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 زایی ٍ باززایی کارآهذ َضکالّای َّرهًَی رٍی ٍ تیوار تراریسغثیر أت
 (.Solanum tuberosum L) زهیٌیظیبارقام 
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 چکیذُ

برای تَلیذ گیاّاى  هْنّای بیؽتر، یکی از اٍلیي اقذاهات  ظازی کؽت بافت گیاّی پط از تراریسغ برای تَلیذ گیاّچِبْیٌِ  
زهیٌی )آگریا ٍ هارفًَا(، دٍ ًَع زایی دٍ رقن ظیبّای هختلف بر رٍی صفات کالَضبرای بررظی اثر فاکتَراظت.  تراریخت

،  A, B, Cگرم در لیتر( ٍ پٌج ًَع هحیط کؽتهیلی 100ٍ  50بیَتیک کاًاهایعیي )ریسًوًَِ )برگ ٍ هیاًگرُ(، دٍ ًَع غلظت آًتی
D1 ٍ D2  ّا تَظط ًاقل تصادفی اجرا گردیذ. ریسًوًَِ چْار تکرار در قالب طرح پایِ کاهلأصَرت فاکتَریل با آزهایؽی بِدر

pBIN19  حاٍی شىnptII  .ّای هَلکَلی ًؽاى داد کِ شىآزهایػتراریسغ ؼذًذ nptII ِزهیٌی َم ّر دٍ رقن ظیبدرظتی در شًب
درصذ هحاظبِ گردیذ.  6/3درج ؼذُ اظت. هیساى کارایی تراریسغ بِ شًَتیپ ریسًوًَِ ٍابعتِ ًبَد ٍ کارایی تراریسغ در حذٍد 

هیکرٍگرم  50بیَتیک ، ریسًوًَِ برگ، رقن هارفًَا با غلظت آًتی D2زایی ًؽاى داد کِ هحیطَضتجسیِ ٍاریاًط صفت درصذ کال
در  .یذهؽاّذُ گرد یاًگرُه یّایسًوًَِبا ر C یطدر هح ییزادرصذ کالَض یيکوتر .درصذ ؼٌاختِ ؼذ 100در لیتر با هقذار 

زایی بیؽتری در ؼَد، کالَضتٌْایی اظتفادُ تیي بِدر صَرتی کِ َّرهَى زآ زایی،ّا بر رٍی صفت کالَضثیر َّرهَىأبررظی ت
درصذ  9برگ بْتر از ریسًوًَِ هیاًگرُ ٍ رقن هارفًَا ًیس با حذٍد ّا هؽاّذُ ؼذ. ّوچٌیي ریسًوًَِ هقایعِ با ظایر َّرهَى

 ّای ّای هیاًگرُ بْتر از کالَضّای حاصل از ریسًوًَِدّی بیؽتر، بْتر از آگریا بَد. ًتایج ًؽاى داد کِ کالَضکالَض
تیي آزهیٌی در حضَر َّرهَى زفًَا ظیبّای برگ رقن هارکلی، ریسًوًَِ طَرتَلیذ کٌٌذ. بِّای برگی تَاًعتٌذ گیاّچِ ریسًوًَِ

 کالَض بیؽتری تَلیذ کردًذ. 
 

 زایی، هیاًگرُ کالَضزهیٌی، ظیب ،باززایی، تراریسغکلیذی:  ّایٍُاش
 

 

 هقذهِ
( ثب تَلیذ ػبلاًِ .Solanum tuberosum Lصهیٌی )ػیت  

ثشًح ٍ  ّوشاُ گٌذم،تي هحلَل ثِ یلیَىه 403ثِ  یهًضد
. چَى (3) یبػتاص چْبس هحلَل پش هلشف دس دً یىیرست 
اكلاح صهبى ثش ٍ دس هَسد طًَم  یههؼوَل ٍ ولاػ یّبسٍؽ

هـىل  (2n=4x=28) یذیتتشاپلَئ یؼتطج یلدلثِ یٌیصهیتػ
صٍدتش  یبّبىگ یشآى ًؼجت ثِ ػب یهطًت یثبؿذ. لزا هٌْذػیه

دلیل داؿتي صهیٌی ثِػیتهَسد تَخِ ثَدُ اػت.  یـتشٍ ث
 یهحلَل ٍ هبدُ یذتَلهضایبی ّوچَى ػَْلت تىثیش، 

وبهل  دػتشػی ثِ تَالی ،1یضؽتشاس یدبدا یخـه ثبلا، ػبدگ
حث ٍ ّوچٌیي خبیگبُ ایي گیبُ دس هج لبثلیت ًگْذاسی ،طًَم

ای ثشای ثیبى خبیگبُ ٍیظُصساػت هَلىَلی ػجت ؿذُ اػت 
 .)16،7،5،3،1) ّبی ًَتشویت پیذا وٌذپشٍتئیي

َلی، ثبصصایی گیبّبى اغلت ّذف ًْبیی ّش ًَع وـت ػل  
 س ؿشایط خَثی دًظش اػت. ثشخی گیبّبى ثِهَسد 

