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های دارویی بسيار ترین گياهان دارویی ایران است. این گياه حاوی خاصيتزنيان یکی از مهم

منظور تلالات گوارشی، ضد اسپاسم و تسکين دردهای روماتيسمی است. بهاز جمله ضد اخ مهمی

ه در این گياه لازم است فرآیند انتقال ژن در آن بهينه شود. مؤثرفرابيان بعضی از مواد 

به همراه فاکتورهای  Agrobacterium tomefaciensوتيل، دو سویه کمنظور ریزنمونه هيپوبدین

روز(  3و  2، 1کشتی )دقيقه( و طول دوره هم 20، 15، 10، 5تلقيح )گيری شامل مدت زمان اندازه

 nptIIعنوان گزارشگر و ژن به GUSحاوی ژن  pBI121بررسی شدند. در این تحقيق از وکتور 

(، PCRای پليمراز )انتقال ژن از واکنش زنجيرهتأیيد عنوان نشانگر گياهی استفاده شد. به منظور به

دقيقه و  5استفاده شد. بر طبق نتایج حاصل، زمان تلقيح  RT-PCRو  GUSشيميایی آزمون هسيتو

 LBA4404کشتی یک روز منجر به افزایش کارآیی انتقال ژن شد. ضمن اینکه سویه طول هم

برای انتقال ژن از خود نشان داد. برای نخستين بار، مطالعه  GV3101کارآیی بالاتری نسبت به 

تواند دهد که میرای انتقال ژن به گياه دارویی زنيان ارائه میو کارآیی را ب مؤثرحاضر روش 

 عنوان یک روش کارآ در انتقال ژن مورد استفاده قرار گيرد.  به

 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

ترین گیاهان ( یکی از مهمTrachyspermum ammiزنیان )

های دارویی فراوانی دارویی ایران بوده که دارای خاصیت

ساله متعلق به خانواده چتریان بوده که است. زنیان گیاهی یک

های مختلفی از ایران، هند، پاکستان و مصر رشد در قسمت

ترین مناطق رشد (. مهمHedge and Lamond, 1987کند )می

این گیاه در ایران خوزستان، اصفهان، فارس، کرمان، خراسان 

و سیستان و بلوچستان است. قسمت عمده مورد استفاده گیاه 

بذر آن بوده که حاوی ماده مهم و ارزشمندی به نام تیمول 

. تیمول یک ترکیب فنولی مهمی (Ballba et al.1973)است 

ها همچون اختلالات ری از بیماریبوده که در درمان بسیا

عنوان گوارشی، فقدان اشتها، مشکلات تنفسی، آسم و به

 رودکار میضدعفونی کننده برای تمیز کردن زخم به

(Dwivedi et al.2012 این ماده دارای خاصیت ضد باکتری .)

(Singh and Singh, 2000( و ضد میکروبی )Sivropoulou 

et al.1996نیان به طور سنتی در درمان ( بالایی است. ز

رود. این گیاه کار میها در انسان و حیوان بهبسیاری از بیماری

نفخ بوده و در درمان اسپاسم و ضددارای خواص ضد

 (. Bentely and Trimen,1999هاضمه بسیار مفید است )سوء

های فراوانی از جمله کمبود اصلاح سنتی دارای محدودیت

بر بودن و هزینه ای، زمانبرگونهی بینپلاسم، عدم تلاقژرم

های جدیدی همچون است که موجب شده روش

 Chauhan andبیوتکنولوژی و مهندسی ژنتیک ابداع شود )

Kanwar,2012 مهندسی ژنتیک دارای نقش ارزشمندی در .)

های دخیل در مسیر های ژنتیکی آنزیمشناسایی و دستکاری

گیاهان دارویی است. های مهم در سنتز تولید فرآورده

هایی همچون افزایش بیان ژنهای این مسیر، خاموشی روش

های ثانویه در واحد ژنها منجر به تولید مطلوب متابولیت

های ملکولی در بهبود شود. روشسطح در این گیاهان می

های صفات مهم گیاهان دارای اهمیت بالایی هستند. ژن

ای مهندسی ژنتیک هکارگیری روشتوانند با بهمطلوب می

(. در مورد Welden and Schell, 1990وارد گیاهان شوند )

ای ای انتقال ژن با اگروباکتریوم به ژنوم هستهگیاهان دولپه

ها، بسیار کارا و موثر های گیاهی نسبت به سایر روشسلول

 (. Binns,1999; Gallie,1998است )

