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 Populus × euromericana) صنوبر سیاه هیبریدتحلیل گیاهان تراریخت در روش آگروباکتریوم و انتقال ژن به

Dode Guinier) 

 *،2روزبهرام باغبان کهنه و 1شهنوش نیری

 تهران ،یبهشت دیدانشگاه شه، یستیز یفناوردانشکده علوم و ی، اهیگ یفناورستیگروه علوم و ز ،تخصصی یدکتر -1

 تبریز ز،یدانشگاه تبر ،یدانشکده کشاورز ،نژادی و بیوتکنولوژی گیاهیگروه به، دانشیار -2

 (24/12/1400 :تاریخ پذیرش - 05/11/1400تاریخ دریافت: )

 چکیده
کاغذ، سوخت  چوب وخمیردر صنایع مهم اقتصادی کاربردهای با  گیاهی ،(Populus × euramericana) هیبرید صنوبر سیاه

و آگروباکتریوم  روشهب ژن انتقال نامهشیوه . در این پژوهش،های خاك استحذف آلودگی و سلولزینانوزیستی و مواد 

 .شد انجام ارائه و تحلیل مولکولی گیاهان تراریخت استفاده از بافت میانگره ساقه صنوبر سیاه هیبرید با گیاه مستقیم باززایی

موراشیگ و محیط زایی حاوی القای ساقه کشتمحیط در میانگره ساقه هایریزنمونهکشت جهت باززایی گیاه کامل از 

 حاوی زاییالقای ریشه کشتمحیطاز  (RIM) زاییهبرای ریش و  BAP × IBAهای مختلف ترکیباتغلظت و( MS) اسکوگ

بالاترین میزان باززایی ساقه  ،باززایی مستقیمدر فیتوهورمونی فاکتورهای  ارزیابیبا . استفاده شد IBA × NAA هایغلظت

 05/0و  BAP تریبر ل گرمیلیم 5/0حاوی  SIMکشت محیطهای کشت شده در ساقه در هر ریزنمونه( از ریزنمونه 57/28)

و  IBA گرم بر لیترمیلی 1/0حاوی  RIMکشت محیطدر های باززا زایی ساقهبهترین ریشه. آمد دستهب IBAگرم بر لیتر میلی

 . نتایجندباززا با محیط سازگار شده و به گلخانه منتقل گردید نگیاهادرصد  100 .تولید شد NAA گرم بر لیترمیلی 05/0

های سیستم گزینش دقیقی جهت مهار سلول ®Basta میکرومولار 5/0که داد نشان  کشعلفبوط به حساسیت به مر

 روز و تلقیح 6 مدتبهها کشت ریزنمونهاز طریق پیش (درصد 33/93) ژن انتقال یفراوانبالاترین  .آوردفراهم می ریختغیرترا

 10مدت هباستوسرینگان میکرومولار  100 همراه 4404LBA (6/0 = 600OD)سویه  tumefaciens Agrobacteriumبا ها آن

دو نسخه ژن تا ترتیب درج یک هب GUSو آزمون هیستوشیمیایی  RT-PCR، سادرن یگذارلکهآنالیزهای دست آمد. هبدقیقه 

gus  درDNA نسل را در گیاهان ژنومی و بیان پایدار آن T0  نامهوهیش عنوانبهتواند می ی این تحقیقهایافته .کرد تأییدمنتخب 

 برداری قرار گیرد.صنوبر سیاه هیبرید مورد بهره به گیاهژن باززایی و انتقال 

 Populus × euramericanaساقه، میانگره، سادرن یگذارلکه، GUSبیان ژن باززایی مستقیم،  کلیدی:واژگان
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 مقدمه

از  ی( یکPopulus × euramericana)هیبرید صنوبر سیاه 

 Populus ایگونهینبانواع صنوبر هیبرید است که از تلاقی 

deltoides و  اروپاییP. nigra آمده است  دستبه مریکاییآ

های غیرزیستی همچون ها و تنشو در برابر آفات و بیماری

 ;Arend and Fromm, 2007)خشکی مقاومت بالایی دارد 

Jiang et al., 2015) .های هیبرید بسیاری از گونهPopulus 

sp. بدیل دلیل خصوصیات بیدر مناطق حاصلخیز جهان به

از جمله قابلیت رشد سریع، تکثیر رویشی و حجم بالای 

مترمکعب چوب در هکتار(  30تا 25تولید بیوماس گیاهی )

پالایی خمیرکاغذ، گیاه ،برداری در صنایع چوبجهت بهره

زدایی و تولید بیواتانول و مواد های آلوده، بیابانخاك

 ,.Rishi et al)شوند صورت انبوه کشت میسلولزی به

 × Populusسیاه هیبرید )چوب صنوبر  .(2001

euramericana ) ،رنگ روشن،  یدارا کنواخت،یسبک، نرم

 Arend)با کیفیت، مقاوم در برابر خمش و کشش است 

and Fromm, 2007; Confalonieri et al., 1998; Cong et 

al., 2013) کاربردهای متنوع این گونه هیبرید و ارزش .

به کشت انبوه آن در نوار شمالی آن منجر یاقتصادی بالا

ایران شامل مناطق آذربایجان تا خراسان شمالی شده است؛ 

شمال های کاریجنگل درصد 27که بیش از  طوریبه

 ,.Khosravan et al) کشور به این گونه اختصاص دارد

2017). 

به منجرسیاه صنوبر  هیبرید هایاهمیت اقتصادی گونه

در توسعه صفات مهم  پژوهشگرانبسیاری از  توجهجلب

شده  های نوین مهندسی ژنتیکاقتصادی با استفاده از روش

های معمول روشهای تواند محدودیتاست که می

از پیش روی جهت ارتقای درختان جنگلی نباتات را اصلاح

این . (Confalonieri et al., 2003)بردارد  گراناصلاح

مگا  ~500) اندازه کوچک ژنوم یلدلبهگیاهان چوبی 

های های توالیدسترسی به کتابخانه برچسب، (بازجفت

دوره رشد کوتاه، امکان باززایی و تکثیر ، شدهیانب

عنوان یک گیاه به ،سهولت در انتقال ژنای و شیشهدرون

ژنتیکی، ژنومیکس  مطالعاتدر گزینه مناسبی  ،مدل

ک بیولوژی، ویرایش تیمورفوفیزیولوژی، سینت عملکردی،

 گیاهان چوبیمولکولی ژنوم، سیستم بیولوژی، بیولوژی 

 ;Abbas et al., 2020; Bae et al., 2011) شودمیقلمداد 

Balestrazzi et al., 2009; Bali et al., 2016; Biswal et 

al., 2015; Bjurhager et al., 2010; Bonadei et al., 

2012; Bruegmann et al., 2019; Bryan et al., 2016; 

Buhl et al., 2017; Cai et al., 2016; Caruso et al., 

2008; Che et al., 2003; Chen et al., 2009; Dai et al., 

2003; Dharmawardhana et al., 2010; Du et al., 2012; 

Fan et al., 2020; Fan et al., 2015; Foston et al., 2011; 

Han et al., 2000; Hori et al., 2020; Igasaki et al., 

2002; Kim et al., 2020; Movahedi et al., 2021; Muhr 

et al., 2018; Nayeri et al., 2022; Raj et al., 2011; 

Ruttink et al., 2007; Song et al., 2019; Stanciulescu 

et al., 2018; Street et al., 2006; Triozzi et al., 2021; 

Xin et al., 2020; Xu et al., 2021; Yoo et al., 2017; 

Zhang et al., 2021).  ،های روشکلیه با این اوصاف

در این گیاهان مهندسی ژنتیک و انتقال صفات مطلوب 

های در گونه. قرار داردها آن توان باززایی تأثیرتحت چوبی 

انتقال  نامهوهیش تاکنونهای هیبرید آن، صنوبر سیاه و کلون

 .Pروش آگروباکتریوم صرفاً در گونه صنوبر سیاه )هبژن 

nigra L. var. italica گزارش شده است )(Confalonieri 

et al., 1994; Mohri et al., 1996; Nishiguchi et al., 

 Yevtushenko) یوتوشنکو و میسرا بر این،علاوه. (2006

and Misra, 2010 ) باززایی و انتقال ژن  نامهشیوهتوانستند

های ساقه و آگروباکتریوم با استفاده از ریزنمونه روشبه

 × P. nigra)صنوبر سیاه دیگری از گونه هیبرید در برگ 

P. maximowiczii A. Henry )  حالبا این .ارائه کنندرا، 

( نشان Rutledge and Douglas, 198) دوگلاسو  راتلج

دادند که امکان باززایی بافت ساقه در صنوبر سیاه هیبرید 

P. × euramericana cv. Robusta .همچنین،  وجود ندارد

صنوبر های های کامل در گونهگیاهچهای شیشهدرونتولید 

( برای اولین بار توسط P. × euramericanaسیاه هیبرید )

( با استفاده Agrawal and Gupta, 1991)آگراوال و گوپتا 

مربوط به درختان  یجوانه جانبهای حاوی از کشت ساقه

 MS (Murashige andکشت ساله صنوبر سیاه در محیط 25

Skoog, 1962 )گیاه  باززایی یدشواربهبا توجه  .گزارش شد

 × .Pریزنمونه ساقه و برگ گونه هیبرید  از

euramericana تاکنون انتقال ژن با آگروباکتریوم و باززایی ،

در این گیاهان تراریخته در این گونه گزارش نشده است. 

باززایی مستقیم بهینه جهت  نامهشیوه بار یناولبرای تحقیق 
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از  آگروباکتریوم روشبهژن انتقال  نامهشیوههمراه به گیاه

 ایگونهبینهیبرید  یاهصنوبر س میانگره ساقههای ریزنمونه

Populus × euromericana Dode Guinier  شدگزارش. 

