
 

 
 

 مهندسی ژنتيک و ایمنی زیستی

ISSN 2588-5073  چاپی 

ISSN 2588-5081  الکترونیکی 

 98بهار و تابستان ، 1 ، شماره8 دوره

 101-110صفحه 

 
Genetic Engineering and Biosafety 

Journal 

Volume 8, Number 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

  پرولین،

 ، D-2,4تنظیم کننده رشد 

 ، تراریزش

  سرخ،دم

   EHA105سویه

 چکيده

 

 

 

 

 با ایرانی برنج رقم چند به ژن انتقال و کالوس کشت سازی بهينه

 آگروباکتریوم

 

Optimization of callus induction and Agro-transformation on 

some Iranian Rice cultivar  

 

 

 2یاضیهبهزاد قر ،1الهه بینا ،1*، ابراهیم دورانی1افسانه ابراهیمی هروان

2, Behzad Ghareyazi1, Elahe Bina1*, Ebrahim Dorani1eravanH Afsaneh Ebrahimi
 

 

 ایران ، دانشکده کشاورزی، دانشگاه تبریز،نژادی و بیوتکنولوژیگروه به -1

 کرج، ایران،  کشاورزی ترویج و آموزش تحقیقات، سازمان ،یپژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورز -2

 
aculty of Agriculture, Department of Plant Breeding and Biotechnology, F. 1

, IranUniversity of Tabriz 
Agricultural  Agricultural Biotechnology Research Institute of Iran (ABRII),. 2

Research Education and Extension Organization (AREO), Karaj, Iran. 
 

 

 uliaie@tabrizu.ac.ir :الکترونيکي پست مکاتبات، مسئول نويسنده* 

 (11/7/98 :پذيرش تاريخ - 19/3/98 :دريافت تاريخ)
 

 
آوردن ارقام جدید با عملکرد بالا، ، به دست(.Oryza sativa L) از مهمترین اهداف اصلاح برنج

در این  های زیستی و غيرزیستی به کمک مهندسی ژنتيک است.کيفيت بهتر و مقاوم در برابر تنش

، 200) و پرولين (Kin ،2,4-D ،NAA) ی رشد گياهیهاکنندههای مختلف تنظيمآزمایش، اثر غلظت

سرخ، طارم، نعمت، دمشامل موسی) زایی چند رقم زراعیدر کالوس گرم در ليتر(ميلی 600و 400

 ،(LBA4404 فاشينزهای آگروباکتریوم تومهسویهو همچنين اثر  (درفک و کاظمیی، علبیغر

105EHA،1-AGL) ظت باکتریو غل (600= 2/0، 6/0و  1DO)  م برگزیده مورد رقدر تراریزش

و نتایج حاصل در قالب آزمایشات فاکتوریل بر پایه طرح کاملا تصادفی، تجزیه  مطالعه قرار گرفت

زایی های رشد و ژنوتيپ در پاسخ به کالوسکنندهنشان داد که بين تنظيمنتایج  و تحليل شد.

زایی بالای کالوسقام در بيشتر ترکيبات هورمونی درصد بيشتر ارداری وجود داشت. اختلاف معنی

گرم(  49/0) سرایی بيشترین ميزان رشد کالوسحسنرا داشتند. دربين ارقام مورد مطالعه، رقم  80%

 داشت و ارقام غریب و دم سرخ نيز بيشترین وزن کالوس mg/l 2,4-D 2حاوی  را در محيط کشت

توليد کردند. استفاده از  mg/l NAA 2و  mg/l 2,4-D 2 ( را در محيط دارایگرم 4/0)بالای

يزان پرولين، ها را در مقایسه با شاهد کاهش داد و با افزایش مآمينه پرولين ميزان رشد کالوسسيدا

 م( در محيطگر 138/0های برنج )ت. کمترین ميزان وزن کالوسرشد کالوس کاهش بيشتری داش

برنج،  تراریزشپرولين مشاهده شد. در ميان سه سویه بکار گرفته شده در  mg/l 600  کشت دارای

داری اختلاف معنیبدست آمدند. هر چند    EHA105سویههای تراریخته تنها با استفاده از کالوس

 1 ، ولی باکتری در غلظتبرنج مشاهده نشد تراریزشهای مختلف آگروباکتریوم در را بين غلظت

=600OD سرخ دست آمده رقم دمباتوجه به نتایج به .کرد های تراریخته بيشتری را توليدکالوس

در انتقال ژن با  توان از آنداشته و می D-2,4زایی بيشتری را در محيط دارای قابليت کالوس

 د. تفاده نمواهداف مختلف اس

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

 

