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Abstract 
Objective 

Among Iran's climate-well-adapted oily plants, safflower (Carthamus tinctorius L.) is considered 

as a top-ranked plant since it is well-adapted to areas with water shortage. Safflower is known as 

a model crop with a variety of fatty acids with a relatively high tolerance to salinity and drought, 

and also due to its high nutritional value that is related to the composition of 90 percent 

unsaturated fatty acids in its oil content. It has always been considered as a desirable and valuable 

oilseed plant and can play an important role in expanding the area under planting of oilseeds in 

the country. Although, Iran with its diverse climate, is one of the richest regions in the world in 

terms of safflower genetic resources, safflower planting is not very common in our country. One 

of the main reasons is probably the lack of promotion and low grain yield of its cultivars. In this 

https://orcid.org/0000-0003-2802-5106
https://orcid.org/0000-0003-1506-099
https://orcid.org/0000-0002-6439-0496
https://orcid.org/0000-0002-5767-9734


62 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

study, For the first time the floral dipping was performed in Agrobacterium suspension in order 

that the glufosinate gene would be transferred to the safflower plant. Actually, the access to 

appropriate engineered cultivars will play a critical role in the development of safflower planting. 

 

Materials and methods 

Nine safflower lines were selected from a world-wide collection genotypes based on the different 

agronomic and phenotypic traits. They were submerged in Agrobacterium suspensions with 

optical density (OD600 nm) of 1 and in the presence of two different amounts of silwet-77. 

 

Results 

The genomic analysis of T1 generations using glufosinate resistance gene primers indicated the 

success of glufosinate transfer in safflower plant through flower immersion. 

 

Conclusions 

Among 9 studied genotypes and 17 transformed plants using the floral dipping method, 3 

transgenic plants were obtained with sequencing confirmation: one seedling belongs to Mahali 

Yazd genotype, one seedling belongs to the Mahali Kerman and one seedling belongs to the 

Paeize 12 genotype. All transgenic plants were inoculated with 40μl concentration of silwet-77. 
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 چکیده

 برخوردار ایویژه جایگاه از(.Carthamus tinctorius L)  گلرن  ایران، هوای و آب با سازگار گیاهان روغنی بین از دف:ه

گلرن  به عنوان گیاه زراعی مد  با تنوع در اسیدهای چرب شناخته شده است. این دارد.  آب کم مناطق خوبی با سازگاری و است

 90روغنی مطلوب با بیش از  گیاه با تحمل نسبتا بالایی که به شوری و خشکی از خود نشان می دهد و همچنین به علت دارا بودن
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گلرن  رو . از اینی مطلوب و با ارزش مطرح بوده اسننتدرصنند اسننیدهای چرب غیراشننباع، همواره به عنوان یک گیاه دانه روغن

شدمی شته با شور دا شت گیاهان روغنی در ک سطح زیر ک سترش  ایران با آب و هوای متنوع، یکی از غنی  .تواند نقش مهمی در گ

چندانی نداشته و دلایل کشت گلرن  در کشور رواج با این حا   رود.ترین مناطق جهان از لحاظ ذخایر ژنتیکی گلرن  به شمار می

ژن به گیاه انتقا  سازی بهینهبه منظور  ،در این پژوهشی ارقام آن است. عمده آن به احتما  زیاد، عدم ترویج و عملکرد پائین دانه

سیون اگروباکتریوم از روش غوطهبرای اولین بار  گلرن ، سپان سو سازی گل در  شدحامل ژن گلوفوزینات ور  ستفاده  ستا در  .ه ا

 تواند نقش مهمی در توسعه کشت این گیاه داشته باشد.قیقت دسترسی به ارقام مهندسی شده میح

لاین بومی و غیر بومی گلرن  که بر اساس صفات مختلف زراعی و فنوتیپی انتخاب شده بودند  9در این مطالعه  :هامواد و روش

ور سننازی گل در سننوسننپانسننیون روش غوطهبیان کننده ژن گلوفوزینات، با به کار گیری  اسننتفاده از ناقلبا به صننورت ما ا 

 مایه زنی شدند.  77-در حضور دو مقدار متفاوت از سیلوت 1(OD600 nm)  با غلظت اگروباکتریوم

سی نتایج: سل  سنگر یابیهای ژنومیک و توالیبرر شان دهنده 1Tبرای ن ستفاده از آغازگرهای ژن مقاومت به گلوفوزینات ن  با ا

 ور سازی گل بود.از طریق غوطهدر گیاه گلرن  موفقیت انتقا  ژن گلوفوزینات 

 گیاه 3 ،حاضر مطالعه در یساز ورغوطهاستفاده از روش  با شده ترنسفورم گیاه 17 وژنوتیپ مورد مطالعه  9از میان  گیری:نتیجه

گیاهچه متعلق به ژنوتیپ محلی کرمان  1گیاهچه متعلق به ژنوتیپ محلی ی د،  1که  آمد دست به یابیتوالی تائید با شده ترنسفورم

