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 هاي تولید گیاهی مجله پژوهش
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  دانه منظور بهبود کیفی پروتئین به) .Cicer arietinum L( نخود مهندسی ژنتیک
  

 3یاضی  بهزاد قره و2، مختار جلالی جواران1، عبدالرضا باقري1نسرین مشتاقی*
  علمی دانشکده کشاورزي،  عضو هیات2 ،ي، دانشگاه فردوسی مشهدعلمی دانشکده کشاورز عضو هیات1

  تحقیقات بیوتکنولوژي کشاورزي کرجعلمی موسسه  عضو هیات3 ،دانشگاه تربیت مدرس تهران
    2/12/90 :تاریخ پذیرش؛  12/5/88 :تاریخ دریافت

  1چکیده
 و شته سیستئین کمبود دا نظیر متیونین وهاي سولفوردار پروتئین دانه بقولات از نظر اسیدآمینه

به همین . دنظر در این گیاهان استور م یکی از اهداف اصلاحی بهبود کیفیت پروتئین حبوباتبنابراین
پروتئین دانه   جهت تعیین درصد تراریزش و بیان ژن، از ژنgusمنظور در این بررسی از ژن گزارشگر 

 براي barین و متیونین و از ژن گزینشگر هاي غنی از سیستئ  براي تولید پروتئین)ssa(آفتابگردان 
منظور تایید تراریزش   بهPCRتجزیه و تحلیل . گزینش گیاهان تراریخته در گیاه نخود استفاده شد

ارزیابی در طی پنج مرحله نیز  gusفعالیت . دست آمده در گلخانه انجام شد هگیاهان تراریخته بالقوه ب
 براي حصول گیاهان تراریخته و درصد تراریزش barشگر دست آمده ژن گزین ه براساس نتایج ب.شد

 گیاه 13 نشان داد که PCRنتایج تجزیه و تحلیل . بالا و با سرعت زیاد در گیاه نخود مطلوب است
 بیان gusها ژن  اند ولی در برخی از آن  بودهssa و gus ،barهاي  استقرار یافته در گلخانه حاوي ژن

ل پایین لیکی از ع.  درصد بود3/4درصد تراریزش در این آزمایش .  استنشده و یا بیان ضعیفی داشته
 با جایگزینی روش پیوندزدن به  کهباشد ها در گلخانه می زایی و استقرار شاخه بودن آن مشکل ریشه

  . توان درصد تراریزش را نیز افزایش داد زایی در محیط این ویترو می جاي روش ریشه
  

  ssa و  gus،هاي سولفوردار اریزش، اسیدآمینهتر، نخود:  کلیديهاي واژه

                                                
  moshtaghi@um.ac.ir  :مسئول مکاتبه*
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  مقدمه
. باشد می حبوبات از اهداف اصلاحی بسیاري از محققان علوم گیاهی  دانه پروتئینتافزایش کیفی

 بنابراین و شتههاي سولفوردار نظیر متیونین و سیستئین کمبود دا حبوبات از نظر داشتن برخی اسیدآمینه
تواند باعث بهبود  حبوبات با کمک منابع خارجی و انتقال ژن میینه در تولید این اسیدهاي آمافزایش 

و همچنین غلات از نظر داشتن این ) SSA1 (پروتئین دانه آفتابگردان.  حبوبات گردداي ارزش تغذیه
تواند به تولید  ها به حبوباتی نظیر نخود می هاي مرتبط با آن  انتقال ژنبنابراینغنی هستند و ها  اسیدآمینه

از این ) 1997(مولویگ و همکاران . )1988هیگینز و همکاران،  ( در نخود کمک نمایدها این اسیدآمینه
هاي  اند و افزایش تولید اسیدآمینه ژن براي افزایش کیفیت پروتئین در نخودفرنگی استفاده کرده

  .اند سولفوردار را تایید نموده
هاي گزارشگر و   از ژنان تراریختهه گیاهردیابی و ظهور انتقال ژن بدر مهندسی ژنتیک براي 

 رمزرا ) gus( آنزیمی به نام بتاگلوکورونیداز uidA ژن باکتریایی .شود مناسب استفاده میگزینشگر 
آنزیم . شود عنوان یک ژن گزارشگر براي بررسی بیان ژن در گیاهان استفاده می کند که از آن به می

