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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: 

رای بی بهینه های ثانویه در گیاهان دارویی دارد. با اینکه روشبیوسنتزی و افزایش تولید متابولیت

ی بر ختی مبتنکاری عوامل مؤثر بر تراریدارویی بنگدانه ارائه نشده است، اما با دستتراریختی گیاه 

وان تست، میاهای مؤثر در تراریختی و اصلاح ژنتیکی فسینس که یکی از روشآگروباکتریوم تومه

ه ی بمنظور دستیابهای گیاهی را افزایش داد. در این مطالعه، بهفراوانی باززایی و تراریختی سلول

ریوم گروباکتآسویه  یی انتقال ژن به گیاه بنگدانه، سه فاکتور اصلیکاراپروتکلی کارآمد برای بهبود 

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

رار رسی قو اگروسونیکیشن( مورد بر گرواینجکشن، اگرواینفکشن، اگرواینوکولیشنتراریختی )ا

های ونهسازی شرایط مناسب برای انتقال ژن به بنگدانه مشخص شد که ریزنمبا بهینهگرفت. 

ترتیب دارای کولیشن بهبه روش اگروسونیکیشن و اگرواینو LBA4404شده با سویه دمبرگ تلقیح

 وشیمیاییآمیزی هیستاما نتایج حاصل از رنگ؛ زایی بودندزایی و جنینبیشترین درصد کالوس

gusA ل از های حاصهای 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 ادند و حاوی پاسخ مثبت د

ا به خود اختصاص درصد ر 74/21شترین درصد تراریختی با فراوانی های آبی بودند و بیدانهرنگ

اده از های تراریخت احتمالی با استفدر گیاهچه hptIIو  gusAهای دادند. صحت انتقال ژن

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

تیکی در روشی کارآمد برای تراریختی ژن توان بهسینس میفواسطه آگروباکتریوم تومهتراریختی به

 گیاه بنگدانه دست یافت.

1404-80-22:دریافت  

1405-30-17: بازنگری  

1405-04-23: پذیرش  
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 مقدمه

که با عنوووان  Hyoscyamus nigerبنگدانه با نام علمی 
هووای مهووم در شووود، یکووی از گونووههنبان نیز شناخته مووی
ویژه آسوویا، و در سراسوور جهووان، بووه خانواده سولاناسه است

. ایوون (Akbar, 2020)شود اروپا و شمال آفریقا، یافت می
یوودهای هیوسوویامین و گیاه به دلیل داشووتن تروپووان آلکالوئ

عنوان ای دارد و بووهاسکوپولامین، خواص دارویووی گسووترده
خوووابی، داروی سنتی در درمووان اسساسووم معووده، آسووم، بی

کننووده مویووعی مووورد حسبخش و بیدردهای عصبی، آرام
. بووه دلیوول (Dereli et al., 2022)گیرد استفاده قرار می

ی در زمینووه تولیوود اهمیت این ترکیبووا ، مطالعووا  وسوویع
انوودازهای کاری ژنتیکی و چشمهای ثانویه با دستمتابولیت

مرتبط با بیوسوونتز ترکیبووا  مختلوو  بوورای فووراهم کووردن 
 Morris)نیازهای صنعت کشاورزی صور  گرفتووه اسووت 

et al., 2021). 

های مختلفووی بوورای تراریختووی ژنتیکووی بووا تاکنون تکنیک
واسووطه کارایی بالا شناسایی شووده اسووت کووه انتقووال ژن به

های متووداول در تولیوود گیاهووان آگروباکتریوم یکی از روش
هووای مطلوووت اسووت. ایوون ژنتیکووی بووا ویژگووی شوودهاصلاح

تکنولوژی با استفاده از رویکردهای جدید مبتنی بوور کشووت 
هووای 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) تولیوود .
 Agrobacterumواسووووووطه گیوووووواه تراریختووووووه به

tumefaciens  اصول مکانیسم تراریختی طبیعووی گیوواه را
در انتقووال  زایووی بوواکتریکند و به توانایی بیماریتقلید می

ای از عواموول در گیوواه هووای خووارجی و طیوو  گسووتردهژن
. در (Pratiwi & Surya, 2020)میزبووان بسووتگی دارد 
فسوووینس تریوم توموووهواسوووطه آگروبووواککووول، تراریختوووی به

( تشووخیص سوویگنال حضووور 1مکانیسمی پیچیووده شووامل 
( پووردازش 2فسینس توسط گیاه میزبان، آگروباکتریوم تومه

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

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

فسینس تا کاربرد گسترده از زمان کش  آگروباکتریوم تومه
تعاموول  هووای متعووددی ازآن در بیوتکنولوژی گیاهی، جنبه

آن با گیاهان مورد بررسی قوورار گرفتووه اسووت. سوواگارباریا و 
( روشی کارآموود بوورای تراریختووی ژنتیکووی 2023همکاران )

گیاه  Mistisaفسینس در رقم واسطه آگروباکتریوم تومهبه
Solanum melongena L.  شناسوووایی کردنووود کوووه

درصوود بووود.  5/1ریزنمونه آلوده،  585راندمان باززایی برای 
ای پلیمووراز نتایج حاصل با بررسی مولکولی واکنش زنجیووره

 ,.Sagarbarria et al)نیووز مووورد تأییوود قوورار گرفووت 

( در نتیجووه 2023؛ علاوه بر این، گائو و همکوواران )(2023
واسووطه آگروبوواکتریوم بوورای اسووتفاده از روش انتقووال ژن به

حووداکثر  Qingshuiد که ارقام تراریختی یونجه نشان دادن
درصد( را داشتند، در حالی که بووازده  72میزان تراریختی )

 M. polymorphaو  M. falcataتراریختووی در ارقووام 
. رنگاسووامی (Gao et al., 2023)درصد بووود  64کمتر از 

ناسووب بوورای تراریختووی ( نیووز شوورایط م2024و همکاران )
واسطه آگروباکتریوم را در ارقام بوورنج بووا اسووتفاده از برنج به

با حداکثر توانایی  CRISPR-Cas9فناوری ویرایش ژنوم 
سووازی کردنوود و ترین زمووان ممکوون بهینووهباززایی در کوتاه

روز در  76نشان دادند که راندمان تراریختی حاصل بعوود از 
 97ترتیب )بووه Indicaبیشووتر از رقووم   Japonicaرقووم

. (Rengasamy et al., 2024)درصد( بووود  83درصد و 
واسووطه ( بووا اسووتفاده از تراریختووی به2024هو و همکاران )

هوووای خوووانواده هوموبووواکس آگروبووواکتریوم، عملکووورد ژن
(WOX در ژنوم تربچه را مورد بررسی قوورار دادنوود و )23 

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

et al., 2024)( با بررسی 2023. پورحبیبیان و همکاران )
زایی و سنتز تروپان آلکالوئیدها در گیاه بنگدانووه بووه کالوس

 1بووه همووراه  MSاین نتیجه رسوویدند کووه محوویط کشووت 
، BAPگوورم در لیتوور میلووی 1و  D-2,4گرم در لیتر میلی

های هیسوکوتیوول، منجوور علاوه بر القای کالوس در ریزنمونه
 10تووا  7تر و وزن خشووک بعوود از  دار وزنبه افزایش معنی