ای کارآیی هانتخاب سویه مناسب اگروباکتریوم به طور فزایند

انتقال ژن و بیان پروتئین خارجی را افزایش داده، بنابراین 

 Yadav etآیند انتقال ژن است )فاکتور بسیار مهمی در طی فر

al. 2014سازی انتقال ژن تعدادی های گزارشگردر بهینه(.  ژن

از گیاهان، برای تعیین عوامل موثر بر حداکثر تراریزش در 

 GUSاند. به طور عادی ژن قرار گرفتهگیاهان، مورد استفاده 

های گیاهی گیاهان عالی حضور ندارد. حساسیت این در بافت

مارکر، آن را برای تایید انتقال ژن فاکتور بسیار مفیدی 

با واسطه  GUS(. انتقال ژن Jefferson et al.1987سازد )می

اگروباکتریوم در تعدادی از گیاهان دارویی انجام شده است 

(Puc et al.2012  Nisha et al.2003; Lievre et al.2005; .) 

ولی تاکنون در مورد گیاه دارویی زنیان، تحقیقی انجام نشده 

است. یکی از مهمترین اهداف اصلاح گیاه دارویی زنیان، 

های نوین ملکولی افزایش میزان تیمول با استفاده از روش

ر این گیاه بر انتقال ژن د مؤثرسازی عوامل است. لذا بهینه

حائز اهمیت فراوانی است. دستورالعمل حاضر برای نخستین 

را در گیاه دارویی زنیان با   GUSسازی انتقال ژن بار بهینه

 دهد.کارآیی بالا ارائه می

  

  هاروش و مواد

 عفونی بذرمواد گیاهی،ضد

ها و بذر گیاه زنیان اکوتیپ قم از موسسه تحقیقاتی جنگل

عفونی بذر، ابتدا بذرها در منظور ضدشد. به مراتع ایران تهیه

درصد به مدت یک دقیقه و  70زیر هود لامینار در الکل 

 5درصد  به مدت 5/1سدیم سپس بلافاصله در هیپوکلریت

دقیقه قرار گرفتند. سپس با آب مقطر استریل سه بار و هر 
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دقیقه شسته شدند. در ادامه بر روی کاغذ  3دفعه به مدت 

یل قرار داده شده تا خشک شوند و پس از انتقال صافی استر

 MS (Murashige andهای حاوی محیط کشت دیشبه پتری

Skoog,1962)  ساعت  8ساعت روشنایی و  16در شرایط

 درجه در اتاق رشد نگهداری شدند.  24تاریکی در دمای 

 سویه اگروباکتریوم و پلاسمید

باکتری  GV3101و   LBA4404در این مطالعه از دو سویه

Agrobacterium tumefaciens  حاوی پلاسمید دوگانه

pBI121  که دارای ژنGUS  با پیشبرCaMV35S  و خاتمه

و همچنین از ژن نئومایسین فسفوترانسفراز  NOSدهنده 

(nptIIبه ) عنوان نشانگر انتخابی گیاهی و مقاومت به

 کلاستفاده شد )ش NOSکانامایسین با پیشبر و خاتمه دهنده 

1 .) 

 سازی غلظت کانامایسینبهینه

منظور تعیین غلظت مناسب کانامایسین برای گیاه، از به

، mg/l100 ،75 ،50 ،25 ،15های مختلف کانامایسین )غلظت

( در قالب طرح کاملا تصادفی با سه تکرار در محیط 0، 10

ها قبل مصرف فیلتر استریل بیوتیکاستفاده شد. آنتی انتخابی

های ذکر میکرون( شده و در غلظت 22/0)فیلتر سرسرنگی 

 ده به محیط انتخابی اضافه شدند. ش

 و باززایی گیاه ها، تراریختینمونهتهیه ریز

 LBهای اگروباکتریوم در محیط کشت در ابتدا سویه

(Quelab مایع همراه با کانامایسین )(50 mg/lو ریفامپیس ) ین

(75 mg/l در انکوباتور در دمای )درجه و با دور  28rpm 

ساعت کشت داده شدند. پس از طی این  24به مدت  200

میلی  5های کشت شده را به میکرولیتر از باکتری 200زمان 

مایع جدید همراه با کانامایسین و  LBلیتر محیط کشت 

ساعت در  7و به مدت  ریفامپیسین در فالکون اضافه کرده

 قرار داده شد و سپس برای OD=0.6انکوباتور تا رسیدن به 

  ها استفاده شد.تلقیح ریزنمونه

از گیاهان بیست روزه در شرایط استریل و زیر هود لامینار، 

های مختلف در محیط ها جدا شده وسپس در زمانهیپوکوتیل

مناسب قرار دقیقه( برای تعیین زمان  20و  15، 10، 5تلقیح )

کشتی به مدت ها به محیط همدر ادامه ریزنمونهداده شدند. 

 یک، دو و سه روز منتقل شدند.

