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   كالانكوئهدارويي  اهيبهبود انتقال ژن در گ

).Poelln Kalanchoe blossfeldiana(  
  *1محسن ثاني خاني

  
 10/2/94: تاريخ پذيرش    20/10/93 : تاريخ دريافت

  

  چكيده
ارزشمند  هيثانو يها تيمتابول ي مختلف از جمله توليدبا كاربردها ختهيمحصولات ترار ديتول، انتقال ژن  ياز كاربردها يكي

كـه  ) Kalanchoe blossfeldiana(كالانكوئـه   اهي ـدر انتقـال ژن بـه گ   تيموفقي كسب كارهاراه يبررس نيدر ا. باشد يم
توانـد   يم ـ يا شـه يدرون ش ييباززا. تشريح مي گرددباشد  يم اكشوره يدر برخ يطب سنتكاربرد در و  ينيمصارف تزئ يدارا
 يدر دسـتورز  تي ـموفق طياز شـرا  يك ـيبعنوان  زيو ن زمان ممكن نيدر كوتاه تر اهانيو نوظهور گ عيارقام بد عيسر ريتكث يبرا
در . ردي ـمورد استفاده قرار گ ي جهت توليد متابوليت هاي ثانويه در بيورآكتورها و يا مزارع توليد داروهاي نوتركيب خاص كيژنت
 ـ  ييكـارا  يابيجهت ارز تحقيق نيا از ) Argobacterium tumefaciens( نسيتومفاش ـ وميواسـطه آگروبـاكتر   اانتقـال ژن ب

از عوامل مهم در موفقيت انتقال ژن مي توان به عـواملي   .ديبود استفاده گرد nptIIو  gusكه واجد دو ژن    pBI121ديپلازم
كـه بـه آزمـون     يكشت انتخـاب  طيباززا شده در مح اهانيگ.اشاره نمودنمونه  زيو نوع ر وميبا آگروباكتر يمدت هم كشتاز قبيل 

سـال   كي ـتا  ELISAروش  ابقابل تشخيص  NPTIIنيپروتئبالاي  ريمقادتوليد  دند باپاسخ مثبت دا GUSيي ايميستوشيه
  .در نظر گرفته شدند داراي ثبات بالاي بيان ژن ختهيترار اهانيبعنوان گ وميبا آگروباكتر يپس از هم كشت

  GUS  ،NPTII، تراريخته،ژن بيان:  واژگان كليدي
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  مقدمه

ــي     ــام علم ــا ن ــه ب ــاه كالانكوئ  Kalanchoeگي

blossfeldiana  ــانواده كراسولاســـه  متعلـــق بـــه خـ
)Crassulaceae (  مـي باشـد )Izumikawa et al., 

گونـه   140گياهان اين خانواده داراي بيش از  ).2007
بــوده و از خصوصــيات بــارز آنهــا چرخــه متابوليســمي 

ــهاي   CAM: Crassulacean Acidكراسولاسـ

Metabolism)(     ايي مي باشد كـه باعـث افـزايش كـار
 ,.Gehrig et al(فتوسنتزي در اين گياهان مـي شـود  

1995; Gehrig et al., 1997.(  

در خانواده كراسولاسه تطابق بين جنس ها از نظـر  
امكان گرده افشاني و تلاقي بين گونـه اي ميسـر بـوده    
كه اين مساله در اصلاح و به نژادي اين گياهان بعنـوان  

اي موثر مـي  شاخصي مثبت در افزايش تنوع بين گونه 
ــد  ;van Voorst and Arends 1982(باشـ

Izumikawa et al., 2007.(  مزيت ديگر گياهان اين
. خانواده امكان تلاقي بـين گونـه اي در بـين آنهاسـت    

بنابراين در صورت انتقـال ژن و معرفـي ژنهـا و صـفات     
نوظهوري كه در بين گياهان اين خانواده وجود ندارنـد  

