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Abstract 

Objective 

Lettuce is considered as a model plant for biotechnology because of its compatibility with 

stable genetic transformation and tissue culture. GDP-mannose-3’,5’-epimerase (GME) is 

one of the key genes in ascorbic acid biosynthesis pathway in plants. The present study 

aims to transfer GME gene from Actinidia deliciosa L. into Lactuca sativa L.  

 

Materials and Methods 

To investigate callus induction rate using the effects of explant (cotyledon and true 

leaves) and 16 plant growth regulator combination including concentrations of 0.02, 0.04, 

0.05, and 0.1 mg/l NAA and 0.1, 0.2, 0.4, and 0.6 mg/l BAP, and also direct regeneration 

rate using the effects of explant (cotyledon and true leaves) and 6 plant growth regulator 
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combination including concentrations of 0.02 and 0.05 mg/l NAA and 0.2, 0.4, and 0.6 

mg/l BAP, a factorial experiment based on completely randomized design with three 

replications was conducted. In order to transform GME into Lactuca sativa L. using L. 

sativa L. cv. Setareh and Agrobacterium tumefaciens strain (C58) on two types of 

explants (cotyledon and true leaves), a factorial experiment with three replications and 2 

min and 8 min inoculation was done. 

 

Results 

The results revealed that the highest percentage of callus induction and indirect 

regeneration (100%) were observed on leaf and cotyledon explants and MS medium 

containing 0.1 mg/l BAP and 0.04 mg/l NAA. The results also confirmed the presence of 

pBI121+GME in transgenic plants. 

 

Conclusions 

The explant true leaves and 2 min inoculation (with 18 percent transformation ratio) were 

more suitable for transformation.  

Keywords: GME, Lettuce, Micro-propagation, Transformation, Vitamin C 
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 Lactucaکاهو )کیوی به گیاه  GMEانتقال سازه حاوی ژن سازی کشت بافت و بهینه

sativa L. ) 
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 چکیده

حساو  یاای علاو  بیوتکنولاوژی مبافت و انتقال پایدار ژن، یک گیاه مدل برای پژویشکایو به دلیل سازگاری با کشت  هدف:

 انگیایا در ث ویتاامی  بیوسانت  مسیر کلیدیِ یایژن از یکی GDP-mannose-3´,5´-epimerase (GME) ژنگردد. می

 شد.  منتقل کایو گیاه جداسازی شده است به کیوی منبع که از ای  ژن تحقیق ای  در. باشدمی

باا  ی غیرمساتقی زایی و بااززایکاالو  می ان بررسی جهت یاییسازی کشت بافت کایو آزمایشمنظور بهینهبه ها:مواد و روش

 ،1/0 یاایغلظت املشا مختلا  رشاد تنظی  کننده ترکیب 16 و( حقیقی یایبرگ و ایلپهبرگ ) نمونه ری  نوع استفاده از اثرات

  باززایی بررسی و جهت BAP لیتر بر گر میلی 6/0 و 4/0 ،2/0 ،1/0 یایغلظت و NAA لیتر بر گر میلی 04/0 و 05/0 ،02/0

 اجارا تصاادفی کااماً طار ِ قالب در فاکتوریل آزمایش به صورت تکرار سه با BAP لیتر بر گر میلی 6/0 و 4/0 ،2/0 یایغلظت

( روی دو نوع ری  نمونه C58با استفاده از رق  ستاره و سویه آگروباکتریو  )به ای  گیاه نی  آزمایشی  GMEجهت انتقال ژن . شدند
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 کااماً طار ِ قالابیای حقیقی( و با مدت زمان تلقیح دو و یشت دقیقه با سه تکرار به صاورت فاکتوریال در و برگ ایلپهبرگ )

 انجا  شد. تصادفی

گار  بار میلی 1/0یای غلظت ایلپهبرگ و حقیقی یای برگ در ری  نمونه که داد نشان یااز مقایسه میانگی  حاصل نتایج نتایج:

نتاایج  .داشاتند ددرصا 100 میا ان باه را غیرمساتقی  باززایی و زاییکالو  بیشتری  NAAگر  بر لیتر میلی 04/0و  BAPلیتر 

 را در گیایان تراریخته تأیید کرد. موردنظر  حضور سازهحاصل از آزمایش انتقال ژن به کایو 

درصاد تراریختای  18یای حقیقی و مدت زماان تلقایح دو دقیقاه باا میا ان برگ ری  نمونه ،در آزمایش انتقال ژن گیری:نتیجه

 تر بودند. مناسب

.GME ویتامی  ث،،  کایوری ازدیادی، تراریختی، : هاواژه کلید

 

 مقدمه

تعلاق ( Asteraceaeبه خانواده چتریان )ست که دنیا مهّ  و قدیمی در ( از سب یجات برگی.Lactuca sativa Lکایو )

کروماوزو  اسات  2n=2x=18. ای  گیااه، یکسااله، خودگشا  و دارای (Armas et al. 2017; Darqui et al. 2018) دارد

(Armas et al. 2017; Mohebodini et al. 2011b)یای ای  گیاه حاوی مقدار کمای کاالری، ماواد م ا ی و منباع . برگ

اسات  3و لاکتوپیسری  2، لاکتوسی 1عاوه کایو دارای پتاسی  و غنی از مانیتولباشد، به می Cو  K ،A ،Eیای مهّمی از ویتامی 

(Mohebodini et al. 2011b; Ismail & Mirza 2015; Ismail et al. 2017; Song et al. 2017.) ایا ،  بر عاوه

گردد ییای علو  بیوتکنولوژی محسو  مبافت و انتقال پایدار ژن، یک گیاه مدل برای پژویشای  گیاه به دلیل سازگاری با کشت 

(Darqui et al. 2018.) ساازی کشات بافات اسات تاا در د  بهینهدر فرآیند انتقال ژن جهت دستیابی به گیاه تراریخته، اولی  ق

یاک  4آسکوربیک اساید(. Honari et ala2011 .Mohebodini et al ;. 2013) زا نمودحداقل زمان ممک  بتوان گیاه را باز

( et al Ma. 2014کند )( محافظت میROS) 5یای فعال اکسیژنیای گیایی را در برابر گونهاکُسیدان اصلی است که سلولآنتی

-Najjarتواناد باعاب بهباود محصاول و مقاومات در برابار تانش شاوری شاود )در گیایاان می( آساکوربیک اساید) تولید آنو 

khodabakhsh & Chaparzadeh 2015 .)گونه( یای کیویActinidia حاوی غلظت بسیار زیاد ویتاامی  ث بایش از )80 