 

 
-NOS: ناحیه کد کننده ژن نئومایسین فسفوترانسفراز ،  nptIIسینتاز، : پیشبر ژن نوپالین pBI121  .NOS-Pپلاسمید  T-DNAساختار ناحیه  -1شکل 

T سینتاز، دهنده رونویسی ژن نوپالین: خاتمهCAMV35S 35: پیشبرs  ، ویروس موزاییک گل کلمGUS گلوکورونیدازر بتا: ناحیه کد کننده ژن گزارشک 

Figure 1-  Structure of  T-DNA region of plasmid  pBI121. NOS-P: Nopaline synthase gene promoter, nptII: coding 

region of Neomycin phosphotransferase  gene, NOS-T: Nopaline synthase terminator, CAMV35S: 35s promoter of 

Cauliflower mosaic virus, GUS: coding region of the β-glucoronidase reporter gene.  
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 D  (2-2,4( همراه باDuchefa) MSکشتی شامل محیط محیط هم

mg/l( )SIGMA(و کاینتین )0.5 mg/l( )SIGMA و همچنین آگار )

(7gr/l( و ساکارز )30gr/lبود. بعد طی این زمان ریز )ها به مونهن

 mg/l 250دهی )محیط انتخابی( البته همراه بامحیط القای کالوس

کانامایسین منتقل و در اتاق  mg/l 25( و Duchefaسفوتاکسیم )

ها، مقادیر کشت قرار داده شدند. بعد از یک ماه و ظهور کالوس

زا کاهش یافت و در های جنینها به منظور تولید کالوسهورمون

 0.2ر باززایی گیاه فقط از هورمون کاینتین به میزان نهایت به منظو

mg/l  .به همراه مقادیر ثابت سفوتاکسیم و کانامایسین استفاده شد 

 PCRآزمون 

 DNAseژنومی گیاهان با استفاده از کیت کیاژن ) DNAاستخراج 

plant Mini Kitمنظور تایید حضور ژن ( انجام شد. بهGUS   از

ژن استفاده شد. توالی آغازگرهای  آغازگرهای اختصاصی این

 اختصاصی مورد استفاده عبارت بودند از:

 'ACCTCGCATTACCCTTACGCTGAA- 3 -'5آغازگر پیشرو 

 'AATCGCCGCTTTGGACATACC- 3 – '5 معکوسو آغازگر 

  nptIIبرای تضمین تراریخته بودن گیاه از آغازگرهای اختصایی ژن 

 اختصاصی این ژن هم عبارتهم استفاده شد. توالی آغازگرهای 

 بودند از:

 'GTCATCTCACCTTGCTCCTGC- 3–'5آغازگر پیشرو 

 'AAGAAGGCGATAGAAGGCG- 3–'5و آغازگر معکوس 

به  مالیهمچنین برای اطمینان از آلوده نبودن گیاهان تراریخته احت

 صورت گرفت.  VirGبا استفاده از آغازگرهای PCRاگروباکتریوم، 

 آغازگرها هم عبارت بودند از : توالی این

 'ATGATTGTACATCCTTCACG- 3 -'5آغازگر پیشرو 

 'TGCTGTTTTTATCAGTTGAG- 3 -'5و آغازگر معکوس 

ای پلیمراز با استفاده از دستگاه چرخه حرارتی در واکنش چرخه

میکرولیتر انجام شد. شرایط بهینه شده با استفاده از  25حجم 

امه حرارتی زیر بود. مرحله اول شامل طبق برن GUSآغازگر 

دقیقه، مرحله  5درجه به مدت  94سازی اولیه در دمای واسرشت

درجه  60دقیقه،  1درجه به مدت  94چرخه و دمای  35دوم شامل 

 72ثانیه و مرحله نهایی  45درجه به مدت  72دقیقه و  1به مدت 

برنامه   nptIIدقیقه انجام شد. برای آغازگرهای 5درجه به مدت 

درجه به  94سازی اولیه در دمای چرخه حرارتی شامل واسرشت

درجه به  94چرخه  و دمای  35دقیقه، مرحله دوم شامل  5مدت 

 45درجه به مدت  72دقیقه و  1درجه به مدت  60دقیقه،  1مدت 

دقیقه بود. برای  5درجه به مدت  72ثانیه و مرحله نهایی در 

سازی اولیه شامل واسرشت PCR شرایط برنامه vir Gآغازگرهای 

چرخه   35دقیقه، مرحله دوم شامل  5درجه به مدت  94در دمای 

دقیقه و  1درجه به مدت  58دقیقه،  1درجه به مدت  94و دمای 

 5درجه به مدت  72دقیقه و مرحله نهایی در  1درجه به مدت  72

درصد  2آر روی ژل آگارز سیدقیقه صورت گرفت. محصول پی

 ی شد.بارگذار

  GUSآمیزی آزمون رنگ

با استفاده از روش جفرسون و  GUSفعالیت هیستوشیمیایی 

های کوچک  ( مورد بررسی قرار گرفت. نمونه1987همکاران )

