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 چکیده

دلیل خواصی چون   هستند که به ی، ترکیبات حلقوی کلردار(PCBs)شده  کلرینه های پلی فنیل بی

در صنایع گوناگون  1391تا  1331های  مقاومت به حرارت و پایداری، در سطح گسترده در دهه

بر سلامت  زیانبار تأثیراتپایداری و مقاوت به تجزیه شدن همراه با   . همین ویژگیاند کاربرد داشته

ها و  میلادی متوقف شود. در حال حاضر، آلودگی آب 1391 ۀانسان، سبب شد که تولید آنها از ده

های  آید. یکی از راه شمار می هم محیط زیست به، یکی از مشکلات مPCBsهای سراسر جهان به  خاک

( که دارای BPDOاکسیژناز ) فنیل دی ی باکتریایی بیها ژنانتقال و بیان  PCBsکاهش آلودگی به 

افتن روشی برای انتقال همزمان ی ،. هدف پژوهش حاضراستهستند به گیاهان  PCBs ۀتوانایی تجزی

به گیاه آرابیدپسیس بود.  هستند BPDOآنزیم  ۀمزدهند، که اجزای رbph Gو  bph A، bph Eهای  ژن

 بودند به کلون شده pGreenکه در ناقل  bph Gو  bph A، bph Eژن  3آمده،  دست هبراساس نتایج ب

و در انتها به گیاه آرابیدپسیس انتقال  C58C1 و  LBA4404های  و اگروباکتریوم E.coliهای  باکتری

رفته  کار هب C58C1 و  LBA4404اگروباکتریوم  ۀال ژن به گیاه، بین دو سویلحاظ کارایی انتق ند. ازتیاف

با  (درصد 98/1گیاهان تراریخته ) در این پژوهش اختلاف وجود داشت. بیشترین تعداد

سبز  کاملاًهای آرابیدوپسیس با انتخاب گیاهان  دست آمد. تراریخت بودن گیاهچه هب  LBA4404ۀسوی

یید شد. گیاهان تراریخت أت  PCRدر لیتر کانامایسین و همچنین آزمون  گرم میلی 81در محیط دارای 

 به رشد خود ادامه دادند. یافتند وبا موفقیت به خاک انتقال 

 

 .pGreenناقل ، کلرینه، گیاه آرابیدوپسیس های پلی فنیل بی های کلیدی: واژه

 

 مقدمه

گیری از گیاهان برای  وری بهرهاپالایی فن گیاه

های زیرزمینی است. زدایی از خاک و آب آلودگی

از ترکیبات معطر  (PCBs)شده  کلرینه پلیهای  فنیل بی

 هستند C12H(1o-n)CLnبا فرمول شیمیایی عمومی  دار کلر

پذیری،  به حرارت و عدم اشتعال زیاددلیل مقاومت  هکه ب

 صورت گسترده در صنعت هب 1399تا  1313های  از سال

. با توجه به (Van Aken et al., 2010کاربرد داشتند )

های چربی این ترکیبات و تجمع آنها در بافت بودن سمی

مانند  انسان، آنها بر ءسو آثاردلیل  موجودات زنده و به

و  نوزادانهای ژنتیکی در بروز سرطان، ناهنجاری

از  PCBs ۀتومورهای کبدی و تیروئیدی، حذف و تجزی

 ۀثر برای تجزیؤم هایکی از آنزیمیمحیط ضروری است. 

PCBsاکسیژنازدی فنیل بی یایی، آنزیم باکتر (BPDO )

. این آنزیم دارای سه جزء اکسیژناز با دو زیرواحد است

bph A  وbph Eفرودوکسین ، یک bphF  و یک
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این  ةی رمزدهندها ژناست.  bphGفرودوکسین ردوکتاز 

شامل  Burkholderia xenovoransآنزیم در باکتری 

bph A، bph E، bph F  وbph G هستند (Mohammadi 

et al., 2007). 

اگروباکتریوم، یکی از  ۀواسط سیستم انتقال ژن به

های انتقال ژن در گیاهان شناخته شده  کارامدترین روش

 گیاه به ژن انتقال های دوگانه که براییکی از ناقل است.

 است pGreenرود، ناقل  می کار هب آگروباکتریوم ۀواسط به

هایی نظیر کاهش سایز پلاسمید و داشتن  که با ویژگی

عنوان حامل مناسب  چندین مکان کلون کردن ژن به

برای همانندسازی در  pGreenانتخاب شده است. 