قابل رویت ) آبی(کسته و منجر به ایجاد یک واکنش رنگی بتاگلوکورونیداز ترکیب گلوکورونید را ش
بیوتیک،  هاي مقاومت به آنتی بر ژن ، علاوه نیزهاي گزینشگر در ارتباط با ژن. )2003پورویت،  (شود می

. شود هاي نشانگر گزینشگر استفاده می عنوان ژن  بهbar کش نظیر ژن  به علفتهاي مقاوم از ژن
یر بیالافوس، فسفینوتریسین و گلوفوزینات آمونیوم مانع از تولید آنزیم هاي غیرانتخابی نظ کش علف

این آنزیم براي اسیمیلاسیون آمونیاك و تنظیم متابولیسم . شوند در گیاه می) Gs (2گلوتامین سنتتاز
هاي  جلوگیري از تشکیل این آنزیم منجر به تجمع آمونیاك در سلول. نیتروژن در گیاهان ضروري است

کنون در مطالعات متعددي که  تا. )2007باقري و همکاران،  (شود ها می ر نهایت مرگ آنگیاه و د
بیوتیک  از ژن نشانگر مقاوم به آنتی هعمدطور به تولید نخود تراریخته انجام گرفته است منظور به

 به تمقاومبه ندرت از ژن و ) 2005؛ سانیال و همکاران، 2004، سرما و همکاران(کانامایسین 
 انتقال  مختلفاتمطالعدر . استفاده شده است) 2004سنتیل و همکاران، (کش فسفینوتریسین  علف

سرما (و بازدارنده آلفاآمیلاز ) 2005سانیال و همکاران، ( cry ،)2004سنتیل و همکاران،  (gus هاي ژن
درصد نشان داده که مختلف  يها نتایج بررسی . شده استانجامبه گیاه نخود ) 2004و همکاران، 

                                                
1- Sunflower Seed Albumin 
2- Glutamine syntheses 
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 حداکثر بسیار پایین و حداکثر تا پنج درصد گزارش شده است و ، مطالعاتبیشترتراریزش نخود در 
دست آمده است  هبا استفاده از عامل گزینشگر فسفینوتریسین در محیط کشت ب)  درصد1/5(تراریزش 

تر  سین پایینحالی که درصد تراریزش در محیط گزینشی حاوي کانامای  در). 2004سنتیل و همکاران، (
؛ سنتیل 2000ی و همکاران، ت؛ کریشنامور1997پولیستی و همکاران، ( درصد بوده است 3 تا 4/0و بین 

بر این استفاده از روش باززایی مستقیم و کاربرد  علاوه). 2005؛ سانیال و همکاران، 2004و همکاران، 
  و همکاران،باروال (شده استشیمر  گیاهان ایجادکانامایسین در محیط گزینش گیاهان تراریخته باعث 

  . )1996کار و همکاران، ؛ 1986
 و ژن gus گزارشگرتعیین درصد تراریزش و انتقال ژن به نخود، از ژن با هدف در این بررسی 

کارایی تراریزش به کمک ، SSA  پروتئینتولیدضمن استفاده شد تا  ssaهمراه ژن  به barگزینشگر 
منظور انتقال ژن به نخود با استفاده از روش مستقیم باززایی یا شاخه  بهآگروباکتریوم تومی فاشینس 

  .مورد بررسی و ارزیابی قرار گیردزایی چندگانه 
  

  ها مواد و روش
تولید نخود براي ) ، رقم رایج در استرالیاتیپ دسی( Jimbour رقماز این بررسی در : مواد گیاهی

 از  کهباشد  کیفیت خوب دانه می وعی بلند، عملکرد ثابت داراي ارتفارقماین . استفاده شدتراریخته 
  .تهیه شددر استرالیا  1آیرو اس سی بانک بذر مرکز تحقیقاتی

 که حاوي پلاسمید AGL1براي هم کشتی از آگروباکتریوم تومی فاشینس نژاد : و باکتريپلاسمید 
pBSF16هاي   ژن.دش استفاده ،باشد  میbar، ssa و gus ون درT-DNA عبیهتاین پلاسمید  ي 

مقاومت به  (تریسین استیل ترانسفرازوکننده فسفینرمزترتیب  ها به این ژن. )1 شکل (ه استگردید
 gus و barهاي  ژن. باشند گلوکورونیداز میبتاو اي آفتابگردان  پروتئین ذخیره ،)علفکش فسفینوتریسین

