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 چکيده

ت آن در ك فور   ي مختلف  در منفا ك ك ف   هاتنشعدس از جمله حبوبات مهم در ايران است كه با توجه به وقوع 
يی آي زيستی و غیرزيستی از اهمیت بسزايی برخوردار است. در اين زمینفه  كفار  هاتنشاصلاح آن جهت افزايش تحمل به 

انتقال ژن  سازيبهینهباشد. در اين مطالعه می توجهقابلويترو و انتقال ژن  هاي نوين از جمله ك ت ايناستفاده از فناوري
 با واسطه اگروباكتريوم تومیفاشینس انجام شد. در اين پژوهش اثر عفواملی ماننفد   gusن گزارشگر به عدس با استفاده از ژ

استوسفرينگون  بفر موفقیفت     تفثثیر ك فت م فتر      زمانمدتغلظت باكتري    مورد استفاده بیوتیکآنتی  نوع ريزنمونه
ه روي محیط ك ت داراي سیتوكنین پفس از  شددارشاخهريزنمونه لپه  نتايج پژوهش ن ان داد كه تراريزش بررسی شدند.

بر لیتر هیگرومايسفین بهتفرين    گرممیلی پنج. غلظت باشدمیيک ريزنمونه خوب براي فرايند انتقال ژن  هاشاخهحذف سر
محیط  لیترمیلی25از ك ت شبانه باكتري در  لیترمیلی چهاري تراريخته شناخته شد. غلظت هاشاخهمحیط انتخابی براي 

براي انتقال ژن فراهم كرد. استفاده از استوسرينگون بر را ساعت ك ت م تر  شرايط مناسب 72 زمانمدتيع و ك ت ما
  سفازگاري و انتقفال   زايیري هروي محیط ك ت انتخابی   هانمونهريز زايیشاخهبود. پس از ك ت م تر    تثثیرنتايج بی

نمفود. پفس از انتقفال     تثيید را gusبیان ژن  زايیري هحله قبل از در مر gusبه گلخانه انجام شد. آزمون هیستوشیمیايی 
ي برگی انجام شد. هانمونه( روي PCRاي پلیمراز)با استفاده از واكنش زنجیره gusحضور ژن  تثيیدها به گلخانه گیاهچه

میزبفان   عنفوان بفه س استفاده از عد همچنیننتايج اين پژوهش براي اصلاح عدس از  ريك مهندسی ژنتیک و   امید است
 براي تولید تركیبات دارويی مفید واقع شود.

 
  مهندسی ژنتیک گیاه تراريخته   (.Lens culinaris Medik) عدس  gusژن باززايی   های کليدی:واژه

 

   1 مقدمه
تففرين منففابع پروت ینففی در رژيففم غففذايی حبوبففات ازمهففم

بفین   باشفند. در بسیاري از مردم ك ورهاي درحال توسفعه مفی  
حبوبات  عدس با داشتن درصفد بفاييی از پفروت ین  كیفیفت و     
ارزش غذايی خوب و هضم آسفان از اهمیفت خاصفی برخفوردار     
است و مصرف توأم آن با غلات  كمبودهاي پروت ینفی غفلات را   

آن  اين گیفاه سرشفار از آهفن  كلسفیم      ربَكند. علاوهتكمیل می
ده و برخفی اسفیدهاي   هاي تیامین و نیاسین بوفسفر و ويتامین

آمینففه غیرمعمففول ماننففد آلفففا هیدروكسففی آرنیتففین  آلفففا     
باشفد. اهمیفت   هیدروكسی آرژنین و هموآرژنین را نیفز دارا مفی  

تفا  فی پفنج دهفه اخیفر تولیفد        غذايی عدس باعث شده اسفت 

                                                           
 f.zaker.t@um.ac.ir، 09155087691 تلفن همراه: نویسنده مسئول:*

وجود میلیون تن برسد. با43/4میلیون تن به 85/0جهانی آن از 
برابرشدن عملكفرد از  ت و دوك درصد افزايش در سطح زير155
اما همچنان   كیلوگرم در هكتار1068كیلوگرم در هكتار به 528

در خیلی از ك ورهاي درحال توسعه اين عملكفرد پفايین اسفت    
(Rajendran et al., 2015   ك فورهاي عمفده تولیفد.)  كننفده

باشفند كفه در   هند  استرالیا  كانادا و تركیفه مفی   ترتیببهعدس 
 Bohra) كننددرصد عدس دنیا را تولید می73مجموع بیش از 

et al., 2014  هفايی كفه باعفث كفاهش     (. از جملفه محفدوديت
به خ كی آخر فصفل  تفنش    توانمی  شودمی عمكرد در عدس

زدگفی   هفايی ماننفد بفر    گرما  عدم حاصلخیزي خا   بیمفاري 
 Kumar et) پژمردگی فوزاريومی  آنتراكنوز و آفات اشاره كفرد 

al., 2013.)  جهففت اصففلاح عففدس بففراي افففزايش تحمففل بففه
هفاي نفوين از   از فناوري توانمیزيستی ي زيستی و غیرهاتنش
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ر بَجمله مهندسی ژنتیک استفاده نمود. تكنیک انتقال ژن علاوه
بفراي بهبفود كیفیفت     توانفد میي مقاوم هاواريتهتولید  كمک به

ز عفدس  در اسفتفاده ا  همچنفین گیاه و افزايش عملكرد ذاتفی و  
كفار رود. لفذا   همیزبان براي تولید داروهاي نوتركیفب بف   عنوانبه

كاري ارزشفمند باشفد.    تواندمیانتقال ژن در عدس  سازيبهینه
هفاي انتخفاب  هیبريداسفیون    كنون در اصلاح عفدس  از روش تا

اي اي  موتاسیون و ك فت درون شی فه  گونهاي و بینگونهداخل
 .بهره گرفته شده است

تفومی   آگروبفاكتريوم  ی تولید تومور توسط چهار نژادتواناي
در نفو  سفاقه و    (Agrobacterium tumefaciensفاشینس )

ري ففه عففدس تحففت شففرايط مزرعففه  نخسففتین بففار توسففط    
(Warkentin & McHughen (1991, 1993   گفزارش شفد. 
 از قبیففل نففو  سففاقه  هففانمونففهاز تعففدادي از انففواع ريز هففاآن

هففاي كوتیلففدونی بففراي  كوتیففل  ري ففه و قطعففات گففره  اپففی
در  gusهاي تراريزش استفاده كردنفد. بیفان موقفت ژن   آزمايش
شفده  جفز انتهفاي بريفده   هب هانمونهشده ريزي زخمهاناتمام مك

كوتیلدولی م اهده شد. در اين  ريزنمونه ري ه  در مجاورت گره
بفر  و سفاقه(ي   )نقطه واقع در زاويفه بفین دم   هامطالعه آگزيل

هفاي كوتیلفدونی بفه تراريفزش پاسفخی ن فان ندادنفد.        دمبر 
Maccarrone et al, (1995) زمان الكتروپوري ن همDNA ي

