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های ماریباعث بي 3به امگا  6و نسبت بسيار بالای امگا  6مقادير بالای اسيدهای چرب غيراشباع امگا 

 .های التهابی و خودايمنی می شودهای قلبی عروقی، سرطان و بيماریبسياری از جمله بيماری

 یغندانه رو اهيگ کيکنجد سازی انتقال ژن نياز است. به بهينه برای انتقال موفق يک ژن به گياه،

 تيفيبا ک یروغن خوراک نيو همچن يیمهم دارو یهاگنانيداشتن ل ليدلاست که به یميقد

 کند.یروغن آن کمک م تيفيبه بهبود ک یاديتا اندازه ز اهيگ نيدر ا 3امگا  شيافزا شهرت دارد.

جدا شده از گياه کتان به گياه کنجد  FAD3سازی شرايط انتقال ژن در اين پژوهش جهت بهينه

و  1روزه(، غلظت اگروباکتريوم ) 7و  6، 5اثرات رقم )داراب و دشتستان(، مدت زمان پيش کشتی )

5/0 ،25/0 =OD600( مدت زمان تلقيح ،)و 48 ،24کشتی )صفر، دقيقه(، مدت زمان هم 30و  20، 10 

 100و  50، 0ساعت روشنايی( وغلظت استوسيرينگون ) 16ساعت( و شرايط نوری )تاريکی و  72

ايج تکرار بررسی شد. نت 4تصادفی در  صورت جداگانه در قالب طرح کاملاًميکرومولار( هر کدام به

ت روزه در رقم داراب، غلظ 5های روزه در رقم دشتستان و ريزنمونه 7های نشان داد که ريزنمونه

ساعت در تاريکی و  24دقيقه، مدت زمان همکشتی  30، مدت زمان تلقيح 600OD=1اگروباکتريوم 

 ميکرومولار نقش مهمی در کارايی انتقال ژن دارند. در اين پژوهش رقم 100ت استوسيرنگون ظغل

های باززا شده در نهايت گياهچهدشتستان درصد باززايی بهتری را نسبت به رقم داراب نشان داد. 

 زايی منتقل شدند. بررسی اوليه گياهان باززا شده در محيط انتخابی انجام شد وبه محيط ريشه

  .با استفاده از پرايمرهای اختصاصی انجام گشت و گياهان تراريخته انتخاب شدند  PCRآزمايش
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ترین گونه از جنس مهم Sesamum indicum یکنجد با نام علم

رای است. دانه این گیاه دا pedaliaceae کنجد و عضوی از خانواده

 عاسیدهای چرب غیر اشبا (، سطح بالای%50محتوای روغن بالا )

های مهم دارویی شامل سزامین، سزامولین، و همچنین لیگنان

  (.Zimik and Arumugam 2017) باشدها میتوکوفرول

عث با 3نسبت به اسید چرب امگا  6درصد بالای اسید چرب امگا 

 یقلب یهایماریب ای از جمله دیابت،های کشندهیبروز بیمار

اسید سطح که افزایش مقدار شود در حالیی میچاقی و عروق

مانعی بر سر راه این گونه  6نسبت به امگا  3چرب امگا 

علاوه بر  3گا ب امدهد اسید چرمطالعات نشان میهاست. بیماری

ون خنقش آنتی اکسیدانی و ضد التهابی در تنظیم و ثبات پلاکت 

 ثر است کهؤ)هومستاز( و کاهش خطر لخته شدن خون )ترمبوز( م

 COVID-19 توان از آن در درماندهد که میاین موضوع نشان می

  (.Djuricic and et al. 2021) بهره جست

های اخیر در سال 3بالایی از امگا گیاهان دانه روغنی با سطوح 

ها منابع زیرا آن اند.مورد توجه بسیاری از دانشمندان قرار گرفته

های ژنتیکی همچون تغییر ارزشمندی برای مطالعات و دستکاری

 .Soltani et al. 2020; Gunstone et al) هستند 3درمیزان امگا 

 delta 15 desaturase (FAD) دیساتورازاسیدهای چرب  (.1994

هایی هستند که در بیوسنتز اسیدهای چرب ترین آنزیممهم

 .(Z ̈auner et al. 2012) غیراشباع چندگانه نقش دارند

 اهیچرب گ یدهایاس باتیترک لیو تحل هیتجز ر،یدر مطالعات اخ

 دیاس کینولئیو ل (C18:1) دیاس کیکنجد نشان داده که سطح اولئ

(C18:2) دیاس کینولنیبالاست، اما سطح آلفا ل اهیگ نیدر ا 

(C18:3 )است و نسبت  نییپا یاطور قابل ملاحظهبهC18: 2  به

C18: 3 ارقام کنجد با نسبت متعادل  ن،یبنابرا .است ادیز اریبس زین

داشته  یشتریب ییتوانند ارزش غذایطور قطع مبه 3به امگا 6امگا

و سالم  متیارزان ق یمنبع روغن نیا ییغذا یستگیباشد و به شا

 .Bates et al. 2013; Bhunia et al. 2002; Browse et al) ندیفزایب

1986.)  