یای وحشی اسات گر  وزن تازه در بعضی از گونه 100گر  در میلی 800گر  وزن تازه در ارقا  تجاری و بیش از  100گر  در میلی

(Bulley & Laing 2016 .)نا  به ژنی بیان ت ییر تنش، شرایط در اسید آسکوربیک سنت  در GME باشاد  تأثیرگا ار توانادمی

                                                           
1. Mannitol 

2. Lactucin 

3. Lactupicrin 

4. Ascorbic acid 

5. Reactive oxygen species 
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(Zhang et al. 2011 نا .) ژن ای  کامل GDP-mannose-3´,5´-epimerase (GME) مسایر در کلیادی اسات و ژنای 

 GDP-L-galactose باه را GDP-D-mannose و کنادمی عمل کاتالی ور عنوانِبه که گرددمی محسو  ث ویتامی  بیوسنت 

  (.Ma et al. 2014; Bulley & Laing 2016)شود می استفاده اسید آسکوربیک تولید برای آن تما  تقریباً که کندمی تبدیل

کایو از ری  نمونه یای لپه سه روزه و پنج رق  کایوی ایرانی و ترکیبی از تنظای   بافت کشت سیست  سازیبهینه برای در پژویشی

میلی گار  بار  4/0و  2/0، 1/0( و NAA) 1گر  بر لیتر نفتالی  استیک اسیدمیلی 1/0و  05/0، 02/0یای رشد گیایی شامل کننده

 .Honari et alشاد ) معرفی کایو بافت کشت برای نمونه ری  تری به عنوانِبه ( استفاده شد و لپهBAP) 2لیتر بن یل آمینوپوری 

در پژویشی دیگر، از دو ژنوتیپ بومی ی د و ایاواز، دو ناوع ریا  نموناه لپاه ساه روزه و یفات روزه و ترکیبای از تنظای  (. 2009

و  6/0، 1/0، 06/0، 02/0و  (BA) 3بن یال آدنای  گر  بر لیترو یک میلی 5/0، 4/0، 1/0یای یای رشد گیایی شامل غلظتکننده

یای رشاد روی القاا کاالو  و بااززایی منظور بررسی تأثیر ژنوتیپ، س  ری  نمونه و تنظی  کننادهبه NAAگر  بر لیتر میلی 2/1

یای رشاد کنناده (. در تحقیق دیگری که اثر متقابل ژنوتیپ و تنظای Mohebodini et al. 2011bمستقی  کایو استفاده شد )

وسیله بررسی تاأثیرات ژنوتیاپ و یای تولیدکننده ساقه بهبر باززایی مستقی  کایو بررسی شد القا کالو  و درصد ری  نمونهگیایی 

 بااززایی ساازیدیگاری، بهینه مطالعاه (. درLatif et al. 2014موردمطالعاه قارار گرفات ) BAPو  NAAیای مختل  غلظت

 15/0، 1/0، 05/0، 03/0با استفاده از ترکیبات تنظی  کننده رشد گیایی شاامل  کایو حقیقی یایبرگ و لپه یاینمونه ری  مستقی 

 .Gómez-Montes et alشادند ) بررسای BAPگر  بار لیتار میلی 82/0و  7/0، 4/0، 1/0و  NAAگر  بر لیتر میلی 17/0و 

2015.) 

کاایو باه برگی  یایری  نمونه استفاده از باآگروباکتریو   واسطهدست آمده از آرابیدوپسیس بهبه  4GMPژن  در پژویشی

در یا داشتند. گیایان تراریخته ویتامی  ث بیشتری نسبت به غیر تراریختهنتایج نشان داد که (. Wang et al. 2011انتقال یافت )

یای درگیر در مسیر بیوسنت  ویتامی  ( که آن ی 8GLDHو  ,7GDH,6GPP, 5GGT, GME GMPپژویشی دیگر، شش ژن )

واساطه یای ساه روزه کاایو بهدر پژویشای لپاه(. Zhou et al. 2012کنند، به آرابیدوپسیس منتقل شادند )را رم گ اری می ث

Ziarani et al. -Fallah) ان تلقیح دو دقیقه تراریخته شدندو با مدت زم 9GCHIحاوی پاسمید ژن  58Cآگروباکتریو  سویه 

یاای یاک یای سه روزه، برگسازی انتقال ژن به گیاه کایو از اثرات نوع ری  نمونه )لپهبهینهمنظور در مطالعه دیگری، به (.2013

(، سه زمان LBA4404 ،C58( و نوع سویه آگروباکتریو  )TN-96-41و  TN-96-39یای برگی(، نوع رق  کایو )مایه و جوانه

                                                           
1. Naphthaleneacetic acid 

2. 6-Benzylaminopurine 
3. Benzyl adenine 

4. GDP-mannose pyrophosphorylase 

5. GDP-L-galactose transferase 

6. L-galactose-1-phosphate phosphatase 

7. L-galactose dehydrogenase 

8. L-galactono-1,4-lactone dehydrogenase 

9. Guanosine triphosphate cyclohydrolase I 
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ج نشان داد که حداقل یک نساخه از ایا  ژن در ژناو  گیااه استفاده شد و نتای gusگ ارشگر تلقیح )دو، چهار و یفت دقیقه( و ژن 

منظور انتقال ژن باواسطه آگروباکتریو  به گیاه کایو از لپه یفت روزه باه (. در پژویشی بهHonari et al. 2013جای گرفته بود )

در  (.Mohebodini et al. 2014دقیقه استفاده شد ) 10با مدت زمان تلقیح  LBA4404عنوان ری  نمونه، سویه آگروباکتریو  

در آرابیدوپسیس تراریخته منجر به اف ایش مقاومت به اسایدیته، شاوری و خشاکی باا  1یونجه GMEژن پژویشی، اف ایش بیان 

و  C58از آگروباکتریو  سویه  rolABCیای منظور انتقال ژنای بهدر مطالعه(. Ma et al. 2014اف ایش تجمع آسکوربات شد )

به نقش ویتاامی  ث در باتوجه (.Ismail et al. 2017مدت زمان تلقیح پنج دقیقه با دو نوع ری  نمونه گره و میانگره استفاده شد )

یای م کور رود که ای  گیاه در برابر تنشیای اکُسیداتیو و بهبود کیفیت محصول، بعد از انتقال ای  ژن به گیاه کایو انتظار میتنش

 کماک ( باهZakari & Zebarjadi 2017جداسازی شده از میوه کیوی ) GMEژن کیفیت آن بهبود یابد. انتقال  مقاو  شود و

   پژویش مورد توجه قرار گرفت.ف ایعنوان یدکایو به گیاه به آگروباکتریو 

 

