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ARTICLE INFO A B S T R A C T 
 

Article history Modern tissue culture and genetic transformation techniques play a significant role 

in manipulating biosynthetic pathways and enhancing the production of secondary 

metabolites in medicinal plants. Although a standardized method for the genetic 

transformation of Hyoscyamus niger has not yet been established, by optimizing 

factors influencing Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation—one of 

the most effective methods for genetic modification—it is possible to increase the 

frequency of regeneration and transformation in plant cells. In this study, with the 

aim of developing an efficient protocol to improve gene transfer efficiency in H. 

niger, three main factors were evaluated: the A. tumefaciens strain (EHA105, 

GV3101, and LBA4404), explant type (leaf and petiole), and transformation 

method (agroinoculation, agroinfection, agroinjection, and agrosonication). 

Optimization of gene transfer conditions revealed that petiole explants inoculated 

with the LBA4404 strain using agrosonication and agroinoculation methods 

exhibited the highest rates of callus and embryo formation, respectively. However, 

histochemical gusA staining indicated that among the hygromycin-resistant 

plantlets, only those derived from leaf explants inoculated with the LBA4404 strain 

carrying the pCAMBIA1304 vector via agroinfection showed positive X-gluc 

staining and contained blue pigments, achieving the highest transformation rate at 

21.74%. The successful integration of gusA and hptII genes in putative transgenic 

plantlets was confirmed through PCR and RT-PCR analyses. Therefore, by 

investigating key factors affecting A. tumefaciens-mediated transformation, an 

efficient genetic transformation protocol for H. niger can be established. 
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 اطلاعات مقاله

مقاله تاریخچه  

کاری مسیرهای  های مدرن کشت بافت و تراریختی ژنتیکی نقش بسزایی در دستتکنیکچکیده: 

های ثانویه در گیاهان دارویی دارد. با اینکه روشی بهینه برای  بیوسنتزی و افزایش تولید متابولیت

کاری عوامل مؤثر بر تراریختی مبتنی بر  دارویی بنگدانه ارائه نشده است، اما با دستتراریختی گیاه 

توان های مؤثر در تراریختی و اصلاح ژنتیکی است، میفسینس که یکی از روشآگروباکتریوم تومه

ه منظور دستیابی ب های گیاهی را افزایش داد. در این مطالعه، بهفراوانی باززایی و تراریختی سلول

یی انتقال ژن به گیاه بنگدانه، سه فاکتور اصلی سویه آگروباکتریوم کاراپروتکلی کارآمد برای بهبود 

(، نوع ریزنمونه )برگ و دمبرگ( و روش LBA4404و  EHA105 ،GV3101فسینس )تومه

و اگروسونیکیشن( مورد بررسی قرار  گرواینجکشن، اگرواینفکشن، اگرواینوکولیشنتراریختی )ا

های  سازی شرایط مناسب برای انتقال ژن به بنگدانه مشخص شد که ریزنمونهبا بهینهگرفت. 

ترتیب دارای  به روش اگروسونیکیشن و اگرواینوکولیشن به LBA4404شده با سویه  دمبرگ تلقیح

آمیزی هیستوشیمیایی اما نتایج حاصل از رنگ؛ زایی بودندزایی و جنینبیشترین درصد کالوس

gusA های حاصل از های مقاوم به هیگرومایسین، تنها گیاهچهنشان داد که از بین گیاهچه

فسینس حامل ناقل  آگروباکتریوم تومه LBA4404شده با سویه  های برگ تلقیحریزنمونه

pCAMBIA1304 آمیزی به روش اگرواینفکشن، به رنگX-glue  پاسخ مثبت دادند و حاوی

درصد را به خود اختصاص  44/21شترین درصد تراریختی با فراوانی های آبی بودند و بیدانه رنگ

های تراریخت احتمالی با استفاده از در گیاهچه hptIIو  gusAهای دادند. صحت انتقال ژن

بنابراین، با بررسی عوامل مهم مؤثر بر ؛ مورد تأیید قرار گرفت RT-PCRو  PCRواکنش 

توان به روشی کارآمد برای تراریختی ژنتیکی در سینس میفواسطه آگروباکتریوم تومه تراریختی به

 گیاه بنگدانه دست یافت.

4101-08-22:دریافت  

4101-03-41: بازنگری  

4101-01-23: پذیرش  
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 مقدمه

که با عنووان   Hyoscyamus nigerبنگدانه با نام علمی 
هوای مهوم در   شوود، یکوی از گونوه   هنبان نیز شناخته موی 
ویوهه آسویا،    بوه  و در سراسر جهان، خانواده سولاناسه است

. این (Akbar, 2020)شود اروپا و شمال آفریقا، یافت می
و گیاه به دلیل داشتن تروپوان آلکالوئیودهای هیوسویامین    

عنووان   ای دارد و بوه اسکوپولامین، خواص دارویی گسوترده 
خووابی،   داروی سنتی در درمان اسپاسوم معوده، آسوم، بوی    

کننده موضوعی موورد    حس بخش و بی دردهای عصبی، آرام
. بوه دلیول   (Dereli et al., 2022)گیرد استفاده قرار می

 اهمیت این ترکیبوا،، مطالعوا، وسویعی در زمینوه تولیود     
انودازهای  کاری ژنتیکی و چشم های ثانویه با دستمتابولیت

مرتبط با بیوسونتز ترکیبوا، مختلور بورای فوراهم کوردن       
 Morris)نیازهای صنعت کشاورزی صور، گرفتوه اسوت   

et al., 2021). 

های مختلفوی بورای تراریختوی ژنتیکوی بوا      تاکنون تکنیک
واسوطه   کارایی بالا شناسایی شده اسوت کوه انتقوال ژن بوه    

های متوداول در تولیود گیاهوان    از روش آگروباکتریوم یکی
هوای مطلووا اسوت. ایون     ژنتیکوی بوا ویهگوی    شوده  اصلاح

تکنولوژی با استفاده از رویکردهای جدید مبتنی بر کشوت  
هوای  بافت گیاهی و مهندسی ژنتیک امکان تولید متابولیت

 Erdem)کند ثانویه را در کیفیت و مقادیر بالا تضمین می

& Uysal, 2021; Ozyigit et al., 2023)  تولیود .
 Agrobacterumواسووووطه  گیوووواه تراریختووووه بووووه

tumefaciens
اصول مکانیسم تراریختی طبیعوی گیواه را    

 زایوی بواکتری در انتقوال   کند و به توانایی بیماریتقلید می
ای از عواموول در گیوواه هووای خووارجی و طیوور گسووتردهژن

. در (Pratiwi & Surya, 2020)میزبوان بسوتگی دارد   
فسووینس کتریوم تومووهواسووطه آگروبووا کوول، تراریختووی بووه

( تشوخیص سویگنال حضوور    1مکانیسمی پیچیوده شوامل   
( پوردازش  2فسینس توسط گیاه میزبان، آگروباکتریوم تومه

T-DNA ،3 انتقال )T-DNA  ،4به سلول گیاه میزبان )
 T-DNA( بیوان  5با ژنوم گیاه میزبان و  T-DNAادغام 

 .(Păcurar et al., 2011)در سلول گیاه میزبان است 

فسینس تا کاربرد گسترده  از زمان کشر آگروباکتریوم تومه
ز تعامول  هوای متعوددی ا  آن در بیوتکنولوژی گیاهی، جنبه

آن با گیاهان مورد بررسی قرار گرفتوه اسوت. سواگارباریا و    
( روشی کارآمد بورای تراریختوی ژنتیکوی    2223همکاران )

گیاه  Mistisaفسینس در رقم واسطه آگروباکتریوم تومه به
Solanum melongena L.   شناسووایی کردنوود کووه

درصد بوود.   5/1ریزنمونه آلوده،  585راندمان باززایی برای 
ای پلیموراز  تایج حاصل با بررسی مولکولی واکنش زنجیوره ن