 .تلقیح شده بودند 77-سیلوتمیکرولیتر از  40هر سه گیاه با غلظت  .بود 12گیاهچه متعلق به ژنوتیپ پائی ه 1و 

 .گلوفوزینات، گیاهان روغنی مهندسی ژنتیک، انتقا  ژن،بهینه سازی  :هاکلیدواژه

 پژوهشی.: نوع مقاله
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 مقدمه

قرار گرفته اند. این گیاهان از نظر ارزش و تأمین منابع غذایی در جهان در جایگاه سننوم بعد از غلات و حبوبات گیاهان روغنی 

 سازگار روغنی هایدانه بین ازکنند. از اهمیت اقتصادی زیادی در کشاورزی برخوردارند و بیشترین روغن خوراکی بشر را تولید می

 خوبی با سننازگاری و اسننت برخوردار ایویژه جایگاه از  (.Carthamus tinctorius L)گلرن  ایران، هوای کشننور و آب با

 چند و زنایره تک غیراشننباع چرب اسننیدهای بالای محتوای و کیفیت با روغنی داشننتن دلیل گلرن  به دارد. آبکم مناطق

ها میگیاه با استفاده از مهندسی ژن این اصلاح رو، این از (Singh & Nimbkar 2006). است گرفته قرار توجه مورد زنایره،

های مفید به امکان تغییرات ژنتیکی در گیاهان، اسننتفاده از ژن (Sujatha 2002). گردد بهبود برخی از صننفات آن سننب  تواند

بیولوژی -انتقا  ژن به گیاهان یک اب ار پژوهشننی منظور بهبود صننفات موجود در محصننولات زراعی مهم را فراهم نموده اسننت.

سعه شدهگیاهان  گیاهی و یک اب ار عملی برای تو سی  ضر انتقا  ژن و باززایی گیاهان  مهند ست. در حا  حا صفات مطلوب ا با 

با این وجود گرایش  .های گیاهی استهای انتقا  ژن در بسیاری از گونهسیستم توسعه ترین عامل محدودکنندهترنسفورم شده مهم

های موجود بسیار بالا نه تنها شامل بهبود بخشیدن به سیستم های انتقا  ژن با راندمانسازی و یافتن سیستمبه بهینه پژوهشگران

ای با اگروباکتریوم و بمباران ذره ژن انتقا  ،های تحقیقاتیاسننت. در بسننیاری از آزمایشننگاه نوینهای بلکه تلاش برای یافتن روش

(Particle Bombardment)  برای طیف وسنیعی از گیاهان گ ارش شنده اسنت(Birch 1997). ای در تحقیقات ران ذرهبمبا

موقننت ژن بیننان  لعننات  مطننا برد را در  ترین کننار بیشننن هی  گینناهننان (Transient Gene Expression)گیننا لینند  تو  ، 

 ;Southgate 1995; Sanford 2000). زنی گیاهان با عوامل بیمارگر گیاهی داردو مایه  (Transgenic Plants)ژنترنس

Taylor & Fauquet 2002) های پلاسننمید ند ازایرند عبارتگبرای انتقا  ژن به گیاهان مورد اسننتفاده قرار میکه هایی ناقل

باکتریوم، ویروس ناصنننر متحر . ها و آگرو هان روشع یا به گ قا  ژن  ما ؛های مختلفی وجود داردبرای انت به کمک  ا تراری ش 

 Ji et). آیدبرای تولید گیاهان تراریخته به شمار میها های آن هنوز هم یکی از کارآمدترین روشرغم محدودیتاگروباکتریوم علی

al. 2013; Mrizova et al. 2014)  باشد که آگروباکتریوم اولین سیستم تراریختی موفق در گیاهان می انتقا  ژن با استفاده از

 . امروزه،اسنننت را نشنننان داده علائمی از برطرف شننندن موانع در مهندسنننی ژنتیک گیاهی ،میلادی 1983کاربرد آن در سنننا  

Agrobacterium tumefaciens ست عامل در عنوان مؤثرترین هب شده ا ستفاده  .مهندسی ژنتیک گیاهی در طبیعت مطرح  با ا

سیاری از گونهبه راحتی  از باکتری مذکور شماری . برای این روش م ایای بیپذیردهای مهم زراعی و باغی اناام میانتقا  ژن به ب

بازده بالا در  و باکتری در ژنوم گیاه مورد نظر، بیان پایدار ژن منتقل شنننونده T-DNAاز جمله قرارگیری ژن مورد نظر از طریق 

شمگیر در می ان باززایی گیاهان  شت  توان ذکررا میانتقا  ژن بدون کاهش چ ستفاده از این تکنیک در مورد گیاهانی که ک نمود. ا

 ،انتقا  ژن فرآینددر . (Glevin 2003)های بهینه اسنننت برای انتقا  ژن در اولویت قرار دارد دارای پروتکلها سننناده و بافت آن