از لوکوس  RepAعملکرد ژن نیاز به  اگروباکتریوم،

که این لوکوس در پلاسمید  دارد pSaهمانندسازی 

. (Hellens et al., 2000) مستقر شده است pSoupکمکی 

توان از  انتقال این دو پلاسمید به اگروباکتریوم، می برای

ها با  درپی ناقل دو روش انتقال همزمان و انتقال پی

های الکتروپوریشن یا ذوب و انجماد  استفاده از روش

. انتقال همزمان (Hellens et al., 2000) استفاده کرد

ریوم با روش به اگروباکت pSoup و pGreenپلاسمیدهای 

دارد، ولی در صورت  زیادییی االکتروپوریشن کار

نداشتن دستگاه و مواد لازم برای الکتروپوریشن، باید از 

 .کردذوب و انجماد استفاده  ۀهزین روش ساده و کم

های انتقال ژن به گیاهان شامل  بیشتر آزمایش

و انتقال همزمان چندین  ستانتقال و بیان یک ژن تنها

 همچنانان برای یک مسیر بیوشیمیایی ژن به گیاه

راهکارهای گوناگونی برای  .آید شمار می به دشوار یکار

های گیاهی وجود  انتقال چند ژن خارجی به داخل سلول

ها، ایجاد یک ساختمان کی از این روشیدارند. 

ن یکه در آن ترتیب رمزدهنده چنداست نی یپروتئ پلی

برداری  واحد نسخهو یک  ین به یکدیگر ملحق شدهئپروت

پی یا  در توان از انتقال پی اند. همچنین می وجود آورده هب

های مختلف استفاده کرد  همزمان چندین ناقل حامل ژن

(Dafny-Yelin et al., 2007). های دیگر برای  از روش

 ۀ، تلاقی گیاهان تراریختدر یک گیاه بیان چندین ژن

در یک   نا کلون کردن چندین ژیهای مختلف  حاوی ژن

 Dafny-Yelin) ستها سر هم کردن کاست ۀوسیل هبناقل 

et al., 2007). 

اکسیژنز به گیاهان دی فنیل بیهای  انتقال ژن برای

با انتقال  یصورت گرفته است. در پژوهش یهای پژوهش

صورت مجزا به  هب bphGو  bphA+bphE ،bphFهای  ژن

 ۀاریختاز گیاهان تر یهای متفاوت گیاهان توتون، لاین

با  آنان. (Mohammadi et al., 2007) توتون ایجاد کردند

 در یک bphA+bphE+bphGی ها ژنانتقال همزمان 

ای از های تراریخته در ناقل دیگر، لاین bphFناقل و ژن 

 گیاهان توتون را تولید کردند. در دو پژوهش جداگانه،

افت و تراریخته بودن یبه گیاهان توتون انتقال  bphCژن 

و  PCR  (Francova et al., 2003) گیاهان نیز با آزمون

یید شد. تا أت( Novacova et al., 2010)بلات  وسترن

های  انتقال همزمان ژن ۀکنون، گزارشی در زمین

های  اگروباکتریوم ۀواسط هاکسیژناز باکتریایی ب دی

LBA4404 و C58C1  به گیاه مدل آرابیدوپسیس منتشر

هش، امکان انتقال همزمان نشده است. در این پژو

به گیاهان  اکسیژناز باکتریایی دی فنیل بی یها ژن

 .شدن بررسی یآذ وری گل روش غوطه آرابیدوپسیس به

 

 هامواد و روش
 کشت و شرایط رشد گیاه آرابیدوپسیس

باغبانی دانشگاه علوم  این پژوهش در آزمایشگاه

ژنتیک و  ةکشاورزی و منابع طبیعی ساری و پژوهشکد

انجام  1931-31های فناوری طبرستان در سال زیست

های انتقال ژن از گیاهان آزمایش اجرای. برای گرفت

رقم کلمبیا ( Arabidopsis thaliana)آرابیدوپسیس 

آرابیدوپسیس از طریق کشت  یها. گیاهچهشداستفاده 

ساعت  9ساعت روشنایی و  14بذر در شرایط نوری 

 درصد 41گراد و رطوبت  سانتی ۀدرج 11تاریکی، دمای 

 دست آمدند. هب

 