 ,.Sagarbarria et al)نیوز موورد تأییود قورار گرفوت      

( در نتیجوه  2223؛ علاوه بر این، گائو و همکواران ) (2023
واسوطه آگروبواکتریوم بورای     استفاده از روش انتقال ژن بوه 

حداکثر  Qingshuiتراریختی یونجه نشان دادند که ارقام 
ر حالی که بوازده  درصد( را داشتند، د 42میزان تراریختی )

 M. polymorphaو  M. falcataتراریختوی در ارقوام   
. رنگاسوامی  (Gao et al., 2023)درصد بوود   44کمتر از 

( نیوز شورایط مناسوب بورای تراریختوی      2224و همکاران )
ا اسوتفاده از  واسطه آگروباکتریوم را در ارقام بورنج بو   برنج به

با حداکثر توانایی  CRISPR-Cas9فناوری ویرایش ژنوم 
سوازی کردنود و   ترین زموان ممکون بهینوه   باززایی در کوتاه

روز در  44نشان دادند که راندمان تراریختی حاصل بعود از  
 74ترتیووب  )بووه Indicaبیشووتر از رقووم   Japonicaرقوم 

. (Rengasamy et al., 2024)درصد( بوود   83درصد و 
واسوطه   ( با استفاده از تراریختوی بوه  2224هو و همکاران )

هووای خووانواده هوموبوواکس    آگروبوواکتریوم، عملکوورد ژن 
(WOX در ژنوم تربچه را مورد )   23بررسی قورار دادنود و 

شناسووایی کردنوود کووه در تقسوویم و تمووایز  RsWOXژن 
 Hu)سلولی مراحل مختلر رشد گیاه، نقش ضروری دارند 

et al., 2024)( با بررسی 2223. پورحبیبیان و همکاران )
زایی و سنتز تروپان آلکالوئیدها در گیاه بنگدانوه بوه   کالوس

 1بوه هموراه    MSاین نتیجه رسویدند کوه محویط کشوت     
، BAPگورم در لیتور   میلوی  1و  D-2,4گرم در لیتر میلی

منجور  های هیپوکوتیول،  علاوه بر القای کالوس در ریزنمونه
 12توا   4تر و وزن خشوک بعود از    دار وزنبه افزایش معنی

شود؛ علاوه براین، شرایط مذکور تأثیر مثبتوی روی  روز می
درصد(  2/47درصد( و اسکوپولامین ) 1/44تولید آتروپین )

. از آنجوایی کوه   (Pourhabibian et al., 2023)داشت 
رایی تراریختووی گیاهووان مختلوور در شوورایط متفوواو، کووا 
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دهنود، در ایون تحقیوع سوعی      یمو متفاوتی از خود نشوان  
فسوینس،  کردیم با انتخاا سویه باکتری اگروباکتریوم تومه

روش تلقیح و ریزنمونه مناسب، بوه روشوی مطلووا بورای     
 انتقال ژن به گیاه بنگدانه دست یابیم.

 هامواد و روش

-کننوده  تنظیمبعد از به دست آوردن ترکیب محیط کشت و 

هووای رشوود گیوواهی مناسووب بوورای بوواززایی گیوواه بنگدانووه  
(Ahmadpour et al., 2023)آل بوورای ، شوورایط ایووده

سوازی  ای بهینوه شیشوه  تراریختی این گیاه در شورایط درون 
فسوینس  منظور، از سه سویه آگروباکتریوم توموه  شد. به این 

(EHA105 ،GV3101  وLBA4404  حامووول ناقووول )
کوووووه حووووواوی ژن  pCAMBIA1304پلاسووووومیدی 

ن گزارشوووگر و عنووووان ژ ( بوووهgusAبتاگلوکورونیوووداز )
عنوان ژن مقاوموت   ( بهhptIIهیگرومایسین فسفوترانسفراز )

و  CaMV35Sبیوتیک هیگرومایسوین بوا پرومووتر    به آنتی
 (.1بود، استفاده شد )شکل  nosدهنده  پایان

 

 
 IIحاوی کاست ژنی هیگرومایسین فسفوترانسفراز  T-DNA: ناحیه pCAMBIA1304ناقل پلاسمیدی  T-DNAساختار خطی ناحیه  :1شکل 

(hptII پروموتر( )CaMV 35S  35و ترمیناتورS poly A و کاست بیان ژن )gus-gfp  پروموتر(CaMV 35S  و ترمیناتورNOS.) 

 

 LBهای باکتریایی بعد از یک شوب رشود در محویط    سلول
 25گوورم در لیتوور کانامایسووین و  میلووی 52مووایع، حوواوی  

 15، بوه مود،   g3222گرم در لیتر ریفامپیسین با دور  میلی
 ,.Heidari Japelaghi et al)دقیقوه سوانتریفوژ شودند    

 4/2برابور   OD600nm. رسوا باکتریایی حاصل با (2018
-میلوی  25/2حاوی  MSکشت مایع ) به محیط کشت پیش

( حواوی  BAPگورم در لیتور   میلوی  1و  TDZگرم در لیتر 
هوای  میکرومولار استوسرینگون منتقل شود. ریزنمونوه   222

کشوت   سواعت پویش   42خورده بعود از   برگ و دمبرگ برش
گورم  میلوی  25/2حاوی  MSکشت جامد ) روی محیط پیش

هوای  ( بوا سوویه  BAPگرم در لیتر میلی 1و  TDZدر لیتر 
ند. بورای  فسینس تلقیح داده شود مختلر آگروباکتریوم تومه

هوووای ایووون منظوووور، از چهوووار روش مختلووور بوووه نوووام 
وری در سوسپانسوویون باکتریووایی(، )غوطووه گرواینوکولیشوونا
سازی با تیغ جراحی آلوده بوه بواکتری(،   )آلوده گرواینفکشنا
)تزریع باکتری با سورنگ( و اگروسونیکیشون    گرواینجکشنا

وری در )تیمووار ریزنمونوووه بوووا اموووا  فراصوووو، و غوطوووه  
 نسیون باکتری( استفاده شد.  سوسپا

های برگ و دمبورگ  ، ابتدا ریزنمونهگرواینوکولیشندر روش ا
متوری بورش خوردنود و روی محویط     سانتی 1×1به قطعا، 

کشوت شودند. در    سواعت پویش   42کشت مربوط بوه مود،   
طور جداگانوه   شده به یهتههای باکتریایی ادامه، سوسپانسیون

هوای از قبول   ریزنمونوه  های استریل منتقول و دیش  به پتری
دقیقوه بوا تکوان دادن محتووای      32شده به مد،  کشتپیش

دقیقوووه تلقووویح داده شووودند. در روش    12پتوووری هووور  
صوور، کامول    های برگ و دمبرگ به، ریزنمونهگرواینفکشنا

ساعت توسط تیغ جراحی آلووده بوه    42و بعد از   کشت پیش
متوری بورش داده شودند. در    سوانتی  1×1باکتری به قطعا، 

ها توسوط سورنگ بوه رگبورگ     ، باکتریاگرواینجکشنروش 
 1×1خووورده بووه قطعووا،    هووای از قبوول بوورش  ریزنمونووه
متووری، تزریووع شوودند. در روش اگروسونیکیشوون،    سووانتی
کشت به محیط کشوت   خورده بعد از پیش های برشریزنمونه

صوو،  ثانیه تحت تیمار اموا  فرا 15تلقیح منتقل و به مد، 
ها در داخول  کیلوهرتز( قرار داده شدند. سپس ریزنمونه 34)

دقیقوه بوا تکوان دادن     32سوسپانسیون بواکتری بوه مود،    
دقیقه تلقیح داده شودند. شوایان رکور     12محتوای پتری هر 

در هر چهار روش موورد اسوتفاده بورای تراریختوی،      کهاست 
میکروموولار استوسورینگون بوود.     222محیط تلقیح حواوی  
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-شده مجوددا  روی هموان محویط پویش     های تلقیحزنمونهری

درجوه   25±2ساعت در تاریکی و دموای   42کشت به مد، 
ها سه کشتی، ریزنمونه گراد قرار داده شدند. پس از همسانتی

