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 خلاصه

 
 .Medicago sativa varایی گیاهان تراریخته یونجه چندساله    زروشی ساده و مؤثر برای باز      مقاله ایندر  

Rgsy27(2n=4x=32)       و یونجه یکساله Medicago truncatula var. R108-1(c4) (2n=2x=16)  
 که بستگی به نوع نژاد         با اجرای این روش      .شرح داده شده است     gus و ژن گزارشگر       Snتوسط ژن    

  ایجاد شده با  هر نوع ریزنمونه         (transgenic)تراریخته گیاهان   های مورد استفاده دارد،    گروباکتریوم و ژنوتیپ  آ
هیچگونه تغییری   نیز   و از نظر سطوح پلوئیدی و باروری       بدست خواهند آمد،     ماه   2 تا   5/1در مدت   از برگ   

یدن به گیاه یونجه تراریخته در مدت زمان         از عوامل مؤثر و کلیدی که نقش بسزایی در رس           .مشاهده نخواهد شد  
ها، نژاد   زایی و باززایی ریزنمونه      های کشت مناسب مورد استفاده جهت کال           توان محیط  کوتاه دارد، می   

  مؤثرترین و سریعترین     دستورالعمللذا این    . های یونجه مورد استفاده را نام برد           آگروباکتریوم و ژنوتیپ   
 ریز نمونه ها توسط       تراریزشعمل    . بدست آمده است      Medicago است که برای جنس           روشی 

Agrobacterium tumefaciens،      حامل پلاسمیدهای pBI121.1 )        ناقل دوتایی شامل ژنgus ( و
pBI121.Sn     ژن   .صورت گرفته استSn      یک ژن bHLH            در گیاه ذرت است که درمسیر بیوسنتز 

توانایی پرو   . دارد  نقش تنظیم کنندگی    (condensed tannins) آنتوسیانین ها و پروآنتوسیانیدین ها    
 شده که تاثیر زیادی بر ارگانیسم های تجزیه کننده پروتئین          سبب تشکیل کمپلکس با پروتئین ها        درآنتوسیانیدین ها  

  و Rgsy27از ریز نمونه های حاصل ازلاین های         .کاهش خطر نفخ در حیوانات داشته باشند         در نهایت     و
R108-1(c4)    درصد جنین های باززایی شده     85 تولیدشد وبیش از   زا پیش جنین  درصد کالوس های    90 بیش از 

 Agrobacterium tumefaciens هایدنژا با Rgsy 27 لاین تراریزشی  رایکا .به گیاه کامل تبدیل شدند     
 Snاثرژن  . نداشتبستگی وجود    وا  این R108-1(c4)، در حالیکه در موردلاین         ارتباط داشت  مورد استفاده 

  .ها به دوصورت کاهنده و افزاینده پروآنتوسیانیدین قابل بیان بود قال یافته به گیاه یونجه در برگها و ریشهانت
 

  ، یونجه gus ، ژن Snکتریوم تومفسینس، باززایی، پروآنتوسیانیدین، ژن وباآگر :واژه هاي كليدي
  

 مقدمه
 اي، يونجه بدليل خوشخوراكي و دارا        در بين نباتات علوفه    

هاي زراعي   بودن ذخائر غذايي و تاثير مهم آن دراصلاح زمين           

توان به عنوان علوفه سبز براي       يونجه را مي  . اهميت خاصي دارد  
تغذيه حيوانات بكار برد منتهي گاوهاي شيري و گوشتي را نبايد           
تنها باعلوفه سبز يونجه تغذيه نمود زيرا سيري، با مصرف بيش             

                  e-mail: smhessamzadeh@rifr.ac.ir     سيد محسن حسام زاده: مكاتبه كننده
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باعث نفخ و در نهايت موجب مرگ       از حد پروتئين همراه بوده و       
مي تواند گياه، حيوان،    عوامل ايجاد نفخ،  . شود ناگهاني حيوان مي  

از فاكتورهاي محيطي     .فاكتورهاي محيطي و ميكروبي باشد       
مي توان تغيير دما و قرار گرفتن درسايه و از فاكتورهاي زراعي              

شيميايي  كه بر تركيبات   را نام برد      مي توان بكار بردن كود       
گرايش به سمت ايجاد    موجب   و در نتيجه      داشته  تاثير ياهانگ

در بعضي از ژنوتيپ ها  افزايش ميزان روشنايي با           . نفخ مي شود 
عوامل . دارد مستقيم    ارتباط پروآنتوسيانيدينافزايش ميزان    

  ساپونين ها، گياهي مرتبط با ايجاد نفخ مي تواند پكتين ها،           
ن ها، يا، ليپوپروتئ  پروتئين هاي قابل حل در آب، ليپيده             

 . ساختمان ديواره سلولي باشد    وفنول ها    آنزيم ها، ،پلي ساكاريدها
گروهي از   (١ ها CTها يا    پروآنتوسيانيديناما تاكنون فقط حضور     

ن را  ياستحكام ديواره سلولي و ميزان تجزيه پروتئ        ،)فلاونوئيدها
قش ن .)٣( دانسته اند      مؤثر   نفخ   ايجاد  ملادر ارتباط با ع      

آبي و ارغواني در     ونوئيدها به عنوان رنگدانه هاي اصلي قرمز،      فلا
 باعث شده كه ساليان متمادي به اين توليدات ثانويه              ،گياهان
از اولين وصف در مورد اثرات باز و            .توجه زيادي شود   گياهي

 ١٦٦٤ در سال    روبرت بويل اسيد روي رنگدانه هاي گياهي توسط      
ي تنظيم كننده در اواخر     ميلادي تا تشخيص ساختماني و ژن ها     

فعاليت  اطلاعات زيادي در مورد ساختمان ها،         بيستم     قرن
. است شده شيميايي و بيوسنتز اين تركيبات جمع آوري           

دهي بين گياهان و        فلاونوئيدها نقش كليدي در سيگنال         
  ها، خواص ضد ميكروبي،     باروري تعدادي از گونه     ميكروبها، نر 

   را به عهده دارند    ز نور ماوراء بنفش   اي و حفاظت ا    بازدارنده تغذيه 
جهت رفع مشكل نفخ در حيوانات بر اثر خوردن علوفه             . )٤٨(

تازه يونجه ضروري است كه از طريق مهندسي ژنتيك، كيفيت            
از آنجائيكه اولا   . گياه يونجه از نظر صفت نفخ زايي بهبود يابد          

تلاش درجهت انتقال ژن كنترل كننده بيوسنتز                       
با روش ايجاد دورگ غير جنسي بين اسپرس و         ن  پروآنتوسيانيدي

 در   اسپرس نسبت به  ، يونجه DNA يونجه به دليل غالب بودن     
گياهان هيبريد و ناپايدار بودن مقادير ناچيزتانن القاء شده در             

 همچنين همبستگي منفي    و  گياهان باززايي شده   برخي از  برگ
                                                                                    

1 . Condensed tannins 

طلوب فاقد نتيجه م  ) ٢٣ ،٤٢ ،٢٦( سن گياه     و  تانن مقدار بين
برگ يونجه و كشت       ثانيا دورگ غيرجنسي بين         ;بوده است 

 نيز به دليل كم بودن         Lotus pedunculatusسوسپانسيون  
 ازمقادير ناچيز و ناپايدار تانن، نيز          باززايي شده و   گياهانتعداد  

موتانت هاي  ثالثا گرچه      ،نتيجه مطلوبي برخوردار نبوده است       
ها و آنتوسيانين ها در     CT جهت تظاهر     ، القاء شده  ياطبيعي و   

 جو، نخود،  گياهان مختلف و گونه هاي علفي شامل سورگوم،        
قابل توجهي   اثرات  Lotus japonicusبرنج و    آرابيدوسيس،

 تا بحال هيچ موتاسيوني كه موثر        ولي). ٤١،  ٢٤،  ٢٠(داشته اند  
 ها در برگ گياه يونجه يا گونه هاي وابسته            CTتظاهر   القاء بر

با وجود تنوع سوماكلونالي از نظر ميزان        و  است ده نش باشد، يافت 
 جداسازي تانن از آنها     هاي برگي يونجه،   ال در جوانه  -٣–فلاوان  

 در گياه يونجه پايدار       نيزصورت نگرفته است و اين خصيصه          
بكارگيري  استفاده از روش بسيار دقيق، در        لذا ).٣٧(نبوده است   
حاوي  جهت توليد گياهان           ، نوتركيب  DNAتكنولوژي   

 .باشد ميپروآنتوسيانيدين نياز 
تركيبات فنلي با وزن مولكولي بالا             ها پروآنتوسيانيدين

 شوند،  مي  نيز شناخته  "condensed tannins"هستند كه با نام   
در حقيقت آنها توليدات ثانويه پلي فنوليك گياهي بوده كه با              

 و قابليت هضم پروتئين را كاهش             يافتهپروتئين ها پيوند     
در نظر گرفته    اي    ضدتغذيه به عنوان تركيبات   لذا  . ندمي ده

غلظت هاي نسبتا كم از پروآنتوسيانيدين ها كافي است        . مي شوند
در تجزيه و   . علوفه اي القاء نمايد    را در گياهان   2تا ايمني از نفخ   

 ،آستانه بحراني غلظت پروآنتوسيانيدين ها    گرفته صورتتحليل هاي 
علوفه وزن خشك     يم درصد حدود ن  نفخ  از پيشگيريبراي  

اين مواد در ديواره سلولي يا در         ). ٢٥(شده است   تخمين زده   
بذرها  و   داخل واكوئل ها در ساقه ها، پوست درختان، برگها، گلها        

 اين تركيبات در گياهان خشبي و چوبي بطور            .يافت مي شوند 
اي نيز   چشمگيري وجود دارند اما در برخي از گياهان علوفه             

ها براي تشكيل    به دليل توانايي پروآنتوسيانيدين    . شده انديافت  
 توانند تاثير چشمگيري بر       آنها مي  ،   ها كمپلكس با پروتئين    

 ايجاد نفخ در حيوانات پس از مصرف          .ها داشته باشند   ارگانيسم
                                                                                    

2 . Bloat safety 
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علوفه تازه بعضي ازگياهان مانند يونجه كه هم اكنون بوسيله              
 بر توليدات    مواد شيميايي كنترل مي شود داراي اثرات سوء          

حال انجام  روي      در تحقيقات انجام شده و     .مي باشد حيواني
از نظرنحوه توليد و القا، در       اساسا    (CTs)  يا ها پروآنتوسيانيدين

 تقريبا ).٣٤(گياه و نقش آنها در بهبود كيفيت علوفه مي باشد             
كلاس هاي  آنزيم هاي شركت كننده در مسير بيوسنتز          تمام