های رشد کنندهتنظیمدر این مطالعه، بهترین ترکیب غلظت 

(Plant growth regulators, PGR ) سیتوکینین و اکسین در

در گیاه بدون القای کالوس باززایی بافت میانگره ساقه 

حداقل غلظت  .گردید شناساییصنوبر سیاه هیبرید 

نشانگر گزینش عنوان به ®Basta کشعلفمهارکننده 

های در ریزنمونهجهت تولید گیاهان تراریخته  ،گیاهی

نامه جهت دستیابی به شیوه. گردیدمیانگره ساقه تعیین 

در  مؤثراثر عوامل روش آگروباکتریوم انتقال ژنتیکی به

نامه انتقال ژن جهت تولید شد و شیوهبررسی ژن انتقال 

انتقال و بیان  .گیاهان تراریخته مورد استفاده قرار گرفت

صنوبر سیاه هیبرید با  T0در ژنوم گیاهان  gusپایدار ژن 

ای سادرن و واکنش زنجیرهگذاری های لکهروشاستفاده از 

 . شد تأیید( RT-PCR)برداری معکوس پلیمراز نسخه

 هامواد و روش

ان درختدر این تحقیق از : یسطح یضدعفون و مواد گیاهی

 P. × euramericana Dode سیاه هیبرید صنوبر دارشناسنامه

Guanier cv. 561/41 شناسی واقع در باغ تحقیقات گیاه

 N"30.4'03°38( )عرض جغرافیایی BRGUTدانشگاه تبریز )

شرقی، با میانگین  E"07.8'20°46شمالی و طول جغرافیایی 

 ،مین ریزنمونهأجهت ت شد. استفادهمتر( میلی 330بارندگی 

 20-30طول هبرشد ) در حالجوان و  عدد ساقه 30تعداد

 جوانه ی( حاومترسانتی 2/0-5/0 یبیو قطر تقر مترسانتی

از درخت جدا  یباغبان یچیتوسط قی جانب یهاجوانهو  ییانتها

اتوکلاو  زهیونیآب د یو در ظرف حاو (الف-1)شکل  شده

. ندشدمنتقل  شگاهیبه آزما گرادسانتیدرجه  4ی و در دماشده 

های های سطحی، شاخهجهت حذف مواد فنلی و آلودگی

با استفاده از ( الف-1)شکل  ی انتهایی و جانبیهاجوانهحاوی 

به ازای هر ساقه  ییشوظرفمسواك حاوی یک قطره مایع 

 2 مدتبه سپس و شستشو کاملطور بهدقیقه  5 مدتبه

با اتانول ترتیب به ها. نمونهندروان آبکشی شد آبزیر ساعت 

درصد  20 سفیدکننده تجاریمایع  ،ثانیه 30 مدتبه درصد 70

 6 مدتبهفعال(  نیدرصد کلر 5 یحاو میسد تیپوکلری)ه

 100شیکر ثانیه با  30 مدتبهدرصد  1/0دقیقه و کلرید جیوه 

در هر مرحله  ند.شدضدعفونی سطحی  ،دور در دقیقه

اتوکلاو  یدیونیزهبا آب دقیقه  2 مدتبهها نمونه ،ضدعفونی

مرتبه با آب  3ها شستشو شدند. در نهایت نمونه ،شده

شستشو و آبکشی دقیقه  5 مدتبه ،اتوکلاو شده یدیونیزه

 شدند.

ضدعفونی های انتهایی و جانبی جوانه: منبع و نوع ریزنمونه

 7/5درصد با  6/0حاوی آگارز  MS پایه در محیط کشتشده 

=pH  نیادر . (ب-1)شکل  هفته کشت شدند 4 مدتبه 

روش آگروباکتریوم از مطالعه جهت باززایی و انتقال ژن به

رشد یافته در متر سانتی 1های میانگره ساقه به طول ریزنمونه

 .ج(-1)شکل  استفاده شدای شیشهدرونشرایط 

در القای  هاPGRترکیب و غلظت  تأثیربررسی 

 ساقه انگرهیم زنمونهیساقه در ر ییباززا زانیمزایی: ساقه

کشت محیط یرو هیبرید سیاهصنوبر  (مترسانتی 1 )طول

 حاوی( Shoot inducing medium, SIM) زاییالقاء ساقه

 ,BAP ( CAT. No. B3274 و MS هیپا کشتمحیط

Sigma-Aldrich, USA )اساس مطالعات انجام شده در  بر

 P. nigra (Alba, 1992; Biswas et و P. alba یهاگونه

al., 2012; Confalonieri et al., 1998; Confalonieri et 

al., 2000; Pintarić, 2008; Yevtushenko and Misra, 

2010; Zhang et al., 2021) در  هیاول هایشیآزما جینتا و

 یاصل شیآزما شروع از قبل که P × euramericanaگونه 

 گرمیلیم 75/0 و 5/0، 25/0، 0) غلظت 4 در اندشده تجربه

 ,IBA (CAT. No. I5386, Sigma-Aldrich ( وتریدر ل

USA )(تریل در گرمیلیم 1/0 و 05/0، 0غلظت ) 3 در، 

 ,Extra pure Agar CAS 9002-18-0) درصد 6/0 آگار

Merck, Germany ) 8/5و =pH  گرفت قرار بررسی مورد 

ها به جهت القای افزایش طول ساقه، ریزساقه .(د-1)شکل 

 Shoot elongationالقا طویل شدن ساقه ) کشتمحیط

medium, SEM حاوی محیط کشت پایه )MS  05/0و 

 هفته دو ها هرریزنمونهد. شدنمنتقل  BAP گرم بر لیترمیلی

زایی به ازای هر ریزنمونه پس بار واکشت و تعداد ساقهیک

 . گیری شدهفته کشت اندازه 6از 
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 (P. ×euramericana Dode Guinier)باززایی مستقیم گیاه صنوبر سیاه هیبرید  نامهشیوهمنبع و نوع ریزنمونه مورد استفاده جهت تعیین  -1شکل 

Figure 1. Explant source and type for shoot regeneration of hybrid black poplar (P. ×euramericana Dode Guinier) 
های جانبی و انتهایی سیاه هیبرید؛ در سمت چپ جوانهجدا شده از درخت صنوبر  مترسانتی 3/0و قطر  مترسانتی 30-20 یبیشاخه جوان و سالم به طول تقر( الف

( جو رشد ساقه.  یزنجوانهجهت  MS کشتمحیطهای جوانه جانبی و انتهایی گیاه صنوبر سیاه هیبرید در کشت ریزنمونه (ب .صنوبر نشان داده شده استدرخت 

ساعت  8و  ییساعت روشنا 16 سمیبا دوره فتوتروپ توترونیمورد نظر در ف یهاکشت ؛MSهفته کشت در محیط پایه  4ها پس از های رشد یافته از جوانهساقه

های میانگره ساقه به طول ( کشت ریزنمونهد شدند. ینگهدار گرادسانتیدرجه  26ی و زرد در دما دیلوکس حاصل از لامپ فلورسنت سف 4500و شدت نور  یکیتار

 است. مترسانتی 1 معادل گیریدهنده واحد اندازه . خطوط نشانSIM کشتمحیطدر  مترسانتی 1

A) The young and healthy branches with 20-30 cm in length and 0.3 cm in diameter from hybrid black poplar. In the left, the 

apical and lateral buds of the hybrid black poplar was shown; B) The lateral and apical buds cultured on MS medium to 

obtain in vitro regenerated shoots; C) The shoots from buds after 4 weeks culturing on MS medium. The cultures were 

maintained at 26°C, 16/8 hrs light/dark photoperiod exposing to 4500 Lux light intensity from a cool white, fluorescent lamp. 

D) The internodal stem explants with 1 cm long from the in vitro regenerated shoots cultured on SIM. Bars indicate 1 cm. 
 

( به مترسانتی 2-1ل ها )به طوریزساقه: زاییالقای ریشه

( Root inducing medium, RIM)زایی ریشه کشتمحیط

حاوی ترکیبات فیتوهورمونی  MSپایه  کشتحاوی محیط

IBA  وNAA (CAT. No. N0640, Sigma-Aldrich, 

USA )1/0 و 05/0، 0 غلظت متفاوت شامل 3در  هرکدام 

انتقال داده   pH= 8/5و  درصد6/0 رآگا ،گرم در لیترمیلی

دار شده به ازای های ریشهشدند. درصد فراوانی ریزنمونه

ها به ازای طول ریشههر تیمار و تعداد ریشه و میانگین 

 . گیری شدهفته اندازه 8هر گیاهچه پس از 
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های گیاهچه: محیط و انتقال به گلخانهبه سازگاری 

استریل  کشتمحیط( از مترسانتی 8تا  6دار )به طول ریشه

با آب مقطر شستشو داده شد. ها آن هایخارج شده و ریشه

حاوی های ها به گلدان، گیاهچهکشتمحیطپس از حذف 

انتقال  3:2:1با نسبت پرلیت  وپیت ماس  ،مخلوط  ماسه

ها گلدان ،ها. جهت حفظ رطوبت نسبی گیاهچهندداده شد

. با ایجاد سوراخ در ندشدبا سرپوش پلاستیکی محافظت 

صورت هفتگی از میزان رطوبت سرپوش پلاستیکی به

پذیری گیاه با فضای اطراف گیاه کاسته و امکان تطابق

گیاهان به خاك  ،گلخانه فراهم شد. پس از سازگاریمحیط 

 منتقل شده و در فضای گلخانه قرار گرفتند.

