون شده، شستشو داده شدند                  ٥ دقيقه سترون شدند و           ١٠

از محور زير لپه دانه     .  فاقد ويتامين و هورمون کشت شدند        ]٩[ MSهاى محيط     نمک نيمى از   جوانه زنى شامل 

جدا شدند و  در محيط القاى کالوس داراى           ميلى متر   ٥ـ٧، قطعات )  روزه ٢١ و   ١٤،  ٧(با سنين متفاوت   ها  رست

آگار ر گرم برليت ٧ ،»)D-2,4( دى کلروفنوکسى استيک اسيد   ٤و٢« ميلى گرم از  ١  همراه با  ]١٠[ B5محيط کشت 

 روز،  ٧پس از .   قطعه جدا کشت قرار گرفت     ٢٠ ىمتر  سانتى ١٠در هر ظرف پترى     .  کشت گرديدند  pH:٨/٥ و

 با  (BA)هاى بنزيل آدنين    هاى مختلف هورمون     و نسبت   B5ها به محيط القاى شاخه شامل محيط پايه                جداکشت

 ميلى گرم بر     ٣/٠،  ١٥/٠،  ٠هاى    با غلظت   (TDZ)و تديازورون    ميلى گرم بر ليتر      ٥/٤ و ٣،  ٥/١هاى   غلظت

 ٦پس از . هفته به محيط تازه مشابه واکشت گرديدند        منتقل شدند و هر دو       pH:٨/٥آگار و   گرم بر ليتر      ٧ليتر و 

 فاقد هورمون بود    B5 و به محيط طويل شدن شاخه که محيط کشت              ندها جدا شد   هاى نوپديد از کالوس     اخهشهفته  

هورمون ميلى گرم بر ليتر    ٢ همراه با     B5ت به محيط القاى ريشه که محيط کش          منتقل گرديدند و پس از دو هفته         

شرايط .  واکشت شدند   pH: ٨/٥و   زو ساکار  گرم بر ليتر  ١٠گار و گرم بر ليتر آ    ٦،  (IBA)ايندول بوتيريک اسيد  

1(   ساعت روشنايى  ١٦ها   نورى براى همه کشت    
s

2
molm

−−
µ درجه  ٢٥دماى   ساعت تاريکى در      ٨و  )  ٣٠ـ٤٠ 

 . سانتى گراد بود

 پس از    و هاى داراى ورميکوليت انتقال يافتند      هاى ريشه دار به گلدان      پس از تشکيل و توسعه ريشه، گياهک        

منظور ه  ب. هاى حاوى ورميکوليت و خاک و سپس به خاک منتقل شدند            سازگارى با محيط رطوبتى جديد به گلدان      

 درجه  ٢٥ و سپس به دماى         قرار گرفتند  درجه سانتى گراد       ٤ر دماى     روز د   ٤٥به مدت    بهاره سازى، گياهان     

 .سانتيگراد منتقل شده و توليد گل و دانه نمودند

 طرح آزمايشى و تجزيه آمارى

 هاى محور زير   براى بررسى اثر سن جدا کشت، هورمون بنزيل آدنين و تديازورون بر شاخه زايى جداکشت                

تکرار اجرا  نوبت  هاى کامل تصادفى در سه          توريل در قالب طرح بلوک      لپه گياه کلزا، آزمايشى به صورت فاک         

٥/١هاى   غلظتشامل   روز، هورمون بنزيل آدين در سه سطح         ٢١ و   ١٤ ،٧عامل سن جداکشت در سه سطح     . شد

 ميلى گرم در ليتر      ٣/٠ و   ١٥/٠ ،   ٠هاى   غلظتشامل  ميلى گرم در ليتر و تديازورون در سه سطح              ٥/٤ و   ٣،  

نتايج به دست    .  تجريه آمارى شدند    MSTATCدست آمده با استفاده از نرم افزار         ه  نتايج ب . ند شد درنظر گرفته 

آمده از فراوانى   شاخه هاى باززايى شده و درصد شاخه هاى تشکيل دهنده ريشه قبل از تجزيه واريانس به ترتيب                     

 ن دانکن در سطح احتمال        هاى صفات مورد بررسى با آزمو            ميانگين  .به صورت لگاريتمى و جذرى درآمدند          

٠٥/٠ ≤Pمقايسه شدند  . 
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  آگروباکتريومها با سويه باکترى و آغشتگى جداکشت

مورد استفاده قرار    pBI121 (Clontech) دوگانه ناقلداراى  ] ١١[ LBA4404سويه ١آگروباکتريم تومفاسين 

