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  چكيده
داري شهري از اهميت بالايي برخوردار است، اما برخي صفات  شناختي، در جنگل دليل ارزش زيبايي به (.Cercis spp)ارغوان 

 ،در اين مطالعه .كرد اصلاحاز طريق مهندسي ژنتيك را  توان آنها كه مياند  از آن را با محدوديت مواجه كرده استفاده نامطلوب
 هاي رشد كننده ي از تنظيمهاي مختلف حاوي غلظت MS اي ارغوان در محيط كشت شيشه هاي درون گياهچه ةساقكوتيلدون و هاي  ريزنمونه

هاي  ناقل ژن pCAMBIA2301فاشينس با پلاسميد  تومه آگروباكتريوم AGL1و  EHA105هاي  سويه. كشت شدندمنظور القاء كالوس  به
nptII  وgusگزارشگر پروتئين آنزيمي ةتوليدكنندبيوتيك كانامايسين و  ترتيب عامل ايجاد مقاومت به آنتي ، به β– گلوكورونيداز، بر پاية دو

هاي مختلف  هاي مختلفي از سويه هاي كالوس و جنين زايگوتي بالغ با تراكم سلولسپس . تريس تراريزش شدند وروش كلريد كلسيم 
دي  –فور تو، ميكرومول 1/9و  4/22كه افزودن  نتايج نشان داد .گرديدند تلقيحغيرخلأ و خلأ دو شرايط  در آگروباكتريوم
هاي  زايي از ريزنمونه درصد، بهترين نتيجه را براي كالوس 97و  92ترتيب با  به محيط كشت به (D–2,4)استيك اسيد  كلروفنوكسي

نتايج همچنين . شدتعيين  هاي تراريخته انتخاب بافت و سلولبيوتيك كانامايسين براي  غلظت بهينة آنتي. دنبال داشت كوتيلدون و ساقه به
سنجش هيستوشيميايي ژن  .بدست آمد يتراريختبيشترين درصد خلأ در شرايط  8/0با تراكم نوري  AGL1استفاده از سوية  نشان داد كه
ها  و كالوس القاء شده از اين شاخساره هاي حاصل از رشد جنين شاخسارهدر ژنوم ادغام ژن انتقالي  ،مولكولي تجزيه و تحليلگزارشگر و 

براي توليد مد را آتواند مسيري كار سيستم تراريزش آگروباكتريومي كه براي اولين بار در اين گزارش توصيف شده است مي. تأييد كردرا 
  .عنوان ريزنمونه ارائه دهد با استفاده از جنين زايگوتي بهيخت رترا C. griffithiiدرختان 

  
  .، كانامايسينgusبيان ژن  فاشينس، تومه آگروباكتريوم ،اي شيشه كشت درون :كليديهاي  واژه

  
  مقدمه

ارغوان اسم كه معمولاً به  Cercis (Fabaceae)جنس 
اي  گونة درختي و درختچه 10شناخته شده است، تقريباً 

واقع در مناطق معتدلة شمالي از جنوب اروپا تا آسيا و 
 ,Cheong & Pooler) شود را شامل ميآمريكاي شمالي 

جنس به دليل برخورداري از اين هاي  گونه. (2003
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هاي قلبي  برگوايل بهار، ادر  رنگ ارغوانيهاي  شكوفه
داري  در جنگل ،شكل و سازگاري با شرايط محيطي متنوع

بر  افزون . از ارزش زيباشناختي بالايي برخوردارندشهري 
 ،اين جنس دامنة بردباري وسيعي به نور دارند يها گونهاين، 
 كنند ميتحمل خوبي  را بهنور كامل تا سايه كه  طوري به

(Distabanjong & Geneve, 1997) .ديگر مزاياي اين  از
، هاي مختلف ابليت رشد سريع در خاكتوان به ق گونه مي
هاي  و مقاومت بالا به آلودگي )هرس( مناسب دهي فرم امكان

با وجود .  (Cheong & Pooler, 2003)محيطي اشاره كرد
حساسيت ارغوان به آلودگي قارچ اين مزايا، 

Botryosphaeria ribis پذيري  آسيب ،عامل بيماري شانكر
شاخ و برگ آن در اواخر  كننده از تغذيهآفات مختلف  از

 Callirhopalusهمانندهاي برگخوار  مانند شپشك(تابستان 

bifasciatus  ( از عوامل  انبوه آنني كلو دشوار بودن تكثير
 روند شمار مي بهاز اين گونه  وسيعاستفادة  محدودكنندة

(Distabanjong & Geneve, 1997) .ين، اصلاح ابنابر
هاي اين  كردن موانع و محدوديت در راستاي برطرفژنتيكي 

هاي سنتي اصلاح  برنامه. رسد نظر مي گونه ضروري به
جواني در بسياري از  مرحلةدليل طولاني بودن  بهژنتيكي 

عنوان  تراريزش ژنتيكي به. روند درختان كند پيش مي
اد تغييرات تواند براي ايج رويكردي نوين و كارآمد، مي

هاي هدف بدون  اختصاصي و سريع در ژنوتيپ يا ژنوتيپ
د كار گرفته شو ينة ژنتيكي آنها بههم خوردن زم به

(Shuerman & Dandekar, 1993) . در راستاي حل
هاي مهم چوبي با استفاده از  مشكلات مشابه در ديگر گونه

گزارش  ارزشمنديهاي  يافتههاي تراريزش ژنتيكي  تكنيك
 Strauss et al. 1995; Li et al. 2003; Li et)شده است 

al., 2007).  نتيكي در ژبا وجود اين، تاكنون تراريزش موفق
هاي  كردن تكنيك با بهينهالبته . ارغوان گزارش نشده است

كمك  و شرايط لازم براي تراريزش به كشت بافت
يخت در اين رباززايي گياه ترا ،فاشينس تومه آگروباكتريوم

هاي مهم اقتصادي  مانند بسياري از گونه گونة مهم نيز به
  .شود مي ممكنصنوبر همانند 

آميزي براي  طور موفقيت به ميهاي آگروباكتريو از ناقل
هاي گياهي استفاده  تراريزش ژنتيكي دامنة وسيعي از گونه

به داخل ژنوم  T–DNAاولية انتقال  رخدادهاي. شده است
هاي گياه ميزبان از طريق تشخيص هيستوشيميايي  سلول

 .شود تأييد مي (gus)گلوكورونيداز –βفعاليت ژن گزارشگر 
ن شيمري گزارشگر كه ژ حاملابداع ناقل دوتايي تراريزش 

قطع شده لة يك اينترون يوس هب gusدر آن توالي رمزشوندة 
آورد كه فعاليت آنزيمي ژن  وجود  اين اطمينان را بهاست، 

هاي  هاي باكتريايي در داخل سلول گزارشگر به جاي سلول
 با. (Vancanneyt et al., 1990)گيرد  گياه ميزبان انجام 

سريع فعاليت آنزيم گزارشگر سنجش  تكنيك از استفاده
gus، شده  المارزيابي سريع اهميت پارامترهاي مختلف اع

