
 
  وري گل بررسي امكان انتقال ژن به گياهان خانواده چتريان با استفاده از روش غوطه
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  چكيده

استفاده از فنون كشت بافت، فراينـد  . شود هاي مختلف كشت بافت گياهي استفاده مي ز تكنيكهاي كلاسيك انتقال ژن به گياهان، عموما ا در روش
از تنـوع  انتقال ژن به گياهان را با مشكلات متعددي همچون صرف زمان و هزينه زياد، نياز به مهارت، تخصص و تجربه، و بروز تغييرات ژنتيكـي ناشـي   

انـد كـه بـي نيـاز از فراينـد       هاي تسهيل شده انتقال ژن اهتمام ورزيده هاي اخير، محققان به ابداع روش سالاز اين رو، در . سوماتيكي، مواجه ساخته است
وري گـل در سوسپانسـيون آگروبـاكتريوم، توجـه      در اين بين، روش غوطه. كشت بافت بوده و پاسخگوي نيازهاي تحقيقات نوين بيولوژي مولكولي باشند

وري گـل، گياهـان    در اين تحقيق با هدف بررسي امكان انتقال ژن به گياهان خانواده چتريان از طريق روش غوطه. تزيادي را به خود معطوف داشته اس
گياه آرابيدوپسيس نيز به عنـوان گيـاه مـدل بـراي     . مورد آزمايش قرار گرفتند )جعفري، هويج و كرفس(و گياهان دوساله  )شويد، رازيانه و گشنيز(يكساله 

آذين در سوسپانسيون باكتري آگروباكتريوم حامل پلاسـميد ناقـل    مختلف نمو گل  هاي گياهان موردنظر در مراحل گل. استفاده شد كنترل روش آزمايشي
هـاي آرابيدوپسـيس    اگرچه توليد گياهچـه . ور شدند غوطه nptIIو نشانگر گزينشگر گياهي  uidA (gus) حاوي ژن گزارشگر گياهي PBI121دوگانه 

نرخ تراريزش بسيار مطلوب براي اين گياه مبين صحت روش آزمايشي بود، ولي موفقيت چنداني در گياهان خـانواده چتريـان حاصـل    تراريخته و حصول 
بـا اسـتفاده از   . بذر از شش گونه گياهي مورد آزمايش، تنها يك گياهچه كرفس تراريختـه شناسـايي گرديـد    10000پس از گزينش و آناليز بيش از . نشد

هـاي   گياهچـه . آن تائيد نشددر  gusدر تنها گياهچه كرفس تراريخته حاصل مشخص گرديد، اما فعاليت ژن گزارشگر  nptIIور ژن ، حضPCRواكنش 
  . تائيد شدند PCRو واكنش  X-Glucبا استفاده از تست هيستوشيميايي  gusتراريخته آرابيدوپسيس بيان كننده ژن گزارشگر 

  
  خانواده چتريان، آرابيدوپسيس، اگروباكتريوم ال ژن،انتق، وري گل غوطه :هاي كليدي واژه

  
    1 مقدمه

براي انتقـال   پايهگياهي به عنوان يك فناوري   اگرچه كشت بافت
شود، ليكن استفاده از اين فناوري با برخي  ژن به گياهان محسوب مي

عنـوان مهمتـرين عامـل    مشكلات مواجه است كه در بعضي موارد به 
توليـد  . دشـو  حسـوب مـي  ژنتيك در گياهان ممهندسي محدود كننده 

سـازي دقيـق    گياهان تراريخته از طريق كشـت بافـت مسـتلزم آمـاده    
هـاي   هاي گياهي، انتخاب روش مناسب بـراي تراريـزش سـلول    بافت

                                                            
  دانشگاه ملاير ،استاديار گروه زراعت، دانشكده كشاورزي - 1
 ،زيستي  دانشكده علوم پايه و پژوهشكده فناوري ،دانشيار گروه زيست شناسي - 2

 دانشگاه فردوسي مشهد

  )Email: ar-bahrami@ferdowsi.um.ac.ir   :نويسنده مسئول - (*
دانشگاه  ،دانشكده كشاورزي ،دانشيار گروه بيوتكنولوژي و بهنژادي گياهي - 3

  فردوسي مشهد
گروه بيوتكنولوژي به ترتيب استاديار و دانشجوي سابق كارشناسي ارشد  -5و  4

  دانشگاه شهيد باهنر كرمان ،دانشكده كشاورزي ،كشاورزي

انفرادي گياه و اتخاذ يك سيسـتم گزينشـگر مناسـب بـراي انتخـاب      
يكي از سـوي ديگـر، بـروز تنـوع سـومات     . باشـد  گياهان تراريخته مـي 

هـاي   ناخواسته در بين گياهان تراريخته باززايي شده ناشـي از جهـش  
ژنتيكي القا شده در شرايط كشت بافت، كارايي فنـاوري انتقـال ژن را   

تغييـرات ژنتيكـي   .  دهـد  هاي كاربردي و تحقيقي كاهش مي در زمينه
اي  هاي نقطه ناخواسته نظير تغيير نمايه متيلاسيون ژنوم، القاي جهش

هـا، بطـور معمـول در گياهـان      در تعداد و ساختمان كروموزوم و تغيير
  ).11(شود  توليد شده از طريق كشت بافت مشاهده مي

گياهان، حداقل يك سيستم كشـت بافـت خـوب بـراي     در برخي 
توليد مؤثر گياهان تراريخته با راندمان مطلوب تراريزش تثبيـت شـده   

ي سيسـتم چنـدان   هاي گيـاه  است، در حالي كه براي بسياري از گونه
ايـن  . )3( رو وجود نداردتوي موثري براي باززايي گياهان در شرايط اين

