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  هاي کیتیناز و گلوکاناز گروباکتریوم به منظور انتقال ژنابواسطه تراریزش گیاه گندم 
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  عضو هیئت علمی پژوهشکده بیوتکنولوژي کرج2
  اندانشجوي دکتري دانشگاه مازندر3

  
  دهیچک

هاي فوزاریوم و  مقاوم به قارچ) (Triticum aestivum خته گندمیاهچه ترارید گیتولبه منظور 
 ، نوترکیبpBI121، حامل پلاسمید C58 وLBA4404 ،AGL ، EHA101 سویه اگروباکتریوم 4از ارایزیف، 

ژن انتخابگر ز یو ن  CaMV35Sهر کدام به طور جداگانه تحت کنترل پیشبر ناز و گلوکانازیتی کيها ژنحاوي 
 ارقاماز   ژنوتیپ5 ن نارسی جنيها نمونهزی ر.استفاده شد NOSشبر ین فسفوترانسفراز تحت کنترل پیسینئوما

به محیط گزینشی کشتی با سوسپانسیون باکتري  همپس از ، Aلاین   و)سون و گاسکوژنی آرتا، سا،مغان(
 رشد در محیط  پس ازاز جنین يها کالوس. ن منتقل شدند گرم بر لیتر کانامایسی میلی50 حاويدهی  کالوس
و  دپژوهشدراین . انتقال یافتند نیسیترکانامایگرم بر ل میلی 25 ي حاوییط باززایمحانتخاب و به  ،گزینشی

تلقیح با سویه از  گیاهچه حاصل 1درصد و ) 31/0( با درصد تراریزش C58تلقیح با سویه از گیاهچه حاصل 
LBA4404ها هیچ گیاهچه  در سایر ارقام و سویه. حاصل شداز رقم آرتا درصد ) 074/0(د تراریزش  با درص

تراریخته اهان ینشان داد که گ DNA يگذار لکهز یو آنال مرازی پليا زنجیرهواکنش  .مشاهده نشد اي هتراریخت
ن فسفوترانسفراز را یسیاز نئومی گلوکاناز و ن،نازیتی کيها ژنک نسخه از یسه با شاهد حداقل یدر مقا احتمالی
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  قدمهم
 گندم مهمترین محصول ایران و جهان

 در دنیا برابر این محصول سطح زیر کشت .است
 5/6و در ایران در حدود   میلیون هکتار230-220

غلات بیشتر و  سایر از است که میلیون هکتار
  درصد سطح زیر کشت کلیه غلات است22برابر 

)Kazemi Arbat, 2005(.  در تولید کل غلات
 که بیشترین می باشد میلیارد تن 8/1  برابرباجهان

به گندم )  میلیون تن600 تا 500حدود (میزان آن 
اختصاص دارد و از نظر سطح زیر کشت و تولید 

 ول اهمیت قرار داردسالانه نیز گندم در درجه ا
)Safikhani, 2007(، غذاي عمدة  به همین علت

 35باشد که جوابگوي   کشور جهان می40بیش از 
در . )Bushuk, 1998(درصد جمعیت دنیاست 
 تامین کننده بیشترین نیاز ایران نیز این محصول

 درصد از 47 روزانه حدود و بودهغذایی کشور 
 نماید ی مکالري مصرفی سرانه کشور را تامین

)Safikhani, 2007(. هاي گندم در تمام  بوته
هاي طبیعی در  مراحل رشد و در تمام محیط

وژیکی هاي گوناگون مکانیکی، فیزیول معرض تنش
تکامل عملکرد و  و زیستی قرار دارند که رشد،

از جمله عوامل . سازد ها را مختل می طبیعی آن
 چیقارهاي  بیماريکاهش عملکرد، عمده زنده در 

ترین گروه   بزرگترین و قدیمیکههستند 
 Shahcheraghi and( اند هاي گندم پاتوژن

Masoumi, 1997 (توان به قارچ  میجمله  از آن و
با  . اشاره کرد2گرامینیس  و ارایزیف1فوزاریوم
هاي  از طریق روشکه هایی   پیشرفتوجود

اصلاح   اما، صورت گرفتهاستاندارداصلاحی 
ي مرسوم، یک فرایند سخت، ها مقاومت به روش

 در اکثر ، کهبدان علت ، است مداومگیر و وقت
تحت کنترل چندین ژن بروز یافته صفات  ،موارد

 ،شوند حاصل میو حتی هنگامی که ارقام مقاوم 
 این ،ها به علت نمو دائمی و نیز موتاسیون پاتوژن

مقاومت  ،توانند براي مدت زمان طولانی ارقام نمی
 ,.Friesen et al( د نشان دهندپایداري از خو

هاي اخیر، بیوتکنولوژي گیاهی   در سال).2006
انتقال  منبعی سرشار از ابداع و خلاقیت بوده و

هاي مطلوب ویژه را، بدون همراهی با هیچ ژن  ژن
مطلوبی، به گیاه زراعی میسر ساخته است  نا
)Farsi and Zolala, 2006(.  پلاسم  ژرمارزیابی

یار ناچیزي از مقاومت به قارچ را گندم مقدار بس
هاي  دهد، به همین علت، ورود ژن نشان می

توکسین و ضد قارچی منحصر به فرد از  آنتی
 موجب افزایش پتانسیل ،طریق تراریزش ژنتیکی

