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Abstract 

 
Interferons, especially human interferon Alpha, have high therapeutic and 

economic value and there is a strong interest in producing them from stable, 

safe and inexpensive sources such as plants. The aim of this study was 

investigated the possibility of transformation of tomato with human 

interferon Alpha2b.  For this purpose, some of the effective factors on the 

transfer of the human IFN-α gene to tomato, such as the type of explant, 

Agrobacterium concentration (OD600nm = 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 and 1), 

inoculation time (5, 10, 15, 20 and 25 minutes), co-cultivation time (1, 2, 3 

and 4 days) and different concentration of the hygromycin (0, 7.5, 10, 15 

and 20 mg/l) were investigated. The results showed that the cotyledon 

explants were the most suitable explant and 15 mg/L of hygromycin was the 

effective concentration of the antibiotic in transformation of tomato.  Also, 

the highest percentage of transformation of tomato explants was observed in 

the OD600nm= 0.6 of Agrobacterium, 20 minutes of inoculation and 3 days of 

co-cultivation. Finally, the presence of human IFN-α gene in the probable 

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

Key words: Agrobacterium, Transformation, Interferon Alpha, 

Recombinant Protein, Tomato. 
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  خلاصه

انسانی  ها  اینترفرون آلفاي  اینترفرون  تاو  هایی هستند كه ارزش درمانی  از جمله پروتئینبه ویژه  آنها باعث شده  به محققین    اقتصادي بالاي 

  در بررسی امکان تولید اینترفرون آلفاي انسانی  با هدف    پژوهشبرآیند. این  مثل گیاهان  از منابع دائمی، ایمن و ارزان    هاتولید اینترفرون  دنبال

گوجه فرنگی از قبیل نوع    به  (HU-IFN-α)   انسانی  آلفاياینترفرون    ژنانتقال  در  موثر    بدین منظور برخی عوامل  .شدانجام    فرنگی  گوجه  گیاه

 ، (دقیقه  25و    20،  15،  10 ،5مدت زمان تلقیح )(،  600nmOD=0/ 2،  0/ 4،  0/ 6، 0/ 8و    1) گروباكتریومآغلظت    ،ریزنمونه )كوتیلدون و هیپوكوتیل(

مورد    (لیتر  در   گرممیلی  20و    15،  10  ،7/ 5،  صفر)  هیگرومایسین بیوتیك  هاي مختلف آنتیو غلظت   (روز  4و    3،  2 ،1كشتی )هممدت زمان  

گرم در لیتر هیگرومایسین به میلی  15  غلظت ترین ریزنمونه و  نتایج حاصل نشان داد، ریزنمونه كوتیلدون به عنوان مناسب   .بررسی قرار گرفتند

تراریختیآنتی  مؤثر  غلظتعنوان   در  تراریختی  بیوتیك  میزان  بیشترین  معرفی شدند. همچنین  فرنگی  در هاي  ریزنمونه  گوجه  فرنگی  گوجه 

آگروباكتریوم   تلقیح    600nmOD=   0/ 6غلظت  زمان  زمان هم  20و مدت  آنالیز  كشتی سه روز مشاهده شد.  دقیقه و مدت  نهایت  مولکولی در 

آلفاي انسانی را در گیاهان تراریخته تایید ژن اینترفرون  حضور    ،و آغازگرهاي اختصاصی  PCRروش    با استفاده ازه احتمالی  گیاهان تراریخت

 كرد. 

 اینترفرون آلفا، پروتئین نوتركیب، گوجه فرنگی.  انتقال ژن، ،گروباكتریومآ :های کلیدیواژه

 

 Introduction مقدمه 

هاي زیست شناسی مولکولی و بیوتکنولوژي گیاهی به این دیدگاه منجر شده كه بسیاري از داروهاي مولکولی را  هاي حاصل در روشپیشرفت 

كه  می نمود  تولید  گیاهان  در  مولکولیبه  توان  می  كشاورزي  مولکولیWang and Demires, 2023)  باشدمعروف  كشاورزي  اصطلاح   .)  

(Molecular Farming  )شود كه براي اولین بار زمانی مطرح شد كه  هاي كاربردي از طریق گیاهان اطلاق می به تولید زیست داروها و پروتئین

تولید پروتئین ارزان قیمت جهت  ایمن و  ابزار  آن فراهم نمودن یك  تراریخت شدند. هدف  با موفقیت  هاي دارویی در مقیاس گیاهان عالی 

به عنوان    تراریخته  گیاهان(. امروزه  Bharathi et al., 2024گیرد )وسیع بوده و دامنه تولیدات آن از محصولات پزشکی تا صنعتی را در برمی

هاي نوتركیب در  گیاهان به عنوان بیوراكتور براي تولید پروتئین. به طوریکه از اندهاي نوتركیب شناخته شدههاي موفق در تولید پروتئینسیستم

می استفاده  پروتئین  .(Zhu et al., 2022)شوند  مقیاس وسیع  از سیستمتولید  استفاده  با  نوتركیب  مختلفی  هاي  مزایاي  داراي  گیاهی  در  هاي 

مانند باكتري و مخمر  مقایسه با سایر سیستم آنها می  باشد، كه ازمی هاي بیانی  توان به كیفیت بالاي پروتئین تولید شده و هزینه پایین جمله 

 (. Fischer and Buyel, 2020د ) تولید اشاره كر

ها هستند كه در تحریك سیستم ایمنی بدن پستانداران در برابر عوامل  هاي شبه هورمونی تحت عنوان سیتوكینها انواعی از پروتئیناینترفرون