های روی ریزنمونه ®Basta کشعلفآزمون حساسیت 

 کشعلفجهت تعیین حداقل غلظت مهارکننده میانگره ساقه: 

Basta®کشتمحیطروی  میانگره ساقه های، ریزنمونه SIM 

 IBA (05/0(، گرم بر لیترمیلی 5/0) MS ،BAPحاوی محیط پایه 

 ®Basta کشعلفو  درصد 6(، آگار گرم بر لیترمیلی

(REG.NR. L4872, Bayer CropScience AG, Germany ) در

میکرومولار  0/1و  75/0 ،5/0، 25/0 ،0مختلف شامل  غلظت 5

بار واکشت شدند و هفته یک دو ها هرکشت شدند. ریزنمونه

 یمانزندههای باززا شده و درصد درصد فراوانی ریزنمونه

 گیری شد.هفته کشت اندازه 6ها به ازای هر تیمار پس از ریزنمونه

 :Agrobacterium tumefaciensهای ناقل بیانی و سویه
های میانگره در ریزنمونهژن بررسی میزان کارایی انتقال  جهت

 LBA4404شامل  A. tumefaciensساقه، دو سویه باکتری 

 ,.Hoekema et al)زایی پایین با قدرت بیماری)اکتوپین( 

1983; Ooms et al., 1982)  وEHA105 با قدرت  ()آگروپین

در نظر گرفته شد.  (Hood et al., 1993)زایی بالا بیماری

DNA  پلاسمیدی ناقل بیانیpCAMBIA3301  ژنحاوی 

 گزینشگر گیاهی و ژن GUSکننده پروتئین رمز uidA گزارشگر

bar آنزیم فسفینوتریسین کننده رمزN-( عامل استیل ترانسفراز

بیانی فوقتحت کنترل پیشبر  (®Basta کشعلفمقاومت به 

35S CaMV  .در ساختار این ناقل بیانی ژن ین، ا برعلاوهاست

nptII وترنسفرازفسف نیسینئوما کنندهرمز II ( مقاومت به ژن

های تراریخته گزینش سلولبیوتیک کانامایسین( جهت آنتی

ناقل بیانی مورد نظر . (2)شکل  شده استاستفاده  باکتریایی

های سلولیند تراریختی به روش الکتروپوریشن به آتوسط فر

 شدهر دو سویه، منتقل  در مستعدگروباکتریوم آ باکتریایی

(Green and Sambrook, 2020; Sambrook et al., 1989; 

Sambrook and Russell, 2006). های باکتریایی لسلو

( حاوی Luria-Bertani) LBکشت نوترکیب در محیط

 50، استرپتومایسین گرم بر لیترمیلی 50 بیوتیک ریفامپسینآنتی

گزینش شد.  گرم بر لیترمیلی 50و کانامایسین  گرم بر لیترمیلی

در  pCAMBIA3301پلاسمیدی ناقل بیانی  DNAوجود 

با استفاده از  PCRسلول باکتریایی نوترکیب طی واکنش کلنی 

 گردید. تأیید( 1)جدول  barآغازگرهای اختصاصی ژن 

 

 
)فلش بنفش( و ژن گزینشگر  GUS( حاوی ژن گزارشگر بازجفت 11320) pCAMBIA3301نمای شماتیک نقشه ناقل بیانی  -2شکل 

 در گیاهان تراریخته ®Basta کشعلففسفینوتریسین استیل ترانسفراز )فلش سبز( جهت ایجاد مقاومت به  رمزکننده barگیاهی 
Figure 2. Schematic diagram from map of pCAMBIA3301 binary vector (11320bp) containing GUS reporter 

gene (Purple-colored arrow) and bar plant selectable marker gene encoding phosphinothricin acetyltransferase 

enzyme (Green-colored arrow) to obtain Basta® herbicide resistance in transgenic plants. 
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 تأثیرجهت بررسی : آگروباکتریوم روشبهانتقال ژن  نامهشیوه

 روشبهژن کشت در میزان کارایی انتقال پیش زمانمدت

 4در  SIM کشتمحیطدر  میانگره ساقه هایریزنمونهآگروباکتریوم، 

سوسپانسیون  روز کشت شدند. 9و  6، 3، 0 شاملتیمار زمانی 

 EHA105 (CFUو  LBA4404های های آگروباکتریوم سویهسلول

لیتر محیط( در سه غلظت سلول در هر میلی 15/3 ×810برابر با 

600OD (3/0 ،6/0  در 9/0و )تلقیح ) محیطInoculum medium, 

IM( )کشتمحیط MS5/0 ( گرم بر میلی 100حاوی میواینوزیتول

 ایهریزنمونه( تعلیق شدند.  pH= 2/5( و درصد 5(، ساکارز )لیتر

تیمار سوسپانسیون تلقیح  3در  SIMکشت مربوط به هر تیمار پیش

در دمای اتاق و در شرایط ( 9/0و  600OD = 3/0 ،6/0)باکتریایی 

مرحله غلظت  نیا در .شدند ماریت قهیدق 5 مدتهبتاریکی 

 هازنمونهیر حیزمان تلقمدتو ( Acetosyringone, AS) نانگیاستوسر

و مازاد رطوبت پس از حذف  حداقل در نظر گرفته شد. زانیم به

 ،توسط کاغذ صافی استریل اتوکلاو شده ،ییهای باکتریاسلول

ها با هر یک از ریزنمونهکشتی های تلقیح شده جهت همریزنمونه

 یدمادر و  ندمنتقل شد SIMبه محیط کشت های آگروباکتریوم سویه

نگهداری ساعت  48 مدتبهتاریکی مطلق  و گرادسانتیدرجه  28

 هیسو ییایباکتر یهاشده با سلول حیتلق یهازنمونهیر سپس، .گردید

LBA4404 نشیگز طیبه مح (Selection medium, SM )یحاو 

بر  گرمیلیم BAP ، 05/0تریبر ل گرمیلیم MS، 5/0 هیپا کشتمحیط

 تریبر ل گرمیلیم 250 و ®Basta کرومولاریم IBA، 5/0 تریل

 هیسو ییایباکتر یهاسلول حذف جهت. شد منتقلم یسفوتاکس

EHA105 100 نیمنتیت از تریبر ل گرمیلیم 250 میسفوتاکسبر علاوه 

  .دیاستفاده گرد SM کشتمحیطدر  زین تریل بر گرمیلیم

 100، 50، 0)غلظت  4 در ASعوامل هریک از اثر در مرحله بعد، 

 IMها با محیط تلقیح ریزنمونه زمانمدتو  (میکرومولار 150و 

دقیقه(  20و  15، 10، 5)تیمار  4در های باکتریایی حاوی سلول

. مورد مطالعه قرار گرفتنیز در میزان انتقال ژن طور مستقل به

 های باززا شده به ازای هر تیمارریزنمونهتراریختی درصد فراوانی 

 6پس از  T0های های حاوی گیاهچهبر اساس تعداد ریزنمونه

  گیری شد.هفته اندازه

: و سازگاری گیاهان ایشیشهدرونشرایط کشت 

، فشار گرادسانتیدرجه  121های مورد نظر در دمای کشتمحیط

های . کشتنددقیقه اتوکلاو شد 20 مدتبهاتمسفر  5/1

 اتاقک رشدو گیاهان باززا شده جهت سازگاری در  ایشیشهدرون

ساعت تاریکی و  8ساعت روشنایی و  16با دوره فتوتروپیسم 

لوکس حاصل از لامپ فلورسنت سفید و زرد  4500شدت نور 

 نگهداری شدند. گرادسانتیدرجه  26در دمای 

 یختیترار اولیه تأییدو  (gDNA) ژنومیکل  DNAاستخراج 

از هر ریزنمونه باززا شده در : PCR روشبه T0 یهاهچاهیگ

 RIMو  SEM، یک گیاهچه باززا شده به محیط SMمحیط 

گرم بر لیتر میلی 150و ®Basta میکرومولار  5/0حاوی 

ژنومی  کل DNA .شدزایی منتقل جهت القای ریشهسفوتاکسیم 

 CTABمنتخب با استفاده از روش  یهای باززا شدهگیاهچه

 یختیترار. (Doyle and Doyle, 1987)استخراج گردید 

 یبا استفاده از آغازگرها PCRواکنش  یط T0 یهااهچهیگ

اولیه  تأیید gus و bar یهاژن یو معکوس اختصاص میمستق

های آگروباکتریوم طی ها با سویهعدم آلودگی نمونه .دیگرد

 vir Gبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی ژن  PCRواکنش 
 1. توالی آغازگرهای اختصاصی هر ژن در جدول شد مشخص

 حجم در PCRواکنش طی ژنی تکثیر قطعات  است.ارائه شده 

از  نانومولار gDNA ،400 نانوگرم 50حاوی  تریکرولیم 20 نهایی

 5/12هر یک از یک جفت آغازگرهای اختصاصی ژن هدف و 

 .PCR (Vivantis, Cat. Noواکنش  2Xمسترمیکس میکرولیتر 

PR8252C ) .واکنش انجام شدPCR  با استفاده از دستگاه

ذیل انجام  دماییطبق برنامه  (Astech, Japanی )حرارت سازچرخه

 گرادسانتیدرجه  94ی در دما هیاول یسازهواسرشت . مرحلهگرفت

 یدما در یسازهواسرشتدمایی شامل چرخه  35 قه،یدق 5 مدتبه

در مرحله اتصال آغازگرها  و قهیدق 1 مدتبه گرادسانتیدرجه  94

درجه  72 یدمادر ، مرحله بسط گرادسانتیدرجه  57 یدما

 یدمادر ثانیه و سپس مرحله بسط نهایی  70 مدتبه گرادسانتی

 سپسانجام شد. دقیقه  10 مدتبه گرادسانتیدرجه  72

 100 یمولکول ینشانگر وزنمیکرولیتر  2همراه به PCRمحصولات 

در (، USATM, Thermo Scientific1153Cat. No. SM , ) بازجفت

حل  (Sigma-Aldrich, CAS. No. 9012-36-6)درصد  1 ژل آگارز

 X20000 TMRedSafeو حاوی محلول  TBE X0.5شده در بافر 

( , Intron biotechnology, USA21141Cat. No.  )5 درصد (v/v) 

گردید.  ولت( 85) ساعت الکتروفورزیک  مدتبهبارگذاری شده و 

 Gel Imaging Quantum) داكژلنتایج الکتروفورز در دستگاه 

ST4, Vilber Lourmat, France ) مورد بررسی و تجزیه و تحلیل

 قرار گرفت.
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 T0 یهااهچهیگ یختیترار تأییدجهت  PCRواکنش  درو معکوس  میمستق یآغازگرها یتوال -1 جدول
Table 1. The sequence of forward and reverse primes used for PCR reaction to validate the regenerated T0 plantlets 

