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 و زراعي اهميت به توجه زیادي دارد. با اهميت از علمي و اقتصادي فرنگي از نظر غذایي،گوجه

 اصلاح در نوین هايروش از استفاده غيرزنده، زنده و هايتنش اغلب به نسبت این گياه حساسيت

عي زرا فرنگيگوجه این تحقيق عوامل موثر در تراریزش یک رقم محلي باشد. درنياز مي گياه این

و  1روز(، غلظت آگروباکتریوم تومفشينس ) 4و 3، 2، 1کشت )بنام بناب از قبيل مدت زمان پيش

8/0 ،6/0 ،4/0 =nm600OD( مدت زمان تلقيح ،)دقيقه(، سطوح مختلف استوسيرینگون  20و  15، 10، 5

تلف هاي مخروز( و غلظت 4و  3، 2، 1کشتي )ميکرومولار(، مدت زمان هم 200و  150، 100، 0)

نتایج نشان  .گرفت قرار بررسي مورد( ليتر در گرمميلي 20 و 15 ،10 ،5)بيوتيک کانامایسين  آنتي

 ميزان داري داشت. بيشترینمعني اثر گياهان تراریزش در هانمونهریز روزه دو کشتداد پيش

در حاصل شد. همچنين بيشترین ميزان تراریختي  nm600OD =6/0غلظت باکتري  در تراریختي

دقيقه و مدت زمان هم کشتي دو روز حاصل شد. حضور استوسيرینگون اثر  10مدت زمان تلقيح 

فرنگي داشت، به طوریکه بيشترین ميزان تراریختي در غلظت افزایشي در کارایي تراریختي گوجه

ژن کيتيناز در گياهان تراریخت به  حضور نهایت ميکرومولار استوسيرینگون بدست آمد. در 150

تواند براي انتقال قرار گرفت. شرایط بهينه بدست آمده در این مطالعه مي مورد تایيد  PCRله وسي

 فرنگي استفاده شود.هاي هدف به این رقم گوجهژن

 های کلیدیواژه
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Abstract 

Tomato is an important economic crop with nutritional and scientific value for study. Due to its 

agronomic importance and the sensitivity to biotic and abiotic stresses, using new methods in breeding 

this crop is necessary. In this study, the effects of some factors, such as pre-cultivation time (1, 2, 3 and 4 

days), Agrobacterium concentration (OD600nm = 0.4, 0.6, 0.8, and 1), inoculation time (5, 10, 15 and 20 

minutes), Acetosyringone concentration (0, 100, 150, and 200 μM), co-cultivation period (1, 2, 3 and 4 

days) and different concentrations of the kanamycin (5, 10, 15 and 20 mg/l) on the transformation of a 

local cultivar of tomato called Bonab, were evaluated. The maximum transformation efficiency was 

obtained at the OD600= 0.6. Also, the highest transgenic plants were obtained in the 10 minutes of 

inoculation and 2 days of co-cultivation. The presence of Acetosyringone had an increasing effect on the 

tomato transformation, and the highest percentage of transformation was obtained at 150 M of 

Acetosyringone. Finally, the presence of a Chitinase gene in the probable transgenic plants was confirmed 

by PCR. The optimal conditions that were obtained in this study can be used to transfer target genes to 

this tomato cultivar.  
 

Key words:  Chitinase, Tomato, Agrobacterium, Transgene 

 
 