ها ترشح  ها و لنفوسیت هاي ایمنی بدن مانند منوسیت توسط سلول  ها، به ویژه اینترفرون آلفاها نقش دارند. اینترفرونزا از جمله ویروسبیماري

هاي ضد ها به دلیل داشتن فعالیتگیرند. این پروتئینها مورد استفاده قرار میهاي ویروسی و برخی سرطانشده و معمولاً جهت درمان بیماري

بیماريویروسی و ضد توموري براي درمان طیف گسترده از  انواع مختلف سرطاناي  بالایی برخوردار هستند هاي ویروسی و  از اهمیت  ها 

(Mikulecky et al., 2016).  این دارو تا  كاربردهاي فراوان  آنها، باعث شده  اقتصادي بالاي  دنبالمحققین    و ارزش  اینترفرون  به  از   هاتولید 

(. در حال حاضر از میان گیاهان، گوجه فرنگی به عنوان الگویی موفق در Jiang et al., 2019)  برآیندمثل گیاهان  منابع دائمی، ایمن و ارزان  

یکی از مهمترین سبزیجات دنیا است  گوجه فرنگی   (.Schillberg and Finnern, 2021تولید گیاهان تراریخت و زیست داروها مطرح است )

  24x=2n=2این گیاه خودبارور، دیپلوئید با    .گیرداي نیز مورد استفاده قرار میجهت اصلاح سایر گیاهان دو لپه  ژنتیکیكه به عنوان گیاه مدل  
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كروموزوم و ژنوم آن به طور كامل توالی یابی شده است. همچنین عملکرد بالا، طول رشد كوتاه و امکان كشت و نگهداري آن در گلخانه از 

 (.Gerszberg et al., 2015; Su et al., 2021باشد )هاي گوجه فرنگی میدیگر مزیت 

سازي انتقال ژن  هاي گیاهی، بهینههاي مختلف تراریختی سلولسازي شرایط كشت بافت، آشنایی با روشتولید گیاهان تراریخته مستلزم بهینه

(. براي انتقال ژن به گیاهان  Hassan et al., 2021باشد )و در نهایت دسترسی به یك سیستم گزینش كارآمد جهت انتخاب گیاهان تراریخته می

ها  هایی كه دارد هنوز هم یکی از كارآمدترین روشرغم محدودیت هاي مختلفی وجود دارد ولی تراریختی به كمك آگروباكتریوم علیروش

موفقیت آمیز گوجه فرنگی با استفاده از   تراریختیهاي متعددي از  (. گزارشKaul et al., 2025آید )براي تولید گیاهان تراریخته به شمار می

یك روش معمول و قابل   ،با این حال روش تراریختی گوجه فرنگی(.  Ferdous et al., 2022; Vats et al.,2023م وجود دارد )آگروباكتریو 

انتقال ژن از طریق آگروباكتریوم به گیاهان موثرند كه از آن Paramesh et al., 2010)  تکرار براي همه ارقام آن نیست  (. عوامل متعددي در 

 Mehrizadeh et al., 2021; Rajeshسویه باكتري )  ،  (Kumar et al., 2017، نوع ریزنمونه )(Stavridou et al., 2019)توان به ژنوتیپ  جمله می

et al., 2016)  ،  ( غلظت باكتريBamishaiye et al., 2017)  ،  ( مدت زمان تلقیحGadir et al., 2018)  ،  كشتی )مدت زمان همSandhya et al., 

 ( و غیره اشاره كرد. Ahmed et al., 2023سیستم باززایی )  ، (Prihatna et al., 2019سیستم گزینشی ) ، (2022

میبهینه آگروباكتریوم،  طریق  از  گیاهان  تراریختی  در  موثر  عوامل  بهبود  سازي  را  تراریخته  گیاهان  تولید  كارایی  توجهی  قابل  طور  به  تواند 

(. انتقال ژن در گوجه فرنگی وابسته به ژنوتیپ است، حتی نوع، كیفیت و منبع ریزنمونه در موفقیت تراریختی به Kaul et al., 2025ببخشد )

 ( است  موثر  آگروباكتریوم  به  Sharma et al., 2009وسیله  است  متفاوت  مختلف،  گیاهان  به  ژن  انتقال  براي  آگروباكتریوم  مناسب  (. غلظت 

(.  Gadir et al., 2018تواند نقش بسزایی در افزایش كارایی انتقال ژن به گیاهان داشته باشد )طوریکه تعیین مقدار بهینه آن براي هر گیاه می

مدت زمان هم كشتی و مدت زمان تلقیح از دیگر عوامل موثر در تراریختی گیاهان هستند كه از طریق اثر در نحوه آلودگی، رشد و باززایی 

 (. Sandhya et al., 2022دهند )ها كارایی تراریختی گیاهان را تحت تاثیر قرار میریزنمونه

یوم اجرا شد. گروباكترگوجه فرنگی از طریق آ  به رقم ارومیه كم رنگ (HU-IFN-α2b) انسانی  b2آلفااینترفرون    ژنبا هدف انتقال    پژوهش  ینا

، مدت زمان كشتیهممدت زمان    یوم،گروباكترآغلظت    قبیل نوع ریزنمونه،  بدین منظور برخی از عوامل موثر در تراریختی گوجه فرنگی از

 .ندقرار گرفت ی مورد بررس یگرومایسینه بیوتیكآنتی موثر غلظت   وتلقیح باكتري 

 

 Materials and Methods ها روش و مواد

 

استفاده    انسانی  آلفايپروتئین اینترفرون  به عنوان میزبان جهت انتقال و بیان   یفرنگ گوجه رنگ كم هیاروم رقم  از  حاضر  مطالعه  در:  یاهیموادگ