سمید ناقل اهدا T-DNAشود. این قطعه را باکتری اگروباکتریوم به گیاه منتقل می DNAای از قطعه را،  T-DNA کننده و پلا

کند که انتقا  این زا را حمل میهای سنننرطانی ژنی از ژنیک محدوده T-DNA. (Glevin 2003)نامند می Tiپلاسنننمید 
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برای در حوزه کشت بافت،  (Zhu et al. 2000). د گردی ژنی به گیاه سب  رشد نامحدود بافت و تولید اوپین توسط آن میناحیه

سطه با ژن انتقا  در مورد .های مختلفی وجود داردانتقا  ژن به گیاهان روش  های اندکیگ ارش گلرن  گیاه به اگروباکتریوم وا

سطه  اولین گ ارش در مورد .دارد وجود شد.  Centennialدر رقم آمریکایی  A.tumefaciensانتقا  ژن به گلرن  با وا شر  منت

جایی که ژن را به این رقم منتقل نمودند. از آن nptIIو ژن  pBi121دارای پلاسنننمید  LBA4404اکتریوم باگرو ها سنننویهآن

 .Ying et al)داده شنند  های مقاوم به آنتی بیوتیک کانامایسننین نشننانفعالیت این ژن در نیمی از کالوس، بود GUSگ ارشننگر 

سا   .(1992 سنکارا، انتقا  ژن به دو کولتیوار هندی 1999در گ ارش دیگری در  سط  صورت   (A1, A300)تو از گیاه گلرن  

شاننتایج  .(Sankara Rao & Rohini 1999; Rohini & Sankara Rao 2000)گرفت   30-20دهنده موفقیت حدود ن

نماید درصننند ری نمونه باززایی شنننده، توسنننط اگروباکتریوم بوده اسنننت. نوع کولتیوار در کارایی تراریختگی نقش مهمی ایفا می

.(Rohini & Sankara 2000) 

ستفاده از  شت بافتروشا صرف زمان و ه ینه زیاد، نیاز ، فرایند انتقا  ژن به های ک شکلات متعددی همچون  گیاهان را با م

های اخیر، تاربه و بروز تغییرات ژنتیکی ناشننی از تنوع سننوماتیکی مواجه سنناخته اسننت. از این رو در سننا ، به مهارت، تخصنن 

شده انتقا  ژن اهتمام ورزیدهبه ابداع روش پژوهشگران سهیل  سخ نیاز از فراینداند که بیهای ت گوی نیازهای کشت بافت بوده و پا

 Floral Dipping of Flower)ور سازی گل یا تعمیددهی گل غوطهتحقیقات نوین بیولوژی مولکولی باشند. در این بین، روش 

Head) های ترین اهمیت ذکر شننده برای این روش، فراغت از به کارگیری روش، مهمتوجه زیادی را به خود معطوف کرده اسننت

شت ب ست که کمک میک شی از افت برای باززایی گیاه ا شود و همچنین فاقد نتایج نامطلوب نا صرف  کند زمان و ه ینه کمتری 

ست شت بافت گیاهان ا سوماکلونا  در ک سازی انتقا  ژن به گیاه گلرن  در این مطالعه به منظور بهینه  (Clough 1998).تنوع 

شد تا ژن مقاومت به گلبرای اولین بار  ستفاده از تکنیک غوطهتلاش  سیون اگروباکتریوفوزینات با ا سپان سو سازی گل در  وم به ور 

 (.Soltani 2018گیاه گلرن  منتقل شود)

 هامواد و روش

فناوری تولیدات گیاهی دانشگاه  پژوهشکدهکه از ( (.Carthamus tinctorius Lمختلف گلرن   ژنوتیپ 9 مواد گیاهی:

 (. 1پلاسم اولیه در نظر گرفته شدند )جدو  ژرمشهید باهنر کرمان تامین شده بودند به عنوان 
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 مورد مطالعه در این پژوهش هایژنوتیپ. 1جدول 
Table 1. Studied genotypes in this research 

 Genotype Code   کد ژنوتیپ Genotype Name      نام ژنوتیپ Origin     خاستگاه

 Winter 12 301  پائی ه Iran 12    ایران

 France PI198877 381   فرانسه

 USA HARTMAN 681   آمریکا

 Yazd local 581   محلی ی د Iran    ایران

 Kerman local 561    محلی کرمان Iran    ایران

 Goldasht 241      گلدشت Iran    ایران

 Darab 7 701   داراب Iran 7    ایران 

 Winter 16 401    پائی هIran 16    ایران

 Syrian   271    سیریان Syria   سوریه

 

گر دارای ژن گ ینش C58C1ی سویه  Agrobacterium tumefaciensباکتریژنی به گلرن  از  سازهانتقا   به منظور

حت پروموتور نات ت مهو   35Sگلوفوزی ندهخات فاده شننند. این سنننازه توسنننط   NOS (Nopaline Synthase)ده اسنننت