  مقدمه

یک محصول  (.Lycopersican esculentum Lفرنگی زراعی )گوجه

ه بود که متعلق به خانواده سولاناسه باغی با مصارف گوناگون است

شت ک آن میوه از استفاده جهت گیاه این از اریبسی هایواریته و

 بعمنا ترینمهم از یکی . این گیاه(Zsögön et al., 2017)شوند می

 مثل عدنیم مواد قند، مفید، آمینه ، ترکیبات فنلی، اسیدهایویتامین

 (. Soare et al., 2019است ) کربوکسیلیک یو اسیدها پتاسیم

 با زراعی به گیاهان ستیابید امید ژنتیک مهندسی از گیریبهره

 عوامل برابر در زراعی گیاهان سازگاری دامنه افزایش و بالا عملکرد

را افزایش های زنده و غیر نده تنش جمله از کننده محیطی محدود

 امکان و بررسی گیاه در مقاومت افزایش عوامل داده است. شناسایی

 در ایژهوی اهمیت از زراعی حساس ارقام به عوامل این انتقال

 گیاهان. است برخوردار اهلی مقاوم نیمه یا و مقاوم ارقام معرفی

محصول در برابر  مدیریت با عملکرد افزایش لحاظ از تراریخته

 کاهش و هاکشحشره از استفاده کاهش ها و آفات گیاهی،بیماری

 ,.Chen et al) کنندمی عمل بهتر خیلی برداشت از پس خسارت

 این حساسیت و فرنگی گوجه زراعی اهمیت به توجه با(. 2014

از  استفاده به نیاز ،های زنده و غیر زندهتنش بیشتر به نسبت گیاه

  .شودمی احساس پیش از بیش گیاه این اصلاح در نوین هایروش

ترین عوامل ایجاد خسارت به زا یکی از مهمهای بیماریقارچ

فرنگی م گوجههای مهیکی از بیماریباشند. محصولات زراعی می

  Sclerotinia sclerotionumپوسیدگی ساقه اسکلروتینیایی با عامل 

 زراعی، گیاهان از بسیاری (.Finch-Savage et al., 2003باشد )می

 بنابراین ندارند، را مقاومت از بالایی درجه تأمین برای لازم هایژن

 هایونهگ به هابیماری برابر در مقاومت کننده ایجاد هایانتقال ژن

 راه تواندمی های بیوتکنولوژیروش طریق از پذیرآسیب گیاهی

 مقابله سازوکارهای مطالعه با باشد. هابیماری کنترل برای موثری

 مختلفی ضدقارچی هایپروتئین زا،عوامل  بیماری برابر در گیاهان

 اساس خصوصیات بر هاپروتئین این. اندشده شناسایی گیاهان در

 )مثل هاآن ساختمان گلوکانازها(، یا کیتینازها )مثل آنزیمی

 از خاصی گروه به هاآن شباهت سیستئین( یا از غنی پروتئینهای

 (.Tian et al., 2022شوند )می بندیطبقه هاپروتئین

در کنترل زیستی آن  تریکودرما قارچ توسط شده تولید کیتینازهای

 موجود لیکوزیدیگ هایپیوند شکستن با باشند کهبسیار موثر می

شکنند. می هم در را ترکیب این ساختمان خطی کیتین، پلیمر در

(Sharma et al., 2011 .) انجام شده بر روی  هایپژوهشنتایج

 Cole and(، تنباکو )Lindsey and Baker, 1967فرنگی )گوجه
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Zvenyika, 1986( و گیاهان زراعی مختلف )Chang et al., 1986 )

با حضور قارچ تریکودرما در خاک، رشد این دهد که نشان می

متصل شونده به  دومین. یابدگیری افزایش میگیاهان به نحو چشم

 آنزیم تواند با اتصالمی ChB( (Chitin Binding Domain)( کیتین

 های کیتینبه سوبسترای کیتین موجب در دسترس قرار گرفتن رشته

 (.Deeba et al., 2022) گردد برای هضم آنزیمی

سازی شرایط کشت بافت، تولید گیاهان تراریخته مستلزم بهینه

-های گیاهی و بهینههای مختلف تراریزش سلولآشنایی با روش

سازی انتقال ژن و در نهایت دسترسی به یک سیستم گزینش 

باشد. تراریزش موفق کارآمد جهت انتخاب گیاهان تراریخته می

دی برای اصلاح این گیاه فرنگی در مطالعات پایه و کاربرگوجه

ضروری است، به همین دلیل توسعه روش تراریزش کارآمد و بهینه 

سازی شرایط تراریزش برای تک تک ژنوتیپ ها بسیار تعیین کننده 

 تحت گیاه این به ژن مؤثر انتقال (.Hassan et al., 2021است )

 برای آگروباکتریوم مناسب باشد، غلظتمختلفی می عوامل تاثیر

 مقدار تعیین طوریکه به است، مختلف، متفاوت گیاهان به ژن قالانت

 کارایی افزایش در بسزایی نقش تواندمی گیاه هر برای آن بهینه

(. Keshavareddy et al., 2018) داشته باشد گیاهان به ژن انتقال

 دیگر از تلقیح زمان مدت و کشتیهم کشت وزمان پیش مدت

 نحوه در طریق اثر از که هستند نگیاها تراریزش در موثر عوامل

 را گیاهان تراریزش کارایی هاریزنمونه باززایی و رشد آلودگی،

 (.Singareddy et al., 2018دهند )می قرار تاثیر تحت

 ستا گیاهان تراریختی در موثر عوامل از دیگر یکی استوسیرینگون

تی کارایی تراریخ virزای بیماری هایژن بیان القاء طریق از که

 این(. Osmani et al., 2019دهد )گیاهان را تحت تاثیر قرار می

-گوجه تراریزش در موثر عوامل از برخی مطالعه هدف با تحقیق

-زمان پیش ، مدتبیوتیک کانامایسینقبیل غلظت آنتی از فرنگی

 زمان مدت تلقیح باکتری، زمان آگروباکتریوم، مدت غلظت کشت،

 .گرفت قرار مورد بررسی رینگونیاستوس غلظت و کشتیهم

 

  هاروش و مواد

بذرور رقم بناب  :ریزنمونه تهیه بذور، شرایط رشد و ضدعفونی

 و دقیقه سه مدت به درصد 70 الکل در دادن قرار گوجه فرنگی با

 نهایت در دقیقه و 15 مدت به درصد 5/2 سدیم هیپوکلریت

 دهش استریل شدند. بذرهای استریل سطحی آب مقطر، شستشو با

هفت  از ( قرار داده شدند. پس1زنی )جدول  جوانه محیط روی بر

 ودرصد  70 رطوبت و سانتیگراد درجه 25 در دمای هاجوانه روز

 90روشنایی  ساعت 16 و تاریکی ساعت 8 زمانی دوره در

 از لپهبرگ هایریزنمونه ثانیه رشد کردند. بر مترمربع بر میکرومول

 جداسازی های استریللپهبرگ .ندشد تهیه های شش روزهگیاهچه

 PM (Preculture Medium) کشت پیش محیط روی بر و شده

 25 دمای در و تاریکی در روز 4و 3، 2، 1به مدت  (،1)جدول 

-Cortina and Culianezشوند ) تلقیح مرحله آماده تا گرفتند قرار

Macia, 2004). 