 (bp) افتهی ریتکث قطعه طول

Length of amplificant (bp) 
 (’3’5) یتوال

Sequence (5’3’)  
 آغازگر نام

Primer name 
 ژن نام

Gene name 
552 ATGAGCCCAGAACGACGCCCGG Bar-F 

bar 
TCAAATCTCGGTGACGGGCAGG Bar-R 

450 ACCTCGCATTACCCTTACGCTGAA GUS-F 
gus 

AATCGCCGCTTTGGACATACC GUS-R 
850 ATGATTGTACATCCTTCACG Vir-F 

Vir G 
TGCTGTTTTTATGAGTTGAG Vir-R 

153 AGGCATCCACGAAACCACAT Act_F 
α-actin 

CTTGGGGCTAGTGCTGAGAT Act_R 
 

 های ژنجهت تعیین تعداد نسخهسادرن: گذاری لکهآنالیز 

به  T0گیاهچه باززا شده  5( از گروگرمیم 6) gDNA، انتقالی

. (Doyle and Doyle, 1987)استخراج گردید  CTABروش 

gDNA های برشی مورد نظر با استفاده از آنزیمBamHI  و

HindIII  برش داده شد.  گرادسانتیدرجه  37در دمایDNA 

 کاپیلاری روشبه درصد الکتروفورز و 8/0یافته در ژل آگارز برش

 از یاقطعهبه غشای نایلونی با بار الکتریکی مثبت منتقل گردید. 

 و کاوشگر استفاده شد DNAعنوان به( بازجفت 450) gusژن 

-digoxigenin-11با استفاده از  شرکت سازنده نامهوهیشطبق 

dUTP  کیت سنتز پروبدر PCR DIG Probe Synthesis 

(Sigma-Aldrich, USA, Cat. No. 1163690910نشانه ) گذاری

)تک  یبازجفت 450 کاوشگرهای گیری مولکولدورگگردید. 

و یخ صفر درجه( پس از  آبجوشرشته شده با شوك حرارتی 

های اتاقک درون لوله درمربوطه بلوکه کردن غشای نایلونی با بافر 

مدت هشت ساعت هب گرادسانتیدرجه  65 یدما گیری دردورگ

 DIG هایکار رفته علیه مولکولهب اختصاصی بادیانجام شد. آنتی

بوده و برای متصل به آلکالین فسفاتاز  anti-DIGبه پروب،  یالحاق

شرکت سازنده از سوبسترای  نامهوهیشطبق آشکارسازی سیگنال 

 ,Nitro blue tetrazolium chloride)نیتروبلو تترازولیوم کلرید 

NBT)  5)ایندولیل فسفات -3-کلرو-4-برومو-5و-Bromo-4-

chloro-3-indolyl phosphate, BCIP)  در کیت شناسایی موجود

 .DIG (Roche Applied Science, Cat. Noلومینسانس 

 .استفاده گردید( 11363514910

کل از  RT-PCR :RNAکل و واکنش  RNAاستخراج 

غیرتراریخته منتخب و گیاه  T0گیاهچه  5های برگی نمونه

 ,Trizol (CAT. No. RN7713C, RNXTM, Invitrogen روشبه

USA.میآنز با ماریت از پس ( استخراج گردید Dnase I (Thermo 

Scientific™, USA, Cat. No. EN0525 ،)یآلودگ عدم 

 یبا آغازگرها PCRبا استفاده از واکنش  RNA یهانمونه

فاقد باند  یهانمونه. شد تأیید( 1)جدول  α-actinژن  یاختصاص

DNA یدهنده عدم آلودگنشان DNA بود یژنوم (Dashchi et 

al., 2021 .) DNA ( مکملcDNA با استفاده از آغازگر الیگو )

18-12dT  کیت سنتز  نامهشیوهبر اساسcDNA (Quanti Tect® 

Reverse Transcriptase Kit, Qiagen, Hilden, Germany سنتز )

  PCRاز واکنش  cDNAریساخت رشته دوم و تکث یبراشد. 

 ،gusژن  یاختصاص یآغازگرهامطابق برنامه دمایی اشاره شده و 

نشانگر میکرولیتر  2همراه به PCRمحصولات  استفاده شد. سپس

 Cat. No. SM1153, Thermo) بازجفت 100 یمولکول یوزن

, USATMScientific،)  9012-)درصد  1در ژل آگارزCAS. No. 

36-6, Sigma-Aldrich)  حل شده در بافرTBE 0.5X  و حاوی

بارگذاری شده و  (v/v)درصد  X20000 TMRedSafe 5محلول 

ایج ولت الکتروفورز گردید. نت 85ساعت با ولتاژ  1 مدتبه

مورد بررسی و تجزیه و تحلیل قرار  داكژلالکتروفورز در دستگاه 

 گرفت.

پایدار پروتئین بیان  تأییدجهت : GUSآزمون هیستوشیمیایی 

 GUSاز آزمون هیستوشیمیایی  T0در گیاهان  GUSگزارشگر 

 T0گیاه صنوبر هیبرید  5های برگی از استفاده شد. نمونه

-D-بتا-ایندولیل-3-کلرو-4برومو-5با محلول جداسازی و 

 100 ، بافر فسفات سدیممولارمیلی 2( X-Glucگلوکورونید )

، فروسیانید مولارمیلی 5/0سیانید پتاسیم (، فری pH= 7) مولارمیلی

 X-100و تریتون  مولارمیلی EDTA 10، مولارمیلی 5/0پتاسیم 

 گرادسانتیدرجه  37ساعت در دمای  16 مدتبه ،درصد 1/0

با  برگآمیزی، محتوای کلروفیل بافت تیمار شدند. پس از رنگ

ساعت حذف شد  24درصد طی  95استفاده از اتانول 

(Gallagher, 1992). 
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 یآمار افزارنرمبا  هاداده یآمار هیتجزتجزیه و تحلیل آماری: 

SPSS v.17.0 (SPSS In, Chicago, USA ) .ءبررسی القاانجام شد 

صورت آزمایش فاکتوریل های میانگره ساقه بهزایی در ریزنمونهساقه

 ,Completely randomized designطرح کاملاً تصادفی )قالب در 

CRD )ریزنمونه  20حاوی دیش پتریانجام شد. هر سه تکرار  با

واحد آزمایشی در نظر عنوان به ،مترسانتی 1میانگره ساقه به طول 

 باتیترک در باززا یهااهچهیگ زاییریشه یالقا یبررس گرفته شد.

 3 در لیفاکتور شیآزما یط CRD طرحمختلف در  یتوهورمونیف

 که بود باززا اهچهیگ 5 یحاو واحد آزمایشی هرشد.  انجامتکرار 

 یبررس شیآزما .شد گرفته نظر در یشیآزما واحد کیعنوان به

 ومیآگروباکتر روشبهانتقال ژن  ییکارا زانیدر م لیاثرات عوامل دخ

 و ومیآگروباکتر هیسو نوع ها،زنمونهیر کشتشیپ زمانمدت شامل

و  CRDطرح  اساس بر( 600OD) ییایباکتر ونیسوسپانس غلظت

 یحاو واحد آزمایشیتکرار انجام شد. هر  3 در لیفاکتور شیآزما

در نظر گرفته شد.  مترسانتی 1میانگره ساقه به طول  زنمونهیر 10

 ومیآگروباکتر روش به ژن انتقال و ییباززا یهاداده لیتحل و هیتجز

 یبر مبنا نیانگیم سهیو مقا انسیوار لیتحل و هیتجز اساس بر

 انجام posthoc Tukey (HSD) اعتمادقابل داریحداقل اختلاف معن

و  Basta®، ASمختلف  یهااثرات غلظت یبررس شیآزما. گرفت

مستقل  صورتبه هرکدام IM طیبا مح هازنمونهیر حیتلق زمانمدت

 یحاو واحد آزمایشی هر. شدتکرار انجام  3و با  CRDدر طرح 

در نظر گرفته شد.  مترسانتی 1میانگره ساقه به طول  زنمونهیر 10

 ،®Bastaبه عوامل غلظت  مربوطمستقل  یهاداده نیانگیم سهیمقا

اساس  بر IM طیبا مح هازنمونهیر حیتلق زمانمدتو  ASغلظت 

One-way ANOVA یو بر مبنا (HSD) posthoc Tukey  در

 نرمال عیتوز یبررس .شد یبررسدرصد  5و  1سطح احتمال 

 بر اساس آزمون هاریزنمونه ایشیشهدرونی باززایی هاداده

Kolmogorov-Smirnov One- sample (1-sample K-S )تأیید 

  .شد

 و بحث نتایج

میانگره ساقه در صنوبر سیاه از ریزنمونه باززایی مستقیم 

 یناپارامتر آزمون جینتا :(Populus ×euromericana) هیبرید

 ساقهتعداد  یهاداد که داده نشان sample K-S-1نرمال  عیتوز

و انحراف  39/12 نیانگیبا م یتوهورمونیف یمارهایباززا در ت

 نرمال عیتوزدرصد از  95ن نایاطم درجه با 49/9 اریمع

 بر اساس تجزیه واریانسبر اساس نتایج  .هستند برخوردار

بر علاوه، (الف و ب-4)شکل نتایج مربوط به باززایی مستقیم 

 ترکیبدر داری معنیمتقابل  اثرات اصلی، اثر یدارمعنی

مقایسه میانگین  .(2)جدول  نیز مشاهده گردیدها فیتوهورمون

میانگره کشت ریزنمونه که داد نشان  BAP × IBAاثر متقابل 

و  BAPگرم بر لیتر میلی 5/0حاوی  SIM کشتمحیطدر ساقه 

ساقه باززا شده  573/28با میانگین  IBAگرم بر لیتر میلی 05/0

افزایش داشته است. را  باززاییبه ازای هر ریزنمونه بیشترین 

در ترکیب با گرم بر لیتر میلی 5/0تا حداکثر  BAPغلظت 

القای  ی بردارمثبت و معنی تأثیر IBAهای مختلف غلظت

از  BAPافزایش غلظت که  یطوربهساقه دارد.  مستقیمزایی باز

در ترکیب با گرم بر لیتر میلی 5/0به گرم بر لیتر میلی 25/0

برابری در میزان  4تا  2با افزایش  IBAهای مختلف غلظت

 میزان الف-4در شکل  .(الف-3)شکل  شدالقای ساقه همراه 

میانگره ساقه در صنوبر سیاه هیبرید  زنمونهیر ییزاساقه یالقا

 5/0 شامل حاوی ترکیب فیتوهورمونی SIMدر محیط 

 6 پس از IBAگرم بر لیتر میلی 05/0و  BAPگرم بر لیتر میلی

، نمای نزدیک ب-4همچنین شکل  هفته نشان داده شده است.

