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Abstract 
Objective 

The unique characteristics of plant protoplasts have made them a powerful tool for researchers to 

study the genetic modification of plant cells. The most important prerequisite for the use of 

protoplasts is the ability to extract them easily and in large quantities, and to cultivate and 

regenerate them for cell colony formation and plant production. The most common method of 

extracting protoplasts from plant tissues is the enzymatic method. The concentration and 

composition of enzymes and isolation and culture steps are key factors in protoplast extraction. 

This study aimed to investigate the effect of these factors on protoplasts of in vitro potatoes 

(Solanum tuberosum L.) and to develop an efficient and suitable method for their extraction, 

transfection, callus formation, and regeneration. 

 

Materials and methods 

For protoplast isolation from commercial and common Agria cultivars of potato, different 

treatments of Cellulase and Macerozyme enzymes concentration, incubation time in an enzyme 

solution, and isolation steps on leaf tissue, stem, and aerial part of in vitro plantlets were 

investigated. The effects of different hormone concentrations on the culture and regeneration of 

protoplasts were studied. After protoplast isolation, the efficiency of transfection by PEG 4000 
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using pBin61-GFP plasmid was evaluated. 

 

Results 

The best results were obtained from leaf explants and the highest number of protoplasts (2×106 

protoplasts per ml) were extracted from leaf mesophilic tissues after 16 hours incubation in an 

enzyme solution (1% Cellulase and 0.2% Macerozyme). The transfection efficiency of protoplasts 

by PEG with 40% concentration and duration of 30 minutes was 50%. The MS medium 

containing 5 mg/L NAA and 0.1 mg/L BAP was selected as the best culture medium for callus 

induction. In this hormonal treatment, 100% of callus induction from protoplasts was obtained 

after about one month. The best medium for plant regeneration and shooting from callus was the 

combination of 2 mg/L Zeatin with 0.1 mg/L GA3 and 0.01 mg/L NAA with 86% efficiency. 

 

Conclusions 

Based on the results, the described protocol for protoplast extraction and gene transfer in this 

study provides the necessary steps for genetic engineering, transformation, and gene expression 

in the potato plant.  
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  چکیده

ست ه ی یژگی هدف: صر  فرد پر ت پلا ه  را    ا زاری قکرتمنک  رای محققین، ج ت مط لع  تغییرات ژنتیکی ه ی گی هی، آنمنح

ستف دش ا  پر ت پلاستسل لی تبکیل کردش است. م مترین پیش ستخراج س دش در مق دیر   لا، کشت       ایی آننی   ا ه  ه ، ت ان یی ا

شکیل کل نی  ست. معم  ج ت ت ست ا    فتسل لی   ت لیک گی ش ا ستخراج پر ت پلا ست. ترین ر ش ا ه ی گی هی، ر ش آنزیمی ا

  شک. هکف این تحقیق،  ررسی اثر می ه    مراحل جکاس  ی   کشت، ا  ع امل کلیکی استخراج پر ت پلاستغلظت   ترکیب آنزیم

ست ش ه ی گی ه ن در نف کت ره ی مذک ر  ر ر ی پر ت پلا سیبشی شی .Solanum tuberosum L مینی )ای  (   معرفی ر 

  ایی/    ایی ا  این گی ش است.ک را   من سب  رای استخراج، تراریختی   ک ل س

سیب :هاروشمواد و  ست  س  ی پر ت پلا سل لا     مینی رقم رایج ت  ری آگری ، تیم ره ی مختلف غلظت آنزیم رای جکا ه ی 

ه ی ه ی ه ایی گی هچ  رگ، سججج ق     خش اری در محل   آنزیمی   مراحل جکاسججج  ی  ر ر ی   فتمسجججر  یم، مکت ن  ک

س  ی، ک رآییای   اثر غلظت ه رمنشیش در ن  ه ی مختلف  رکشت       ایی پر ت پلاست م رد  ررسی قرار گرفت. پس ا  جکا

 ار ی  ی شک. pBin61-GFP   استف دش ا  ن قل  PEG 4000ی  اسط    ه پر ت پلاست تراریختی

سجج عت  16لیتر(، پس ا  پر ت پلاسججت  ر میلی 2×  610ه ی  رگی     لاترین تعکاد پر ت پلاسججت )  ترین نت یج ا  ریزنم ن  :نتايج

 ک رآیی ه ی مز فیل  رگ ح صججل شججک.یم( ا    فتمسججر  درصججک  2/0 سججل لا   درصججک  1ن  کاری در محل   آنزیمی )ح  ی 
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سط    ه پر ت پلاست تراریختی   ترین تیم ر محیط کشت    د. درصک 50دقیق  ، 30درصک   مکت  م ن  40 غلظت    PEGی  ا

 کسجججت آمک ک  در این تیم ر  BAPگرم  ر لیتر میلی NAA   1/0گرم  ر لیتر میلی 5ح  ی  MS ایی، محیط  رای الق ی ک ل س

 2ه   عک ا  حک د یک م ش ک ل س تشکیل دادنک.   ترین تیم ر     ایی ا  ک ل س ترکیب ه رم نی درصک پر ت پلاست 100ه رم نی، 

 درصک   د.  86   رانکم ن  NAAگرم  ر لیتر میلی 01/0همراش    3GAگرم  ر لیتر میلی Zeatin    1/0گرم  رلیتر میلی

س س گیری:جهنتی ستخراج پر ت پلاست   دست رالعمل ح صل، نت یج  ر ا م نکسی   رای شکش در این تحقیق انتق   ژن ت صیف ا

 دارد.  مینی ک رآیی لا م راسیب گی ش ژن در  ی ن   انتق   ژنتیک،

 مسر  یم، م نکسی ژنتیک. اتیلن گلیک  ، سل لز،پر ت پلاست، پلی: هاکلیدواژه
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 مقدمه

سل   سل لی آنش د ک  دی ارشه ی ح صل ا  گی ش،   کتری، ق رچ ی  جلبک اطلاق میپر ت پلاست،     ه ی ه  ت سط ر شی 

 ;Verma et al. 2008ش د )ه  محس ب میی این سل  ترین لای   غش  سیت پلاسمی، خ رجیمک نیکی ی  آنزیمی حذف شکش 

Echeverri et al. 2019ت ج ی ه ، صرف نظر ا  ر ش جکاس  ی مک نیکی ی  شیمی یی همیش  ح  ی مق دیر ق  ل(. پر ت پلاست

ه    ه ی سل لی، غش ، هست ، پلاستآ نکی، دی ارش ه ی هضم نشکش، عن صره ی مختلف ا  قبیل   فتا  ض یع ت سل لی    شکل

ه ی ک مل   شنک ک  دارای اثر منفی  ر ر ی تقسیم سل لی پر ت پلاسته ی آسیب دیکش میه ی دی ر سل لی ی  پر ت پلاستانکامک

سجج  ی . خ لص(Vasil et al. 1961; Castelblanque et al. 2010سججرعت    ط ر ک مل حذف شجج نک ) نکش   دش     یک   

 (. Selga 2017ه ی س لم   ک مل است )دست آ ردن پر ت پلاستی ض یع ت سل لی  رای   پر ت پلاست، حذف هم 

ش نک. انک ک  معم لا ا  دی ارش ا لی    ث ن ی  تشکیل میی سل لی نسبت  ن  کی اح ط  شکشه ی گی هی، ت سط یک دی ارشسل  

ش مل   پلیای ادی ارش ا لی  مخل ط پیچیکش سل لز،  25س ک ریکه   صک  صک همی 25در صک پکتین،    35سل لز   در  1-8همراش در

س خت ر پر ت ینی   پلی صک  ست.   ایندر سبت میمره ی دی ر ا سی ر متف  ت ت انک در گ ن ح   این ن سل لی   ه ی مختلف گی هی   

می نی پکتینی،  ه ی م   ر نیز ت سط تیغ انک   سل  ی گرفت (. فیبره ی سل لزی در م تریکس پکتین ج Cosgrove 1998  شک )
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 Cosgrove(. دی ارش ث ن ی ،  ط ر عمکش ح  ی سججل لز  یشججتری اسججت )Echeverri et al. 2019   یککی ر پی سججت  هسججتنک )

(. ا لین Navrátilová 2004ش د )ه ، محس ب میعن ان م نع اصلی در استخراج پر ت پلاستی سل لی   (.  ن  راین دی ارش1998

ستخراج مک نیکی پر ت پلاست، ا  گی ش  سط .Stratiotes aloides Lا س    Klerceker، ت   cited in Cocking) 1892در 

