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 بذر مهين هزنمونير از استفاده با ختيترار يايسو ديتول

 
 زاده عبدل احمد و ياقدس مهناز *، نجار هيباقر محمدباقر ار،يهوش هيسم

 رانيا گرگان، گلستان، دانشگاهدانشكده علوم،  ،يشناس ستيز گروه

 
 يدهكچ

 جهنان  در نيپنروت   و روغنن  ديتول جهت يغن يمنبع و يشاورزك محصولات ترين مهم از يكي (Glycine max) ايسو

 انجنام  كين ژنت يمهندسن  و يسننت  يزادآور يهنا  روش از استفاده با آن يكيژنت بهبود يبرا فراواني يها تلاش و است

 ،آن يهنا ‌تنه يوار مكن  يكن يژنت تننو   و اهين گ نين ا بودن خودلقاح به توجه با يسنت با روش ايسو اصلاح اما است. شده

 يبنرا  اراكن  سنتم يس كين  به ايسو به ژن انتقال جهت كيژنت يمهندس نوين يها وشر از استفاده و است نيآفر لكشم

 يايسنو  دين تول يبنرا  تنلاش  نخسنتين  از حاصنل  جينتنا  پژوهش حاضر، در دارد. اجياحت ايپا ختيترار يها نيلا ديتول

 يها‌دانه ،منظور نيا به .گردد يم گزارش شورك در تريومكآگروبا واسطه با ،بذر مهين هزنمونير از استفاده با ختيترار

 بنذر  منه ين يهنا  زنموننه ير ،خورده برش نوشي آب شب كي و يسطح لياستر از پس 9 گرگان و DPX ارقام از ايسو

 ديپلاسنم  يحاو LBA4404 هيسو Agrobacterium tumefaciens ونيسوسپانس با ها ريزنمونه ،ادامه در .ديگرد آماده
pBI121 ماننده  يبناق  سبز رنگ به نيسياناماك يحاو يانتخاب طيمح يرو هك يا هشد ييباززا اهانيگ .ندديگرد حيتلق 

 انين ب و حضنور  انتقنال،  يسننج  GUS آزمنون  و يتوال نييتع ،PCR نشكوا .شد انتخاب ژن حضور دييتأ جهت بودند

 از 9گان گر رقم با سهيمقا در يبهتر ردكعمل DPX رقم داد. نشان رقم دو هر  شده ييباززا اهانيگ در را ژن نيا موفق

 كنارآيي  و يسنادگ  ا،يسو به ژن انتقال جهت بذر مهين زنمونهير از استفاده ياصل تيمز بود. دارا تراريزش درصد نظر

 شود. گرفته ارك به ديمف يها ژن انتقال جهت ندهيآ در تواند يم و است آن يبالا

 ايسو ،GUS گزارشگر ژن ذر،ب مهين زنمونهير ژن، انتقال ،Agrobacterium tumefaciens :يديلك هاي واژه

 
 .مقدمه

در همنه ننواحي آب و    (Glycine max)گيناه سنويا   

ترين محصنولات   ي از با ارزشكهوايي جهان به عنوان ي

غني جهت توليند روغنن و پنروت ين     يمنبعشاورزي و ك

هناي   شود و به علنت حساسنيت بنالا بنه تننش      شت ميك

 هاي زينادي در  ي، تلاشكمحيطي به ويژه شوري و خش

هناي زيسنتي و    جهت افزايش مقاومت آن در برابر تنش

 ,Tran and Nguyen) غيرزيستي صورت گرفتنه اسنت  

. اصلاح سويا با روش سنتي با توجه به خودلقناح  (2009

هناي آن بنا    ي انند  واريتنه  كبودن اين گياه و تنو  ژنتي
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و  (Christou et al., 1990)رو بننه رو اسننت  لكشننم