برگی از گیاهان تراریخته احتمالی و گیاه نرمال جدا شده و در 

-Xلیتری منتقل شدند. سپس به آنها محلول  میلی 5/1های تیوپ

gluc (5-bromo -4-chloro-3-indolyl- β-glucuronidase)  اضافه

درجه قرار گرفتند. سپس 37ساعت در دمای  24شد و به مدت 

درصد به مدت  70محلول از تیوپ حذف شده و گیاهان در اتانول 

ها زیر میکروسکوپ ساعت گذاشته شدند. در نهایت نمونه 4

 مشاهده شدند. 

RT-PCR 

 RNAن، هان تراریخته و بیان پایدار ژبرای تایید نهایی تولید گیا

های جوان توسط ترایزول گیاهان احتمالی تراریخته از برگ

(Invitrogen استخراج شدند و بعد از تیمار با )DNase ده با استفا

با استفاده از   CDNA(، تک رشته Eurex) CDNAاز کیت سنتز  

د. ساخته ش Eurexو طبق دستورالعمل شرکت  Oligo (dt)پرایمر

با استفاده  PCRاز واکنش  CDNAبرای ساخت رشته دوم و تکثیر 

س از آغازگرهای اختصاصی ژن )شرایط ذکر شده( استفاده شد. سپ

CDNA سنتز شده با استفاده از دستگاه الکتروفورز بر روی ژل 

 وبه مدت یک ساعت قرار داده شده  80درصد در ولتاژ  2آگارز 

ور نماید، در دستگاه ژل داک در زیر برآمیزی با اتیدیومپس از رنگ

UV  .مشاهده شد 
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 هاتجزیه و تحلیل آماری داده

نمونه و از یک آزمایش فاکتوریل بر پایه ریز 15در این مطالعه از 

 20 و 15، 10، 5طرح کاملا تصادفی با دو عامل شامل زمان تلقیح )

دقیقه( و زمان هم کشتی یک، دو و سه روز و با چهار تکرار 

طح فاده شد. نتایج مقایسه میانگین توسط آزمون دانکن در ساست

 SAS (version 9.3)درصد و با استفاده از نرم افزار  5احتمال 

 ده شد.استفا Excelتعیین شد و برای رسم نمودارها هم از نرم افزار 

 

  تایجن

 

 بر انتقال ژنمؤثر فاکتورهای 

یط کشت همراه با ن در محهای گیاه زنیانتایج بررسی ریزنمونه

نیان شدت از باززایی گیاه زکانامایسین نشان داد که کانامایسین به

باززایی مشاهده  25mg/lهای بالاتر از جلوگیری کرده و در غلظت

ون های شاهد )بدنشد. بیشترین تعداد گیاهان باززایی شده در نمونه

 25mg/lهای بالاتر از کانامایسین( وجود داشت. همچنین در غلظت

ها مشاهده نشد. بنابراین این غلظت داری در نمونهتفاوت معنی

شکل عنوان غلظت بهینه در باززایی گیاه مورد استفاده واقع شد )به

2A .)ها با اگروباکتریوم، نتایجدر بررسی زمان تلقیح ریزنمونه 

 LBA4404حاصل در هر دو سویه اگروباکتریوم نشان داد که سویه 

یه دقیقه،  بیشترین میزان باززایی و سو 5یح با مدت زمان تلق

GV3101  ا ردقیقه کمترین میزان باززایی  20با مدت زمان تلقیح

فتن طور کلی با افزایش زمان تلقیح امکان از بین رنشان دادند. به

 (. 2Bها بیشتر شد )شکل نمونهریز

کشتی و سویه باکتری نشان داد که در هر های مربوط به همنتیجه

ساعت  24سویه اگروباکتریوم بیشترین درصد باززایی در طی  دو

کشتی دیده شد و با گذشت زمان میزان باززایی کاهش یافت، هم

کشتی، باززایی به حداقل رسید. طوریکه پس از طی سه روز همبه

 1کشتی با هم LBA4404همچنین بیشترین میزان باززایی در سویه 

 3کشتی با هم LBA4404سویه روز و کمترین میزان باززایی در 

 (. 2Cروز مشاهده شد )شکل 

  برطبق نتایج حاصل از مقایسه میانگین، میزان باززایی سویه

LBA4404   به طور معنی داری نسبت به سویهGV3101  بیشتر بود

نیان زیاه که نشان دهنده توانایی بالای این سویه در انتقال ژن به گ

 (.2Dمی باشد ) شکل 

  GUSشیمیایی آزمون هیستو

خته گیاه احتمالی تراریخته از غیر تراریتأیید جهت  GUSآزمون  

   شد  انجام شد. گیاه غیر تراریخته به عنوان شاهد در نظر گرفته

دهنده فعالیت ژن (. رنگ آبی در برگ گیاه تراریخته نشان3)شکل 

GUS تراریخت دیده شناسایی شد و هیچ رنگی در گیاه غیر بود که

 نشد.

