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ها برای توليد گياهان تراریخته سویا به تراریختی به واسطه آگروباکتریوم یکی از موثرترین روش

 پژوهشاین یوم به عوامل مختلفی بستگی دارد. با آگروباکترآید. کارایی تراریختی سویا شمار می

بدین منظور  انجام گرفت.سویا  گياه دربررسی امکان توليد اینترفرون گامای انسانی هدف  با

 4/0، 6/0، 8/0و  1) گروباکتریومآغلظت  از قبيلسویا  ختیدر تراریموثر  برخی عوامل

،2/0=nm600OD) ،( دقيقه 60و  40، 20، 10مدت زمان تلقيح،)  5و  4، 3، 2 ،1کشتی )هممدت زمان 

مورد بررسی قرار ميکرومولار(  250و  200، 150، 100، 50، 0سطوح مختلف استوسيرینگون )( و روز

و کمترین ميزان  nm600OD= 8/0در غلظت  ختیبيشترین ميزان تراری ،نتایج نشان داد .ندگرفت

در  تراریختیبيشترین ميزان  همچنينحاصل شده است.  nm600OD= 2/0در غلظت  تراریختی

در مدت زمان  تراریختیروز و کمترین ميزان  4کشتی دقيقه و مدت زمان هم 40مدت زمان تلقيح 

در اثر افزایشی حضور استوسيرینگون شد.  مشاهدهروز  1کشتی دقيقه و مدت زمان هم 10تلقيح 

 200 تا 150های غلظتدر  تراریختیميزان بيشترین ، به طوریکه داشتسویا  تراریختیکارایی 

گامای انسانی در ژن اینترفرون حضور در نهایت  شده است. حاصلاستوسيرینگون  ميکرومولار

شرایط بهينه  تایيد شد.و آغازگرهای اختصاصی  PCRه احتمالی به وسيله تکنيک گياهان تراریخت

 سویا استفاده شود.های هدف به این رقم تواند برای انتقال ژنبدست آمده در این مطالعه می

  

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 های نوترکیبهای ساده و ارزاني که تولید پروتئینامروزه سیستم

 .ندافتهرا در مقیاس انبوه ممکن سازند، بسیار مورد توجه قرار گر

 ناسبني مهای اخیر گیاهان تراریخته به عنوان سیستم بیادر سال

جهت تولید پروتئین های نوترکیب مورد توجه محققان قرار 

استفاده از ی های عمدهاز مزیت .(Buyel et al., 2015) اندگرفته

ایر سداروهای بیولوژیك نسبت به جهـت تولیـد  گیاهان تراریخته

غییرات انجام تتر بودن سیستم گیاهي، اقتصادی توان بهميها روش

ری تولید بالای پروتئین نوترکیب، پایداوری، ای ضرپس ترجمه

عدم وجود خطرات ناشي از آلودگي با ایمن بودن و بیشتر و 

د زای انساني و سموم بالقوه خطرناك اشاره کرعوامل بیماری

(Sabalza et al., 2014 .) 

هایي از جمله پروتئیناینترفرون گامای انساني  به ویژه هااینترفرون

یك داروی موثر به عنوان  و ماني بالایي دارندهستند که ارزش در

 Miller et) دنگیرميمورد استفاده قرار  هادرمان انواع بیماریبرای 

al., 2009; Armstrong-james et al., 2010 .) کاربردهای فراوان

محققین در  و ارزش اقتصادی بالای آن، باعث شده تا این دارو

مثل گیاهان ائمي، ایمن و ارزان از منابع د هاصدد تولید اینترفرون

در  .(Memari et al., 2010; Ahangarzadeh et al., 2012) برآیند

آل در تولید حال حاضر از میان گیاهان، سویا به عنوان گیاهي ایده

 ,.Powell et alگیاهان تراریخت و زیست داروها مطرح هست )

که آنرا  های منحصر به فردی است(. گیاه سویا دارای ویژگي2011

برای تولید پروتئین نوترکیب از بقیه گیاهان متمایز کرده است 

(Lau and Sun, 2009.) 

توان به محتوای مي (.Glycine max L)ی سویا های عمدهاز مزیت

درصد وزن  40پروتئیني بالای دانه سویا اشاره کرد بطوریکه 

 بیان بالای ژن ودهد. خشك دانه سویا را پروتئین تشکیل مي

بطوریکه سطح بیان پروتئین  تولید بالای پروتئین نوترکیب

درصد کل پروتئین محلول را شامل  2-4نوترکیب در سویا حدود 

شود و پایداری دراز مدت پروتئین تولید شده در بیوماس مي

 ,.Powell et al., 2011; Hudson et alخشك این گیاه اشاره کرد )

ماس بالایي دارد. دوره رشد (. همچنین این گیاه عملکرد بیو2014

های دیگر کوتاه و امکان کشت و نگهداری آن در گلخانه از مزیت

(. قابل ذکر است که سویا Vianna et al., 2011این گیاه است )

اولین لگومي است که به طور کامل توالي یابي شده است 

(Schmutz et al., 2010; Liu et al., 2013.)  

