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 هاپلوئيد حاصل از كشت تخمك زاي باززايي و تراريختي در برگ و بافت جنين

 چغندرقند
 
  

  1نوروزي .پ 

  

 
 
 

 چكيده

هاپلوئيـدي گيـاه چغندرقنـد بـراي توليـد گياهـان تراريختـه خـالص از          بافتبه منظور استفاده از 

هاپلوئيـد حاصـل از    هـاي  زايـي جنـين   نظر ژن انتقالي، ابتدا يك سـري آزمـايش بـراي تكثيـر و جوانـه     

 ـ       بـدين . كشت تخمك انجام گرفت بـه   PGoBيـا   MSB هترتيـب مشـخص گرديـد كـه محـيط كشـت پاي

ــراه  ــوني   3هم ــب هورم ــا تركي ــي 2/0درصــد ســاكارز ب ــين  ميل ــل آدن ــر بنزي ــرم در ليت  5/0و  )BA( گ

حـيط  هـاي هاپلوئيـد و م   توانـد بـراي تكثيـر جنـين     مـي  )NAA( گرم در ليتر نفتالن استيك اسـيد  ميلي

هـا و توليـد جوانـه بـه      نصف غلظت به همراه يك درصـد سـاكارز بـراي تكامـل جنـين      MSBكشت پايه 

 ـ   . كار رود حـاوي يـك    PGoB هاپلوئيـد از محـيط كشـت    از بـرگ  يهمچنين بـراي توليـد جوانـه رويش

هـاي   پـس از انجـام آزمـون    .اسـتفاده گرديـد   NAAگـرم در ليتـر    و يكـي ميلـي   BAگرم در ليتـر   ميلي

هاپلوئيـد بـراي تراريختـي بـا       هـاي حاصـل از جنـين    زا و نيـز بـرگ جوانـه    هـاي جنـين   كالوس فوق از

شـده پـس    هـاي تلقـيح   بافـت . ده گرديـد ااسـتف  pBI121نس حامل ناقل دوگانـه  سيفا آگروباكتريوم تومه

ميلــي گــرم در ليتــر كانامايســين  50حــاوي   كشــت تــوام بــه محــيط گــزينشدو روز نگــه داري در از 

مـورد   Gusهـاي حاصـل از هـر دو نـوع جداكشـت بـا سـنجش         جوانـه  هفتـه  3-5 پس از. دمنتقل شدن

توليـد  زيـادي در  نتـايج نشـان داد كـه بـرگ و جنـين هاپلوئيـد هـر دو قابليـت         . ارزيابي قرار گرفتنـد 

   .باشند هاي تراريخته دارا مي جوانه

    

 تراريختي هاپلوئيد، جنين، آگروباكتري، چغندرقند،: هاي كليدي واژه

  

  

 مقدمه

هــاي كشــت ســلول و    روشاســتفاده از      

ــاد     ــراي ايج ــال ژن ب ــين انتق ــت و همچن   باف

اقتصـــادي در گياهـــان از  و صـــفات مفيـــد

دســـــتاوردهاي مهـــــم بيوتكنولـــــوژي در 

  چغندرقنـــد يكـــي از  . كشـــاورزي اســـت  

اي اســـت كـــه داراي ارزش  گياهـــان دولپـــه

ــي مــي ــع اصــلي  اقتصــادي فراوان   باشــد و منب

ــاطق   ــد در من ــمار   قن ــه ش ــان ب ــدل جه معت

ــي ــديد   . رود م ــت ش ــود داراي اف ــن وج ــا اي ب

 Norouzi1389@gmail.com: نويسنده مسوول استاديار موسسه تحقيقات اصلاح و تهيه بذر چغندرقند -1

 4/7/91: تاريخ پذيرش                   20/1/91 : تاريخ دريافت

 

  ابع طبيعي ساريدانشگاه علوم كشاورزي و من
  پژوهشنامه اصلاح گياهان زراعي
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ــنش   ــل ت ــه دلي ــول ب ــتي و   محص ــاي زيس ه

