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  fldبه واسطه آگروباكتريوم در گياه دارويي زنيان با استفاده از ژن  بهينه كردن انتقال ژن
 1سيد محمد مهدي مرتضويان و 3، پتر گالوشكا2، مسعود توحيد فر*1، سيد احمد سادات نوري1محسن نيازيان

  گروه علوم زراعي و اصلاح نباتات ،پرديس ابوريحان پاكدشت، دانشگاه تهران، 1
 دانشكده فنĤوري نوين، گروه بيوتكنولوژي دانشگاه شهيد بهشتي،ران، ته 2

 گروه زيست شناسي مولكوليمركز بيوتكنولوژي هانا، جمهوري چك، دانشگاه پالاچكي،  3

 22/12/95 :تاريخ پذيرش    5/4/95 :تاريخ دريافت

  چكيده

لف شامل رقت آگروباكتريوم، سويه آگروباكتريوم، نوع به منظور بهينه كردن شرايط انتقال ژن به گياه دارويي زنيان عوامل مخت
آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم، غلظت استوسرينگون و مدت زمان تلقيح بر روي تعداد گياهان باززا شده با استفاده ازسازه 

راي غربالگري ميلي گرم در ليتر هيگرومايسين ب 20غلظت . بررسي شد fldو ژن  HPTداراي ژن انتخابي p6U-Ubi-FVTژني 
اثر متقابل سه . هاي غير تراريخت بهترين غلظت تشخيص داده شد جلوگيري از توليد كالوس در سلول سلول هاي تراريخت و

عامل تراكم سلولي آگروباكتريوم، سويه آگروباكتريوم و نوع آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم بر تعداد گياهان باززا شده در سطح 
ميلي گرم در ليتر  160غلظت  ×آگروباكتريوم  GV3101سويه  ×آگروباكتريوم 8/0-6/0ني دار بود و رقت احتمال يك درصد مع

بيشترين تعداد گياهان باززا شده مقاوم به . آنتي بيوتيك كشنده تيمنتين اثر بازدارنده كمتري بر تعداد گياهان باززا شده داشتند
گياهان باززا شده بيشتري در مدت . ميكرومولار در ليتر استوسرينگون بود 8/254بيوتيك هيگرومايسين مربوط به غلظت   آنتي

تفاوت آماري معني داري بين ميانگين  همچنيندقيقه حاصل شد  1دقيقه و  20دقيقه نسبت به زمان هاي تلقيح  30زمان تلقيح 
با استفاده از  حضور ژن مورد نظري بررس. دقيقه زمان تلقيح مشاهده نشد 30دقيقه و  20تعداد گياهان باززا شده حاصل از 

نتايج وجود حداقل يك نسخه از ژن هدف را در  ژنوم گياهان . مراز روي گياهان باززا شده انجام شد اي پلي واكنش زنجيره
توسط آزمون مگاپاسكال  - 3/0تراريخت در تحمل به تنش اسمزي غيربرتري گياهان تراريخت نسبت به گياهان  .تائيد كرد

  . ي تحمل به تنش اسمزي تاييد گرديدزيست سنج

  . هاي تراريختي، فلاودوكسين، هيگرومايسين  كتورآگروباكتريوم، زنيان، فا: كليديواژه هاي 

 noori@ut.ac.ir: ،  پست الكترونيكي 09123847551نويسنده مسئول، تلفن * 

  مقدمه
گياهي است علفي و ) .Trachyspermum ammi L(زنيان 

يكساله از تيره چتريان كه در صنايع دارويي و غذايي 
منشاء اين گياه منطقه . )25( كاربرد گسترده اي دارد

ها  مديترانه شرقي و احتمالاً مصر است كه توسط يوناني
زنيان عمدتاً در مناطقي از مصر، . به هند وارد شده است

صولات مختلفي از مح. شود ايران و افغانستان كشت مي
زنيان از قبيل روغن زنيان، تيمول و روغن بدون تيمول 
توليد ميشوند كه دو محصول اول در پزشكي و صنايع 

پزشكي كاربرد دارند و محصول سوم براي كاربردهاي 
هاي چرب استفاده مي  صنعتي و توليد اسيدهاي روغن

ايده استفاده از گياهان دارويي براي درمان ). 33(شود 
نسان و احشام جديد نيست، و در بسياري از كشورهاي ا

در ). 7(پيشرفته استفاده از گياهان دارويي هنوز رواج دارد 
پزشكي مدرن داروهاي زيادي استفاده مي شوند كه عمدتاً 

يژيتال، مورفين، آتروپين، داز گياهان مشتق مي شوند مانند 
cinchona  وvinblastine .شتر به دليل اين حقيقت كه بي
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داروهاي گياهي بدون اثرات جانبي هستند علاقه به 
محصولات گياهي در سرتاسر جهان بطور وسيعي افزايش 

% 50اسانس زنيان حاوي تقريباً . )20و 18،11(يافته است 
تيمول است كه يك آنتي بيوتيك قوي، ضد اسپاسم و ضد 

هرچند زنيان در كشورهاي زيادي كشت ). 18(قارچ است 
بطور وسيعي در مناطق خشك و نيمه خشك مي شود اما 

 . كشت مي شود

 ريمس در الكترون انتقال كاهش باعثي طيمحي ها تنش
 انتقال در كه اهانيگ در نهايفردوكس شود،ي م ستميفتوس

 مختلفي ها محرك به پاسخ در دارد، دخالت الكترون
ي ها سميكروارگانيم). 32( ابدي يم كاهشي طيمح

 انيب ن،يفردوكس نامطلوب شكاه هنگام دري فتوسنتز
 )fld )flavodoxinنيفلاودوكس همانندي الكتروني ها ناقل
 .كنندي م القا دارند را نيفردوكس مشابهي عملكرد كه

 يها جلبك و ها يباكتر از يبعض در تنها ها نيفلاودوكس
 موجودات نيا در نيفلاودوكس. شوند يم افتي يانوسياق
 فقر طيشرا تحت نيدوكسفر عملكرد كننده القاء تواند يم

 يم نيفردوكس كاهش به منجر كه يطيمح يها تنش و آهن
 فايا نيفردوكس مشابه ينقش نيفلاودوكس. باشند شود