 اختصاصی پیشبر تحت یک ssa  از ویروس موزائیک گل کلم و ژن35Sهر کدام تحت کنترل پیشبر 
ن شیمري اختصاصی دانه  ژ).1997 و همکاران، مولویگ(باشد  از نخود فرنگی میویسیلین دانه از ژن 

 از طریق جایگزینی ،)1991کورت و همکاران، (سازد  را می) SSA(اي آفتابگردان  که پروتئین ذخیره
 و sf8 به نام حاوي دو اگزون( ssaکننده رمزفرنگی با ناحیه ژن   در نخودویسیلینکننده رمزناحیه ژن 

  ).1988هیگینز و همکاران،  (ه است ساخته شدpSFg13 از پلاسمید) 1، شکلsf8 یک اینترون
                                                
1  - CSIRO  
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bar coding

GUS

sf8 intron

LB sequence RB sequence

CaMV35S promoter

35S promoter

vicilin promoter

24bp repeat RB

Vicilin 3' OCS 3'UTR

35S term

sf8 exon 1

sf8 exon 2

  
 

   ssa و bar ،gusهاي  حاوي ژن)  جفت بازT-DNA )10793 ساختار -1 شکل
  ).باشد  میsf8 و یک اینترون  sf8 حاوي دو اگزونssaژن (

  

 ساعت درون آب 24مدت  بهاستریل شده و سپس بذور ابتدا : تهیه ریزنمونه و هم کشتی با باکتري
 میکروگرم در 100حاوي  MG/Lاز محیط کشت  .مقطر استریل قرار داده شدند تا کاملا متورم شوند

.  استفاده شدAGL1نس فاشی براي کشت آگروباکتریوم تومی کتینومایسینپبیوتیک اس آنتیاز  لیتر میلی
 به آن از بنابراین تعبیه شده است وکتینومایسین پاسبیوتیک  در پلاسمید این باکتري ژن مقاومت به آنتی

محیط کشت باکتري درون  . براي بافت گیاهی ضرر دارد استفاده شدکهبیوتیک ریفامپیسین  جاي آنتی
MG/Lتاگرفتور در دقیقه روي شیکر قرار  د180گراد و   درجه سانتی28صورت شبانه در دما   به  

ODباشد را تامین نماید  تا یک مینیمنیاز که بین   مورد.  
هاي  برش -1شامل از دو ریز نمونه در مراحل مختلف  gusدر این آزمایش براي بررسی بیان ژن 

زدایی  كنومحور جنینی هاي طولی از   برش-2و )  ریزنمونه300(ها  محور جنینی همراه با لپهطولی از 
سوسپانسیون هاي آماده درون  ریزنمونه. کشتی استفاده شد براي هم)  ریزنمونه200 ( و بدون لپهشده

پس از آن . ها در معرض باکتري قرار گیرند ریزنمونهتا  ندشد اده دقیقه قرار د45مدت  م بهوآگروباکتری
در محیط ر داده شده قراده و روي کاغذ صافی ش خشک و آبگیري ،ها روي کاغذ صافی ریزنمونه

، MES1مولار  همراه ده میلی بهجامد  B5کشتی شامل محیط  محیط هم. شدندمنتقل   جامدکشتی هم
 و )BAP( بنزیل آمینو پورین گرم در لیتر ، یک میلی)NAA(نفتالن استیک اسید گرم در لیتر  یک میلی

کشتی در  منظور هم ها به هحاوي ریزنمونکشت سپس محیط . بودصد میکرومولار از کونیفریل الکل 
  . ساعت قرار داده شد72مدت  به) روشنایی/تاریکی (8/16گراد و   درجه سانتی24اتاق رشد با دما 

انتخاب و باززایی   کشتها به محیط پس از سه روز ریزنمونه: باززایی و تشکیل شاخهکشت محیط 

                                                
1- Methyl Ethan Sulfunate 
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گرم در   میلیBAP ،5/0ر لیت گرم در  میلی5/0 حاوي MS  کشتکه شامل محیط )RSمحیط کشت (
 و 1فسفینوتریسینگرم در لیتر   میلیMES ،5مولار  ، ده میلیNAAگرم در لیتر   میلی05/0لیتر کینتین و 

تیمنتین براي حذف رشد از . داده شدندباشد، انتقال   می8/5  معادلpH  با گرم در لیتر تیمنتین میلی150
ها قبل از انتقال به  ریزنمونه.  شاخه محاسبه گردیدظهورپس از دو هفته درصد . دشباکتري استفاده 