 .كردنفد گفزارش   را هاي ري ه عدسپلاسمیدي در پروتوپلاست
Chowrira et al, ( 1995)    تراريزش در گیاه را بفا اسفتفاده از

ر ايفن مطالعفه از ژن   اي سفالم انجفام دادنفد. د   هاي گرهمريستم
 Öktem et al, (1999)اسفففتفاده شفففد.  gusگزارشفففگر
ي گفره كوتیلفدونی بفا    هفا نمونفه هاي تراريزش را بفا ريز آزمايش

با روش بمباران با تفنگ ژنی انجام دادنفد و   gusاستفاده از ژن 
شده ي بمبارانهانمونهرنگ را در بعضی از ريزهاي آبیوجود لكه

توانسففتند  Mahmoudian et al, (2002)م ففاهده كردنففد. 
ببرند. آنان بفا   كاربهجديدي را براي تراريزش عدس  نسبتاًروش 

بفا   اي  از تكنیفک صفافی خف    لپفه ي گفره هانمونهاستفاده از ريز
واسطه آگروباكتريوم استفاده كردند. البته در اين مطالعفه هفی    
نفه باززايی انجام ن د و فقط بیان موقفت ژن  آن هفم در ريزنمو  

 Gulati et al, (2001)شده با باكتري م اهده شفد.  هاي آلوده
اي و با واسطه آگروبفاكتريوم و  لپهي گرههانمونهبا استفاده از ريز

 hygromycinphosphotransferase (hpt)هففففففايژن
انتقال ژن به  neomycin phosphotransferase II (nptII)و

 درصففد30ر د gusعففدس را بررسففی كردنففد. ابتففدا بیففان ژن   
به محیط انتخفابی   هانمونهم اهده شد. اما وقتی ريز هانمونهريز

 هفا آناز بفین رفتنفد.    هفا آنحاوي كانامايسین برده شدند  همه 
ژن ن ومايسفین فسفوترانسففراز  در    احتمفايً نتیجه گرفتند كفه  

كم بیان شده و بنابراين در عفدس ن فانگر   میزان بسیارعدس به

در مطالعه  Gulati et al, (2002)ی است. انتخابی بسیار ضعیف
ديگري در تراريزش عدس با استفاده از تكنیک بمبفاران ژنفی و   

به hptريزنمونه و با استفاده از ژن  عنوانبهاي لپهبردن گرهكارب
 چنفین همآوردند. آنفان   دستبه  موفقیت بی تري npt IIجاي 

ي تراريختفه را  هفا نهنموتوانستند با استفاده از تكنیک پیوند  ريز
روزه عدس پیوند كرده و بر م كل  پنج-چهارهاي روي گیاهچه

دهی فائك آيند. در ايفن مطالعفه   اصلی باززايی عدس يعنی ري ه
ي عدس بر بسیاري از هاشاخهن ان داده شد كه پیوند ريزنمونه 

هاي رشفد و  فائك آمده و مستقل از هورمون دهیري هم كلات 
كند. پیونفد ريزنمونفه باعفث كفاهش     عمل می رقم مورد استفاده

دار در تولیفد  دار در  فول دوره بفاززايی و اففزايش معنفی    معنی
در واقع مطالعه خفود را   هاآنگیاهان عدس باززايی شده داشت. 

ژن مقاومفت بفه    زايی به انجفام رسفاندند و از  بدون مرحله ري ه
 (als)كش سولفونیل اوره يعنفی ژن اسفتويكتات سفینتاز    عل 

استفاده كردنفد. در ايفن مطالعفه پفس از انجفام بمبفاران ژنفی         
براي ت كیل شاخه به محیط باززايی انتخابی منتقل  هانمونهريز

نفانوموير  50هفته در محیط انتخابی همفراه بفا   دوشدند. بعد از 
پنج اي م اهده شد. غلظت هاي شاخهكلرسولفوران  تمايز جوانه
هفاي  ث ت كیل كالوس همفراه جوانفه  نانوموير كلرسولفوران باع

شفد. بفا كفاهش    مفی  هفا شاخهشدن اي شد كه مانع  ويلشاخه
هفتفه   چهارپس از  هاشاخهموير نانو5/2غلظت كلرسولفوران به 

ي سفبز و سفالم جفدا    هفا شفاخه توانستند كمی رشد كنند. فقط 
موفك شدند  هاآنهاي عدس پیوند زده شدند. شده و به گیاهچه

ه از اين روش گیاهان با فنوتیپ نرمفال و بفارور تولیفد    با استفاد
نیز انجفام شفد. امفا بنفا بفه       2Tاي گیاهان نمايند. آزمون مزرعه

كننفده  هاي تثبیتدلیل خ كی هوا و فقدان گرهبه هاآنگزارش 
نیتروژن در گیاهان تراريخته  سبب شد كه ايفن گیاهفان هفی     

عفدم تولیفد بفذر هنفوز     بذري تولید نكنند. البته اين دلیل براي 
توانففايی تراريففزش   Sarker et al, (2003)مففبهم اسففت.  

ربردارياي  جنین سَف لپه ي مختل  عدس شامل گرههانمونهريز
 LBA4404كوتیل را با استفاده از نفژاد شده  جنین نارس و اپی

آگروباكتريوم مورد بررسی قرار دادند. بايترين درصد بیان موقت 
كوتیففل و بعففد از آن جنففین ي اپفی هففاونففهنممربفو  بففه ريز  ژن

ي جنینفی  هفا نمونفه در ريز gusشده بود. بیان موقفت سربرداري
پفايین بفود. ايفن پژوه فگران عقیفده دارنفد كففه        نسفبتاً نفارس  
وسففیله شففدن بففراي تراريففزش بففهاي قابلیففت مسففتعدلپففهگففره

ي هفا شفاخه دلیفل كفه بفاززايی    آگروباكتريوم را نفدارد  بفه ايفن   
گیفرد كفه در ييفه داخلفی     هايی صورت میمريستمچندگانه از 

ريزنمونه كه در  فرف دورتفر از دسفترس آگروبفاكتريوم وجفود      
گیرد. ايفن پژوه فگران نیفز فقفط تفا مرحلفه       دارند  صورت می

در  PCRوسفیله را بفه  gusو حضفور ژن  زايی پفیش رفتفه  شاخه
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et al Akcay,  (2009)كردنفد.  تثيیفد ي تراريختفه  هانمونهريز

و  EHA105  C58C1نففژاد سففهراريففزش عففدس از  جهففت ت
KYRT1    اگروبففاكتريوم تومفاشففینس اسففتفاده كردنففد. گففره
بفا   gusريزنمونه استفاده شد. بیفان موقفت    عنوانبهكوتیلدونی 

برابر دو نفژاد ديگفر گفزارش    8/2حدود  KYRT1استفاده از نژاد
ت فخی    مؤثرنمودن و استوسرينگون نیز زخمی همچنینشد. 

