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  RGS003و  Hyola 308هاي  رقم ،سازي شرايط باززايي و تراريختي گياه كلزا بهينه
 

  نژاد ، محمدرضا زماني و حبيب رضا* مقدم، مصطفي مطلبي رضا گليجاني
  فناوري، تهران، ايران گروه بيوتكنولوژي گياهي، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست

 
  چكيده

بـراي بـاززايي دو رقـم مهـم گيـاه كلـزا و همچنـين مطالعـة تـأثير           BAPب هدف از اين تحقيق، بررسي غلظت مناس ـ
. سـت بـر تراريختـي آنها   (acetosyringon)هاي متفـاوت استوسـيرينگون    كشت و نيز غلظت كشت، هم هاي پيش زمان

د شـو  كه در توليد بذرهاي مورد نياز كشـور اسـتفاده مـي    RGS003)و  (Hyola 308بدين منظور از دو رقم مهم كلزا 
هـاي كامـل    هـا در قالـب طـرح بلـوك     آزمايش. با واسطه آگروباكتريوم، استفاده شد GUSبراي انتقال ژن گزارشگر 

كشـت و   كشـت و هـم   هـاي پـيش   تكرار براي زمـان  3و  (BAP)تكرار براي هورمون بنزيل آمينو پورين  5تصادفي با 
، ميزان باززايي رقـم  BAPگرم در ليتر  ميلي 5/3ت نتايج به دست آمده نشان داد كه در غلظ. استوسيرينگون انجام شد

Hyola 308  و رقم  درصد 112بهRGS003  تراريختـي ارقـام مـورد اسـتفاده كـه روي      . افـزايش يافـت   درصد 120به
. اثبـات گرديـد   GUSو بيان ژن توسط سنجش فعاليـت   PCRمحيط كانامايسين رشد كرده بودند با استفاده از آزمون 

هـاي متفـاوت    كشـت و غلظـت   كشـت، طـول دوره هـم    گانـه طـول دوره پـيش    نگين اثرات متقابل سهنتايج مقايسه ميا
  Hyola 308نگون بر ميزان تراريختي ارقام مـورد مطالعـه نشـان داد كـه بيشـترين ميـزان تراريختـي در رقـم         يرياستوس

كشـت،   كشت و هم پيشهاي  ساعت براي زمان 48ميكرومولار غلظت استوسيرينگون، و  100در شرايط ) درصد 33(
سـاعت و زمـان    48كشـت   مـولار غلظـت استوسـيرينگون، زمـان پـيش     ميكرو 50در ) درصد RGS003 )38و در رقم 

از . هـاي آمـاري جداگانـه قـرار گرفتنـد      ساعت به دست آمد و هر دو نسبت به سـاير تيمارهـا در گـروه    72كشتي  هم
  .توان استفاده نمود اين ارقام ميهاي هدف به  شرايط بهينه به دست آمده براي انتقال ژن

  GUS ،BAPكلزا، باززايي، تراريختي، ژن  :هاي كليدي واژه

  
  مقدمه

نيـاز   كلزا گياهي مهم از نظر تأمين مواد غذايي مورد
با توجه به مصرف بالاي روغن در كشور كـه  . بشر است

آن از  درصـد  80ميليـون تـن اسـت و     5/1حدود سالانه 

رسد كه استفاده از اين  به نظر ميشود،  واردات تأمين مي
گياه براي كاهش واردات روغن و افـزايش خودكفـايي   
 .كشور در توليد مواد غـذايي مـورد نيـاز، مناسـب باشـد     

براي پاسـخگويي بـه نيـاز جمعيـت رو بـه افـزايش بشـر        
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زراعي كلزا به افزايش كيفيـت و   نژادي و به هاي به تلاش
ده اســتيــت محصــول منجــر شــده، امــا كــافي نبــو كم .

هاي انتقال ژن براي دستيابي به  بنابراين، استفاده از روش
ها امـري   كش ها، آفات و علف هاي مقاوم به بيماري رقم

اي بـودن گيـاه    با توجه به دولپه. رسد ضروري به نظر مي
ــاكتريوم يكـــي از   ــزا، انتقـــال ژن از طريـــق آگروبـ كلـ

 هاي انتقال ژن بـه ايـن   ترين و كارآمدترين روش مناسب
روش انتقال ژن به صورت پايدار . آيد گياه به حساب مي

ارزيـابي   Brassicaهـاي   و نيز باززايي در برخي از گونه
 Takasaki et al., 1997; wang)و آزمايش شده است 

et al., 1999; Bhalla and Singh, 2008; Hao et 
al., 2010) .تي گياهـان متـأثر   از آنجا كه فرآيند تراريخ
سـت و در حـال حاضـر در كشـور از دو     نهااز ژنوتيپ آ

در تهيـه بـذرهاي    RGS003و  R line Hyola 308رقم 
شـود، در   بـرداري مـي   كلزا به منظور استفاده زراعي بهره

اين مطالعـه لازم بـود ابتـدا روش كشـت بافـت آنهـا در       
از آنجـا كـه هورمـون    . سازي شود بهينه in vitroشرايط 

زايي عمل  يك شاخهدر تحر (BAP)بنزيل آمينو پورين 
 ,.Kern and Meyer 1986; Singh et al)كنـد   مـي 

2002; Dennis, 2003)هــاي  ، در ايــن تحقيــق غلظــت
كشت بـراي دسـتيابي بـه     مختلف اين هورمون در محيط

از ايـن  . زايي در كلـزا اسـتفاده شـد    بالاترين ميزان شاخه
ــط      ــزا توس ــاه كل ــي گي ــد تراريخت ــراي فرآين ــرايط ب ش

  . ستفاده گرديدآگروباكتريوم ا
همچنين، با توجه به گزارشات موجود در خصـوص  

كشـت بـر ميـزان تراريختـي      كشت و هم تأثير زمان پيش
(Radke et al., 1988; Moloney et al., 1989; 

Takasaki et al., 1997) بــراي  ،، در ايــن تحقيــق
سازي روش تراريختي تيمارهايي نظير طـول مـدت    بهينه
كشتي بـين ريـز نمونـه و     ان همكشت ريز نمونه، زم پيش

هـــاي مختلـــف  آگروبـــاكتريوم و نيـــز نقـــش غلظـــت 
 .استوسيرينگون بررسي و مطالعه گرديد

  
  ها مواد و روش

  هاي باكتري مواد گياهي و سويه
 GRS003و  R line Hyola 308هـاي   بذرهاي رقـم 

هاي روغني تهيه و تا زمـان اسـتفاده    كلزا، از شركت دانه
بـاكتري  . يگراد نگهـداري شـدند  درجه سـانت  4در دماي 

Agrobacterium tumefaciens  ــويه از  LBA4404س
  .پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك تهيه گرديد

  ميدها و مواد مورد استفادهپلاس
ــق  ــن تحقي ــميد  ،در اي ــركت ( pBI121از پلاس از ش

Novagen (هاي ژني براي انتقـال بـه    تهيه سازه به منظور
از آنـزيم   PCRواكـنش   بـراي انجـام   .گياه استفاده شـد 

