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 2/5/1397تبسیخ پزیشؽ:     27/12/1396تبسیخ دسیبفت: 

 ـــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــــ

 چکیذه

صایی ٍ ثبصصایی اسلبم هَسد هطبلؼِ رست ٍ ّوچٌیي ثشسػی اهکبى اًتمبل طى ثب اػتفبدُ اص  ایي تحمیك ثب ّذف ثشسػی هیضاى کبلَع هذف:

 سیضًوًَِ رَاًِ کبهل ٍ هشیؼتن ساػی اًزبم ؿذ. 

کـت ؿذًذ.  D mg/l 5-2,4حبٍی  MSسلن رست، دس هحیط  6ػی ػبلِ اس  : دٍ ًَع سیضًوًَِ رَاًِ کبهل ٍ هشیؼتنها مواد و روش

اػتفبدُ ؿذ. ثب تَرِ ثِ ًتبیذ آصهبیؾ کـت ثبفت، دٍ  Kinetin mg/l 1ٍBAP mg/l10حبٍی  MSّب، اص هحیط  ثشای ثبصصایی کبلَع

حبٍی  LBA4404ػَیِ  Agrobacterium tumefaciensّب ثب  ثشای اًتمبل طى اًتخبة ٍ تشاسیضؽ سیضًوًَِ SC703  ٍSC704سلن 

                 ٍ آصهَى ّیؼتَؿیویبیی اػتفبدُ ؿذ. PCRّب اص ٍاکٌؾ  ًزبم ؿذ. ثشای ثشسػی تشاسیختگی ًوًَِاpBI121 ٍکتَس 

دسكذ ٍ ثیـتشیي  100سٍص ایزبد ؿذًذ ٍ فشاٍاًی المبی کبلَع دس ّش ؿؾ سلن ٍ ّش دٍ سیضًوًَِ،  40تب  30ّب دس هذت  کبلَع نتایج:

 PCRثَد. ًتبیذ  SC 703ٍ رَاًِ کبهل سلن  SC 704ی سلن  ػی ػبلِاّبی هشیؼتن س سیضًوًَِدسكذ( هشثَط ثِ  90هیضاى ثبصصایی )

ًیض ثیبى  GUSّب كَست گشفتِ ٍ طى  ّبی هذًظش ثِ کبلَع ًـبى داد کِ اًتمبل طى GUSٍ آصهَى ّیؼتَؿیویبیی  NPTIIثشای طى 

 ؿَد.  هی

 صایی، ثبصصایی ٍ اًتمبل طى ًـبى داد. َعسا اص ًظش کبل SC 704ًتبیذ، ثْتش ثَدى سلن  نتیجه گیزی:

 صایی، ثبصصایی، آگشٍثبکتشیَم، رست هشیؼتن ساػی ، کبلَع واصگان کلیذی:
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 مقدمه

الوللی غلات، هیضاى تَلیذ رست  طجك گضاسؽ اًزوي ثیي

هیلیَى تي  1000ثشاثش ثب  بتمشیج 2016دس دًیب دس ػبل 

ثَدُ اػت کِ ثیـتشیي تَلیذ دس ثیي غلات ثِ ایي هحلَل 

الؼبدُ صیبدی کِ رست  ػلت اّویت فَق اختلبف داسد. ثِ

هیي غزای دام ٍ طیَس ٍ هلبسف داسٍیی ٍ كٌؼتی بدس ت

ثبؿذ. اص  داسد، اكلاح ایي هحلَل ثؼیبس هَسد تَرِ هی

ػشكِ رذیذ ، هٌْذػی طًتیك یك 1990اٍاػط دِّ 

ثشای اكلاح غلات ثب ػشػت ثیـتش ٍ یب هؼشفی كفبت 

(. هَفمیت دس 2،3،1) صساػی هفیذ فشاّن کشدُ اػت

ٍرَد یك  هٌْذػی طًتیك ًیض تب حذ صیبدی ثِ

دػتَسالؼول هٌبػت ثشای ثبصصایی ٍ تَلیذ گیبُ تشاسیخت اص 

طشیك کـت ثبفت ٍاثؼتِ اػت. دس ثیـتش تحمیمبت اًتمبل 

ػٌَاى سیضًوًَِ اػتفبدُ  ّبی ًبسع ثِ اص رٌیيطى ثِ رست، 

ّبی ًبسع  ؿذُ اػت. هحذٍدیت ػوذُ اػتفبدُ اص رٌیي

ػٌَاى سیضًوًَِ ایي اػت کِ ّوجؼتگی ؿذیذی ثیي  ثِ

ّبی ػَهبتیکی ٍرَد داسد ٍ تؼذاد  طًَتیپ ٍ تَلیذ رٌیي

ّبی  ّبی رست لبدس ثِ تَلیذ کبلَع کوی اص طًَتیپ

 Somaclonal)هبکلًَبلصا ّؼتٌذ. تٌَع ػَ رٌیي

variation)  ٍ ایزبد ؿیوش، فشاٍاًی پبییي المبی کبلَع ،

ّبی ًبسع  ثبصصایی گیبُ اص هـکلات دیگش اػتفبدُ اص رٌیي

(. لبثل رکش اػت کِ دس اغلت هَاسد، تٌَع 5،4، 6) ثبؿذ هی

ؿَد. دس هَاسدی  ػَهبکلًَبل هَرت ثشٍص كفبت هٌفی هی

، پبیذاس ًیؼت ٍ هوکي کٌذ ّن کِ كفت هخجتی ثشٍص هی

كَست هٌفی تحت تبحیش لشاس گیشًذ  اػت كفبت دیگش ثِ

پزیشی  ػی ػبلِ اًؼطبف اکِ هشیؼتن س (. دس حبلی7)