را  DREB1Aنیففز ژن  Khatib et al, (2011)  داده شففد.
با واسطه اگروباكتريوم به عفدس   كشعل جهت ايجاد تحمل به 
شده ربرداري گران از ريزنمونه جنین سمنتقل كردند. اين پژوه
هففاي ي تراريختففه را روي پايففه هففاشففاخهاسففتفاده كففرده و  

 سفازي بهینفه غیرتراريخته پیوند زدند. در اين پژوهش با هفدف  
بفر   مفؤثر فاكتورهفاي   gusانتقال ژن به عدس با استفاده از ژن 

انتقال ژن مورد بررسی قرار گرفت و در نهايت فرايند انتقال ژن 
سفازي انتقفال ژن از   جهفت بهینفه   گرديد. سازيبهینهبه عدس 
كه داراي ژن گزين گر مقاومفت   pCAMBIA-1301پلاسمید 

 استفاده گرديد.باشد می gusبه هیگرومايسین و ژن گزارشگر 
 

 هامواد و روش
در ايففن بررسففی از عففدس رقففم گچسففاران )  مووواد گيوواهی: 

ILL6212  كه از نظر خصوصیات زراعی و سازگاري از اهمیفت )
خاصی نسبت به ديگفر رقفم هفا برخفوردار بفوده و در خراسفان       

گردد  استفاده شد. بذر مورد نظر  ور وسیع ك ت میشمالی به
 رزي شیروان تهیه گرديد.از مركز تحقیقات ك او

بفا توجفه بفه مطالعفات قبلفی كفه        :مورد استفاده بيوتيکآنتی
ماده انتخابی براي انتخاب  عنوانبهكانامايسین را جهت استفاده 

هاي تراريخته در عفدس مناسفب ت فخی  نفداده بودنفد      شاخه
(Gulati et al., 2002)   در ايففن مطالعففه از هیگرومايسففین

گرم بر لیتر از آن میلی5و  4  3  2  1اي هاستفاده شده وغلظت
دار شده مفورد مقايسفه قفرار    هاي شاخهمانی ريزنمونهروي زنده
 گرفت.

-pCAMBIAدر ايفن آزمفون از پلاسفمید     باکتری و پلاسميد:

سازي انتقال ژن به عدس استفاده شفد. ايفن   جهت بهینه 1301
اكتري از ب uidAبازي داراي ژن گزارشگر جفت11849پلاسمید 
E. coli  بَرپیشبا يک اينترون تحت CaMV 35S  و ترمیناتور

باشد كه از آن براي بررسی بیان ژن در گیفاه  می نوپالین سنتتاز
داراي ژن  چنینهم(. اين پلاسمید 1-4شود )شكل استفاده می

( تحففت كنتففرل hptترانسفففراز )گزين ففگر هیگرومايسففین فسفو
بفراي   T-DNAر قسفمت  د CaMV 35Sو ترمینفاتور   بَرپیش

گففزينش بافففت گیففاهی تراريختففه و ژن گزين ففگر مقاومففت بففه 
هاي تراريخته در قسمت بیرون كانامايسین براي انتخاب باكتري

 خود می باشد. T-DNAاز 

ابتدا پلاسمید با اسفتفاده   pCAMBIA-130 جهت تكثیر
شفد.   E .coliبفاكتري α DH5 از روش الكتروپوري ن وارد نفژاد 

هفاي حفاوي   هاي بفاكتري تراريختفه در پتفري   كلونیبعد از آن 
گرم بر لیتر كانامايسفین   میلی50داراي  LBمحیط ك ت جامد

گفراد رشفد داده شفدند.    درجفه سفانتی  37شفبانه در   صفورت بفه 
درجه 37در دماي  LBيافته در محیط مايع هاي رشدكلونیتک

شبانه رشفد داده شفدند. سفپس اسفتخرا       صورتبهگراد سانتی
با استفاده از كیت انجام شفد. پفس از    هالاسمید از اين باكتريپ

شفد.   تثيیفد وجود پلاسمید استخرا  شده توسط الكتروفورز آن 
هفاي برشفی   آنفزيم  وسفیله بههضم  صحت پلاسمید نیز از  ريك

ІNco و ІPml  بفا   يفک درصفد  و تفكیک قطعات روي ژل آگارز
 شد. تثيیدا  دآمیزي و رويت با دستگاه ژلو رنگ 70ولتاژ 

صفحت پلاسففمید  تراريفزش آگروبففاكتريوم    تثيیففدپفس از  
بفا اسفتفاده از روش الكتروپوري فن بفا      C58فاشینس نژاد تومی

بعفد از   انجفام شفد.   Bio-Rad استفاده از دستگاه كويي پالسفر 
تراريفففزش آگروبفففاكتريوم و ك فففت آن روي پلیفففت حفففاوي   

يفد زيرك فت   هفاي جد هفا  روي پلیفت  كلونیكانامايسین  از تک
 شده و براي تهیه مايه تلقیح جهت ك ت م تر  استفاده شد.

 انجام گرديد. YEBك ت آگروباكتريوم در محیط ك ت 
بفراي انتخفاب ريزنمونفه مناسفب از      کشتی:ریزنمونه جهت هم

( در ZakerTavallaie et al., 2011نتفايج مطالعفات قبلفی )   
ريزنمونفه لپفه    استفاده شد. لفذا  باززايی عدس سازيبهینهمورد 

همراه قسمت بسیار جزئی از محور جنینی اسفتفاده شفد. قابفل   
  بفك روش  دقیقفاً  ذكر است كه باززايی گیاهان تراريختفه نیفز  

انجام شد.  ZakerTavallaie et al, (2011) شده توسطمعرفی
بفه  درصفد 70ترتیب كه بذور پس از شست و  ابتدا با الكل بدين
جیفوه  تفاده از محلفول كلريفد  دقیقفه و سفپس بفا اسف     يکمدت 

دقیقفه ضفدعفونی    هففت مدت به 20قطره از توين2و  درصد1/0
مقطر شست و داده شدند و بهبار با آب هفتتا  پنجگرديد. بذور 

مقطفر اسفتريل خیسفانده شفدند.     سفاعت در آب  سفه تا  2مدت 
سپس پوسته بذرها جدا شده و بفذور بفدون پوسفته در محفیط     

مفدت يفک   بفه  BAPمفوير  میكروهار چشده با غنی MSك ت 
( نفور /تفاريكی ) 8/16گراد با فتوپريفود  درجه سانتی24در دماي  هفته

آمفده ريزنمونفه   دستبههاي ك ت داده شدند. سپس از گیاهچه
و بر  همراه قسمت بسیار جزئی از محور جنینی تهیه شدهلپه به

 مفوير میكفرو 5/7شده با غنی MSزايی روي محیط ك ت شاخه
2ip مفوير  میكفرو  چهفار اضفافه  بهKin  مفوير میكفرو 2و TDZ 

درجففه 24روز در دمففاي  ه ففت مففدتبففه و ك ففت داده شففد
( قفرار داده شفدند. در ايفن    نفور /تاريكی) 8/16گراد با فتوپريود سانتی

