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چیکد‌ه
 Zarfam ،Okapi ،Sarigol ، RGS003، Licord SLM046:در اين تحقيق قابليت انتقال ژن به 8 رقم تجاريک لزا ش�امل
Modena و Operaک ه با شرايط آب و هوايي مختلف ايران سازگارند با استفاده از ريزنمونه هاي لپه  و محور زير لپه بررسي 
ش�د. قطع�ات جدا كش�ت محور زير لپه و لپه پس از تلقيح ب�ا اگروباكتريوم به ترتيب روي محيط كش�ت MS داراي 1 ميلي 
 PCR همک ش�ت ش�دند. جهت تاييد انتقال ژن، گياهان بدس�ت آمده با BAP 2,4 و 4/5 ميلي گرم در ليتر-D گرم در ليتر
و آزمون هيستوش�يميايي GUS مورد سنجش قرار گرفتند. نتايج نشان دادک ه طيف وسيعي از ارقام با استفاده از ريزنمونه 
محور زير لپه تراریخت می ش�وند در حاليکه اين قابليت با اس�تفاده از ريزنمونه  لپه  تنها در تعدادي از ارقام وجود داش�ت. 
در بين گياهان تراريخته با استفاده از ريزنمونه هاي محور زير لپه رقم Licord بيشترين )15/26%( و رقم Sarigolک مترين 
)0/2%( ميزان تراريختي را داشتند. در بين گياهان تراريخته با استفاده از ريزنمونه هاي لپه ژنوتيپ SLM046 با 4/7 درصد 

بيشترين فراواني تراريختي را به خود اختصاص داده بود. 

 
GUS كلماتک لید‌ی:ک لزا، انتقال ژن، اگروباکتريوم،  لپه، محور زير لپه، آزمون
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 Study of gene transformability on commercial oilseed rape varieties in Iran
By: Mohsen Mashayekhi, Agriculture Biotechnology Research Institute of Iran (ABRII), Ali Mohammad Shakib,  
(Corresponding Author; Tel: +989183659031) Agriculture Biotechnology Research Institute of Iran (ABRII), Mokhtar 
Jalali Javaran, Tarbiat Modares University, Faculity of Agriculture, Jalal Ale Ahmad Highway, Saeed Soheilivand, Ag-
riculture Biotechnology Research Institute of Iran (ABRII), Amir Mousavi, Genetic Engineering and Biotechnology
Canola (Brassica napus L.) is one of oil crops being cultivated in many areas of Iran.  Its molecular breeding and production 
of varieties with new characteristics using genetic engineering needs the establishment of efficient transformation 
methods in commercial varieties. In this research transformation potential of 8 commercial cultivars; Licord, SLM046, 
RGS003, Zarfam, Okapi, Sarigol, Modena and Opera adapted to different regions of Iran was studied using cotyledon 
and hypocotyl explants. Agrobacterium tumifaciens, strain AGL0 containing the plasmid pCAMBIA3301 was used 
for transformation. Cotyledon and hypocotyl explants after inoculation with Agrobacterium were co-cultivated on 
MS medium containing 1 mg/l 2,4-D and 4.5 mg/l BAP, respectively. Cotyledonary explants after co-cultivation were 
transferred on selection MS medium, containing 4.5 mg/l BAP and 3 mg/l phosphinothricin. Hypocotyl explants were 
transferred on selection MS medium containing 4 mg/l BAP, 2 mg/l Zeatin and 5 mg/l phosphinotricin. The regenerated 
plants were analyzed by PCR and histochemical GUS assay for gene transformation. The results showed that most 
of genotyes had gene transformation potential regenerated from hypocotyl segments, while this potential was limited 
to some cultivars using cotyledon explants. Among transgenic plants, using hypocotyls, Licord cultivar.had the most 
transformation rate (15.26 %) and Sarigol the least (0.2 %). Also among regenerated planťs from cotyledon, SLM046 
cultivar had the most transformation frequency (4.7 %) and Modena, Opera and Zarfam cultivars did not respond to 
transformation. 

Key words: Brassica napus, Gene transformation, Agrobacterium, Hypocotyl, cotyledon, GUS assay. 