هاي ضد  ژن. ام گندم می شودمقاومت در ارق
هاي   به نام پروتئینها پروتئینگروهی از ، قارچی

 می کنند که موجب رمزا  رمربوط به بیماریزایی
 ایجاد اختلال ،هاي سلول قارچی تخریب دیواره

                                                             
1 Fusarium 
2 Erysiph graminis 
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 تقویت سیستم پاسخ ،هاي سلولی آن در غشا
 دخالت در بیماریزایی و سنتز ،دفاعی میزبان

 Dahleen et(هاي ضد قارچی می شوند  پروتئین

al., 2001 .(هایی  ها پروتئین یک گروه از این ژن
 کنند  میرمزکیتیناز را  گلوکاناز و 3 وβ - 1مانند 

)Mackintosh et al., 2007.(  سوبستراي آنزیم
 کیتین عبارت است از یک . استکیتیناز، کیتین

ـ    ـ دي   ـ استیلN هاي  واحدخطی ازمر پلی همو
 به هم متصل 4،1 ـ βگلوکز آمین که با پیوندهاي 

 N از دو 4و1هاي  کیتیناز پیوند بین کربن. هستند
ز امین متوالی در ساختمان کیتین را  استیل گلوک-
 3 و β – 1 آنزیم ).Shin  et al., 2008(شکند  می

هاي  ساکارید بین کربن ، پیوند پلی نیزگلوکاناز
 در ساختمان گلوکان موجود در دیواره 3و1

 ,.Leah  et al(کند  سلولی قارچ را تخریب می

هاي بیمار تجمع کیتینازها به ویژه  در بافت ).1991
ها انجام  گلوکاناز 3 و β– 1 موازات تجمعبه 
گیرد که این امر موجب ایجاد مقاومت افزایشی  می

در صورت وجود این دو و  شود ها می به قارچ
 قادر خواهد بود که  این گیاه،مگندگیاه  آنزیم در

هاي  مقاومت بهتر و پایداري را در برابر قارچ
 اي، سیاهک، سفیدك عامل بیماري زنگ زرد، قهوه

بنابراین مهندسی  .از خود نشان دهد فوزاریوم و
 هاي ژنکیتیناز به همراه سایر  هکنند رمزهاي  ژن
 گیاهان، درهاي ضد قارچی   کننده پروتئینرمز

هاي قارچی  حفاظت آنها را در برابر پاتوژن

این . )Tohidfar  et al., 2005 (دهد میافزایش 
ز تواند منجر به کنترل طیف وسیعی ا مسیر می
 ).Mauch  et al.,1988 ( قارچی گردديها پاتوژن

، ورود نه تنها یک نوین مهندسی ژنتیکتکنولوژي 
 دقیق، قابل هاي روش باژن، بلکه چندین ژن را، 

هاي  تر از آنچه در روش بینی کنترل و قابل پیش
شده است، فراهم  مرسوم اصلاحی انجام می

  ومهندسی ژنتیک گیري کار بهبنابراین  .کند می
 غذا جهت نمودنبیوتکنولوژي براي فراهم 

ها در آینده نزدیک مورد نیاز  رویارویی با نیازمندي
هاي زیادي را در  توان پیشرفت است و می

هاي  نسبت به روشتر  چارچوب زمانی کوتاه
 اند، انجام داد مرسوم که در گذشته صورت گرفته

)Kole and Timothy, 2008(.  هدف از این
 دو ژن با استفاده از گندم یزشترار، پژوهش

هاي  بیماريکیتیناز و گلوکاناز براي مقاومت به 
که  باشد  می2 و ارایزیف1قارچی به ویژه فوزاریوم

منجر  کاهش مصرف سموم قارچکش تواند به می
  .گردد

  
  مواد گیاهی

 گندم نان شامل ارقام ي رقم تجار4بذور 
رتا، آ(و ارقام بهاره ) سون و گاسکوژنیسا(زه یپائ

موسسه بخش غلات  از Aن یلانیز  و )مغان

                                                             
1 Fusarium 
2 Erysiph 
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و به ه یقات و اصلاح نهال و بذر کرج تهیتحق
  . شدعنوان مواد گیاهی استفاده 

  هاي باکتري سازه ژنی و سویه
  سویه اگروباکتریوم4از  پژوهشدر این 

 وLBA4404 ،AGL ، EHA101 شامل نوترکیب
C58 حامل پلاسمید ،pBI121-ChiGlu(-) 

)Mohsenpour  et al., 2008(،  به منظور تلقیح
جنین نارس همچنین . شداستفاده ها   نمونه ریز

نمونه جهت تراریزش با  گندم به عنوان ریز
  . اگروباکتریوم مورد استفاده قرار گرفت

  
  سازي سوسپانسیون باکتریایی تلقیح آماده

هاي اگروباکتریوم جهت انتقال ژن،  سویه
  لیتر  بر گرم لی می50 مایع حاوي LBدر محیط 

ین، در یسمپفا ری لیتر  بر گرم  میلی75کانامایسین و 
 -گراد در دستگاه شیکر   درجه سانتی28دماي 

پس از .   کشت شدندrpm200انکوباتور با دور 
 ساعت، به منظور افزایش 18-22طی مدت زمان 

 میکرولیتر از محلول 500کارایی تراریزش، 
گر  ه القاءباکتري رشدیافته به همراه ماد

 3 میکرو مولار، به 400استوسرینگون با غلظت 
هاي  یوتیکب  جدید حاوي آنتیLB محیط لیتر میلی