 ها مواد و روش

در ای  پژویش از ب ور رق  اصاحی ستاره که از پژویشکده سب ی و صیفی کشور تهیاه شاد، اساتفاده گردیاد. از محایط 

منظورِ گر  بر لیتر میواینوزیتول و یشات گار  بار لیتار آگاار( باهمیلی 100گر  بر لیتر ساکارز،  MS ،30یای )نمک 2MSکشت 

یاا تنظی  شاد و یماه محیط 7/5یای کشت روی محیط pHتقی  کایو استفاده شد. زایی و باززایی غیرمسزنی ب ور، کالو جوانه

زنی، ب ور کایو به مادت پانج منظورِ جوانهدرجه سانتی گراد اتوکاو شدند. به 121دقیقه در دمای  20جهت استریل شدن به مدت 

یای یک، سه و پانج دقیقاه باا آ  مقطار اندرصد، ضد عفونی شدند و سپس سه مرتبه با مدت زم 5/2دقیقه با ییپوکلریت سدی  

شو داده شدند در ادامه با استفاده از کاغ  صافی استریل خشک شدند و به کمک پنس استریل در زیر یاود لامیناار واستریل شست

سااعت روشانایی و یشات  16یا به اتاقک رشد با شارایط قرار گرفتند و شیشه MSیای کوچک حاوی محیط کشت درون شیشه

یای لپه و پس از مدت زماان زنی، ری  نمونهگراد منتقل شدند. سه تا چهار روز پس از جوانهدرجه سانتی 25ت تاریکی و دمای ساع

یای کاوچکی تقسای  شادند و درون پتاری یای حقیقی از گیاه اصلی جدا و باه تکاهیای برگزنی، ری  نمونهروز بعد از جوانه 30

و  05/0، 04/0، 02/0یاای زایی و باززایی غیرمساتقی  حااوی غلظتو جهت کالو  MSط متری حاوی محیسانتی 10یای دیش

و  02/0یاای و جهت باززایی مساتقی  حااوی غلظت BAPگر  بر لیتر میلی 6/0و  4/0، 2/0، 1/0و  NAAگر  بر لیتر میلی 1/0

یا ی  درون اتاقک رشاد قرار داده شدند. ای  پتری دیش BAPگر  بر لیتر میلی 6/0و  4/0، 2/0و  NAAگر  بر لیتر میلی 05/0

یا یر دو یفته یکبار به محیط جدید واکشت شدند. پس از گ شات یاک مااه، با یمان شرایط ذکر شده قبل قرار گرفتند. ری  نمونه

زایی و د. درصاد کاالو برداری شگیری و یادداشتزایی، درصد باززایی غیرمستقی  و رشد نسبی کالو  اندازهصفات درصد کالو 

                                                           
1. Medicago sativa L. 

2. Murashige and Skoog 
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یا در یر یای باززا نسبت به تعداد کل ری  نمونهو تعداد ری  نمونه یای تولید شدهباززایی غیرمستقی  کایو با استفاده از تعداد کالو 

 (. .2016Akbari et al( فرمول زیر مورد استفاده قرار گرفت )RFWG) 1تکرار به دست آمد. جهت برآورد رشد نسبی کالو 

 RFWG = [(W2-W1)/W1] ( 1رمول ف

ل طورِ کامال شاکیا بهالو کباشد. وزن تَر اولیه بعد از اینکه وزن تَر اولیه کالو  می 1Wوزن تَر نهایی کالو  و  2Wکه در آن 

-انادازهالو  یک مااه پاس کیا آماده توزی  شدند( و وزن تَر نهایی روز از کشت ری نمونه 10گرفتند )کالوسها طی یک یفته الی 

یل ار به صورت فاکتوربا سه تکر زایی و باززایییای کالو برداری شد. آزمایشگیری و یادداشتگیری اولیه با استفاده از ترازو اندازه

کننده رشد منتقل تنظی  بدون MSدیی به محیط کشت منظورِ ریشهیای باززا بهدر قالب طر  کاماً تصادفی اجرا شدند. ری  نمونه

شوی ریشه و ح ف آگار ویای پایینی و زرد، شستیا به منظور سازگاری با محیط پس از ح ف برگدیی گیایچهبعد از ریشهشدند. 

س از پار گرفتناد. دار حاوی خاک استریل منتقل شدند و سپس درون اتاقک رشد قارایای کوچک پاستیکی شفاف سوراخبه لیوان

یای آزماایش باه نگی  دادهوتحلیل و مقایسه میاو در محیط طبیعی قرار گرفتند. تج یه یا به گلدان منتقل شدندسازگاری، گیایچه

از پاسامید بیاانی  در ای  پژویشانجا  شد.  MSTAT-Cو  SPSSاف اریای با استفاده از نر  روش آزمون چند دامنه ای دانک 

pBI121  حاوی ناحیهT-DNA  و ژن دارای ژن مقاومت به کانامایسی  برای انتخا  گیایاان تراریخاتGME کنتارل  تحات

 ساویه آگروبااکتریو  آزمایش انتقال ژن با استفاده از رقا  ساتاره واستفاده گردید.  NOSدینده و خاتمه CaMV 35Sپروموتور 

(C58و با مدت زای و برگ( روی دو نوع ری  نمونه )برگ لپه )صاورت هساه تکارار ب مان تلقیح دو و یشت دقیقاه باایای حقیقی

اده از پرایمریاای باا اساتف PCRفاکتوریل در قالب طر  کاماً تصادفی انجا  شاد. گیایاان تراریخات احتماالی ازطریاق آزماون 

 (.1اختصاصی مورد بررسی قرار گرفتند )جدول 

کشت کشت، ی یای پیشایی به دست آمده در محیطکننده رشد گیسازی کشت بافت از بهتری  ترکیب تنظی بعد از بهینه

گر  بر لیتر ساکارز،  MS ،30یای کشت )نمکیا روی محیط پیشو محیط انتخابی جهت تراریختی استفاده شد. در ابتدا ری  نمونه

( به مدت یک NAA گر  بر لیترمیلی 04/0و  BAPگر  بر لیتر میلی 1/0گر  بر لیتر میواینوزیتول، یشت گر  آگار، میلی 100

ساعت روشنایی و یشت ساعت تاریکی قرار گرفتند. یم مان یک تک  16گراد و درجه سانتی 25روز در اتاقک رشد با شرایط دمای 

یای بیوتیکمایع دارای آنتی LB( حامل سازه موردنظر در محیط کشت C58فاشینس سویه ) کلون از آگروباکتریو  تومه