مقد‌مه
کلزا1 كيي از گياهان روغني مهم است كه پس از سويا و نخل روغني2  
رتبه س��وم و در بين گياه��ان مهم اقتصادي رتبه پنج��م را پس از برنج، 
گندم، ذرت و پنبه به خود اختصاص داده اس��ت )4(. روغن کلزا کمترين 
ميزان اس��يد چرب اش��باع را دارد كه از نظر س�المتي بسيار مورد توجه 
اس��ت. اصلاح ارقام و توسعه كش��ت كلزا در ايران از جمله سياست هاي 
دولت اس��ت. ع�الوه بر روش هاي س��نتي در اصلاح كل��زا، تکنيک هاي 
مهندس��ي ژنتيک اين امکان را فراهم س��اخته تا ارقام کلزا با خصوصيات 
جديد توليد گردد. گزارش��ات متع��ددي در خصوص انتقال ژن به كلزا به 
منظ��ور توليد گياهاني با صف��ات جديد نظير تغيي��ر در ترکيبات روغن، 
تحمل در برابر علفکش ها، اصلاح ترکيب پروتئيني و مقاومت به حشرات 

وجود دارد )4(. 
کش��ت بافت و کارايي گزينش گياهان تراريخته دو جزء اساس��ي در 
اص�الح ملکولي مي باش��ند )4(. ميزان انتقال ژن ب��ه ارقام کلزا و باززايي 
از آنها بس��يار متغير اس��ت و به شدت به ژنوتيپ وابسته است )5، 7، 14، 
15 ،24(. تکنيک هاي متعددي نظير بمباران ذره اي3، الکتروپوريش��ن4  
و اس��تفاده از اگروباکتريوم5 جهت انتقال ژن به کلزا ارائه ش��ده است )5( 
 اما از روش اگروباکتريوم که روش��ي آس��ان و موثر اس��ت بيشتر استفاده 

مي شود. قدرت تهاجم اگروباکتريوم با استفاده از استوسيرينگون6 که يک 
ترکيب فنوليک اس��ت افزايش يافته و امروزه به عنوان يک روش عمومي 
در انتقال ژن بکار مي رود. از ريز نمونه هاي گوناگوني نظير ميانگره هاي 
ساقه )9(، قطعات ساقه )25(، لپه )10، 19، 23 ،31(، قطعات محور زير 
لپه )27، 33 ،37(، قطعات برگ )7 ،27(، قطعات س��اقه گلدهنده7 )8(، 
لايه هاي نازک س��لول هاي اپيدرمي و زير اپيدرمي )16(، ريش��ه )32( و 
پروتوپلاس��ت )11( براي انتقال ژن به كلزا اس��تفاده ش��ده است. باززايي 
گي��اه از ريزنمونه ريش��ه به مدت زمان بيش��تري ني��از دارد در نتيجه به 
طور بالقوه امکان افزايش جهش هاي س��وماتيکي وجود دارد. بنابراين لپه 
و محور زير لپه ريزنمونه هاي مناس��بتري جهت اس��تفاده در آزمايش��ات 
کش��ت بافت و انتقال ژن مي باش��ند )39(. همانطور که قبلًا گفته ش��د 
باززايي در کلزا بس��تگي زيادي به ژنوتيپ دارد، در كي مطالعه با استفاده 
از 100 رقم ميزان باززايي از صفر تا 91 درصد گزارش ش��د )23(. انتقال 
ژن توسط اگروباکتريوم نيازمند باززايي بالا در گياه است  )17، 28 ،39(. 
در بيش��تر دس��توالعمل‌هاي انتقال ژن به كلزا که تاکنون گزارش شده از 
رقم Westar اس��تفاده ش��ده است كه براي بيش��تر واريته هاي بهاره و 
زمس��تانه قابل تکرار نيستند )14(. هر چند که اين رقم نسبت به بيماري 
س��اق سياه8 حساس اس��ت و از لحاظ خصوصيات ديگر زراعي نيز داراي 
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کمبودهايي مي باش��د )5(. گزارش��ات محدودي در رابطه با توليد کلزاي 
تراريخته در ارقام زمستانه وجود دارد )3، 5، 6 ،33(.