ػَهبتیکی  ّبی ثیـتشی داؿتِ ٍ اهکبى تَلیذ رٌیي

كَست هؼتمل اص طًَتیپ دس ایي ًَع سیضًوًَِ ٍرَد  ثِ

ِ ّبی ػبل ثِ هشیؼتن T-DNA(. هیضاى اًتمبل 8داسد )

رست دس هحیط کـت حبٍی اکؼیي ثبلا اػت ٍ ًیبصی ثِ 

ّبی ثب ؿذت ثیوبسیضایی ثبلا آگشٍثبکتشیَم  اػتفبدُ اص ػَیِ

 كَست ثِتَاى  ّب سا هی ثبؿذ. ػلاٍُ ثش ایي، ایي سیضًوًَِ ًوی

صایی  حش ٍ کبسآهذ ثشای ثبصصایی گیبّبى اص طشیك رٌیيَه

تفبدُ لشاس صایی هؼتمین هَسد اػ ػَهبتیکی ٍ حتی اًذام

داد ٍ گیبّبًی اص ًظش طًتیکی یکؼبى ثب ٍالذیي تَلیذ کشد 

ّبی ًبسع  رٌیي(. هحذٍدیت دیگش دس اػتفبدُ اص 9)

دػت آٍسدى رٌیي  اػت کِ ثشای ثِ  ػٌَاى سیضًوًَِ ایي ثِ

ًبسع ثبیؼتی گیبُ رست سؿذ سٍیـی خَد سا توبم کشدُ ٍ 

ت صهبى ثِ هشحلِ صایـی ٍ تـکیل رٌیي ثشػذ کِ ایي هذ

ّبی  کِ هشیؼتن هبُ خَاّذ ثَد. دس حبلی 3طَلاًی ٍ حذٍد 

ساحتی ثب رَاًِ  ّبیی ّؼتٌذ کِ ثِ سیضًوًَِ ع ػبلِ،اس

                                                                       ؿًَذ. سٍص آهبدُ هی 7تب  4صدى ثزٍس دس هحیط کـت طی 

آگشٍثبکتشیَم ًیؼتٌذ ٍ تب ػبل طَس طجیؼی هیضثبى  غلات ثِ

ّیچ گضاسؿی اص اًتمبل طى ثِ غلات ثب ایي سٍؽ  1993

ثب سٍؽ ثیَلیؼتیك  بٍرَد ًذاسد. اًتمبل طى ثِ غلات ػوذت

اًزبم ؿذُ اهب ػیت ػوذُ ایي سٍؽ ایي اػت کِ اغلت 

تَاًذ  ّبی طى ٍاسدُ ؿذُ، ثبلا ثَدُ کِ هی تؼذاد ًؼخِ

ّبی ثؼذ  پبیذاس دس ًؼلهٌزش ثِ خبهَؿی طى ٍ تَاسث ًب

تَاًذ یك  (. اًتمبل طى ثب آگشٍثبکتشیَم هی10) ؿَد

سٍؽ ثیَلیؼتیك ثشای غلات اص  پیـٌْبد ثْتش ًؼجت ثِ

رولِ رست اسائِ دّذ. ایي ػیؼتن اًتمبل طى هٌزش ثِ 

ّب ًؼجت ثِ  پبیذاسی ثیـتش ٍ تؼذاد کن ًؼخِ تشاسیخت

               (. 11ذ )ثبؿ ؿَد ٍ کبسآهذتش هی تفٌگ صیؼت پشتبثی هی

ثشسػـی   -1دس ایي تحمیك دٍ ّـذف هـذًظش ثـَدُ اػـت:     

 -2صایی ٍ ثبصصائی اسلبم هَسد هطبلؼـِ رست ٍ   هیضاى کبلَع

ثشسػی اهکـبى اًتمـبل طى ثـِ رست ثـب اػـتفبدُ اص دٍ ًـَع       

 سیضًوًَِ رَاًِ کبهل ٍ هشیؼتن ساػی ػبلِ.

 

 ها  مواد و روش

سلن رست ّیجشیذ  6س هَاد گیبّی ایي تحمیك ؿبهل ثز

SC260 ،SC400 ،SC403 ،SC500 ،SC703  ٍ

SC704  ِاص هؤػؼِ اكلاح ٍ تْیِ ًْبل ٍ ثزس کشد تْی

ّبی هَسد اػتفبدُ ػجبست اص رَاًِ کبهل ٍ  ؿذ. سیضًوًَِ

ػی ػبلِ ثَدًذ. طشح هَسد اػتفبدُ آصهبیؾ اهشیؼتن س

َس تکشاس ثَد )فبکت 4تلبدفی ٍ  فبکتَسیل ثب طشح پبیِ کبهلا

A ًَع سلن ٍ فبکتَس :B ًَع سیضًوًَِ(. تزضیِ ٍ تحلیل :
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، همبیؼِ MSTAT-Cافضاس  ّب تَػط ًشم آهبسی دادُ