  كشت   محیط   حاوي  مربا   هايبه شیشه  قه،یدق  15به مدت    درصد  2/ 5  میسد  تیپوكلریه  با   سطحی  عفونی  ضد  از  بعدشد. بذور گوجه فرنگی  

شد و  منتقلدرصد آگار  0/ 7 و  ساكارز درصد یك به همراه  B5محیط كشت  يهانیتامیو با  شده ل یتکم MS2 /1  كشت  طیمحشامل  زنیجوانه

 لدونیكوت پویو ه  لدونیكوت  هايریزنمونه.  شدند  نگهداري  C°  25دماي    در یکیتار  ساعت  8 و یی روشنا ساعت  16در اتاق رشد با دوره نوري  

كشت    طیساعت در مح  48به مدت    هاریزنمونه   تراریختی،  كارایی  افزایش  منظور  بهشدند.    ه یروزه ته  9روزه و    7  هايگیاهچهاز    ب یبه ترت

 كشت شدند. شیپ ییباززا

(  1)شکل    pCAMBIA1304ناقل بیانی گیاهی    و   LBA4404هیسو    Agrobacterium tumefaciensيباكتراز    پژوهشدر این  :  باکتری  سويه

   .شد ی استفادهفرنگ گوجه به انتقال جهت حاوي ژن اینترفرون آلفا 
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 INF-α2bحاوي ژن  pCAMBIA1304ناقل   T-DNAناحیه  -1شکل 

Fig 1. T-DNA region of pCAMBIA1304 containing hINF-α2b  gene. 

 

هزنمونهي ر  تیحساستعیین   به  ارزیابی :  نیسي گرومایها  فرنگی  ریزنمونهحساسیت  میزان    براي  گوجه  هیپوكوتیل  و  كوتیلدون  آنتیهاي  به 

گرم در   میلی  20  و  15  ،10  ،7/ 5صفر،  )  هاي مختلف هیگرومایسین غلظت   داراي  باززایی  كشت   محیط  درها  بیوتیك هیگرومایسین، ریزنمونه

ساعت تاریکی قرار داده شدند. پس از یك ماه اثر این    8و    ساعت روشنایی   16درجه سانتیگراد و در شرایط نوري    25دماي    كشت و در   (لیتر

 .ها بررسی شدبیوتیك بر باززایی و نکروز شدن ریزنمونهآنتی

باکتريايی انتقال پلاسمید  :  تراريختی  به    pCAMBIA1304براي  آلفا  اینترفرون  استاندارد  LBA4404 هیسو حاوي ژن  از روش  آگروباكتریوم 

تایید كلنیSambrook and Russell, 2001ذوب ) انجماد و نهایت براي  كلنی  ( استفاده شد. در  از روش  نوتركیب آگروباكتریوم    PCRهاي 

 استفاده شد.  

با آگروباکتريوم  گروباکتريومآسازی سوسپانسیون  آماده تلقیح ريزنمونه ها  از:  و  نوتركیب آگروباكتریوم  یك كلنی  به    هاي حاوي پلاسمید 

 مننتقل و به مدت یك  گرم در لیتر ریفامپسینمیلی   25و  بیوتیك كانامایسین  گرم در لیتر آنتی میلی  50مایع داراي    LB  باكتریایی  كشت   محیط

ساعت وقتی كه غلظت باكتري    24ند. بعد از  نگهداري شد  (دقیقه  دور در  150انکوباتور )درجه سانتیگراد روي شیکر    28شبانه روز در دماي  

  در محیط  دقیقه رسوب داده شدند. رسوب حاصل  5دور در دقیقه( به مدت    4000ها توسط سانتریفیوژ )رسید، باكتري  600nmOD=0/ 8-1بین  

MS   600=0/ 2،  0/ 4،  0/ 6،  0/ 8و    1هاي  مایع در غلظتnmOD  ها استفاده  رقیق شدند و به صورت سوسپانسیون درآمدند و براي تلقیح ریزنمونه

هاي مختلف  روزه( در سوسپانسیون آگروباكتریوم تهیه شده با غلظت   9روزه( و هیپوكوتیل )  7هاي كوتیلدون )شدند. بدین منظور، ریزنمونه

هاي تلقیح شده پس از خشك شدن با ور شدند. ریزنمونهدقیقه( غوطه  25و    20،  15،  10،  5( به مدت )600nmOD= 0/ 2،  0/ 4،  0/ 6،  0/ 8و    1)

آنتی روز( در محیط هم  4و    3،  2،  1روز )  4تا  1كاغذ صافی استریل به مدت   باززایی بود كشت  كشتی فاقد  بیوتیك كه همان محیط كشت 

 شدند.  

ريزنمونه احتمالی در محیط گزينشگرگزينش  تراريخته  از محیط همریزنمونه:  های  باززایی  ها  كشت  انتخابی شامل محیط  به محیط  كشتی 

  MSو براي هیپوكوتیل محیط كشت    IAAگرم در لیتر  و دو میلی  BAPگرم در لیتر  حاوي دو میلی  MSهاي كوتیلدون محیط  )براي ریزنمونه

گرم در لیتر  میلی  400گرم در لیتر هیگرومایسین و  میلی  15( تکمیل شده با  IBAگرم در لیتر  و یك میلی  BAPگرم در لیتر  حاوي یك میلی

انتقال یافتند هاي باززا  پس از دو دور واكشت، شاخه  شدند.  هفته یکبار بـه محـیط جدیـد مشـابه واكشـت دو  ها هر  ریزنمونه  .سفوتاكسیم 