شود؛ علاوه براین، شرایط مذکور تووأثیر مثبتووی روی روز می
درصد(  2/69درصد( و اسکوپولامین ) 1/77تولید آتروپین )

. از آنجووایی کووه (Pourhabibian et al., 2023)داشت 
گیاهووان مختلوو  در شوورایط متفوواو  کووارایی تراریختووی 
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؛ میح  داد، رح  ی؛ قاس  م ل ،یگروس  ؛ به  رام ،یزنج  ان یملک  ؛ هیاحمدپور، رق /(Hyoscyamus niger) در بنگدانه ومیواسطه آگروباکتربه یختیترار سازینهیبه
 .نژاد، رضا یفرجام

دهنوود، در ایوون تحقیوو  سووعی یممتفوواوتی از خووود نشووان 
فسووینس، کردیم با انتخات سویه باکتری اگروباکتریوم تومووه

روش تلقیح و ریزنمونه مناسووب، بووه روشووی مطلوووت بوورای 
 یابیم.انتقال ژن به گیاه بنگدانه دست 

 هامواد و روش

-کننوودهبعد از به دست آوردن ترکیب محیط کشت و تنظیم

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

سووازی ای بهینووهشیشووهتراریختی این گیوواه در شوورایط درون
فسووینس منظور، از سه سویه آگروبوواکتریوم تومووهشد. به این 

(EHA105 ،GV3101  وLBA4404 حاموووول ناقوووول )
کووووووه حوووووواوی ژن  pCAMBIA1304ی پلاسوووووومید

عنوان ژن گزارشووووووگر و ( بووووووهgusAبتاگلوکورونیووووووداز )
عنوان ژن مقاومووت ( بووهhptIIهیگرومایسین فسفوترانسفراز )

و  CaMV35Sبیوتیک هیگرومایسووین بووا پروموووتر 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 شووب رشوود در محوویط سلول
 25گووورم در لیتووور کانامایسوووین و میلوووی 50موووایع، حووواوی 

 15، بووه موود  g3000گرم در لیتر ریفامسیسین با دور میلی
 ,.Heidari Japelaghi et al)دقیقووه سووانتریفوژ شوودند 

 6/0برابوور  OD600nm. رسوت باکتریایی حاصل با (2018
-میلووی 25/0حاوی  MSکشت مایع )به محیط کشت پیش

( حوواوی BAPگوورم در لیتوور میلووی 1و  TDZگرم در لیتر 
هووای میکرومولار استوسرینگون منتقوول شوود. ریزنمونووه 200

کشووت سوواعت پیش 72خووورده بعوود از برگ و دمبوورگ برش
گوورم میلووی 25/0حاوی  MSکشت جامد )روی محیط پیش

هووای ( بووا سووویهBAPگرم در لیتر میلی 1و  TDZدر لیتر 
فسینس تلقوویح داده شوودند. بوورای وباکتریوم تومهمختل  آگر

هووووای ایوووون منظووووور، از چهووووار روش مختلوووو  بووووه نووووام
وری در سوسسانسوویون باکتریووایی(، )غوطووه گرواینوکولیشوونا
سازی با تیغ جراحی آلوده بووه بوواکتری(، )آلوده گرواینفکشنا
)تزری  باکتری بووا سوورنگ( و اگروسونیکیشوون  گرواینجکشنا

وری در )تیموووار ریزنمونوووه بوووا اموووواو فراصوووو  و غوطوووه
 سوسسانسیون باکتری( استفاده شد. 

های برگ و دمبوورگ ، ابتدا ریزنمونهگرواینوکولیشندر روش ا
متووری بوورش خوردنوود و روی محوویط سووانتی 1×1به قطعا  

در کشووت شوودند. سوواعت پیش 72کشت مربوووب بووه موود  
طور جداگانووه شده بووهیهتههای باکتریایی ادامه، سوسسانسیون

هووای از قبوول های استریل منتقوول و ریزنمونووهدیش به پتری
دقیقووه بووا تکووان دادن محتوووای  30شده به مد  کشتپیش

دقیقووووه تلقوووویح داده شوووودند. در روش  10پتووووری هوووور 
صووور  کاموول های برگ و دمبوورگ به، ریزنمونهگرواینفکشنا

ساعت توسط تیغ جراحی آلوووده بووه  72و بعد از  شتکپیش
متووری بوورش داده شوودند. در سووانتی 1×1باکتری به قطعا  

هووا توسووط سوورنگ بووه رگبوورگ ، باکتریاگرواینجکشنروش 
 1×1خوووورده بوووه قطعوووا  هوووای از قبووول برشریزنمونوووه
متری، تزریووو  شووودند. در روش اگروسونیکیشووون، سوووانتی
کشت به محیط کشووت ز پیشخورده بعد اهای برشریزنمونه

ثانیه تحت تیمار امواو فراصووو   15تلقیح منتقل و به مد  
هووا در داخوول کیلوهرتز( قرار داده شدند. سسس ریزنمونه 37)

دقیقووه بووا تکووان دادن  30سوسسانسوویون بوواکتری بووه موود  
دقیقه تلقیح داده شوودند. شووایان  کوور  10محتوای پتری هر 

تفاده بوورای تراریختووی، در هر چهار روش مووورد اسوو کهاست 
میکرومووولار استوسوورینگون بووود.  200محیط تلقوویح حوواوی 

1]Commented [c :.بررسی شود 
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-شده مجووددار روی همووان محوویط پوویشهای تلقیحریزنمونه

درجووه  25±2ساعت در تاریکی و دمووای  72کشت به مد  
ها سه کشتی، ریزنمونهگراد قرار داده شدند. پس از همسانتی

گوورم در لیتوور میلووی 300بووار بووا آت مقطوور اسووتریل حوواوی 
وشو و به محوویط کشووت جاموود گزینشووی سفوتاکسیم شست

(MS  گرم در لیتر میلی 25/0حاویTDZ  گوورم میلووی 1و
گرم در لیتر سفوتاکسوویم و میلی 300( حاوی BAPدر لیتر 

هووا گرم در لیتر هیگرومایسین منتقل شدند. کشووتمیلی 30
به مد  چهار هفته در محیط کشت گزینشی نگهداری و هر 
دو هفته یک بار واکشت شدند. پس از چهووار هفتووه، صووفا  

زایووی زایووی، وزن توور کووالوس و درصوود جنوویندرصد کووالوس
-های حاوی جنووینبرداری شد. ریزنمونهسوماتیکی یادداشت

های سوماتیکی مقاوم بووه هیگرومایسووین، بوورای بوواززایی بووه 
 TDZ ،1گرم در لیتوور میلی 25/0حاوی  MSمحیط کشت 

گووورم در لیتووور میلوووی BAP ،150لیتووور گووورم در میلوووی
گرم در لیتوور هیگرومایسووین منتقوول میلی 15سفوتاکسیم و 

شدند و به مد  چهار هفته در آن نگهداری و هوور دو هفتووه 
یک بار واکشت شوودند. بعوود از چهووار هفتووه، صووفا  درصوود 

هووای مقوواوم بووه هیگرومایسووین زایی و تعووداد گیاهچووهساقه
هوووای مقووواوم بوووه بووورداری شووود. سوووسس سووواقهیادداشوووت

 MSزایی روی محوویط کشووت منظور ریشههیگرومایسین به
منتقل شوودند و پووس از  IBAگرم در لیتر میلی 63/1حاوی 