هفاي داراي  نمونفه ك ت هم انجام شفد. سفپس ريفز   بین يک زير
امفا بفدون    روز ديگر روي همین محیط  هفتشاخه براي مدت 
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TDZ      رشد كردند. در اين هنگام بفراي تهیفه ريزنمونفه جهفت
 ك ت م تر  با آگروباكتريوم مناسب بودند. با توجه بفه نتفايج  

(ZakerTavallaie et al, (2011   اين ريزنمونه در اين مرحلفه
ولفی نحفوه اسفتفاده از آن در     ؛خوبی داشفت  زايیشاخهقابلیت 

منظور دو روش سی شد. بدينك ت م تر  براي انتقال ژن برر
از ريزنمونفه و   هفا شفاخه حذف كفل   تهیه ريزنمونه مقايسه شد:

گذاشتن آن در محیط ك ت م تر  پس از تلقیح با باكتري و 
و  هفا شفاخه داشتن قسمت بی فتري از  و نگه هاشاخهحذف سر 

پس از  ك تی پس از تلقیح با باكتري.گذاشتن آن در محیط هم
 ر انتخاب و استفاده شد.  انجام آزمون روش برت

روز بعفد  14 کشتی:تهيه سوسپانسيون آگروباکتریوم جهت هم
  از نمونفه آگروبفاكتريوم   زايیشاخهاز ك ت ريزنمونه در محیط 

داراي YEB محیط ك ت مفايع  لیترمیلی20حاوي پلاسمید در 
بر لیتر كانامايسین  تلقفیح انجفام گرففت و جهفت      گرممیلی50

سفاعت پفس از   18 گراد قفرار داده شفد.  رجه سانتید28رشد در 
هفا از  رشد در انكوباتور  با اسفتفاده از سفانتريفیوژ آرام  بفاكتري   

ك تی با ريزنمونفه در محفیط   محیط ك ت جدا شده و براي هم
بفاكتري   ODصورت سوسپانسیون درآمد. هب MS2/1ك ت مايع 

 بود.  1/1در اين سوسپانسیون برابر 
پانسفیون بفاكتري در محفیط ك فت     مناسب سوس غلظت 
كردن مقادير مختل  از ك فت بفاكتري در   با رقیك MS2/1مايع 
تعیین گرديد. در اين مطالعه  MS2/1لیتر از ك ت مايع میلی25
بررسفی شفدند.    26/0و  22/0  18/0  13/0ي ODهاي با رقت

 پس از ثبت نتايج بهترين غلظت تعیین گرديد.
ي داراي شاخه هانمونهريز اکتریوم:کشتی ریز نمونه و آگروبهم

كفه داراي   زايفی شاخهروزه در محیط ك ت 14حاصل از ك ت 
بودند  براي تهیه ريزنمونه مورد اسفتفاده در   تعداد زيادي شاخه

ترتیففب كففه ابتففدا  ايففن ك ففت م ففتر  اسففتفاده شففدند. بففه 
ي هفا نمونفه قطفع گرديفد و سفپس ريز    هانمونهي ريزهاشاخهسر

فقفط چنفد    مفدت بفه و داراي قسمت مريستمی بدون سرشاخه 
ثانیه در سوسپانسیون آگروباكتريوم قفرار گرفتنفد. سفپس ايفن     

سفه   مفدت بهجديد  زايیشاخهبر روي محیط ك ت  هانمونهريز
250روز به محیط ك ت داراي  سهروز قرار داده شدند. پس از 

هفا  گرم بر لیتر سفوتاكسفیم جهفت از بفین بفردن بفاكتري     میلی
 شدند. منتقل

در محووي   (Acetosyringon)اثوور وجووود استوسوويرینگون 
اين آزمون با استفاده  کشتی روی فراوانی تراریزش احتمالی:هم
شفدن  ريزنمونه پس از آغ ته30 تعداد ريزنمونه انجام شد.60از 

200داراي  زايیشاخهدر سوسپانسیون آگروباكتريوم در محیط 
ر  گذاشته شدند و میكروموير استوسیرينگون براي ك ت م ت

ريزنمونه ديگر در محیط بدون استوسیرينگون ك ت شفدند.  30

شده از محیط انتخفابی در دو  ي باززايیهاشاخهدر نهايت میزان 
 محیط مورد مقايسه قرار گرفت.

مناسفب   زمانمدتجهت تعیین کشتی: عيين زمان مناسب همت
سفاعت مفورد   72سفاعت و  48 زمفان مفدت ك تی  دو جهت هم

 قايسه قرار گرفت و نتايج بررسی شد.م
استفاده از محیط انتخابی از : انتخاب گياهان تراریخته احتمالی

ترتیب كه يک هفته بعد از اتمام ك ت م تر  شروع شد. بدين
در  .مفاه  چهفار زيرك فت انجفام شفد     حفدود يفک   زمانمدتدر 
درلیتر هیگرومايسفین در محفیط    گرممیلیسه ك ت اول از زير
تخابی استفاده شد و در هر زيرك ت مقدار آن اضفافه گرديفد.   ان

درلیتر  در زيرك ت سفوم و   گرممیلیچهار ك ت دوم از در زير
درلیترهیگرومايسفین اسفتفاده شفد. در     گرممیلیپنج چهارم از 

 چهفار شفده بفا   غنی MSدر محیط ك ت هانمونه ی اين مدت 
ردند. در  ی هفر  رشد ك Kin مويرمیكروو يک  2ipمويرمیكرو

 احتمففايًنكففروزه كففه  همچنففیني زرد و هففانمونففهزيرك ففت 
ي سفبز نگفه  هفا شفاخه تراريخته بودند  حذف شدند و فقفط  غیر

ي حاصل از هر ريزنمونفه نیفز كلاسفتر    هاشاخهداشته شدند. در 
ي نفامطلوب   هفا شفاخه ها از هم جدا شده و پس از حذف شاخه
در اين مرحلفه   ك ت شدند.هاي جداگانه در تیوب هاشاخهبقیه 
 بررسی گرديدند. gusجهت ارزيابی بیان ژن  هاشاخه

با اسفتفاده از روش   gusارزيابی بیان ژن  : gusارزیابی بيان ژن 
Hay et al, (1994)  انجفام شفد.   زايفی ري فه در مرحله قبل از 

هفاي حفاوي   بفه تیفوب   هفا نمونفه هاي يزم  لوپس از تهیه محل
موير منتقفل شفده و در   يک میلی X-Glueآمیزي محلول رنگ

هفاي  دقیقفه گذاشفته شفد. تیفوب     پنج مدتبه يک دستگاه خ 
سفاعت در انكوبفاتور   24 مفدت بهآمیزي  حاوي نمونه جهت رنگ

از محلول قبلی  هانمونهگراد گذاشته شد. سپس درجه سانتی37
یر تقطلیتري دو بار بفا آب دوبفار  میلی100خار  شده و در ارلن 

درصفد شست فو شفده و    70يک بار نیز با اتفانول  .شست و شدند
متفانول منتقفل شفدند.    –اسفتون  سفه بفه   يکسپس به مخلو  