Taq-polymerase )از شـــركت Fermentas ( اســـتفاده
مواد شيميايي مـورد اسـتفاده بـا درجـه خلـوص      . گرديد

از  DNAسـازي   لكولي و نيـز كيـت خـالص   وبيولوژي م
مـواد مـورد نيـاز بـراي تهيـه      . تهيـه شـد   Rocheشركت 
كننـده رشـد    كشت گياهي و باكتريايي و نيز تنظيم محيط

  .تهيه گرديد Sigmaاز شركت  (BAP)گياهي 
  سازي مواد گياهي و روش انتقال ژن به گياه آماده

و  Moloneyبذرهاي كلزا به روش ارايه شده توسط 
اي جوانـه زدن روي  ضد عفـوني و بـر  ) 1989(همكاران 

برابر،  كيبا غلظت  MS طيمح(زني  كشت جوانه محيط
 وآگـار   تريگرم در ل 8سوكروز،  تريگرم در ل 30 يحاو

بذرهاي كشت شده، در . كشت داده شدند )8/5اسيديته 
بـا  (سـاعت روشـنايي    16اتاق كشت بافت تحت شرايط 

سـاعت تـاريكي و    8و ) µmol m-2 s-1 250شـدت نـور   
هـاي   بـرگ . درجه سانتيگراد نگهـداري شـدند   25دماي 
  روزه كــه طــول دمبــرگ آنهــا حــدود 5اي گياهــان  لپــه
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از حــذف جوانــه متــر بــود، جــدا شــدند و پــس   ميلــي 2
بـا غلظـت    MS طيمح ـ(كشت  انتهايي، روي محيط پيش

ــ ــاو  كي ــر، ح ــرم در ل 30 يبراب ــريگ ــوكروز،  ت  5/3س
 و اسـيديته آگـار   تريگرم در ل BAP ،8 تريگرم در ل يليم
ها پس از اين مرحلـه آمـاده    ريزنمونه. كشت شدند )8/5

بــه  pBI121پلاســميد . دريافــت آگروبــاكتريوم هســتند
 20(ذوب بـا اسـتفاده از كلريـد كلسـيم     روش انجماد و 

 A. tumefaciensو ازت مـايع بـه بـاكتري    ) مـولار  ميلـي 
ــد  LBA4404ســويه   Sambrook and)منتقــل گردي

Russell, 2001).  
شــده  ريخــتاز كشــت شــبانه آگروبــاكتريوم ترا  

(OD650=1)  بــا ســرعت (رســوب تهيــه شــدg 5000  بــه
ه در هـاي رسـوب يافت ـ   ، سـپس بـاكتري  )دقيقه 10مدت 

ــول  ــد    MSمحل ــيون در آورده ش ــت سوسپانس ــه حال . ب
ثانيه در محيط  90اي به مدت  هاي لپه هاي برگ دمبرگ

ــدند  ــرار داده ش ــاكتريوم ق ــيون آگروب ســپس . سوسپانس
اي روي كاغـذ صـافي اسـتريل قـرار داده      هاي لپـه  برگ

كشـتي   سپس در محيط هم. شدند تا نسبتاً خشك گردند
 تـر يگرم در ل 30 ي، حاوبرابر كيبا غلظت  MS طيمح(

 تـر يگـرم در ل  BAP ،8 تـر يگـرم در ل  يليم 5/3سوكروز، 
،كشــت داده شــده، در تــاريكي و )8/5 و اســيديتهآگــار 
ــز . درجــه ســانتيگراد قــرار گرفتنــد  25دمــاي  ســپس ري
بـا   MS طيمح ـ(ها به محيط انتخـابي القـاء نوسـاقه     نمونه

 5/3سـوكروز،   تريگرم در ل 30 يبرابر، حاو كيغلظت 
 و اسـيديته آگـار   تريگرم در ل BAP ،8 تريگرم در ل يليم
ــاوي )8/5 ــه حـ ــين و  mg/l 15، كـ  mg/l 200كانامايسـ

هفتـه   2ها هـر   ريز نمونه. سفوتاكسيم است، منتقل شدند
در هفتـه سـوم   . بار به محـيط مشـابه واكشـت شـدند     يك

هـــاي متعـــددي در ســـطح فوقـــاني برخـــي از   نوســـاقه

هـاي   تعدادي از اين نوسـاقه . دها به وجود آمدن نمونه ريز
توليد شده روي محيط انتخـابي فـوق سـبز و زنـده بـاقي      
ــه    ــه علــت عــدم دريافــت ژن مقاومــت ب ــد، بقيــه ب ماندن

به نظـر  . كانامايسين سفيد و يا ارغواني شده، از بين رفتند
 pBI121هاي زنده مانـده، پلاسـميد    رسد كه نوساقه مي

براي تعيين درصـد   .اند را دريافت نموده، تراريخت شده
  :باززايي از روش زير استفاده شد

  

100×  
  هاي باززا شده تعداد نوساقه
  اي مورد استفاده به تعداد ريزنمونه

  

گـر،   هاي سبز باززايي شده در محيط گزينش نوساقه
بـا   MS طيمح ـ(جدا شده و به محيط طويل شدن نوساقه 

 8سـوكروز،   تـر يگـرم در ل  30 يبرابر، حـاو  كيغلظت 
ــر ــريم در لگــ ــار  تــ ــيديتهآگــ ــاوي، )8/5 و اســ   حــ
mg/l 25  ــين و ــت،   mg/l 200كانامايس ــيم اس سفوتاكس

پس از رشـد كـافي گياهچـه و تشـكيل     . منتقل گرديدند
با  MS طيمح(زايي  ها به محيط ريشه مريستم فعال، نمونه

 2سـوكروز،   تـر يگـرم در ل  30 يبرابر، حـاو  كيغلظت 
و اسـيديته  آگـار   تـر يگرم در ل IBA ،8 تريگرم در ل يليم
لازم بــه ذكــر اســت بعضــي از . انتقــال داده شــدند )8/5

دار  ها در همان محيط طويـل شـدن نوسـاقه، ريشـه     نمونه
 .زايي نداشتند به انتقال به محيط ريشه نيازيشده، 

  PCRژنومي گياه و  DNAاستخراج 
DNA  ژنــومي از بــرگ گيــاه كلــزا بــه روشCTAB 

(Doyle and Doyle, 1990) اه با تغييراتي اسـتخراج  همر
ــد ــي 500: گردي ــه      ميل ــاوم ب ــان مق ــرگ گياه ــرم از ب گ

كانامايسين و شاهد پس از انجماد با ازت مايع بـا اسـتفاده   
. دش ـسـاييده  ليتـري   ميلي 5/1هاي  از پودر شيشه در تيوپ

 TNE )Tris-HCl 50ليتر بـافر اسـتخراج    سپس يك ميلي
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ــي ــولار،  ميلـ ــي EDTA 100مـ ــولار،  ميلـ  NaCl 150مـ
تكـان  به پودر اضافه و بـه شـدت    )8مولار با اسيديته  ميلي

 SDS 20ميكروليتر  60حاصل  محلول همگنبه . داده شد
، به مدت نيم ساعت به طور ملايـم مخلـوط   افزوده درصد
 130ومـولار   5كلريد سديم  ميكروليتر 150سپس. گرديد