های وحشی های مفید از گونهتاکنون در گیاه کنجد ورود ژن

آمیز نبوده است و تنها جایگزین دلیل موانع پس از لقاح موفقیتبه

دیگر، از انتقال ژن از منابع  برای بهبود کیفیت روغن این گیاه

 در (.Kapoor et al. 2015) طریق تکنیک انتقال ژن است

 بافت کشت و ژن انتقال از گیاهی مولکولی اصلاح هایروش

های ای یکی از روشکشت درون شیشه شود ومی استفاده

 گیاهان با صفات مطلوب است تولیدمهندسی ژنتیک در 

(Gholami 2017 .) دارد  بستگی چندین فاکتور بهکارایی انتقال ژن

نژاد و غلظت باکتری، اضافه کردن مواد توان بهکه از جمله آن می

های فنلی در محیط کشت، گونه گیاهی و ژنوتیپ، تنطیم کننده

رشدی، ریزنمونه، نور و دما، دمای همکشتی، آنتی بیوتیک و 

روش مناسب انتخاب سلول تراریخت شده از بافت غیر تراریخته 

وسیله اگروباکتریوم علاوه بر نیاز به ختگی بهدر تراری اشاره نمود.

یک سیستم باززایی قدرتمند در گیاه مورد نظر، بهینه نمودن 

ثر در انتقال ژن که باعث تولید گیاه باززا شده ؤفاکتورهای دیگر م

شود و در نهایت باعث افزایش کارایی روش شود بیشتری می

مناسبی که  ضرورت دارد. از طرفی طراحی و استفاده از سازه

امکان ردیابی آسان گیاهان تراریخته را در مراحل اولیه رشد فراهم 

 Towheed-Far and Mohsenpourنماید بسیار مفید خواهد بود )

2010 .) 

 یبرا FAD3 توان از ژن جدا شدهپژوهشگران اعلام کردند که می

بهبود  یبرا 18:3به  18:2 راشباعیچرب غ یدهایاس لیتبد شیافزا

ها اظهار آنانسان استفاده کرد.  یغذا یبرا یروغن یهادانه تیفیک

چرب  یدهایتواند اسیاست که م ینیپروتئ CsFAD3که  داشتند

ω6  را بهω3 کند لیتبد (Soltani and et al. 2019 .) محققین

میزان تراریختگی در گیاه کنجد مصری بسیار کم  که اعلام کردند

متابولیت های ثانویه نسبت به دلیل داشتن است و گیاه کنجد به

 .Shafeay and et al) تراریختگی سرکش و بسیار مقاوم است

2011; Baskaran and Jayabalan 2006). 

(2014)Al-Chowdhury and et al.  د که دو ژن موفق شدنNptll 

ها ن. آوسیله اگروباکتریوم به گیاه کنجد انتقال دهندرا به GUSو 

 57 این پژوهش باززایی گیاه کنجد در حدوداعلام کردند که در 

  درصد بوده است. 43درصد و تراریختگی آن 

(2018 )Debnath et al. که  در پژوهشی اظهار داشتند

در انتقال ژن گیاه  Agno3و  BAP  ،IAAهای رشدیکنندهتنظیم

 7تا  4 از ریزنمونه کوتیلدون هابه پژوهش آنباشد. ثر میؤکنجد م

 روزه جهت انتقال ژن مورد نظر استفاده شد. 

  مقدمه
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بود ر بهدمزایای فراوان استفاده از بیوتکنولوژی پیشرفته کشاورزی 

ی طور جدی در ایران محقق نشده است. یکژنتیکی کنجد هنوز به

ه امگا نسبت ب 6از مشکلات روغن گیاه کنجد بالا بودن میزان امگا

همین دلیل مصرف دراز مدت این روغن ممکن است هاست. ب 3

ز د. بنابراین هدف اشوهای قلبی و عروقی باعث ایجاد بیماری

ه تا در این گیاه است ک 3انجام این پژوهش افزایش میزان امگا 

ر ه ذکلازم باندازه زیادی به بهبود کیفیت روغن در آن کمک کند. 

 اهیدر گ یچرب ضرور دیاس نیا وسنتزیب ریاست تا به حال مس

 کیژنت یمهندس لهیوسکتان به اهیگ FAD3ژن  قیکنجد از طر

 گزارش نینظر اول نیاز ا قیتحق نیلذا ا ،نشده است یدستورز

 شود. یمحسوب م

 

در آزمایشگاه بیوتکنولوژی و کشت  1401این پژوهش در سال 

ارقام کنجد بافت دانشکده کشاورزی دانشگاه رازی انجام شد. 