لیتر  میلی  0/ 2حاوي    MSسازي ساقه )محیط  شده به محیط كشت طویل  لیتر هیگرومایسین و  میلی  15، به همراه  BAPگرم در    400گرم در 

تکمیل شده با یك میلی    MSزایی )محیط  هاي طویل شده به محیط ریشهگرم در لیتر سفوتاكسیم( منتقل شدند. پس از دو هفته، شاخه میلی

  درگرم در لیتر سفوتاكسیم( انتقال یافتند.  میلی  200گرم در لیتر هیگرومایسین و  میلی  7/ 5درصد آگار و    0/ 7، یك درصد ساكارز و  IBAگرم  

 و به گلخانه منتقل شدند.انتقال یافته  (1:1خاک استریل )و  یت لپر مخلوط هاي حاوي هاي تراریخته احتمالی به گلداننهایت گیاهچه

در    HU-IFN-α2b  ژنانتقال و حضور    دییتا   يبرا:  تراريخته احتمالی  در گیاهان  (HU-IFN-α2b)  اينترفرون آلفای انسانی  تأيید حضور ژن

از ژنومی    DNA  منظور  استفاده شد. بدین  PCR) )  اي پلیمرازواكنش زنجیرهگیاهان تراریخته گزینش شده در محیط داراي آنتی بیوتیك از  

كیفیت    و پس از تعیین كمیت و  (Saghai-Maroof et al., 1984)  نداستخراج شد  CTABاحتمالی و غیرتراریخته، با روش    تراریخته   انگیاه

DNA    ،واكنشاستخراج شدهPCR  اختصاصی ژن  با استفاده از آغازگرهاي  hIFN-α2b    براي تکثیر  انجام گرفت.    (1)جدولDNA  ، واسرشت-
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اولیه انجام شد. سپس  94دقیقه در دماي    پنجبه مدت    سازي  اتصال و تکثیر چرخه شامل واسرشت  30واكنش در    درجه سانتیگراد    سازي، 

  72دماي    در  دقیقه  7نهایت تکثیر نهایی به مدت    درجه سانتیگراد ادامه و در  72و    60  ،94ترتیب در دماهاي    هریك به مدت یك دقیقه به

انجام شد ولتاژ    PCR. محصول  درجه سانتیگراد  در  الکتروفورز  بارگذاري شد.  آگارز یك درصد  انجام   80روي ژل  به مدت دو ساعت  و 

 گرفت. 

 INF-α2bتوالی آغازگرهاي اختصاصی ژن  -1جدول 

Table 1. Specific primers sequence of INF-α2b gene. 
Primers of INF-α2b  Primer sequences 

Forward primer  5′-GAATGGTCTCTCATGTGTGATCTGCCTCAA-3′ 

Reverse primer  5′- GCAGTCCTCGAGTTATTCCTTACTTCTTAAAC-3′ 

 

و   15،  10،  7/ 5)صفر ،    هیگرومایسینبا استفاده از پنج سطح  تعیین سطح مؤثر هیگرومایسین  آزمایش  :  هاهای آماری و آنالیز آماری دادهطرح

در سه تکرار انجام شد. آزمایش تاثیر غلظت آگروباكتریوم   روزه(  9روزه و هیپوكوتیل    7گرم در لیتر( و دو نوع ریزنمونه )كوتیلدون  میلی  20

از سویه   )  LBA4404با استفاده  پنج غلظت مختلف  نوع ریزنمونه گوجه فرنگی مورد 600nmOD= 0/ 2،  0/ 4،  0/ 6،  0/ 8و    1در  ( به همراه دو 

دقیقه  به همراه دو    25و    20،  15،  10،  5ها از پنج مدت زمان مختلف  بررسی قرار گرفت. همچنین در آزمایش اثر مدت زمان تلقیح ریزنمونه

روز به همراه دو نوع ریزنمونه براي    4و    3،  2،  1كــشتی  منوع ریزنمونه كوتیلدون و هیپوكوتیل استفاده شد. در نهایت از چهار مدت زمان ه

هاي این پژوهش با استفاده از آزمایش فاكتوریل  فرنگی استفاده شد. همه آزمایشمناسب در انتقال ژن به گوجه  كــشتی متعیین مدت زمان ه

داده آماري  تجزیه  براي  اجرا شد.  تکرار  در سه  تصادفی  كاملا  پایه طرح  بر  عاملی  تجزیه دو  شد سپس  بررسی  آنها  بودن  نرمال  ابتدا  هاي، 

ها و  انجام شد. براي تجزیه و تحلیل داده  %5ها توسط آزمون دانکن در سطح احتمال  هاي لازم صورت گرفت. مقایسه میانگین دادهواریانس

 استفاده گردید.  Excelو   MSTATCرسم نمودارها به ترتیب از نرم افزارهاي 

 

 Results and Discussion و بحث نتايج

 

 به هیگرومايسین های گوجه فرنگی ريزنمونهآزمون حساسیت 

  به   ختهیترار  اهان یگ   مطمئن  دیتول  جهت  مهم  عامل   كی  نشگر، یگز   ماده   كی  عنوان  به  كیوتی بیآنت  به  ختهیرتراریغ  اهانیگ   ت ی حساس  زانیم  نییتع

ه  يهازنمونهیر  منظور  نیبد.  رودیم  شمار و  فرنگ   هیارومرقم    لی پوكوتیكوتیلدون  گوجه  رنگ  مح  بر  یكم  حاوي    ط یروي  باززایی  كشت 

 نیب  یمنف  یهمبستگ  كی( كشت شدند. نتایج حاصل نشان داد  لیتر  در  گرممیلی   20و    15،  10  ،7/ 5،  صفر)  ن یسی گرومایه  مختلف  هايغلظت 