محلـول همگـن   . اضافه شـد  درصد CTAB 10ميكروليتر 
ــه آرا  ــل ب ــوط و  حاص ــي مخل ــه در  20م ــه  65دقيق درج

نگهـداري  ) دقيقـه  5با هم زدن ملايـم در هـر   ( سانتيگراد 
ــد ــدورف    . گردي ــه اپن ــين دو لول ــل ب ــوط حاص  5/1مخل

 375ليتري استريل تقسيم گرديد و به هر لولـه مقـدار    ميلي
اضافه ) 1:24(ايزوآميل الكل / ميكروليتر مخلوط كلروفرم

پـس از  . قـه هـم زده شـد   دقي 10شده، به آرامي بـه مـدت   
، فاز رويي كه حاوي g 13000اي در  دقيقه 15سانتريفيوژ 

DNA به لوله اسـتريل منتقـل گرديـد    ،ژنومي بود .DNA 
ــزودن    ــا اف ــومي ب ــان  2/1ژن ــم ايزوپروپ ــه 15ل وحج دقيق

رسـوب حاصـل   . دهي شـد  رسوب) g13000(سانتريفيوژ 
شستشـو و پـس از خشـك شـدن در      درصـد  70ل وبا اتـان 
ميكروليتر آب مقطـر دوبـار تقطيـر     75- 50اق، در تدماي ا

درجه سانتيگراد  - 20 سترون شده، حل گرديد و در دماي
 .نگهداري شد

ــور   ــه منظــ ــر ژن بــ ــاي  GUSتكثيــ از آغازگرهــ
GUSF/GUSR  و براي تكثير ژنnptII   از آغازگرهـاي

NPTIIF/NOSR   1جــدول (اســتفاده گرديــد .(PCR 
لـوط واكنشـي بـه    سـازي در مخ  اختصاصي، پس از بهينه

 MgCl2 ،30مـولار   ميلي 5/1ميكروليتر، شامل  25حجم 
ــانوگرم   2/0آغــازگر،  ميكرومــولار 3/0، الگــو DNAن
ــي ــولار  ميلـــ ــك و dNTPمـــ ــزيم  يـــ ــد آنـــ  واحـــ

Taq-polymerase )ــران ــر  5/2و  )ســينا ژن، اي ميكروليت
 30ســپس واكــنش بــراي  .صــورت گرفــت (10X)بــافر 

ثانيـه،   45راد به مدت درجه سانتيگ 95شامل دماي  دور،
براي هر دو ( ثانيه  30درجه سانتيگراد به مدت  60دماي 
PCR ( درجه سانتيگراد بـه مـدت    72و در نهايت، دماي

دور، واكـنش در   30پس از اتمام . ثانيه انجام گرديد 60
ــه مــدت  72 ــرار گرفــت 5 درجــه ســانتيگراد ب . دقيقــه ق

ــار PCRمحصــــول  ــد، يــــك ز وروي ژل آگــ درصــ
  . رز گرديدالكتروفو

  
 GUSمطالعه هيستوشيميايي فعاليت آنزيمي 

برگـي بـه    5هاي برگ از گياهان در مرحلـه   ديسك
هاي اپندورف منتقل و توسط روش هيستوشـيميايي،   لوله

با اسـتفاده  . (Cervera, 2004)بررسي شد  GUSفعاليت 
برداري ميكروسـكوپي، بيـان و فعاليـت     از سيستم تصوير

ــا ــزيم بت ــاز -آن ــرگگلوكرون ــا مشــاهده و  در بافــت ب ه
  .تصويربرداري شد

  آماري حليلطرح آزمايشي و ت
 6در  BAPهــاي متفــاوت  بـراي بررســي اثــر غلظــت 

ــي 6و  5/5، 5، 5/4، 4، 5/3ســطح  ــر   ميل ــر ب گــرم در ليت
ــه    ــه، آزمايشــي ب ــورد مطالع ــزاي م ــم كل ــاززايي دو رق ب

 5صورت فاكتوريل در قالـب طـرح كـاملاً تصـادفي در     
 3كشـت در   همچنـين، اثـر زمـان پـيش    . دتكرار اجرا ش ـ

سطح  2كشت در  ساعت، زمان هم 72و  48سطح صفر، 
ســطح  3نگون در يســاعت و غلظــت استوســير  72و  48

مولار و نيـز اثـر متقابـل آنهـا در      ميكرو 100و  50صفر، 
تراريختي دو رقم كلزا مورد مطالعه نيـز در قالـب طـرح    

هاي  همة داده .تكرار بررسي گرديد 3كاملاً تصادفي در 
 حليـل ت MSTATCافـزار   به دست آمده با استفاده از نرم

هــا توســط آزمــون چنــد  مقايســه ميــانگين. آمــاري شــد
  .اي دانكن انجام شد دامنه
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توالي نوكلئوتيدي آغازگرهـاي مـورد اسـتفاده در ايـن      -1جدول 
  تحقيق

  كلئوتيديوتوالي ن  نام آغازگر
GUSF 5'-GGTGGTCAGTCCCTTATGTTACG-3’ 

GUSR5’-CCGGCATAGTTAAAGAAATCATC-3’ 

NPTIIF5'-GTCGCCTAAGGTCAGTATCAGCTA-3’ 

NOSR 5’-CGCGATAATTTATCCTAGTTTGC-3’ 

  
  نتايج

و  R line Hyola 308بـا توجـه بـه اهميـت دو رقـم      
RGS003   در توليد بذرهاي كلزا در كشور و با در نظـر

تـأثير  گرفتن اين مطلب كه ميزان باززايي در كلزا تحت 
ژنوتيپ است و از طرفي عدم وجود اطلاعات مورد نياز 

سازي شرايط بـاززايي و انتقـال ژن    در اين دو رقم، بهينه
انتقـال ژن بـه   از آنجا كه در . ستا در اين ارقام ضروري
داراي فراوانـي بـاززايي و    كوتيلدون  گياه كلزا ريزنمونه

 گـزارش هـا   تراريختي بيشتري نسبت بـه سـاير ريزنمونـه   
، لـذا در  (Cardoza and Stewart, 2003)شـده اسـت   

  .اين تحقيق، از ريزنمونه كوتيلدون استفاده گرديد

 ـ ( BAPانتخاب غلظت مناسب  ) ورينبنزيل آمينـو پ
  براي باززايي در گياه كلزا

 BAPبا توجه به گزارشات موجود مبني بـر اسـتفاده   
از گرم در ليتر براي باززايي در برخـي   ميلي 5/4به ميزان 

 Reda et al., 2006; Cardoza and)هـاي كلـزا    رقـم 

Stewart, 2006)  بــه منظــور انتخــاب غلظــت مناســب ،
BAP   هـاي كوتيلـدون دو رقـم     براي بـاززايي ريزنمونـه

Hyola 308  وRGS003  ،كلــــزا، در ايــــن تحقيــــق
ــايين غلظــت ــر  هــاي پ ــر ميلــي 4و  5/3(ت و ) گــرم در ليت
و نيـز  ) گـرم در ليتـر   ميلـي  6 و 5/5، 5(هاي بالاتر  غلظت