افضاس  هیبًگیي ثب سٍؽ داًکي ٍ سػن ًوَداسّب تَػط ًشم

EXCEL  اًزبم گشفت. توبهی هَاد اػتفبدُ ؿذُ دس کـت

ثیَتیکْبی  اًذ. آًتی ثَدُ Merckثبفت اص هحلَلات ؿشکت 

 ٍ ػفَتبکؼین (Streptomycin) اػتشپتَهبیؼیي

(Cefotaxime)  ٍ اص ؿشکت داسٍػبصی ربثشثي حیبى

 تْیِ ؿذ. Sigmaاص ؿشکت (  Kanamycin) کبًبهبیؼیي

ثشای ضذػفًَی اثتذا، : ضذعفونی بذور و تهیه ریشنمونه

لشاس دسكذ  90حبًیِ دس الکل اتبًَل  10هذت  ثزسّب ثِ

ؿذًذ ٍ ػپغ  گشفتِ ٍ ثؼذ ثب آة همطش ؿؼتـَ دادُ 

 1/0دسكذ ثِ اضبفِ  5ثزسّب دس داخل ّیپَکلشیت ػذین 

دلیمِ  30الی  25 هذت ثِ( Tween 20) 20دسكذ تَئیي 

لشاس گشفتٌذ ٍ هزذدا ػِ هشتجِ ثب آة همطش اػتشیل 

ؿؼتـَ دادُ ؿذًذ. ثزسّبی ضذػفًَی ؿذُ ثِ هحیط 

صًی هٌتمل ٍ دس اتبلك سؿذ  َاًِرْت ر MSکـت پبیِ 

ٍ  گشاد دسرِ ػبًتی 24±1سٍص دس دهبی  7تب  5 هذت ثِ

ػبػت تبسیکی لشاس  8ػبػت سٍؿٌبیی ٍ  16دٍسُ ًَسی 

 4تب  3صًی، اًتْبی ػبلِ ثِ طَل  گشفتٌذ. پغ اص رَاًِ

سیضًوًَِ رَاًِ کبهل  ػٌَاى ثِّب  هتش لطغ ٍ اص آى هیلی

وًَِ هشیؼتن سأػی ػبلِ اػتفبدُ ؿذ. ثشای تْیِ سیضً

هتش سػیذ ثب ثشسػی  ػبًتی 3تب  2چِ ثِ  ٍلتی طَل ػبلِ

ػی ػبلِ کِ دس ادس صیش ثیٌَکَلاس لؼوت هشیؼتن س

سػذ  هتش هی هیلی 3لؼوت اًتْبیی لشاس داسد ٍ طَل آى ثِ 

رذا ؿذ. لبثل رکش اػت کِ ثشای چٌذ ًوًَِ اٍل رْت 

اػتفبدُ  هـخق ؿذى ٍضؼیت هشیؼتن ساػی اص ثیٌَکَلش

                                           (.12ؿذ )

ّبی ػبلِ ثشای المبی  ّبی رَاًِ کبهل ٍ هشیؼتن سیضًوًَِ

 mg/l 100ّوشاُ ثب  MSّب سٍی هحیط  کبلَع

ّیذسٍکلشایذ ثِ اضبفِ -تیبهیي mg/l 400هیَایٌَصیتَل ٍ 

2,4-D mg/l 5  .کـت ؿذًذpH  تٌظین  8/5هحیط سٍی

کِ اًتْبی  طَسی طَس افمی کوی هبیل، ثِ ّب ثِ سیضًوًَِؿذ. 

ّب داخل هحیط کـت ثبؿذ لشاس گشفتٌذ. پتشی  آى

ّبی کـت ؿذُ ثِ اتبلك سؿذ ثب  ّبی حبٍی سیضًوًَِ دیؾ

                             (.9ٍ تبسیکی هٌتمل ؿذًذ )گشاد  دسرِ ػبًتی 27±1دهبی 

ّب ثِ هحیط کـت  ّبی ایزبد ؿذُ اص سیضًوًَِ کبلَع

هیَایٌَصیتَل،  mg/l 100ّوشاُ ثب  MSثبصصایی ؿبهل 

mg/l 100  ،گلایؼیيmg/l 1  ٍ کیٌتیيmg/l 10 6- 

 27 ±1هٌتمل ؿذُ ٍ دس دهبی   (BAP)ثٌضیل آهیٌَپَسیي

ػبػت  8ػبػت سٍؿٌبیی ٍ  16ٍ   گشاد دسرِ ػبًتی

(. ثشای رلَگیشی اص تَلیذ 9) داسی ؿذًذ تبسیکی ًگِ

ّب، دس ایي هشحلِ ثِ  ای ؿذى ًوًَِ تشکیجبت فٌَلی ٍ لَُْ

رغبل فؼبل اضبفِ ؿذ.  g/l 1هحیط کـت هیضاى 

سٍص پغ اص اًتمبل ثِ  40تب  30ّبی ػجض کَچك،  چِ گیبُ

سٍص  15ّش  ّب هؼوَلا یبفتٌذ. ًوًَِ هحیط ثبصصایی توبیض 

ي دٍسُ تؼذاد ؿذًذ. دس طَل ای ثبس ٍاکـت هی یك

                      ّبی ثبصصا ؿذُ، یبدداؿت ثشداسی ؿذًذ.  کبلَع

 

دلیل اػتفبدُ اص سٍؽ اًتمبل طى ثب  ثِ: انتقال صن

 pBI121آگشٍثبکتشیَم، لاصم ثَد کِ پلاػویذ گیبّی 

ثِ  GUS  ٍNPTIIّبی  ( حبٍی طىNovagen)ؿشکت 

(. ثشای تشاسیختی 1 ذ )ؿکلؿآگشٍثبکتشیَم ٍاسد 

 Freezeآگشٍثبکتشیَم، اص سٍؽ اػتبًذاسد رٍة ٍ اًزوبد )

and thaw( ثب اػتفبدُ اص کلؼین کلشیذ )CaCl2)20 

       (.13هَلاس ٍ اصت هبیغ اػتفبدُ ؿذ ) هیلی

 