های مختلفي وجود دارد، انتقال ژن ان روشبرای انتقال ژن به گیاه

واسطه آگروباکتریوم به عنوان روشي سودمند در انتقال پایدار  به

 های منتقل شده شناخته شده استژن و مطالعه ثبت بیان ژن

(Vianna et al., 2011استفاده از روش انتقال ژن به .)  واسطه

الحاق  قال واگروباکتریوم مزایای متعددی از جمله، توانایي انت

با کمترین بازآرایي درون ژنوم میزبان، درج  DNAقطعات بزرگ 

تعداد نسخه پایین تراژن در ژنوم گیاه، سادگي و کم هزینه بودن 

 ,.Xing et alخواهد داشت ) آن و پایداری ژن خارجي را در پي

(. تاکنون آگروباکتریوم با موفقیت برای تراریختي برخي 2010

ستفاده قرار گرفته است. با این حال روش ارقام سویا مورد ا

تراریختي سویا هنوز یك روش معمول و قابل تکرار برای همه 

(. به طور کلي موفقیت انتقال Zhang et al., 2014ارقام آن نیست )

از جمله نوع ژن در این روش متاثر از چندین عامل متفاوت 

ه (، نوع و سن ریزنمونSoto et al., 2013ژنوتیپ گیاهي )

(Koetle et al., 2017)، باشد )سویه باکتری )ميZhang et al., 

(، مدت زمان تلقیح Yamada et al., 2013(، غلظت باکتری )2015

(Paramesh et al., 2010مدت زمان هم ،)( کشتيSujatha et al., 

سیستم گزینشي (، Rai et al., 2012ترکیب محیط کشت )(، 2012

  باشد.( ميYadav et al., 2013و سیستم باززایي )

از طریق آگروباکتریوم نیازمند یك سیستم  گیاهان به ژن انتقال

که باید برای گیاهان مختلف از  باشدمي ژن درج وپایدار باززایي 

گرچه یك . (Kumari et al., 2016) سازی گرددبهینه سویاجمله 

ر ای و یك میزبان طبیعي برای آگروباکتریوم به شماگیاه دو لپه

به  ختيرود ولي به عنوان یك گیاه سرسخت در برابر تراریمي

ارقام  تراریختي میزان وسیله آگروباکتریوم شناخته شده است و در

 Mello-farias and) است گزارش شده یادیتنوع ز سویامختلف 

Chaves, 2008) . انتقال ژن در سویا به شدت وابسته به ژنوتیپ

به  ختيیزنمونه در موفقیت تراریاست، حتي نوع، کیفیت و منبع ر

واسطه آگروباکتریوم موثر است، به طوریکه در اکثر گزارشات 
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کوتیلدون بیشترین کارایي را در انتقال  تراریزش سویا، ریزنمونه

 (. Phat et al., 2015ژن به سویا داشته است )

غلظت مناسب آگروباکتریوم برای انتقال ژن به گیاهان مختلف، 

-به طوریکه تعیین مقدار بهینه آن برای هر گیاه مي متفاوت است،

تواند نقش بسزایي در افزایش کارایي انتقال ژن به گیاهان داشته 

(. مدت زمان هم کشتي و مدت زمان Kim et al., 2009باشد )

تلقیح از دیگر عوامل موثر در تراریزش گیاهان هستند که از طریق 

ها کارایي تراریزش یزنمونهاثر در نحوه آلودگي، رشد و باززایي ر

(. Sujatha et al., 2012دهند )گیاهان را تحت تاثیر قرار مي

یکي دیگر از عوامل موثر در تراریختي گیاهان  استوسیرینگون

در پلاسمید  Virهای بیماریزای هست که از طریق القاء بیان ژن

Ti  و نفوذ چندگانهT-DNA کارایي تراریختي گیاهان را تحت ،

(. لذا تراریختي گیاهان Yamada et al., 2012دهد )ر قرار ميتاثی

توان با افزودن ترکیبات فنولي از قبیل استوسیرینگون در را مي

 ,.Zhang et alکشتي یا محیط باکتریایي افزایش داد )محیط هم

 دراز عوامل موثر  برخي مطالعهبا هدف  یقتحق ینا (.2015

مدت زمان تلقیح  یوم،روباکترگآغلظت  قبیل از سویا ختيیترار

مورد  کشتي و غلظت استوسیرینگونهمباکتری، مدت زمان 

 قرار گرفت. يبررس

 

  هاروش و مواد

 Glycine max)در این پژوهش از رقم سامان سویا  :موادگیاهی

cv. Saman ) پروتئین اینترفرون به عنوان میزبان جهت تولید

د نظر از موسسه استفاده شد. بذور رقم مور انساني گامای

 تحقیقات اصلاح و تهیه نهال و بذر کرج  تهیه گردید.