 در اغتشاشات وقوع از يريجلوگ با است قادر و كند يم
 فعال يها گونه ليتشك از ممانعت و الكترون انتقال چرخه
ي ها تنشي منف راث ).4( كند فراهم را اهيگ شيآسا ژن،ياكس
 عملكردي اجزا و عملكرد بري شور وي  خشكي ستيز ريغ
 ريسا و انيزن دري بررس مورد اتيخصوص ريسا زين و
، 7، 6( است شده گزارش انيچتر خانوادهيي دارو اهانيگ
 دهنده شيافزا عنوان بهي خشك تنشي ازطرف) 24و  21، 8
 شده انيب ييدارو اهانيگ انواع در هيثانوي تهايمتابول ديتول

 جاديا با رسد يم نظر به نيبنابرا) 38و 14، 10( است
ي مند بهره بر  علاوه انيزني خشك به مقاومي ها پياكوت
 سطح شيافزا و خشك مناطق در اهيگ نيا كشت امكان از
 توان يمي عملكرد صفات بري منف تاثر بدون آن كشت ريز
 زانيم آب كمبود طيشرا دريي دارو اهيگ نيا كشت با
توسعه يك  .داد شيافزا زين را آن هيثانوهاي  تيتابولم

روش تراريختي براي ارتقاء ژنوم گياهان دارويي ارزشمند 
كه منبع غني از متابوليت هاي ثانويه پويا دارويي هستند 

  ).35(ضروري است 

كه فرودوكسين  fldبرتري گياهان توتون تراريخت با ژن 
ر تحمل به ه بود دگياهي آنها با فلاودوكسين جايگزين شد

 Sheikh). 36(هاي محيطي گزارش شده است  انواع تنش

Beig Goharrizi  از سازه ژني ) 2016(و همكارانp6U 
به ) ودوكسين سيانوباكترياييفلا( fldجهت انتقال ژن 

هاي سوماتيكي گردو استفاده كردند و پس از اعمال  جنين
و  NaClميلي مولار  200-0تنش اسمزي با غلظت هاي 

برتري جنين هاي سوماتيكي  PEG% 10- 0همچنين 
-5و  NaClميلي مولار  100-50هاي  تراريخته را در تنش

10 %PEG  نسبت به جنين هاي سوماتيكي غير تراريخته
كارايي انتقال ژن بستگي به چندين . )31( گزارش نمودند

از جمله، مي توان به نژاد و غلظت باكتري، . فاكتور دارد
ونه گياهي و واد فنولي در محيط كشت، گاضافه كردن م

هاي رشدي، ريزنمونه، نور و دما،  ژنوتيپ، تنظيم كننده
افت دماي هم كشتي، آنتي بيوتيك، تيمار ايجاد زخم در ب

هاي تراريخت شده  هدف و روش مناسب انتخاب سلول
در تراريختي به ). 2(از بافت غير تراريخته اشاره نمود 

وه بر نياز به يك سيستم باززايي واسطه آگروباكتريوم علا
قدرتمند در گياه مورد نظر، بهينه نمودن فاكتورهاي ديگر 
موثر در انتقال ژن كه باعث توليد گياهان باززا شده بيشتري 
شود و در نهايت باعث افزايش كارايي روش شود نيز 

از طرفي طراحي و استفاده از سازه مناسبي . ضرورت دارد
ن گياهان تراريخته را در مراحل اوليه كه امكان رديابي آسا

هدف از . )2(رشد فراهم نمايد بسيار مفيد خواهد بود 
تحقيق حاضر بررسي و انتخاب بهترين شرايط انتقال ژن 

حمل  p6Uژني جهت تراريختي گياه دارويي زنيان باسازه
كننده ژن فلاودوكسين و عامل انتخابي مقاومت به 

  .گياه باززا شده بود با بيشترين تعدادهيگرومايسين 

  مواد و روشها
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استريل، از بذر  جهت توليد ريزنمونه هاي :گياهي مواد
تهيه شده از مركز تحقيقات  )12313(اكوتيپ شيراز 

پس از كشت بذور . ها و مراتع ايران استفاده شد جنگل
روزه گياهچه هاي  10از هيپوكوتيل  Ms½استريل در محيط 

هت انتقال ژن استفاده شد توليدي به عنوان ريزنمونه ج
)27.(  

از محيط  :باززايي و كالوس القاء جهت پايه كشت محيط
ميلي گرم  D )98/1-2,4همراه با فيتوهورمون هاي  MSپايه 

ساكارز % 3) + ميلي گرم در ليتر 49/0( Kin) + بر ليتر
جهت القاي جنين زايي سوماتيكي استفاده ) حجمي/وزني (

در . شد) 15(تنظيم  8/5 ± 2/0محيط در محدوده  pH. شد
فيتاژل جهت جامد نمودن ) حجمي/وزني% (0,38نهايت از 

 20درجه سانتيگراد به مدت  121محيط كشت، و اتوكلاو 
بعد از قرار گيري ريزنمونه ). 25و  15(دقيقه استفاده شد 

ها در محيط هاي كشت، تمامي كشت ها در اتاقك كشت 
ساعت  16ا دوره  درجه سانتيگراد ب 25 ± 1در دماي 

و % 65- 60ساعت تاريكي با رطوبت نسبي  8روشنايي و 
 Photosynthetic Pphoton( چگالي شار فوتون فوتوسنتزي

Flux Density (25  ميكرومول بر متر مربع بر سانتيمتر
)μmolm-2s-1( )27 (قرارگرفتند.  

از آنجا  :هيگرومايسين بيوتيك آنتي كشنده سطح تعيين
حاوي نشانگر انتخابي  p6Uژن از وكتور كه جهت انتقال 

لذا در اولين گام ) 1شكل (هيگرومايسين استفاده شد 
جهت تعيين سطح كشنده آنتي بيوتيك هيگرومايسين در 
زنيان و حصول غربالگري موثر گياهان تراريخت، آزمايشي 

ميلي گرم در ليتر  75و  50، 25، 20، 15، 10با غلظت هاي 
همراه با تيمار شاهد در غالب  )30و  17(هيگرومايسين 

طرح آزمايشي كاملاً تصادفي در سه تكرار بر روي 
  .هيپوكوتيل انجام شد هاي ريزنمونه

پارامترهاي مختلف انتقال  :ژن انتقال پارامترهاي ررسيب
از قبيل سه رقت ژن به واسطه آگروباكتريوم تومفاشينس 

، سه 2/1- 1و  8/0- 6/0، 2/0آگروباكتريوم شامل 

نوع دو آگروباكتريوم،  GV3101و  AGL1 ،LB4404سويه
آنتي بيوتيك تيمنتين با (آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم 