ه   رش ه ی سل لی  رای آ ادس  ی پر ت پلاسته ، پلاسم لیز شکش   سپس دی ارش( ص رت گرفت. در این ر ش، ا تکا سل  1960

ه    در طی رسیکگی می ش سل لی ک  در می ش ه ی طبیعی تخریب دی ارش، ا  آنزیم1960در س    Cocking(. Bajaj 1974ی فتنک )

ش  گی هچ ت لیک می ستخراج پر ت پلاست ا  ری ستف دش کرد )ه ی گ ج ش د،  رای ا (. ام  در این د  Davey et al. 2005فرن ی ا

ک  (. پس ا  اینVasil & Vasil. 1961 ر   سججخت   د )  ی  م ن، پر ت پلاسججت کمی اسججتخراج شججکش   ر ش جکاسججر ش

در دسجججترس قرار گرفتنک،   spBacillus.    کتری  Trichoderma viride ط ر ت  ری ا  ق رچ  ه ی سجججل لا    پکتین  آنزیم

شک ) ست معرفی  ستخراج پر ت پلا ی می نی   در نتی   تیغ (. پکتین    رای حل کردن Navrátilová 2004ر ش جکیکی  رای ا

ه  ی پر ت پلاسججتی سججل لی   آ ادکننکشی دی ارشکننکشعن ان ت زی ه ی انفرادی ک ر رد دارد   سججل لا    ه     سججل  تبکیل   فت

(. در ح   ح ضر، استخراج پر ت پلاست  ط ر معم      استف دش ا  ر ش هضم آنزیمی ص رت Navrátilová 2004کنک )عمل می

س  می سترشگیرد. در ط   این  ست، در گ شت       ایی گی ه ن ا  پر ت پلا ستخراج، ک شم یری در ا شرفت چ سیعی ا  ه ، پی ی  

ست )گ ن  شکش ا ستخراجGamborg et al. 2013ه  گزارش  م ننک جلبک  مختلف گی هی ه ی  فت   ه گ ن  ا  پر ت پلاست (. ا

 Svitashev(، ذرت )Liang et al. 2017(، گنکم )Subburaj et al. 2016)(، اطلسی Baek et al. 2016کلامیک م ن س )

et al. 2016( سیب  ،)Malnoy et al. 2016(  س ی  ،)Kim et al. 2017سیب  .Al-Maarri et al مینی )(   چنکین رقم 

2014; Nadakuduti et al. 2018; Nicolia et al. 2015.گزارش شکش است ،) 

 پس ک  است پل ئیکپلی   هتر  ی  ت ، ا  نظر ژنتیکیSolanaceaeی  زرگ متعلق    خ ن ادش (،2n=4x=48 مینی )سیب

ص   ذرت،  رنج   گنکم، ا   (.Devaux et al. 2014 Hameed et al, 2018;ش د )می شن خت  ج  ن غذایی م مترین مح

 شججکش اسججت، گی ش عملکرد این   ب د  مینی آغ       عثسجج   قبل ر ی سججیب 100اصججلاحی  یش ا   سججنتی ه یر ش اگرچ 

صججف ت   ب د ی فت  ا  طریق  م نع    دسججت آ ردن سججریع رقم خ لص ه م  ی  ت    آن م مترین پل ئیکیم هیت پلی ح  ،درعین

سنتی میتلاقی   ر ش صلاح  شک. )ه ی ا   Muthoni et al. 2015 ص یکجکه ی رقم ی  دا ی را(.  ن  راین ص  ژنتیکی  ی ت   خ

ه  گی ه ن ق  لیت     ایی ا  سل   (.Khromov et al. 2018است ) ریضر ه ی ن ین انتق   ژن منطقی   استف دش ا  ر ش،  رتر

س م تیک را دارا می    فت شنک   گی ش ک مل میه ی  س م تیکی  ایی   ی  جنینت انک ا  یک پر ت پلاست  احک، ا  طریق انکام    ایی 

   همچنین  رای انتق   ژن ار شجججمنکی  سجججی ر گی هی م اد ه (.  ن  راین، پر ت پلاسجججتIkeuchi et al. 2016    ا شججج د )

ه ی دی ر، ک رآیی تراریختی   لاتری دارنک (،   در مق یسججج     ر شAl-Maarri et al. 2014  دش ) سججج م تیکی گیرید رگ

(Baltes et al. 2017; Dlugosz et al. 2016; Jiang et al. 2013 .)ست سل   در پر ت پلا ه   ط ر ک مل چرا ک  دی ارش 

(. م فقیت در سججیسججتم کشججت   فت Ling et al. 2009آ رد )حذف شججکش    مین  را  رای تغییر ژنتیکی مسججتقیم فراهم می
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ست سطح   لایی ا  جمعیت پر ت پلا ستخراج  ست، در درج  ا      ا ست. م نی   لا  اه ی انب ش، یکن اخت       نکشپر ت پلا ست  ا  

س  ی   خ لص ست رالعمل مختلف  رای جکا س  ی   گزارش ه ی مختلف گی هی   ین س  ی پر ت پلاست در گ ن ت کن ن چنکین د

ست ) ست رالعملKang et al. 2020; Sun et al. 2019شکش ا س س گ ن    حتی  اریت (، ام  جزئی ت این د ستی  ر ا ی ه    ی

یزنم ن ،  ط ر ک  در  یشججتر م ارد،   یک شججرایط   ین    فرآینک آنزیمی  راسجج س ژن تی / ن   رریسجج  ی شجج د.  ط م رد نظر   ین 

ش د.  ستخراج س  ی  ین  تحقیق، این  ن  راین، هکفت ر ی تعیین  س ق     فت ا  ح صل ه یپر ت پلاست کشت   ا   رگ ه ی 

سیب سیگی ش  سط    ژن انتق    مینی رقم رایج ت  ری آگری     رر سی1(PEGگلیک   )اتیلنپلی  ا سیم ،  رر شکیل سل لی، تق  ت

ص   گی ش ک مل، ست رالعمل   ین   رداری  رش منظ ر    میکر ک ل س، ک ل س       ایی ت  ح شکش در  رن م  عکی ا  د ه ی س  ی 

   شک. می ژن    این گی ش انتق  

 

 هامواد و روش

عن ان ت اننک   ه ی مختلف گی هی می خشمنبع استتخراج پروتوپلاستت و بررستي اتر تیمارهای موتر بر آن: 

ستخراج پر ت پلاست     مینی س ق  گی ش سیب  (. در این تحقیق، ا   رگ Wang et al. 2005ک ر گرفت  ش نک )م اد ا لی   رای ا

محیط پ ی   ای، درشیش  در ن گی ه ن ا  ج نبی یج ان  یک ح  ی می ن رش مترییس نت 5/1-2رقم آگری  استف دش شک. ا تکا قطع ت 

MS (Duchefa M0231م یع )   گراد، ن ر سفیک س نتی درج  25دم ی  در ات قک رشک، در س ک ر ، درصک 2ح  ی  ه رم ن، ف قک

سنت   در د رش ن ری  شن یی    16فل ر س  ی شکنک ت  م اد گی هی ک فی   یکن  تکثیر س عت ت ریکی 8س عت ر  اخت  رای جکا

 پر ت پلاست ت لیک ش د. 