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

100 × (TE/TShygR )× 
(TShygR/TSTransformed درصد فراوانی = )تراریختی 

هووای تعووداد گیاهچووه TSTransformedدر ایوون معادلووه، 
GUS+ ،TShygR هوووای مقووواوم بوووه تعوووداد گیاهچوووه

 ها است.تعداد کل ریزنمونه TEهیگرومایسین و 

 تأیید انتقال ژن

 PCRژنومی و  DNAاستخراج 

و تولیووود  hptIIو   gusAهوووایبررسوووی تأییووود انتقوووال ژن
مووراز ای پلیواکنش زنجیره های تراریخت با استفاده ازگیاهچه

(PCRانجووام شوود. بووه ) منظور انجووامPCRاسووتخراو  ، ابتوودا
DNA های برگ گیاهان تراریخت احتمووالی و ژنومی از نمونه

( 2011گیاهان شاهد به روش حیوودری جوواپلقی و همکوواران )
 . (Japelaghi et al., 2011)صور  گرفت 

با اسووتفاده از  PCRژنومی، واکنش  DNAبعد از استخراو 
 virGو  hptII ،gusAهوووای آغازگرهوووای اختصاصوووی ژن

 94مراز با دمای ای پلی(. واکنش زنجیره1انجام شد )جدول 
ای واسرشووتگی اولیووه و دقیقه بر 3گراد به مد  درجه سانتی

ریزی شوود. شوورایط در صور  زیر برنامهچرخه حرارتی، به 35
گووراد بووه موود  درجه سووانتی 94هر چرخه برای واسرشتگی 

 1گووراد بووه موود  درجووه سووانتی 56ثانیه، دمای اتصووال  30
دقیقووه و  1گراد به مد  درجه سانتی 72دقیقه، دمای تکثیر 
دقیقووه  10گراد به موود  درجه سانتی 72دمای تکثیر نهایی 

مووراز، ای پلوویبود. محصول حاصل از تکثیوور واکوونش زنجیووره
 ( 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 

 (2018حیدری چابلقی و همکاران )

gusR: ATAACGGTTCAGGCACAGCA 

hptII 
hptF: CTATTTCTTTGCCCTCGGAC 

hptR: AAGCCTGAACTCACCGCGAC 

virg virgF: CATTTTCGTCATCCGCGGTC 
virgR: CAGTTGAGGGCTTGACGGAT 

 RT-PCRو  cDNA، سنتز RNAاستخراج 

بر اساس روش حیدری جوواپلقی و همکوواران  RNAاستخراو 
 RNA( صووور  گرفووت. بعووود از اسووتخراو، رسووووت 2018)

وشو داده شوود و در آت مقطوور اسووتریل حاصل با اتانول شست

حجم آت مقطر، محلووول لیتوویم  3/0حل شد. سسس به مقدار 
مد  یک شووب مولار ایافه و محتوای میکروتیوت به  8کلراید 

گووراد نگهووداری شوود. محتووووای درجووه سووانتی 4در دمووای 
دقیقووه  30گراد به موود  درجه سانتی 4میکروتیوت در دمای 

دور در دقیقووه سووانتریفوژ شوود و پووس از  14000بووا سوورعت 
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 70میکرولیتوور اتووانول  200-100حذف محلول رویووی مقوودار 
درجووه  4درصد سرد به رسوت حاصل ایافه شوود و در دمووای 

دور در دقیقووه  14000دقیقه با سوورعت  5گراد به مد  یسانت
 RNAآرامی حووذف شوود. رسوووت سانتریفوژ و مایع رویووی بووه

حاصل بعد از خشک شدن در هوای اتاق، با آت مقطر اسووتریل 
منظور گراد نگهداری شد. بووهدرجه سانتی -20حل و در دمای 

 RNAی هانمونووووهژنووووومی موجووووود در  DNAحووووذف 
حاصوول بووا آنووزیم دئوکسووی  RNAوب ، مخلووشوودهاستخراو

 10اولیووه )RNA تیمار شد. برای ایوون منظووور،  Iریبونوکلئاز 
میکرولیتوور بووافر تیمووار  2میکروگرم در میکرولیتر( بووه همووراه 

 DNase I (500میکرولیتوور  DNase I (×10 ،)5 یمآنووز
میکرولیتوور  20واحوود( و آت مقطوور اسووتریل بووا حجووم نهووایی 

گووراد درجووه سووانتی 37دمووای  ساعت در 1ترکیب و به مد  
یزوآمیوول الکوول( ا) میکرولیتر کلروفرم 20نگهداری شد. سسس 

 14000دقیقووه بووا سوورعت  5به میکروتیوت ایافه و به موود  
یرفعووال غ DNase Iیم آنزیفیوژ گردید تا سانتردور در دقیقه 

شود. در نهایت، محلول رویووی بووه تیوووت جدیوود منتقوول و در 
ی شوود. بوورای بررسووی نگهوودار گرادیسووانتدرجووه  -80فریووزر 

شووووده، از نووووانودرا  و استخراو RNAکمیووووت و کیفیووووت 
 درصد استفاده شد. 5/1الکتروفورز با ژل آگارز 

میکرولیتر طب  مراحل زیوور  20با حجم نهایی  cDNAسنتز 
 صور  گرفت:

کل استخراو  RNAمیکروگرم در میکرولیتر  3مقدار  .1

ز الیتری منتقل و مقدار مشخصی میلی 2/0شد، به تیوبی 

کل( به آن  RNAآت مقطر استریل )بر اساس مقدار 

 dT (1میکرولیتر آغازگر الیگو  2ایافه گردید. سسس 

 واحد( به محتوای تیوت ایافه و مخلوب حاصل ابتدا به

گراد و سسس به درجه سانتی 70دقیقه در دمای  5مد  

 دقیقه روی یخ قرار داده شد. 5مد  

 4مولار( و میلی 20) dNTPمیکرولیتر  2 مقدار .2

( به 1×میکرولیتر بافر آنزیم ترانس کریستاز معکوس )

 5مخلوب واکنش ایافه و محتوای میکروتیوت به مد  

 گراد نگهداری شد. سسسدرجه سانتی 37دقیقه در دمای 

 تیوت بلافاصله روی یخ انتقال داده شد.

 200معکوس ) میکرولیتر آنزیم ترانس کریستاز 1مقدار  .3

ب، واحد( به مخلوب واکنش ایافه و بعد از ترکی

درجه  42دقیقه در دمای  60مخلوب واکنش به مد  

 گراد قرار داده شد.سانتی

توق  فعالیت آنزیم ترانس کریستاز معکوس،  برای .4

دقیقه در حمام آت گرم با  10مخلوب واکنش به مد  

 گراد قرار داده شد.درجه سانتی 70دمای 

5. cDNA  برایگراد سانتی رجهد -80سنتز شده در فریزر 

 مطالعا  بعدی نگهداری شد.