گفراد گذاشفته   درجه سفانتی  چهاريک ساعت در  مدتبهسپس 
هفا  كفه نمونفه  بار اين محلول عوض شد تفا ايفن   سهتا  دوشدند. 
تقفال ژن  دهنده صحت انرنگ شدند. نقا  آبی كه ن انبی كاملاً
 زير میكروسكوپ نوري م اهده گرديد.  بود

قبفل از انتقفال بفه    های تراریختوه احتموالی:   زایی شاخهیشهر
زايی جهت ا مینان از عدم وجفود بفاكتري    محیط ك ت ري ه

بیوتیک قفرار داده  چند روز در محیط ك ت بدون آنتی هاشاخه
شفده بفه محفیط ك ففت    ي  ويففلهفا شفاخه شفدند. پفس از آن   

ترتیب كه ابتفدا  بیوتیک منتقل شدند. بدينزايی بدون آنتی هري
 مفوير میكفرو 50داراي  MSسفه روز در محفیط ك فت     مدتبه

NAA  صورت گیفرد.   هاشاخهقرار داده شدند تا القاي ري ه در
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روز در مخلو  استريل محیط ك ت مايع 10 مدتبهپس از آن 
MS4/1    جهفت ههفور و   بدون ساكارز  همراه با ماسفه و پرلیفت

شفده جهفت   دارهفاي ري فه  رشد ري ه قرار داده شفدند. شفاخه  
يفک هفتفه در    مدتبهتوسعه ري ه و سازگاري با محیط بیرون 

 سیستم ك ت هیدروپونیک قرار داده شدند.  
گیاهفان پفس از   انتقال گياهان تراریخته احتمالی بوه گلخانوه:   

ل ك ت كه  ی آن بفا محلفو  گذراندن يک هفته در سیستم آب
هفا در  به گلخانه منتقل شدند. ري فه   غذايی آرنون تغذيه شدند

تیرام فرو برده شده و بلافاصفله در  -كش كربوكسینمحلول قارچ
متر حاوي مخلفو  ماسفه و رس و   سانتی20ي با دهانه هاناگلد

وسفیله پاكفت  شده ك ت شفدند و بفه  عفونیاندكی كاه برنج ضد
اي قسمت بايي پاكفت ههاي پلاستیكی پوشانیده شدند. گوشه

هفا پفس از   روز بريده شفد و پاكفت  سه ها جهت هوادهی پس از 
 ور كامل از روي گیاه برداشته شدند. دماي گلخانه يک هفته به

گفراد در  درجفه سفانتی  15گراد در روز و حداقل درجه سانتی25
شب كه براي رشد گیاهان مناسب است  تنظیم شد. در روزهاي 

  گرففت بار آبیاري انجام مینه  هر دو روز يکاول انتقال به گلخا
10بار آبیاري انجام شفد. هفر   روز يک ولی بعد از مدتی هر چهار

( بفراي  Arnon, 1938بار نیز از محلول غذايی آرنفون )  روز يک
مفاه بفذور    چهفار تفا   سفه ها استفاده شفد. پفس از   آبیاري گلدان

 برداشت گرديد.
  PCR (Polymerase Chain Reaction)تجزیه و تحليل 

از  DNAهفته بعد از انتقال گیاهان به گلخانفه    سهحدود 
 ,Porebski et alباففت بفر  تعفدادي از گیاهفان بفه روش      

  DNAو تعیفین غلظفت   تثيیداستخرا  گرديد. پس از  (1997)
 پلیمفراز  ايزنجیفره بودن گیاهان با استفاده از واكفنش  تراريخته

جففت   با استفاده از يک PCRمورد بررسی قرار گرفت. واكنش 
 چنفین همو  hptبازي از ژن جفت819آغازگر براي تكثیر قطعه 

 uidAبفازي از ژن  كیلفو 2/1يک جفت آغازگر براي تكثیر قطعه 
 انجام شد. توالی آغازگرهاي مورد استفاده در ادامه آمده است. 

 

 hygو  gusهای توالی آغازگر ژن -1جدول 
Table 1. primer sequence of gusandhyggenes 

 آغازگر
Primer 

 رفت
Forward 

 برگشت
Reverse 

gus 5΄ GGT GGG AAA GCG CGT TAC AAG 3΄ 5΄ GTT TAC GCG TTG CTT CCG CCA 3΄ 
hyg 5΄ CGT TAT GTT TAT CGG CAC TTT G 3΄ 5΄ GGG GCG TCG GTT TCC ACT ATC G 3΄ 

 
DNA  5/0نففانوگرم 50بففا اسففتفاده از   PCRواكففنش 

dNTP  5/0میكرولیتفر  5/0میكرولیتر از هر كدام از آغازگرهفا   
2MgCl  5/2میكرولیتفففر Taq polymerase  2میكرولیتفففر 
میكرولیتففففر آب 5/16و  X PCRbaffer 10میكرولیتففففر 

میكرولیتر بفا ايفن برنامفه    25تقطیر و در نهايت با حجم به دوبار
گفراد  درجه سفانتی 94واسرشت اولیه در دماي  .دمايی انجام شد

يفک دقیقفه    مفدت بفه چرخه بعفدي  35دقیقه و در  پنج مدتبه
انجام شد. دماي مرحله اتصال آغازگر با توجفه بفه نفوع آغفازگر     

 هفا آنها زمان يفک دقیقفه بفراي    شده و در تمام چرخه انتخاب
درجفه  72مرحله بسط آغفازگر نیفز در دمفاي    نظر گرفته شد.در

دقیقه 10ها و قه براي تمام چرخهيک دقی مدتبهسانتی گراد و 
و  gusهاي براي چرخه نهايی انتخاب شد. دماي اتصال براي ژن

hpt گراد بود.درجه سانتی58و  59ترتیب  به 
ولفت  75با ولتفاز   درصد2/1روي ژل آگارز  PCRمحصول 

دا  از آن عكففس تفكیففک گرديففده و سففپس بففا اسففتفاده از ژل

 bp100انفدها از سفايزماركر  گرفته شفد. جهفت تعیفین انفدازه ب    
 استفاده شد.

