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  چكيده

با توجه به اهميت زراعي آن و حساسـيت ايـن    . الايي برخوردار استهاي غذايي، اقتصادي و علمي از اهميت بفرنگي، گياهي است كه از جنبهگوجه
در ايـن    .هاي نوين در اصلاح اين گياه بيش از پيش احساس مي شودهاي زيستي و غير زيستي، نياز به استفاده از روشگياه زراعي نسبت به اغلب تنش
را به ترتيب بيشـترين ميـانگين بـاززايي     Yاورباناو ارلي CHدو رقم پتوارلي  .رفتبررسي قرار گ فرنگي زراعي موردگوجهتحقيق عوامل مؤثر در تراريزش 

ميكرومـولار   150تـا   100و افـزودن  هـا  يـك روزه ريـز نمونـه    پـيش كشـت    .مشـاهده شـد   Yرقـم ارلـي اوربانـا   در و بيشترين ميزان تراريزش داشتند 
كشـتي  دقيقه و بهترين زمان براي هـم  15بهترين زمان تلقيح ريزنمونه با باكتري .  اشتتراريزش گياهان اثر مثبت د در ،استوسيرينگون به محلول تلقيح

گياهان   .به خوبي رشد كردند گزينش هايگياهان تراريخته احتمالي، در محيط كشت. ها با آگروباكتريوم، دو روز پس از تلقيح تشخيص داده شدريزنمونه
 )nptII( IIو ژن نشـانگر گزينشـگر نئومايسـين فسفوترانسـفراز    ) codA(كولين اكسيداز آرتروباكتر  هر دو ژن تراريخته با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي

  .سنجي به خاك انتقال يافتندهاي تكميلي مولكولي و زيستگياهان فوق براي آزمايش.  قرار گرفتندتأييد مورد 
  

  كشتي، همفرنگيآگروباكتريوم، باززايي، تراريزش، گوجه :كليدي واژه هاي
  
    ∗  مقدمه

مطالعات ژنتيكي و فيزيولوژيكي  برايي مناسب فرنگي گياهگوجه
باشد مي مدل ژنتيكي خوبي جهت اصلاح ساير گياهان زراعي دو لپه و
)19.(  

 خطر كاهش مـواد غـذايي موجـود در    ،فزايش روز افزون جمعيتا
 ن را بـه اتوجـه محقق ـ غـذايي  طبيعت و ترس از عدم جايگزيني مـواد  

معطـوف كـرده   در اصلاح گياهـان  هاي بيوتكنولوژي استفاده از روش
در واحد سطح و افـزايش دامنـه سـازگاري گياهـان     توليد   .)2( است

هـاي  زراعي در برابر عوامـل محـدود كننـده محيطـي از جملـه تـنش      
ترين راهبردها براي تأمين غذاي نسـل   زيستي و غير زيستي از منطقي

هاي مختلفي براي اين منظور ز ابزارها و روشا.  باشددر حال رشد مي
تـوان بـه اهلـي كـردن گياهـان      از آن جملـه مـي  .  استفاده شده است

سـنتي،   هاي اصلاحيهالوفيت وحشي، اصلاح گياهان از طريق روش
اي، جمع كردن صفات فيزيولوژيكي در استفاده از گزينش درون شيشه

                                                            
  ، دانشكده كشاورزي، دانشگاه بوعلي سينا همدانبيوتكنولوژيارشناسي ارشد ك -1
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دانشـگاه فردوسـي   نـژادي، دانشـكده كشـاورزي،    و به گروه بيوتكنولوژياستاد  -3 

  مشهد

از گـزينش مبتنـي بـر     اي، اسـتفاده يك گونه، هيبريداسيون بين گونه
گيـري از  اخيـرا بهـره    .نشانگر و توسعه گياهان تراريخته اشـاره كـرد  

مهندسي ژنتيك اميد دستيابي به گياهـان زراعـي بـا عملكـرد بـالا را      
 زيسـت شناسـي  دست آمده در ه هاي ببا پيشرفت  .افزايش داده است

 و شـده  هاي كلاسيك، اصلاح گياهان تسهيلمولكولي، در كنار روش
آوري انتقـال ژن  لذا توسعه فن  ).7( يابدزمان مورد نياز نيز كاهش مي

آوري در از راهبردهاي اساسي در استفاده از اين فـن به گياهان زراعي، 
  . آيددستيابي به ارقام پرمحصول به شمار مي

كشـت بافـت و    سازي شرايطبهينه توليد گياهان تراريخته مستلزم
هـاي مختلـف   ، آشنايي بـا روش وده سلولياز يك ت باززايي كامل گياه

 نهايـت دسترسـي بـه يـك سيسـتم      در و يگياه هاي سلول زشتراري
 . )22و  21، 1( باشد جهت انتخاب گياهان تراريخته مي كارآمد گزينش