ستخراج پر ت پلاست ا  گی ش سیب ست، ام  انتخ ب  ین آنت کن ن چنکین دست رالعمل مختلف  رای ا شکش ا ه     مینی معرفی 

امک ن ت م ج د   رقم م رد مط لع ، تیم ره ی کنک ک  هر آ م یشججج  ش   ت ج     م اد   ه  ای  ب میه ی م ج د در این ر شتف  ت

ی ه ی متف  ت م ج د ر ی  اریت س  ی جزئی ت این دست رالعملس  ی کنک. در این تحقیق،   ین مختلفی را  ررسی   ر ش را   ین 

ه ی غلظته ،    رش   فته ی مختلف گی ش م رد  ررسی قرار گرفتنک. ن آگری  ان  م گرفت.  ن  راین، استخراج پر ت پلاست ا    فت

، مکت  م ن شیکر   همچنین مکت  م ن ن  کاری در محل   آنزیمی، حض ر ترکیب تی م ننک 2ه ی سل لا    مسر  یممختلف آنزیم

NaCl   ش ، تیم ره ی ه رم نی  رای ک ل س در محل ست سی   دنک.  ایی   همچنین     ایی ا  ک ل سش ه ، ا  تیم ره ی م رد  رر

 خلاص  شکش است. 1ه ی م رد استف دش در جک   تیم ر

 

                                                      
1   Polyethylene glycol 
2   Macerozyme 
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 زمینيخلاصه تیمارهای مورد بررسي برای استخراج پروتوپلاست از گیاه سیب .1جدول 
Table 1. The summary of treatments tested for the isolation of potato protoplasts 

 م اد

 گی هی
explant 

source 

  ر ش

  رش
Cutting  

Method 
 

 غلظت

ه آنزیم  
Enzyme 

 Concentration 

 دن در  م ن هم

 محل   آنزیمی
Shaking 

during 

incubation 

 م ن ن  کاری در 

 محل   آنزیمی
Incubation 

time in 

enzymes 

 شستش  در مرحل 

س  یخ لص  
Washing in 

purification step 

  رگ
Leaves 

 ن اری
Slices 

cutting 

 * %(0.2-1)  لا 
High 

 

10 minuets 16 h Washing solution 

with NaCl and 

CaCl2 

  خش ه ایی
Stems and 

leaves  

 س ط ری
Razor 

blade 

 %(0.03 -0.1)مت سط 
Moderate 

 

1 h 18 h Washing solution 

without NaCL and 

CaCl2 

 س ق 
Stems 

Razor 

blade 
 %(0.03 -0.03)پ یین 

Low 

2 h 8 h - 

 م رد استف دش 10R  مسر  یم  10Rترتیب ا  چ  درصک سل لا    *
* The Cellulase R10 and Macerozyme R10 amount respectively 

 

شیش استخراج پروتوپلاست:  ستخراج پر ت پلاست ا    فتهفت  4-6ای در این تحقیق ا  گی ه ن در ن  ه ی ای  رای ا

ه ی اسججتخراج هر ککام در د  تکرار م رد  ررسججی قرار گرفتنک. انکام ه ایی اسججتف دش شججکش   ر شفقط  رگ، فقط سجج ق    ی  تم م 

گرفت  صج رت  رای اعم   تیم ره  2017سج    در همک ران ر ش انکرسج ن    راسج س پر ت پلاسجت سج  یاسجتخراج   خ لص

(Andersson et al. 2017 در این ر ش، حک د .)لیتر محیط میلی 2در ، گرم( 5/0 رگ )حک د  50-60MS2/1   اسججتف دش ا     

ستریل،    شکش،   ی    میلی 1-2ص رت ن اری    قطع ت تیغ ا س ط ری ان  م گرفت متری  ریکش  سپس در ص رت جمعی  رش    

 ، دقیق 30( انتق   ی فتنک. پس ا  Duchefa M0803م لار ) 5/0م نیت    ی    محل   پلاسجججم لیز سججج ر یت  دیش  پتری یک

 Duchefa C8001 Cellulase R-10 from Trichodermaسل لا  ) درصک 1 محل   پلاسم لیز    محل   آنزیمی ح  ی

viride ،)2/0 ( درصک مسر  یمDuchefa M8002 Macerozyme R-10 from Rhizopus sp.ه ی پ یین (، )  ی  غلظت

دیش    ف یل آل مینی می پ شجج نکش شججکش   ج ی زین شججک. پتری pH= 6/5م لار     2/0( م نیت     گل کز 1ه  مط  ق جک   آنزیم

شب ن  در دم ی    س نتی 25ص رت  شک. ر    عک، پتریدرج   شیکر ن  کاری  ص رت ملایم دقیق     10دیش    مکت گراد  ک ن 

لیتری، غر    گردیک.    میلی 50میکر متری در تی ب  70(. محل   ح صججل    اسججتف دش ا  غر    سججل لی rpm 20 دش شججک )  م

ست سی ن پر ت پلا سپ ن ش     ترکیب محیط س  ست ش شکش، محل    م لار   کلریک میلی NaCl24/0 ح  ی  MS2/1ه ی غر    

ه  در ت  تی ب تشکیل شک. شک. پلیت پر ت پلاست س نتریفی ژ 𝗑g50 دقیق  در  5مکت م لار اض ف  شکش   سپس   میلی 6کلسیم 

ش مل س یر انکامک ه ض یع ت، دی ارش محل   ر یی  ست   سل لی ی  پر ت پلا سیبه ی  شک. پلیت د   رش ه ی آ دیکش   د ک  حذف 

منظ ر جکا کردن شججسججتشجج  تکرار گردیک.    𝗑g 50آرامی در محل   شججسججتشجج  سجج سججپ نسججی ن شججک   د  مرتب     سجج نتریفی ژ   
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س لم ا   قی پر ت پلاست سل لی، خ لص ه ی  س نتریفی ژ در شیب غلظت  یس ض یع ت  درصک ان  م پذیرفت.  21 س ک ر  ن  یی    

 دقیق  15 مکت   آرامی  ر ر ی سطح   لایی محل   س ک ر  گستردش شکنک   سپسه  ا تکا ت سط یک پیپت پ ست ر،   پر ت پلاست

ه  تشکیل شک.      تیرش ا  پر ت پلاستان  م گرفت. یک لای  در شیب غلظت  ص رت یک   نک ضخیم  س نتریفی ژ 𝗑g 50   سرعت 

لیتر ا  محل   میلی 1ه  در اسججتف دش ا  پیپت پ سججت ر این ف    رداشججت  شججکش      یک ف لک ن انتق   ی فت. در ن  یت، پر ت پلاسججت

تعکاد  گیریانکا ش  رای هم سجج یت متر لام ا  اسججتف دش ه    میکر لیتر ا  این پر ت پلاسججت 10-20شججسججتشجج  رقیق شججکنک. حک د 

 مرتب  تکرار شک.  3شک. شم رش  لیتر استف دشپر ت پلاست  نکش س لم در هر میلی

ش ر GFP-61pBinدر این تحقیق ا  ن قل ها: تراريختي پروتوپلاست شبر 3(GFP) ح  ی ژن گزار  CaMVتحت پی

35S  اسط  ه ی جکاس  ی شکش    رای  ررسی ک رآیی تراریختی پر ت پلاست PEG 4000 (Duchefa P0804 .استف دش شک )

 2MgCl   1/0م لار میلی 15 ح  ی تراریختی   فر لیتر، درمیلی هر در پر ت پلاست 2×  610 ح م ت  ه منظ ر، پر ت پلاست کین

میکر لیتر پر ت پلاسججت  100همراش    GFP-61pBinمیکر لیتر ا  پلاسججمیک  10حک د     ح لت تعلیق درآمکنک. ،MES4درصججک 

صک  40ی   20میکر لیتر ا  محل    120پر ت پلاست(    160000ک د )ح شک. PEG 4000در ستف دش  در  ه نم ن   رای انتق   ژن ا

ش     هر تی ب محل   لیترمیلی 5   افز دن  شکنک. ات ق ن  کاری دم ی در دقیق  30   15، 5تیم ره ی مختلف  م نی  ست    ش

 شک. مت قف تراریختی  اکنش دقیق ، 5مکت    𝗑g 50 س نتریفی ژ    سرعت

سیبریزنم ن  ک ل س ا  الق ی س  یمنظ ر   ین   کشت پروتوپلاست:   MS مینی رقم آگری ، ا  محیط ه ی  رگی گی ش 

 Fateri(  ر پ ی  نت یج تحقیق ت قبلی )D-2,45 ،Kin6 ،NAA7   BAP8 (Duchefaه ی ه ی مختلف ه رم نح  ی غلظت

Rezvani et al 2016; Pazhouhandeh et al. 2017 .استف دش شک ) 

ست رای ک ل س شت محیط آرامی در   ه  ایی، پر ت پلا س ک ر  3NO4NHف قک  MS2/1 ایی ا لی  ک ل س ک  5/2، ح  ی 

سی ن ح لت    BAPگرم  ر لیتر میلی NAA   1/0گرم  ر لیتر میلی 5م لار،  3/0گرم  ر لیتر، م نیت    سپ ن  هم ندرآمکنک.    س 

  8×  410ی  ک ) ک هش نصججف    ن  یی ح م ت  شججک    هر نم ن  اضجج ف  (1320Duchefa S) 9آلژین ت محیط کشججت، ح مِ

2CaCl ,متر،  ر ر ی محیط کلسججیم آگ ر )سجج نتی 2ه یی    ا ع د حک د لیتر(. مخل ط ح صججل در دیسججکپر ت پلاسججت در میلی

Sorbitol, Agar     شک ستردش  سپس لنزه ی 1مکت  ( گ  جکیک ه یدیشپتری    آلژین ت س عت در دم ی ات ق قرار گرفت. 