 نوترکیب پلاسمید ۀتهی

ۀ سوی B. xenovoransاز باکتری  زاکسیژن ی دیها ژن

LB400 دکتر  راJean-François Laliberté ۀسسؤاز م 

ار این یاستان کبک کانادا در اخت های  ملی پژوهش

 bphG و bphA ، bphEی ها ژن. دادندپژوهش قرار 

ژل خالص از  یرهای پلیمراز تکثیر وجزنواکنش  ۀوسیل هب

 ةکنند بین تقویت ها ژنهر کدام از این  سپس .شدند

35S ۀو پایانPolyA   کاست درویروس موزائیک کلم  

2-35S شکل کلون شدند(1-A).  ةشد خالصابتدا، کاست 
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35S-bphE در محل Stu I پلاسمید pGreen0029  کلون

-35Sشده لصخابعدی کاست  مرحلۀدر . (B-1)شکل شد

bphA   در محلKpnI پلاسمید، pGreen0029-bphE 

در  35S-bphG ةشد خالص، کاست در نهایت کلون شد.

کلون  pGreen0029-bphE+bphA پلاسمید I Notمحل 

 -pGreen0029 و پلاسمید (B-1)شکل شد 

bphE+bphA+bphG (pG-AEG)  مورد استفاده در این

 یهای کلوندرست (.A -1)شکل  کردرا تولید  پژوهش

و با محدودکننده  ۀنقش ۀوسیل هدقت ب ه، بگرفته انجام

 ، Xba I یها استفاده از الگوی هضم آنزیمی توسط آنزیم

Bgl II  و Hind III شکل  بررسی شد(1- B  وC) . در

ژن  pGreen0029ناقل  T-DNA ۀدر ناحی ،ضمن

 بر  بر و پایان ( بین پیشKanگر کانامایسین )گزینش

Nos  شکل  دارد قرار(1-B). 

 

 

 

 

 pGreenناقل  (B ؛35S-2ساختمان کاست  (A -1شکل 
 

 

 

 

 
 

 آنزیمی آن هضمو نتیجۀ  کاررفته در این آزمایش به پلاسمید نوترکیب. 1شکل 
:A  ساختار شماتیکT-DNA های پلاسمید حاوی ژن A bph، E  bph و G bph که در آن مرز چپ ، (LB،) مرز راست (RB به علاوه جایگاه ،)

)با یک محل برش( که اندازة قطعۀ   Xba Iنتیجۀ هضم آنزیمی همین پلاسمید با آنزیم  B: اند.مشخص شدهNot I  و I  Kpn I، Xbaهای برشی آنزیم

bp 3346  تولید کرد و آنزیمرا  مورد انتظار Bgl II   با دو محل برش( که اندازة قطعات( bp 1631  را تولید کرد، پلاسمید  ارمورد انتظ 1616و

دهد که با چهار محل برش، نشان می  Hind III نتیجۀ هضم آنزیمی، این پلاسمید را با استفاده از آنزیم C:مشخص شده است.،  NDنشده با  هضم

 ست.مشخص شده ا NDنشده با  پلاسمید هضم، مورد انتظار را تولید کرد 1911و  1341، 1114، 641های  قطعاتی با اندازه
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 شده به اگروباکتریوم  های پلاسمیدی خالص انتقال سازه