از  آزمایش این در :سویه باکتریایی و ساختار سازه

Agrobacterium tumefaciens سویه LBA4404 سازه  شد. استفاده

pBISM2 (Matroodi et al., 2013 که )بر ناقل  یمبتنpBI121 

 ژن کانامایسین و بیوتیک آنتی به مقاومت نشانگر ژن حاوی و است

باشد برای تراریزش ، می gus گزارشگر ژن یبه جا chit42 شیمری

  ژن cDNAمتشکل از  یتینازکیمری شژن مورد استفاده قرار گرفت. 

chit42منشا قارچ  باTrichoderma atroviride ینبه همراه دوم 

 باشدیم( Serratia marsescenseی )با منشا باکتر یتیناتصال به ک

 .(1)شکل  استگرفته آن قرار یلیکربوکس یکه در انتها

 
 ز شیمرییناکیت ژن حاوی و pBI121 ناقل بر مبتنی pBISM2 سازه  -1شکل 

Figure 1. PBISM2 construct based on pBI121 vector and containing chitinase chimeric gene 
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به منظور  کانامایسین: بیوتیکآنتی به نسبت حساسیت آزمون

ه ببیوتیک کانامایسین سازی و انتخاب غلظت مناسب آنتیبهینه

آزمون منظور گزینش گیاهان تراریخته در محیط کشت، یک 

ی هاایی غیرتراریخته نسبت به غلظتلپهحساسیت ریزنمونه برگ

-رگهای بمختلف کانامایسین انجام شد. به همین منظور ریزنمونه

-حاوی غلظت MSایی تحت شرایط استریل روی محیط کشت لپه

دند. کانامایسین کشت ش( لیتر در گرممیلی 20 و 15 ،10 ،0)های 

 8 و روشنایی ساعت 16 و درجه 25 یدما در های حاصلریزنمونه

 کباری هفته دو هر هانمونه شدند، واکشت داده قرار تاریکی ساعت

های کشت مورد بررسی قرار گرفت، پس از یک ماه، محیط صورت

ت ها و سرعت از دسگرفت و با توجه به عدم باززایی ریزنمونه

 د.ن ش( تعییLethal doseدادن کلروفیل و مرگ بافتی، دوز کشنده )

ن مدت به منظورتعیین بهتری :آگروباکتریوم با هاریزنمونه تلقیح

راه روز( به هم 4و  3، 2، 1کشت، چهار زمان متفاوت )زمان پیش

 5(، حداقل زمان تلقیح )nm600OD 4/0حداقل غلظت باکتری )

-روز هم 2دقیقه(، فاقد غلظت استوسیرینگون و در مدت زمان 

 کشتی بررسی صورت گرفت. 

 یونسوسپانس ها درهت بررسی بهترین غلظت باکتریایی، ریزنمونهج

 کیتیناز ژن حامل pBISM2  نوترکیب پلاسمید آگروباکتریوم حاوی

 و 6/0 ،8/0 ،1)باکتری  مختلف هایغلظت با شده تهیه شیمری

4/0 nm600OD)، روز، فاقد استوسیرینگون 2کشت مدت زمان پیش 

 روز در شرایط 2ه مدت زمان دقیقه تلقیح شد و ب 5و به مدت 

 کشتی صورت گرفت.تاریکی هم

 چهار از تلقیح مختلف هایزمان مدت اثر بررسی برای همچنین

کشت مدت زمان پیش با( دقیقه 20 و 15 ،10 ،5) متفاوت زمان

اقد فبهینه شده در مرحله قبل،  6/0باکتری  غلظت روز و 2بهینه 

 شد. دهکشت دو روز استفااستوسیرینگون و پیش

 ،0 غلظت چهار با استوسیرینگون مختلف سطوح جهت بررسی اثر

روز،  2کشتی میکرومولار با مدت زمان پیش 200 و 150 ،100

قه و دقی 10، مدت زمان تلقیح بهینه شده 6/0غلظت آگروباکتریوم 

فرنگی مورد بررسی روز، تراریزش گوجه 2کشتی مدت زمان هم

 قرار گرفت.