 

 

 

 

 

        َای ررت. استفادٌ ضذٌ است کٍ برای تراریسش ریسومًوٍ NPTII ي GUSَای  حايی شن pBI121پلاسمیذ  T-DNAواحیٍ  :1ضکل 
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داسای ًبلل  LBA4404ّبی ػَیِ  اص آگشٍثبکتشیَم

pBI121  کـت ؿجبًِ دس هحیط ،LB  هبیغ داسای

ّبی کبًبهبیؼیي ٍ اػتشپتَهبیؼیي اًزبم ؿذ ٍ  ثیَتیك  آًتی

 OD600 ،Mµ 200;1-5/1یك ػبػت لجل اص حلَل 

 rpmّب دس  اػتَػیشیٌگَى ثِ آى اضبفِ ؿذ. ػپغ، ػلَل

 گشاد دسرِ ػبًتی 4دلیمِ دس دهبی  10 هذت ثِ 3000

ػبًتشیفیَط ؿذًذ. پغ اص حزف سٍؿٌبٍس، سػَة حبكل دس 

 MS ،w/v 1ّبی  ًوك 2/1ػبصی ) هحیط هبیغ آلَدُ

اػتَػیشیٌگَى )ؿشکت  Mµ 200گلَکض ٍ  دسكذ

Sigma 2/5( ثب;pH ٍػیلِ سلیك کشدى ثب  ؿذ. ثِ( حل

دٍثبسُ تٌظین ؿذ.  OD;8/0ػبصی  هحیط آلَدُ

ػی ػبلِ دس دهبی اّبی رَاًِ کبهل ٍ هشیؼتن س سیضًوًَِ

ػِ ػبػت دس  هذت ثٍِ تبسیکی   گشاد دسرِ ػبًتی 25

ػَػپبًؼیَى ػلَلی آگشٍثبکتشیَم لشاس گشفتٌذ. ػپغ دس 

 دسكذ MS  ،w/v 2ّبی  ًوك 2/1کـتی ) هحیط ّن

سٍص دس تبسیکی لشاس  4تب  3 هذت ثِآگبس(  g/l 8گلَکض ٍ 

ّب ثِ هحیط المبی کبلَع  گشفتٌذ. پغ اص آى، سیضًوًَِ

( هٌتمل ٍ mg/l 250ثیَتیك ػفَتبکؼین ) ّوشاُ ثب آًتی

                                           (. 9دس تبسیکی لشاس گشفتٌذ )

حیط ثبصصایی ثذٍى سٍص ثِ ه 40ّب ثؼذ اص حذٍد  کبلَع

ثیَتیك ػفَتبکؼین هٌتمل ؿذًذ. ثشای رلَگیشی اص  آًتی

ّب، ثِ هحیط  ای ؿذى ًوًَِ تَلیذ تشکیجبت فٌَلی ٍ لَُْ

ّب  . کـتؿذصغبل فؼبل اضبفِ  l/g 1کـت ثبصصایی هیضاى 

 ؿذًذ. ثبس ٍاکـت هی سٍص یك 15ّش  هؼوَلا

ییذ بهٌظَس ت ثِ :بزرسی کالوس ها اس نظز تزاریختی

ثب آغبصگشّبی اختلبكی  PCRّب، اص  اًتمبل طى ثِ کبلَع

ی طًَهی اص DNAاػتفبدُ ؿذ. اثتذا  NPTIIطى 

( اػتخشاد ؿذ. دس ٍاکٌؾ 14ّب ثب سٍؽ دلاپَستب ) کبلَع

PCR  اص پشایوشّبی اختلبكی طىNPTII  ثب تَالی

-'5)پشایوش پیـشٍ( 

ATGATTGAACAAGATGGATTGCACGCA

G-3'  5 پؼشٍ( ٍ تَالی )پشایوش'-

TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCGATA

G-3'  اػتفبدُ  ؿذ. پشایوشّب ثب ًشم افضاس Vector 

NTI طشاحی ؿذًذ. ٍاکٌؾPCR  اًزبم  1هطبثك ثب رذٍل

        ؿذ. 

 

 

 NPTIIضامل زمان ي دمای مًرد ویاز برای تکثیر شن  PCRبروامٍ  :1جذيل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 هشحلِ دهب ٍ صهبى

 ٍاػشؿتِ ػبصی اٍلیِ        گشاد دسرِ ػبًتی 95 ،5 ′

 ٍاػشؿتِ ػبصی        گشاد دسرِ ػبًتی 95، 30 ″

 اتلبل        گشاد دسرِ ػبًتی 58،  ″30

 ػٌتض        گشاد دسرِ ػبًتی 72، 30 ″

 ػٌتض ًْبیی        گشاد دسرِ ػبًتی 72،  ′4

       ّ ب تؼذاد ػیکل 30
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ییذ اًتمبل ٍ ثیبى طى بآصهَى ّیؼتَؿیویبیی ًیض رْت ت

GUSّبی ؿبّذ ٍ تشاسیخت رست، ثب  ، ثش سٍی کبلَع

 ( كَست گشفت.15سٍؽ رفشػَى ٍ ّوکبساى )