 كهاي نوين مهندسي ژنتين  ي سويا با روشكاصلاح ژنتي

. (Slater et al., 2008)رسند   امري ضروري به نظنر مني  

هناي فراوانني در جهنت توليند      هاي اخير تنلاش  در سال

شنت آن در سنطح   كسنازي   سوياي تراريخت و تجناري 

تنار  كميلينون ه  444ه از كن جهان انجام شنده بنه رنوري    

درصنند آن  11، 9444شننت شننده در سننال   كسننوياي 

 .(James, 2011) ستتراريخت بوده ا

ميزبنان ربيعني    كگياه دولپنه و ين   كاگرچه سويا ي

گياه  كرود، به عنوان ي تريوم به شمار ميكبراي آگروبا

تريوم كآگروبننا توسننط تراريننزشسرسننخت در برابننر  

هنناي محنندودي از تراريختنني  شننناخته شننده و موفقيننت

تريوم كهاي مختلن  سنويا توسنط آگروبنا     ي بافتكژنتي

 ,Mello-Farias and Chaves) گنزارش شننده اسننت 

در حال حاضر دو نو  سيستم باززايي تراريختي . (2008

تريوم در سنويا مرسنوم اسنت    كي با واسطه آگروباكژنتي

 زايي جنيني از آنها از گره لپه و در ديگري از كه در يك

 تولينند نخسننتين گننزارش شننود. اسننتفاده منني كسننوماتي

 توسنط  متريوكتراريخنت بنا اسنتفاده از آگروبنا     يسويا

Hinchee از  در آن هكنن دشنن ارايننه (4300اران )كننو هم

بنه عننوان    (cotyledonary node, CN) هناي لپنه   گنره 

هناي   اين روش، بريندگي  در .شده بودريزنمونه استفاده 

روزه  1تا  1هاي  هاي لپه مشتق از جوانه دقيقي روي گره

تريوم تلقيح شده كها با آگروبا سپس لپه ،گردد ايجاد مي

شنت  كها و باززايي روي محيط  نوشاخه يلكتش و جهت

هاي بهبود يافته، ريزنموننه   گيرند. در روش بافت قرار مي

اسنتفاده   "نيمه بذر"انتخابي مشتق از دانه بالغ سويا به نام 

بالا نيازمند ايجاد زخم دقيق روي  ارآييكه ضمن ك شد

 .(Paz et al., 2006)ها نيست  ريزنمونه

ري بيماريزاي گياهي اسنت  تكبا كتريوم يكآگروبا

 Tiه حاوي پلاسميدي نسنبتا بنزرب بنه ننام پلاسنميد      ك

ه قابليت انتقال ژن بنه گيناه را دارد. بنراي توليند     كاست 

گينناه تراريخننت تننوالي هنند  را بننين مرزهنناي انتهننايي 

دهند تا همراه  قرار مي T-DNAبخشي از پلاسميد به نام 

شنده و بنا    با آن به صورت تصادفي به سلول گياه منتقنل 

 Alimohammadi and) ژنننوم گينناه ادغننام گننردد   

Bagherieh-Najjar, 2009) انتقال ژن به گياه از رريق .

گيناه   بناززايي سيستم پايدار  كتريوم، نيازمند يكآگروبا

ه بايد براي گياهان كسلول تراريخته است  كامل از يك

 سازي گردد. مختل  بهينه

بنومي شنده    ه از ارقنام وارداتني  ك DPXسوياي رقم 

ماننند   هنا  بيمناري ه نسنبت بنه برخني    كن  اسنت شور كدر 

د سيست سنويا مقاومنت نسنبي    وپوسيدگي زغالي و نمات

رقننم حسنناس بننه ايننن   كينن 9دارد، امننا رقننم گرگننان  

. بنا توجنه   (Hezarjaribi et al., 2013)اسنت   ها بيماري

ننژادي و تراريختني    مبود ارلاعات در خصنو  بنه  كبه 

سننازي  پننژوهش حاضننر بهينننه شننور، دركايننن ارقننام در 

سيستم نيمه بذر براي انتقال ژن به اين دو رقم با اسنتفاده  

بنننه عننننوان ژن    GUSتريوم حننناوي ژن  كاز آگروبنننا 

روش موفنق   كگزارشگر شرح داده شده و به عننوان ين  

هناي   ننده مقاومت بنه تننش  كي ايجاد ها ژنجهت انتقال 

 زيستي و غيرزيستي پيشنهاد گرديده است.

 

 .ها وشر و مواد

 جهننت 9 گرگننان و DPX ارقننام بننالغ يهننا دانننه

 يشناورز ك قنات يتحق زكن مر از يختن يترار هاي شيآزما

 از استفاده با بذرها نيا (.A-9 لكش) شدند هيته گرگان

 تننريل يلننيم 1/9 نمننودن مخلننو  از حاصننل لننرك گنناز
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 41 مندت  به ژاول آب تريل يليم 444 واسيد  كيدريلرك

 .شد لياستر اتوركيدس درون ساعت

 از پنژوهش حاضنر   در: تريومكآگروباا  يساز آماده

 هيته pBI121 ديپلاسم و LBA4404 هيسو تريومكآگروبا

 يفنناور  سنت يز و كيژنت يمهندس يمل پژوهشگاه از شده

 يحنننننناو pBI121 ديپلاسننننننم د.يننننننگرد اسننننننتفاده

T-DNA شندن  ادغنام  و اهين گ بنه  انتقنال  تين قابل هك است 

 يهنننا ژن يدارا T-DNA هينننناح دارد. را آن ژننننوم درون

 و ن(يسننياناماك بننه )مقاومننت II فسفوترانسننفراز نيسننين وما

 نيا از (.4 لكش) است (GUS) دازيورونكبتاگلو ژن يتوال

 تريومكآگروبنا  يهنا  سلول ونيترانسفورماس براي ديپلاسم

 يحرارتن   شنو  بنا روش  LBA4404 هيسنو  نسيتومافاس

 يهنا  ينولن ك .(Liu and Binns, 2003) دين گرد اسنتفاده 

 يهنا  بيوتينك  آنتني  يحاو عيما LB طيمح در شده ليكتش

 و (يتركبننا هيسننو و نننو  يانتخنناب نشننانگر) نيفامپسننير

 سپس شدند. آزمون د(يپلاسم يانتخابنشانگر ) نيسياناماك

 رهيننذخ يبعنند مراحننل يبننرا تريومكآگروبننا يهننا سننلول

 از تنر يل يلن يم كين  ،هنا  تريكبنا  ينگهندار  بنراي  دند.يگرد

 تنر يل يلن يم كين  بنا  عيمنا  LB طيمح در شده شتك يتركبا

 سنرول، يگل درصند  11 يحناو  يسنرول يگل  استو محلول

 يخوب به سيتر مولار 491/4 و ميزيمن سولفات مولار 4/4

  د.يگرد رهيذخ عيما ازت در و مخلو 

 

 
 NPT II (Clonetech catalogue 1996/97) نيسياناماك به مقاومت ژن و GUS گزارشگر ژن حامل pBI121 ديپلاسم T-DNA ساختار -4 لكش

 