آگروبـاكتريوم توسـط    هواسـط  هب فرنگياولين گزارش تراريزش گوجه
الات زيـادي  منتشر شد و از آن پس مق) 13(كورميك و همكاران مك

، 9(فرنگي ارائه شده اسـت  هاي مختلف گوجهاز تراريزش ارقام و گونه
فرنگي در مطالعات تراريزش موفق گوجه).  22و  19، 18، 17، 16 ،12

به همين دليـل،   . پايه و كاربردي براي اصلاح اين گياه ضروري است
سـازي  مستقل از ژنوتيـپ و يـا بهينـه   روش تراريزش كارآمد و  هتوسع

  .يـين كننـده اسـت   ها بسيار تعشرايط تراريزش براي تك تك ژنوتيپ
هــاي بســيار بــه دســت آمــده در تراريــزش بــا وجــود موفقيــتولــي 
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بـراي تراريـزش    و تكرارپـذير  ساده ،هنوز روشي متداول فرنگي، گوجه
  ). 22و  21، 17، 16، 9(فرنگي موجود نيست گوجههمه ارقام زراعي 

در انتقـال ژن بـه چنـد رقـم زراعـي      مقالـه عوامـل مـؤثر     در اين
بـراي  فرنگي براي بـه دسـت آوردن روشـي سـاده و تكرارپـذير       گوجه

  . گيرندتراريزش ارقام زراعي آن مورد بررسي قرار مي
  

  هامواد و روش
، VF2، جينـا Y1اوربانـا ارقـام ارلـي   بـذور  :مواد گياهي و بـاكتري 

 حقيقـات مركـز ت  از فرنگـي، گوجـه  CH5و پتـوارلي  4، موبيـل G3كال
نـژاد  همچنـين   .دش ـتهيـه   و منابع طبيعي خراسان رضـوي كشاورزي 

DH5α  ــاكتري ــژاد و  E. coliب  GV3101و  LBA4404دو ن
حامـل ژن كـولين    pGAHپلاسـميد   وينس ش ـفآگروباكتريوم تومـه 

ــاكتر   ــيداز آرتروب ــين  ) codA(اكس ــگر نئومايس ــانگر گزينش و ژن نش
ضــدعفوني .  رار گرفتنــدمــورد اســتفاده قــ) II )nptIIفسفوترانســفراز

انجـام  دقيقه  10به مدت  درصد 5هيپوكلريت سديم  دربذرها  سطحي
) MS )14هـاي  حـاوي نمـك   محـيط كشـت جامـد   روي بذور  و دش

 درصـد  7/0و  سـاكارز  درصد 3با ) B5 )8هاي ويتامين تكميل شده با
درجـه   25  دمـاي بـا  اتاقـك رشـد   بـه  سـپس    .كشـت گرديدنـد   آگار

    .انتقال يافتند )تاريكي:  نور( 8 : 16 وپريودو فتگراد  سانتي
، جـدا و  روزه 10 هاي اسـتريل  گياهچه كوتيلدون :شرايط باززايي

ايـن  .  باززايي قرار گرفتنـد  هايمحيط كشت بر روي به صورت وارونه
 با دو سـطح هورمـوني   MSها شامل، محيط كشت پايه محيط كشت

 3/0و  15/0، 07/0و سـه سـطح    BAP6ميلي گرم در ليتـر   3 و 5/1
اين .  بود آگار درصد 7/0ساكارز و  درصد IAA7 ،3ميلي گرم در ليتر 

صورت فاكتوريل در قالب طرح كاملاً تصادفي با سه تكـرار  آزمايش به
شـده و تعـداد كـل     ييباززا ههفته، تعداد ريزنمون 6پس از   .انجام شد
اسـتفاده از  هـا بـا   داده  .هر كشت ثبت گرديـد  در توليد شده هشاخسار

 5 هـا در سـطح  و ميـانگين  شـده  تجزيـه واريـانس   JMP4افـزار  نرم
در نهايت، سه رقم داراي بيشـترين ميـانگين     .مقايسه شدند α=درصد

 . باززايي، براي تراريزش مورد استفاده قرار گرفتند
جهـت تعيـين غلظـت مناسـب      :كشتي و تراريـزش گياهـان  هم

 4) ب گياهـان تراريختـه احتمـالي   براي انتخا(بيوتيك كانامايسين  آنتي
ميلي گرم در ليتـر كانامايسـين بـه محـيط      125و  100، 50، 25تيمار 