 و نددش حذف ،هایی که بر جاي ماندند چه  و نوك ریشهنددشها جداسازي   بعدي از لپه کشتمحیط
 NAA ولی بدون RS  محیط کشتشبیه) SSمحیط کشت ( انتخابی بعدي  کشتسپس به محیط

 1/0 حاوي MS  کشتمحیطدر ها  ایه آنهاي زنده و پ پس از دو هفته شاخه. انتقال داده شدند
گرم در لیتر   میلیMES ،5 رلیتر کینتین و ده میلی مولا گرم در  میلیBAP ،1/0گرم در لیتر  میلی

  .به تعداد چند دوره واکشت شدند )TSمحیط کشت  (تینمنگرم در لیتر تی  میلی150 و فسفینوتریسین
هاي محیط  نمک( MBبه محیط کشت زایی   ریشهيبرامانده  هاي باقی شاخه: و سازگاريزایی  ریشه

گرم   میلی5 به اضافه IAAگرم در لیتر   میلی1/0حاوي ) B5هاي محیط کشت   و ویتامینMSکشت 
ها نیز  بر این برخی شاخه علاوه. گرم در لیتر تیمنتین منتقل شدند  میلی150در لیتر فسفینوتریسین و 

دار شده که  هاي ریشه در ابتدا شاخهمنظور سازگاري نیز  به . روزه پیوند زده شدند6هاي  روي گیاهچه
: مواد آلی: هاي مساوي از ماسه  به خاك سبک حاوي نسبتبودمتر   سانتییکها بیش از  طول ریشه آن

ها استفاده  انتقال داده شده و از ظروف شفاف پلاستیکی براي حفظ رطوبت گیاهچه )1:1:1(یت لپر
پس از مدتی به گلخانه و گیاهان . افزوده شد نور بر مقدارده و ش کم  رطوبتمقدار تدریج هب. شد

  .ند شدتر منتقل هاي بزرگ سپس به گلدان
استفاده شد و این ارزیابی ) 1987 (جفرسون از دستورالعمل GUSبراي تهیه محلول  :GUS ارزیابی
  :انجام شد مرحله پنجدر طی 

  ؛هم کشتیکشت  محیط در ها یزنمونهرکشتی  سه روز پس از هم: مرحله اول
  ؛RS  کشتها به محیط دو هفته پس از انتقال ریزنمونه: مرحله دوم
  ؛SS  کشتها به محیط دو هفته پس از انتقال ریزنمونه: مرحله سوم

  ؛TS  کشتها به محیط چهار هفته پس از انتقال ریزنمونه: مرحله چهارم
  هه پس از انتقال گیاهان به گلخانچهار هفت: مرحله پنجم

                                                
1- Ppt 
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منظور  به هفته 8گیاهان سازگاریافته در گلخانه پس از : PCRتجزیه و تحلیل مولکولی گیاهان تراریخته با 
  :ssa و bar  ،gusهاي غازگرهاي مختص ژنآبا ترتیب  به، ssa و bar ،gusهاي  بررسی و تایید حضور ژن

)5´ATTACCATGAGCCCAGAACG 3´5 و´TCAGCAGGTGGGTGTAGAGC 3  ́ (  
)  5´AATAACGGTTCAGGCACAGC 3´ 5و´CCCTTACGCTGAAGAGATGC 3´ (
)5  ́ CCACAGGCCATATAAATTTC 3´  5و  ́ AGGTTTTCGATCGTGTTTGC3´ (

دایل و (  Soltis Lab CTAB ژنومی از روشDNAبراي استخراج  .قرار گرفتند PCRمورد ارزیابی 
   .استفاده شد )1992؛ کولینز، 1987دایل، 

 گیاهان غیرتراریخته، واکنش DNAه از شاهدهاي مناسب شامل  گیاهان تراریختDNAبر  علاوه
PCR بدون DNA و یک واکنش با DNA هاي مناسب در حین آزمایش   تا کنترلاستفاده شد پلاسمیدي

و گراد بود   درجه سانتی58 و 5/59، 59ترتیب   بهssa و gus ،barهاي  دما اتصال براي ژن. انجام شود
ها   آنPCR محصول واکنش .ها بر طبق روش استاندارد انجام شد تی چرخهمخلوط واکنش و برنامه حرار

  . جفت بازي را تولید نمودند501 جفت بازي و 340 جفت بازي، 410ترتیب قطعات  به
  

  نتایج 
هاي نوع یک و دو  زایی در ریزنمونه  درصد شاخه،دو هفته پس از هم کشتی: زایی زایی و ریشه شاخه