 

 نتایج و بحث
 گرم بفر لیتفر  بیوتیک: غلظت يک میلیغلظت مناسب آنتی

نداشفت و   شفده داري شاخههانمونهي بر ريزتثثیرهیگرومايسین 
میفر  وهمانند شاهد بود. با افزايش غلظت هیگرومايسفین  مفر   

 پفنج كفه در  ينافزايش يافت تا ا هاآنشدن ها و نكروزهريزنمونه
 از بین رفتند.   ها كاملاًگرم بر لیتر ريزنمونهمیلی

 E. coliصحت پلاسمید پس از استخرا  از باكتري  تثيید
ن ان داده شده است. هضفم پلاسفمید    1شده در شكلتراريخته

كفه يفک بانفد     Pml1و  Nco1هفاي برشفی   با استفاده از آنفزيم 
و يفک بانفد    gus بازي از دومفین اگفزون ژن  جفت2046حدودا 
 نمايد  انجام شد.بازي تولید میجفت9038
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شده : نمونه پلاسميدی استخراج1kb (Gibco-BRL) ،2: سایز مارکر 1؛ pCAMBIA-1301شده پلاسميد نشده و هضمناقل هضم -1شکل 

جفت9038و یک باند  gusدومين اگزون ژن  بازی ازجفت2046 که یک باند حدوداً Pml1و  Nco1برشی  هایآنزیمشده با از باکتری و هضم

 نشده پلاسميد: نمونه هضم3 ،بازی توليد شده است

Fig. 1. Digested and nondigested pCAMBIA1301. 1: Size marker(Gibco-BRL); 2: Extracted plasmid from bacteria 

that was digested by Nco1 and Pml1 restriction enzymes containing two bands of 2046 bp and 9038 bp;  

3: Nondigested plasmid 

 
تعيين غلظت مناسب اگروباکتریوم در سوسپانسيون مورد 

 استفاده برای کشت مشترک
  MS 2/1از سوسپانسیون بفاكتري در  = 26/0ODرقت 

سبب محاصره ريزنمونه با بفاكتري در حفال تكثیفر و مفر      
هفم تفا حفدي ايفن      = 22/0ODريزنمونه گرديد و در رقفت  

 = 13/0ODو  =18/0ODم كل م اهده شد. اما بفا رقفت   
يی آم اهده ن د. امفا جهفت كفار    هاريزنمونهمیري در ومر 

 استفاده شد.  = 18/0ODبهتر تراريزش از رقت 
در تهیه ريزنمونه به دو صورت عمل شده بود كه هر دو 

تی متففاو  زايفی شفاخه مورد جواب مثبت داد. ولی تیمارهاي 
يی كفه  هفا نمونفه براي دو نوع ريزنمونفه مفورد نیفاز بفود. ريز    

قطع شده بودند  پس از ك ت  هاآني هاشاخهقسمت اعظم 
مجدد داشتند. يعنی پس از  فی   زايیشاخهم تر  نیاز به 

  به محفیط  زايیشاخهروز ك ت در محیط القاي 10تا  هفت
يی هفا نمونفه شدن منتقل شدند. اما در مفورد ريز ك ت  ويل
روز  سفه زده شفده بفود  پفس از     هاآني هاشاخهكه فقط سر

بفدون هورمفون    MSك تی يک هفته در محفیط ك فت   هم
ك ت شدند و پفس از آن وارد محفیط ك فت  ويفل شفدن      

مجفدد نداشفتند.    زايیشاخهنیازي به  هانمونهشدند. اين ريز
در محفیط   هانمونهمانی ريزريزنمونه اول از لحاظ درصد زنده

و  زايیشاخهولی ريزنمونه دوم موفقیت   تر بودی موفكانتخاب
زايفی  ي نفوع اول  شفاخه  هانمونهبقاي بايتري داشت. در ريز

گرفت. ولی به آسانی صورت نمی هاشاخهمجدد بعد از حذف 
شفده در  بفودن همفان تعفداد شفاخه تولید    احتمال تراريختفه 

در اين  مقايسه با ريزنمونه نوع دوم بی تر بود. در آزمونی كه
 از هفر نفوع انجفام گرففت     هفا نمونهريز50مورد با استفاده از 

ي هفا شفاخه ريزنمونه نوع دوم كه فقط سر (  نهايتا2ًجدول )
انتخاب گرديد. با اين وجود ريزنمونه نفوع    آن قطع شده بود

استفاده است. در اين اول نیز براي انجام ك ت م تر  قابل
در واقع بعضفی   .ستفاده شداز ريزنمونه دوم ا مطالعه ترجیحاً

كه خودشان در محیط انتخابی هاي نوع يک با ايناز ريزنمونه
 احتمفايً زنده ماندند  اما موفك به تولید شاخه مجدد ن دند. 

ها خیلی زياد بود. در ريزنمونفه نفوع   شده شاخهقسمت حذف
ي هفا شفاخه حذف شد  در واقع فقفط سر  هاشاخهدوم كه سر

حفذف    رشد بی تري داشفتند و بلنفد بودنفد   هايی كه شاخه
شده بفود و تعفداد شفاخه زيفادي كفه خیلفی كوتفاه بودنفد          

 شد.حفظ می هاآنسرشاخه 
روی بور  کشوتی  اثر وجود استوسيرینگون در محوي  هوم  

 فراوانی تراریزش احتمالی
شفده در محفیط   ي ك فت هفا نمونهدر اين بررسی از ريز

شفده  ي ك تهاهنمونو از ريز درصد66داراي استوسرينگون 
درصفد پفس از يفک مفاه     63در محیط فاقفد استوسفرينگون   

گرفتن در محیط ك ت انتخابی زنفده ماندنفد. اگفر چفه     قرار
مفانی  استوسفرينگون میفزان زنفده    مفوير میكفرو 200كاربرد 
 سفه ك تی را در محیط انتخابی را تا ي حاصل از همهاشاخه

 نیست. توجهقابلدرصد افزايش داد  اما اين میزان 
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 دو نوع ریزنمونه با اگروباکتریومکشتی آمده از همدستنتایج به -2جدول 
Table 2. Results of co-cultivation of two type explants with Agrobacterium 

نوع ریزنمونه 

 مورد استفاده
Type of 

explant 

تعداد ریزنمونه 

 مورد استفاده
No. of 

explant 

زنده پس  یهانمونهتعداد ریز

گرفتن در از یک ماه قرار

 محي  انتخابی
No. of survived explants 

after one mounth in 

selective medium 

ی زنده و سبز هاشاخهتعداد کل 

گرفتن در یک ماه بعد از قرار

 محي  انتخابی
No. of green and survived 

shoots after one mount in 

selective medium 

 مانی درصد زنده

 )بر اساس تعداد ریزنمونه(
Percentage of survival 

(based on explant 

number) 

 مانی رصد زندهد

 )بر اساس تعداد شاخه(
Percentage of survival 

(based on shoot 

number) 

ريزنمونه بدون 

 شاخه
Explant 

without 

shoots 

50 45 34 90 68 

ريزنمونه با 

 شاخه
Explant with 

shoots 

50 35 40 70 80 

 

 
 

دلیفل  مثبت تركیب فنلی استوسفرينگون بفه   تثثیردر واقع 
-T  را فعال نموده و فرايند انتقال  virهاي اين است كه فنل ژن

DNA نمايفد را به سلول گیاهی تسريع می (Sheikholeslam 

& Weeks, 1987 ) یزان زيفاد  مكه تركیبات فنلی بهاما از آنجا
شود  خود اين تركیبفات فراينفد تراريفزش را    در عدس يافت می

قرار می دهند و كاربرد استوسرينگون خارجی لزومی  تثثیرتحت 
 ندارد. 
 مناسب برای کشت مشترک زمانمدت