عيين شده وتعداد زيادي از ژن هاي موجود         ت مختلف فلاونوئيد، 
 رمزتعداد زيادي از ژنهاي        .در مسير بيوسنتز كلون شده اند      

كننده آنزيم هاي بيوسنتزي آنتوسيانين ها در گياه ذرت و گل            
اطلسي و گياه آرابيدوپسيس شناخته و كلون           گل  ميمون و    

 از هريك از    شده  مكانهاي ژني و ژنهاي ساختماني جدا     . شده اند
نشان داده شده   ) ١جدول  (گياهان ذكر شده بطور خلاصه در         

ژنهاي تنظيم كننده اي كه تظاهر ژنهاي ساختماني        . )١٧(است  
را در مسير بيوسنتز آنتوسيانين ها و پروآنتوسيانيدين ها در              

اين ژنها  . تعدادي از گياهان كنترل مي كنند، شناسايي شده اند        
 ن هاو پروآنتوسيانيدين ها  در شدت و خصوصيات بيوسنتزآنتوسياني   

 

 .و بطور كلي تظاهر تعدادي از ژنهاي ساختماني تاثير مي گذارند          
اين تاثير از طريق فعاليت ژنهاي ساختماني با سنجش آنزيمي يا           

ژنهاي تنظيم  .   قابل بررسي و تاييد مي باشد        ،mRNAسنجش
گل ميمون و گل اطلسي و              كننده در گياهان ذرت،       

.  داده شده است   نشان) ٢جدول  (خلاصه در   آرابيدوپسيس بطور   
بنابراين بيوسنتز آنتوسيانين ها و پروآنتوسيانيدين ها نيازمند           

 محيطي از قبيل نور، دما،      عواملژن بوده و با      زيادي عمل تعداد 
ژن هاي  .مي گيرند غذايي و استرس ها تحت تاثير قرار          مواد

 اولين  .دنشوتنظيم كننده درگياه ذرت به دو خانواده تقسيم مي          
پروتئين هايي   .  مربوط است  R / B خانواده ژني به ژنهاي خانواده    

   با  همولوژي در توالي   داراي شوند  توسط اين خانواده رمز مي      كه
درانكوپروتئين  يافت شده   DNA شونده به ينهاي پيوند    ئپروت

myc      توزيع و مقدار      تنظيم زمان،  بوده ومؤثر بر     حيواني
.  و پروآنتوسيانيدين ها در ذرت مي باشند      آنتوسيانين رنگدانه هاي

  Rاين خانواده شامل يكسري از ژنهاي تنظيم كننده لوكوس              
 ).١٣( مي باشد  Bو لوكوس  )  S , Lc, Snشامل ژنهاي(

 
  در گياهان مختلفهادين ها و پروآنتوسياني  آنزيم هاي مسير بيوسنتز آنتوسيانينرمز كننده ژنهاي ساختماني -١جدول 

  ذرت  ميمونگل  اطلسيگل دوپسيسآرابي
 آنزيم  ژنيمكان *كلون  ژنيمكان كلون  ژنيمكان كلون  ژنيمكان كلون

+ tt4 + ن-م** + nivea + c2 Chalcone synthase(CHS)
      + whp 
+ tt5 + Po + ن-م + ن-م Chalcone isomerase(CHI)
+ tt6 + An3 + incolorata Flavanone 3-hydroxylase(F3H) ن-م -
+ tt7 + ***Ht1/Ht2 - eosina - Pr Flavanone 3'-hydroxylase(F3'H)
Flavanone 3'5'-hydroxylase(F3'5'H) ن-م - ن-م - Hf1 + ن-م 
  + Hf2     
+ tt3 + An6 + pallida + A1 Dihydroflavonol reductase (DFR)
+ tt19 + ن-م + Candica + A2 Anthocyanidin synthase (ANS)
Bz1 Flavonoid 3-glucosyltransferase(3GT) + ن-م + ن-م + ن-م 
Anthocyanin acyltransferase (AAT) ن-م - ن-م - Gf - ن-م 
Mf1/Mf2**** + ن-م  Anthocyanin methyltransferase (AMT) ن-م - ن-م -
*****Bz2 Glutathione S-transferase(GST) + ن-م - An13 + ن-م 

 .مكان ژني مشخص نشده است :   ** . ، نشان دهنده عدم كلون شدن ژن است)-( ;  يا ژن  استcDNA، نشان دهنده كلون شدن   +: *
 . نبوده است Ht2 يا Ht1 مي باشد تشخيص داده شده ولي ژن مشابه  F3'H كلوني كه نشان دهنده فعاليت ***: 
 .شناسايي آنزيم از طريق توالي همولوگ حدس زده شده است  :  *****ص داده شده باشد          مكان ژني بايستي تا اين زمان تشخي:  ****
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آنتوسيانين ها و  ژنهاي تنظيم كننده بيوسنتز -٢جدول 
 ، موجود در گياهان مختلف هايدينپروآنتوسيان

لوكوس *كلون **ژنهاي تنظيم شده  گياه
CHS,DFR,3GT + R 
CHS,DFR,3GT + R(S) 
CHS,DFR,3GT + R(Sn) 
CHS,DFR,3GT + R(Lc) 
DFR, 3GT + B 
CHS,DFR,3GT + C1 
CHS,DFR,3GT + Pl 
C1 + Vp1 

 ذرت
 
 
 
 

F3H, DFR, ANS, 3GT + Delila
F3H, DFR, ANS, 3GT _ Eluta 

F3H, DFR, ANS, 3GT _ Rosea
 گل ميمون

CHS,DFR,ANS,3GT,3RT,AMT,GST,F3'5'H _ An1 
CHS,DFR,ANS,3GT,3RT,AMT,GST,F3'5'H + An2 
CHS,DFR, ANS, 3GT, 
3RT,AMT,GST,F3'5'H

+ An4 

CHS, DFR, ANS, 3RT,AMT,GST,F3'5'H _ An11 

 
  اطلسيگل

DFR + ttg1  
DFR + ttg2  
DFR + tt8  
DFR, CHS , CHI + tt2 آرابيدوپسيس
DFR, CHS , CHI + tt3  
DFR, CHS , CHI + tt4  
DFR, CHS , CHI + tt5  
DFR + ANL2  

، نشان دهنده   ) ــ   (;  يا ژن  است    cDNA، نشان دهنده كلون شدن         +: *  
 .عدم كلون شدن ژن است

        . ببينيد١نام كامل آنزيم را در جدول  :    ** 
 

 در گياه   B و   R 1 عملا شبيه جايگاه هاي ژن       S nجايگاه ژن   
طور متمايز حذف رنگدانه هاي        ب Snذرت بوده بطوريكه ژن       

آنتوسيانين را در بافت خاص نهال معين و سلول هاي گياهي              
 R ژن   و Sn ژن    با توجه به شباهت مولكولي      .كنترل مي كند  

 S n براي متمايز كردن چندين آلل        R ژن   DNAپروب هاي   ،
ترن بلات مشخص نموده است كه       رآناليز نو . استفاده شده است  

 است   كيلو بازي  ٥/٢گردان يك رونوشت     رمز S nهمه آلل ها ي     
 تظاهر آنتوسيانين ها     كه در بافت خاص سازگار با توزيع            

 Sn:bol3وابسته به نور بوده و تنها آلل          Snژن تظاهر. مي يابند
                                                                                    

1 . Red plant color gene 

 توليدو  شود   در تاريكي مي      Sn  ژن     mRNAباعث رونويسي   
. گردد مي    را موجب  رنگدانه در نهال هاي رشد يافته در تاريكي        

بوده وداراي دو وجه تمايز      مستقل از نور     S n:bol3براين آلل   بنا
يكي اينكه، داراي ظرفيتي است     .  است S nبا ديگر آلل هاي ژن      

كه باعث توليد رنگدانه در تاريكي مي شود و ديگر اينكه داراي              
پاسخ بيشتر به نور بر حسب تجمع رنگدانه است كه حدودا شش            

 .)٤٤ (برابر ديگر آلل ها است
افزاينده   نور به عنوان يك        ، Sn:bol3 براين در حالت      بنا

جهت تظاهر ژن عمل نموده و باعث افزايش مقدار رنگدانه در               
و  R،  B،  LC ارتباط ساختاري بين ژن هاي    . بافت ها مي شود   

Sn  ممكن است با فرض منشا تكاملي مشترك بهتر             در ذرت 
كاملي يك ژن   اين ژن ها مي توانند توليدات ت      . توضيح داده شود  

منفرد اجدادي باشند كه ضمن دو نسخه شدن از يكديگرنيز دور           
 ژني از    متنوع  خانواده يك باعث ايجاد     شده اند و بدين ترتيب     

 آناليز بخشي از     .گرديده اند طريق رويداد هاي مكرر و متوالي         
نشان دهنده تشابه  قابل توجه توالي با           Snحاصل از ژن     توالي

cDNA   ژن LC   د، هرچند پلي مورفيسم  زيادي بين         مي باش
  ، '5 جفت بازي در انتهاي    ١٤٦ از جمله منطقه      آنها وجود دارد،  

ژن . كه اين منطقه قابل رونويسي است ولي ترجمه نمي شود            
Sn       يابد و بطور جغرافيايي       در همه نژادهاي گياه ذرت تظاهر نمي

 .د مي باش  Boliviaمحدود به گروه نژادهايي از ذرت در ناحيه           
 در مسير بيوسنتز آنتوسيانين      گسترده،آناليزژنتيكي و مولكولي    
 لوكوس در برگيرنده توليد رنگدانه را       ٢٠در گياه ذرت،  بيش از       

  بطور     Pl و B،  R، C1چهار لوكوس    . تشخيص داده است   
هماهنگ فعاليت هاي حداقل سه ژن ساختماني مسير بيوسنتز          

ع آللي گسترده اي در        تنو  Rو  B ژن هاي   . كنند را تنظيم مي  
ارتباط با بافت خاص و زمان نمو سنتز آنتوسيانين از خود نشان             

 در حقيقت همولوگ يكديگر بوده      Pl و    C 1ژن هاي   . مي دهند 
 به عنوان پروب     C1 با استفاده از توالي ژنومي         Plو اخيرا ژن     

 Bدر بافت هاي گياهي  با وجود لوكوس         . )١١ (كلون شده است  
 نمودن مسير بيوسنتز آنتوسيانين در حضور          جهت فعال  Rيا  
 تمام آلل هاي مطالعه     .)١٣ (باشد ضروري نمي  C1وجودژن   نور،

 ذرت  ١٠ بر بازوي بلند كروموزوم شماره         S nشده در مورد ژن   
 .)١٢(فاصله داردRبوده ودر حدود دو واحد نقشه تا لوكوس               
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  L . corniculatusتحقيقات انجام شده در مورد گياه تراريخته        
ها از نظر      دهد كه فنوتيپ      نشان مي    Snحامل ترانس ژن       