 بننا روش حيتلقن  جهنت  تريومكآگروبننا يسناز  آمناده 

 گرفنت.  صنورت  (9441) ارانكن هم و Paz شده اصلاح

 شد برداشته يسروليگل  استو از يتركبا مرحله نيا در

 14 يدارا جامند  LB شنت ك طيمح يحاو تيپل يرو و

 يانتخاب نشانگر) نيفامپسير كبيوتي آنتي تريل بر گرم ميلي

 بيوتيك آنتي تريل بر گرم ميلي 14 و (يتركبا هيسو و و ن

 د.ين گرد شنت ك د(يپلاسنم  يانتخناب  نشانگر) نيسياناماك

 درجه 90 يدما با وباتوركان در ساعت 10 مدت به تيپل

 كلنوني  كتن  ،مدت نيا از پس شد. داده قرار گراديسانت

 عيمنا  LB طيمحن  تنر يل يليم 9 در و برداشته تيپل يرو از

 رداركيشن  وبناتور كان درون ها، بيوتيك آنتي همان يحاو

 شتكبر دقيقه  دور 944 با گراديسانت درجه 90 يدما در

 شيپن  طيمحن  از تنر يرولكيم 444 ساعت، 41 از پس شد.

 يحاو عيما LB طيمح تريل يليم 444 در و برداشته شتك

 يرو طيمحن  نين ا د.شن  شنت ك نيفامپسن ير و نيسياناماك

دور بننر  414 و درجننه 90 يدمننا بننا رداركيشنن وبنناتوركان

 در آن OD تنا  شند  داده قنرار  شنب  دقيقه به مدت ينك 

 محلننول برسنند. 4 تننا 1/4 بننه نننانومتر 114 مننوج رننول

 44 مندت  بنه دور بنر دقيقنه    9144 دور با تريومكآگروبا

، 200R ،Microمندل  ) وژيفيسنانتر  اتنا   يدما در قهيدق

 طيمحن  در رسوب و شد حذ  روشناور د.يگرد( آلمان

 يآلنودگ  محلنول  OD د.يگرد حل (4 ول)جد يآلودگ

 د.يگرد ميتنظ 0/4 تا 1/4 نيب نانومتر 114 موج رول در

 يبنذرها : يآلاودگ  و هاا  ريزنموناه  ردنك آماده
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 ينوشن  آب لياستر مقطر آب در ساعت 94 حدود لياستر

 امتننداد در يرننول بننرش كينن ابتنندا (.B-9 لكشنن( شنندند

 پوسنته  وشند   جندا  هم از بذر همين دو شد، زده بذر محور

 9 از ينن يجن محور سپس (.C-9 لكش)گرديد  حذ  بذر

 لپنه  گره به متصل هجوان د.يگرد قطع انتها به مانده متر ميلي

 لكشن ) شند  آمناده  بذر مهين هزنمونير و ديگرد حذ  زين

9-D.) يدمنا  در قهيدق 94 مدت به بذر مهين يها ريزنمونه 

 ح،يتلقنن از پننس شنندند. حيتلقنن تريومكآگروبننا بننا اتننا 

 پوشنانده  (4 )جندول  يشنت كهم طيمحن  يرو هنا  يزنمونهر

 (يتركبنا  هيرو يب رشد اهشك )جهت يصاف اغذك با شده

 را شنت ك طيمحن  زنموننه ير صنا   سنطح  هكن  يصورت به

 اين  شنت ك اتنا   درون هنا  تين پل گرفتنند.  قنرار  ندك لمس

 سناعت  0 و ييروشننا  سناعت  41 ينور دوره با ناتوريژرم

 شدند. داده قرار گراديسانت درجه 91 ± 4 يدما و يكيتار
 

 
 حنذ   و شدن مين دو از پس ،(B) نوشي آب ساعت 41 از پس ،(A)نوشي  آب از قبل ايسو بذر بذر. مهين هزنمونير يساز آماده مراحل -9 لكش

 .(D) لپه گره به صلمت ييانتها جوانه حذ  و انتها به مانده متر ميلي 9 از ينيجن محور قطع با بذر مهين زنمونهير شدن آماده ،(C) پوسته
 