داراب و  ایرانی پژوهش شامل دو رقم نیمورد استفاده در ا

. شد هینهال و بذر کرج ته قاتیسسه تحقؤدشتستان بود که از م

ساعت  24ابتدا بذور سالم انتخاب و به پس از شستشو به مدت 

درصد به مدت  70در آب مقطرخیس شدند. در ادامه توسط الکل 

 5از سه مرحله شستشوی  دقیقه ضدعفونی گشتند و بعد 2

درصد  2دقیقه در محلول هیپوکلریت سدیم  20ای به مدت دقیقه

دقیقه با آب مقطر  5قرار گرفتند. در نهایت سه مرتبه به مدت 

 از جمله موردنیاز لوازم استریل مورد شستشو قرار گرفتند. تمام

پتری  بذور، کشت جهت کوچک هایشیشه پنس، اسکالپل،

 هود زیر فضای گرفتند. قرار اتوکلاو در شدن استریل منظوربه

و  عفونی ضد درصد 70 الکل با ابتدا کار و کشت جهت لامینار

 برای شد. تابیده آن به بنفش ماوراء نور دقیقه 20 مدت به سپس

 .استفاده شد درصد 70 الکل از هود زیر در هم هادست عفونی ضد

و تیغ توسط پنس  بعد از ضدعفونی، پوشش و جنین بذرها

اسکالپل حذف و دو لپه بذور جدا گشتند )این کار به دقت بسیار 

 ها آسیب ببینند(. طوری که نباید لپهزیادی نیاز دارند به

گرم در  30همراه به MS پایه در این پژوهش شامل محیط طیمح

 عنوان عامل منعقد کننده بود.آگار به تریگرم در ل 7ساکارز و  تریل

کشتی، فاده در این پژوهش شامل محیط پیشهای مورد استمحیط

منظور (. به1زایی بود )جدولکشتی، باززایی و انتخاب و ریشههم

 قالبآزمایش چند عاملی در  5سازی انتقال ژن در گیاه کنجد بهینه

شرح زیر  به و طور جداگانههبتکرار  4در  دفیتصا طرح کامـل

 .اجراء شد

ی= دو عامل رقم ) داراب کشتزمان پیشمدت  بررسی -1آزمایش 

روز( ابتدا  7و  6، 5کشتی )و دشتستان( و مدت زمان پیش

ز اکشت داده شدند و در ادامه  2ها در محیط شماره ریزنمونه

 د.شروزه جهت انتقال ژن استفاده  7و  6، 5های ریزنمونه

م )داراب و دو عامل رقاگروباکتریم= غلظت  بررسی -2 شیآزما

 ( 600OD= 25/0، 5/0و  1) میتان( و غلظت اگروباکتردشتس

دو عامل رقم ) داراب و  مدت زمان تلقیح= بررسی -3آزمایش 

 ( قهیدق 30و  20، 10) حیمدت زمان تلقدشتستان( و 

رقم = سه عامل اثر نور و یمدت زمان همکشت بررسی -4شیآزما

 72و  48، 24)صفر،  یمدت زمان همکشت ،)داراب و دشتستان(

ساعت روشنایی با شدت نور  16و اثر نور )تاریکی و ساعت( 

 لوکس(  2000

ر، د نظها پس از تلقیح با اگرو باکتریوم حاوی سازه مورریزنمونه

 ی ازابتدا بر روی کاغذ صافی استریل قرار داده شدند تا مقدار

ساعت دو  72و  48، 24رطوبت آن کاهش یابد و سپس به مدت 

 شرایط نوری تاریکی و روشنایی قرار گرفتند. 

قم )داراب دو عامل رغلظت استوسیرینگون=  بررسی -5 آزمایش

 100و  50صفر، ) نگونیریو دشتستان( و غلظت استوس

ه ه گیابا توجه به اینکه اگروباکتریوم برای ورود ب( مولارمیکرو

لی( حرکت های گیاه )محل تجمع مواد فنمعمولا به سمت زخم

شود، استفاده از زایی میکرده و در گیاه باعث بیماری

ن ژقال عنوان ماده فنولی در بهبود و موفقیت انتاستوسیرینگون به

 نقش دارد. 