. در مقايسه با گياه كنترل تغيير يافته اند         )CT(پروآنتوسيانيدين
 در نوك ريشه ها      CTبا توجه به اينكه اين گياه بطور طبيعي           

 رادر سطح   CT افزايش    سنتز مي كند، هفت گياه تراريخته ،        
ريخته بطور معجزه آسايي      گياه ترا  ٤٠و  ريشه ها نشان دادند    

 را در برگ ها كاهش داده بودندو همچنين سطح              CTسطح  
بطور قابل توجهي كاهش يافته بود      DFR 1،  LAR 2آنزيم هاي   

.  كاهش نيافته بود     CHS سطح  آنزيم        CTولي با كاهش      
 mycتواند اثر متقابلي با ژن هاي درون زاد           مي S nبنابراين ژن   

. )٤٣ (لازم است داشته باشد     LAR و DFRكه  براي سنتز       
 زياديباززايي تعداد  ،  تراريختهمشكل جدي در توليد گياه يونجه       

  است كه در طي انتخاب و جدا سازي                هگياه غيرتراريخت  
in vitro   هاي مرسوم در ايجاد گياه      يكي از روش  .   بدست مي آيد

مطلوبترين .يونجه تراريخته استفاده از ذرات شتاب دار است             
 يعني زماني كه     وتيلدون هاي بالغ بدست آمده است،     نتايج با ك  

 ساعت خيساندن كوتيلدون در      ١٢٠ تا   ٢٤بمباران ذره  بعداز      
باززايي و تراريزش گياه يونجه بطور       .)٧ (آب صورت گرفته باشد   

وسيعي با استفاده از كوتيلدون هاي نابالغ يا جنين هاي حاصل            
) ز از گرده افشاني    رو ٢٥بعد ازگذشت   (از كوتيلدون هاي نابالغ      

ايجاد گياه يونجه تراريخته، محدود به دو عامل          .بهبود يافته است  
اصلي است كه عبارت از، موانع تحميل شده توسط روش                  
تراريزش و باززايي ضعيف بافت ها و سلول هاي كشت شده مي             

در حال حاضر گياه يونجه عمدتا با استفاده از                   . باشند
يزش مي شود و آگروباكتريوم        آگروباكتريوم تومفسينس ترار   

داراي نژادهاي مختلفي بوده و تنها بعضي از نژادهاي معين باعث           
آلوده نمودن برخي از ژنوتيپ هاي يونجه مي شوند، ضمنا فقط            

. باشند بعضي از واريته ها ي يونجه داراي باززايي نسبتا خوبي مي          
از جمله اينكه اين گياه       گياه يونجه داراي صفات خاصي است،      

باشد و   اتوتتراپلوئيد بوده و در اصلاح داراي خود ناسازگاري مي          
محققين معتقدند كه جنين زايي رويشي در اين گياه غير قابل             

. )٧ (شود توارث است و بطور نسبي توسط چند ژن كنترل مي           
                                                                                    

1. Dihydroflavonol 4-reductase 
2. Leucoanthocyanidin reductase 

محيط هاي كشت مورد استفاده جهت باززايي گياهان تراريخته          
 B-5ت تغيير يافته     و غير تراريخته  يونجه عمدتا محيط كش          

 محيط كشت بليدز      ،)٣٠( MS، محيط كشت    )١٤(گامبورگ    
)BO, BII, Boi2Y() و محيط كشت شنك و هيلد برانت          )١ 

SH )با استفاده از اين محيط هاي كشت ، و ريز          .  بوده است  )٣٨
نمونه هاي حاصل از كوتيلدون و هيپو كوتيل زمان بسيار زيادي            

فراواني گياهان باززايي شده در      جهت باززايي صرف مي شود و        
، ٢٢،  ١٦ (مورد بعضي از واريته ها  نيز قابل توجه نبوده است             

در گياه يونجه انتخاب ژنوتيپ هايي با باززايي بالا از دير باز            . )٤٥
  از   ).٣١،  ٢٩،  ٢٨،  ٤،  ٥،  ٦ (توسط محققين مورد نظر بوده است     

 مي باشد، اين    آنجائيكه باززايي اين گياه وابسته به ژنوتيپ گياه        
محققين پس از تلاش هاي فراوان به اين نتيجه رسيدند كه سه             
فاكتور در كنترل باززايي يونجه از طريق جنين زايي سوماتيكي           
در شرايط آزمايشگاهي كه عبارت از ، كيفيت ساختاري و كميت           
منبع اكسين با منشا خارجي  ، غلظت هورمون سيتوكينين با              

بيعت ازت احيا شده در محيط كشت        منشا خارجي ، ميزان و ط     
 محققين، اغلب كولتيوار     ١٩٩٠در سال    . باززايي دخالت دارد   

در ١٩٤٧ تا   ١٨٥٠ رقم بومي كه در سال هاي        ٩هاي يونجه را از     
 رقم از آنها را     ٣آمريكاي شمالي بوجود آمده بود مي دانستند و          

م ضرورت اوليه و مه   . )٣٣(بسيار مفيد براي باززايي معرفي كردند     
در كاربرد تكنولوژي كشت بافت براي گياه يونجه ، فراهم نمودن           
ژرم پلاسمي است كه واكنش مساعدي نسبت به باززايي نشان            

با استفاده از بكارگيري نتايج حاصل از كارهاي           . )٤ (مي دهد 
گسترده ا ي كه محققين جهان در سال هاي متمادي در اين               

 ،  Sn    ، BAN(ي جديد راستا انجام داده اند وبكار گيري ژن ها        
SP1 ، try     ، LC  كه تغيير دهنده مسير بيوسنتز فلاونوئيد      ) …و

ها  شناخته شده اند ، براي اولين بار  اثر بيان آنها در گياه يونجه            
 نتايج بدست آمده طي چند مقاله         كه مورد آزمايش قرار گرفت   

دراين مقاله ضمن معرفي مناسب ترين         . انتشار خواهد يافت   
جهت باززايي گياهان تراريخته يونجه توسط ژن         محيط كشت   

اء قال كه مؤثر بر   Sn نسبت به  معرفي ژن          Sn  و     gusهاي  
بر پروآنتوسيانيدين ها درشاخ و برگ گياه يونجه كه عموما                

) ٤٠ ،   ٣٩،  ٣٥،  ٣٢،  ٨،  ٣(اساس نتايج تحقيقات به دست آمده       
 . باشد مي پردازد عاري از اين ماده مهم مي
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  هامواد و روش
  كليات-الف

هاي  در گلدان     R108-1 (c4) و    Rgsy27هاي  لاين بذور
 ٦٠ با    اي در گلخانه ) ١:٢( خاك برگ به نسبت       -محتوي ماسه 

 درجه  ٢٥ ساعته  در دماي      ١٦درصد رطوبت نسبي ودوره نوري      
  درجه سانتي گراد در شب و دوره            ١٥سانتي گراد در روز و        

آزمايشات كشت بافت و    م   انجا براي  . آبياري متناوب كشت شدند   
 ٤ متعلق به گياهان  برگهاي نسبتا  جوان وسالم      از   تراريزشعمل  

 پس از استريليزاسيون سطحي با        . استفاده شد  هفته اي     ٦تا  
 ٧٠ دقيقه و اتانول       ٧ درصد به مدت       ٢٠هيپوكلريت سديم    

 بار شستشو با آب مقطر      ٣ ثانيه ودر نهايت     ١٠تا٥درصد به مدت    
 ميليمتر  ٥×٥(ك     ه قطعات مربع شكل كوچ      استريل، برگها ب   

  M1 ميلي ليتر محيط كشت مايع           ٥٠ تقسيم شده ودر      )مربع
قطعات برگي   .گرفتند  قرار      ، آگروباكتريوم    حاوي نژاد هاي   

 ٢٠به مدت    موجود در محيط كشت آلوده به آگروباكتريوم             
  و سپس جهت نفوذ        Psi٦٥٠با فشار   ء   در محيط خلا    دقيقه

 ٣تا١ درجه سانتي گراد به مدت        ٢٥ا ،در دماي    آگروباكتريوم ه 
 بعد از خشك كردن قطعات برگي در             .ندساعت  قرار گرفت     

، نسبت به    شرايط استريل و خارج نمودن محلول باكتريايي            
  بدون آنتي     M2 محيط كشت جامد       انتقال قطعات برگ به       

اقدام ) ميلي گرم بر ليتر     ٨/٩(بيوتيك و محتوي استوسيرينگون    
 درجه سانتي گراد    ٢٤  روز در تاريكي در دماي      ٣ت   وبه مد  شد

 بعد از   ،  پيش جنين زا    جهت ايجاد و القاء  كالوس       .گرفتندقرار  
  با آب مقطر استريل و خشك نمودن            قطعات برگي  شستشوي

 كه شامل آنتي بيوتيك         M3به محيط كشت جامد          آنها،
 ميليگرم  ٨٠٠( و آگمنتين )  ميلي گرم در ليتر     ٥٠(كانامايسين  

 درجه  ٢٤در تاريكي در دماي     سپس  .انتقال يافتند   بود ) ر ليتر د
 و هر دو هفته يك       ماه نگهداري شدند    يكسانتي گراد به مدت     

كالوس هاي    جهت جنين زايي ،      .شدبار محيط كشت  تعويض      
 ميلي  ٥٠كه فقط شامل      M4ايجاد شده  به محيط كشت جامد        

بود هر گونه هورمون    گرم بر ليتر آنتي بيوتيك كانامايسين وفاقد        
  ميزان روشنايي  با ساعت روز    ١٢در شرايط   و انتقال داده شدند  

µE/m2/s  بعد از ايجاد گياهچه، جهت      . نگهداري شدند  ١٣٠
 انتقال   ½ M4   به محيط كشت بدون هورمون      ريشه زايي    

 به  تراريخته بدست آمده      ،گياهان هفته    ٤تا٢پس از    . يافتند
به نحوي كه گياهان    داده شدند   نتقال   شرايط ويژه ا    اي با  گلخانه

 و  گرفتند  در روز هاي اول در شرايط كاملا اشباع از آب قرار               
 .سپس شرايط رشدي تغيير يافته و به صورت طبيعي در  آمد

  مورد استفادهمحيط هاي كشت) ب

كليه موادشيميايي مورد استفاده در محيط كشت از شركت          
Sigma              شركت   و  كليه آنزيم هاي مصرفي  ازFermentas 
 .تهيه شد

   IV , III , II , I  محلول   ٤ تركيبي از    M1محيط كشت   
تهيه  بصورت استوك    اين محلولها بطور جداگانه       ابتدا   كه  بود  