شده  تلقیح هایریزنمونه :آگروباکتریوم با هاریزنمونه کشتیهم

یط مح به هاریزنمونه یافت، سپس انتقال استریل صافی کاغذ روی

 بیوتیکآنتی فاقد (1جدول )CM (Co-culture Medium )کشت هم

 زا کشتیهم مختلف هایزمان مدت اثر بررسی برای .شدند منتقل

 2کشت زمان پیش( با مدت 4و  3، 2، 1مدت زمان متفاوت ) چهار

و   006OD = 6/0دقیقه، غلظت باکتری  10روز، مدت زمان تلقیح 

 رد. شد میکرومولار استوسیرینگون بهینه شده استفاده 150غلظت 

 برای کشتپیش مدت زمان بهترین از انتخاب پس نهایت

م هتلقیح، مدت زمان  زمان آگروباکتریوم، مدت غلظت تراریختی،

-گوجه تراریختی استوسیرینگون بر مختلف سطوح اثر و کشتی

 .گرفت قرار بررسی مورد فرنگی

گزینشگر:  محیط در احتمالی تراریخته هایریزنمونه گزینش

 RMزایی هساق محیط کشتی بهلپه از محیط همهای برگریزنمونه

(Regeneration Medium 1( )جدول) کانامایسین و  حاوی

 یکبار دو هفته هر هانمونه سفوتاکسیم  منتقل شدند )واکشت

 های گیاهچه طول که زمانی هفته، چهار از گرفت(، پس صورت

کشت  محیط به زاییریشه تر رسید، جهتمسانتی 2-3باززا شده به 

 در ( منتقل و1( )جدول Rooting Medium) RTMزایی ریشه

 یشهسیستم ر اینکه از در نهایت، بعد. شدند نگهداری شرایط همان

 به احتمالی تراریخته هایشد، گیاهچه شکیلت خوبی به گیاهان

 هب یافت و انتقال استریل خاک و پرلیت حاوی مخلوط هایگلدان

 بالا نسبی رطوبت حفظ) طبیعی شرایط با تدریجی سازگاری منظور

 از پس و شد استفاده شفاف هایسرپوش از( آلودگی کنترل و

 .منتقل شدند گلخانه به شدند و حذف هاسرپوش سازگاری

 از بافت گیاهی با روش DNAاستخراج مولکولی:  تجزیه و تحلیل

CTAB (Saghai-Maroof et al., 1984از ت )های عدادی شاخساره

با  PCRتراریخت به صورت تصادفی انجام شد. واکنش 

( به منظور تایید 2آغازگرهای اختصاصی ژن کیتیناز )جدول 

ی درصد بررس 1تراریزش انجام گرفت و نتایج بر روی ژل آگاروز 

 شد.

-آزمایش همه :هاداده آماری تجزیه و تحلیلو آماری هایطرح

در  (CRD) تصادفی کاملا طرح از استفاده با پژوهش این های

 شش از پس. شد در هر تکرار هشت ریزنمونه اجرا تکرار چهار
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 مورد انتخابی محیط در شده باززا هایشاخه تعداد صفات هفته،

 بودن نرمال ابتدا های،داده آماری تجزیه برای. گرفتند ارزیابی قرار

 میانگین گرفت. مقایسه صورت سپس آنالیزها ،شد ها بررسیآن

درصد  5 احتمال سطح در دانکن آزمون و بر مبنای های مستقلداده

-نرم از نمودارها و رسم هاداده تحلیل و تجزیه برای. بررسی شد

 استفاده شد. Excel (2016 )و SPSS  (Version 17افزار )

 

 کشت محیط ترکیبات استفاده شده در -1جدول
Table 1. Compounds used in the culture medium 

GM PM CM RM RTM  
+ + + + + MS 

30 30 30 30 30 Sacaros (g/l) 
7 7 7 7 7 Agar (g/l) 

5.6-5.8 5.6-5.8 6.5-5.8 5.6-5.8 5.6-5.8 pH 

- - 150 - - acetosyringone (μM) 

- 2 2 2 - BAP (mg/l) 

- 0.2 0.2 0.2 0.2  IAA (mg/l) 

- - - 200 150 Cefotaxime (mg/l) 

- - - 10 10 Kanamycin (mg/l) 

 
 Table 2. Primers used in this study     آغازگرهای مورد استفاده در این پژوهش -2جدول

Primers name Primer sequences 

FchBD1 5’-GCTCTAGAGCTACGACGACAGCCAGC-3’ 
RchBD 5’-GCTCTAGATTACGCCAGGCGGCCCAC-3’ 
35S 5’-GCGAACAGTTCATACAGAGTCT-3’ 

CHIT42R 5’-CGCCTCCGTTGATATAAGCC-3’ 

VirGF 5’-ATGATTGTACATCCTTCACG-3’ 

VirGR 5’-TGCTGTTTTTATCAGTTGAG-3’ 
 

  و بحث نتایج

 سطوح تعیین ونآزم نتایج تعیین غلظت مناسب کانامایسین:

 در فتهر بین از نمونه ریز تعداد که کمترین داد نشان کانامایسین

های کوتیلدون . ریزنمونهبود لیتر در گرممیلی پنج غلظت

 هسهای باززایی حاوی کشت غیرتراریخته در هیچ کدام از محیط

سین، گرم در لیتر آنتی بیوتیک کانامایمیلی 20و  15، 10 غلظت

فته هبا از دست دادن کلروفیل خود در مدت چهار باززا نشدند و 

مایسین گرم در لیتر کانامیلی 10از بین رفتند. بنابراین، غلظت 

 ه درحداقل غلظت کانامایسین لازم برای مرگ کامل بافت ریزنمون

و Kazemi های (. طبق آزمایش2طول مدت زمان فوق بود )شکل

ت کانامایسین (، افزایش غلظKazemi et al., 2020همکاران )

ین فرنگی است بنابراعامل بازدارنده در رشد و باززایی گوجه

انتخاب حداقل غلظت کانامایسین لازم برای مرگ ریزنمونه 

 ضروری است.