نیمی از کربوهیدرات رژیم غذایی مردم، بخصوص در برنج 

ترین رژیم غذایی کند و مناسبکشورهای آسیایی را فراهم می

درصد از  80-50ی کنندهمیلیارد انسان و تأمین 3برای بیش از 

ها بینی. طبق  پیش(Khush, 2005)کالری جذبی بدن انسان است 

رسد و تخمین زده میلیارد می 4/9 به 2050جمعیت جهان تا سال 

اید بشود که برای برآورد نیاز سالانه مردم به برنج، تولید آن می

 درصد( افزایش یابد5/1میلیون تن در سال )یا بیشتر از  8-10

(Patra et al. 2016) . 21ی مختلف است که گونه 23برنج دارای 

 23از میان شود. ی زراعی را شامل میی وحشی و دو گونهگونه

به طور زراعی کشت   Oryza glaberrima و  Oryza sativa گونه

ناطق در برخی م O. glaberimدر آسیا و  O. sativaشوند که می

در  O. sativa. برنج (Linares, 2002)شود یقا کشت میغرب افر

تقسیم  ,Japonic Indica, Javanic یجهان به سه زیرگونه

به  Indica یزیرگونه از این میان .(Garris et al. 2005)شود می

تری در کشورهای آسیایی و از جمله ایران کشت و طور گسترده

 شود.مصرف می

های و روش ژنتیک هندسیماستفاده از ، کلاسیک نژادیدر کنار به

فناوری تنها راه ممکن برای رسیدن به تولید کافی از این زیست

از کشت بافت گیاهی . (Pawar et al. 2015)محصول است 

های اصلاحی استفاده عنوان روشی مکمل برای برنامهتوان بهمی

 هایای در ترکیب با سیستمکرد. استفاده از کشت درون شیشه

تواند به زایی میاصلاح متعارف مانند اصلاح از طریق جهش

 ,Krishnan et al. 2013; Khush) افزایش عملکرد برنج کمک کند

ای برنج، بویژه ترین مشکل در کشت درون شیشهعمده. (2005

زایی ارقام هندی، پایین بودن سرعت رشد کالوس، جنین

 (.(Chu and Croughan, 1990باشد سوماتیکی و باززایی آن می

های زیادی که در مورد کشت بافت برنج وجود برخلاف گزارش

دارد، پاسخ به کشت بافت این گیاه به شدت به ژنوتیپ وابسته 

های بنابراین شناسایی ژنوتیپ (.Kumria et al. 2001است )

مناسب برای رشد کالوس و باززایی گیاه در شرایط آزمایشگاهی 

 Hoque andژنتیکی برنج است ) ودبهبپیش شرطی لازم در 

Mansfield, 2004شت بافت در برنج به عوامل (. پاسخ به ک

 .Jain et al)  های رشداز قبیل نوع و غلظت تنظیم کننده متعددی

مواد مکمل محیط غذایی  ،(Alam et al. 1994) ، منبع کربن(1996

 ;Bajia and Rajam, 1995) ...ها و مثل زغال فعال و اسیدآمینه

Yang et al. 2005،) محیط کشت  یکنندهژله ینوع و درصد ماده

(Shaukat et al. 2001)ژنوتیپ ، (khanna and Raina, 2002)  ،

  pH ونور، دما (، Kishor and Reddy, 1987) نوع وسن ریزنمونه

(Yang and Jian, 1996)  بستگی دارد که اغلب اثرهای متقابل با

 تراریزشوامل مؤثر در القای کالوس و سازی عهم دارند. بهینه

برداری از کشت درون گیاهان، ازجمله برنج، اولین قدم در بهره

باشد. با توسعه سویه های ای در اصلاح این گیاه میشیشه

 تراریزشسازی گیاهان تک لپه، آگروباکتریوم مستعدتر برای آلوده

 ده استتبدیل ش روش متداول یکبه آگروباکتریوم  بواسطه برنج 

(Hiei et al. 2008.) به  ،انتقال ژن به گیاه موفقیت این روش

گیاهی، نوع و سن ریزنمونه، نوع ناقل ی ژنوتیپ و گونه

، ی آگروباکتریوم و غلظت آنشده برای انتقال ژن، سویهاستفاده

مراحل و عمل آلودگی با باکتری شامل مدت زمان تلقیح، مناسب 

وابسته  pHاز لحاظ دمایی و  کشتی به خصوصبودن محیط هم

شناسایی و غربالگری ارقام مناسب برای (. Dai et al. 2001است )

های جنینی و باززایی از طریق کشت درون توسعه کالوس

آنها گامی حیاتی در مهندسی ژنتیک برنج  تراریزشای، و  شیشه

ی رشد، کنندهرقم، تنظیمدر این پژوهش اثر چند عامل  است.