ها و  به ريزنمونه T–DNAكردن تراريزش و انتقال  براي بهينه
كمك  بهژنتيكي تراريزش  .پذير شد هاي ميزبان امكان سلول

سياري از ببراي مهندسي ژنوم مؤثر طور  آگروباكتريوم به
كار  منظور دستيابي به صفات مطلوب به هاي گياهي به گونه

 ادغامدليل  سيستم بهاين . (Gelvin, 2009)گرفته شده است 
نوم ميزبان، پايداري ژن ژن انتقالي به داخل ژتعداد كمتري 

به  ،هاي ميزبان و كارايي بالاي تراريزش انتقالي در سلول
اي و  بمباران ذرههمانند هاي تراريزش ژنتيكي  ديگر روش

 ;Dai et al., 2001)شود  الكتروپوراسيون ترجيح داده مي

Travella et al., 2005). كردن  هدف از اين مطالعه، بهينه
ارغوان  ژنتيكيزايي و تراريزش  مختلف كالوسشرايط 

فاشينس ناقل پلاسميد حامل ژن  تومه كمك آگروباكتريوم به
  .بود gusگزارشگر 

  
  ها مواد و روش
  مواد گياهي

دختر ملاوي واقع  هاي پل از جنگلبذر درخت ارغوان 
آوري، و تا زمان استفاده در دماي  جمعدر استان لرستان 

C˚4  شكستن خواب، بذرها به مدت  منظور به .شدنگهداري
 تيمار) درصد 95–97(اسيد سولفوريك غليظ  بادقيقه  90

  از شكستن خواب و  پس. (Schopmeyer, 1974) شدند
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بذرها ، دقيقه 20مدت  در حال جريان به با آبآنها شستشوي 
 20–همراه با چند قطره توين درصد 20در هيپوكلريدسديم 

سه  دنبال آن بهو صورت سطحي ضدعفوني  بهدقيقه  15مدت  به
 استريلدر محيط سپس . بار با آب مقطر شستشو داده شدند

 ،دقيقه 3مدت  به درصد 70اتانول  ور كردن در با غوطهابتدا 
در دقيقه و  3مدت  به درصد 20پس از آن در هيپوكلريدسديم 

آب با  )دقيقه 3مدت حداقل  هر بار به(شستشو ار نهايت سه ب
هاي  منظور توليد گياهچه به .گرديدند ضدعفوني ، بذرهامقطر
هاي كشت  ضدعفوني شده در شيشه اي، بذرهاي شيشه درون

 (MS) گموراشيگ و اسكو ليتر محيط كشت ميلي 35حاوي 
ساعت  16با شرايط نوري  C˚2± 25بدون هورمون، در دماي 

  .روشنايي كشت شدند
  

  القاء كالوس
متري ساقه و  ميلي 10تا  8هاي  ريزنمونهبراي القاء كالوس 

حاوي  MSكشت   محيطروزه در  7–10هاي  كوتيلدون گياهچه
فوردي  تو، هاي رشد  كننده تنظيم هاي مختلف غلظت

 4/22و  5/4 ،1/9 ،9/17( (D–2,4)اسيد  استيك  كلروفنوكسي
 4/5 ،8/10 ،6/21( (NAA)استيك اسيد  نفتالن يا) ميكرومول

ميكرومول  4/4در تركيب با به تنهايي يا ) ميكرومول 5/26و 
 5 با تكرار 8 در قالب تيمارها. كشت شدند (BA)آدنين  بنزيل

. نداعمال شد بر پاية طرح كاملاً تصادفيهر تكرار ريزنمونه در 
 16شرايط نوري در و  C˚2 ± 25ها در دماي  كشت همة

از زمان هفته  4نگهداري و پس از گذشت  ،ساعت روشنايي
هاي القاء شده از  و ميانگين وزني كالوستعداد ميانگين  ،كشت

  .ثبت شدهر تيمار 

  فاشينس آگروباكتريوم تومه هاي هسوي
هــاي  ســويهاز  يايختــرترهــاي  آزمــايشبــراي انجــام 

C58C1 ، EHA105و AGL1 فاشـينس  تومـه  آگروباكتريوم 
ــد ــتفاده ش ــوية. اس ــدا  AGL1 و EHA105 دو س ــد ابت فاق

دوتـايي   ناقـل از  بودند و با استفاده gusپلاسميد داراي ژن 
pCAMBIA2301 (CAMBIA, Canberra, 

www.cambia.org) ژن  حاملgus شده از سـوية   استخراج
C58C1 استفاده از دو روش بر پاية CaCl2  يـا Tris–HCL 

ــدند ــزش ش ــة . تراري ــميد  T–DNAناحي ــن پلاس ژن دو اي
ــفراز  نئومايســين ــت  (nptII)فسفوترانس ــندة مقاوم ــه بخش ب

و  (Kan)بيوتيك كانامايسين  آنتي در برابر هاي گياهي سلول
، كـه  (gus)گلوكورونيـداز  –βژن گزارشگر هيستوشـيميايي  

واسطة يك توالي اينتروني قطـع شـده    هناحية رمزشوندة آن ب
هـاي باكتريـايي    كشـت  .)1شـكل  ( كنـد  را حمل مـي است، 
كشـتي   منظور هم به AGL1و C58C1 ، EHA105هاي  سويه

ليتر محـيط   ميلي 30طور جداگانه در  هاي گياهي، به با سلول
و  (Rif)هاي ريفامپيسين  بيوتيك مايع حاوي آنتي LBكشت 

Kan 600 تا دستيابي به تراكم نوري ها اين كشت .كشت شدند 
 (OD600)8/0  دور در دقيقه 180(بر روي شيكر افقي  1تا (
هـاي   منظور تهيـة تـراكم   به .رشد داده شدند C˚28در دماي 

. گرديدندرقيق  LBها با استفاده از محيط  مختلف، اين كشت
هـاي گيـاهي، بـه     هـا بـا سـلول    كشـتي بـاكتري   قبل از هـم 

ــيون ــاي باكتر سوسپانس ــيرنگان ه ــايي استوس –SIGMA)ي

ALDRICH)  ميكرومول  100با غلظت نهايي(Takeshi et 

al., 1997) افزوده شد.  

  
  pCAMBIA2301پلاسميد  T–DNAساختار خطي ناحية  -1شكل 

  

  هاي كالوس و جنين زايگوتي با آگروباكتريوم ريزنمونه كشتي هم
 200تا  100قطعات با قطر (هاي كالوس  ريزنمونه

طور جداگانه در  هاي بالغ زايگوتي به و جنين) متر ميلي

محيط بر ليتر ليتر  ميلي 50متري حاوي  ميلي 100هاي  ارلن
ساعت در تاريكي و در  4مدت  و به ،ور غوطه LBكشت 
قرار ) دور در دقيقه 100(بر روي شيكر افقي  C˚28دماي 
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هاي  تراكمدقيقه در  10مدت  ها به سپس ريزنمونه. داده شدند
انكوبه و ) 8/0و  6/0، 4/0( مختلف آگروباكتريوم 600نوري