گراد درجه سانتی 28دور در دقیقه و دمای  150کانامایسی  و ریفامپسی  کشت داده شد و به مدت یک شب در انکوباتور با شرایط 

دور در دقیقه، دمای چهار درجه  5200بعد از ای  مدت سوسپانسیون باکتری تحت شرایط  برسد. 8/0آن به  260ODقرار گرفت تا 

فاز رویی در شرایط استریل ح ف و محیط کشت تلقیح  و به مدت یفت دقیقه سانتریفیوژ شد. (Honari et al. 2013)گراد انتیس

                                                           
1. Relative fresh weight growth (RFWG) 
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دقیقه در انکوباتور با شرایط  45( به رسو  اف وده شد و امولسیون به مدت pH 2/5گر  بر لیتر گلوک  با  MS ،20یای )نمک

 گراد قرار گرفت.درجه سانتی 28دور در دقیقه و دمای  150تاریکی، 

 

   (nptII) . پرایمرهای اختصاصی ژن مقاومت به کانامایسین1 جدول

Table 1. Kanamycin resistance gene specific primers (nptII) 

 (TMدمای ذو  )

Temperature 

Melting 

درصد 
GC 

%GC  

طول پرایمر 
(Mer) 

Size 

 پرایمر توالی

Primer Sequence 
 نا  پرایمر

Primer 

53.2 40 20 5´CAC TGA CGT TCC ATA AAT 

TC3´ 
npt (Forward) 

55.2 45 20 5´AAG AAC TCC AGC ATG AGA 

TC3´ 
npt (Reverse) 

 

فی صاا کاغ  بسپس  ویای دو و یشت دقیقه به امولسیون فوق اف وده یا تحت شرایط استریل با مدت زمانری  نمونه

گراد قرار سانتی درجه 25دو روز در تاریکی و دمای  کشت( به مدتکشت )کاماً شبیه پیشاستریل خشک شدند و روی محیط ی 

گر  بر لیتر میواینوزیتول، میلی 100گر  بر لیتر ساکارز،  MS ،30یای یا به محیط کشت انتخابی )نمکگرفتند. سپس ری  نمونه

بیوتیک گر  بر لیتر از آنتیمیلی NAA ،200گر  بر لیتر میلی BAP ،04/0گر  بر لیتر میلی 1/0یشت گر  بر لیتر آگار، 

انجا   ط انتخابیار روی محیبیا یر دو یفته یک گر  بر لیتر کانامایسی ( منتقل شدند. واکشت ری  نمونهمیلی 50سفوتاکسی  و 

باشد. در می ی  گیایانای  در لی بر دریافت ژن مقاومت به کانامایسرشد گیایان تراریخت روی محیط حاوی کانامایسی  دلیگرفت. 

استفاده شد.  (nptIIکانامایسی  )ه با استفاده از پرایمریای طراحی شده از ژن مقاومت ب PCRادامه برای تأیید گیایان تراریخت از 

بعد از اند. ( نشان داده شده3و  2یا، مدت زمان و دمای یر مرحله برای ای  آنالی  در )جداول و تعداد سیکل PCRشرایط واکنش 

 فاده شد. یا از ژل آگارز یک درصد استگیایان تراریخت و شاید برای آشکارسازی آن DNAو تکثیر  PCRآزمون 

 

 نتایج و بحث

بارای نشاان داد کاه زایی، رشد نسبی کالو  و درصد باززایی غیرمستقی  صفات درصد کالو  براینتایج تج یه واریانس 

( و اثر متقابل NAA( و نفتالی  استیک اسید )BAPیای رشد بن یل آمینو پوری  )زایی اثر متقابل تنظی  کنندهصفت درصد کالو 

یاای حتمال یک درصد و مابقی اثرات اصلی و اثر متقابلدر سطح ا NAAو  BAPیای رشد گیایی نوع ری  نمونه و تنظی  کننده

در خصاو  صافات رشاد نسابی کاالو  و درصاد بااززایی  (.4)جادول  دار شادنددوگانه دیگر در سطح احتمال پنج درصد معنی

 BAPناه و ناوع ریا  نمواند و اثر فاکتوریای اصالی دار شدهغیرمستقی  اثر متقابل یمه تیماریا در سطح احتمال یک درصد معنی
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دار شادند. برای صفت رشد نسبی کالو  در سطح احتمال یک درصد و برای باززایی غیرمستقی  در سطح احتمال پنج درصد معنای

در ساطح  NAAو  BAPیای رشاد گیاایی اثر متقابل نوع ری  نمونه و تنظای  کننادهدر مورد صفات فوق فقط مقایسه میانگی  

 مقایسه میانگی  دانک  انجا  شد.  احتمال یک درصد با استفاده از روش

 

 nptIIژن  جهت تکثیر PCR. شرایط واکنش 2 جدول

Table 2. PCR conditions for amplification of nptII gene 

 می ان )میکرولیتر(

Rate (µl) 
 ماده

Material 
2.0 DNA Template 
1.0 dNTP (10mM) 
1.0 
1.0 

Primer (nptII) F (10 pmol)  
Primer (nptII) R (10 pmol) 

1.0 (50mM) 2MgCl 
2.5 Taq DNA Polymerase PCR Buffer (10X) 
1.0 Taq DNA Polymerase (5 u/µl) 
15.5 DDW 
25.0 Total 

 

 

 PCR واکنش در استفاده مورد دمای و زمان مدت ها،سیکل . تعداد3 جدول

Table 3. Number of cycles, duration and temperature used in PCR 

 تعداد چرخه

Number of cycles 
 زمان )دقیقه(

Time (Minutes) 

 گراد(سانتی دما )درجه
C)οTemperature ( 

1 5 94 

 1 94 
30 1 50 

 1:15 72 

1 10 72 
 

 . 
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 زاییدر آزمایش کالوس مطالعه مورد صفات واریانس . تجزیه4 جدول

Table 4. Analysis of variance for studied traits in callus induction experiment  

 
 

 منابع ت ییرات

Source of Variation 

 
 

 درجه آزادی

Degree of 

Freedom 

 (MSمیانگی  مربعات )
Mean Squares 

 زاییدرصد کالو 

Callus 

Induction 

 رشد نسبی کالو 

Relative Fresh Weight 

Growth 

 درصد باززایی غیرمستقی 

Indirect Regeneration 

 ری  نمونه 

Explant 
1 *16.67 **1.65 *1204.16 

BAP  3 16.67* **0.81 *1080.55 

NAA  3 16.67* **0.14 ns802.77 

 BAP  3 16.67* **0.47 **3506.94 ×ری  نمونه 

 NAA  3 16.67* **0.19 **4229.16 ×ری  نمونه 

BAP × NAA  9 16.67** **0.18 **1103.70 

 × BAP ×ری  نمونه 

NAA  

9 16.67** **0.10 **1361.57 

 خطای آزمایش

Experimental Error 
64 4.16 0.01 292.70 

 (٪CVضریب ت ییرات )