سوونتز شووده توسووط آنووزیم توورانس کریستوواز  cDNAرشووته 
عنوان رشووته الگووو در واکوونش ، بووهdTمعکوس و آغازگر الیگو 

RT-PCR  مورد استفاده قوورار گرفووت. واکوونشRT-PCR 
-با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن PCRمطاب  واکنش 

(؛ بووا ایوون 1انجام شوود )جوودول  virGو  hptII ،gusAهای 
عنوان رشووته بووه cDNAژنومی از  DNAجای تفاو  که به 

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

 GUSتجزیه و تحلیل هیستوشیمیایی 

هووای در گیاهچووه gusAآنووالیز هیستوشوویمیایی بیووان ژن 
 ,Jefferson)تراریخت احتمالی طب  روش زیر انجام شد 

های تراریخت احتمووالی و شوواهد بووه . برگ گیاهچه(1987
گووراد در بووافر درجووه سووانتی 37ساعت در دمای  72مد  
مولار میلی NaPO4 (2/7 pH ،)20مولار میلی 50حاوی 

EDTA (0/8 pH تریتوووون ،)100-X 1/0  ،500درصووود 
-دی-بتووا-اینوودول-3-کلوورو-4-موووبرو-5لیتر گرم در میلی

درصد قرار داده شوودند.  20( و متانول gluc-X) کلرونیداز
منظور حووذف کلروفیوول، ، بووهX-glueآمیووزی پس از رنووگ

درصوود قوورار داده شوودند و بیووان ژن  70ها در اتووانول برگ
GUS برداری گردید.عکس 

 تجزیه و تحلیل آماری

و روش تراریختووی، با توجه به سویه باکتری، نوع ریزنمونووه 
صور  فاکتوریل در قالب طرح کاملار تصادفی در آزمایش به

هووای مختلوو  سه تکرار انجام شد. فاکتورهووا شووامل سووویه

2]Commented [c :.بررسی شود 

3]Commented [c :.بررسی شود 
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(، GV3101و  LBA4404T ،EHA105بووووووواکتری )
ریزنمونووووووه )بوووووورگ و دمبوووووورگ( و روش تراریختووووووی 

و  گرواینجکشووووون، اگرواینفکشووووون، اگرواینوکولیشووووون)ا
اگروسونیکیشن( بود. تجزیه و تحلیل آموواری بووا اسووتفاده از 

منظور صور  گرفووت. بووه IBM SPSS Ver.27افزار نرم
هووا از آزمووون بووین میووانگین دار بودن تفوواو مقایسه معنی
 درصد استفاده شد. 5ای دانکن در سطح احتمال چنددامنه

 نتایج

 هووا، ریزنمونهگدانهسازی انتقال ژن به گیاه بنمنظور بهینهبه
، LBA4404هووای کشووت بووا سووویهسه روز پووس از پوویش

GV3101  وEHA105 فسووینس بووه آگروباکتریوم تومووه
های اگرواینفکشن، اگرواینوکولیشن، اگرواینجکشوون و روش

ه ها بوواگروسونیکیشن تلقیح شدند. پس از سه روز، ریزنمونه
گرم در لیتوور میلی 25/0حاوی  MSمحیط کشت گزینشی 

TDZ ،1 گرم در لیتر میلیBAP ،300 گرم در لیتر میلی
 گرم در لیتر هیگرومایسین منتقل ومیلی 30سفوتاکسیم و 

هووا بیوتیکهر دو هفته یک بار واکشت شدند و غلظت آنتی
 (.2شکل )مرور کاهش داده شد نیز به

تأثیر سویه باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی بررر 

 زاییکالوس

هووای سووویه بوواکتری، نوووع ریزنمونووه و روش با بررسی تأثیر
مختل  تراریختی بر تولید گیاهچه تراریخت مشووخص شوود 

هووا و شده با سویههای برگ و دمبرگ تلقیحکه در ریزنمونه
زایووی بووا روز کالوس 14های مختل ، تراریختی بعد از روش

ها آغاز گردید. نتایج حاصل از تجزیووه متورم شدن ریزنمونه
زایی و وزن توور کووالوس ن داد که درصد کالوسواریانس نشا

باکتری، نوع ریزنمونووه و  داری تحت تأثیر سویهطور معنیبه
روش تراریختی قرار گرفت. همچنووین بووین اثوورا  متقابوول 

روش  ×نوووع ریزنمونووه، سووویه بوواکتری  ×سووویه بوواکتری 
روش تراریختووی و اثوور متقابوول  ×تراریختی، نوووع ریزنمونووه 

روش  ×نوووع ریزنمونووه  ×یه بوواکتری جانبه بووین سوووسووه
زایووی و وزن توور کووالوس تراریختی، از نظوور درصوود کووالوس

داری در سطح احتمال یک درصد وجود دارد اختلاف معنی
 (.2)جدول 

 



 

230 

 

؛ میح  داد، رح  ی؛ قاس  م ل ،یگروس  ؛ به  رام ،یزنج  ان یملک  ؛ هیاحمدپور، رق /(Hyoscyamus niger) در بنگدانه ومیواسطه آگروباکتربه یختیترار سازینهیبه
 .نژاد، رضا یفرجام

 
 آگروباکتریوم. LBA4404های برگ و دمبرگ بنگدانه توسط سویه تلقیح به ریزنمونههای مختل  : مراحل انتقال ژن با استفاده از روش2شکل 

 زایی و باززایی بنگدانه: تجزیه واریانس تأثیر نوع ریزنمونه، سویه باکتری و روش تراریختی بر کالوس2جدول 

 منابع تغییر
درجووووووه 

 آزادی

 میانگین مربعا 

 وزن تر کالوس زاییدرصد کالوس
ایووی زدرصد جنین

 سوماتیکی
 زاییدرصد ساقه

 2 ** 13/4546 ** 54/1430663 ** 04/9150 ** 35/1932 (Sسویه )

 1 ** 48/443 ** 12/742371 ** 00/363 * 12/10 (Eریزنمونه )

 3 * 03/8 ** 46/264593 ** 38/612 ** 49/50 (Tروش تراریختی )

S × E 2 ** 89/233 ** 54/477011 ** 00/363 ** 12/10 

S × T 6 ** 22/146 ** 99/242164 ** 38/612 ** 49/50 

E × T 3 ** 03/626 ** 61/249690 ** 14/1282 ** 98/431 

S × E × T 6 ** 05/696 ** 35/267119 ** 14/1282 ** 98/431 

 444/1 015/5 455/1369 650/2  خطا

 19/23 86/19 34/22 27/17 یریب تغییرا  )%(

 درصد. 5دار در سطح احتمال درصد، * معنی 1سطح احتمال  دار درمعنی**        
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زایووی سوووماتیکی و بوواززایی زایووی، جنووینمراحوول کووالوس
نشووان داده شووده اسووت. بووا  3تراریخووت در شووکل  گیاهچه

های مختل  از ها و روشها، ریزنمونهمقایسه میانگین سویه
ه بیشووترین درصوود زایووی مشووخص شوود کوونظوور کووالوس

، ریزنمونووه دمبوورگ و LBA4404زایی در سووویه کووالوس
 28/25ترتیب با میووانگین ، بهاگرواینفکشنروش تراریختی 

درصد به دست آمد )شووکل  30/10درصد و  91/11درصد، 
ترتیب (. بیشترین و کمترین مقدار وزن تر کالوس نیووز بووه4

گوووورم در هوووور میلووووی LBA4404 (46/446در سووووویه 
گرم در هوور ریزنمونووه( میلی 75/3)  GV3101نه( وریزنمو

های حاصوول از مقایسووه میووانگین مشاهده شد. بررسی داده

زایووی ها نشووان داد بووا اینکووه بیشووترین مقوودار کووالوسداده
 امووادرصد( اسووت،  91/11های دمبرگ )مربوب به ریزنمونه