 ریختههای ملکولی گیاهان تراآزمایش

های جوان گیاهان تراریخته از برگ DNAپس از استخراج  

ن ژحضور ژن، از آغازگرهای اختصاصی  تأیید احتمالی، به منظور

ای پلیمراز استفاده شد. حضور و واکنش زنجیره گلوکورونیداز-بتا

جفت بازی روی ژل  450در گیاهان با حضور قطعه  GUS ژن

 نمونه درصد تایید شد. این باند در گیاه غیر تراریخته و 2آگارز 

 52 گیاه باززاشده، 85(. از تعداد 3A)آب( تکثیر نشد )شکل شاهد

درصد 66را نشان دادند که از این میان  GUSگیاه باند مربوط به ژن 

 GV3101و   LBA4404های ه سویهدرصد به ترتیب مربوط ب 55و 

 (.1بود ) جدول 

ای دوباره گیاهان تراریخته احتمالی واکنش زنجیره تأییدبرای 

انجام شد و  nptIIپلیمراز با استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن 

 2بر روی ژل آگارز   npt IIبازی مربوط به ژن  470حضور قطعه 

غیر تراریخته و نمونه شاهد  درصد تایید شد. این باند در نمونه گیاه

گیاه باند  43گیاه باززا شده،  85(. از تعداد3Bمشاهده نشد )شکل 

 42درصد و 57را نشان دادند که از این میان  npt IIمربوط به ژن 

بود  GV3101و  LBA4404های درصد به ترتیب مربوط به سویه

دهای هر بانگیاه  39(. در ادامه، از کل گیاهان باززا شده، 1)جدول 

 35درصد و 55را نشان دادند و از این میان   nptIIو gusدو ژن 

بودند  GV3101و  LBA4404های درصد به ترتیب مربوط به سویه

 (.1)جدول 
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 20، 15، 10، 5های اگروباکتریوم و مدت زمان تلقیح )مالی بر اساس سویه: باززایی گیاه تراریخته احتBهای مختلف کانامایسین. : باززایی گیاه زنیان در غلظتA -2شکل

های اگروباکتریوم نگین مربوط به سویهایسه میا: مقD روز( 3و  2، 1) کشتیاگروباکتریوم و مدت زمان همهای بر اساس سویه یباززایی گیاه تراریخته احتمال: Cدقیقه(. 

داری بین تیمارها بر طبق آزمون دهنده تفاوت معنیکشتی یک روز. حروف متفاوت نشاندقیقه و هم 5در باززایی گیاه تراریخته احتمالی در شرایط مدت زمان تلقیح 

 (.P ≤ 0.05دانکن هستنند )
Figure 2- A: Plant regeneration of  Trachyspermum ammi  in various concentration of kanamycin.  B: Regeneration of putative 

transgenic plants based on agrobacterium strains and inoculation times  (5, 10, 15, 20 min).  C: Regeneration of putative 

transgenic plants based on agrobacterium strains and co-cultivation times  (1, 2, 3 days).  D: Comparison of   means of 

agrobacterium strains in regeneration of putative transgenic plants with inoculation 5 min  and co-cultivation 1 day. The 

different letters indicate significant differences among treatment according to Duncan's test (P ≤ 0.05). 

 

 

 

 

جهت اثبات عدم وجود آلودگی باکتریایی از آغازگرهای 

ای پلیمراز استفاده شد. و واکنش زنجیره virGاختصاصی ژن 

جفت بازی را بر  850کنترل مثبت باند اگروباکتریوم به عنوان 

روی ژل نشان داد. گیاهان تراریخته باندی نشان ندادند که 

دهنده عدم آلودگی گیاهان و اثبات تراریخته بودن است نشان

آر سی(. از کل گیاهان باززا شده که برای هر دو ژن، پی3Cشکل )