با فرنگی: تراریختی گوجه روی کشت برمدت زمان پیش اثر

کشت دو روزه پیش توجه به نتایج مقایسه میانگین به دست آمده

. (a3لپه بود )شکلهای برگبرای ریزنمونه ترین حالتمناسب

آگروباکتریوم بدون انجام ایی با های برگ لپهکه ریزنمونههنگامی

ها نکروزه های زخمی ریزنمونهپیش کشت تلقیح شدند، قسمت

کشت سبب ایجاد محیط پیشو باززایی صورت نگرفت.  شدند

وم و گروباکتریآسازی با آلوده شرایط مناسب سلولی به منظور

 بر یک روز مدت به که هاییربزنمونه. انتقال به محیط انتخابی شد

 بسیار ضعیف اغلب بودند، شده نگهداری کشتپیش محیط روی

 به باززایی محیط به انتقال و کشتیهم دوره از طی پس و بوده

 به هاریزنمونه قرارگیری همچنین،. آمدند پلاسمولیزه در حالت

 محیط به از انتقال پس کشتپیش طمحی بر روی روز چهار مدت

 مراحل در درآمده و ایشیشه صورت به هاریزنمونه اغلب باززایی

( گزارش 2009و همکاران ) Yasmeen. گردیدند حذف بعدی

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

14
01

.1
1.

1.
4.

1 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
18

 ]
 

                             5 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1401.11.1.4.1
http://gebsj.ir/article-1-414-fa.html


 و همکاران یگوگردچ  ....فرنگی گوجه به کیتیناز ژن الانتق سازی بهینه

 

 18 1401 ستانبهار و تاب  /1شماره  /مهدیازدوره  /و ایمنی زیستیژنتيک مهندسی 

 

فرنگی، سطح کشت در گیاه گوجهکردند که در طی زمان پیش

های زخمی گیاه افزایش در بافت virهای ترکیبات القا کننده ژن

گردد. همچنین نشان د که باعث بالا رفتن بازده تراریختی مییابمی

های نواحی زخمی در طول زمان دادند که تقسیم فعال سلول

سازی در کشت، سنتز دیواره سلولی و فعالیت سیستم همانندپیش

ها برای اتصال موثر آگروباکتریوم قبل از تراریختی و این سلول

ی در حال تقسیم را در هاضروری بوده و سلول T-DNAالحاق 

های غیر تقسیم شونده برای تراریختی مستعدتر مقایسه با سلول

کشت بر تراریزش گیاهان کند. این امر نشان داد که اعمال پیشمی

در پژوهشی که توسط  به وسیله آگروباکتریوم اثر مثبت دارد.

Secgin بهترین زمان پیش انجام شد 2021در سال همکاران  و-

 گزارش شد.روز دو  فرنگیلپه گوجهزنمونه برگدر ری کشت

 
 گرم درلیترمیلی 20و  15، 10، 5 هایدر غلظت بیوتیک کانامایسینبه آنتی هاریزنمونه تعیین غلظت مناسب حساسیت -2شکل

Figure 2. Determining the appropriate concentration of susceptibility of explants to the antibiotic kanamycin (5, 10, 15 and 20 mg/l) 

 

-تراریختی گوجه بر روی آگروباکتریوم مختلف هایغلظت اثر

ها  طبق نتایج به دست آمده بر اساس مقایسه میانگین دادهفرنگی: 

های مختلف آگروباکتریوم از نشان داد که بین غلظت b3شکل 

. با شتداری وجود دانظر تعداد شاخه باززا شده اختلاف معنی

کارایی انتقال نیز  600OD= 6/0افزایش غلظت آگروباکتریوم تا 

کارایی  600OD= 6/0های بالاتر از افزایش یافته ولی در غلظت

 600OD= 6/0های بیشتر از انتقال کاهش یافته است.  غلظت

کشتی شده و در موجب رشد بیش از حد باکتری در زمان هم

های کمتر از این میزان ظت. غلشدها نهایت باعث مرگ ریزنمونه

 . ضعیف نشان دادند T-DNAنیز در انتقال 

-تراریختی گونه بر مهمی اثر توانندمی فاکتور چندین کلی طور به

 بهینه با. داشته باشد آگروباکتریوم از استفاده با گیاهی مختلف های

 فرنگیگوجه ژن به انتقال کارایی توانمی موثر فاکتورهای سازی

 که عواملی است تریناصلی از یکی باکتری غلظت. داد افزایش را

 غلظت تعیین .دهدمی قرار تاثیر تحت را گیاهان تراریختی کارآیی

 عوامل آگروباکتریوم، به طریق از ژن انتقال در باکتری مناسب

 بستگی سویه آگروباکتریوم و گیاهی ژنوتیپ نوع جمله از متعددی

 LBA4404 سویهمناسب . غلظت (Kazemi et al., 2020) دارد

شده است عنوان  600OD=  5/0-6/0فرنگی برای تلقیح با گوجه

(Raj et al., 2009).  مطالعاتSecgin  2021سال ر دو همکاران 

فرنگی گیاهان تراریخته در گوجه تولید میزان داد که بیشترین نشان

با نتایج این پژوهش که  حاصل شده است 600OD= 6/0در غلظت 

 مختلف هایاز میان غلظت پژوهشی در .منطبق است

 درصد بالاترین(، nm 600OD= 2/0، 4/0، 6/0و  8/0)آگروباکتریوم 

مشاهده شده است  nm600OD =6/0فرنگی در گوجه تراریختی

(Honda et al., 2021.) 