                                                            
1. Early urbana Y 
2. Jina.VF 
3. Kal G 
4. Mobil 
5. Peto early CH 
6. 6-Benzylaminopurine  
7. Indole-3-acetic acid  

سـه رقـم برتـر    هـاي كوتيلـدوني   كشت باززايي افزوده شد و ريزنمونه
ــزش    ــراي تراري ــده ب ــاب ش ــام (انتخ ــيارق ــاارل ــالYاوربان ، و G، ك

به عدم هفته با توجه  4پس از .  بر روي آن كشت گرديد) CHپتوارلي
ها و سرعت از دست رفتن كلروفيـل و مـرگ بـافتي،    باززايي ريزنمونه
ه كانامايسين جهت استفاده در مراحل تراريزش انتخاب غلظت بازدارند

  .شد
، 1به مـدت  بدون انجام پيش كشت و يا هاي كوتيلدوني ريزنمونه

روز در محيط كشت باززايي، به عنوان پيش كشت، كشت  5و  4، 3، 2
:  نـور ( 8 : 16 فتوپريـود و گـراد  درجـه سـانتي   25بـه دمـاي   شدند و 
براي تلقيح آگروباكتريوم آمـاده   و انتقال يافتنددر اتاقك رشد  )تاريكي
  .گرديدند

 10يك كلني از باكتري در براي آماده سازي سوسپانسيون تلقيح، 
ميلـي گـرم در ليتـر     50مـايع حـاوي    LBميلي ليتـر محـيط كشـت    

ميلي گرم در ليتـر ريفامپسـين كشـت     100يسين و بيوتيك كاناما آنتي
گـراد بـا   درجـه سـانتي   28شد و به مدت يك شب در شيكر انكوباتور 

سپس سوسپانسيون باكتري به .  قرار گرفتدور در دقيقه  150سرعت 
دور در دقيقه در دماي محيط سانتريفوژ  3800دقيقه با سرعت  8مدت 
باكتريايي در محيط كشت محلول رويي دور ريخته شد و رسوب .  شد

MS و  100، 0عمل تلقيح مقـدار  قبل از انجام .  مايع مجدداً حل شد
.  ميكرومولار استوسيرينگون بـه محلـول بـاكتري اضـافه گرديـد      150

مـايع حـاوي رسـوب بـاكتري و      MSهـا در محـيط كشـت    ريزنمونه
هاي مختلـف  استوسيرينگون قرار داده شدند و مخلوط حاصل در زمان

هـا بـه   سـپس ريزنمونـه  .  دقيقه به آرامي تكان داده شد 20 و 15، 10
روز به محيط كشت مشابه محيط كشت پـيش كشـت    3و  2، 1مدت 

  .منتقل شدند) كشتيمحيط هم(بيوتيك بود كه فاقد آنتي
هاي تراريخته، پـس از طـي مـدت زمـان     جهت انتخاب ريزنمونه

جـدول  (كشت باززايي ها به محيط كشتي با آگروباكتريوم، ريزنمونههم
، 150، 100ميلـي گـرم در ليتـر كانامايسـين و      50، تكميل شده با )1

ــيم   250و  200 ــي گــرم سفوتاكس ــد  8ميل واكشــت .  انتقــال يافتن
هفتـه در محـيط كشـت مشـابه      5تا  4هر شده  ييهاي باززا ريزنمونه

شـده بـه    ييهـاي بـاززا  گياهچه هفته، 8تا  6ز حدود پس ا.  شدانجام 
ميلـي گـرم در ليتـر     400 حـاوي ) 1جـدول  (زايـي  ت ساقهمحيط كش

هـا در ايـن محـيط    كاربنيسيلين، منتقل گرديدند و بعضـي از گياهچـه  
هنگامي كه طول ساقه اين .  هفته توليد ساقه كردند 5تا  4 طيكشت 
، از محل اتصـال  )برگي 4تا  2مرحله (متر رسيد سانتي 2ها به گياهچه

، )1جـدول  (زايـي  محـيط كشـت ريشـه    به ريزنمونه اصلي قطع و بـه 
ميلـي گـرم در    400ميلي گرم در ليتر كانامايسين و  25تكميل شده با 

   .ليتر كاربنيسيلين، منتقل شدند
  

                                                            
8. Cefotaxim 
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  يخته احتمالي در مراحل مختلف رشدهاي گياهان ترارتركيب محيط كشت -1جدول 

  نوع محيط كشت  مواد مورد استفاده
  زاييمحيط كشت ريشه  زاييساقهمحيط كشت زاييمحيط كشت باز

 ١X  ١X ١X MSهاي نمك

 ١X  ١X ١X B5هاي ويتامين
  3 3 3 )درصد(ساكارز 

  7/0 7/0 7/0 )درصد(آگار 
pH 8/5-7/5 8/5-7/5 8/5-7/5  

IAA )٠٧/٠ ٠٧/٠  )ميلي گرم در ليتر -  
BAP )٠١/٠ 3 )ميلي گرم در ليتر -  
IBA )2 - - )ميلي گرم در ليتر  