های باززا شده را در از باززایی یک ریزنمونه و تعداد ساقه

 شامل حاوی ترکیب فیتوهورمونی ،منتخب SIMمحیط کشت 

را  IBAگرم بر لیتر میلی 05/0و  BAPگرم بر لیتر میلی 5/0

 کشتمحیطعنوان بهاین ترکیب فیتوهورمونی دهد. نشان می

آگروباکتریوم روی  روشبهژن انتقال  برایباززایی ساقه 

 های میانگره ساقه استفاده شد.ریزنمونه

نوع بافت گیاه و نوع ریزنمونه در میزان باززایی و کارایی  اگرچه

 Confalonieri et) اندمهم گزارش شده یعوامل عنوانبهژن انتقال 

al., 2003; Han et al., 2000; Han et al., 2013)، های اغلب گونه

Populus sp. های بدون استفاده از غلظتها آن های هیبریدو کلون

PGR قابلیت باززایی غیرمستقیم مناسبی از بافت برگ، میانگره ،

 .Pچنین گزارشی در گونه حال با این ساقه و ریشه نشان دادند.

nigra  اغلب .نشده است ارائهآن به و هیبریدهای نزدیک 
 P. nigra نتیکی درژمربوط به باززایی و انتقال  مطالعات

با ها کالوس کشتیهمکالوس، ای شیشهدرونتولید  بریمبتن

 Confalonieri et)است روش بوده از این آگروباکتریوم و باززایی 
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al., 1994; Mohri et al., 1996; Nishiguchi et al., 2006) . با

در ناخواسته اد تنوع جای تواندمی زاییوسکال مسیر کهتوجه به این

 Rani) باشدمطلوب می این روشپرهیز از  ،نمایدگیاهان تراریخته 

et al., 1995; Saieed et al., 1994; Zhang et al., 2021).  حذف

با  ی القا شدههاریزنمونهمستقیم زایی و تلقیح مرحله کالوس

بر کاهش تنوع تواند علاوههای مختلف آگروباکتریوم میسویه

کاهش و آگروباکتریومی آلودگی  شدت کاهشبه منجر ،نتیکیژ

 .شود( False positive T0 plantsتراریخته )های شبهنمونهتولید 

( Biswas et al., 2012و همکاران )بیواس چه که آنمطابق 

 5/0 با غلظت BAP استفاده از فیتوهورمون ،گزارش کردند

تواند می IAAگرم بر لیتر میلی 5/0در ترکیب با گرم بر لیتر میلی

 .Pدر صنوبر سیاه )های میانگره ساقه ریزنمونهاز  درصد 87در 

nigra L. var. italica Kohne) ساقه باززایی مستقیمبه منجر نیز 

 .شودبدون القای کالوس 

زایی: های رشد در القای ریشهکنندهتنظیم تأثیربررسی 

 RIMمتر در محیط سانتی 2تا  1های با طول ساقه گیاهچه

کشت شدند. هر  NAAو  IBAترکیب غلظتی مختلف  9حاوی 

گرم در میلی 1/0 و 05/0، 0سطح ) 3دو فیتوهورمون اکسین در 

های لیتر( اعمال شدند. نتایج اثرات ترکیبی غلظت

در صفات تعداد ریشه و طول  NAAو  IBAهای فیتوهورمون

ریشه گیاهان باززا شده تجزیه و تحلیل شدند. نتایج آزمون 

های نشان داد که داده sample K-S-1ناپارامتری توزیع نرمال 

( و 39/5 ± 48/4برابر با  SD ±تعداد ریشه باززا شده )میانگین 

برابر با  SD ±ها در هر گیاه باززا )میانگین میانگین طول ریشه

( در مجموع تیمارهای فیتوهورمونی با درجه 85/7 ± 76/4

نتایج نشان درصد از توزیع نرمال برخوردار هستند.  95اطمینان 

 NAAو  IBAداد که تعداد و طول ریشه در سطوح ترکیبی 

 .(3درصد دارند )جدول 1در سطح احتمال  یدارتفاوت معنی

 
های میانگره ساقه بر صفت تعداد ساقه باززا شده از ریزنمونه IBAو  BAPهای تجزیه واریانس اثر فیتوهورمون -2جدول 

Populus × euromericana 
Table 2. The variance analysis of shoot regeneration from internodal stem explant of Populus ×euromericana 

cultured on SIM with different BAP and IBA combinations 
F میانگین مربعات 

Mean square 
 درجه آزادی

Degree of freedom 

 منابع تغییرات

Source of variables 

 Treatmentتیمار ) 11 286.772 **30663312.03

104433122.71** 976.688 3 BAP 
7131710.79** 66.698 2 IBA 
1622273.76** 15.172 6 BAP × IBA 

 9.352E-6 24 ( خطاError) 

 7.57E-5  
 ضریب تغییرات )%(

Coefficient of variation (%) 
 درصد1 احتمال در سطح دارمعنی :**

ignificant at 1% probability levelS :** 

 
 Populusهای میانگره ساقه های باززا شده از ریزنمونهبر صفات تعداد و طول ریشه IBAو  NAAهای تجزیه واریانس فیتوهورمون -3جدول 

× euromericana 
Table 3. The variance analysis of the interaction effects of the traits, including root No. and root length in regenerated plantlets of 

Populus × euromericana cultured on RIM with different NAA and IBA combinations 
  (Number of root) تعداد ریشه  (Root length) طول ریشه

 درجه آزادی
Degree of freedom 

 منابع تغییرات

Source of variables F 
 میانگین مربعات

Mean square 
F 

 میانگین مربعات

Mean square 
 (Treatment) تیمار 8 65.24 1504.45** 73.63 81959.7**
**47082.3 266.09 **5351.70 232.64 2 IBA 

**1175.1 6.58 **5221.3 9.60 2 NAA 
290.83** 10.92 **222.38 9.64 4 IBA × NAA 

 (Errorخطا ) 18 0.043  0.04 

 2.55  3.85  
 ضریب تغییرات )%(

Coefficient of variation (%)  
 درصد1 احتمال در سطح دارمعنی :**

ignificant at 1% probability levelsS :** 
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های اندك با طول باعث تولید ریشه NAAهای مختلف غلظت

 تأثیر NAAبا  IBAترکیب که گردید. در حالی مترسانتی 4تا  2

افزایش  مثبتی در افزایش تعداد ریشه و طول ریشه داشت.

روند  NAAگرم بر لیتر میلی 05/0 ترکیب بادر  IBAغلظت 

( و طول ریشه ب-3داری در تعداد ریشه )شکل افزایشی معنی

در  NAAحال افزایش غلظت با این( نشان داد. ج-3)شکل 

در تعداد و طول ریشه اثر  IBAهای مختلف ترکیب با غلظت

، NAAو  IBAطی نتایج مقایسه میانگین اثر متقابل منفی دارد. 

 05/0و  IBAگرم بر لیتر میلی 1/0های ترکیب فیتوهورمون

دارای بیشترین تعداد ریشه و طول ریشه  NAAگرم بر لیتر میلی

 ± 038/0و  913/13±  62/0 برابر با SD ± با میانگینترتیب به

هفته  6گیاهان حاوی ریشه پس از  ج-4 است. در شکل 22/15

در غلظت  IBAهای حاوی فیتوهورمون RIMکشت در محیط 

گرم بر لیتر میلی 05/0در غلظت  NAAو گرم بر لیتر میلی 1/0

باززایی صنوبر سیاه  هادر اغلب گزارشنشان داده شده است. 

(P. nigraو گونه )های های هیبرید آن از فیتوهورمونIBA  در

گرم میلی 02/0 در غلظت NAAو گرم بر لیتر میلی 5/0غلظت 

 Biswas) ها استفاده شده استگیاهچه زایییشهرجهت بر لیتر 

et al., 2012; Mohri et al., 1996; Nishiguchi et al., 2006; 

Tao et al., 2008).  القای  برای هاپژوهشدر این اگرچه

استفاده شده  NAAو  IBAهای بالای زایی از غلظتریشه

که غلظت پایین این دو فیتوهورمون داد نتایج ما نشان  ،است

های باززا شده زایی مطلوب در گیاهچهاکسینی باعث القای ریشه

 ازاست که تاکنون گزارشی  یدر حالشود. این صنوبر هیبرید می

ارائه نشده صنوبر سیاه  هیبرید در این گونه ریشهباززایی ساقه و 

 است.

 × Populusدار شده سازگاری و انتقال گیاهان ریشه

euromericana  :کار رفته در هنتایج حاصل از روش ببه گلخانه

مانی گیاهان باززا طی نشان داد که نرخ زنده ،سازگارسازی

طور درصد است و کلیه گیاهان باززا شده به 100سازگاری 

د(. در -4آمیز به محیط گلخانه سازگار شدند )شکل موفقیت

مطالعات قبلی نیز جهت سازگاری گیاهان باززا شده در جنس 

Populus sp.  برگخاكاز مخلوط ماسه، پرلیت و پیت ماس یا 

یا  2:1نسبت  ا، مخلوط ماسه و پیت ماس ب1:1:1های با نسبت

استفاده شده بود که میزان موفقیت و زندمانی گیاهان  1:1نسبت 

 ;Cavusoglu et al., 2011)درصد گزارش شده است  80-90

Khosravan et al., 2017; Lubrano, 1992; Rutledge and 

Douglas, 1988) این موضوع حاکی از توانایی بالای بالقوه و .