-گوجه تراریختی بر روی آگروباکتریوم تلقیح زمان مدت اثر

 اساس بر ها با باکترینهریزنمو تلقیح زمان مدت بهترینفرنگی: 

همراه شیک کردن  ده دقیقه ،c3 شکل طبق هاداده میانگین مقایسه

گیاه  هیچ دقیقه 10 از کمتر زمان مدت تشخیص داده شد. در
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نیز  دقیقه 10 از بیشتر زمان مدت. نیامد دست به ایتراریخته

بین  از نهایت در و هاریزنمونه بافت شدن نکروزه یا ضعیف باعث

 .شد هاآن کامل رفتن

 فاکتورهای از نیز هاگیاهچه با باکتری تلقیح برای لازم زمان مدت 

 این در که زیرا شود،می محسوب گیاهان تراریختی کارایی بر موثر

 ادامه در و کرده حاصل تماس هاگیاهچه با هاباکتری زمان، مدت

 Jan et) شودمی گیاه به T-DNA انتقال موجب کشتیهم محیط در

al., 2018.)  در تلقیح زمان مدت بهترین های انجام شدهبررسیدر 

دقیقه گزارش شده است که قابل انطباق با نتایج  10 فرنگیگوجه

در (. Lopez et al., 2015; Senapati. 2016باشد )این پژوهش می

-دقیقه برای گوجه 20مدت زمان تلقیح در مطالعه دیگر حالیکه 

صد گیاهان تراریخته به دست آمده گزارش شده است و در فرنگی

 (.Mishra. 2018) در کمتر از این مدت زمان پایین بوده است

-گوجه تراریختی روی آگروباکتریوم کشتیهم زمان مدت اثر

 مناسب کشتیهم زمان مدت تعیین منظور به آزمایش اینفرنگی: 

 چهار منظور فرنگی انجام شد. به ایندر انتقال ژن کیتیناز به گوجه

 تراریختی برای روز 4و  3، 2، 1کشتی مختلف هم زمان مدت

 600OD= 6/0غلظت  از استفاده فرنگی باهای گوجهریزنمونه

دقیقه مورد مطالعه قرار  10تلقیح  زمان مدت آگروباکتریوم و

 بین که داد نشان (،d3این آزمایش )شکل  از گرفتند. نتایج حاصل

ژن  انتقال و سازیآلوده انمیز نظر از کشتیهم مختلف هایزمان

-. از همداشت وجود داریاختلاف معنی فرنگیگوجه به کیتیناز

-های برگکشتی دو روزه پس از تلقیح آگروباکتریوم با ریزنمونه

 تراریختی کارایی کمترین میزان ای پاسخ بهتری بدست آمد ولپه

 کشتیهم زمان مدت شد. حاصل روز یک کشتیهم زمان مدت در

 از که است تراریختی گیاهان در موثر عوامل دیگر از یباکتر

 کارایی هاباززایی ریزنمونه و رشد آلودگی، نحوه در اثر طریق

 با ژن انتقال دهد. درمی قرار تاثیر تحت را گیاهان تراریختی

 روز 7 تا 1 از کشتیهم زمان مدت آگروباکتریوم از استفاده

 2 در گیاهان تراریختی ییکارآ معمولا بیشترین. باشدمی متفاوت

 (.Sujatha et al., 2012است ) شده گزارش کشتیهم روز 5 تا

تر کشتی کوتاهاند که در مدت زمان همداده نشان مختلف مطالعات

را  گیاه به هدف ژن درج و انتقال برای آگروباکتریوم زمان کافی

کشتی نیز، با تر بودن زمان همکند. در صورت طولانینمی پیدا

توجه به رشد سریع باکتری در اطراف نمونه، در مراحل گزینش 

بیوتیک سفوتاکسیم در محیط کشت، قادر به غلظت معمول آنتی

کنترل و حذف باکتری نخواهند بود. این امر سبب ایجاد مشکل 

(. همچنین Stavridou et al., 2019شود )میدر انجام تراریختی 

ها در تاریکی سبب زنمونهکشتی، قرار دادن ریدر طول مرحله هم

. شاید یک علت برای اثر مثبت تاریکی برانتقال شدالقاء تراریختی 

ژن این باشد که آگروباکتریوم یک باکتری خاکزی است که در زیر 

کند. در نتیجه خاک )شرایط تاریکی( به طوقه گیاه حمله می

های گیاه و احتمالا تاریکی امکان اتصال مناسب باکتری به سلول

در  (.Gurusaravanan et al., 2020کند )انتقال ژن را فراهم می

کشتی دو روز برای تراریختی از مدت زمان هممطالعات مختلف 

شده است  فرنگی استفادهلپه و هیپوکوتیل گوجهبرگریزنمونه در 

 ,.Mishra. 2018; Kazemi et alباشد )که مطابق با نتایج ما می

2020; Secgin et al., 2021 .) 