 درصد و در 60حدود ) محور جنینی همراه با لپه(ایی در ریزنمونه نوع یک ز درصد شاخه. تعیین شد
ها براي  بنابراین حضور لپه.  درصد بوده است10کمتر از ) محور جنینی بدون لپه(ریزنمونه نوع دوم 

  .ها الزامی است زایی بیشتر در ریزنمونه درصد شاخه
زایی منتقل شدند و درصد  ریشههاي مکرر به محیط  دست آمده پس از گزینش ههاي ب شاخه

ها از استقرار مناسبی نیز در گلخانه برخوردار بودند   درصد تعیین شد که این شاخه37زایی حدود  ریشه
ها بقا یافته و از رشد   درصد شاخه90هایی که از روش پیوند زدن استفاده شده بود، تقریبا  اما در نمونه

  .ار شده در محیط کشت برخوردار بودندد هاي ریشه و بنیه بهتري نسبت به شاخه
 ریزنمونه از هر 12 حدود ،GUSدر مرحله اول ارزیابی : هاي تراریخته  و تولید شاخهGUSارزیابی 

هاي آبی در   ساعت لکهششپس از . ند قرار گرفتGUS و در محلول هطور تصادفی انتخاب شد ه بنوع
ماند تا تمام باقی  GUSورت شبانه در محلول ص ها به د ولی ریزنمونهشمقطع محورهاي جنینی ظاهر 

یک اینترون  gusجایی که درون ژن  از آن . رنگ آبی را تولید نمایند،gusکننده ژن  هاي دریافت سلول
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 اما بیان ژن تعبیه شده بود، بیان این ژن در باکتري مشاهده نشده و تنها در بافت گیاهی قابل رویت بود
gus  الف- 2 شکل(در این مرحله موقتی است (.  

  

    
  مراحل اولیه پس از هم کشتی و ریزنمونه محور جنینی در در  GUSفعالیت : الف -2شکل 

  . تراریخته در مقابل شاهد غیرتراریختهبرگ گیاهانآبی شدن شدید : ب
  

هاي آبی در محل برش  که داراي ل،GUSبراي ارزیابی مورد استفاده  نوع یک ریزنمونه 12تمام 
هاي آبی بود و بقیه   تنها دو ریزنمونه داراي لکه، ریزنمونه12 نیز بین دو ریزنمونهبودند و در 

  .ها عملا رنگ آبی تولید نکردند ریزنمونه
ها  هاي ظاهر شده آن همراه شاخه بهاز هر نوع  ریزنمونه 12 نیز حدود GUSدر مرحله دوم ارزیابی 

 فعالیت و ،ها  مورد بررسی قرار گرفتند ولی در این مرحله در هیچ یک از ریزنمونهGUSبراي ارزیابی 
 ،ها ظاهر شدند هایی که پس از دو هفته در ریزنمونه  شاخهبنابراین . مشاهده نگردیدgusبیان ژن 

اي  ها اتصال داشتند و عملا هر شاخه  محورهاي جنینی به لپهاین زمان زیرا .هاي تراریخته نبودند شاخه
  . رشد داشته باشد و بقاستتوان می

 به تصادف انتخاب شد و براي SS ه در محیط کشت شاخه ظاهر شد15مرحله سوم نیز در 
 ، ریزنمونه تنها یک ریزنمونه15بین از  یک ریزنمونه نوع در . مورد بررسی قرار گرفتGUSارزیابی 

ها رنگ آبی تولید نکردند و  ام از ریزنمونه هیچ کددو ریزنمونه نوع خود نشان داد و در ازهاي آبی  لکه
  .از بین رفتندها  تقریبا تمام ریزنمونه

اي شده و   قهوه،هایی که در مرحله قبل ظهور یافته بودند  شاخهبیشتر ،SSمحیط کشت در در مجموع 
 300ز ا.  انتقال یافتندTS  کشتهاي سبز دوباره به محیط هاي سبز و شاخه  ریزنمونهسپس. از بین رفتند

  . انتقال یافتندTS  کشت ریزنمونه بقاء داشتند و سبز بودند و به محیط122حدود  یک نوعریزنمونه 

ختهیرتراریغ شاهد ختهیترار   

فال ب الف  
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 منتقل شدند و سپس TS  کشت روزه به محیط14ها طی دو واکشت  هاي سبز و پایه شاخه
  نوعریزنمونهدر .  قرار گرفتندGUS مورد ارزیابی ، دومچرخههاي سبز بر جاي مانده در انتها  شاخه