 بيش��تر تحقيقاتي که تاکن��ون در ايران بر روي باززاي��ي و انتقال ژن به 
کلزا صورت گرفته بر روي ارقامي اس��ت که کاربرد آزمايشگاهي داشته و 
با ش��رايط آب و هوايي ايران كمتر سازگاري دارند و عملا  نمي توانند در 
شرايط مزرعه اي کشت شوند. در مطالعات انتقال ژن اين نکته بسيار حائز 
اهميت اس��ت که از ارقام و ريزنمونه هايي استفاده شود که قابليت انتقال 
ژن به آنها بالا باش��د تا بدين وسيله هزينه و مدت زمان لازم کاهش يابد. 
در اي��ن تحقيق قابليت انتقال ژن به 8 رقم تجاري کلزا که هم اکنون در 
س��طح وسيع در ايران کشت مي ش��وند با استفاده از ريزنمونه هاي لپه و 

محور زير لپه مورد مطالعه قرار گرفت.

مواد و روش ها 
از پلاس��ميد pCAMBIA 3301 حامل ژن گزارشگر uidA تحت 
پروموت��ور CaMV35S و ژن گزينش��گر مقاوم��ت به فسفينوتريس��ين 
و Agrobacterium tumefaciens س��ويه AGL0 اس��تفاده ش��د. 
 Zarfam, ,RGS003 ,Licord, SLM046 مواد گياهي ش��امل ارقام
"Okapi, Sarigol , Modena وOpera ب��ود ک��ه در اي��ران کش��ت 
مي شوند. تمامي اين ارقام بجز رقم هاي RGS003 و Sarigol زمستانه 
مي باشند. بذور، ابتدا به مدت 1 دقيقه در اتانول 96 درصد قرار داده شد 
 ،Tween20 س��پس در هيپوکلريت س��ديم 3 درصد بعلاوه 0/1 درصد
به مدت 15 دقيقه قرار گرفته و در آخر با آب مقطر اس��تريل س��ه مرتبه 
شس��ته ش��دند. جهت جوانه زني، بذور روي محيطMS  )20( داراي 20 
 گرم در ليتر ساکارز و 8 گرم در ليتر آگار درون ظروف شيشه اي درب دار 
10 × 15 س��انتيمتر کشت ش��ده و در دماي 25 درجه سانتيگراد و دوره 
نوري 16 س��اعت روشنايي و 8 ساعت تاريکي و شدت نور 60-40 ميکرو 
م��ول بر متر مربع در ثانيه قرار گرفتند. از اي��ن گياهان دو بافت مختلف 
محور زير لپه و لپه جدا و براي تلقيح با اگروباكتريوم مورد اس��تفاده قرار 

گرفت:

الف- استفاده از ريز نمونه محور زير لپه
قطعات محور زير لپه در اندازه هاي 10-8 ميليمتري از گياهچه هاي 
6 روزه جدا ش��ده و به مدت 72 س��اعت در محيط پيش تيمار متشکل از 
محي��ط MS داراي 1 ميلي گ��رم در ليتر هورمون D-4-2 ، 30 گرم در 
ليتر س��اکارز و 8 گرم در ليتر آگار ق��رار گرفتند. تعداد 20-15 ريزنمونه 
در ه��ر پتري ديش ب��ه قطر 9 س��انتيمتر حاوي 30 ميل��ي ليتر محيط 
فوق الذکر كش��ت ش��د. قطعات محور زير لپه پيش تيمار شده با محلول 
  LBاگروباکتريوم تلقيح ش��دند. اگروباکتريوم به مدت يک شب در محيط
ماي��ع داراي 100 ميلي گ��رم در ليتر Rifampicin و 50 ميلي گرم در 
ليتر Kanamycin رش��د داده ش��د تا به OD600=0/8 برسد. سپس آن 
را س��انتريفيوژ کرده و رس��وب حاصل در محلول MS مايع نصف غلظت 
ب��ا pH = 5/2 حل کرده و به آن 0/05 ميلي مولار استوس��يرينگون و 1 
ميل��ي گرم در ليتر D-4-2 اضافه ش��د. قطعات محور زير لپه به مدت 5 
دقيقه تلقيح و پس از خش��ك ش��دن روي كاغذ صافي استريل به محيط 
هم کشتي مش��ابه محيط پيش تيمار منتقل و به مدت 48 ساعت در در 