ده و در گونه آلودگی نشان نداگیاه هیچ 32مثبت بودند در حدود 

درصد 27درصد و 46نتیجه میزان باززایی گیاه تراریخت در حدود 

 GV3101و  LB4404های اگروباکتریوم به ترتیب برای سویه

 (.1بودند )جدول 

 س تامراحل مختلف باززایی گیاه تراریخته زنیان از تشکیل کالو

 نشان داده شده است 4باززایی در شکل شماره 

در گیاه تراریخته زنیان،  GUSنهایی بیان پایدار ژن  تأییدبرای 

RT-PCR  (. 5با استفاده از آغازگر ژن اختصاصی انجام شد )شکل

که به طور تصادفی  در چهار نمونه گیاه تراریخته GUSبیان ژن 

انتخاب شدند، تایید شد. البته در گیاه شاهد باندی دیده نشده و 

 تراریخته وجود نداشت.بیان ژن در گیاه غیر
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: نتایج GUS .Aو آزمون هیستوشیمیایی  PCRنتایج مربوط به  – 3شکل 

: کنترل مثبت 5ن : گیاهان تراریخته احتمالی؛ لای 4-1های لاین GUSتکثیر ژن 

: 8: کنترل منفی )آب(؛ لاین 7: گیاه غیر تراریخته؛ لاین  6لاین )پلاسمید(؛ 

 4-1های لاین:  nptIIنتایج تکثیر ژن  DNA (100 bp .)B نشانگر مولکولی

: گیاه غیر  6لاین کنترل مثبت )پلاسمید(؛  : 5: گیاهان تراریخته احتمالی؛ لاین 

 DNA      : نشانگر مولکولی8نفی )آب(؛ لاین : کنترل م7تراریخته؛ لاین 

(100 bp .)C نتایج تکثیر ژن :virG گیاهان تراریخته  4-1 هایلاین :

: 7: کنترل منفی )آب(؛ لاین 6لاین : کنترل مثبت )پلاسمید(؛ 5احتمالی؛ لاین 

، گیاه GUS: آزمون هیستوشیمیایی DNA (100 bp .)D نشانگر مولکولی

 : گیاه غیر تراریخته )شاهد(. E  تراریخته احتمالی؛

 
Figure 3- Resukts related to PCR and histochemical gus 

analysis. A: PCR product of  gus gene ,  Lines 1-4: 

Putative transgenic plants, Line 5: Positive control 

(Plasmid), Line 6: non- transgenic plant, Line 7: Negative 

control (distilled water) , Line 8: Molecular marker (100 

bp).  B: PCR product of  nptII gene, Lines 1-4: Putative 

transgenic plants, Line 5: Positive control (Plasmid ), Line 

6: non- transgenic plant, Line 7: Negative control (distilled 

water) , Line 8: Molecular marker (100 bp). C: PCR 

product of  Vir G gene, Lines 1-4: Putative transgenic 

plants, Line 5: Positive control (Plasmid ), Line 6: 

Negative control (distilled water) , Line 7: Molecular 

marker (100 bp).  D: Histochemical GUS assay, Putative 

transgenic plant, E: non- transgenic plant (control).   

 

 الی زنیانآر گیاهان تراریخته احتمسینتایج پی -1جدول 

Table 1- Results of the putative transgenic Trachyspermum ammi by PCR 
 تعداد گیاهان

احتمالی هتراریخت  

)%( 

گیاهان تعداد 

آر  یسپی 

   c مثبت

Vir G (%) 

گیاهان داد تع

آر مثبت هر سیپی

 دو ژن
GUS & 

nptII (%) 

گیاهان تعداد 

   b آر مثبتسیپی

nptII (%) 

گیاهان تعداد 

  a آر مثبتسیپی

 GUS(%) 

گیاهان تعداد 

شده  ییباززا

مقاوم به 

 کانامایسن

سویه 

 اگروباکتریوم

21 ( 46%) 4(8.8%) 25 (55%) 26 (57%) 30 (66%) 45 LBA4404 

11 ( 27%) 3(7.5%) 14 (35%) 17 (42%) 22 ( 55% ) 40 GV3101 

aتعداد گیاهان پی( :آر مثبت با ژن سیgus/  )100 ×تعداد گیاهان باززا شده مقاوم به کانامایسین 

b تعداد گیاهان پی( :آر مثبت با ژن سیnptII/  )100 ×تعداد گیاهان باززا شده مقاوم به کانامایسین 

c  تعداد گیاهان( :آر مثبت با ژن سیپیVir G/  )100 ×تعداد گیاهان باززا شده مقاوم به کانامایسین 
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اه : تولید گی Cزا های جنینل کالوس: تشکی Bدر محیط انتخابی همراه با کانامایسین و سفوتاکسیم  ها: رشد کالوس Aانتقال ژن و باززایی گیاه دارویی زنیان   -4شکل 

 تراریخته احتمالی

Figure 4- Gene transformation and Regeneration of Trachyspermum ammi. A:  Growth of calli in selective media containing 

kanamycin and cefotaxime  B: Embryogenic calluses E:  putative transgenic plants. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