در القای کالوس  و ی پرولین، سویه غلظت اگروباکتریوم ی آلماده

برنج ایرانی با استفاده از جنین بالغ مورد بررسی  تراریزش

 گرفته است.قرار

 

  هاروش و مواد

 

سرخ، طارم، نعمت، دمموسی هایرقم بذور: ضدعفونی و کشت

از موسسه تحقیقات برنج کشور تهیه ، درفک و کاظمیی، علبیغر

بذور رسیده پس از جدا شدن پوسته آنها، تحت شدند و این 

ثانیه در الکل  90مدت شرایط استریل و زیر هود لامینار،  ابتدا به

 دقیقه در 20مدت ور شده و در مرحله بعد بهدرصد غوطه 70
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 بذور دارایشدند. درصد شستشو  5هیپوکلریت سدیم با غلظت 

ده با تکمیل ش MSمحیط کشت در  ،برنج یهای رسیدهجنین

 .(1)جدول کشت شدندهای رشد کنندهتنظیم ختلفهای مغلظت
 

  MS طیمح دراستفاده  مورد رشد یهاکنندهمیتنظ غلظت -1جدول
Table 1. concentration of growth regulator in MS media 

 D (mg/l) NAA(mg/l) Kin (mg/l)-2,4 تیمار

1 2 - - 

2 1 1 - 

3 2 5/0 - 

4 2 1 - 

5 2 2 - 

6 2 - 5/0 

 

شده، پس از کشت بذور در شرایط حفاظت: شتکنگهداری و 

گراد و در درجه سانتی 27±2ها در اتاق رشد با دمای کشت

زایی و رشد شرایط تاریکی نگهداری شدند. بعد از کالوس

جدا  های رشد یافتهروز(، بذر و کولئوپتیدیل از کالوس 21کافی)

 ها در محیط کشت جدید انجام گرفت.کالوسشد و  واکشت 

 دوره واکشت و در 2پس از  یادداشت برداری و تجزیه آماری:

ها به عنوان زایی و وزن تر کالوسپایان دو ماه، درصد کالوس

زایی با گیری شدند. درصد کالوسزایی اندازهشاخصی از  کالوس

ننده کالوس نسبت به کل کهای تولیدشمارش تعداد ریزنمونه

ها با ترازوی حساس ها برآورد گردید و وزن تر کالوسریزنمونه

تعیین  وپس از بدست آمدن نتایج همچنین  گیری شد.اندازه

های کنندههای رشد، آزمایش با حفظ تنظیمکنندهترین تنظیممناسب

 400، 200)های مختلف پرولین رای غلظتمجددا برشد مناسب، 

 7تکرار و  3ین طرح با ا تکرارشد.  گرم در لیتر( نیزلیمی 600و

از  ریز نمونه در هر پتری دیش به عنوان تکرار انجام شد. بعد

ویلکس، -ها با استفاده از تست شاپیرواطمینان از نرمال بودن داده

سرخ به عنوان رقمی با و رقم دم واریانس انجام گرفت تجزیه

 . بعد انتخاب گردید یزایی بالا برای مرحلهکالوس

ترین سویه و به منظور بدست اوردن مناسبدر مرحله بعد، 

  LBA4404 ،EHA105،AGL-1غلظت باکتری، سه سویه 

 pCAMBIA1304با ناقل بیان گیاهی  فاشینزتومهآگروباکتریوم 

تأیید . تراریخت شدبا روش ذوب و انجماد  GUSحاوی ژن 

لاسمید نوترکیب با استفاده از اگروباکتریوم با پ تراریزشمولکولی 

ژن  ، ختصاصیای پلیمراز با استفاده از آغازگرهای اواکنش زنجیره

 CCA GAT CTA ACA ATG CGC’5گاس به ترتیب با توالی  

GGT GGT CAG TCCC3’  5  برای آغازگر روبه جلو و’CCA 

GAT CTA TTC ATT GTT TGC CTC CCTGCT GC3’ به

 10مخلوط واکنش در حجم  .رفتصورت گرو آغازگر پسعنوان 

ش بر روی ژل میکرولیتر آماده گردید و در نهایت محصول واکن

به مدت یک ساعت  80با ولتاژ  TBE درصد و با 8/0آگارز 

مرحله صورت پذیرفت  2در  تراریزشالکتروفورز شد. ازمایش 

مدنظر سویه  یبدین ترتیب که در مرحله اول از سه سویه

ید و در مرحله دوم سه غلظت مختلف آن تر انتخاب گردمناسب

 رقم انتخابی مورد بررسی قرار گرفت.  تراریزشسویه در 

های جنین کالوستراریخت،  یهالی باکتریپس از تایید مولکو

دقیقه  2تحت شرایط استریل به مدت  روزه رقم دم سرخ، 21زای 

ها از ور شدند. سپس ریزنمونهدر سوسپانسیون باکتری غوطه

نسیون باکتری خارج و روی کاغذ واتمن استریل بطور سوسپا

کشتی در ساعت  برای هم 48نسبی خشک شدند. سپس به مدت 

بیوتیک های رشد گیاهی و آنتینظیم کنندهجامد بدون ت MSمحیط 

میلی مولار قرار گرفتند.  پس از  100و دارای استوسرینگون 

ها در محیط کشتی، ریزنمونهسپری شدن مدت زمان لازم برای هم

MS  بیوتیک سفوتاکسیم و گرم بر لیتر آنتیمیلی 250مایع حاوی

بیوتیک هیگرومایسین شستشو داده شدند میلی گرم بر لیتر آنتی 50

 MSپس از خشک شدن روی کاغذ واتمن استریل، در محیط  و

 50بیوتیک سفوتاکسیم و گرم بر لیتر آنتیمیلی 250جامد دارای 

بیوتیک هیگرومایسین واکشت شدند.  آنتیگرم در لیتر میلی

روز واکشت شدند و در نهایت  15ها در پایان هر نمونه

 های رشد یافته به منظور بررسی هیستوشیمیاییکالوس

آمیزی شدند. به این رنگ X-glucتراریخته با محلول  هایکالوس

در متیل فورمامید حل گردید  X-glucگرم از پودر میلی 10منظور 

لیتر محلول بافر فسفات اضافه شد. میلی 100لول حاصل به و مح

گراد و درجه سانتی 27±2ها در اتاق رشد با دمای کلیه کشت

 تحت شرایط تاریکی قرار گرفتند. 
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  و بحث نتایج

 

ه و های مورد مطالعنتایج تجزیه واریانس نشان داد که بین ژنوتیپ

، در بین آنها و اثر متقابل های رشد مختلفکنندهترکیب تنظیم

ها لوسوزن تر کا داری دردرصد اختلاف معنی 1طح احتمال س

کیب (. به دلیل اثر متقابل بین ژنوتیپ و تر2وجود داشت )جدول

در  های رشد، ارقام مختلف مقدار متفاوتی از کالوس راکنندهتنظیم

 محیط های مختلف تولید کردند. 
زایی در ترکیبات صد کالوسها و درجزیه واریانس وزن کالوست -2جدول

 های رشدکنندهمختلف تنظیم
Table 2. Analysis of variance of callus weight and callus 