ه م  نیسیگروما یغلظت  كه    داشت،  وجود  تراریخته غیر  هايزنمونهیر  ییباززا  زانیو  طوري  غلظت به  تا  در  صفر  لیتر  میلی  15هاي  در  گرم 

 15  هايدر حالی كه در غلظت ایی مشاهده شد.  و باززرنگ باقی مانده  همچنان سبز    كوتیلدون و هیپوكوتیل  نمونههر دو ریزهیگرومایسین  

گرم در میلی  15  . بنابراین غلظت(2مشاهده نشد )شکل    ییباززا  هیچ  و نکروز شده و  زردها  نمونهریز  ،و بالاتر  هیگرومایسین  گرم در لیتر  میلی

مؤثر سطح  عنوان  به  هیگرومایسین  مطالعات    لیتر  شد.  گرفته  نظر  در  فرنگی  گوجه  تراریخته  گیاهان  گزینش  همکاران   Sandhyaجهت  و 

(Sandhya et al., 2022 نشان داد، از بین غلظت )  گرم در لیتر هیگرومایسین به عنوان موثرترین میلی   20هاي مختلف هیگرومایسین، غلظت

فرنگی گوجه  تراریختی  براي  است   غلظت  كه    . بوده  حالی  )   Ferdousدر  همکاران  لیتر    درگرم  میلی  10غلظت  (  Ferdous et al., 2022و 
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مناسب  را    هیگرومایسینلیتر    درگرم  میلی  7/ 5غلظت   (Soltanmohammadi et al., 2014و همکاران )  Soltanmohammadiهیگرومایسین و  

 . اندكردهگزارش   گزینش گیاهان تراریخته گوجه فرنگیبراي 

 
 هاي مختلف گوجه فرنگیهاي مختلف هیگرومایسین روي ریزنمونهاثر غلظت -2شکل 

Fig 2. Effect of different concentrations of hygromycin on different explants of tomato 

 

 های مختلف آگروباکتريوم بر تراريختی گوجه فرنگی اثر غلظت

مناسب سویه   تعیین غلظت  منظور  تراریختی    LBA4404به  براي  هیپوكوتیل   ریزنمونهآگروباكتریوم  كوتیلدون و   رنگ كم هیاروم رقمهاي 

شد.    یفرنگ گوجه انجام  آزمایش  غلظت این  بین  داد  نشان  آمده  بدست  ریزنمونهنتایج  انواع  و  آگروباكتریوم  مختلف  میزان هاي  نظر  از  ها 

تا  تراریختی اختلاف معنی افزایش غلظت آگروباكتریوم  با  ریزنمونه   600nmOD=  0/ 6داري وجود داشت. به طوریکه  انتقال در هر دو  كارایی 

غلظت  در  ولی  داشت،  افزایشی  )روند  بالاتر  معنی600nmOD= 1هاي  طور  به  انتقال  كارایی  )شکل  (  یافت  كاهش  درصد 3داري  بیشترین   .)

مشاهده   600nmOD=  1بدست آمد. همچنین كمترین درصد تراریختی در هر دو ریزنمونه و    600nmOD=  0/ 6تراریختی در ریزنمونه كوتیلدون و  

باعث رشد بیش از حد باكتري بر روي هر دو ریزنمونه شده و كنترل آنرا با   600nmOD=1توان چنین استدلال كرد، استفاده از غلظت  شد. می

(، به  600nmOD=0/ 2هاي كمتر باكتري )ها شد. همچنین درصد تراریختی پایین در غلظت مشکل روبرو كرد. و در نهایت باعث نابودي ریزنمونه

 دلیل غلظت پایین باكتري زنده در واحد حجم بود.  

 

 
 هاي مختلف آگروباكتریوم بر میزان تراریختی گیاه گوجه فرنگی مقایسه اثر غلظت   -3 شکل

Fig 3. Comparison the effect of different concentrations of Agrobacterium on tomato transformation 

 

شود. تعیین غلظت مناسب باكتري در انتقال ژن  غلظت باكتري به عنوان یکی از مهمترین عوامل در بهبود كارایی تراریختی گیاهان محسوب می 

 ;Mohajel-Kazemi et al., 2020از طریق آگروباكتریوم، به عوامل متعددي از جمله نوع ژنوتیپ گیاهی و سویه آگروباكتریوم بستگی دارد )
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, 2012et al.Sujatha   600=0/ 6(. در این مطالعه با افزایش تراكم سلولی باكتري تاnmOD   كارایی تراریختی تا حدودي افزایش یافت ولی پس از

در غلظت  تراكم سلولآن  كاهش  یا  افزایش  كلی  به طور  یافت.  كاهش  توجهی  قابل  به طور  تراریختی  میزان  بالاتر  از حد هاي  باكتري  هاي 

 (. Kim et al., 2009شود )مطلوب باعث كاهش فراوانی گیاهان تراریخته می

Van  ( همکاران  غلظت  2010et alVan ,.و  در  را  فرنگی  گوجه  تراریختی  كارایی  بیشترین  كارایی    m600nOD=0/ 2  -0/ 5هاي  (  كمترین  و 

 را  آگروباكتریوم  600nmOD=0/ 2-0/ 8  هايغلظت (   2007et alQiu ,.)  همکاران  و  Qiuاند. همچنین  مشاهده كرده  600nmOD=0/ 9تراریختی را در  

هاي   اي دیگر بیشترین فراوانی گیاهان تراریخته گوجه فرنگی در غلظت در مطالعه.  اندكرده  اعلام  یفرنگ  گوجه  ختییترار  يبرا  مناسب   غلظت 

3 /0-  1 /0=600nmOD   حاصل شده است (., 2006et alLee   در حالیکه .)Sun  ( 2015 ,.و همکارانet al Sun  )گوجه   تراریختی   فراوانی  بیشترین  

در    فرنگی كرده  600nmOD=1  غلظت را  ریزنمونه  .اندگزارش  تراریختی  میزان  بیشترین  مختلف  مطالعات  غلظت  در  در  فرنگی  گوجه  هاي 

6 /0=600nmDO آگروبـاكتریوم ( مشاهده شده استl., 2023et a., 2021; Vats et alHonda ) ، داشت  مطابقت  ما جینتا با كه. 