 همراه با پروموتر    (GUS) ـ گلوکورونيداز  β و   (NPTII)هاى مقاومت به کانامايسين       اين ناقل داراى ژن   . گرفت

CaMV35S کشت شبانه باکترى در محيط کشت مايع              .است LB بيوتيک   آنتى  ميلى گرم درليتر    ٥٠ر درحضو

 1:10رقت  ) ٢/١ × ١٠ ٩  OD600)cells / ml = ٠/١از سوسپانسيون سلولى با      . کانامايسين صورت پذيرفت  

ها در محيط       حذف گرديد و سلول    LB دقيقه، محيط کشت     ١٥ به مدت    ٣٠٠٠ rpmپس از سانتريفيوژ در   . تهيه شد 

 . آمدند به صورت سوسپانسيون در  pH : ٢/٥گلوکز و   ٥ % با MSهاى   آغشتگى باکترى شامل نمک

 دقيقه در سوسپانسيون سلول باکترى آغشته شدند و پس از خشک                    ١٠هاى محور زيرلپه به مدت          جداکشت

 تيامين ـ ميلى گرم بر ليتر٣/١ ، ميواينوزيتولميلى گرم بر ليتر  ١٠٠،  MSهاى    کشتى حاوى نمک   شدن به محيط هم   

HCl  ،ميلى گرم بر ليتر  ٢٠٠ KH2PO4   ، 2,4هورمون  ميلى گرم بر ليتر     ١-D  ، %آگار و  ٦/٠ %ساکارز،   ٣   

٢/٥ :pH       اکتريوم، قطعات   ها با آگروب   پس از هم کشتى جداکشت        .  ساعت در تاريکى منتقل شدند          ٤٨ به مدت

 .  آنتى بيوتيک سفوتاکسيم منتقل شدندميلى گرم بر ليتر٢٠٠ کالوس غنى شده با لقاىجداکشت به محيط ا

  و  سفوتاکسيم ميلى گرم بر ليتر  ٢٠٠ترين محيط القاى شاخه حاوى         هاى سبز به مطلوب     کالوس  روز ٧پس از   

. ها به ميحط تازه مشابه منتقل شدند                جداکشت  هر دو هفته    .  کانامايسين واکشت گرديدند       ميلى گرم بر ليتر    ١٠

سفوتاکسيم ميلى گرم بر ليتر     ١٥٠ها جدا شده و به محيط طويل شدن شاخه حاوى             هاى سبز نوپديد از کالوس     شاخه

 ١٥٠ها به محيط القاى ريشه غنى شد با                 روز شاخه   ٧پس از    .  کانامايسين انتقال يافتند     ميلى گرم بر ليتر   ١٠و  

هاى ريشه دار به منظور تشکيل گل و دانه به خاک انتقال                  گياهچه. سفوتاکسيم واکشت گرديدند   تر  ميلى گرم بر لي   

 . يافتند

 GUSآزمون بافت شيميائى 

 منجربه توليد رنگ    X-Gluc ـ گلوکورونيداز که با تجزيه سوبستراى        β و توليد آنزيم     GUSبررسى بيان ژن    

 ـ  βـ ايندول ـ    ٣ ـ کلرو ـ     ٤ـ برموـ   ٥ ،   pH : ٠/٧ با   ٥٠  mM بافر فسفات : آبى مى شود در محلول بافرى شامل       

D گلوکرونيد (X-Gluc) ميلى مول١،EDATA تريتون     ميلى مول ١ ،X-100  % و    ٠٠١/٠ β - مرکاپتواتانل  

 درجه  ٣٧ در دماى     ،دمبرگ گياهان تراريخت در محلول بافرى فوق        برگ و   قطعات  .  انجام پذيرفت  ميل مول١٠

هاى گياهى، کلروفيل زداى توسط اتانل       براى مشاهده رنگ آبى در بافت     . دت يک شب تيمار شدند    گراد به م  ى سانت

 . مبرگ مورد بررسى بافت شناسى قرار گرفتبرگ و دهاى ميکروسکوپى از برش. شد انجام ٩٦ %

 
 

-١  Agrobacterium tumefaciens 
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  و همکارانجنوبى پريسا                           ...باززايى شاخه القا شده با تديازورون و تراريختى ژنى

 ١٧١

 

 PCR ژنومى و DNAاستخراج 

 ]١٢[)دستيل ترى متيل آمونيوم برماي       (CTABنامايسين توسط روش      هاى سبز گياهان مقاوم به کا         از برگ 