  
از برگ گياهان تراريختـه   DNA، استخراج زشأييد تراريتجهت 

ــاران   ــا و همك ــا روش دلاپورت ــالي ب انجــام شــد و واكــنش  ) 5(احتم
و نيز  codAاي پليمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن  زنجيره

  .  صورت گرفت nptIIآغازگرهاي ژن نشانگر گزينشگر 
  

  نتايج و بحث
، اثـر  هـا نشـان داد  اريـانس داده تجزيـه و نتايج به دسـت آمـده از   

ها، بر ميـانگين  تيمارهاي هورموني اعمال شده و ارقام و اثر متقابل آن
  .دار بودمعني درصد 1باززايي در سطح 

 CHو پتـوارلي  Yاوربانـا دو رقـم ارلـي   در بين ارقام مورد استفاده،
هـا  بـين آن داري تفـاوت معنـي   و بيشترين ميانگين باززايي را داشـتند 

كه از نظر ميانگين بـاززايي در مقايسـه بـا     Gرقم كال.  د نداشتوجو
در رتبه سوم قـرار گرفـت، بـا سـاير      CHو پتوارلي Yاورباناارقام ارلي

كمتـرين   و موبيـل  VFدو رقـم جينـا  .  داري داشتارقام تفاوت معني
داري ميانگين باززايي را دارا بودند و از اين نظر با يكديگر تفاوت معني

  .  دندنشان ندا
 5/1 تيمـار ، ميانگين باززايياز نظر  نيز در بين تيمارهاي هورموني

بـا داشـتن    IAAميلي گـرم در ليتـر    3/0 و BAPميلي گرم در ليتر 
داري داشـت و  ، با ساير تيمارها تفاوت معنـي باززايي بالاترين ميانگين
ميلي گرم در  15/0و  BAPميلي گرم در ليتر  5/1 علاوه بر آن، تيمار

ــود IAAتــر لي ــاززايي را دارا ب ــانگين ب در طــي مراحــل   .دومــين مي
 3/0 و BAPميلـي گـرم در ليتـر     5/1 دو تيمـار هورمـوني   تراريزش،

ميلي  15/0و  BAPميلي گرم در ليتر  5/1 و IAAميلي گرم در ليتر 
بـه  هاي بـاززايي،  با وجود داشتن بالاترين ميانگين ،IAAگرم در ليتر 

از بـاززايي مسـتقيم، بـراي تراريـزش مناسـب      دليل توليد ريشه قبـل  
ميلي گرم  07/0و  BAPميلي گرم در ليتر  3تيمار  در نتيجه،.  نبودند

داد و كه بعد از دو تيمار فوق بهترين باززايي را نشان مي IAAدر ليتر 
براي گرفت، با اعمال آن باززايي مستقيم بدون توليد ريشه صورت مي

  .)2جدول ( انتخاب شد هاي تراريزشآزمايش مهادا

  

  ٭رقم مورد آزمايش 5در ) تعداد ريزنمونه كشت شده/ تعداد شاخساره توليد شده(ميانگين باززايي  -2جدول 
 تيمارهاي هورموني

باززايي  ميانگين  ارقام  )ميلي گرم در ليتر(
  تيماردر هر 

BAP  IAA  اورباناارليY جيناVF كالG پتوارلي  موبيلCH 
3 3/0  289/0 053/1 3/2 939/0 534/1 822/1c 
3 15/0  75/2 088/1 918/1 111/1 389/3 051/2bc  
3 07/0  778/2 717/0 614/3 633/1 134/2 175/2bc 
5/1 3/0  5 556/1 309/3 861/2 694/6 884/3a 
5/1 15/0  613/3 502/1 09/2 084/1 695/4 596/2b  
5/1 07/0  194/3 834/0 974/1 611/1 697/2 062/2bc  
انگين باززايي در هر مي

  - 437/3a 125/1c 533/2b 540/1c 523/3a  رقم

  .داري ندارندتفاوت معني درصد 5هايي كه حداقل داراي يك حرف مشترك باشند، از نظر آماري در سطح براي هر رقم و در هر تيمار ميانگين -٭
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بين سطوح هورمـوني اسـتفاده شـده بـراي بـاززايي،      در مجموع، 

به همراه غلظت ) ميلي گرم در ليتر BAP )5/1هورمون غلظت پايين 
تر براي باززايي مناسب ،)ميلي گرم در ليتر IAA )3/0بالاي هورمون 

  . بودند
هـاي متفـاوت هورمـوني را بـر     اثر تركيب) 16(پارك و همكاران 

.  كردنـد  مطالعهفرنگي هاي مختلف گوجهارقام و ريزنمونهروي باززايي 
ت گرفته، محيط كشت حاوي سيتوكينين زآتـين  بر اساس بررسي صور