ــي  ــتي م ــد غيرزيس ــلاح  . باش ــه اص ــا ك از آنج

كلاســيك آن بــه مــدت زمــاني طــولاني نيــاز  

ــي     ــهاي مهندس ــاربرد روش ــعه و ك دارد، توس

ــي    ــد راهـ ــات چغندرقنـ ــك در تحقيقـ ژنتيـ

ــاني  ــاه در زم ــن گي ــراي اصــلاح اي ــد را ب  جدي

اســـتفاده از . نمايـــد كوتـــاه فـــراهم مـــي  

ــال    ــراي انتق ــاكتري ب ــاوي  T-DNAآگروب ح

ــاي(ژن  ــوم ) هـ ــه ژنـ ــوردنظر بـ ــان گ مـ ياهـ

ــه ــان   دولپ ــاد گياه ــق ايج ــهاي موف اي از روش

  ).1( رود مي تراريخته به شمار

مهندســـي ژنتيـــك چغندرقنــــد داراي        

مشكلاتي تكنيكي اسـت و بعنـوان يـك گيـاه     

شـود   تي معرفي مـي سرسخت نسبت به تراريخ

) 18(يندســي و گــالوئيس ل). 24و  13،23 ،7(

هـالووين و  ، از پهنك برگ حـاوي پايـه جوانـه   

زا و سيسـتم    از كـالوس جنـين  ) 12(همكاران 

اگروباكتري براي تراريختي چغندرقند استفاده 

بــا اســتفاده از  )11(هــال و همكــاران . كردنــد

روش پلي اتيلن گليكول توانستند براي اولـين  

بار از پروتوپلاست سلولهاي محافظ روزنه برگ 

. چغندرقند به منظور تراريختي استفاده نمايند

ــز و همكــاران   ــره كوتيلــودن،  ) 17(كرن از گ

بـــرگ هـــاي از ) 20(و همكـــاران مـــانرلوف 

ــدون ــاران  ، يكوتيلـ ــنايدر و همكـ از ) 26(اشـ

حاصــل از ي زا كوتيلــدون و كــالوس جنــين  

و همكاران  نيبرگي، بيرس پهنكهيپوكوتيل و 

 ونـگ  ژا ،از برگ و كالوس حاصل از بـرگ ) 4(

هيسـانو و   ،از جدا كشت جوانـه ) 29(همكاران 

ــاران  ــه  ) 13(همك ــرگ حــاوي پاي ــك ب از پهن

از پايه جوانه و ) 23(جوانه، نوروزي و همكاران 

، يانـگ و همكـاران   1رأسي حاصل از جوانه  برگ

ــه) 28( ــل  از غنچ ــاي گ ــن  ه ــا آذي ــتم ب سيس

براي تراريختي چغندرقند استفاده آگروباكتري 

از ) 14(هيمـز و اسـميگوكي   -يويـك ا. ند ا كرده

طور مستقيم در بمبـاران ژنـي   ه برگي ب پهنك

 .به منظور تراريختي چغندرقند استفاده كردند

اـ از   به طور كلي فراواني تراريختـي در ايـن روش    3ه

ــد  اـ ) 11(درص ــد  30تـ ــت) 13(درص ــر اس و  متغي

زايـي   اريختـي و درصـد بـاز   بيشترين فراواني تر

هاي استفاده  گياهان تراريخت  مربوط به روش

حاصـل  (پايه جوانه از ل صاز جداكشت برگ حا

بـا سيسـتم انتقـال ژن    ) از كشت جوانه راسـي 

داي و همكـاران  . آگروباكتري مي باشـد توسط 

ــراي ) 10(و جلــوين ) 5( ــد كــه ب اظهــار كردن

ــال ژن     ــالي، روش انتق ــان ع ــي گياه تراريخت

هاي انتقال  سطه آگروباكتري نسبت به روشبوا

اتـيلن   مستقيم ژن مانند تراريختي بواسطه پلي

گليكول، ليپوزوم، الكتروپوريشن و تفنگ ژنـي  

بـه دليـل   ) بر و مشكل از لحاظ تكنيكي هزينه(

هـاي كمتـر، نـوآرايي كمتـر      درج تعداد نسـخه 

هاي منتقـل شـده در    تراژن و تظاهر پايدار ژن

  .جحيت داردهاي بعدي ار نسل

هـاي گياهـان هاپلوئيـد داراي تنهـا      سلول     

ــوزوم   ــل از كروم ــري كام ــك س ــوده و   ي ــا ب ه

هـاي اصـلاح نباتـات كـه      كاربرد آنها در برنامه

ــف   ــاب ص ــور انتخ ــه منظ ــرا  اب ــوب اج ت مطل

ــي ــي    م ــع م ــد واق ــيار مفي ــوند، بس ــود ش . ش

فنوتيــپ گياهــان هاپلوئيــد عبــارت از تظــاهر  

ي اسـت كـه در   يك نسـخه از اطلاعـات وراثت ـ  

هـاي غالـب    ت بـه وسـيله ژن  انهفتگي صـف  آن

در گيـاه چغندرقنـد بـراي توليـد      .وجود ندارد
1- Shoot apex 
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و تلقــيح نشــده هاپلوئيــدي از كشــت تخمــك 

زاي هاپلوئيــد اســتفاده  توليــد كــالوس جنــين

هــاي هاپلوئيــدي   از بافــت  .)2( گــردد مــي

تـوان بـراي تراريختـي چغندرقنـد      ل مـي صحا

ليـــد گياهـــان اســـتفاده نمـــود و پـــس از تو

هاپلوئيـــــد تراريختـــــه بـــــا اســـــتفاده از 

كولشيسين اقـدام بـه مضـاعف نمـودن تعـداد      

ها و توليـد گيـاه كـاملاً خـالص دابـل       كروموزم

ــل  ــه آل هــاي  هاپلوئيــد نمــود كــه از نظــر كلي

ــده در   ژن ــد وارد شـ ــه ژن جديـ ــا از جملـ هـ

ــراي دســتيابي .  نســل اول يكســان هســتند ب

زي بــه بــه ژنوتيــپ خــالص ژن وارد شــده نيــا

 . نمــي باشــدهــاي تفكيــك  انتخــاب در نســل

زمـان صـرف شـده بـراي     عمـلا   ترتيـب   بدين

ــال روش ــاه    اعم ــد گي ــلاحي در تولي ــاي اص ه

در  .)1( يابــد تراريختــه مــوردنظر كــاهش مــي

قند تـا بـه حـال گزارشـي مبنـي      منابع چغندر

ــده    ــده نش ــد دي ــت هاپلوئي ــي باف ــر تراريخت ب

وئيـد  زاي ديپل نـين جكـالوس   زا ولـيكن است، 

ــده    ــتفاده ش ــي اس ــراي تراريخت ــد ب چغندرقن

   ).26و  19 ،12( است

هـاي   در اين تحقيق پس از دريافت بافـت       

زاي هاپلوئيد حاصل از كشت تخمـك از   جنين

آزمايشگاه كشت بافت مؤسسه تحقيقات اصلاح 

قند، ابتدا يك سـري آزمـون   بذر چغندر هيهو ت

زا  ينهاي جن زايي و سپس تراريختي بافت جوانه

روبــاكتريوم گهاپلوئيــد بــا آ   و بــرگ جوانــه 

  .س صورت گرفته استينفاس تومه

  

  

  

  مواد و روشها

ــاهي  ــواد گي ــالوس   :م ــق از ك ــن تحقي در اي

زاي هاپلوئيـد حاصـل از كشـت تخمـك      جنين

 و چغندرقنـد  261م رگرده دهنـده  منـوژ   رگه

  .استفاده گرديدآن  يجنين هاي برگ جوانه

ــاكتري ــويه آگروب ــويه :س ــاكتري  از س آگروب

C58C1   ــد ــا واج ــد و ي ــه فاق ــميد دوگان پلاس

pBI121  ــاي ــه در درون مرزهــ   T-DNAكــ

و انتخابگر  gus-Aهاي گزارشگر  خود حامل ژن

npt-II ر يشبتحت كنترل پCaMV-35S   بـود

  .استفاده گرديد

هاي كشت پايه  محيط :هاي كشت بافت محيط

شـامل   MSBهـاي گيـاهي    بافـت   جهت كشت

و يـا  ) 9( B5هـاي   ويتامين و) MS )21 املاح

PGoB  ورمـوني  بـا تركيبـات ه  ) 6(تغييريافته

  و حــدود درصــد ســاكارز  1-3مختلــف بــا  

  .بودند pH = 5/5-8/5 بادرصد آگار  9/0-8/0

هـاي   كـالوس  :هاي جنين هاپلوئيد احياء بافت

زا كه از كشت تخمك چغندرقند توسـط   جنين

ــات   ــت مؤسســه تحقيق آزمايشــگاه كشــت باف

تهيه شده بودنـد پـس از نگهـداري     چغندرقند

طولاني مدت در محيط كشت حـاوي تركيـب   

بنزيـل  ( BAگـرم در ليتـر    ميلي 2/0هورموني 

نفتالن ( NAAگرم در ليتر  ميلي 5/0و ) آدنين

آنهـا كـاهش   زايـي   قدرت جنين) استيك اسيد

اين كار بـا  . شدند بايستي احياء مييافته بود و 

محـيط مـايع   زا بـه   انتقال بافت كالوس جنـين 

PGoB  پسسهفته و  2فاقد هورمون به مدت  
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ــیط    ــه محـــــ ــا بـــــ ــال آنهـــــ انتقـــــ
هورمــــونی اولیــــه جامــــد داراي ترکیــــب

)NAAmgl-15/0+BAmgl-12/0 ( ــورت صـ
.گرفت

:یهاي جنینتیمار هورمونی براي تکثیر بافت
به منظور تعیین ترکیب هورمونی مناسب براي 

هــاي هــاي ثانویــه از بافــت   تولیــد جنــین  
رشـد یافتـه در محـیط کشـت حـاوي      یجنین