 بررسی منظور بهفرنگی: گوجه تراریزش بر استوسیرینگون اثر

به  شیمری ژن کیتیناز  انتقال کارایی میزان بر استوسیرینگون اثر

 سطوح اثر منظور بدین. شد انجام آزمایش این فرنگیگوجه

 با میکرومولار( 200و  150، 100، 0استوسیرینگون ) مختلف

آگروباکتریوم و مدت زمان تلقیح  600OD= 6/0غلظت  از استفاده

 یک حاصل وجود دقیقه مورد مطالعه قرار گرفتند. نتایج 10

تا  استوسیرینگونغلظت  و تراریختی کارایی بین مثبت همبستگی

در غیاب  طوریکه به داد، نشان میکرومولار را 150

رینگون، کارایی تراریختی خیلی پایین بود. با افزایش میزان یاستوس

 میکرومولار به محلول باکتری، کارایی 150گون تا رینیاستوس

گیری نشان داد. اما با بالاتر بردن چشم افزایش نیز تراریختی

 تراریختی میکرومولار، کارایی 200رینگون به یغلظت استوس

 در موثر عوامل دیگر از استوسیرینگون (.e3کاهش یافت )شکل

زای بیماری هایژن بیان القاء طریق از که است گیاهان تراریختی

Vir  در پلاسمیدTi  و نفوذ چندگانهT-DNA تراریختی کارایی 

توان می را گیاهان تراریختی دهد، لذاقرار می تاثیر تحت را گیاهان

کشتی هم محیط در استوسیرینگون قبیل از فنلی ترکیبات افزودن با

  (.Mehrizadeh et al ., 2021داد ) افزایش باکتریایی محیط یا
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( مختلف آگروباکتریوم 600ODهای )ظتغلتاثیر ( b، های تراریختههای باززا شده در ریزنمونهتعداد شاخهکت )روز( بر میانگین های مختلف پیشتاثیر زمان )a -3شکل

، یختههای ترارای باززا شده در ریزنمونههتعداد شاخهگین بر میان )دقیقه( های مختلف تلقیحزمانتاثیر )C، های تراریختههای باززا شده در ریزنمونهتعداد شاخهبر میانگین 

d ) روز( بر میانگین  کشتیهای مختلف همزمانتاثیر(های تراریختههای باززا شده در ریزنمونهتعداد شاخه ،e)  بر )میکرومولار( رینگون یلف استوسهای مختغلظتتاثیر

 دانکن آزمون اساس رصد برد 5 احتمال سطح در دارمعنی اختلاف وجود عدم نشان دهنده مشترک حرف* تراریخته هایهای باززا شده در ریزنمونهتعداد شاخهمیانگین 

  باشدمی
Figure 3. a) The effect of different pre-cultures (days) on the average number of regenerated shoots in transgenic explants b) The effect of different 

concentrations (OD600) of Agrobacterium on the average number of regenerated shoots in transgenic explants, c) The effect of different inoculation times 
(minutes) on the average number of regenerated shoots in transgenic explants, d) The effect of different times of co-cultivation (days) on the average number 

of regenerated shoots in transgenic explants, e) The effect of different concentrations of acetosyringone (μM) on the average number of regenerated shoots in 

transgenic explants *The common denominator indicates that there is no significant difference in the 5% probability level based on Duncan's test 
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( RM،cحیط کشت انتخابی ایی در م( باززایی ریزنمونه برگ لپه GM،bزنی بذور استریل در محیط ( جوانهa تراریخته هایریزنمونه باززایی مختلف مراحل -4شکل

 باززا شده گیاه (f، بیرون محیط به شده باززا گیاه سازگاری(  RTM،eزایی در محیط ( ریشهd،لپهساقه و برگ از ریزنمونه برگ تولید

Figure 4. Various stages of regeneration of transgenic explants a) Germination of sterile seeds in the Germination Medium b) Regeneration of cotyledon 
explants in selected Regeneration Medium c) Production of stems and leaves from cotyledon explants d) Rooting of elongated shoots in the Rooting Medium 

e) Acclimated plantlet in the greenhouse f) Regenerated plant 

 

مختلف،  گیاهان به ژن انتقال برای استوسیرینگون مناسب غلظت

نقش  گیاه هر برای آن بهینه مقدار تعیین بطوریکه است متفاوت

غیاب  در معمولا .دارد گیاهان تراریختی کارایی در بسزایی

بالای  مقادیر در اما است اندک تراریختی کارایی استوسیرینگون،

یابد، می کاهش به میزان زیادی تراریختی کارایی استوسیرینگون

رینگون، ایجاد سمیت کرده و به نحوی یاستوسن بیش از نیاز افزود

کند های تراریخته جلوگیری مییا تکثیر سلول T-DNAاز انتقال 

(Kazemi et al., 2020). میکرومولار  100غلظت ای از در مطالعه

 Jan et) استفاده کردندفرنگی رینگون در تراریختی گوجهیاستوس

al., 2018). 

 یک معمولاً :شیمریاهان تراریخته حامل ژن کیتیناز باززایی گی

-آنتی حاوی باززایی رشد محیط به هاریزنمونه انتقال از بعد هفته

 در لیز و بریده انتهای در تراریخت هایاولیه جوانه تظاهر بیوتیک

بود. از  قابل مشاهده کوتیلدونی هایبرگ اصلی رگبرگ اطراف

نسبت به کانامایسین  NPTIIژن حاوی های این تعداد نوساقه

ها سفید یا زرد شده و سبز باقی ماندند و سایر نوساقهبوده مقاوم 

 واکشت ،مانده باقی های سبزریزنمونهو در نهایت حذف شدند، 

روز  30گرفتند پس از  قرار شده ذکر RM در محیط مجددا و شده

زایی در روز ریشه 60، پس از تشکیل شاخساره مشاهده شد

 (.4ل شک) قابل مشاهده بود RTMمحیط 

  بررسی مولکولی گیاهان تراریخت

استفاده از آغازگرهای اختصاصی  پلیمراز با ایزنجیره واکنش در

( قطعه مورد انتظار حدود CHIT42Rو  35s) شیمریژن کیتیناز 

( به pBISM2) شیمریاز سازه کیتیناز  شد. جفت باز تکثیر 900

 PCRاین در حالی بود که نتیجه ، شدعنوان کنترل مثبت استفاده 
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 ژن با گیاه تراریختی تائید (. جهتa5)شکل  منفی بودگیاه شاهد، 