 نتایج

سٍص هٌبػت ثشای  5تب  4اًذاصُ ثزسّبی رَاًِ صدُ ثؼذ اص 

تْیِ سیضًوًَِ رَاًِ کبهل ثَدًذ کِ ثشای تْیِ آى اًتْبی 

هتش طَل داؿت، اص ثزس رذا  هیلی 4تب  3ػبلِ کِ حذٍد 

 3تب  2چِ ثِ  سٍص ٍلتی طَل ػبلِ 7ؿذ. پغ اص حذٍد  

ن هتش سػیذ ثب ثشسػی دس صیش ثیٌَکَلش لؼوت هشیؼت ػبًتی

 3اًتْبیی ثب طَلی حذٍد   سأػی ػبلِ کِ دس لؼوت

ّب دس هذت  ؿذ. کبلَع هتش لشاس داؿت، ثب دلت رذا  هیلی

سٍص اص لشاس گشفتي دس هحیط کـت حبٍی  40تب  30

ّبی  ( دس طی ثشسػیC2اکؼیي تـکیل ؿذًذ )ؿکل 

صایی دس اسلبم ٍ  اًزبم گشفتِ تفبٍتی ثیي هیضاى کبلَع

ـبّذُ ًـذ ٍ ًتبیذ حبكل ًـبى ّبی هختلف ه سیضًوًَِ

سلن رست ٍ ثشای دٍ  6داد کِ هیبًگیي المبی کبلَع دس 

ّبی  دسكذ اػت. کبلَع 100ًَع سیضًوًَِ هـبثِ ٍ 

ّبیی داؿتٌذ، تؼذادی اص  ؿذُ اص ًظش ثبفت تفبٍت تَلیذ

ّب ًشم ٍ آثکی ثَدًذ ٍلی اغلت آًْب ثبفت ػفت ٍ  آى

                 تشی داؿتٌذ.  هحکن

ّب ثؼذ اص هذتی ثِ  صایی ثشخی اص کبلَع دس هحیط کبلَع

( کِ ثب اػتفبدُ D2آهذًذ )ؿکل ای دس هی سًگ تیشُ ٍ لَُْ

( ایي هـکل تب حذ صیبدی ثشطشف g/l 1اص رغبل فؼبل )

 % هَاسد تبحیش هخجت رغبل فؼبل هـبّذُ ؿذ(. 95ؿذ.)دس 

 

 

 

 

 

 

 

 

( ریسومًوٍ مریستم رأسی ساقٍ بر ريی Bزایی،  ریسومًوٍ جًاوٍ کامل بر ريی محیط کطت کالًس (Aزایی ررت  مراحل مختلف کالًس :2ضکل 

 ای ضذٌ در اثر تًلیذ ترکیبات فىًلی کالًس قًٌُ (Dزایی،  کالًس ایجاد ضذٌ در محیط کالًس (Cزایی،  محیط کطت کالًس

 

سٍص  40تب  30ّب دس طَل  ّب ٍ ایزبد گیبّچِ ثبصصایی کبلَع

  BAPّب دس هحیط کـت حبٍی  پغ اص لشاسگیشی کبلَع

(mg/l 10( کیٌتیي ٍ )mg/l 1 3( اتفبق افتبد )ؿکل.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               َای رضذکردٌ چٍ ( گیاDٌي  Cَای باززا ضذٌ،  چٍ ( گیاBٌَای باززا ضذٌ،  ( کالًسAمراحل باززایی ررت،  :3ضکل 

A B

B 
C D 

B A C D 



 
 و همکاران  خدیجه باقری                         با استفاده از آگروباکتریوم ...(  .Zea mays L انتقال ژن به ذرت )

 

 11 1991 بهار، 1 ، شماره9پژوهشي(، جلد   -مجله سلول و بافت )علمي
 

  

ًتبیذ رذٍل تزضیِ ٍاسیبًغ دسكذ ثبصصایی ًـبى داد کِ 

( ٍ ًَع Aاحش سلن، سیضًوًَِ ٍ احش هتمبثل ًَع سلن )فبکتَس 

دسكذ  1( ثش هیضاى ثبصصایی دس ػطح B)فبکتَس   سیضًوًَِ

(. ثب ثشسػی همبیؼِ 2 ثبؿذ )رذٍل داس هی هؼٌی

ّبی هشثَط ثِ احشات هتمبثل هـخق ؿذ کِ  هیبًگیي

دسكذ اػت.  90ٍ  37فشاٍاًی ثبصصایی اسلبم هختلف ثیي 

دسكذ( هشثَط ثِ  90ثیـتشیي هیضاى ثبصصایی )

ٍ  SC 704ی سلن  تن سأػی ػبلِّبی هشیؼ سیضًوًَِ

دسكذ( هشثَط ثِ  50/37کوتشیي هیضاى ثبصصایی )

 SC 400  ٍSCی اسلبم  ّبی هشیؼتن سأػی ػبلِ سیضًوًَِ

داس ثَدى  (. ثب تَرِ ثِ هؼٌی3ثبؿذ )رذٍل  هی 403

احشهتمبثل سلن ٍ سیضًوًَِ ثش ثبصصایی، دس ثشخی 

، سیضًوًَِ هشیؼتن ساػی ػبلِ ٍ دس ثشخی  (SC704)اسلبم

تش ثَدُ  ًیض سیضًوًَِ رَاًِ کبهل هٌبػت (SC703)اسلبم 

 اػت.