باکتری  C58C1و  LBA4404های  از سویه

Agrobacterium tumefacience  برای انتقال ژن به گیاه

های مستعد از  سلول ۀ. پس از تهیشداستفاده 

 19اگروباکتریوم با استفاده از کلرید کلسیم با غلظت 

ر، انتقال پلاسمیدها با استفاده از تکنیک در لیت گرم میلی

انتقال  ذوب و انجماد با دو روش انتقال همزمان و

 pGreen درپی صورت گرفت. در روش انتقال همزمان پی

  bphGو bphA، bphE های  حامل ژن

(pGreen/bphAEGبه )  همراه پلاسمید pSoup  به

و بر روی  شدهای مستعد اگروباکتریوم اضافه  سلول

در لیتر کانامایسین،  گرم میلی 19ط انتخابی حاوی محی

در لیتر  گرم میلی 1در لیتر ریفامپیسین و  گرم میلی 19

درپی  تتراسایکلین کشت شدند. در روش انتقال پی

های ، به سلولpSoup میکرولیتر پلاسمید 1ها، ابتدا  ناقل

و درستی تراریخته بودن  شد مستعد اگروباکتریوم اضافه

 1نوترکیب که بر روی محیط انتخابی حاوی  هایکلونی

در لیتر  گرم میلی 19در لیتر تتراسایکلین و  گرم میلی

یید أت PCRریفامپیسین رشد کرده بودند با آزمون کلونی 

های  به سلول pGreen/bphAEGشد. سپس، پلاسمید 

دوباره و  شداضافه pSoup  مستعد حامل پلاسمید

نوترکیب که بر روی  های درستی تراریخته بودن کلونی

به  PCRمحیط انتخابی رشد کرده بودند با آزمون کلونی 

 تأیید رسید.

 

سازی گیاهان آرابیدوپسیس به روش  تراریخته

  floral-dip))ین ذآ ورسازی گل غوطه

های  برای تلقیح گیاه آرابیدوپسیس از اگروباکتریوم

های  استفاده شد. سویه C58C1و   LBA4404های  سویه

اکتریوم حامل پلاسمید مورد نظر ابتدا در حجم اگروب

رشد داده شدند. زمانی که  LBیک لیتر محیط کشت 

 1تا  9/9نانومتر به  499تراکم باکتری در طول موج

 1999ها با سرعت ساعت(، باکتری 16-69رسید )بعد از 

ها دور در دقیقه سانتریفیوژ شدند. سپس رسوب باکتری

های محیط کشت  نمک 1/1در محیط تلقیح )حاوی 

MS، x1  ویتامینB5 درصد 99/9و  درصد 1، ساکارز 

مدت  ها بهنیآذ گل یحل شدند. تمام( 11-سیلوت ال

در داخل سوسپانسیون نگه داشته  دقیقه 1ثانیه تا  99

و بعد از این مدت گیاهان از سوسپانسیون باکتری شده 

پوشانده  یپوشش پلاستیک باحفظ رطوبت  برایخارج و 

 د.شدن

 

 سازی انتقال ژن به آرابیدوپسیس  بهینه

های مختلف  شرایط انتقال ژن، سویه سازی بهینه برای

های متفاوت کانامایسین و تیمارهای اگروباکتریوم، غلظت

 ،ومیاگروباکتر یهاهیسواز  .شدندتاریکی و نور بررسی 

 یساز ختهیترار برای C58C1 و LBA4404 یهاهیسو

. شدند یابیارز نیآذگل یور وطهغ روش به سیدوپسیآراب

 تعداد ح،یتلق طیمح با شده آغشتهی بذرها کشت از پس

 طیمح در هیسو هر به مربوط ۀیافت رشد سبزی ها اهچهیگ

MS درصد زین انتها در. شد شمارش نیسیکانامای حاو 

 محاسبه هیسو هر به مربوط ختیترار اهانیگی فراوان

 .شد

 
 رهای تاریکی و نور تیما

شده در محیط انتخابی  تیمار تاریکی، بذرهای کشتبرای 

گراد  سانتی ۀدرج 6روز در تاریکی و دمای  سهمدت  به

ساعت  14نگهداری شدند و سپس به اتاقک رشد با شرایط 

افتند. در تیمار یساعت تاریکی انتقال  9روشنایی و 

شده در محیط انتخابی از ابتدا به  روشنایی، بذرهای کشت

ساعت  9ساعت روشنایی و  14شرایط  اتاقک رشد در

 تاریکی منتقل شدند.

 
  نیسیکاناما مختلفی هاغلظت

 در گرم میلی 199 و 11 ،19 ،11 مختلف یهاغلظت

 ةبالقو یهااهچهیگ انتخاب یبرا نیسیکاناما تریل

 بری شیآزمای بذرها رشد از پس. شدند یابیارز ختیترار

 ن،یسیماکانا متفاوتی هاغلظتی حاو MS طیمحی رو

 سطوح از یک هر با شده اعمالی انتخاب فشار زانیم

 .شدی بررس نیسیکاناما

 

 تراریخت ۀانتخاب و انتقال گیاهان بالقو 

برای انتخاب گیاهان تراریخت، بذرهای گیاهان 

اگروباکتریوم در محیط کشت  ۀشده با دو سوی تلقیح

گرم در لیتر آگار و  MS ،9های  نمک 1/1انتخابی حاوی 

در لیتر کانامایسین کشت شدند. پس از  گرم میلی 19
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 کاملاًهای سبز  اعمال تیمارهای تاریکی و نور، گیاهچه