Coefficient of 

Variation 

 2.05 % 50.07 % 25.19 % 

ns  ،*  1و  ٪5دار در سطح احتمال دار، معنیبه ترتیب غیر معنی **و٪ 

ns, * and **: Non-significant, Significant at 5% and 1% probability levels, respectively  

 

ناه و وع ریا  نمونامستقی  در اثار متقابال د نسبی کالو  و درصد باززایی غیرزایی، رشتمامی صفات شامل درصد کالو 

صفات یانگی  مج مقایسه . نتای(4)جدول  دار شدنددر سطح احتمال یک درصد معنی NAAو  BAPیای رشد گیایی تنظی  کننده

در محایط  ایلپاهرگ ری  نموناه باترکیب تیماری زایی، رشد نسبی کالو  و درصد باززایی غیرمستقی  نشان داد که درصد کالو 

ی  میا ان درصاد کمتار 67/86باا میا ان  NAAگار  بار لیتار میلی 05/0و  BAPگر  بار لیتار میلی 1/0کشت تکمیل شده با 

  (.5درصد( را داشتند )جدول  100ان ای  صفت )و بقیه ترکیبات یمه بیشتری  می  زاییکالو 

  



   (1399 تابستان، 2، شماره 12مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

 91   
Agricultural Biotechnology Journal; Printing ISSN: 2228-6705, Electronic ISSN: 2228-6500 

 
 

برای تمام صففات  NAAو  BAPهای رشد کننده. مقایسه میانگین اثرات متقابل ریز نمونه و تنظیم5جدول 

 مورد مطالعه

Table 5. Mean comparison of interactions among explant, BAP and NAA phytohormons 

for studied traits 
 صفات
Characteristics 

 زایی درصد کالو 
Callus Induction 

 رشد نسبی کالو 
Relative Fresh 
Weight Growth 

 درصد باززایی غیرمستقی 
Indirect Regeneration 

 ترکیب تیماری
Combination Treatment 

 
 نوع ری  نمونه

Explant Type 
NAA BAP 

 برگ
Leaf 

0.1 0.1 a100.00 abcd2.91 a100.00 

 برگ
Leaf 

0.02 0.1 a100.00 abc3.10 abcde80.00 

 برگ
Leaf 

0.04 0.1 a100.00 ab3.76 a100.00 

 برگ
Leaf 

0.05 0.1 a100.00 abcd2.77 a100.00 

 برگ
Leaf 

0.1 0.2 a100.00 fg0.74 bcdefgh53.32 

 برگ
Leaf 

0.02 0.2 a100.00 ab4.53 a100.00 

 برگ
Leaf 

0.04 0.2 a100.00 ab3.80 abcde80.00 

 برگ
Leaf 

0.05 0.2 a100.00 a4.87 abcdefgh70.00 

 برگ
Leaf 

0.1 0.4 a100.00 fg0.71 efgh36.67 

 برگ
Leaf 

0.02 0.4 a100.00 bcd2.45 abc90.00 

 برگ
Leaf 

0.04 0.4 a100.00 cd1.83 abcde80.00 

 برگ
Leaf 

0.05 0.4 a100.00 bcd2.63 cdefgh46.67 

 برگ
Leaf 

0.1 0.6 a100.00 abc3.12 gh30.00 

 برگ
Leaf 

0.02 0.6 a100.00 abcd3.06 abcdef76.67 

 برگ
Leaf 

0.04 0.6 a100.00 cd1.85 abcdefgh70.00 

 برگ
Leaf 

0.05 0.6 a100.00 de1.72 gh30.00 

 لپه
Cotyledon 

0.1 0.1 a100.00 bcd2.38 abcdefgh66.67 

 لپه
Cotyledon 

0.02 0.1 a100.00 abc3.05 h26.67 

 لپه
Cotyledon 

0.04 0.1 a100.00 bcd2.58 a100.00 

 لپه
Cotyledon 

0.05 0.1 b86.67 g0.49 defgh43.33 

 لپه
Cotyledon 

0.1 0.2 a100.00 fg0.78 bcdefgh53.33 

 لپه
Cotyledon 

0.02 0.2 a100.00 ef1.01 fgh33.33 

 لپه
Cotyledon 

0.04 0.2 a100.00 fg0.60 abcdefg73.33 
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 لپه
Cotyledon 

0.05 0.2 a100.00 ef1.02 abcd86.67 

 لپه
Cotyledon 

0.1 0.4 a100.00 fg0.64 abcdefgh60.00 

 لپه
Cotyledon 

0.02 0.4 a100.00 g0.58 abcdefgh66.67 

 لپه
Cotyledon 

0.04 0.4 a100.00 fg0.77 bcdefgh53.33 

 لپه
Cotyledon 

0.05 0.4 a100.00 fg0.63 abcdefg73.33 

 لپه
Cotyledon 

0.1 0.6 a100.00 ab3.53 ab93.33 

 لپه
Cotyledon 

0.02 0.6 a100.00 ab3.90 bcdefgh53.33 

 لپه
Cotyledon 

0.04 0.6 a100.00 cd1.76 cdefgh46.67 

 لپه
Cotyledon 

0.05 0.6 a100.00 ab3.47 a100.00 

P   0.0004 0.0000 0.0001 

( SEخطای استاندارد )
Standard Error 

  0.29 0.14 2.78 

 درصد است. 1داری در سطح احتمال حروف متفاوت در هر ستون بیانگر معنی

The different letters in each column represent a significant level at a probability level of 1%. 