 ؿًَذ ٍ ثشخی دیگش هـىل داسًذای ثبصصایی هیؿیـِدسٍى
ثؼتِ ثِ گًَِ گیبُ، ؿشایط ی دس گیبّبى یكذ ثبصصادس (22،12(

. دس (2،4،15،20) هحیط ٍ تشویجبت َّسهًَی هتفبٍت اػت
 ػبصی وـتثْیٌِّویي ساػتب، تحمیمبت هتؼذدی دس هَسد 

هٌظَس اًتمبل طى ٍ تَلیذ گیبّبى تشاسیخت صهیٌی ثِثبفت ػیت
ّب كَست ٍ سیضغذُ ّبی هیبًگشُ، ثشيدُ اص سیضًوًَِثب اػتفب

صایی ػَهبتیىی ٍ یب ثبصصایی خٌیي .(2،4،15،20) گشفتِ اػت
تشیي ِ هْنهؼتمین گیبُ اص لطؼبت هختلف سیضًوًَِ، اص خول

 .(6)صهیٌی اػت ّبی ثبصصایی پغ اص تشاسیضؽ گیبُ ػیتسٍؽ
صهیٌی، ّبی ػَهبتیىی ٍ ثبصصایی گیبُ ػیتدس سًٍذ تَلیذ خٌیي

ّبی ثشگی ی هتفبٍتی هبًٌذ وبلَعاص لطؼبت سیضًوًَِ
ای گیبّبى حبكل اص ّبی ػبلِّبی سیضغذُ، گشّهدیؼه

ای ٍ هیبًگشُ ػبلِای، لطؼبت ؿیـِوـت دس ؿشایط دسٍى
ٍخَد، ّش یه اص . ثب ایياػتفبدُ ؿذُ اػتّبی صیگَتی خٌیي

 ّبیی دس هشاحل هختلف وـتّب داسای هحذٍدیتایي سٍؽ
ثبفت، ًظیش فشاٍاًی پبییي تشاسیضؽ، همذاس ون ثبصصایی، ٍلَع 

 ٍیظُ دس ثحث تغییش ػطح پلَئیذی( تٌَع ػَهبولًَبل )ثِ
ثبفت اص لطؼبت ػبصی وـتِسٍ، ثْیٌاص ایي .ثبؿٌذهی

 ی ی هٌبػت اص خولِ ثشي، هیبًگشُ ٍ سیضغذُسیضًوًَِ
یبثی ثِ هیضاى ثبلایی اص ثبصصایی خْت صهیٌی ثشای دػتػیت

ثبؿذ. اگشچِ اّذافی هبًٌذ اًتمبل طى، ثؼیبس حبئض اّویت هی
صهیٌی اهشی  اًدبم تشاسیضؽ دس اوثش اسلبم هْن تدبسی ػیت

ّب ٍخَد داسًذ وِ ٌَّص ّن ثشخی طًَتیپهتذاٍل اػت، اهب 
 هطبلؼبت ًـبى  ٍ (2،8)دٌّذ  پبػخ خَثی ثِ تشایضؽ ًوی

ؿذت ثِ ًَع دٌّذ وِ وبسایی تشاسیضؽ دس ایي گیبُ ثِهی
صهیٌی ثِ . هیضاى ثبصصایی دس ػیت(9) طًَتیپ ٍاثؼتِ اػت

ّبی سؿذ وٌٌذُػَاهل هتفبٍتی هبًٌذ ًَع ٍ غلظت تٌظین
ّب(، طًَتیپ گیبُ، ًَع ٍ هٌـبء لطؼبت سیضًوًَِ )َّسهَى

ی همبكذ صهیٌی ثشااًتمبل طى ثِ ػیت .(10،9)ثؼتگی داسد 
ّبی تشاسیخت همبٍم ثِ آفبت صهیٌیهختلف اص خولِ تَلیذ ػیت

ًظادی دس ّبی ثِّب، اص خولِ اّذاف اػتشاتظیه ثشًبهٍِ ثیوبسی

1- Tansformation 

 داًـگبُ ػلَم وـبٍسصی ٍ هٌبثغ طجیؼی ػبسی
 پظٍّـٌبهِ اكلاح گیبّبى صساػی
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وـَس اػت. اص آًدبیی وِ اًتمبل طى ثبیذ ثِ اسلبم هْن صساػی 
اسلبم آگشیب ٍ هبسفًَب اص خولِ اسلبم هْن صساػی كَست گیشد ٍ 
 یهتؼذد ثیش ػَاهلأثشای ثشسػی ت یكتحم یياوـَس ّؼتٌذ، 

 ثب ّبییهحیط ٍ ثیَتیهآًتی غلظت سلن، سیضًوًَِ، ًَعهبًٌذ 
صهیٌی پغ اص تشاسیضؽ گیبُ ػیتدس  هتفبٍت َّسهًَی غلظت

ثب اگشٍثبوتشی حبٍی طى همبٍهت ثِ وبًبهبیؼیي كَست 
 .گشفت

 
 ّاهَاد ٍ رٍغ

 اًتقال پلاظویذ حاٍی شى بِ اگرٍباکتری
 E.coli یاص ثبوتش nptIIحبهل طى  pBIN19پلاػویذ   