داري بهتـر از تركيـب   در تمام مـوارد بـه طـور معنـي     IAAو اكسين 
BAP  باNAA  اگرچـه، در محـيط كشـت حـاوي تركيبـي از      .  بـود
BAP  وIAA   ميزان باززايي مشابه با محيط حاوي زآتين يا تركيـب
در ايـن كـه   فوق، بـا وجـود    يهابا توجه به داده.  بود IAA -زآتين 

 ـ  ،منابعبسياري از   زشزآتين بهترين سيتوكينين جهت بـاززايي و تراري
ولي با در نظر گـرفتن هزينـه    ؛)18و  10(است  فرنگي، ذكر شدهگوجه

هـاي بـاززايي   ميـانگين  اين هورمون طبيعي و با توجه بـه  تهيهبالاي 
به عنـوان   BAPهورمون  قابل قبول به دست آمده در تحقيق حاضر،

مـورد  تواند ميها ريزنمونهبراي باززايي  IAAينين در تركيب با سيتوك
  .درياستفاده قرار گ
محـيط  در هـيچ كـدام از    ي كوتيلـدون غيرتراريختـه  هـا ريزنمونه

ميلي گرم  125و  100، 50، 25 غلظت حاوي چهار هاي باززاييكشت
بـا از دسـت دادن    نشـدند و  بـاززايي  ،كانامايسـين بيوتيك آنتي در ليتر

ميلي گـرم   50غلظت اما .  از بين رفتند هفته 4روفيل خود در مدت كل
كامـل  مـرگ  لازم براي كانامايسين غلظت  حداقل كانامايسيندر ليتر 

بـراي   در نتيجـه،  . ها در طول مـدت زمـان فـوق بـود    ريزنمونهبافت 
  .مورد استفاده قرار گرفـت  باززاييها در محيط كشت ريزنمونه گزينش

 ،)12(هـاي لينـگ و همكـاران    ت آمـده از آزمـايش  دسه طبق نتايج ب
ــده در    ــل بازدارن ــين عام ــزايش غلظــت كانامايس ــد و اف ــاززايي رش ب

 50زايي، در حضـور  به همين علت، در مرحله ساقه . فرنگي است گوجه
هفتـه هـم    4حتي پس از طي بـيش از  ميلي گرم در ليتر كانامايسين، 

تر هاي پايينزايي، غلظتاقهبراي القا س . زايي صورت نگرفتالقا ساقه
زايي گياهان ميلي گرم در ليتر كانامايسين، در محيط كشت ساقه 50از 

ايـن  كـاهش غلظـت   تراريخته احتمالي مورد استفاده قرار گرفت ولـي  
حـذف  در نتيجه، بـه منظـور     .زايي مؤثر نبودبيوتيك نيز در ساقهآنتي

يسـين از محـيط كشـت    ، كانامازاييفشار گزينش جهت القا بهتر ساقه
زايي نيز بـه دليـل حساسـيت بـالاي ايـن      در مرحله ريشه.  حذف شد

نصـف  (گـرم در ليتـر كانامايسـين    ميلي 25مرحله رشدي گياه، غلظت 
ترين غلظت اين آنتي بيوتيـك در  مناسب) غلظت آن در مرحله باززايي

هـاي تراريختـه در محـيط كشـت     گياهچـه .  دبـو زايـي  محيط ريشـه 
 . دندش ـ دارروز ريشه 6داراي اين غلظت كانامايسين، پس از زايي  ريشه

زايـي  نيز در مرحله ريشه )19(و سون و همكاران ) 18(راج و همكاران 
  . كانامايسين را مورد استفاده قرار دادندفرنگي، اين غلظت گوجه

بدون انجام پيش كشت بـا آگروبـاكتريوم    هاريزنمونههنگامي كه 
ها نكـروز گرديـده و بـاززايي    زخمي ريزنمونه هايتلقيح شدند، قسمت

روز بـر روي   يـك در حالتي كه پيش كشت بيشتر از .  صورت نگرفت
شده  باززاييهاي گرديد، تعداد ريزنمونهباززايي انجام ميكشت محيط 

هـا در محـيط حـاوي    افزايش يافت؛ اما هنگـامي كـه ايـن ريزنمونـه    
وفيل خود را از دست داده و بيوتيك قرار گرفتند، پس از مدتي كلر آنتي

هـاي فـوق   دهنده عدم تراريزش گياهچـه اين امر نشان.  از بين رفتند
گزارش كردند كـه در طـي زمـان    ) 20(كومار و همكاران سونيل.  بود

در  virهـاي  پيش كشت در گياه توتون، سطح تركيبات القا كننـده ژن 
ن بـازده  يابـد كـه باعـث بـالا رفـت     هاي زخمي گياه افزايش مـي بافت