انند در بين گونه هـا و حتـي   صفات انتقال يافته مي تو
. جنس ها از طريق تلاقي بـين گونـه اي انتقـال يابنـد    

گياه كالانكوئه داراي قابليت رشد و توليد پيكر رويشـي  
مناسب خصوصا در شرايط كنترل شده گلخانه اي بوده 
و همچنين از امكان انطباق با تكثيـر درون شيشـه اي   

ــوردار     ــه اي برخ ــل ملاحظ ــور قاب ــي باشـ ـ    بط   دم
 )Sanikhani et al., 2006; Shagufta et al., 

2009 .(  
از سالهاي پاياني قرن بيستم اهداف مختلفـي بـراي   

بهبود محصولات كشاورزي با استفاده از زيست فناوري  
هدف توليد محصولات تراريختـه  . مورد توجه بوده است

هـا،   كـش  نسل اول افزايش مقاومـت نسـبت بـه علـف    
هدف عمـده در   .زا بوده استحشرات و عوامل بيماري 

توليد محصولات تراريخته نسل دوم ايجاد تغييـرات در  
گياهــان زراعــي بــه منظــور افــزايش  ارزش غــذايي  و 

محتواي دروني محصولات مختلف از قبيل اسـيد هـاي   
آمينه، اسيد هاي چرب، ويتامين هـا و كـاهش برخـي    

همچنين  .تركيبات ناخواسته ازقبيل ليگنين بوده است
يد مواد غذايي فتوسنتزي بستگي به بالا بودن ميزان تول

تثبيت دي اكسيد كربن اتمسفر توسط گيـاه و تبـديل   
آن به تركيبات آلي قندي و ساير تركيبات فتوسـنتزي  

 يافـزايش كـارايي فتوسـنتز    كه در اين خصـوص  دارد
تغييـر در آنـزيم هـاي چرخـه هـاي       از طريـق  گياهان

مـي باشـد   رد توجه  متابوليسمي مرتبط با فتوسنتز مو
)Christou and Capell, 2009.(  

در حال حاضر گرايش زيادي به استفاده از گياهـان  
تراريخته بعنوان بيورآكتور هاي توليد كننده دارو هـاي  

 و نيـز توليـد   با ارزش از قبيل آنتي بادي ها، واكسن ها
تركيبات غذايي با ارزش تغذيه اي بـالا، هورمـون هـا و    

در نتيجه استفاده  .بوجود آمده استي آنزيم هاي صنعت
بعنـوان موجـودات توليـد كننـده      از گياهان تراريختـه 

با ارزش در صنايع شيميايي و دارويي از قبيل  يتركيبات
 كميـاب واكسن هاي حيواني و انساني و انواع داروهـاي  

ــت   ــده اس ــوف ش ــل   (معط ــه نس ــولات تراريخت محص
ــوم  Gupta et al., 2013; Christou and()س

Capell 2009(.  
هايي خاص جهت توليد متابوليـت هـاي    انتقال ژن

ثانويه ارزشمند در موجودات مختلف  از جمله بـاكتري  
. ها و گياهان در شرايط بيورآكتور امكان پذير مي باشد

در مورد گياهان امكان توليد در سـطوح مزرعـه اي بـه    
گونه اي كـه بتـوان مقيـاس توليـد را فراتـر از سـطوح       

بـا اسـتفاده از   . ا ارتقاء داد ميسر مي باشـد بيورآكتور ه
انتقال ژن مـي تـوان محصـولات زراعـي را تبـديل بـه       
 كارخانـــه هـــاي توليـــد داروهـــاي بـــا ارزش نمـــود 

)Molecular Farming (  و علاوه بر درآمد زايي بهتـر
براي كشاورزان، توليد داروهاي شيميايي صـنعتي را بـا   

ي تركيبات همچنين توليد برخ. اين سياست كاهش داد
شيميايي كه توليد  آنها در صنعت چنـدان مقـرون بـه    