ین اضافه شده و براي رشد یسمپفاو ریکانامایسین 
 انکوباتور –هاي تازه، در دستگاه شیکر  باکتري

 مناسب باکتري جهت nm600OD ،قرار گرفت
   .فته شددر نظر گر 1-2/1 پژوهشتلقیح در این 

  ها سازي و تلقیح ریزنمونه آماده
ش در گلدان ی، بذور مورد آزمار ادامهد

 در ه مراحل داشتی کلیکشت و پس از ط
 ی ال12 ی زمان فاصلهبذور نارس آنها در، گلخانه

 بذور.  برداشت شدیافشان  روز پس از گرده18
  درصد70الکل  دقیقه در 5ابتدا به مدت نارس 
شویی شده، پس از آن به سپس آبو عفونی  ضد

  درصد5/2م یت سدیپوکلری ه دقیقه در20مدت 
 و پس از آبشویی و ندعفونی شد به طور کامل ضد

کن استریل در  خشکخشک شدن بر روي کاغذ 
جدا شده کروسکوپ یر می، در زمقابل هود کشت

لیتر   میلی35هاي حاوي   دیش پتريو بر روي 
ها و  شامل نمکدهی  محیط کشت کالوس

 40لیتر توفوردي،  بر گرم  میلیMS ،2هاي  ویتامین
لیتر کازئین،          بر گرم  میلی200لیتر تیامین،  بر گرم میلی
لیتر  بر  گرم30لیتر گلوتامین،  بر گرم  میلی500

  قرار =8/5pHلیتر آگار و  بر  گرم8ساکارز، 
اي که سپرچه جنین رو به بالا و  گرفتند، به گونه

-ه بر اثر برش مریستم ساقهسمت دیگر آن ک
پس . ریشه، زخمی شده، بر روي محیط قرار گیرد

، به nm600OD = 1-2/1 بامحلول باکتري از آن 
ها  وسیله سمپلر بر روي تک تک ریز نمونه

آغشته به نارس هاي  سپس جنین. گذاري شد قطره
 دقیقه در مقابل هود خشک 20باکتري، به مدت 

 2یش، به مدت شده و پس از بستن درب پترید
 درجه 26 روز تحت شرایط تاریکی و دماي 3الی 
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این زمان . سانتی گراد در فیتوترون قرار گرفتند
جهت رشد و نفوذ باکتري به جنین مورد نیاز 

ها با محلول  پس از طی این مدت، جنین. است
  لیتر  بر گرم  میلی250سفوتاکسیم با غلظت 

  . شستشو و بر روي کاغذ صافی خشک شدند
  

  هاي تراریخته احتمالی باززایی گیاهچه
 به محیط هاي تلقیح شده جنین

  لیتر  بر گرم  میلی50دهی انتخابی حاوي  کالوس
لیتر سفوتاکسیم   بر  گرم  میلی250و  کانامایسین

جهت کنترل رشد باکتري منتقل شده و تحت 
گراد در   درجه سانتی26شرایط تاریکی و دماي 

.  روز نگهداري شدند18  تا15فیتوترون به مدت 
هایی نظیر درصد  در طی این مدت، فاکتور

کل هاي تولید شده به  نسبت کالوس(دهی  کالوس
زایی  و درصد جنین) 100 ×هاي نارس  جنین

 ×ها  زا به کل کالوس جنینهاي  نسبت کالوس(
 پس از طی مدت زمان .بررسی شد) 100

ی زا به محیط باززای هاي جنین دهی، کالوس کالوس
 MS، 2هاي  ها و ویتامین شامل نمکانتخابی 

 IAA، 30لیتر  بر گرم  میلیBAP، 1/0لیتر بر گرم میلی
 =pH 7/5لیتر آگار و   بر   گرم7ساکارز،  لیتر بر گرم

 250 کانامایسین و  لیتر  بر گرم  میلی25به همراه 
 سفوتاکسیم جهت کنترل رشد  لیتر  بر گرم میلی

زایی و  شاخهباکتري و همچنین تحریک 
 درجه 26زایی، تحت شرایط دمایی  ریشه

 10000 ساعت نور با شدت 16گراد و  سانتی
 ساعت تاریکی، به فیتوترون، انتقال 8لوکس و 

زا، به رنگ کرم روشن  هاي جنین کالوس. یافتند
در مراحل . بوده و ظاهري ترد و شکننده دارند

ها از  بیوتیک زایی، آنتی بعدي با مشاهده شاخه
هاي باززا شده، به  محیط حذف شده و گیاهچه

لیتر ذغال فعال  بر  گرم5/1محیط باززایی حاوي 
ها  واکشت نمونه. جهت تولید ریشه منتقل شدند

درصد هایی نظیر  فاکتورهر دو هفته یکبار انجام و 
زاي  هاي جنین نسبت کالوس(زایی  شاخه
و ) 100 × زا هاي جنین کالوسکل شده به  دار شاخه
هاي  ها و کالوس نسبت گیاهچه(زایی  شهری

 زا هاي جنین کالوسکل شده به  دار  ریشهي زا جنین
هاي  نسبت گیاهچه(و در صد تراریزش ) 100× 

با  شده هاي نارس تلقیح جنینکل   بههتراریخت
 يها اهچهیگ. بررسی شد) 100× اگروباکتریوم 