   به ترتيب  M 1و سپس جهت تهيه يك ليتر محيط كشت         شدند  
 ميلي ليتر   ٢٠ ميلي ليتر و     ١  ميلي ليتر، ١   ميلي ليتر،  ١٥٠از  

 ميلي گرم مايو    ١٠٠ با همراه   IV  و  I،  II،  III ,محلول هاي 
 ميلي گرم  ٥/٠  و D-2,4گرم   ميلي  ٤  گرم ساكارز،  ٣٠اينوزيتول،

BAP تنظيم   باpH استفاده شد٨/٥ برابر . 
تركيبي از نمك هاي پر مصرف موجود در            :  Iمحلول  
 ٢٨ گرم سولفات منيزيم آبدار،      ٢ شامل   )١٠( N6محيط كشت   

 گرم كلريد   ٢ گرم سولفات آمونيم ،        ٥،  گرم  نيترات پتاسيم      
 گرم پتاسيم هيدروژن فسفات  است كه به حجم          ٤كلسيم آبدار و  
 .يك ليتر رسيد

تركيبي از نمك هاي كم مصرف  موجود در            : IIمحلول  
 گرم سولفات منگنز آبدار ،        ١شامل  ) ١٠( SHمحيط كشت    

 ميلي گرم سولفات روي      ١٠٠ ميلي گرم اسيد بوريك ،          ٥٠٠
 ميلي گرم اكسيد      ١٠ ميلي گرم يدور پتاسيم ،           ١٠٠،  آبدار

 ميلي گرم سولفات مس آبدار و        ٢٠موليبدون دي سديم آبدار،      
 ميلي  ١٠٠ ميلي گرم كلريد كبالت آبدار است كه به حجم             ١٠

 .ليتر رسيد
تركيبي از ويتامين هاي مورد مصرف موجود         : IIIمحلول  

د  ميلي گرم اسي      ٥٠٠شامل    )٣٨( SHدر محيط كشت       
 ميلي  ٥٠٠ ميلي گرم تيامين هيدرو كلرايد و        ٥٠٠نيكوتينيك ،   

 ميلي  ١٠٠گرم پيريدوكسين هيدروكلرايد است كه به حجم            
 .ليتر رسيد
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 گرم نمك اتيلن دي آمين تترا استيك            ٧ : IVمحلول  
 .   ميلي ليتر رسيد١٠٠٠ فريك  به حجم -اسيد

     M  1از تركيب مواد محيط كشت        M 2 محيط كشت   

 .ساخته شد،   گرم فيتاژل ٣با   اههمر
با اين  .  است M2همان محيط كشت     M 21 محيط كشت   

 ميلي گرم برليتر    ٢ به ميزان    D-2,4تفاوت كه شامل هورمون      
 . مي باشد BAPبوده و فاقد هورمون 
با اين  .  است M2همان محيط كشت     M 22 محيط كشت   

تر بوده  ميلي گرم برلي  ١ به ميزان    BAPتفاوت كه شامل هورمون     
 . مي باشد D-2,4و فاقد هورمون 

   M 2 از تركيب مواد محيط كشت           M3  محيط كشت 

تركيبي (  ميلي گرم بر ليتر آنتي بيوتيك آگمنتين       ٨٠٠با   همراه
  )C lavulanic acidميلي گرم٢٠٠ گرم آموكسي سيلين و      ١از  
 . ميلي گرم بر ليتر آنتي بيوتيك كانامايسين ساخته شد٥٠و 

 يك ميلي     ميلي ليتر،  ١٠٠با استفاده از     M4محيط كشت   
  ميلي ليتر به ترتيب از محلولهاي        ٢٠ يك ميلي ليتر و         ليتر،

IV, III , II ,I  ، گرم  ٢٠  ،1 ميلي گرم مايواينوزيتول    ١٠٠ 
  ورساندن حجم به يك ليتر با         2كاليس آگار  گرم   ٧ساكارز و   

 .ساخته شد ٨/٥ برابر  pHتنظيم 
  LBA4404 و   EHA105وباكتريوم  جهت رشد نژادهاي آگر   

 ١٠٠(  همراه با آنتي بيوتيك ريفامپيسين        YEPاز محيط كشت    
 شامل  Ecoliو  براي رشد باكتري           )ميكروگرم بر ميلي ليتر    

 همراه با آنتي بيوتيك         LBپلاسميد ها از محيط كشت           
 . )٣٦ (استفاده شد) ميلي گرم در ليتر٥٠( كانامايسين 

 و پلاسميد هاي استفاده شده        A.tumefaciens نژادهاي   -ج
 عمل تراريزشبراي 

   دو نژاد    از تراريختهدر اين تحقيق جهت توليد گياهان           
A.tumefaciens   هرچند نژاد    .  استفاده شدLBA4404  براي 

 ولي اين نژاد براي       بسيار مؤثربوده است    گياه توتون     تراريزش
، ١٥(تمام گونه هاي  يونجه كافي و مؤثر نبوده است             تراريزش  

 ، از نژاد     LBA4404 در اين تحقيق علاوه بر نژاد           .)٤٦،  ٢٢
                                                                                    

1. Myo-inositol 
2. Kalys- agar 

EHA105     پلاسميد    . نيز استفاده شد pBIN19   با اندازه 
 و مناسب     بوده 3 ناقل دوتايي    كه يك   كيلو جفت باز   ٧٧٧/١١

 GUSباشد، پس از افزودن كاست         مي   گياهان ريزشجهت ترا 
با  pBI121.1جديدي به نام      ناقل دوتايي      باعث ايجاد   آنبه  

  . كيلو جفت باز شد ٧٥٨/١٤اندازه 
T-DNA    شامل ژن    اين ناقل دوتايي جديد nptII 4  و ژن 

uidA ازEsherchia coli رمزگردان ژن        ،كه gus            است
راه انداز    تحت كنترل    uidA و nptIIژن هاي     . بود

CaMV35S  ١شكل) (١٨(بودند(. 
 

 
  جفت باز١٤٧٥٨ با اندازه pBII21.1 ناقل دوتايي -١شكل 

 
 به عنوان    كيلو جفت باز   ٨/٤با اندازه    pRK2013پلاسميد  

پلاسميد .  مورد استفاده قرار گرفت               helperپلاسميد    
pBI121.Sn     كه با جايگزيني    كيلو جفت باز     ٤٤٠/١٥ با اندازه

  بوسيله pBI121.1 با برش پلاسميد      gus به جاي ژن     Snژن  
اين .   ايجاد شد   gus  و حذف ژن    EcoRI و      SmaIآنزيم هاي   

 به  نژادهاي  ) ٤٧(آميزش سه والدي    پلاسميد ها بوسيله تكنيك     
 منتقل شدند و جهت     LBA4404 و    EHA105 آگروباكتريومي

آنتي بيوتيك   شامل    YEPتشكيل كلوني روي محيط كشت         
قرار گرفته و جهت رشد به مدت       هاي ريفامپيسين و كانامايسين     

گهداري شدندو جهت صحت     درجه سانتي گراد ن     ٢٨ روز در     ٢
 با   ، gus و   Snنظر وجود ژن هاي      كلوني هاي تشكيل شده از       

                                                                                    
3. Binary vector 
4. Neomycin phosphotransferase ІІ(npt ІІ) 
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 و  ’FW: 5’-TCTGGCTGTGCAACGCGCACC-3پرايمر هاي استفاده از    
Rev: 5’-CTTCTCTCGTCGCTTTCGCTC-3’    براي تشخيص 

 ’FW:5’-GGCCAGCGTATCGTGCTGCG-3و پرايمرهاي   Snژن
  gus تشخيص ژن     براي ’REV:5’-GGTCGTGCACCATCAGCACG-3و  

 . استفاده شدPCRاز روش  
 β -Glucuronidase    (GUS) سنجش آنزيمي-د

 ١٠٠  ، gusبراي تشخيص هيستو لوژيكي فعاليت ژن            
  گره ها، ميكرون از قسمت هاي مختلف بافت گياهي از جمله            

تراريخته كه   ان ساقه ها و گلهاي حاصل از گياه         برگها، ،ريشه ها 
% ٣دند ،پس از تثبيت در پارا فرمالدئيد        توسط ميكروتوم تهيه ش   

 در محلول   ،٧ برابر    pH سديم فسفات با   mM١٠٠و شستشو در    
 دقيقه تحت وكيوم    ٢٠به مدت   ) X-gluc) mM٢رنگ شامل   

 درجه  ٣٧ در دماي    طي يك شبانه روز   قرار گرفته و سپس در       
 ). ١٩ (ددر تاريكي قرار گرفتن گراد سانتي

  در گياهان تراريختهgus و Sn توارث ترانس ژن -ـه
ه  ترانس ژن ها در نتاج گياهان تراريخت          1آناليز تفرق ژني   
و  انجام شد  R108-1(c4) و Rgsy27،P1حاصل ازلاين هاي   

  بعد از خودگشني براي ساختارهاي      تراريخته T0 گياه   ٥نتاج  
pBI121.1   وpBI121.Sn  گياه   ٥٠.  بررسي شد T1   از گياهان 

  با      انتخاب شدند و      pBI121.1  با ساختار    تراريخته
Rhizobium meliloti   سنجش آنزيمي فعاليت    .  تلقيح شدند

  .انجام شد)د(بر طبق بند  gusژن 
سنجش شيمي بافتي پرو آنتوسيانيدين ها در گياهان            -و

   DMACA-HCL با روشتراريخته
 بعد از حذف كلروفيل هاي برگ و         ، CTسلول هاي شامل    

با . خواهند شد هده   قابل مشا   DMACA 2رنگ آميزي با      
 پرو آنتوسيانيدين هاي قابل      ،DMACA-HCL روشاستفاده از 

روش .  اندازه گيري شد     بطور كمي    حتي با مقادير ناچيز ،      حل
butanol- HCl  ميلي  ٤/٠جهت تشخيص مقادير كمتر از       نيز 

گرم بر گرم ماده خشك پرو آنتوسيانيدين هاي غير قابل حل              
ر واكنش با پروآنتوسيانيدين ها      اين معرف د  . )٤٩ (استفاده شد 

 .تحت شرايط اسيدي باعث ايجاد رنگ آبي  مي شود
                                                                                    

1. Segregation analysis 
2. 4-Dimethylamino cinnamaldehyde-HCL 

 :ساترن بلات ژنومي و آناليزDNAجدا سازي -ز
و )٤٩ (Chang ژنومي گياه مطابق روش        DNAاستخراج  

 ).٣٦(  انجام شد  Sambrookآناليز ساترن بلات بر طبق روش        
 عمل  ،HindIIIآنزيم       توسط DNA بعد از هضم آنزيمي     