هـاي  همچنين نشان دادند كه تقسيم فعال سـلول .  گرددتراريزش مي
نواحي زخمي در طول زمان پيش كشت، سنتز ديواره سلولي و فعاليت 

ها براي اتصال مـؤثر آگروبـاكتريوم   سيستم همانندسازي در اين سلول
هاي در حال ضروري بوده و سلول T-DNAالحاق  قبل از تراريزش و

بـراي تراريـزش    هاي غير تقسيم شـونده سلولتقسيم را در مقايسه با 
اين امر نشان داد كه اعمال پيش كشت بر تراريزش .  كندمستعدتر مي

  .گياهان به وسيله آگروباكتريوم اثر مثبت دارد

هاي نواحي زخمي قبل از تلقيح بـا بـاكتري   رسد سلولبه نظر مي
سمت توليد گياهچه و باززايي متمايز شده و با افزايش زمان پـيش  به 

خـارجي از   يDNAهاي ريزنمونه ديگر امكان دريافـت  كشت، سلول
هـا پـس از   طريق آگروباكتريوم را ندارند و يـا كـاهش تقسـيم سـلول    

هـا  هاي تراريخته و توليد گياهچه از آنتراريزش از رشد و تمايز سلول
در نتيجه، بهترين زمـان پـيش كشـت بـراي     .  )15(كند جلوگيري مي

نيـز بـا    )17(كيو و همكاران .  فرنگي يك روز در نظر گرفته شدگوجه
دسـت  فرنگي تراريخته بـه  گوجه توانستند پيش كشتروز  يكاعمال 

  .ندآور
در تحقيـــق حاضـــر، در غيـــاب استوســـيرينگون تراريـــزش در 

ــه ــد   ريزنمون ــده نش ــا دي ــردن   .  ه ــافه ك ــا اض ــولار ميكر 100ب وم
استوسيرينگون به محلول باكتري، تراريزش انجـام شـد و بـا افـزايش     

ميكرومـولار، ميـزان تراريـزش افـزايش      150ميزان استوسيرينگون تا 
فرنگـي  هرچند در ساير مقالات، تراريزش گوجه.  چشمگيري نشان داد

هـاي متفـاوت   بدون استفاده از استوسيرينگون و يا با استفاده از غلظت
) 3(آمـوه و همكـاران   گزارش شده اسـت؛   ) 22و  19، 18، 16، 9(آن 
نشان دادند كه فقدان استوسيرينگون در محيط تلقيح يا همكشتي، نيز 

ميكرومـولار   100باعث عـدم تراريـزش در گنـدم شـد و بـا افـزودن       
ــردن غلظــت    ــالا ب ــا ب ــت؛ ب ــزش صــورت گرف استوســيرينگون تراري

راريزش افزايش يافت ولي ميكرومولار درصد ت 200استوسيرينگون تا 
تراريـزش   عـث كـاهش  با ميكرومـولار  400آن تا  غلظتبالاتر بردن 

  .دگردي
دقيقـه   15 هـا بـا بـاكتري   زمـان تلقـيح ريزنمونـه    مـدت  بهترين



  1389 تير - خرداد ، 2، شماره 8پژوهشهاي زراعي ايران، جلد نشريه      372

هـيچ گيـاه    دقيقـه  15از  تـر در مدت زمان كوتـاه .  ده شدتشخيص دا
 يـز ن دقيقـه  15تـر از  مدت زمان طـولاني .  اي به دست نيامدتراريخته

هـا و در نهايـت از بـين    باعث ضعيف يا نكروزه شدن بافـت ريزنمونـه  
  .گرديدها ميرفتن كامل آن
ــراي زمــان تــرين مــدتمناســب ــا كشــتي ريزنمونــههــم ب هــا ب

هـيچ گيـاه   ، در هم كشـتي كمتـر از دو روز   .بود آگروباكتريوم، دو روز
شتي ك تر بودن زمان همدر صورت طولاني. اي به دست نيامدتراريخته

نيز، با توجه به رشـد سـريع بـاكتري در اطـراف ريزنمونـه در مراحـل       
بيوتيك محيط كشت قادر بـه كنتـرل و حـذف بـاكتري     گزينش، آنتي

  .اين امر سبب ايجاد مشكل در انجام تراريزش شد.  نبود
ميلـي گـرم در ليتـر سفوتاكسـيم      250تا  100هاي از بين غلظت