غلظـت   6، بـه عنـوان   BAPگرم در ليتر  ميلي 5/4غلظت 
نتايج تجزيـه واريـانس   . در نظر گرفته شد BAPمتفاوت 

بــراي بــاززايي نوســاقه از دو رقــم متفــاوت كلــزا نشــان  
در  BAPهـــاي متفـــاوت  دهـــد كـــه بـــين غلظـــت مـــي
كشت براي باززايي نوساقه از كشـت كوتيلـدون،    محيط

در (داري  مـورد مطالعـه، اخـتلاف معنـي     در هر دو رقـم 
  ).2جدول (وجود دارد ) درصد يكسطح احتمال 

  

، درصـد  1دار در سـطح احتمـال    اخـتلاف معنـي   ** .براي فراواني بـاززايي دو رقـم گيـاه كلـزا     BAPتجزيه واريانس غلظت  -2 جدول
  .ها انجام شده است آزمايش به صورت دو طرح كاملاً تصادفي مستقل براي رقم

RGS003 Hyola 308   منبع تغيير
  درجه آزادي ميانگين مربعات درجه آزادي ميانگين مربعات

 BAPغلظت  5 027/1** 5 01/2** 

  خطاي آزمايش 24 06/0 24 03/0
  كل 29  29 

  
 BAPهـاي سـطوح مختلـف غلظـت      مقايسه ميانگين

براي باززايي نوساقه در هر دو رقم توسـط آزمـون چنـد    
نتايج حاصل از آزمون مقايسه . نكن انجام شداي دا دامنه

، BAPگرم  ميلي 5/3دهد كه غلظت  ها نشان مي ميانگين

يلدون در هاي كوت بهترين غلظت براي باززايي ريز نمونه
ميزان باززايي در ايـن غلظـت   . ستهر دو رقم گياه كلزا

و بـراي رقـم    درصـد  112برابـر   Hyola 308براي رقـم  
RGS003  3جـدول  (بوده است  درصد 120كلزا برابر .(
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 96و  76هـا، حـداكثر برابـر     اين درصد در سـاير غلظـت  
. اسـت  RGS003و  Hyola 308درصد به ترتيب بـراي  

 BAPدهد كه با افزايش غلظـت   نشان مي 3نتايج جدول 
گرم در ليتر، ميـزان بـاززايي در هـر دو رقـم      ميلي 5/3از 

با توجه . يابد داري كاهش مي مورد مطالعه، به طور معني
كمتـرين  ( BAPگرم در ليتر  ميلي 5/3به مشاهده غلظت 

 BAPترين غلظت  به عنوان مناسب) غلظت مورد بررسي
براي باززايي هر دو رقم و بررسي نقش غلظت كمتـر از  

گـرم درليتـر بـر ميـزان بـاززايي، در ادامـه ايـن         ميلي 5/3
 BAPگـرم بـر ليتـر     ميلي 4و  5/3، 3هاي  غلظت ،تحقيق
 5/3ررسي شد و مجدداً مشاهده گرديـد كـه ميـزان    نيز ب
تـرين غلظـت    بـه عنـوان مناسـب    BAPگرم در ليتر  ميلي

از ايـن تيمـار هورمـوني    ). نتايج ارايه نشـده اسـت  (است 
با آگروباكتريوم ها  براي عمل باززايي و تراريختي نمونه

  .استفاده گرديد
  

مختلـف  هـاي دو رقـم    مقايسه ميانگين بـاززايي نوسـاقه   -3جدول 
حروف مشابه بيانگر عـدم  . BAPهاي متفاوت  گياه كلزا در غلظت
اسـاس   مقادير ارايه شده بر. دار بين آنها است وجود اختلاف معني

  .تكرار است 5ميانگين 
 BAPغلظت   )درصد(ميانگين باززايي 

RGS003 Hyola 308 (mg/lit) 
120 a 112 a 5/3  
92 b 76 b 4 

74 c 68 bc 5/4 

60 d 54 cd 5 

40 ef 52 cd 5/5 

32 ef 44 d 6 

سـازي شـرايط انتقـال ژن بـا اسـتفاده از ژن       بهينه
  GUSگزارشگر 

ــأثير   ــل تـ ــه عامـ ــط    سـ ــال ژن توسـ ــذار در انتقـ گـ
كشــت و  كشــت، زمــان هــم آگروبــاكتريوم زمــان پــيش

ــيرينگون اســت  ــأثير  . غلظــت استوس ــق، ت ــن تحقي در اي
ــان ــيش  زم ــاوت پ ــاي متف ــم  ه ــز   كشــت و ه كشــت و ني

هاي مختلف استوسيرينگون به عنوان عامـل مـؤثر    ظتغل
ــگر     ــال ژن گزارش ــر انتق ــال ب ــد انتق ــه  GUSدر فرآين ب

  . هاي كوتيلدون هر دو رقم كلزا بررسي شد نمونه ريز
زمــان : عوامــل يــاد شــده در ســطوح مختلــف شــامل

 و 48( كشـتي  ، زمان هم)ساعت 72 و 48، 0(كشت  پيش
 100 و 50، 0يهـا  غلظـت (و استوسيرينگون ) ساعت 72

، در يك آزمايش فاكتوريل در قالب طـرح  )ميكرومول
با انجـام ايـن   . تكرار بررسي گرديد 3كاملاً تصادفي در 

طرح آزمايشـي، عـلاوه بـر بررسـي اثـر عوامـل اصـلي،        
نتـايج  . مطالعه اثر متقابـل ايـن عوامـل نيـز مقـدور اسـت      

تجزيه واريانس براي فراواني تراريختي هر دو رقم كلـزا  
، كشـت  پيش سطوح مختلف طول دوره كه بين دادن نشا

كشـت، اثـر    و همچنين اثر متقابل استوسيرينگون و پـيش 
كشـت و همچنـين، اثـرات     متقابل استوسـيرينگون و هـم  

در (داري  متقابل سه گانـه در هـر دو رقـم ارتبـاط معنـي     
  ).4جدول (وجود دارد ) درصد يكسطح احتمال 

هر  انتقال ژن برايسازي شرايط  مقايسه ميانگين بهينه
اي دانكن در سطح  آزمون چند دامنهرقم كلزا توسط  دو

 5 در جـدول و نتـايج آن   انجام شـد  درصد يكاحتمال 
  .شده است ارايه

نتايج حاصل از اين آزمون نشان مي دهـد كـه طـول    
 6/20و  3/18ســاعت بــا ميــانگين  48كشــت  دوره پــيش

 RGS003و  Hyola 308، به ترتيـب بـراي ارقـام    درصد
ميزان فراواني تراريختي بيشتري نسبت به دو زمان ديگـر  

كشـتي در رقـم    در رابطـه بـا زمـان هـم    . نشان داده اسـت 
Hyola 308داري بين فراواني تراريختي  ، اختلاف معني

ســاعت وجــود نــدارد، در حــالي كــه  72و  48دو زمــان 
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سـاعت بـا    48در  RGS003ميانگين تراريختـي در رقـم   
 72داري را با زمـان   ، اختلاف معنيفراواني درصد 4/16