 

 NAA گر  بر لیتارمیلی 05/0 و BAPگر  بر لیتر میلی 2/0 در ترکیب محیط کشت تکمیل شده بابرگ  ری  نمونه تیمار

گر  میلی 05/0و  BAPگر  بر لیتر میلی 1/0ای در ترکیب محیط کشت تکمیل شده با لپه تیمار ری  نمونه برگ ( و87/4بیشتری  )

نوع ریا  نموناه و متقابل  برای مقایسه میانگی  اثر 5( را با توجه به جدول 49/0الو  )کمتری  می ان رشد نسبی ک NAAبر لیتر 

 1/0 کمیل شده باتای در محیط کشت لپه برگ تیماردر مستقی  باززایی غیر داشتند. NAAو  BAPیای رشد گیایی تنظی  کننده

 ر ترکیاب محایطدبارگ  ریا  نموناه ( و در تیماار67/26کمتری  می ان ) NAAگر  بر لیتر میلی 02/0و  BAPگر  بر لیتر میلی

در برگ ی  نمونه تیمار ر، NAAگر  بر لیتر ( میلی05/0و  04/0، 1/0و ) BAPگر  بر لیتر میلی 1/0یای غلظتیای حاوی کشت

و  BAPگار  بار لیتار میلی 1/0و  ایلپاهری  نمونه برگ ، NAAگر  بر لیتر میلی 02/0و  BAPگر  بر لیتر میلی 2/0 ترکیب با

بیشاتری   NAAگر  بار لیتار میلی 05/0و  BAPگر  بر لیتر میلی 6/0و  ایلپه ری  نمونه برگ و NAAگر  بر لیتر میلی 04/0

 05/0و  BAPگار  بار لیتار میلی 1/0 در محیط کشت تکمیل شاده باا ایلپهری  نمونه برگ تیمار درصد( را داشتند.  100)می ان 

یانگی  به نتایج ای  مقایسه مزایی و رشد نسبی کالو  بودند. یمچنی ، باتوجهدارای کمتری  درصد کالو  NAAگر  بر لیتر میلی

یاای حقیقای و برگ ایلپاهبارگ  در یر دو ریا  نموناه NAAگر  بر لیتر میلی 04/0و  BAPگر  بر لیتر میلی 1/0یای غلظت

ده شاده نشان دا، 1کل شیای حقیقی کایو در و برگ ایبرگ لپهیای زایی ری  نمونهباززایی غیرمستقی  و کالو تر بودند. مناسب

اند، نشاان منتقل شده جهت سازگاری با محیط به گلدانیای تولید شده در انتهای آزمایش را که ، گیایچه2است. یمچنی ، شکل 

 دید.می
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 .های حقیقیو برگ ایبرگ لپه هایزایی در ریز نمونه. الف( باززایی غیرمستقیم و ب( کالوس1شکل 

Figure 1. A) Indirect regeneration and B) callus induction in cotyledon and true leaves 

explants. 

 

 

 )شکل الف( و سپس به گلدان گلدان کوچکهای باززا در شرایط کنترل شده به . انتقال گیاهچه2شکل 

 .سازگاری با محیط)شکل ب( جهت 

Figure 2. Seedlings transmission to glass (A) and then to pot (B) under controlled 

condition for environmental adaptivity. 

 

در  NAAگار  بار لیتار میلی 04/0و  BAPگار  بار لیتار میلی 1/0یاای به نتایج آزمایش کشت بافات از غلظتباتوجه

یا به محیط انتخابی منتقل و بعد کشتی، ری  نمونهکشتی و انتخابی جهت انتقال ژن استفاده گردید. بعد از دو روز ی یای ی محیط

بیوتیک کانامایسی  گر  بر لیتر از آنتیمیلی 50. ال (. البته در ای  مرحله، غلظت 3)شکل  یا تشکیل شدندته کالو از حدود دو یف

یای مقاو  بعد از دو یفته باززا شدند و تعادادی یا را گرفت. کالو یا و تشکیل نوساقهدر محیط انتخابی جلوی رشد بیشتر کالو 
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گار  میلی 200گر  بر لیتر و سفوتاکسی  به می ان میلی 50یسی  به می ان یای کانامابیوتیکیا در محیط انتخابی حاوی آنتیاز آن

.   و ج( و گیایان تراریخت سب  تولید شاده در ایا  محایط 3یا بود )شکل تراریخت بودن آنبر لیتر سفید شدند که نشان از غیر 

گیایان تراریخت تولید شده با استفاده از آزمون . د(. 3انجا  گرفت )شکل  یاروی آن PCRمنظور تأیید نهایی آزمون شناسایی و به

PCR  با پرایمریای اختصاصی ژن مقاومت به کانامایسی  در پاسمید بیانیpBI121 (. 5و  4یای تأیید شدند )شکل 

 

 

های تراریخت، ب( و ج( های تولید شده از ریز نمونه. مراحل تراریختی کاهو. الف( کالوس3شکل 

 .کاهو تراریخت ولید شده غیر تراریخت و د( گیاهچهتهای سفید گیاهچه

Figure 3. Transgenic stages of lettuce. A) Produced callus from transgenic explants, B) 

and C) non-transgenic produced white seedlings, and D) transgenic lettuce seedling. 
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یفک  )لَدِر یا سفایز مفارکر Mهای لپه. در ریز نمونه PCRموردنظر با استفاده از  . تأیید حضور سازه4شکل 

 WT(، pBI121+GMEپلاسفمید  PCR)محصفول  Pالگو(،  DNAبدون  PCR)کنترل منفی،  Wکیلوبازی(، 

 یفرغ )نمونفه 2( و ایلپه برگ هایهای تراریخت از ریز نمونه)نمونه 4و  3، 1)گیاهان شاهد غیر تراریخت(، 

 .(ایلپه برگ تراریخت از ریز نمونه

Figure 4. Confirmation of presence of transgene by PCR in cotyledon explants. DNA size 

marker (lane M), negative control (lane W), plasmid PCR product (lane P), non-

transgenic control plants (lane WT), transgenic samples from cotyledon explants (lanes 1, 

3, and 4), and non-transgenic samples from cotyledon explants (lane 2). 

 

نه اعماال شاد وع ری  نمونصورت فاکتوریل با استفاده از دو زمان تلقیح دو و یشت دقیقه و دو طر  آزمایشی انتقال ژن به

خات یشت دقیقاه تراری یای حقیقی در مدت زمان تلقیحای و برگیای برگ لپهنشان داد ییچ یک از ری  نمونه PCRنتایج آنالی  

 (. 6استفاده شد )جدول  t-testاند، بنابرای  برای مقایسه بی  دو نوع ری  نمونه از آنالی  نشده

یاای حقیقای یای برگد داشت و ریا  نموناهدار در سطح پنج درصد وجوبی  دو ری  نمونه از نظر تراریختی اختاف معنی

عادد دیگاری تحقیقاات مت (.6درصاد( داشاتند )جادول  5/15ای )یاای لپاهدرصد( بیشتری نسبت باه برگ 18درصد تراریختگی )

 غلظت بهتری  یو،کا بافت کشت سیست  سازیبهینه برای زایی و باززایی در کایو منتشر شده است. در پژویشیدرخصو  کالو 

 حاصل لیتر بر گر یمیل 2/0 و لیتر بر گر میلی 05/0 ترتیب به زاییجنی  و زاییبرای کالو  BA و NAA رشد یایکننده  تنظی