 MS + 9.1)كشتي  روز در محيط هم 5مدت  بهپس از آن 

µM 2,4–D + 4.4 µM BA + 200 µM AS + 8 g l–1 

agar) منظور بررسي تأثير نوع سويه بر فراواني تراريزش به، 
كشت  همباكتريايي  هاي هسوييك از طور جداگانه با هر  به

تراريزش،  برخلأ منظور بررسي اهميت شرايط  به .شدند
در شيوة بالا  بالغ زايگوتي كه به  هاي كالوس و جنين ريزنمونه

در  AGL1با سوية تيمار شده بودند،  پيش LBمحيط كشت 
و عدم وجود خلأ در دو شرايط وجود  8/0 600نوري تراكم
هاي تلقيح شده در  ماني ريزنمونه زنده. گرديدندتلقيح خلأ 

تيمارهاي مختلف از طريق قرار دادن آنها در محيط حذف 
 MS + 9.1 µM 2,4–D + 4.4 µM BA + 500)باكتريايي 

mg l–1Rif + 8 g l–1 agar) در دمايC˚28  در تاريكي و
 پس از آن. هفته بررسي شد 5ارزيابي رشد آنها تا بعد 

  .مورد ارزيابي قرار گرفتند نيز gusها براي بيان ژن  ريزنمونه
  

كانامايسين براي  بيوتيك غلظت بهينة آنتي تعيين
  تراريخت سارةشاخ كالوس و انتخاب

بيوتيك كانامايسين براي  تعيين غلظت مناسب آنتيبراي 
ها به محيط كشت  ريزنمونه ،احتمالي ةتراريخت شاخسارةانتخاب 
 MS + 9.1 µM 2,4–D + 4.4 µM BA + 100 µM) انتخابي

AS + 8 g l–1 agar) 100و  75، 50غلظت صفر، چهار  حاوي 
رشد و تمايز  .انتقال داده شدند كانامايسين گرم بر ليتر ميلي

 1هاي در حال رشد طي يك دورة زماني  شاخسارهكالوس و 
رشد و سرعت از دست رفتن  شدن متوقف ماهه بر اساس 2تا 

  .اي بررسي شد صورت مشاهده آنها بهكلروفيل 
  

  gusسنجش هيستوشيميايي ژن گزارشگر 
، gusمنظور تشخيص هيستوشيميايي ژن گزارشگر  به

و  كشت شده هاي هم ريزنمونههاي باززايي شده از  شاخساره
مدت يك شب در  ها به كالوس القاء شده از اين شاخساره

بر   (X–Gluc)سوبستراي آنزيم در بافر حاوي C˚37دماي 
با كمي تغييرات ) 1987(و همكاران  Jefferson اساس روش

آميزي شده سپس با  هاي گياهي رنگ بافت. قرار گرفتند
تعداد . زدايي شدند درصد كلروفيل 70استفاده از اتانول 

كه حداقل در يك نقطه ها  ريزنمونههاي متمايز شده از  بافت
صورت درصد از كل  به، خود گرفته بودند بهرنگ آبي 

كشت شده براي هر يك از تيمارهاي مورد  هاي هم ريزنمونه
هاي متمايز شدة  بافتها،  در تمامي بررسي. بررسي ثبت شد

هاي سنجش  عنوان شاهد در بررسي تراريخت نيز به غير
  .در بافر حاوي سوبسترا قرار داده شدند gusهيستوشيميايي 

  
  PCRتجزية 

DNA هـاي   هاي تراريخت، شاخساره ژنومي ريزنمونه
ايـن  شـده از   و كالوس القاء تشكيل شده از جنين زايگوتي

ــا شاخســاره ــتفاده از ه ــا اس ــر  CTAB ب ــة روشو ب  پاي
Keblians  اسـتخراج   با كمي تغييرات) 2002(و همكاران

ــره .شــد ــايي   واكــنش زنجي ــا حجــم نه  15اي پليمــراز ب
 ـ  1ميكروليتر شامل   40(ژنـومي   DNA ةميكروليتـر نمون

، +Mg2مـولار   ميلي 8/1(ميكروليتر مستركيت  4، )نانوگرم
 3، )پليمـراز   و يـك واحـد تـگ    dNTPميكرومولار  150

ــونيزه،   ــر آب دي ــك از   1ميكروليت ــر ي ــر از ه ميكروليت
ــتقيم   ــاي مســـــــــــــ –′5)آغازگرهـــــــــــــ

CGATCAGGTCGCCGAGG–3′)  ــوس –′5)و معكـ

GGTCGCGGAGGGTATCG– 3′) )10 ميكرومولار (
: انجـام شـد   تر روغن معدني بـا برنامـة زيـر   يميكرول 5و 

 35، سـپس  Cº94در دمـاي   گرما اي پيش  دقيقه 3مرحلة 
 Cº63، )سـازي  واسرشت( ثانيه 60به مدت  Cº94چرخة 

ثانيـه   90بـه مـدت    Cº72و ) اتصـال (ثانيـه   60به مدت 
 Cº72و سرانجام مرحلـة بسـط نهـايي در دمـاي     ) سنتز(
در ژل  PCRمحصـول  . )پليمريزاسـيون ( دقيقه 12مدت  به

پـس از  تكثيرشـده   DNAدرصـد تفكيـك و    2/1آگارز 
درصـد اتيـديوم برومايـد، بـا      1/0آميزي با محلول  رنگ

از . داكيومنــت آشكارســازي شــد اســتفاده از دســتگاه ژل
بـراي تعيـين انـدازة    ) سيناژن(كيلوبازي  كش ژني يك خط

 .استفاده شد نوار تكثيرشده
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  هاي تراريخت شده زايي ريزنمونه كالوس
 ـ هـاي  گياهچهپس از رشد  ة حاصـل از رشـد   تراريخت

و  محيط رشد انتخابي در شده با آگروباكتريوم تلقيحجنين 
، از سـاقه و كوتيلـدون   در ژنوم آنها gusژن حضور تأييد 
عنوان ريزنمونه براي القـاء كـالوس    ها به اين گياهچهبرگي 

 MSهـاي سـاقه در محـيط كشـت      ريزنمونـه  .استفاده شد
گـرم   ميلي 500همراه با  D–2,4گرم بر ليتر  ميلي 2حاوي 

گرم بر ليتر كانامايسـين، و   ميلي 100+ بر ليتر سفوتاكسيم 
 5حـاوي   MSهاي كوتيلـدون در محـيط كشـت     ريزنمونه

گـرم بـر ليتـر     ميلي 500همراه با  D–2,4گرم بر ليتر  ميلي
و  ،گرم بر ليتر كانامايسين كشـت  ميلي 100+ سفوتاكسيم 
ســـاعت  16شـــرايط نـــوري در  C˚2 ± 25 در دمـــاي
پـس از القـاء    .داده شـدند هفته رشـد   4مدت  بهروشنايي 
بـراي   PCRهيستوشـيميايي و   تجزيـه و تحليـل  ، كالوس