 درصد انجام و سپس ژل       ٨/٠الكتروفورز با استفاده از ژل آگارز        
 بر طبق   Hybond N+  (Amersham)به غشاء نايلوني    آگارز  

غشاء .  منتقل شد    غشاء ذكر شده توسط سازنده    دستورالعمل  
.  دورگ گرديد   Sn , nptII , gus  نشاندار با كاوشگرهاي “ متواليا

 و  )٣٦( ) PCR-كلني  ( روش   ، با استفاده از   كاوشگربراي تهيه   
  gus, Sn,nptIIاستفاده از پرايمر هاي مخصوص جهت ژن هاي         

نسبت به تكثير قسمتي از ژن ها اقدام شد و پس از جدا سازي                
نوار هاي ايجاد شده به ترتيب در محل تقريبي          % ١در ژل آگارز  

 جفت باز بريده شد و       ٧٠٢ جفت باز  و       ٨٣٠ جفت باز ،      ٦٩٩
مربوط به   QIAEX ІІ، DNA)  (توسط كيت مخصوص    

 با استفاده   gusكاوشگر  تهيه  . استخراج و خالص شدند    كاوشگرها
 و ’W:5’-GGCCAFGCGTATCGTGCTGCG-3 ازاليگونوكلئوتيدهاي

REV:5’-GGTCGTGCACCATCAGCACG-3’  مطابق 
 حاصل از نوكلئوتيد هاي پايين        PCRقطعه   جفت باز     ٧٠٢با  

 .انجام شد gusدست محل شروع ترجمه 
   با استفاده از اليگونوكلئوتيد هاي          nptIIكاوشگر   هيه   ت

FW : 5’-GAGGCTATTCGGCTATGACTG-3’                    و 
REV : 5’-ATCGGGAGCGGCGATACCGTA-3’  

 حاصل از نوكلئوتيد هاي      PCRقطعه  جفت باز    ٦٩٩مطابق با   
 . انجام شد  nptIIپايين دست محل شروع ترجمه 

  با استفاده از اليگونوكلئوتيدهاي           Snكاوشگر   تهيه   
 FW : 5’-TCTGGCTGTGCAACGCGCACC-3’                    و 

REV:5’-CTTCTCTCGTCGCTTTCGCTC-3’  مطابق
 قرار گرفته بين نوكلئوتيد هاي        PCRقطعه   جفت باز   ٨٣٠با  

 .ام شدانج Snژنجفت باز  ٢٥٧٢  از توالي كامل ١٦٧١-٨٤١
 Ready-To-Goها  از كيت     كاوشگرجهت نشان دار نمودن     

[DNA labeling Beads(-dCTP)]      ساخت شركت  
Amershameاستفاده شد . 
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 تراريخته  گياهان  RNAآناليز -ح
 ژن   ،Sn از سطوح رونويسي ژن         RT-PCRبراي آناليز    

DFR)           يكي از ژن هاي عمومي در مسير بيوسنتز آنتوسيانين ها
موجود  EF-1α    1و ژن خانه دار     ) وسيانيدين ها و پروآنت 
 كل از بافت     M.truncatula ، RNA و    M.sativaدرگياهان

 با استفاده    ،)كنترل(تراريخته   و غير     تراريختهبرگي گيا هان     
 محصول   (Nucleo Spin RNA plant)كيت مخصوص    از

 وبا استفاده از    ، استخراج شد  (Macherey- NAGEL)شركت  
  نسبت به سنتز اولين رشته               Strata Scriptآنزيم    
cDNA  سپس با استفاده از پرايمر هاي             .  شد   اقدام 

 FW: 5’-TCTGGCTGTGCAACGCGCACC-3’   و 
Rev: 5’-CTTCTCTCGTCGCTTTCGCTC-3’  براي ترانس

 ’FW:5’-CTAACATGAAGAAGGTGAAG-3وپرايمرهايSn ژن
براي ژن    ’Rev:5’-TGGCATTGTCGGCATTAGAAAGG-3و  

DFR  مر هاي   و پرايFW:5’-ATTGTGGTCATTGGCCACGT-3’  و 
Rev:5’-CCAATCTTGTACACATCCTG-3’   براي ژن

در EF-1α   و DFR و  Sn سطوح رونويسي    ،EF-1αخانه دار
 جهت كنترل، نسبت به      . تعيين شدند  تراريختهگياهان يونجه   

 هم در   RNA نمونه هاي     ،RNA  همراه با     DNAعدم حضور   
و سپس    تهيه شدند  Starta Scriptحضور و هم در عدم حضور       

 درجه سانتي گراد،    ٩٤ ثانيه در دماي     ٣٠بر طبق دستورالعمل،    
درجه ٩٤ به ترتيب در دماهاي         PCR سيكل سه مرحله       ٣٥

 ٧٢،  )  ثانيه ٢٠( درجه سانتي گراد     ٥٠،) ثانيه  ١٠(سانتي گراد   
 درجه  ٧٢و در نهايت در دماي       )  ثانيه ٤٥(درجه سانتي گراد     

جهت نرماليزه  . صورت گرفت  PCRعمل  ) يقه دق ١٠(سانتي گراد   
   از ژن خانه دار     RT-PCRكردن و تاييد نتايج حاصل از آناليز          

EF-1α استفاده شد . 
 تراريختهتعيين سطوح پلوئيدي در گياهان -ط

 رشد يافته   تراريخته هفته اي حاصل از گياهان       ٦تا٤برگهاي  
  هسته به روش       DNA جهت تعيين مقدار          ،خانهگلدر   
 و تحت بررسي     FACScan با استفاده از دستگاه      تومتريفلوسي

 در    استنباط شد،   آنها   پلوئيدي  و سطوح ) ٢١،  ٢  (قرار گرفتند 
                                                                                    

1. House keeping gene 

 به عنوان    (.petunia hybrida L) از گل اطلسي       اين راستا 
همچنين شمارش   .) ٢٧ (ه است  استاندارد استفاده شد     

ح كروموزومي در گياهان تراريخته و كنترل براي تعيين سطو            
 .پلوئيدي انجام شد

 
 نتايج

به گياه كامل در ژنوتيپ        جنين   تبديل    جهت افزايش    
R108-1    نسل باززايي متوالي  از طريق          ٤  انجام  ، اقدام به  

 R108-1(c4) ژنوتيپ كه در نهايت باعث توليد     شد   كشت بافت   
بر روي اين   Sn  و   gusگرديد و عمل تراريزش توسط ژن هاي         

 و   پيش جنين زا    تشكيل كالوسهاي  .ژنوتيپ جديد صورت گرفت   
 از ريز نمونه هاي برگي      R108-1(c4) لاين   جنين زايي رويشي  

 و  D-2,4  با مقادير مختلف هورموني         M2روي محيط كشت     
BAP   ريز نمونه براي هر آزمايش  مورد مطالعه قرار           ١٠٠ روي 
 روز  ١٦،  حداكثر بعد از       M2با استفاده از محيط كشت       . گرفت

) ٣جدول  (نتايج  .  آغاز شد      پيش جنين زا    ايتشكيل كالوسه 
 M21 زماني كه ريز نمونه ها روي محيط كشت            مي دهد، نشان  

 لاين  قرار گرفتند تشكيل جنين هاي مستقيم و غير مستقيم از           
R108-1(c4)     قرار گرفتن ريز نمونه ها      با  . صورت نگرفته است 

 چهاراز  پس   درصد ريز نمونه ها        ١٠٠،   M2بر محيط كشت     
كالوس  زماني كه     . تشكيل دادند فته  كالوس هاي جنيني          ه

  M21 محيط كشت    در    R108-1(c4)لاين   از   هاي تشكيل شده  

 درصد كالوس ها     ٧٠حدود  انتقال يافتند     M4به محيط كشت    
وتشكيل )  جنين در هر ريز نمونه         ٣-٦(ايجاد چند جنين      

 ).٤جدول  ( هفته نمودند   ٤تا٣گياهچه هايي در مدت زمان          
 هفته،  ٨ تا ٧، بعد از     M21نابراين با استفاده از محيط كشت        ب

.  بدست آمدند   R108-1(c4) از لاين     ي تراريخته گياهچه ها    
حاصل از محيط كشت     پيش جنين زا     زماني كه كالوس ها ي       

M2     به محيط كشت M4         منتقل  شدند ، همگي كالوس ها ايجاد
 اين   درصد ٩٠و) جنين در هر ريزنمونه      ١٣-١٥(جنين نمودند 

بنابر اين استفاده از محيط      . جنين ها به گياهچه تبديل شدند      
باعث ايجاد گياهچه بيشتر در هر ريز نمونه نسبت           M 2  كشت

براي رسيدن به     . شده است   M21به استفاده از محيط كشت        
 و به   گرديدباززايي با فراواني بالا، جنين ها  از كالوس ها جدا               
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ل از انتقال به محيط      به مدت يك هفته قب     M22 محيط كشت   
 درصد جنين ها      ٣٠ در اين صورت       فتند انتقال يا   M4كشت  

 درصد اين   ٢٥و  ) A٢شكل( داده چندين جنين ثانويه تشكيل    
استفاده از محيط   با  . جنين هاي ثانويه به گياهچه تبديل شدند       

ي حاصل از ژنوتيپ        در صد ريز نمونه ها          ٥٠،   M21كشت
Rgsy27    ٣جدول( دادند   زا   پيش جنين     تشكيل كالوس  هاي (

) ٣جدول(مستقيماتوليد جنين نمودند   درصد ريز نمونه ها      ٥٠و  
تشكيل جنين غير مستقيم روي اين محيط         ). C٢،٢ Bشكل(

ريز نمونه هاي واقع در روي محيط كشت        . كشت مشاهده نشد  
M22         تشكيل   با فراواني اندك      ، جوانه هايي بطور مستقيم 
 درصد ريز نمونه    ١٠٠،   M2  روي محيط كشت  ). ٣جدول(دادند

زماني كه  .  هفته نمودند  ٤ها توليد كالوس هاي جنين زا در طي         
 به محيط   M21كالوس هاي جنين زاي حاصل از محيط كشت           

 ابتدا جنين ها و سپس گياهچه ها           ، منتقل شدند   M4كشت  
 جنين  ٨تشكيل  ،  M21  با استفاده از محيط كشت      .بدست آمدند 

 ور نرمال مشاهده شد     بطور متوسط در هر ريز نمونه  بط             
 استفاده شد تعداد     M 2زماني كه از محيط كشت        . )٤جدول(

. جنين بطور متوسط در هر ريز نمونه به دو برابر افزايش يافت              
در توليد جنين هاي      M 2بنابر اين استفاده از محيط كشت         

