
76 76/

هاي نوین در علوم زیستییافته
)1399(84الی 76، صفحات 1، شماره 7جلد 

انتشارات دانشگاه خوارزمی

Nova BiologicaReperta 7(1): 76-84 (2020)

Print ISSN: 2423-6330/Online ISSN: 2476-7115
https://nbr.khu.ac.ir; Kharazmi University Press; DOI: 10.29252/nbr.7.1.76
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)SOS3(
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شوند و وسیله تنش شوري القا میه هایی است که بژنبیشینهرا بهبود بخشید بیانتوان مقاومت به شوري در گیاه هایی که از طریق آن مییکی از روش. چکیده
توانــد قــدم این ژن مــیبیانافزایش ، بنابراین استSOSهاي مسیر ترین ژنیکی از مهمSOS3کنند. ژن زي در گیاه نقش ایفا میدر برقراري تعادل یونی و اسم

واســطه آگروبــاکتریوم داراي ه بــ)Solanum lycopersicum(فرنگیگوجــههــاي متفــاوترقــمپــژوهش. در اینمهمی در تولید گیاهان مقاوم به شوري باشد
یل در محــیط ها و هیپوکوتاستفاده همزمان لپه.بودFalat CHرقماي مربوط به برگ لپهدرصد تراریختی بیشترین کهتراریخت شدSOS3پلاسمید حاوي ژن 

ســویهبهترین زمان براي همکشتی، یک روز بعد از تلقیح مشخص گردید و همچنــین بهتــرینعلاوه بر این نتیجه را حاصل کرد.کشت در هنگام آغشتگی بهترین 
اســتفاده . فرنگی دانستتوان این امر را به دلیل اثر متقابل نژاد آگروباکتریوم و رقم گوجهکه میتشخیص داده شدGV3101جهت تراریختی، سویهآگروباکتریوم

، مولکــولیبــا توجــه بــه نتــایجدر نهایــت .گردیدها گیاهان تراریخت به طور مشخص باعث سبزي گیاهان و تسریع در رشد آنآهن سکسترون در محیط کشت از 
.استحضور و بیان ژن مذکور در این گیاهانکه نشانگرشدیدتایRT-PCRو PCRوسیله ه در گیاهان تراریخت بSOS3حضور ژن 

لپه، هیپوکوتیل،تراریختباززایی،آگروباکتریوم،.يکلیدهايواژه

The optimization of gene transfer to tomato and the study of
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Abstract. One of the main strategies to improve plant tolerance is the expression of stress-induced genes, which play a
significant role in the ionic balance of plants. SOS3 is one of the important components of SOS-regulated ionic
homeostasis pathway. Therefore, the expression of this gene could be an important step towards producing salt-resistant
plants. In this work, we have transformed tomato (Solanum lycopersicum) by Agrobacterium (GV3101 and LBA4404)
containing plasmids with SOS3 genes. The maximum regeneration rate was determined in cotyledons of CH genotype.
The simultaneous use of cotyledons and hypocotyls in the culture medium had the best outcome. In addition, the best
time was found to be one day after inoculation. Also, the best transgenic variety was detected for Agrobacterium
GV3101, which can be attributed to the interaction between the genus Agrobacterium and the tomato variety.
Transgenic plants were transferred to a culture medium containing sequestrene, which caused the acceleration of the
seedling growth in particular. The presence of the SOS3 in the transgenic plants was verified by PCR and RT-PCR
methods.
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مقدمه
Solanum lycopersicum(فرنگیگوجه L.( ، ان گیاهجمله از

است)Solanaceae(ه بادنجانیانتیرمتعلق بهو ايدو لپهرداگل
کشت استفاده از میوه آنجهتاز این گیاههاي بسیاريواریتهکه 
Wei(دشونمی et al., چنین داراي یکی از فرنگی همگوجه.)2017

از خانواده کاروتنوئیدها از جمله ترین انواع طبیعی، و چند نوعقوي
Sarwarkhan et(افزاید ن است که بر ارزش این گیاه میبتاکاروت

al., تمامدرمختلفهاياقلیمبودندارابنابرایرانکشوردر). 2006
کشتفصلازخارجوکشتفصلدرفرنگیگوجهمحصولفصول،

خوزستان،خراسان،فارس،هاياستان. گرددمیعرضهبازاربه
فرنگیگوجهتولیدکنندگانترینبزرگشرقی،آذربایجانوهرمزگان

,.Ahmadi et al(روندمیشماربهکشوردر میوهتشکیل.)2016
غذایی،موادعامل محیطی از جملهچندینتابعفرنگیگوجهدر

متقابلتاثیریکدیگربرروز است کهمدتطولوحرارتدرجه
,.Fei et al(دارند 2006(.