 25دم ی  در   شکش پ شیکش آل مینی می ف یل    شکش، پ رافیلم کشیکش ه دیشپتری ی فتنک. انتق   محیط هم ن لیتر ا میلی 10ح  ی 

                                                      
3   Green Fluorescent Protein 
4   2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid 
5   2,4-Dichlorophenoxy Acetic Acid 
6   Kinetin 
7   Naphthalene Acetic Acid 
8   Benzyl AminoPurine 
9   Alginate solution 
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 1000ن ر     ه کشت ر   ت ریکی، 3میکر ک ل س، پس ا   تشکیل   سل لی تقسیم  ررسی شکنک.  رای ن  کاری گرادس نتی درج 

محض    شکنک. آن لیز Olympusفل رسنت  میکر سک پ ا     استف دش ه پر ت پلاست ی فتنک. در ط   یک هفت  ا  ، ل کس انتق  

، دارای م نیت   MS2/1 ایی ک ل س ک مل    محیط اصلی ن ر معرض غیرمسلح، در چشم    پر ت پلاست ه یمیکر ک ل س ر یت

صک،  17/0س ک ر   نیم م لار   سپس ک ل س BAPگرم  ر لیتر میلی NAA   125/0 گرم  ر لیترمیلی 1در شکنک.  ه   رای منتقل 

 ( انتق   ی فتنک. NAA ،10TDZ، Zeatin   3GA   تیم ره ی ه رم نی مختلف ) MSه ی کشت جکیک  ررسی     ایی    محیط

 

 نتايج و بحث

محل   آنزیمی    م ن  ه ی مختلف آنزیمی، مکت  م ن ن  کاری دره ، اثر غلظته    ن    رش آندر این تحقیق، ان ا    فت

ه ی ه ی استخراج شکش ا    فتم نی پر ت پلاستشستش ،  ر ر ی درصک  نکش ه    ترکیب ت م رد استف دش در محل  شیکر    آنزیم

 ت.م رد  ررسی قرار گرفت. هر یک ا  این تیم ره  در د  تکرار ان  م پذیرف  مینی رگ   س ق  گی ش سیب

سی قرار گرفت. در یک ر ش،  رگها: روش برش بافت ص رت ن اری ه    در تیم ره ی مختلف، د  ر ش  رش م رد  رر

ستف دش ا  تیغ     این رش ی فتنک.    ت ج     سی ر ن  ك، ک رک   رش    ا شکل    ص رت ن اره ی   ستخراج م نی م ست   در ا  ر ا

ص رت گیرد،  ن  راین در ر ش پر ت پلاست،  رش   یک    س ط ری کردن   فتسرعت  ه ی مختلف ه      رش در ج ته ی دی ر، 

ست      سیص رت د س س نت یج  رر سی قرار گرفت.  ر ا ص رت گرفت  قبل    عک ا    مجمعی م رد  رر چنک دن تیم ره ، هر  ه ی 

ه  شججکش   در نتی   ح  ،   عث آسججیب  یشججتر   فته     میزان  یشججتری  رش ی فتنک،   اینتر   دش     فتر ش سجج ط ری سججریع

 (. A 1)شکل  ت ج ی مش هکش نشکه ی س لم استخراج شکش افزایش ق  له  نیز افزایش ی فت    در تعکاد پر ت پلاستترکیکگی سل  

ست ک  می دن، یکی ا  ر ش  مزيمي: زدن در طول تیمار آنبهم شتر آنزیم ه یی ا شکش       ت انک   عث نف ذ  ی     فت 

ست س  ی پر ت پلا سل لی     فته  ا  دی ارشآ اد ضر   دش     ح   میه  کمک کنک، ام  درعینی  ک  یکن   افزایش عث   مت انک م

ست ش د )میزان ترکیکگی پر ت پلا شکش  ستخراج  سی اثر ف کت ر   م  دن، یکیSelga 2017ه ی ا دی ر ا  تغییرات  (.  رای  رر

صل ا  این تیم ر س س نت یج ح  شیکر محل   آنزیمی   د.  را شکش در این ر ش، افزایش مکت  م ن  شیکر، اعم    ه ، قبل    عک ا  

ه  ت  حک د د   را ر گردیک   ه    افزایش ترکیکگی آنسجتسج عت   عث آسجیب پر ت پلا 2   1افزایش مکت  م ن شجیکر کردن    

 (. B 1دقیق  شیکر در محل   آنزیمی تعیین شک )شکل  10  ترین مکت  م ن هم ن 

 

                                                      
10   Thidiazuron 
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های زنده و ها با شمارش تعداد پروتوپلاست. مقايسه تیمارهای مختلف در جداسازی پروتوپلاست1شکل

يسه مدت زمان شیکر در محلول ( مقاB( مقايسه تیمارهای نوع برش در سه بافت مورد بررسي، Aسالم. 

( مقايسه مدت Dها در جداسازی از سه بافت، ( مقايسه غلظت آنزيمCآنزيمي در جداسازی از بافت برگ، 

 جداسازی پروتوپلاست از بافت برگ زمان نگهداری در محلول آنزيمي در

Figure 1. Comparison of different treatments in protoplast isolation by counting the intact 

protoplast. A) Comparison of cutting methods in three tissues, B) Comparison of shake time 

in enzyme solution from leaf tissue, C) Comparison of enzyme concentration in isolation 

from 3 tissues, D) Comparison of incubation time in enzyme solution in protoplasts isolation 

from leaf tissue 
 

سی میزان آنزیمها: غلظت آنزيم س ا ق تحقیق ت قبلی )در  رر س س   Prasertsongskun 2004; Echeverriه ،  را

et al. 2019( س  تیم ر غلظت   لا .)یم( مسر  درصک  03/0سل لا    درصک  1/0مت سط ) یم(،مسر  درصک  2/0 سل لا   درصک  1

   ررسججی قرار گرفت. غلظت   لای آنزیم   عث افزایش  م رد اسججتف دشیم( مسججر  درصججک  03/0سججل لا    درصججک  03/0  پ یین )

 2×  610ای ک  در د  تکرار، ا  نیم گرم  رگ،  ط ر مت سججط گ ن .   (C 1ه ی اسججتخراجی شججک )شججکل ت ج  پر ت پلاسججتق  ل

ه   رای جکاسججج  ی ، غلظت   لای آنزیمSelga et al. (2017)لیتر اسجججتخراج شجججک.  راسججج س نت یج پر ت پلاسجججت در هر میلی

ست ست، چرا ک  دی ارشپر ت پلا ضر نی سط این ه  م ست ک  ت  سل لی ا سل لی، تن   ترکیب   Selgaش د )ه  تخریب میآنزیمی 

2017 .) 
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سی اثر  م ن ن  کاری در محل   آنزیمی، د   م ن ممدت زمان نگهداری در محلول آنزيمي:  ختلف ن  کاری  رای  رر

ست 8   16 ش هکش پر ت پلا سی قرار گرفت. م ش ن داد ک  س عت در تیم ره  م رد  رر در محل   آنزیمی  ت ن  کاریس ع 16ه  ن

 هش درصجججک کسججج عت در محل   آنزیمی اثر منفی داشجججت      عث  18اسجججت، ام  افزایش مکت  م ن ن  کاری      ترمن سجججب

ه  یب پر ت پلاستس عت   عث تخر 16ه  مکت  م ن ن  کاری حتی در ه ی س لم شک.  خص ص    غلظت   لای آنزیمپر ت پلاست

 (.D 1شک )شکل 

سازی پ ستفاده برای جدا ست:بافت گیاهي مورد ا در من  ع   ترین   فت  رای جکاسجج  ی پر ت پلاسججت،  روتوپلا

(. م اد گی هی م رد اسجججتف دش در این تحقیق نیز Potrykus & Shillito, 1986ه ی ج ان    رگ ذکر شجججکش اسجججت )گی هچ 

ه ( ای   دنک.  ن  راین س  تیم ر ن     فت م رد استف دش ) رگ، س ق    قسمت ه ایی     لایی گی هچ ه ی ج ان در ن شیش گی هچ 

س  ی پر ت پلاست  ررسی شک   نت یج نش ن داد ک  ا    فت  رگ )   اختلاف معنی ه یی  را ر(، پر ت پلاست 5/2دار حک د  رای جکا

(. در تیم ره یی ک  ا    فت سج ق   ک ن  رگ  رای اسجتخراج A, C 1ت ان  کسجت آ رد )شجکل تر می   تعکاد  یشجتر   انکا ش  زرگ