ها بعد از سپری شدن مدت زمان همکشتی توسط ریزنمونه

 دقیقه شستشو شدند.  90گرم به مدت میلی 500سوفاتاکسیم 

 فاسـینسـهاگروبـاکتریوم توم سویه از نجدک ای انتقـال ژن بـهبر

(PGV3101 )C58 یی دوتا حاوی ناقل کهpBI121  مقاوم به

  استفاده شد.بود ریفامپیسین بیوتیک آنتی

  هامواد و روش
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 سازی انتقال ژن به گیاه کنجدهای استفاده شده در بهینهمحیط -1جدول 
 ترکیبات محیط

  MS +  mg/L 6.5BAP  +mg/L 1IAA   +mg/L 5 3AgNO کشتی یا قبل از آلودگی()پیش 1محیط 

 MS  +mg/L 6.5BAP  +mg/L 1IAA   +mg/L 5 3AgNO  +acetosyringon )همکشتی( 2محیط

  MS  +mg/L 6.5BAP  +mg/L 1IAA   +mg/L 5 3AgNO +mg/L 50kanamycin ) باززایی و انتخاب( 3محیط 

 MS  +NAA 0.5 mg/L +IAA 1 mg/L  +kanamycin 30 mg/L زایی() ریشه  4محیط

 
 ساختار ژنی مورد استفاده  -1شکل 

 

 Sohrabiاین ناقل دارای پروموتور ناپین جدا شده از گیاه کلزا )

and et al. 2015 ناحیه( و T-DNA  حاوی ژنFAD3 گیاه کتان 

(Fallahi and et al. 2023)  (. 1بود )شکل 

 25جهت کشت اگروباکتریوم حاوی پلازمید نوترکیب حدود 

 داریمیکرولیتر از محیط باکتریایی ذخیره شده در گلیسرول )نگه

گراد( پس از ذوب شدن بر روی یخ به درجه سانتی -80شده در 

بیوتیک ریفامپیسین و مایع )حاوی آنتی LBلیتر میلی 50

 دار کانامایسین( اضافه شد و به مدت یک شب در انکوباتور شیکر

رشد  600OD=1تا رسیدن به  Cо28و دمای  rpm180با سرعت 

 5ت داده شدند. در روز تلقیح سوسپانسیون اگروباکتریوم به مد

سانتریفیوژ گشت و رسوب باکتری  rpm4000دقیقه و با سرعت 

مایع( دوباره  MSز محیط تلقیح )محیط لیتر امیلی 25در 

های مورد تظسوسپانسیون شد و در نهایت برای رسیدن به غل

 نظر رقیق شد. 

های استریل کوتیلدون کوتیلدون ابتدا هایریزنمونه جهت تلقیح

کشتی روزه( در محیط پیش 7و  6، 5کشتی )زمان پیش در مدت

به مدت زمان تعیین شده  ( کشت داده شدند. در ادامه 1)محیط

و  1دقیقه( در سوسپانسیونی از سه غلظت باکتری ) 30و  20، 10)

5/0 ،25/0 =600OD درجه با سرعت  28( در دمایrpm150  شیک

ده و در ش سترون شده منتقل روی کاغـذ صـافی به سپس شدند.

 48، 24( به مدت زمان )صفر، 2)محیط کشتیهم محیط به نهایت

ساعت روشنایی(  16ساعت( و شرایط نوری )تاریکی و  72و 

تا اگروباکتریوم ، شدندنگهداری  Cо25در دمای انتقال داده شده و 

، مرحله از این پس خود را به گیاه منتقل کند. T-DNAبتواند 

 mg l-1 با غلظت های سفوتاکسیمبیوتیکآنتیتوسط ها ریزنمونه

ودگی اگروباکتریومی یکی از آل .شدندشستـشو دقیقه(  90) 500

مشکلات عمده تحقیقات انتقال ژن است، شستشو ریزنمونه با 

ها برای کنترل آلودگی اگروباکتریومی ترین روشبیوتیک عمدهآنتی

باززایی و انتخاب ها به محیط کشت ریزنمونه سپساست. 

گرم میلی 50گرم در لیتر سفوتاکسیم+ میلی 500حاوی  (3)محیط

هایی که روی محیط کانامایسین منتقل شدند. ریزنمونهدر لیتر 

روز یکبار به  15های سبز باززا شدند، هر انتخابی به گیاهچه

 هـایگیاهچـهروز  30محیط مشابه واکشت شدند. بعد از مدت 

    قرار گرفتند.( 4)محیط  زاییریشه شده در محیط تراریخت

 هایاز نمونه DNAاج ابتدا استخر آنالیز گیاهان تراریختجهت 

 Doyle and Doyle) تراریخت گیاه کنجد طبق روش و شاهد

1990) CTAB  تأیید انتقال ژن بهانجام گرفت و در نهایت، جهت 

طراحی  آغازگرهای اختصاصی کمکبا PCRگیاهان از روش 

  استفاده شد.شده، 

ه استخراج شده با استفاد DNAمنظور تعیین میزان کمی غلظت به

 از فرمول زیر استفاده گشت: 

 

 دست آمد:نیز از فرمول زیر به DNAکیفیت 

8/1>  260OD /280OD>  2 
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 شده طراحی آغازگرهای مشخصات -2 جدول

 

 

 

 

با  بزن دارنمو سمر وها داده ریماآ یتجزیهها ،دنبو لنرما سیربر

انجام  Excel 2019و  Minitab19 ،SPSS 26افزار منراز  دهستفاا

 سهیدانکن مقا یاآزمون چند دامنه توسط هانیانگیو م گرفت

 شدند.