شده در  هاي توصيف مانند روش به gusارزيابي حضور ژن 
  . بالا انجام شد

  
  ها تجزيه و تحليل داده

مراحـــل بـــرداري  هـــاي حاصـــل از يادداشـــت داده
هـاي كـالوس و جنـين     و تراريزش ريزنمونـه  زايي كالوس

بـودن بـا اسـتفاده از     پس از بررسـي نرمـال  زايگوتي بالغ 
فاكتوريل  آزمايشاسميرنف، در قالب - كولموگروفآزمون 
 16بـا اسـتفاده از نسـخة    طـرح كـاملاً تصـادفي     بر پايـة 
مقايســة . شــدندتجزيــه و تحليــل   SPSSافــزار  نــرم

بـا   هـا،  گني واريانسي حاصل پس از تأييد همها ميانگين
  .گرديداستفاده از آزمون دانكن انجام 

  نتايج
  زايي كالوس
زني و توليد گياهچة مورد نياز انجام  جوانهمنظور  به

مختلف، بذرهاي تيمار شده با اسيد سولفوريك هاي  آزمايش
كشت شدند و  MSغليظ پس از ضدعفوني در محيط كشت 

پس از  ).؛ الف2شكل (پس از گذشت يك هفته جوانه زدند 
زايي  كالوس هاي كشت كشت در محيط گذشت يك هفته از

هاي كالوس در  ها متورم و آغازه ، ريزنمونه)پ، ب؛ 2شكل (
ها  و يا كناره) ساقه ةدر ريزنمون(ها  مناطق برش ريزنمونه

 و) تالف،  ؛3 شكل(نمايان شدند ) هاي كوتيلدوني ريزنمونه(
در ) ث، ب؛ 3شكل (كالوس تشكيل شده  ةبا تدوام رشد تود

طور كامل از تودة سلولي  ها تقريباً به هفتة سوم ريزنمونه
  ).ج، پ؛ 3شكل(پوشيده شدند 

، به لحاظ سرعت تشكيل و شدهبراساس مشاهدات انجام 
پيدايش كالوس، بين دو ريزنمونة ساقه و كوتيلـدون تفـاوت   

هاي سـاقه   كه اين سرعت در ريزنمونه طوري به وجود داشت،
هاي كوتيلـدون   چهار هفته پس از كشت ريزنمونه. بيشتر بود

هـاي القـاء كـالوس، پارامترهـاي درصـد       و ساقه در محـيط 
هاي حاصل از تيمارهاي مختلـف   زايي و وزن كالوس كالوس

نتايج حاصل از تجزيـة   1  برداري شد كه در جدول  يادداشت
كـه ايـن    نطورهما. ها نشان داده شده است واريانس اين داده
سطوح مختلف اثـرات نـوع ريزنمونـه،     دهد جدول نشان مي

كننـدة رشـد مـورد     هاي رشد و نوع تنظيم كننده غلظت تنظيم
اســتفاده و اثــرات متقابــل آنهــا بــا هــم بــر هــر دو صــفت 

) گـرم (دست آمده  هاي به و وزن كالوس) درصد(زايي  كالوس
  ).1جدول (دار بود  درصد معني 1در سطح احتمال 

  

  
  روز از آغاز كشت  10پس از گذشت اي بذر ارغوان  شيشه زني درون حاصل از جوانه ةرشد گياهچ -2 شكل

  اي شيشه هاي درون برگرفته از گياهچه) پ(و كوتيلدون ) ب(هاي ساقه  كشت ريزنمونه ؛MSدر محيط كشت ) الف(

پبا
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هاي  ها، ميانگين از تأييد فرض همگني واريانسپس 
اي دانكن مقايسه شدند  شده با استفاده از آزمون چنددامنه محاسبه

محيط كشت  دهد نشان مي 2همانطور كه جدول  ).2جدول (
زايي  درصد كالوس 5/97با  D–2,4ميكرومول  4/22داراي 

هاي كوتيلدون باعث شد؛  بيشترين درصد كالوس را از ريزنمونه
 5/92(هاي ساقه  زايي از ريزنمونه در مقابل بيشترين كالوس

ها در محيط كشت  زماني مشاهده شد كه اين ريزنمونه) درصد
 وجود با. كننده كشت شدند ميكرومول از همين تنظيم 1/9حاوي 

هاي كشت شده در  زايي در كوتيلدون ي كالوساين، فراوان
 6/21و  8/10، 4/5هاي  هاي كشت حاوي غلظت محيط

، و همچنين BAميكرومول  4/4در تركيب با   NAAميكرومول
هاي كشت حاوي  هاي جوان كشت شده در محيط در ساقه

 4/4در تركيب با   NAAميكرومول 8/10و  4/5هاي  غلظت
  ). 2جدول (د بود درص 15كمتر از  BAميكرومول 

) گرم 15/0(و كمترين ) گرم 4/1(بيشترين  علاوه بر اين،
هاي كوتيلدون  هاي القاء شده از ريزنمونه ميانگين وزني كالوس

ميكرومول از  4/22هاي كشت برخوردار از  ترتيب در محيط به
2,4–D  ميكرومول  5/26به تنهايي، وNAA  4/4در تركيب با 

ثبت شد؛ در مقابل بيشترين و كمترين ميانگين  BAميكرومول 
ترتيب مربوط به  ثبت شده براي اين صفت در ريزنمونة ساقه به

تنهايي  به D–2,4ميكرومول  1/9كشت حاوي   هاي محيط
 4/4در تركيب با  NAAميكرومول از  5/26، و )گرم 91/0(

  ).2جدول (بود ) گرم BA )21/0ميكرومول 
  

   MSدر محيط كشت ) پ( چهار هفتهو ) ب( دو، )الف( يكهاي ساقه پس از گذشت  زايي ريزنمونه كالوس -3 شكل  
   MSدر محيط كشت ) ج(هفته  چهارو ) ث( سه، )ت( دوو كوتيلدون پس از گذشت  D–2,4 ميكرومول 1/9حاوي 

  )متر ميلي 10: كش خط( D–2,4 ميكرومول 4/22حاوي 
  

  زايي در ارغوان كنندة رشد بر كالوس تنظيم غلظتواريانس اثر نوع ريزنمونه، نوع و  ةنتايج تجزي –1جدول 
 درصد كالوس  وزن كالوس منبع تغييرات  درجة آزادي ميانگين مربعات

  نوع ريزنمونه 1 1/2628**  21/1**
  كنندة رشد نوع تنظيم 1 1/69378**  24/11**

  كنندة رشد غلظت تنظيم 3 1/5078**  8/0**
 كنندة رشد نوع تنظيم ×نوع ريزنمونه  1 1/11628**  9/2**
 كنندة رشد غلظت تنظيم ×نوع ريزنمونه  3 4/3986**  91/0**

 كنندة رشد غلظت تنظيم ×كنندة رشد نوع تنظيم 3 7/5269**  33/0**
 كنندة رشدغلظت تنظيم×كنندة رشد  نوع تنظيم ×نوع ريزنمونه 3 1/8353**  69/1**
 خطاي آزمايشي 112  7/114  03/0
 )درصد(ضريب تغييرات  − 8/18 0/11