ازمحیطیشرایطتاثیرتحتجهاندرزراعیمحصولاتتولید
Afroz et(گیــردمــیقرارزیستیغیروزیستیهايتنشجمله

al., نظیــرزیســتیغیــرهــايتــنشها،تنشاینبیناز. )2010
هســتندبرخورداربالاییاهمیتازفلزيسمیتوخشکیشوري،

)Sreenivasulu et al., ــاطقدر).2007 نیمــهوخشــکمن
اختصــاصخــودبــهرادنیــاهايزمینسومیکتقریباکهخشک

ــدداده ــوريان ــرینش ــینبزرگت ــل زم ــی معض ــاي زراع ــته اس
)Archibold, هــاي رسد که مقاومت بــه تــنشنظر میبه).1995

محیطی مانند خشکی، دماي کم یا زیاد، شوري و عناصر ســنگین 
Deinlein et(ژنــی)توسط چندین ژن کنترل شوند (صفات پلی

al., یــکدرشــوريتــنشبــهحساسیتیاتنشتحمل.)2014
ویفیزیولــوژیکهــايویژگــیازبرخــیبــهگیــاهیژنوتیــپ

,.Asch et al(داردبستگینیزآنیمورفولوژیک هاي ژن.)2000
-مقاوم به شوري از لحاظ عملکردي به چنــد دســته تقســیم مــی

هایی که در متابولیسم کربن، تولیــد انــرژي و فتوســنتز ژن:شوند
,.Palavalasa et alد (نقش دارن هاي مسئول ســنتز ژن)، 2017

هــاي هاي ناقلژن، ترکیبات ساختاري دیواره سلولی و غشا سلولی
کننــده هاي کــدهاي دخیل در برابر تنش اکسیداتیو؛ ژنژن، یونی

هاي مربوط بــه ژن، زداهاي سمآنزیمهنندکهاي کدژن، کانال آبی
هاي دخیل در پیام رســانی ئینهاي کدکننده پروتژن، هاپروتئیناز

Deinlein etننــده فاکتورهــاي رونویســی(کهاي کدسلولی و ژن

al., منظور تنظیم گیاهان شورزي عمدتا از سدیم و کلر به).2014
-میلــی200بــالاتر از غلظت نمکاسمزي در واکوئل خصوصا در 

,.Huazhong et al(کنندمولار استفاده می این گیاهان .)2000
ی انتقال سدیم را در عرض سیتوپلاسم تا رسیدن به واکوئــل توانای

هــاي در حــال در مقدار مناسب براي حفظ تنظیم اسمزي ســلول
ــیم دارا  ــد و تقس ــتندرش ــک در هس ــع نم ــه تجم ــدون اینک ، ب

حذف ســدیم از سیتوپلاســم یــا سیتوپلاسم به حد سمیت برسد. 
که یردگصورت میH/+Na+پورت انتقال به واکوئل از طریق آنتی

,.Palavalasa et al(قــرار داردSOSدر مســیر  مســیر . )2017
SOSشــود: از سه ترکیــب کلیــدي تشــکیل میSOS3 کــه بــه

ـــگر  ـــوان حس ـــل می2Ca+عن ـــد، عم ـــک 2SOSکن ـــه ی ک
پــورتر کــه آنتــیSOS1ســرین/ترئونین پــروتئین کینــاز اســت و 

+H/+Na2000(استShi et al., .(مشــخصاخیــرهايسالدر
ســببنیــزتوتــونگیــاهدرAtSOS1ژنبیــانافزایشهکشده

,.Yue et al(اســتگردیــدهشوريتنشتحملافزایش 2012.(
، علاوه بر فعالیت کینازي، فعالیت اتوفســفریلازي دارد SOS2ژن

، SOS1کنــد. هماننــد که در مقاومت بــه شــوري نقــش ایفــا می
Gong(یابــد در اثر تیمار شوري افزایش میSOS2رونویسی از 

et al., 2002 .(
زراعیگیاهاینحساسیتوفرنگیگوجهزراعیاهمیتبهتوجهبا

ازاستفادهبهنیازغیرزیستی،وزیستیهايتنشبیشتربهنسبت
. شودمیاحساسپیشازبیشگیاهایناصلاحدرنوینهايروش

ناساییشامروزه،نباتاتاصلاحسنتیهايروشبرعلاوهمنظوراینبه
برايجدیدروشیگیاهانبهآنانتقالوتنشبهمقاومتهايژن

هاي رقمانتخاب در این پژوهش . استتنشبهمقاومگیاهانایجاد
SOS3انتقال ژن سازينهایت بهینهمناسب جهت انتقال ژن و در

به SOSبه عنوان یکی از اجزاي اصلی مسیر هاي انتخابیرقمبه 
.استرسی قرار گرفتهاین گیاه مورد بر