امر امكان انتقال ژن به بسياري از گياهان مهم را با محدوديت مواجه 
هاي اخير، روش هاي تسهيل شده انتقال ژن كـه   در سال. نموده است

مهندسـي  بي نياز از فرايند كشت بافت مي باشند، مورد توجه محققان 
هاي تراريزش بـي نيـاز از مراحـل كشـت      روش. اند ژنتيك قرار گرفته
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. مي نامند) in planta( "تراريزش در سطح گياه"بافت را روش هاي 
در چنـد  . روشهاي انتقال ژن در سطح گياه، در آغاز راه خود قرار دارند

كمـي از   هـاي  گذرد، گـزارش  ها مي سالي كه از مطرح شدن اين روش
با ايـن  . باشد آميز آنها در گياهان زراعي در دسترس مي وفقيتكاربرد م

هـا در حـال    حال، تحقيقات متعددي براي گسترش كاربرد ايـن روش 
هاي انتقال ژن در سطح گياه كه تا  در بين مهمترين روش. انجام است

وري گـل   اند، دو روش نفوذپذيري با مكش و غوطه كنون معرفي شده
ايـن دو روش  ). 6و  3(انـد   معطـوف داشـته  بيشترين توجه را به خـود  

هاي جوان گياهان هدف بـا بـاكتري آگروبـاكتريوم     مبتني بر تيمار گل
حامل ترانسژن و غربالگري در بذرهاي حاصل از ايـن گياهـان بـراي    

هـا بـراي    اسـتفاده از ايـن روش  . باشـند  شناسايي افراد تراريختـه مـي  
آميـز بـوده اسـت و     تراريزش گياه مدل آرابيدوپسيس بسـيار موفقيـت  

ها بـراي تعـدادي از    هايي نيز كه اخيرا در استفاده از اين روش موفقيت
آمـده  زميني بدست  گياهان زراعي از جمله كلزا، يونجه، تربچه و سيب

  ).10و  9 ،7(است است، آينده نويدبخشي را فراهم آورده 
تيره بزرگي از گياهان گلدار جـدا گلبـرگ   گياهان خانواده چتريان، 

هاي فـراوان، مهمتـرين    آذين چتري پوشيده شده با گل هستند كه گل
در بـين گياهـان تيـره    . ويژگي متمايز كننده آنها از ساير گياهان است

ي فراواني وجود دارد كه اغلب آنها براي مردم يهاي دارو چتريان، گونه
بعضي از آنها نيز . گيرند شناخته شده و در طبابت مورد استفاده قرار مي

نند جعفري، شويد، كرفس، رازيانه، گشنيز و هـويج، بـرگ يـا ميـوه     ما
گياهـان  . خوراكي داشته و در زمره سبزيجات بسيار محبوب قرار دارند

زنـدگي كوتـاه، سـهولت در     چرخهخانواده چتريان از يك سو به دليل 
آذين، تعداد بذر فراوان و پرورش آسان از خصوصـيات   دسترسي به گل

دار هستند و از سوي ديگر به دليل كشـت و كـار   يك گياه مدل برخور
آنها براي مصارف غـذايي و دارويـي بـه عنـوان گيـاه زراعـي مطـرح        

وري  چنانچه بتوان اين گياهان را با اسـتفاده از روش غوطـه  . باشند مي
گل تراريخته نمود، گامي موثر به سـوي كـاربردي شـدن ايـن روش     

از ايـن رو، در ايـن   . شد انتقال ژن در عرصه كشاورزي برداشته خواهد
تحقيق به منظور دستيابي به روشي ساده و تسهيل شده بـراي انتقـال   

 Anethum(ژن در خانواده چتريان، اقدام به تراريزش گياهان شـويد  

graveolens( ــه ــنيز )Foeniculum vulgare(، رازيانـــ ، گشـــ
)Coriandrum sativum( جعفـــري ،)Petroselium sativum( ،

توسـط  ) Apium graveolens(و كـرفس  ) Daucus carota(هويج 
همچنين گياه آرابيدوپسـيس واريتـه كلمبيـا    . وري گل شد روش غوطه

)Arabidopsis thaliana var. colombia (  نيز به عنوان گياه مـدل
  .     براي كنترل روش آزمايشي مورد استفاده قرار گرفت

  
  ها مواد و روش

  مواد گياهي و كاشت و پرورش گياهان

ــه و گشــنيز(گياهــان يكســاله   و گياهــان دوســاله )شــويد، رازيان
. در اين تحقيق مورد آزمايش قـرار گرفتنـد   )جعفري، هويج و كرفس(

بذرهاي شويد و جعفري از شركت مام گل تهـران، كـرفس، گشـنيز و    
رازيانه از شركت خاك تهران و هـويج از شـركت آونـد تهـران تهيـه      

هـاي حـاوي خـاك     گيـاه در گلـدان   عدد بذر از هر 5-10تعداد . شدند
ها،  زني بذرها و تثبيت گياهچه پس از جوانه. سبك و غني كاشته شدند

سـاعت روشـنايي در    14گياهان تا مرحله گلدهي در گلخانه با شرايط 
 ± 2سـاعت تـاريكي در دمـاي     10گراد و  درجه سانتي 25 ± 2دماي 

  . گراد، پرورش داده شدند درجه سانتي 15
بيدوپسيس واريته كلمبيـا نيـز بـه عنـوان شـاهد مـورد       گياهان آرا

بذرهاي اين گياه پس از استريليزاسيون سـطحي  . استفاده قرار گرفتند
موراشـيگي و اسـكوگ    در سطح كاغذ صافي استريل يا محيط كشـت 

)1/2MS (ها در مرحلـه چهـار برگـي بـه خـاك       جوانه زدند و گياهچه
گلـدهي در شـرايط مشـابه بـا     اين گياهان تا مرحله . انتقال داده شدند

  . گياهان چتريان پرورش داده شدند
  
  هاي باكتري و ساختار ژني سويه

حامــل ژن  pBI121ســازه ژنــي شــامل پلاســميد ناقــل دوگانــه 
ــا  ــاهي بت ــگر گي ــدار  گزارش ــگر  uidA (gus)گلوكوروني و ژن گزينش

بيوتيـك   مقاومت به آنتـي  رمزكننده (nptII)نئومايسين فسفوترانسفراز 
 35S انداز توسط راه gusژن در اين پلاسميد، . استفاده شدامايسين كان

 انـداز  راهتحـت   nptII، و ژن (CaMV)ويروس موزائيـك گـل كلـم    
NOS )شـوند  هـدايت مـي  ) از ژن نوپالين سنتاز باكتري آگروباكتريوم .