  درصد يكدار در سطح  معني: **

پالف

 جثت
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  هاي رشد كننده در تيمارهاي مختلف تنظيم القاء شدههاي  كالوس  زايي و وزن ميانگين درصد كالوس -2 جدول
  وزن كالوس
(µ ± SE) 

  كالوس درصد
(µ ± SE) 

 ريزنمونه )ميكرومول(كنندة رشد  تنظيم
f02/0 ± 09/0 f1/0±50/2 4/5+4/4 BA+NAA 

 كوتيلدون

f01/0 ± 13/0 f1/0 ± 00/5 8/10+4/4  
f01/0 ± 11/0 f2/0 ± 00/5 6/21+4/4  
ef04/0 ± 15/0 e6/3 ± 50/17 5/26+4/4  
def066/0 ± 24/0 e5/4 ± 50/17 5/4 2,4–D 
c081/0 ±69/0 c6/4 ± 00/75 1/9  
a146/0 ± 40/1 bc3/4 ± 00/85 9/17  
a086/0 ± 38/1 a5/2 ± 5/97 4/22  

f01/0 ± 10/0 f2/0 ± 50/7 4/5+4/4 BA+NAA 

 ساقه

f02/0 ± 12/0 f1/0 ± 00/10  8/10+4/4  
de02/0 ± 36/0 d8/4 ± 00/35 6/21+4/4  
de05/0 ± 21/0 e5/4 ± 50/17 5/26+4/4  
d07/0 ± 39/0 d9/4 ± 00/35 5/4 2,4–D 
b10/0 ± 91/0 ab2/5 ± 50/92 1/9  

def06/0 ± 21/0 e5/4 ± 50/17 9/17  
def05/0 ± 22/0 e5/4 ± 50/17 4/22  

  
  

  هاي آگروباكتريوم تراريزش سويه
 (nptII)هاي نئومايسين فسفوترانسفراز  ژن حاملپلاسميد 

و اسـتخراج شـد    C58C1از سوية  (gus)گلوكورونيداز –β و
از طريق دو روش تراريختـي   AGL1و  EHA105هاي  سويه

تراريـزش  بـا آن  ) استفاده از تريس ياكلريدكلسيم استفاده از (
تراريزش  هاي كشت سويهساعت از  48پس از گذشت . شدند

هـاي رشـديافته    ، تعـداد كلنـي  محيط انتخابيشدة احتمالي در 
از  شده تشكيلهاي  تعداد كلني مقايسة ميانگين. شمارش شدند

 ،دار بـود  داراي اخـتلاف معنـي  كه دو روش مختلف تراريزش 
تعـداد كلنـي   براي رشـد  تريس روش استفاده از كه نشان داد 
ــ ــترتراريخت ــت  ة بيش ــدتر اس ــكل ( كارآم ــر ژن ).4ش   تكثي

β–  اي پليمـراز   گلوكورونيداز در واكـنش زنجيـره(PCR)   بـا
را در ژنـوم   ايـن ژن وجود  ،استفاده از آغازگرهاي اختصاصي

  ).5شكل (تأييد كرد  هاي تراريخت شده سويه

  گر  تعيين غلظت بهينة عامل گزينش
منظور تعيين غلظت بهينة كانامايسين در محيط كشت  به

شـدة احتمـالي،    هـاي تراريخـت   براي رشد انتخابي سـلول 
 MSهاي زايگوتي در محيط كشت  قطعات كالوس و جنين

. هــاي مختلــف كانامايســين كشــت شــدند حــاوي غلظــت
نشـده در   جنين زايگـوتي تلقـيح   هاي كه ريزنمونه هنگامي 

 تيك كانامايسين قرار گرفتنـد، بيو محيط كشت حاوي آنتي
هاي قادر به ادامة رشـد و توليـد يـك يـا      تعداد ريزنمونه

درصـد در محـيط شـاهد     86تعداد بيشتري شاخسـاره از  
و صـفر   27، 46، 68گـرم بـر ليتـر، بـه      حاوي صفر ميلي

و  75، 50، 25هاي كشت حاوي  ترتيب در محيط درصد به
  ). 6شكل (يافت گرم بر ليتر كانامايسين كاهش  ميلي 100
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  تراريخته هاي بر فراواني ريزنمونه فاشينس تومه آگروباكتريوم ميانگين تأثير نوع سوية ةمقايس –7شكل 

  
طور مشابه، با كشت قطعات كالوس در محيط كشت  به

هاي در  ريزنمونهبيوتيك كانامايسين، فراواني  حاوي آنتي
بيوتيك،  درصد در محيط عاري از اين آنتي 66حال رشد از 

هاي كشت  ترتيب در محيط و صفر درصد به 14، 35، 49به 
گرم بر ليتر كانامايسين  ميلي 100و  75، 50، 25داراي 

هاي بيشتر از  با وجود اين، غلظت). 6شكل (كاهش يافت 
در محيط كشت بيوتيك  گرم بر ليتر اين آنتي ميلي 100

شدن بافت  اي بر توقف رشد منجر به قهوه  انتخابي، علاوه
گرم بر ليتر  ميلي 100ترتيب، غلظت  بدين. ها شد ريزنمونه

ترين غلظت براي انتخاب  عنوان مناسب كانامايسين به
  .شده انتخاب شد كشت هاي هم ريزنمونه

  
در  gusاثر نوع سوية آگروباكتريوم بر بيان ژن 

  زايگوتي و كالوس   هاي جنين ريزنمونه
و قطعات كالوس ) ريزنمونه 250(هاي زايگوتي  جنين

و  C58C1 ،EHA105با استفاده از سه سوية ) ريزنمونه 100(
AGL1 بردن به  منظور پي فاشينس به اگروباكتريوم تومه

 600نوري در تراكملحاظ توان تراريختي،  كارآمدترين آنها به
نتايج نشان داد كه نوع . تلقيح شدندخلأ و در شرايط  8/0

هاي زايگوتي تراريخته  ها و جنين سويه بر فراواني كالوس
ها با  هنگامي كه اين ريزنمونه. داري موثر است طور معني به

هاي  تلقيح شدند، فرواني تراريزش در ريزنمونه C58C1سوية 
درصد  19هاي كالوس  و در ريزنمونه 8/42جنين زايگوتي 

شده با سوية  هاي زايگوتي تلقيح بود؛ اين فراواني در جنين
EHA105  35به   هاي كالوس درصد و در ريزنمونه 2/58به 

تعداد  AGL1ها با سوية  درصد افزايش يافت؛ تلقيح ريزنمونه
 44و  1/60نين زايگوتي و كالوس تراريزش شده را به ج

  ).7شكل (درصد افزايش داد 
  

  جنينهاي  در ريزنمونه gusبيان ژن بر  اثر شرايط خلأ
  كالوسزايگوتي و 

هاي  سويه ختيتراري توانبر  خلأتأثير و اهميت شرايط 
جنين زايگوتي و هاي  كشتي با ريزنمونه آگروباكتريوم در هم