DNAبراى تکثير قطعه .  ژنومى استخراج شدbp از ژن ٥٠٠ GUSگرديد  پرايمرهاى زير طراحى : 

5′-CCGGCATAGTTAAAGAAATCAT-3′ 

5′-TGGTCAGTCCCTTATGTTACG-3′ 

  dNTP،   ميلى مول٣ MgCl2 ژنومى،     DNA ميکروليتر     ١:  شامل  ميکروليتر٢٠ در حجم       PCRواکنش   

 تک   از آنزيم   ٥/٠ unit و PCR  x١، بافر    ميکرومول٢٥/٠جفت پرايمرها    هر يک از       ،     ميکرومول ٢٥٠

  يک   Co٩٤( سيکل ٣٠ دقيقه،   ٤  به مدت     ٩٤ Co شامل   PCRشرايط   .انجام پذيرفت  (Cinagene)١پولى مراز

  دقيقه با دستگاه    ١٠  به مدت   ٧٢ Coو دماى طويل شدن نهايى      )  يک دقيقه   ٧٢ Co  يک دقيقه،    ٥٨ Coدقيقه،

 اتيديوم برمايد در    ى سوار شد و با رنگ آميز      ١ %محصول واکنش بر روى ژل آگارز       .  بود ٩۶٠٠ ٢پرکين المر 

 .بودهده  قابل مشاUVحضور اشعه 

 

 نتايج

 هاى محور زيرلپه باززايى شاخه از جداکشت

هاى محور زيرلپه و          در ابتدا سنين مختلف جداکشت            ،زايى يابى به بهترين شرايط شاخه           منظور دست  ه   ب

سازى شرايط کشت، عمل         هاى شاخه زايى مورد بررسى قرار گرفتند تا پس از بهينه                           هاى هورمون   غلظت

زايى در   کالوس،  D-2,4راى  ها به محيط دا     پس از انتقال جداکشت    . يط صورت پذيرد   تراريختى گياه در آن شرا      

هاى نوپديد بر روى       زايى، شاخه   دوهفته پس از انتقال به محيط شاخه            ).A١ -شکل ( ها انجام شد    کليه جداکشت 

 . ندشدمنتقل زايى  ها جدا شده و به محيط ريشه هاى سالم و طبيعى از کالوس شاخه. ا ظاهر گرديدند هکالوس

درصد فراوانى  از قبيل     تىصفاازورون بر روى     يهاى بنزيل آدنين و تد        غلظت هورمون   ون جداکشت    ساثر  

هاى تشکيل دهنده ريشه درمحيط ريشه زايى        و درصد شاخه   ٣(RF)ها هاى باززايى شده به تعداد کل جداکشت       شاخه

اختلاف نتايج به دست آمده نشان دادند که        . گرفتند مورد تجزيه آمارى قرار      ٤(RS)هاى باززايى شده     به کل شاخه  

آزمون  در مقايسه ميانگين با     .  وجود داشت      RSوRF  از نظر معنى دارى   در سنين مختلف جداکشت               بسيار

 ٢١هاى   دست آمد که با جداکشت      ه   روزه ب   ١٤هاى   از جداکشت ) ٩/١٢٦(% بيشترين درصد شاخه زايى       ،دانکن

 روزه حاصل   ٢١اى   هاز جداکشت نيز) ١٧(%زايى   بالاترين درصد ريشه  . گرفتندروزه در يک گروه آمارى قرار     

  حضور هورمون هاى سيتوکينينـى از جمله بنزيل آدنين براى شاخه زايى در محيط کشت ضرورى ).١-جدول( شد
 

-١ Taq polymerase              -٢  Perkin Elmer              -٣  Regeneration Frequency            -٤ Rooting Shoot Percent 
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  و همکارانجنوبى پريسا                           ...باززايى شاخه القا شده با تديازورون و تراريختى ژنى

 ١٧٢

 

تجزيه واريانس داده ها تفاوت بسيار معنى دارى در         .  در غياب اين هورمون ها شاخه زايى مشاهده نشد          بوده و 

RF    و RS     با کاربرد هورمون BA  ٣/١٧(%و ريشه زايى ) ٦/١٤٤(%بيشترين درصد شاخه زايى     .  نشان داد (

 نيز  TDZبه کارگيرى هورمون     ). ١-جدول(   به دست آمد      BAون   ميلى گرم بر ليتر هورم      ٣از کاربرد غلظت   