ميلي گرم در ليتر و آنتي بيوتيك سفاتاكسيم با  160غلظت 
چهار غلظت مختلف ، )ميلي گرم در ليتر 250غلظت 

ميكرومولار  400و  300، 8/254، 200استوسرينگون شامل 
مورد دقيقه تلقيح  30و  20، 1ه مدت زمان سو  در ليتر

ابتدا در يك آزمايش فاكتوريل در قالب . بررسي قرار گرفت
طرح پايه كاملاً تصادفي اثر عوامل رقت آگروباكتريوم، 
سويه آگروباكتريوم و نوع آنتي بيوتيك كشنده 
آگروباكتريوم بر روي تعداد گياهان باززا شده مقاوم به 

  .رسي قرار گرفتهيگرومايسين مورد بر

  
 يو نشانگر انتخاب نيژن فلاودكوس يحاو p6Uوكتور -1 شكل

  )2016و همكاران،  Sheikh Beig Goharrizi( نيسيگرومايه

و  با ثابت در نظر گرفتن اين سه عاملديگري در آزمايش 
چهار غلظت مختلف ، اثر دقيقه 20مدت زمان تلقيح 

شده مقاوم به بر روي تعداد گياهان باززا استوسرينگون 
در . آنتي بيوتيك هيگرومايسين مورد بررسي قرار گرفت

سه مدت زمان تلقيح مختلف نهايت در آزمايش ديگري اثر 
. همراه با عوامل بهينه شده قبلي مورد بررسي قرار گرفت

  .گيري شد آزمايش صفت درصد باززايي اندازه در هر سه

خراج است :مراز پلي اي زنجيره واكنش و DNA استخراج
DNA  از بافت برگي گياهان تراريخته طبق روش

ChabiSika  ور به منظ. )7( انجام شد) 2015(و همكاران
 25مراز در حجم  اي پلي اثبات تلفيق ژن، واكنش زنجيره
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 :fld )fld-Fميكروليتر با پرايمرهاي اختصاصي ژن   

5´GCG ATC GTC TGT TAA GTC 3´, fld-R: 5´CTA 

CGG TAC TCA AAC TGG 3´ (شرايط . انجام شد
دقيقه، سپس  5درجه سانتيگراد براي  94واكنش به صورت 

 60دقيقه،  1درجه سانتيگراد براي  94چرخه شامل  35
درجه سانتيگراد براي  72دقيقه و  1درجه سانتيگراد براي 

درجه سانتيگراد  72دقيقه و در نهايت تكميل بسط در  3
  .دقيقه بود 7براي 

 1اي پلي مراز روي ژل آگارز  يرهمحصول واكنش زنج
ميكروليتر بر ليتر اتيديوم برمايد به مدت  10درصد همراه با 

روفورز سپس در دستگاه ولت الكت 120دقيقه در ولتاژ  25
  .برداري گرديد ژل داك عكس

جهت ارزيابي تحمل به  :اسمزي تنش بهتحمل  سنجش
 تراريخت با ژنغير تراريخت و تنش اسمزي گياهچه هاي 

fld  سانتي متردر محيط كشت  5-4با ارتفاعي در حدود
½Ms  0(با چهار سطح تنش اسمزي شامل كنترل% PEG 

6000( ،5 %PEG 6000 )05/0 - 10، )مگاپاسكال %PEG 

 -3/0( PEG 6000% 15، )مگاپاسكال - 15/0( 6000
مورد ) مگاپاسكال - 49/0( PEG 6000% 20و ) مگاپاسكال

حاوي گياهان  ظروف كشت. )19( ارزيابي قرار گرفتند
تراريخت و غيرتراريخت در اتاقك كشت با شرايط محيطي 

رشد گياهچه ها در شرايط  .توصيف شده قبلي قرار گرفتند
  .روز مورد بررسي قرار گرفت 50تنشي مختلف به مدت 

هاي  تجزيه و تحليل داده هاي آزمايش :آماري هاي تجزيه
  .انجام شد SASو  Excellانجام شده توسط نرم افزارهاي 

  نتايج
بر ) آنتي بيوتيك هيگرومايسين(اثر عامل انتخابي 

هاي مختلف  جهت بررسي اثر غلظت :باززايي گياهان
هاي هيپوكوتيل  آنتي بيوتيك هيگرومايسين بر ريزنمونه

روزه انجام و طي هر  10هاي زماني  واكشت ها در دوره
محاسبه ديش  داد گياهان رشد يافته در هر پتريواكشت تع

ها در ماه دوم  نهايت يادداشت برداري نهايي دادهشد و در 
در كمترين غلظت آنتي  ها يزنمونهر مرگآزمايش پس از 

مقايسه ميانگين اثر سطوح مختلف  .بيوتيكي پايان يافت
آنتي بيوتيك هيگرومايسين بر درصد القاء كالوس به روش 

LSD هاي  حاكي از آن بود كه بين تمام غلظت
بيوتيك هيگرومايسين با تيمار شاهد تفاوت معني دار  آنتي

وجود داشت، همچنين بالاترين درصد % 5در سطح احتمال 
ميلي گرم در ليتر آنتي  10القاي كالوس مربوط به تيمار 

بود و بين % 53ن با ميانگين بيوتيك هيگرومايسي
ميلي گرم بر ليتر  75و  50، 25، 20هاي  غلظت

صد القاء كالوس تفاوت معني هيگرومايسين با صفر در
ميلي گرم در  20لذا غلظت ) 2شكل (داري وجود نداشت 

هاي تراريخت  هيگرومايسين براي غربالگري سلولليتر 
زنيان كافي بود و پس از گذشت سه هفته، تمام 

هاي قرار گرفته در اين غلظت سفيد شده و از  ريزنمونه
كاملاً بر اساس منحني كشتن هيگرومايسين . بين رفتند

مشهود است كه بيشترين ميزان عدم القاي كالوس در 
ميلي گرم در ليتر حاصل شد و  20ها از غلظت  ريزنمونه

ميلي گرم بر ليتر  75و  50، 25(هاي بالاتر  كاربرد غلظت
تفاوتي در تعداد گياهان با عدم القاي ) هيگرومايسين

  ).3شكل (كالوس نداشت 

كتريوم، سويه رقت آگروبااثر متقابل تيمارهاي 
بيوتيك كشنده آگروباكتريوم بر  نوع آنتي آگروباكتريوم و

نتايج حاصل از تجزيه  1جدول  :تعداد گياهان باززا شده
واريانس آزمايش فاكتوريل بررسي اثر عوامل رقت 
آگروباكتريوم، سويه آگروباكتريوم ونوع آنتي بيوتيك كشنده 