گورم در لیتور   میلوی  322بار بوا آا مقطور اسوتریل حواوی     
وشو و به محویط کشوت جامود گزینشوی      سفوتاکسیم شست

(MS  گرم در لیتر  یلیم 25/2حاویTDZ  گورم  میلوی  1و
گرم در لیتر سفوتاکسویم و  میلی 322( حاوی BAPدر لیتر 

هوا  گرم در لیتر هیگرومایسین منتقل شدند. کشوت میلی 32
به مد، چهار هفته در محیط کشت گزینشی نگهداری و هر 
دو هفته یک بار واکشت شدند. پس از چهوار هفتوه، صوفا،    

زایوی  کوالوس و درصود جنوین    زایوی، وزن تور  درصد کالوس
-های حاوی جنوین برداری شد. ریزنمونهسوماتیکی یادداشت

های سوماتیکی مقاوم بوه هیگرومایسوین، بورای بواززایی بوه      
 TDZ ،1گرم در لیتور  میلی 25/2حاوی  MSمحیط کشت 

گوورم در لیتووور  میلووی  BAP ،152گوورم در لیتوور   میلووی 
ین منتقول  گرم در لیتور هیگرومایسو  میلی 15سفوتاکسیم و 

شدند و به مد، چهار هفته در آن نگهداری و هور دو هفتوه   
یک بار واکشت شودند. بعود از چهوار هفتوه، صوفا، درصود       

هوای مقواوم بوه هیگرومایسوین     زایی و تعوداد گیاهچوه  ساقه
هووای مقوواوم بووه   بوورداری شوود. سووپس سوواقه  یادداشووت

 MSزایی روی محویط کشوت   منظور ریشه هیگرومایسین به
منتقل شدند و پوس از   IBAگرم در لیتر میلی 43/1حاوی 

و فراوانی تراریختوی   +GUSهای چهار هفته درصد گیاهچه
 با استفاده از معادله زیر به دست آمد.

122 × (TE/TShygR )× 
(TShygR/TSTransformedدرصد فراوانی تراریختی = ) 

هوای  تعوداد گیاهچوه   TSTransformedدر این معادلوه،  
GUS+، TShygR هوووای مقووواوم بوووه تعوووداد گیاهچوووه

 ها است.تعداد کل ریزنمونه TEهیگرومایسین و 

 تأیید انتقال ژن

 PCRژنومی و  DNAاستخراج 

و تولیوود  hptIIو   gusAهووایبررسووی تأییوود انتقووال ژن 
موراز   ای پلیهای تراریخت با استفاده از واکنش زنجیرهگیاهچه

(PCR انجام شد. بوه )    منظوور انجوامPCR    ابتودا اسوتخرا ،
DNA های برگ گیاهان تراریخت احتموالی و  ژنومی از نمونه

( 2211گیاهان شاهد به روش حیودری جواپلقی و همکواران )   
 .  (Japelaghi et al., 2011)صور، گرفت 

با اسوتفاده از   PCRژنومی، واکنش  DNAبعد از استخرا  
 virGو  hptII ،gusAهووای آغازگرهووای اختصاصووی ژن 

 74مراز با دمای ای پلی(. واکنش زنجیره1انجام شد )جدول 
دقیقه برای واسرشوتگی اولیوه و    3گراد به مد، درجه سانتی

شد. شورایط در  ریزی صور، زیر برنامه چرخه حرارتی، به 35
گوراد بوه مود،    درجه سانتی 74هر چرخه برای واسرشتگی 

 1گوراد بوه مود،    درجوه سوانتی   54ثانیه، دمای اتصال  32
دقیقه و  1گراد به مد، درجه سانتی 42دقیقه، دمای تکثیر 
دقیقوه   12گراد به مد، درجه سانتی 42دمای تکثیر نهایی 

موراز،  پلوی  ایبود. محصول حاصل از تکثیر واکونش زنجیوره  
 ( مورد بررسی قرار گرفت.w/vدرصد ) 2/1روی ژل آگارز 

 آغازگرهای مورد استفاده در این مطالعه : توالی1جدول 

 منبع (5→´3´توالی آغازگر ) آغازگر

gusA 
gusF: ATACCGAAAGGTTGGGCAGG 

 (2218حیدری چابلقی و همکاران )

gusR: ATAACGGTTCAGGCACAGCA 

hptII 
hptF: CTATTTCTTTGCCCTCGGAC 

hptR: AAGCCTGAACTCACCGCGAC 

virg virgF: CATTTTCGTCATCCGCGGTC 
virgR: CAGTTGAGGGCTTGACGGAT 

 RT-PCRو  cDNA، سنتز RNAاستخراج 

بر اساس روش حیدری جواپلقی و همکواران    RNAاستخرا  
 RNA( صووور، گرفووت. بعوود از اسووتخرا ، رسوووا  2218)

وشو داده شود و در آا مقطور اسوتریل     حاصل با اتانول شست

حجم آا مقطر، محلوول لیتویم    3/2حل شد. سپس به مقدار 
مولار اضافه و محتوای میکروتیوا به مد، یک شب  8کلراید 

د نگهووداری شوود. محتوووای  گوورادرجووه سووانتی 4در دمووای 
دقیقوه   32گراد به مود،  درجه سانتی 4میکروتیوا در دمای 

دور در دقیقووه سووانتریفوژ شوود و پووس از  14222بووا سوورعت 
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 42میکرولیتور اتوانول    222-122حذف محلول رویی مقودار  
درجوه   4درصد سرد به رسوا حاصل اضافه شود و در دموای   

دور در دقیقوه   14222دقیقه با سرعت  5گراد به مد، سانتی
 RNAآراموی حوذف شود. رسووا      سانتریفوژ و مایع رویی به

حاصل بعد از خشک شدن در هوای اتاق، با آا مقطر استریل 
منظوور   گراد نگهداری شد. بهدرجه سانتی -22حل و در دمای 

 RNAی هوووا نمونوووهژنوووومی موجوووود در  DNAحوووذف 
حاصوول بووا آنووزیم دئوکسووی  RNA، مخلوووط شووده اسووتخرا 

 12اولیوه ) RNA تیمار شد. برای ایون منظوور،    Iکلئاز ریبونو
میکرولیتور بوافر تیموار     2میکروگرم در میکرولیتر( بوه هموراه   

 DNase I (522میکرولیتوور  DNase I (×12 ،)5 یمآنووز
میکرولیتور   22واحد( و آا مقطور اسوتریل بوا حجوم نهوایی      

گوراد  درجوه سوانتی   34ساعت در دموای   1ترکیب و به مد، 
یزوآمیول الکول(   ا) میکرولیتر کلروفرم 22د. سپس نگهداری ش

 14222دقیقوه بوا سورعت     5به میکروتیوا اضافه و به مد، 
یرفعوال  غ DNase Iیم آنزیفیوژ گردید تا سانتردور در دقیقه 

شود. در نهایت، محلول رویوی بوه تیووا جدیود منتقول و در      
ی شود. بورای بررسوی    نگهودار  گوراد  یسوانت درجه  -82فریزر 

شووده، از نووانودرا  و   اسووتخرا  RNAکمیووت و کیفیووت  
 درصد استفاده شد. 5/1الکتروفورز با ژل آگارز 

میکرولیتر طبع مراحل زیور   22با حجم نهایی  cDNAسنتز 
 صور، گرفت:

کل استخرا   RNAمیکروگرم در میکرولیتر  3مقدار  .1

صی از لیتری منتقل و مقدار مشخمیلی 2/2شد، به تیوبی 

کل( به آن  RNAآا مقطر استریل )بر اساس مقدار 

 dT (1میکرولیتر آغازگر الیگو  2اضافه گردید. سپس 

واحد( به محتوای تیوا اضافه و مخلوط حاصل ابتدا به 

گراد و سپس به درجه سانتی 42دقیقه در دمای  5مد، 

 دقیقه روی یخ قرار داده شد. 5مد، 

 4مولار( و  یلیم 22) dNTPمیکرولیتر  2مقدار  .2

( به 1×میکرولیتر بافر آنزیم ترانس کریپتاز معکوس )

 5مخلوط واکنش اضافه و محتوای میکروتیوا به مد، 

گراد نگهداری شد. سپس درجه سانتی 34دقیقه در دمای 

 تیوا بلافاصله روی یخ انتقال داده شد.