گياهان تراريخته احتمالي، حتـي  مورد استفاده در محيط كشت باززايي 
هيچ باكتري در اطـراف   ميلي گرم در ليتر سفوتاكسيم، 100در حضور 
رشـد نكـرد و    Gو كـال  Yدو رقم ارلي اورباناهاي تلقيح شده ريزنمونه
در نتيجه، در مراحل اوليه .  ها نيز قادر به رشد و باززايي بودندريزنمونه
، از سفوتاكسـيم بـا   )اييدر محـيط كشـت بـازز   (دو رقم فـوق   گزينش
ميلي  100( به دست آمده جهت كنترل رشد باكتريترين غلظت پايين

ــر  ــرم در ليت ــد ) گ ــتفاده ش ــگ و    .  اس ــي ايمخان ــق بررس ــرا طب زي
هاي بالا اثـر بازدارنـدگي   سفوتاكسيم در غلظت) 11(چاتچاوانكانفانيچ 

اب در نتيجه، غلظـت انتخ ـ .  داري بر باززايي و رشد گياهان داردمعني
شده در پژوهش حاضر، در عين حال كـه مـانع از رشـد آگروبـاكتريوم     

بـا توجـه   .  ها داشتشد، اثر منفي كمتري بر روي باززايي ريزنمونهمي
شـده در محـيط گـزينش در بـازده      بـاززايي به اين كه تعداد زيرنمونه 

بيوتيــك بــا غلظــت فــوق گياهــان تراريختــه مــؤثر اســت، ايــن آنتــي
 امـا در اطـراف ريـز   .  بـراي گـزينش شـناخته شـد    ترين تيمار  مناسب
گـرم  ميلـي  200حتي در حضور  CHهاي تلقيح شده رقم پتوارلي نمونه

رسـد  به نظر مـي .  شددر ليتر سفوتاكسيم نيز رشد باكتري مشاهده مي

فرنگي با نژاد آگروبـاكتريوم مـرتبط   اين مسئله با اثر متقابل رقم گوجه
هاي رقم د باكتري در اطراف ريزنمونهبراي جلوگيري از رش).  4(باشد 

تر در نظـر گرفتـه   ، زمان استقرار آن در محيط كشت كوتاهCHپتوارلي
شد و واكشت آن در محيط كشت گزينش جديد زودتر از سـاير ارقـام   

  . انجام گرديد
آگروبـاكتريوم در   T-DNA بـا دريافـت  كه هاي تراريخته گياهچه

سـبز بـاقي   بيوتيـك  ضور اين آنتيدر ح بودند،مقابل كانامايسين مقاوم 
 گزينش، بـا هاي غير تراريخته در محيط در حالي كه ريزنمونه . ماندند

هـاي اخيـر   ريزنمونـه   .به رنگ سفيد درآمدند ،كلروفيل ناز دست داد
  ). 1شكل ( رفتندپس از مدتي از بين مي فاقد رشد بوده و

ايـي، در  زها به محيط كشت ريشهيك هفته پس از انتقال گياهچه
  .ها ظاهر شده و به سرعت رشد كردنـد گياهان تراريخته احتمالي ريشه

ي غيرتراريخته كه طي مراحل قبلـي  هاانتهاي بريده گياهچهبه تدريج 
از دسـت  هـا  در اين گياهچـه .  ه شدنكروزگزينش از بين نرفته بودند، 

 انتهاي قرار گرفته در محيط كشت آغاز از بافت گمر و دادن كلروفيل
هاي غيرتراريخته در اين مرحله، احتمالاً بـه دليـل   وجود گياهچه.  شد

هـايي بـود كـه در تمـاس مسـتقيم بـا       سرعت رشـد بـالاي گياهچـه   
بيوتيك نبودند و به همين علـت، كانامايسـين موجـود در محـيط      آنتي

   .ها را نداشتكشت امكان از بين بردن كامل آن
 ز با استفاده از آغازگرهاياي پليمراواكنش زنجيرهنتايج حاصل از 

و نتـايج  ) جهت تأييد انجام انتقال ژن( IIژن نئومايسين فسفوترانسفراز
 ،codA اختصاصـي ژن با استفاده از آغازگرهاي  PCRتكرار واكنش 

 نوتركيـب  طبق انتظار در پلاسـميد   .نشان داده شده است 2شكل در 
و  ه بـود دكه به عنوان شاهد مثبت در نظر گرفته ش ـ codA حامل ژن

، با استفاده از آغازگرهاي ژن نئومايسـين  در گياهان تراريخته احتمالي
  .جفت باز تكثير گرديد 700به طول حدود اي قطعه ،IIفسفوترانسفراز

  
 

  

  ي تراريخته احتماليهاگياهچه زاييزايي و ريشه، ساقهباززايي - 1شكل 
) ب  .مرگ بافت و فاقد رشد هستند ،هاي اطراف در حال از دست دادن كلروفيلوسط در حال رشد بوده و سبز مانده و گياهچه گياهچه تراريخته احتمالي درمرحله باززايي؛ ) الف  