بذور به مدت سي ثانیه در  ضدعفونی بذور و تهیه ريزنمونه:

قرار گرفتند و بعد از یك بار شستشو با آب مقطر  %70اتانول 

دقیقه برای  15استریل از هیپوکلرید سدیم سه درصد به مدت 

ب مقطر استریل سه مرتبه ضدعفوني استفاده شد. سپس با آ

به  سطحي عفوني ضد از شستشو داده شدند. بذور سویا بعد

 کشت محیطشامل  زنيجوانه کشت محیط حاوی مربا هایشیشه

MS (Murashige and Skoog, 1962تکمیل ) درصد 3 با شده 

و در اتاق رشد با دوره  ندشد منتقلدرصد آگار  6/0 و ساکارز

درجه  25دمای  در تاریکي ساعت 8 و روشنایي ساعت 16نوری 

 هایگیاهچهاز  یلدونکوت هایریزنمونه. شدند سانتیگراد نگهداری

  شدند. یهروزه ته شش

  Eshrichia coliباکتری از در این پژوهش های باکتری:سويه

 ساختارهای تکثیر و نگهداری برای میزبان عنوان به DH5α  سویه

 سویه  Agrobacterium tumefaciensباکتری وشده  تهیه

LBA4404  شد استفاده سویا به ژني سازه انتقال جهت.  

که حاوی  pCAMBIA1304از ناقل بیاني گیاهي  ناقل پلاسمیدی:

ن ای ژاین ناقل دار ژن اینترفرون گامای انساني هست استفاده شد.

ه مقاومت به کانامایسین جهت بیان در باکتری و ژن مقاومت ب

های های برش برای آنزیمدر گیاه، سایت هیگرومایسین جهت بیان

NcoI  وBstEII پروموتر ،CaMV35S (از ویروس موزائیك کلم) 

 .باشدمي NOSبرداری ی نسخههای خاتمه دهندهو توالي

 pCAMBIA1304برای تکثیر پلاسمید  تراريختی باکتريايی:

 ,.Cohen et alحاوی ژن اینترفرون گاما از روش شوك حرارتي )

منتقل شد.  DH5αنژاد  E. coliبا اعمال تغییراتي به باکتری ( 1972

حاوی ژن  pCAMBIA1304همچنین برای انتقال پلاسمید 

ذوب  اینترفرون گاما به آگروباکتریوم از روش استاندارد انجماد و

(Sambrook and Russell, 2001 استفاده شد. در نهایت برای )

 کلوني استفاده شد.  PCRتایید تراریزش آگروباکتریوم از واکنش 

گروباکتريوم جهت انتقال ناقل به آسازی سوسپانسیون آماده

-آگروباکتریوم LBA4404 سویهیك کلني از منظور،  بدین :گیاه

 50 حاویمایع  LBکشت  به محیط های حاوی پلاسمید نوترکیب

میلي گرم در لیتر  25و بیوتیك کانامایسین میلي گرم در لیتر آنتي

درجه  28شبانه روز در دمای  منتقل و به مدت یك ریفامپسین

نگهداری  (دقیقه دور در 100انکوباتور )سانتیگراد روی شیکر 

-1ساعت وقتي که غلظت باکتری بین  24ند. بعد از شد

8/0=OD600nm دور  4000ها توسط سانتریفیوژ )رسید، باکتری

 با دقیقه رسوب داده شدند. رسوب حاصل 5در دقیقه( به مدت 

 4/0، 6/0، 8/0و  1 مختلف هایمایع در غلظت MS محیط

،2/0=nm600OD  رقیق شده و به صورت سوسپانسیون درآمدند و

 ها استفاده شدند. برای تلقیح ریزنمونه
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هایي در بدین منظور زخم ها با آگروباکتريوم:تلقیح ريزنمونه

یه ها ایجاد شد و در سوسپانسیون آگروباکتریوم تهسطوح ریزنمونه

 4/0، 6/0، 8/0و  1های مختلف )شده با غلظت

،2/0=OD600nmها بر روی ور شدند. سپس ریزنمونه(، غوطه

همچنین برای بررسي اثر مدت  کاغذ صافي استریل منتقل شدند.