سی س س نت یج  رر شک،  را ستف دش  سک پی، پر ت پلاستپر ت پلاست ا سبت      فت ه ی میکر  شکش ا  این   فت، ن ستخراج  ه ی ا

همین دلیل، ه   سی ر شف ف   دش     ی ک چکتری داشت    ح  ی پلاستیکه ی کمتری   دنک. محت ای این پر ت پلاست، انکا ش رگی

ه     ج د تعکاد  ی دی ا  دلیل ک چکی   چ  لی پ یین پر ت پلاسججت(.   I 2ه  ا  محیط اطراف مشججکل   د )شججکل تشججخیص آن

ه  در محل   ، پر ت پلاست𝗑g 100دقیق    سرعت س نتریفی ژ ت   15    ج د افزایش  م ن ت   ه ی مردش در   فت آ نکی س ق ،سل  

ست س ی دی ر، پ یین   دن چ  لی پر ت پلا شک. ا   شکیل  سی ر کمی ت شک ک  خ لصشن  ر م نکش   پلیت   س  ی ن  یی ه ،   عث 

ست س ک ر  نیز ان  م نپذیرد   پر ت پلا سط  شکیل یت  شیب ک لای  در  ین د  محل  ، همچن ن در تم م غلظته     ج ی ت ه ی 

 ,Mastuti & Rosyidah، مط  قت دارد )2018  همک ران در سججج    Mastutiسججج ک ر  شجججن  ر  م ننک. این نت یج،    گزارش 

  شججک یر میپذامک ن 11ه یی    اسججتف دش ا  شججیب گرادی نت پرک  سجج  ی چنین پر ت پلاسججت، خ لصدی ر(.  راسجج س نت یج 2018

(Zanello et al. 1988سبت سط ن س ق  ت  ستخراج ا    فت  شک. (.    تکرار ا صل  ه ی آنزیمی    غلظت   لا نیز همین نت یج ح 

 پذیر نب د.ه ی س ق  امک نه  ر ی پر ت پلاست ن  راین، ادام   ررسی

ستف د س ق ( ا شک، درصک پر ت پلاسدر تیم ره یی ک  ا   خش ه ایی گی ه ن )مخل ط  رگ، دمبرگ    ستخراجی کمتر ا   تش  ا

سل لی  زرگر ش  رگ   دش   کلنی شکل ه ی  شکنک ) ش هکش  دنظر، در د  تکرار، (. در این ر ش، ا  نیم گرم   فت م رF 2تری م

 پر ت پلاست استخراج شک. 4/0×  610 ط ر مت سط 

                                                      
11   Percoll 
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و  B( بافت برگي، Aهای استخراج شده. پروتوپلاستهای مورد استفاده در تیمارهای مختلف و . بافت2شکل 

Cهای استخراج شده از بافت مزوفیل برگ. ( پروتوپلاستD بافت مورد استفاده در تیمار بخش هوايي و )

های سلولي در محلول ( کلنيFهای استخراج شده از ترکیب بافت ساقه و برگ، ( پروتوپلاستEبالايي گیاه، 

( Iهای استخراج شده از بافت ساقه، ( پروتوپلاستHاستفاده در تیمار ساقه،  ( بافت موردGاستخراجي، 

برابر و  100های وسط نمايي عکسهای شفاف و با چگالي پايین حاصل از بافت ساقه. بزرگپروتوپلاست

 باشدبرابر مي 400های سمت راست نمايي عکسبزرگ
Figure 2. The tissues used in different treatments for isolation of protoplasts. A) Leaf tissue 

B, C) Protoplasts extracted from leaf mesophylls, D) Used tissue is upper part of plant, E) 

Protoplasts extracted from leaves and stems, F) Cell colony in extracted solution, G) Used 

tissue used is stem, H) Protoplasts extracted from stems, I) Clear and low density protoplasts 

from stem tissues. Middle microscopic photos are X100 and right hand photos are X400 in 

scale  

 

ست ک    شستشو:  در محلول 2CaClو  NaClاتر نمك  سکیم یکی ا  ترکیب تی ا ی فش ر نظیم کننکشعن ان تکلریک 

س نتریفی ژ عمل کردش   در نتی     عث افزایش  نکش ش     ست ش سمزی در طی  ستا ش د. دامن  نمک م رد ه  میم نی پر ت پلا

(.  رای  ررسی اثر Binding et al. 1988م لار است )میلی 2-10ش د  ط ر معم    ین استف دش ک    عث حفظ تم میت غش  می

    MSم لار در مراحل شستش     محیط میلی 24/0ه ، طی مراحل استخراج، تیم ر کلریک سکیم پ یکاری پر ت پلاستاین ع مل در 

تقریب  میزان  MSه ی مختلف م ج د در محیط    همراش نمک NaClنصججف غلظت م اد اضجج ف  ی  حذف شججک. این مقکار نمک 

سط  ستمیلی 5مت  سی، حذف این م دش میه  ت مین میم لار را  رای پر ت پلا س س نت یج این  رر ت انک ا  ع امل دخیل در کنک.  را
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شکل افزایش میزان ترکیکگی پر ت پلاست شک ) شت 3ه     ش  ا  محیط ک ست ش ست  رای  صف غلظت م اد     MS(     تر ا    ن

 م لار کلریک سکیم استف دش ش د.   میلی 24/0همراش 

 

يم( در مراحل شستشو در جداسازی سد يدمیلي مولار کلر 24/0) . مقايسه تیمار وجود و فقدان نمك3شکل 

 هاپروتوپلاست

Figure 3. Comparison of with or without NaCl treatment (0.24 mµ NaCl) in the washing 

processes in protoplast isolation 

 

،  pBin-61ه ، ا  پلاسمیکمنظ ر  ررسی ک رآیی انتق   ژن در پر ت پلاستتحقیق،    در اینها: تراريختي پروتوپلاست

ش ر  شک.    ژن عن ان،     GFP رای  ی ن ژن گزار ستف دش  ش ر ا  160000میکر لیتر پر ت پلاست )حک د  100همین منظ ر، گزار

 40   20غلظت     PEG 4000همراش  لیتر ا  پلاسججمیک   میکر 10انتق   ژن،    ح لت تعلیق درآمکش         فر پر ت پلاسججت(، در

شججکنک. در ط   یک هفت  ا  ، میزان  ی ن    دقیق  در ت ریکی   در دم ی ات ق ن  کاری 30   15، 5در تیم ره ی  م نی  درصججک،

 5ه ، در تیم ر  م نی  ررسیا  میکر سک پ فل رسنت  ررسی شک.  راس س نت یج     استف دش ه ترانسف رم شکن پر ت پلاست ک رآیی

سنتی در پر ت پلاست شک.   ترین تیم ر، تیم ر  م نی دقیق ، هیچ ن   فل ر ش هکش ن شکش م شک ک  حک د  30ه ی کشت  دقیق  تعیین 

 (.4  دنک )شکل  درصک ترانسف رم شکش PEG 40ه     پر ت پلاست درصک  50

ه ی  رگی گی ش ا تکا ا  ریزنم ن  سجج  ی الق ی ک ل سمنظ ر   ین   زايي: تعیین بهترين تیمار هورموني برای کالوس

 راسججج س نت یج تحقیق ت  D ،Kin ،BAP   NAA-2,4ه ی ه ی مختلف ه رم ن مینی رقم آگری ، ا  ترکیب ت   غلظتسجججیب

سیب شک )جک   Fateri Rezvani et al. 2016; Pazhouhandeh et al. 2017 مینی )قبلی در  ستف دش  (.    ت ج     2( ا

ه     ه ی اکسین   سیت کنین هست  ن  راین، نی      تست ت ثیر تک    تک ه رم ن ایی نی  منک مخل طی ا  ه رم نک  ک ل ساین

ش ه  ا  گی هچ تن  یی نب د. ریزنم ن  شی شرایط در ن  شت پ ی   ایه ی در  شکش،    محیط ک ، ح  ی مق دیر مختلفی ا  MSجکا 

س عت ر شن یی  16ه  در د رش ن ری ریزنم ن  در هر تکرار منتقل شکنک. ریزنم ن  6تکرار    3اکسین   سیت کینین، در  ه یه رم ن

ک  مراحل ا لی  تشکیل میکر ک ل س گراد در ات قک رشک ن  کاری شکنک.    ت ج     ایندرج  س نتی 25س عت ت ریکی در دم ی  8  