استفاده از  نتايج نشان داد كه. شده بررسي شد اءالقكالوس 
منجر هاي زايگوتي،  در تراريزش كالوس و جنينخلأ پمپ 

فراواني ) در سطح احتمال يك درصد(دار  معنيافزايش  به
 4/60به  6/45جنين زايگوتي از هاي  تراريزش ريزنمونه

 شددرصد  8/51به  5/38كالوس از هاي  ريزنمونهو  رصدد
  ).8شكل (

  
در  gusاثر تراكم سلولي آگروباكتريوم بر بيان ژن 

  كالوس زايگوتي و   جنينهاي  ريزنمونه
منظور  قطعات كالوس بههاي جنين زايگوتي و  ريزنمونه

بررسي تأثير تراكم سلولي آگروباكتريوم در سوسپانسيون 
تلقيح خلأ هاي سلولي متفاوت در شرايط  باكتريايي با تراكم

 AGL1هنگامي كه تراكم سلولي سوسپانسيون سوية . شدند
 42درصد از قطعات تلقيح شدة كالوس و  18بود، فقط  4/0

 تجزيه و تحليلهاي جنين زايگوتي نسبت به  درصد از ريزنمونه
با افزايش تراكم . رنگ آبي به خود گرفتند gusهيستوشيميايي 

هاي جنين  ا ريزنمونهسلولي آگروباكتريوم، بر فراواني كالوس ي
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گلوكورونيداز –βزايگوتي داراي رنگ آبي ناشي از دريافت ژن 
 600نوريها در تراكم  كه تلقيح ريزنمونه طوري افزوده شد، به

درصد در  6/48منجر به افزايش اين فراواني تا  8/0
هاي جنين  درصد در ريزنمونه 4/65هاي كالوس و  ريزنمونه

هاي بيشتر  در اين آزمايش تراكم البته). 9شكل (زايگوتي شد 
هاي خيلي  آگروباكتريوم مورد بررسي قرار نگرفتند، زيرا تراكم

بال دن ها و به ها بر روي ريزنمونه رشد باكتري بيش  بالا منجر به
  .شد مي ها ش توان رشد ريزنمونههآن كا

  

  
  

باززايي شاخساره از جنين زايگوتي تراريخته و القاء 
  هاي تشكيل شده كالوس از شاخساره

هاي جنين زايگوتي با سوية  پس از تلقيح ريزنمونه
AGL1 و در  8/0در تراكم نوري  فاشينس تومه اگروباكتريوم
كشتي كشت، و پس از  ها در محيط هم ، ريزنمونهخلأشرايط 

گرم  ميلي 100يع حاوي ما MSساعت به محيط كشت  48
ها به  سپس ريزنمونه. بر ليتر سفوتاكسيم انتقال داده شدند

گرم بر ليتر سفوتاكسيم  ميلي 500جامد حاوي  MSمحيط 
 100منتقل، و بعد از اين دوره بر روي محيط انتخابي حاوي 

پس از گذشت . گرديدندگرم بر ليتر كانامايسين كشت  ميلي

هاي غيرترايخت براي  ريزنمونه روز از كشت، فقدان توان 28
. ادامة رشد در محيط انتخابي با توقف رشد آشكار گرديد

هاي  هاي كوتيلدون و ساقة حاصل از گياهچه ريزنمونه
 MSالقاء كالوس در محيط كشت براي تراريخت احتمالي 

گرم بر ليتر  ميلي D ،100–2,4گرم بر ليتر  ميلي 2و  5حاوي 
. م بر ليتر سفوتاكسيم كشت شدندگر ميلي 500كانامايسين و 

هاي تراريختة احتمالي، براي  هفته كالوس 4پس از گذشت 
صورت هيستوشيميايي و مولكولي مورد  تأييد تراريختي به
  ارزيابي قرار گرفتند

  

  
  خلأو بدون خلأ تراريخته در دو شرايط  هاي ريزنمونهميانگين فراواني مقايسة  -8شكل 

a

b
a

b

0

20

40

60

80

خلاء

ش 
ريز

ترا
)

صد
در

(

شرايط تراريزش

جنين زايگوتي
كالوس

a

b
a

b

0

20

40

60

80

خلاء

ش 
ريز

ترا
)

صد
در

(

شرايط تراريزش

جنين زايگوتي
كالوس



 235                                                                                           2 شماره ،22 جلد ايران جنگلي و مرتعي گياهان اصلاح و ژنتيك تحقيقات فصلنامه دو

  
  هاي تراريخته بر فراواني ريزنمونه آگروباكتريوم AGL1هاي مختلف سوية  ميانگين تأثير تراكم مقايسة -9شكل 

  

  
تراريخت شده با هاي  گياهچه) ب -الف. X–Glucسوبستراي هاي تراريخته در حضور  هيستوشيميايي گياهچه تجزيه و تحليل - 10شكل 

و  خلأترتيب در شرايط  به EHA105تراريخت شده با سوية هاي  گياهچه) ت - پ؛ غيرخلأو  خلأدر شرايط ترتيب  به C58C1سوية 
  غيرخلأو  خلأترتيب در شرايط  به AGL1تراريخت شده با سوية هاي  گياهچه) ج - ث؛ غيرخلأ

  
  

  
با استفاده از ) ب -الف. X–Glucسوبستراي هاي تراريخت در حضور  پروتئين آنزيمي در كالوس القاء شده از گياهچه فعاليت - 11 كلش

با ) ج - ث؛ غيرخلأ وخلأ در شرايط ترتيب  به EHA105با استفاده از سوية ) ت - پ؛ غيرخلأو  خلأدر شرايط ترتيب  به C58C1سوية 
  غيرخلأو خلأ در شرايط ترتيب  به AGL1استفاده از سوية 

  
    

b
b

a

c

b

a

0

20

40

60

80

0/4 0/6 0/8

ش 
ريز

ترا
)

صد
در

(

600تراكم نوري

جنين زايگوتي
كالوس

ثج



  ... القاء كالوس و تراريزش ژنتيكي                                                                                                                                                            236

  ريختهگياهان ترا تجزيه و تحليل
هاي حاصل از  در ژنوم گياهچه gusبراي تأييد حضور ژن    

هاي مختلف باكتريايي،  هاي تلقيح شده با سويه رشد ريزنمونه
ــه   ــن گياهچ ــيميايي اي ــاليز هيستوش ــا  آن ــكل (ه و ) 10ش

در حضور سوبستراي ) 11شكل (هاي حاصل از آنها  كالوس
  . انجام شد X–Glucگلوكورونيداز يعني –βآنزيم 

ميايي، تأييـد مولكـولي   يهيستوش ـ تجزيه و تحليـل علاوه بر 
هـاي   از گياهچـه  DNAپـس از اسـتخراج    gusحضور ژن 

بـا   PCRتراريخته و كالوس القاء شده از آنها از طريق تكثير 
گلوكورونيداز انجام –βاستفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن 