ي گرم  ميل 20آگروباكتريوم بر روي محيط كشت حاوي 
بر اساس نتايج حاصل از . هيگرومايسين  را نشان مي دهد

تجزيه واريانس اثرهاي ساده و متقابل هر سه عامل مرود 
بررسي بر روي تعداد گياهان باززايي شده مقاوم به 

معني ) p<0.001(درصد  1هيگرومايسين در سطح احتمال 
پس از معني دار شدن اثر عوامل مورد بررسي در . دار بود
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ها به روش  نس، در مرحله بعد مقايسه ميانگينتجزيه واريا
نتايج حاصل از . درصد انجام شد 5دانكن در سطح احتمال 

نشان داد كه بالاترين ميانگين ) 4شكل (ها  مقايسه ميانگين
گياهان باززا شده مقاوم به آنتي بيوتيك هيگرومايسين  

) OD600=0.6-0.8( 8/0- 6/0مربوط به رقت آگروباكتريوم 
ميلي گرم  160غلظت  ×آگروباكتريوم  GV3101سويه  ×

همچنين ). 5شكل(در ليتر آنتي بيوتيك كشنده تيمنتين بود 
كمترين ميانگين تعداد گياهان باززا شده مربوط به اثر 

سويه  ×) OD600=0.2( 2/0متقابل رقت آگروباكتريوم 
AGL1  ميلي گرم در ليتر آنتي  250غلظت  ×آگروباكتريوم

  . تيك كشنده سفاتاكسيم بودبيو

  
شده  تجزيه واريانس اثر متقابل عوامل رقت آگروباكتريوم، سويه آگروباكتريوم و نوع آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم بر تعداد گياهان باززا -1جدول 

  زنيان
 منابع تغيير درجه آزادي ميانگين مربعات 

 )OD600(رقت آگروباكتريوم 2 23/1**
**18/0  سويه آگروباكتريوم 2 
**05/0  آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم 1 
**05/0  سويه آگروباكتريوم ×رقت آگروباكتريوم 4 
**006/0  آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم×رقت آگروباكتريوم 2 
**007/0  آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم ×سويه آگروباكتريوم 2 

**05/0  آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم×يه آگروباكتريومسو×رقت آگروباكتريوم 4 

0009/0   خطا  36 
36/7  (%)ضرييب تغييرات  

%1معني داري در سطح احتمال **:                          

  

در سطح  LSDمقايسه ميانگين اثر سطوح مختلف آنتي بيوتيك هيگرومايسين بر درصد القاء كالوس در گياه دارويي زنيان به روش  -2شكل 
 داري معني تفاوت آماري لحاظ از مشابه لاتين حروف داراي هاي خطوط بالاي هر ستون بيانگر خطاي معيار مي باشد؛ ميانگين% (5احتمال 

  ).ندارند

در : تعيين غلظت بهينه استوسرينگون در محيط تلقيح
آگروباكتريوم، سويه 8/0- 6/0مرحله بعد سه پارامتر رقت 

GV3101 ميلي گرم در ليتر آنتي  160م و آگروباكتريو
بيوتيك كشنده تيمنتين را انتخاب و چهار غلظت مختلف 
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ميكرومولار  400و  300، 8/254، 200استوسرينگون شامل 
مايع جهت حل مجدد رسوب  Ms ½در ليتر در محيط 

در نهايت اثر  .آگروباكتريوم در محيط تلقيح بكار برده شد
ياهان باززا شده در غالب تيمارهاي مورد بررسي بر تعداد گ

  .طرح كاملاً تصادفي مورد بررسي قرار گرفت

 
  منحني كشتن هيگرومايسين در گياه دارويي زنيان  -3شكل 

 

 
شده  مقايسه ميانگين اثر متقابل عوامل رقت آگروباكتريوم، سويه آگروباكتريوم و نوع آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم بر درصد گياهان باززا -4شكل 

خطوط بالاي هر ستون بيانگر خطاي معيار مي باشد؛ ميانگين هاي داراي حروف لاتين مشابه از لحاظ آماري % (5به روش دانكن در سطح احتمال 
  )تفاوت معني داري ندارند

  
وكوتيل تراريخت احتمالي در محيط القاي كالوس در ريزنمونه هاي هيپ) fld) .aمراحل القاي كالوس و باززايي زنيان هاي تراريخته با ژن  -5شكل 

هاي تراريخت احتمالي در محيط داراي آنتي بيوتيك هيگرومايسين   باززايي زنيان) b). (سانتي متر 2خط نشانه (حاوي آنتي بيوتيك هيگرومايسين 
  ).سانتي متر 6خط نشانه (گياه تراريخته احتمالي در گلدان در شرايط گلخانه ) c). (سانتي متر 3خط نشانه (
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ها، بيشترين تعداد  پس از تجزيه واريانس و مقايسه ميانگين
بيوتيك هيگرومايسين  گياهان باززايي شده مقاوم به آنتي

ميكرومولار در ليتر استوسرينگون  8/254مربوط به غلظت 
ها نشان داد كه از  همچنين مقايسه ميانگين). 6شكل (بود 
و  300 هاي آماري تفاوت معني داري بين غلظت لحاظ
ميكرومولار در ليتر استوسرينگون وجود ندارد با اين  400

حال با افزايش غلظت استوسرينگون در محلول تلقيح، 
تعداد گياهان باززا شده بطور چشمگيري كاهش يافت 

  ).6شكل (

  
مقايسه ميانگين درصد گياهان باززا شده حاصل از اثر  -6شكل 
لقيح آگروباكتريوم به هاي مختلف استوسرينگون در محيط ت غلظت

خطوط بالاي هر ستون بيانگر % (5روش دانكن در سطح احتمال 
خطاي معيار مي باشد؛ ميانگين هاي داراي حروف لاتين مشابه از 

  )لحاظ آماري تفاوت معني داري ندارند

جهت بررسي بهترين : تعيين مدت زمان مناسب تلقيح
در اين مدت زمان تلقيح ريزنمونه ها با آگروباكتريوم 

دقيقه تلقيح  30و  20، 1مرحله آزمايشي با سه مدت زمان 
نتايج . در غالب طرح كاملاً تصادفي در سه تكرار انجام شد

ها نشان داد كه بيشترين تعداد  حاصله از مقايسه ميانگين
دقيقه با  30گياهان باززا شده مربوط به مدت زمان تلقيح 