گیرد، تیم ر د م در شججرایط ت ریکی اعم   شججک. تم می تیم ره  پس ا  د  هفت  در محیط ت میه  در ت ریکی صجج ردر پر ت پلاسججت



   (1401، پايیز 3، شماره 14)دوره رزی مجله بیوتکنولوژی کشاو  

114 

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

 

عن ان غلظت م رد استف دش  رای کشت ه  تعیین شکش     ترین محیط،   مش     اکشت شکنک.  عک ا  یک م ش، فرا انی الق ی ک ل س

 ه  تعیین شک.پر ت پلاست

 
های ( پروتوپلاستBو  GFP .Aهای شاهد و تراژن توسط وتوپلاست. تصاوير میکروسکوپي از پر4شکل 

های ( پروتوپلاستDو  Cها(، ترتیب تحت نور سفید و فیلتر فلورسنت )اتوفلورسانس کلروپلاستکنترل به

 هایهای تراژن با غلظت( درصد پروتوپلاستGFP ،Eترتیب تحت نور سفید و فیلتر فلورسنت تراژن به

 X400نمايي میکروسکوپي و مدت زمان تراريختي. بزرگ PEGمختلف 
Figure 4. Microscopic image of control and GFP-transformed protoplasts. A, B) Control 

protoplasts under light and GFP fluorescence filtre (autofluorescence of chloroplasts) C, D) 

Transformed protoplasts under light and GFP fluorescence filtre respectively. E) 

Percentage of transformed protoplasts with PEG concentration and transfection time. 

Microscope magnification X400 

گیاه  های برگيبر روی تشکیل کالوس از ريزنمونه های مختلف هورمونيمقايسه اتر ترکیب و غلظت -2جدول 

 زمیني رقم آگرياسیب
Table 2. Comparison of different hormone compositions and concentrations on callus 

formation from leaf explants of potato cv. Agria  
 گرم  ر لیتر(ه ی گی هی م رد استف دش )میلیه رم ن

Plant hormones used 

 درصک الق ی ک ل س 
Callus indution % 

 ه  )گرم(  ن ک ل س
Callus Weight (g) 

2,4-D Kin BAP NAA ر شن یی  Light ت ریکی  Darkness ر شن یی Light ت ریکی Darkness 

 )کنتر ( MSمحیط 
MS Medium (control) 

0 0 0 0 

2 0.01 - - 0 49.7 0 0.322 

2 0.25 - - 0 33.88 0 0.205 

2 0.5 - - 0 44.44 0 0.262 

3 0.1 - - 61.11 49.99 0.416 0.265 

5 - - - 55.56 0 0.382 0 

5 2 - - 72.21 0 0.548 0 

- - 0.25 2 0 72.21 0 0.731 

- - 0.1 5 100 88.88 1.81 1.52 
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، BAPگرم  ر لیتر میلی NAA   1/0گرم  ر لیتر میلی 5 راسجج س نت یج ح صججل ا  اعم   تیم ره ی ه رم نی مختلف، تیم ر 

ی  رگ،   ترین عملکرد را داشت. در این تیم ر، ا لین  اکنش    تشکیل ک ل س، پس ا  گذشت ه در ای  د ت دش ک ل س در ریزنم ن 

شک. در د رش ن ری حک د یک هفت    افزایش ح م ک ل س س عت ت ریکی، در  8س عت ر شن یی    16ه  تقریب  ا  د  هفت   عک آغ   

صک ا  ریزنم ن  88ت ریکی، در حک د ه    در تم می ریزنم ن  شک. هم ن ترکیب ه رم نی  رای الق ی ک ل س در شکیل  ه ، ک ل س ت

ستف دش، ا لیندر پر ت پلاست ستف دش قرار گرفت. در کشت پر ت پلاست نیز، در تم م تیم ره ی ه رم نی م رد ا  تقسیم ه  نیز م رد ا

گرم  ر لیتر میلی NAA   1/0گرم  ر لیتر میلی 5شک، ام  تن   در تیم ر  آغ   ه پر ت پلاست کشت ا  ر   4-6سل لی پس ا  حک د 

BAPشت    میکر ک ل س سیم ت ادام  دا شکنک.، تق شکیل  شم    ه میکر ک ل س یک م ش، حک د ا  پس ه  ت سلح چ  ق  ل غیرم

ه   عک ا  حک د د  در لیتر، ک ل س BAPگرم میلی NAA   125/0گرم میلی 1  دنک   پس ا     کشججت در محیط ح  ی  مشجج هکش

شکل  شکنک ) شکیل  سل لی در مرحل  5م ش ت سیم  شک. 2-4(. در  قی  تیم ره  تق  ه رم ن ف قک محیط ا  ک  م نی سل لی مت قف 

 نشک.  مش هکش سل لی تقسیم هیچ شک، استف دش پر ت پلاست کشت محیط عن ان  

 

های ( کلنيCروز،  6( اولین تقسیم سلولي بعد از B( پروتوپلاست مزوفیل برگ تازه استخراج شده، A -5شکل 

 ها درون لنز آلژينات( میکروکالوسFهفته و  6ها بعد از حدود ( میکروکالوسEو  Dسلولي اولیه، 
Figure 5. A) Fresh isolated mesophyll Protoplast, B) First Cell division after 6 days, C) First 

cell colonies D, E) Microcalli after about 6 weeks and F) Microcallus inside the Alginate lens 

 

ه ،  نی       ایی ا  ک ل سس  ی الق ی ج ان منظ ر   ین   تعیین بهترين تیمار هورموني برای باززايي از کالوس: 

 ر  Zeatin، Thidiazuron (TDZ)، 3GA   NAAه ی ه ی مختلف ه رم نظته ی ت لیک شجججکش در ترکیب   غلک ل س

سیب س س نت یج تحقیق ت قبلی در گی ش  (    کشت Fateri Rezvani et al. 2016; Pazhouhandeh et al. 2017 مینی )ا

در هر ترکیب ه رم نی مح سب  عکد ک ل س کشت شکش  100ه ی ای  د شکش  ر تعکاد (. درصک     ایی ا  تعکاد ج ان 3شکنک )جک   

    Zeatinگرم  رلیتر  مینی رقم آگری  ترکیب ه رم نی د  میلیشک   نت یج نش ن داد ک    ترین تیم ر     ایی ا  ک ل س  رای سیب

 مینی ا  ک ل س  ایی       ایی سجججیبدر ج ان  Zeatin  د.  NAAگرم  ر لیتر میلی 01/0   همراش  3GAگرم  ر لیتر میلی 1/0

 کنک. نقش م می را ایف  می
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زمیني رقم های مختلف هورموني روی باززايي از کالوس در گیاه سیبمقايسه اتر ترکیب و غلظت -3جدول 

 آگريا  
Table 3. Comparison of different hormone compositions and concentrations on the 

regeneration of callus in potato cv. Agria 

  Hormone (mg/L)گرم  ر لیتر( ه رم ن )میلی

NAA 3GA TDZ Zeatin درصک     ایی ا  ک ل س 
Callus regeneration % 

- 0.2 - 2 80a 

0.01 0.1 - 2 86a 

0.02 0.03 0.03 - 10b 

 

ه  را    ا زار تحقیق تی م می ه ی گی هی، آن فرد پر ت پلاسته ی منحصر ه ی گذشت ،  یژگیدر ط   ده ک      ج د این

ه ی گی هی  رای محققین  ی ل ژی سجججل لی تبکیل کردش اسجججت، تم م مراحل اسجججتخراج،    هکف تغییر محت ای ژنتیکی سجججل  

سل  ، پر ت پلاستس  ی   ای  د یک دست رالعمل ک را دارد. ا  لح ظ ت  ریس  ی، کشت   انتق   ژن، نی        ین خ لص ه یی ه  

ی سل لی، تقسیم ت مت الی میت  ی   در ن  یت تکثیر ی  هستنک   در نتی   ق  لیت تم یز دایی،    گشت م کد    چرخ  12پت نتت تی

 (. Eeckhaut et al. 2013  شنک )ه ی مختلف را دارا می    ایی انکام

سجج  ی     ین  Solanumه ی سجج  ی پر ت پلاسججت در گ ن خ لصت کن ن چنکین دسججت رالعمل مختلف  رای جکاسجج  ی   

 ;Cardi et al. 1990; Jones et al. 1989; Kikuta et al. 1986; Al-Maarri et al. 2014گزارش شججکش اسججت )

Nadakuduti et al. 2018; Nicolia et al. 2015( ام  علا ش  ر سجججن   شجججرایط فیزی ل ژیکی .)Prasertsongskun 

2004; Navrátilová et al. 2011( سطح پل ئیکی منبع گی هی    )Roest & Gilissen 1993  کت ره ی ف(، ژن تی  نیز ا 

ستخراجی می سی ر م ثر در    دهی پر ت پلاست ا شک )    Davey et al. 2010ستخرا شکیل (. اثر ژن تی   ر ر ی ا سیم   ت ج، تق

سیبک ل س       ایی ا  پر ت پلاست ست )نی، یک پکیکش میه ی گی ش  شکش ا شن خت   نبع   فتی م رد م(. Cardi et al. 1990ی 

ه ی ا   خش  کن ن پر ت پلاستت انک  ر ر ی تعکاد   کیفیت پر ت پلاست استخراجی ت ثیرگذار   شک. تاستف دش  رای استخراج نیز می

سپ ر، دان  س ق ، میکر  ش ،  ش مل  رگ، دمبرگ، گلبرگ، ری شکش مختلفی ا  گی ه ن  ستخراج  ست ) گردش   ... ا  .Fowke et alا

1985.) 