  R108-1(c4)نسبت به    Rgsy27 در لاين رويشي بسيار مؤثر تر   
 حاصل  پيش جنين زا     كالوس هاي    زماني كه .است  عمل نموده   

  منتقل شدند ، آنها نيز     M4 به محيط كشت     M2از محيط كشت    
تبديل “ كه بعدا  دادند    هفته  تشكيل جنين هايي را         ٢تا١طي  

تعداد جنين هاي    بطور كلي     ). D٢شكل  (به گياهچه  شدند      
 نسبت به   M2 از ريز نمونه هاي واقع در محيط كشت           شدهتوليد

لازم به ذكر    ).  برابر ٢“ تقريبا(شتر بود    بي M21محيط كشت   
 و  وند منتقل ش  M22 ريز نمونه ها به محيط كشت         چهنچنااست  

  انتقال يابند ، تشكيل        M4 هفته به محيط كشت        ٢بعد از    
. مستقيم جنين هاي ثانويه از جنين هاي اوليه صورت مي گيرد           
 در اين صورت تمام جنين هاي ثانويه قادر خواهند بود  به گياه             

 از  ،ساده“ بنابراين از طريق يك روش نسبتا       .كامل تبديل شوند  
 و    M.sativa var.Rgsy27ريز نمونه هاي حاصل از             

M.truncatula var.R108-1(c4)         ماه  ٢ -٥/١  در طي 
در زمان مشابه ، دو تفاوت مهم بين          . آمدندگياهچه ها بدست    

 يكي اينكه   .  مشاهده شد   R108-1(c4) و    Rgsy27لاين هاي   
 ، پس از انتقال       Rgsy27در همه گياهچه هاي حاصل از لاين       

و گياهچه ها    ) E٢شكل( ريشه ايجاد شد     ½ M4به محيط كشت    
بطور نرمال رشد نمودند در حاليكه تشكيل و رشد ريشه در لاين            

R108-1(c4)         پس از انتقال به محيط كشت   M4 ½  غالبا   “
مي  ضتعوي“ مگر اينكه محيط كشت مرتبا       ،  شدمتوقف مي    

 ديگر اينكه درصد تشكيل جنين رويشي ثانويه و باززايي           .گرديد
بر اساس   R108-1(c4)  نسبت به لاين        Rgsy27در لاين      

 . بسيار بيشتر بودشمارش گياهان
 R108-1(c4)  و Rgsy27 درلاين هاي Snبررسي تظاهر ژن    

 ها پرو آنتوسيانيدين با هدف مطالعه امكان تنظيم آنتوسيانين ها و        
 مأ كشت تو  اين فرايند بر اساس    . گياهان صورت گرفت  ن  در اي 

  A.tumefaciensريز نمونه ها با نژادهاي مختلف                     
) EHA105   و LBA4404 (    35 راه انداز  كه حاملS    و ژن Sn 

بودند  nptII و نشانگر انتخابي       gusاز گياه ذرت و ژن گزارشگر     
تعداد قطعه برگ انتخاب شده جهت انجام عمل          . صورت گرفت 

بر اساس داده هاي    . عدد بود ١٠٠اريزش از هر يك از دو لاين        تر
  دو ازحاصل  تعداد گياهان تراريخته    بيشترين در صد    )  ٥جدول  (

، دو نژاد باكتريايي و دو ژن مورد استفاده مربوط به لاين               لاين
Rgsy27  نژادآگروباكتريوم  و EHA105 )بود% ) ٢٥،  % ٨/٢٥ .

 و نژاد     Rgsy27 كمترين در صد  نيز مربوط به لاين               
ي ايبنابراين كار  . بود%) ٥/٨،% ٩(LBA4404اگروباكتريوم   

  مورد استفاده   نژاد  بستگي به      Rgsy 27  لاين تراريزش
-R108در حاليكه در موردلاين    ،ازآگروباكتريوم تومفسينس دارد  

1(c4)،     مورد استفاده  استفاده از روش     .رد اين بستگي وجود ندا
محيط هاي كشت مورد استفاده      در تراريخت نمودن گياهان و       

 درصد جنين ها به گياه كامل        ٩٠ - ١٠٠موجب القاء و تبديل    
 درصد گياهان    ١٠٠،  R108-1(c4)از لاين    . )٤جدول  (شد

 هر گياه    از بذر    ١٥٠٠كه بطور متوسط       بارور بودند   هتراريخت
  . بدست آمدتراريخته

 درصد گياهان تراريخت باززايي     ٨٥ تنها      ،Rgsy27از لاين   
  نتايج  نشان  مي دهد كه  ماركر انتخابي           اين .شده، بارور بودند   

 به نحوه موثري مفيد     هيگياگونه  كانامايسين مي تواند در هر دو    
  .باشد
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 R108-1(c4) وRgsy27 در دو لاين  جنين زا و القاء جنين پيش تشكيل كالوس هايبر اثر هورمون ها -٣جدول 
 لاين   محيط كشت   

M2 M22  M21   
كالوس پيش جنين زا كالوس پيش جنين زا كالوس پيش جنين زا مستقيم هايجنين غير مستقيم هايجنين  

٥٠ %٥٠ ٠ ٠ %١٠٠% Rgsy27 
١٠٠ ٠ ٠ ٠ %١٠٠% R108-1(c4)

   
 تراريخته حاصل از گياه يونجهاثر محيط كشت هاي مختلف روي جنين زايي و باززايي ريز نمونه هاي  -٤جدول 

M2 M21  
R108-1(c4) Rgsy27 R108-1(c4) Rgsy27 نموجنين و باززايي ريزنمونه ها 

 درصد ريزنمونه هاي مولد جنين ١٠٠% %            ٧٠ ١٠٠% %١٠٠
 *تعداد جنين در هر ريز نمونه ٤-١٢ ٣-٦ ١٠-٢٣ ١٣-١٥
 درصد تبديل جنين ها به گياهچه ها ١٠٠%  ٧٥-٦٥% ١٠٠% ٩٠%

 اس نوع آگروباكتريوم  مورد استفادهتعداد جنين بر اس .*
 

A 

 

B 

 

C 

 
D 

 

 

E 

 
نقاط سبز رنگ (تشكيل كالوس پيش جنين زا ) B (Rgsy27تشكيل جنين هاي ثانويه در لاين  )A.( كال زايي و باززايي در يونجه تراريخته-٢شكل 
  .Snتوليد گياه كامل تراريخته توسط ژن )E(وليد جنين هاي قابل باززايي در لاين هاي تراريختهت)D(توليد مستقيم جنين از ريز نمونه ها)C)(وشفاف

 
 تعداد گياه تراريخته بدست آمده از دو لاين ودو نژاد -٥جدول 

 M2 با استفاده از محيط كشت gus و Snباكتريايي ودو ژن
LBA4404 EHA105 گياه 

pBI121.Sn pBI121.1 pBI121.Sn pBI121.1 

Rgsy27 ٥٩٤ ٥٧٥ ٨٥ ٩٠ 

R108-1(c4) ٣٢٦ ٣١٠ ٢٨٠ ٢٦٩ 

 

 حاصل از لاين هاي        تراريخته   گياه  ٢٠سطح پلوئيدي     
Rgsy27      و R108-1(c4)        توسط دستگاه فلوسيتومتر و

تمام گياهان تحت   . مورد بررسي قرار گرفت   شمارش كروموزومي   
بررسي بدون تغيير در سطوح پلوئيدي به ترتيب تتراپلوئيد               

و اندازه ژنوم آنها از       )B٣،  A٣شكل  ( يپلوئيد باقي ماندند   ود
  و  R108-1(c4)  پيكوگرم براي لاين    ٩٧/٠ تا    ٩٣/٠محدوده  
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بنابراين .  متغيير بود  Rsy27 پيكو گرم براي لاين       ٦٩/٣تا  ٦٤/٣
در را  باززايي با روش شرح داده شده در اين مقاله هيچ تغييري             

 .جودنياوردسطوح پلوئيدي گياهان باززايي شده بو
A 

 
B 

 
تعداد ) A.(تعداد كروموزوم هاي  لاين هاي تراريخته -٣شكل

تعداد ) Rgsy27)2n =2x=32)(Bكروموزوم لاين تراريخته 
 ).R108-1(c4)) 2n=2x=16كروموزوم لاين تراريخته

 
  گياه ١٠  بطور جداگانه در       gus و  Snژن هاي  حضور

 توسط آناليز  )كنترل( ه همراه با گياه  غيرتراريخت         هتراريخت
و  )f٤،e٤،b٤،a٤لشكR108-1(c4) ( هاي  لاين در ساترن بلات 

Rgsy27) لشكc٤،d٤،g٤،hدر هر  .مورد بررسي قرار گرفت    )٤
) Bor( ويك قطعه از كناره هاي         )int(، يك قطعه داخلي    مورد

T-DNA        اندازه هاي مورد    . با پروب هاي خاص هيبريد شدند
گياهان تحت بررسي   انتظار از قطعات مخصوص هر ساختار در          

هاي  لاينبه درستي تشخيص داده شد، به استثناي مواردي در           
كه به   pBI121.Sn  و pBI121.1شده با ساختارهاي    تراريزش  

  هم  مواردي . بودند  Snو  gusهاي   نواري براي ژن  ترتيب فاقد   
  بيش از يك نسخه      Sn و   gus قطعات     تعداد هر دو لاين  كه در   

 تشخيص داده شده در     T-DNA هاي (Bor)تعداد   .شدمشاهده  
 ادغام شده   T-DNAاين گياهان نشان دهنده تعداد نسخه هاي        

 . نسخه متغييربود٤تا١در ژنوم گياهي است كه از 

، )d٤لشك (Sn حامل ژن     ، Rgsy27  تراريخته لاين  در
 مطابق با نسخه هاي چند      nptII، هيبريد با پروب     (Bor)قطعات  

 گانه
T-DNA    در اين گياهان قطعات    .وم گياهي بود   الحاق شده به ژن

 كيلو  ٥/٢و   ) ١٠،٧،٦،٣،٢،١گياهان شماره ( كيلو جفت بازي    ٣/٢
 ، nptIIهيبريد با پروب     ) ٩،٨،٥،٤گياهان شماره    (جفت بازي 

بجاي  با توجه به اينكه      .را نشان مي دهند  (Bor) قطعات“ احتمالا
اهان گي، از   جنين هاي حاصل از ريزنمونه هاي مستقل      استفاده از 
انتخاب ومورد آزمايش قرار     تحت بررسي بطور تصادفي      تراريخته
نشان دهنده  “ احتمالا) ١٠،٧،٦،٣،٢،١( لذا گياهان شماره   گرفتند

آناليز  در ديگر موارد،   . كلون هايي از كالوس مشابه مي باشند       
، مستقل براي هر ساختار،از نظر        هگياهان تراريخت ساترن بلات   
 نشان داده    )٤-h٤aشكل  (در   gus و  Snژن هاي حضورترانس