و  40، 20، 10متفاوت ) های مختلف تلقیح از پنج مدت زمانزمان

 . دقیقه( استفاده شد 60

ح شده های تلقیریزنمونه آگروباکتريوم:ها با کشتی ريزنمونههم

 اکتریهنگامي که محلول ب روی کاغذ صافي استریل انتقال یافته و

 ها به محیط کشتها نسبتا خشك شد، ریزنمونهاطراف ریزنمونه

و  BAPگرم در لیتر میلي 5/1تکمیل شده با  MS کشتي )محیطهم

 6 و تر ساکارزگرم در لی 30همراه با  IAAگرم در لیتر میلي 1/0

مچنین هبیوتیك بود منتقل شدند. ( که فاقد آنتيگرم در لیتر آگار

کشتي از پنج مدت های مختلف همبرای بررسي اثر مدت زمان

س از پ در نهایت .روز( استفاده شد 5و  4، 3، 2، 1متفاوت ) زمان

 انتخاب بهترین غلظت آگروباکتریوم، مدت زمان تلقیح و مدت

ون برای تراریختي، اثر سطوح مختلف استوسیرینگکشتي زمان هم

 بر تراریختي سویا مورد بررسي قرار گرفت. بدین منظور اثر

و  200، 150، 100، 50، 0های مختلف استوسیرینگون )غلظت

 میکرومولار( مورد مطالعه قرار گرفت.  250

 های تراريخته احتمالی در محیط گزينشگر:گزينش ريزنمونه

کشتي به محیط انتخابي شامل محیط محیط هم ها ازریزنمونه

و  BAPگرم در لیتر میلي 5/1حاوی  MSکشت باززایي )محیط 

( تکمیل شده با گرم در لیتر آگار 6و  IAA گرم در لیترمیلي 1/0

گرم درلیتر میلي 400گرم در لیتر هیگرومایسین و میلي 20

 ز،رو 15پس از دو دور واکشت  .سفوتاکسیم انتقال یافتند

 MSهای باززا شده به محیط طویل شدن ساقه )محیط ریزنمونه

به  GA3گرم در لیتر میلي 5/0و  BAPگرم در لیتر میلي 2/0حاوی 

گرم درلیتر میلي 400گرم در لیتر هیگرومایسین و میلي 20همراه 

های طویل شده سفوتاکسیم( منتقل شدند. پس از چهار هفته شاخه

 میلي گرم در لیتر 2تکمیل شده با  MS)زایي به محیط کشت ریشه

IBA ،2  ،گرم در لیتر میلي 10درصد آگار،  6/0درصد ساکارز

گرم در لیتر سفوتاکسیم( منتقل شدند. میلي 200هیگرومایسین و 

های حاوی های تراریخته احتمالي به گلداننهایت گیاهچه در

تقل و به گلخانه منانتقال یافته  خاك استریلو  یتلپرمخلوط 

 شدند.

در  (Hu-IFN-γ) اينترفرون گامای انسانی تأيید حضور ژن

جهت  :PCR) ) گیاهان با انجام واکنش زنجیرهای پلیمراز

ي از اینترفرون گامای انسان ژناطمینان و تایید انتقال و درج 

 تراریخته هایهچهاز گیاده شد. بدین منظور ااستف PCRواکنش 

شد  انجام CTABروش  با DNA، استخراج شاهداحتمالي و 

(Saghai-Maroof et al., 1984) کیفیت  تعیین کمیت و و پس از

DNA اختصاصي  استخراج شده، تکثیر با استفاده از آغازگرهای

ر نظر د µl 20حجم واکنش  انجام گرفت. (1)جدول  IFN-γ ژن

 جپنبه مدت  سازی اولیهمنظور ابتدا واسرشت بدین گرفته شد.

چرخه  30واکنش در  انجام شد. سپس C° 94 دقیقه در دمای

، ثانیه 30به مدت  C°  94در دمای  سازیواسرشت مرحله شامل

ر د تکثیر مرحله ثانیه، 60به مدت  C° 60در دمای اتصال  مرحله

 7دت نهایت تکثیر نهایي به م و در ثانیه 60به مدت  C° 72دمای 

 روی PCRمحصول  .درجه سانتیگراد انجام شد 72دمای  در دقیقه

به  و 80ژل آگارز یك درصد بارگذاری شد. الکتروفورز در ولتاژ 

مدت دو ساعت انجام گرفت. برای رویت باندهای حاصل از 

 استفاده شد.  Gel documentationدستگاه 

 ها:های آماری و آنالیز آماری دادهطرح

 ي درلا تصادفهای این پژوهش با استفاده از طرح کامهمه آزمایش

-چهار تکرار اجرا گردید. پس از شش هفته، صفات تعداد شاخه

ي زیابهای باززا شده در محیط انتخابي و درصد تراریختي مورد ار

نها ودن آهای، ابتدا نرمال ببرای تجزیه آماری داده .قرار گرفتند

های لازم صورت گرفت. بررسي شد سپس تجزیه واریانس

 1% ا توسط آزمون دانکن در سطح احتمالهمقایسه میانگین داده

 ز نرمها و رسم نمودارها اانجام شد. برای تجزیه و تحلیل داده

 Excel (version 2016)و  MSTATC (version 5.5)افزارهای 

 استفاده گردید.
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 IFN-γتوالي آغازگرهای اختصاصي ژن  -1جدول 
Table 1. Specific primers sequence of IFN-γ gene 

 IFN-γ آغازگر

Primers of IFN-γ 

 توالي آغازگر 

Primer sequences 
 آغازگر روبه جلو

Forward primer 
 

5′-CAGGACCCATATGTAAAAGAAGC-3′ 

 آغازگر رو به عقب

Reverse primer 
 

5′-CTGGGATGCTCTTCGACCTC-3′ 

 

 
 گیاه سویا ختيهای مختلف آگروباکتریوم بر میزان تراریمقایسه اثر غلظت -1شکل 

Figure 1. Comparison the effect of different concentrations of Agrobacterium on soybean transformation 
 