ــاكتري ــاي  ب ــاليني   Agrobacterium tumefaciensه ــويه نوپ س
C58C1 سويه آگروپيني ،LBA4404    و سـويه مـانوپينيEHA105 

  .ها و انتقال ژن مورد استفاده قرار گرفتند وري گل براي غوطه
  

  تهيه سوسپانسيون باكتريايي تلقيح 
هـاي   براي تهيه سوسپانسيون باكتريايي تلقيح، بر اساس گـزارش 

يـك كلنـي   . عمل شـد ) 2001(و كرتيس و نام ) 1998(كلاف و بنت 
شده حامل ناقل دوگانـه مـوردنظر در    باكتري آگروباكتريوم ترانسفورم

گرم بر ليتر از هـر   ميلي 50مايع حاوي  LBمحيط كشت ليتر  ميلي 10
. هـاي ريفامپسـين و كانامايسـين كشـت داده شـد      بيوتيك يك از آنتي

 200درجـه سـانتيگراد و دور    28ها در شيكر انكوباتور با دمـاي   كشت
 5/2مقــدار  .ســاعت انكوبــه شــدند 24-48بــه مــدت  دور در دقيقــه

محـيط   ليتـر  ميلـي  50ليتر از كشت باكتريايي رشديافته به حجم  ميلي
در  گرم ميلي 50بيوتيك كانامايسين و حاوي  مايع فاقد آنتي LBكشت 

افزوده شد و به  ليتر ميلي 250بيوتيك ريفامپسين در فلاسك  آنتيليتر 
ساعت در شرايط مشابه انكوبه شد تـا جـذب نـوري آن در     6-8مدت 

هـاي بـاكتري بـه     سـلول . برسد 8/0 - 2/1نانومتر به  600ول موج ط
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منتقل گرديده و با استفاده از سـانتريفوژ   ليتر ميلي 50هاي فالكون  لوله
دقيقه در دماي اتاق از محـيط   10به مدت دور در دقيقه  4500با دور 

محلـول تلقـيح    ليتـر  ميلي 40كشت جداسازي شدند و پلت باكتري در 
درصـد سـاكارز و    5مايع، حاوي   MSكشت معدني  محيط. حل شد

، بـا  Tween 20يـا   Silwet L-77درصـد سـورفكتانت    05/0-03/0
7/5-2/5pH =      به عنوان محلول تلقيح در تيمارهـاي مختلـف مـورد

آمينوپورين بـه   در بعضي تيمارها، از هورمون بنزيل. استفاده قرار گرفت
  .محلول تلقيح استفاده شد نيز درلار نانومو 44مقدار 
  
  ها در سوسپانسيون باكتري آگروباكتريوم وري گل غوطه

 ـ ظهـور گـل    هاي گياهان چتريان در سـه مرحلـه   گل ن اوليـه،  آذي
هـا، بـا    آذين قبل از باز شدن كامل گل و گل هاي بسته آذين با گل گل

در سوسپانســيون ) ثانيــه 60و  30، 15، 5(تيمارهــاي زمــاني مختلــف 
هـاي   وري گـل  تلقـيح و غوطـه  ). 1 شـكل (ور شـدند   ايي غوطهباكتري

گياهان مورد آزمايش اكثرا پس از غروب آفتـاب انجـام شـد و بعـد از     
اي از  سـاعت در زيـر خيمـه    24ها بـه مـدت    ها، گلدان وري گل غوطه

سـاعت پـس از    24در مـدت  . پلاستيك سياه رنـگ قـرار داده شـدند   
ن آنهـا در چنـد نوبـت آبيـاري     ها و فضاي بـي  ها، گلدان وري گل غوطه

گياهـان تلقـيح   . كامل شد تا رطوبت محيط در اطراف گياهان بالا رود
شده تا مرحله نمو كامل و رسيدگي بذرها در شرايط گلخانه نگهـداري  
. شدند و پس از برداشـت بـذرها از گلخانـه خـارج و معـدوم گرديدنـد      

هـاي   يتـا زمـان بررس ـ   برداشت شده از گياهان تلقـيح شـده   بذرهاي
. درجه سانتيگراد نگهـداري شـدند   4آزمايشگاهي در يخچال با دماي 

گياهان در مدت دو سال و در سه نوبت كشت شدند و در مجمـوع در  
گيـاه، در   45هـاي   آذيـن  هر يك از گياهان شويد، رازيانه و گشنيز گل

 10هـاي   آذين گياه، و در كرفس و جعفري گل 24هاي  آذين هويج گل
  .ات مختلف باكتري و محلول تلقيح، تيمار شدندگياه با تركيب

آذين  گياهان آرابيدوپسيس پس از ورود به مرحله رشد زايشي، گل
هـا در   هاي ثانويه، گل آذين اوليه آنها حذف گرديده و پس از ظهور گل

مراحل مختلف شامل غنچه و مراحل اوليه بازشـدن بـا سوسپانسـيون    
بـه دليـل كوچـك بـودن     ). 2 لشك(باكتري آگروباكتريوم تلقيح شدند 