طور جداگانه  اگروباکتریوم به ۀرشدیافته برای هر سوی

و آنالیز بعدی به خاک منتقل  DNAاستخراج  برای

شدند. اثبات تراریخت بودن گیاهانی که در محیط کشت 

ین مقاومت نشان داده بودند به کمک انتخابی به کانامایس

 صورت گرفت. PCRآزمون 
 

  طراحی آغازگرهای اختصاصی

براساس  bphAطراحی توالی آغازگرهای رفت و برگشت 

 B. xenovoransاز باکتری  bphAتوالی نوکلئوتیدی ژن 

. این دو گرفتانجام  oligoافزار  نرم ۀوسیل هب LB 699سویۀ 

انتهایی ژن انتخاب شدند تا پس  ابتدایی و ۀآغازگر از منطق

است  ذکر دست آید. شایان هصورت کامل ب هاز تکثیر، ژن ب

 bphAانتظار برای ژن  مورد PCRکه طول محصول واکنش 

است. طراحی توالی آغازگرهای رفت و  bp 1999 دحدو

. گرفتانجام  oligoافزار  نرم ۀلیوس هنیز ب pSoupبرگشت 

 pSoup ۀتظار برای قطعمورد ان PCR طول محصول واکنش

توسط شرکت ژن  هاآغازگر تمامی. است bp 1919حدود 

 . (1ند )جدول آوران سنتز شد فن

 
 . آغازگرهای مورد استفاده1جدول 

 نام آغازگر توالی

5 - ATG AGT TCA GCA ATG AAA - 3
 

bphA – forward 

5 - GGG CTC GGA CAT CAT GCG - 3 bphA – reverse 

3- GACCGATGCCCTTGAGA-5 pSoup -  forward 

5- TGCCCTTATTCCTGATTTGAC - 3
 

pSoup – reverse 

 

 PCRشرایط 

تکثیر  منظور بهمیکرولیتر  19در حجم  PCRواکنش 

 PCR ) بافر میکرولیتر از 1به کمک  bphAژنی  ۀقطع

میکرولیتر  9/9الگو،  DNAنانوگرم  163سیناژن(،  10

MgCl2  ،)رولیتر آغازگرهای رفت و میک 9/9)سیناژن

 1/9)سیناژن( و  dNTPsمیکرولیتر  1/9برگشت، 

 ۀتکثیر قطع . برایگرفت)سیناژن( انجام  Taq میکرولیتر 

 ۀدرج 31سازی اولیه در دمای  ابتدا واسرشته bphAژنی 

. سپس، گرفتدقیقه انجام  1مدت  گراد به سانتی

ترتیب در دماهای  سازی، اتصال و طویل شدن به واسرشته

ترتیب  گراد و هر کدام به سانتی ۀدرج 11و  11، 36

سیکل انجام شد.  91در  1:99 ،1:99ثانیه،  99مدت  به

 دقیقه در دمای 11مدت  در نهایت طویل شدن نهایی به

 .گراد صورت گرفت سانتی ۀدرج 11
 

 نتایج و بحث

قل پی دو نا در آمده نشان دادند که انتقال پی دست هنتایج ب

pSoup  وpGreenAEG های مستعد اگروباکتریوم  به سلول

های نوترکیب بر روی محیط آمیز بود و کلونیموفقیت

تراریخته بودن و  PCRانتخابی مشاهده شدند، که با آزمون 

ها در اگروباکتریوم اثبات شد. بعد از انتقال  وجود پلاسمید

های مستعد اگروباکتریوم،  به سلول pSoupپلاسمید 

حاوی  LBهای نوترکیب در سطح محیط کشت  لونیک

 آزمونو سپس با شد های مورد نظر، مشاهده  بیوتیکآنتی

PCR  و با استفاده از آغازگرهای ژنpSoup ، وجود باند

 pSoupژنی  ۀحضور قطع ةییدکنندأت که جفت بازی 1919

. در (9شکل) ، تأیید شدهای نوترکیب بوده است در کلونی

های اگروباکتریوم به سلول pGreen/bphAEGادامه ناقل 

های رشدیافته با  و کلونیشد منتقل   pSoupمستعد حامل

بررسی  bphA ژن و آغازگرهای اختصاصی  PCRآزمون 

 bphA وجود قطعه ژنی، bp1999شدند که با حضور باند 

 (.6شکل ) یید شدأت

 