 

  و بحث نتايج

 های مختلف آگروباکتريوم روی تراريختی سويااثر غلظت

آگروباکتریوم برای  LBA4404مناسب سویه  ODبه منظور تعیین 

-های مختلف ریزنمونه کوتیلدون گیاه سویا، غلظت ختيتراری

ش ( مورد آزمایnm600OD=2/0، 3/0، 5/0، 8/0و  1آگروباکتریوم )

های قرار گرفتند. نتایج بدست آمده نشان داد که بین غلظت

آگروباکتریوم از نظر میزان تراریختي  LBA4404مختلف سویه 

داری وجود داشت. نتایج حاصل یك همبستگي ياختلاف معن

 600OD=8/0مثبت بین کارایي انتقال ژن و غلظت آگروباکتریوم تا 

 8/0نشان داد، به طوریکه با افزایش غلظت آگروباکتریوم تا 

=600OD ر کارایي انتقال نیز افزایش یافته ولي در غلظت بالات

(1=600OD که مي1( کارایي انتقال کاهش یافته است )شکل )ند توا

ین ها باشد. همچنناشي از رشد زیاد باکتری بر روی ریزنمونه

 مشاهده شد که به 600OD=2/0در غلظت  ختيکمترین میزان تراری

 خاطر غلظت پایین باکتری زنده در واحد حجم بود.

 ختيمهمي بر تراری تواننـد اثـربه طور کلي چندین فاکتور مـي

های مختلـف گیاهي با اسـتفاده از آگروبـاکتریوم داشـته گونه

انتقال ژن  کـارایي تـوانبا بهینه سازی فاکتورهای موثر مـي .باشـد

ترین عواملي افزایش داد. غلظت باکتری یکي از اصليرا سویا به 

دهد. گیاهان را تحت تاثیر قرار مي ختياست که کارآیي تراری

تعیین غلظت مناسب باکتری در انتقال ژن از طریق آگروباکتریوم، 

له نوع ژنوتیپ گیاهي و سویه از جمبه عوامل متعددی 

 ,.Paz et al., 2006; Sujatha et alستگي دارد )ب آگروبـاکتریوم

(. در این مطالعه مشاهده شد که با افزایش غلظت باکتری 2012

های بالاتر میزان تراریزش تا حدودی افزایش یافت ولي در غلظت

 میزان تراریختي کاهش پیدا کرد.

های باکتری از حد مطلوب، در افزایش یا کاهش تراکم سلول 

یز باعث کاهش فراواني گیاهان تراریخته شده است گیاهان دیگر ن

(Wroblewski et al., 2005; Kim et al., 2009در مطالعه .) ای

سویا از بین چهار غلظت مختلف سویه  ختيبرای تراری

4404LBA ( 3/0، 5/0، 8/0و  1آگروباکتریوم =nm600OD ،)
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 -5/0های غلظتدر  ختيبیشترین میزان کارایي تراری

3/0=nm060OD 1 هایغلظت و کمترین میزان تراریختي در- 

8/0=nm600OD های بالای به طوریکه در غلظت حاصل شده است

 ,.Liu et al) رفتندهای تلقیح شده از بین ميباکتری، ریزنمونه

توان به . از دلایل عدم مطابقت این مطالعه با نتایج ما مي(2013

ای دیگر برای عهدر مطال متفاوت بودن رقم سویا اشاره کرد.

های غلظت از( Jac Purpkeو  Tianlong1تراریزش دو رقم سویا )

( nm600OD=6/0، 8/0و  1) آگروباکتریوم 101EHAسویه مختلف 

بیشترین میزان تولید گیاهان استفاده شده است. نتایج نشان داده که 

 et Li) حاصل شده است nm600OD=6/0 غلظتتراریخته سویا در 

al., 2017.) ای برای تراریختي چهار رقم سویا در مطالعه همچنین

(Thorne ،Williams ،Williams 79،Williams 82 از غلظت ) 

8/7-0/0=nm600OD  101سویهEHA  آگروباکتریوم استفاده شده

 (. Paz et al., 2006است )