induction percentage on different growth regulator 
 (MS)میانگین مربعات  

درجه  تغییر منابع

 آزادی

درصد  وزن تر کالوس

 زاییکالوس

 552/ 478** 287/0** 5 ترکیب

 196/879** 903/0** 10 ژنوتیپ

× ترکیب

 ژنوتیپ

50 **609/0 **93/242 

 425/66 268/0 132 خطا

 درصد 5داری در سطح احتمال ی**، معن

گرم در با غلظت دو میلی D-2,4سرایی در محیط کشت رقم حسن

 D-2,4های غریب و دم سرخ، هر دو در محیط کشت لیتر، و رقم

تر  لیتر ، بیشترین میزان وزنگرم در دو میلی در غلظت NAAو 

حالی  (. این در1)شکل گرم( را تولید کردند0.4کالوس )بیشتر از 

 1های شیرودی و درفک در محیط کشت دارای است که رقم

، و  Kinتر میلی گرم برلی 1به اضافه  D-2,4میلی گرم برلیتر 

میلی  2های حسن سرایی و دم سیاه در محیط کشت حاوی رقم

، و رقم  NAAمیلی گرم در لیتر  1به اضافه  D-2,4گرم برلیتر 

ه ب D-2,4میلی گرم برلیتر  2شیرودی در محیط کشت حاوی 

هایی با وزن تر بسیار ، کالوسNAAمیلی گرم در لیتر  1اضافه 

 5و شکل  1گرم( را تولید کردند ) شکل  1/0متر از پایین )ک

ن تر (. سایرارقام در ترکیبات مختلف محیط کشت، وزب -الف

 گرم را تولید کردند.  4-1مابین 

زایی بر اساس القای کالوس در ریز نمونه های درصد کالوس

های نکروزه محاسبه شد و زا بدون در نظر گرفتن کالوسکالوس

و اثر  های رشدکنندهتنظیم مشاهده شد که اثر ژنوتیپ، ترکیب

درصد بر روی درصد  1 متقابل بین آنها در سطح احتمال

ها در بیشتر (. بیشتر ژنوتیپ2دار بود )جدولزایی معنیسکالو

زایی بالایی )بیشتر های رشد درصد کالوسکنندههای تنظیمترکیب

 (.2درصد( را نشان دادند )شکل 80از 

 5ها بر اساس آزمون دانکن در سطح احتمال مقایسه میانگین

های رشدی کنندهها در تنظیمدرصد نشان داد در بیشتر رقم

 درصد بود.100-80زایی بین مختلف مورد آزمون، درصدکالوس

سیاه، سرایی، کادوس و دمهای حسندرحالی است که رقماین 

درصد  70-60بین  D-2,4میلی گرم برلیتر  2درمحیط حاوی 

سیاه سرایی، کادوس، نعمت و دمزایی داشتند و ارقام حسنکالوس

میلی  1افه به اض D-2,4میلی گرم برلیتر  1در محیط کشت دارای 

 یی را القا کردند. زادرصد کالوس 70-50بین  Kinگرم برلیتر 

های رشد گیاهی مثل اکسین و کنندهدر کشت کالوس از تنظیم

ها برای القای لپهشود، اما در تکسیتوکینین استفاده می

ای بسیار ضروری است. از میان زایی، اکسین، مادهکالوس

بیشترین کاربرد را در القای  D-2,4های شناخته شده، اکسین

های های سوماتیکی دارد و در غلظتنزایی و ایجاد جنیکالوس

 .Meneses et al)شود گرم در لیتر استفاده میمیلی 5/2تا  2/0

 ،Sitaهای . در پژوهش بر روی سه رقم برنج هندی به نام(2005

Rupali Swarna ,Masuri ، در محیط کشت پایهMS ،2,4-D  در

و گرم در لیتر استفاده شد میلی 5/2و  2، 5/1، 1های غلظت

گرم میلی 2زایی در هر سه رقم در غلظت بیشترین میزان کالوس

صالحیان و همکاران  ، مشاهده شده بود. همچنینD-2,4در لیتر

( در پژوهشی بر روی چهار رقم برنج ایرانی طارم جلودار، 1390)

زایی را مورد بررسی طارم دانش، سنگ طارم و ندا، قابلیت کالوس

اد که رقم طارم دانش در محیط کشت قرار دادند و نتایج نشان د

میلی  5/2و  2در غلظت  D-2,4همراه تنظیم کننده رشد  MSپایه 

ژنوتیپ و محیط  .زایی را داشتگرم در لیتر بیشترین میزان کالوس

های عواملی موثر در فراوانی القای کالوس، شکل و تشکیل کالوس

 . (Ramesh et al. 2009; Lee et al. 2002)زا هستند جنین
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 تنظیم کننده های رشدی مختلف اویحمقایسه میانگین تولید کالوس ارقام مختلف در محیط های کشت  -1شکل

Figure 1. Comparison of the callus production average of different cultivars on different growth regulators 
 

 
 های رشدکنندهزایی ژنوتیپ و ترکیبات مختلف تنظیممقایسه میانگین درصد کالوس -2شکل

Figure 2. Comparison of the callus induction average (percentage) of different genotypes on various growth regulator compounds 

 

 N6بررسی بر روی محیط  Sakha104و  Giza178در ارقام برنج 

برای القای کالوس در سه آزمایش مختلف با سه تیمار گلوتامین، 

تریپتوفان و کازئین هیدرولیزات مورد بررسی قرار گرفت و در هر 

بهتر بود  Giza178از  Sakha104زایی رقم سه آزمایش کالوس

(Amer et al. 2017.) ی القای کالوس علاوه بر  ژنوتیپ  فراوان

ای که در مطالعه تحت تاثیر ترکیب محیط کشت غذایی قرار دارد.

حداکثر فراوانی القاء بر روی دو رقم برنج هندی انجام شد 

 3با  Sambha mahsuri( در رقم 54/75 ± 91/0کالوس )

فراوانی القای   حاصل شد وحداکثر D-2,4گرم در لیتر میلی

گرم در میلی 5/0با   Pothana (  در رقم49/70 ±45/0کالوس )

 . (Sankepally et al. 2016)بدست آمد  D-2,4لیتر 

های مختلف در ترکیب با غلظت D-2,4همانطور که مشاهده شد،  

NAA ها نشان داد. از پاسخ را در وزن تر کالوسوسیعی  یدامنه

ترکیبات  های مورد آزمایش نیز واکنش متفاوتی نسبت بهژنوتیپ
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طارم ارقامی محیط کشت داشتند. سه رقم دم سرخ، غریب وموسی