NAAmgl-15/0+BAmgl-12/0، آزمــونی در
و NAA,BAتیمار حاوي ترکیبات هورمونی 6

جدول (طراحی گردید )GA3(جیبرلیک اسید 
هـا  بـه ایـن محـیط   یجنینهايپس بافتس). 1

6محـیط کشـت پایـه بـراي     . منتقل گردیدند
8/0و درصد سـاکارز 3با PGoBتیمار شامل 

هفتـه  2هاي فوق پس از نمونه. درصد آگار بود
به محیط تازه مشابه منتقـل شـدند و در ایـن    
ــعیت    ــکوپی از وض ــاهدات میکروس ــان مش زم

زایی صورت گرفت و نتـایج پـس از یـک    جنین
شروع کشت مشاهده و یادداشت برداري از ماه 

.گردید

261گه  زاي هاپلوئید رهاي جنینبررسی اثر ترکیبات هورمونی بر تکثیر بافت- 1جدول 
درصد ساکارزسهبا PGoBچغندرقند پس از یک ماه رشد در محیط کشت 

 ـزایی از بافتبررسی جوانه ایـن  :یهاي جنین
در مرحلـه  : آزمون در دو مرحله انجـام گرفـت  

اســتفاده ) 2جــدول (تیمــار مختلــف 8اول از 
روز بـه  8هاي کشت شده پس از نمونه. گردید

در مورد تیمـار چهـارم نیتـرات    (محیط مشابه 
ز ا.منتقـل شـدند  ) نقره از محیط حذف گردید

طراحـی مرحلـه   براي نتایج مرحله اول آزمون 
اسـتفاده  ) 3جدول (تیمار 4دوم آزمون شامل 

3نتایج در هر دو مرحله از آزمون پـس از  . شد
.برداري شدندهفته یادداشت

هـاي  هاي حاصل از بافـت بررسی رشد جوانه
این آزمون جهت یافتن محیط کشـت  :یجنین

ــه  ــد جوان ــراي رش ــب ب ــل از مناس ــاي حاص ه
،در این آزمـون . انجام گرفتیهاي جنینافتب

ــف  4 ــار مختلـ ــدول(تیمـ ــاب و ) 4جـ انتخـ
زایی بـه  هاي حاصل از نتایج آزمون جوانهجوانه

جهـت تبـادل   . ها منتقـل گردیدنـد  این محیط
بـه جـاي   گازي بهتر در این مرحلـه از شیشـه  

اي ظروف پتري و جهت کاهش پدیـده شیشـه  
9/0از غلظـت  هـا  جوانه)Vitrification(شدن

هاوضعیت تمایز بافت هايمیزان رشد و تکثیر توده
زاکالوس جنین

ترکیب هورمونی
)گرم در لیترمیلی(

GA3 NAA   BA

تیمار

مجتمعزسه جوانه سب متوسط 0 0 0 1
یافته زیادتمایززهاي سببافت زیاد 0 0 2/0 2
یافته زیادهاي سبز تمایزبافت کم 0 2/0 2/0 3

مراحل مختلف تکامل جنین تا جوانه جنینی متوسط 0 5/0 2/0 4
هاي تمایز نیافته و تعدادي کم جنین ریزتکثیر سلول زیاد 0 1 2/0 5

مجتمعزجوانه سب3یافته متوسط و هاي تمایزبافت متوسط 2/0 5/0 2/0 6
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3نتـایج پـس از   . درصد آگار اسـتفاده گردیـد  
.برداري شدندهفته از شروع کشت یادداشت

بـا  :زایی از برگ جوانه هاپلوئیدبررسی جوانه
هـاي انجـام   توجه بـه نتـایج حاصـل از آزمـون    

ی مستقیم از بـرگ زایگرفته در خصوص جوانه
ل از کشـــت بافـــت ارقـــام دیپلوئیـــد  صـــحا

نیـز  چغندرقندهاپلوئید براي برگ، چغندرقند
مانند برگ دیپلوئید از ترکیـب هورمـونی یـک    

گرم در لیتـر  و یک میلیBAگرم در لیتر میلی
NAAاز سطح برگ یجهت تولید جوانه رویش

هاي تولیـد شـده جهـت    جوانه. استفاده گردید
نصـف غلظـت بـا    PGoBرشد به محیط ادامه

بـرگ ایـن   از. یک درصد ساکارز منتقل شـدند 
ــه ــا جوان ــی ب ــراي تراریخت ــا ب ــاکتریوم ه آگروب

.س استفاده شدینفاسمهوت

در محیط کشت هاي گوناگونچغندرقند261گه جنین هاپلوئید رزایی از بافتنتایج جوانه- 2جدول 

هامشخصات جوانه
هايدرصد توده
کننده کالوس تولید

جوانه سبز

مواد افزودنیسایر
)گرم در لیترمیلی(

درصد 
ساکارز

محیط 
کشت پایه تیمار

یا نابجاي ریز تا متوسطیهاي جنینجوانه a87 - 1 2PGOB/ 1
” c9 - 3 2PGoB/ 2
” c10 GA32/0 3 2PGoB/ 3
” c9 AgNO312 3 2PGoB/ 4
” bc14 - 3 PGoB 5
” bc19 - 3 MSB 6
“ 5/7 c - 3 2MSB/ 7

یا نابجاي متوسط تا بزرگیجنینهايجوانه 90a - 1 2MSB/ 8
.میانگین هاي با حروف متفاوت داراي اختلاف معنی دار در سطح یک درصد می باشند

قندچغندر261رگه جنین هاپلوئید زایی بافتزا به منظور جوانهتیمارهاي کشت کالوس جنیناثر - 3جدول 
زاییوضعیت جوانه BA)گرم میلی

)در لیتر
درصد 
ساکارز

محیط کشت 
پایه تیمار

ریزیهاي نابجا یا جنینتائی از جوانه5-10توده مجتمع 30بیش از  0 1 2MSB/ 1
ریزیهاي نابجا یا جنینتائی از جوانه5-10توده مجتمع 18 5/0 1 2MSB/ 2
ریزیهاي نابجا یا جنینتائی از جوانه5-10توده مجتمع 18 5/0 2 2MSB/ 3

اي، زرد و جوانه زرد و حالت شیشه4یا نابجا شامل یجوانه جنین12
هازه شدن اکثر بافتونکر 5/0 3 2MSB/ 4

بـراي بدسـت   :کشت باکتري و محـیط القـاء  
آوردن سوسپانسیون باکتري جهت استفاده در 

یـد  هاپلوئو برگ جوانـه یهاي جنینتلقیح بافت
بـه  LBاز کشت شبانه آگروباکتري در محـیط  

200بیوتیـک مناسـب روي شـیکر    همراه آنتی
. استفاده گردیـد Co28دور در دقیقه و دماي 

کشت شـبانه بـه طـور مسـتقیم و یـا پـس از       
2-5میکرومولار استوسـرینگان و  100افزودن 
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سانتريفوژ و سـپس تعليـق   تكان دادن،  ساعت