 یِػَ A.tumefacienceسٍؽ اًدوبد ٍ رٍة ثِ اػتخشاج ٍ ثِ
LBA4404ُتشاًؼفَسم  ّبیی(. ثبوتش1ؿذ )ؿىل اًتمبل داد

 گشیٌؾگض یَتیهثیٍاخذ آًت LBوـت  یطهح یؿذُ سٍ
 یكَست ؿجبًِ ٍ دس دهبثِ یتشثش ل یىشگشمه 100 یؼیيًٍىَهب

 یذاػتخشاج پلاػو ؿذًذ. ثبلوـت ٍ غش گشادیدسخِ ػبًت 37
 Thermo)ؿشوت  یتهٌتخت ثب اػتفبدُ اص و ّبییاص ولًَ

Fisherاییشُثب اػتفبدُ اص ٍاوٌؾ صًد ػبصیّوؼبًِ ییذ( ٍ تب 
هشثَط ثِ  یاختلبك یّب( تَػط آغبصگشPCR)  یوشاصپل

-nptII (Forward:5′-GTAAAACGACGGCCAGطى

3′, Reverse: 5′- 
GGATAACAATTTCACACAGG-3′ؿذ. م( اًدب 

 یِاٍل ػبصیچشخِ ٍاػشؿت یهثب  یوشاصپل اییشٍُاوٌؾ صًد  
چشخِ  35 یمِ،دل 3 یثشا گشادیدسخِ ػبًت 94دس  ثبسیه

 1 یثشا گشادیدسخِ ػبًت 94 یدس دهب ػبصیؿبهل، ٍاػشؿت
ٍ  گشادیدسخِ ػبًت 60 یهشحلِ اتلبل آغبصگش دس دهب یمِ،دل
 دسخِ  72 یالگَ دس دهب DNA یشتىث یِ،ثبً 50 یثشا

 72دس  ییًْب یشتىث چشخِ یهٍ  یمِدل 3 یثشا گشادیػبًت
 كَست گشفت. یمِدل 5هذت ثِ گشادیدسخِ ػبًت

 

 
 
 
 

 
: پشٍهَتَس طى ًَپبلیي Pnos: هشص چپ؛ LB: هشص ساػت؛ RBصهیٌی، ّبی ػیتؿوبتیه تلَیش ػبصُ طًی ثشای تشاسیضؽ سیضًوًَِ -1ؿىل 
: لؼوت ’LacZدٌّذُ ًَپبلیي ػٌتتبص، : خبتوTnosِی ًئَهبیؼیي فؼفَتشاًؼفشاص؛حبٍی طى همبٍهت ثِ وبًبهبیؼیي، : طى وذوٌٌذnptIIُػٌتتبص؛ 

 ػبصی چٌذگبًِ: خبیگبُ ّوؼبًِ MCSاػیذ آهیٌِ( طى ثتبگلاوتَصیذاص؛ 146) Nی پبیبًِ
Figure 1. Schematic representation of the gene construct used for potato transformation. RB: Right border; LB: Left 

border; Pnos: Nopaline synthetase gene promoter; nptII: Neomycin phosphotransferase gene, Tnos: Nopaline 
Synthetase; LacZ ': N terminus (146 amino acids) beta-galactosidase gene; MCS: Multiple site 

 
صهیٌی تدبسی دس ایي تحمیك اص دٍ سلن ػیت هَاد گیاّی:  

كَست ایي اسلبم ثِّبی آگشیب ٍ هبسفًَب اػتفبدُ ؿذ. ًبمثِ 
اص  MSای داخل هحیط ؿیـِّبی وَچه دسٍىگیبّچِ

آثبد ی ثیَتىٌَلَطی هشوضی اكفْبى دس ًدفپظٍّـىذُ
 ّبی داسای هیبًگشُ ثِ تؼذاد وبفی گیبّچِدسیبفت ؿذ. 

ّوشاُ حذالل یه ثشي اص ّش دٍ سلن آگشیب ٍ هبسفًَب دس ثِ
 8/0حبٍی ػِ دسكذ ػبوبسص ٍ  MS (13)هحیط وـت پبیِ 

ػبػت  16، تحت ؿشایط فتَپشیَد =pH) 7/5 (دسكذ آگبس
دسخِ  23±2سٍؿٌبیی ٍ ّـت ػبػت تبسیىی دس دهبی 

 گشاد تىثیش ؿذًذ. ػبًتی

ّب ؿشٍع پٌح تب ؿؾ سٍص اص ٍاوـت، گیبّچِپغ اص گزؿت   
 اص ًوَدًذ.  MSصایی ٍ سؿذ دس هحیط ثِ سیـِ

ّبی هٌبػت ثشای ای داسای ته گشُّبی چْبس ّفتِگیبّچِ
سیضًوًَِ  (.2تْیِ سیضًوًَِ هیبًگشُ ٍ ثشي اػتفبدُ ؿذ )ؿىل 

هبیغ ( دس 14سٍؽ ًظشیبى فیشٍصآثبدی ٍ ّوىبساى )هَسد ًظش ثِ
 15تب  10هذت تلمیح حبٍی اگشٍثبوتشی حبٍی ػبهبًِ طًی ثِ