 مینی س  ی ک رآمک   درعین ح   س دش   تکرارپذیر ا  گی ه ن سیب ن  راین در تلاش  رای ی فتن یک ر ش استخراج   خ لص

 خش ه ایی گی ه ن  ه ی مختلف  رگ، س ق   ای  ین   فتانک، مط لع ت مق یس ای رشک کردشص رت در ن شیش رقم آگری  ک    

ه ، ترکیب ت متف  ت غلظت آنزیمی، مکت  م ن ن  کاری در این محل     شججیکر،  ج د صجج رت گرفت. همچنین ان ا   رش   فت

                                                      
12   Totipotent 
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ی  رخی ا  ف کت ره ی م ثر در استخراج پر ت پلاست ک  نمک در محل   شستش  م رد  ررسی قرار گرفتنک. در ادام      حث در  رش

 ش د.  رد  ررسی قرار گرفتنک، پرداخت  میدر این پژ هش م

دلیل داشتن ه ی پیر،     شک. استف دش ا    فت: سن گی ش منبع، یکی ا  ف کت ره ی کلیکی استخراج پر ت پلاست میسن گیاه

ستخراجی میی  زرگی ث ن ی دی ارش ص رت ی   (. در نتGuangyu et al. 1997ش د )تر،   عث ک هش تعکاد پر ت پلاست ا در 

شت ستف دش ا  ک ستخراجی ک هش میه ی قکیمی     فتا ه  ا  ی ک  پر ت پلاستی  ک. در مق  ل  م نه ی پیر، میزان پر ت پلاست ا

شت ش د،  نکشی ف   ل  ریتمی چرخ ه یی ک  در مراحل ا لی ک ستخراج  شکی قرار دارنک ا ست م نی   تعکادی ر ه  افزایش پر ت پلا

 Bokelmann et مینی ا  قبیل (. در تحقیق ت پیشین ان  م گرفت   ر ر ی گی ش سیبFowke & Constabel. 1985ی  ک )می

al. (1983 ا  گی ه ن )ی   در تحقیق ح ضججر، هم ننک اهفت  3-4Craig et al. (2005 ا  گی ه ن ،)ای  رای اسججتخراج  هفت 4-6

 پر ت پلاست استف دش شک. 

ستخراج پر ت پلاست  رای اکثر گ ن ن   فتتری: یکی ا  معم  بافت گیاه ه ی مز فیل  رگ عن ان ه ی گی هی، سل  ه ی ا

سل   سطح   لایی ا   ستخراج  سبی  رای ا ست. این   فت منبع من  ست )شکش ا سبت  یکن اخت ا ( ک  Navrátilová 2004ه ی ن

ه ی ج ان رشجک کردش در شجرایط در ن  رگ (.Prasertsongskun 2004شج نک )ه ی تقسجیم شج نکش     ا میمعم لا    سجل  

(. ت کن ن Ren et al. 2020ه ی  رگی   لغ  رای اسججتخراج پر ت پلاسججت، اهمیت  یشججتری دارنک )ای، نسججبت      فتشججیشجج 

(، چمن  .1990Song et al) 13ه ی دی ر م ننک ی ن  پر ت پلاسججت مز فیل ا  گی ه ن ت ت ن، آرا یک پسججیس، ذرت،  رنج،   گ ن 

 .Zhang et al) 16(، درخت ک ئ چ  .2014Masani et al) 15(، نخل ر غنی آفریق یی .2008Mazarei et al)14لاقیشججج

(    م فقیت اسججتخراج شججکش اسججت. نت یج این  .2017Shen et al) 18(   م ن لی  .2016Nanjareddy et al) 17(، ل  ی 2016

شکل، ه ی یکت ان درصک   لایی ا  پر ت پلاست مینی، میگی ه ن سیبای  ررسی نیز نش ن داد ک     استف دش ا   رگ در ن شیش 

 س لم را استخراج کرد.

سل لی، پر ت پلاستفقکان دی ارش پلاسمولیز:پری سمزی میی  ش ر ا شکننکش   حس س    ف سی ر  کنک.  رای ک هش ه  را  

ستخراج،   فت سمی طی ا سیت پلا سیب  سم لیز میپری  اغلب قبل ا  تیم ر آنزیمی، هآ  Wiszniewska & Pindelش نک )پلا

دهک. همچنین در طی پلاسججم لیز در طی انقب ض پر ت پلاسججت، مقکار جذب آنزیم ت سججط انک سججیت   را ک هش می(. پری2010

ستجمع سل لی ک هش میشکگی پر ت پلا شت محت ای  شکش    ن  راین، احتم لا ن ست   سم ت ه    سم د  & Fowkeی  ک )ه ، پلا

Constabel 1985  ی سججل لی شججکش،   در نتی   رفت پلاسججم لم  ا  دی ارشه ،   عث انقب ض   در نتی   پس(. پلاسججم لیز سججل

                                                      
13   Medicago sativa 
14   Panicum virgatum 
15   Elaeis guineensis 
16   Hevea brasiliensis 
17   Phaseolus vulgaris 
18   Magnolia 
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 مکت چنک دقیق (. تیم ر پلاسم لیز، اغلب ش مل ن  کاری   Bajaj 1974ش نک )ه ی گرد در مرکز سل   تشکیل میپر ت پلاست

ش مل ه س عت در محل   نمکی،  ستف دش در مخل ط آنزیمی،  لی ف قک آنزیمت  یک  سمزی م رد ا شک )ه ، میم ن م دش ا   Davey 

et al. 2010سیب شین  ر ر ی گی ش  ست ) 10م لار    مکت  5/0 مینی ا  م نیت   (. در تحقیق ت پی شکش ا ستف دش   Puiteدقیق  ا

et al. 1986; Al-Maarri et al. 2014ستریل، پلاسم لیز در محل   (. در این تحقیق، پس ا   رش  رگ ستف دش ا  تیغ ا ه     ا

 دقیق  ان  م پذیرفت.  30درصک    مکت  9ی   م لار 5/0س ر یت    ح  ی

ه ی م رد استف دش  رای ح م   فت م رد نظر، : غلظت   نسبت آنزیمغلظت و مدت زمان نگهداری در محلول آنزيمي

ست ک  فع لیت آنزیمی صلی ا  .Prasertsongskun 2004; Echeverri et alدهک )را تحت ت ثیر قرار می یکی ا  ف کت ره ی ا

ش د. س  ی می(. مکت  م ن ن  کاری در محل   آنزیمی،  ست     گی ش،   فت، دست رالعمل م رد استف دش   حتی ژن تی    ین 2019

حل   آنزیمی،   عث ک هش سجججطح دلیل ن پ یکاری غشججج ی سجججل لی   غیراختصججج صجججی عمل کردن مافزایش این مکت  م ن،   

ستخراجی می ست ا س س نت یج تحقیق ت، غلظت پ یین آنزیم، در دم ی پ یین   Silva et al. 2012ش د )پر ت پلا   لا  pH(.  را

  ت انک  سججت   ح   این  م ن میکنک.   اینترین شججرایط فع لیت آنزیم را فراهم میهمراش  م ن ک ت ش ن  کاری، من سججب(،   5-8)

.(. Navrátilová 2004سجج عت در ت ریکی   در دم ی ات ق متف  ت   شججک ) 16-24سجج عت، ت   2-6ی گی هی ا   م ن ک ت ش گ ن 

ه ی گیرد، ام  در  رخی م ارد،  خصجج ص در گ ن گراد صجج رت میدرج  سجج نتی 25-30ه  در دم ی معم لا اسججتخراج پر ت پلاسججت

 & Vasilمکت ک ت ش،  سججی ر مفیک اسججت )درج     30گراد   سججپس انتق      دم ی درج  سجج نتی 14غلات، ن  کاری در دم ی 

Vasil. 1961 .) 