 222میکرولیتر آنزیم ترانس کریپتاز معکوس ) 1مقدار  .3

ب، لوط واکنش اضافه و بعد از ترکیواحد( به مخ

درجه  42دقیقه در دمای  42مخلوط واکنش به مد، 

 گراد قرار داده شد.سانتی

توقر فعالیت آنزیم ترانس کریپتاز معکوس،  برای .4

دقیقه در حمام آا گرم  12مخلوط واکنش به مد، 

 گراد قرار داده شد.درجه سانتی 42با دمای 

5. cDNA  برایگراد  سانتی درجه -82سنتز شده در فریزر 

 مطالعا، بعدی نگهداری شد.

سوونتز شووده توسووط آنووزیم توورانس کریپتوواز  cDNAرشووته 
عنووان رشوته الگوو در واکونش      ، بهdTمعکوس و آغازگر الیگو 

RT-PCR     مورد استفاده قورار گرفوت. واکونشRT-PCR 
-با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن PCRمطابع واکنش 

(؛ بوا ایون   1انجام شود )جودول    virGو  hptII ،gusAهای 
عنووان رشوته    به cDNAژنومی از  DNAجای  تفاو، که به 

روی  RT-PCRالگو استفاده شد. محصول حاصل از واکونش  
 ( مورد بررسی قرار گرفت.w/vدرصد ) 2/1ژل آگارز 

 GUSتجزیه و تحلیل هیستوشیمیایی 

هوای  در گیاهچوه  gusAآنالیز هیستوشویمیایی بیوان ژن   
 ,Jefferson)تراریخت احتمالی طبع روش زیر انجام شد 

های تراریخت احتموالی و شواهد بوه    . برگ گیاهچه(1987
گوراد در بوافر   درجوه سوانتی   34ساعت در دمای  42د، م

مولار  میلی NaPO4 (2/4 pH ،)22مولار  میلی 52حاوی 
EDTA (2/8 pH تریتووون ،)122-X 1/2  ،522درصوود 

-دی-بتوا -اینودول -3-کلورو -4-بروموو -5لیتر گرم در میلی

درصد قرار داده شودند.   22( و متانول X-gluc) کلرونیداز
منظوور حوذف کلروفیول،     ، بوه X-glueآمیزی پس از رنگ

درصود قورار داده شودند و بیوان ژن      42ها در اتوانول  برگ
GUS برداری گردید. عکس 

 تجزیه و تحلیل آماری

با توجه به سویه باکتری، نوع ریزنمونوه و روش تراریختوی،   
صور، فاکتوریل در قالب طرح کاملا  تصادفی در  آزمایش به

هوای مختلور   شوامل سوویه  سه تکرار انجام شد. فاکتورهوا  
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(، GV3101و  LBA4404T ،EHA105بوووووواکتری )
ریزنمونووووه )بوووورگ و دمبوووورگ( و روش تراریختووووی   

و  گرواینجکشوووون، اگرواینفکشوووون، اگرواینوکولیشوووون)ا
اگروسونیکیشن( بود. تجزیه و تحلیل آماری بوا اسوتفاده از   

منظوور   صور، گرفت. بوه  IBM SPSS Ver.27افزار نرم
هوا از آزموون   بوین میوانگین   ن تفواو، دار بودمقایسه معنی

 درصد استفاده شد. 5ای دانکن در سطح احتمال چنددامنه

 نتایج

ها سازی انتقال ژن به گیاه بنگدانه، ریزنمونهمنظور بهینه به
، LBA4404هوای  کشوت بوا سوویه   سه روز پس از پویش 

GV3101  وEHA105 فسوینس بوه   آگروباکتریوم تومه
گرواینوکولیشن، اگرواینجکشون و  های اگرواینفکشن، اروش

ها به اگروسونیکیشن تلقیح شدند. پس از سه روز، ریزنمونه
گرم در لیتر میلی 25/2حاوی  MSمحیط کشت گزینشی 

TDZ ،1 گرم در لیتر میلیBAP ،322 گرم در لیتر میلی
گرم در لیتر هیگرومایسین منتقل و میلی 32سفوتاکسیم و 

هوا  بیوتیکدند و غلظت آنتیهر دو هفته یک بار واکشت ش
 (.2مرور کاهش داده شد )شکل  نیز به

تأثیر سویه باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی برر  

 زاییکالوس

هوای  با بررسی تأثیر سویه بواکتری، نووع ریزنمونوه و روش   
مختلر تراریختی بر تولید گیاهچه تراریخت مشوخص شود   

هوا و  شده با سویه تلقیحهای برگ و دمبرگ که در ریزنمونه
زایوی بوا   روز کالوس 14های مختلر، تراریختی بعد از روش

ها آغاز گردید. نتایج حاصل از تجزیوه  متورم شدن ریزنمونه
زایی و وزن تور کوالوس   واریانس نشان داد که درصد کالوس

باکتری، نوع ریزنمونه و  داری تحت تأثیر سویهطور معنی به
رفت. همچنوین بوین اثورا، متقابول     روش تراریختی قرار گ

روش  ×نوووع ریزنمونووه، سووویه بوواکتری   ×سووویه بوواکتری 
روش تراریختوی و اثور متقابول     ×تراریختی، نوع ریزنمونوه  

روش  ×نوووع ریزنمونووه  ×جانبووه بووین سووویه بوواکتری  سووه
زایوی و وزن تور کوالوس    تراریختی، از نظور درصود کوالوس   

صد وجود دارد داری در سطح احتمال یک دراختلاف معنی
 (.2)جدول 
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 آگروباکتریوم. LBA4404های برگ و دمبرگ بنگدانه توسط سویه های مختلر تلقیح به ریزنمونه: مراحل انتقال ژن با استفاده از روش2شکل 

 زایی و باززایی بنگدانهسویه باکتری و روش تراریختی بر کالوس: تجزیه واریانس تأثیر نوع ریزنمونه، 2جدول 

 منابع تغییر
درجوووووه 

 آزادی

 میانگین مربعا،

 وزن تر کالوس زاییدرصد کالوس
زایوی  درصد جنین

 سوماتیکی
 زاییدرصد ساقه

 2 ** 13/4544 ** 54/1432443 ** 24/7152 ** 35/1732 (Sسویه )

 1 ** 48/443 ** 12/442341 ** 22/343 * 12/12 (Eریزنمونه )

 3 * 23/8 ** 44/244573 ** 38/412 ** 47/52 (Tروش تراریختی )

S × E 2 ** 87/233 ** 54/444211 ** 22/343 ** 12/12 

S × T 4 ** 22/144 ** 77/242144 ** 38/412 ** 47/52 

E × T 3 ** 23/424 ** 41/247472 ** 14/1282 ** 78/431 

S × E × T 4 ** 25/474 ** 35/244117 ** 14/1282 ** 78/431 

 444/1 215/5 455/1347 452/2  خطا

 17/23 84/17 34/22 24/14 ضریب تغییرا، )%(

 درصد. 5دار در سطح احتمال درصد، * معنی 1دار در سطح احتمال معنی**        
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سوووماتیکی و بوواززایی زایووی زایووی، جنووینمراحوول کووالوس
نشوان داده شوده اسوت. بوا      3تراریخت در شوکل   گیاهچه

های مختلر از ها و روشها، ریزنمونهمقایسه میانگین سویه
زایووی مشووخص شوود کووه بیشووترین درصوود  نظوور کووالوس

، ریزنمونوه دمبورگ و   LBA4404زایوی در سوویه    کالوس
 28/25ترتیب با میوانگین   ، بهاگرواینفکشنروش تراریختی 

درصد به دست آمد )شوکل   32/12درصد و  71/11درصد، 
ترتیوب   (. بیشترین و کمترین مقدار وزن تر کالوس نیز به4