بطور كلي افزايش نوار ها در هر مسير نشانگر تعداد            .شده است 
 .نسخه هاي ژن انتقال يافته در ژنوم گياهان تراريخته بود

   نشان دهنده اين بود كه تظاهر  ژن RT-PCRنتايج آناليز 
Sn     مطابقت با سطوح افزايش يافته          در گياهان تراريخته

mRNA DFR    قايسه با لاين هاي كنترل و فرو نشانده         ، در م
 ). B٥،A٥شكل(دارد) تعداد سلول هاي تانن دار كم شده       (شده  

 باعث افزايش تظاهر ،Snگياهان تراريخته داراي تظاهر بالاي ژن 
 DFR       شدند و گياهان تراريخته داراي       نسبت به گياه كنترل

 نسبت به گياه   DFR  باعث كاهش تظاهر   ، Snتظاهر پائين ژن    
گياهان انتخابي از هر دولاين كه در آناليز ساترن          .شدند كنترل  

بيش از يك نوار تشكيل داده بودند، رونويسي         Snبلات براي ژن    
ساترن بلات فاقد    در آنها كم بود و گياهاني كه در آناليز          Snژن  

. بودند Sn فاقد هرگونه رونويسي از ژن     ، بودندSn  نوار براي ژن    
ه جهت نرماليزه كردن و تائيد نتايج          ك EF-1α ژن خانه دار   

 بكار رفت در تمام گياهان تراريخته و        RT-PCRحاصل از آناليز    
 . گياه كنترل بيان شد

بافت برگ هاي جدا شده از گيا هان بالغ براي  اثبات وجود              
CT     با استفاده از DMACA         رنگ آميزي شدند و با استفاده از 

ت اليمپوس با    ساخت شرك  BHدوربين دو چشمي  نوري مدل        
 .  مورد بررسي قرار گرفتندx١٠بزرگنمايي 
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 gus و Sn  ، nptII برش داده شد و با پروب هاي نشاندار HindIIIبا آنزيم  )از لاين هاي تراريخته و كنترل (DNA ميكرو گرم ١٠:  آناليز ساترن بلات -٤شكل 

 در لاينgus حا مل ژن T-DNA از  Borتعداد )border fragment, (Int):internal fragment (H):HindIII , (E):EcoRI.)a :(Bor) ..هيبريد شدند
R108-1(c4))b(تعدادInt  از T-DNA حا مل ژن gus در لاين R108-1(c4)) c ( تعدادBor  از T-DNA حا مل ژن Sn  در لاين R108-1(c4)) d (تعدادInt  از 

T-DNA حا مل ژن Snدر لاين R108-1(c4)) e ( تعدادBor  از T-DNA حا مل ژن gusدر لاينRgsy27) f (تعدادInt  از T-DNA حا مل ژن gusدر لاين 
Rgsy27) g ( ( تعدادBor  از T-DNA حا مل ژن Snدر لاين Rgsy27) h (تعدادInt  از T-DNA حا مل ژن Snدر لاين  Rgsy27 . 

                           



 ١٣٨٤، سال ٤، شماره ٣٦مجله علوم كشاورزي ايران، جلد  ١٠٣٨

 
گياهان EF-1α . )A ( RT-PCR و Sn ، DFR ن هاي تراريخته و كنترل انتخابي از سطوح رونويسي ژن  حاصل از لايRT-PCR آناليز  -٥شكل 

 .نشان دهنده گياه كنترل است) CT( .Rgsy27 گياهان انتخاب شده از لاين تراريخته  RT-PCR )R108-1(C4))Bانتخاب شده از لاين تراريخته 
 

ميزي  با   بدون رنگ آ   ،Snدر گياهان تراريخته  توسط ژن        
 تغييرات فنوتيپي ريشه ها از نظر وجود رنگ          DMACA معرف

 باشد قرمز نسبت به گياهان كنترل به وضوح قابل مشاهده مي            
مشاهده دقيق لاين هاي رشد يافته تحت             ). B٦،A٦شكل(

 فنوتيپ شامل آنتوسيانين در لاين هايي          شرايط كنترل شده،  
لاين هايي كه   . د تظاهر يافته بود را تاييد مي كر         S n كه ژن   

 را نشان مي دادند، مشخصات و        CTسطوح افزايش يافته اي از       
صفات رنگ آنتوسيانين  بطور ويژه در برگ هاي جوان و                   

هاي شامل آنتوسيانين به      سلول. هاي ساقه نمود مي كرد      بافت

 با چشم غير    DMACAدليل قرمز بودن بعد از رنگ آميزي با          
 تجمع آنتوسيانين   بر Sn ژن اثرات   .مسلح قابل مشاهده بودند    
 هر   ، مي باشد  و دم برگ    پايين برگ،   محدود به رگبرگ مياني،   

 بطور قابل    )CT(پرو آنتوسيانيدين    چند تجمع پلي مر هاي         
آناليز لاين هاي    . بودابل مشاهده    قتوجهي در پهناي برگ        

انتخاب شده نشان مي دهد كه اين تغيير فعاليت فنوتيپي                 
 وارد شده   Sn سطوح رونوشت ترانس ژن      مربوط به حالت پايدار   

 در  CaMV 35S-Snبه گياه و ورود تنها يك نسخه از ساختار           
 .اين گياهان است
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با اندازه گيري ميزان تانن موجود در شاخ و برگ گياهان               
  ،   ٧٢٥ در طول موج هاي       تراريخته از طريق اسپكتروفتومتري،   

 به دو گروه    Snه حامل ژن     گيا هان تراريخت    نانومتر ٥٥٠  و  ٦٤٣
 ):٦،٧جدول (تقسيم شدند

A B
 .ريشه ،ساقه و برگ لاين تراريخته يونجه-٦شكل 

)A ( تظاهر آنتوسيانين در ريشه گياه تراريخته توسط ژنSn  
)B( تظاهر آنتوسيانين و پروآنتوسيانيدين در شاخ و برگ گياه

 .Snتراريخته توسط ژن 
 

در   مقدار تانن    باعث كاهش     Sn كه ژن     هگياهان تراريخت -١ 
٢٢/٠به٢٦/٠كاهش، از  (١(S) كنترل شده بود    مقايسه باگياهان 

.(% 
 باعث افزايش مقدار تانن در           Sn كه ژن     هگياهان تراريخت-٢

 %).٤٧/٠به٢٦/٠افزايش از(٢(A) بود مقايسه با گياهان كنترل شده
                                                                                    

1. suppressed  
2 . Addetived 

كاهنده تانن و افزاينده تانن هر       ه  برگ هاي گياهان تراريخت   
 ههمه گيا هان تراريخت    . بودندSn    ي ژن دو قادر به رونويس    

 .)A٦شكل  (د را در بافت هاي ريشه دارا بودن           Snتظاهر ژن    
درصد پروآنتوسيانيدين موجود در ماده خشك گياهان تراريخته         

در برگ ،ساقه و ريشه كه از طريق                    Snتوسط ژن      
بدست )  ٧جدول( نانومتر   ٦٤٣اسپكتروفتومتري در طول موج      

 در مسير بيوسنتز       Snده اثر ژن       آمده است ،نشان دهن      
 .ها مي باشد فلاونوئيد

حاصل  T1 گياه    ٥٠ حاصل از بررسي     χ ٢نتايج آزمون    
و pBI121.1 ساختارهايتراريخته با   T0 گياه     ٥ ازخودگشني

pBI121.Sn   آنزيمي     فعاليت  سنجش  نسبت به gus  سنجش  و
، نشان  ) و سنجش هيستوشيميايي    Sn )RT-PCRتظاهر ژن    

 توارث  ،به عنوان صفت مندلي غالب    “ ن ها غالبا  ترانس ژ داد كه   
كه  يافته اند، هرچند براي تعدادي گياه اين امر صادق نبود              

-Tمنعكس كننده محل هاي دخول چندگانه ساختار          “احتمالا
DNA      كه نتايج بررسي مولكولي       همانگونه ،است در ژنوم گياه 

 نيز اين مطلب را تائيد كرد             تراريختهدر مورد گياهان       
  احتمال  در سطح   χ ٢مقدار  ). ٨،٩جدول / C٧ - A٧لشك(

٢= ٨٤/٣(٠٥/٠ χ(            براي فرض توارث ساده مندلي معني دار 
 CT مشاهده مي شود وجود      )A٨شكل  ( همانگونه كه در     . است

 .در برگ گياه يونجه القاء شده است

A B C 
  در ريشه هاي موئيgusفعاليت ژن )A.(در قسمت هاي مختلف گياه تراريخته يونجه gus فعاليت ژن -٧شكل 

)B ( فعاليت ژنgusدر اطراف ناحيه گره و گره )C ( فعاليت ژنgusدررگبرگ اصلي . 
 

  نانومتر٧٢٥و٥٥٠،٦٤٣ سنجش پروآنتوسيانيدين ها در گياهان تراريخته و كنترل از طريق اسپكتروفتومتري در طول موج هاي -٦جدول 
Y(#TA) 
µg 
 

%(X-Y) %Y %X 
 ميزان جذب

nm دقيقه،٤٠،  ٧٢٥ 
 (Y)فنل يرتانني

X(#TA)
µg 

ميزان جذب
nm ٥٥٠ 
  دقيقه٢٥

 ميزان جذب
nm ٧٢٥ 

(X)دقيقه، فنل كل٤٠

 ميزان جذب
nm ٦٤٣ 
  دقيقه٢٥

 لاين

٣٠١١/٠ ٠٤٢/٠ ٢٥٩١/٠ ٨٦٢٠/٠ ٧١٢٠٠/٢ ٠٤٦٥/٠ ٠٧١٢/٠ ٤٩٧٢/١ ٩٦١٥/٠ Rg(200mg)
٢٥٦٠/٠ ٠٣٥٣/٠ ٢٢٠٧/٠ ٣١٧٨/٠ ٣٠٨٣٠/٢ ٠١٧٨/٠ ٠٦٤٣/٠ ٢٨٣٤/١ ٣٩٧٨/٠(S) Rg + Sn 
٥٨٩٩/٠ ١١٥٦/٠ ٤٧٤٣/٠ ٠٤١٠/١ ٣٠٩٩٠/٥ ٠٥٨٣/٠ ٥٨٩٣/١ ٨٩٣٩/٢ ٢٨٩٣/٠(A) Rg + Sn 