هامواد و روش
مواد گیاهی و شرایط رشد

,CaljN3هــاي فرنگی با نــامگوجهرقم شش در این بررسی بذرهاي

Falat CH, Falat Vana, Super strain B از مرکــز نهــال و بــذر
از مرکــز تحقیقــات کشــاورزي Urmiaو Lalehمحلــی ارقام کرج و 

ت دو دقیقــه در اتــانول ها به مدبذرسپس .تبریز و ارومیه تهیه شدند
درصــد10دقیقــه در وایــتکس 15ت بــه مــد، همچنــیندرصد70

نخســت) استریل سطحی شــدند. 20Tweenلیترمیلی(حاوي یک 
چــه اســتریل زنی قرار داده شدند تا گیــاهبذرها در محیط کشت جوانه

اي و بــرگوتیل، بــرگ لپــهکهاي هیپوحاصل شود و سپس ریزنمونه
تــرین جوان به انواع محیط کشــت بــاززایی، جهــت انتخــاب مناســب

). از محــیط 3و2محیط کشــت و ریزنمونــه انتقــال یافتنــد (جــدول
روزه و 14هــاي رســتکشــت انتخــاب شــده بــراي تراریختــی دانــه

اي و هیپوکوتیل استفاده شد.هاي برگ لپهریزنمونه
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فرنگیبه گیاه گوجهpBin61-SOS3انتقال ناقل 
,.pBin61-SOS3)Sharghi et alوکتور بیــانی در این پژوهش 

ه . این ناقل داراي دو ژن مربــوط بــمورد استفاده قرار گرفت)2015
که انتخاب گیاه و باکتري واجد پلاســمید استمقاومت کانامایسین 

ــن ناقــل ژن کنــدرا فــراهم مــی ــین پرومــوتر و SOS3. در ای در ب
هــايياز بــاکترادامهدر است.قرار گرفته CaMV35Sترمیناتور 

Escherichia coliسویهTOP10و باکتريAgrobacterium

tumefaciensهــايســویهLBA4404 وGV3101اســتفاده
.انجــام گرفــتLBآگــارهــا در محــیط کشــتو کشــت آنگردیــد

اســتفاده از دســتگاه بــاتراریزش باکتري بــه روش الکتروپوراســیون 
ولــت و در میلــی2500ولتاژ با)آلمان،Eppendorfر(پوراتومولتی

هــاي تراریخــت شــده داراي گــزینش کلونی،ثانیــهزمان پنج میلــی
ــاوي ژن  ــور ح ــابق روشو SOS3وکت ــمید مط ــتخراج پلاس اس

Birnboim وDoly دو روز قبــل از .صورت گرفــت1979در سال
هاي آگروباکتریوم حاوي پلاسمیدهاي تک کلونیها، ریزنمونهتلقیح 

هــاي مایع حاوي آنتــی بیوتیکLBلیتر محیط میلی3وترکیب در ن
کانامایسین و ریفامپیسین تلقــیح شــده و بــه مــدت یــک شــب در 

گراد درجه سانتی28يو دماrpm180انکوباتور شیکردار با سرعت 
25هــا بــه میکرولیتر از کشت باکتري100رشد داده شدند. سپس 

هــا انتقــال بیوتیــکان آنتیمایع حاوي همLBمیلی لیتر از محیط 
(جــدول یافته و به مدت یک شب در شرایط قبلی رشد داده شدند

دقیقــه و بــا 10اي آگروباکتریوم به مدت هدر مرحله بعد کشت. )1
هاي باکتري در سانتریفیوژ شده و رسوب سلولrpm4000سرعت

کشت مایع دوباره حل شــد. در نهایــت پیشلیتر از محیط میلی25
بــراي تراریختــی 5/0- 4/0برابــر بــا ODهاي بــاکتري بــا ظتاز غل

کشت، تلقــیح ز پیشبعد از دو روگیاهان گوجه فرنگی استفاده شد.
لیتر از سوسپانسیون اگروبــاکتریوم میلی3ط افزودن ها توسریزنمونه

هــا در ر دادن آنها) و قــراریزنمونهبه محیط کشت همزمان (حاوي 
ه انجــام گرفــت. ســپس سوسپانســیون دقیق20ت دماي اتاق به مد

هــا در انتها پتــريشد.آوريسمپلر جمعتوسطاگروباکتریوم اضافی 
ســاعت 16دوره نــوري شــرایط ، گــراددرجــه ســانتی23دماي در 

داده شــدند.ت ســه روز قــرارعت تــاریکی بــه مــدسا8روشنایی و 
هاي خشک ریزنمونه، فرنگیجهت انتخاب گیاهان تراریخت گوجه

(کانامایســین)گربیوتیک گزینشه محیط انتخابی حاوي آنتیشده ب
، گــراددرجــه ســانتی23منتقــل شــدند و در دمــاي و سفوتاکسیم 

بعــد از دو داده شــدند.ت دو ماه قراربه مد16:8دوره نوري شرایط 
هایی که تولید کالوس کــرده و ســپس بــاززا شــدند بــه ریزنمونهماه 

یوتیک منتقــل گردیدنــد تــا کشت رشد گیاهچه بدون آنتی بمحیط
هــاي چهاي از گیاههاي برگ لپهریزنمونهدرواقعرشد گیاه رخ دهد.