 (. 4دهد )شکل نشان میبالفعل این گونه هیبرید را 

در  ®Basta کشعلفتعیین حداقل غلظت مهارکننده 

به  T0باززایی و گزینش گیاهان های میانگره ساقه: ریزنمونه

گر گیاهی و میزان اندازه ریزنمونه، ضخامت آن، نوع گزینش

 Minimum inhibitoryحداقل غلظت مهارکننده )

concentration, MIC بستگی دارد )(Fan et al., 2015; 

Shestibratov et al., 2010)روش . بنابراین، پیش از انتقال ژن به

 MICهای میانگره ساقه، تعیین آگروباکتریوم در ریزنمونه

، ضروری است. T0های گر گیاهی جهت غربال گیاهچهگزینش

 کشعلفبیوتیک کانامایسین و متعدد به آنتی هایدر گزارش

Basta® دو گزینشگر معمول در غربال گیاهان عنوان به

Populus sp.  اشاره شده است(Confalonieri et al., 1997; 

Confalonieri et al., 2000; Delledonne et al., 2001; Fan et 

al., 2015; Zelasco et al., 2007) نتایج مقایسه میانگین مربوط .

ها مانی ریزنمونهبه بررسی میزان حساسیت و نرخ باززایی و زنده

بدون  SIM کشتمحیطد نشان داده شده است. در -3در شکل 

درصد 100ها مانی نمونهنرخ باززایی و زنده ،®Basta کشعلف

حاوی  SIMهای کشت شده در محیط که ریزنمونهبود. درحالی

مانی نرخ زنده ،میکرومولار 25/0در غلظت  ®Basta کشعلف

درصد را نشان داد. این نتیجه مبین  44 ± 57/0با میانگین 

است. در این  ®Basta کشعلفها به حساسیت بالای ریزنمونه

ها درصد ریزنمونه 50تقریباً در  یمانزندهغلظت غیر از بحث 

 SIM کشتطمحیهای باززایی ساقه نیز مشاهده نشد. در نشانه

ها میکرومولار، ریزنمونه Basta® 5/0 کشعلفحاوی 

نشان دادند؛  ®Basta کشعلفحساسیت بسیار بالایی به 

ها مشاهده نشد و نرخ تنها باززایی در ریزنمونههکه ن یطوربه

 4 ± 35/0شدت کاهش و در حدود هها نیز بمانی ریزنمونهزنده

های بالاتر علائم با غلظت SIM کشتمحیطدرصد بود. در 

هفته مشاهده شد.  3ها پس از ای یا نکروزه شدن نمونهقهوه

میکرومولار  5/0حاوی  SIM کشتمحیطدهد که نتایج نشان می

Basta® ،های غیر تراریخته طور کامل باعث حذف سلولبه

های مورد بسیار کمتر از غلظت ®Bastaشود. این غلظت می
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 ;Confalonieri et al., 1997)العات است استفاده در سایر مط

Confalonieri et al., 2000; Delledonne et al., 2001; Fan et 

al., 2015; Zelasco et al., 2007)ها. در بسیاری از گزارش 

در  ®Basta کشعلفمیکرومولار از  20تا  5بین  یهایغلظت

متر و قطر سانتی 1های میانگره ساقه به طول گزینش ریزنمونه

متر مربع سانتی 5/0های برگ در ابعاد متر و ریزنمونهمیلی 5/0

 Confalonieri et al., 2000; Shestibratov et)بوده است  مؤثر

al., 2010) کشعلف. با توجه به نتایج آزمون حساسیت 

Basta® ،کشتمحیط SIM  کشعلفمیکرومولار  5/0حاوی 

Basta® کشعلفهای مقاوم به جهت گزینش ریزنمونه 

Basta® .در طی فرایند تراریختی استفاده شد ، 

 
 

 
و تعیین حداقل غلظت مهارکننده های مورد استفاده در باززایی مستقیم متقابل فیتوهورمون اتاثرمقایسه میانگین  -3 شکل

Basta® های میانگره ساقه گیاه صنوبر سیاه هیبرید در ریزنمونه(P. × euramericana Dode Guinier.) 

Figure 3. The compare means of in vitro plant regeneration and MIC of Basta® in internodal stem explants from 

hybrid black poplar (P. × euramericana Dode Guinier). 

صفت ( مقایسه میانگین ب. BAP × IBAهای مختلف اثر متقابل غلظت تأثیرهای میانگره ساقه تحت میانگین توان باززایی ریزنمونهمقایسه  (الف

 هاییاهچهگمقایسه میانگین صفت طول ریشه در  (ج .IBA × NAAهای مختلف اثر متقابل غلظت تأثیرتحت باززا شده  هاییاهچهگتعداد ریشه در 

حاوی ترکیب فعال فسفینوتریسین در میزان باززایی  ®Basta کشعلف تأثیر( د. IBA × NAAهای مختلف اثر متقابل غلظت تأثیرباززا شده تحت 

گرم بر میلی IBA (05/0(، گرم بر لیترمیلی 5/0) MS ،BAPحاوی محیط پایه  SIM کشتمحیطهای میانگره ساقه روی مانی ریزنمونهو نرخ زنده

های با خطوط میکرومولار کشت شدند. ستون 0/1 و 75/0، 5/0، 25/0، 0شامل  ®Basta کشعلفمختلف  غلظت 5در  ®Basta کشعلف( و لیتر

 ها است.ریزنمونهمانی دهنده درصد زنده های با خطوط لوزی شکل نشاندرصد باززایی و ستون دهنده نشانمورب 

A) The compare mean of shoot induction from internodal stem explant of P. ×euramericana cultured on SIM 

with different BAP and IBA combinations. B) The compare mean of root No. in regenerated plantlets of P. 

×euramericana cultured on RIM with different NAA and IBA combinations. C) The compare mean of root 

length in regenerated plantlets of P. ×euramericana cultured on RIM with different NAA and IBA 

combinations. D) Effect of commercial herbicide Basta® with phosphinothricin active compound on shoot 

regeneration (Dark grey-colored column) and survival rate (Light grey-colored column) of internodal stem 

explant of P. ×euramericana cultured on SIM medium containing basal MS medium supplemented with BAP 

(0.5 mg/L), IBA (0.05 mg/L) and Basta® in 5 concentrations levels (0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1.0µM) after 6 weeks. 
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 .(P. × euramericana Dode Guinier)گیاه صنوبر سیاه هیبرید با استفاده از بافت میانگره ساقه در انبوه باززایی مستقیم  -4شکل 

Figure 4. Direct plant regeneration from internodal stem explant of hybrid black poplar (P. × euramericana 

Dode Guinier) without callus induction. 
 گرم بر لیترمیلی 05/0 و BAPگرم بر لیتر میلی 5/0حاوی  SIMکشت شده در محیط  میانگره ساقه هایهفته از ریزنمونه 6زایی پس از ززایی و باالقای ساقه (الف

IBA .هفته در محیط  6پس از  یک ریزنمونه میانگره ساقهباززایی ساقه در ( نمای نزدیک از بSIM  گرم بر لیتر میلی 5/0حاویBAP گرم بر لیترمیلی 05/0 و 

IBA .کشتمحیطهای باززا شده در در گیاهچه زاییریشهالقای  (ج RIM  گرم بر لیتر میلی 1/0حاویIBA  گرم بر لیترمیلی 05/0و  NAA.  د( گیاهان درون

ماس و پرلایت به ای در حال رشد در مخلوط خاك )ماسه، پیتسازگار شده در اتاقک رشد و شرایط گلخانه P. × euramericana Dode Guinierای شیشه

 هستند. مترسانتی 1گیری دهنده واحد اندازه نشان رنگیاهسخطوط  (.3:2:1نسبت 
A) Shoot induction and regeneration after 6 weeks from internodal stem explant cultured on SIM containing MS 

basal medium supplemented with BAP (0.5 mg/L) and IBA (0.05 mg/L). B) Closeup view of regenerated shoots 

from single internodal stem cultured on SIM containing MS basal medium supplemented with BAP (0.5 mg/L) 

and IBA (0.05 mg/L). C) Root development in MS basal medium supplemented with IBA (0.1 mg/L) and NAA 

(0.05 mg/L). D) A hardened in vitro raised P. × euramericana Dode Guinier growing in soil mixture (sand, peat 

moss and perlite in 3:2:1 ratio). Bars indicate 1cm. 
 

با استفاده  آگروباکتریوم روشبه کارآمد انتقال ژن نامهوهیش

 × Populusدر  میانگره ساقههای ریزنمونهاز 

euromericana Dode Guinier :،عوامل  در این مطالعه

آگروباکتریوم در  روشبهگذار بر میزان کارایی انتقال ژن تأثیر

. در بسیاری از مطالعات شدبررسی  میانگره ساقه ریزنمونه

 روشبهگذار در انتقال ژن تأثیرپیشین، به لزوم بررسی عوامل 
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ها در کشت ریزنمونهآگروباکتریوم همچون طول دوره پیش

های ت سلولزایی، نوع سویه و غلظالقای ساقه کشتمحیط

 زمانمدتباکتریایی آگروباکتریوم، غلظت استوسیرینگون، 

های باکتریایی نوترکیب و طول دوره ها با سلولتلقیح ریزنمونه

 Han et)کید شده است أت .Populus spهای کشتی در گونههم

al., 2000; Han et al., 2013; Song et al., 2019) ،بنابراین .