  15/ بهبود انتقال ژن در گياه كالانكوئه  
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با توجه به مـوارد اسـتفاده خـاص     .دكراقتصادي توليد صرفه نيست ممكـن اسـت بـا ايـن روش بتـوان بطـور       
اين گياهان تراريخته، معمولا روش فـوق الـذكر در   
شرايط محيط هاي كنترل شده از قبيل گلخانه هـا يـا   

مطلوب قابـل مـديريت باشـند    اراضي كوچك كه بطور 
به نظر مي رسـد الگـوي اسـتفاده از    . استفاده مي شود

اين روش براي توليد متابوليت هاي ثانويه در سال هاي 
آتي سهم پر رنگ تري در صـنايع داروسـازي بـه خـود     

 Gupta et al., 2013; Christou( اختصـاص دهـد  

and Capell 2009(.  
شـورها در  گياه كالانكوئه در طـب سـنتي برخـي ك   

درمان زخم هاي پوستي، درد مفاصل، عفونـت گـوش،   
آبسه، تـب، عفونـت هـاي دسـتگاه گـوارش و دسـتگاه       

 ,.Milad et al(تنفسـي و مـوارد ديگـر كـاربرد دارد     

با توجه به موارد ذكر شده در خصوص مزيـت   ).2014
هاي كالانكوئه مـي تـوان پتانسـيل هـاي دارويـي آنـرا       

تقاء داده و يـا بـا انتقـال    جهت توليد داروهاي جديد ار
ژنهايي خاص در توليد داروهاي مورد نظـر از آن بهـره   

جهت اصلاح مولكـولي ايـن گيـاه و انتقـال ژن     . جست
هاي مسوول توليد متابوليت هاي ثانويه خـاص، بهينـه   
سازي مراحل كشت بافت و انتقال ژن در ايـن گيـاه از   

ويه شرايط اساسي نيل به هدف توليد متابوليت هاي ثان
لذا در ايـن تحقيـق دسـتورالعمل انتقـال ژن     . مي باشد

مبتني بر استفاده از آگروباكتريوم بعنوان واسطه انتقال 
  .ژن مورد بحث قرار مي گيرد

  مواد و روش ها
  باززايي درون شيشه اي

نظر به بررسي هاي انجام گرفته در خصوص باززايي 
 Sanikhani( درون شيشه اي ارقام مختلف كالانكوئـه 

et al., 2006(،  بيرقم د)Debbie(   كه با مقادير كـم
سيتوكينين قادر به باززايي درون شيشه اي مي باشد و 
احتمال تنوع سوماكلونال از اين طريـق نـاچيز و قابـل    
صرفنظر كردن مي باشـد بعنـوان رقـم مناسـب مـورد      

اسـتفاده در   ريز نمونه هـاي مـورد   .استفاده قرار گرفت
. يز نمونه برگ و ميـانگره بودنـد  اين بررسي شامل دو ر

ته در گلخانه بدين ترتيب كه از گياهان مادري رشد ياف
و سپس ناحيه پـائيني برگهـا بـه     مواد گياهي تهيه شد

 8تـا   6سانتي متر مربع و ميانگره ها به طـول   2اندازه 
نسبت هورموني . شدندميلي متر بعنوان ريز نمونه تهيه 

 ميكرومـول  5/4مناسب جهت بـاززايي شـاخه شـامل    

TDZميكرومول57/0به همراهIAA  در نظر گرفته شده
سـاير روشـها از   . اضافه گرديـد  MSو به محيط كشت  

قبيل ضد عفوني بافتهاي گياهي، شرايط محيطي اتـاق  
ــدند     ــه ش ــر گرفت ــي در نظ ــزارش قبل ــق گ ــد طب رش

)Sanikhni et al., 2006.(  
  انتقال ژن

ــينس  ــاكتريوم تومفاشـــــ ــويه آگروبـــــ  ســـــ
)Argobacterium tumefaciens (LBA4404 

جهــت انتقــال دو ) 1شــكل ( pBI121واجــد پلازميــد 
كــه بيــان هــر دو ژن تحــت كنتــرل  uidAو  nptIIژن