و ) ٤/١٥٠(%بوجود آورد، به نحوى که بالاترين درصد شاخه زايى                 RSوRF  تفاوت بسيار معنى دارى در      

 ).  ١جدول(  ميلى گرم بر ليتر اين هورمون حاصل شد ٣/٠از کاربرد غلظت ) ٧/١٦(%زايى ريشه

01.0P(دارى  بسيار معنى تفاوت BAوناثر متقابل سن جداکشت و هورم      ترين   بيش.نشان دادRS وRF در )≥

دست آمد و بالاترين ه  روزه ب١٤هاى  و جداکشتBA ميلى گرم برليتر٣از کاربرد) ٦/١٥٦(%فراوانى شاخه زايى 

 ).٢جدول (صل شد روزه حا٢١هاى   و جداکشتBA  ميلى گرم بر ليتر٥/١ از تيمار) ٤/٢٢ (%درصد ريشه زايى

 شهيل دهنده ريهای تشک درصد شاخه و ی شدهيهای باززا درصد شاخهبر  TDZ و BA،اثر سن جدا کشت: ١جدول

 يشه دهنده رتشکيلشاخه های 
(%) 

 شده يىشاخه های باززا
(%) 

TDZ     
(mg l-1) 

BA 
(mg l-1) 

    ـتسن جدا کش
 )روز(

a ٢/١٤ b ٧   ٩/١٠٥ 
a ٩/١٣ a ١   ٩/١٢٦۴ 
a 17 a ٢١   ٦/١٢٤ 

ab ٤/١٦ b ٥/١  ٦/٧٠  
a ٣/١٧ a ٣  ٦/١٤٤  
b ٤/١١ a ٥/٤  ٢/١٤٢  
a ١٥ c ٠ ٩/٨٨   
a ٤/١٣ b ١٥/٠ ١/١١٨   
a ٧/١٦ a ٣/٠ ٤/١٥٠   

آزمون  بر اساس     دارمعنى اختلاف  نشان دهنده عدم     حروف مشابه    و   سه تکرار     براساس ميانگين  شده    يه ارا يرمقاد
 .است p ≥٠٥/٠ر سطح احتمال ددانکن 

 شهيل دهنده ريتشک های درصد شاخه و ی شدهيهای باززا شاخه درصد  برBAاثر متقابل  سن جدا کشت و : ٢جدول

 شهيل دهنده ريشاخه های تشک
(%)  

 ی شدهيشاخه های باززا
(%)  

BA  
(mg l-1) 

 سن جدا کشتـ 
 )روز(

Ab ١/١٣  e ٢/٤٧  ٥/١  ٧ 
Ab ٣/١٨  bc ٣/١٠٨  ٠/٣   
B ١/١١  a ٢/١٦٢  ٥/٤   
      

Ab ٥/١٣  cd ٩/٨٣  ٥/١  ١۴ 
Ab ٦/١٥  a ٦/١٦٥  ٠/٣   
Ab ٥/١٢  ab ١/١٣١  ٥/٤   

      
A ٤/٢٢  d ٦/٨٠  ٥/١  ٢١ 

Ab ١٨ a ٠/٣ ١٦٠   
B ٥/١٠  Ab ٣/١٣٣  ٥/٤    

آزمون  بر اساس    دارى معن  اختلافنشان دهنده عدم    حروف مشابه   و   سه تکرار     بر اساس ميانگين   شده   يه ارا يرمقاد
 .است p ≥٠٥/٠ در سطح احتمالدانکن 
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  و همکارانجنوبى پريسا                           ...باززايى شاخه القا شده با تديازورون و تراريختى ژنى

 ١٧٣

 

 ايجاد نکرد، هرچند بيشترين     RS و   RFدارى را در      اختلاف معنى  TDZاثرمتقابل سن جداکشت و هورمون      

 .نتيجه داد بالاترين درصد شاخه زايى را در کليه سنين جداکشت TDZغلظت 

 ٢١هاى     و جداکشت    TDZ  ميلى گرم بر ليتر      ٣/٠ ردنيزاز کارب   )٢/١٩(%ريشه زايىترين درصد      فراوان

 ).٣جدول (دست آمد که در آزمون دانکن در يک گروه آمارى با ديگر تيمارها قرار داشت ه روزه ب

ه   مشاهده شد، ب     درصد شاخه زايى  درTDZ   و  BAکارگيرى همزمان دو هورمون     ه  دارى از ب   اختلاف معنى 