هــاي ریزنمونهمتري چهارده روزه تهیه و از قطعات نیم تا یک سانتی

مذکور، جهت تلقــیح بــا اگروبــاکتریوم حــاوي پلاســمید نوترکیــب 
pBIN61-SOS3 .گیاهان بعد از یک ســاعت هــماستفاده گردید -

هــاي اگروبــاکتریوم و دو روز مــایع بــا ســلولMSتی در محیط کش
محیط کشــت جامد، براي باززایی به کشتی گیري در محیط همقرار

MS +1/0لیتر بر لیتر میلیIAA +2لیتر بــر لیتــر میلیZeatin

بیوتیــک سفوتاکســیم و کانامایســین بــراي حــذف همــراه بــا آنتــی
ریخــت منتقــل شــدند. گیاهــان اگروباکتریوم و انتخــاب گیاهــان ترا
گرم در لیتــر میلی1حاوي MSگزینش شده جهت رشد به محیط 

BAP گرم در لیتر جیبرلین منتقل شدند. پــس از دو میلی02/0و
3- 5هفته رشد در محــیط مــذکور گیاهــان رشــد یافتــه بــه طــول 

وقتــی ).3Dزایی انتقال پیدا کردنــد (شــکلحیط ریشهمتر به مسانتی
زایــی متر رسید، در محیط ریشــهسانتی2هاي باززا شده به نهجواهانداز

ي شــدند. بعــد از اینکــه سیســتم قرار گرفتند و در همان شرایط نگهدار
روز بعــد از انتقــال بــه 30گیاهان به خوبی تشکیل شــد (حــدود ریشه

زایی)، به گلدان منتقل و تحــت شــرایط گلخانــه نگهــداري محیط ریشه
شده آنالیزهاي مولکــولی ژن در گیاهان انتخابجهت تایید وجودشدند. 

انجام گرفت.
آنالیز مولکولی

واکــنش وCTABاز بافــت گیــاهی بــا روش DNAاستخراج 
PCR با پرایمرهايSOS3ید تراریزش انجام گرفــت یبه منظور تا

. )4(جــدول بررســی شــددرصــد1و نتــایج بــر روي ژل آگــاروز 
از نظر حضور ترانسژن در درون از گیاهان رشد یافته که همچنین

DNA ژنــومی بــاPCR تاییــد شــده بودنــد، اســتخراجRNA از
هــاي جــوان بــا اســتفاده از روش مبتنــی بــر بــرگهاي تازهبافت

Trizolهــاي منظــور حــذف مولکولبــهســپس . انجام شدDNA

Qiagenتوســط کیــت DNaseتیمــاراستخراج شده، RNAاز

(ز کیــتاcDNAبــراي ســنتز انجام گرفــت.  Superscript III

گردید. همچنــین از ژن استفاده Invitrogene)ساخت شرکت 
استفاده شد. سازينرمالجهتاکتین

نتایج
ریخت شدهتراریزش و انتخاب گیاهان ترا

هایی کــه مــورد سازي سیستم کشت بافت ژنوتیپبدون شک بهینه
وامــل موفقیــت در تــرین عیکــی از مهم،گیرنــدتراریــزش قــرار مــی

کشــت تراریزش گیاهان است. بنابراین جهت انتخاب بهتــرین محــیط
,Kinسه نوع سیتوکینین شامل  BAP وZeatin مورد بررسی قــرار

فرنگی بــه تــوان بــاززایی در گیــاه گوجــهها نشان داد کهیافتهگرفت.
ها معنــی داري اثــر متقابــل شدت وابسته به رقم است، همچنین داده

در محیط کشــت .دهدرقم را براي این صفت نشان می× تمحیط کش
M1 و از بین رفته و ها کلروزه شدهریزنمونه،فاقد هورمون استکه
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.هاي استفاده شده در این تحقیقبیوتیکغلظت آنتی-1جدول 
Table 1. The antibiotics used in this study.