بـود مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت       CaMV35Sآغازگر 
)Sriskandarajah et al., 2004; Chen et al., 

آگروباكتريوم از طريق كشت در محيط كشـت   ).2003
ــي  ــه ان LBتعليق ــك   ب ــي بيوتي ــات آنت ــمام تركيب ض

)kanamycin: 100 mgl-1, rifampicin: 20 mgl-

در انكوباتور دوار تا رسـيدن بـه تـراكم سـلولي لازم      )1
)OD600nm=1-1.2 ( ،قابل تشخيص با اسپكتروفوتومتر

ريز نمونه هاي تهيه شده برگ و ميانگره . رشد داده شد
يـم  در محلول حاوي آگروباكتريوم به همراه حركت ملا
 15ارلن حاوي ريز نمونه ها در انكوباتور دوار به مـدت  

  .دقيقه قرار گرفتند
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  ).Chen et al., 2003( اتيجزئ ريبه همراه سا) Kan R: ريدر تصو( nptIIو  gusواجد دو ژن  pBI121ديپلازم :1شكل 
  

در مرحله بعد، هم كشتي باكتري و ريز نمونه ها در 
ننده هاي رشد ذكر شده و تنظيم ك MSمحيط كشت 
روز  0در تيمـار  . روز انجام گرفـت  2و  0طي دو مدت 

در واقع ريز نمونه ها پس ) بدون هم كشتي(هم كشتي 
دقيقه مجاورت ريـز نمونـه هـا بـا آگروبـاكتريوم       15از 

در . مستقيما درمحـيط كشـت انتخـابي كشـت شـدند     
روز، ريز نمونه ها در طي اين مـدت   2تيمار هم كشتي 

و تنظيم كننده هاي رشد انتقـال   MSيط كشت به مح
يافتند و پس از اين مدت ريز نمونه ها در محيط كشت 
جديــــد حــــاوي مقــــادير مختلــــف كانامايســــين 

)kanamycin: 0, 50, 100, 200 mgl-1 ( ــت جه
. غربالگري بافت هاي گياهي تراريختـه واكشـت شـدند   

جهت ممانعت از رشد مجدد باكتري در محـيط كشـت   
ميلي گـرم بـر    300به ميزان  )timentin(ن از تيمنتي

استفاده گرديد و عمل واكشت هر  ليتر در همه تيمارها
درصد ريـز نمونـه هـايي    . هفته يك بار صورت گرفت 3

هفته كشت در ايـن   12كه باززايي يافتند نهايتا پس از 
  .محيط كشت ارزيابي شدند

ارزيابي مقدماتي وضعيت انتقال ژن از طريق آزمون 
ــيميايي هيستو ــد  GUSش ــام ش ــابي  . انج ــت ارزي جه

 X-Glucمقــدماتي گياهــان مــورد بررســي در معــرف 
ميلي مولار و بافر فسفات  2به غلظت  X-Glucشامل (

درجـه   37در دماي  )ميلي مولار 100سديم به غلظت 
روز تيمـار و نگهـداري شـده و     1سانتيگراد بـه مـدت   

 اتانول طـي مـدت   ٪95سپس رنگبري بافتها با محلول 
ايـن گياهـان بـراي    ). 2شـكل  (روز صورت پـذيرفت   1

مورد ارزيابي دقيق   ELISAتاييد تراريختگي، با روش 
تر قرار گرفتنـد و لايـن هـاي متعـدد تراريختـه مـورد       

آزمـون تعيـين ميـزان    . بررسي دقيق تـر قـرار گرفتنـد   
طبق دسـتورالعمل    ELISAبا روش  NPTIIپروتئين 

 450ل مــوج در طــو )Agdia(شــركت ســازنده كيــت 
. نانومتر جهت ترسيم منحني استاندارد صورت پذيرفت

همچنــين ميــزان پــروتئين كــل گياهــان تراريختــه بــا 
در طول مـوج   )Bradford(استفاده از معرف برادفورد 