 بنناتيكتر و مراحننل: ييباااززا و شااتك طيشاارا

 اهيننگ ييبنناززا و بافننت شننتك جهننت لازم يهورمننون

 بنا  همنراه  Abbasi (9444) يهنا  افتنه ي اسناس  بنر  عمدتا

 ،يشتكهم روز 1 از پس شد: انجام شرحاين  به يراتييتغ

 4 زايني  شناخه  طيمحن  در و شند  داده شستشو ها ريزنمونه

 ,.B5 (Gamborg et al شنت ك طيمحن  هكن  (4 )جندول 

 و BAP ينينيكتويسنننننن هورمننننننون يحنننننناو (1968

 حنننننذ  )جهنننننت ميسنننننكسفوتا كبيوتيننننن آنتننننني

 بنه  اسنت  شنت( ك طيمحن  در ياضناف  يها تريومكآگروبا

 بنا  باشند  بنالا  بنه  رو زنموننه ير صنا   سنطح  هك يصورت

 ييانتهنا  )قسنمت  شندند  بنرده  فرو درجه 11 تا 94 هيزاو

 با ناتوريژرم اي شتك اتا  رد و ط(يمح داخل در لپه گره

 و يكيتنار  سناعت  0 و ييروشننا  ساعت 41 ينور دوره

 گرفتند. قرار 91 ± 4 يدما

 يرو از شننده ييبنناززا يهننا نوشنناخه روز 41 از پننس

 محنور  و حنذ   هنا  ريزنمونه يرأس هيناح و لپه گره ينواح

 بنه  هنا  ريزنموننه  شند.  برگردانده متر ميلي 9 حدود به ينيجن

 يهنا  كبيوتين  آنتني  يحناو  (4 )جدول 9 يزاي شاخه طيمح

 نيسن ياناماك و (تريومكآگروبنا  حنذ   )جهت ميسكسفوتا

 41 يبنرا  و منتقل خت(يترار يها ريزنمونه انتخاب )جهت

اينن   از پنس  شندند.  ينگهندار  مشابه طيشرا در گريد روز

 دين جد بنرش  كين  و شند  جندا  ها ريزنمونه از ها لپه ،مدت

 سپس شد. زده شتك طيمح با سطح هم زنمونهير هيپا يرو

 MS طيمحن  هكن  سناقه  رنول  شيافنزا  طيمح به ها ريزنمونه

(Murashige and Skoog, 1962) يحنننننناو 

 منتقنل بنود،   نيسن ياناماك و ميسن كسفوتا يهنا  كبيوتي آنتي

 صنورت  بنار  كين  هفتنه  دو هر شتكوا (.4)جدول  دندش

  گرفت.
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 ايسو ييباززا و يختيترار جهتشده  استفاده شتك يها طيمح بيكتر -4 جدول

 تركيب محيط كشت

 محيط آلودگي
 GA3 ،11/4گنرم بنر ليتنر     ميلي MES ،1/1=pH ،91/4گرم بر ليتر  3/9گرم بر ليتر سوكروز،  B5 ،94تركيبات محيط كشت  01/0

 گرم بر ليتر استوسيرينگون ميلي BAP ،14گرم بر ليتر  ميلي

  

 محيط همكشتي
 GA3 ،11/4گنرم بنر ليتنر     ميلي MES ،1/1=pH، 91/4گرم بر ليتر  3/9ر ليتر سوكروز، گرم ب B5 ،94تركيبات محيط كشت  01/0

 DTTگرم بر ليتر  ميلي 9/411گرم بر ليتر آگار،  1گرم بر ليتر استوسيرينگون،  ميلي BAP ،14گرم بر ليتر  ميلي

  

 محيط شستشو
گنرم بنر ليتنر     BAP ،4گنرم بنر ليتنر     ميلني  MES ،1/1 pH= ،44/4گرم بنر ليتنر    13/4گرم بر ليتر سوكروز،  B5 ،94محيط كشت 

 سفوتاكسيم

  

 4زايي  محيط شاخه
گنرم بنر ليتنر     BAP ،4گنرم بنر ليتنر     ميلني  MES ،1/1 pH= ،44/4گرم بنر ليتنر    13/4گرم بر ليتر سوكروز،  B5 ،94محيط كشت 

 گرم بر ليتر آگار 0سفوتاكسيم، 

  

 9زايي  محيط شاخه
گنرم بنر    ميلني  BAP ،144گرم بر ليتنر   ميلي MES ،1/1 pH= ،44/4گرم بر ليتر  13/4بر ليتر سوكروز، گرم  B5 ،94محيط كشت 

 گرم بر ليتر آگار 0گرم بر ليتر كانامايسين،  ميلي 94ليتر سفوتاكسيم،

  

 محيط افزايش رول ساقه

گرم بر  ميلي 444گرم بر ليتر آسپاراژين،  ميلي MES ،1/1 pH= ،14گرم بر ليتر  13/4گرم بر ليتر سوكروز،  MS ،94محيط كشت 

گرم بر ليتنر سفوتاكسنيم،    ميلي 144گرم بر ليتر زآتين ريبوزايد،  ميلي GA3 ،4گرم بر ليتر  ميلي 1/4پيرو گلوتاميك اسيد، -ليتر ال

 گرم بر ليتر كانامايسين ميلي 14تا  94

  

 زايي محيط ريشه
 4، و ينا همنننين بنا    IBAگنرم   ميلني  9يا  MES ،1/1 pH= ،4گرم بر ليتر  13/4گرم بر ليتر سوكروز،  MS ،94محيط كشت  9/4

 IAAگرم در ليتر  ميلي 4به همراه  IBAگرم در ليتر  ميلي 1/4و يا  IAAميليگرم در ليتر  1/4به همراه  IBAگرم در ليتر  ميلي

 

 همرحلنن رننول در خننتيترار يهننا زنمونننهير انتخنناب

 14تنا   94 يهنا  غلظنت  از اسنتفاده  بنا  سناقه  رول شيافزا

 گرفنننت. صنننورت نيسنننياناماك تنننريل بنننر گنننرم ميلننني

 بودنند  نمنوده  رشد متر يسانت 9 حدود هك ييها ريزنمونه

 انتقنال  (4 )جدول زايي شهير طيمح به و شده جدا هيپا از

 تنر يل بنر  گرم ميلي 9 و 4 يها غلظت در زايي ريشه افتند.ي

IBA هورمننون دو از يبننيكتر بننا IBA و IAA 4 شننامل 

 و IAA تنر يل بنر  گنرم  ميلني  1/4 و IBA تريل بر گرم ميلي

 تنر يل بر گرم ميلي 4 و IBA تريل بر گرم ميلي 1/4 نيهمنن

IAA شد. شيآزما ختيترار يها ريزنمونه يرو بر 

 بااا خااتيترار يهااا ريزنمونااه يولكاامول تحلياا .