ميانگين تعداد  گياه باززا شده بود و كمترين 6ميانگين 
دقيقه بود،  1گياهان باززا شده مربوط به مدت زمان تلقيح 

همچنين هر چند تعداد گياهان باززا شده در مدت زمان 

) گياه 4ميانگين (دقيقه بيش از يك دقيقه بودند  20تلقيح 
اما از لحاظ آماري تفاوتي بين تعداد گياهان باززا شده در 

قيح وجود نداشت دقيقه تل 30و  20مدت زمان هاي 
)p<0.05) ( 7شكل.(  

  
مقايسه ميانگين درصد گياهان باززا شده حاصل از اثر مدت  -7شكل 

زمان هاي مختلف تلقيح ريزنمونه با آگروباكتريوم به روش دانكن در 
خطوط بالاي هر ستون بيانگر خطاي معيار مي باشد؛ % (5سطح احتمال 

لحاظ آماري تفاوت معني ميانگين هاي داراي حروف لاتين مشابه از 
  )داري ندارند

 واكنش با شده ترانسفورم اهانيگي ختيترار دييتا
مراز با  يپل يا رهيزنج واكنش :مراز يپلي ا رهيزنج
براي گياهان باززا شده  fldژن  ياختصاص يمرهايپرا

، سويه 8/0-6/0حاصل ازتيمارهاي رقت آگروباكتريوم 
GV3101  گرم در ليتر آنتي  ميلي 160آگروباكتريوم، غلظت

ميكرومولاردر ليتر استوسرينگون و  8/254بيوتيك تيمنتين، 
ژن در دامنه  باند حضور دهنده نشاندقيقه زمان تلقيح،  30

بر اساس ). 8شكل (بود ) جفت باز 2650(مورد انتظار 
، نشان )9چاهك شماره (آب  درعدم وجود باند  4شكل 
 بوده يآلودگاز  يعار PCRاست كه واكنش  نيدهنده ا

چاهك ( ديدر نمونه پلاسم يباند قو وجود نياست، همچن
. باشد يم PCR شيصحت مواد و آزما ديمو) 8شماره 

) 10چاهك شماره ( ختهيترار ريغ اهيگ يبرا PCR جهينت
 .بود انيزنيي دارو اهيدر گ fldنشان دهنده عدم حضور ژن 
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در مجموع وجود حداقل يك نسخه از ژن هدف در هفت 
%) 11/11تراريختي (گياه بررسي شده  63ه از مجموع گيا

  ).8شكل (تائيد شد 

: به تنش اسمزي ارزيابي گياهان تراريخت براي تحمل
 ،به منظور بررسي پاسخ گياهان تراريخت به شرايط تنش

ناشي از غلظت هاي  سطوح مختلف تنش اسمزياثر 
بر روي گياهان تراريخت و  PEG 6000مختلف 

در شرايط . ان مورد برسي قرار گرفتغيرتراريخت زني
كنترل و تنش اسمزي خفيف تفاوتي در خصوصيات 

در  .ظاهري گياهان تراريخت و غيرتراريخت مشهود نبود
هان تفاوت رشدي گيا PEG% 10- 5محيط كشت حاوي 

تر بود، اما حداكثر اثر تراريخت و غير تراريخت مشهود
دار  صوصيات رشدي و همچنين تفاوت معنيمنفي بر خ

گياهان تراريخت و غيرتراريخت در محيط كشت حاوي 
مشاهده شد ) مگاپاسكال - PEG 6000 )3/0% 15غلظت 

قرار گرفتن در فشار اسمزي  ده روزپس از  ).9شكل (
كاهش رشد ، گياهان غيرتراريخت زنيان مگاپاسكال - 3/0

شكل (چشمگيري نسبت به گياهچه هاي تراريخت داشتند 
9a(،  روز از كشت، اثرات نامطوب تنش  50پس از گذشت

مشهود بود در حالي كه اسمزي در گياهان تراريخت نيز 
تراريخت بطور كامل نكروزه شده و قابليت گياهان غير

  ).9bشكل (رشد مجدد را نداشتند 

  
نشانگر : M. در گياه دارويي زنيان fldاي پلي مراز با استفاده از پرايمرهاي اختصاصي رو به جلو و رو به عقب ژن   محصول واكنش زنجيره -8شكل 

 PCRواكنش (نمونه آب :  9، چاهك )كنترل مثبت(پلاسميد  8گياهان تراريخته احتمالي، چاهك  7-1، چاهك )DNA )1 Kbاندازه وزن مولكولي 
  ).كنترل منفي(گياه غير تراريخته : 10، چاهك )الگو DNAبدون 

  بحث
ماريها دارند اما گياهان دارويي اهميت زيادي در درمان بي

به دليل محدود بودن رويشگاه هاي طبيعي، كمي زادآوري 
نياز به برنامه ريزي براي كشت و اهلي  ،و استفاده بي رويه

و همچنين توسعه روش هاي اصلاحي سنتي و ) 1(كردن 
  .مولكولي دارند

تا كنون گزارشي از بهينه نمودن شرايط انتقال ژن به واسطه 
خاب سطوح مناسب آنتي بيوتيكي در آگروباكتريوم و انت

تعيين غلظت بهينه . گياه دارويي زنيان مشاهده نشده است
ي در غربالگري عامل انتخابي در گياه مورد نظر عامل كليد

هاي تراريخت و جلوگيري از رشد گياهان غير  سلول
تراريخت است، همچنين غلظت انتخابي بايد در حداقل 

يي سلول هاي تراريخت مقدار كشنده باشد تا از باززا
تفاوت  .جلوگيري نكند و موفقيت انتقال ژن افزايش يابد

هاي مختلف هيگرومايسين در  در مقاومت به غلظت
بررسي هاي انتقال ژن انجام شده در گياهان مختلف 

جهت انتقال ژن به ) 2016(و همكاران  Kim. مشهود است
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 با استفاده از پلاسميد Helianthus tuberosusگياه 
pCAMBIA1301  حاوي ژن انتخابيhpt II غلظت هاي ،

ميلي گرم در ليتر هيگرومايسين را بر  20و  10، 7، 5، 3، 1
 3روي ريزنمونه هاي غير تراريخت آزمون كردند و غلظت 

درصد القاي كالوس  20ميلي گرم در ليتر هيگرومايسين با 
 را به عنوان غلظت بهينه اين عامل انتخابي گزارش نمودند

)17(.  