 پس از دو هفته . منتقل گردیدندTS  کشتمحیطواکشت دوم در ها به   شاخه و پایه آن24یک تنها 
 ،ها  منتقل گردیدند و از این شاخهTS  کشت به محیطند کهها زنده ماند  شاخه و پایه آنهفت تنها

اخه رنگ آبی ظاهر شد  که در دو شدر مرحله چهارم، استفاده گردید GUSنمونه برگی براي ارزیابی 
گرم در لیتر   میلیپنج حاوي TSها به محیط کشت جدید  ها و پایه آن سپس شاخه .)ب -2شکل (

دست آمده  ههاي ب  گیاهچه. رشد کرده و تکثیر یابندي بیشتريها فسفینوتریسین منتقل شدند تا شاخه
 که مرحله پنجم قرار گرفتند در GUS  مورد ارزیابی،پس از سازگاري و چهار هفته رشد درون گلخانه

  ).1جدول ( نشان دادند GUS گیاه نتاج مثبتی در ارزیابی 13دست آمده در گلخانه حدود  ه گیاه ب14از 
دست آمده در گلخانه  ه گیاه ب14بر روي  PCR تجزیه و تحلیل مولکولی: PCRتجزیه و تحلیل 

  .خلاصه شده است 1در جدول ین مرحله دست آمده در ا هنتایج بکه انجام گرفت ) 5 و 4، 3هاي  شکل(
  

  
  

  .هاي مثبت  برخی نمونهدر gus جفت بازي مربوط به ژن 410 تکثیر باند -3شکل 
-E16-G-1 ،4- E16-G-4 ،5- E16-G-2 ،6- E16-F-1 ،7- E16-F-2 ،8- E16-E -3 آب، -2 سایز مارکر، -1(

1 ،9- E16-G-4 ،10 - E16-E-3 ،11- E16-E-2 ،12- پلاسمید pBSF16 ،13-شاهد غیرتراریخته (  
 

410 bp 
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  .هاي مثبت  برخی نمونهدر ssa جفت بازي مربوط به ژن 501 تکثیر باند -4شکل 

-E16-G-1 ،4- E16-G-5 ،5- E16-G-2 ،6- E16-F-1 ،7- E16-F-2 ،8- E16-E -3 آب، -2 سایز مارکر، -1(

1 ،9- E16-G-4 ،10 - E16-E-3 ،11- E16-E-2 ،12- پلاسمید pBSF16 ،13-شاهد غیرتراریخته (  
  

  
  

  .هاي مثبت  برخی نمونهدر bar جفت بازي مربوط به ژن 340 تکثیر باند - 5شکل 
-E16-G-1 ،4- E16-G-5 ،5- E16-G-2 ،6- E16-F-1 ،7- E16-F-2 ،8- E16-E -3 آب، -2 سایز مارکر، -1(

1 ،9- E16-E-2 ،10- E16-E-3 ،11- E16-G-4 ،12- پلاسمید pBSF16 ،13-شاهد غیرتراریخته .(  
  

501 bp 

340 bp 
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  .bar و gus  ،ssa با آغازگرهايPCR و GUS نتایج ارزیابی فعالیت -1جدول 
PCR ارزیابی فعالیت   لاینGUS ژن   زایی سیستم ریشهgus  ژنssa  ژنbar 

E16-G-1 - محیط کشت +  +  +  
E16-G-2 + محیط کشت +  +  +  
E16-E-1 + محیط کشت +  +  +  
E16-E-2 + محیط کشت +  +  +  
E16-E-3 + محیط کشت +  +  +  
E16-F-1 - محیط کشت +  +  +  
E16-F-2 - محیط کشت +  +  +  
E16-G-3 پیوند زدن بسیار ضعیف +  +  +  
E16-G-4 - پیوند زدن -  -  -  
E16-D-1 محیط کشت بسیار ضعیف +  +  +  
E16-D-2 + محیط کشت +  +  +  
E16-G-5 + محیط کشت +  +  +  
E16-E-4 + محیط کشت +  +  +  
E16-F-3 - محیط کشت +  +  +  

  
 13 بودند و از این bar و gus ،ssaهاي   گیاه حاوي ژن13لخانه، دست آمده در گ ه گیاه ب14از 