 روش بنا  يژننوم  DNA :ياابي  توالي و PCR از استفاده

 بنر  DNA (rapid DNA preparation) عيسر يساز آماده

 يهننا بننرب از (4334) ارانكننهم و Edwards روش هيننپا

 دو از پنس  ياحتمنال  خنت يترار يهنا  ريزنمونه سبز و جوان

 شند.  اسنتخراج  نيسياناماك يحاو شتك طيمح يرو هفته

 ژل تروفورزكال از ،ياستخراج DNA تيفيك يابيارز براي

 از شنننده اسننتخراج  DNA يرو شننند. اسننتفاده  زوآگننار 

 بنه  شناهد  اهين گ DNA و ياحتمنال  ختيترار يها ريزنمونه

 شناهد  عننوان  بنه  pBI121 ديپلاسنم  و يمنفن  شناهد  عنوان

 يآغازگرهنا  از استفاده با مرازيپل يا رهيزنج نشكوا مثبت،

 جفنت  9444 يا قطعنه  نننده ك رين ثكت T-DNA ياختصاص

 يكي گرفت. صورت (GUS) دازيورونكبتاگلو ژن از يباز

 35S پروموتنننور يروشنننده  تفادهاسننن يآغازگرهنننا از
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(5'-CGCACAATCCCACTATCCTTCG-3') و 

 NOS-terminator يرو يگنننننننننننننننننننننننننننننننريد

.(5'-CGCGATAATTTATCCTAGTTTGC-3') 

 شنامل  تريرولكيم 91 حجم در نشكوا مخلو  داشت. قرار

 آغنازگر  هر از تريرولكيم 4 ،كيژنوم DNA روگرمكيم 9

 44 ظت)غل dNTP تريرولكيم 9 رومولار(،كيم 44 )غلظت

 14 )غلظننننت MgSO4 تننننريرولكيم 1/4 مننننولار(، يلننننيم

 9/4 و PCR10X بنننافر تنننريرولكيم 1/9 منننولار(، يلنننيم

 9 ابتندا  نشكن وا بود. Taq DNA polymerase تريرولكيم

 در هيثان 94 بيترت به لكيس 91 سپس و درجه 31 در قهيدق

 ادامنه  در و درجه 19 قهيدق 9 درجه، 13 هيثان 94 درجه، 31

 ديين تأ منظنور  بنه  شد. انجام گراديسانت درجه 19 رد قهيدق 1

 اهنننانيگ ژننننوم در GUS گزارشنننگر ژن حضنننور امنننلك

 يآغازگرهنا  بنا  شنده  رين ثكت قطعنه  ينابي  تنوالي  خت،يترار

 حجننم ،منظننور نيننا بننه شنند. انجننام T-DNA ياختصاصنن

 يهنننا ريزنموننننه PCR، DNA محصنننول از يمشخصننن

 نيين تع جهت 35S و NOS يآغازگرها همراه به ختيترار

 شند.  ارسنال )كنره جننوبي(    BIONEER تكشر به يتوال

 خنوانش  بار )دو ديگرد انجام قطعه سر دو هر از يابي توالي

 سر دو از شده نييتع يتوال دو هر (.يمنف و مثبت جهت در

 اساس بر و 1نسخه  Clone Manager افزار نرم توسط قطعه

 ارلاعات گاهيپا در pBI121 ديپلاسم از موجود ارلاعات

NCBI د.يگرد يبررس 

 جهت: GUS ييايميش ستويه يزيآم رنگ آزمون

 خننتيترار يهننا ريزنمونننه در GUS ژن حضننور دييننتأ

 بنر  GUS ييايميستوشيه يزيآم رنگ آزمون از ياحتمال

 و Kosugi و (4301) ارانكن هم و Jefferson روش هيپا

 يبرگ بافت ،منظور نيا به شد. استفاده (4334) ارانكهم

 طيمحن  يرو روز 90 هكن  ياحتمنال  خنت يترار اهانيگ از

 بودنند  مانده زنده نيسياناماك تريل بر گرم ميلي 94 يحاو

 منولار  ميلني  04 شامل آميزي رنگ محلول در و شد جدا

Na2HPO4 (pH=8،) 0 منننولار يلنننيم Na2EDTA، 0/4 

 درصننند X، 1/4 تنننونيتر (يحجمننن-ي)حجمننن درصنند 

 درصنند 94 د،يسننكسولفو ليننمت يد (يحجمنن-ي)حجمنن

 K4FeCN6 منولار  ميلي 90/4 متانول، (يمحج-ي)حجم

 كين  مندت  بنه  X-glucuro CHA salt منولار  ميلي 4 و

 بافنت  سنپس  گرفنت.  قنرار  گراديسنانت  درجه 91 در روز

 شد. ييزدا رنگ اتانول توسط

 

 .جينتا

 ديتول در 9گرگان و DPX رقم دو تياهم به توجه با

 زانين م هكن  مطلنب  نيا گرفتن نظر در با و شورك يايسو

 يررف از و است پيژنوت ريتأث تحت حبوبات در ييابازز

 يسناز  ننه يبه خصو ، نيا در ازين مورد ارلاعات فقدان

 اسنت.  يضرور ارقام نيا در ژن انتقال و ييباززا طيشرا

 بنذر  مهين زنمونهير ايسو اهيگ به ژن انتقال در هك آنجا از

 هنا  ريزنموننه  ريسا به نسبت يشتريب كارآيي و يسادگ از

 نين ا در بننابراين  .(Paz et al., 2006) اسنت  برخنوردار 

 د.يگرد استفاده بذر مهين زنمونهير از ق،يتحق

 پنس  هفتنه  چهار و دو :ختيترار اهانيگ ييباززا

 و DPX رقننم دو در زاينني شنناخه درصنند يشننتكهم از

 صنند در 19 و 11 معننادل بيننترت بننه و نيننيتع 9 گرگننان

 و هنا  شناخه  نين ا حنذ   از پنس  (.9 )جدول شد برآورد

 يحنناو زاينني شنناخه طيمحنن در هننا زنمونننهير دادن قننرار

 يبنرا  زايني  شناخه  درصد انتخابگر، عنوان به نيسياناماك

 بنه  درصند  91 و 1/99 بيترت به 9 گرگان و DPX ارقام

 دو نين ا در زايني  شناخه  بنه  مربنو   ريتصناو  آمند.  دست

 است. مشاهده قابل 9 لكش در مرحله
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درصنند بنناززايي از )نسننبت * .اسننت( SE ± راركننت 9 نيانگيننم ر،ي)مقنناد 9گرگننان  و DPX رقننم ود در زاينني شنناخه زانيننم سننهيمقا -9 جنندول