  ) ويرولانس( Virهاي  رسوب در محيط القاء ژن

نصـف   PGoBمحيط القاء شامل  .گرديد آماده 

ميكرومـولار  100 درصـد سـاكارز و   5ا غلظت ب

  .استوسرينگان بود

هـاي   بافت) Co-culture(تلقيح و كشت توام 

هاي گياهي درون محيط  با انتقال بافت :گياهي

القاء و نگهداري به مدت چند ثانيه عمل تلقيح 

هاي اضافي  سپس باكتري. ها انجام گرفت بافت

. توسط كاغذ صافي جذب گرديد  از سطح بافت

هـاي كشـت تـوام     هاي گياهي به محـيط  تباف

منتقل و در شرايط نوري و دمايي مختلـف بـه   

روز در اتاق رشـد نگهـداري شـدند     2-3مدت 

  .)6و  5جداول (

 :هــاي كشــت   جوانــه زائــي در محــيط  

هاي مختلف پس از طي دوره كشـت   جداكشت

گـرم در ليتـر    ميلـي  500، ابتدا با محلـول  توام

ه شسـته  دقيق ـ 20-30سفوتاكسيم بـه مـدت   

تـا حـد   هاي اطـراف جداكشـت    شده تا باكتري

هـاي   از بين برونـد، سـپس  بـه محـيط    امكان 

ــوني و     ــات هورم ــا تركيب ــزينش ب ــف گ مختل

مختلف جهت جوانه زائي منتقـل   يبيوتيك آنتي

ها براي جلوگيري از رشد  در اين محيط. شدند

هاي متصل به جداكشـت از   مجدد آگروباكتري

يم، ونكومايسـين و  هاي سفوتاكس ـ بيوتيك آنتي

هـاي   به صورت جداگانه و يا تركيبي با غلظـت 

بيوتيك كانامايسين با مقـادير   مختلف و از آنتي

متفــاوت بــراي حــذف ســلولهاي غيرتراريختــه 

روشهاي مختلفي براي گزينش  .استفاده گرديد

بدين ترتيب كه  .سلولهاي تراريخته به كار رفت

كشت غلظت كانامايسين از زيركشت اول تا زير

كـاهش  ميلي گرم در ليتـر   50به  150از آخر 

ــين   .يافــت ــوارد در اول   همچنــين در بعضــي م

زيركشت از محيط گـزينش فاقـد كانامايسـين    

ــلولهاي    ــد س ــان رش ــا امك ــد ت ــتفاده گردي اس

   .مزمان فراهم گرددتراريخته و غيرتراريخته ه

براي تاييد سـلولها و   :GUS ژن تظاهرارزيابي 

هاي تشكيل شده  در جوانهتراريخته هاي بافت 

ــزينش از   ــيط گـــ ــر در محـــ   روش تغييـــ

با سوبسـتراي   )16(همكاران  يافته جفرسون و

X–gluc  ) 5-bromo-4-chlro-3-indolyl B-

D-glucuronide) ــابي در ــان  ارزي  GUS ژن  بي

  .استفاده گرديد

در آزمايشهايي كه نتايج آنها  :محاسبات آماري

طـرح  ه اسـت از  نياز به تجزيه واريـانس داشـت  

  .اسـتفاده شـد  كاملا تصـادفي در چهـار تكـرار    

 ,SAS )SAS Institute Inc., caryنـرم افـزار   

NC ( به كار رفت داده ها جهت تجزيه واريانس

  .انجام شدبه روش دانكن ها مقايسه ميانگين و 

  

  نتايج و بحث

نياز  يهاي جنين تراريختي بافتجام براي ان     

زا بوده كـه   الوس جنينبه مقدار زيادي بافت ك

اي مشـابه   در مرحله اًنيز ترجيح ياز نظر تكامل

بــوده باشــند تــا بتــوان بــه حــداكثر جنــين و  

بافـت   يهاي تراريخته از مقـدار مشخص ـ  جوانه

  .زا دست يافت جنين

بررسي اثـر تركيبـات    :يهاي جنين تكثير بافت

 6در قالب  يهاي جنين هورموني بر تكثير بافت

ت كه نتايج آن در جدول يـك  تيمار انجام گرف

  .آمده است
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تیمـار  بر می آید، 1جدول زاهمانطور که 
بیشـترین  5بیشترین تولید جنـین و تیمـار   4

بنابراین . را داشته استجنین زا وسلتکثیر کا
و باعث تولید5در تیمار NAAافزایش غلظت 

ولی . )1شکل (تکثیر کالوس بیشتر شده است
البتـه .کاهش یافته استی جنینتکوین حالت 

شوكیکحضورقبلا نشان داده شده است که 
،3(براي القاء جنین معمولاً لازم استاکسینی

) 22(PGoکشت دمبرگ در محیط ). 27و 8
و تولیـد کـالوس   NAAیک میلی گرم در لیتر 
PGoلوس و کشــت در پــس از جداســازي کــا

و یـک  NAAحاوي یک میلـی گـرم در لیتـر    
زیـر  3تـا 2و انجـام  BAمیلی گـرم در لیتـر   

هــاي ســبز و کشــت منجــر بــه تولیــد کــالوس
PGoها در محـیط  شکننده گردید این کالوس

هفته نگهـداري شـده   4-6بدون هورمون براي 
حاوي یک میلی گرم در PGoسپس به محیط 

ــر  ــدت BAو NAAلیت ــه م ــه در 1-2ب هفت

منتقـل شـدند سـپس    Co26تاریکی و دماي 
سـاعت  17براي سـه هفتـه در شـرایط نـوري     

ــاریکی در 7روشــنائی،  ــرار Co26ســاعت ت ق
هـاي سـماتیکی   گرفتند در این مرحلـه جنـین  

متعدد در مرحله گلوبولار و کوتیلـدونی ایجـاد   
فاقـد  PGoهـا بـه   با انتقال این جنـین . گردید

2هاي کوتیلدونی پس از هورمون، تولید جنین
).27(هفته گردید 

زایـی از  تعیین محیط مناسـب بـراي جوانـه   
همانطور که در قسمت مواد :یهاي جنینبافت

هــا ذکــر شــد مرحلــه اول ایــن آزمــون و روش
تیمار بود که اثرات مربوط به نوع 8مشتمل بر 

درصـد سـاکارز،   ،و غلظت محیط کشـت پایـه  
د و نیتـرات  ترکیباتی همچون جیبرلیـک اسـی  

هاي هاپلوئیـد  زایی از جنیننقره بر روند جوانه
نتـایج  . دش ـبه صورت عواملی مستقل بررسـی  

مرحله اول این آزمون سه هفته پس از شـروع  
).2جدول(دشبرداري کشت یادداشت

رسد به نظر می2نتایج جدول توجه به با 
راه یک به هم/2MSBاستفاده از محیط کشت

ترین محیط جهت تولیـد   درصد ساکارز مناسب
.باشـد و رشد آنها یهاي جنینها از بافتجوانه

میلی گرم 2/0جنین هاي هاپلوئید تشکیل شده در محیط کشت حاوي - 1شکل 
.NAAو یک میلی گرم در لیتر BAدر لیتر 
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نيز درصد  /2PGoBالبته در محيط كشت پايه 