 
 1 های ه. شمارkb19: مارکر وزنی pSoup .Mتوسط آغازگرهای  pSoupشده با ناقل  های ترانسفورم کلونی PCR ۀ واکنشنتیج .9 شکل

 : کنترل منفی3. شمارة pSoup))پلاسمید  : کنترل مثبت9 ة. شمارpSoupشده با ناقل  های ترانسفورم کلونی 1تا 
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با آغازگرهای  pGreen AEGترکیب شده با ناقل نو ترانسفورم pSoupحامل  LBA4404های کلونی PCRآزمون  ۀنتیج .6 شکل

: 3 ة. شمارpGreenAEGشده با  های ترانسفورمکلونی9،1،4،1،6،1: کنترل مثبت. 1ة . شمار10kbمارکروزنی  :bphA .M اختصاصی ژن

 نبود.  pGreenAEGدهد که واجد پلاسمید تراریخت را نشان می  : کلون9 ةکنترل منفی. شمار

 

( pSoupبدون پلاسمید کمکی خود ) pGreenپلاسمید 

های مختلف اگروباکتریوم  قادر به همانندسازی در سویه

برای همانندسازی نیاز به  pGreenآنجا که  . ازنیست

ابتدا ، دارد pSaاز لوکوس همانندسازی  RepA عملکرد ژن

نظر مستقر شود و  اگروباکتریوم مورد ۀدر سوی pSoupباید 

های زیادی از لوکوس همانندسازی  ، کپیpSoupبا تکثیر 

pSa  تولید شود تا در نهایت ژنRepA  اجرایقادر به 

توان  درپی وکتور می عملکرد خود باشد. بنابراین با انتقال پی

در ترانسفورماسیون انتظار داشت، بدین  بیشتریکارایی 

تکثیر لوکوس  برایصورت که پلاسمید کمکی زمان کافی 

 همانندسازی خواهد داشت و متعاقباً توانایی تکثیر پلاسمید

 Hellens et) توسط پلاسمید کمکی افزایش خواهد یافت

al., 2000). 

 