 دست آمد.ه ( ب444× تريومكآگروباي تلقيح شده با ها يا چند نوشاخه به تعداد ريزنمونه كهاي داراي ي ريزنمونه

 هفته 1يي پس از درصد باززا * هفته 9درصد باززايي پس از  هاي تلقيح شده تعداد ريزنمونه نو  رقم

DPX 09 11/41/11 34/41/99 

Gorgan3 11 41/49/11 1/44/91 
 

 
 از پنس  هفتنه  چهار نيسياناماك يحاو طيمح در و (Bو  A) يشتكهم از پس هفته دو نيسياناماك بدون زايي شاخه طيمح در زايي شاخه -9 لكش

 (Fو  C) يشتكهم
 

 زنموننه ير 1 در متنر  يسنانت  دو تنا  سناقه  رول شيافزا

 يحناو  سناقه  رنول  شيافنزا  طيمحن  يرو هفته 0 از پس

 طيمحن  نين ا در اهانيگ ساير گرفت. صورت نيسياناماك

 در ييبناززا  از مرحله نيا به مربو  ريتصاو رفتند. نيب از

 شود. يم مشاهده 1 لكش

 گنرم  ميلي 9 يها غلظت در ها ريزنمونه در زايي ريشه

 IBA تريل بر رمگ ميلي 4 يهورمون بيكتر و IBA تريل بر

-1 لكشن ) گرفنت  صورت IAA تريل بر گرم ميلي 1/4 و

D و E.) خننا بننه دار شننهير شننده ييبنناززا يهننا شنناخه  

 نسنبت  بنه  تين ولكيورم و جنگنل   خا بيك)تر كسب

 (.F-1 لكش) افتندي انتقال (4:9

و  PCRحلي  مولكولي گياهاان تراريختاه باا    ت.

هاي  هاستخراج شده از ريزنمون DNAروي يابي:  توالي

گياه شاهد بنه عننوان شناهد     DNAتراريخت احتمالي و 

به عنوان شاهد مثبت، واكنش  pBI121منفي و پلاسميد 

اي پليمراز با استفاده از آغازگرهناي اختصاصني    زنجيره

T-DNA 35S)  و(NOS  صورت گرفت و نتيجه حاصل

(. بنا توجنه بنه    1د )شنكل  شن ز مشناهده  وروي ژل آگار

در  bp 9444، باننند حنندود محنندوده اتصننال آغازگرهننا

هاي تراريخت كه مشابه باند نمونه شاهد است،  ريزنمونه

 هاي تراريخت است. به ريزنمونه T-DNAنشانگر انتقال 

سنوياي   DNAو از  PCRاز آب به عننوان شناهد منفني    

غير تراريخت شاهد به عنوان شاهد منفي استفاده شد كه 

بننود شنناهد، نشننانه ن DNAعنندم حضننور باننند در سننتون 

بننين آغازگرهننا و ژنننوم سننويا و در واقننع    سنناختي هننم

 اختصاصي بودن باند تكثير شده است.
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 (F)  خا به انتقال ،E)و  (D زايي ريشه، C)تا  (A ساقه رول شيافزا . خا به آن انتقال و ختيترار اهيگ ييباززا مراحل -1 لكش

 

 

 9. سنتون  نشانگر 4. ستون T-DNAبا استفاده از آغازگرهاي اختصاصي  PCRواكنش  -1شكل 

آب به عننوان   9به عنوان شاهد مثبت. ستون  bp 9444به رول حدود  pBI121محصول پلاسميد 

 هاي تراريخت. ريزنمونه 1و  1هاي  سوياي غيرتراريخت شاهد. ستون 1و ستون شاهد منفي 

 