 اثر مدت زمان تلقیح آگروباکتريوم روی تراريختی سويا

ر های متفاوت تلقیح دسه مدت زماناین آزمایش به منظور مقای

ن میزان تراریختي سویا انجام شد. بدین منظور اثر چهار زما

ا های سویا بدقیقه ریزنمونه 60و  40، 20، 10متفاوت تلقیح 

آگروباکتریوم مورد  4404LBAسویه  nm600OD=8/0غلظت 

ین بکه  مطالعه قرار گرفتند. نتایج حاصل از این آزمایش نشان داد

ن به ژسازی و انتقال های مختلف تلقیح از نظر میزان آلودهزمان

دت مداری وجود داشت. به طوریکه با افزایش سویا اختلاف معني

رد. کنیز افزایش پیدا مي ختيزمان تلقیح، میزان کارایي تراری

یقه و دق 40در مدت زمان تلقیح  ختيبیشترین میزان کارایي تراری

قه دقی 10در مدت زمان تلقیح  تيخکمترین میزان کارایي تراری

  (.2حاصل شد )شکل 

ای موثر بر کارایي ها یکي از فاکتورهمدت زمان تلقیح ریزنمونه

شود. در این مدت زمان تلقیح، تراریختي گیاهان محسوب مي

های مورد نظر را آلوده کرده و در ادامه در ها ریزنمونهباکتری

شوند. از به گیاه مي T-DNAکشتي موجب انتقال محیط هم

تر باشد باعث نکروزه آنجایي که مدت زمان تلقیح هرچه طولاني

گردد ها ميدر نهایت از بین رفتن کامل آن ها وشدن ریزنمونه

(Paramesh et al., 2010مطالعات .)Liu  ( و همکارانLiu et al., 

، 10های مختلف تلقیح سویا )( نشان داد از میان مدت زمان2013

دقیقه برای تراریختي  30مدت زمان تلقیح  ،دقیقه( 120و  60، 30

و همکاران  Pazن باشد. همچنیهای سویا مناسب ميریزنمونه

(Paz et al., 2006 از مدت زمان تلقیح )دقیقه برای تراریختي  30

 Zhang etو همکاران ) Zhangاند. در حالي که سویا استفاده کرده

al., 2015 دقیقه برای تراریختي سویا  15( از مدت زمان تلقیح

 اند. استفاده کرده

 ختی سوياکشتی آگروباکتريوم روی ترارياثر مدت زمان هم

مناسب در  کــشتيماین آزمایش به منظور تعیین مدت زمان ه

 ختلفانتقال ژن به سویا انجام شد. بدین منظور پنچ مدت زمان م

سویا  هایریزنمونه ختيروز برای تراری 5و  4، 3، 2 ،1کــشتي مه

آگروباکتریوم  4404LBAسویه  nm600OD=8/0با استفاده از غلظت 

ایج دقیقه مورد مطالعه قرار گرفتند. نت 40و مدت زمان تلقیح 

-های مختلف همحاصل از این آزمایش نشان داد که بین زمان

ف سازی و انتقال ژن به سویا اختلاکشتي از نظر میزان آلوده

-داری وجود داشت. به طوریکه با افزایش مدت زمان هممعني

ن شتریکرد. بینیز افزایش پیدا مي ختيکشتي، میزان کارایي تراری

رین روز و کمت 4کشتي در مدت زمان هم ختيمیزان کارایي تراری

 کشتي یك روز حاصلدر مدت زمان هم ختيمیزان کارایي تراری

  (.3شده است )شکل 

مدت زمان هم کشتي باکتری از دیگر عوامل موثر در تراریختي 

گیاهان هست که از طریق اثر در نحوه آلودگي، رشد و باززایي 

دهد ها کارایي تراریختي گیاهان را تحت تاثیر قرار ميریزنمونه

(Sujatha et al., 2012در انت .) قال ژن با استفاده از آگروباکتریوم

باشد. معمولا روز متفاوت مي 7تا  1کشتي از مدت زمان هم

کشتي گزارش روز هم 5تا  2بیشترین کارآیي تراریختي گیاهان در 

-مطالعات مختلف نشان داده(. Somleva et al., 2002شده است )

في کشتي کوتاهتر باشد باکتری فرصت کااند هرچه مدت زمان هم

 ,.Guo et alکند )برای انتقال و درج ژن هدف را به گیاه پیدا نمي

تر به دلیل رشد بیش از طولاني هایکشتيهمچنین در هم .(2012

حد باکتری در اطراف ریزنمونه و به دنبال آن از بین رفتن 

های تراریخته، کارآیي ها و اختلال در رشد و نمو بافتریزنمونه

ای از (. در مطالعهShrawat et al., 2007ابد )یتراریختي کاهش مي
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روز( ،  5و  4، 3، 2کشتي )های مختلف هممیان مدت زمان

روز  3کشتي بیشترین کارایي تراریختي سویا در مدت زمان هم

 Zhang(. همچنین Liu et al., 2013مشاهده شده است )

روز  3کشتي ( از مدت زمان همZhang et al., 2014وهمکاران )

 Arunو همکاران ) Arunاند. اما برای تراریختي سویا استفاده کرده

et al., 2016 و )Li ( و همکارانLi et al., 2017 از مدت زمان )

 اند.اریختي سویا استفاده کردهروز برای تر 5کشتي هم

 
 گیاه سویا ختيهای مختلف تلقیح بر میزان تراریمقایسه اثر مدت زمان -2شکل 

Figure 2. Comparison the effect of different Period of Inoculation on soybean transformation 

 

 
 گیاه سویا ختيکشتي بر میزان تراریهای مختلف هممقایسه اثر مدت زمان -3شکل 

Figure 3. Comparison the effect of different Period of co-cultivation on soybean transformation 

 

 
 ه سویاگیا ختيهای مختلف استوسیرینگون بر میزان تراریمقایسه اثر غلظت -4شکل 

Figure 4. Comparison the effect of different concentrations of acetosyringone on soybean transformation 
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 اثر استوسیرينگون بر روی تراريختی سويا