 مشاهده نگردید که یکی GUSالیت  گیاه نیز فع4در .  مشاهده شده استGUS مورد فعالیت 9گیاه در 
 باشد 35SCaMVعلت برهمکنش بین پیشبرهاي  از دلایل خاموشی و عدم بیان این ژن ممکن است به

اي از ژنوم   ممکن است به ناحیهgusاز طرفی ژن . استفاده شده استbar و gus   ژندوکه براي هر 
  . ستتواند بیان شود و خاموش شده ا وارد شده که به دلایلی نمی

دست آمد که داراي جواب  ه گیاه تراریخته ب13 ریزنمونه کشت شده در ابتدا آزمایش تنها 500از 
اند که مربوط به  دست آمده ه گیاه تراریخته از چهار ریزنمونه اولیه ب13این .  بودندPCRمثبتی در 
 درصد براي 3/1ابر با بنابراین درصد تراریزش براي این چهار واقعه مستقل بر. اند  یک بودهریزنمونه

 ریزنمونه اولیه بدون احتساب 300 گیاه تراریخته از 13در صورتی که . کل این آزمایش بوده است
البته .  درصد بوده است3/4منشا ریزنمونه در نظر گرفته شوند، درصد تراریزش در این آزمایش برابر 

 درصد 6/8زش بیشتر خواهد شد و برابر با دنظر قرار گیرد، میزان تراریوراگر تعداد بذر مورد استفاده م
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ازاي هر بذر یا هر ریزنمونه  البته در منابع به چگونگی نحوه محاسبه درصد تراریزش به. باشد می
  .اي نشده است اشاره) نصف بذر(
  

  بحث
تواند بر ارزش  هاي غنی از سیستئین و متیونین می منظور تولید پروتئین اي به اصلاح بقولات دانه

هاي غنی از  پروتئینعامل سنتز یکی از این مسیرها انتقال ژن . اي این محصولات بیفزاید تغذیه
. باشد اي از منابع گیاهی دیگر مثل آفتابگردان به نخود می هاي ذخیره سیستئین و متیونین نظیر پروتئین

بیان . ان شده استدر بذور نخود بی از آفتابگردان با موفقیت ssaنتایج این بررسی نیز نشان داد که ژن 
البته . شود هاي سولفوردار نظیر متیونین و سیستئین در نخود می این ژن باعث افزایش تولید اسیدآمینه

 .ها مورد تجزیه و تحلیل قرار بگیرد شود که پروتئین بیان شده از نظر دارا بودن این اسیدآمینه توصیه می
مولویگ و (یفیت پروتئین دانه نخودفرنگی شود  به نخودفرنگی توانسته سبب افزایش کssaانتقال ژن 
  ).1997همکاران، 

 براي تعیین درصد تراریزش و gusتوان از ژن  نتایج این بررسی نشان داد که میبخش دیگري از 
که درصد تراریزش در این گیاه   با توجه به این.  نخود استفاده نمودبهسازي فرایند انتقال ژن  بهینه

 حصول گیاهان بنابراینزایی چندگانه بسیار پائین است،   و روش مستقیم شاخهعلت سختی باززایی به
بر این تغییر روش باززایی و تراریزش  علاوه. تراریخته نیاز به کار بیشتري در کشت بافت دارد مطلوب
نشان نتایج این آزمایش . هاي دیگري براي بهبود فرایند تراریزش در این گیاه باشد تواند از گزینه نیز می

زیرا هم درصد .  داراي ارجحیت باشدnptIIتواند نسبت به ژن   میbarداد که استفاده از ژن گزینشگر 
که گزینش بهتري بر روي گیاهان تراریخته در حین فرایند انتقال انجام  تراریزش بالاتر است و هم این

باشند و  بوده و سبز میکش فسفینوتریسین بسیار مقاوم  نسبت به علف barگیاهان حاوي ژن . شود می
تجربیات . روند اي شده و از بین می توانند بقا یابند و به سرعت قهوه هاي غیرتراریخته نمی شاخه

 استفاده شود میزان فرار زیاد خواهد بود و درصد nptIIکه از ژن  دهد زمانی شخصی نگارنده نشان می
قاومت نسبت  و به دلایل دیگري داراي مزیادي از گیاهان بقا یافته ممکن است حاوي این ژن نباشند

. )2008مشتاقی،  ( گزینش گیاهان تراریخته با مشکل همراه خواهد بودبنابراین. به کانامایسین باشند
 افزایش غلظت تدریجی کانامایسین در محیط کشت  باMSاز محیط کشت ) 1996(و همکاران  کار