 MS 1وـتیّب سٍی هحیط ّندلیمِ لشاس دادُ ؿذًذ. سیضًوًَِ
لشاس دادُ  گشاددسخِ ػبًتی 23±2دس تبسیىی ٍ دس دهبی دهبی 

وـتی ّب اص هحیط ّنًَِوًشسٍص پغ اص تشاسیختی صی ػِؿذًذ. 
 .ؿذًذثِ هحیط گضیٌـگش اًتمبل دادُ 

 

 
 ّبصهیٌی ثب تؼییي هحل سیضًوًَِؿوبتیه یه گیبّچِ ػیت -2ؿىل 

Figure 2. Schematic representation of a potato seedling showing the location of explants 

1- Co-cultivation 
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 :تیوارّای آزهایؽیرٍغ اًجام 
پٌح هحیط وـت دس اداهِ پغ اص تشاسیختی ثب اگشٍثبوتشی اص   

 ثب تشویجبت هتفبٍتی ثِ ؿشح صیش اػتفبدُ ؿذ. 
هحیط پبیِ  اص یطهح یي(: دس اینهؼتم ییثبصصا یط)هح Aهحیط

MSدس ایي . ؿذ اػتفبدُآگبس  دسكذ 8/0ٍ  ػبوبسص ، ػِ دسكذ
 یتشگشم ثش لیلیه 186/0 هحیط اص تشویت َّسهًَی

  BAPَّسهَى  یتشگشم ثش لیلیه NAA ٍ 25/2َّسهَى
ثشای ػِ  ّبسیضًوًَِ ػپغ ،اػتفبدُ ؿذ پٌح ّفتِهذت ثِ

 َّسهَى یتشگشم ثش لیلیه 25/2 حبٍی یذخذ هحیط ّفتِ ثِ
BAP ٍ 5 َّسهَى یتشگشم ثش لیلیه GA3  .هٌتمل ؿذًذ 
 ػِ دسكذ، MSدس ایي هحیط ًیض اص هحیط پبیِ  : Bهحیط

  3 دسكذ آگبس اػتفبدُ ؿذ. دس ایي هحیط اص 8/0ػبوبسص ٍ 
 یتشگشم ثش لیلیه D ٍ 01/0 -4 ,2 َّسهَى یتشگشم ثش لیلیه

 یتشگشم ثش لیلیه 186/0 هذت چْبس ّفتِ ٍَّسهَى ویٌتیي ثِ
تب  BAPَّسهَى  یتشگشم ثش لیلیه NAA  ٍ25/2َّسهَى 

 . اػتفبدُ ؿذ ّب ٍ ؿشٍع ثبصصاییصهبى تـىیل وبلَع
 ّبیٍیتبهیي ،MS یّبًوه یهحتَا یطهح یي: اC حیطه

B5، 40 گلَوض گشم ثش لیتش 20ػَلفبت، یيآدً یتشگشم ثش لیلیه، 
 َّسهَى گشم ثش لیتشهیلی 02/0 ،گشم ثش لیتش هبًیتَل  20

NAA، 05/0 َّسهَى یتشگشم ثش لیلیه GA3، 2 گشم ثش یلیه
 اتبى ػَلفًَیه اػیذ-2اص  یتشثش لگشم یلیه 900صآتیي ٍ  یتشل

(MES) گلَوض اص ػبوبسص،  یخب یطهح ایي ثَد. ّوچٌیي دس
 یهبدُ یهػٌَاى ثِ یتَلهبً ػٌَاى هٌجغ وشثي ٍ اصثِ

 اػتفبدُ ؿذ.  یهاػوَت

 1 ّوشاُ دٍ دسكذ ثِ ایي هحیط اص ػبوبسص: دس 1Dهحیط 
 ؿذ.  اػتفبدُ یيَّسهَى صآت یتشگشم ثش لیلیه

ثَد ثب  1Dتشویجبت ایي هحیط دلیمبً هـبثِ هحیط  :2Dهحیط 
 صآتیي اػتفبدُ ؿذ.  یتشگشم ثش لیلیه 2اص غلظت ایي تفبٍت وِ 

الؼول دٍ سلن ی فَق، ػىغّبی پٌدگبًِّوچٌیي دس هحیط
 )آگشیب ٍ هبسفًَب(، دٍ ًَع سیضًوًَِ )ثشي ٍ صهیٌی ػیت

 

 100 ٍ 50ثیَتیه وبًبهبیؼیي )هیبًگشُ(، دٍ غلظت آًتی
گشم دس لیتش( ثب یه طشح آصهبیـی فبوتَسیل ثب چْبس هیلی

 كَست وبهلأی سیضًوًَِ ثٍِ ّش تىشاس ؿبهل دُ لطؼِتىشاس 
صایی هَسد همبیؼِ لشاس گشفتٌذ. سٍی كفبت وبلَعتلبدفی 
ػبػت سٍؿٌبیی ٍ ّـت  16 ّب دس ؿشایط ًَسیسیضًوًَِ

دس اتبق گشاد ی ػبًتیدسخِ 223ػبػت تبسیىی دس دهبی 
ثش  صاییوبلَعدسكذ  یضاىه ّوچٌیي داسی ؿذًذ.وـت ًگِ