  
رشد گياهچه هاي تراريخت و غيرتراريخت گياه دارويي  -9شكل 

 -3/0فشار اسمزي ( PEG 6000% 15زنيان در تنش اسمزي 
) b(، )سانتي متر  4خط نشانه (روز پس از كشت  10) a(؛ )مگاپاسكال

  ).سانتي متر 4خط نشانه (روز پس از كشت  50
Samara Shekar Reddy  انتقال جهت ) 2016(و همكاران

ميلي گرم در ليتر  75و  50، 25هاي  ژن به برنج غلظت
هيگرومايسين را به عنوان عامل انتخابي بر روي كالوس 

ميلي گرم در  50هاي غير تراريخت آزمون كردند و غلظت 
 ليتر هيگرومايسين را به عنوان غلظت بهينه معرفي نمودند

)30(.  

تريوم بر در تحقيق حاضر اثر پارامترهاي عامل آگروباك
تعداد گياهان باززا شده مشهود بود و مشخص شد رقت 
آگروباكتريوم، سويه آگروباكتريوم بكار رفته و آنتي بيوتيك 

ن باززا شده تاثير كشنده آگروباكتريوم همگي بر تعداد گياها
اي كه افزايش تعداد گياهان باززا شده مقاوم  دارند به گونه

اين سه عامل به آنتي بيوتيك نتيجه اثر متقابل 
در بررسي اثر متقابل اين سه عامل، . آگروباكتريومي است
بهترين پاسخ را براي تعداد  8/0-6/0رقت آگروباكتريوم 

رسد فعال ترين مرحله  داشت و بنظر مي گياهان باززا شده
هاي  سويه) log phase(رشد و تكثير لگاريتمي 

و ) 37(آگروباكتريوم دراين مقدار رقت حاصل مي گردد 
اثر . بنابراين براي انتقال ژن در گياه دارويي زنيان موثر است

سميت آگروباكتريوم در تراكم هاي سلولي بالا در انتقال ژن 
 Sivanandhan. گزارش شده است W. Somniferaبه گياه 

گزارش نمودند كه جذب نوري ) 2015(و همكاران 
سميت بر  در اين گياه علاوه بر اثر 5/0باكتريايي بالاتر از 

 را نيز كاهش مي دهد GUSسلول هاي پذيرنده، بيان ژن 
)34( .Pandey  و همكاران)تراكم هاي سلولي )2013 ،
را جهت بهينه نمودن شرايط  1و  8/0 ،6/0، 4/0، 2/0

به گياه دارويي زيره بررسي نمودند و  GUSانتقال ژن 
ي را به عنوان بهترين تراكم سلول 6/0تراكم سلول باكتريايي 

  .)26( جهت انتقال ژن به اين گياه دارويي گزارش نمودند

از عوامل كليدي ديگر در موفقيت انتقال ژن به واسطه 
. آگروباكتريوم، سويه آگروباكتريوم مورد استفاده مي باشد

روباكتريوم در توليد آگ GV3101در تحقيق حاضر سويه 
از هاي مقاوم به آنتي بيوتيك بيشتر موفق تر  تعداد كالوس

. آگروباكتريوم بود AGL1و همچنين سويه  LB4404سويه 
، LB4404هاي  اثر سويه) 1393(كاظمي و همكاران 

GV3101  وGV3850  را جهت انتقال ژنEPSPS  به گياه
مثبت  PCRكلزا بررسي نمودند و بيشترين تعداد گياهان با 

 گياه گزارش نمودند 20با تعداد  GV3850را براي سويه 
)5( .Naing  و همكاران)سويه هاي ) 2016GV3101  و

C58C1  را جهت انتقال ژنRsMYB1  به گياه
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chrysanthemum اد بكار بردند و گزارش نمودند تعد
هاي تلقيح شده با سويه  گياهان باززا شده از ريزنمونه

C58C1  آگروباكتريوم بيشتر از ريزنمونه هاي تلقيح شده با
در تحقيق حاضر . )23( اگروباكتريوم بود GV3101سويه 

 LB4404نسبت به سويه  GV3101برتري سويه 
آگروباكتريوم در باززايي تعداد گياهان بيشتر مشاهده شد و 
از اين لحاظ نتايج بدست آمده از اين تحقيق مطابق با نتايج 

انتقال ژن در گياهان . بود) 1393(كاظمي و همكاران 
باززايي ها براي  يازمند انتخاب مناسب آنتي بيوتيكن

هاي تراريخته و همچنين حذف آگروباكتريوم است،  بافت
پس علاوه بر آنتي بيوتيك انتخابي جهت حذف گياهان 
غير تراريخت، انتخاب آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم 
نيز عامل كليدي در افزايش تعداد گياهان باززا شده و 

در اين تحقيق از دو نوع آنتي . موفقيت انتقال ژن است
يوتيك متفاوت كشنده آگروباكتريوم استفاده شد و ب

ميلي  160مشخص گرديد كه آنتي بيوتيك تيمنتين به ميزان 
گرم در ليتر نتيجه بهتري را همراه با ساير پارامترهاي انتقال 

ميلي  250ژن نسبت به آنتي بيوتيك سفاتاكسيم به ميزان 
ر اث) 2016(و همكاران  Sivanandhan. گرم در ليتر دارد

هاي  وتيكميلي گرم بر ليتر آنتي بي 450- 100غلظت هاي 
 .Hسفاتاكسيم و تيمتين را بر باززايي نمونه هاي برگي گياه 

enneaspermus  مورد برسي قرار دادند و در نهايت تعداد
گياهان باززا شده حاصل از كاربرد غلظت هاي مختلف 

در آنتي بيوتيك تيمنتين را بيشتر گزارش نمودند، همچنين 
پايان گزارش نمودند كه گياهان باززا شده در حضور آنتي 

زا شده در بيوتيك تيمنتين سبزتر و سالم تر از گياهان باز
، لذا )35( سفاتاكسيم بودندمحيط حاوي آنتي بيوتيك 

نظر برتري كاربرد آنتي بيوتيك تيمنتين  تحقيق حاضر از
نسبت به آنتي بيوتيك سفااتاكسيم براي حذف 

ميانگين (ريوم و متعاقباً براي باززايي گياهان بيشتر آگروباكت
) 2014(و همكاران  Naing. ، تطابق داشت%)93باززايي 

اثر سه آنتي بيوتيك كربيسيلين، سفاتاكسيم و كلاوموكس 
)Clavamox ( را بر تعداد گياهان باززا شده در انتقال ژن

GUS  بهChrysanthemum  بررسي نمودند و گزارش دادند
هاي كربيسيلين و  ثر بازدارندگي آنتي بيوتيككه ا