 يها شه، ابتدا به گلدانیباززاشده در درون ش
 يها ن توترون و سپس به گلدایط فیشراکوچک در 
  . ط گلخانه منتقل شدندیبزرگ در شرا

  
  هاي تراریخته تائید مولکولی گیاهچه

 يها اهچهی از برگ گDNAاستخراج 
 ,.Dellaporta et al (روش دلاپورتابه گندم 

هاي  ژنق یتلفبه منظور اثبات . انجام گرفت )1983
 يا رهیج واکنش زن،nptII و کیتیناز، گلوکاناز

ک واحد ی ي حاويتریکرولی م25در حجم مراز یپل



1389محمدي زاده و همکاران،   

 ٨٦

 DNA ،5/2 نانوگرم Taq ،25 مرازی پلDNAم یآنز
 2 ،) مولاریلی مdNTPs) 2/0تر یکرولیم
 5/2و ) مولار یلی مMgCl2) 25تر یکرولیم
از مول   پیکو10و  X10 PCRتر بافر یکرولیم

براي اثبات . انجام گرفتهاي اختصاصی  آغازگر
هاي اختصاصی رو به  گر  کیتیناز از آغازحضور ژن

 CaMV35Sعقب ژن کیتیناز و رو به جلو پیشبر 
همچنین جهت اثبات حضور ژن . استفاده شد

رو به عقب هاي اختصاصی  از آغازگرنیز گلوکاناز 
 CaMV35Sژن گلوکاناز و رو به جلو پیشبر 

 درجه 94واکنش در براي هر دو ژن، . استفاده شد
هر چرخه شامل ( چرخه 35قه و یدق 5گراد  یسانت
 درجه و 60ه در ی ثان30 درجه، 94قه در یک دقی
ل بسط یگراد و تکم ی درجه سانت72قه در یک دقی

این برنامه، براي . شد انجام )قهی دق7 درجه 72در 
 در ژنوم nptIIاثبات تلفیق ژن نشانگر انتخابی 

ي ها گر گیاهان تراریخته احتمالی، با استفاده از آغاز
اختصاصی رو به عقب و رو به جلو ژن نئومایسین 

 درجه 58ترانسفراز، با دماي بهینه اتصال  فسفو
در هر سه واکنش از نمونه . گراد انجام شد سانتی

 گیاه شاهد DNAو )  DNAفاقد هر گونه (آب 
به عنوان کنترل منفی و از نمونه پلاسمید به عنوان 

 استفاده  گیاهزشکنترل مثبت، براي تائید تراری
ق ژن، یشتر تلفید بیی تايبرا نیهمچن .گردید

با استفاده از  DNA يآزمون لکه گذار
 شبریپ و nptII ژن ي برای اختصاصيکاوشگرها

CaMV35S،براساس روش  Sambrook and 

Russell )2001 (عمل نشاندار کردن  .انجام شد
 DIG Labelingها نیز به روش کیت کاوشگر
ها در   آغازگریتوال .نجام شدا Rocheشرکت 
براي اثبات حضور ژن . آمده است 1جدول 

کیتیناز، با آغازگرهاي اختصاصی رو به عقب ژن 
 و براي CaMV35Sکیتیناز و رو به جلو پیشبر 

اثبات حضور ژن گلوکاناز با آغازگرهاي 
اختصاصی رو به عقب ژن گلوکاناز و رو به جلو 

  و نیز براي اثبات حضور ژنCaMV35Sپیشبر 
nptIIهاي اختصاصی رو به عقب و رو  گر  با آغاز

 بررسی ،ترانسفراز به جلو ژن نئومایسین فسفو
  .شدند
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اي پلیمراز جهت تایید تراریزش گیاهان تراریخته  هاي مورد استفاده در واکنش زنجیره  آغازگر-1 جدول
  .احتمالی

  توالی
Sequence 

اآغازگر ه  
Primersا 

قطعه تکثیري   (bp) 

Amplified 
Fragment 

 گلوکاناز
gluconase  

Forward : CAGGTCCAAGGGCATCAACG 
Reverse : CTCCGACACCACCACCTTC 

629 

 کیتیناز
chitinase 

Forward : GAGTGGTGTGGATGCTGTTG 
Reverse : GCCATAACCGACTCCAAGCA 

872 

نئومایسین 
 فسفوترانسفراز

nptII 

Forward : GAACAAGATGGATTGCACGC 
Reverse : GAAGAACTCGTCAAGAAGGC 

786 

35S    پیشبر

35S Promoter 

Forward : CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 
Reverse : TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTC 

123 

35S - کیتیناز  

35S- chitinase 

 
Forward : CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 
Reverse : GCCATAACCGACTCCAAGCA 

1096 

35S - گلوکاناز  

35S- gluconase 

Forward : CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG 
Reverse : TCTCCGACACCACCACCTTC 

972 

Table 1- Primers used in PCR analysis for accuracy of putative transgenic plants. 
  