وشدُ اػت ثِ ول  یذوِ وبلَع تَل یضًوًَِحؼت تؼذاد س
 ػلاٍُ، هیضاى ثبصصایی اص ثِ .ثذػت آهذُ اػت یضًوًَِس

 ّب ًیض هَسد همبیؼِ لشاس گشفت.وبلَع
ّب  آصهَى ًشهبل ثَدى دادُ ًتبیح ایي تحمیك پغ اص ثشسػی  

تدضیِ ٍ تحلیل  MSTAT-Cثب اػتفبدُ اص ثشًبهِ آهبسی 
  .ؿذًذ

 شًَهی ٍ تاییذ تراشًی DNAاظتخراج 
ی طًَهی اص گیبّچِ DNAّب هٌظَس تبییذ تشاسیختی گیبّچِثِ
ّبی ثب آغبصگش PCRٍاوٌؾ اػتخشاج ؿذ.  CTABسٍؽ ثِ

تشاسیخت گضیٌؾ  ّبیگیبّبچِاخشا ٍ  nptII طى اختلبكی
 .(5)ؿذًذ 

 

 ًتایج ٍ بحث
ی DNAهٌظَس غشثبلگشی گیبّبى ثِ ظبّش تشاسیخت، ثِ  

ػبصی ؿذ ٍ وویت طًَهی اص ایي گیبّبى تشاسیخت ٍ ؿبّذ خذا
دسكذ  1سٍی طل آگبس ٍ ویفیت آى ثب اػتفبدُ اص الىتشٍفَسص 

ّبی ثِ ووه آغبصگشPCR ػپغ ثب آصهَى ثشسػی گشدیذ.
سٍی گیبّبى ثِ ظبّش تشاسیخت ًـبى داد nptII طى اختلبكی

ثب هَفمیت دس طًَم گیبّبى تشاسیخت ٍاسد ؿذُ  nptIIطى وِ 
دس  bp 800(. یه لطؼِ ثِ طَل تمشیجی 3 اػت )ؿىل

طى هَسد ًظش  دّذؿذ وِ ًـبى هیگیبّبى تشاسیخت هـبّذُ
ای دس گیبُ غیش صهیٌی ٍاسد ؿذُ اػت. ّیچ لطؼِدس طًَم ػیت

 (.3)ؿىل  ًـذ ُتشاسیخت هـبّذ

 

 
 

ٍ وبلَع  (nptII-L)ّبی تشاسیخت حبكل اص وبلَع ثشي ّبی اختلبكی ثشای گیبّچِووه آغبصگشثِ nptIIسٍی طى  PCRآصهَى  -3ؿىل 
 تشاسیختی غیش: گیبّچ1Kb ،Utِ (CinnaGen co)ی : ًـبًگش اًذاصMُ، (nptII-IN)هیبًگشُ 

Figure 3. PCR analysis of transgenic seedlings derived from leaf (nptII-L) and internode callus (nptII-IN) by using 
nptII gene specific primers. M: 1Kb marker: Ut: non-transgenic seedling. 
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، 1D)تٌْب ػِ هحیط تیوبس هحیط وـت هَسد ثشسػی،  5اص   
2D  ٍC) هَسد تدضیِ ٍ تحلیل ّب ثبلیوبًذُ هبًذ ٍ ًتبیح آى

ّب دادُآهبسی لشاس گشفتٌذ. ًتبیح حبكل اص تدضیِ ٍاسیبًغ ایي 
 .اسائِ ؿذُ اػت 1دس خذٍل 

 
 

 ّبصایی سیضًوًَِتدضیِ ٍاسیبًغ كفت دسكذ وبلَع -1خذٍل 
Table 1. Analysis of variance of callus formation of explants 

 (S.O.V)هٌجغ تغییشات  DFدسخِ آصادی  (MS)هیبًگیي هشثؼبت 
 هحیط 2 4/317*

nS510/0 1 ثیَتیهغلظت آًتی 
ns323/0 2  آًتی ثیَتیهغلظت ×هحیط 
 سلن 1 59/4*
ns0.094 2  هحیط×سلن 
ns260/0 1  ثیَتیهغلظت آًتی ×سلن 
ns073/0 2  هحیط ×ثیَتیهغلظت آًتی ×سلن 

 سیضًوًَِ 1 26/184*

 هحیط ×سیضًوًَِ  2 010/95*
ns010/0 1  ًَِثیَتیهغلظت آًتی ×سیضًو 

 هحیط ×ثیَتیه غلظت آًتی ×سیضًوًَِ  2 948/0*
ns010/0 1 ًَِسلن ×سیضًو 

 هحیط ×سلن  ×سیضًوًَِ  2 760/0*
ns010/0 1  ًَِثیَتیهآًتی ×سلن  ×سیضًو 
ns073/0 2  ًَِهحیط ×ثیَتیهآًتی ×سلن  ×سیضًو 
ns747/0 72 خطب 