-باشد. براي تراریختی گوجه فرنگی از ریزنمونهتاثیرگذار میكارایی تراریختی گوجه فرنگی  نیز در    زنمونهیر و ماهیت    نوع  ،پ یژنوتعلاوه بر  

(. برخی گزارشات بر این Prihatna et al., 2019و غیره استفاده شده است )  ، مریستم ساقههاي مختلف از جمله كوتیلدون، هیپوكوتیل، برگ

مناسب  دارند  تاكید  تراریختی  نکته  و  باززایی  براي  ریزنمونه  فرنگی،ترین  می  گوجه  كوتیلدون  )ریزنمونه  در  Ferdous et al., 2022باشد   .)

هاي برگ و هیپوكوتیل  كارایی تراریختی ریزنمونه كوتیلدون به مراتب بیشتر از ریزنمونه  هاي مختلف گوجه فرنگی،اي از بین ریزنمونهمطالعه

از ریزنمونه برگ حاصل شده است  در حالیکه در   .داشت   مطابقت   ما  جینتا  با  كه ،  (Sandhya et al., 2022)  بود و كمترین میزان تراریختی 

ارقام   از  از مطالعات براي تراریختی برخی  اند تر گزارش كردهها ارجحریزنمونه هیپوكوتیل را نسبت به سایر ریزنمونه  گوجه فرنگی،برخی 

(Manamohan et al., 2011; Kaul et al., 2025همچنین  .)  Mathews  ( همکاران  كردهMathews et al., 2003و  اعلام  ریزنمونه (  اند 

 اند. هیپوكوتیل را به دلیل سهولت دستکاري و فراوانی تراریختی بالا براي تراریختی گوجه فرنگی انتخاب كرده

 تلقیح آگروباکتريوم بر تراريختی گوجه فرنگی  اثر مدت زمان

هاي متفاوت تلقیح در افزایش كارایی انتقال ژن به گوجه فرنگی این آزمایش انجام شد. بدین منظور اثر پنج مدت به منظور مقایسه مدت زمان

  600nmOD= 0/ 6هاي كوتیلدون و هیپوكوتیل گوجه فرنگی با غلظت  دقیقه( در تراریختی ریزنمونه  25و    20،  15،  10،  5زمان متفاوت تلقیح )

زمان   LBA4404سویه   بین  داد  نشان  نتایج حاصل  گرفتند.  قرار  مطالعه  مورد  ریزنمونهآگروباكتریوم  و  تلقیح  مختلف  میزان  هاي  نظر  از  ها 

  20به    5داري وجود داشت. به طوریکه با افزایش مدت زمان تلقیح از  هاي گوجه فرنگی اختلاف معنیسازي و انتقال ژن به ریزنمونهآلوده

دقیقه  20دقیقه، میزان كارایی تراریختی در هر دو ریزنمونه كوتیلدون و هیپوكوتیل یك روند افزایش داشت. ولی در مدت زمان تلقیح بیشتر از  

دقیقه و كمترین درصد تراریختی   20این روند كاهشی شد، به طوریکه بیشترین درصد تراریختی از ریزنمونه كوتیلدون در مدت زمان تلقیح  

 (. 4دقیقه و در هر دو ریزنمونه مشاهده شد )شکل  5در مدت زمان تلقیح 

  مورد   هايریزنمونه  هايباكتر  تلقیح،  زمان  مدت  نیا  در.  باشدمی  اهانیگ   ختییترار  ییكارا  رد  موثر  عوامل  از  یکی   هاریزنمونه  حیتلق  زمان  مدت

انتقال    یكشتهم  طیمح  در  ادامه  در  و  كرده  آلوده  را  نظر  حیتلق  يهازمان  مدتمعمولا  (.  Jan et al., 2018)  شوندیم  اهیبه گ  T-DNAموجب 

كاهش    یطولان  ایكوتاه   بایمتراریختی    ییكاراباعث  كه    باعث  ،باشد  تریطولان  قدر  هر  تلقیح  زمان  مدت  کهیطور  بهشوند.    نهیبه  دیشوند 

  ي برا  یكاف  فرصت   يباكتر  ،كوتاه  حیتلق  هايزمان  مدت  در  نیهمچن.  گرددیم  هاآن  كامل  رفتن  نیب   از  ت ینها  در  و  هازنمونهیر  شدن  نکروزه

كارا  ها زنمونهیر  ي ساز  آلوده كاهش  باعث  و  مدت (.  Doranie-uliaie et al., 2017; Sandhya et al., 2022)  شوندیم  یختیترار  یی نداشته 

بهزمان ارقام مختلف گوجه فرنگی گزارش شده است،  تلقیح متفاوتی براي  بهترین    ( Lopez et al., 2015)و همکاران    Lopezطوریکه  هاي 