 دماي 25 درجه س��انتيگراد قرار داده ش��دند. سپس آنها به محيط القاي 
کالوس زايي که مش��ابه محيط پيش تيمار به ع�الوه 500 ميلي گرم در 
ليتر کربني س��يلين و 3 ميلي گرم در ليتر فسفينوتريسين بودند منتقل 
شدند. پس از گذشت 14-10 روز آنها به محيط اندام زايي شامل محيط 
 ،Zeatin 2 ميلي گرم در ليتر ،BAP به علاوه 4 ميلي گرم در ليتر MS
5 ميلي گرم در ليتر نيترات نقره، 5 ميلي گرم در ليتر فسفينوتريس��ين، 
500 ميلي گرم در ليتر کربني سيلين، 8 گرم در ليتر آگار و 30 گرم در 
 ليتر س��اکارز منتقل شدند. جهت باززايي ش��اخه، بعد از گذشت 2 هفته 
باف��ت ها ب��ه محيط MS ح��اوي 3 ميلي گرم در ليت��ر BAP، 2 ميلي 
گرم در ليتر Zeatin، 8 ميلي گرم در ليتر فسفينوتريس��ين، 500 ميلي 
گ��رم در ليتر کربني س��يلين، 30 گرم در ليتر س��اکارز و 8 گرم در ليتر 
آگار منتقل ش��دند. بع��د از 2 هفته آنها به محي��ط MS به اضافه 0/05 
"BAP، 8 ميل��ي گرم در ليتر فسفينوتريس��ين، 500 ميل��ي گرم در ليتر 
کربني سيلين، 30 گرم در ليتر ساکارز و 9 گرم در ليتر آگار جهت توسعه 
اندام هوايي منتقل ش��دند. اندام هاي هوايي بدس��ت آمده براي ريشه دار 
 3،IBAنصف غلظت به همراه 5 ميلي گرم در ليتر MS  شدن به محيط
ميلي گرم در ليتر فسفينوتريسين، 500 ميلي گرم در ليتر کربني سيلين، 

10 گرم در ليتر ساکارز و 9 گرم در ليتر آگار منتقل شدند.

ب- استفاده از ريزنمونه لپه
ب��رگ هاي لپه اي به همراه دمبرگش��ان از گياهچه هاي 4 روزه جدا 
ش��ده و به مدت 10 ثانيه در سوسپانس��يون اگروباكتريوم )محيط تلقيح 
مش��ابه آنچه ک��ه در مورد ريزنمون��ه محور زير لپه گفته ش��د( قرار داده 
ش��دند ب��ه نحوي که فق��ط انتهاي بريده ش��ده دمبرگ ه��اي لپه اي به 
محيط تلقيح آغش��ته شده و به برگ لپه اي سرايت نکند. بافت ها سپس 
 ب��ه محيط MS ح��اوي 4/5 ميلي گرم در ليت��ر هورمون BAP که فاقد 
آنتي بيوتيک و گزينش��گر گياهي بوده منتقل و به مدت 48 س��اعت در 
ش��رايط 16 ساعت روشنايي و 8 ساعت تاريکي و دماي 22 درجه سانتی 
گراد نگهداري شدند. پس از مرحله هم کشتي، ريزنمونه ها به محيط القاء 
ش��اخه دهي حاوي 4/5 ميلي گرم در ليتر هورمون BAP، 3 ميلي گرم 
در ليتر فسفينوتريس��ين، 500 ميلي گرم در ليتر کربني س��يلين منتقل 
ش��دند و هر دو هفته يکبار به محيط تازه واکش��ت ش��دند. در هر پتري 
ديش 10 عدد ريزنمونه قرار داش��ت. پس از 4 تا 6 هفته شاخه هاي سبز 
مقاوم به فسفينوتريس��ين از ريزنمونه هاي لپه اي جدا و به محيط رش��د 
ش��اخه که داراي  0/05 ميلي گرم در ليتر هورمون BAP، 3 ميلي گرم 
در ليتر فسفينوتريسين، 500 ميلي گرم در ليتر کربني سيلين  و 9 گرم 
در ليتر آگار بود منتقل شدند. پس از 14 روز شاخه هاي سبز طويل شده 
به محيط ريش��ه زايي شامل محيط MS نصف غلظت داراي 5 ميلي گرم 
در ليتر هورمون IBA، 3 ميلي گرم در ليتر فسفينوتريس��ين، 500 ميلي 
گ��رم در ليتر کربني س��يلين، 10 گرم در ليتر س��اکارز و 9 گرم در ليتر 
 آگار  واکش��ت ش��دند.تمام محيط هاي کش��ت داراي pH = 5/8  بوده و 
كش��ت ها تحت شرايط دمايي2 ± 25 درجه سانتيگراد و دوره نوري 16 
ساعت روشنايي و 8 س��اعت تاريکي قرار گرفتند. گياهچه هاي تراريخت 
که در محيط ريش��ه زايي قادر به تش��کيل ريش��ه بودند به خاک سترون 
ش��امل ترکيبي از پيت ماس، خاک مزرعه و پرليت به نس��بت مس��اوي 
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منتقل ش��دند و س��پس بر روي آنها يک پوشش ش��فاف پلاستيکي براي 
مدت 3 روز قرار گرفت. پس از گذشت 3 روز پوشش پلاستيکي به تدريج 
برداش��ته ش��د تا گياهچه ها به شرايط اتاقک رش��د عادت کنند. تمامي 
کش��ت ها در ش��رايط دمايي 2 ± 25 درجه سانتی گراد و دوره نوري 16 
س��اعت روشنايي و 8 ساعت تاريکي با ش��دت نور 50 ميکرو مول بر متر 
مربع در ثانيه قرار گرفتند. ارقام زمستانه به منظور بهاره سازي به مدت 8 
هفته در مرحله چند برگي در دماي 4 درجه سانتی گراد نگهداري شدند. 
در ط��ي اين مدت آبياري گلدان ها با محلول هوگلند انجام پذيرفت. پس 
از طي دوره س��رما دهي گياهچه ها به گلدان هاي بزرگتري منتقل شده 
و در گلخانه اي با دماي 20 درجه سانتی گراد و 16 ساعت روشنايي و 8 
س��اعت تاريکي نگهداري شدند. ارقام بهاره مستقيماً پس از مقاوم سازي 