گرم، در مقایسه با  30/0با وزن کالوسی بالا بودند که با وزن بالای 

سایر ارقام، توانستند بیومس بیشتری را تولید کنند. محیط کشت 

گرم بر لیتر و محیط کشت دارای میلی 2با غلظت  D-2,4دارای 

2,4-D  وNAA گرم برلیتر در تولید میلی 2و  2ترتیب با غلظت  به

داری با هم نداشتند و بیشترین وزن بیومس سلولی، اختلاف معنی

 ها در این دو ترکیب مشاهده شد.تر کالوس

های رشد، درصد کنندههای تنظیمها در بیشتر ترکیببیشتر ژنوتیپ

نوع دلیل تدرصد را نشان دادند. بنابراین به  80زایی بالای کالوس

ژنتیکی بالا در برنج و همچنین تنوع در سطوح داخلی 

های رشد داخلی در مسیر سنتز کالوس، غلظت استفاده کنندهتنظیم

 پ بهینه شودنیز باید متفاوت باشد و برای هر ژنوتی D-2,4از  

(Deo et al. 2009) . 

ی بعد اثر سه غلظت مختلف پرولین نیز بر روی در مرحله

سرخ انجام گرفت. طارم و دمبرنج در دو رقم موسی زاییکالوس

 ولیدتمشاهده شد که اثر متقابل بین ژنوتیپ و پرولین در میزان 

 (.3دار بود )جدولدرصد، معنی 1الوس در سطح احتمال ک

 جزیه واریانس تاثیر پرولین و ژنوتیپ بر القای کالوست -3جدول

Table 3. Analysis of variation of the effect of prolin and 

genotypes in callus induction 
 ( MSمربعات)میانگین    

 وزن تر کالوس آزادیدرجه  منابع تغییر

 031/0** 2 پرولین

 ns003/0 1 ژنوتیپ

 047/0** 2 ژنوتیپ× پرولین

 خطا

 ضریب تغییرات

18 

131/1 

019/0 

ns  درصد 1و ** به ترتیب غیرمعنی داری و معنی داری در سطح احتمال 

 

طبق نتایج به دست آمده، اضافه کردن پرولین به محیط کشت 

زایی، اثر منفی در رشد کالوس داشت و با افزایش غلظت کالوس

(. این در حالی 3آن میزان کاش در رشد نیز افزایش یافت )شکل

است که درمقایسه نمونه شاهد، به طور کلی پرولین وزن تر 

های برنج داشت. داد و اثر منفی بر رشد کالوسکالوس را کاهش 

توان به عنوان ای کوچک است که میپرولین اسیدآمینه(. 3)شکل 

های محیطی منبع آلی کربن در کشت بافت استفاده شود. در تنش

کند و ممکن است در محافظت و فعال در محیط کشت تجمع می

. (Ozturk and Demir, 2002) ها نقش داشته باشدکردن آنزیم

نوع  4برخلاف نتایج بدست آمده، در تحقیقات انجام شده برروی 

 Ambemoharو  Pawana ، Jaya، Indrayaniبرنج هندی 

مشخص شد که پرولین تاثیر بسزایی درشروع تقسیمات سلولی و 

و   های محیط دارای پرولینها دارد و ریزنمونهرشد کالوس

ه محیط بدون پرولین میلی گرم در لیتر، نسبت ب 500گلوتامین 

از جهت دیگر، در  .(Pawar et al. 2015) زایی بهتری دارندساقه

 100های صفر، باززایی سه رقم برنج هندی از پرولین در غلظت

داری دیده نشد و گرم در لیتر تفاوت معنیمیلی 500و   300،

گرم در لیتر میلی 100زایی با پرولین بیشترین درصد کالوس

. که با نتایج ما مطابقت داشت.  (Wang et al. 2011) بدست آمد

پرولین در هنگام استفاده در محیط در غلظت کم )به عنوان مثال، 

میلی مولار(، تحمل اثرهای نامطلوب شوری را بر رشد  30

نشاهای اولیه در برنج، بهبود می بخشد، این در حالی است که در 

ی سمی و رشد میلی مولار( اثرها 50-40غلظت های بالاتر )

(. در Roy et al. 1993) داده است گیاهان ضعیف را نشان

شده (، نشان داده Hare et al. 2001هار و همکاران ) یمطالعه

های زایی هیپوکوتیلاست که پرولین در غلظت کم، باعث ساقه

Arabidopsis های بالاتر شود، در حالی که رشد را در غلظتمی

این دلیل است که پرولین در  پرولین بهکند. اثر سمی مهار می

سنتز پرولین سیتوزولی را از  یتر، چرخههای پایینغلظت

کند و  تخریب پرولین میتوکندری را شروع گلوتامات فعال می

را برای  بیوسنتز پورین   + NADPکند، که به طور همزمان می

 ADPکند و به همان اندازه فسفوریلاسیون سیتوزولی فراهم می

 (.Hare, 1998دهد)میتوکندری را کاهش می

ش در آزمایش دوم، اثر سویه و غلظت اگروباکتریوم در تراریز

 تراریزشبعد از  ت وها مورد بررسی قرار گرفکالوس

راز ای پلیم، واکنش زنجیرهتراریزشاگروباکتریوم، برای اطمینان از 

 باو سپس الکتروفورز تک بعدی  gusبا پرایمرهای اختصاصی ژن 

 .(4)شکل و به مدت یک ساعت انجام شد 80ولتاژ 
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 سه غلظت پرولین حاویدر محیط کشت طارم مقایسه میانگین وزن کالوس تولید شده دو رقم دم سرخ و موسی -3شکل