نتايج حاصـل از مقايسـه   . دهد كشتي نشان مي ساعت هم
هـاي مختلـف استوسـيرينگون بـر ميـزان       ميانگين غلظت
هـاي   نشان داد كه در غلظت Hyola 308تراريختي رقم 

ــتلاف      ــيرينگون، اخ ــتفاده از استوس ــورد اس ــف م مختل
 50ت شود، در صورتي كه غلظ ـ داري مشاهده نمي معني
 22بـا  ( RGS003مولار استوسـيرينگون بـراي رقـم     ميلي

تـرين غلظـت بـه     ، بـه عنـوان مناسـب   )تراريختـي  درصد
  .آيد حساب مي

  

بـه  ** و  ns .كشـت بـراي فراوانـي تراريختـي دو رقـم كلـزا       كشت و مدت زمان هم تجزيه واريانس استوسيرينگون، مدت زمان پيش -4جدول 
  .دهد را نشان مي درصد 1دار در سطح  و اختلاف معني (non-significant)ار د ترتيب عدم وجود اختلاف معني

RGS003 Hyola 308  درجه آزادي ميانگين مربعات درجه آزادي ميانگين مربعات منبع تغييرات
 **376/0  2 463/0  ns 2 استوسيرينگون 
 **289/0  2 **907/2   كشت پيش 2 

123/0  ns 1 74/0  ns 1 كشت هم  
 **161/0  4 **880/0   كشت پيش× استوسيرينگون 4 

012/0  ns 2 **241/1   كشت هم× استوسيرينگون 2 
 **236/0  2 91/0  ns 2 كشت هم× كشت پيش  
 **173/0  4 **935/0   كشت هم× كشت پيش× استوسيرينگون 4 

055/0  72 167/0   خطاي آزمايش 36 
  كل 54  90 

  
كشت و غلظت استوسيرينگون براي فراواني تراريختي دو رقـم   كشت، مدت زمان هم زمان پيشمقايسه ميانگين سطوح مختلف مدت  -5جدول 
  .تكرار است 3مقادير ارايه شده بر اساس ميانگين . دار بين آنها است حروف مشابه بيانگر عدم وجود اختلاف معني. كلزا

 زمان  منبع تغييرات

  )ساعت(
  مولاريته
(µM) 

Hyloa 308 
 )درصد تراريختي(

RGS003  
  )درصد تراريختي(

  كشت پيش
0   a 6/11  a 2/9  

48   b 3/18  b 6/20  
72   a 1/11  a 6/12  

  كشت هم
48   a14  a 12  
72   a 3/13  b 4/16  

  استوسيرينگون
  0  a 7/12  a 10  
  50  a 7/12  b 22  
  100  a 37/10  a 6/10  
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مقايسه ميانگين اثرات متقابل دوگانه سطوح مختلف 
هاي مختلف  كشت، غلظت كشت در دوره هم وره پيشد

ــيرينگون در دوره ــيش  استوس ــاوت پ ــاي متف كشــت و  ه
هـــاي متفـــاوت استوســـيرينگون در  همچنـــين، غلظـــت

كشت در فراواني تراريختـي دو رقـم كلـزا     هاي هم زمان
 يـك اي دانكن در سـطح   با استفاده از آزمون چند دامنه

ارايه شده  6ل انجام شد كه نتايج حاصل در جدو درصد
  .است

نتايج حاصل از آزمون مقايسه ميانگين اثرات متقابل 
دهـد   كشت نشان مـي  كشت در زمان هم طول دوره پيش

كشـت در   هاي متفـاوت پـيش   كه اثرات متقابل بين زمان
داري  اخــتلاف معنــي Hyola 308كشــت، در رقــم  هــم

كشـت   كشت و هـم  هاي پيش وجود ندارد، هر چند زمان
، ميــزان تراريختــي درصــد 9/18ميــانگين ســاعت بــا  48

هـا از خـود نشـان داده     بيشـتري را نسـبت بـه سـاير زمـان     
سـاعت   48زمـان   RGS003است، در حالي كه در رقـم  

 28كشــت، بــا فراوانــي  ســاعت هــم 72كشــت در  پــيش
هـا   داري را با ساير زمان تراريختي، اختلاف معني درصد

كمترين اثـر  همچنين در اين رقم، . دهد از خود نشان مي
سـاعت زمـان    48كشـت در   متقابل به زمـان صـفر پـيش   

  . تراريختي مربوط است درصد 6/6كشت با  هم
، بيشــترين 6اســاس نتــايج ارايــه شــده در جــدول  بــر

بــه اثــر متقابــل  Hyola 308درصــد تراريختــي در رقــم 
ــت  ــان     50غلظ ــا زم ــيرينگون ب ــولار استوس  48ميكروم

مربـوط بـوده،    رصـد د 15كشت با ميانگين فراواني  پيش
ــي   ــتلاف معنـ ــا اخـ ــت   امـ ــاير غلظـ ــا سـ ــاي  داري بـ هـ
كشـت از خـود نشـان     هـاي پـيش   استوسيرينگون و زمـان 

دهد، در حالي كه در همين شرايط، بيشترين درصد  نمي
ــم   ــي در رق ــانگين   RGS003تراريخت ــا مي ــد 31ب  درص

داري را بــا ســاير شــرايط از خــود نشــان  اخــتلاف معنــي
  . دهد مي

آزمون مقايسه ميانگين اثرات متقابل  نتايج حاصل از
ــت ــان    غلظ ــيرينگون در زم ــاوت استوس ــاي متف ــاي  ه ه

كشــت در هــر دو رقــم كلــزاي مــورد مطالعــه نشــان  هــم
داري بـين فراوانـي تراريختـي     دهد كه اختلاف معني مي

ــود دارد  ــدول (وجـ ــت ). 6جـ ــولار  100غلظـ ميكرومـ
كشـتي در رقـم    سـاعت هـم   48نگون در زمـان  ياستوسير

Hyola 308  نگون يو همين غلظت استوسير درصد 18با
 2/13با  RGS003كشتي در رقم  ساعت هم 72در زمان 
ــي   درصــد ــي را نشــان م ــزان تراريخت ــد بيشــترين مي . ده

كمترين ميزان تراريختي به غلظت صفر استوسـيرينگون  
 7بــا  RGS003كشــتي در رقــم  ســاعت هــم 48و زمــان 
داري را  يفراواني مربوط است كـه اخـتلاف معن ـ   درصد

  .دهد با ساير سطوح از خود نشان مي
گانـه طـول    نتايج مقايسه ميـانگين اثـرات متقابـل سـه    

هـاي   كشـت و غلظـت   كشت، طـول دوره هـم   دوره پيش
دهد كه بيشترين ميـزان   نگون نشان مييريمتفاوت استوس

در شـرايط  ) درصـد  Hyola 308 )33تراريختي در رقم 
ســاعت  48و  ميكرومــولار غلظــت استوســيرينگون 100

ــراي زمــان كشــت و در رقــم  كشــت و هــم هــاي پــيش ب
RGS003 )38 ــد ــت   50در ) درصـ ــولار غلظـ ميكرومـ

ســاعت و زمــان  48كشــت  استوســيرينگون، زمــان پــيش
هـر دو نسـبت بـه    . آيـد  ساعت به دست مي 72كشتي  هم