سففاعت بففراي دوره  72سففاعت و 48 زمففانمففدتهففر دو 
 بخ فی دربفر  ك تی مورد بررسی قرار گرفت و نتايج رضفايت هم
ساعت اين نگرانی وجود 72 زمانمدتاشت. در مورد استفاده از د

هفاي موجفود روي ريزنمونفه در    داشت كه رشد سفريع بفاكتري  
زدن به ريزنمونه شود. امفا  محیط ك ت زياد بوده و باعث آسیب

( در لیتففرمیلففی چهففاركففاربرد میففزان كففم از ك ففت بففاكتري ) 

شفد كفه   سوسپانسیون مورد استفاده در ك ت م فتر   باعفث   
سفالم   روز ك ت م تر  ريزنمونه كفاملاً  سهريزنمونه در مدت 

ساعت از 72ساعت و 48 زمانمدتی بین توجهقابلبماند. تفاوت 
در محیط انتخابی م اهده ن فد.   هاشاخهمانی لحاظ درصد زنده

يی آكفه كفار   ساعت ايفن اسفت  48و 72دلیل نبودن تفاوت بین 
است و هرچه در توان داشفته  باكتري در واقع در همان روز اول 

كند. در صورت استفاده از ك ت در همان مدت اعمال می  باشد
كه از دلیل اينمايع ممكن است زمان كمتر هم كافی باشد  اما به

ك ت جامد استفاده شده بود و م كلی هم در رابطه با سفلامت  
در واقففع  سفاعت اسففتفاده شفد.  72از   ريزنمونفه وجفود نداشففت  

شده با آگروباكتريوم  ك تي همهانمونهاز ريز ي حاصلهاشاخه
شدن خود را در محیط انتخابی گذراندنفد. در ايفن   مرحله  ويل

ي هاشاخهو  شده حذف شدي زردهاشاخهمدت در هر زيرك ت  
هاي مرحله سبز و نرمال به محیط انتخابی جديد حاوي هورمون

 ریزنمونه مورد استفاده در کشت مشترک با سوسپانسيون اگروباکتریوم -2شکل 

Fig. 2. Employd explants in co-cultivation with Agrobacterium suspension  
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با  kinر و يک میكروموي 2ipمیكروموير  چهارشدن يعنی  ويل
غلظففت بی ففتري از هیگرومايسففین منتقففل شففدند. غلظففت     

 پفنج گرم در لیتر در اولین واك ت تا میلی سههیگرومايسین از 
 هاي بعدي استفاده شد. گرم در لیتر در واك تمیلی

 GUSارزیابی 
ژن گزارشگر در مرحله قبفل از   عنوانبه gusارزيابی ژن 

رد آزمون با جفواب مثبفت   انجام شد. نمونه برگی مو زايیري ه
 ن ان داده شده است. 3در شكل 

 

 
 GUSنمونه برگی با جواب مثبت در آزمون  -3شکل 

Fig. 3. Histochemical GUS staining of putative 

transgenic shoots 

 

 PCRتجزیه و تحليل 
كیلفو بفازي   2/1منجر به تكثیر يک قطعه  PCRواكنش 

بفازي  جففت 819قطعفه  الف ( و يفک    -4 ) شكل uidAاز ژن 
ب( در گیاهفان تراريختفه احتمفالی     -4) شفكل   hptبراي ژن 

 گرديد. در ضمن از شفاهد مثبفت )پلاسفمید( و شفاهد منففی     
و  PCRگیففاه غیرتراريختففه( بففراي كنتففرل صففحت واكففنش  )

 ا مینان از عدم آلودگی استفاده شد.
در گیاهففان تراريختففه  PCRاز  ريففك  uidAوجففود ژن 

بفا اسفتفاده از آغازگرهفاي     چنینهمال (.  -4شكل) شد تثيید
وجود اين ژن نیفز در گیاهفان تراريختفه بفا      hptمرتبط با ژن 
 .ب( -4شكل ) گرديد تثيید PCR استفاده از

نفو  سفاقه  ري فه و    ي هفا نمونهدر مطالعات قبلی از ريز
 ,Warkentin & McHughen, 1991) هفاي قطعفات گفره  

 öktem et al., 1999 & Akieet(  گفره كوتیلفدونی  1993

al. ,2009)اي(  گففره لپففهMahmoudianet al., 2002, 

Gulati et al., 2002 & Sarkeret al., 2003)  جنفین  )
و  (Sarkeret al., 2003) شففده و جنففین نففارسسففربرداري

 Warkentin & McHughen, 1991, 1993)) كوتیفل اپفی 

& Sarker et al., 2003 .استفاده شده است 
 

 
 DNAدر  uidAکيلوبازی از ژن  2/1ير قطعه تکثالف(  -4شکل 

 pCAMBIA-1301گياهان تراریخته احتمالی با استفاده از پلاسميد 

 كنترل منفی  )پلاسمید( از راست به چپ: سايز ماركر  كنترل مثبت

(DNAگیاهان تراريخته احتمالی  )گیاه غیرتراريختهb1  b7  وb16. 
Fig. 4A. Amplified fragment of 1.2kb from uidA gene in 

potative transgenic lentil 

Right to left: size marker, positive control (plasmid), 

negative control (non transgenic plant), potative transgenic 

plants of b1, b7 and B16 

 

 
 DNAدر hptبازی از ژن جفت819تکثير قطعه ( ب -4شکل 

حتمالی با استفاده از پلاسميد گياهان تراریخته ا
pCAMBIA_1301  

 گیاه تراريخته(  DNAاز راست به چپ: سايز ماركر  كنترل منفی) 

 b16و  b1  b7)پلاسمید(  گیاهان تراريخته احتمالی كنترل مثبت
Fig. 4B. Amplifiedfragment of 819 bp from hpt gene in 

potative transgenic lentil 
Right to left: size marker, negative control(nontransgenic 

plant), positive control(plasmid), potative transgenic plants 

of b1, b7 and B16 

 
شده و گفره  اي  جنین سربرداريگره لپه هانمونهاز اين ريز

يک از اند. در هی كوتیلدونی بهتر از بقیه به تراريزش پاسخ داده
ز ريزنمونه مورد استفاده در اين تحقیك استفاده ا مطالعات قبلی
چند در بعضی از مطالعات قبلی گیاهان تراريخته ن ده است. هر

كدام پژوه گران موفك به انجام هم تولید شده است  اما در هی 
انفد. در مفوادري كفه بفه     ي تراريخته ن دههاشاخهاز  زايیري ه

ي هفا شاخهزپیوندي از تكنیک ري  اندگیاه كامل دست پیدا كرده
 Gulatiet) تراريخته روي پايه غیرتراريخته استفاده شده است

al., 2002; Sarker et al., 2003 & Akie et al. ,2009). .
كفه   اهمیت ريزنمونه مورد استفاده در اين مطالعفه ايفن اسفت   

لحاظ وجفود مقفدار زيفاد    بودن براي تراريزش بهمناسب برعلاوه
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ت خوبی هفم بفراي بفاززايی دارد و  بفك     بافت مريستمی  قابلی
نمونفه  از هفر ريفز   ZakerTavallaie et al, (2011گفزارش ) 
دهفی  نیز ري فه  هاشاخهشاخه تولید شده است و 40حداكثر تا 
 زايفی ري فه دهفی و  اند. در اين مطالعفه نیفز شفاخه   خوبی داشته