   جوانه توليد شـده اسـت ولـي انـدازه    اي  مشابه

ها كوچكتر و تعداد آنها به ازاي هر تـوده   جوانه

كمتـر   /2MSB كالوس كشت شده نسـبت بـه  

  .است

ــه اول بررســي        ــايج مرحل ــه نت ــا توجــه ب ب

هـاي   زايي از بافت انهتيمارهاي مناسب براي جو

تـرين تيمـار، مرحلـه     و انتخاب مناسب يجنين

نتـايج ايـن   . تيمار انجام گرفت 4دوم آزمون با 

بـا   .آمـده اسـت   3مرحله از آزمون در جـدول  

گـردد كـه    مشخص مي 3مشاهده نتايج جدول 

بــا يــك درصــد  /2MSBمحــيط كشــت پايــه 

ساكارز در اين آزمـايش نيـز نسـبت بـه سـاير      

ــا بر ــدود  تيماره ــته و ح ــري داش ــر  7/1ت براب

توليـد   3و  2هاي بيشتر نسبت به تيمـار   جوانه

  و همچنـين   BAيعنـي افـزودن    .نموده اسـت 

  

  بـه شـدت جوانـه زائـي را     ) 9(افزايش ساكارز 

بنابراين با توجـه بـه مجمـوع     .كاهش مي دهد

نتايج حاصل از مرحله اول و دوم آزمون جوانـه  

محـيط  ن عنـوا بـه   يهـاي جنين ـ  زايي از بافت

ــه كشــت پايــه در مرحلــه گــزينش هــاي  جوان

چنين به  آون و .)2شكل ( ودرتراريخته به كار 

رسـد كـه ايـن محـيط كشـت بتوانـد        نظر مـي 

هاي درون شيشه  كشت جوانهبا ) 25(همكاران 

و  BAميلي گرم در ليتـر   25/0حاوي  MSدر 

تغييـر   MSجداسازي پهنك برگ و كشـت در  

 3/0 بـا  BAليتر يافته حاوي يك ميلي گرم در

درصد ژلريت و سپس انتقال پهنـك برگهـا بـه    

هفته يكبـار بـراي يـك مـاه      2محيط تازه هر 

توليد كالوس و اندام زائـي از كـالوس    موفق به

  .شدندبه مقدار زياد 

  

  

  

 
 
 
 
 
  

  

  

  

  

  

ــه ــون رشــد جوان ــي آزم ــاي جنين رشــد  :ه

  4 در يهـاي جنين ـ  هاي حاصـل از بافـت   جوانه

نشان داد كه اختلاف ) 4جدول (تيمار مختلف 

  تكامـل  .اي بين آنهـا وجـود دارد   قابل مشاهده

   

  

  

هـاي نابجـاي ريـز بـه شـكل       ها و جوانـه  جنين

مشهود  2و  1بزرگ و سبز در تيمار  هاي جوانه

تعـداد بيشـتري جوانـه     1البته در تيمار . است

  تعداد كمتـري جوانـه سـبز     2مار يسبز و در ت

  

 نصف MSBجوانه از جنين هاي هاپلوئيد در محيط كشت تشكيل   - 2شكل 

 .غلظت به همراه يك درصد ساكارز 
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. جــاد شــده اســتبزرگتــر اي اي انــدازه بــا ولــي

رسد با جداسـازي و انتقـال    بنابراين به نظر مي

به محيط تازه فرصت رشـد   1هاي تيمار  جوانه

بيشــتر بــراي آنهــا فــراهم گــردد و بــه تعــداد 

اي بزرگتـر دسـت    هايي بيشتر و با انـدازه  جوانه

در ارتباط با كاهش غلظت املاح آمونيوم . يافت

 كـاهش شيشـه اي شـدن    ن در آثير مثبت او ت

رسد اگـر ايـن عامـل را در     به نظر مي ،ها جوانه

تلفيق نماييم شايد  /2MSBمحيط كشت پايه 

تــري جهــت رشــد  بتــوان بــه محــيط مناســب

  .فتدست يا يهاي جنين جوانه

  

  كشت مختلفهاي در محيط  چغندرقند 261رگه  هاپلوئيد  حاصل از جنين  نتايج رشد جوانه - 4جدول 

  هفته 3مشاهدات پس از 
BA   

  )گرم در ليتر ميلي(
درصد 

  ساكارز
  تيمار  محيط كشت پايه

هاي متصل  رشد كم كالوس ،هاي خيلي زياد با اندازه متوسط، سبز تيره جوانه

  به جوانه
0  1  2MSB/  1  

هاي كالوس از اطراف  تشكيل توده ،سبز روشن ،هاي زياد، رشد متغير جوانه

  ها به ميزان متوسط جوانه
0  1  

2PGOB/  

 غلظت 4/1با 

  آمونيوم

2  

  2MSB/  3  1  5/0  هاي كم با رشد متوسط، رشد كم كالوس جوانه

ها، تكثير  اي شدن جوانه حالت زرد و شيشه ،هاي كم با رشد متوسط جوانه

  زا هاي كالوس جنين بافت
5/0  2  PGoB  4  

  

 :هـاي هاپلوئيـد   زايـي از بـرگ جوانـه    جوانه

ــرگ ــب   بـ ــد در تركيـ ــه هاپلوئيـ ــاي جوانـ هـ

توليـد   mgl-1 NAA 1+mgl-1 BA 1هورمـوني 

هاي رويشي فراواني از سطح برگ نمودند  جوانه

  ها كه جهت ادامه رشد بـه سـاكارز    و اين جوانه

  

1 +%2/PGoB  منتقل شده بودند در آن محيط

هاي طبيعـي   به خوبي رشد كرده و توليد جوانه

ها نيز براي  اين جوانه  از برگ .)3شكل ( نمودند

ــاكتريو  ــا آگروب ــي ب ــتراريخت ــه فاس س ينم توم

  .استفاده گرديد

  

 
 
 
 
 
 
 
  

  

  

  

  

  
 .جوانه از برگ هاپلوئيد باززائي  - 3شكل 
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هاي كالوس جنـين زاي   بافتتراريختي نتايج 

توليـد جنـين و    قابليـت با توجه بـه   :هاپلوئيد

اين نوع  ،ئيدوزاي هاپل هاي جنين از بافتجوانه 

. بافت جهت تراريختـي مـورد اسـتفاده گرديـد    

نتايج نشان داد كه اين نوع بافت علاوه بر توان 

ــا ــه  زب ــه از قابليــت خــوبي نســبت ب زايي جوان

توسـط آگروبـاكتري    هـاي خـارجي   دريافت ژن

آميزي  به طوري كه پس از رنگ .برخوردار است

GUS ينش يافتـه، حـدود   هاي گـز  براي جنين

رنـگ شـده و حالـت     درصد آنها كاملاً آبـي  25

 تراريختـي   بـراي  .)4شـكل  ( داشتند شيمرغير

بافــت جنينــي عوامــل متعــددي همچــون اثــر 

استوسرينگان در محيط كشـت بـاكتري يـا در    

محيط كشت توام و حضور نور يـا تـاريكي بـر    

و اثــــر ) 5جــــدول (بــــازدهي تراريختــــي 

  بـــر ميـــزان هـــاي مختلـــف  بيوتيـــك آنتـــي

  هـاي تراريختـه    كنندگي از رشد جنينمانعت م

  