کشت پیش زمانمدتدر این مطالعه، عواملی همچون 

، A. tumefaciens، نوع سویه SIMمحیط  در هاریزنمونه

و  AS( هر سویه، غلظت 600ODهای باکتریایی )غلظت سلول

های حاوی سلول IMها با محیط تیمار ریزنمونه زمانمدت

باکتریایی نوترکیب مورد بررسی قرار گرفت. فاکتورهای مورد 

بررسی طی دو مرحله مورد آزمون قرار گرفتند. در مرحله اول 

ها در محیط کشت ریزنمونهپیش زمانمدتسه عامل اثر متقابل 

SIM  روز، نوع سویه  9و  6، 3، 0سطح در چهارA. 

tumefaciens دو سویه شامل LBA4404  وEHA105  و

، 3/0 برابر با 600ODسطح  3های باکتریایی در غلظت سلول

 SIMو  IM هایبررسی شد. در این مرحله محیط 9/0و  6/0

 IMها با محیط تیمار ریزنمونه زمانمدتو بوده  ASفاقد 

گرفته  در نظردقیقه  5های باکتریایی نوترکیب حاوی سلول

 داد نشان هاداده sample K-S-1نرمال  عیآزمون توز جینتا .شد

عوامل  مختلف یمارهایباززا در ت اهانیگتعداد  یهاکه داده

و  086/16 نیانگیم با ومیدر انتقال ژن بروش آگروباکتر مؤثر

 عیدرصد از توز 99 نانیبا درجه اطم 21/18 اریانحراف مع

نتایج تجزیه واریانس سه عامل  نرمال برخوردار هستند.

، غلظت SIMدر محیط  هاکشت ریزنمونهپیش زمانمدت

 کهداد های باکتریایی و نوع سویه آگروباکتریوم نشان سلول

هستند و  دارمعنی جانبهسهتمام اثرات اصلی و دوجانبه و 

تواند بهترین ترکیب سه عاملی را برای می جانبهسهسی اثر ربر

 (. 4)جدول  معرفی بنمایدتراریختی معمول استفاده در روش 

 

بر  A. tumefaciens( و نوع سویه 600ODهای باکتریایی )کشت ریزنمونه، غلظت سلولپیش زمانمدتتجزیه واریانس اثر متقابل  -4جدول 

 P. × euramericana Dode guinierهای میانگره ساقه آگروباکتریوم در ریزنمونه روشبهدرصد فراوانی انتقال ژن 

Table 4. The variance analysis of the interaction effect of the traits, including preculturing of internodal stem explant in SIM 

medium, concentration of bacterial suspension (OD600) and A. tumefaciens strain on frequency of Agrobacterium-mediated 

genetic transformation using inter nodal stems explants from P. × euramericana Dode guinier 

F میانگین مربعات 

Mean square 
 درجه آزادی

Degree of freedom 

 منابع تغییرات

Source of variables 

1743.688** 1023.206 23 
  تیمار

Treatment 

654.179** 383.876 1 
 باکترینوع سویه 

Bacterial strain type 

5465.531** 3207.204 2 
 (600OD) های باکتریاییغلظت سلول

)600uspension (ODsell cacterial bConcentration of  

3950.621** 2318.246 3 
 کشت ریزنمونهپیش زمانمدت

Preculturing time  

908.105** 532.881 2 
 ییایباکتر یهاغلظت سلول × نوع سویه باکتری

600OD ype ×tStrain  

893.452** 524.283 6 
 های باکتریاییغلظت سلول ×کشت پیش زمانمدت

 600ime × ODtPreculturing  

2410.960** 1414.756 3 
 کشتپیش زمانمدت × نوع سویه باکتری

Strain Type × Preculturing time 

376.318** 220.826 6 
 کشتپیش زمانمدت × ییایباکتر یهاغلظت سلول ×نوع سویه 

 600ime × ODtype × Preculturing tStrain  

 خطا  48 0.587 
Error 

 4.76  
 ضریب تغییرات )%(

Coefficient of variation (%)  
 درصد1 احتمال در سطح دارمعنی :**

ignificant at 1% probability levelS: ** 
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 زمانمدتاختلاف میانگین اثر متقابل عوامل  ،5در جدول 

های ، غلظت سلولمیانگره ساقه هایکشت ریزنمونهپیش

در درصد فراوانی  A. tumefaciensباکتریایی و نوع سویه 

ارائه شده است. بر اساس نتایج با  یا تراریختی انتقال ژن

 کشتمحیطها در کشت ریزنمونهپیش زمانمدتافزایش 

SIM 600 و افزایشOD های باکتریایی درصد فراوانی سلول

بر این، ها افزایش یافته است. علاوهدر ریزنمونه انتقال ژن

سویه با عنوان به LBA4404دهد که سویه نتایج نشان می

زایی پایین بیشترین میزان کارایی انتقال ژن قدرت بیماری

ها در کشت ریزنمونهرا داشته است. بر اساس نتایج، پیش

با ها آن روز و آلودگی 6 مدتبه SIM کشتمحیط

سویه  A. tumefaciensهای باکتریایی مستعد سلول

4404LBA  600باOD  با اختلاف  بود که 6/0برابر با

داری نسبت به سایر تیمارها بیشترین میزان درصد معنی

را نشان داد. مقایسه  83/68 ± 76/0انتقال ژن با میانگین 

دهد نشان می EHA105این تیمار با تیمار مشابه با سویه 

 در حدود LBA4404تیمار مربوط به سویه کارایی که 

 .است EHA105از سویه  تربرابر بیش 12/5

 
بر درصد  A. tumefaciensهای باکتریایی و نوع سویه کشت ریزنمونه، غلظت سلولپیش زمانمدتمقایسه میانگین اثر متقابل  -5جدول 

 P. × euramericana Dode guinierهای میانگره ساقه آگروباکتریوم در ریزنمونه روشبهفراوانی انتقال ژن 

Table 5. The compare mean of the interaction effect of the traits, including preculturing of internodal stem explant in SIM 

medium, concentration of bacterial suspension (OD600) and A. tumefaciens strain on frequency of Agrobacterium-

mediated genetic transformation using internodal stems explants from P. × euramericana Dode guinier 
 درصد فراوانی انتقال ژن به روش آگروباکتریوم

Agrobacterium-mediated transformation frequency (%) 
600OD 

کشت ریزنمونه پیش

 )روز(

Explant 

preculturing Time 

(day) 

 .Aنوع سویه باکتری 

tumefaciens 
Agrobacterium 

strain 

 تیمار

Treatment انحراف استاندارد 
SD 

 میانگین

Mean 

0.00 0.00k  0.3 0 LBA4404 1 
0.00 0.00k  0.6 0 LBA4404 2 
0.00 0.00k  0.9 0 LBA4404 3 
1.53 21.67f  0.3 3 LBA4404 4 
1.00 43.00c  0.6 3 LBA4404 5 
0.50 6.50j  0.9 3 LBA4404 6 
1.00 35.00d  0.3 6 LBA4404 7 
0.76 68.83a 0.6 6 LBA4404 8 
1.00 13.25h 0.9 6 LBA4404 9 
0.00 0.00k  0.3 9 LBA4404 10 
1.00 33.50d 0.6 9 LBA4404 11 
0.00 0.00k  0.9 9 LBA4404 12 
0.00 0.00k  0.3 0 EHA105 13 
0.00 0.00k  0.6 0 EHA105 14 
0.00 0.00k  0.9 0 EHA105 15 
0.50 10.00i 0.3 3 EHA105 16 
1.00 21.50f  0.6 3 EHA105 17 
0.57 4.67j  0.9 3 EHA105 18 
1.50 28.50e 0.3 6 EHA105 19 
1.00 13.50h 0.6 6 EHA105 20 
0.57 1.33k 0.9 6 EHA105 21 
1.25 21.33f 0.3 9 EHA105 22 
0.29 47.33b 0.6 9 EHA105 23 
0.29 17.16g 0.9 9 EHA105 24 

 57.24  
 ضریب تغییرات )%( 

Coefficient of variation (%) 

 
، 50، 0های غلظت ،ASهای مختلف جهت بررسی اثر غلظت

اضافه  SIMو  IMکشت به محیط AS میکرومولار 150و  100

دقیقه تلقیح شدند. بر اساس نتایج  5 مدتبهها شده و ریزنمونه

درصد فراوانی انتقال ژن  بر ASاثر غلظت  ،مقایسه میانگین
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تیمار مورد بررسی اختلاف  4، بین میانگره ساقههای ریزنمونه

. نتایج مقایسه دوجود دار درصد1 احتمال دار در سطحمعنی

میکرومولار  100ت دهد که غلظنشان می ASغلظت  4میانگین 

که اختلاف بیشترین درصد فراوانی انتقال ژن را دارد؛ درحالی

میکرومولار مشاهده نشد. در  50و  0داری بین تیمارهای معنی

 ASغلظت  4، نمودار درصد فراوانی انتقال ژن در الف-5شکل 

 100غلظت با  AS ،نشان داده شده است. بر اساس نتایج

 روشبهژن  غلظت بهینه در انتقالعنوان بهمیکرومولار 

و همکاران کونفالونیری آگروباکتریوم در نظر گرفته شد. 