اگروباکتریوم منتقل  سننویه ذکر شنندهبه   (Bio-Rad Gene Pulser XCell Electroporation System)الکتروپوریشننن

لیتر، گرم در میلیمیلی 30های ریفامپیسننین با غلظت بیوتیکجامد حاوی آنتی LB (Merck)گردید. اگروباکتریوم بر روی محیط 

سنناعت در انکوباتور  48لیتر، به مدت گرم در میلیمیلی 30 لیتر و کانامایسننین با غلظتگرم در میلیمیلی 10تترامایسننین با غلظت 

ساعت  48های ذکر شده منتقل گردیدند و بیوتیکمایع حاوی آنتی LBها جدا و به محیط کشت داده شد. سپس تک کلنی 28℃

سپس 28℃ماددا در  شدند.  ستفاده از  ،انکوبه  سمید با ا ستخراج پلا ( QIAGEN Plasmis Extraction Miniprep kit)ا

تک کلن فت و  اام گر Mastercycler Hamburg 22331Eppendorf AG ( PCR ,ها توسنننط هضنننم آن یمی و ان

Gradient) درصننند  20خا  حاوی های گلرن  در بخش بیولوژی دانشنننگاه فرایبورگ آلمان در ی ژنوتیپتائید شننندند. همه

کشت  17℃و دمای ش   21℃ساعت تاریکی با دمای روز  8 ،ساعت روشنایی 16لوم در گلخانه تحت شرایط  -ورمیکولیت، شنی

شدن گلکشت بذر، در مرحله روز پس از 85، شدند سازی گلها، عملیات غوطهی ابتدایی باز  سیون اگروباکتریوم ور  سپان سو ها در 

 اناام گرفت.

 لیتر(میلی 200)مایع )فاقد آگار( در حام معین  LBهای  تائید شده اگروباکتریوم به محیط کشت کلنی :انتقال ژن به گیاه

غلظت باکتری با  ،انکوبه شنندند. در نهایت 28℃سنناعت در دمای  24ها منتقل و به مدت دارای غلظت ذکر شننده از آنتی بیوتیک

1: 600OD  سلولهای باکتری ستفاده گردید.  2/1 ×910)تعداد  شت( جهت تراریختی ا سانتی متر مکع  از محیط ک بدین در هر 

س ، به هود لامینار منتقل و به دو  OD، پس از تعیین  28℃منظور محتویات محیط کشت مایع اگروباکتریوم موجود در دمای  منا

شد. محتویات تیوبمیلی 200تیوب  ستریل منتقل  شرایط کاملا ا سرعت  4℃مای ها در دلیتری در   30به مدت  rpm3650 و با 

https://www.google.com/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=2ahUKEwjhh_bx07vhAhUEPFAKHQiQCbEQjhx6BAgBEAM&url=https%3A%2F%2Fpicclick.com%2FEppendorf-Ag-22331-Hamburg-Mastercycler-Personal-5332-Thermocycler-141932052965.html&psig=AOvVaw2BLr0WP5wGP0LqUxY78tDq&ust=1554646558821462
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سانتریفیوژ شدند. پس  (Thermo Scientific, Multifuge 1SR Refrigerated Centrifuge)دقیقه با استفاده از دستگاه 

درصنند( حل شنند. به سننوسننپانسننیون  5لیتر از محلو  آب اسننتریل و سنناکارز )میلی 200مانده در رسننوب باقی ،از حذف روشننناور

ثانیه درون سوسپانسیون غوطه 15های گلرن  به مدت اضافه شد و گل 77میکرولیتر از سیلوت  20ی او  اگروباکتریوم در مرحله

میکرولیتر از  40و برای گروه دیگر، مایه زنی با می ان  77میکرولیتر از سنننیلوت  20ور شننندند. برای یک گروه مایه زنی با می ان 

های . گلگرفتبار به صننورت ما ا اناام  1های هر ژنوتیپ فقط ها و تمام گلر برای تمام ژنوتیپاناام شنند. این کا 77سننیلوت 

ساعت با پوشش پلاستیکی به منظور جلوگیری از تبخیر سریع پوشانده شدند و اسم ژنوتیپ، تاریخ تلقیح  24زنی شده به مدت مایه

 (.1و می ان سیلوت بر روی هر گل برچس  گذاری شد )شکل 

 

   

 ور سازی گلتیمار با روش غوطه های گلرنگ در مرحلهگل .1شکل 

Figure 1. Safflower floral head inoculated through floral dipping 

 

سیروز پس از مایه 60بذرهای گلرن   شده و برر سفورم های ژنومیک جهت تعیین گیاهان زنی جمع آوری  و اثبات  شدهترن

ست آمده از  شد. بدین منظور بذرهای به د ستا( اناام  ستفاده از آغازگرهای ژن مقاومت به گلوفوزینات )با ضور ژن مورد نظر با ا ح