ــروه  ــا در گ ــاير تيماره ــرار    س ــه ق ــاري جداگان ــاي آم ه
ظـت صـفر   غل RGS003در رقـم  ). 7جـدول  (گيرند  مي

 48كشـت و زمـان    استوسيرينگون در زمـان صـفر پـيش   
تراريختـي، كمتـرين ميـزان     درصد 3كشت با  ساعت هم

از ). 7جدول (تراريختي را به خود اختصاص داده است 
شرايط به دست آمده اختصاصي مناسب بـراي هـر رقـم    

هـا بـا آگروبـاكتريوم     كلزا براي عمـل تراريختـي نمونـه   
  .استفاده شد
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هـاي متفـاوت استوسـيرينگون و اثـرات متقابـل آنهـا بـراي         كشت و غلظـت  كشت، مدت زمان هم مقايسه ميانگين اثر مدت زمان پيش -6ل جدو
تكـرار   3مقادير ارايه شـده بـر اسـاس ميـانگين     . دار بين آنها است حروف مشابه بيانگر عدم وجود اختلاف معني .فراواني تراريختي دو رقم كلزا

  .ستا

  مولاريته  راتمنبع تغيي
(µM) 

  زمان
  )ساعت(

Hyloa 308  
 )درصد تراريختي(

RGS003  
  )درصد تراريختي(

  كشت هم ×كشت پيش

  0×48 a 2/12  a 6/6  
  48×48 b 9/18  b 2/13  
  72×48 a 1/11  b 16  
  0×72 a 1/11  b 12  
  48×72 b 6/17  c 28  
  72×72  a 4/11  b 18  

  كشت پيش ×استوسيرينگون

0  
0  a 6/11  a 7  

48  b 15  b 15  
72  a 6/11  a 10  

50  
0  b 3/13  b 13  

48  b 15  d 31  
72  a 10  c 25  

100  
0  a 10  a 9  

48  c 25  c 23  
72  a 6/11  b 18  

  كشت هم ×استوسيرينگون

0  
48  b 2/12  a 7  
72  b 3/13  a 6/10  

50  
48  b 2/14  b 6/12  
72  a 62/9  c 2/25  

100  
48  c 18  a 8  
72  b 2/12  b 2/13  

  
ــا اســتفاده از آزمــون   ارزيــابي تراريختــي كلــزا ب

  PCRو الگوي  GUSسنجش بيوشيميايي 
هاي تراريخـت   پس از چندين مرتبه گزينش گياهچه

كشـت حـاوي كانامايسـين بـه منظـور تأييـد        روي محيط
 nptIIو ژن  GUS حـاوي ژن  (Cassette)انتقال كاست 

بـــه ترتيـــب بـــا  PCRبـــه گياهـــان تراريخـــت از روش 
. استفاده شـد  NPTIIF/NosRو  GUSF/Rآغازگرهاي 

عامل ايجاد مقاومت به كانامايسين در گياهـان   nptIIژن 
تراريخت شده، بـه صـورت يـك عامـل انتخـابي عمـل       

 521يـك قطعـه    PCRنتيجـه حاصـل از ايـن    . نمايـد  مي
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جفـت   1550و يـك قطعـه    GUSجفت بازي بـراي ژن  
ت كه برابر قطعات مـورد انتظـار   اس nptIIبازي براي ژن 

  ).1شكل (ست د كننده انتقال ژن به گياه كلزابوده، تأيي
در ايــن تحقيــق از  nptIIچــه حضــور و بيــان ژن اگر

كشـت حـاوي    هاي سبز روي محـيط  طريق رشد گياهچه
كانامايسين به اثبات رسيده است، با اين حال در گزينش 

ــان روي م ــيطگياهـ ــ حـ ــرار  كشـ ــان فـ ــابي امكـ ت انتخـ

براي ايـن منظـور   . هاي غيرتراريخت وجود دارد گياهچه
در  GUSهمچنـين، بيـان ژن   . از آزمون فوق استفاده شد

 GUSگياهان تراريخـت از طريـق سـنجش بيوشـيميايي     
 GUSنتيجه آزمـون سـنجش بيوشـيميايي    . اثبات گرديد

ــي      ــگ آب ــاهده رن ــورت مش ــه ص ــاه ب ــاه (در گي در گي
شـكل  (بـود  ) ددر گياه شـاه (و رنگ شفاف ) تراريخت

2.(
  

هـاي متفـاوت استوسـيرينگون بـراي فراوانـي       كشـت و غلظـت   كشت، مـدت زمـان هـم    مقايسه ميانگين اثرات متقابل مدت زمان پيش -7جدول 
  .تكرار است 3مقادير ارايه شده بر اساس ميانگين . ستدار بين آنها وجود اختلاف معني حروف مشابه بيانگر عدم .تراريختي دو رقم كلزا

  مولاريته  بع تغييراتمن
(µM) 

  كشت زمان هم
  )ساعت(

  كشت زمان پيش
  )ساعت(

Hyloa 308  
 )درصد تراريختي(

RGS003  
  )درصد تراريختي(

  ×استوسيرينگون
  ×كشت هم

  كشت پيش

0  

48  
0 a 13  a 3  

48 a 13  b 12  
72 a 10  b 8  

72  
0 a 10  b 12  

48 a 6/16  b 12  
72  a 7/13  b 12  

50  

48  
0 a 13  b 8  

48 a 10  c 20  
72  a 10  d 38  

72  
0 a3/13  b 12  

48 b 20  c 23  
72  a 11  b 8  

100  

48  
0 a 3/10  b 8  

48 c 33  b 8  
72  a 9/12  c 20  

72  
0 a 4/10  b 12  

48 a 16  b 8  
72  a 4/10  b 8  
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 PCRمحصـول   B) ؛دهنـد  ها محل اتصال آغازگرها را نشان مي فلش. GUSو  nptIIهاي  شكل شماتيك كاست حاوي ژن A) -1شكل 

 1550قطعـه  ( nptIIژن  PCRمحصـول   4و  3، )جفت بـاز  521قطعه ( GUSژن  PCRمحصول  2و  RGS003 ،1گياهان تراريخت رقم 
 Hyolaگياهـان تراريخـت رقـم     PCRمحصول : C؛ (ladder mix)نشانگر مولكولي  M:، )گياه غيرتراريخت(شاهد منفي  5، )جفت باز

گيـاه  (شاهد منفـي   5، )pBI121سازه  DNAاستفاده از (شاهد مثبت  4، )جفت باز 1550قطعه ( nptIIژن  PCRمحصول  3 و 2، 1، 308
  .(Kb ladder 1) نشانگر مولكولي: M، )غيرتراريخت

  

B A 
، ظهور رنـگ آبـي بيـان    X-Glucيخت در حضور سوبستراي ردر برگ گياه تراريخت و غير ترا GUSسنجش هيستوشيميايي  -2شكل 

 . است (B)يخت ردر مقايسه با گياهان غيرترا (A)در گياهان تراريخت  GUSژن 
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  بحث
دومين منبع تأمين كننده انرژي بـراي   گياهان روغني

به علـت توليـد بيشـترين     ،آيند جوامع بشري به شمار مي
در  .هستندوردار اي برخ از جايگاه ويژه ،روغن خوراكي