به گلخانه منتقل شدند. 

GUS آزمون هيستوشيميايي
جهت مش��اهده فعالي��ت بتا-گلوکورونيداز9 درگياه��ان تراريخته آزمون 
هيستوش��يميايي GUS طب��ق روش Jefferson و همکاران )1987( با 
کمي تغيير انجام ش��د )12(. براي اين کار بافت برگ از گياهان تراريخته 
فرض��ي ج��دا و در محلول رن��گ آميزي ح��اوي x-gluc 10 به مدت 24 
ساعت در درجه حرارت 37 درجه سانتيگراد قرار داده شد، سپس به مدت 
24 س��اعت در اتانول 96 درصد جهت از بين بردن رنگ س��بز کلروفيل 
قرار گرفتند. محلول رنگ آميزي GUS شامل: 1000 ميلي گرم در ليتر 
x-gluc ، 100 ميل��ي گرم در ليتر کلرامفني��کل، كي ميلي ليتر در ليتر  
Triton X-100، 200 ميلي ليتر در ليتر متانول بود كه با بافر فس��فات  

50 ميلي مولار )pH=7( به حجم يک ليتر رسانده شد.

PCR آزمون
 ،CTAB دي ان آي ژنومي از برگ هاي جوان گياه با اس��تفاده از روش
اس��تخراج ش��د )21(. جهت تاييد الح��اق ژن به ژنوم گياه��ان تراريخته 
مفروض با اس��تفاده از آزمون PCR از آغازگر هاي اختصاصي ژن gus و 

ژن bar استفاده شد. آغازگر هاي اختصاصي ژن gus شامل:
  ´GF: 5´- CCGTTTGTGTGAACAACG- 3 

و
GR: 5´-GCACAGCACATCAAAGAG -3´      

و آغازگرهاي ژن مقاومت به فسفينوتريسين شامل:
PF: 5´-ATCTCGGTGACGGGCAGGAC- 3´  

و
PR: 5´- CGCAGGACCCGCAGGAGTG -3´ 

بودن��د. با اس��تفاده از اين آغازگرها در واکن��ش PCR يک قطعه 1001 
نوکلئوتي��دي از ژن gus و قطع��ه اي 420 نوکلئوتيدي از ژن مقاومت به 
فسفينوتريس��ين )PPT( مورد انتظار اس��ت. واکنش PCR شامل 100 
نان��و گ��رم DNA، 0/5 ميکروليتر dNTPs 10 ميل��ي مولار، 2 ميکرو 
،Taq DNA Polymerase 10، يک واح��دX PCR Buffer ليت��ر 
0/5 ميکرو ليتر MgCl2 50 ميلي مولار، كي ميکرو ليتر آغازگر پيشرو، 
كي ميکرو ليتر آغازگر پسرو، اضافه کردن آب مقطر دوبار تقطير تا رسيدن 
 ب��ه حجم 20 ميکرو ليتر بود. تکثير با ش��رايط دمايي ش��امل 94 درجه 