گووورم در هووور میلوووی LBA4404 (44/444در سوووویه 
گرم در هر ریزنمونوه(  میلی 45/3)  GV3101ریزنمونه( و

های حاصول از مقایسوه میوانگین    مشاهده شد. بررسی داده

زایوی  ا اینکوه بیشوترین مقودار کوالوس    ها نشان داد بو داده
 اموا درصد( اسوت،   71/11های دمبرگ )مربوط به ریزنمونه

طور میانگین وزن تر کالوس بیشوتری   های برگ به ریزنمونه
گرم در هر ریزنمونه( را به خوود اختصواص   میلی 14/244)

دادند؛ علاوه بر این، توأثیر نووع روش تراریختوی در ایجواد     
زایی و وزن تر کوالوس نیوز   د کالوسحداکثر و حداقل درص

شوده بوا روش    های تلقیحطوری که ریزنمونه متفاو، بود؛ به
درصود(   32/12زایی )بیشترین درصد کالوس گرواینفکشنا

هوای حاصول بعود از اسوتفاده از     را نشان دادند؛ اما کوالوس 
 ، بیشوترین وزن تور کوالوس   اگرواینجکشنروش تراریختی 

 (.4ریزنمونه( را داشتند )شکل گرم در هر میلی 54/312)

 

 
هفته  8 ییباززاقیح، ،( هفته پس از تل 4هفته پس از تلقیح،  ( باززایی  4زایی هفته پس از تلقیح. ا( جنین 2زایی تراریخت. الر( کالوس زایی سوماتیکی و باززایی گیاهچهزایی، جنین: کالوس3شکل 

 هفته پس از تلقیح. 12پس از تلقیح و ث( گیاهچه تراریخت 

   
 زایی و وزن تر کالوس بنگدانه.: تأثیر سویه باکتری )الر(، نوع ریزنمونه )ا( و روش تراریختی ) ( بر کالوس4شکل 

 

نووع ریزنمونوه و    مقایسه میانگین اثرا، متقابل بین سوویه، 
زایی در روش تلقیح نیز نشان داد که حداکثر درصد کالوس

و  LBA4404های دمبرگ با سویه نتیجه تلقیح ریزنمونه
و حداکثر وزن تور   38/52با میانگین  اگروسونیکیشنروش 

شوده بوا سوویه     هوای بورگ تلقویح   کالوس نیز در ریزنمونوه 
LBA4404  33/1443با میوانگین   اگرواینجکشنو روش 

 (.3گرم در هر ریزنمونه به دست آمد )جدول میلی

تأثیر سویه باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی برر  

 زایی سوماتیکی و باززاییجنین

هوای  هوا بوه محویط بواززایی، جنوین     پس از انتقال کالوس
سوماتیکی مقواوم بوه هیگرومایسوین تشوکیل شودند و توا       

هوای  د. درصد کوالوس باززایی کامل به رشد خود ادامه دادن
داری تحوت توأثیر   طوور معنوی   زا و درصد باززایی بوه جنین

سویه باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی قورار گرفوت؛   
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جانبوه سوویه    علاوه بر این، بین اثرا، متقابل دوجانبه و سه
باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی نیز از نظور درصود   

داری زایی، اختلاف معنوی زایی سوماتیکی و درصد بازجنین
 (.2در سطح احتمال یک درصد مشاهده شد )جدول 

هووا نشووان داد کووه نتوایج حاصوول از مقایسووه میوانگین داده  
شوده بوا    های تلقویح زایی سوماتیکی فقط در ریزنمونهجنین
درصد مشاهد شود،   82/33با میانگین  LBA4404سویه 

دیگور  شوده بوا دو سوویه     های تلقویح ریزنمونه کهدر حالی 
GV3101  وEHA105 زایووی نداشووتند  ، هوویج جنووین

 الر(. - 5)شکل 

با مقایسه میانگین ریزنمونه برگ و دمبرگ از نظور درصود   
زایی نیز مشخص شد با اینکوه بیشوترین   زایی و ساقهجنین

درصووود در  52/13زایوووی بوووا میوووانگین درصووود جنوووین
هوای سووماتیکی   های دمبرگ ظاهر شد، اما جنین ریزنمونه
های برگ بیشتر به مرحله بواززایی  کردند در ریزنمونهرشد 

درصود( را بوه    54/5زایوی ) رسیدند و بیشترین درصد ساقه
ا(. نووع روش تراریختوی    - 5خود اختصاص دادند )شکل 

زایووی و نیووز در ایجوواد حووداکثر و حووداقل درصوود جنووین  
زایووی زایووی متفوواو، بووود. بیشووترین درصوود جنووین  سوواقه

 ترتیب در نتیجه اسوتفاده از روش  به زاییسوماتیکی و ساقه
درصود و   44/4و  22/14با میانگین  اگرواینوکولیشنتلقیح 

زایوی در روش  زایی سوماتیکی و ساقهکمترین درصد جنین
و  54/5بوا میوانگین    اگرواینفکشون و  اگرواینجکشون تلقیح 
 (. بوا بررسوی اثور     - 5درصد به دست آمد )شوکل   48/2

های دمبورگ  خص شد که ریزنمونهجانبه نیز مش متقابل سه
، اگرواینوکولیشنبه روش  LBA4404شده با سویه  تلقیح

هوای  درصد( و ریزنمونه 44/84) ییزابیشترین درصد جنین
بووه روش  LBA4404شووده بووا سووویه   دمبوورگ تلقوویح 
درصد(  33/34زایی )، بیشترین درصد ساقهاگروسونیکیشن

 (.3را داشتند )جدول 

 

 

 

 

 

 

 زایی بنگدانهزایی و ساقه: مقایسه میانگین اثرا، متقابل نوع ریزنمونه، سویه باکتری و روش تراریختی بر کالوس3جدول 

سویه 

 باکتری

ریزنمو

 نه
 زایی )%(کالوس روش تراریختی

 وزن تر کالوس

گرم در هر )میلی

 ریزنمونه(

زایی سوماتیکی جنین

 زایی )%(ساقه )%(

L
B

A
4

4
0

4
 

 برگ

 b 23/4 ± 84/42 b 41/112 ± 33/423 b 87/2 ± 33/58 c 87/2 ± a 44/14 اگرواینفکشن

 e 82/2 ± 52/7 d 22/25 ± 22/322 e 87/2 ± 44/14 c 87/2 ± 44/14 اگرواینوکولیشن

 c 11/3 ± 43/21 a 51/132 ± 33/1443 d 44/4 ± 33/33 a 87/2 ± 33/33 اگرواینجکشن

 f 58/2 ± 43/4 f 22/1 ± 22/134 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 d 14/2 ± 17/14 e 53/34 ± 44/221 d 44/5 ± 33/33 d 22/2 ± 22/2 اگرواینفکشن

 b 24/3 ± 84/42 ef 28/13 ± 33/144 a 44/5 ± 44/84 b 87/2 ± 33/23 اگرواینوکولیشن

 d 22/2 ± 27/14 ef 22/12 ± 22/142 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینجکشن

 a 82/2 ± 38/52 ef 44/34 ± 22/182 c 72/1 ± 22/42 a 15/1 ± 33/34 اگروسونیکیشن

E
H

A
1

0
5

 

 برگ

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینفکشن

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینوکولیشن

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینجکشن

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینفکشن

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینوکولیشن

 c 44/1 ± 15/17 g 22/5 ± 22/32 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینجکشن
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 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگروسونیکیشن

G
V

3
1

0
1

 

 برگ

 f 41/2 ± 44/4 c 41/12 ± 33/343 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینفکشن

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینوکولیشن

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینجکشن

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینفکشن

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینوکولیشن

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگرواینجکشن

 g 22/2 ± 22/2 g 22/2 ± 22/2 f 22/2 ± 22/2 d 22/2 ± 22/2 اگروسونیکیشن

 