  

 

 ي ضص رقم ررت  جذيل تجسیٍ ياریاوس درصذ باززایی با دي وًع ریسومًوٍ :2جذيل 

 

 هٌجغ تغییشات

 

 دسرِ آصادی

 

 هیبًگیي هشثؼبت

 

F 

 (A)فبکتَسسلن 

 
5 060/0550 ** 5724/07 

 0 020/546  *4752/5 (Bسیضًوًَِ )فبکتَس 

 5 275/545  **4053/5 (A × B) سیضًوًَِ ×احشهتمبثل سلن 

  376/074 46 خطب

        داس دس ػطح احتوبل یك ٍ پٌذ دسكذ تشتیت هؼٌی ثِ ٍ * **

 

 

 ریسومًوٍ ي وًع رقم بر میسان باززایی در ضص رقم ررت: مقایسٍ میاوگیه اثر متقابل وًع 3جذيل 

 دسكذ ثبصصایی سلن ًَع سیضًوًَِ

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Sc260 50cd ±  5.1 
 Sc400 50cd ± 1.45 

 Sc403 58.33cd ± 4.06 رَاًِ کبهل

 Sc500 58.33cd ±1.45 

 Sc703 82 ab ± 1.37 
 Sc704 66.67bc ± 4 

 Sc260 50cd ± 2.3 

 Sc400 37.5d ± 2.6 

 Sc403 37d ± 3.3 هشیؼتن ساػی ػبلِ

 Sc500 50cd ± 2.5 

 Sc703 61bcd ± 3.52 
 Sc704 89.18a ± 3 

 ًذاسًذ (ρ<0.01)ّبی داسای حشٍف هـبثِ اص ًظش آهبسی تفبٍت هؼٌی داسی  هیبًگیي
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 نتایج انتقال صن

ّبی کـت ؿذُ ثش سٍی  ػبصُ طًی ٍاسد ؿذُ ثِ سیضًوًَِ

ای اػت کِ ثب  هحیط کـت حبٍی کبًبهبیؼیي، ثِ گًَِ

ٍ ثب اػتفبدُ اص آغبصگشّبی اختلبكی طى هَسد  PCRاًزبم 

تَاى ٍرَد ایي ػبصُ سا دس گیبّبى تشاسیخت احجبت  ًظش، هی

ی طًَهی اػتخشاد  DNAثش سٍی  PCRًوَد. ٍاکٌؾ 

ّب ثب اػتفبدُ اص آغبصگشّبی اختلبكی طى  عؿذُ اص کبلَ

NPTII ّبی تَلیذ  اًزبم گشفت کِ دس تؼذادی اص کبلَع

 SC 703  ٍSCػی ػبلِ اسلبم اهشیؼتن س  ؿذُ اص سیضًوًَِ

سا ًـبى دادًذ کِ ثب اًذاصُ  bp 795ب ،  لطؼِ تمشیج704

ّوخَاًی داسد. ) لبثل رکش  NPTIIهَسد اًتظبس ثشای طى 

صایی ٍ ثبصصائی، دٍ سلن   اػت کِ ثب تَرِ ثِ  ًتبیذ کبلَع

SC703  ٍSC704  .)ثشای اًتمبل طى اًتخبة ؿذُ ثَدًذ

ای هـبّذُ ًـذ.  گًَِ لطؼِ ّبی ؿبّذ ّیچ دس کبلَع

ّبی تَلیذ ؿذُ اص رَاًِ کبهل ًیض  ّوچٌیي دس کبلَع

 (.4 تکخیشی اًزبم ًـذ )ؿکل

 

 

 

 

 

 

 

 

 

طًَهی کبلَػْبی حبكل اص  DNAتکخیش ؿذُ اص  PCR: هحلَل Kb1 ،1  ٍ2: هبسکش NPTII ،Lثشای طى  PCRّب ثب  تبئیذ تشاسیختی کبلَع :4ؿکل 

 هٌفی: کٌتشل C -کبلَع ؿبّذ،  PCR: هحلَل SC 703  ٍSC 704  ،Wسیضًوًَِ هشیؼتن ساػی ػبلِ اسلبم 

 

ؿذُ اص دٍ سلن رست ؿبهل  ّبی ؿبّذ ٍ تشاسیخت کبلَع

SC 703  ٍSC 704 ییذ ثیبى طىبرْت ت GUS  ٍ

گلَکَسًٍیذاص، تحت آصهَى -تَلیذ آًضین فؼبل ثتب

ّیؼتَؿیویبیی لشاس گشفتٌذ. پشٍتئیي )آًضین( تَلیذ ؿذُ 

 X-Glucثبػج ؿکؼتِ ؿذى تشکیت  GUSاص طى 

(. دس ثشخی اص 15) ًوبیذ گشدد ٍ تَلیذ سًگ آثی هی هی

ؿذُ، سًگ آثی هـبّذُ ؿذ کِ  ّبی تشاسیخت کبلَع

ّبی  ثبؿذ ٍلی دس کبلَع هی GUS دٌّذُ ثیبى طى ًـبى

ّبیی کِ  گًَِ تغییش سًگی هـبّذُ ًـذ. کبلَع ؿبّذ ّیچ

داسای لکِ آثی سًگ ثَدًذ هشثَط ثِ کبلَع تـکیل یبفتِ 

 SC 703  ٍSCػی ػبلِ دٍ سلن اضًوًَِ هشیؼتن ساص سی

لکِ آثی هـبّذُ ؿذ )ؿکل ثیٌَکَلاس ثَد کِ صیش  704

5.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SC 703ػی ػبلِ سلن اسیضًوًَِ هشیؼتن س (B)ٍ ؿبّذ  (A)آصهَى ّیؼتَؿیویبیی کبلَع تشاسیخت :5ؿکل 