  جینتا

ه رقم باززا شداهچه ی گ5ق یتحقاین در 
  شامل، گیاهچه3ها  آرتا بدست آمد که از میان آن

 با LBA4404سویه حاصل تلقیح با   گیاهچه1
 درصد و دو گیاهچه 074/0  اولیهدرصد تراریزش

  با درصد تراریزشC58حاصل تلقیح با سویه 
 تراریختی را نشان دادند ، درصد31/0 اولیه

 درصد 77دهی   بیشترین درصد کالوس.)2جدول (
 درصد مربوط 1/2زایی  بیشترین درصد شاخهو 
 و LBA4404 تلقیح شده با سویه رقم آرتابه 
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 درصد و نیز 3/23زایی  بیشترین درصد جنین
 درصد مربوط به 9/1زایی  بیشترین درصد ریشه

  بدست آمدC58رقم آرتا تلقیح شده با سویه 
مراز نشان داد که ی پليا رهیواکنش زنج ).2جدول (
 ،سه با شاهدیدر مقا تراریخته احتمالی چهاهیگ 3

 و گلوکاناز ،نازیتی کيها ژنک نسخه از یحداقل 
را در ژنوم خود  nptII)(نئومایسین فسفوترانسفراز 

ز یآنال .)6 و 5 ،4  هايشکل( دارا هستند
 در ژنوم را  فوقيها ژن قی تلفDNA يگذار لکه

 شاهد نشان دادگیاه سه با یدر مقاچه اهیگ 3این 
ج حاصل از واکنش ی بر نتايشترید بیکه تائ
 واکنش در ، گیاه3 این .مراز بودی پليا رهیزنج

 DNAگذاري  لکهاي پلیمراز و آزمون  زنجیره
  .)8  و7  هايشکل( پاسخ مثبت نشان دادند

  

pBI-ChiGlu-
15983 bp

Chitinase

CaMV35s

NOS promoter

NOS terminal

NOS terminal

RB

CaMV 35S

LB

Nos terminator

nptII

glucanase

ori V

  
  .هاي کیتیناز و گلوکاناز ژننوترکیب حاوي  pBI121  وکتور دوگانه-1 شکل

Figure 1- pBI121 Recombinant binary vector containing chitinase and gluconase genes. 
 

  
 .و در محیط کشت داراي آنتی بیوتیک کانامایسین گیاهچه آلبین-2 شکل

Figure 2- Albino explants in medium containing kanamycin.  
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 در تراریزش با  گندمفراوانی تراریزش گیاهچه هاي باززا شده از جنین هاي نارس -2 جدول
  .اگروباکتریوم

  

  .، بدست آمد)100× ریوم با اگروباکت هاي نارس تلقیح شده هاي تراریخت به تعداد جنین نسبت گیاهچه( تراریزش از درصد* 
Table 2- Transformation Frequency of regenerated explants from wheat immature 
embryo using Agrobacterium-mediated transformation. 

  

درصد 
 *تراریزش
The 

percent of 
transform

ation 

 تعداد
 گیاهچه
 تراریخت

The 
number 

of 
transgeni
c explant 

درصد 
 ریشه زایی

The 
percent 

of 
rooting  

درصد شاخه 
 زایی
The 

percent of 
shooting 

درصد جنین 
 زایی

The percent 
of 

embryogenes
is  

درصد 
 کالوس دهی

The 
percent of 

callus 
induction  

تعداد ریز 
 جنین نمونه

 نارس
The 

number of 
immature 
embryo  

سویه 
 اگروباکتریوم

Agrobacteriu
m strain  

 ارقام
cultivars 

0 0  0.09 0.03 1.7  9  315  LBA4404  سایسون  Sison 
0  0  0.02 0.1 2.5  15  470  LBA4404  گاسکوژن Gascogen 
0  0  1.2 1.7 12  37  425  LBA4404  مغان Mogan  

0.074 1  1.8 2.1 21  77  1350  LBA4404  آرتا Arta 
0  0  0.7 1.2 5.5  17  65  LBA4404  لاین A:Line A 
0  0  0.04  0.15  2.2 11  125  AGL سایسون Sison 
0  0  0.01  0.02  2.7  16.5  245  AGL گاسکوژن Gascogen 
0  0  1.3  1.1  13.6  42  273  AGL مغان Mogan  
0  0  1.4  1.2  19.5  65  520 AGL آرتا Arta 
0  0  1.2  0.8  6.8  15.1  42  AGL لاین A :Line A 
0  0  0  0.04  1.3  7.8  75  EHA101 سایسون Sison 
0  0  0  0.25  1.6  12 87  EHA101 گاسکوژن Gascogen 
0  0  1.4  1.86  11  32  145  EHA101 مغان Mogan  
0  0  0.98  1.15  16.2  67  240  EHA101 آرتا Arta 
0  0  1.1  1  7.7  15.6  35  EHA101  لاینA :Line A 
0  0  0  0  2.1  8.2 335  C58 سایسون Sison 
0  0  0  0  1.8  10  546  C58 گاسکوژن Gascogen 
0  0  1.03  1.8  10.5  47  377  C58 مغان Mogan  

0.31  2  1.9  1.83  23.3  72  630  C58 آرتا Arta 
0  0  0.9  0.3  4.9  12.7 28  C58  لاینA :Line A 
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بیوتیک کانامایسین به عنوان نشانگر  استفاده از آنتی
دهی و  هاي کشت کالوس انتخابی در محیط

 عدم ،زایی سوئی نظیر عدم شاخهباززایی اثرات 
زایی و فراوانی بالاي آلبینیسم را به همراه  ریشه
  نشان دادندمشاهدات حاصل از این نتایج. داشت
گرم   میلی50بیوتیک کانامایسین به میزان  که آنتی