    
 زایی بنگدانه.زایی سوماتیکی و ساقه: تأثیر سویه باکتری )الر(، نوع ریزنمونه )ا( و روش تراریختی ) ( بر جنین5شکل 

سویه باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی برر   تأثیر

 فراوانی تراریختی

های های مقاوم به هیگرومایسین، گیاهچهمنظور از گیاهچه
هوای سووماتیکی در محویط کشوت     حاصل از رشود جنوین  

بیوتیوک هیگرومایسوین اسوت کوه در نتیجوه       حاوی آنتوی 
 MSهای سووماتیکی روی محویط کشوت    قرارگیری جنین

گورم در  میلوی  1و  TDZگورم در لیتور   میلی 25/2حاوی 
گرم در لیتر سفوتاکسویم و  میلی 152به همراه  BAPلیتر 
کننود.  گرم در لیتر هیگرومایسین، تولید ساقه میمیلی 15

با بررسی تأثیر سویه باکتری، نوع ریزنمونوه و روش تلقویح   
شده با سویه  های برگ تلقیحمشخص شد که تنها ریزنمونه

LBA4404 و  اگرواینوکولیشن، اگرواینفکشنهای و روش
شده بوا سوویه    های دمبرگ تلقیحو ریزنمونه اگرواینجکشن
LBA4404  اگروسونیکیشون و  اگرواینوکولیشون با روش ،

های مقاوم به هیگرومایسین تولید کردند. در حالی گیاهچه
ای در محیط کشت حاوی که در بقیه تیمارها هیج گیاهچه

تعداد  (.3تیک هیگرومایسین مشاهده نشد )جدول بیو آنتی

های مقاوم های حاصل در تیمارهای حاوی گیاهچهگیاهچه
بیشترین تعوداد   کهطوری  به هیگرومایسین متفاو، بود؛ به

گیاهچوه   11های مقاوم به هیگرومایسین با فراوانی گیاهچه
ریزنمونووه مووورد مطالعووه در نتیجووه تلقوویح     23از بووین 
بووه روش  LBA4404بوورگ بووا سووویه   هووایریزنمونووه

به دست آمد که بوا بررسوی هیستوشویمیایی     اگرواینفکشن
+GUS گیاهچوه مقواوم بوه     5ها مشخص شد که تنهوا  آن

بودند و فراوانی تراریختوی   GUSهیگرومایسین حامل ژن 
 (.4جدول درصد بود ) 44/21ها در آن

 تأیید تراریختی گیاه بنگدانه

هوای  بوه گیاهچوه   hptIIو   gusAهوای تأییود انتقوال ژن  
صور، گرفت. بورای   PCRتراریخت احتمالی با استفاده از 

های رشود کورده در   های برگ گیاهچهاین منظور، از نمونه
گرم در لیتر سفوتاکسیم و میلی 322محیط انتخابی حاوی 

گوورم در لیتوور هیگرومایسووین بوورای اسووتخرا    میلووی 32
DNA ،RNA  و سنتزcDNA (.4 استفاده شد )شکل 
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کیلو باز  1کش مولکولی  ( خطMهای تراریخت، گیاهچه RNAهای تراریخت و ا( الکتروفورز گیاهچه DNAهای تراریخت. الر( الکتروفورز حاصل از گیاهچه RNAو  DNA: ژل الکتروفورز 4شکل 

 های تراریخت.حاصل از گیاهچه RNAو  DNA( 3و  2، 1و 

 : تأثیر سویه باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی بر تراریختی بنگدانه4جدول 

 روش تراریختی ریزنمونه سویه باکتری
تعداد 

 ریزنمونه

های  داد گیاهچهتع

مقاوم به 

 هیگرومایسین

های تعداد گیاهچه
GUS

+ 

فراوانی تراریختی 

)%( 

LBA4404 

 برگ

 44/21 5 11 23 اگرواینفکشن

 22/2 2 1 21 اگرواینوکولیشن

 22/2 2 1 23 اگرواینجکشن

 22/2 2 2 21 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 22/2 2 2 21 اگرواینفکشن

 22/2 2 4 21 اگرواینوکولیشن

 22/2 2 2 21 اگرواینجکشن

 22/2 2 4 21 اگروسونیکیشن

EHA105 

 برگ

 22/2 2 2 21 اگرواینفکشن

 22/2 2 2 21 اگرواینوکولیشن

 22/2 2 2 21 اگرواینجکشن

 22/2 2 2 21 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 22/2 2 2 21 اگرواینفکشن

 22/2 2 2 21 اگرواینوکولیشن

 22/2 2 2 21 اگرواینجکشن

 22/2 2 2 21 اگروسونیکیشن

GV3101 

 برگ

 22/2 2 2 21 اگرواینفکشن

 22/2 2 2 21 اگرواینوکولیشن

 22/2 2 2 21 اگرواینجکشن

 22/2 2 2 21 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 22/2 2 2 21 اگرواینفکشن

 22/2 2 2 21 اگرواینوکولیشن

 22/2 2 2 21 اگرواینجکشن

 22/2 2 2 21 اگروسونیکیشن
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DNA  کل وcDNA های بورگ بعود از   حاصل از نمونه
 PCRبررسی کیفیت روی ژل آگارز، برای انجام واکونش  

و  gusA توسووط آغازگرهووای اختصاصووی  RT-PCRو 
hptII  مورد استفاده قرار گرفت. محصول حاصل از تکثیر

مراز در دمای بهینه، روی ژل آگارز ای پلیواکنش زنجیره
هووای موورد بررسووی قوورار گرفوت. انتقووال و بیووان ژن   5/1

gusA  وhptII های تراریخوت احتموالی   به ژنوم گیاهچه
جفوت بواز و    1182هایی به طول ترتیب با حضور قطعه به

هویج   کوه (، در حوالی  4أیید شد )شکل جفت باز ت 1274

هوای  جفت بواز( در گیاهچوه   482) virGباندی برای ژن 
تراریخت احتمالی مشاهده نشد که این امر بیانگر انتقوال  

و عوودم  hptIIو  gusAهووای و در نتیجووه، تکثیوور ژن 
های تراریخت با اگروباکتریوم است. تکثیر آلودگی گیاهچه

های قال ژن در گیاهچهدهنده صحت انت قطعا، فوق نشان
هوای غیرتراریخوت   تراریخت بود، در حالی که در گیاهچه

برای قطعا، فوق هیج باندی مشاهده نشد. نتایج حاصول  
 4الر و  - 4ترتیب در شکل  از صحت انتقال و بیان ژن به

 ا آورده شده است. -

 

 
و ا( الکتروفورز محصول حاصل از  PCR. الر( الکتروفورز محصول حاصل از virGو  hpt ،gusAبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی  RT-PCRو  PCR: ژل الکتروفورز محصول حاصل از 4شکل 

RT-PCR .Mکنترل منفی: بدون 1کیلو باز(:  1کش مولکولی ) ( خط )DNA  الگو در واکنشPCR ،2 کنترل مثبت: ناقل )pCAMBIA1304  در واکنشPCR ،3شده با  ( شاهد: گیاه تراریخت
.pCAMBIA1304شده با آگروباکتریوم حاوی ناقل  ( گیاه تراریخت8و  4، 4، 5، 4و  pCAMBIA1304آگروباکتریوم فاقد ناقل 

 GUSآنالیز هیستوشیمیایی 

گزینشوی حواوی    های رشود کورده روی محویط   گیاهچه
موورد   gusAمنظور بررسوی بیوان ژن    هیگرومایسین به

های بورگ  بررسی هیستوشیمیایی قرار گرفتند. ریزنمونه
، بورای حوذف کلروفیول در    X-glueآمیزی بعد از رنگ
 GUSدرصوود قوورار گرفتنوود و بیووان ژن     42اتووانول 
 11برداری شد. نتایج حاصل نشان داد که از بوین   عکس

گیاهچوه بوه    5گیاهچه مقاوم بوه هیگرومایسوین، تنهوا    
-پاسخ مثبت دادند و حاوی رنوگ  X-glueآمیزی رنگ