 رين ثكت قطعنه  بنودن  ياختصاصن  املك دييتأ منظور به

 اهننانيگ ژنننوم در GUS گزارشننگر ژن حضننور و شننده

 ياختصاصنن يآغازگرهننا بننا يننابي تننوالي خننت،يترار

T-DNA سنر  دو از شنده  نيني تع يتوال دو هر شد. انجام 

 بنر  و 1نسنخه   Clone Manager افنزار  ننرم  توسنط  قطعه

 گناه يپا در pBI121 ديپلاسنم  از موجود ارلاعات اساس

 نين ا بلاسنت  نيهمننن  د.يگرد يبررس NCBI ارلاعات

 سناختي  هنم  رفت.يپنذ  صنورت  NCBI هگنا يپا در يتوال

 وجود ارلاعات نيا و يتوال نييتع جهينت نيب ياملك       نسبتا 

 ژنوم در GUS ژن حضور يقطع دييأت از نشان هك داشت

 دارد. ختيترار يها ريزنمونه

 ژن انين ب ديين تأ بنراي : GUS ييايميستوشيه آزمون

 از ياحتمنال  خنت يترار يهنا  ريزنمونه در GUS گزارشگر

 بنه  شند.  استفاده GUS ييايميستوشيه آميزي گرن آزمون

 هكن  ياحتمنال  ختيترار اهانيگ از يبرگ بافت ،منظور نيا

 تنننريل بنننر گنننرم ميلننني 94 يحننناو طيمحننن يرو روز 41

 محلننول در و شنند جنندا بودننند مانننده زنننده نيسننياناماك

 توسنط  سپس گرفت. قرار روز كي مدت به آميزي رنگ

 حضنور  نشنانه  هك رنگ يآب نقا  شد. ييزدا رنگ اتانول

 مشناهده  1 لكش در است يبرگ بافت در GUS ژن انيب و

 رقنم  دو در مثبنت  GUS يهنا  ريزنموننه  درصد و شود يم

DPX است. شده گزارش 9 جدول در 9 گرگان و 
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گيناه   3پژوهش ريزنمونه كشت شده در اين  941از 

تراريخت به دست آمد كه داراي نتايج مثبتي در آزمون 

PCR  يا ارزيابيGUS    بودند. بنابراين درصند ترارينزش

 بوده است. 14/1 با در پژوهش حاضر برابر
 

مثبنت از )نسنبت    GUSهناي   . درصند ريزنموننه  9گرگنان   و DPX رقنم  دو در مثبت GUS يابيارز يدارا يها ريزنمونه زانيم سهيمقا -9 جدول

 ( به دست آمد.444 ×م هاي تلقيح شده با آگروباكتريو مثبت به تعداد ريزنمونه GUSهاي  ريزنمونه

 مثبت GUS يها زنمونهير درصد مثبت GUS يها زنمونهير تعداد شده حيتلق يها ريزنمونه تعداد رقم نو 

DPX 09 1 1 

Gorgan3 11 9 1/9 

 

 
 دارد. قرار راست سمت در شاهد اهيگ .ايسو يها ريزنمونه در GUS ييايميستوشيه آميزي رنگ -1 لكش

 

 .بحث

 اسنت  يشاورزك محصولات ترين همم از يكي ايسو

 لين دل به هكبل روغن ديتول در تشيظرف ليدل به تنها نه هك

 تينناهم يدارا واننناتيوح هننا انسننان هيننتغذ در آن نقننش

 كين  و لپنه  دو اهين گ كين  ايسنو  اگرچنه  .اسنت  اي ويژه

 بنه  رود، يمن  شنمار  بنه  تريومكآگروبا يبرا يعيرب زبانيم

 لهيوسن  بنه  شترارينز  برابنر  در سرسخت اهيگ كي عنوان

 Mello-Farias and) اسنت  شده شناخته تريومكآگروبا

Chaves, 2008) .ترارينزش  جهنت  يمختلفن  يها روش 

 نيا در هك است شده شناخته تريومكآگروبا توسط ايسو

 قابنل  كنارآيي  و سنهولت  لين دل بنه  بذر مهين ستميس انيم

 ,.Paz et al) اسنت  برخنوردار  يخاصن  تين اهم از قبول

 يمحندود  مطالعنات  رانيا در هك نيا هب توجه با .(2006

 بنذر  منه ين زنموننه ير از اسنتفاده  با تراريزش خصو  در

 گزارشگر ژن انتقال حاضر پژوهش در است، انجام شده

GUS گنزارش  ايسنو  اهين گ بنه  تريومكآگروبنا  واسنطه  با 

 نننو  اه،يننگ پيننژنوت :جملننه از عامننل نيچننند شننود. يمنن

 بنا  اهنان يگ يكن يژنت يختن يترار بر توركو نو  و زنمونهير

 ،انيننم نيننا در و اسننت مننؤثر تريومكآگروبننا از اسننتفاده

 شتك قيرر از ايسو ييباززا در را ياساس نقش پيژنوت
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 شنت ك طيشنرا  ديبا رقم هر يبرا هك ندك يم يباز بافت

 ,.Bailey et al) شنود  يسناز  نهيبه ييباززا جهت بافت،

 دو تين اهم بنه  توجنه  بنا . Sairam et al., 2003)؛ 1993

 سنطح  و بنالا  ردكن عمل يدارا هك 9گرگان  و DPX رقم

 گنرفتن  نظنر  در با و هستند شورك در گسترده شتكريز

 دو نيا يكيژنت يختيترار جهت ازين مورد ارلاعات نبود

 ارقنام  نيا در ژن انتقال و ييباززا طيشرا يساز نهيبه رقم

 ژن زين آم تين موفق انتقال حاضر پژوهش جينتا .انجام شد

 دهنند. يمنن نشننانرا  رقننم دو رهنن بننه GUS گزارشننگر

 نسنبت  DPX رقنم  هكن  دهد يم نشان جينتا نيا ،نيهمنن

 نسنبتا  تيوضنع  تراريزش درصد نظر از 9گرگان  رقم به

 دارد. يتر مطلوب

 اسنتفاده  لپنه،  گره يها ريزنمونه در زايي شاخه جهت

 (BAP) نيپننور نننويآم ليننبنز ينينيكتويسنن هورمننون از

 جهنت  ها، سلول در را يستميمر تيفعال و است يضرور

 در .(Wright et al., 1986) نند ك يمن  القنا  نوشناخه  نمو

 جهنت  BAP رومنولار كيم 1 غلظنت  از حاضر، پژوهش

 هنر  در هنا  ريزنموننه  زايي شاخه و شد استفاده زايي شاخه

 ارانكننهم و Paz گرفننت. صننورت يخننوب بننه رقننم دو

 را BAP رومنولار كيم 444 و 41 ،1 :يها غلظت (9441)