 Grodanمتری حاوی پوشنننش سنننانتی 4های و در گلدانآوری جمع ه بود،ها صنننورت گرفتکه انتقا  ژن به آن 0Tگیاهان 

Rockwool شدند. گرودان شت  شت بذر ، (Grodan)ک س  برای ک سترای منا سوب سریع را ست که امکان گ ینشهایک  های 

کش گلوفوزینات به لیتر از علفمیکرولیتر در میلی 500مایع، )فاقد آگار( همراه با غلظت   MSاز محیط ،کند. برای آبیاریفراهم می

ستفاده شد. برای جلوگیحاوی ژن مورد نظر  هایمنظور گ ینش گیاهچه ها بسته و در اتاقک رشد با طو  درب گلدان ،ری از تبخیرا

کش گلوفوزینات جوانه زدند و تشکیل ساقه بذرهایی که در محیط حاوی علف ،ساعت قرار گرفتند. پس از گذشت چهار روز 16روز 

شدند. در ابتداو بذرهایی که فاقد جوانه ،چه دادند انتخابو ریشه ستر  ،زنی بودند از محیط حذف  مایع حاوی  MSگرودان با محیط ب

شده آبیاری میعلف شده از مرحله .شدکش مذکور با غلظت ذکر  ساقه ،او  بعد از آن گیاهان انتخاب  شه و  سیار که دارای ری ی ب

گرم در میلی 15کش گلوفوزینات با غلظت روزه توسننط علف 7مرتبه در فواصننل زمانی  3جوان بودند به خا  منتقل شننده و برای 
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شدند که درلی سپری  شد. در هر مرحله تر، ا ستفاده  ستریل ا شان  ،این مرحله برای آبیاری از آب مقطر ا فقط گیاهانی که مقاومت ن

شدنددادند به مرحله ست که منظور از مقاومت .ی بعد منتقل  شدید و عدم ظهور  ،لازم به ذکر ا سرحا  ماندن گیاه و عدم پژمردگی 

 (.2شده بر روی پوشش گرودان نشان داده شده است )شکل ها بود. نمایی از بذرهای کشت علائم نکروز در برگ

 

 .1T نمایی از بستر گرودان استفاده شده برای گزینش بذرهای .2شکل 

Figure 2. Selection of T1 Seeds through Grodan-Rockwell substrate. 

 

به روش  DNA برگ جدا و اسنننتخراج نمونه  ،مقاومت نشنننان داده بودندکش گلوفوزینات که در برابر علف  1Tاز گیاهان 

ستا   (Saghai-Maroof et al. 1984)سقایی و همکاران در واکنش  (BA)صورت گرفت. به منظور تکثیر ژن گلوفوزینات یا با

PCR، شت موردطراحی آغازگرها به گونه ستفاده از هر جفت آغازگر تنها رونو صورت گرفت که با ا صی  ای  صا صورت اخت نظر به 

شود. طراحی آغازگرها توسط نرم ستفاده از توالی کامل ژن اناام گرفت و در نهایت یک آغازگر رو   Vector NTIاف ارتکثیر  و با ا

برای تمامی گیاهان،  .(2)جدو   کردتکثیر می نوکل وتید را 1200ای به طو  به جلو و یک آغازگر برگشننتی طراحی شنند که ناحیه

ستخ  PCRشدند. در واکنش  تکثیر PCRدر دو مرحله ما ا اناام گرفت و توسط آغازگرهای گلوفوزینات در واکنش  DNAراج ا

شت سر شت سازی اولیهوا سر ی صورت گرفتند، مرحله 94℃ثانیه در دمای  30دقیقه و  2های سازی به ترتی  در مدت زمانو وا

 35در  72℃ثانیه در دمای  70ی طویل شدن رشته در مدت زمان و مرحله 57℃ی ثانیه در دما 30 آغازگرها به مدت جفت شدن
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محصننو  واکنش در نظر گرفته شنند.  72℃ دقیقه در دمای 5ی طویل شنندن نهایی به مدت مرحله ،همچنین .چرخه اناام گرفت

PCR  شده و پس از الکتروفورز، چاهک 1بر روی ژ  آگارز صد بارگذاری  نوکل وتیدی بودند انتخاب  1200هایی که دارای قطعه در

سپس، شدند ستخراج محصو .  شده از ژ  جدا و توسط کیت ا  PCR (Thermo Scientific Gel Purificationقطعه ذکر 

kit)  دانشننگاه  یابی سنننگریابی مورد اسننتفاده قرار گرفتند. بدین منظور از توالیو در مرحله نهایی برای توالیسننازی شنندند ، خال

 آلبرت لادوی  آلمان استفاده شد.