  .نانومتر صورت پذيرفت 595
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در ارزيابي مقدماتي برگ   GUSآزمون هيستوشيميايي  :2شكل 

  .يك گياه تراريخته

  نتايج
اين بررسي اسـتفاده از ريـز نمونـه هـاي  بـرگ      در 

موفقيت قابل قبولي براي انتقال ژن به اين گياه نشـان  
با اين حال استفاده از ريز نمونه هاي  ميانگره براي . داد

هم كشتي با آگروباكتريوم موفقيت چنداني بـه همـراه   
نداشت كه دليل آن حساسيت بسـيار زيـاد ريـز نمونـه     

بـاكتريوم و رشــد بــيش از حــد  هـاي ميــانگره بــه آگرو 
باكتري حتي با حضور تركيبات آنتي بيوتيك خصوصـا  
در قسمت هايي از ريز نمونه كـه مسـتقيما بـا محـيط     

اين مساله باعث بـاززايي  . كشت تماس نداشتند گرديد
لذا ادامـه  . بطئي و ناچيز ريز نمونه هاي ميانگره گرديد

انجـام  مراحل فقط با استفاده از ريز نمونـه هـاي بـرگ    
  . پذيرفت

ــه داراي ژن   ــه اينكــه گياهــان تراريخت ــا توجــه ب ب
مقاومـت بـه كانامايسـين مـي باشـند لـذا بافـت هــاي        
تراريخته بايستي قادر به تحمل كانامايسين در محـيط  

ميلي گرم بر ليتر كانامايسين  50غلظت  . كشت باشند
مــي توانــد بــاززايي كــالوس و رشــد شــاخه هــاي غيــر 

هاي بعدي  با اين حال بررسي. نمايدتراريخته را كنترل 
ــون    ــا آزم ــه ب ــان تراريخت ــد گياه و  GUSجهــت تايي

ELISA-NPTII  نشـــان داد كـــه بســـياري از آنهـــا
تراريخته نبودند و احتمالا به دليل عدم تماس مستقيم 
با محيط كشت تا حدودي قادر به بقـا در مـيط كشـت    

و  GUSطبق آزمون هيستوشيميايي . انتخابي بوده اند
NPTII   ميلـي گـرم بـر     100بهترين نتيجه در تيمار

جدول ( روز هم كشتي بدست آمد 2ليتر كانامايسين و 
ميلي گرم بـر ليتـر كانامايسـين باعـث      200مقدار  ).1

نكروزه شدن ريز نمونه ها و تا حد زيادي كنـد نمـودن   
گياهان بازايي يافته گرديـد   باززايي، رشد بعدي و بقاي

  ).3شكل(
  

  
  .ماه پس از هم كشتي 3بر باززايي و درصد گياهان تراريخته ) روز 2و  0(ثر مدت هم كشتي ريز نمونه برگ و آگروباكتريوما: 1جدول 

  درصد گياهان
 تعداد گياهان  )٪( تراريخته

**NPTII+ 
تعداد گياهان

*GUS+  
  درصد
  )٪( باززايي

ريز  تعداد
  نمونه ها

تقال روش ان
 غربالگري/ژن

NPTII+  GUS+  
0  0  0  0  7/56  60  0 

0/5  3/8  3  5  7/31  60  A1  
7/11  3/16  7  10  7/26  60  A2 

0/5  0/10  3  6  7/16  60  A3 

7/6  7/11  4  7  3/48  60  B1 

3/18  7/26  11  16  0/40  60  B2 

3/13  0/15  8  9  0/25  60  B3 

  بدون هم كشتي و بدون استفاده از كانامايسين: 0

A:  ميلي گرم بر ليتر 200: 3ميلي گرم بر ليتر ،  100: 2ميلي گرم بر ليتر،  50: 1: مقادير كانامايسين(بدون هم كشتي(  