ها و گياهان، با استفاده از قطره چكانهـاي كوچـك يـك قطـره از      گل
سـطح خـاك بـا    . سوسپانسيون باكتري در روي هر گل قرار داده شـد 

هاي باكتري  هاي آلومينيومي پوشانده شد تا از ريخته شدن قطره فويل
پـس از تلقـيح   . هـاي بعـدي جلـوگيري شـود     بر روي خاك و آلودگي

 24هـاي پلاسـتيكي تيـره رنـگ بـه مـدت        ها با ليوان گياهان، گلدان
هـاي تلقـيح شـده     ساعت پوشانده شدند تا از تمـاس نـور بـا بـاكتري    

هـا رطوبـت    در اين مدت سعي شد تا با آبياري گلـدان . جلوگيري شود
سـپس شـرايط بـه حالـت نرمـال      . نسبي در اطـراف آنهـا بـالا باشـد    

شده در شرايط اتاق رشد، تا زمان تكميل گياهان تلقيح . بازگردانده شد

بذرهاي برداشت شده از گياهـان  . دوره رشد و بذردهي نگهداري شدند
گراد نگهداري شـدند   درجه سانتي 4آرابيدوپسيس در يخچال با دماي 

)6.(  
  

  گزينش بذرها و پرورش گياهان تراريخته احتمالي
تمـالي از  هاي تراريخته اح براي گزينش بذرها و شناسايي گياهچه

موراشــيگي و  زنــي و تثبيــت گياهچــه در محــيط كشــت روش جوانــه
حـاوي كانامايسـين بـه عنـوان عامـل گزينشـگر       ) 1/2MS(اسكوگ 

درصد بـذرهاي كاشـته    70-90غلظتي از كانامايسين كه . استفاده شد
نمايـد، قـبلا    هاي جوانه زده را براي هر گونه متاثر مي شده يا گياهچه

ورد هــر گونــه از گياهــان خــانواده چتريــان، در مــ. تعيــين شــده بــود
هايي كه در محيط گزينش از وضعيت سبزينگي و رشد بهتري  گياهچه

 - 8برخوردار بودند، پس از تثبيت در محيط كشت گزينش در مرحلـه  
 ± 2اين گياهان در اتاق رشد با دماي . منتقل شدند  برگي به گلدان 4

عت تـاريكي قـرار داده   سـا  8: ساعت روشـنايي   16و رژيم نوري  25
هاي كرفس، به دليل رشد بسـيار كنـد آنهـا در     در مورد گياهچه. شدند

شرايط كشت استريل و تاثيرپذيري بسيار زيـاد ريشـه آنهـا از حضـور     
هايي كه موفق بـه توليـد ريشـه     كانامايسين در محيط كشت، گياهچه

 اي از محيط كشت گزينش خارج گرديده و شدند، در مرحله دو برگچه
بيوتيك براي ادامه رشد منتقـل   به سطح محيط كشت مشابه فاقد آنتي

بذرهاي بدست آمده از گياهان آرابيدوپسيس نيـز پـس از ضـد     .شدند
 20حـاوي   1/2MSعفوني سطحي در سطح محـيط كشـت گـزينش    

. بيوتيــك كانامايســين  كشــت داده شــدند گــرم بــر ليتــر آنتــي ميلــي
روي آنهـا كمتـر مشـهود بـود،      هايي كه اثرات كانامايسين بر گياهچه

  . انتخاب و به گلدان منتقل گرديدند
  

  تائيد مولكولي گياهان تراريخته 
هـاي   به منظور بررسي انتقـال و بيـان ژن گزارشـگر در گياهچـه    

-Xهـا در محلـول    تراريخته احتمالي، قطعات جدا شده از اين گياهچه

Gluc ــه ــتفاد  غوط ــا اس ــده و ب ــل  ور گردي ــار الك ــد  70ه از تيم درص
ها به عنـوان شـاخص    توسعه رنگ آبي در نمونه. گرديدزدايي  كلروفيل

 هبـراي بررسـي ماهيـت تراريخت ـ   . در نظـر گرفتـه شـد    gusژن بيان 
از   ،در آنها مثبت شده بـود  GUSگياهاني كه آزمايش هيستوشيميايي 

 هـاي  ژنومي براي تكثير بخشي از ژني DNAبر روي  PCRتكنيك 
gus  وnptII صاصي استفاده شدبطور اخت.  

 20 هاياليگونوكلئوتيـد ، )2003( و همكـاران  چـن براساس مقاله 
   و GATGTGATATCTCCACTTAC – 5َ – 3َ مــري بــا تــوالي

3َ – CCCGCTTCGAAACCAATGCC – َ5  بــــراي تكثيــــر
همچنــين  .طراحــي شــدند gusاز ژن  bp 1247اي بــه انــدازه  قطعــه

ــد ــوالي  20و  19 هاياليگونوكلئوتيــــ ــا تــــ ــري بــــ  – 3َ مــــ
GGTGCCCTGAATGAACTGC – 5َ 3َ و – 
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AATATCACGGGTAGCCAACG – َ5  اي  قطعـه براي تكثير
انـدازه بانـد    .مورد استفاده قرار گرفتند nptII از ژن bp 522به اندازه 

DNA  تكثير شده در واكنشPCR 1، در مقايسه با نشانگر اندازه kb 

DNA ladder تعيين گرديد.   
  