 ميلى گرم بر ليتر    ٣/٠ و BA ميلى گرم برليتر    ٥/٤ ازکاربرد) ٠/١٧٤%(ىيزا ترين درصد شاخه   که فراوان  نحوى

TDZ  افزايش غلظت  .دست آمد  ه    بTDZ    درکليه سطوح BA     بالاترين درصد   . زايى شد   منجربه افزايش شاخه

که با ديگر  گرديد   حاصل   TDZ  ميلى گرم بر ليتر   ٣/٠  و BA  ميلى گرم بر ليتر     ٣ از تيمار )  ١٨ /٧ (%زايى ريشه

 ).٤جدول (گرفتند در آزمون دانکن دريک گروه آمارى قرار تيمارها

 

 شهيل دهنده ريهای تشک درصد شاخهو ی شده يهای باززا درصد شاخه  برTDZاثرمتقابل  سن جدا کشت و : ٣جدول

  (%)يشه دهنده رتشکيلشاخه های 
  شدهيىشاخه های باززا

(%) 

TDZ 

(mg l-1) 

سن جدا 

 کشتـ

 )روز(

a ١٧ c ٢/٨٧  ٧ ٠ 

a ٨/١١  bc ٤/٩٩  ١٥/٠   

a ٧/١٣  ab ١/١٣١  ٣/٠   

      

a ٣/١٤  bc ٤/٩٤  ١ ٠۴ 

a ٢/١٠  ab ٧/١٢١  ١٥/٠   

a ١/١٧  a ٤/١٦٤  ٣/٠   

      

a ٦/١٣  c ٢١ ٠ ٨٥ 

a ١/١٨  ab ٣/١٣٣  ١٥/٠   

a ٢/١٩  ab ٦/١٥٥  ٣/٠   
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  و همکارانجنوبى پريسا                           ...باززايى شاخه القا شده با تديازورون و تراريختى ژنى

 ١٧٤

 

 شهيل دهنده ريهای تشک درصد شاخهو ی شده يهای باززا درصد شاخهبر  TDZ و  BA  متقابلاثر: ٤جدول

 يشه دهنده رتشکيلشاخه های 

(%) 

  شدهيىشاخه های باززا

(%) 

TDZ  

(mg l-1) 

BA  

(mg l-1) 

a ١/١٧  e ١/٤١  ٠ ۵/١ 

a ٦/١٣  d ١/٦٦  ١٥/٠   

a ٤/١٨  c ٤/١٠٤  ٣  

      

a ٥/١٨  bc ٨/١١٧  ٣ ٠ 

a ٧/١٤  abc ٣/١٤٣  ١٥/٠   

a ٧/١٨  a ٨/١٧٢  ٣  

      

a ٢/٩  bc ٨/١٠٧  ٠ ۵/۴ 

a ٩/١١  ab ١٥/٠ ١٤٥   

a ١٣ a ٩/١٧٣  ٣   

آزمون  بر اساس     دارمعنى   اختلافنشان دهنده عدم     حروف مشابه    و    سه تکرار  براساس ميانگين  شده   يهارايرمقاد

 .است p ≥٠٥/٠در سطح احتمال دانکن 

 

 

هاى اندک   در غلظت ) روزه ٧(که سنين پائين جداکشت        است  آزمايش حاکى از آن         دست آمده از   ه  نتايج ب 

 و اغلب ندشدمى را سبب ) ١١/٤١ (%کمترين درصد شاخه زايى ) TDZ و بدون    BA ٥/١ mg 1-1( هورمونى

زايى  و در محيط ريشه    ) B١شکل  ( اندهاى گسترده  هاى توليد شده نيز داراى ريخت غيرطبيعى و فاقد برگ              شاخه

 ٥/٤(نیدر تيمارهاى سنگين هورمو     ) روزه٢١(که سنين بالاى جداکشت          حالى قادر به توليد ريشه نبودند، در         

. ند شد  موجبرا   ) ١٧٤ (%زايى ترين درصد شاخه     بيش) TDZ ميلى گرم بر ليتر      ٣/٠ و  BAميلى گرم بر ليتر    

اين . )C١شکل  ( کردند توليد   هاى گسترده و سبز بود     و برگ بوده  هاى حاصل از نظر ريخت شناسى طبيعى         شاخه

. کردند سالم    هاى و پس از بهاره شدن توليد گل و دانه         ه در محيط ريشه زايى قادر به توليد ريشه انبوه بود            ها  شاخه

 .ها با آگروباکتريوم استفاده شد از اين تيمار هورمونى و سن جداکشت جهت عمل تراريختى نمونه
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  و همکارانجنوبى پريسا                           ...باززايى شاخه القا شده با تديازورون و تراريختى ژنى