كلاوموكس بر تعداد گياهان باززا شده از هر ريزنمونه 
نسبت به آنتي بيوتيك سفاتاكسيم كمتر بود، و در نهايت 

ميلي  125بيشترين تعداد گياه باززا شده را به استفاده از 
گرم در ليتر آنتي بيوتيك كلاوموكس جهت حذف 

گزارشات قبلي اثر . )22( ش نمودندآگروباكتريوم گزار
بازدارندگي آنتي بيوتيك كشنده آگروباكتريوم بر باززايي 

) آزمايشات كشت بافتي(گياهان را فقط در شرايط كنترل 
گزارش داده اند و بنظر مي رسد در شرايط انتقال ژن و 

تغيير كند و اين  ميزان باززايي گياهانوجود آگروباكتريوم 
اثر متقابل ساير عوامل انتقال ژن قرار تحت تاثير  ميزان

بهينه آنتي  هاي غلظتاثر گيرد، لذا در تحقيق حاضر 
كشنده آگروباكتريوم در شرايط واقعي انتقال  هاي بيوتيك

ژن و در حضور ساير فاكتورهاي موثر در انتقال ژن بررسي 
  .شد

در  Virتركيب فنولي استوسرينگون به عنوان القاء كننده ژن 
در سلول هاي گياهي  T-DNAريوم در جايگزيني آگروباكت

و انتخاب مقدار بهينه اين تركيب نيز مي ) 35(نقش دارد 
تواند در افزايش موفقيت تراريختي موثر باشد زيرا غلظت 

رولنس حالت وي) ميكرومولار 100كمتر از (پايين آن 
بيشتر (كند و غلظت بالاي آن  آگروباكتريوم را تشديد نمي

هاي  نيز براي آگروباكتريوم و سلول) رومولاميكر 500از 
 8/254در تحقيق حاضر ميزان ). 12(گياهي اثر سميت دارد 

استوسرينگون ) ميلي گرم در ليتر 50(ميكرومولار در ليتر 
عث باززايي گياهان مقاوم در محلول تلقيح آگروباكتريوم با

هاي  سبت به غلظتن) گياه باززا شده 8ميانگين (بيشتري 
كاظمي و . ميكرومولار در ليتر شد 400و  300، 200

 8/0و  6/0، 0/، 2/0، 1/0تاثير مقادير ) 1393(همكاران 
 EPSPSميلي مولار در ليتر استوسرينگون جهت انتقال ژن 

ميلي مولار بر ليتر  2/0در كلزا را بررسي نمودند و غلظت 
مثبت را به عنوان  PCRدرصد گياهان با  10با ميانگين 
نه استوسرينگون در انتقال ژن به كلزا گزارش غلظت بهي
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 100غلظت ) 2016(و همكاران  Fernando. )5( نمودند
 ميكرومولار در ليتر استوسرينگون را جهت انتقال ژن به

كشتي و همكشتي بكار  گياه اكاليپتوس در محيط هاي پيش
غلظت ) 2016(و همكاران  Sivanandhan. )13( بردند
تر استوسرينگون در محيط همكشتي ميكرومولار در لي 150

 .Hرا به عنوان غلظت بهينه در انتقال ژن به 

enneaspermus همچنان كه در نتايج . )35( گزارش نمودند
تحقيقات ديگر نيز مشهود است غلظت بهينه استوسرينگون 
جهت انتقال ژن در گياهان مختلف متفاوت است، همچنين 

تواند تحت تاثير اثر  اين غلظت بهينه در گياه مورد نظر مي
سويه (متقابل آن با ساير فاكتورهاي موثر در انتقال ژن 

و ...) آگروباكتريوم، مدت زمان تلقيح، تيمار پيش كشتي و 
محيط پيش كشتي، محيط تلقيح (همچنين زمان كاربرد آن 

  . قرار گيرد) يا محيط همكشتي

مدت يكي از ديگر از عوامل كليدي در موفقيت انتقال ژن 
ها در محلول آگروباكتريوم است و  مان تلقيح ريزنمونهز

بنظر مي رسد بسته به نوع ريز نمونه و سن آن، گونه 
گياهي و حتي ژنوتيپ گياهي مورد استفاده، سويه 
آگروباكتريوم، نوع و تركيبات محيط كشت، نحوه تلقيح و 

- 2دماي تلقيح و ساير عوامل انتقال ژن، اين مدت زمان از 
، در نتيجه پيدا نمودن مدت زمان )35(تغير باشد دقيقه م 60

و  Jha. تلقيح مناسب عاملي موثر در انتقال ژن مي باشد
دقيقه را به عنوان مدت زمان بهينه  30) 2011(همكاران 

 Pennisetum glaucum گياه تلقيح جهت انتقال ژن به
) 2013(و همكاران  Rajesh، همچنين )16( گزارش نمودند
دقيقه را به عنوان زمان بهينه براي  20يح مدت زمان تلق

 گزارش دادند P. hexandrumانتقال ژن به گياه دارويي 
)28( .Yadav  و  همكاران)هاي تلقيح  مدت زمان) 2012

 annexin 1bjدقيقه را جهت انتقال ژن  30و  20، 15، 10
 15بكار بردند و مدت زمان تلقيح  Vignaradiateبه گياه 

 وان بهترين تيمار در اين گياه گزارش نمودنددقيقه را به عن
در تحقيق حاضر نيز بيشترين گياهان باززا شده از  .)37(

دقيقه حاصل شد هر چند تفاوت  30مدت زمان تلقيح 

هاي  مدت زمانداري بين تعداد گياهان باززا شده از  معني
از اين لحاظ دقيقه وجود نداشت، لذا  30دقيقه و  20تلقيح 

ق حاضر مطابق با تحقيقات قبلي انجام شده در نتايج تحقي
  . بودگياهان دارويي ديگر 

يكي از روش هاي موثر القاي تنش اسمزي در گياهان 
 PEG(استفاده از پلي اتيلن گلايكول با وزن مولكولي بالا 

از ) 1394(سودائي زاده و همكاران  .باشد مي) 6000-8000
خشكي جهت ايجاد تنش  PEG6000غلظت هاي مختلف 

مگاپاسكال در گياه  - 1/2و  -45/1، - 9/0، - 5/0در سطوح 
استفاده كرده و گزارش ) .Lepidium sativum L(شاهي 

نمودند كه بذور داراي موسيلاژ شاهي نسبت به بذور بدون 
موسيلاژ به ميزان كمتري تحت تاثير تنش خشكي قرار 