 بارای را BA لیتار بار گار میلی 4/0 و NAA لیتار بر گر میلی 05/0 یایغلظت یمچنی  یاآن (.Honari et al. 2009شد )

 مناساب زایییشاهر بارای را NAA لیتار بر گر میلی 2/0 حاوی MSکشت  محیط یا،آن تحقیقات نتایج دانستند. مناسب باززایی

 .داد نشان
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ایز )لَدِر یا سف Mهای حقیقی. های برگدر ریز نمونه PCRموردنظر با استفاده از  حضور سازه. تأیید 5شکل 

پلاسففمید  PCR)محصففول  Pالگففو(،  DNAبففدون  PCR)کنتففرل منفففی،  Wمففارکر یففک کیلوبففازی(، 

pBI121+GME ،)WT  ،)های تراریخفت از ریفز نمونفه)نمونفه 6و  4، 3، 1)گیاهان شاهد غیر تراریخفت  

 های حقیقی(برگ از ریز نمونه های غیر تراریخت)نمونه 5و  2های حقیقی( و برگ

Figure 5. Confirmation of presence of transgene by PCR in true leaves explants. DNA size 

marker (lane M), negative control (lane W), plasmid PCR product (lane P), non-

transgenic control plants (lane WT), transgenic samples from true leaves explants (lanes 1, 

3, 4, and 6), and non-transgenic samples from true leaves explants (lane 2 and 5) 

 

 T-test آنالیز . نتایج6جدول 

Table 6. Results of T-test analysis 

P t  ایلپهبرگ میانگی  ری  نمونه 

Mean cotyledon explant 
 یای حقیقیمیانگی  ری  نمونه برگ

Mean true leaves explant 
 صفت موردمطالعه

Studied traits 
 درصد تراریختی  18 15.5 4.33* 0.04

%Transformation 
  ٪5دار در سطح معنی *

*: Significant at 5% probability levels  

بدون تنظی  کننده  MSزایی نشان داد که ای  صفت در محیط در صورتی که نتایج تحقیق حاضر در خصو  صفت ریشه

 و یاک NAA لیتر بر گر میلی 6/0 حاوی MS کشت محیط در کالو  القا فراوانی در پژویش دیگری، بالاتری  رشد حاصل شد.

 گار میلی 1/0حاوی  MS کشت محیط در کالو  القا می ان کمتری  و ی د ژنوتیپ و روزه سه یایلپه برای BA لیتر بر گر میلی
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 میا ان باالاتری  یمچنای  یااآمد. آن دست به ایواز ژنوتیپ و روزه سه یایلپه برای BA لیتر بر گر میلی 1/0و  NAA لیتر بر

 لیتر بر گر میلی 02/0 و 1/0 و BA لیتر بر گر میلی 1/0 حاوی MS کشت محیط و BA پایی  یایغلظت در را مستقی  باززایی

NAA آوردند دست به (Mohebodini et al. 2011b ،نتایج ای  پژویش نشان دینده وابساتگی القااک کاالو  باه ژنوتیاپ .)

 1/0با دو غلظت  NAAگر  بر لیتر میلی 1/0حاوی  MSدر پژویشی دیگر، محیط یا بود. یای رشد و س  ری  نمونهکننده تنظی 

تری  باززایی مستقی  را نشان دادند. عاوه بر ای ، نتایج نشان دادند که تشکیل کا  کاالو  و بیش BAPگر  بر لیتر میلی 2/0و 

حاصل شد. یمچنای  بااززایی مساتقی  در  BAPو  NAAیای پایی  یای کایو در غلظتزایی مستقی  از ری  نمونهاف ایش ساقه

نتایج پژویش حاضر با ایا  پاژویش از  (.Latif et al. 2014ود )یای رشد گیایی بکایو بسیار وابسته به ژنوتیپ و تنظی  کننده

 برای رشد کننده تنظی  ترکیب دیگری، بهتری  ع غیرمستقی  مطابق بود. در مطالعهیای مناسب جهت باززایی البته از نونظر غلظت

 1/0 حااوی MS کشات یاایمحیط در و شاد معای  BA لیتار بار گر میلی 4/0 و NAA لیتر بر گر میلی 1/0 مستقی  باززایی

 بیشاتری  BA لیتار بار گار میلی 7/0 و NAA لیتار بار گر میلی 15/0 و BA لیتر بر گر میلی 1/0 و NAA لیتر بر گر میلی

شادند  مشاخ  مستقی  باززایی برای کایو حقیقی یایبرگ از بهتر نی  لپه یاینمونه آوردند از طرفی ری  دست به را زاییکالو 

(Gómez-Montes et al. 2015 .)تاوان یاای فاوق الا کر میبه نتایج به دست آمده در پژویش حاضر و سایر پژویش باتوجه

زایی و بااززایی تحات تاأثیر ناوع ژنوتیاپ یاا رقا  و ترکیباات تنظای  گفت که صفات موردمطالعه در کشت بافت از جمله کالو 

یای مربوط به کشت بافت کایو از نظار صافات توان به سایر پژویشژویش را نمییای رشد گیایی قرار دارند و نتایج یک پکننده

ساازی کشات یا یا ارقا  جدید تعمی  داد یعنی بهتر است که برای یر ژنوتیپ یا رق  جدیدی از یر گیااه بهینهم کور برای ژنوتیپ

ری  نمونه در ارتباط با آن رق  یا ژنوتیپ به دسات  بافت آن صورت گیرد تا بهتری  ترکیبات تنظی  کننده رشد گیایی و بهتری  نوع

یای بعدی از جمله انتقال ژن مورد استفاده قرار گیرد. در پژویش حاضر بی  دو نوع ری  نمونه از لحاا  صافات آید و برای پژویش

یاا بهتار از دیگاری آنیا یمان طور که ذکر شاد یکای از زایی و باززایی تفاوتی مشایده نشد حال آن که در سایر پژویشکالو 

توان به نوع رق  یا ژنوتیپ متفاوت مورد استفاده در پاژویش نسابت داد کاه باعاب ایجااد شناخته شده بودند ای  مسئله را نی  می

تفاوت در نتایج حاصل شده است. چنانچه در نتایج نی  ذکر شد ییچ یک از ترکیبات تنظی  کننده رشد گیایی استفاده شاده در ایا  

یا یمی  ترکیبات باززایی مستقی  را برای کشت بافات کاایو منجر به باززایی مستقی  نشدند حال آن که در سایر پژویشپژویش 

 توان دلیلی به ج  ت ییر نوع رق  مورد استفاده در ای  پژویش در نظر گرفت. در پی داشتند در ای  خصو  ی  نمی

رغ  ای  که یدف ای  پژویش تنهاا انتقاال علی. ان تراریخت تأیید کردای پلیمراز درج ژن را در گیاینتایج واکنش زنجیره

رود که بعد از انتقال ایا  ژن باه کاایو کیفیات آن بهباود یافتاه و باه توسط آگروباکتریو  به گیاه کایو بود انتظار می GMEژن 

در گیایاان جداسازی شده از آرابیدوپسایس  GMPژن یای غیر زیستی مقاو  شود. نتایج پژویش مشابهی نشان داد که بیان تنش

یاک روش  GMPبیاان ژن . یمچنی  ای  مطالعه نشان داد که اف ایش (Wang et al. 2011) کایو اف ایش یافته بود تراریخته
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یاای نتایج پژویشای نشاان داد کاه محتاوای آساکوربیک اساید در لای تأثیرگ ار برای اف ایش محتوای ویتامی  ث در کایو بود. 