 نشان (  Paramesh et al., 2010همکاران )  و  Paramesh  مطالعاتاند.  دقیقه گزارش كرده  10گوجه فرنگی را    تراریختیمدت زمان تلقیح براي  
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 ,.Afroz et al)   همکاران  و  Afroz  همچنین  .باشدیممناسب    فرنگیگوجه  يهازنمونهیر  یتراریخت  براي  قهی دق  15-20  ح یتلق  زمان  مدت  هداد

)  Sandhyaو  (  2010 همکاران  كوتیلدون    یتراریخت  يبرا  را  قهیدق  20  حیتلق  زمان  مدت (  Sandhya et al., 2022و  فرنگی   وجه گ ریزنمونه 

( براي انتقال ژن به گوجه فرنگی Ferdous et al., 2022)  و همکارن  Ferdousدر حالیکه    .ندداشت  مطابقت   ما  جینتا  با  كه  ،اندكرده  اعلاممناسب  

 اند. دقیقه استفاده كرده 30از طریق آگروباكتریوم از مدت زمان تلقیح 

 

 
 هاي مختلف تلقیح بر میزان تراریختی گیاه گوجه فرنگیمقایسه اثر مدت زمان  -4شکل 

Fig 4. Comparison the effect of different period of inoculation time on tomato transformation 

 

 ها با آگروباکتريوم بر تراريختی گوجه فرنگی کشتی ريزنمونهاثر مدت زمان هم

مناسب در انتقال ژن به گوجه فرنگی این آزمایش انجام شد. بدین منظور اثر چهار مدت زمان مختلف   كــشتیمبه منظور تعیین مدت زمان ه

   LBA4404سویه    600nmOD=0/ 6هاي كوتیلدون و هیپوكوتیل گوجه فرنگی با غلظت  روز( در تراریختی ریزنمونه  4و    3،  2،  1)  كــشتی مه

-كشتی و ریزنمونههاي مختلف همبین مدت زمان دقیقه مورد مطالعه قرار گرفتند. نتایج حاصل نشان داد  20آگروباكتریوم و مدت زمان تلقیح  

روز، میزان درصد تراریختی هر   3كشتی تا  داري وجود داشت.  به طوریکه با افزایش مدت زمان هم ها از نظر میزان تراریختی اختلاف معنی

روز به بعد این روند  كاهشی شد. در كل بیشترین درصد تراریختی از   3كشتی از  دو ریزنمونه روند افزایش داشت. ولی با افزایش زمان هم

كشتی یك روز حاصل  روز و كمترین درصد تراریختی از ریزنمونه هیپوكوتیل در مدت زمان هم 3كشتی ریزنمونه كوتیلدون در مدت زمان هم

 (. 5شد )شکل 

 
 كشتی بر میزان تراریختی گیاه گوجه فرنگی. هاي مختلف هممقایسه اثر مدت زمان  -5شکل 

Fig 5. Comparison the effect of different period of co-cultivation time on tomato transformation. 
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-مها با آگروباكتریوم است. مدت زمان هكشتی ریزنمونهمدت زمان هم  ،تراریختی را تحت تأثیر قرار دهد   كاراییتواند  عامل دیگري كه می

بــا كـارایی  كــشتی  بهبـود  مختلف   مطالعات  .(Guo et al., 2012)  باشـد مـوثر مـیبسیار  هاي گیاهی  به سلول  تراریختی  آگروباكتریوم در 

 كاهش و   ها ریزنمونه رفتن بین از آن دنبال  به  و  ریزنمونه اطراف  در يباكتر حد  از شیب  رشد باعث   یكشتهم زمان  بودن تریطولان اندداده نشان

 یختیترار  ییكارا  كاهش  موجب   DNA  انتقال  ندیفرا  كم  فرصت   خاطر  به  ز ین  وتاهك   یكشتهم   زمان  مدت  نی . همچنشودمی  یختیترار  ییكارآ

 ;Yasmin and Debener, 2010) است  یات یح یختیترار يهادستورالعمل آوردن دست  به يبرا یكشتهم مناسب  زمان  تعیین جهینت در .گرددیم

Stavridou et al., 2019  .)هم زمان  از  مدت  آگروباكتریوم  از  استفاده  با  گیاهان  به  ژن  انتقال  در  می  7تا    1كشتی  متغییر  معمولا  روز  باشد. 

هاي  در مطالعات تراریختی ریزنمونه(.  Somleva et al., 2002كشتی گزارش شده است )روز هم  5تا    2بیشترین كارآیی تراریختی گیاهان در  

زمان از مدت  فرنگی  استفاده شده    4تا    1كشتی  هاي هممختلف گوجه   و همکاران  Sharma(. همچنین  Sandhya et al., 2022است )روز 

(Sharma et al., 2009)  روز براي تراریختی گوجه فرنگی مناسب بوده است.    2-3كشتی  اند، مدت زمان همگزارش كردهVats  همکاران   و 

(Vats et al., 2023)    وFerdous همکاران  و  (Ferdous et al., 2022  )هاي كوتیلدون و ریزنمونه  تراریختیروز براي    2  كشتیهم  زمان  مدت  از

  گوجه براي تراریختی    راروز    3  یكشت هم   زمان   مدت(  Qiu et al., 2007)  همکاران  و  Qiu  در حالیکه.  انداستفاده كرده  هیپوكوتیل گوجه فرنگی

 كه با نتایج ما مطابقت داشت.  .اندكرده  گزارشمناسب  یفرنگ

 باززايی گیاهان تراريخته و استقرار در گلدان 

 400گرم در لیتر هیگرومایسین و  میلی  15كشتی با آگروباكتریوم، به محیط كشت باززایی تکمیل شده با  ها پس از طی مدت زمان هم ریزنمونه

هاي  جوانه  پس از دو هفته شدند.    هفته یکبار بـه محـیط جدیـد مشـابه واكشـت دو  ها هر  . ریزنمونهگرم در لیتر سفوتاكسیم انتقال یافتندمیلی

، سبز و زنـده مانـده و بقیـه بـه علـت  انتخابیشده بر روي محـیط    باززاهاي  تعدادي از جوانهها مشاهده گردید.  باززا شده از حاشیه ریزنمونه

بیوتیك زرد شده و هاي شاهد روي محیط كشت داراي آنتی. در حالی كه ریزنمونهاز بین رفتند  هیگرومایسیندریافت ژن مقاومت به    عـدم

گرم در لیتر میلی  7/ 5هاي باززا شده به محیط طویل شدن ساقه حاوي  پس از دو دور واكشت، شاخه  هیچگونه باززایی در آنها مشاهده نشد.