دهی و باززایی موجب  بر لیتر در محیط کالوس
ن با استفاده از مقادیر همچنی. شود عدم باززایی می

گرم بر لیتر کانامایسین در محیط   میلی50
گرم بر لیتر در محیط   میلی25دهی و  کالوس

باززایی، شاخه زایی به میزان بسیار کم دیده شد 
که این تعداد نیز پس از چند روز دچار 

پریدگی شده و در نهایت آلبینیسم را نشان  رنگ
  ین از محیطبا حذف کانامایس. )2شکل ( دادند
گرم بر   میلی25دهی و استفاده از غلظت  کالوس

زایی بطور بارز  لیتر در محیط باززایی، شاخه
هاي  گیاهچه. زایی دیده نشد مشاهده شد اما ریشه

. پریدگی شدند فوق نیز پس از مدتی دچار رنگ
ها به محیط باززایی فاقد  با انتقال گیاهچه

ر ذغال فعال،  گرم در لیت5/1کانامایسین و حاوي 
ذغال فعال . ها مجددا پدیدار شد رنگ سبز گیاهچه

در محیط باززایی، علاوه بر جلوگیري از تولید 
زایی می  ترکیبات فنولی که موجب عدم ریشه

شوند، محیطی کم نور، مناسب با رشد ریشه را نیز 
به  ،از این رو ). ج-3شکل ( آورد فراهم می

ک یوتیب یآنتر سوء یثتاجلوگیري از منظور
 سون،یآرتا، مغان، سا ارقام یی بر باززانیسیکاناما

که زا  هاي جنین کالوس ،A لاین  نیز وگاسکوژن
داراي ظاهري ترد و شکننده و رنگ کرم روشن 

فاقد  یی و باززایده ط کالوسی در محبودند،
مراحل مختلف رشد . ن قرار گرفتندیسیکاناما

داده  نشان 3گیاهچه تراریخته احتمالی در شکل 
به واکنش ، گیاهچه باززا شده 3هر . شده است

آزمون  و ) 6  و5 ،4شکل (مرازی پليره ایزنج
مثبت پاسخ ) 8 و 7  هايشکل( DNA يگذار لکه

ک ی آنها حداقل در وجود زشی و ترارندنشان داد
ناز، گلوکاناز و یتی کيها نسخه از هر کدام از ژن

آزمون  .د شدییترانسفراز تا فسفو نیسینئوما
، حضور ژن نئومایسین DNAگذاري  لکه

 گیاه 3، رادر CaMV35Sفسفوترانسفراز و پیشبر 
  .تراریخته تایید کرد
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 ، کالوس باززا شده)ب ،در ابتداي باززاییکالوس  )الف.  مختلف رشد گیاه تراریختهمراحل -3 شکل
) ، يها به گلخانه انتقال گیاهچه)  ه، گیاهچه باززا شده در گلدان)د گیاهچه باززا شده در شیشه، )ج

  .بذور تراریخته
Figure 3- different stages of transgenic plant growth. (A) initial callus regeneration, (B) 
regenerated callus, (C) invitro regenerated explants, (D) regenerated explant in pot, (E) 
transferring explants to green house, (F) transgenic seeds. 

 

 
 

هاي اختصاصی رو به جلو و رو به عقب  اي پلیمراز با استفاده از آغازگر  واکنش زنجیره-4 شکل
 1 چاهک ،)DNA) plus  1 Kb، نشانگر وزن ملکولی M براي اثبات تراریختی رقم آرتا،  nptIIژن

 گیاه تراریخته آرتا تلقیح شده با سویه 3 چاهک  گیاه شاهد،2 چاهک ،)کنترل مثبت(پلاسمید 
LBA4404، سویه  گیاهان تراریخته آرتا تلقیح شده با5 و 4 چاهک C58، واکنش  ( نمونه آب6 چاهک

PCR بدون الگوي DNA.(  

A B 
C 

D E F 
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Figure 4- PCR analysis using nptII gene forward and reverse specific primers for 
accuracy of Arta cultivar transformation, M : DNA molecular weigth (1 Kb plus) ladder, 
lane 1 : plasmid (positive control), lane 2 : control plant, lane 3 : Arta transgenic plant 
inoculated by LBA4404 strain, lane 4 and 5 : Arta transgenic plants inoculated by C58 
strain, lane 6 : water sample (PCR reaction without DNA template). 

  
  
  

  
 CaMV 35Sهاي اختصاصی رو به جلوي پیشبر  گر اده از آغازاي پلیمراز با استف واکنش زنجیره -5 شکل

، )DNA ) 1 Kb، نشانگر وزن ملکولی Mو رو به عقب ژن کیتیناز براي اثبات تراریختی رقم آرتا، 
 3، چاهک ) DNA  بدون الگويPCRواکنش (نمونه آب  . 2، چاهک )کنترل مثبت(پلاسمید  . 1چاهک 

گیاه تراریخته  . 6گیاه شاهد، چاهک  . 5، چاهک C58ح شده با سویه گیاهان تراریخته آرتا تلقی . 4و 
  .LBA4404آرتا تلقیح شده با سویه 