  و بحث نتايج
  پرورش گياهانكاشت و 

روز و گشـنيز و هـويج در    7 - 10بذرهاي شويد و رازيانه در طي 
زني بـذرهاي جعفـري در    جوانه. هفته پس از كاشت جوانه زدند 2طي 
هفتـه پـس از كاشـت صـورت      5 - 6روز و كرفس در طـي   20طي 
ها در تركيب خاك انتخاب شده بخوبي صـورت   تثبيت گياهچه. گرفت

سـاله شـويد،    گياهان يـك . خود را آغاز كردند ها رشد گرفت و گياهچه
 30 - 40رازيانه و گشنيز در شرايط روزبلند بهار و تابسـتان در مـدت   

روز پس از  30 - 50روز و در شرايط روزبلند با نور مصنوعي در مدت 
رشد و نمو اين گياهان، در مدت . دهي رسيدند زني به مرحله گل جوانه

دهـي،   هـاي گـل   هي با عبور از  دورهد روز پس از شروع گل 30 - 40
گياهـان دوسـاله   . افشاني، و توسعه و رسيدگي بذرها تكميل شـد  گرده

جعفري، هويج و كرفس در بهار و تابسـتان سـال اول فقـط بـه رشـد      

رويشي پرداختند و پس از عبور از دوره سرماي پائيزه و زمستانه، پـس  
ال بعـد بـه مرحلـه    از برگرداندن به شرايط گلخانه، در اواخـر بهـار س ـ  

  ). 1 شكل(دهي رسيدند  گل
هــاي  در گيــاه آرابيدوپســيس مشــاهده شــد كــه انتقــال گياهچــه

زده در سطح كاغذ صافي و محيط كشت در مرحله دو برگي بـه   جوانه
هـايي كـه در    همچنين گياهچـه . گردد خاك، باعث تلف شدن آنها مي

بـراي  مرحله شش برگي به خاك منتقل شـدند نيـز قابليـت چنـداني     
هـا بـه    بهترين زمان براي انتقـال گياهچـه  . تثبيت و رشد نشان ندادند

ها پـس از انتقـال از قابليـت     خاك، مرحله چهار برگي بود كه گياهچه
همچنين مشاهده شد . ماني برخوردار بودند مطلوبي براي تثبيت و زنده

دهـي   كه نـور و دمـا تـاثير مهمـي بـر رشـد رويشـي و توانـايي گـل         
در مواردي كه نوسانات دما و افزايش آن از سـطح  . دارد آرابيدوپسيس

دهي زودرس  درجه سانتيگراد در محيط رشد اين گياه زياد بود، گل 25
در شـرايط رشـد   . هاي حاصـل، ضـعيف بودنـد    آذين مشاهده شد و گل

بهينه، گياهان آرابيدوپسيس، از اوايل هفته سوم تا اواخر هفته چهـارم،  
هفته دوره رشد خود  7تا  6 ن رسانده و در طيدهي را به پايا دوره گل

  ).2 شكل(را تكميل كردند 

  

  
  در شرايط گلخانه در مرحله گلدهي گياهان پرورش يافته - 1 شكل
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  گياه آرابيدوپسيس در مرحله گلدهي - 2 شكل

  
  ها تلقيح گياهان با آگروباكتريوم حاوي پلاسميد و نگهداري آن

هـاي گياهـان مـورد     بقـاي گـل  اثر متفاوت نوع سـورفكتانت بـر   
-Silwet Lدر هنگام استفاده از سـورفكتانت  . آزمايش مشاهده گرديد

هاي آن به سـورفكتانت واكـنش نشـان داده و     در گياه رازيانه، گل 77
از سوي ديگر، تيمـار بـا سوسپانسـيون بـاكتري     . دچار سوختگي شدند
در گيـاه شـويد باعـث چسـبندگي و      Tween 20حاوي سـورفكتانت  

در گيـاه آرابيدوپسـيس اسـتفاده از غلظـت     . ها گرديد اي شدن گل كپه
ــورفكتانت   05/0-03/0 ــد س ــروز و   Silwet L-77درص ــث نك باع

از ايـن رو، در  . ساعت پس از تلقيح شد 24آذين،  خشكيدگي محور گل
هـاي آرابيدوپسـيس، غلظـت     وري گـل  تكرارهاي بعدي بـراي غوطـه  

كليه گياهان پس از تيمار . درصد كاهش داده شد 02/0كتانت به سورف
با آگروباكتريوم به استثناي موارد ذكر شده فوق به رشد و نمو خـود در  
شرايط گلخانه ادامه داده و دوره رشد و نمو خود را با رسـيدگي بـذرها   

  . به پايان رساندند
  

گــزينش بــذرهاي گياهــان تلقــيح شــده و پــرورش گياهــان  
  خته احتماليتراري

بيوتيك كانامايسين به عنوان يك تركيب مهاركننده سيسـتم   آنتي
هاي سبز گياه و همچنين اثر بـر ريشـه    ترجمه در سلول، با اثر بر بافت
اكثر گياهان كم و بيش نسـبت بـه   . شود باعث اختلال در رشد آن مي

ايــن . دهنــد كانامايسـين حســاس بــوده و بـه آن واكــنش نشــان مـي   
ها و جلوگيري از گسترش  عموما باعث نكروزه شدن برگ بيوتيك آنتي

اين . شود ل پيشرفته باعث مرگ گياه ميها شده و در مراح و نمو ريشه
فسفوترانسـفراز   در حالي است كه بيان ژن نشانگر گزينشگر نئومايسين

در گياهان تراريخته، اثرات كانامايسين را خنثي كـرده و ايـن گياهـان    

  .انتخابي خواهند بود قادر به رشد در محيط
بـه  غلظت موثره كانامايسين براي گياهان مختلف متفاوت اسـت،  

، غلظـت  بـراي آرابيدوپسـيس   گرم بر ليتر ميلي 25غلظت اي كه  گونه
گـرم   ميلـي  250كرفس و جعفري، غلظت براي  گرم بر ليتر ميلي 200

بـراي   گـرم بـر ليتـر    ميلـي  400شويد و گشنيز و غلظـت  براي  بر ليتر
بسته به گونه گياه، يك تـا چهـار    .انه و هويج در نظر گرفته شدندرازي