 

 7و 6، 5های در این تحقیق از ریزنمونهکشتی: مدت زمان پیش

استفاده شد.  1و داراب  2دشتستانروزه برای انتقال ژن در دو رقم 

نتایج جداول تجزیه واریانس نشان دادکه اثر متقابل مدت زمان 

 کشتی در رقم، در سطح یک درصد معنی دار است )جدولپیش

 7(. همچنین نتایج مقایسه میانگین حاکی از آن بود که ریزنمونه 3

( را 49/27درصد باززایی بالاتری ) 2روزه در رقم دشتستان 

ها داشت. در این پژوهش مشاهده شد که بت به سایر ریزنمونهنس

( 66/21درصد باززایی بالاتری ) 1روزه در رقم داراب  5نمونه ریز

خود اختصاص روزه این رقم به 7و  6های را نسبت به ریزنمونه

 (. 2داد )شکل 

ایی کشتی در میزان باززپژوهشگران اعلام کردند مدت زمان پیش

 نتقالیند اها اعلام کردند که در فرآثر است. آنؤانتقال ژن مبعد از 

روزه  8و  6، 4های ژن به گیاه کنجد از بین ریزنمونه

 روزه بالاترین درصد باززایی را داشتند 6های ریزنمونه

(Chowdhury and et al. 2018) باتاچاریا و همکاران 

(2015)Bhattacharyya and et al.  وزه را برای ر 5های ریزنمونه

 انتقال ژن در گیاه کنجد مناسب دانستند. 

ه کجدول تجزیه واریانس نشان داد نتایج : ومیغلظت اگروباکتر

ج ترتیب در سطح پنهدو اثر اصلی رقم و غلظت اگروباکتریوم ب

 .( 4داری بودند )جدول ارای اختلاف معنیددرصد و یک درصد 

 

 

کشتی برای صفت درصد زمان پیش جزیه واریانس اثر رقم در مدتت -3جدول 

 باززایی

 میانگین مربعات درجه آزادی منبع تغییر

 22/78* 1 رقم

 ns 54/11 2 کشتیمدت زمان پیش

 30/378** 2 کشتیمدت زمان پیش ×رقم 

 34/10 18 خطای آزمایشی

 53/18  ضریب تغییرات )درصد(

 درصد 5و  1 لحتماا سطحدار در معنی ترتیببه * و** 

 

 
کشتی برای صفت درصد رقم در مدت زمان پیشنگین اثر مقایسه میا -2شکل 

 باززایی

 

 متعلق به رقم aنشان داد که رتبه  های مقایسه میانگینداده

( و همچنین 3درصد باززایی بود )شکل 99/24با  2دشتستان 

( در غلظت اگروباکتریوم 82/30بالاترین درصد باززایی )

1=600OD ( به99/14رخ داد و کمترین میزان باززایی ) غلظت

 (. 4)شکل تعلق گرفت  600OD= 25/0اگروباکتریوم 

 توانندزای گیاهی هستند که میهای بیماریاگروباکترها باکتری

DNA های گیاهی انتقال خود را در حین آلوده کردن به سلول

ترین رویداد در انتقال ژن به گیاه در روش دهند. اصلی

 توالی آغازگر تعداد باز GC Tmدرصد  نام آغازگر

FFAD3B 41 69.45 39 mer ATGAGCCCTCCAAACTCAATG ACTAGT TCTAGA GAATTC 
EcoRI         XbaI          SpeI 

RFAD3B 51 72.79 37 mer AAGCTT GAGCTC AGCGCT TCAGCTGGATTTGGACTTG 
HindIII       SacI           AfeI 

  نتایج و بحث
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 این باکتری به گیاه است T-DNAاگروباکتریوم ورود 

(Rodrigues et al. 2021.)  

اگروباکتریوم استفاده  C58 (PGV3101)در این پژوهش از سویه 

در پژوهشی جهت انتقال ژن در گیاه   .Zimik et al(2017)شد. 