بـا توجـه بـه انـدازة قطعـة هـدف تكثيـر اختصاصـي          .شد
. زي تكثيـر شـد  بـا  جفـت  1406آغازگرها، يك قطعة تقريباً 

نوار حاصل از اين تكثيـر را پـس از الكتروفـورز     12شكل 
آميـزي بـا    و آشكارسـازي از طريـق رنـگ    PCRمحصول 

  .دهد اتيديوم برومايد نشان مي

  

  
 5/1 نشانگر اندازة: L؛ و كالوس حاصل از آن تراريخت شده ةگياهچ DNAاز  gusژن  PCRالكتروفورز محصول  - 12شكل 

ترتيب نوار  به :Aو  C ،E؛ )غيرتراريخت بافت(كنترل منفي  :- ؛)gusاز پلاسميد ناقل ژن  PCRمحصول (كنترل مثبت : +كيلوبازي؛ 
  AGL1و  C58C1 ،EHA105تراريخت شده با سوية  بافت DNAاز  gusتكثير شدة ژن 

  

  بحث
هاي  هاي القاء كالوس از ريزنمونه واريانس دادهنتايج تجزية 

اي نشان  شيشه هاي درون كوتيلدون و ساقة برگرفته از گياهچه
 هاي رشد كننده داد كه تأثير نوع ريزنمونه، نوع و غلظت تنظيم

مورد استفاده و همچنين اثر متقابل آنها بر القاء كالوس و وزن 
دار است  صد معنيدر 1هاي القاء شده در سطح احتمال  كالوس

هاي مورد استفاده در  در مورد تأثير غلظت اكسين). 1جدول (
زايي در  القاء كالوس، نتايج نشان داد كه درصد كالوس

بود  D–2,4كمتر از  NAAهاي مساوي، در حضور  غلظت
بيشترين  NAAهاي كشت داراي اكسين  در محيط). 2جدول (

 6/21داراي در محيط ) درصد 5/17(زايي  فراواني كالوس
 D–2,4هاي  در مقابل، در تمامي غلظت. ميكرومول مشاهده شد

بيشترين  كنندة رشد زايي مشاهده شد، در اين تنظيم كالوس
هاي ساقه در محيط كشت داراي  زايي از ريزنمونه درصد كالوس

 4/22هاي كوتيلدون در حضور  و از ريزنمونه ميكرومول 1/9

به  D–2,4، با افزايش غلظت در اين مطالعه. ميكرومول ثبت شد
هاي  زايي از ريزنمونه ميكرومول درصد كالوس 1/9بيشتر از 

زايي در  عقيده بر اين است كه كاهش كالوس. ساقه كاهش يافت
تواند ناشي از  كنندة رشد مي هاي بالاي اين تنظيم غلظت

  . (Lim et al., 2009)كشي آن باشد  خاصيت علف
هـاي كوتيلـدون و    نمونهزايي ريز مقايسة درصد كالوس

هـاي   هاي كشـت نشـان داد كـه ريزنمونـه     ساقه در محيط
هـاي   داري نسـبت بـه ريزنمونـه    كوتيلدون با تفاوت معني

در ارتباط با ). 1جدول (زايي بيشتري داشتند  ساقه كالوس
هاي  ها نيز، بر اساس نتايج اين تحقيق كالوس وزن كالوس

داري نسـبت   معني كوتيلدون با تفاوت  حاصل از ريزنمونة
هاي حاصل از ساقه از وزن بيشتري برخـوردار   به كالوس
ــد  ــدول (بودن ــه)1ج ــوري ، ب ــترين وزن، در   ط ــه بيش ك
هاي كوتيلدوني و در  هاي حاصل از كشت ريزنمونه كالوس
  ). 1جدول (مشاهده شد  D–2,4 ميكرومول 4/22 حضور
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 اگروباكتريوم EHA105و  AGL1در تراريزش دو سوية 
) كلريد كلسيم و تريس(فاشينس تأثير روش تراريزش  تومه

. هاي تراريخته مورد بررسي قرار گرفت بر فراواني كلني
هاي حاصل از استفاده از  نتايج نشان داد كه تعداد كلني

داري بيشتر از روش كلريد كلسيم بود  تريس به طور معني
هاي  تراريزش و توليد سلولبراي از تريس ). 4شكل (

 ,.Hofgen et al)ريايي مستعد استفاده شده است باكت

تريس و كلريد كلسيم بر نفوذپذيري  تأثير متفاوت .(1988
 گزارش شده است هاي مختلف باكتريايي ديوارة سلولي سويه

(Chen et al., 1994).  
تراريختي ضروري است تا غلظت مناسب فرايند در هر 

هاي تراريخته  بافتها و  گزينش سلولبراي عامل انتخابي 
ماني  در اين مطالعه توان زنده. (Li et al., 2007) تعيين شود
هاي مختلف  هاي تراريخت نشدة ارغوان با غلظت ريزنمونه

كانامايسين مورد بررسي قرار گرفت و نتايج نشان داد كه 
بيوتيك كانامايسين  گرم بر ليتر از آنتي ميلي 100  غلظت

هاي  رشد و مرگ سلول براي توقف) عامل انتخابي(
توان گفت كه مقاومت  ترتيب، مي بدين .غيرتراريخت كافيست

مقاومت بالا . هاي ارغوان نسبت به كانامايسين بالا بود سلول
هاي  خصوص گونه هاي چوبي به به كانامايسين در بيشتر گونه

 مشاهده شده است؛ Fabaceaeخانوادة لگومينوزه و 
 300ها افزودن  يخترتراانتخاب براي  ،مثال عنوان به

همانند ها  بيوتيك در برخي گونه گرم بر ليتر از اين آنتي ميلي
Robinia pseudoacacia وAcacia mangium  گزارش

، (Igasaki et al., 2000; Xie & Hang, 2001)شده است 
همانند  ها هاي بسياري از گونه حاليست كه سلول  اين در

Platanus acerifolia  توانايي باززايي خود را در
گرم بر ليتر كانامايسين از دست  ميلي 20هاي بيشتر از  غلظت

  .(Li et al., 2007)دهند  مي
با تأثير نوع سوية باكتري بر ميزان تراريزش  رابطهدر 
نتايج نشان داد كه كارآمدي تراريزش  ،هاي ارغوان ريزنمونه

كالوس با ي جنين و زايگوتهاي  در ريزنمونه C58C1سوية 
 AGL1و  EHA105داري كمتر از دو سوية  اختلاف معني

با وجود اين، تفاوت اثرگذاري دو سوية ). 7شكل (بود 

EHA105  وAGL1 هاي جنين  بر تراريزش ريزنمونه
  . دار نبود لحاظ آماري معني زايگوتي به
هاي تراريخت داراي  آميزي هيستوشيميايي سلول از رنگ

از  T–DNAمنظور اطمينان از انتقال  به gusژن گزارشگر 
كالوس و هاي  به ريزنمونه فاشينس تومه آگروباكتريوم

اين . استفاده شد (C. griffitii) هاي زيگوتي ارغوان جنين
كردن برخي شرايط كليدي مهم در  روش سنجش، بهينه