 ول 95 906/1072

ns ،  ،   :ِ01/0ٍ 05/0احتوبل  داس دس ػطحهؼٌی، هؼٌیتشتیت ثیث  
 

 ×ًتبیح حبكل اص همبیؼِ هیبًگیي اثش هتمبثل چْبسگبًِ هحیط  
سیضًوًَِ ثب اػتفبدُ اص آصهَى چٌذ  ×سلن ×ثیَتیهغلظت آًتی

دسكذ ثش سٍی كفت  5وبل ای داًىي دس ػطح احتداهٌِ
 (.2صایی اًدبم ؿذ )خذٍل وبلَع

 

 

حشٍف  یداسا ّبییبًگیي. هییصا ثش دسكذ وبل سلن ×یطهح×  ثیَتیهیغلظت آًت×  یضًوًَِاثش هتمبثل س یشتبث یبًگیيه یؼِهمب -2خذٍل 
 اًذ.  ؿذُ یؼِدسكذ ثب ّن همب 5ّب دس ػطح یبًگیيثب ّن ًذاسًذ. ه داسییهـتشن، اختلاف هؼٌ

Table 2. Mean comparison of explant× medium× antibiotic× cultivar concentration interaction effects on callus 
formation. Means with at least one common letter are not significantly different (P≤0.05). 

 هحیط )هیلی گشم دس لیتش( ثیَتیهآًتی سلن سیضًوًَِ صاییدسكذ وبلَع

85 bced 50 آگشیب ثشي D1 

efg5/72 ِ50 آگشیب هیبًگشُ ػبل D1 

abc90 50 هبسفًَب ثشي D1 

bced5/82 ِ50 هبسفًَب هیبًگشُ ػبل D1 

bced85 100 آگشیب ثشي D1 

defg5/77 ِ100 آگشیب هیبًگشُ ػبل D1 

abcd5/87 100 هبسفًَب ثشي D1 

bcde5/82 ِ100 هبسفًَب هیبًگشُ ػبل D1 

ab95 50 آگشیب ثشي D2 

bcde85 ِ50 آگشیب هیبًگشُ ػبل D2 

a 100 50 هبسفًَب ثشي D2 

abc90 ِ50 هبسفًَب هیبًگشُ ػبل D2 

ab95 100 آگشیب ثشي D2 

bced5/87 ِ100 آگشیب هیبًگشُ ػبل D2 

ab95 100 هبسفًَب ثشي D2 

abc5/92 ِ100 هبسفًَب هیبًگشُ ػبل D2 

g60 50 آگشیب ثشي C 

h 0 ِ50 آگشیب هیبًگشُ ػبل C 

fg5/67 50 هبسفًَب ثشي C 

h 0 ِ50 هبسفًَب هیبًگشُ ػبل C 

fg5/67 100 آگشیب ثشي C 

h 0 ِ100 آگشیب هیبًگشُ ػبل C 

65 fg 100 هبسفًَب ثشي C 

h0 ِ100 هبسفًَب هیبًگشُ ػبل C 
 

 ثش اػبع ًتبیح حبكل، ثْتشیي تیوبس ثب كذ دس كذ   
، سیضًوًَِ ثشي، سلن D2صایی ػجبست اػت اص هحیط وبلَع

گشم دس لیتش ثَد ٍ ووتشیي همذاس هیلی 50هبسفًَب ٍ غلظت 
هـبّذُ ؿذ  Cصایی دس ایي آصهبیؾ هشثَط ثِ هحیط وبلَع

ثِ طَسی وِ دس سیضًوًَِ هیبًگشُ ایي دسكذ ثِ كفش سػیذُ 
 داسی دس ػطَح ّب تفبٍت هؼٌیاػت. دس ایي هحیط

 دیذُ  4 ّوبًطَس وِ ؿىلؿَد. ثیَتیه هـبّذُ ًویآًتی
 گشم ثش لیتشهیلی 50سػذ وِ چِ دس غلظت ًظش هی، ثِؿَدهی

ثیَتیه وبًبهبیؼیي گشم دس لیتش آًتیهیلی 100ٍ چِ دس غلظت 
ّبی هَسد دّی سٍی هحیطاثش یىؼبًی ثش دسكذ وبلَع تمشیجبً

 (.4)ؿىل  اًذاػتفبدُ داؿتِ
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ٍ  50ّبی تشتیت غلظتثِ A1  ٍA2، اًَاع ػطَح هحیط. D1 ،D2 ٍCتیه: ثیَهـخق آًتی اثش ػطَح هختلف هحیط دس ػطَح -4 ؿىل
 ثیَتیهگشم دس لیتش آًتیلیهی 100

Figure 4: Effect of different levels of the media on specific levels of antibiotics: D1, D2 and C, types of media levels. 
A1 and A2 are concentrations of 50 and 100 mg/l of antibiotics, respectively 

 
صایی ثیـتشی ًؼجت ثِ دس ایي آصهبیؾ سلن هبسفًَب وبلَع  

سلن آگشیب ثشای ّش دٍ سیضًوًَِ ثشي ٍ هیبًگشُ ػبلِ اص خَد 
( ًیض هیضاى 14. سٌّوب ٍ ّوىبساى )(5)ؿىل  ًـبى داد

صایی ّش دٍ سیضًوًَِ ثشي ٍ ػبلِ هبسفًَب سا ثیـتش اص وبلَع
سغن تَلیذ وبلَع ثیـتش، یػل. (14)اًذ گضاسؽ وشدُسلن آگشیب 