كلـزا بـه علـت دارا بـودن بيشـترين       ،ميان گياهان روغني
كمتـرين   ،درصد اسيدهاي چـرب خـوراكي غيـر اشـباع    

بـــالا بـــودن مـــواد مطلـــوب در  ،درصـــد مـــواد مضـــر
 ،و طيـور دام  تغذيـه در  و استفاده از آنهاي آن  بازمانده

اي پيدا كرده است العاده يت فوقاهم.  
هاي زيستي  ان مقاوم به تنشاز آنجا كه توليد گياه

ــر     و غير ــه نظ ــروري ب ــال ژن ض ــق انتق ــتي از طري زيس
در بـاززايي   كـه  متعـددي  سـازي عوامـل   رسد، بهينه مي

شـامل   ،گذارنـد  ثير مـي أت ـ in vitroكلزا تحت شرايط 
ــات م  ــاه، تركيب ــپ گي ــيطژنوتي ــ ح ــان ،تكش ــاي  زم ه

ــيش ــاب كشــتي كشــت و هــم پ ــذير مــي اجتن ــد ناپ  نماي
(Raldugina and Sobolkova, 1995; Malishenko 
et al., 2003; Halina et al., 2005; Cardoza and 

Stewart, 2006; Wang et al., 2006).  
گـري   براي مهندسي ژنتيك و انتقـال ژن بـا ميـانجي   

ــت يكــي از اصــلي   ــاكتريوم، كشــت باف ــرين و  آگروب ت
تـرين مراحـل اسـت، اصـولاً انتقـال ژن بـه گيـاه         طولاني

  .پذير نيست ت امكانبدون كشت باف
هــاي كوتيلــدوني  در كشــت بافــت كلــزا، ريزنمونــه

اغلـــب بـــدون گـــذر از مرحلـــه كـــالوس، ارگـــانوژنز  
ايــن . كننــد انجــام داده، توليــد شــاخه مــي) زايــي انــدام(

ــه ــود     ريزنمون ــرگ خ ــاي دمب ــده انته ــطح بري ــا در س ه
هاي مريستمي دارند كه از قدرت بـاززايي بـالايي    سلول

آلـي بـراي آگروبـاكتريوم     دف ايـده برخوردار بـوده، ه ـ 
مناسـبي   رزهـا بـه ط ـ   در صورتي كه اين ريزنمونه. هستند

به طوري كه جوانه انتهايي آنها حذف شده، (تهيه شوند 

هـاي جـوان بـا     هـا كـه داراي سـلول    ولي قاعده دمبـرگ 
امكان دسـتيابي  ) قدرت تقسيمي زياد هستند، باقي بمانند

در ايـن  . يابـد  مـي هاي تراريخـت شـده افـزايش     به شاخه
 .هاي كوتيلدوني استفاده گرديد تحقيق از ريزنمونه

اسـتفاده،  مـورد   BAPمختلـف  غلظـت   ششدر بين 
 Hyola 308بهترين غلظت براي باززايي در هر دو رقـم  

ــر  ميلــي 5/3، غلظــت RGS003و  ــه  BAPگــرم در ليت ب
زايـي   كالوس ميزان BAPبا بالا رفتن غلظت  .دست آمد

هـاي كوتيلـدوني افـزايش     نمونـه ريز در انتهاي دمبـرگ 
گرم در ليتـر مشـاهده    ميلي 6اين ميزان در غلظت . يافت
نيـــز بهتـــرين ) Stewart )2006و  Cardoza. شـــود مـــي

مورد استفاده براي باززايي در گياه كلزا را  BAPغلظت 
رسـد   به نظر مـي . اند گرم در ليتر گزارش كرده ميلي 5/4

هـاي   ژنوتيـپ  دليـل  توانـد بـه   كه اين تفاوت غلظت مـي 
  .مختلف مورد مطالعه باشد

سـازي شـرايط انتقـال     بهينه به منظور در حال حاضر،
نمايند كه از  هاي گزارشگر متنوعي استفاده مي ژن از ژن

بيشترين كـاربرد   (GUS) ميان آنها ژن بتا گلوكورونيداز
در اين تحقيق بـه منظـور    .(Reda et al., 2006) را دارد
   .استفاده شد GUSال ژن از ژن گزارشگر سازي انتق بهينه

زمـان   عوامـل ، به واسـطه آگروبـاكتريوم   در انتقال ژن
بسيار  و غلظت استوسيرينگون كشت هم ، زمانكشت پيش

 همان. (Cardoza and Stewart, 2003)است ثير گذار أت
، بهتـرين  دهـد  دسـت آمـده نشـان مـي    ه بطوري كه نتايج 
زمــان  :اســت از عبــارت Hyola 308رقــم  شــرايط بــراي

 100، همراه بـا غلظـت   ساعت 48 كشت و هم كشت پيش
 تراريختـــــيميـــــزان . ميكرومـــــولار استوســـــيرينگون

هاي كوتيلدوني تحت اين شرايط بسيار بيشـتر از   ريزنمونه
از طرفي براي  .بوده است درصد 33ساير شرايط و حدود 
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 38بيشــترين ميــزان تراريختــي بــا حــدود  RGS003رقــم 
ســاعت  48كشــت،  ســاعت پــيش 72ط در شــراي درصــد
ــم ميكرومــولار استوســيرينگون   50كشــت و غلظــت   ه

هاي  زمان، )Stewart )2006و  Cardoza. مشاهده گرديد
 72بـه ترتيـب   گيـاه كلـزا را   كشت براي  همكشت و  پيش

سـازي   بـا بهينـه  آنها .اند گزارش كرده ساعت 48ساعت و 
ز حـد  كشت، ميزان تراريختي ا كشت و هم هاي پيش زمان
و  Zhangهمچنـين   .اندندرس ـ درصـد  25به  درصد 4پايه 

 Westar، ميزان تراريختي را براي ارقام )2005(همكاران 
، درصـد  PK7 a 6/67 ،درصد Oscar 1/68 ،درصد 1/33

R125 7/7 ــد ــد Rainbow 9/11 و درص ــزارش  درص گ
هاي مختلـف،   با توجه به اين كه انتقال ژن در رقم .كردند

تـوان ايـن اخـتلاف     مياست، ه به ژنوتيپ متفاوت و وابست
  .را توجيه نمود
بــه عنــوان يــك ناقــل  A. tumefaciens اســتفاده از

طبيعــــي در تراريختــــي گياهــــان روشــــي مرســــوم و 
كارآمداسـت كــه در مـورد بســياري از گياهـان كــاربرد    

به گيـاه كلـزا   ژن در اين تحقيق نيز به منظور انتقال . دارد
يـك ناقـل    pBI121پلاسـميد  . از اين ناقل اسـتفاده شـد  

ــگر   ــد ژن گزارشــ ــه، واجــ ــا ( GUSدوگانــ ــايــ -بتــ
ــداز ــوي ) گلوكوروني ــوتر ق ــل از  CaMV35Sو پروم قب

MCS ــت ــين. اســ ــل  داراي pBI121 ،همچنــ دو محــ
. اسـت  A. tumefaciens و E. coliهمانندسـازي بـراي   

تواند به عنوان يك شـاتل وكتـور نيـز عمـل      مي ،بنابراين
  .(Chen et al., 2003)نمايد 

سازي انجـام شـده در ايـن     در نهايت با توجه به بهينه
تحقيق، در مـورد شـرايط بـاززايي و تراريختـي دو رقـم      

Hyola 308  وRGS003توان از اين شـرايط بـراي    ، مي
  .هاي مورد نظر به اين دو رقم استفاده نمود انتقال ژن

  
  تشكر و قدرداني

بدين وسـيله از پژوهشـگاه ملـي مهندسـي ژنتيـك و      
فناوري به علت تأمين بودجه پژوهشي اين تحقيق  زيست

  . آيد تشكر و قدرداني به عمل مي
  

  منابع
Bhalla, P. L. and Singh, M. B. (2008) 

Agrobacterium-mediated transformation of 
Brassica napus and Brassica oleracea. 
Nature Protocols 3(2): 181-189. 