حامل ناقل  PGV3101 هیسو A. tumefaciensکنجد از باکتری 

ژن  ،(GUS) دازیگلوکورون-βژن  یحاو pCGMCP22 ییدوتا

(uidA)  کننده  بیتخر میآنزکننده کد ینشانگر انتخابو ژن

 .کردنداستفاده  (PAT) نوترانسفرازیآم نیسینوتریکش فسفوئعلف

های اگروباکتریوم های میزبان و سلولمتناسب بین سلولنسبت 

که  طوریاست. به T-DNAثر در افزایش انتقال ؤیکی از عوامل م

یابد و میکاهش  T-DNAانتقال  یوماگروباکتر در غلظت کم

 پذیرییستز یتقابل بیش از حد نیز باعث کاهشغلظت 

بالای غلظت  (.Wang et al. 2003) شودمی یاهگ هایسلول

اگروباکتریوم درصد زنده مانی و باززایی را در گیاه کنجد کاهش 

 Dutt and(2009) دات و گروسر(. Al-Shafeay 2011) دهدمی

Grosser  اعلام کردند که تأثیر غلظت اگروباکتریوم بر کارایی

 باشد. انتقال ژن وابسته به نوع رقم و گونه گیاهی می

 
برای صفت درصد  ومیغلظت اگروباکترجزیه واریانس اثر رقم در ت - 4جدول 

 باززایی

 میانگین مربعات درجه آزادی منبع تغییر

 56/2* 1 رقم

 85/5** 2 ومیغلظت اگروباکتر

 ns 40/0 2 ومیغلظت اگروباکتر ×رقم 

 47/0 18 خطای آزمایشی

 80/14  ضریب تغییرات )درصد(

 درصد و 5و  1 لحتماا سطحدار در معنی ترتیببه nsو  * ،**

 دارغیرمعنی

 

(2010)Yadav et al.   در پژوهشی از انتقال موفق ژن به گیاه

خبر داداند.  600OD=1کنجد با استفاده از غلظت اگروباکتریوم 

های سلولی انتخاب شده اعلام کردند که از بین تراکمپژوهشگران 

ژن به گیاه گلرنگ تراکم سلول جهت بهینه نمودن شرایط انتقال 

بهترین تراکم سلولی جهت انتقال ژن به این گیاه بوده  1باکتریایی 

  (.Belide et al. 2011) است

 دقیقه 30و  20، 10در این پژوهش سه زمان : حیمدت زمان تلق

و یکر ش rpm 120-130 دور تعداد، با به روش شیک)تلقیح برای 

س انتخاب شد. نتایج تجزیه واریانگراد( سانتیدرجه  28 دمای

ترتیب در هنشان داد که دو اثر اصلی رقم و مدت زمان تلقیح ب

 (.5 دار شد )جدولو یک درصد معنی 5سطح 

 

 
 ییصفت درصد باززا یاثر رقم برا نیانگیم سهیمقا -3 شکل

 

 
برای صفت  ومیغلظت اگروباکترمودار مقایسه میانگین اثر رقم در ن -4شکل 

 باززاییدرصد 

 

 قیح،نتایج مقایسه میانگین نشان داد که برای صفت مدت زمان تل

ایی بالاترین میزان بازز 1و داراب  2از بین دو رقم دشتستان 

 (. همچنین5بود )شکل  2( مربوط به رقم دشستستان 16/24)

رخ  درصد 49/32 با دقیقه 30در مدت زمان  باززایینرخ بیشترین 

ر مدت درصد بازایی به تیما 32/8داد و کمترین نرخ باززرایی با 

 (. 6دقیقه تعلق گرفت )شکل  10زمان تلقیح 

یکی از موارد مهم در مراحل انتقال ژن که نقش اساسی در میزان 

که زمان بیشتر  طوریباززایی دارد مدت زمان تلقیح است. به
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یزان انتقال ژن را های گیاهی و زمان کمتر مباعث ترکیدگی سلول

شود. این دهد و عامل مؤثری در انتقال ژن محسوب میکاهش می

عامل وابسته به ژنوتیپ و گونه گیاهی، نوع و مدت زمان 

کشتی، نوع و ترکیب محیط کشت، دما و نحوه تلقیح و سایر پیش

 .et al (2013) (.Sivanandhan and et al. 2016) باشدعوامل می

Rajesh  عنوان زمان بهینه در انتقال ژن دقیقه را به 20مدت زمان

دقیقه  30گزارش دادند. مدت زمان  P.hexandrumبه گیاه دارویی 

 بهترین زمان برای تلقیح ریزنمونه کوتیلدون برای گیاه کنجد است

(Al-Shafeay et al. 2011.) 

 
برای صفت درصد  حیمدت زمان تلقجزیه واریانس اثر رقم در ت - 5جدول 

 باززایی
 میانگین مربعات درجه آزادی منبع تغییر

 66/3* 1 رقم

 36/15** 2 مدت زمان تلقیح

 ns28/0 2 مدت زمان تلقیح ×رقم 

 49/0 18 خطای آزمایشی

 99/15  ضریب تغیرات)درصد(

 رداغیرمعنی درصد و 5و  1 لحتماا سطحدار در معنی ترتیببه nsو  * ،**

 

 
 رقم برای صفت درصد باززایینگین اثر مقایسه میا -5شکل 

 