: گیاه غیر تراریخته، 2ل مثبت )پلاسمید(، لاین کنتر 1گیاه تراریخته ؛ لاین  6و  5و 4و  3لاین های. gusبا استفاده از پرایمرهای اختصاصی ژن  RT-PCR -5شکل 

 DNA (100bp .): نشانگر ملکولی 8کنترل منفی؛ لاین : 7 لاین
Figure 5-  RT-PCR  analysis with gus specific primer. Lines 3,4,5,6: Putative transgenic plants, Line 1: Positive control  

(Plasmid), Line 2: non-transgenic plant, Line 7: Negative control (distilled water), Line 8: Molecular marker (100 bp)  

 

  بحث

برای انتقال ژن و تولید گیاهان تراریخته، بااززایی مناساب و تنظایم    

ساازی شارایط مهام در    هورمونی در کشت بافت و به تبع آن بهیناه 

انتقال از الزاماات هار برناماه انتقاال ژن اسات. در ایان مطالعاه از        

های مهم و مناسبی همچاون  پ قم استفاده شد که دارای صفتاکوتی

( و دارای مقاومات  Mirza hosseini et al.2015میزان تیماول باالا )  

بالایی به خشکی و شوری است. در ابتدا بر طبق آزمایشاات اولیاه،   

زایای و بااززایی گیااه بهیناه شاد.      دستورالعمل مناسبی برای کالوس

ترکیب مناسبی   Kinو  D-2,4مونی همراه با ترکیب هور MSمحیط 
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زا در گیاه دارویی زنیاان  های جنیندهی و تولید کالوسبرای کالوس

فقاط از هورماون کااینتین      MSمنظور بااززایی در محایط   بود و به

زایاای و در کااالوس D-2,4اسااتفاده گردیااد. نقااش مهاام هورمااون  

 Jasrai etها نشان داده شده است )زایی در بسیاری از آزمایشجنین

al.1992; Dudits et al.1991 در تحقیقی نشان داده شد که محیط .)

MS  2,4همراه با-D زا در گیااه  هاای جناین  منجر به تشکیل کالوس

Foeniculum Vulgare  ( شادAnzidei et al.2000  همچناین در .)

دهاد  تحقیقی نشان داده شد که باززایی در حضور کااینتین ر  مای  

(Jha et al.1981 .)     مقاومت به محایط کشات حااوی کانامایساین و

باززایی، اولین مرحله در شناسایی گیاهان تراریخته است. در تحقیق 

در نظار گرفتاه شاد.      mg/l 25حاضر غلظات مناساب کانامایساین   

Agrobacterium tumefaciens   دارای دامنااه میزبااانی وساایعی در

سایار مهمای در   ای بوده و سویه اگروباکتریوم فااکتور ب گیاهان دولپه

کارآیی انتقال ژن اسات. درایان تحقیاق از دو ساویه اگروبااکتریوم      

(LBA4404  ،GV3101 اسااتفاده و کااارآیی انتقااال ژن در هاار دو )

آر باا اساتفاده از پرایمرهاای    سای سویه برررسی شد. آزمایشات پی

ها را در گیاهان تراریخت اثبات کارد.  اختصاصی، حضور قطعی ژن

کاارآیی   GV3101و  LBA4404هاای  صال ساویه  بر طبق نتایج حا

باه   LBA4404بالایی در انتقال ژن به گیاه زنیان دارند. البتاه ساویه   

زایی بالا و دامنه میزبانی با گیاه زنیان نسابت باه ساویه    دلیل بیماری

GV3101     از کااارآیی بااالاتری برخااوردار اساات. در بساایاری از

ین سویه معرفی شده به عنوان کارآمدتر LBA4404ها سویه آزمایش

(. ساویه هاای   ;Yadav et al.2014  Tohidfar et al.2005اسات ) 

هاای  مختلف اگروباکتریوم توانایی متفاوتی در انتقاال ژن باه گوناه   

 Gue etهای متنوع درون یک گونه دارند )مختلف گیاهی و ژنوتیپ

al.2012 بود که در مقایساه   %46(. کارآیی انتقال ژن در این مطالعه

بسیاری از گیاهان دارویی، مطلوب است. همچناین بارای تعیاین    با 

  RT-PCRدر گیاهاان تراریخات احتماالی از     GUSنهایی بیاان ژن  

در چهار  RNAاستفاده شد. بر طبق نتایج حاصل، بیان ژن در سطح 

مثبات باوده و باه طاور تصاادفی انتخااب        PCRگیاه تراریخت که 

ژن در گیاهان تراریخت است. شدند، نیز تایید شده که بیانگر تلفیق 

و  GUSحضور هار دو ژن    PCRبنابراین بر اساس نتایج حاصل از 

nptII    در گیاه و باززایی گیاه در محیط کشت حااوی کانامایساین و

توان نتیجه گرفت گیاهان باززایی شاده  می RT-PCRهمچنین نتایج 

 در این بررسی،  تراریخته هستند. 