X%= ،درصد مقدار كل فنل در ماده خشكY%=، درصد مقدار فنل هاي غير تانني(X-Y)%=،درصد مقدار تانن در ماده خشكTA=،اسيد تانيك 
S =فرونشاننده پروآنتوسيانيدين و A =افزاينده پروآنتوسيانيدين 
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  نانومتر٦٤٣ وگياه كنترل در طول موج Sn درصد پرو آنتوسيانيدين در ماده خشك در گياهان تراريخته توسط ژن-٧جدول 
 لاين برگ ساقه ريشه

٠٨/٠ ٠٣/٠ ٠٢/٠ Rg 
(S)٠١/٠ (S)٠٣/٠ (S)  ٠٢/٠ Rg + Sn 
(A)٧٤/٠ (A)١٤/٠ (A) ٤٨/٠ Rg + Sn 

 
 Rgsy27.ز تفرق ژني ترانس ژن ها در نتاج گياهان تراريخته  لاينآنالي-٨جدول 

pBI121.1 pBI121.Sn گياه 
gus+ gus- χ2

(3:1) Sn+ Sn- χ2
(3:1) 

٢٤/٠ ١٤ ٣٦ ٢٣/٣ ٧ ٤٣ ١ 
٦/٩ ٢٢ ٢٨ ٠٣/٠ ١٣ ٣٧ ٢ 
٢٢/٣ ١٨ ٣٢ ١١/١٤ ٢٤ ٢٦ ٣ 
١٦/٢ ٢٧ ٢٣ ٣٠/١ ١٦ ٣٤ ٤ 
٦ ٢٠ ٣٠ ٧١/٧ ٢١ ٢٩ ٥ 

 
 R108-1(C4) تفرق ژني ترانس ژن ها در نتاج گياهان تراريخته  لاينآناليز-٩جدول 

PBI121.1 PBI121.Sn گياه 

gus+ gus- χ2
(3:1) Sn+ Sn- χ2

(3:1) 

٧٦/١١ ٢٣ ٢٧ ٦٦/٠ ١٠ ٤٠ ١ 
٢٢/٣ ١٨ ٣٢ ٦٧/١٦ ٢٥ ٢٥ ٢ 
٦ ٢٠ ٣٠ ٣٠/١ ١٦ ٣٤ ٣ 
٦٦/٠ ١٥ ٣٥ ٦ ٢٠ ٣٠ ٤ 
٦٦/٠ ١١ ٣٩ ١٦/٢ ١٧ ٣٣ ٥ 

 
 

 
B A 

 Snتظاهر پروآنتوسيانيدين در برگ گياه تراريخته توسط ژن -٨شكل
)A (تظاهرCT بصورت نقاط بنفش رنگ در برگ گياه تراريخته )B (

 برگ گياه غير تراريخته ، فاقد نقاط بنفش رنگ
 

 بحث
با توجه به عدم باززايي مطلوب در بيشترگونه هاي تتراپلوئيد       

ريزش  از روش باكتري آگروباكتريوم عملا           يونجه، فرايند ترا   
لذا يافتن گونه يا گونه هايي كه از باززايي قابل          .ماند   نتيجه مي  بي

 عوامل   بطور كلي  .قبولي بر خوردار هستند بسيار ضروري است         
 :ضروري است تراريزش گياه يونجه فرايند بهتر زير براي اجراي

 بر تغيير    محيط كشت مناسب جهت باززايي و عدم تاثير         -١
 . سطوح پلوئيدي

 بوسيله   ها ها يا ژنوتيپ    افزايش قابليت باززايي لاين        ـ٢
 هاي متوالي و در نهايت انتخاب ژنوتيپ مناسب جهت            واكشت

 .عمل تراريزش
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 نفوذ نسبي همراه با تكان آرام در زمان          ء استفاده از خلا   ـ٣
 .در مكان استريل آگروباكتريوم به ريز نمونه ها

 .مأ كشت توطي دوره بامقدارمناسب يرينگوناستوسـ حضور٤
 انتخاب نوع نژاد آگروباكتريوم در اثر متقابل با ژنوتيپ  و             -٥

 .ترانس ژن مورد استفاده 
 نشان داد كه تقريبا همه       تراريختهسطوح پلوئيدي گياهان     

، ماندند باقي    تراريزشازعمل   گياهان در سطوح پلوئيدي قبل      
 در زمان   )D-2,4( تيمار هورموني  در نتيجه “علت اين امر احتمالا   

با توجه به نتايج بدست آمده  استفاده از           .مي باشد بسيار كوتاه   
 براي مطالعات ژنتيكي و      R108-1(C4)و  Rgsy27 لاين هاي 

 كه  ي تراريخته اي  لاين ها . مناسب مي باشند  مولكولي بسيار   
 ، نشانه اي از آزمايشات    بودندنسخه ترانس ژن    چند  حامل دو يا    

Co-transformation    اي تراريختهگياهان  . مي باشند  در يونجه 
 تظاهر  هستند،  CaMV35S-Snكه شامل چند نسخه از ژن         

در گياهان  . استاز بين رفته     “ و يا كلا   ، آنها كاهش يافته   Snژن  
ميزان ،) با يك نسخه   ( تظاهر يافته    ،Sn كه ژن     تراريخته اي 
  Snژن      افزايش يافته است و تظاهر ضعيف        DFRتظاهر ژن   

باعث ،  )تراريخته در گياهان     Snافزايش تعداد نسخه هاي ژن       (
 .نسبت به گياه كنترل شده است      DFR  كاهش در  تظاهر ژن     

در گياهان تراريخته باعث تاثير بر ديگر          Snبنابراين بيان ژن     
 همانگونه كه ساير    آنزيم هاي مؤثر در مسير فلاونوئيد مي شود        

 همحققين در مورد گياه تراريخت                                    
L. corniculatus        حامل ترانس ژن Sn        نشان دادند كه 

فنوتيپ ها از نظر پروآنتوسيانيدين در مقايسه با گياه كنترل              
 به طور قابل     LAR و   DFRتغيير يافتند و سطوح آنزيم هاي        

 براي ژن   نواريهايي كه   مسيردر  . )٤٣(توجهي تغيير يافته است     
Sn   و gus  ولي در  رد حضور ندا border    دارد نشان   حضور ها 

 به ژنوم گياه متصل       T-DNAدهنده اين است كه قسمتي از       
 نابجايي كه در تعدادي از گياهان        نوار هاي همچنين  . شده است 
بدليل برش و كوتاه شدگي         “  ايجاد شده احتمالا      تراريخته

با توجه به   .  در آن گياهان است    T-DNAتعدادي از نسخه هاي     
نشانگر الگو   ر لاين ها،   د S nاينكه ريشه هاي گياهان حامل ژن       

هايي از وجودرنگ قرمز بودند و بررسي فنوتيپي لاين هاي                
 پايه    نشان گر تغيير رنگ در محدوده دم برگ،         ،S n حامل ژن   

 و تظاهر آن    S n  بودند، لذا ورود ژن      … رگبرگ مياني و    برگ،
برگ هاي حاصل از    .  باشد  CTمي تواند باعث تغيير در بيوسنتز       

  تك نسخه اي باعث ايجاد لاين هايي با افزايش           تراريزش هاي 
CT برگ هاي حاصل از تراريزش هاي چند نسخه اي باعث              و

بنابر اين استفاده از ژن      .  بودند CTايجاد لاين هايي با كاهش       
Sn          و فاكتورهاي رونويسي مرتبط با آنتوسيانين از گروه bHLH 

هي  را در گونه هاي گيا     CTامكان دسترسي جهت تغيير سطوح      
گياهان تراريخته، ممكن است  همچنين منبع       . افزايش مي دهد  

  و CTقابل ارزشي براي كلونينگ مراحل انتهايي مسيربيوسنتز         
هاي مسئول در تخصيص سلول هايي كه بيوسنتز آنتوسيانين          ژن
اثر متقابل منفي ژن     وجود   امكان.  را بعهده دارند،باشند    CTو  

Sn      و يك endogene     مي تواند ا آن،     همولوگ نامشخص ب 
  .باشد (S)تراريخته كاهنده تانن رفتار گياهان  كننده توصيف 

 گيري  نتيجه
، M1 كشت    هاي   نتايج ذكر شده نشان مي دهد كه محيط        

M2  ،M3   و M4                جهت  جنين زايي  رويشي  در دو گونه    
 . است   بسيار مناسب  Medicago جنستترا پلوئيد    و ديپلوئيد

چندين فاكتور از جمله نژاد           در تراريزش گياه يونجه           
آگروباكتريوم  ، گونه مورد استفاده و روش تراريزش  از اهميت              

 تعيين سطوح پلوئيدي گياهان      .فوق العاده اي  برخوردار است        
 نشان داد كه تقريبا همه گياهان در سطوح پلوئيدي             تراريخته

 استفاده از محيط هاي      ، لذا  ماندند  باقي   تراريزشازعمل   قبل
 تغييرسطوح   نسبت به      ،باززاييورد استفاده براي       كشت م  

نتيجه تيمار   “ علت اين امر احتمالا      و دنپلوئيدي مؤثرنمي باش  
 به نظر    همچنين   .هورموني در زمان بسيار كوتاه مي باشد          

ژنوتيپ هاي    R108-1(C4) و    Rgsy27 لاين هاي رسد   مي
ر  د .باشند براي مطالعات ژنتيكي و مولكولي       مناسب جهت بسيار  

 نواري  وجود دارند كه در آن          هايي مسير آناليز ساترن بلات     
حضور ندارد ولي     در گياهان تراريخته        gus و    Snبراي ژن    

علت اين امر   .  يك يا چند نوار ديده مي شود         (Bor)قسمت    در
  به ژنوم گياه متصل شده است      T-DNAاين است كه قسمتي از      

 را   gus يا ژن    .Snو گياه تراريخته ايجاد شده است  ولي  ژن             
 نابجايي كه در تعدادي از        نوار هاي همچنين  . نمايد بيان نمي 
بدليل برش و كوتاه      “  احتمالا ند ايجاد شد   تراريختهگياهان  

 اثر  . در آن گياهان است    T-DNAشدگي تعدادي از نسخه هاي      
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بر گياه يونجه به دو صورت، كاهنده تانن و افزاينده تانن              Snژن  
كاهنده تانن و    ه  برگ هاي گياهان تراريخت     . پديدار مي شود   

همه گياهان  . بودندSn   هر دو قادر به رونويسي ژن      ،افزاينده تانن 
  تظاهر  .بيان مي كنند  در بافت هاي ريشه      را    Sn ژن   ه،تراريخت

 

، Sn:bol3 وابسته به نور است و تنها در صورت بروز آلل          Snژن  
گرفت و   صورت خواهد     Sn mRNAدر تاريكي نيز رونويسي       

  باعث   Sn تظاهر ژن   . توليد رنگدانه در بافت ها ميسر مي شود        
  . مي شودDFRافزايش ميزان آنزيم 
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