ها، در تلقیح کوتیلدونپس از کشتی و اثر نور: هممدت زمان 

 5/6و  AGNO3گرم در لیتر میلی 5کشتی حاوی محیط هم

مدت صفر هب، IAAگرم در لیتر میلی 1و  BAPگرم در لیتر میلی

 48 و 24کشت شدند(، ها سشتشو و )بعد از تلقیح بلافاصله نمونه

 .ساعت قرار داده شدند 72و 

 
 برای صفت درصد باززایی حیمان تلقمدت زمقایسه میانگین  -6 شکل

 

ها آلودگی شدید ساعت کل نمونه 72با توجه به اینکه در تیمار 

 گونه باززاییداشتند و از بین رفتند و در تیمار صفر نیز هیچ

لیز ساعت آنا 48و  24مار مشاهده نشد فقط دادهای مربوط به تی

کشتی، نشان داد اثر اصلی همتجزیه واریانس  جدول شدند. نتایج

دار بوده است. درصد( معنی 1اثر نور و اثر رقم )در سطح 

 ر درهمچنین اثر متقابل سه گانه رقم در زمان همکشتی و اثر نو

مدت زمان دوره  (.6)جدول دار شد درصد معنی 5سطح 

در  ترین نرخ باززاییمی در تراریختی دارد. بالاکشتی تأثیر مههم

 2ساعت برای رقم دشتستان  24شرایط تاریکی و در مدت زمان 

ایی ترین نرخ باززدرصد رخ داد. همچنین پایین 33/38به میزان 

 48ساعت روشنایی و در مدت زمان  16( در شرایط 66/11)

 (. مدت زمان7بود )شکل  1ساعت و متعلق به رقم داراب 

ات طالعمکشتی و اثر نور برای انتقال ژن در گیاه حیاتی هستند. هم

 ساعت در کنجد را تأیید 24کشتی به مدت گذشته نیز دوره هم

 با افزایش زمان همکشتی بیشد که اند. پژوهشگران معتقدننموده

یابد ها نیز کاهش میمانی ریزنمونهساعت میزان زنده 48از 

(Chowdhury et al. 2014; Al-Shafeay et al. 2011).  دوره در

شود ساعت فرصت مناسبی به اگروباکتریوم داده می 24کشتی هم

ارد وتا ریزنمونه را احاطه کند و در عین حال پلاسمید خود را 

 کشتی خیلی طولانی منجر به رشدریزنمونه کند. همچنین دوره هم

که این شود ها میبیش از حد اگروباکتریوم و نکروزه شدن بافت

 (،Tazeen and Mirza 2004) مورد در سایر گیاهان مانند ماش

نیز  (Uranbey et al. 2005) و توتون (Verma et al. 2014) سویا

 گزارش شده است.  
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برای صفت درصد  کشتی و اثر نورهمدت زمان متجزیه واریانس  -6جدول 

 باززایی
 مربعات نیانگیم درجه آزادی منبع تغییر

 54/7** 1 رقم

 33/10** 1 اثر نور

 70/11** 1 کشتیهممدت زمان 

 ns064/0 1 نور ×رقم 

 ns39/0 1 کشتیهممدت زمان  ×رقم 

 ns010/0 1 کشتیهممدت زمان  ×نور

 40/2* 1 کشتیهممدت زمان  ×نور ×رقم

 51/0 24 خطای آزمایشی

 43/15  ضریب تغیرات )درصد(

 رداغیرمعنی درصد و 5و  1 لحتماا سطحدار در معنی ترتیببه nsو  * ،**

 

 
کشتی و اثر نور برای صفت درصد همدت زمان ممقایسه میانگین  -7شکل 

 باززایی

 

 ،اضافه کردن استوسرینگون به محیط تلقیحغلظت استوسیرنگون: 