 ١٧٥

   

 

 

 

 

 

 

 

 
 -١شکل

A-2,4س زايى داراى  تشکيل کالوس دو هفته پس از انتقال به محيط کالو-D 
B– ميلى گرم بر ليتر ٥/١ روزه در محيط شاخه زايى حاوى ٧ شاخه هاى حاصل از جداکشت هاى BA 

  با برگ  هاى کوچک و توسعه نيافتهTDZبدون 
C- ميلى گرم بر ليتر ٥/٤ روزه  در محيط شاخه زايى حاوى ٢١ شاخه هاى توليد شده از جداکشت هاى 

BA يتر  ميلى گرم بر ل٣/٠ وTDZبا برگ هاى طبيعى و گسترده  

 تراريختى و انتخاب در محيط داراى کانامايسين

هاى  جداکشت. رود کار مى  ه   گر درمحيط کشت تراريختى ب         بيوتيک کانامايسين به عنوان عامل انتخاب            آنتى

ل کالوس سبز و     زايى داراى آنتى بيوتيک کانامايسين قادر به تشکي          زايى و شاخه   تراريخت نشده در ميحط کالوس     

 و به رنگ سفيد يا         نددهمى خود را از دست       فيلى   و به علت حضور کانامايسين ساختار کلرو           يستندشاخه سبز ن   

که به ژنوم گياهان تراريخت شده           pBI121 ناقل    T-DNA در بخش     NPT IIوجود ژن    . مى آيندارغوانى در 

برابر کانامايسن و حفظ       راز وايجاد مقاومت در     منتقل شده بود، باعث ساخته شدن آنزيم نئومايسين فسفوترانسف              

 زايى با تشکيل      شاخه زايى و   هاى دريافت کننده اين ژن درمحيط کالوس              شتکجدا و     ساختار کلروپلاستى شده    

  و در محيط ريشه زايى قادر به ندهاى سبزرنگ و شاخه هاى سبز توان بقاء در حضور کانامايسين را داشت   وسلکا

 گياه مقاوم به کانامايسين حاصل شد که همگى     ٦فته شده   ر جداکشت محور زيرلپه بکار گ     ٧٥از  . توليد ريشه بودند  

 . )٢شکل (کردندتوليد گل و دانه 

 PCR و از طريق آزمون شيميايى GUSارزيابى ژن 

هاى سبز گياهان مقاوم  براى اين منظور از برگ.  انجام شدPCR به ژنوم گياه با کمک  GUS تأييد انتقال ژن    

 واکنش زنجيره اى  ،   GUS و در حضور پرايمرهاى اختصاصى ژن           شد ژنومى استخراج      DNAه کانامايسين ب

 ).٣شکل ( گر وجود اين ژن در ژنوم گياهان تراريخت شده بود   بيان٥٢٠ Pbظهور باند . انجام شدپلى مراز 
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  و همکارانجنوبى پريسا                           ...باززايى شاخه القا شده با تديازورون و تراريختى ژنى

 ١٧٦

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 گياه تراريخت نشده در محيط .کانامايسين  عامل انتخابى انتخاب گياهان تراريخت شده در محيط کشت حاوى -٢شکل
 .ه استسبز باقى ماند NPT II و گياه تراريخت شده داراى ژن هبه رنگ سفيد درآمد، انتخاب

 

اين .  ـ گلوکرونيداز مى شود که به صورت طبيعى در گياه وجود ندارد               β منجربه توليد آنزيم      GUSبيان ژن   

 در گياهان   GUSبه منظور بررسى بيان ژن       . کند توليد رنگ آبى       و بشکند را   X-Glucآنزيم قادر است ترکيب      

 در  X-Glucتراريخت شده، قطعات برگى و دمبرگى از گياهان مقاوم به کانامايسين تهيه شد و در بافر حاوى                          

 در گياهان تراريخت    GUSگر بيان ژن     نشانها   آنظهور رنگ آبى در      . گراد قرار گرفت    درجه سانتى  ٣٧دماى  

 . دادند را نشانGUS  از گياهان مقاوم به کانامايسين بيان ژن ٧٠ % بيش از .)۴شکل ( شده بود

 

 

                             ٧  ٨  ۶  ۵  ۴  ١ ٢  ٣                 
 

 GUS ژن PCR محصول ٥٢٠ bp الکتروفورز ژل آگارز قطعه -٣شکل 
 چاهک ؛راريختگياهان ت) ٧ و ٦، ٤، ٢ چاهک هاى ؛کنترل مثبت) ١چاهک 