سانتی گراد به مدت 4 دقيقه، 95 درجه سانتی گراد به مدت 30 ثانيه،58 
درجه س��انتی گراد به مدت 30 ثانيه، 72 درجه س��انتی گراد به مدت 1 
دقيقه و 40 چرخه و 72 درجه سانتی گراد به مدت 5 دقيقه انجام شد.

نتايج
واكن��ش کال��وس زاي��ي از دو انته��اي بريده ش��ده قطع��ات محور 
 زير لپه كش��ت ش��ده بر روي محيط الق��اي کالوس با درص��د بالايي در 
ريزنمونه ها صورت گرفت. در ادامه رش��د، کال��وس هاي غيرتراريخته به 
تدريج نکروزه شدند. پس از گذشت 5-4 هفته که از تلقيح ريزنمونه هاي 
لپه با اگروباکتريوم گذشت تعدادي از ريزنمونه هاي لپه اي بجز رقم هاي 
Zarfam، Opera و Modena در محيط انتخابي شروع به شاخه زايي 

کردند )شکل 3(.
نمونه هاي برگ گياهان تراريخت ش��ده با ژن gus پس از قرار گرفتن در 
محلول رنگ آميزي به رنگ آبي در آمدند )ش��كل 5(. شاخه هاي باززايي 
ش��ده طي 4-3 هفته پس از انتقال به محيط ريشه زايي ريشه دار شدند. 
 براي تش��کيل ريش��ه 5 ميلي گ��رم در ليتر هورم��ون IBA موثر بود. در 
غلظت هاي کمتر از 4 ميلي گرم در ليتر ريشه زايي به خوبي صورت نگرفت. 
گياهچه هاي ريشه دار شده به گلدان منتقل شدند. ارقام پاييزه براي القاء 
گلدهي تحت تيمار سرما قرار گرفتند و پس از اين مدت به گلخانه منتقل 
ش��دند. جهت اطمينان بيشتر، علاوه بر آزمون هيستوشيميايي GUS، با 
اس��تفاده از آغازگرهاي ژن هاي gus  وbar حضور اين ژن ها در گياهان 

تراريخت اثبات گرديد )شکل های 1 و 2(. 
در بي��ن گياهان تراريخته با اس��تفاده از ريزنمونه هاي محور زير لپه رقم

Licord بيش��ترين )15/26%(  و رقم Sarigol کمترين )0/2%( درصد 
تراريختي را داش��تند. در حال��ي كه بين گياهان تراريخته با اس��تفاده از 
ريزنمون��ه هاي لپ��ه ژنوتيپ SLM046 با 4/7 درصد بيش��ترين فراواني 

تراريختي را به خود اختصاص داده بود )جدول 1(. 

بحث
بر اساس نتايج به دست آمده )جدول 1( در بين 8 ژنوتيپ مورد استفاده 
در اي��ن تحقي��ق ريزنمونه محور زيرلپه بيش��ترين تعداد ش��اخه زايي را 
 داش��تند، بجز ژنوتيپ ه��ايSarigol  و RGS003 ک��ه ريزنمونه هاي 
لپه اي ش��اخه هاي تراريخت بيش��تري از ريزنمونه هاي محور زيرلپه آن 

رقم ها توليد کردند.
نتايج اين تحقيق نش��ان م��ي دهد که انتقال ژن به کل��زا علاوه بر اينکه 
به شدت وابس��ته به ژنوتيپ است تحت تاثير نوع ريزنمونه مورد استفاده 
قرار دارد و ريزنمونه در ژنوتيپ هاي مختلف پاس��خ هاي متفاوتي نسبت 
به انتقال ژن از خود نش��ان مي دهند ک��ه اين نتيجه با نتايج Zhang و 
همکاران )2005( مطابقت دارد )40(. نتايج اين آزمايش نشان داد که در 
اکثر ارقام مورد اس��تفاده ريزنمونه محور زير لپه نسبت به ريزنمونه لپه به 