 

 )باستا(   آغازگرهای طراحی شده  برای تکثیر ژن گلوفوزینات .2جدول 

Table 2. Designed primers to amplification of Glufosinate gene (BASTA) 
 نام ژن

(Gene Name) 

آغازگرتوالی    

(Primer sequence) 

قطعه ل طو

 شدهتکثیر

Amplicon size 

(bp) 
ژن مقاومت به 

 گلوفوزینات
Glufosinate 

Resistant gene 

 تفآغازگر ر

Sense Primer 

5´-

AAGCTTCTTCGTCAACATGGTGGAGCACGA-

3´ 

 

 

 
1200 

 آغازگر برگشت 

Antisense 

Primer 

5´-

AAGCTTGTTCGGTACCCCTGGATTTTGGTT-3´ 
 

 

 

 نتایج و بحث

نسل او  با استفاده شده ترنسفورمی ژنومی گیاهان DNAبرای تکثیر  PCRواکنش طریق تائید گیاهان ترنسفورم شده، از 

. محصو  گرفتگیاه تلقیح شده با اگروباکتریوم اناام  17از آغازگرهای اختصاصی ژن گلوفوزینات )باستا( در دو تکرار ما ا برای 

احتما  حضور  دهندهنشانها مشاهده گردید که جفت بازی برای برخی نمونه 1200 واکنش زنایره ای پلیمراز منطبق بر محدوده

ها نی  تائید یابی برای برخی ژنوتیپ(. این نتایج در مرحله بعد توسط توالی3بود )شکل   1Tژن گلوفوزینات )باستا( در ژنوم نسل توالی 

 شدند.

 Vaccum Infiltrationبه منظور انتقا  ژن با استفاده از سوسپانسیون اگروباکتریوم از روشی به نام لازم به ذکر است که 

، کلاف 1998در سا    .(Bechtold et al. 1993).آمی ی در در آرابیدوپسیس گ ارش شده استشد که بطور موفقیت استفاده می

تری را ارائه داد. در روش بچتولد و این روش انتقا  ژن به گل را پر زحمت دانسته و برخی مراحل آن را حذف و پروتکل کوتاه

زنی با همکاران، انتقا  ژن از طریق اگروباکتریوم شامل چند مرحله به ترتی : کاشتن گیاه، گلدهی، از ریشه در آوردن گیاهان، مایه
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ی ود دو مرحلهبیوتیک بود که کلاف در گ ارش خآوری بذر و گ ینش با آنتیگیاهان در خا ، جمع اگروباکتریوم، کاشتن دوباره

را بی اثر دانست و بر حضور ساکاروز و سورفاکتانت سیلوت   pH و تنظیم  BAPهورمون اساسی، همچنین به طور کلی استفاده از

ور سازی تمرک  را بر بهینه سازی این روش اف یش بازدهی بیشتر روش غوطه ،برای انتقا  اگروباکتریوم به گل تاکید نمود. در حقیقت

ور سازی فروبردن گل )غوطه توجه به روش ساده در سایه Vaccum infiltrationهایت گ ارش شد که روش پر زحمت داد و در ن

 تواند جایگ ین شود.می 77-درصد ساکارز و سورفاکتانت سیلوت 5گل( در سوسپانسیون اگروباکتریوم با 

 

 

کل  عه .3شکک تهقط یاف حدودهی تکثیر  بازی در واکنش  1200ی ی تقریبی منطبق بر م فت  برای  PCRج

DNA 1ی ژنومی نسلT  ،با استفاده از آغازگرهای ژن مقاومت به گلوفوزینات. از سمت چپ به ترتیبSM :

: کنترل منفی )آب(. W: ناقل بیان گلوفوزینات که به عنوان کنترل مثبت ، 1kb ،LRی در اندازه  DNAمارکر

ضور قطعه مورد انتظار در چاهک ضور قطعه در چاهک 6و  5، 4، 3های ح و  10، 9 ، 8، 7، 2، 1های و عدم ح

11 

Figure 3. Amplification of the 1200 bp DNA fragment by PCR for confirmation of 

the genomic T1 DNA using Glufosinate resistant gene primers. Respectively: SM: 

DNA marker (1kb). LR: Glufosinate expression vector (Positive control). W: 

Negative control (Water). Lane 3, 4, 5 and 6 contain the expected fragment and Lane 

1, 2, 7, 8, 9, 10, 11 were negative 

 

کنند، توسط سوسپانسیون اگروباکتریوم بالغ ظهور میهای گل ناکلاف به محض اینکه تعدادی از جوانه در روش تغییر یافته

، تنوع  pHنه تنها مشکلات ناشی از کشت بافت گیاهی، تعدیل نامیده شد،  Floral dippingشوند. این روش کهزنی میمایه

برای انتقا  ژن به گل اناام  Vaccum Infiltrationتر نسبت به تر و راحتسوماکلونا  و غیره را نداشت بلکه با روشی بسیار ساده
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گرفت. در حقیقت این تکنیک نیازی به متخص  نداشته و با راندمان بسیار بالا قابل اناام است. اگروباکتریوم استفاده شده برای می

به سن  باشد تا کارایی انتقا  ژن اف ایش یابد. کارائی این روش وابسته یخاصی از تراکم سلول این روش بایستی دارای محدوده

 Clough) باشدزنی میزنی، غلظت اگروباکتریوم و جلوگیری از تبخیر سریع سوسپانسیون پس از مایهها برای مایهمناس  گل

1998). 