 ل ژنبه منظور بررسي اثر استوسیرینگون بر میزان کارایي انتقا

دین اینترفرون گامای انساني به سویا این آزمایش انجام شد. ب

 200، 150، 100، 50، 0منظور اثر سطوح مختلف استوسیرینگون )

سویه  600OD=8/0( با استفاده از غلظت میکرومولار 250و 

LBA4404  دقیقه و مدت  40آگروباکتریوم و مدت زمان تلقیح

اصل حکشتي چهار روز مورد مطالعه قرار گرفتند. نتایج زمان هم

وجود یك همبستگي مثبت بین کارایي تراریختي و غلظت 

وریکه طمیکرومولار را نشان داد، به  200و  150استوسیرینگون تا 

 200و  150های ا افزایش غلظت استوسیرینگون تا غلظتب

لظت میکرومولار، کارایي تراریختي نیز افزایش یافته ولي در غ

کاهش  میکرومولار استوسیرینگون کارایي تراریختي 200بالاتر از 

 (.4یافته است )شکل 

ت که از دیگر عوامل موثر در تراریختي گیاهان هس استوسیرینگون

و نفوذ  Tiدر پلاسمید  Virهای بیماریزای از طریق القاء بیان ژن

اثیر قرار ریختي گیاهان را تحت ت، کارایي تراT-DNAچندگانه 

وان ت(. لذا تراریختي گیاهان را ميYamada et al., 2012دهد )مي

-مهبا افزودن ترکیبات فنولي از قبیل استوسیرینگون در محیط 

 (.Zhang et al., 2015کشتي یا محیط باکتریایي افزایش داد )

، تلفغلظت مناسب استوسیرینگون برای انتقال ژن به گیاهان مخ

قش نمتفاوت است بطوریکه تعیین مقدار بهینه آن برای هر گیاه 

 بسزایي در کارایي تراریختي گیاهان دارد. معمولا در غیاب

لای استوسیرینگون، کارایي تراریختي کم است اما در مقادیر با

یابد، چون استوسیرینگون کارایي تراریختي خیلي کاهش مي

از  اد سمیت کرده و به نحویهای بالای استوسیرینگون ایجغلظت

کند ی ميهای تراریخته جلوگیریا تکثیر سلول T-DNAانتقال 

(Krenek et al., 2015 در مطالعات مختلف از غلظت .)میلي 40-

ند اردهگرم در لیتر استوسیرینگون برای تراریختي سویا استفاده ک

(Kim et al., 2016; Kumari et al., 2016.) 
 

 تراريخته و سازگاری آنها در خاک زايی گیاهانريشه

 کشت انتخابي به محیط تلقیح شده هایریزنمونه ،کشتيهمپس از 

تازه هفته یکبار بـه محـیط  دوها هر ریزنمونهمنتقل شدند. 

برخي های باززا شده در جوانه هفته چهار. پس از شدند واکشـت

اهد های ش، در حالي که ریزنمونهشدندها مشاهده ریزنمونهاز 

روی محیط کشت انتخابي زرد شده و هیچگونه باززایي در آنها 

هایي که از باززایي . معمولا در محیط گزینش، شاخهمشاهده نشد

مانند اند سبز باقي ميهای تراریخت حاصل شدهو تکثیر سلول

اند از های غیر تراریخت حاصل شدههایي که از سلولولي شاخه

 های باززا شدهشاخهتعدادی از آزمایش روند. البته در این بین مي

و بقیـه بـه علـت  ن، سبز و زنـده مانـدانتخابيبر روی محـیط 

-. شاخهاز بین رفتند هیگرومایسیندریافت ژن مقاومت به  عـدم

سازی طویل به محیط کشـت گزینش در شرایط های باززا شده

-یشهبه محیط ربا ارتفاع مناسب ها . سپس شاخهشدند ساقه منتقل

بود، منتقل شدند. بعد از چند  IBAزایي که حاوی دو میلي گرم 

های ریشه ها، اول کالوس و بعد جوانهروز از محل برش شاخه

ها کند و در برخي ظاهر شدند. رشد ریشه در برخي از گیاهچه

های تولید شده نازك و بلند بودند که کیفیت ریشه .سریع بودند

  . (5 شکل) دادند سازگاری خوبي را با خاك نشان

ه با انجام در گیاهان تراريخت Hu-IFN-γحضور ژن  بررسی

 PCRواکنش 

و  DNAبه منظور بررسي مولکولي گیاهان تراریخت در سطح 

 خراجاطمینان از انتقال ژن هدف به گیاهان تراریخت، پس از است

DNA ( ژنومي از گیاهان تراریخته نسل اولT0و شاهد، واکن ) ش

PCR  تصاصي ژناخ آغازگرهایبا استفاده از Hu-IFN-γ  انجام

 Hu-IFN-γحداقل یك نسخه از ژن شد که نتیجه آن نشان داد 

 نیاهاگدرژنوم گیاهان تراریخته وجود دارد. عدم مشاهده باند در 

 (.6)شکل شاهد نیز این مطلب را تأیید کرد 

سویا یکي از مهمترین محصولات کشاورزی به شمار مي رود. 