انتقال ژن بهتر جواب مي دهد.
دو روش مختلف باززايي از ريزنمونه هاي محور زير لپه وجود دارد. اولين 
آن با ش��اخه زايي به طور مس��تقيم از بافت هاي زير اپيدرمي محور زير 
لپ��ه صورت مي گي��رد. Narasimhulu و Chopra )1988( مش��ابه 
اين حالت را در ريزنمونه هاي نابالغ لپه کلزا مش��اهده کرد )22(. دومين 
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سيس��تم پرآوري شاخه از کالوس هايي اس��ت که در مرحله القاء کالوس 
 از دو انته��اي بري��ده ش��ده ريزنمونه ه��ا در طي دو هفت��ه اول به وجود 

آمده اند )26 ، 35(. 
پيش کش��ت ريزنمونه هاي مح��ور زيرلپه قبل از تلقيح ب��ا اگروباکتريوم 
 در محيط��ي ک��ه حاوي اکس��ين اس��ت روش مناس��بي، جه��ت القای 
 سلول ها به سمت تفرق است. اين تيمار باعث جوان شدن ريزنمونه ها شده، 
س��لول هاي جوان نس��بت به س��لول هاي پير براي آلوده ش��دن توسط 
اگروباکتريوم مس��تعدتر مي باش��ند )2 ، 29(. گمان مي رود که به وجود 
آمدن تعداد زيادي سلول جوان در مرحله پيش تيمار و کالوس زايي باعث 

بالا رفتن فراواني تراريختي در ريزنمونه هاي محور زيرلپه شده است.
Jonoubi و هم��کاران )2005( ميزان انتق��ال ژن به ريزنمونه محور زير 
لپ��ه رقم PF 91/7045 را 11/8% گ��زارش کردند )Zebarjadi .)13 و 
هم��کاران )2006( از ريزنمونه لپه ارق��ام PF و Maplus جهت انتقال 
ژن اس��تفاده نمودن��د )38(. Barfield و Pua )Schroder ،)1991 و 
هم��کاران )1994(، Takasaki و هم��کاران )1997( به ترتيب 5 ، 10 
و 5 درص��د گياه تراريخت بدس��ت آوردن��د )Cardoza .)34 ، 30 ،1 و 
Stewart )2004( ب��ازده انتق��ال ژن به ريزنمونه ه��اي محور زير لپه را 
25-17 درصد گزارش کردن��د )5(. Stewart و همکاران )1996( بازده 
 Oscar، UGA188-20B انتقال ژن به قطعات محور زير لپه رقم هاي
و Westar را ب��ه ترتي��ب 7 ، 0/8 و1/3 درص��د گ��زارش کردند )33(. 
Zhang وهمکاران )2005( با اس��تفاده از قطع��ات محور زير لپه و ارقام

Westar، Oscar ، RI25، RK7 و Rainbow ب��ه ترتي��ب 3/ 28 
،5/3 ،21/9 ،50/1 و 32/8 درص��د گي��اه تراريخته تولي��د کردند )40(. 
Moghaieb و همکاران )2006( در ارقام Sarow-4، Semu-249 به 

ترتيب 9/5 و 1/5 درصد گياه باززايي ش��ده بعد از تلقيح با آگروباکتريوم 
بدس��ت آوردند )18(. Wang و همکاران )2005( بازده انتقال ژن را به 

رقم Maplus را 25 % گزارش کرده اند )36(.
با اين وجود بازده انتقال ژن كه توسط محققان مختلف ارائه شده را بدليل 
اثر ژنوتيپ و نوع ريزنمونه مورد اس��تفاده، نمي توان با هم مقايس��ه کرد، 
مگر اينکه در آنها از ريزنمونه و  ژنوتيپ هاي يکسان استفاده شده باشد.