معتمدی و همکاران انتقا  های کشت بافت، انتقا  ژن به گیاه گلرن  با استفاده از روشدر حوزه تحقیقات مهندسی ژنتیک و 

و نشان دادند  سازی شرایط کشت بافت اناام دادندبهینه را از طریق اگروباکتریوم وباکتریایی به گیاه گلرن   aroA یافتهجهشژن 

به  LBA4404و سویه  Dincerهای تراریخته در محیط انتخابی کانامایسین مربوط به رقم که بالاترین درصد باززایی گیاهچه

درصد  10را  Dincerگیاهان تررایخته، فراوانی تراریختگی در رقم  PCRی لکولوکه بررسی مدرصد بوده در حالی 61/20می ان 

که به  LBA4404و  EHA105، های اگروباکتریومدر گ ارش دیگری تاثیر سویه. (Motamedi et al. 2012) نشان داده بود

روی بر رشد را  تنظیم کنندههای بیوتیک و هورمونبودند، همچنین نوع آنتی pBI121و p35GUSInt ترتی  حامل پلاسمید 

که  آن بود کننده آن یم بتاگلوکرونیداز نشان دهندهبیانهای شمارش تراریخته .باززایی و کارایی تراریختگی گلرن  بررسی کردند

تا  .(Orlikowska et al. 1995)عمل کرده است   LBA4404/ pBI121موثرتر از سویه p35GUSInt /EHA105سویه 

هیچ گ ارش موفقی در زمینه باززایی کامل  اما ؛های گلرن  وجود داردزیادی مبنی بر موفقیت انتقا  ژن به کالوس هایکنون گ ارش

 ;Ying et al. 1992)اندکردهبیان ها، باززایی کامل را امری دشوار های ترنسفورم شده وجود ندارد و تمامی گ ارشریشه از بافت

Rao et al. 1999)    بلیده و همکاران امکان انتقا  ژن 2011در سا GFP های گیاه گلرن  با واسطه اگروباکتریوم به کوتیلدون

 70حدود -)دارای اول یک اسید بالا S-317در دو ژنوتیپ  Western blotو  PCR ،Southern blotرا با استفاده از آنالی های 

 جایی که تشکیل ریشهاما از آن .درصد گ ارش کردند 1/3و  8/4( به ترتی  )تیپ وحشی، دارای لینول یک اسید بالا WTدرصد( و 

 ندگلرن  در شرایط آزمایشگاهی بسیار ضعیف است برای غلبه بر این مورد از پیوند ساقه باززا شده بر روی گیاه کامل استفاده کرد

های به همین دلیل استفاده از روش  (Belide et al. 2011).نتیاه گرفتندهای باززایی شده را با موفقیت درصد ساقه 50که پیوند 

گیاهی برای گیاه گلرن  امکان پذیر است اما امکان تولید گیاهان ترنسفورم شده  هایکشت بافت برای انتقا  ژن به کالوس و بافت

ور سازی گل در سوسپانسیون اگروباکتریوم این در حالی است که استفاده از روش غوطه. با توانایی تولید بذر و پایداری کامل وجود ندارد

 باشد.و همچنین توانایی تولید بذر را نی  دارا میبوده نه تنها بسیار ساده تر است بلکه گیاه ترنسفورم شده دارای پایداری کامل 

سیون اگروباکتریدر این پژوهش برای اثبات موفقیت انتقا  ژن گلوفوزینات از طریق غوطه سپان سو سازی در  تکثیر های توالیوم، ور 

ستخراج از ژ ، با پس از  PCRشده در واکنش  سنتوالیا صورت که نتایج توالی رگیابی  شدند. بدین  شان یابینی  تائید  ن آ دهندهن

شده ی جوانگیاهچه 4 از بود که ستژن گلوفوزینات که با  تلقیح  شتند،  PCRت گیاهچه تایید  3 وجود ژن گلوفوزینات در مثبت دا

شکلگردید  ستفاد4 ) سی ژنتیک برای انتقا  ژن یکی تومه اگروباکتریوم از (. ا شینس در مهند شد.ها میروش پرکاربردترین از فا  با
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 کشت هایسیستم عموما .است وابسته گیاه ژنوتیپی و فنوتیپی خصوصیات به بیشتر که است پراهمیتی مساله انتقا  روش انتخاب

ست این اهمیت حائ  ینکته اما شوندمی گرفته نظر در امر این برای بافت ستفاده که ا سر زمانی هاتکنیک این از ا  که شودمی می