داسی طَس هؼٌی( ث73ِّبی هیبًگشُ )%هیضاى ثبصصایی اص وبلَع

(p≤0.05) ایي هَضَع  ( ثَد.27ثشي )%ّبی ثیـتش اص وبلَع
ّبی هیبًگشُ اص تَاًبیی ثبلاتشی دس دّذ وِ وبلَعًـبى هی

ّب ٍ هٌجغ ثبصصایی ثشخَسداسًذ. هیضاى تَلیذ فیتََّسهَى
. ایي (21)ّبی هیبًگشُ ثیـتش اػت ّب دس سیضًوًَِوشثَّیذسات
ّب سا دس تَلیذ تَاًذ وبسایی ثبلای ایي سیضًوًَِهَضَع هی

 .ّب ًـبى دادُ ًـذُ اػت(ّبی گیبّی تَخیِ وٌذ ) دادُاًذام
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ی ثشي ٍ تشتیت سیضًوًَِثِ E1  ٍE2، اًَاع ػطَح هحیط. D1 ،D2 ٍCهـخق سیضًوًَِ:  اثش ػطَح هختلف هحیط دس ػطَح -5 ؿىل
 هیبًگشُ

Figure 5. The effect of different levels of the media on specific levels of the sample: D1, D2 and C, types of levels of 
the media. E1 and E2 are leaf and internode explants, respectively 

 
داد وِ سیضًوًَِ ثشي خیلی صٍدتش  ّوچٌیي ًتبیح ًـبى  

دّذ وِ ثب صایی خَاة هیاصسیضًوًَِ هیبًگشُ ثِ هحیط وبلَع
ایي ًتبیح سٌّوب ٍ ّوىبساى هغبیشت صیبدی داسد. ّوچٌیي 

 ( اػت. ثب 19ًتبیح دس تمبثل ثب ًتبیح ؿبُ پیشی ٍ ّوىبساى )
ی ّبی فبحـی ثب هطبلؼِّبی ایي هطبلؼِ تفبٍتحبل، تیوبسایي

ی تشاسیضؽ ثب ًبلل دٍگبًِ( داؿتٌذ. 19ؿبُ پیشی ٍ ّوىبساى )

pBIN19 هوىي اػت ثتَاًذ  یپسلن ٍ طًَت ٍ تفبٍت دس ًَع
 .وٌذ یِسا تَخ یحًتب یيا

-خَثی تَاًؼتٌذ ػجت وبلَعّبی ایي آصهبیؾ ثِػبیش تیوبس  
(. ّوبًطَسی 6صهیٌی ؿًَذ )ؿىل صایی دس ّش دٍ سلن ػیت

 ی ثشيّش دٍ سیضًوًَِ ؿَد،وِ هـبّذُ هی
( هجبدست ثِ تَلیذ B6ی هیبًگشُ )ؿىل ( سیضًوA6ًَِ)ؿىل 
 .دس هحیط حبٍی وبًبهبیؼیي ًوَدًذ وبلَع
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ی هیبًگشُ سلن هبسفًَب سیضًوًَِ 2D .(B)ی ثشي سلن هبسفًَب دس هحیط سیضًوًَِ (A)صهیٌی، ّب هختلف ػیتصایی دس سیضًوًَِوبلَع -6ؿىل 
 ای سلن هبسفًَب ّبی چْبس ّفتِگیبّچِ (D)ی هیبًگشُ سلن هبسفًَب ثبصصایی ٍ تَلیذ گیبّچِ اص سیضًوًَِ 2D .(C)دس هحیط 

Figure 6. Callogenesis in different potato explants, (A) Marfona leaf explants in D2 medium (B) Marifona cultivar 
internode explants in D2 medium. (C) Plant regeneration from Marfona cultivar. (D) Four-week-old Marfona 

 
دسكذ  2D (5/92دس هدوَع ثش اػبع ًتبیح حبكل، هحیط   

اص  گشم ثش لیتشهیلی 2 صایی( ثب غلظت َّسهَى صآتیيوبلَع
صایی( ثب غلظت َّسهَى دسكذ وبلَع 81/82) 1D هحیط
صایی ثیـتشی ًـبى داد )ؿىل وبلَع گشم ثش لیتشهیلی 1 صآتیي

( ثِ ًتبیح هـبثْی سٍی سلن آگشیب 18(. ثجبتی ٍ ّوىبساى )5
ّبیی اػت وِ اثش . صآتیي اص خولِ ػیتَویٌیي(18)سػیذًذ 

حبل، هحممبى تأثیش صایی داسد، ثب ایيثبلایی سٍی هیضاى وبلَع
 هثجت آى سا ّوشاُ ثب یه اوؼیي گضاسؽ 

. ّوچٌیي ًتبیح ایي هطبلؼِ ًـبى داد وِ هیضاى (11)اًذ وشدُ
ثَد. ثْجَد  C ثشاثش هحیط 5/2حذٍداً  1Dصایی هحیط وبلَع