A B 
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 بحث

گیبّی چٌذ پیؾ ی ّب حش طى ثِ سیضًوًَِثشای اًتمبل هَ

 ٍرَد داؿتِ ثبؿذ اص رولًِیبص هْن ٍ تؼییي کٌٌذُ ثبیذ 

ی گیبُ ثِ یی ٍ ثبصصایاص ایي پیؾ ًیبصّب، لبثلیت کبلَع

اًذاصُ کبفی، تکخیش ػشیغ دس هحیط کـت ٍ ّوچٌیي 

. (16) بثلیت تشاسیخت ؿذى سا داؿتِ ثبؿذکِ ل ایِ سیضًوًَ

توبم اسلبم ٍ  دسكذ دس 100کبلَع ثب فشاٍاًی  یالمب

ّذ د بى هیهـبّذُ ؿذ کِ ًتبیذ ًـ ّب سیضًوًَِ

صایی ایي  ی کبلَعهَسد اػتفبدُ ثشاسؿذ  ّبی کٌٌذُ تٌظین

ّب اص  . ّوچٌیي اسلبم ٍ سیضًوًَِاسلبم کبهلا هٌبػت ثَدًذ

 .صایی هـبثِ ثَدًذ ًظش کبلَع

دٍ سلن ثب دس  دسكذ( 90ی ثبلا )حذٍد هیضاى ثبصصای

دػت آهذ کِ ایي ًتیزِ ًیض ِ ػی ثاّبی هشیؼتن س سیضًوًَِ

ٍ ّوچٌیي  ّبی سؿذ کٌٌذُ  همذاس تٌظینهٌبػت ثَدى 

اص دّذ.  سا ًـبى هی صصاییسیضًوًَِ هَسد اػتفبدُ ثشای ثب

ّب،  عی اص کبلًَظش هذت صهبى لاصم ثشای ثبصصای

چشا کِ ایي هذت ًذ اُ ػی ثْتش ثَداّبی هشیؼتن س سیضًوًَِ

 سٍص ثَدُ 35هتَػط  ثِ طَس دس اسلبم هَسد هطبلؼِصهبى 

حبكل اص  ّبی عی اص کبلَثشای ثبصصای کِ دس حبلی

صهبى  سٍص 70طَس هتَػط  رٌیي ًبسع ثِّبی ِ سیضًوًَ

               (.9) لاصم اػت

ؿؾ سلن غیش اص هیضاى ثبصصایی، اص ًظش ًَع ثبصصایی ًیض دس  ثِ

کِ دس ثشخی  ياص رولِ ای ّبیی هـبّذُ ؿذ؛ رست تفبٍت

ػلت کن ثَدى هیضاى ثبصصایی اص ّش  ثِ SC 403ٌذ اسلبم هبً

كَست هٌفشد ایزبد ؿذًذ کِ  ثِ ّبیی کبلَع، گیبّچِ

ساحتی لبدس ثِ سؿذ ثَدًذ اهب دس ثشخی اسلبم دیگش هبًٌذ  ثِ

SC 703  ٍSC 704  کِ هیضاى ثبصصایی ثبلاتش ثَد، کل

ّبی کَچك ٍ ػجض  كَست گیبّچِ کبلَع ثبصصا ؿذُ ثِ

دلیل تؼذاد ثبلا  ّب ثِ آهذ کِ سؿذ آى دس هی ای ّن فـشدُ ثِ

سؿذ افضایؾ ؿذ. رْت  ٍ فـشدگی ثب هـکل هَارِ هی

ّبی ثبصصا، اص چٌذ   دػت آهذُ اص کبلَع ّبی ثِ گیبّچِ

 MSّبی  کِ اص هحیط اص رولِ ایي .کبس اػتفبدُ ؿذ ساُ

ٍ ذ ّب اػتفبدُ ؿ ثشاثش اص ٍیتبهیي 10ٍ  5/1ّوشاُ  ػبدُ ثِ

 MSدس هحیط کـت  ppm 5ثِ هیضاى اص ریجشلیي 

                                                                    ػفبًِ تبحیش هخجتی هـبّذُ ًـذ.باػتفبدُ ؿذ اهب هت

یض، ثْتش ثَدى سیضًوًَِ هشیؼتن ًتبیذ آصهبیؾ اًتمبل طى ً

کبسآسایی ِ کبهل ًـبى داد. سا ًؼجت ثِ سیضًوًَِ رَاًػی اس

ثَد دس  دسكذ 30تمبل طى دس هشیؼتن ساػی حذٍد اً

تفبٍت کِ ایي هیضاى دس رَاًِ کبهل کوتش ثَد.  حبلی

کبهل دس ایي اػت کِ دس هشیؼتن  ػی ثب رَاًِاهشیؼتن س

ؿَد.  کٌٌذُ حتی الومذٍس حزف هی ّبی احبطِ تػی ثبفاس

ؿَد تب هی  هَرتّبی احبطِ کٌٌذُ هشیؼتن  تثبفحزف 

ٍ  هؼتمین دس هؼشم اًتمبل طى لشاس گیشدطَس  هشیؼتن ثِ

ایزبد صخن (. 17ّوچٌیي دس سیضًوًَِ صخن ایزبد ؿَد )

ّب سا ثْتش  ؿَد اگشٍثبکتشیَم ثبفت دس سیضًوًَِ ثبػج هی

آلَدُ کٌذ. اص طشف دیگش ایزبد صخن هَرت تحشیك 

ثِ طًَم  T-DNAتمؼین ػلَلی ؿذُ ٍ احتوبل ٍسٍد 

                                    (11دّذ ) گیبُ سا افضایؾ هی

ّبیی ّؼتٌذ کِ  ىسیضًوًَِ ثشای اًتمبل طى، آتشیي  تهٌبػ

دٍسُ کـت  تشیيُ لجل ٍ ثؼذ اص هشاحل تشاسیضؽ ثِ کَتب

طَلاًی ی ّبُ ثبفت ثشای ثبصصایی ًیبص داؿتِ ثبؿٌذ صیشا دٍس

ؿَد  کـت ثبفت اغلت هَرت ثشٍص هَتبػیَى طًتیکی هی

 صصا ؿذُ احشات هٌفی ؿذیذی داسًذکِ ثش سٍی گیبُ ثب

(18.)        

