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Effect of Cold Pretreatment
and Period of Preconditioning Inoculation on 

Transformation Frequency in Rapeseed (Brassica napus L.)
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�� 8���� ��#/� ����<4���� 
�� 
����;� ��

��	�A9����(De Block et al. 1989)2��
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� �
1�Z;� ��
��� 4����	������Ti�� -�.� PZ�� d�[���"��7�
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�.��
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#������	����0���9�� <��
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� )Z�(Southern blot)� � �
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��%� �
�� 2�������=

� '�� ��?�
�� D_N�� � C_�� j������ (
����GRadke et al. 

1988I2��
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�� � <��.� �'�� 

GMoloney et al. 19892I�A
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 ��
�7��7�
������1���
��(Takasaki et al. 1997)�2��

����>�G�NND�I�8�9����������
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�����''���^���.
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GJonobi 20042I��

��>��'�7�
�S1/� ��Zebarjadi et al. 2006)I���

�����	��7�
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�� ��� �
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�� 

hD_HNIj�7���
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GKahrizi et al. 2007a2I��

(
���� ���	� �
���� ������� 
����]��� ��X��� ��/

�
��� ��>�� T/� 2(
���� :��� �g	�� 
�� ��� �/����
�	� ��
��

���	� '�� n�[� ���1���
� ��� m
 ���� ��� ���� '�� 7�� 0=��
��

GMoloney et al, 1989; Fry et al, 1987; Kahrizi et al, 

2007; Takasaki et al, 1997I��'��n�[������������
�	�����

7�� 8�9���� ����� 4����	�������GMoloney et al, 1989, 

Kahrizi and Salmanian, 2008, Bhalla and Smith, 1998; 

Radke et al., 1988; Takasaki et al., 1997; Zebarjadi et 

al., 2006I �0���-�.���[���;�2��

3/�@;� '�� �[��� 
�� 7���3/�@;�/�� 7�� 8�9������

���
��%��������o�.�0M �� ����
��
����7�/�
��� ���/�

T/�:1p�T/� �
���?�
�� �������=� <�������[�`��'���7��'

� ��/�� 3���=�G3/�@;� ��� �+�$[� -�	�l�7���� Iq
/� ����

 � ��� ��V�� �.
���� ��������
� ��� ������� o�.� 0Vg�� �
O

�
������>���/�
��q
/�
����?�
�� �������=�2T/������:
�`

�4����	�������8��M��
��7���
 �	�E
9� �7��'�)����
���]�

��[���^9=���-����]��r?J���9
%��7��'�T/3/�@;7���� �

 (Moloney et al. 1989; Takasaki et al. 1997)��������`
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;�'���[����	��� (Moloney et 

al. 1989; Kahrizi et al. 2007) ��E
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�	�u�1
9�#���[����

-���� 4����� �
���� �

 (Radke et al. 1988; Takasaki et al. 1997) �2��>� ����a;

:������
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�1
 �3
;��
O

�B/�
��
�� ���1���
� E
9� � 7��'� )��� <���	� �
���� ��/

��� � 4����	������� 8��M�3
;� -
��� 8�6� �� a�
.�=�0J	
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�� <0��� -�J�� ��
��� ���1���
3/�@;����
��� :1p
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�1
 � ��+�� )��O�G3
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;� -
��� 8�6� <������� 
�1
 �

��� � 4����	������� 
�� E
9� � 7��'� )��� �� ���1���
� 0J	��

a�
.�=�IO����7R��=�6�������=�6����A��9���)�����
�����/
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'��3/�@;�:��� 
�����	��E. coli ������DH5α���v