تَاى ثِ افضایؾ صایی پغ اص تشاسیضؽ سا هیهیضاى وبلَع
هیضاى َّسهَى صآتیي ًؼجت داد. ایي دس حبلی اػت وِ هحیط 

C صآتیي سٍی كفت  گشم ثش لیتشهیلی 2 ثب داسا ثَدى 
ای داؿت. ایي تأثیش هٌفی سا ؿبیذ صایی تأثیش ثبصداسًذُوبلَع

ٍ یب هٌجغ  NAA ٍ GA3 ّبیثتَاى ثِ اثش هتمبثل َّسهَى
غزایی گلَگض هٌتؼت داًؼت. اگشچِ ًتبیح هطبلؼِ حبضش ثب 

تب حذٍدی هغبیشت داؿت اهب  (17ًتبیح سٌّوب ٍ ّوىبساى )
( ایي هحیط سا ثْتشیي هحیط ثشای 17سٌّوب ٍ ّوىبساى )

ٍ  NAAاًذ، غلظت ثبلای اوؼیي صایی هؼشفی وشدُوبلَع
صایی اػت ی وبلَعاص خولِ ػَاهل ثبصداسًذُ GA3خیجشلیي 

(17). 

تَاى دسیبفت وِ ّب هیطَس ولی ثب همبیؼِ هیبًگیي ول دادُثِ
گشم هیلی 50، سلن هبسفًَب، سیضًوًَِ ثشي ٍ غلظت 2Dهحیط 
صایی سا ثیَتیه وبًبهبیؼیي ثبلاتشیي دسكذ وبلَعآًتی ثش لیتش

تشیي تیوبس دس ػٌَاى هٌبػتتَاى ثِدّذ ٍ اص آى هیًـبى هی
ّب ثشای تَلیذ وبلَع دس دٍ سلن آگشیب ٍ ثیي ػبیش تیوبس

ّوچٌیي هـبّذات صهیٌی اػتفبدُ وشد. هبسفًَبی گیبُ ػیت
داد وِ سیضًوًَِ ثشي خیلی صٍدتش اص ایي آصهبیؾ ًـبى

دّذ ٍ ّش چِ صا خَاة هیسیضًوًَِ هیبًگشُ ثِ هحیط وبلَع
تش ثبؿٌذ، صهبى تش ٍ ثِ لؼوت ساع ػبلِ ًضدیهّب خَاىثشي

صایی صٍدتش ٍ حدن وبلَع ًیض ثضسگتش خَاٌّذ ثَد وبلَع
ی تَلیذ تؼلیمی ًیض خٌجِ ی حبضش اص(. ًتبیح هطبلؼ6ِ)ؿىل 

تَاًذ حبئض اّویت ثبؿذ. دس ایي چٌیي هَاسدی، ّش چمذس هی
حدن ٍ هیضاى وبلَع ثیـتش ثبؿذ، وبسایی تَلیذ تشویجبت ٍ اص 

حبل، هیضاى ؿَد. ثب ایيّب ًیض ثیـتش هیآى خولِ هتبثَلیت
ّبی ّبی حبكل اص سیضًوًَِثبصصایی ٍ تَلیذ گیبّچِ اص وبلَع

ّب ًـبى دادُ ًـذُ اػت(. لزا پیـٌْبد ثیـتش ثَد )دادُهیبًگشُ 
ی هیبًگشُ اػتفبدُ ؿَد تب ثشای تَلیذ گیبّچِ اص سیضًوًَِهی

ؿَد. تبوٌَى ّیچ تَضیحی دس خلَف ػلت پبػخ ثْتش 
وبلَع حبكل اص هیبًگشُ دس همبیؼِ ثب وبلَع هشثَط ثِ ثشي 

 .اسائِ ًـذُ اػت
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Abstract 
  To obtain a higher percentage of callogenesis and consequently the maximum number of 
plantlets, plant tissue culture conditions must be optimized prior to any transformation protocol. 
To this end, a factorial experiment using completely randomized design (CRD) with four 
replications was carried out to assess the effect of cultivar (Marfona and Agria), type of 
explants(leaf and internode), Kanamycin concentration (50 mg/l and 100 mg/l) and medium (A, 
B, C, D1, D2) on callogenesis. Explants were transformed with pBIN19 construct harboring 
nptII. Analysis of variance of percentage of callogenesis trait showed that effect of tissue culture 
medium, type of explants, cultivar, type of explants × cultivar, type of explants × medium × 
kanamycin concentration and type of explants × cultivar × tissue culture medium were 
significant (P≤0. 05). Results of this study suggested that D2 tissue culture medium containing 2 
mg/l zeatin produced a higher amount of callus (92. 5 percent). The lowest percentage of callus 
formation was observed in medium C with internode explants. When zeatin was the only growth 
hormone regulator, a higher percentage of callogenesis was observed. Moreover, leaf explants 
exhibited superiority over internode and marfona cultivar over agria counterparts, respectively. 
Results of these experiments showed that callus tissues from internode explants responded 
better to shoot regeneration in comparison to leaf driven calli. In conclusion, results of this 
study suggest, marfona leaf explants in the pretense of zeatin can be used for callus induction.  
 
Keywords: Callogenesis, Internodes, Potato, Regeneration, Transformation  
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