زني بذرها در سطح محيط كشـت گـزينش، اثـرات     هفته پس از جوانه
زايـي انـدك، زردي    زايـي يـا ريشـه    كانامايسين به صورت عدم ريشـه 

در اين بـين  . ها مشاهده گرديد ها و رشد كاهش يافته در گياهچه برگ
ثير كانامايسين قرار نگرفته بودند، بـه عنـوان   هايي كه تحت تا گياهچه
هاي برگ و سـاقه   بافت. هاي تراريخته احتمالي انتخاب شدند گياهچه

در اين گياهان، سبزي و شادابي خود را حفظ كرده و ريشه از گسترش 
و  3 شـكل (مناسبي در محيط كشت حاوي كانامايسين برخوردار بـود  

4.(  
يانه، گشـنيز، جعفـري، هـويج و    براي هر يك از گياهان شويد، راز

 700و  2500،  600،  2000،  3000،  3000آرابيدوپسيس، به ترتيب 
 24گيـاه شـويد،    18عدد بذر در محيط گزينشگر كشت شده و تعـداد  

گياه هويج بـه محـيط خـاك گلـدان      14گياه گشنيز،  12گياه رازيانه، 
دند كـه  گياهچه آرابيدوپسيس نيـز انتخـاب ش ـ   38تعداد . منتقل شدند

 GUSتعدادي از آنها بطور مسـتقيم جهـت آزمـايش هيستوشـيميايي     
مورد استفاده قرار گرفتند و تعدادي نيز به محيط خاك گلـدان منتقـل   

از مجموع بـذرهاي جعفـري كشـت شـده در محـيط گـزينش،       . شدند
كليه . گياهي كه از استعداد انتقال به خاك برخوردار باشد، بدست نيامد

ل شده، در محيط خاك تثبيت شده و به رشـد خـود   هاي منتق گياهچه
  . ادامه دادند
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زني بذرها در محيط كشت  جوانه( pBI121گياهان گشنيز، شويد، رازيانه و كرفس با آگروباكتريوم حامل ناقل گزينش بذرهاي حاصل از  - 3 شكل

  )محيط كشت شاهد نشان داده شده استگزينش در مقايسه با 
  

  
هاي تراريخته در حال رشد  گياهچه(. pBI121هاي حاصل از گياهان آرابيدوپسيس تلقيح شده با آگروباكتريوم حامل ناقل گزينش بذر - 4 شكل

  ).باشند هاي غيرتراريخته كه رشد آنها متوقف شده است، مشهود مي هاي هوايي و توسعه ريشه در بين گياهچه اندام
  

زنـي،   وانـه به دليل نياز دمايي متفـاوت بـذرهاي كـرفس بـراي ج    
درجـه   18ظروف كشت محتوي بذرهاي اين گياه در دمـاي كمتـر از   

بذر بدست آمـده از دو گيـاه    800از مجموع . سانتيگراد قرار داده شدند
در محلول تلقيح آنهـا اسـتفاده    Tween 20كرفس كه از سورفكتانت 

درصـد آنهـا جوانـه زدنـد كـه فقـط يكـي از         50شده بود، نزديك به 
صل موفق به اندكي رشد ريشـه در محـيط گزينشـگر    هاي حا گياهچه

عدد بذر بدست آمده از سـه گيـاه كـرفس كـه از      600از مجموع . شد
در محلول تلقيح باكتري آنها استفاده شـده   Silwet-L77سورفكتانت 

درصد آنها جوانه زدند كه در اين بين، تعـداد هفـت    50بود، نيز تقريبا 
ختار ريشـه و نفـوذ آن در محـيط    گياهچه بطور بارز قابليت ايجـاد سـا  

  ). 5 شكل(كشت گزينش را نشان دادند 
سـويه  از سه سويه باكتريايي مورد استفاده در اين پـژوهش، تنهـا   

ــاليني  باعــث انتقــال ژن و توليــد گياهــان تراريخــت در   C58C1نوپ
همچنين تنها گياهچه تراريخت كـرفس نيـز بـا    . آرابيدوپسيس گرديد

  . كتري بدست آمداستفاده از اين سويه با

به دليل مشاهده روند كند رشد اين گياهـان در محـيط گـزينش،    
ها از شرايط محيط گزينش خارج شده و به ظروف كشـت   اين گياهچه

  .بيوتيك منتقل شدند حاوي محيط كشت فاقد آنتي
  

  هاي تراريخته تائيد مولكولي گياهچه
هـاي چتريـان و همچنـين     هـاي گونـه   قطعاتي از كليـه گياهچـه  

هاي آرابيدوپسـيس انتخـاب شـده در محـيط گـزينش تحـت        گياهچه
آزمايش هيستوشيميايي بـراي توسـعه رنـگ آبـي ناشـي از بيـان ژن       

بري كلروفيل، توسعه  پس از رنگ. گزارشگر بتاگلوكرونيداز قرار گرفتند
گياهچـه آرابيدوپسـيس    38نمونه از تعـداد   27رنگ آبي به وضوح در 

بـراي ايـن    8/3ه مبين نرخ انتقال ژن آزمايش شده مشاهده گرديد ك
هاي مربوط بـه   با اين حال، هيچ يك از نمونه). 6شكل (باشد  گياه مي
هاي هويج، گشنيز، شويد، رازيانه و كـرفس از نظـر بيـان ژن     گياهچه

وري  مثبت نبودند كه مبين عدم موفقيت روش غوطـه  GUSگزارشگر 
  .هاي گياهي بود گل براي تراريزش اين گونه
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تشكيل ساختار ريشه ) زايي، ب هاي غيرتراريخته براي ريشه عدم قابليت گياهچه) الف. گزينش بذرهاي كرفس در محيط كشت گزينش - 5 شكل