در گیاهوان فاقود ناقول     کههای آبی بودند، در حالی دانه
عنوان شاهد هیج فعالیتی  به pCAMBIA1304بیانی 

(. گیاهچه حواوی  8)شکل  مشاهده نشد GUSبرای ژن 
های برگ بوا سوویه   در نتیجه تلقیح ریزنمونه GUSژن 

LBA4404 به روش اگرواینفکشن حاصل شد 

 .
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های برگ گیاه بنگدانه. الر( ریزنمونه در ریزنمونه GUS: بررسی هیستوشیمیایی +8شکل 

-های برگ تراریخت پس از رنگ  و ،( ریزنمونه برگ شاهد، ا( ریزنمونه برگ غیرتراریخت،

 و حذف کلروفیل. X-glueآمیزی با 

 بحث

واسطه آگروباکتریوم به دلیل دسترسی آسان،  انتقال ژن به
بیان پایودار ژن، امکوان ادغوام و در  دقیوع قطعوه ژنوی،       
امکان انتقال تعداد کپوی کوم و احتموال بوروز خاموشوی      

عنوان تکنیکی رایج برای اصلاح ژنتیکی در اکثر  پایین، به
 ,.Hesami et al)های گیاهی شناخته شده اسوت   گونه

ای بوورای یافتووه . در حقیقووت، هوویج روش سووازمان(2023
واسووطه آگروبوواکتریوم   تراریختووی گیاهووان دارویووی بووه  

بوا بررسوی عوامول     ؛ اموا فسینس در دسترس نیسوت  تومه
توان پروتکول مناسوبی بورای    اصلی مؤثر بر تراریختی می

زیادی تراریختی گیاهان با کارایی بالا معرفی کرد. عوامل 
نظیر نوع ریزنمونه، سوویه بواکتری، مود، زموان تلقویح،      

 کشووتی، نوووع و غلظووت روش تلقوویح، موود، زمووان هووم 
های رشد گیاهی و غیوره، بور بهبوود کوارایی     کننده تنظیم

 & Ebrahimzadegan)تراریختووی مووؤثر هسووتند  

Maroufi, 2022)هوا در  هکاری ریزنمونو  . در کل، دست
هوای گیواهی بورای    شرایط آزمایشوگاهی، قابلیوت سولول   

و در نتیجوووه، فراوانوووی بووواززایی و  T-DNAدریافوووت 
دهوود هووای گیوواهی را افووزایش مووی  تراریختووی، سوولول 

(Ziemienowicz, 2014). 

در این مطالعه، تأثیر سویه باکتری، نوع ریزنمونوه و روش  
واسووطه  تلقوویح بوور کووارایی تراریختووی گیوواه بنگدانووه بووه 

 فسینس مورد بررسی قرار گرفت. سویهآگروباکتریوم تومه
ترین عوامول موؤثر    فسینس یکی از مهمآگروباکتریوم تومه

های مختلور  طوری که سویه بلیت تراریختی است؛ بهبر قا
کونش   زایی متفاو،، بسته به برهمتوانایی بیماری به دلیل

بین سویه بواکتری و گیواه میزبوان، توانوایی متفواوتی در      
؛ علاوه بر (Zhang et al., 1997)تراریختی گیاه دارند 

های مختلور در خوود گیواه نیوز     کنش پروتئین این، برهم
-، هودف T-DNAنقش مهمی در فرایند انتقال و ادغوام  

ای، پایداری و بیان ژن و پاسخ دفواعی گیواه   گیری هسته
. در ایووون مطالعوووه  (Ziemienowicz, 2014)دارد 

پاسوخ   LBA4404شده بوا سوویه    های تراریختگیاهچه
-شده با سوویه  های تلقیحرشدی بهتری نسبت به گیاهچه

داشووتند. در نتیجووه، بووه  GV3101و  EHA105هووای 
بهتورین سوویه بورای      LBA4404رسود سوویه   نظر می

انتقوال ژن بوه گیواه بنگدانوه باشود. در مطالعوه حیوودری       
( نیز مشخص شود کوه سوویه    2218چاپلقی و همکاران )

LBA4404 فسینس مؤثرتر از سوویه   آگروباکتریوم تومه
EHA105  وGV3101  عمل کرده و فراوانی تراریختی

دیگوور بووود مراتووب بیشووتر از دو سووویه  در ایوون سووویه بووه
(Heidari Japelaghi et al., 2018)  در بسویاری از .

ی بووا موفقیووت بوورا  LBA4404مطالعووا، نیووز سووویه  
هووای مختلوور گیوواهی اسووتفاده و باعوو  تراریختووی گونووه

 ,.Bakhsh et al)افووزایش فراوانووی تراریختووی شوود 

2014; Koetle et al., 2017) 

های مختلفی برای باززایی و تراریختی استفاده از ریزنمونه
-ونهکارایی باززایی و تراریختی در همه ریزنم اماشود؛ می

بنابراین، منبع ریزنمونه موورد اسوتفاده   ؛ ها یکسان نیست
هوای  تأثیر چشمگیری بر بهبود کوارایی بواززایی گیاهچوه   

های جووان  ریزنمونه کهطوری  تراریخت خواهد داشت؛ به
-های بالغ واکنش بهتری به تکنیکدر مقایسه با ریزنمونه

هوای  دهنود؛ چراکوه سولول   های کشت بافوت نشوان موی   
شده بایستی بتواننود شوون ناشوی از تیمارهوای      تراریخت

صوور، گیواه بوالغ بواززایی      تراریختی را بهبود دهند و بوه 
هووا، هووای مریسووتمی، کووالوسشوووند. از همووین رو، بافووت

های جوان، کوارایی  ها و برگهای نارس، نون ساقهجنین
 ,.Sood et al)بیشوتری در تراریختوی گیاهوان دارنود     

ای با تغییرا، شیشه . باززایی گیاه در شرایط درون(2011
نتیکی همراه اسوت  خاصی در الگوی بیان ژن و تنظیم اپی

که در نهایت منجر به تغییورا، فنووتیپی مختلفوی نظیور     
 Zhang)شود ها و قابلیت باززایی میشکل و اندازه برگ
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et al., 2020) علاوه بر سن ریزنمونه، موقعیت فیزیکی .
هوای  ریزنمونه نیز با توأثیر بور مقودار و ترکیوب هورموون     

زا، تا حدود زیادی پاسخ بافت به باززایی و تراریختی درون
بنابراین، منبع ریزنمونه موورد  ؛ دهدرا تحت تأثیر قرار می

بوور  توورین عواموول مووؤثرعنوووان یکووی از مهووم اسووتفاده بووه
 ,.Hesami et al)شوود  تراریختی در نظور گرفتوه موی   

-. در این مطالعه نیز با مقایسه توانوایی ریزنمونوه  (2023

زایی و باززایی مشخص شد های برگ و دمبرگ در کالوس
زایوی بهتوری   هوای دمبورگ توانوایی کوالوس    که ریزنمونه

هوا بوه   و اغلب کوالوس  های برگ دارندنسبت به ریزنمونه
اند. این امر بوه   سمت تشکیل جنین سوماتیکی پیش رفته

هوا  هوای تمایزنیافتوه در ریزنمونوه   دلیل فعال شدن سلول
های رشد راتی ریزنمونه در پاسوخ بوه   برنامه کهاست؛ چرا

شوند و فاکتورهای رونویسوی خواص    کشت بافت فعال می
جوددا   مربووط سرنوشوت سولولی را م    بوا ارسوال سویگنال   

 ;Ikeuchi et al., 2019)کننوود ریووزی موویبرنامووه

Kareem et al., 2015; Perez-Garcia & 
Moreno-Risueno, 2018; Sugimoto et al., 

هوای دمبورگ بوا    ؛ البته قابل رکر است ریزنمونوه (2019
زایی بهتوری نسوبت بوه    زایی و جنیناینکه قابلیت کالوس

های برگ داشتند، اما بعود از انتقوال بوه محویط     ریزنمونه
کشت باززایی، قابلیت رشد خود را از دست دادند. هموین  