( وجفود  (Akie et al., 2009 خوبی م فاهده شفد. در مطالعفه   
اما   ت خی  داده شد مؤثردر موفقیت تراريزش  استوسرينگون
ي بر میزان تراريزش نداشت. دلیفل آن مفی  تثثیردر اين مطالعه 

نففد محتففواي بففايي فنلففی در عففدس باشففد كففه نیففاز بففه     اتو
سفازد. البتفه نفوع ريزنمونفه و روش     استوسرينگون را مرتفع می

ژنوتیپ هم ممكن است باعث تفاوت نتیجفه   احتمايًتراريزش و 
باشفد. زيفرا    Akie et al, (2009)مطالعه حاضفر و مطالعفه    در

هفاي مختلف  گیفاه متففاوت     ممكن است محتوي فنل در بافت
شدن در زيرنمونه هم میزان نیفاز بفه   میزان زخم همچنینباشد. 

 Gulati etدهد. در مطالعه قرار می تثثیراستوسرينگون را تحت 

al, (2002)   عامفل انتخفابگر    انعنفو بفه استفاده از كانامايسفین
بیفان كردنفد كفه     هفا آنشفد.   هانمونهرفتن تمام ريزبینباعث از

چون میزان بیان ژن ن ومايسین فسفو ترانسفراز در عدس بسیار 
اين اتفا  افتاده است. البتفه در مطالعفه حاضفر در      پايین است

اي بفین كانامايسفین و هیگرومايسفین    بخش مقفدماتی مقايسفه  
نتفايج  ) تر ت خی  داده شدايسین مناسبانجام شد كه هیگروم

در اين مطالعه ن فان داده ن فده اسفت(. لفذا از هیگرومايسفین      
 عامل انتخابگر استفاده شد. عنوانبه

بودن گیاه در مرحله گلخانفه   تراريخته تثيیدترتیب با بدين
 فور كامفل بهینفه   هتراريزش عدس با استفاده از آگروباكتريوم ب

نتفايج ايفن پفژوهش بتوانفد بفراي انجفام       سازي شد. امید است 
اسفتفاده از آن   همچنفین هاي آينده در اصلاح عفدس و  پژوهش

میزبان براي تولید تركیبات دارويی و مفید بفا اسفتفاده    عنوانبه
 از مهندسی ژنتیک مفید واقع شود.
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Introduction 
Lentil (Lens culinaris Medik.) may have been one of the first agricultural crops grown more than 8,500 

years ago and belongs to genus Lens from family leguminous and it is diploid (2n=14). Lentil is a seed 

propagating, self-pollinating crop originating from Near East. Lentil contains high percentage of protein, and 

has high nutrient value and easy digestibility. Genetic engineering has high potential to improve tolerance of 

lentil against biotic and abiotic stresses. Genetic engineering may also have a role in eliminating anti-

nutritional factors and improving the nutritional quality of lentil proteins. Lentil can also be employed as host 

to produce drug using gene transformation. To date only a few reports are available on attempts to transform 

lentil. In this research we attempted to optimize conditions of gene transformation in lentil. 

Materials & Methods 
Seeds of lentil (Lens Culinaris Medik) variety of Gachsaran (ILL6212) were used in present 

investigation, collected from Shirvan Agriculture Research Center, northeast of Iran. The Explants of 

Cotyledon with slight part of Embryo Axes (CEA) were prepared as described in Zakertavallaie et al, (2011) 

study. The explants were kept on Shoot Induction Media (SIM) including MS media supplemented with 

7.5µM 2ip, 4 µM Kin and 2 µM TDZ for 8 days. Then explants containing shoots sub cultured on MS media 

for another 7 days. 15 days explants containing shoots were used for co-cultivation with Agrobacterium. 

Agrobacterium tumifaciens strain C58 containing binary vector of pCAMBIA1301 was used for 

transformation experiments. This plasmid contains a reporter gene gus and a selectable gene hptΙΙ, into  

T-DNA for selection of putative transgenic shoots and selectable marker gene nptΙΙ to select transformed 

bacteria in backbone sequence. Suspension of agrobacterium in 1/2 MS with 4 concentration of OD: 0.13, 

OD: 0.18, OD: 0.22 and OD: 0.26 was compared to use in co-cultivation media. Explants containing shoots 

were used for co-cultivation. There was compared two type of preparation of explants to use in co-

cultivation. About some of explants, only tip of the shoots removed using scalpel but about some of them 

almost of shoots removed. All of explants were submerged in Agrobacterium suspension for 2 second and 

were co-cultured on shoot induction media. Cu-cultivated explants containing shoots were cultured on MS 

media containing 250mg/lit cefotaxim for 7 days. In this stage shoots transferred to elongation media 

including MS supplemented with 4µM 2ip and 1µM Kin containing 3 mg/L hygromycine to select transgenic 

shoots and 200 mg/lit cefotaxim to kill bacteria. The hygromycine was increased with each subculture at 7 

days intervals up to 5 mg/lit and the non-health and non-green shoots were discarded in each subculture. 
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Elongation of shoots, rooting, hardening and glasshouse growth was done according to Zakertavallaie et al, 

(2011) protocol. Gus assay carried out before root induction using Hay et al. (2004) protocol and Blue dot 

were observed under microscope. DNA was extracted from leaves of both non transgenic and putative 

transgenic plants using modified CTAB protocol. DNA was subjected to Polymerase change reaction using 

the hyg and gus primers with. PCR was carried out with following condition: PCR reaction mix of 25 µl 

contained 2 µl genomic DNA (100ng/µl), 2.5µl 10X buffer, 2 µl MgCl2 (50mM), 0.5 µl dNTP (10Mm) and 

0.5 µl Taq DNA polymerase (5u/µl). The concentration of primers were also 100 pmol/ µl. in PCR 

amplification DNA denatured at 94ºC for 5 min then followed by 35 cycles with 1 min at 94ºC, I min at 

annealing temperature (for gus gene at 58 ºC and for hpt gene at 59 ºC), 1 min at 72 ºC. final extension was 

carried out at 72 ºC for 10 min. PCR product was run on 1.2% agarose gel and observed under UV after 

staining with ethidium bromide. 

Results & Discussion 
Explants after shoot induction were prepared for co-cultivation. Co-cultivation period was 72 hours. 

Concentration of Agrobacterium was important. Acetoceringone has no effect on success of gene 

transformation. Concentrations of 3 to 5 mg/lit hygromycine were suitable for selection media in shooting 

stage. Gus assay confirmed gene transformation in putative transgenic shoots. Also PCR reaction confirmed 

existence of gus and hpt genes in plants. 

Conclusion 
The employed protocol in this research can be used for gene transformation of lentil using another gene 

to improve it about other treats such as enhancement of tolerance to biotic and abiotic stresses. 
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