طور میانگین وزن تر کالوس بیشووتری های برگ بهریزنمونه
گرم در هر ریزنمونه( را بووه خووود اختصوواص لیمی 17/267)

دادند؛ علاوه بر ایوون، تووأثیر نوووع روش تراریختووی در ایجوواد 
زایی و وزن توور کووالوس نیووز حداکثر و حداقل درصد کالوس

شووده بووا روش های تلقیحطوری که ریزنمونهمتفاو  بود؛ به
درصوود(  30/10زایی )بیشترین درصد کالوس گرواینفکشنا

هووای حاصوول بعوود از اسووتفاده از دادند؛ اما کووالوسرا نشان 
 ، بیشووترین وزن توور کووالوساگرواینجکشوونروش تراریختی 

 (.4گرم در هر ریزنمونه( را داشتند )شکل میلی 56/310)

 

 
هفته  8 ییباززاهفته پس از تلقیح،  (  6هفته پس از تلقیح،  ( باززایی  4زایی هفته پس از تلقیح. ت( جنین 2زایی تراریخت. ال ( کالوس ی گیاهچهزایی سوماتیکی و باززایزایی، جنین: کالوس3شکل 

 هفته پس از تلقیح. 10پس از تلقیح و ث( گیاهچه تراریخت 

   
 زایی و وزن تر کالوس بنگدانه.ختی ) ( بر کالوس: تأثیر سویه باکتری )ال (، نوع ریزنمونه )ت( و روش تراری4شکل 

 

 ومقایسه میانگین اثرا  متقابل بین سووویه، نوووع ریزنمونووه 
زایی در روش تلقیح نیز نشان داد که حداکثر درصد کالوس

و  LBA4404های دمبرگ با سووویه نتیجه تلقیح ریزنمونه
و حداکثر وزن توور  38/52میانگین با  اگروسونیکیشنروش 

شووده بووا سووویه هووای بوورگ تلقیحکووالوس نیووز در ریزنمونووه
LBA4404  33/1673با میووانگین  اگرواینجکشنو روش 

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

تأثیر سویه باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی بررر 

 زایی سوماتیکی و باززاییجنین

هووای هووا بووه محوویط بوواززایی، جنووینقال کووالوسپس از انت
سوماتیکی مقوواوم بووه هیگرومایسووین تشووکیل شوودند و تووا 

هووای باززایی کامل به رشد خود ادامه دادند. درصد کووالوس
داری تحووت تووأثیر طور معنوویزا و درصوود بوواززایی بووهجنین

سویه باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی قوورار گرفووت؛ 
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؛ میح  داد، رح  ی؛ قاس  م ل ،یگروس  ؛ به  رام ،یزنج  ان یملک  ؛ هیاحمدپور، رق /(Hyoscyamus niger) در بنگدانه ومیواسطه آگروباکتربه یختیترار سازینهیبه
 .نژاد، رضا یفرجام

جانبه سووویه اثرا  متقابل دوجانبه و سووه علاوه بر این، بین
باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی نیووز از نظوور درصوود 

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

هووا نشووان داد کووه نتووایج حاصوول از مقایسووه میووانگین داده
شووده بووا هووای تلقیحدر ریزنمونهزایی سوماتیکی فقط جنین
درصد مشاهد شوود،  82/33با میانگین  LBA4404سویه 

شووده بووا دو سووویه دیگوور هووای تلقیحریزنمونووه کهدر حالی 
GV3101  وEHA105زایوووی نداشوووتند ، هوووین جنوووین

 ال (. - 5)شکل 

با مقایسه میانگین ریزنمونه برگ و دمبوورگ از نظوور درصوود 
مشخص شد با اینکووه بیشووترین زایی نیز زایی و ساقهجنین

درصوووود در  52/13زایووووی بووووا میووووانگین درصوووود جنووووین
هووای سوووماتیکی های دمبرگ ظاهر شد، اما جنینریزنمونه

های برگ بیشتر به مرحلووه بوواززایی رشد کردند در ریزنمونه
درصوود( را بووه  56/5زایووی )رسیدند و بیشترین درصد ساقه
تراریختووی ت(. نوووع روش  - 5خود اختصاص دادند )شکل 

زایووی و نیووز در ایجوواد حووداکثر و حووداقل درصوود جنووین
زایووی زایی متفوواو  بووود. بیشووترین درصوود جنووینسوواقه

 ترتیب در نتیجه اسووتفاده از روشزایی بهسوماتیکی و ساقه
درصوود و  67/6و  22/17با میانگین  اگرواینوکولیشنتلقیح 

زایووی در روش زایی سوماتیکی و ساقهکمترین درصد جنین
و  56/5بووا میووانگین  اگرواینفکشوونو  اگرواینجکشوونتلقیح 
 (. بووا بررسووی اثوور  - 5درصد به دست آمد )شووکل  78/2

های دمبوورگ جانبه نیز مشخص شد که ریزنمونهمتقابل سه
، اگرواینوکولیشوونبه روش  LBA4404شده با سویه تلقیح

هووای درصد( و ریزنمونه 67/86) ییزابیشترین درصد جنین
بوووه روش  LBA4404شوووده بوووا سوووویه یحدمبووورگ تلق

درصوود(  33/34زایی )، بیشترین درصد ساقهاگروسونیکیشن
 (.3را داشتند )جدول 

 

 

 

 

 

 

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

سویه 

 کتریبا

ریزنمون

 ه
 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 23/6 ± 86/42 b 41/110 ± 33/723 b 89/2 ± 33/58 c 89/2 ± a 67/16 اگرواینفکشن

 e 82/0 ± 52/9 d 00/25 ± 00/300 e 89/2 ± 67/16 c 89/2 ± 67/16 اگرواینوکولیشن

 c 11/3 ± 43/21 a 51/130 ± 33/1673 d 77/7 ± 33/33 a 89/2 ± 33/33 اگرواینجکشن

 f 58/0 ± 73/4 f 00/1 ± 00/136 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 d 16/0 ± 19/14 e 53/37 ± 67/221 d 77/5 ± 33/33 d 00/0 ± 00/0 اگرواینفکشن

 b 24/3 ± 86/42 ef 28/13 ± 33/177 a 77/5 ± 67/86 b 89/2 ± 33/23 اگرواینوکولیشن

 d 00/0 ± 29/14 ef 00/10 ± 00/160 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینجکشن

 a 82/0 ± 38/52 ef 64/34 ± 00/180 c 92/1 ± 22/42 a 15/1 ± 33/34 اگروسونیکیشن

E
H

A
1

0
5

 

 برگ

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینفکشن

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینوکولیشن

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینجکشن

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینفکشن

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینوکولیشن

 c 74/1 ± 15/19 g 00/5 ± 00/30 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینجکشن
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 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگروسونیکیشن

G
V

3
1

0
1

 

 برگ

 f 41/0 ± 76/4 c 41/10 ± 33/373 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینفکشن

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینوکولیشن

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینجکشن

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینفکشن

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینوکولیشن

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگرواینجکشن

 g 00/0 ± 00/0 g 00/0 ± 00/0 f 00/0 ± 00/0 d 00/0 ± 00/0 اگروسونیکیشن

 