همــانطور كــه در  ).6جــدول (بررســي گرديــد 

ــر 5جــدول  ــده اســت اث استوســرينگان در  آم

كـم   محيط كشت باكتري و نيز شـرايط نـوري  

)dim ( در مرحلــه كشــت تــوام باعــث افــزايش

 ديگـر  و بـه عبـارت   +GUSهـاي   درصد جنين

 ليندسـي و  .افزايش تراريختـي گرديـده اسـت   

ــالوئيس  ــاكتري  ) 18(گــ ــويه آگروبــ از ســ

LBA4404   حامــل پلاســميدpBi 19CAT 

 pBi121و يـا پلاسـميد   )  cat , npt-IIژنهاي (

جهـت تراريختـي سـه    ) GUS, npt-IIژنهاي (

نوع جدا كشت شامل قطعات برگ، دمبـرگ و  

پايه جوانه حاصل از كشت هيپوكوتيل استفاده 

هاي جوانـه   پايهنمودند در اين آزمايش فقط از 

هـاي تراريختـه    حاصل از هيپوكوتيل، گياهچـه 

بدست آمد و فراواني تراريختي بستگي به منبع 

جداكشت، ژنوتيپ گيـاهي و شـرايط گـزينش    

  .داشت

  حاصل از تراريختي كالوس +GUS هاي اثر شرايط كشت باكتري و شرايط نوري كشت توام بر درصد جنين - 5جدول 

  *چغندرقند 261هاپلوئيد رگه زاي  جنين             

هاي  درصد جنين
GUS+  

آميزي  هاي رنگ تعداد جنين

  شده

شرايط نوري كشت 

  توام
  شرايط كشت باكتري

20a
 15  Dim  

 5استوسرينگان به كشت شبانه باكتري و  Mµ 100افزودن 

  شيكرساعت ادامه 

13b 30  افزودن استوسرينگان دونب  باكتري  شبانه  كشت  تاريكي  

C585C1سويه آگروباكتري  در اين بررسي : *
pB1121حامل پلاسميد  

OD 1 با  
و  دقيقـه  10، به مـدت  دماي آزمايشگاهاز سانتريفوژ در  سپ =600

rpm3500  استوسرينگان شامل در محيط القاءMµ 100+  2 +% 5ساكارز/PGoB     سـتفاده  تعليق شده و براي تلقيح بافت بـه مـدت چنـد ثانيـه ا

گرم در ليتر  ميلي 50-150گرم در ليتر سفوتاكسيم و  ميلي 250در محيط گزينش از . روز بود 2و مدت آن  C˚25-22دماي كشت توام . گرديد

  .ميانگين هاي با حروف متفاوت داراي اختلاف معني دار در سطح يك درصد مي باشند .هاي مختلف استفاده شد كانامايسين در زيركشت

  

ارتباط با اثر آنتي بيوتيك ها در محـيط   در     

 كــه) 6جــدول ( گــزينش، بــه نظــر مــي رســد

  هـاي   بيوتيـك  اختلاف مهمي بين كاربرد آنتـي 

  

ل از ص ـحا +GUSهاي  مختلف بر درصد جنين

با اين حـال، اسـتفاده از    .دو روش وجود ندارد

  ونكومايسين به جاي سفوتاكسيم و نيز غلظـت  
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ر سوء كمتري كمتر كانامايسين در روش اول اث

 در ايـن  .انـد  هاي تراريختـه داشـته   روي سلول

ــايش ــه  ،آزم ــد جوان ــاي  درص ــت  PCRه   مثب

بيشــتر از ) داده هــا نشــان داده نشــده اســت (

ــه هــاي  ــود  +GUSدرصــد جوان   و ايــن امــر ب

جوانـه هـا    نشان دهنده آن است كه تعدادي از

آن فاقد بيان  PCRرغم مثبت بودن نتايج  علي

هستند كـه ايـن امـر ممكـن اسـت       GUSژن 

هايي باشد كـه   ناشي ازآلودگي باكتري در بافت

صــورت   PCRبــراي  DNAاز آنهــا اســتخراج

بيان كم ژن و غيرقابـل رويـت     گرفته است  يا

هاي آبي و يا عدم نفوذپـذيري رنـگ    بودن لكه

  .باشدبه درون سلولها 

  

 
 
 

  

  

  

  

  

  هاپلوئيد زاي جنين حاصل از تراريختي كالوس +GUSهاي  هاي محيط گزينش بر درصد جنين بيوتيك اثر آنتي -6جدول 

  روز 3تا  2مدت  ت توام بهــــپس از كش چغندرقند 261رگه    

  شده ميزيآ هاي رنگ تعداد جنين  +GUSهاي  درصد جنين

  بيوتيك در محيط گزينش آنتي

    گرم در ليتر سب ميليبرح 

  روش
  فوتاكسيمس  ونكومايسين  كانامايسين

19a 23  50  300  0  يك  

17a 26  150-50  0  250  دو  

C585C1سويه آگروباكتري  در اين بررسي : *
pB1121حامل پلاسميد  

OD 1 با 
و  دقيقـه  10، به مـدت  دماي آزمايشگاهاز سانتريفوژ در  سپ =600

rpm3500  استوسرينگان ل شامدر محيط القاءMµ100+  2 +% 5ساكارز/PGoB        تعليق شده و براي تلقيح بافـت بـه مـدت چنـد ثانيـه اسـتفاده

گرم در ليتر  ميلي 50-150گرم در ليتر سفوتاكسيم و  ميلي 250در محيط گزينش از . روز بود 2و مدت آن  C25-22˚دماي كشت توام . گرديد

.مــي باشــنددر يــك گــروه ميــانگين هــاي بــا حــروف مشــابه، در ســطح يــك درصــد  .دهــاي مختلــف اســتفاده شــ كانامايســين در زيركشــت

 
ــايج        ــهنت ــرگ جوان ــي ب ــد  تراريخت  :هاپلوئي

هـا گفتـه    همانطور كه در قسمت مـواد و روش 

هـاي جنـين    شد پس از توليـد جوانـه از بافـت   

ــا نيــز هاپلوئيــد، از بــرگ آنهــا  بــراي تلقــيح ب

ــد  ــتفاده گردي ــاكتري اس ــد . آگروب ــري چن س

هاپلوئيد برگ آزمايش تراريختي مقدماتي روي 

انجام گرفت كه تنها در يك سري نتايج مثبت 

شرايط آزمايش مربوطه به شـرح  . به دست آمد

بـه   Mµ100افـزودن استوسـرينگان    :زير بود

 كشـت،  ادامـه ساعت  2كشت شبانه باكتري و 

دهــي بــاكتري و تعليــق آن در  ســپس رســوب

+ Mµ 100استوسـرينگان  شامل ط القاء محي

 Virهاي  براي القاي ژن PGoB/2% + 5ساكارز 

گرم در ليتر  ميلي 250استفاده از  .انجام گرفت

ن هاي تراريخته رنگ آميزي جني  - 4شكل 

  .آبي شده اند X-glucشده با 
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گـرم در   ميلـي  50 ،100و  150سفوتاكسيم و 