 بر تراریختی های اگروباکتریوم سویه تأثیر

های نتایج انتقال ژن به آرابیدوپسیس با استفاده از سویه 

LBA4404  وC58C1 آذین نشان  وری گل روش غوطه به

کاررفته در این  هداد که بین دو سویۀ اگروباکتریوم ب

و تولید گیاهان  سازی گیاه آلودهش، از نظر میزان نفوذ، پژوه

تراریخت تفاوت وجود دارد. همچنان که در جدول مشاهده 

آمده از  دست هنسبت گیاهان تراریخت ب ،شود می

نسبت به  LBA4404آرابیدوپسیس تیمارشده توسط سویۀ 

آمده از آرابیدوپسیس تیمارشده  دست هگیاهان تراریخت ب

و بیشترین تعداد  بودبرابر  4/1حدود  C58C1توسط سویۀ 

 LBA4404 درصد با سویۀ 91/9گیاهان تراریخته به میزان 

 .(1 جدول)دست آمد  هب

های در پژوهش بر روی میزان کارایی سویه

ند انتقال ژن مشخص شد که بین یااگروباکتریوم در فر

های اگروباکتریوم از نظر نفوذ، قدرت انتقال ژن و  سویه

 Bechtold et) تفاوت وجود دارد ،نتایج تراریختهتولید 

al., 1993.)  ،سویۀدر پژوهشی دیگر  GV3101 به دلیل

سازی گیاهان  برای تراریخته ،تهاجمی شدیدفعالیت 

 ,.Bechtold et al) شود آرابیدوپسیس پیشنهاد می

برای  LBA4404 سویۀ. گزارش شده است که (1993

وری مناسب  روش غوطه سازی آرابیدوپسیس با تراریخته

بیشتر  نیست و بهتر است از نژادهایی با قدرت تهاجمی

. همچنین گزارش (Weigel et al., 2002) استفاده شود

 GV3101 ،LBA4404 هایشود که در بین سویه می

 سویۀو  بیشترین GV3850 سویۀ،  GV3850و

LBA4404  تولید گیاهان تراریخته را  مقدارکمترین

 ژن انتقالی بررس در. (et al., 2010 Dehestani) نددار

 شود یم مشاهده نیآذ گلی ورساز غوطه روش به کلزا به

 ژن انتقال زانیم لحاظ از ومیاگروباکتری نژادها نیب که

. در عین (Young-Seok et al., 2003) دارد وجود تفاوت

حال برخی از پژوهشگران، از لحاظ کارایی 

های اگروباکتریوم پیدا  ویهاختلافی بین س ،سازی تراریخته

. براساس نتایج (Zhang et al., 2006) نکردند

در  گرفته انجام یهاآمده در این پژوهش و بررسی دست هب

های  توان نتیجه گرفت که اختلاف بین سویه گذشته می

 مکن استمختلف اگروباکتریوم از نظر قدرت نفوذ، م

 باشد.باکتری  سویۀناشی از اثر متقابل نوع گیاه و 

 

ک یتیمارهای نور و تاریکی بر تغییرات مورفولوژ تأثیر 

 گیاهچه

نتایج حاصل از تیمارهای تاریکی و نور حاکی از آن است 

 سهکه گیاهانی که پیش از انتقال به اتاقک رشد، برای 
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های روز در تاریکی تیمار شده بودند، دارای برگ

های  یافته و هیپوکوتیل و ریشه کوتیلدونی کمترتوسعه

تری بودند. در مقابل گیاهانی که در تیمار  طویل

های استاندارد با شرایط نوری مداوم قرار داشتند، برگ

داشتند  یتر های کوتاه تر و ریشه کوتیلدونی بزرگ

 (.1)شکل

 
 آذین وری گل گیری دو سویۀ اگروباکتریوم در روش غوطه نتایج حاصل از بهره .1جدول 

  سویۀ

 اگروباکتریوم

 بذور  تعداد

 شده آزمایش

های سبز بعد از  تعداد گیاهچه

 روز انتقال به گلخانه 19

تعداد گیاهان 

 تراریخت

درصد گیاهان تراریخت 

 شده آزمایشآمده از بذور  دست هب

LBA4404 919 6 9 91/9% 

C58C1 991 9 1 11/9% 

 

 
های آرابیدوپسیس در تغییرات مورفولوژیک گیاهچه .1 شکل

ه با شرایط نوری متفاوت تیمار شده بودند. محیط انتخابی ک

 در شرایط نوری مداوم رشد کرده ۀ سمت راست شکلگیاهچ

 است. تیمارشده در شرایط تاریکی ۀ سمت چپ شکلگیاهچ و

 

 ی مختلف کانامایسین بر تراریختیها غلظتاثر 

های مختلف کانامایسین برای انتخاب  نتایج ارزیابی غلظت

های یخت نشان داد که غلظتهای بالقوه ترار گیاهچه

mg/L11 دلیل کم بودن فشار انتخابی و  کانامایسین به

های غیرواقعی مناسب نبود. در  افزایش میزان تراریخته

گرم در لیتر  میلی 11و  19های  مقابل در غلظت

تولید نشد. غلظت  یکاذب کانامایسین، هیچ گیاه تراریخت

mg/L199 سبب  زیاد، ابی دلیل فشار انتخ کانامایسین به 

 

. شود میهای واقعی و کاهش کارایی انتخاب حذف تراریخته

گرم در لیتر کانامایسین  میلی 19تحقیقات بسیاری غلظت 

های بالقوه تراریخت مناسب انتخاب گیاهچه برایرا 

 Bechtold et al., 1993; Bent, 1998 & Zhang) دانند می

et al., 2006و  بیشترهای  ت(. از طرف دیگر، گروهی غلظ

گرم در لیتر کانامایسین را پیشنهاد  میلی 19از  کمتر

مهار  دلیل . کانامایسین به(Bechtold et al., 2000) کنند می

هایی مثل از سنتز پروتئین در اندامک s19های ریبوزوم

کند و در نهایت کلروپلاست و میتوکندری جلوگیری می

 ,.Norelli et al) شودپریدگی و مرگ گیاه می رنگ سبب

1994). 