8���� �
� � 
�,����X�#�� ��/�GCompetent cells#���

�.� -��*���� �/�
1�Z;� �
���]�� 2��	�[� ���	��� '�� �

Agrobacterium tumefaciens����� <�LBA4404<��0�>

8���� ��� 7�� 8�9���������� -��*���� ���	� ��/� 2��
1�Z;

pBI121�G�7��A��"gus� I����
���7��7�
�������A%���7���&

8���� 
�� �,���.� -��*���� �/�
�� ��/� 2� AS.H��'�� ���1�

3?��� �
1�Z;� \��?�� ��/pBI121�� �
�� ��7��	� 7��	� AM�

�������`(Multiple Cloning Site)�7R7�J���
������/�2��

�������� 4����	�����LBA4404�����[� 4���� 
��[��� 
�

7����
��������:
#�����;��������4��9�����R�:���'���	��.���

7�J�� 7���&� ��� �
�� �
 �
������� ��� :��� ���?���� ��

� -��*���� 4����	�����R��.� 2� ^
M����;� �/�
�� 0J	���
��

-��*����^
M��<MS�(Murashige & Skoog 1962)����2���

� ���	� 
�l�(Brassica napus)��
�� � T%
� �

PF-7045-91�G-
����T%
� I�:����/�
������3/��;��A��.� �


�������� )�9
9M � 3?�� '�� �	� ��.��� ��e�
� ��/���#�

�������
� �k�	�
l����8����PZ+�����
� �)�9
9M 2��
��7�`

���	� T%
� :������ ��V%� )�9
9M �GPF-7045-91I����1���
� <

G7���
 �	�I�4����	�������������GLBA4404I�-�.�r?J��

GKahrizi et al. 2007aI� :��� 
�� <3/�@;��t�=� ����� '�� T/

0���-������-��*���2��

��� �
� � 
�,��DNAw��� '�� <������ ���� 7��>� ��/

� ���	� -�
�� �V�� -��*����.� 2� k��?���DNA�(�
� ��� ������

CTAB�(Murray and Thampson 1980)�4���������xx��2

��,���
���
��[���
�U"�)�VO����0?�
�� �7�/�
���
���R�0�>

�7��'R�'�PCR��.�-��*����Q������+�$�[����/��'�eR����2

���A�y�P�.����-��*�����
�����/��'�eR�.��b��

� ��=
� ��/��'�eR(GUSF)�� ��J���� �(GUSR)����

���� �7��'���J?���
gS ��������'���/gus2 

GUS F�Tm=62 ºC, 23 mer 5� -GGT GGT CAG TCC CTT 

ATG TTA CG –3�      �
GUSR�Tm=57 ºC, 23 mer �5� –CCG GCA TAG TTA AAG 

AAA TCA TG –3�    �
��

� ��=
� ��/��'�eR(NPTF)�� ��J���� �(NPTR)����'� ���� � ��

�7���
gS �����nptII 2 

NPTF�Tm= 66.4 ºC, 26 mer�5� -GTC GCC TAA GGT CAC 

TAT CAG CTA GC –3�   �
NPTR� Tm= 61.1 ºC, 24 mer� 5� –ATG TTT GAA CGA 

TCG GGG ATC ATG –3� 

��

<���	�����?�
�� ������(�
�z�y�����1�����
��������

GFreeze and Thaw#��'��-��*���� ����mM CaCl2�N��)'���

d�����.���=���
�	����(Sambrook & Russell 2001)2��

7R�'����	���:���'��4��	��/��	��>����
���^
M��
���/

���R� ���-�.�-����0J	��
 �
���������'����"� � � <�����7�� 

��
1�Z;�0=��
����pBI121������<�.�:{1F�����	�������'�

� 7��'R� :���`� ��J
�� 7��
16�� 8�$"� ����PCR����� �
�

0=���4������+�$�[����/��'�eR�2����7�
��'��7��
16��
�,�

����
1
.�
��3����<���9����7�gus��.�4����2��

��

-���
-�	
)�"��:
�
��";
*"��
 


�0=���0J	�T�#
��<7��8�9����)�
�1&�|��.�'��AV%

��
����.� �'��� 2�7���
 �	� ���1���
� '�� 3/�@;� :��� 
�

�.�-��*����2�8��M��'��-��*�������
�l��
�,���:���������i
/

� T���� 0���	C_H� j� 7���� � -�F%� ��`� -�Z&� ��(X-100)�

HN� j� )��� ��HN����.� A������ <7���� 7�S � ��� �9