ػی ػبلِ غلات سا یك سیضًوًَِ اهحممبى هشیؼتن س

ی ّب ًٌذ ثِ دلیل داؿتي ٍیظگیاد هیهٌبػت دس اًتمبل طى 

كَست  ًبحیِ هشیؼتوی سا ثِ کِ اص رولِ ایيثِ فشد  هٌحلش

ٍ  ًیبفتِ ًگِ داؿت تَاى ثِ ؿکل ثبفت توبیض هحذٍد هیًب

ػوت توبیض ثِ ثبفت آى سا ّذایت کشد.  ثِ کِ ایيیب 

ّبی هشیؼتوی ایي تَاًبیی سا داسًذ کِ  لّوچٌیي ػلَ

ّبی دختشی هٌتمل  لهبّیت هشیؼتوی خَدؿبى سا ثِ ػلَ

ّب ًِ تٌْب پتبًؼیل ثبلایی ثشای  (. ایي ػلَل17) کٌٌذ

ّب  ًیض ثِ آى T-DNAثبصصایی داسًذ ثلکِ کبسآیی اًتمبل 

                      (.9ثبلا اػت )
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ًتبیذ تحمیمبت گزؿتِ ًیض ًـبى دادُ کِ ػَیِ 

LBA4404  اگشٍثبکتشیَم کبسایی ثبلایی ثشای اًتمبل طى

ٍ Sairam (. دس گضاسؽ 11ثِ هشیؼتن ساػی رست داسد )

، LBA4404هیضاى اًتمبل طى ثب ػَیِ  (9) ّوکبساى

 GVدٍ ػَیِ دیگش ) % گضاسؽ ؿذُ کِ ًؼجت ث86.7ِ

3101  ٍEHA 105  )20 ثبلاتش ثَدُ اػت،  دسكذ

دس ایي تحمیك ًیض اص ایي ػَیِ اگشٍثبکتشیَم ثٌبثشایي 

اػتفبدُ ؿذ. هیضاى اًتمبل طى ثِ هشیؼتن ساػی رست اص 

سؽ ؿذُ کِ دس همبیؼِ ثب گضا دسكذ 87تب  60

(  ثؼیبس ثبلا دسكذ 10ّبی رٌیي ًبسع )کوتش اص  سیضًوًَِ

دسكذ اًتمبل طى ثِ (. دس ایي تحمیك ًیض 21،13اػت )

ثَدُ کِ اگشچِ دس همبیؼِ  دسكذ 30هشیؼتن ساػی حذٍد 

کوتش اػت اهب دس ( 9)ٍ ّوکبساى Sairam ثب ًتبیذ  

          همبیؼِ ثب سیضًوًَِ رٌیي ًبسع ثبلا اػت.

 

 نتیجه گیری  

طَس خلاكِ ًتبیذ ایي تحمیك ًـبى داد کِ هیضاى  ثِ

ثب  SC 703  ٍSC 704کبلَع صایی، ثبصصائی دس اسلبم 

همذاس تٌظین کٌٌذُ ّبی سؿذ اػتفبدُ ؿذُ، هٌبػت اػت. 

اص ثیي دٍ سیضًوًَِ اػتفبدُ ؿذُ ًیض هشیؼتن ساػی ثشای 

ثبصصایی ثْتش ثَد. دس آصهبیؾ اًتمبل طى ًیض ثْتش ثَدى 

 SC 703  ٍSC 704سیضًوًَِ هشیؼتن ساػی دس دٍ سلن 

        هـبّذُ ؿذ. 
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Abstract 

Aim: The aims of study were to investigate callogenesis and regeneration of the studied cultivars and 

also exploring the possibility of gene transfer into maize by using complete bud and stem apical 

meristem explants. 

Material and methods: Complete bud and stem apical meristem of six cultivars were used as 

explants on MS medium + 5 mg.L-¹ 2,4-D. For regeneration, calluses were cultured in MS including 1 

mg.L-¹ Kn and 10 mg.L-¹ BAP. According to the results of tissue culture, SC703 and SC704 cultivars 

were selected for gene transfer. Transformation of explants was done with LBA4404 strain of 

Agrobacterium tumefaciens containing pBI121 vector. To investigate the transgenic nature of the 

samples, PCR and histochemical assay were used.  

Results: Callus induction was taking place after 30 to 40 days and the frequency of callus induction in 

six cultivars was 100%, in addition the highest rate of regeneration (90 %) was observed in stem apical 

meristem explants of SC704. In some cultivars, stem apical meristem explants were more suitable, 

although in other cultivars, complete bud explants were better. PCR results for NPTII gene and GUS 

histochemical assay showed that some calli are transgenic and GUS gene is expressed.  

Conclusion: The results of callogenesis, regeneration and genetic transformation showed that SC 704 

was better than the others. 

Key words: Stem apical meristem, callogenesis, regeneration, Agrobacterium tumefaciens, Zea mays 
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