نام ماده
Material

محلول ذخیره 
Stock

concentration
)1-mg.ml(

اگروباکتریوم
Final concentration
for Agrobactrium

)1-mg. l(

E.coliباکتري 

Final
Concentration for

E.coli
)1-mg l(

گیاه
Final concentration

for seedling
)1-mg. l(

کانامایسین 
Kanamycin

10010050100

ریفامایسین
Rifamycin

100100 - -

سفوتاکسیم 
Cefotaxime

250 - -250

.فرنگیهاي بهینه جهت تراریختی گوجهمحیط کشت-2جدول 

Table 2. Optimum media for the transformation of Solanum lycopersicum.
ترکیب محیط کشتنوع محیط کشت

آگارلیتربرگرم8+ ویتامینلیتربرگرممیلی10وساکارزلیتربرگرمMS +30محیط کشت زنی بذرجوانه

10گرم بر لیتر ساکارز و Zeatin+30گرم بر لیتر میلی1و IAAگرم بر لیتر میلیMS +1/0محیط کشت کشت همزمان
گرم بر لیتر آگار8گرم بر لیتر ویتامین + میلی

گرم بر لیتر سفوتاکسیم میلی250وZeatinگرم بر لیتر میلیIAA +2گرم بر لیتر میلیMS +1/0محیط کشت انتخابی
گرم بر لیتر آگار8گرم بر لیتر ویتامین + میلی10گرم بر لیتر ساکارز و 30و کانامایسین+  

.IBAگرم بر لیتر میلی2/0+ کانامایسین و MSمحیط کشت زاییمحیط ریشه

.)mg/Lهاي مورد استفاده (هاي رشد گیاهی محیط کشتکنندهظیمغلظت تن-3جدول 
Table 3. Plant growth regulators concentration (mg/L).

Media(BAKinZeatinIAAنام محیط (

M10000

M20101/0

M305/101/0

M40201/0

M51001/0

M65/1001/0

M72001/0

M80011/0

M9005/11/0

M100021/0

.هاتوالی آغازگر- 4جدول 
Table 4. Primer sequences.

)Sequence(
Forward: 5'ATCCATGGTCTAGAGGATGGGCTGCTCTGTATCGAA 3'

Reverse: 5' ATGAATTCAGATCTTTAGGAAGATACGTTTTGCAA 3'
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گونــه کــه در شــکل . همانندادندگونه باززایی نشان ها هیچنمونه
شود بیشترین میانگین درصد بــاززایی مربــوط بــه ارقــام دیده می

CH ،CaljN3 .ایــن ارقــام در تمــام بعــلاوهو رقم محلی لاله بود
,M8هــاي (محــیطتــین ازسطوح هورمــون  M9 وM10 پاســخ (

مطلوبی را از نظر میانگین باززایی داشــتند. همچنــین ایــن ارقــام 
,BAP)M5هــاي کشــت حــاوي حیطنسبت به ارقام دیگر در م

M6 وM7 کمتــرین را نشــان دادنــد) نیز باززایی قابــل تــوجهی .
. بــا اینکــه کمتــرین درصــد استدرصد باززایی مربوط به رقم وانا 

ایــن ارقــام نیــز در امــا ،باززایی در ارقام وانا و ارومیــه دیــده شــد
درصد باززایی بیشتري نســبت بــه تین ازهاي کشت حاوي محیط
بــا .)1شــکل(داشــتندBAPاي کشت حاوي کینتین و همحیط

داري از هاي مختلف تفــاوت معنــی، بین ریزنمونه2شکلتوجه به
نظر درصد باززایی وجود دارد. اثربخشی ریزنمونه به چند فــاکتور 

و اندازه ریزنمونه وابسته است. با توجــه رقمازجمله سن ریزنمونه، 
ها نتیجه بهتري داشته رقماي در تمامبه شکل ریزنمونه، برگ لپه

اي و لالــه در ریزنمونــه بــرگ لپــهCH ،CaljN3رقــماست. سه 
دهنــد کــه وابســتگی اثــر بیشترین درصــد بــاززایی را نشــان مــی

کنــد. کمتــرین درصــد ریزنمونه با رقم را به خــوبی مشــخص مــی
وانا بــود. ریزنمونــه رقماي مربوط به باززایی در ریزنمونه برگ لپه

اي و هیپوکوتیــل کمتــرین ها نسبت به برگ لپهرقمه برگ در کلی
رسد این امــر درصد باززایی را به خود اختصاص داد که به نظر می

به دلیل تمایزیافتگی بیشتر برگ نســبت بــه دو ریزنمونــه مــذکور 
هــاي مختلــف و رقمبنابراین در مطالعه حاضر بعد از بررسی باشد.