 . دنباش و در دسترس داشته وجود نی  باززایی برای بهینه هایپروتکل بلکه باشند داشته باززایی توانایی تنها نه شده ترنسفورم گیاهان

 

 
حضور ژن مقاومت به گلوفوزینات )باستا( در  دهنده نشان   ،1Tی نسل DNAیابی برای نتایج توالی .4شکل 

 ژنوم

Figure 4. Sequencing result for T1 DNA that revealed the presence of glufosinate resistant 

gene in genome 
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 به وابسته بلکه سخت بسیارگلرن  نه تنها  گیاه یریشه باززایی که است آن از حاکی متعدد گ ارشات گلرن  گیاه مورد در

، Bhima ،Grina: به محدود عمدتا که ارقامی رویبر  تنها گلرن  بافت کشت یزمینه در .است متفاوت مختلف هایژنوتیپ

Manjira ،S-144 ،HUS-305 ،centennial ،A1  وA300  کشور بومی هاآن اکثر که دارد وجود هاییگ ارشهستند 

 در گل سازی ورغوطه طریق از انتقا  روش اما. (Singh & Nimbkar, 2006; Orlikowska, 1995) باشندمی هندوستان

 را سوماکلونا  تنوع نامطلوب اثرات و بافت کشت یپیچیده هایروش از فراغت :جمله از زیادی م ایای اگروباکتریوم سوسپانسیون

 که هستند نی  متعددی گیاهان اما است شده گ ارشهمراه بوده و  موفقیت با زیادی گیاهان برای روش این از استفاده اگرچه .دارد

 در است. شده منتشر گلرن  گیاه انتقا  ژن به یزمینه در هاییگ ارش کنون تا. ندارد وجود طریق این از هاآن تراریختی امکان

 بالایی کارایی با اگروباکتریوم سوسپانسیون در گل سازی ورغوطه روش با ژن انتقا  که شد داده نشان برای اولین بار حاضر پژوهش

 (.Soltani 2018) باشدمی استفاده قابل گلرن  گیاه برای

 تائید با شده ترنسفورم گیاه 3 ،حاضر یمطالعه در گل سازی ورغوطهروش  با شده ترنسفورم گیاه 17 از :گیرینتیجه

گیاهچه متعلق به  1گیاهچه متعلق به ژنوتیپ محلی کرمان و  1گیاهچه متعلق به ژنوتیپ محلی ی د،  1که  آمد دست به یابیتوالی

 و ترینساده از یکی گل سازی ورطهتلقیح شده بودند. غو 77-سیلوتمیکرولیتر از  40هر سه گیاه با غلظت  .بود 12ژنوتیپ پائی ه 

اناام و  قابل گلرن  گیاه در موفقیت با کندمی تائید حاضر پژوهش که است گیاه به اگروباکتریوم انتقا  برای هاروش ترینسریع

با توجه به عدم  .کرد استفاده روش این از توانمی گیاه این برای ژنتیک مهندسی هایجنبه از وسیعی طیف برای ،لذا .است تکرار

باززایی گیاه کامل از  بر بودن پروسهبرای باززایی کامل ارقام ایرانی و همچنین سخت و زمان های بهینهدسترسی به پروتکل

 9از میان شود، های کشت بافت گ ارش میتر از روشتر و کم ه ینهور سازی گل بسیار سادهشده، غوطهترنسفورمهای کالوس

 گردند.ها برای انتقا  ژن معرفی میبهترین ژنوتیپ 12ه مورد مطالعه، ژنوتیپ محلی ی د، محلی کرمان و پائی  ژنوتیپ

تیم  اعضای تمامو همچنین  شهید باهنر کرمان دانشگاه شکده فناوری تولیدات گیاهیمحترم پژوه ریاستاز  :سپاسگزاری

سور شگاه پروف سور  Klause Palme تحقیقاتی آزمای شگاه پروف ستیتوی  Andreas Hiltbrunnerو تیم تحقیقاتی آزمای در ان

از داوران  و همچنین پژوهش حاضننر یدر اجرا یهمکار ی ومعنو یتحما ی،مال یتبه خاطر حمابیولوژی دانشننگاه فرایبورگ آلمان 

  .شودیم یسپاسگ ار یو علم یساختار یمحترم به خاطر ارائه نظرها

 

 منابع

باکتریایی به کمک  aroA( انتقا  ژن جهش یافته 1391هاتف )سننلمانیان علی ؛کهری ی دانیا  ،زبرجدی علیرضننا ی جواد،معتمد

Agrobacterium tumefaciens   57 - 63، 7به گیاه گلرن . ژنتیک نوین. 
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شی ژن 1397سلطانی لیدا ) ستم  FAD2-1( خامو سی ستفاده از  سید در گیاه  CRISPR-CAS 9با ا به منظور اف ایش اول یک ا

 . رساله کارشناسی ارشد بیوتکنولوژی کشاورزی، دانشگاه شهید باهنر کرمان.(Carthamus tinctorius)گلرن  
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