هـاي   ليتر كانامايسين به ترتيـب در زيركشـت  

د هايي از برگ گردي متوالي باعث گزينش جوانه

 همگي مثبـت بـود   GUSآميزي  كه نتايج رنگ

در ايـن   هبـرگ تلقـيح شـد    200از  .)5شكل (

جوانه تراريخته به دسـت آمـد و    ششآزمايش 

درصد نسـبت   سه به عبارتي بازدهي تراريختي

 )15(ژاك و همكـاران   .جداكشت بود تعداد به

به منظور بررسـي نـوع جداكشـت، اثـر پـيش      

گان و كشــت، نقــش تركيــب فنلــي استوســرين

طـول دوره كشــت تـوام بــر ميـزان تراريختــي    

ها با دو نوع بافت  چغندرقند يك سري آزمايش

هيپوكوتيــل و كوتيلــدون در چنــدين ژنوتيــپ 

چغندرقند و با استفاده از سيستم آگروباكتريوم 

ــائي در   تومــه فاســينس حامــل پلاســميد دوت

در بين مرزهاي  GUSو  npt-II بردارنده ژنهاي

DNA-T  آنها نتيجـه گرفتنـد   . دادندآن انجام

كــه بافــت كوتيلــدون نســبت بــه هيپوكوتيــل 

ــت   ــالاتري داش ــي ب ــزودن  . تراريخت ــه اف البت

استوسرينگان باعث افزايش فراواني تراريختـي  

اثر پيش كشـت و  . در بافت هيپوكوتيل گرديد

استوســرينگان باعــث بهبــود تراريختــي در     

بـراي مقايسـه   . شـد  هاي كوتيلـدون   جداكشت

ــاهر ژن ــل از  GUS تظــ ــالوس حاصــ در كــ

. جداكشت از روش فلورومتري استفاده گرديـد 

در اين روش شدت رنگ عصـاره كـالوس پـس    

 GUSازافزودن سوبسـتراي مربـوط بـه آنـزيم     

. باشـد  مي GUSتعيين كننده ميزان تظاهر ژن 

در آزمايش آنها مشخص گرديد كه طـول دوره  

كوتاهتر كشـت تـوام همـراه بـا استوسـرينگان      

راوانــي بــالاتري از تراريختــي توليــد معمــولا ف

بررسي آنهـا نشـان داد كـه چنـدين     . نمايد مي

عامل همچـون ژنوتيـپ، استوسـرينگان، طـول     

دوره كشــت تــوام و پــيش كشــت بــر فراوانــي 

تراريختــي بـــا سيســتم آگروبـــاكتريوم اثـــر   

دو روش ) 26(اشـنايدر و همكـاران    .گذارند مي

ايسـه  چغندرقند را بـا يكـديگر مق   انتقال ژن به

ــد ــدا  . نمودن ــاكتري و ج در روش اول از آگروب

كشت كوتيلدون و در روش دوم از بمباران ژني 

روي كالوس جنين زاي حاصـل از هيپوكوتيـل   

تراريختي در روش اول  فراواني. استفاده گرديد

به هر . درصد بود 8درصد و در روش دوم  7/0

حال با توجه به صرف زمان و كار بيشتر بـراي  

زا و نيــز توليــد گياهــان  س جنــينتوليــد كــالو

 DNAهـاي مولكـولي در    تراريخته بـا نـوآرائي  

تلفيق شـده در روش بمبـاران ژنـي،  بـه نظـر      

رسد سيستم آگروباكتري بـراي كوتيلـدون    مي

بدون نياز به دستگاه پرتاب ژن نسبت به روش 

  .بمباران ژني مزيت داشته باشد

 
 
 
 
 
 
   

  .آبي شده اند X-glucبرگ جوانه هاي تراريخته رنگ آميزي شده با   - 5شكل 
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پــس از تراریختــی )18(الوئیس گــیندســی و ل
و ارزیـابی  چغندرقنـد پایه جوانه کشـت بافـت   

حدودCATیا GUSهاي گزارشگر فعالیت ژن
ــه 85 ــد جوان ــه   درص ــبز غیرتراریخت ــاي س ه

)escape (  ــاهده ــزینش مشـ ــیط گـ روي محـ
نتیجه با نتایج آزمایش ما مطابقت این . نمودند

بیوتیــک د کــه آنتــیدهــداشــته و نشــان مــی
کانامایسین یک عامل انتخاب گر مناسب براي 

هــاي تراریختــی چغندرقنــد نبــوده و آزمــایش
تعداد زیادي از سلولهاي غیرتراریختـه فرصـت   

مشـکل  . نمایندرشد و تکثیر و تولید جوانه می
دیگر تراریختی چغندرقند تولیـد جوانـه هـاي    

وع این ندر. باشدمی)chimer(تراریخته شیمر
جوانه ها که درصد بالائی از کـل جوانـه هـاي    

شوند تنها بخشی از برگ تراریخته را شامل می
. را نشان می دهندGUSیا پایه جوانه بیان ژن 

تحت تاثیر عـواملی دیگـر   GUSالبته بیان ژن 
آمیزي و نفوذ رنگ به درون همچون روش رنگ

از )29(انـگ و همکـاران   ژ.باشدسلولها نیز می
به عنـوان ژن گزارشـگر در مجـاورت    GFPژن 

براي تراریختـی جـدا   npt-IIژن قابل گزینش 
هـاي جنـین زاي   هـاي جوانـه و کـالوس   کشت

ــه    ــاکتریوم توم ــتم آگروب ــا سیس ــد ب چغندرقن
با این روش سرعت و . فاسینس استفاده نمودند

هـاي تراریختـه افـزایش    بازدهی گزینش بافـت 
بـا  GFPهاي تراریخته حاوي ژن یافت و جوانه

مزیـت ژن  .درصد حاصل گردیـد 2-5فراوانی 
عـدم نیـاز بـه    GUSنسبت به GFPگزارشگر 

سوبسترا و بافر رنگ آمیزي اسـت و در نتیجـه   
را می تـوان در  GFPبافت تراریخته حامل ژن 

شرایط استریل پس از مشاهده با نـور مـاوراي   

بــنفش جهــت ادامــه رشــد بــه محــیط کشــت 
ــد ــاران  . برگردان ــز و همک ــه )17(کرن از ناحی

ترانزیشن بین هیپوکوتیل و دمبرگ کوتیلدون 
چغندرقنـــد بـــراي تراریختـــی بـــا سیســـتم 

. اسـتفاده نمودنـد  C58C1آگروباکتري سـویه  
ــاي   ــر هورمونه ــا اث را در NAAو ,D2-4آنه

پیش کشت بافت روي میزان باززائی و فراوانی 
تراریختی بررسی نمودند و نتیجه گرفتنـد کـه   

کشـت بافـت و در دوره   در پیشNAAحضور 
کشت توام، وضعیت فیزیولوژیکی سلولهاي جدا 

نماید بدون کشت را براي تراریختی مستعد می
همچنین . آنکه باعث کاهش توان باززائی گردد