    
 زایی بنگدانه.زایی سوماتیکی و ساقهتراریختی ) ( بر جنین: تأثیر سویه باکتری )ال (، نوع ریزنمونه )ت( و روش 5شکل 

تأثیر سویه باکتری، نوع ریزنمونه و روش تراریختی بررر 

 فراوانی تراریختی

های های مقاوم به هیگرومایسین، گیاهچهمنظور از گیاهچه
هووای سوووماتیکی در محوویط کشووت حاصل از رشوود جنووین

بیوتیووک هیگرومایسووین اسووت کووه در نتیجووه آنتیحوواوی 
 MSهای سوووماتیکی روی محوویط کشووت قرارگیری جنین

گوورم در میلووی 1و  TDZگوورم در لیتوور میلی 25/0حاوی 
گرم در لیتر سفوتاکسوویم و میلی 150به همراه  BAPلیتر 
کننوود. گرم در لیتر هیگرومایسین، تولید ساقه موویمیلی 15

کتری، نوووع ریزنمونووه و روش تلقوویح با بررسی تأثیر سویه با
شده با سووویه های برگ تلقیحمشخص شد که تنها ریزنمونه

LBA4404 و  اگرواینوکولیشن، اگرواینفکشنهای و روش
شووده بووا سووویه های دمبرگ تلقیحو ریزنمونه اگرواینجکشن
LBA4404  اگروسونیکیشوونو  اگرواینوکولیشوونبا روش ،

ین تولید کردند. در حووالی های مقاوم به هیگرومایسگیاهچه
ای در محیط کشت حاوی که در بقیه تیمارها هین گیاهچه

تعووداد  (.3بیوتیک هیگرومایسین مشاهده نشد )جدول آنتی

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

گیاهچووه  11ین با فراوانی های مقاوم به هیگرومایسگیاهچه
ریزنمونوووه موووورد مطالعوووه در نتیجوووه تلقووویح  23از بوووین 
بوووه روش  LBA4404هوووای بووورگ بوووا سوووویه ریزنمونوووه

به دست آمد که بووا بررسووی هیستوشوویمیایی  اگرواینفکشن
+GUS گیاهچووه مقوواوم بووه  5ها مشخص شد که تنهووا آن

بودند و فراوانی تراریختووی  GUSهیگرومایسین حامل ژن 
 (.4جدول درصد بود ) 74/21ها ندر آ

 تأیید تراریختی گیاه بنگدانه

هووای بووه گیاهچووه hptIIو   gusAهووایتأییوود انتقووال ژن
صور  گرفت. بوورای  PCRتراریخت احتمالی با استفاده از 

هووای رشوود کوورده در های برگ گیاهچهاین منظور، از نمونه
 گرم در لیتر سفوتاکسیم ومیلی 300محیط انتخابی حاوی 

گووورم در لیتوور هیگرومایسوووین بوورای اسوووتخراو میلووی 30
DNA ،RNA  و سنتزcDNA  (.6استفاده شد )شکل 
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؛ میح  داد، رح  ی؛ قاس  م ل ،یگروس  ؛ به  رام ،یزنج  ان یملک  ؛ هیاحمدپور، رق /(Hyoscyamus niger) در بنگدانه ومیواسطه آگروباکتربه یختیترار سازینهیبه
 .نژاد، رضا یفرجام

 
کیلو باز و  1کش مولکولی طخ( Mهای تراریخت، گیاهچه RNAهای تراریخت و ت( الکتروفورز گیاهچه DNAهای تراریخت. ال ( الکتروفورز حاصل از گیاهچه RNAو  DNAالکتروفورز : ژل 6شکل 

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

 تراریختی بر تراریختی بنگدانه: تأثیر سویه باکتری، نوع ریزنمونه و روش 4جدول 

 روش تراریختی ریزنمونه سویه باکتری
تعداد 

 ریزنمونه

های تعداد گیاهچه

مقاوم به 

 هیگرومایسین

های تعداد گیاهچه
+GUS 

فراوانی تراریختی 

)%( 

LBA4404 

 برگ

 74/21 5 11 23 اگرواینفکشن

 00/0 0 1 21 اگرواینوکولیشن

 00/0 0 1 23 اگرواینجکشن

 00/0 0 0 21 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 00/0 0 0 21 اگرواینفکشن

 00/0 0 4 21 اگرواینوکولیشن

 00/0 0 0 21 اگرواینجکشن

 00/0 0 6 21 اگروسونیکیشن

EHA105 

 برگ

 00/0 0 0 21 اگرواینفکشن

 00/0 0 0 21 اگرواینوکولیشن

 00/0 0 0 21 اگرواینجکشن

 00/0 0 0 21 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 00/0 0 0 21 اگرواینفکشن

 00/0 0 0 21 اگرواینوکولیشن

 00/0 0 0 21 اگرواینجکشن

 00/0 0 0 21 اگروسونیکیشن

GV3101 

 برگ

 00/0 0 0 21 اگرواینفکشن

 00/0 0 0 21 اگرواینوکولیشن

 00/0 0 0 21 اگرواینجکشن

 00/0 0 0 21 اگروسونیکیشن

 دمبرگ

 00/0 0 0 21 اگرواینفکشن

 00/0 0 0 21 اگرواینوکولیشن

 00/0 0 0 21 اگرواینجکشن

 00/0 0 0 21 اگروسونیکیشن
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DNA  کل وcDNA هووای بوورگ بعوود از حاصل از نمونه
 PCRبررسی کیفیت روی ژل آگارز، برای انجام واکوونش 

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

مراز در دمای بهینه، روی ژل آگووارز ای پلیواکنش زنجیره
هووای مووورد بررسووی قوورار گرفووت. انتقووال و بیووان ژن 5/1

gusA  وhptII های تراریخووت احتمووالی به ژنوم گیاهچه
جفووت بوواز و  1182به طووول  هاییترتیب با حضور قطعهبه

هووین  کووه(، در حووالی 7جفت باز تأیید شد )شکل  1097

هووای جفت بوواز( در گیاهچووه 782) virGباندی برای ژن 
تراریخت احتمالی مشاهده نشد که این امر بیووانگر انتقووال 

و عووودم  hptIIو  gusAهوووای و در نتیجوووه، تکثیووور ژن
ت. تکثیر های تراریخت با اگروباکتریوم اسآلودگی گیاهچه
های دهنده صحت انتقال ژن در گیاهچهقطعا  فوق نشان

هووای غیرتراریخووت تراریخت بود، در حالی که در گیاهچووه
برای قطعا  فوق هین باندی مشاهده نشد. نتووایج حاصوول 

 7ال  و  - 7ترتیب در شکل از صحت انتقال و بیان ژن به
 ت آورده شده است. -

 

 
و ت( الکتروفورز محصول حاصل از  PCR. ال ( الکتروفورز محصول حاصل از virGو  hpt ،gusAبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی  RT-PCRو  PCR: ژل الکتروفورز محصول حاصل از 7شکل 

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  7، 6، 5، 4و  pCAMBIA1304آگروباکتریوم فاقد ناقل 

 GUSآنالیز هیستوشیمیایی 

های رشوود کوورده روی محوویط گزینشووی حوواوی گیاهچه
مووورد  gusAن ژن منظور بررسووی بیوواهیگرومایسین به