هوای دمبورگ روی محویط    عامل باع  شد کوه ریزنمونوه  
خوبی رشد نکننود و در مقایسوه بوا     بیوتیک بهحاوی آنتی
های مقاوم بوه هیگرومایسوین   های برگ، گیاهچهریزنمونه

هوای سووماتیکی   کمتری تولید کننود. در نتیجوه، جنوین   
های برگ، مراحل تکمیل رشد خوود را  حاصل از ریزنمونه

هویج گیاهچوه    کهبهتر طی کردند و باززا شدند، در حالی 
هوای دمبورگ در    فاده از ریزنمونهتراریختی در نتیجه است

تووان گفوت در   بنوابراین، موی  ؛ گیاه مد نظر مشاهده نشد
های برگ سازی انتقال ژن به گیاه بنگدانه، ریزنمونهبهینه

کنند. لو و همکاران های دمبرگ عمل میبهتر از ریزنمونه
هوای بورگ بوه    ( نیز در نتیجه استفاده از ریزنمونه2224)

 Narcissus tazzetaیووزی در آم تراریختووی موفقیووت 
 .(Lu et al., 2007)دست یافتند 

مل فسوینس شوا  واسطه آگروبواکتریوم توموه   تراریختی به
های مختلفی نظیر اگرواینفکشن، نفور خلأ، امووا   روش

 ,.Indurker et al)هوا اسوت   فراصو، و سایر تکنیک

2010; Jan et al., 2016; Koetle et al., 

عنووان تنشوی غیرزنوده     . تیمار اموا  فراصو، به(2017
اثوورا، بیولوووژیکی زیووادی روی سوولول دارد. قوورار دادن 

تاه در معرض اموا  فراصو، در ها برای مد، کوریزنمونه
هوای کوچوک در   حضور آگروباکتریوم، باع  ایجاد زخوم 

شود و با افوزایش نفورپوذیری دیوواره و     بافت گیاهی می
غشای پلاسمایی، دسترسی و نفور آگروباکتریوم به عمع 

 ,.Koetle et al)بخشود  های هدف را بهبود میسلول

. توانوووایی امووووا  فراصوووو، بووورای انتقوووال    (2017
هوووا و بیوووان ژن خوووارجی در شووورایط  مووواکرومولکول

عنوووان روشووی  ای منجوور بووه تبوودیل آن بووه شیشووه درون
طوری که اموروزه   قدرتمند برای انتقال ژن شده است؛ به

های تراریخت مبتنی بور آگروبواکتریوم بوه کموک     روش
طور گسترده برای انتقوال ژن اسوتفاده    اصو، بهاموا  فر

 .(Huber & Pfisterer, 2000)شود می

در مطالعوووه حاضووور نیوووز از چهوووار روش تراریختوووی    
یشووون و اگرواینوکولیشووون، اگرواینجکشووون، اگروسونیک 

هوای بورگ و   اگرواینفکشن برای انتقوال ژن بوه ریزنمونوه   
-دمبرگ گیاه بنگدانه استفاده شد. با بررسوی توأثیر روش  

هووای هووای فوووق بوور تراریختووی مشووخص شوود ریزنمونووه
-شده با آگروباکتریوم توسط هر چهار روش، کالوس تلقیح

-زایی قابل قبولی داشتند؛ اما در برخی از تیمارها کالوس

زایوی و بواززایی بودنود و گیاهچوه     قابلیت جنوین  ها فاقد
-بیشترین مقودار سواقه   کهطوری  کاملی ایجاد نکردند؛ به

درصد  33/23و  33/33، 33/34ترتیب با میانگین  زایی به
هوووای اگروسونیکیشووون،  در نتیجوووه اسوووتفاده از روش 

اگرواینجکشن و اگرواینوکولیشن مشاهده شود. بوا اینکوه    
های فووق  در نتیجه استفاده از روشهای ایجاد شده ساقه
درصود(   44/14مراتوب بیشوتر از روش اگرواینفکشون )    به

هوای حاصول فاقود ژن بتاگلوکورونیوداز     بود، اما گیاهچوه 
(gusAبودند و تنها گیاهچه ) های حاصل بعد از تلقیح به

تولیوود  X-glueآمیووزی روش اگرواینفکشوون طووی رنووگ
تووان گفوت روش   موی بنوابراین،  ؛ های آبی کردنددانه رنگ
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اگرواینفکشن، روش مناسبی برای تراریختی گیاه بنگدانوه  
 LBA4404شوده بوا سوویه     های برگ تلقیحدر ریزنمونه

های دیگر کاربردی آگروباکتریوم است، در حالی که روش
های مورد ها و ریزنمونهدر تراریختی گیاه مد نظر با سویه

 استفاده ندارند.

وکولیشوون، اگرواینجکشوون و هووای اگرواینبوورخلاف روش
-اگروسونیکیشن، در روش اگرواینفکشن بوا اینکوه آلووده   

شوود، اموا   های برگ محدود میهای ریزنمونهسازی به لبه
شوده بوه روش اگرواینفکشون     هوای تلقویح  تنها ریزنمونوه 

هووای تراریخووت تولیوود کردنوود. احتمووالا  بوورش  گیاهچووه
کشون،  هوای اگرواینج کشت در روش ها طی پیشریزنمونه

اگرواینوکولیشن و اگروسونیکیشن باعو  کواهش کوارایی    
هووا شوود. در روش اگرواینفکشوون تراریختووی در ایوون روش

طور مستقیم با تیغ جراحی آلوده به باکتری  ها بهریزنمونه
راحتوی بوه    هوا بوه  شوند. در نتیجه، بواکتری  برش داده می

کنند و عمل انتقال ژن صوور،   های زخمی نفور میسلول
هوای  هوای ایجواد شوده در لبوه    گیرد. همچنوین زخوم  می
خورده باع  شوروع تقسویم سولولی، بهبوود اتصوال       برش

آگروباکتریوم به دیواره سلولی محل زخم، تولید ترکیبوا،  
های فعال بیولوژیکی و در نهایوت،   با سلول Virالقاکننده 

 ,Ziemienowicz)شوود  افزایش فراوانی تراریختی می

( 2218. در مطالعه حیدری چاپلقی و همکواران ) (2014
نیز مشخص شود کوه تراریختوی بوه روش اگرواینفکشون      

هوای اگرواینوکولیشون و اگرواینجکشون    کارآمدتر از روش
هوای مختلور توتوون در    است و کارایی تراریختی ژنوتیپ

 Heidari Japelaghi et)این روش بیشتر خواهد بود 

al., 2018) انود موفقیوت    . سایر مطالعا، نیز نشوان داده
شوده بوا روش اگرواینفکشون     سوازی گیاهوان تلقویح   آلوده

 . (Yıldırım et al., 2022)بیشتر است 

 گیرینتیجه

فسوینس  با بررسی توأثیر سوه سوویه آگروبواکتریوم توموه     
EHA105 ،GV3101  وLBA4404   حامووول ناقووول

pCAMBIA1304 های حاوی ژنgusA  وhptII   بوا
، گرواینوکولیشوووناسوووتفاده از چهوووار روش تراریختوووی ا

و اگروسونیکیشوون بوورای   گرواینجکشوون، اگرواینفکشوونا

هوای بورگ و دمبورگ    سازی انتقال ژن به ریزنمونوه بهینه
-گیاه بنگدانه، مشخص شد که در نتیجه تلقیح ریزنمونوه 

بوه روش اگرواینفکشون،    LBA4404های برگ با سویه 
مقاوم به هیگرومایسین به دسوت   بیشترین تعداد گیاهچه

نیز نشان داد که  GUSآید. بررسی هیستوشیمیایی + می
گیاهچه رشد کرده روی محیط کشوت حواوی    11از بین 
گیاهچوه حامول ژن    5بیوتیک هیگرومایسوین، تنهوا   آنتی

GUS  درصود بودنود. نتوایج     44/21با فراوانی تراریختی
ان نیز صحت انتقوال و بیو   RT-PCRو  PCRحاصل از 

 ژن مربوط را تأیید کرد.
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