اثر تنش هاي ) 2014(و همكاران  Rohamare ).3(گرفتند 
مگاپاسكال حاصل  -2/0و  - 15/0، - 1/0، - 05/0زي اسم

را در مراحل جوانه زني و  PEGاز غلظت هاي مختلف 
گياهچه گياه دارويي زنيان مورد برسي قرار دادند و 
بالاترين اثر منفي بر خصوصيات جوانه زني و صفات 

مگاپاسكال  -2/0موروفولوژيكي را در فشار اسمزي 
حاضر نيز اثر منفي و  در تحقيق. )29( گزارش نمودند

مگاپاسكال بر گياه  - 3/0جبران ناپذير تنش اسمزي 
 fldغيرتراريخت زنيان مشهود بود، با اين حال، حضور ژن 

در گياه دارويي زنيان به خوبي اثر منفي تنش اسمزي ناشي 
به تاخير انداخت و باعث تحمل طولاني تر را  PEGاز 

ريخت در برابر گياهان تراريخت نسبت به گياهان غيرترا
 Sheikhنتايج تحقيق حاضر با نتايج . تنش اسمزي شد

Beig Goharrizi )2016 ( نيز اثر مثبت ژنfld  در مقاومت
% 10-5جنين هاي سوماتيكي گردو به تنش اسمزي ناشي 

PEG  31(را گزارش نمودند .(  

  نتيجه گيري نهايي

بيوتيك هيگرومايسين  گرم در ليتر آنتي ميلي 20غلظت 
 دراي جلوگيري از رشد و توليد كالوس رين غلظت بركمت

رقت  .زنيان بودتراريخت  هاي غير هيپوكوتيل

www.SID.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 1396، 3، شماره 30جلد                                                    )                         مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

آگروباكتريوم،  GV3101، سويه 8/0- 6/0آگروباكتريوم 
 8/254ميلي گرم در ليتر آنتي بيوتيك تيمنتين،  160غلظت 

دقيقه زمان تلقيح  30در ليتر استوسرينگون و  ميكرومولار
پارامترهاي انتقال ژن به واسطه  به عنوان بهترين

با  HPTبا ژن انتخابي  p6Uآگروباكتريوم حامل سازه ژني 
تراريختي . بيشترين تعداد گياهان باززا شده شناسايي شدند

باعث افزايش تحمل به تنش  fldگياه دارويي زنيان با ژن 
  .اسمزي نسبت به گياه غيرتراريخت شد

  تشكر و قدرداني

 توسعه ستاد 950620 شماره اليم كمك با پژوهش اين
از سازمان تحقيقات . است شده انجام فناوري زيست

جنگلها و مراتع جمهوري اسلامي ايران جهت فراهم 
 حسن محمد دكتر آقاي جناب ازنمودن بذور زنيان و 

 و دارويي گياهان آوري فن و علوم توسعه ستاد دبير عصاره
 همچنين ازو  زنيان دارويي گياه معرفي براي سنتي طب

گروه زيست شناسي مولكولي مركز تحقيقات بيوتكنولوژي 
كشاورزي هانا دانشگاه پالاچكي جمهوري چك جهت 

تحقيق بخشي از فراهم نمودن شرايط آزمايشگاهي انجام 
  .حاضر تشكر و قدرداني مي شود

  منابع
اثر تيمارهاي مختلف بر شكستن . 1394. ع.م، حشمتي غ.اسعدي ع. 1

 Thymus(يك جوانه زني بذر آويشن خراساني خواب و تحر

transcaucasicus Ronn. ( و آويشن شيرازي)Zataria 

moltiflora Boiss. .(28جلد . مجله زيست شناسي ايران ،
  ,22- 12: ص. 1شماره 

فاكتورهاي موثر در تراريزش پنبه . 1389. توحيد فر م، محسن پور م. 2
، 2جلد  .تكنولوژي كشاورزيمجله بيو. با استفاده از آگروباكتريوم

  .24-2 :ص. 1شماره 

بررسي تاثير . 1394. سودائي زاده ح، مصلح آرائي ا، تجمليان م. 3 
 Lepidium(موسيلاژ بر ميزان مقاومت به خشكي گياه شاهي 

sativum L. (مجله زيست . در مرحله جوانه زني و رشد اوليه
  .1027-1017: ص. 5، شماره 28جلد . شناسي ايران

. 1392. م.غ يجوزان يصالح ر، فتوت م، فر ديتوح س، يعبدالملك. 4
. يژن تفنگ روش به  fld ژن از استفاده با گندم اهيگ زشيترار

 :ص. 11، شماره 5جلد  .يزراع اهانيگ اصلاح پژوهشنامهمجله 
1-10. 
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Optimization of Agrobacterium-mediated gene transformation in 
Ajowan medicinal plant (Trachyspermum ammi L.) using fld gene 
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S.M.M.1 
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Abstract 

To optimize gene transformation condition in ajowan medicinal plant effect of  
individual parameters such as optical density of Agrobacterium cell culture, 
Agrobacterum strain, type of antibiotic to elimination of Agrobacterium, acetosyringone 
concentration and inoculation duration was investigated using p6U-Ubi-FVT1 plasmid 
contain HPT gene as selectable marker and fld gene. 20 mg/L of hygromaycin was 
identified as minimum concentration of this selectable agent to prevent of callus 
induction in non-transgenic cells of ajowan. Interaction effect of optical density of 
Agrobacterium, Agrobacterium strain and type of Agrobacterium killing antibiotic on 
number of regenerated plant was significant at 1% probability level and less inhibitory 
effect on regenerated plant was related to OD600=0.6-0.8×GV3101 Agrobacterium 
starin×160 mg/L of timentin antibiotic. More regenerated plant resistance to 
hygromaycin was achieved by 254.8 µm/L of acetosyringone. More regenerated plant 
was achieved from 30 minutes inoculation duration than 1 and 20 minutes inoculation 
duration, nonetheless there was no statistically significant difference between means of 
regenerated plant from 20 and 30 minutes inoculation duration. The presence of the 
target gene was evaluated using PCR analysis on regenerated plants. Results of PCR 
analysis confirm entity of at least one copy of the target gene on plants genome. The 
superiority of transgenic plants against non-transformed plants for tolerance to -0.3 Mpa 
osmotic stress was proved through osmotic stress tolerance bioassay.  

Key words: Agrobactrium, Ajowan, Flavodoxin, Hygromaycin, Transformation Factors. 
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