  هاي تراريخته احتمالي در گياهچه
  

، GUSجهت تائيد نتايج بدست آمده از آزمـايش هيستوشـيميايي   
و همچنين  gusبه منظور رديابي حضور ژن گزارشگر  PCRآزمايشات 

در . هاي مورد نظر انجـام شـد   در گياهچه nptIIژن نشانگر گزينشگر 
ژنـومي از گياهـان    يDNAهـاي   بـر روي نمونـه   PCRهاي  واكنش

مثبت شده بودند، تكثيـر قطعـات    GUSآرابيدوپسيسي كه در آزمايش 
بـه ترتيـب بـراي     bp 522و  bp 1248منطبق بر اندازه مورد انتظـار  

با استفاده  PCRهاي  واكنش. مشاهده گرديدند nptIIو  gusهاي  ژن

هاي چتريان، جز در يك مورد با  ژنومي گياهچه يDNAهاي  از نمونه
نتيجه منفي همراه شدند كه مبين تائيد نتايج آزمايش هيستوشـيميايي  

هـاي   در يـك مـورد از گياهچـه   . مبني بر غيرتراريخته بودن آنها بـود 
 bp 522بر اندازه مورد انتظار كرفس گزينش شده، فقط قطعه منطبق 

 T-DNAتكثير گرديد كه مبـين انتقـال نـاقص     nptIIمربوط به ژن 
  ).7شكل (پلاسميد در محدوده ژن نشانگر گزينشگر به اين گياه بود 

  

  
  GUSهيستوشيميايي  آميزي هاي آرابيدوپسيس تراريخته پس از رنگ اهچههاي مختلف گي عه رنگ آبي در اندامتوس - 6شكل 

  

  
قطعه تكثير شده : 6و  3، 1هاي  چاهك(هاي آرابيدوپسيس تراريخته  در گياهچه gusمراز براي تاييد حضور ژن  اي پلي واكنش زنجيره - 7 شكل

: 2هاي آرابيدوپسيس تراريخته، چاهك  گياهچه DNAهاي  هاي مختلف از نمونه با غلظت gusمربوط به ژن ) bp 1248(منطبق بر اندازه مورد انتظار 
قطعه : 8و  7هاي  ، چاهك)كنترل مثبت( pBI121پلاسميد : 5، چاهك kb DNA Ladder 1سايز ماركر : 4، چاهك )كنترل منفي(گياه غيرتراريخته 

آرابيدوپسيس و كرفس   گياهچه DNAبه ترتيب با استفاده از نمونه  nptIIمربوط به ژن ) bp 522(تكثير شده منطبق بر اندازه مورد انتظار 
  .)يختهترار
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سعي شد كه با اعمال تيمارهاي مختلف آزمايشـي   در اين تحقيق
 هاي مختلف آگروباكتريوم تومفاشينس، ژن گزارشگر و استفاده از سويه

gus  پـس از گـزينش   . منتقل شـود چتريان به گياهان مختلف خانواده
، اگرچـه تعـدادي   وري گل روش غوطهتعداد زيادي بذر بدست آمده از 

د، ولي حضور ترانسژن مورد نظر در هيچ يـك از ايـن   گياه گزينش ش
عبـور موفـق تعـدادي از    . تاييد نگرديد) بجز يك گياه كرفس(گياهان 

توان بـه نـوعي فـرار     گياهان غيرتراريخته از مرحله گزينش بذر را مي
بيوتيك  آنها از شرايط گزينش به دليل پتانسيل ذاتي تحمل تنش آنتي

كشت يا در حد فاصل محيط كشـت و  و يا رشد ريشه در سطح محيط 
البته به اين نكته نيز بايستي توجه نمود كه . جداره ويال كشت دانست

هـاي گيـاهي، از غلظـت     براي گزينش بذرهاي هر يك از ايـن گونـه  
درصد كشندگي كانامايسين استفاده شـده بـود كـه بطـور      90حداكثر 

را در  درصد از يـك جمعيـت گيـاه شـاهد     10ماني  طبيعي امكان زنده
اسـتفاده از دز زيركشـندگي   . نمايـد  شرايط محيط گزينش فـراهم مـي  
هاي گزينش مواد گياهي تراريختـه از   عامل گزينشگر در محيط كشت

اين جهت حائز اهميت است كه امكان انتخاب آن دسته از مواد گياهي 
تراريخته كه سطح بيان ترانسژن نشانگر گزينشگر در آنها پائين است، 

وري گـل   توان ادعا كرد كه روش غوطه از اين رو، مي. شودنيز فراهم 
براي گياهان شويد، رازيانه، گشنيز، هـويج و جعفـري كـارايي نداشـته     

توان مورد بررسي قـرار   اين عدم كارايي را از جهات مختلف مي. است
  .داد

وري گل، اولين بار در گيـاه آرابيدوپسـيس    روش انتقال ژن غوطه
در ايـن  . معرفـي گرديـد   Cruciferaeخـانواده  به عنوان يك گياه از 

تحقيق از گياه آرابيدوپسيس به عنوان گياه شاهد جهت بررسي صحت 
متوسط نرخ انتقال ژن در مورد  استفاده شد و و كارايي روش آزمايشي

درصـد   8/0 - 4اين مقدار، نسبت به سطح . درصد بود 8/3آن حدودا 
دسـتيابي  ). 6(باشـد   ب ميگزارش شده در مقالات مرتبط، بسيار مطلو

به اين نرخ انتقال ژن در گياه آرابيدوپسيس نتيجه كنترل دقيق شرايط 
در اين . )7و  4( باشد مي نظير دما، رطوبت و نوع سورفكتانت آزمايشي

تحقيق پس از چند دوره تلقيح و آزمايش سطوح مختلف سـورفكتانت،  
انسـيون  در سوسپ Silwet L77درصـد سـورفكتانت    02/0از تركيـب  