رقماي ی مربوط به برگ لپههاي متفاوت، بیشترین باززایریزنمونه
Falat CH براي مطالعــات بعــدي انتخــاب رقم بود، درنتیجه این

بهترین زمان براي همکشتی، یک روز بعد از با توجه به نتایج شد.
GV3101تلقــیح مشــخص گردیــد و همچنــین بهتــرین ســویه 

روز 10-15پــس از همچنین مشخص شد که تشخیص داده شد. 
ورد نظر را دریافت نکرده بودند سفید شده هایی که ژن مریزنمونه

و از بین رفتند، قطعــات بــاقی مانــده واکشــت شــده و مجــددا در 
روز تشــکیل 25-30محــیط ذکــر شــده قــرار گرفتنــد. پــس از 

. در محیط انتخابی حــاوي )3A-C(شکل شاخساره مشاهده شد
کانامایسین گیاهان تراریخت نشده به طور کامل سفید شدند امــا 

تراریخت احتمالی نیز رنگ متمایل به زرد پیدا کردند کــه گیاهان
هاي اســتفاده شــده در احتمالا به دلیل اثرات منفی آنتی بیوتیک

محیط بــود. گیاهــان تراریخــت احتمــالی بــه محــیط داراي آهــن 
سکسترون منتقل شدند که این امر به طور مشخص باعث ســبزي 

). به طور معمول پس 4ها شد (شکل گیاهان و تسریع در رشد آن
اي گیاهــان از سپري شدن یک ماه علاوه بر اینکه سیســتم ریشــه

گسترش خوبی پیدا کرد اندازه گیاهان نیز افزایش یافته که جهت 
.انجام آنالیزهاي مولکولی مناسب بودند

هاي مولکولی گیاهان تراریخت مقاوم به کانامایسینآنالیز
آگروباکتریوم در Tiپلاسمید T-DNAید وجود یجهت تا

هاي اختصاصی ژن با پرایمرPCRداخل ژنوم این گیاهان، از 
SOS3 استفاده شد و نتیجه بر روي ژل آگاروز یک درصد در
.نشان داده شده است5شکل 

mRNAفرنگی با مطالعه حضور بررسی بیان ژن در گیاه گوجه

گیاه 8از هر RNAاستخراج انجام شد. بعد از SOS3ژن 
ی غلظت و نسبت خته و یک گیاه تیپ وحشی، سنجش کمراریت

280OD/260ODبه دست آمدهتعیین گردید و بهترین نسبت
.استخراج شده را نشان دادRNAبود که کیفیت 9/1

cDNAشود، استفاده از مشاهده می6طور که در شکل همان

اکتین ژن باعث ایجاد باندهايPCRها در واکنش براي تمام نمونه
ها به باید در تمام نمونهhouse keepingشده است. از آنجا که ژن 

.رقم×کشتمحیطمیانگینمقایسه-1شکل
Fig. 1. Comparison of average scores of Media×varieties.
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.ریزنمونه×مقایسه میانگین رقم-2شکل 
Fig. 2. Comparison of average scores of varieties×explant.

هاي تراریخت شده باززایی بخش.Bاي در محیط کشت انتخابی، هاي تراریخت شده برگ لپهباززایی بخش.Aمراحل تشکیل گیاه تراریخت. - 3شکل 
ابی سفید شده است، هاي بغل برگی که یک مورد آن تراریخت شده و یک مورد در محیط انتختشکیل کالوس از جوانه.Cهیپوکوتیل در محیط کشت انتخابی، 

D..انتقال گیاهان تراریخت احتمالی به محیط ریشه زایی
Fig. 3. Transgenic plant formation. A. regeneration of the transgenic parts of cotyledon in selective medium. B.
regeneration of the transgenic parts of hypocotyl in selective medium. C. Callus formation from lateral buds which were
shown in green and the other one in white in selective media. D. Transfer of transgenic plants to the rooting medium.

محیط داراي آهن سکسترون. :Bمحیط بدون آهن سکسترون، :Aها. اثرات آهن سکسترون در سبز شدن و افزایش رشد گیاهچه-4شکل
Fig. 4. The effects of sequestrene on seedlings growth. A. Medium without sequestrene. B. Medium with sequestrene.
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نترل منفیثبت (+)، ککنترل م.جفت باز است669، 8-1هاي ریخت. باند موجود در ستوندر هشت گیاه تراSOS3با جفت آغازگر محصول واکنش-5شکل 
که باند موردنظر مشاهده نشد.خت یا شاهدگیاه غیر تراری:Wtو ) -(

Fig. 5. PCR product (669 bp) of 8 transgenic plants (1-8) with SOS3 primers on DNA. Positive control (+), Negative

control (-) and Wt: wild type, without any products.

گیاهان تراریخت. 8- 1گیاه شاهد و WT. فرنگیهاي ساخته شده گیاهان گوجهcDNAتوسط جفت آغازگرهاي ژن اکتین بر روي PCRمحصول  واکنش - 6شکل
Fig. 6. PCR product (actin gene) on cDNA. Wt: control, 1-8: 8 transgenic plants.