(. در پژویشی مادت زماان تلقایح دو Zhou et al. 2012تقریباً سه برابر بیشتر از گیایان شاید بود ) GGTحاوی ژن اریخته تر

در پژویش حاضر نی  ای  نتیجه تأیید شد. یمچنای   (.Fallah-Ziarani et al. 2013دقیقه برای تراریختی مناسب معرفی شد )

گر  بار لیتار بارای گیااه میلی 20بیوتیک کانامایسی  در محیط کشت انتخابی بهینه شده بود و غلظت در ای  پژویش غلظت آنتی

غیرمساتقی  باود یای جدید و باززایی یای بالا مانع از تشکیل نوساقهکایو مناسب تشخی  داده شد، در پژویش حاضر نی  غلظت

بیوتیک مورد استفاده در پژویش باشد بنابرای  یر چه غلظت بالاتر رود جلو یای موجود در آنتیتواند به دلیل ناخالصیای  مورد می

، مادت زماان تلقایح دو LBA4404منظور انتقال ژن سویه آگروبااکتریو  شود. در پژویشی دیگر، بهتوسعه گیاه گرفته می رشد و

(. در پژویش حاضر Honari et al. 2013تر بودند )یای سه روزه جهت انتقال ژن مناسبیای برگی و لپهچنی  جوانهدقیقه و یم

تر بودند ای  نتیجاه متفااوت در یای حقیقی )یکمایه( جهت انتقال ژن مناسبتر بود اما برگنی  مدت زمان تلقیح دو دقیقه مناسب

در یاا باشاد. تواند ناشی از تفاوت در ناوع رقا  ماورد اساتفاده در ایا  پژویشی میخصو  نوع ری  نمونه مناسب جهت تراریخت

جداسازی و به آرابیدوپسیس  (.Medicago sativa Lکند از یونجه )را کد می GMEپروتئی  که  cDNAپژویشی، یک قطعه 

به اسیدیته، شوری و خشکی به طور مؤثر، مقاومت آرابیدوپسیس تراریخته را نسبت  تواندمی GMEنتایج نشان داد که  .منتقل شد

، مدت زمان تلقیح پانج C58در مطالعه دیگری، سویه آگروباکتریو  (. Ma et al. 2014انباشت آسکوربات اف ایش دید ) وسیلهبه

(. در Ismail et al. 2017مناساب بودناد )جهات تراریختای  Grand Rapidsیای گره و میاانگره در رقا  دقیقه و ری  نمونه

توان چنی  عنوان کرد که نوع رق  یا ژنوتیپ مورد استفاده در پژویش و حتی نوع ریا  نموناه خصو  نتایج حاصل از پژویش می

ح یاای تلقاییای مشابه جهت انتقال ژن یمان طور کاه ذکار شاد مادت زمانتواند در فرآیند تراریختی مؤثر باشد. در پژویشمی

ممک  است ایا  ماورد باه ناوع رقا  یاا که اند متفاوتی از جمله دو، پنج و ده دقیقه جهت انتقال ژن به کایو مناسب شناخته شده

 ژنوتیپ، سویه آگروباکتریو  و نوع ری  نمونه مورد استفاده در پژویش بستگی داشته باشد.

 لیتار بار گار میلی 04/0 و BAP رشاد کننادهتنظای   از لیتر بر گر میلی 1/0 یایغلظت پژویش ای  در:گیرینتیجه

NAA یای رشاد در ننادهکبنابرای  ای  دو غلظت از تنظای  . شدند داده تشخی  مناسب غیرمستقی  باززایی و زاییکالو  جهت

ر گیایاان د( T-DNA+GMEماوردنظر ) ده قرار گرفتند. یمچنی  حضاور ساازهیای انتخابی جهت انتقال ژن مورد استفامحیط

 با پرایمریای اختصاصی ژن مقاومت به کانامایسی  تأیید شد.  PCRتراریخته توسط 
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 منابع

در شارایط درون  یاای گناد  دورو ( بررسای تحمال باه خشاکی ژنوتیپ1395؛ چقامیرزا کیانوش؛ فرشادفر ع ت اله )اکبری لیا

 .273-285، 29ران( شناسی اییای گیایی )مجله زیستای. مجله پژویششیشه

ساازی روش کشات ( بهینه1389محب الدینی مهدی؛ جالی جواران مختار؛ علی اده یوشنگ؛ مهبودی فریدون؛ خسروی حسای  )

، 24ع کشااورزی( علاو  باغباانی )علاو  و صانای(. نشریه .Lactuca sativa L) بافت و سیست  انتقال ژن در گیاه کایو

202-195. 

 مجلاه. شاایی گیااه روی شاوری اکسایداتیو اثارات تقلیال در اساید آسکوربیک ( نقش1394) چاپارزاده نادر آزاده؛ خدابخش نجار

 . 185-175، 28 گیایی یایپژویش

( 1391  اله )ایمیپور روینری حسی ؛ علی اده یوشنگ؛ شاه نجات بوشهری علی اکبر؛ پی مبری سید علی؛ جالی جواران مختار؛ بر

مجلاه علاو  (. .Lactuca sativa Lبا استفاده از اگروباکتری به گیاه کاایو ) uidAن گ ارشگر عوامل موثر در انتقال ژ

 .101-91، 43باغبانی ایران 

( بااززایی درون 1387ینری حسی ؛ علی اده یوشنگ؛ شاه نجات بوشهری علی اکبر؛ پی مبری سید علی؛ جالای جاواران مختاار )

 .180-173، 39ایرانی. مجله علو  گیایان زراعی ایران  (.Lactuca sativa Lای ارقا  کایوی )شیشه
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