Figure 5- PCR analysis using CaMV 35S  forward and chitinase gene reverse primers for 
accuracy of Arta cultivar transformation, M : DNA molecular weigth (1 Kb) ladder, lane 
1 : plasmid (positive control), lane 2 : water sample (PCR reaction without DNA 
template), lane 3 and 4 : Arta transgenic plants inoculated by C58 strain, lane 5 : control 
plant, lane 6 : Arta transgenic plant inoculated by LBA4404 strain.  
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 CaMV 35Sهاي اختصاصی رو به جلوي پیشبر  گر  اي پلیمراز با استفاده از آغاز واکنش زنجیره -6کل ش

 ،)DNA) 1 Kb، نشانگر وزن ملکولی Mو رو به عقب ژن گلوکاناز براي اثبات تراریختی رقم آرتا، 
و  3، چاهک ) DNA بدون الگويPCRواکنش ( نمونه آب 2 چاهک ،)کنترل مثبت( پلاسمید 1چاهک 

  گیاه تراریخته آرتا تلقیح شده با سویه 5چاهک ، C58گیاهان تراریخته آرتا تلقیح شده با سویه  4

LBA4404 گیاه شاهد6، چاهک .  
 

Figure 6- PCR analysis using CaMV 35S  forward and gluconase gene reverse primers 
for accuracy of Arta cultivar transformation, M : DNA molecular weigth (1 Kb) ladder, 
lane 1 : plasmid (positive control), lane 2 : water sample (PCR reaction without DNA 
template), lane 3 and 4 : Arta transgenic plants inoculated by C58 strain, lane 5 : Arta 
transgenic plant inoculated by LBA4404 strain, lane 6 : control plant. 
 

 

  
گذاري براي اثبات تراریختی گندم با استفاده از کاوشگر تهیه شده براي پیشبر   آزمون لکه-7شکل 

CaMV35S . گیاه 5، نمونه )کنترل مثبت( پلاسمید 2هاي تراریخت، نمونه   گیاهچه4 و 3، 1نمونه 
  ).کنترل منفی(شاهد

Figure 7- Dot blot analysis for accuracy of wheat transformation using synthesized prob 
of CaMV35S promoter, sample 1,3 and 4 : transgenic plants, sample 2 : plasmid (positive 
control), sample 5 : control plant (negative control). 
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اده از کاوشگر تهیه شده براي ژن نئومایسین گذاري براي اثبات تراریختی گندم با استف  آزمون لکه-8شکل 

 پلاسمید 5هاي تراریخت، نمونه   گیاهچه4 و 3، 2، نمونه )کنترل منفی( گیاه شاهد1نمونه . فسفوترانسفراز
  )کنترل مثبت(

Figure 8- Dot blot analysis for accuracy of wheat transformation using synthesized prob 
of nptII gene, sample 1 : control plant (negative control), Sample 2 ,3 and 4 : transgenic 
plants, sample 5 : plasmid (positive control). 

  
  بحث

 روش انتقال ژن بهبا وجود آنکه 
روشی موفق براي تراریزش ژنتیکی پرتابی  زیست

گندم بوده و بدون وجود هر گونه محدودیت 
به طور رایج، بیولوژیکی یا محدودیت میزبانی، 

مورد براي تولید مفید ژرم پلاسم گندم تراریخت 
 ،)Rakszegi  et al., 2001(گیرد،  استفاده قرار می

جی اما به علت ورود چندین نسخه از ژن خار
گرایش بالا براي خاموشی ژن و در نتیجه کارایی 

 Montemurro et(کم تراریزش را به همراه دارد 

al., 2008 .(استفاده از روش انتقال ژن در مقابل ،
به واسطه اگروباکتریوم مزایاي متعددي از جمله، 

 با بازآرایی DNAتوانایی انتقال و الحاق قطعه 
هاي  داد نسخهکمتر درون ژنوم میزبان، ورود تع

هاي  کمتر و پایدار ژن خارجی، عدم حضور توالی
بدنه ناقل و نیز هزینه کمتر آزمایشات را در پی 

خواهد داشت، علاوه بر آن در تراریزش به واسطه 
 در صورت ورود به درون DNAاگروباکتریوم، 

ناحیه فعال رونویسی، فعالیتی مطمئن از رونویسی 
با این  .دهد  میهاي خارجی را نشان و بیان ژن

حال کاربرد این روش در مقیاس گسترده در 
هاي مختلف داراي محدودیت است  ژنوتیپ

)Patnaik  et al., 2006 .(هایی مانند  فاکتور
ژنوتیپ، سویه اگروباکتریوم، ریزنمونه، ناقل 
دوگانه، نشانگر انتخابی، پیشبر، شرایط و 

هاي اسمزي،  کشتی، تیمار هاي تلقیح و هم محیط
غلظت اگروباکتریوم، کشت بافت و محیط باززایی 
ممکن است بر سودمندي تراریزش و بهبود 

سازي با  هاي گیاهی، پس از آلوده پایداري سلول
 ,.Montemurro et al(اگروباکتریوم تاثیر بگذارند 

دهی،  کالوس(با ارزیابی صفات . )2008
در ارقام ) زایی زایی و ریشه زایی، شاخه جنین
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 ،Aو لاین )  گاسکوژن، آرتا، مغانسایسون،(
مشاهده شد که ارقام بهاره در مقایسه با ارقام 
پائیزه، پس از تراریزش با اگروباکتریوم، عملکرد 

تري در جهت تراریختی از خود نشان   مناسب
توان به آن  یکی از دلایل مهم که می. دهند می