B:  ميلي گرم بر ليتر 200: 3ميلي گرم بر ليتر ،  100: 2ميلي گرم بر ليتر،  50: 1: مقادير كانامايسين(روز 2هم كشتي به مدت ( 

  .تراريخته در نظر گرفته شدندگياهاني كه به آزمون هيستوشيميايي پاسخ مثبت نشان داده و بعنوان : *

  .پاسخ مثبت نشان داده و بعنوان تراريخته در نظر گرفته شدند ELISA-NPTIIگياهاني كه به آزمون : **
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ميلي گرم  200(غربالگري در غلظت بالاي كانامايسين  :3شكل

درصد بقاي ريز نمونه ها را در واكشتهاي بعدي بطور  )برليتر
  .چشمگير كاهش مي دهد

  

جهت تعيين كارايي انتقـال ژن ارزيـابي بـر اسـاس     
در گياهــان  NPTIIو  GUSآزمــون هيستوشــيميايي 

نتايج نشان داد گياهـاني  . باززايي يافته صورت پذيرفت
تراريخته بودند  GUSكه طبق آزمون هيستوشيميايي 

را نيـز   NPTIIدر بيشتر موارد سطوح بـالاي پـروتئين   
ماه پس از  3يان ژنها جهت ارزيابي ثبات ب. نشان دادند

سال پس از هم كشـتي   1هم كشتي با آگروباكتريوم و 
در بـين  NPTIIاي بين مقادير نسبي پـروتئين   مقايسه

نتـايج نشـان داد   . لاين هاي تراريخته صورت پـذيرفت 
 NPTIIتنوع قابل ملاحظه اي بـين مقـادير پـروتئين    

ملاحظـه مـي شـود    ) مـاه  12مـاه و   3(بين دو بررسي 
در گياهـــان  NPTIIمقـــادير پـــروتئين ). 1نمـــودار (

برابـر گياهـان    30برابر تا بـيش از   4تراريخته از حدود 
در مجموع مقـادير پـروتئين   . غير تراريخته ثبت گرديد

NPTII     سه ماه پس از هم كشتي بـه وضـوح بـيش از
گياهــان . مــاه مشــاهده گرديــد 12ميــزان آن پــس از 

لاي تراريخته همچنـان پـس از يـك سـال، سـطوح بـا      
NPTII دادند كه حاكي از ثبات قابل قبول  را نشان مي

  ).1نمودار (بيان ژن در اين بررسي انتقال ژن مي باشد 
  بحث

كالانكوئه جهت ايجاد  انتقال ژن به در يك تحقيق 
تغيير در توليد فلاونوئيد هاي اين گيـاه مـورد بررسـي    

همچنـين  . )Nielsen et al., 2005( قرار گرفته است

انتقال ژن در كالانكوئه جهت تغيير فرم ظاهري كاربرد 
گياه بعنوان گياه گلداني پاكوتـاه و ايجـاد مقاومـت بـه     
اتيلن جهت بهبود ماندگاري گياه گلداني مورد بررسـي  

 ;Christensen et al., 2008(قــرار گرفتــه اســت 

Sanikhani et al., 2008.(  
از قبيـل  (در انتقال ژن استفاده از آنتي بيوتيك هـا  

بـراي غربـالگري منجـر بـه كنـدي رونـد       ) كانامايسين
 Zhang et(باززايي گياهان در محيط كشت مي گردد 

al., 2001.(     لذالازم است غلظت آنتـي بيوتيـك مـورد
ــالگري گياهــان تراريختــه در هــر   اســتفاده جهــت غرب

در تحقيـق حاضـر از   . آزمايش مورد بررسي قرار گيـرد 
ميلي  100يزان ميان نسبت هاي مختلف كانامايسين م

گرم بر ليتر از لحاظ درصد قابل قبول باززايي و درصـد  
در يـك  . گياهان تراريخته بهترين نتايج را حاصل نمود

بررسي ديگر جهت انتقال ژن به گـل اسـتكاني ميـزان    
ميلي گرم در ليتر كانامايسين جهت انتقال ژن در  100