مراز با آغازگرهای ای پلیواکنش زنجیره ،آلودگی عدم و موردنظر

( انجام شد. VirGصوص آگروباکتریوم )زای مخهای بیماریژن

 انتقال نشان دهنده تراریخت گیاه در باند این عدم حضور

است  باکتری به آلودگی عدم و گیاه ژنوم به ژن آمیزوفقیتم

 (.b5)شکل

 
نشانگر وزن  CHIT42R -M و 35sی اختصاصی با استفاده از آغازگرها شیمریکیتینازژن  یگیاهان تراریخت حاو PCR ت محصولا ی الکتروفورزیالگو( a -5شکل

از گیاه غیر  PCRشاهد منفی )محصول  -3، (DNA)فاقد شاهد منفی  -2 (کیتینار ژن حاوی پلاسمید از شده تکثیر )قطعهشاهد  مثبت  -1(، kb DNA ladder 1مولکولی )

 VirG ژن اختصاصی آغازگرهای از استفاده با تراریخته گیاهان پلیمراز ایزنجیره واکنش از حاصل نتایج (b از گیاهان تراریخت. PCRمحصول  -9تا  4تراریخت(، 

 شاهد عنوان به آگروباکتریوم به مربوط PCR محصول: P گیاهان تراریخت حاوی ژن کیتیناز،1-15 مولکولی، وزن نشانگر: M. شده باززایی گیاهان از تعدادی آگروباکتریوم

 مثبت

Figure 5. a) Electrophoretic pattern of PCR product of transgenic plants containing chitinase-chimeric gene using 35s and CHIT42R specific primers M: 

Molecular marker (1 Kb DNA Ladder), 1: Positive control (the plasmid that is harboring chitinase gene), 2: Negative control (distilled water without DNA), 3: 

Negative control (PCR product from non-transgenic plant), 4-9: transgenic plants. b) Analysis of transgenic plants by PCR technique using specific primers of 
Agrobacterium VirG, M: Molecular marker (1 Kb DNA Ladder), 1-15: Electrophoretic pattern of PCR product of transgenic plants containing chitinase-

chimeric gene, P: PCR product related to agrobacteria as a positive control  

 
شانگر وزن ن. RchBD. Mو  FchBD1یاختصاص یاز آغازگرها با استفاده شیمریکیتینازژن  یگیاهان تراریخت حاو PCR تمحصولا یالکتروفورز یالگو -6شکل

 ، (یختترار یرغ یاهاز گ PCR)محصول  ینترل منفک -3( DNAفاقد ) یمنف شاهد -2( pBISM2از سازه  PCRمثبت )محصول  شاهد -1، (kb DNA ladder 1) یمولکول

 یختترار یاهاناز گ PCRمحصول  -9تا  4

Figure 6. Electrophoretic pattern of PCR product of transgenic plants containing chitinase-chimeric gene using FchBD1 and RchBD specific primers, M: 

Molecular marker (1 Kb DNA Ladder), 1: Positive control (PCR product of pBISM2), 2: Negative control (distilled water without DNA), 3: Negative control 
(PCR product from non-transgenic plant), 4-9: transgenic plants 
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حاوی کیتین  یمریش یتینازژن ک یاختصاص یز آغازگرهاا

( نیز برای تایید RchBDو  ChBD( ،)FchBD1)بایندینگ دومین

ز ابا استفاده  PCR. انجام استفاده شد شیمریحضور ژن کیتیناز 

DNA یتینازبا ژن ک یختترار یاهاناستخراج شده از گ یژنوم 

ز انمود.  یرجفت باز را تکث225قطعه مورد انتظار حدود  شیمری

ه ( به عنوان کنترل مثبت استفادpBISM2) یشیمر یتینازسازه ک

کل بود )ش یشاهد، منف یاهگ PCR یجهبود که نت یدر حال ینا ،شد

6.) 

 

 

 

    گیری کلینتیجه

ژن کیتیناز  حاوی پلاسمیدی ناقل انتقال برای پژوهش این در

 کننده بهینه تعیین عوامل از برخی فرنگی،گوجه گیاه به شیمری

ریزنمونه  تراریختی کارآیی میزان ینبیشتر طوریکه به شدند،

 600OD= 6/0غلظت  در فرنگیبناب گوجه رقم روزه شش لپهبرگ

دقیقه و  10آگروباکتریوم، مدت زمان تلقیح  LBA4404سویه 

 150کشتی دو روز به همراه مدت زمان پیش کشت و هم

های شد. تعدادی از لاین میکرومولار استوسیرینگون حاصل

 هایهای مولکولی تکمیلی و آزمونجزیه و تحلیلتتراریخته برای 

و در گلخانه  ههای پیشرفته انتخاب شدسنجی در نسلزیست

 کشت شدند.
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