. هاي تراریخته استفاده نمودند گزینش شاخهبراي ) گرم در لیتر کانامایسین میلی 100← 50← 25(
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  و همکارانباروال. بودند) هاي سبز و سفید قسمت(دست آمده داراي حالت شیمر  ههاي ب شاخه
در محیط  احتمال باززایی گیاهان شیمر با روش باززایی مستقیم  کهگزارش کرده استنیز ) 1986(

هاي چندگانه حذف   با گزینش مکرر شاخهیختهاروجود دارد که گیاهان غیرترکشت حاوي کانامایسین 
در حالی که نتایج این بررسی نشان داد که در محیط کشت حاوي فسفینوتریسین، احتمال . شوند می

  .باشد  بسیار پایین میو فرار گیاهان غیرتراریختهباززایی 
.  برتري داردها در محیط کشت زایی آن هاي تراریخته نسبت به ریشه بر این پیوندزدن شاخه علاوه

دست آمده از بنیه بیشتر و بهتري برخوردار هستند  هزیرا اگر پیوندزدن با موفقیت انجام شود، گیاهان ب
مشتاقی،  (تر در گلخانه و خاك استقرار یابند و میزان بذر بیشتري نیز تولید کنند توانند سریع و می
است و تعدادي شاخه که ممکن است تر  زایی در محیط کشت پایین در حالی که درصد ریشه. )1387

دار شده نیز  از طرفی سازگاري گیاهان ریشه. روند زایی از دست می دلیل عدم ریشه تراریخته باشند، به
بر این گیاهان بقا  علاوه. ها نیز در این مرحله از دست خواهند رفت مشکل است و درصدي از گیاهچه

است برخی قادر به تولید بذر نباشند و یا میزان تولید بذر تري برخوردارند و ممکن  بنیه ضعیف یافته از
  . ها بسیار پایین باشد در آن

توان گفت که گیاه  دست آمده در این آزمایش و مقایسه آن با نتایج دیگران می هبا توجه به نتایج ب
 و همکاران کار. نخود نیز مانند سایر بقولات از سرسختی بالایی در باززایی و تراریزش برخوردار است

 درصد، 12/1) 2005( درصد، سانیال و همکاران 5/1درصد تراریزش نخود را بین یک تا ) 1996(
حدود پنج درصد برآورد ) 2004( درصد و سنتیل و همکاران 1/3) 1997(پولیسیتی و همکاران 

ان درصد توان با استفاده از یک ژن گزینشگر مناسب میز این بررسی نیز نشان داد که می. اند کرده
در ) 2004(طوري که سنتیل و همکاران  هب. تراریزش را در این گیاه تا چهار الی هشت درصد بالا برد

 استفاده نموده و به سطح بالاتري از تراریزش حدود پنج درصد barبررسی خود نیز از ژن گزینشگر 
و تعیین  ssaظر میزان بیان ژن ها از ن ، بررسی تمام بذور و لاین نیزپژوهشدر ادامه این . ندا یافتهدست 

 هاي اسیدآمینهگیري میزان تولید  هاي بعدي و همچنین اندازه  و نسلT1درصد تفرق این ژن در نسل 
  .شود سولفوردار در این گیاه توصیه می
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Abstract1 

Protein of legume grains has deficiency for sulfur aminoacids such as methionin 
and systein. So improvement of protein quality is an important goal in pulse 
breeding. We have used gus reporter gene to determine transformation percentage, 
ssa gene for proteins rich of systein and methionin, and bar gene for selection of 
transgenic plants. PCR analysis was used to confirm the transformation of putative 
transgenic plants in glasshouse. Gus assessment has been done in five stages. bar 
gene is a suitable selectable marker for obtaining transgenic plants and high 
transformation percentage in rapid rate. PCR results showed that 13 plants have 
had gus, ssa and bar genes. Transformation percentage was 4.3 %. Low rooting 
and establishment of shoots in glasshouse is one of the reasons for low 
transformation percentages. So, grafting instead of in vitro rooting is a good 
alternative.  

 
Keywords: Chickpea; Transformation; Sulfur aminoacids; Ssa and gus 

                                                
* Coresponding Author; Email:moshtaghi@um.ac.ir 
 



 1391) 1(، شماره )19(هاي تولید گیاهی  جله پژوهشم
 

 16

 