محيط كشت انتخابي مـورد اسـتفاده قـرار گرفـت امـا      
ه اي درباره اثر سـاير غلظـت هـا انجـام نگرديـد      مقايس

)Srisk  and Arajahet al., 2004 .(  
مشخص شده است برخي گونـه هـاي كالانكوئـه از    

حساسـيت بـالايي نسـبت بـه     ) K. tubiflora(قبيـل  
بدين ترتيـب كـه در زمـان ايجـاد     . آگروباكتريوم دارند

زخم در گياه مقادير قابل ملاحظـه اي تركيبـات فنلـي    
در تسهيل روند آلوده شدن گياه ميزبان موثر اسـت  كه 

آزاد مي كنند كه باعـث تسـريع فرآينـد انتقـال ژنمـي      
 ).Xu et al., 2001; Romeiro et al., 1999(گردد 

اگرچه در فرآيند انتقال ژن و در مرحله هم كشتي ريـز  
نمونه ها باآگروباكتريوم افزودن تركيبات فنلي از قبيـل  

معمــولا توصــيه  )acetosyringone(استوســيرينجون 
مي شود، با اين حال مشخص شده است كه انتقـال ژن  
در گياه كالانكوئه به دلايل فوق الذكر بدون اين تيمـار  

 ,.Sanikhani et al(نيـز مـي توانـد صـورت پـذيرد      

2008.(  
طي هم كشتي فرآيند انتقال ژن احتمـالا در مـدت   

م طبـق بررسـي انجـا   . زمان كوتاهي صورت مي پـذيرد 
 .Kگرفتــــه بــــر روي انتقــــال ژن بــــه گيــــاه  
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diagremontiana  مشخص شده است كه روند انتقال
سـاعت   3ژن از باكتري بـه ژنـوم  گيـاهي فقـط طـي      

انتقـال يافتـه    T-DNAبطـوري كـه  . صورت مي پذيرد
ساعت از شـروع هـم كشـتي قابـل      8تا  4فقط پس از 

ــوده اســت   Sykes and Matthysse(تشــخيص ب

حال پيشنهاد شـده اسـت طـولاني تـر     با اين  ).1986
نمودن مدت هم كشتي موفقيت انتقـال ژن را افـزايش   

 Zuker et al., 1998; Thirukkumaran(مي دهـد  

et al., 2009.(  روز هم  2در تحقيق حاضر مدت زمان
كشتي با آگروباكتريوم بهترين نتايج را به دنبال داشـت  

 K. laciniataدر تحقيقـي بـر روي گونـه    ). 1جدول (
نشان داده شده است در صورت افزايش مدت زمان هم 

روز بهبــود رانــدمان انتقــال ژن و درصــد  7كشــتي تــا 
). Jia et al., 1989( صورت مي گيردگياهان تراريخته 

يكي از عوامل محدود كننده در افزايش مدت زمان هم 
كشتي رشد بيش از حد آگروباكتريوم در محيط كشـت  

ترل رشـد آن پـس از هـم    مي باشد كه ممكن است كن
كشتي به سختي ميسر شود و اين مساله باززايي بعدي 

ــازد     ــه س ــكل مواج ــا مش ــاه را ب  Sykes and(گي

Matthysse 1986 .( در بررســي هــاي ديگــر كــه در
blossfeldiana K.  بدون انجـام  صورت پذيرفته است

روز  3مقايسه تعداد روزهاي مناسب هم كشتي، مـدت  
)Thirukkumaran et al., 2009 ( روز هـــم  2و

) Sanikhani et al., 2008(كشـتي بـا آگروبـاكتريوم    
  .است جهت انتقال ژن مورد استفاده قرار گرفته

انتخاب ريز نمونه مناسب نيز مـي توانـد در ميـزان    
در ايـن بررسـي   . موفقيت انتقال ژن حائز اهميت باشـد 