های بوورگ بررسی هیستوشیمیایی قرار گرفتند. ریزنمونه
فیوول در ، بوورای حووذف کلروX-glueآمیووزی بعد از رنگ
 GUSدرصووود قووورار گرفتنووود و بیوووان ژن  70اتوووانول 
 11برداری شد. نتایج حاصل نشان داد که از بووین عکس

گیاهچووه بووه  5گیاهچه مقوواوم بووه هیگرومایسووین، تنهووا 
-ی رنووگپاسخ مثبت دادند و حوواو X-glueآمیزی رنگ

 در گیاهووان فاقوود ناقوول کههای آبی بودند، در حالی دانه
عنوان شاهد هین فعالیتی به pCAMBIA1304بیانی 

(. گیاهچه حوواوی 8)شکل  مشاهده نشد GUSبرای ژن 
های برگ بووا سووویه در نتیجه تلقیح ریزنمونه GUSژن 

LBA4404 به روش اگرواینفکشن حاصل شد 

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

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

 و حذف کلروفیل. X-glueآمیزی با 

 بحث

واسطه آگروباکتریوم به دلیل دسترسی آسان، انتقال ژن به
بیان پایوودار ژن، امکووان ادغووام و درو دقیوو  قطعووه ژنووی، 
امکان انتقال تعداد کسووی کووم و احتمووال بووروز خاموشووی 

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

ای بوورای یافته. در حقیقووت، هووین روش سووازمان(2023
واسوووطه آگروبووواکتریوم تراریختوووی گیاهوووان دارویوووی به

بووا بررسووی عواموول  ؛ امووافسینس در دسترس نیسووتتومه
توووان پروتکوول مناسووبی بوورای اصلی مؤثر بر تراریختی می

زیووادی تراریختی گیاهان با کارایی بالا معرفی کرد. عوامل 
نظیر نوع ریزنمونووه، سووویه بوواکتری، موود  زمووان تلقوویح، 

 کشووتی، نووووع و غلظوووتروش تلقوویح، مووود  زمووان هوووم
های رشد گیاهی و غیووره، بوور بهبووود کووارایی کنندهتنظیم

 & Ebrahimzadegan)تراریختووی مووؤثر هسووتند 

Maroufi, 2022)هووا در هکاری ریزنمونوو. در کل، دست
هووای گیوواهی بوورای شوورایط آزمایشووگاهی، قابلیووت سوولول

و در نتیجووووه، فراوانووووی بوووواززایی و  T-DNAدریافووووت 
دهووود هوووای گیووواهی را افوووزایش مووویتراریختوووی، سووولول

(Ziemienowicz, 2014). 

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

 فسینس مورد بررسی قرار گرفت. سووویهومهآگروباکتریوم ت
ترین عواموول مووؤثر فسینس یکی از مهمآگروباکتریوم تومه

های مختلوو  طوری که سویهبر قابلیت تراریختی است؛ به
کنش زایی متفاو ، بسته به بوورهمتوانایی بیماری به دلیل

بین سویه بوواکتری و گیوواه میزبووان، توانووایی متفوواوتی در 
؛ علاوه بوور (Zhang et al., 1997)دارند تراریختی گیاه 

های مختلوو  در خووود گیوواه نیووز کنش پروتئیناین، برهم
-، هوودفT-DNAنقش مهمی در فرایند انتقال و ادغووام 

و بیان ژن و پاسخ دفوواعی گیوواه ای، پایداری گیری هسته
. در ایوووون مطالعووووه (Ziemienowicz, 2014)دارد 

پاسووخ  LBA4404شده بووا سووویه های تراریختگیاهچه
-شده با سووویههای تلقیحری نسبت به گیاهچهرشدی بهت

داشووتند. در نتیجووه، بووه  GV3101و  EHA105هووای 
بهتوورین سووویه بوورای   LBA4404رسوود سووویه نظر می

انتقووال ژن بووه گیوواه بنگدانووه باشوود. در مطالعووه حیوودری 
( نیز مشووخص شوود کووه سووویه 2018چاپلقی و همکاران )

LBA4404 فسینس مووؤثرتر از سووویه آگروباکتریوم تومه
EHA105  وGV3101  عمل کرده و فراوانی تراریختی

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

بوووا موفقیوووت بووورای  LBA4404مطالعوووا  نیوووز سوووویه 
هووای مختلوو  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
-کارایی باززایی و تراریختی در همه ریزنمونه اماشود؛ می

بنابراین، منبع ریزنمونه مووورد اسووتفاده ؛ ها یکسان نیست
هووای تأثیر چشمگیری بر بهبود کووارایی بوواززایی گیاهچووه

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

هووای دهنوود؛ چراکووه سوولولهای کشووت بافووت نشووان مووی
شده بایستی بتواننوود شوووش ناشووی از تیمارهووای تراریخت

صووور  گیوواه بووالغ بوواززایی تراریختی را بهبود دهنوود و به
هووا، هووای مریسووتمی، کووالوسشوووند. از همووین رو، بافووت

های جوووان، کووارایی ها و برگهای نارس، نوش ساقهجنین
 ,.Sood et al)بیشووتری در تراریختووی گیاهووان دارنوود 

ای با تغییرا  شیشه. باززایی گیاه در شرایط درون(2011
همراه اسووت  نتیکیخاصی در الگوی بیان ژن و تنظیم اپی

که در نهایت منجر به تغییوورا  فنوووتیسی مختلفووی نظیوور 
 Zhang)شود ها و قابلیت باززایی میشکل و اندازه برگ
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et al., 2020) علاوه بر سن ریزنمونه، موقعیت فیزیکووی .
هووای ریزنمونه نیز با تووأثیر بوور مقوودار و ترکیووب هورمووون

ززایی و تراریختی زا، تا حدود زیادی پاسخ بافت به بادرون
بنابراین، منبع ریزنمونووه مووورد ؛ دهدرا تحت تأثیر قرار می

توورین عواموول مووؤثر بوور عنوان یکووی از مهووماسووتفاده بووه
 ,.Hesami et al)شووود تراریختی در نظوور گرفتووه مووی

-. در این مطالعه نیز با مقایسووه توانووایی ریزنمونووه(2023

زایی و باززایی مشخص شد دمبرگ در کالوسهای برگ و 
زایووی بهتووری هووای دمبوورگ توانووایی کووالوسکه ریزنمونووه

هووا بووه های برگ دارند و اغلووب کووالوسنسبت به ریزنمونه
اند. این امر بووه سمت تشکیل جنین سوماتیکی پیش رفته

هووا هووای تمایزنیافتووه در ریزنمونووهدلیل فعال شدن سلول
رشد  اتی ریزنمونووه در پاسووخ بووه های برنامه کهاست؛ چرا

شوند و فاکتورهای رونویسی خاص با کشت بافت فعال می
-مربوب سرنوشت سلولی را مجددار برنامووه ارسال سیگنال

 Ikeuchi et al., 2019; Kareem et)کنند ریزی می

al., 2015; Perez-Garcia & Moreno-

Risueno, 2018; Sugimoto et al., 2019) ؛ البته
هووای دمبوورگ بووا اینکووه قابلیووت قابل  کر است ریزنمونووه

هووای زایی بهتری نسبت بووه ریزنمونووهزایی و جنینکالوس
به محوویط کشووت بوواززایی، برگ داشتند، اما بعد از انتقال 

قابلیت رشد خود را از دست دادند. همین عامل باع  شد 
بیوتیووک های دمبرگ روی محیط حاوی آنتیکه ریزنمونه

هووای بوورگ، خوبی رشد نکنند و در مقایسه با ریزنمونووهبه
های مقاوم به هیگرومایسین کمتری تولید کننوود. گیاهچه

هووای ریزنمونووههای سوماتیکی حاصوول از در نتیجه، جنین
برگ، مراحل تکمیل رشد خود را بهتر طی کردنوود و بوواززا 

هووین گیاهچووه تراریختووی در نتیجووه  کووهشدند، در حالی 
های دمبرگ در گیاه مد نظر مشوواهده استفاده از ریزنمونه

سازی انتقال ژن بووه توان گفت در بهینهبنابراین، می؛ نشد
هووای زنمونووههووای بوورگ بهتوور از ریگیاه بنگدانه، ریزنمونه

( نیووز در 2007کننوود. لووو و همکوواران )دمبرگ عمل مووی
هووای بوورگ بووه تراریختووی نتیجووه اسووتفاده از ریزنمونووه

دسووت یافتنوود  Narcissus tazzetaآمیزی در موفقیت
(Lu et al., 2007). 