Cardoza, V. and Stewart, C. N. (2003) 
Increased Agrobacterium- mediated 
transformation and rooting efficiencies in 
canola (Brassica napus L.) from hypocotyl 
segment explants. Plant Cell Reports 21: 
599-604.  

Cardoza, V. and Stewart, C. N. (2006) Canola 
(Brassica napus). In: Methods on Molecular 
Biology (ed. Wang, K.) 343: 257-266. 
Humana Press, Totowa, USA. 

Cervera, M. (2004) Histochemical and 
fluorometric assays for uidA (GUS) gene 
detection. In: Transgenic plants: methods 

and protocols (ed. PENA, L) 203-213. 
Humana Press, Totowa, USA. 

Chen, D., Kawarasaki, Y., Nakano, H. and 
Yamane, T. (2003) Cloning and in vitro and 
in vivo expression of plant glutathione S-
transferase zeta class nb genes. Journal of 
Bioscience and Bioengineering 95: 594-
600. 

Dennis, T. T. (2003) Thidiazuron induced 
multiple shoot induction and plant 
regeneration from cotyledonary explants of 
mulberry. Biologia Plantarum 46: 529-533. 

Doyle, J. J. and Doyle, J. L. (1990) Isolation of 
plant DNA from fresh tissue. Focus 12: 13-
15. 

Halina, H., Marzena, P. and Grzegorz G. 
(2005) Morphological and histological 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

  1391بهار م، يازدهشماره ، مچهارسال ،شناسي گياهي زيست 60
 

 

aspects of 2, 4-D effects on rape explants 
(Brassica napus L. cv. Kana) cultured in 
vitro. Acta Biologica Cracoviensia Series 
Botanica 47(1): 219-226. 

Hao, Y., Charles, T. C. and Glick, B. R. (2010) 
ACC deaminase increases the 
Agrobacterium tumefaciens- mediated 
transformation frequency of commercial 
canola cultivars. FEMS Microbiology Letter 
307(2): 185-190. 

Kern, H. R. and Meyer, M. M. (1986) Tissue 
culture propagation of Acer×Freemanii 
using thidiazuron to stimulate shoot tip 
proliferation. Hort Science 21: 1209-1210. 

Malishenko, S. I., Tulkina, L. G., zvereva, S. D. 
and Raldugina G. N. (2003) Development of 
transgenic plants of Brassica campestris, 
expressing gfp gene. Russian Journal of 
Plant Physiology 50(2): 309-315. 

Moloney, M. M., Walker, J. M. and Sharma, K. 
K. (1989) High efficiency transformation of 
Brassica napus using Agrobacterium 
vectors. Plant Cell Reports 8: 238-242. 

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. 

Raldugina, G. N. and Sobol'kova, G. I. (1995) 
Factors affecting organogenesis in 
cotyledon rape explants. Fiziologiya 
Rastenii (Moscow) 42: 916-923.  

Reda, E. A., Moghaieb, M. A., El-Awady, R. 
G., El-Mergawy, S. S.Y. and El-Sharkawy, 
A. M. (2006) A reproducible protocol for 
regeneration and transformation in canola 
(Brassica napus). African Journal of 
Biotechnology 5(2): 143-148. 

Sambrook, J. and Russell, D. W. (2001) 
Molecular cloning: a laboratory manual. 
Cold Spring Harbor Press, NewYork. 

Singh, R., Srivastava, K., Jaiswal, H. K., Amla, 
D. V. and Singh, B. D. (2002) High 
frequency multiple shoot regeneration from 
decapitated embryo axes of chickpea and 
establishment of plantlets in the open 
environment. Biologia Plantarum 45: 503-
508. 

Takasaki, T., Hatakeyama, K., Ojima, K., 
Watanabe, M., Toriyama, K. and Hinata, K. 
(1997) Factors influencing Agrobacterium-
mediated transformation of Brassica rapa 
L. Breeding Science 47: 127-134. 

Wang, J. X., Zhao, F. Y. and Xu, P. (2006) 
Use of aroA-M1 as a selectable marker for 
Brassica napus transformation. Crop 
Science 46: 706-711.  

Wang, L. J., Ni, D. A., Wang, G. Y., Xia, Z. A. 
and Xu, Z. K. (1999) Preliminary studies on 
tissue culture and Agrobacterium- mediated 
transformation of Brassica campestris ssp. 
Chinensis. Shi Yan Sheng Wu Xue Bao 32: 
93-99. 

Zhang, Y., Singh, M. B., Swoboda, I. and 
Bhalla, P. L (2005) Agrobacterium-mediated 
transformation and generation of male sterile 
lines of Australian canola. Australian Journal 
of Agricultural Research 56: 535-36. 

 
 
 
 
 
 
 

 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 
 
 

Journal of Plant Biology, 4th Year, No. 11, Spring 2012  5 
  

 
 
 
 
 
 

Optimization of regeneration and transformation of canola 
Hyola 308 and RGS003 lines 

 
Reza Goleyjani Moghaddaam, Mostafa Motallebi *, Mohammad Reza Zamani 1 

and Habib Rezanejad 

 
Department of Plant Biotechnology, National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology, Tehran, Iran 

 
 

Abstract 
The objective of the study was to develop an efficient method for shoot regeneration and 
Agrobacterium-mediated gene transformation into Brasica napus cultivars, Hyola308 and 
RGS003. Different concentrations of benzylaminopurine (BAP) (3.5, 4, 4.5, 5, 5.5 and 6 
mg/L) were evaluated for shoot regeneration of petiol cotyledonary explants. Also, the effect 
of preconditioning and co-cultivation periods and acetosyringone concentrations were studied 
on the Gus reporter gene transformation. The experimental design was factorial based on 
completely randomized design with 3-5 replications. Maximum shoot regeneration was 
obtained using 3.5 mg/L BAP with 112% for Hyola308 and 120% for RGS003 cultivars. The 
transformed plants were screened on kanamycin containing medium and the presence and the 
expression of the reporter gene were confirmed by PCR and Gus assay, respectively. The 
highest effect on transformation efficiency was observed through 48 h preconditioning and 
co-cultivation period and 100 µM acetosyringone for Hyola308 (33%), and 38 h 
preconditioning period, 72 h co-cultivation period and 50 µM acetosyringone for RGS003 
(38%). 
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