مورد مطالعه  هر دو رقمدر  باززاییدر افزایش نرخ  یاثر مثبت

نشان داد اثرات اصلی رقم و غلظت نتایج تجزیه واریانس  .داشت

باشند و همچنین اثر متقابل دار میمعنی 1استوسیرنگون در سطح %

دار بود درصد معنی 5رقم در غلظت استوسیرنگون در سطح 

عنوان القاء کننده ژن (. ترکیب فنولی استوسیرنگون به7)جدول 

Vir در اگروباکتریوم نقش مؤثری در جایگزینیT-DNA   در

سازی غلظت آن موجب افزایش نرخ های گیاهی دارد. بهینهسلول

شود زیرا غلظت بالای آن برای اگروباکتریوم و تراریختی می

(. در این Niazian et al. 2016های گیاهی اثر سمیت دارد )سلول

( به رقم 66/41و بالاترین درصد باززایی ) aپژوهش رتبه 

میکرومولار در لیتر استوسرینگون تعلق  100با غلظت  2دشتستان 

 (. 8 گرفت )شکل

(2014)Chowdhury et al.   اظهار داشتند که مدت زمان

تراریختگی گیاه کنجد  افزایش استوسیرینگون در همکشتی، غلظت

میکرومولار استو  100شان از غلطت ها در پژوهشثر است آنؤم

هایی که بر روی بهبود سیرینگون استفاده کردند. در پژوهش

روغن در گیاهان روغنی کرچک و کلزا از طریق مهندستی ژنتیک 

و انتقال ژن توسط اگروباکتریوم صورت پذیرفت اعلام شد که 

میکرومولار استوسیرینگون در انتقال ژن موفق  100های غلطت

 (.Sánchez-Álvarez et al. 2019; rani et al. 2018)ثر است ؤم

 100غلظت   .Fernando and et al(2016) فرناندو و همکاران

میکرومولار در لیتر استوسرینگون را جهت انتقال ژن به گیاه 

 کار بردند.هاکالیپتوس در محیط همکشتی ب

 
 جزیه واریانس غلظت استوسیرنگونت -7جدول 

 میانگین درجه آزادی منبع تغییر

 مربعات

 15/5031** 1 رقم

 12/635** 2 استوسیرینگون

 49/105* 2 استوسیرینگون ×رقم 

 84/22 18 خطای آزمایشی

 34/19  ضریب تغییرات )درصد(

 رداغیرمعنی درصد و 5و  1 لحتماا سطحدار در معنی ترتیببه nsو  * ،**

 

 
 ییصفت درصد باززا یرقم برا نیانگیم سهیمقا -8 شکل

 

در نهایت با توجه به نتایج روش بهینه انتقال ژن گیاه کنجد: 

سازی انتقال ژن و بررسی بیشترین باززایی، روش حاصل از بهینه
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طور مناسب برای انتقال ژن در گیاه کنجد مشخص شد که به

 باشد.مختصر شامل مراحل زیر می

روزه در اگروباتریوم  7های کوتیلدون تلقیح ریزنمونه -1

که  pBI121)حاوی پلازمید  C58 (PGV3101) ینس سویهتومفاش

حاوی ژن انتخابگر مقاومت به کانامایسین است( با غلظت 

1=600OD  دقیقه  30به مدت 

حاوی ها در محیط بهینه شده کشت بافت همکشتی ریزنمونه -2

 24در شرایط تاریکی به مدت میکرومولار استوسیرنگون و  100

 ساعت 

 دقیقه 90ه مدت ب mg/L500 سفاتاکسیمشستشو در  -3

 5حاوی  MSمحیط شت در محیط کشت بهینه شده شامل ک -4

 1و  BAPگرم در لیتر میلی 5/6و  AGNO3گرم در لیتر میلی

 50های کانامایسین همراه آنتی بیوتیکبه IAAگرم در لیتر میلی

 گرممیلی 500گرم و سفاتاکسیم میلی

 دو هفته یک بار  شت در محیط مشابه هرواک -5

زایی گیاهان تراریخت بسیار کندتر و در این پژوهش ریشه -6

همین دلیل تر از گیاهان غیرتراریخت صورت گرفت. بهسخت

گرم یک میلی IAAکننده رشد زایی علاوه بر تنظیمجهت القا ریشه

گرم در لیتر نیز استفاده میلی NAA 5/0 کننده رشددر لیتر از تنظیم

 شد.

ها روی اگر چه رشد نوساقهتراریخت احتمالی:  گیاهان بررسی

ن تواند دلیلی بر تراریخت بودمحیط کشت حاوی کانامایسین می

ان ها باشد ولی در گزینش گیاهان بر روی محیط گزینشگر امکآن

 های غیر تراریخت وجود دارد. با توجه به اینفرار گیاهچه

ه ن گیاهان باززایی شدموضوع و جهت اطمینان از تراریخت بود

ابی با آغازگرهای اختصاصی نیز بر روی گیاهان انتخ PCRآنالیز 

 انجام شد.

 آزمون از استفاده با شده تولید تراریخت : گیاهانPCRآزمون 

PCR و  9شکل ) شدند اختصاصی نیز تأیید پرایمرهای توسط

های شناسایی گیاهان یکی از روش PCRاستفاده از آزمون (. 10

 .Chowdhury et al) باشد. پژوهشگران در گیاه کنجدتراریخته می

2014; yadave and Chaudhary 2010)  داودی(Niazian et al. 

 .Hamid et al( پنبه )Jedi et al. 2018گوجه فرنگی ) (2016

 (.Soltani et al. 2019)( کاملینا Zandi et al. 2020( برنج )2018
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 مراحل رشدی گیاهان تراریخت -9 شکل

 

 
، 6، 5: شاهد منفی چاهک 4: شاهد مثبت چاهک 3ل منفی چاهک : کنتر2چاهک 1kb: سایز مارکر 1تعدادی از گیاهان تراریخت چاهک  PCRنتایج حاصل از  -10 شکل

 گیاهان تراریخت  13PCRو  11،12، 9،10، 8، 7
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