. هاي تراريخته را ممكن كرد دستيابي به فراواني بالاي سلول
 فاشينس همتو گروباكتريومآ AGL1ة سويبا  يها ريزنمونه
دار  اينترونداراي ژن  pCAMBIA2301 ةناقل دوگان حامل

gus  سه تراكم و در ) خلأو بدون خلأ (دو شرايط در
كه  دادنتايج نشان  .شدند تلقيح )8/0و  6/0، 4/0( 600نوري

در شرايط  باكتريهاي  هاي هدف و سلول قرارگيري سلول
در . دهد هاي تراريخته را افزايش مي فراواني ريزنمونهخلأ 

و  Phaseolus vulgaris (Liu et al., 2005)تراريزش 
Fraxinus pennsylvonica (Du & Pijut, 2009)  استفاده

ژن افزايش سطح بيان  داري باعث طور معني بهخلأ  شرايطاز 
همچنين گزارش  .شده است هاي تراريخته گياهچهفراواني و 

تواند در افزايش  ميخلأ شرايط استفاده از شده است كه 
مؤثر هاي مختلف در گياهان چوبي  بافت ختيتراري درصد
 رسد نظر مي بهبنابراين . (Jube & Borthakur, 2009) باشد
ناشي از  ،افزايش تراريختيدر خلأ بودن شرايط مؤثر كه 

تر  با بافت هدف و متهاجم افزايش سطح تماس اگروباكتريوم
  .(Yang et al., 2005)هاي آگروباكتريوم باشد  شدن سلول
تراريزش  بر فاشينس تومه اگروباكتريوم هاي سلول تراكم

، داري تأثيرگذار بود طور معني هاي گياهي به سلول
افتد كه  حداكثر كارايي تراريزش زماني اتفاق مي كه طوري به

و ) درصد 6/48(ريزنمونة كالوس هر دو  هاي بافت سلول
 8/0 600تراكم نوري با) درصد 4/65(جنين زايگوتي 

هاي بيشتر  در اين آزمايش تراكم. اگروباكتريوم تلقيح شوند
در ها  بر روي ريزنمونهباكتري رشد  بيش دليل به آگروباكتريوم

 ها رشد ريزنمونهقابليت ش هدنبال آن كا و بههاي بالاتر  تراكم
(Mannan et al., 2009) البته  .مورد بررسي قرار نگرفتند

بر مؤثر عنوان عاملي  هاي آگروباكتريوم به تراكم سلول
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گزارش شده است قبلاً هاي گياهي  كارايي تراريزش سلول
(Gu et al., 2008; Suzuki & Nakano, 2002.(  

با استفاده از پارامترهاي بهينه شدة نوع سويه و تراكم 
 .Cزايگوتي   هاي كالوس و جنين هنوري آن، ريزنمون

griffitii  بيان ژن پايش گيري از  با بهرهخلأ در شرايطgus 
در محيط كشت انتخابي بعد تلقيح شدند و  AGL1با سوية 

گرم بر  ميلي 100غلظت . داراي كانامايسين قرار داده شدند
كردن رشد  بيوتيك كانامايسين براي متوقف ليتر از آنتي

  حضور ژن .ثر بودؤم يختهرغيرتراهاي  سلول
β–هاي حاصل  هاي شاخساره گلوكورونيداز در ژنوم سلول

هاي تراريخته و قطعات كالوس القاء شده از  از رشد جنين
ها با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي اين ژن  اين شاخساره

  . تأييد شد PCRدر واكنش تكثير 
–Tعنوان بخشي از قطعة  ، بهgusهمچنين ژن گزارشگر 

DNAشدگي  ، پخشاين با وجود. ها بيان شد ، در اين بافت
هاي  هاي ريزنمونه رنگ هيستوشيميايي در سرتاسر بافت

ها يكدست و يكنواخت نبود؛  شده با هر يك از سويه تلقيح
هاي تلقيح شده با يك  افزون بر اين، اين توزيع در ريزنمونه

با وجود . ها متفاوت بود گر سويهديتوزيع آن در سويه با 
 CaMVانداز بياني  راهطور كلي عقيده بر اين است كه  بهاين، 

35S  كه بيان ژن گزارشگرgus  در ناحية راT–DNA  كنترل
هاي تراريخته  جاي بافت فراگير در همه صورت  كند، به مي

 gusبنابراين، غيريكنواختي بيان ژن گزارشگر  .شود بيان مي
 شدن ممكن است بيانگر شيمرييخته رهاي بافت ترا در سلول

تشكيل شده از ريزنمونة تلقيح شده با آگروباكتريوم از   بافت
كننده در تشكيل شاخساره  هاي چندگانة شركت طريق سلول
در  T–DNAپايداري ژنتيكي قطعة   ، و يا عدمو كالوس

  . (Down et al., 2001)هاي هدف باشد  سلول
در اين مطالعه برخي پارامترهاي دخيل در بنابراين 

 كمك آگروباكتريوم به C. griffitiiهاي  تراريزش موفق سلول
اين گزارش نويسندگان اگرچه . فاشينس بهينه شدند تومه

خته نشدند، اما ياز كالوس ترار كامل موفق به باززايي گياه
اين نتايج نشان داد كه بكارگيري سيستم تراريزش 

لحاظ  براي تغيير صفات در اين گونه به ميباكتريوآگرو
  .پذير است تكنيكي امكان
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Abstract 
   Redbud (Cercis spp.), has a great importance in urban forestry and landscape architect, due to 
its ornamental values. But its use is hampered by some unfavorable traits that can be improved 
by genetic engineering. In vitro grown of cotyledons and stem explants of redbud were cultured 
on MS basal medium supplemented with different concentrations of growth regulators for callus 
induction. EHA105 and AGL1 strains of Agrobacterium tumefaciens were transformed with 
pCAMBIA2301 binary vector, harboring nptII and gus genes conferring kanamycin (Kan) 
resistance and reporter enzymatic protein of β-glucuronidase activity, respectively, using 
calcium chloride (CaCl2) and Tris. Calli and zygotic embryo cells were infected with different 
densities of Agrobacterium strains under vacuum and normal conditions. Addition of 22.4 and 
9.1 µM of 2,4-Dicholophenoxy acetic acid (2,4-D) to medium resulted in the highest 92 and 
97% callus induction in cotyledon and stem explants, respectively. Optimum concentration of 
Kan for selecting of transformed shoot and callus was also detected. The results showed that the 
highest transformation level can be obtained by OD600 = 0.8 of AGL1 strain in vacuum 
condition. Histochemical analysis of reporter gene, and polymerase chain reaction (PCR) 
analysis confirmed transfering of the transgene from agrobacterium to embryo-derived plantlets 
and callus induced from regenerated shoots. The Agrobacterium tumefaciens-transformation 
procedure described here for the first time may pave an efficient way for generating transgenic 
C. griffithii trees using zygotic embryos as explants. 
 
Keywords: In vitro culture, agrobacterium tumefaciens, gus expression, kanamycin. 