 ـ .تلقيح استفاده شد وري گـل   كـارايي روش غوطـه  رسـد   ه نظـر مـي  ب
كلـزا و   باشـد، زيـرا دو گيـاه    Cruciferaeمنحصر به گياهان خانواده 

از خـانواده  نتقال ژن در آنها موفق بوده است نيز كه اين روش ا تربچه
دهـي و   محققـان خصوصـيات گـل   . )10و  7( باشـند  آرابيدوپسيس مي

  . دانند را در اين امر بسيار مهم ميفرايند نمو گل 
هاي تيمار  در اين روش انتقال ژن به گياه، تخمك بارور نشده گل

هـا و   از اين رو، باز بودن گل. نمايد شده را قبل از باروري تراريخته مي
در دسترس بودن تخمك در هنگام تلقـيح بـاكتري نقـش غيـر قابـل      

ــن روش دارد  ــت اي ــاري در موفقي ــه . انك ــاهي ب ــل در نگ ــاختار گ س

ماننـد بـوده و در    دهد كه مادگي اين گياه كوزه آرابيدوپسيس نشان مي
كند و تا زماني كه كلاله، مادگي را مسـدود   طول دو هفته نمو پيدا مي

كشد و همين امر فرصت خوبي را در  كند، زمان نسبتا زيادي طول مي
ه و بـه  دهد تـا بتوانـد وارد تخمـدان شـد     اختيار آگروباكتريوم قرار مي
از طرفي چون در اين روش آگروبـاكتريوم  . تخمك دسترسي پيدا كند

هـاي موجـود در    نمايـد، تعـداد تخمـك    ژن را به تخمك منتقـل مـي  
تواند به عنوان يك عامل اثرگـذار در تعيـين    هاي گياه مي تخمدان گل

در مورد گياهان خانواده چتريان كـه   ).8(كارايي تراريزش مطرح باشد 
ها نسبتا زياد است كه اين امر يك  حقيق بودند، تعداد گلمد نظر اين ت

ليكن، شـايد مهمتـرين   . باشد فاكتور مثبت در استفاده از اين روش مي
دليل عدم موفقيت روش مذكور در اين گياهان نيز ساختار متفاوت گل 

تمايز سريع گل، عدم شكل كوزه مانند، فشرده بودن گلبرگ . آنها باشد
شـش بـر روي تخمـك و همچنـين تعـداد كـم       و كاسبرگ، وجـود پو 

، همگـي از  )2و  1(شوند  تخمكي كه در هر تخمدان به بذر تبديل مي
عوامل مهم و تاثيرگذار در عدم موفقيت ايـن روش در گياهـان مـورد    

  . باشند آزمايش مي
در بين گياهان مورد مطالعه در اين تحقيق، گياه كرفس به عنوان 

يـد گياهچـه تراريختـه در آن محقـق     تنها گياهي شناخته شد كـه تول 
تنها گياهچه تراريخته بدست آمده بخـش  احتمالا با اين وجود، . گرديد

بـه نظـر   . آگروباكتريوم را دريافت نمـوده باشـد   T-DNAمحدودي از 
رسد كه نوع سورفكتانت مورد استفاده در محلول تلقيح، به عنـوان   مي

رفس نيـز داشـته   يك عامل تكنيكي نقش بسزايي در تراريزش گياه ك
 Tween 20در بين بذرهاي گياهان كرفسي كه از سـورفكتانت  . باشد

اي  در محلول تلقيح آنها استفاده شـده بـود، هـيچ گياهچـه تراريختـه     
-Silwet Lاين در حالي بود كه با استفاده از سورفكتانت . بدست نيامد

اهميـت و تاثيرگـذاري نـوع    . ، يك گياهچه تراريخته بدسـت آمـد  77
كتانت مورد استفاده به عنـوان يـك عامـل كليـدي در موفقيـت      سورف

وري گل در گياهان ديگر شامل آرابيدوپسيس و تربچه نيز  روش غوطه
ماده سورفكتانت با كاهش ويسكوزيته . قبلا مورد تاكيد قرار گرفته بود

و كشــش ســطحي محلــول باعــث چســبيدن و رســوخ سوسپانســيون 
لازم به ذكر است كه . )7و  6( شود باكتريايي در منافذ گل گياهان مي

نرخ تراريزش بدست آمده براي كرفس در اين تحقيـق در مقايسـه بـا    
هاي موجود در مورد گياهاني نظير آرابيدوپسيس و تربچه بسيار  گزارش

با اين حال، در اين تحقيق براي اولين بار مشـخص شـد   . اندك است
وري گل تراريخته  هتوان گياه كرفس را با استفاده از روش غوط كه مي

ها و مشكلات موجود براي  اين نتيجه اوليه، با توجه به محدوديت. كرد
هاي فراواني كه اين گياه به عنوان يك  تراريزش گياه كرفس و ارزش

تواند در عرصه زراعت مولكولي در گياهـان داشـته    سبزي سالادي مي
سـازي   ينهتوان با به بديهي است كه مي. باشد، بسيار حائز اهميت است

روش آزمايشي، كارايي ايـن روش را در كـرفس افـزايش داد و روش    
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بـدين منظـور   . وري گل را در اين گيـاه تثبيـت و معرفـي نمـود     غوطه
دهي مطلـوب   بايستي روش آزمايشي با ايجاد شرايط مناسب براي گل

هـاي مختلـف كـرفس، و     گياهـان مـورد آزمـايش، اسـتفاده از واريتـه     
سـازي   بهينه Silwet L-77ختلف سورفكتانت هاي م بكارگيري غلظت

  .شود

  سپاسگزاري
فنـاوري دانشـگاه     اين تحقيق با حمايت مالي پژوهشكده زيسـت 
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