ن در گیاهااان دارویاای بااا اسااتفاده از مطالعااات زیااادی در انتقااال ژ

انجام شده اسات   npt IIهای اگروباکتریوم همراه با ژن نشانگر سویه

از ریزنمونه های هیپوکوتیال و   celeryاز جمله در آزمایشی در گیاه 

و  EHA105  ،LBA4404باارگ لپااه و سااه سااویه اگروباااکتریوم   

GV3101  استفاده شد. بر طبق نتایج حاصل سویه هایEHA105  و

LBA4404 16  درصد کارآیی انتقاال ژن را نشاان دادناد اماا      18تا

GV3101  5کارآیی کمتر از ( درصد را نشان دادSong et al.2007 )

کاه باا نتااایج حاصال از پاا وهش ماا بارای تعیااین ساویه مناسااب       

 Digitalisاگروباکتریوم مشابه بود. در تحقیقی بر روی گیاه دارویی 

purpurea تقال ژن از دو سویه اگروبااکتریوم  به منظور انGV2260 

 GUSکارگیری ریزنمونه برگ به منظور انتقاال ژن  با به GV3101و 

دارای کااارآیی  GV3101اسااتفاده شااد. کااه در ایاان تحقیااق سااویه 

 Li etدرصد( باود ) 52.1درصد( نسبت به سویه دیگر )60بالاتری )

al.2014 در آزمایشی بر روی گیاه .)Coriandrum sativum    انجاام

شد دو روز هم کشتی ریزنمونه هیپوکوتیل باا ساویه اگروبااکتریوم    

GV3850 ،23   6.6درصد گیاهان مقاوم به کانامایساین و در نهایات 

(. Wang and Kumar, 2004درصد کارآیی انتقال ژن را نشاان داد ) 

ساویه   Ocimum gratissimumدر آزمایشی بار روی گیااه دارویای    

 20حادود   GUSبا ژن   pBI121ی پلاسمیدحاو LBA4404باکتری 

درصد فراوانی تراریختی را نشان دادند و به عناوان ساویه مناساب    

(. در مطالعاه دیگاری بار روی گیااه     Khan et al.2015معرفی شد )

باا   GUSانتقال ژن گزارشگر  Withania somnifera Dunalدارویی 

و روز دقیقاه تلقایح و د   20به مادت   GV3101سویه اگروباکتریوم 

درصد تراریختی نشان دادند 6/10کشتی انجام شد. که در حدود هم

(Mishra et al.2016.)    این مطالعه نخستین تحقیق بارای انتقاال ژن

GUS  شود که در آن به بررسی و به گیاه دارویی زنیان محسوب می

سازی شرایط انتقال ژن باه گیااه زنیاان پرداختاه شاد. در ایان       بهینه

ی با کارآیی بالا برای بااززایی و انتقاال ژن باه گیااه     تحقیق ما روش

تواند برای تحقیقات بیوتکنولوژی و دارویی زنیان ارائه دادیم که می

های تولیاد  های مناسب به این گیاه ارزشمند و تنظیم مسیرانتقال ژن

های ثانویه به منظور افزایش ترکیباات مفیاد، بسایار ماوثر     متابولیت

 واقع شود.
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Abstract 

Trachyspermum ammi is one of the most important medicinal herbs in Iran. This plant 

contains important medicinal properties, including anti-digestive, antispasmodic and 

relieving rheumatic pains and has been used as a spice and food preservative. To 

overexpress some effective ingredients in this plant, it is necessary to optimize the gene 

transfer process. For this purpose, the explants of hypocotyl, two strains of Agrobacterium 

tumefaciens were studied along with factors such an inoculation times (5, 10, 15, 20 min) 

co-cultivation times (1, 2 and 3 days). In this study, pBI121 vector harboring GUS as the 

reporter gene, and nptII gene as the plant selected marker were used. To confirm the gene 

transfer, PCR, histochemical GUS staining and RT-PCR tests were used. According to the 

results, the time of inoculation of 5 minute and the time of one day for co- cultivation 

increased the efficiency of gene transfer. Both bacterial strains showed a relatively good 

performance in gene transfer, but the LBA4404 strain showed higher efficacy than 

GV3101. In this study, 25 mg/L of kanamycin was selected as the appropriate 

concentration for determining the probable transgenic plant by Agrobacterium. For the first 

time, the present study presents an effective and efficient method for gene transfer to 

Trachyspermu ammi that can be effectively used for gene transfer. 

Keywords: Agrobacterium, Hypocotyl, Reporter gene, Trachyspermum, Co-cultivation  
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