مح��ور زير لپه مطلوب ترين ريزنمونه براي کش��ت بافت اس��ت زيرا 
قابلييت باززايي خوبي دارد و همچنين س��هولت جداسازي آنها نسبت به 
ريزنمونه هاي لپه يشتر است و ديگر اينکه تعداد زيادي از آنها را مي توان 

به طور هم زمان در محيط هم کشتي قرار داد )4(.
در آزمايشي که جهت مقايسه ميزان باززايي ارقام مورد استفاده انجام 
ش��د، رقم Okapi بيشترين ميزان باززايي را داشت، وليکن همانطور که 
در جدول 1 مشاهده مي شود درصد انتقال ژن به آن در حد پاييني است. 
ميزان انتقال ژن به يک ژنوتيب نتيجه برآيند ميزان باززايي آن ژنوتيپ و 
چگونگي پاسخ آن ژنوتيپ نسبت به انتقال ژن مي باشد، در نتيجه درصد 
باززاي��ي بالاي يک ژنوتيپ نمي تواند ب��ه تنهايي دليل انتخاب آن جهت 

مطالعات انتقال ژن باشد.
بي��ن ارقام و نوع ريزنمونه در قابليت انتق��ال ژن به آنها تفاوت وجود 
داش��ت،  ريزنمونه محور زيرلپه رقم Licord واكنش خوبي نشان داد كه 
م��ي تواند جه��ت مطالعات انتقال ژن به ارقام تج��اري ايران مد نظر قرار 
  Zarfam و Modena، SLM046 گيرد. استفاده از محور زيرلپه ارقام
جهت انتقال ژن در مرتبه بعدي قابل توصيه مي باشند. گزارشات محققان 
و نتايج اين تحقيق اهميت ژنوتيپ و نوع ريز نمونه را براي دست يابي به 

نرخ بالاي انتقال ژن در كلزا مورد تايكد قرار مي دهد.  

. gus تعدادي از گياهان تراريخت مفروض با استفاده از آغاز گرهاي ژن  PCR شکل1- نتيجه آزمون
 1- گياه غير تراريخت )شاهد منفي(؛  2 ،3 ، 4 ، 7 ،8  و 9 گياهان تراريخت با ژن gus ؛ 11- پلاسميد )شاهد مثبت(، 

 kb DNA Ladder plus -12 

مطالعه قابلیت انتقال ژن ...
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شکل 2- نتيجه آزمون PCR تعدادي از گياهان تراريخت مفروض با استفاده از آغازگرهاي ژن مقاومت به 
;PPT فسفينوتريسين. 1- گياه غيرتراريخت )شاهد منفي(; 2  الي 12 گياهان تراريخت حامل ژن مقاومت به

kb DNA Ladder plus  -13

شكل3- باززايي از ريزنمونه محور زير لپه بر 
روي  محيط انتخابي داراي فسفينوتريسين. 

1 - تراريخت، 2 و 3 - غيرتراريخت

شکل 4- گياه تراريخت در 
گلدان با گل هاي طبيعي 

 GUS شکل 5- آزمون هيستوشيميايي
1- گياه تراريخت

2- گياه غيرتراريخت )شاهد(
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جدول 1- فراواني باززايي گياهان GUS مثبت حاصل از ريزنمونه هاي لپه و محور زير لپه در ارقام مورد استفاده كلزا.

ژنوتيپ نوع ريزنمونه تعداد ريزنمونه مثبت GUS تعداد گياه باززايي  شده درصد انتقال ژن

Licord

لپه 182 1 0/54

محور زير لپه 511 78 15/26

Sarigol

لپه 137 5 3/6

محور زير لپه 494 1 0/2

SLM046
لپه 167 8 4/7

محور زير لپه 502 45 8/96

Zarfam

لپه 140 0 0

محور زير لپه 417 34 8/15

Opera

لپه 127 0 0

محور زير لپه 426 29 6/8

RGS003
لپه 132 4 3/03

محور زير لپه 495 11 2/2

Okapi

لپه 193 1 0/51

محور زير لپه 477 5 1/04

Modena

لپه 114 0 0

محور زير لپه 497 51 10/26

سپاسگزاري
نگارن��دگان از موسس��ه تحقيقات بيوتکنولوژي کش��اورزي جهت در 
اختيار گذاردن کليه امکانات طرح قدرداني مي نمايند. همچنين از بخش 
تحقيقات دانه هاي روغني موسس��ه تحقيق��ات اصلاح و تهيه نهال و بذر 
بخاطر در اختيار قرار دادن بذور ارقام كلزا کمال تشکر و قدرداني به عمل 

مي آيد.

پاورقی ها
1- Brossica napus L.
2- Oil Palm
3- Microprosetile
4- Electroporation
5- Agrobacterium

مطالعه قابلیت انتقال ژن ...
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6- Acetosyringon
7- Peduccle
8- Black leg
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