لروفيل خود را از دست و اندام هوايي گياه غير تراريخته فاقد رشد بوده و ك) سمت راست(زايي؛ اندام هوايي گياه تراريخته احتمالي به رشد و توليد كلروفيل ادامه داده مرحله ساقه
ولي گياه غير تراريخته علاوه بر عدم توليد ) سمت راست(بيوتيك كانامايسين توليد ريشه كرده زايي؛ گياه تراريخته احتمالي در حضور آنتيمرحله ريشه) ج).  سمت چپ(داده است 

  ).سمت چپ(ريشه، در انتهاي بريده شده نكروز شده است 
  

 ج ب الف
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  اي پليمراز گياهان تراريخته احتماليواكنش زنجيره نتايج حاصل از - 2شكل 

گياه غير : UT.  تكثير شده از گياهان تراريخته اتقطع: E3و  bp100  .K ،E1 ،E2نشانگر : M .)جفت باز 400ناحيه ( codAژن با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  -الف 
با  -و ب شاهد منفي آب: codA  .Hدر كنار ژن  IIنئومايسين فسفوترانسفراز حامل ژن GV3101اكتريوم نژاد تكثير شده از پلاسميد آگروب هشاهد مثبت، قطع: P.  تراريخته

  )جفت باز 700ناحيه ( IIژن نئومايسين فسفوترانسفرازآغازگرهاي  استفاده از
  

منتقـل شـده بـود،     codAبه دليل اين كه اين ژن به همـراه ژن  
همچنــين، در حضــور  . صــحت تراريــزش مــورد تأييــد قــرار گرفــت 

 جفـت بـاز   400بـه طـول   اي قطعه codA اختصاصي ژنآغازگرهاي 
و  ايـن نمونـه هـا   كه وجود ژن در  ،تكثير گرديد codAمربوط به ژن 

در گيـاه غيـر   در هر دو مورد مـذكور،  .  كندرا تأييد ميانجام تراريزش 
 تراريخته و در حضور آب كه هر دو به عنوان شاهد منفي مورد استفاده

بـا توجـه بـه نتـايج حاصـل از        .قرار گرفتند، هيچ باندي مشاهده نشد
PCR   گياهان تراريخته احتمالي، از دو رقم ارلـي اوربانـاY  و كـالG 

هـيچ گيـاه    CHگياه تراريختـه بـه دسـت آمـد ولـي از رقـم پتـوارلي       
نتيجه فوق به دليل وابسته بـودن انتقـال   .  اي به دست نيامدتراريخته

  ).22و  6(باشد وجه فرنگي ميژن به نوع رقم گ
ــايش  ــن آزم ــژاد    در اي ــاكتريوم ن ــط آگروب ــاهي توس ــيچ گي ، ه

LBA4404  حامل ژنcodA تنهـا بـا اسـتفاده از    .  ، تراريخته نشـد
با توجه .  گياهان تراريخته به دست آمد GV3101آگروباكتريوم نژاد 

، ايـن امـر   )4(به نتايج مشابه به دست آمده توسط ديويس و همكاران 
فرنگي و نـژاد آگروبـاكتريوم بـر    تواند به علت اثر متقابل رقم گوجهيم

 CHبه ايـن ترتيـب كـه، هرچنـد رقـم پتـوارلي      .  تراريزش گياه باشد

فرنگـي را داشـت، امـا در    بيشترين ميانگين باززايي در بين ارقام گوجه
كه .  اي از آن به وجود نيامدهاي تراريزش هيچ گياه تراريختهآزمايش
 به اين علت بوده است كه نژادهاي آگروباكتريوم مورد استفاده احتمالاً

اگـر چـه در   .  در اين تحقيق امكان انتقال ژن به اين رقـم را نداشـتند  
هاي مربوط به انتقال ژن به گوجـه فرنگـي از نـژاد    بسياري از گزارش

LBA4404  اما در اين تحقيق نژاد )18و  12، 9(استفاده شده است ،
كه اين امر وجود اثر متقابـل بـين   . انتقال ژن به گياه نبودفوق قادر به 

  .)4( كندرقم گوجه فرنگي و نژاد آگروباكتريوم را تأييد مي
  

  قدرداني
تكنســين محتــرم   ســركار خــانم بوســتاني  بــدين وســيله از  

دانشــگاه  دانشــكده كشــاورزي هــاي گــروه بيوتكنولــوژي آزمايشــگاه
ايشان طي انجـام مراحـل   به خاطر همكاري صميمانه  فردوسي مشهد

اين پژوهش و بخش نهال و بذر مركز تحقيقـات كشـاورزي خراسـان    
  .شودفرنگي تقدير و تشكر ميرضوي به خاطر تأمين بذر ارقام گوجه
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