زایی حاوي یك  هاي طویل شده به محیط كشت ریشهگرم در لیتر سفوتاكسیم منتقل شدند. پس از دو هفته شاخهمیلی  200هیگرومایسین و  

هاي طویل شده در گرم در لیتر سفوتاكسیم انتقال یافتند. شاخهمیلی  200گرم در لیتر هیگرومایسین و  میلی  5/7به همراه    IBAگرم در لیتر  میلی

 یت لپرمخلوط  هاي حاوي  هاي تراریخته احتمالی به گلداننهایت گیاهچه  دراین محیط، ریشه دار شده و ریشه خود را به خوبی توسعه دادند.  

 (.  6و پس از سازگاري به گلخانه منتقل شدند )شکل انتقال یافته   خاک استریلو 

 در گیاهان تراريخته گوجه فرنگی HU-IFN-α2bتايید حضور ژن 

  ن یبد( استفاده شد.  PCRاي پلیمراز )زنجیره  از واكنش  در درون ژنوم گیاهان تراریخته گوجه فرنگی  HU-IFN-α2bبه منظور تایید حضور ژن  

  اول   نسل  ختهیترار  اهانی گ استخراج شده از    یژنوم  DNAبر روي    HU-IFN-α2bاز آغازگرهاي اختصاصی ژن    استفاده با    PCRواكنش    منظور

(T0  )ب  یبه عنوان شاهد منف  ختهیغیرترار  اهانی از گ   نیهمچن  .انجام شد  خته یترار  ریغ   و ناقل  از  به   pCAMBIA-hIFN-α2b  ب ی نوترك   یانی و 

-HU-IFNژن    حضور  مثبت،   شاهد  با   مشابه  خته یترار  اهانیگ  در(  bp  500)   انتظار  مورد  اندازهبا    ايقطعه  ریتکث  عنوان شاهد مثبت استفاده شد.

α2b (. 7)شکل شاهد نیز این مطلب را تأیید كرد  در گیاه مذكور عدم مشاهده باند  است  ذكر به لازم. كرد دییرا تا ختهیترار اهانیگ  در 

 ( انسانی  آلفاي  اینترفرون  ژن  انتقال  براي  پژوهش  این  شدند، Hu-IFN-α2bدر  بهینه  كننده  تعیین  عوامل  از  برخی  فرنگی،  گوجه  گیاه  به   )

آگروباكتریوم،   LBA4404سویه    600nmOD=  0/ 6هاي كوتیلدون هفت روزه در غلظت  بطوریکه بیشترین میزان كارایی تراریختی در ریزنمونه

روز حاصل شد. همچنین نتایج این مطالعه نشان داد كه انتقال ژن اینترفرون آلفاي انسانی    3كشتی  دقیقه و مدت زمان هم  20مدت زمان تلقیح  
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از لاینبه گوجه فرنگی رقم ارومیه كم رنگ امکان تعدادي  نهایت  تراریخته براي تجزیه و تحلیلپذیر است. در  پیشرفته  هاي  هاي مولکولی 

 انتخاب شدند.  

 
كشتی هم    (pCAMBIA-hIFN-α2b :a-bحامل ناقل بیانی     گروباكتریومآ  LBA4404سویه    استفاده از   با  یفرنگ گوجه رنگ  كم هی اروم رقم  مختلف تراریختیمراحل    -6  شکل

ریزنمونهباززایی    (c-d  تلقیح شده،   هايریزنمونه از  انتخابی،شاخساره  محیط  در  شده،  شدن شاخساره  طویل  (e  ها  باززا  طویل شده،زایی شاخهریشه  (fهاي    ( g-h  هاي 

 خاک. به  گیاهان تراریخته احتمالیانتقال سازگاري و 
Fig 6. Various stages of transformation of tomato by LBA4404 strain of Agrobacterium containing expression vector of pCAMBIA-hIFN-

α2b. a-b) Co-cultivation of Inoculation of explants; c-d) Regeneration of shoots from explants after co-cultivation on selective medium; e) 

Shoot elongation; f) Rooting of elongated shoots; g-h) Acclimatization and transferred of transgenic plants to the soil. 

 

 
: 4تا  1: نشانگر وزن مولکولی، HU-IFN-α2b  ،Mاي پلیمراز گیاهان تراریخته گوجه فرنگی با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی ژن نتایج واكنش زنجیره -7شکل 

 .: كنترل مثبت )پلاسمید حاوي ژن مورد نظر(6: گیاه شاهد )گیاه غیرتراریخت(، 5گیاهان تراریخته، 

Fig 7. The results of PCR on transgenic tomato plants using specific primers of HU-IFN-α2b gene. M: Molecular marker, 1-4: Transgenic 

plants, 5: Control plant (non-transgenic plant), 6: Positive control (the plasmid that is harboring HU-IFN-α2b gene). 
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