 در زاينني شنناخه جهننت نننهيبه يهننا تغلظنن عنننوان بننه

 هكن  انند  ردهك گزارش امزيليو رقم لپه گره يها ريزنمونه

 اثننر BAP نينيكتويسنن غلظننت شيافننزا دهنند يمنن نشننان

 ندارد زنمونهير نو  نيا در زايي شاخه شيافزا بر يچندان

 مراحنل  در شنده  اسنتفاده  نينيكتويسن  ننو   هكن  يحال در

 افننزودن واسننت  بننوده مننؤثر زنمونننهير نيننا ييبنناززا

 يشنتر يب رنول  شيافزا امكان ديبوزير نيتآز نينيكتويس

 شنده  ييبناززا  هسناق  بنه  هنا  نينيكتويسن  ريسنا  به نسبت را

 .(Zia et al., 2010) دهد يم

 يهنا  شناخه  در شنه ير يالقنا  حاضر براي پژوهش در

 يهنا  نننده ك ميتنظن  مختلن   يهنا  غلظنت  از شده ييباززا

 و شننند اسنننتفاده IAA و IBA ينيسنننكا ياهينننگ رشننند

 و IBA تنر يل بر گرم ميلي 9 يها غلظت در تنها زايي ريشه

 1/4 و IBA تننريل بننر گننرم ميلنني 4 يهورمننون بيننكتر

 ارانكن هم و Paz .مشناهده شند   IAA تنر يل بنر  گنرم  ميلي

سننننويا  ارقننننام در (9444) ارانكننننهم و Zia و (9441)

 يالقنا  جهنت  IBA تريل بر گرم ميلي 4 غلظت از متفاوت

 بنذر  منه ين سنتم يس بنا  شنده  يياززابن  يهنا  شاخه در شهير

 از اسننتفاده حاضننر پننژوهش در امننا .اننند نمننوده اسننتفاده

در  شنت، ك طيمحن  در IBA تنر يل بنر  گنرم  ميلي 4 غلظت

 نظننر بننه .هننا ريشننه تولينند نكننرد هننيي يننك از ريزنمونننه

 در تفناوت  از يناشن  توانند  يمن  تفناوت  نين ا هك رسد يم

 باشد. مطالعه مورد يها پيژنوت

 

 .يبند جمع

 هكن  داد نشانپژوهش حاضر  در آمده دست به جينتا

 يژنن  ترارينزش  مقابنل  در ايسنو  يبالا يسرسخت رغميعل

 ,Mello-Farias and Chaves) تريومكآگروبنا  توسنط 

 مهين زنمونهير از استفاده با آن يكيژنت يختيترار، (2008

 كارآيي با نيسكا و نينيكتويس مناسب يها غلظت و بذر

 (9441) ارانكن هم و Paz اسنت.  ريپنذ  انكام قبول، قابل

 نيبن  را بنذر  منه ين زنمونهير از استفاده با تراريزش درصد

 در ترارينزش  درصند  ردند.ك گزارش درصد 1/0 تا 1/4

 گنرفتن  نظر در با هك بود درصد 14/1 حاضر يبررس نيا

 ا،يسننو يكننيژنت يختننيترار يهننا روش ريسننا كننارآيي

 رسد. يم نظر به يمطلوب كارآيي

 در لينندخ يهننا ژن انتقننال ژوهش،پنن نيننا ادامننه در

 به يستيرزيغ و يستيز يها تنش به اهيگ مقاومت شيافزا
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 روش نين ا ازتوان  مي نيهمنن است. انجام حال در ايسو

 بنه وينژه   هنا  شكن  عل  به مقاوم اهانيگ جاديا جهت در

 بنا  همگنام  شنور ك در ايسنو  دين تول شيافزا و تيفوسيگل

 زين آم تيموفق امهاد است ديام شد. مند بهره شورهاك ريسا

 تننش  بنه  مقناوم  خنت يترار اهنان يگ دين تول به قيتحق نيا

 از يبخشن  اهانيگ نيا ريثكت با كش بدون هك شود منجر

 محقق شورك در  پا يشاورزك و داريپا هتوسع اهدا 

 شد. خواهد
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 دانشننگاه از و هننا شيآزمننا انجننام در مسنناعدت خننارر

 يقنندردان يپژوهشنن يمننال تيننحما خننارر بننه گلسننتان
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Abstract 

Soybean (Glycine max), one of the most important agronomic crops in the world, is 

considered as a rich source of oil and protein production and much effort has been directed 

towards its genetic improvements using conventional breeding techniques, as well as 

molecular genetic approaches. Meanwhile, optimization of transformation of soybean requires 

an efficient system for production of stable transgenic lines. In this study, we reported the first 

attempt to use the cotyledonary node derived from mature seed for Agrobacterium mediate 

plant transformation in Iran. Surface-sterilized soybean seeds of DPX and Gorgan3 cultivars 

were soaked in distilled water overnight and used for explant production. The explants were 

inoculated in Agrobacterium tumefaciense (LBA4404) containing pBI121 solution. Positive 

transgenic plants which remained green in the presence of kanamycin, as a selectable marker, 

were used for the GUS assay. PCR, sequencing and the GUS assay showed successful 

expression of the GUS gene in the regenerated plants in both cultivars. Simplicity and 

efficiency were the main advantages of using the half-seed method which can be used to 

introduce useful and/or novel gene(s) into soybean. 

Key words: Agrobacterium tumefaciens, Gene transformation, Half-seed explant, GUS 

reporter gene, Soybean 
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