نشانگر مولکولى ) ٥ چاهک ؛کنترل منفى) ٨گياه تراريخت نشده چاهک ) ٣
Kb ١ 
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 X-Gluc در گياهان تراريخت شده در حضور سوبسترای GUS بررسی آزمون -۴شکل
  )چپ( در گياهان تراريخت GUSظهور رنگ آبی نشانگر بيان ژن 

 است) تراس( در مقايسه با گياهان غيرتراريخت 

 

 حثب

هاى بنزيل آدنين و        اى را براى باززايى شاخه با استفاده از هورمون                 پژوهش انجام شده روش بهبود يافته          

دست آمده مى توان براى      ه  براساس نتايج ب   . مى کندهاى محور زيرلپه ارائه         تديازورون و بهترين سن جداکشت       

 روزه در حضور       ٢١هاى    ور زيرلپه دانه رست      هاى مح   زايى از جداکشت     يابى به بالاترين درصد شاخه         دست

 »)١٩٩٩( و همکاران    کريستى« .  بهره جست   TDZ  ميلى گرم بر ليتر   ٣/٠  و BA ميلى گرم برليتر  ٥/٤ هایغلظت

  ميلى گرم برليتر١/٠  و BA  ميلى گرم بر ليتر   ١٠ کارگيرىه   با ب  )B. napus (هاى محور زيرلپه   نيز از جداکشت  

TDZ      هاى محور    از جداکشت   »)١٩٨٩( و همکاران   دى بلاک « .دست يافتند زايى شاخه     به بيشترين درصد باز

 و NAA ميلى گرم بر ليتر      ١/٠  درمحيط شاخه زايى حاوى   )B. napus( روزه   ١٤ تا   ١٢هاى   رستدانه  زيرلپه  
11mg − ١ BA 11 وmg − ٠١/٠ GA3         از  »)٢٠٠١( و همکاران       چنگ  «. گياهان باززايى شده توليد کردند 

11mgکارگيرىه   داراى رشد سريع با ب     )B. oleracea(هاى محور زيرلپه گياهان سه روزه        جداکشت − ٥/٤BA 

 ٩٤ % به    IAA ميلى گرم بر ليتر       ٠١/٠   و   TDZ  ميلى گرم بر ليتر    ٥/٠  باززايى و با کاربرد      ٩٠% بيش از 

  در باززايى     TDZ و   BAها با نتايج تحقيقات حاضر که به نقش مؤثر               ن گزارش اي. باززايى شاخه دست يافتند    

 .يى داردشاخه تأکيد دارد، همسو

NNتديازورون يکى از چند اوره جانشين شونده درترکيباتى چون               که   با وجود اين     .است دى فنيل اوره        ′−

هاى  نيني ولى اعتقاد بر آن است که درتنظيم سيتوک        ، نشده است  ى فنيل اوره ها بطور کامل شناخته      يفعاليت بيوشيميا 

  .]٦[کنند ها عمل مى    نيني يا در همکارى با سيتوک        ،ها دارند  پورينى فعالند و يا عملکرد مستقيمى مانند سيتوکنين            
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 با  ،تاکنون گزارش نشده است   TDZ  و BA با ذکر اين موضوع  که اثر همکارى           »)١٩٩٥( و همکاران    نيلسن« 

  بعدى به همکارى اثر اين دو هورمون          هاى واکشت  در    BA  در اولين محيط کشت و کاربرد      TDZکارگيرى  ه   ب

ها در سلول گياهى     نينيو مدلى را براساس آنالوگى با سيستم هورمونى جانوارن براى فعاليت سيتوک             داشتند   ه  راشا

توانند به گيرنده پروتئين متصل شونده به             مى TDZ و BAنين  يبراساس اين مدل، هر دو سيتوک        . پيشنهاد کردند 

طورطبيعى با     ه     يک جايگاه ب        . دوجايگاه اتصال مختلف دارد                 CBP. اتصال يابند        (CBP)١ها نينيسيتوک

هاى تيپ فنيل اوره را      نينيکه ديگرى توانايى اتصال با سيتوک      هاى تيپ آدنين متصل مى شود، در حالى         نينيسيتوک

 به جايگاه آدنينى مى شود و باعث          BA باعث افزايش اتصال       CBPنيل اوره     به جايگاه ف     TDZ دارد و اتصال   