مشخص شد كه ريز نمونه هاي ميانگره حساسيت بيش 

به آلودگي بـا آگروبـاكتريوم نشـان داده و    از حد نسبت 
در گــزارش قبلــي . قــادر بــه بــاززايي چنــداني نبودنــد

)Sanikhani et al., 2006(  در خصوص بهبود باززايي
درون شيشه اي در كالانكوئه اشاره گرديد كـه بـاززايي   
اين گياه با استفاده از هر دو ريز نمونه برگ و ميـانگره  

حتـي بهتـرين نتيجـه بـا     . بخوبي قابل دستيابي اسـت 
استفاده از ريز نمونـه ميـانگره از نظـر درصـد بـاززايي      

با اين حال بررسي حاضر نشان مي دهد . حاصل گرديد
انتقال ژن در گياه كالانكوئه در صورت اسـتفاده از ريـز   
نمونه برگ در مقايسه با ريـز نمونـه ميـانگره موفقيـت     

  .خواهد داشت تري رابه همراهبالا
ژن در گياهان تراريخته حاكي از ثبات بررسي بيان 

بالا و قابل توجه بيان ژن انتقال يافته بـود بطـوري كـه    
مـاه پـس از    12و  3ميزان پروتئين در طي زمان هاي 

 1نمـودار  (هم كشتي چندين برابر شاهد به ثبت رسيد 
بـا ايـن حـال در لايـن هـاي تراريختـه تنـوع در        ). 2و 

سـطح بيـان   . دسطوح بيان ژن قابل ملاحظه مـي باش ـ 
ژنهاي انتقال يافته تحت تاثير شرايط مختلف محيطـي  

عـواملي از قبيـل   . و ژنتيكي مي تواند تنوع نشان دهـد 
كه ژن بـه ژنـوم    اي تعداد كپي ژن انتقال يافته، ناحيه

تواننـد در ميـزان    ملحق شده و عوامل متعدد ديگر مـي 
 ;Bryant et al., 2014(بيان ژنها تاثير گـذار باشـند   

Doran 2006 .(  لازم است در بررسي هاي آتي ناحيـه
ژنهاي انتقالي بر روي ژنـوم و اثـر تعـداد كپـي ژنهـاي      
انتقال يافته بـر روي سـطح بيـان ژنهـا مـورد بررسـي       

  .تر قرار گيرد دقيق
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لول بافر به تنهايي بعنوان مح( B. ماه پس از هم كشتي با آگروباكتريوم 3در نمونه هاي مختلف  NPTIIمقدار نسبي پروتئين  :1نمودار 

  .لاين هاي تراريخته  T10تا   T1، )گياه غير تراريخته( C، )شاهد
  

  
محلول بافر به تنهايي بعنوان ( B. ماه پس از هم كشتي با آگروباكتريوم 12در نمونه هاي مختلف  NPTIIمقدار نسبي پروتئين  :2نمودار 

  .لاين هاي تراريخته  T10تا   T1، )گياه غير تراريخته( C، )شاهد

  
و  nptIIو  gusاين بررسـي امكـان انتقـال ژنهـاي     

موفقيت آنها را در گياه كالانكوئه مـورد بررسـي    ميزان
نوع ريز نمونه، محيط كشـت مناسـب از   . قرار مي دهد

نظر ميزان تنظيم كننده هاي رشد و شـيوه غربـالگري   
گياهان تراريخته و مدت هم كشتي با آگروبـاكتريوم از  
عوامل مهم در ميزان موفقيت و كارايي انتقـال ژن مـي   

در راستاي اين تحقيق، دستورالعمل هاي مشابه . باشند
اين بررسي مي تواند در تحقيقـات آتـي جهـت انتقـال     
انواع ديگري از ژنها به منظور ايجاد گياهـان تراريختـه   
كالانكوئه كه قابليت توليد تركيبات ثانويه حائز اهميـت  

مورد اسـتفاده قـرار     ديگر اصلاحي را دارندو يا اهداف 
  .گيرد
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