در طول دوره القـاي جوانـه نیـز    NAAحضور 
.ممکن است فراوانی انتقال ژن را افزایش دهـد 

در NAAدر تحقیق حاضر نیز افزودن هورمون 
محیط پیش کشت و کشت توام باعث افـزایش  

در .نرخ تراریختی از بافت هاي به کار رفته شد
ــاززائی و     ــه ب ــوط ب ــاي مرب ــی ه ــین بررس ح

چغندرقنــد جوانــه هاپلوئیــد بــرگتراریختــی 
مشاهده گردید که اغلب برگهاي  جوانـه هـاي   
حاصل از این جداکشـت توانـائی جوانـه زائـی     

لول هـاي تراریختـه   از آنجا که س. زیادي دارند
بایستی توانائی باززائی  نیـز داشـته باشـند، از    
ایــــــن رو بــــــرگ هــــــاي حاصــــــل از 

کشت بافت به عنوان بافتی مناسب جوانه هاي 
. براي آزمون هـاي تراریختـی اسـتفاده شـدند    

مشـاهدات و  براي تراریختـی ایـن جداکشـت،   
پــس از معمــولا :قابــل ذکــر اســتنتــایج زیــر 

بــا ز زمــان تلقــیحگذشــت یــک تــا دو هفتــه ا
جوانه ها شروع بـه پدیـدار شـدن    آگروباکتري،

ایــن جوانــه هــا معمــولاً از محــل . نماینــدمــی
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دمبرگ اصلي عمدتاً در محـل بـين دمبـرگ و    

 ،در ايـن مرحلـه  . شـوند  پهنك برگ ظاهر مـي 

ــت قابــل مشــاهده اســت    برخــي از . چنــد حال

برگ ها يا قدرت باززائي ندارند و يـا چـون ژن   

انـد در   مقاومت به كانامايسين را دريافت نكرده

ــه، نش محــيط گــزي ــدون توليــد جوان زرد و  ب

برخي از . روند شده و از بين مي ه سپس نكروز

نمايند كـه   برگ ها در ابتدا توليد جوانه اي مي

پس از مدتي در اثر كانامايسين سفيده شـده و  

معمولا جوانه هاي حسـاس بـه    .رود از بين مي

. كانامايسين، غيرتراريخته محسوب مـي شـوند  

كه  مي شوند بز توليدس هايي جوانه بين اين در

حالت سبز بودن خود را در محيط گـزينش تـا   

جوانـه هـاي    .ننـد چندين واكشت حفظ مي ك

دسـته  : هسـتند دو دسـته   سبز قابل تقسيم به

اول جوانه هايي بوده كه به نحوي از اثـر سـوء   

ــده  ــون مانـ ــين مصـ ــي در  كانامايسـ ــد ولـ   انـ

، آثــار تظــاهر ژن در آنهــا GUSآميــزي  رنــگ 

حالـت فـرار   اين جوانـه هـا    .دشو مشاهده نمي

)escape(  ــته ــين داشــ انــــد و  از كانامايســ

گرچه احتمال  ،شوند غيرتراريخته محسوب مي

. تـوان از نظـر دور داشـت    خاموشي ژن را نمـي 

 هسـتند جوانه هاي سبز  تراريختـه  دسته دوم 

 هم مقاوم به كانامايسين هسـتند و هـم در  كه 

ــي،    ــت آنزيم ــنجش فعالي ــتند GUS+س . هس

ــابرا ــه  ين ميتــوان بن از هــم را دو دســته جوان

همچنـين مشـاهده گرديـد كـه      .تشخيص داد

كشت برگ در محـل انتهـاي    از جداهم گاهي 

بـا  . گـردد  دمبرگ توليد كالوس و يا جنين مي

هـاي   روي كالوس GUSآميزي  استفاده از رنگ

تشكيل شده از برگ مشخص گرديد كه درصد 

براين اگر اين بنا .بالائي از آنها تراريخته هستند

هـاي بـاززائي    كالوس ها جدا شده و به محـيط 

توان به درصد  جوانه از كالوس منتقل شوند مي

. بالاتري از جوانه هاي تراريختـه دسـت يافـت   

البته در جوانه زائي غيرمستقيم نبايستي پديده 

بنـابراين بـه   . ناديده گرفـت  راتنوع سماكلوني 

و  رسد بـا اسـتفاده از جداكشـت بـرگ     نظر مي

تراريختــي آن همزمــان بتــوان در ســه مســير 

ــي   ــه زائ ــرگ، جوان ــي مســتقيم از ب ــه زائ جوان

جنين زائي پيش يا غيرمستقيم با فاز كالوس و 

نسبت به يك  را حداكثر جوانه تراريخته رفت و

مزيت ديگر استفاده از . بدست آورد جداكشت 

برگ جوانه كشـت بافـت، داشـتن يـك منبـع      

در اين  زيرا .ت استدائمي توليد كننده جداكش

روش پـس از اســتفاده از بـرگ هــاي خــارجي   

توان باقيمانده جوانـه   جوانه براي تراريختي مي

را به محيط ازديادي منتقل نمـود تـا در آنجـا    

و بـه عنـوان منبـع    مجدداً رشد و تكثيـر كنـد   

كشت جهت تراريختي مجدد به كار  جديد جدا

  .گرفته شود

تراريختي بافـت  حاصل از  با توجه به نتايج     

زا و نيز برگ جوانه هاپلوئيـد بـه    كالوس جنين

بتوان با اسـتفاده از ايـن   در آينده  رسد نظر مي

پـس از  و اهان تراريخته هاپلوئيد ها به گي بافت

هــاي آنهــا توســط  دو برابــر نمــودن كرومــوزوم

 100هـاي   كولشيسين در اندك زمان به لايـن 

بــدين . درصــد خــالص ديپلوئيــد دســت يافــت

هاي كلاسيك و انتخـاب   تيب نيازي به تلاقيتر

هـاي   هاي تفكيـك بـراي يـافتن لايـن     در نسل

نظــر  خــالص بــراي توليــد هيبريــدهاي مــورد

  .نخواهد بود
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Abstract 
In order to use of haploid tissue of sugar beet for producing transgenic plants, at first, 

some experiments were accomplished for shoot production of haploid leaves from 
haploid embryos. Results of current study indicated that MSB or PGoB medium  
supplemented with 3% sucrose, 0.2 mgl-1 BA and 0.5 mgl-1 NAA could be used for 
increasing haploid embryos and half strength MSB medium contains 1% sucrose to 
develop embryos and shoot production. Moreover, PGoB medium supplemented with 1 
mgl-1 BA and 1 mgl-1 NAA was used for shoot production from haploid leaves. In the 
next step, haploid embryogenic calli and leaves were inoculated with Agrobacterium 
tumefaciens cells harboring pBI121 binary vector. After 2 days co-culture, the 
inoculated explants were transferred to selection medium contains 50 mgl-1 kanamycin. 
After 3-5 weeks, putative transgenic shoots were analyzed by GUS staining. Results 
showed that two explants have ability for shoot regeneration of haploid transgenic cells.  
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