 اثر  بازگو کننده اين نکته باشد که     پيشنهاد دو جايگاه اتصال بر روى يک گيرنده مى تواند           . گردد مى BA بهبود اثر 

طالعه کنونى نيز   در م . هاى آدنينى است   نينيهاى متفاوت بسيار متغيرتر از اثرات سيتوک        در گونه  TDZنين  يسيتوک

 نيز حضور    »)١٩٩٤( و همکاران      کين ياند  « . باعث افزايش باززايى شاخه شد         BA همراه با   TDZحضور  

تر شاخه در    زايى و تشکل تعداد بيش      را براى القاى شاخه    )  ميلى گرم بر ليتر   ٥/٠( حتى درمقداراندک  TDZمداوم  

 . خوانى دارد اين پژوهش همضرورى دانستند که با نتايج حاصل در  ٢ بادام زمينىگياه

ن اکسيدازها   يني توسط سيتوک      ٦Nها در سلول از طريق مکانيسم شکست اکسيداتيو زنجيره  ـ                        نينيسيتوک

نين ين اکسيداز مى تواند موجب افزايش سيتوک      ينيعنوان مهارکننده غيررقابتى سيتوک   ه   ب TDZ غيرفعال مى شوند،   

اى  نين شناخته نشده  ي اثر شبه سيتوک   TDZ ].٧[،]٥[کندالقا  ) de novo(و باززايى شاخه را به طريق     ود  درونزا ش 

 بسيار فعال زيستى ريبونوکلئوزيد در        شکلنين را به     يبدين معنى که ريبونوکلئوتيد سيتوک     . را در گياه القا مى کند     

ن  بيا TDZ دو فرضيه براى نحوه عمل           »)١٩٩٤(  و همکاران        برتاگن« . ]١٨[بافت کالوس لوبيا القا مى کند       

 در  آن که ناشى از فعاليت زيستى         شودطور مستقيم باعث تحريک رشد        ه   مى تواند ب  TDZکه   نخست آن . کردند

هاى  نيني و يا ممکن است باعث القاى سنتز يا تجمع سيتوک            ، است ٦N هاى جانشين شده   يک مسير مشابه سيتوکنين   

ها در   زيرا سلول . کار رفته وجود دارد      هها از نظر ميزان هورمون ب          ارقام و گونه     مياناختلاف  . آندوژن شود 

 علاوه براين تنوع    .هاى رشد گياهى آندوژن داشته باشند      توانند سطوح مختلفى از تنظيم کننده       مى  گياهان مشابه نيز  

رسد با    نظر مى  ه   ب. ]٢٠[هاى رشد گياهى متفاوت است         ها يا حساسيت سلولى به تنظيم کننده             و کارآيى گيرنده    

ها در پژوهش کنونى، سطح هورمون آندوژن دچار تغيير شده و پاسخ سنين مختلف به                              افزايش سن جداکشت    

 . نينى اگزوژن نيز متفاوت باشديهاى سيتوک هورمون

  از ،TDZو  BA هاى ونـــهورم ت و غلظت  شه بهترين سن جداک   ـابى ب ــي اساس تحقيق انجام شده و دست      رــب

  با NPTII هاى  انتقال ژن.ريختى توسط آگروباکتريوم انجام شدمحور زيرلپه در شرايط بهينه عمل تراجداکشت 
 

-١ Cytokinin Binding Protein                  -٢  Arachis hypogea 
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مشاهده   و X-Gluc با ظهور رنگ آبى درحضور سوبستراى      ، GUSغربالگرى در محيط حاوى  کانامايسين و          

شرودر   « هاى بود که با گزارش    ٧  %راريختى در اين تحقيق   ـانى ت راوـف . ندد رسيد ـ به تأيي  PCR در ٥٢٠ pbباند  

 و )١٩٩٢(وهمکارانرادکى   « کارايى تراريختى درکلزا دست يافتند،          ١٠%  که به       »١٩٩٤و همکاران در    

 ٥ %و ٢/٢% هاى هاى محور زيرلپه به فراوانى          که با استفاده از جداکشت          »)١٩٩٧( و همکاران       تاکاساکى

با توجه به روش ارائه شده و فراوانى تراريختى حاصل مى توان از اين فن براى انتقال                 . استسه  رسيدند قابل مقاي  

انتقال ژن مقاومت به       . کردهاى زيستى وغيرزيستى به گياه کلزا استفاده                هاى ايجاد کننده مقاومت به تنش           ژن

 .گرفتن استعلف کش با اين روش درحال انجام 
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