%�� 2�
�l�

�'��a;K��^
M����
����<A�������F9��zR�����J�#.��V ��

� 0J	� ���>����>��1�� \$�� ���"� ��'�� ^
M�� ��/MS�

��/�
���7��'�����.
�t� ��
����0J	Hh��������.�
�0&��L�

>
�� 
�� �S�
� � 0&��� )
��"� �oC�C����.� �
���]��2

7���
 �	/�
�� ��/�B/���C��<�������� ����>� Yl"� ��� -'�


���.� ��>� 2w�V��� ai��� 51&� 
�� �/mm����}�9��� ^
M�

����;�^
M������%����MS����mg/l BAP�C_D�<g/l�KN��<'
�	��

L�pH��7��
���g/l�L����.�0J	�
��R2��
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KN 

���1���
� <������.
�0�>��-�.�0J	�7���
 �	���/

� �/� ����'� ��+�=� ��HN���� '�
����>� 0J	� ^
M�� ��� 
��

���.� 0J	��� 2�0J	� '�� a;� ��*/� ��� A%��"� ��+�=� ��

7���
 �	�^
M��
���/MS�����"BAP�%�����<�����X�����/

7R� '������� A
SJ � �/� 2�%������/����� <(
�1.� '�� a;

^
M��7�.� A��6� 0J	� ��/���� 7��
�/� �%�=� �	v��.��

G����;�^
M��A��.MS�< g/l��N��<'
�	��L�pH��7��
���g/l�

��
��R� I���.� A9���� 2:��� '�� a;�-'����� ��� �%����� 8�6� �	

�J�
�^
M�����<�
�
�Q��������.�A9�����%��������'� 2�:��

� ���;� ^
M�� A��.� �
�� ^
M�MS� <mg/l IBA��� < g/l��N�

�<'
�	��L�pH��7��
���g/l�������
��R2��

��

<+�$
	���$;2
9��
*�
2,�	
��";
*�
�6
.�'
�2
 


��,���
����
1�Z;�A��"�4����	����������V.�0J	�'�

(OD650=1)���
*�������5��6�'��<Grpm��CNN��)�����HN�

�9
%��I��
� �z��
�����JS1/�^
M��
�GMS��<d���g/l�KN�

� �� '
�	���_C�pH� I������ A"� 2�B/�
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Fig. 1 T-DNA and multiple cloning site regions in pBI121 plasmid (Kahrizi & Salmanian, 2008) 
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Table 1. Analysis of variance of transformation frequency in different cold pretreatments, 

Agrobacterium inoculation periods and preconditioning in rapeseed�
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9� �7��'�)��(Inoculation periods)��3��188.200 ** 

CP ×PP��2��ns�0.080��
CP × IP 3��ns�0.072 
IP × PP 6��ns�0.058��

CP × IP × PP 6��ns�0.061��
3���'R���F[�Error��72��0.028��
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;(Cold pretreatment)��95��1%���%C.V. 
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Fig 3: PCR product for gus gene and pBI121 in 

repeseed. Lanes include:1: 100 bp size marker, 2: 

PCR product in non-transgenic plant (negative 

control) and 3: PCR product in pBI121 (positive 

control). 4 and 5: PCR product (521 bp) in 

transgenic plants. 
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Fig 4. PCR analysis for nptII. Lanes include:1: 100 

bp size marker, 2: PCR product (1340 bp) in 

transgenic plant. 3: PCR product in non-transgenic 

plant (negative control), and 4: PCR product in 

pBI121 (positive control) 
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