Figure 3. comparison of the average callus weight in DomSorkh and MoosaTarom cultivars, in media supplemented with three concentrations of proline 

 
، E.coliپلاسمید استخراج شده از  رویشاهد مثبت  gus. (A)صاصی با استفاده از آغازگرهای اخت gusژن  حاویای پلیمراز پلاسمیدهای نوترکیب نتایج حاصل از واکنش زنجیره -4شکل

(B)  ،)شاهد منفی )آب(C) قطعه تکثیر شده از پلاسمید شاه( د مثبتBlueScript ،)(D) اگروباکتریوم سویه  رویLBA4404 ،(E) یه اگروباکتریوم سو ویرAGL1 ،(F) ویر 

 EHA105اگروباکتریوم سویه 

Figure 4. The results of PCR on recombinant plasmids using specific primers of gus gene., (A) Positive control on a plasmid extracted from 

E. coli, (B) Negative control (water), (C) positive control on BlueScript plasmid, (D) on Agrobacterium strain LBA4404, (E) on 

Agrobacterium strain AGL1, (F) on Agrobacterium strain EHA105. 

 
( Dپرولین ) mg/l400  طارم در محیط دارایهای رقم موسی( کالوسC،  )mg/l  Kin 1و  mg/l 2,4-D 1( رقم درفک در B) mg/l   2,4-D 2سرخ در ( رقم دمA) -5شکل

 gluc-Xهای رنگ آمیزی شده با لوسکا 600OD  ،(F)=1در 105EHAهای سویه ( کالوسEپرولین ) mg/l  600 طارم در محیط دارایوسیهای رقم مکالوس

Figure 5. (A) DomSorkh in 2 mg/L 2,4-D, (B) Derafk in 1 mg/L 2,4-D plus 1 mg/L Kin, (C) MoosaTarom calli in a medium containing 400 

mg/L proline, (D) MoosaTarom calli in a medium containing 600 mg/L proline (E) Transgenic callus with EHA105 strain in OD600 =1, (F) 

Callus stained with X-gluc 
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ها در محیط کشت حاوی کشتی، ریزنمونهبعد از هم

های هیگرومایسین و سفوتاکسیم برای گزینش بیوتیکآنتی

ها هر دو روز یخته احتمالی کشت شدند. ریزنمونههای ترارکالوس

شدند تا در صورت مشاهده هرگونه آلودگی یکبار بررسی می

های غیرآلوده به محیط کشت جدید منتقل باکتریایی، ریزنمونه

روز واکشت صورت گرفت و فقط  14شوند. پس از 

های تازه در آنها هایی که نکروزه نشده بودند و کالوسریزنمونه

د کرده بود به محیط جدید منتقل شد. پس از یک دوره رش

برداری انجام شد. در بررسی اثر روز داده 30واکشت در پایان 

های برنج، مشاهده شد که از میان کالوس تراریزشسویه بر 

 ,AGL1, LBA4404هایی که با سه سویه اگروباکتریوم  کالوس

EHA105 های سویه تلقیح شده بودند، تنها کالوسEHA105 

بیوتیک بود و در مجموع قادر به رشد در محیط کشت حاوی آنتی

 ریزنمونه رشد کالوسی داشتند. 20سه تکرار تعداد 

 EHA105های مختلف سویه ، غلظتتراریزشاثر غلظت بر       

مورد آزمایش قرار گرفت و مشاهده شد در غلظت باکتری 

2/0=600OD  رنج با ریزنمونه  از تراریزش کالوس ب 60از

قادر به رشد در   با فقط یک کالوس EHA105اگروباکتریوم سویه 

ها به مرور زمان نکروزه شده ی کالوسمحیط گزینشی شد و بقیه

م تریوو از بین رفتند. ولی  در تراریزش کالوس برنج با اگروباک

 ریزنمونه به 60کالوس از  7تعداد  600OD=6/0با  105EHAسویه 

 (.4)جدول ینشی ادامه دادندرشد خود در محیط گز

های رشد یافته در محیط انتخابی در کالوس های درصد کالوس -4جدول

 EHA105 تراریخت شده با سویه

Table 4. Percentage of calluses grown in the selection 

medium in transgenic callus with strain EHA105 
غلظت باکتری 

600OD 
تعداد 

 ریزنمونه

های الوستعداد ک

 رشدیافته

 تراریزشدرصد 

 احتمالی

2/0 60 1 66/1 

6/0 60 7 66/11 

1 60 20 33/33 

 