(Confalonieri et al., 2000 بالاترین درصد فراوانی انتقال ژن )

 AS 150تلقیح حاوی  کشتمحیطبا استفاده از ترتیب بهرا 

 AS هایغلظت آورند. لیکن، نتایج بررسی دستبهمیکرومولار 

دهد که غلظت بالاتر نشان میمیانگره ساقه های روی ریزنمونه

دلیل و به داردمنفی در درصد انتقال ژن  تأثیرمیکرومولار  100از 

 آلودگی باکتریایی علائمی همچون رشد بیش ازشدت افزایش 

 ها ایجاد شد.ریزنمونه ه شدنها و نکروزباکتری حد

ها با آلودگی ریزنمونه زمانمدت، ASپس از تعیین غلظت بهینه 

های باکتریایی نوترکیب مورد بررسی قرار گرفت. بر این سلول

گذار در غلظت بهینه تثبیت شده و فقط تأثیراساس، کلیه عوامل 

، 5تیمار شامل  4در  میانگره ساقهآلودگی ریزنمونه  زمانمدت

، ب-5دقیقه مورد ارزیابی قرار گرفت. در شکل  20و  15، 10

ها آن میانگین هر یک از تیمارها و میزان اختلاف مقایسهنمودار 

ها دقیقه تلقیح ریزنمونه 10نشان داده شده است. بر اساس نتایج، 

های باکتریایی آگروباکتریوم حاوی سلول IM کشتمحیطبا 

با غلظت  ASو  6/0برابر با  600ODبا غلظت  4404LBAسویه 

بیشترین درصد فراوانی انتقال ژن با میانگین میکرومولار  100

میسرا و یووتوشنکو را نشان داد.  33/93 ± 67/1

(Yevtushenko and Misra, 2010)  انتقال ژن توانستند

های میانگره ساقه در صنوبر ریزنمونهآگروباکتریوم در  روشبه

 انجام P. nigra L. × P. maximowiczii A. Henryسیاه هیبرید 
سوسپانسیون  با را ساقه میانگره هایریزنمونه هاآن دهند.

 مدتبه90MP (0.5 = 600OD )باکتریایی آگروباکتریوم سویه 

که فراوانی انتقال ژن  یطوربه ،کردندیک ساعت تلقیح 

در مقایسه با نتایج . درصد بود 3/36ها در حدود ریزنمونه

کشت شده پیش میانگره ساقههای مطالعات قبلی، تلقیح ریزنمونه

روز با سوسپانسیون سلول باکتریایی نوترکیب سویه  6 مدتبه

4404LBA (6/0 = 600OD)  حاوی استوسیرینگونµM100 

 درصد در گیاه 33/93دقیقه میزان کارایی انتقال ژن  10 مدتبه

 .صنوبر سیاه هیبرید نشان داد

الگوی درج : T0در گیاهان  ژنترانستعیین تعداد نسخه 

DNA  در گیاهان انتقالیT0  سادرن گذاری لکه روشبهمنتخب

 رخدادهایکه در ژنوم داد مورد بررسی قرار گرفت. نتایج نشان 

 gusحاوی ژن  ژنترانسمنتخب یک یا دو نسخه از تراریختی 
 رواج به این وضعیت با توجه .(ج-5درج شده است )شکل 

سازی مشکلی در هموزیگوتتکثیر غیرجنسی در صنوبر 

در طول  خاطر قابلیت تکثیر غیرجنسیهب ژنی نداشته ومکان

زیگوتی گیاهان از پایداری همیتوان های متمادی مینسل

  مند شد.تراریخته بهره

در  gus ژن داریپا انیب: RT-PCRبه روش  gusژن بیان  تأیید

 تأیید RT-PCRواکنش صنوبر سیاه هیبرید با استفاده از  T0هان ایگ

آثاری از نشان داده شده است،  د-5که در شکل  طورهمانگردید. 

مشاهده نشد. در گیاه غیرتراریخته  gusژن  مربوط به cDNAتکثیر 

، T0-5تا   T0-1گیاه تراریخته 5در هر ، RT-PCRبر اساس نتایج 

 . شد تأیید gusژن  mRNA یبردارنسخه

 uidAنتایج مربوط به آزمون هیستوشیمیایی ژن ، هـ-5در شکل 

منتخب  پنج رخداد تراریختیگیاهان برگ در  gusبیان پایدار و 

(T0-1, T0-2, T0-3, T0-4 and T0-5) نشان داده شده است. 

داری دیده تفاوت معنی uidAرسد بین بیان کیفی ژن نظر میهب

العه کمی طاسپکتروسکوپی به م روشبهتوان ولی می ،شودنمی

مبادرت نمود. با توجه  یژنو دو ینژتغییرات بین رخدادهای تک

های درج شده ها و اثر موضعی ژنمکان درج متفاوت ژنبه 

های انتقالی وجود داشته و لازم احتمال تفاوت در میزان بیان ژن

مهم صفات ایجاد های مربوط به است این موضوع در پروژه

 . اقتصادی بررسی گردد
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 با سوسپانسیون باکتریاییتلقیح  زمانمدتو  ASهای مختلف آگروباکتریوم در غلظت روشبهدرصد فراوانی انتقال ژن مقایسه میانگین  -5شکل 

Figure 5. The compare means of Agrobacterium-mediated transformation frequency of the internodal stem explant under the 
influence of Acetosyringone concentration and inoculation time 

ها با سوسپانسیون آلودگی ریزنمونه زمانمدتنمودار مقایسه میانگین اثر  (ب. آگروباکتریوم روشبهبر درصد فراوانی انتقال ژن  AS( نمودار مقایسه میانگین اثر غلظت الف
صنوبر سیاه  0Tسادرن در گیاهان گذاری لکه( آنالیز ج. آگروباکتریوم روشبه( بر درصد فراوانی انتقال ژن 6/0 = 600OD) 4404LBAسویه  A. tumefaciensباکتریایی 

 HindIIIو  EcoRIهای برشی محدود کننده ژنومی برش یافته با آنزیم DNAرا در  gus( که درج پایدار ژن WT)غیرتراریخته و گیاه ( T0-5تا  T0-1منتخب )هیبرید 
 T0گیاه  5( در بازجفت 450) gusژن  cDNAبا استفاده از آغازگرهای اختصاصی قطعه  RT-PCR. واکنش غیرتراریختهو  T0گیاهان  RT-PCRآنالیز ( ددهد. نشان می

: کنترل منفی )گیاه WT؛ pCAMBIA3301پلاسمیدی ناقل بیانی  DNA: کنترل مثبت P؛ بازجفت 100وزنی مولکولی  DNA: نشانگر Mمنتخب انجام شد. 
آزمون هیستوشیمیایی ( هـ. (T0-5تا  T0-1) منتخب T0گیاه صنوبر سیاه هیبرید  5در  gusژن  cDNAاز  PCRمحصول  DNA: نوار T0-1-T0-5(؛ غیرتراریخته

GUS گیاه  5و تراریخته های برگی گیاهان در نمونهT0  ماه رشد. 3پس از 
A) The compare means of Agrobacterium-mediated transformation frequency in different AS concentrations, including 0, 50, 

100 and 150 µM. (B) The compare means of GUS-positive transformation frequency in different inoculation times, including 5, 
10, 15 and 20 mins using bacterial suspension of A. tumefaciens strain LBA4404 (OD600= 0.6). C) Southern blot analysis of 

five independent T0 poplar plants of T0-1 - T0-5 (Lanes T0-1-T0-5) and untransformed plant (Lane WT) reveals stable insertion 
of the gus gene in the genomic DNAs digested with EcoRI and HindIII restriction enzymes. D) RT-PCR analysis of the control 
and T0 transgenic plants. The RT-PCR reaction were performed using GUS-specific primer pair to specifically amplify the 450 

bp GUS fragment in the five T0 plants. Lane M, DNA ladder 100 bp; P, positive control (plasmid pCAMBIA3301); WT, 
negative control (wild type plant); Lanes T0-1 to T0-5, PCR product from GUS-related cDNA of T0 hybrid black poplars. E) 

GUS assays in the leaf samples of the three month-old control and T0 plants. 
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که این گونه هیبرید از نظر تولید بیوماس سلولزی با توجه به این

مختلف همچون خمیر چوب و کاغذ، و کاربرد آن در صنایع 

از  ،های سلولزی بسیار حائز اهمیت استبیواتانول و فراورده

 هیبرید تولید صنوبرهای سیاه برایتوان می دستاورد این پژوهش

 روشبهویرایش ژنتیکی  مند شد.بهره مطلوبصفات تراریخته با 

CRISPR/Cas9  انبوهباززایی  نامهشیوهنیازمند برخورداری از 

انداز روشنی برای تولید گیاهان مو بر همین اساس چش بوده

 .ستا بینیقابل پیش ،صنوبر اقتصادی

 سپاسگزاری

این پژوهش تحت حمایت مادی و معنوی آزمایشگاه مهندسی 

، دانشکده گیاهی نژادی و بیوتکنولوژی، گروه بهژنتیک

 دانشگاه تبریز صورت گرفته است. ،کشاورزی
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Abstract 
Black poplar (Populus× euramericana Dode Guinier) is an industrially important tree with broad 

applications in wood and paper, biofuel and cellulose-based industries as well as plant breeding 

programs and soil phytoremediation approaches. Here, we have focused on development of direct 

shoot regeneration and Agrobacterium-mediated transformation protocols using the in vitro internodal 

stem tissue from hybrid black poplar. To obtain efficient plant regeneration, the internodal stem 

explant was cultured on SIM and RIM medium containing different concentrations of BAP × IBA and 

IBA × NAA, respectively. The crucial factors involved in genetic transformation have been evaluated 

to achieve Agrobacterium-mediated transformation protocol. We achieved fast and highly potential 

shoot regeneration from the explants cultured on SIM containing BAP 0.5mg/L and IBA 0.05mg/L 

with 28.57 shoots per explant. The normal roots developed from the plantlets cultured on RIM 

containing IBA 0.1mg/L and NAA 0.05mg/L and 100% of the regenerated plants were hardened and 

transferred to the greenhouse condition. Our results indicated that 0.5 µM Basta® could provide a 

stringent selection for the inhibition of non-transformed cells. We also obtained the highest 

transformation efficiency of 93.33% through preculturing the explants for 6 days and dipping into IM 

medium containing A. tumefaciens strain LBA4404 (OD600 = 0.6) and 100 µM AS for 10 min. The 

Southern blotting analysis, RT-PCR and GUS histochemical analysis were confirmed the stable single 

or two-copies gus transgenesis in the genomic DNA and its expression in the selected T0 generation 

plants. The findings indicate that these protocols could be used for genetic engineering approaches in 

hybrid black poplar. 

Keywords: Direct regeneration, GUS gene expression, Southern blotting, Internodal stem, Populus × euramericana 
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