 

 یند انتخاب گیاهان تراریخت افر

شده به اتاقک رشد  روز انتقال بذرهای کشت 1-19پس از 

ساعت تاریکی، گیاهانی با برگ 9ساعت نور و  14با شرایط 

های کوتیلدونی سبز تیره در چمنی از گیاهان سفید 

عنوان گیاهان بالقوه تراریخت در نظر گرفته شدند )شکل  به

4-A)های سبز حاصل از کشت بذور در  . سپس گیاهچه

  DNAمحیط حاوی کانامایسین، به گلدان منتقل و از آنها 

 .(B-4استخراج شد )شکل 

         
                                      A                                              B 

 طیشرا در روز 1-19 وی کیتار روز 9 ماریت و نیسیکاناما mg/L 19 غلظت بای انتخاب طیمح در شدهانتخابی هااهچهیگ ( A-4 شکل

 های مقاوم به کانامایسین به گلدان انتقال گیاهچه ( B-4  . شکلیکیتار ساعت 9 و نور ساعت 14
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 PCR و اثبات گیاهان تراریخت با آزمون DNAاستخراج 

 ةگرم ماد میلی 9شده به ازای  استخراج DNAکیفیت خوب 

با الکتروفورز روی  Kasajima et al. (2004)روش  برگی به

ای  درصد، اسپکتروفتومتری و واکنش زنجیره 9/9ژل آگارز 

 149. نسبت جذب در طول موج شدیید أ، ت(PCR)پلیمراز 

دست آمد، که این موضوع  هب 3/1-1/1نانومتر بین  199به 

سیاری های ب . روششدنیز ثابت  DNAدر الکتروفورز 

اما  ،از بافت گیاهان وجود دارد DNAمنظور استخراج  به

در آرابیدوپسیس DNA تحقیقات در خصوص استخراج 

ست که با توجه به ا محدود بوده و این در حالی تقریباً

اهمیت این گیاه بسیار ارزشمند و پرکاربرد در انتقال ژن، 

ن منظور بررسی انتقال و بیا از این گیاه به DNAاستخراج 

 ست. ا ژن امری ضروری

 

با استفاده از آغازگرهای اختصاصی و  PCRواکنش 

DNA  ژنومیک 

ای پلیمراز با استفاده از  نتایج حاصل از واکنش زنجیره

ژنومیک  DNAو  bphAآغازگرهای اختصاصی ژن 

طول  نشان داده شده است. 1عنوان الگو، در شکل  به

حدود  که توسط این آغازگرها تکثیر شد PCRمحصول 

bp 1999 ًژنی  ۀبرابر با طول قطع بود که دقیقاbphA 

 (.1بود )شکل 

 

 
را نشان  bp1999 ۀکه گیاهان تراریخت قطع bphAهای اختصاصی ژن و با آغازگر  PCRروش آزمون گیاهان بالقوه تراریخت به. 1شکل 

گیاهان آرابیدوپسیس  (6و  9، 1 هایشماره ؛یس شاهد(کنترل منفی )گیاه آرابیدوپس (1شماره  .bp19999 وزنی : مارکرMاند.  داده

گیاه آرابیدوپسیس  (1و  4 هایشماره ؛C58C1گیاهان تراریخت با سویۀ  (9و  1های  شماره ؛LBA4404شده با سویۀ  تراریخت تلقیح

 .کنترل مثبت (3شماره  ؛غیرتراریخت

 

 گیری کلی نتیجه

سازی  نههای این پژوهش نشان داد که امکان بهی افتهی

، به گیاه pGreenشده در ناقل  انتقال همزمان چند ژن کلون

به  pGreenانتقال ناقل  برایمدل آرابیدوپسیس وجود دارد. 

به  pSoupروش ذوب و انجماد، ابتدا باید پلاسمید کمکی 

های مستعد اگروباکتریوم منتقل شود و در مرحلۀ بعد  سلول

 اضافه  pSoupهای مستعد حامل  ، به سلول pGreenناقل

 

اگروباکتریوم با قدرت تهاجمی  ۀاز سویباید شود. همچنین 

 ۀکه در این تحقیق سوی کردانتقال ژن استفاده  برای بیشتر

LBA4404 ۀنسبت به سوی C58C1 های  انتقال ژن برای

مدتر بوده است. استخراج آفنیل به گیاه آرابیدوپسیس کار بی

DNA روش کاساجیما  به(Kasajima et al., 2004) دلیل  به

برگی، روش  ۀو نیاز به مقدار ناچیز نمون زیادخلوص 

 . استاز گیاه آرابیدوپسیس  DNAاستخراج  برایمناسبی 
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