علي رغم تولید گیاهان تراریخته سویا، کارآیي انتقال به این گیاه 

باشد. البته تراریزش گیاهان با استفاده از هنوز هم پایین مي

ت. آگروباکتریوم به عنوان یك روش موثر و کارآمد مطرح اس

ای از کارایي تراریزش گیاهان با آگروباکتریوم تحت تاثیر مجموعه

عوامل قرار دارد که بهینه سازی این عوامل برای توسعه یك روش 

 مناسب جهت انتقال ژن بسیار ضروری است. 
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 (e ،تهیه ریزنمونه کوتیلدون (c, d ،جوانه زني بذور (bکشت بذور سویا،  (a: های تراریختهو باززایي ریزنمونه گروباکتریومآبا  سویا ختيمختلف تراریمراحل  -5 شکل

 شدنطویل (i ،در محیط انتخابي تيکشهای کوتیلدون پس از هماره از ریزنمونهشاخس باززایي (g, h ،تلقیح شده هایکشتي ریزنمونههم (f ،کوتیلدون هایتلقیح ریزنمونه

 راریختهغلاف سویای ت (n ،اكخ به های تراریختهگیاهچهانتقال و  سازگاری (k, l, m ،های طویل شدهزایي شاخهریشه (j ،شده ابازز هایشاخه
Figure 5. Various stages of transformation of soybean by Agrobacterium and regeneration of transgenic explants. a) Cultivation of soybean 

seeds; b) Seed germination; c, d) Preparation of cotyledon explants; e) Inoculation of cotyledon explants; f) Co-cultivation; g, h) 

Regeneration of shoots from cotyledon explants after co-cultivation on selective medium; i) Shoot elongation; j) Rooting of elongated 

shoots; k, l, m) Acclimatization and transferred of transgenic plantlets to the soil; n) Pods of transgenic soybean 

 

 
 Kb DNA 3) : نشانگر وزن مولکوليhIFN-γ  ،Mغازگرهای اختصاصي ژن ای پلیمراز گیاهان تراریخته با استفاده از آنتایج حاصل از واکنش زنجیره -6شکل 

Ladder) ،1  شاهد مثبت  :6، (گیاه غیرتراریخته)گیاه شاهد  :5قطعات تکثیر شده از گیاهان تراریخته،  :4تا( قطعه تکثیر شده از پلاسمید حاوی ژنhIFN-γ) ،7:  شاهد

 . (آب ) منفي

Figure 6. Analysis of transgenic plants by PCR technique. M: Molecular marker (3 Kb DNA Ladder), 1-4: transgenic plants, 5: Control 

plant (non-transgenic plant), 6: Positive control (the plasmid that is harboring Hu-IFN-γ gene), 7: Negative control (distilled water without 

DNA).  
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در این پژوهش برای انتقال ناقل پلاسمیدی نوترکیب حاوی ژن 

از عوامل تعیین کننده اینترفرون گامای انساني به گیاه سویا، برخي 

بهینه شدند، به طوریکه بیشترین میزان کارآیي تراریختي ریزنمونه 

 nm600OD= 8/0کوتیلدون شش روزه رقم سامان سویا در غلظت 

دقیقه و  40آگروباکتریوم، مدت زمان تلقیح  LBA4404سویه 

میکرومولار  200الي  150روز به همراه  4کشتي مدت زمان هم

 حاصل شد.استوسیرینگون 
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Abstract 

Agrobacterium-mediated transformation is one of the most effective methods for producing 

the transgenic soybean plants. The efficiency of soybean transformation with 

Agrobacterium depends on the various factors. The aim of this study was investigating the 

possibility of human interferon gamma production in soybean. For this purpose, some 

effective factors in soybean transformation such as Agrobacterium concentration (OD600nm 

= 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1), inoculation time (10, 20, 40 and 60 minutes), co-cultivation time 

(1, 2, 3, 4 and 5 days) and different levels of acetosyringone (0, 50, 100, 150, 200 and 250 

μM) were evaluated. The results showed that the highest percentage of transformation was 

observed in the OD600nm= 0.8 and the lowest percentage of transformation was obtained at 

the OD600nm= 0.2. Also, the highest percentage of transformation was obtained in the 40 

minutes of inoculation and 4 days of co-cultivation and the lowest percentage of 

transformation was observed in the 10 minutes of inoculation and 1 day of co-cultivation. 

The presence of acetosyringone had the increasing effect on the soybean transformation 

efficiency, and the highest percentage of transformation was obtained at the 150 until 200 

μM of acetosyringone. Finally, the presence of human interferon gamma gene in the 

probable transgenic plants was confirmed by the PCR technique and specific primers. The 

optimal conditions that obtained in this study can be used to transfer target genes to this 

soybean cultivar. 
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