ژن 5RNAو 1هاي در نمونه.)8-1(ت یخارترنگیاهاهسنتزشديهاcDNAروي برSOS3ن ژختصاصیايگرهازغاآتوسطPCRکنشوا-7شکل 
SOS3 .حشی: (وتیپهگیابیان نشده استWT ،()-کنتر(ون بدمنفیلcDNA،مثبت +لکنتر) ناقلpBIN61-SOS3 و (:Mکر. رما

Fig. 7. PCR product of 8 transgenic plants (1-8) with SOS3 primers on cDNA. The gene has not been expressed in

samples 1 and 5. Wt: wild type, Negative control: -, Positive control: +, M: marker.

PCRمیزان یکسانی بیان گردد، بنــابراین بانــد حاصــل از واکــنش 

آن هم باید به یک اندازه و یکدست باشند. بنابراین با cDNAروي 
- هاي سنتز شده از همین شرایط براي واکــنشcDNAنان از اطمی

ســپس بررســیبعدي با سایر پرایمرها استفاده گردیــد.PCRهاي 
صورت گرفت. SOS3هاي حاصل از رونویسی ژن mRNAحضور

کند که این امر این ژن را در ژل مشخص میcDNAنتایج، حضور 
اهی به جــز هاي گیدر نمونهmRNAو حضور SOS3نشانگر بیان 

همچنین گیاهان غیر تراریخت نیز هــیچ بانــدي است،5و 1نمونه 
).7را نشان ندادند (شکل 

بحث
هاي محیطی است کــه گیاهــان بــا آن تنشتنش شوري یکی از

,.Palavalasa et al(مواجهند  و امروزه به عنوان یکــی از ) 2017
-قرار مــیهاي محیطی رشد گیاهان را تحت تاثیرترین تنشمهم

تولیــد گیاهــان مقــاوم بــه ).et alDemir Kaya,2006(دهــد
شوري براي فراهم کردن نیاز غــذایی جمعیــت در حــال افــزایش 

. یک ),.2017Wei et al(جهان از اهمیت بالایی برخوردار است
-رویکرد مهم براي تولید گیاهان زراعی مقاوم به شوري انتقال ژن

گیاهان زراعی از طریق مهندســی هاي عامل مقاومت به شوري به 
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ــک  ــاي روش).2001Blumwald,&Zhang(اســتژنتی ه
هــاي فرنگی توســط گروهمختلفی در ارتباط بــا تراریختــی گوجــه
,Afrozتحقیقاتی زیادي به دست آمده اســت ( بنــابراین ،)2010

کاهش ،دســت آوردن گیــاه تراریختــهه ســهولت، کــاهش زمــان بــ
ن به کارایی بالاي تراریختی در گیــاه هزینه، قابلیت تکرار و رسید

فرنگی هنــوز نیــاز اساســی بــراي تولیــد گیاهــان تراریختــه گوجه
فرنگی است.گوجه

- اول مــیمرحلــهآمیز بودن عمل انتقــال ژن در به منظور موفقیت

تــرین بایست شرایط انتقال ژن بهینه شود. در انتقال ژن به گیــاه مهم
هایی است که ژن انتقالی را دریافــت ولمساله باززایی گیاه کامل از سل

انتخــاب ،اند. به دلیل وابستگی زیاد باززایی گیاهــان بــه ژنوتیــپکرده
Van(دهــدژنوتیپ مناســب نیــز درصــد تراریختــی را افــزایش مــی

Oosten et al., . حصول یک روش کارآمــد جهــت بــالابردن )2013
آن اســت. تــرین ابــزار در تراریختــیفرنگی مهمدرصد بــازایی گوجــه

باززایی گیاهان در محیط درون شیشه به عوامــل متعــددي از جملــه 
,.Reed et alژنوتیپ، ریزنمونه، هورمونها و فتوپریــود بســتگی دارد (

و تــین از). بــر اســاس بیشــترین تحقیقــات ترکیــب هورمــونی 1996
ــاززایی و تراریختــی  اینــدول اســتیک اســید بهتــرین نتیجــه را در ب

,.Gubis et alست (فرنگی داشته اگوجه 2004.(
زمان هم کشتی، یکی از عوامل بسیار مهم در انتقــال ژن بــه واســطه 

,Jeliliآگروباکتریوم است ( ). در این پژوهش بهترین زمــان بــراي 2006
تر شدن زمــان کشتی، یک روز بعد از تلقیح مشخص گردید. طولانیهم
ی، و زمــان کــم کشتی موجب بافت مردگی و کاهش فراوانی تراریختهم
موجــب کــاهش DNAیند انتقال اکشتی نیز به خاطر فرصت کم فرهم

ه گردد. بنابراین زمان مناسب هــم کشــتی بــراي بــکارایی تراریختی می
,.Wei et al(دست آوردن پروتکل تراریختی حیاتی اســت بــه ،)2017