فسووینس شووامل واسطه آگروبوواکتریوم تومووهتراریختی به
های مختلفی نظیر اگرواینفکشن، نفو  خوو ، امووواو روش

 ,.Indurker et al)هووا اسووت فراصو  و سایر تکنیووک

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

عنوان تنشووی غیرزنووده . تیمار امواو فراصو  بووه(2017
اثوورا  بیولوووژیکی زیووادی روی سوولول دارد. قوورار دادن 

تاه در معرض امواو فراصو  در ها برای مد  کوریزنمونه
هووای کوچووک در حضور آگروباکتریوم، باع  ایجاد زخووم

شود و با افووزایش نفو پووذیری دیووواره و بافت گیاهی می
غشای پلاسمایی، دسترسی و نفو  آگروباکتریوم به عم  

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

. توانووووایی امووووواو فراصووووو  بوووورای انتقووووال (2017
هووووا و بیووووان ژن خووووارجی در شوووورایط موووواکرومولکول

عنوان روشووی ای منجوور بووه تبوودیل آن بووهشیشووهدرون
طوری که امووروزه قدرتمند برای انتقال ژن شده است؛ به

های تراریخت مبتنووی بوور آگروبوواکتریوم بووه کمووک روش
طور گسترده برای انتقووال ژن اسووتفاده اصو  بهامواو فر

 .(Huber & Pfisterer, 2000)شود می

در مطالعووووه حایوووور نیووووز از چهووووار روش تراریختووووی 
یشوووون و اگرواینوکولیشوووون، اگرواینجکشوووون، اگروسونیک

هووای بوورگ و اگرواینفکشن برای انتقووال ژن بووه ریزنمونووه
-دمبرگ گیاه بنگدانه استفاده شد. با بررسووی تووأثیر روش

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

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

زایووی و بوواززایی بودنوود و گیاهچووه قابلیووت جنووین ها فاقد
-بیشترین مقوودار سوواقه کهطوری کاملی ایجاد نکردند؛ به

درصد  33/23و  33/33، 33/34ترتیب با میانگین زایی به
هووووای اگروسونیکیشوووون، در نتیجووووه اسووووتفاده از روش

اگرواینجکشن و اگرواینوکولیشن مشوواهده شوود. بووا اینکووه 
های فوووق در نتیجه استفاده از روشهای ایجاد شده ساقه
درصوود(  67/16مراتب بیشووتر از روش اگرواینفکشوون )بووه

هووای حاصوول فاقوود ژن بتاگلوکورونیووداز بود، امووا گیاهچووه
(gusAبودند و تنها گیاهچه ) های حاصل بعد از تلقیح به

تولیوود  X-glueآمیووزی روش اگرواینفکشوون طووی رنووگ
توووان گفووت روش موویبنووابراین، ؛ های آبی کردنددانهرنگ
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اگرواینفکشن، روش مناسبی برای تراریختی گیاه بنگدانووه 
 LBA4404شووده بووا سووویه های برگ تلقیحدر ریزنمونه

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

 استفاده ندارند.

وکولیشووون، اگرواینجکشووون و هوووای اگرواینبووورخلاف روش
-اگروسونیکیشن، در روش اگرواینفکشوون بووا اینکووه آلوووده

شووود، امووا های برگ محدود میهای ریزنمونهسازی به لبه
شووده بووه روش اگرواینفکشوون هووای تلقیحتنهووا ریزنمونووه

هووای تراریخووت تولیوود کردنوود. احتمووالار بوورش گیاهچووه
کشوون، هووای اگرواینجکشت در روشها طی پیشریزنمونه

اگرواینوکولیشن و اگروسونیکیشن باعوو  کوواهش کووارایی 
هووا شوود. در روش اگرواینفکشوون تراریختووی در ایوون روش

طور مستقیم با تیغ جراحی آلوده به باکتری ها بهریزنمونه
راحتی بووه هووا بووهشوند. در نتیجووه، بوواکتریبرش داده می

کنند و عمل انتقال ژن صووور  های زخمی نفو  میسلول
هووای هووای ایجوواد شووده در لبووهگیرد. همچنووین زخووممی
خورده باعوو  شووروع تقسوویم سوولولی، بهبووود اتصووال برش

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

 ,Ziemienowicz)شووود افزایش فراوانی تراریختی می

( 2018. در مطالعه حیدری چوواپلقی و همکوواران )(2014
نیز مشخص شوود کووه تراریختووی بووه روش اگرواینفکشوون 

هووای اگرواینوکولیشوون و اگرواینجکشوون کارآمدتر از روش
هووای مختلوو  توتووون در است و کارایی تراریختی ژنوتیپ

 Heidari Japelaghi et)این روش بیشتر خواهد بود 

al., 2018)انوود موفقیووت . سایر مطالعا  نیز نشووان داده
شووده بووا روش اگرواینفکشوون سووازی گیاهووان تلقیحآلوووده

 . (Yıldırım et al., 2022)بیشتر است 

 گیرینتیجه

فسووینس با بررسی تووأثیر سووه سووویه آگروبوواکتریوم تومووه
EHA105 ،GV3101  وLBA4404  حاموووول ناقوووول

pCAMBIA1304 های حاوی ژنgusA  وhptII  بووا
، گرواینوکولیشووووناسووووتفاده از چهووووار روش تراریختووووی ا

و اگروسونیکیشووون بووورای  گرواینجکشووون، اگرواینفکشووونا

هووای بوورگ و دمبوورگ سازی انتقال ژن به ریزنمونووهبهینه
-گیاه بنگدانه، مشخص شد که در نتیجه تلقوویح ریزنمونووه

بووه روش اگرواینفکشوون،  LBA4404های برگ با سویه 
مقاوم به هیگرومایسین به دسووت  بیشترین تعداد گیاهچه

نیز نشان داد کووه  GUSآید. بررسی هیستوشیمیایی +می
گیاهچه رشد کرده روی محوویط کشووت حوواوی  11از بین 
گیاهچووه حاموول ژن  5بیوتیک هیگرومایسووین، تنهووا آنتی

GUS  درصوود بودنوود. نتووایج  74/21با فراوانی تراریختووی
ان نیز صحت انتقووال و بیوو RT-PCRو  PCRحاصل از 

 ژن مربوب را تأیید کرد.
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