همانطور که گفته . اشاره کرد، نوع ژنوتیپ است
ها و  زش با اگروباکتریوم به نوع ژنوتیپتراریشد، 
هاي مورد آزمایش بستگی دارد و فقط  واریته

شوند، که  ها تراریخته می تعداد محدودي از واریته
هاي زیاد در توانایی تولید  اساسا به علت تفاوت

هاي گندم پس از  کالوس و باززایی در میان واریته
 Machii (افتد سازي با اگروباکتریوم اتفاق می آلوده

 et al., 1998.(  در روش انتقال ژن به واسطه
اگروباکتریوم، تراریزش حاصل تلفیق ژن خارجی 

به همین علت براي . باشد میدر کروموزوم گیاه 
 هاي هاي تراریخته احتمالی، از ژن انتخاب کالوس

هاي هدف در  نشانگر انتخابی که به همراه ژن
ژن .  شودمیشوند، استفاده  ژنوم میزبان وارد می
موجب  ،)nptII(ترانسفراز  نئومایسین فسفو

بیوتیک کانامایسین  مقاومت گیاه در برابر آنتی
شود، همچنین به دلیل اینکه این ژن همراه با  می
هاي کیتیناز و گلوکاناز بر روي پلاسمید قرار  ژن

دارد، با انتخاب گیاه بر اساس مقاومت به این 
مستقیم   طور غیربیوتیک در محیط کشت، به  آنتی

 درصد، گیاهانی که حاوي 100نه با احتمال 
با این . گردند باشند، انتخاب می هاي هدف می ژن

بیوتیک  وجود در این تحقیق پس از اعمال آنتی
دهی و  هاي کشت کالوس کانامایسین در محیط

 عدم ،زایی  پدیده هایی نظیر عدم شاخه،باززایی
الایی بیش از حد زایی و آلبینیسم به میزان ب ریشه

نتایج بدست آمده از مشاهدات . انتظار دیده شد
بیوتیک کانامایسین  این نکته را بیان داشت که آنتی

حتی در مقادیر کم نیز موجب از بین رفتن سبزینه 
زایی آنها  گیاه در ارقام فوق شده و از ریشه

رو بهتر است به  آورد، از این جلوگیري به عمل می
بیوتیک دیگري نظیر  ز آنتیجاي کانامایسین ا

در ادامه با حذف . جنیتیسین استفاده کرد
بیوتیک کانامایسین از محیط کشت باززایی،  آنتی

زایی،  زا به تدریج شاخه هاي جنین اکثریت کالوس
زایی و نیز باززایی را نشان دادند، سپس از  ریشه

اي پلیمراز و آنالیز  طریق واکنش زنجیره
 .ها بررسی شد تی آن تراریخDNAگذاري  لکه

نکته بسیار مهم دیگر در این تحقیق، وجود 
هاي کیتیناز و گلوکاناز در  هایی مشابه با ژن توالی

ژنوم گیاه شاهد است به همین علت استفاده از 
ها براي تشخیص تراریختی گیاه به دلیل  این ژن

اي  دیده شدن باند مورد انتظار در واکنش زنجیره
. با مشکل مواجه خواهد شدپلیمراز گیاه شاهد، 

هاي طراحی شده نظیر توالی  گر استفاده از آغاز
پیشبر، توالی پایانبر و نیز نشانگر انتخابی، به 

هاي  هاي ژن تنهایی و یا همراه با یکی از آغازگر
جواري با این ژن  کیتیناز و گلوکاناز، به علت هم
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 و در نتیجه عدم حضور این T-DNAها در ناحیه 
تراریخت، اثبات   در ژنوم گیاه غیرتوالی ها

رود  انتظار می. تراریزش را ممکن خواهد ساخت
کننده  گیاهان حاصل با دریافت دو ژن کد

قارچی مقاومت پایداري را نسبت  هاي ضد پروتئین
از این . هاي قارچی از خود نشان دهند به بیماري

 بیشتري براي اثبات حضور و بیان  هاي رو آنالیز
سنجی  د شده و نیز آزمایشات زیستهاي وار ژن

هاي قارچی و در  جهت اثبات مقاومت به بیماري
هاي تراریخته براي اثبات  نهایت آنالیز نسل

  .پایداري ژن در آینده مورد نیاز خواهد بود
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Abstract 

Production of transgenic wheat (Triticum Aestivum) was studied by chitinase and 
glucanase genes by Agrobacterium-mediated transformation and also pBI121 plasmid 
containing neomycin phospho transferasa selectable marker gene under control of Nos 
promoter. In addition, chitinase and glucanase genes were individually expressed under 
control of CaMV35S promoter. Immature embryo explants excised from seeds then were co-
cultivated with bacterial suspension containing the recombinant plasmid and they were placed 
to callus induction medium supplemented with 50 mg/l kanamycin. Embryonic calluses, were 
selected and they were transferred to regeneration medium with 25 mg/l kanamycin in order to 
producing shoots and roots. Maximum percent of transformation by Agrobacterium-mediated 
transformation was 0.31% for transformed ARTA with C58 strain and then 0.074% for 
transformed ARTA with LBA4404 . There was not any transgenic plant in other cultivars or 
strains and transformation percent was 0%. PCR and Dot blot analysis showed that the 
putative transgenic plants consist at least one copy of either, chitinase, glucanase and 
neomycin phospho transferase genes in their genome in comparison with control plants.   
Key word: Agrobacterium, chitinase, glucanase, transgenic wheat 
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