ســاعت فراوانــی 48ساعت بــه 72اي که تغییر زمان هم کشتی از گونه
Rezaeiدرصــد افــزایش داد (25ی را در کلــزا از چهــار بــه تراریختــ

Moshaei et al., 72و 48و 24هاي هم کشــتی مدت زمان.)2014
2006و همکــاران در ســال Royفرنگی توســط ساعت در گوجه96و 

ســاعت 48مورد مطالعه قرار گرفتند که بهتــرین زمــان هــم کشــتی را 
وم مورد استفاده براي تلقــیح بــا هاي اگروباکتریغلظت سلولذکر کردند.
شــوداز عوامل مهم در تراریختی گیاهــان محســوب میدیگرگیاه یکی

)Rezaei Moshaei et al., فرنگی معمــولا. در تراریختی گوجه)2014
,.Van et al(اســت1تــا 1/0محــدوده آگروبــاکتریوم بــینغلظــت 

1تــا 6/0ت ). در گیاه ذرت نیز بهترین میزان تراریختی در غلظــ2010
LBAبه دست آمد. مناسب ترین غلظت آگروباکتریوم نــژاد LBAنژاد 

هــاي بــالا هاي گندم به دست آمد که در غلظتجهت تلقیح با ریز نمونه
هــاي پایــدار و همچنــین بیــان زودگــذر ژنو پائین اگروباکتریوم، بیــان

موجــب 1هــاي بــالاتر از انتقالی کاهش یافت. در این تحقیق غلظــت

هــایی گیاهــان هاي گیاهی مورد تلقیح شده و میزان نب به سلولآسی
,.Zhang et alدهــد (کاهش میبه دست آمد را شدیدا لازم . )2004

بهترین سویه جهــت نتایج حاصل از تحقیق حاضر به ذکر است که در 
- تشخیص داده شد که مــیآگروباکتریوم GV3101تراریختی، سویه

- متقابل نــژاد آگروبــاکتریوم و رقــم گوجــهتوان این امر را به دلیل اثر 

فرنگی دانست.
نقش مهمی در برقــراري هوموســتازي یــونی SOSمسیر پیام رسانی 

. مطالعــات نشــان داده ),.2017Palavalasa et al(کنــدایفــا می
افزایش بیان اجزاي دخیل در این مسیر، مقاومت گیاهان را در تــنش 

هــايافزایش بیــان ژن. ),.3200Shi et al(بخشدشوري بهبود می
SOS1, SOS2وSOS3 به تنهــایی یــا مجموعــا در آرابیدوپســیس

Yangشود (سبب افزایش تحمل به تنش شوري می et al., 2009 .(
، ژن نشانگر مقاومت بــه SOS3انتقال ژن پژوهش حاضر نتایج مولکولی 
فرنگی تائید کرد.در گیاه گوجهتنش شوري، را 

گیرينتیجه
همیت بهره گیري از اراضی زراعی در تولیــد محصــول ایجــاب ا
کند تا علاوه بر اقداماتی که در زمینه معرفی ارقام متحمل یــا می

تــري کامــلدار وهاي جهــتمقاوم به شوري صورت گرفته فعالیت
از میــان در زمینه اصلاح ارقام براي این قبیل اراضی انجام شــود.

رقماي باززایی مربوط به برگ لپهبیشترین هاي مورد مطالعه، رقم
Falat CHبا توجه به اهمیت ژن .بودSOS3،مرقــبــهایــن ژن

منتقل شد و تا مرحلــه بیــان در ســطح گیاه گوجه فرنگیمذکور
RNAانجام گرفت و گیاهان تراریخــت انتخــاب شــدند.هابررسی

LBA4404گوجه فرنگی بــا ســویهانجالب توجه است که گیاه

موجــب ایجــاد گیاهــان GV3101دند و تنها ســویه تراریخت نش
دهــد کــه ایــن ســویه قابلیــت این امر نشان مــیتراریخت گردید.

نتایج نشــان همچنینفرنگی را دارا بوده است.انتقال ژن به گوجه
محــیط داراي آهــن سکســترون بــه طــور مشــخص باعــث داد که

رشــدبنــابراین، . دشــومــیهــا سبزي گیاهان و تسریع در رشد آن
گیاهان تراریخت تا رســیدن بــه مرحلــه زایشــی و گــرفتن بــذر و 

جهت تایید پــروتئین و مولکولیآنالیزهاي فیزیولوژیکیهمچنین 
SOS3گردد.در گیاهان تراریخت پیشنهاد می

سپاسگزاري
ــاوري کشــاورزي از همکــاري مســئولان آزمایشــگاه زیســت فن

سیتوشــیمی گیــاهیدانشگاه شهید مدنی آذربایجان و آزمایشگاه
شود.دانشگاه تبریز سپاسگزاري می
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