انجام شد و  X-glucآمیزی با ها رنگکالوس تراریزشبرای تأیید 

ها رنگ آبی مشاهده شد . سویه و در نقاط مختلف کالوس

ژنوتیپ از مهمترین عوامل موثردر انتقال ژن با اگروباکتریوم 

با استفاده از اگروباکتریوم سویه  RD41باشند. تراریزش برنج می

105EHA   1وAGL  600= 8/0 -1باOD ساعته آن  48کشتی و هم

برای انتقال ژن به این گیاه کاراتر  EHA105مشخص شد که سویه 

در است ولی اختلاف معنی داری بین این دو سویه وجود نداشت. 

با چهار  IR58025Bرقم  Indicaبرنج  تراریزشآزمایشی که برای 

  AGL1و  EHA105 ،EHA101 ،LBA404سویه از آگروباکتریوم 

حاصل  EHA105با سویه  تراریزشانجام دادند؛ بیشترین کارایی 

های در آزمایشی که سویهاز طرفی  .(Gui et al. 2016) شده است

 LBA4404 (pTOK233) ،LBA4404 (آگروباکتریوم 

(pIG121Hm)  وEHA101 (pIG121Hm) (  برای بررسی میزان

مقایسه شدند،  IR72و  IR64 هایهای نابالغ گونهجنین تراریزش

بیشترین  LBA4404 (pTOK233)مشاهده شد که انتقال ژن با 

(. Hiei and Komari, 2006را در برداشته است ) تراریزشکارایی 

سویه و ژنوتیپ گیاهی طر وجود اثر متقابل بین ااین امر به خ

 ند باشد. توامی

های گیاهی در برابر و حتی ژنوتیپهای گیاهی برخی از گونه

های دفاعی متفاوتی دارند و در باکتری و تعداد آن حساسیت

های خاص امکان اتصال و حمله باکتری به گیاه ممکن غلظت

است اتفاق بیفتد، بنابراین بدست آوردن غلظت مناسب 

طبق   رسد.نظر می اگروباکتریوم برای انتقال ژن ضروری به

در   (Karthikeyan et al. 2011)تحقیقات کارسکیان و همکاران 

 =9/0با  EHA 105سازی برنج هندی با استفاده از سویهتراریخت

600OD  یه و رسید. ولی  درصد 33/9میزان تراریختگی به

در   600OD=2/0نشان دادند که غلظت  ) et alYe .2000(همکاران 

برای انتقال ژن به توتون بهتر بود.  LBA 4404های سویه باکتری
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Abstract 

Improving new high performance cultivars, with better quality and resistance to biotic and 

abiotic stresses are important objectives of rice (oryza sativa L.) breeding through genetic 

engineering. This study, have been done to optimization of callus induction and, 

transformation protocol for some cultivar of Iranian Rice. In first experiment, effect of 

plant growth regulators (NAA, 2,4-D, Kin), proline (200, 400 and 600 mg/L) and Rice 

genotypes (including Moosa tarom, Nemat, Dom sorkh, Garib, Ali kazemi and Derafk) in 

callus induction, bacterial concentrations (OD600 = 0.2, 0.6 and 1) and strain types 

(LBA4404, EHA105, AGL1) on selected cultivar transformation were evaluated. The 

results were analyzed in a factorial experiment based on a completely randomized design. 

Analyses of variance were showed significant difference between plant growth regulator 

and genotype in response to callus induction. Almost all of the cultivars induced callus up 

to 80% in majority of PGRs combinations. HasanSaraei, had the higher callus growth rate 

(over 0.49 g) in the medium supplemented with 2 mg/l 2,4-D, and DomSorkh and Garib 

had the highest callus fresh weight (above 0.4 g) in media containing 2 mg/l 2,4-D plus 2 

mg/l NAA. Using prolin in callus induction medium decreased callus growth. Lowest 

callus biomass (0.138 g) produced in medium containing 600 mg/L prolin. Among the three 

evaluated strain of Agrobacterium tumefaciens, only the EHA105 produced transgenic calli.  

Analysis of variance showed there was no significant difference between bacterial OD600 on 

transformation efficiency, but OD600=1 produced more transgenic calli. According to the 

results, the DomSorkh cultivar is more capable of callus formation in 2,4-D medium and 

can be used for gene transfer for different purposes.  

Key words: Prolin, 2,4-D, Callus induction, Transformation, DomSorkh, EHA105 
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