ه ی ( در ترکیب آنزیمی    غلظت1977) Shepard and Totten  مینی، ت سط در تحقیق ت ان  م گرفت   ر ر ی گی ش سیب

سل لا ،  5/0 صک  سر  یم،  1/0در صک م س نتی 28س عت در  4در شیک ملایم، درج   ست/ میلی 2-3×  610گراد     لیتر، پر ت پلا

.et al Kikuta (1986 ،)1  ، سل لا س نتی 25س عت در دم ی  5مسر  یم،  03/0درصک  شیک ملایم، تعکاد درج   ×  510گراد    

ست/ میلی 36 سل لا ،  Bokelmann et al. (1983 ،)5/1لیتر، پر ت پلا صک  سر  یم    مکت  3/0در صک م  27س عت در  4در

 10مسر  یم،  2/0درصک سل لا ،  et al Andersson (2017 ،)1. لیتر،پر ت پلاست/ میلی 5×  510 -610گراد، تعکاد درج  س نتی

لیتر ا  هر گرم   فت  رگی گزارش شکش است. در این تحقیق پر ت پلاست/ میلی 6/7×  510 - 9/2×  610دقیق  شیک ملایم، تعکاد 

س عت در  16مکت درصک مسر  یم، ن  کاری    2/0 سل لا    درصک 1(، غلظت آنزیمی 2017انکرس ن   همک ران ) راس س ر ش 

س نتی 25ت ریکی   در دم ی  شیکر ملایم،  رای تخریب دی ارش 10همراش گراد،   درج   س  ی پر ت پلاستدقیق   سل لی   آ اد ه  ی 

  لاترین سطح پر ت پلاست ا  نیم گرم   فت  رگ ت  ش، ج ان   س لم استخراج شک  ه ی مز فیل من سب تشخیص دادش شک  ا    فت

ه ، مکت  م ن ن  کاری در محل   آنزیمی ک هش ی فت    لیتر(. در این ر ش،    افزایش غلظت آنزیمپر ت پلاسججت/میلی 2×  610)
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ش نک. همچنین در این ر ش نی  ی    شیکر ط لانی می ه  مح فظتحف ظ ا  اثرات تخریبی این آنزیمه ی  یدر نتی   پر ت پلاست

 ش د.  ه ی استخراجی جل گیری میمکت نب دش   ا  ترکیکگی     م ک  یکش شکن پر ت پلاست

سیب      فت صل،  رش ن اری   عث ک هش آ س س نت یج ح  س ی دی ر  را شکش، همچا   سکیم ه    24/0نین افز دن کلریک 

سیمیلی سیت میلی 6م م لار   کلریک کل ش ی  سمزی، حفظ تم میت غ ش ر ا ش ،   عث تنظیم ف ست ش سمی   در م لار    محل    پلا

ه ی درصکی پر ت پلاست 20س  ی شکش     عث افزایش حک د ه  حین مراحل خ لصگسیخت ی پر ت پلاستنتی   جل گیری ا  هم

 Bokelmann et al. (1983 ،)32/0سجج لم اسججتخراجی شججک. مقکار کلریک سججکیم م رد اسججتف دش در محل   شججسججتشجج ی ت سججط 

سط میلی Al-Maarri et al. (2014 ،)15/0م لار   میلی شکش ت  ست. همچنین در تحقیق ان  م   .Mastuti et alم لار   دش ا

سیم، پر ت پلا2018) شستش ی ح  ی ست(،  رای  ررسی اثر کلریک کل  2CaClم لار م نیت  ،    ی   ک ن  6/0ه  د    ر در محل   

 ه ی س لم    نکش مش هکش شک. ت ج ی  ین تعکاد پر ت پلاستم لار شستش  شکنک    ین این د  تیم ر، تف  ت ق  لمیلی 10

، DNA د م کر    میکر  م ننک ه  پت سججیل   لایی  رای جذب ذراتی در ا عپر ت پلاسججت ها:ترانستتفورپ پروتوپلاستتت

ه  را    ا زار من سبی  رای انتق   ژن   (. این ق  لیت، پر ت پلاستBajaj 1974 یر س،   کتری   حتی کلر پلاست   هست  دارنک )

سط  ست. تراریختی   ا سی ژنتیک تبکیل کردش ا سته ، یکی ا  ر شPEGی م نک شک ه  میی معم    ی ن م قت در پر ت پلا   

(Cao et al. 2016; Collins 2016 مک نیسم این تراریختی ش مل رس ب .)DNA    در محلPEG/  ک تی ن د  ظرفیتی م ننک

++Ca   اسججت کDNA سججپس . کنکرا نیز ا  تخریب مح فظت میDNA شجج د. ف کت ره ی رسجج ب ی فت ،  ارد پر ت پلاسججت می

، ک رآیی تراریختی را PEG،   ن م لک لی   غلظت 2MgClش، غلظت م رد اسجججتف د DNAی  کت ر، مقکار مختلفی م ننک انکا ش

 30( ان  م پذیرفت  اسجججت، در تیم ر 2021) .Wang et al(. در تحقیقی ک  ت سجججط Collins 2016دهنک )تحت ت ثیر قرار می

سمیک    صک   ن  کاری    PEG 4000 40همراش میکر لیتر ا  پلا صک  19/80تراریختی دقیق  در ت ریکی، ک رآیی  15مکت در در

سف رم پر ت پلاست شترین مقکار تران ست. در این تحقیق  ی شکش ا صک  40ه ، در تیم ر ذکر  میکر لیتر  10همراش    PEG 4000در

  دنک.    افزایش میزان تراریختی، احتم    ه  ترانسف رم شکشپر ت پلاست درصک 50دقیق  ح صل شک ک  حک د  30مکت پلاسمیک،   

 ی  ک.  ه ی ترانسف رم شکش   تی   حشی هستنک، ک هش میه یی ک  ترکیبی ا  سل  ت لیک ک ل س

ه ی دختری   ی سل لی، تقسیم پی ست  سل  ه ،  رای تشکیل دی ارشی پر ت پلاستچ  لی   ین ها: چگالي پروتوپلاست

شکیل میکر ک ل س شک میه  ات شین    کمین   رای ر شت  ی شت    دارای یک چ  لی ک سی ر  ی دی دا شک.  ط ر معم   همیت     

لیتر ا  محیط کشت تعریف شکش است. اگر چ  لی   لاتر ا  این پر ت پلاست در هر میلی 1×  410– 1×  610چ  لی   ین  کشت  ین 

ه     آ ادس  ی ف کت ره ی ی  ک. سل  تقسیم مکا م سل لی ادام  نمیسرعت تم م شکش   در نتی     شک، م ادغذایی محیط کشت   

سل   سل لی را در  سیم  سیکه ی آمین  در محیط اطراف، تق ش مل ا شک  (. ا  Davey et al. 2005کننک )ه ی م   ر تحریک میر

شکیل کلنی سل لی  ج د دارد )س ی دی ر، در چ  لی   لا، امک ن ت مع   ت همین ترتیب، (.   Silva Júnior et al. 2012ه ی 
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شت پ یین ست می م نی ک  چ  لی ک سل لی ا  د سیم مکا م  شک نیز، تق  ;Fowke & Constabel. 1985ر د )تر ا  حک   ین    

2005Davey et al.  سط شکش ت  ست  ر میلی 5/2×  410(، تعکاد  1989)  et al Jones.(. در تحقیق ت ان  م   لیتر،پر ت پلا

.alet  Anjum (1998 تعکاد ،)1×  510 ،.et al Cardi (1990 تعکاد ،)1-2×  410 ،.et al Maarri-Al (2014 تعکاد ،)410  

، کلنی 1×  410(، در چ  لی کمتر ا  1989) et al Jones.انک.  راسجج س نت یج ی کشججت تعیین شججکشعن ان چ  لی   ین ،    2× 

لیتر کشت پر ت پلاست/ میلی  8×  410، تعکاد ن  یی 2017  همک ران درس   تشکیل نشک. در این تحقیق  راس س ر ش انکرس ن 

 شک.

 Al-Maarriه  در محیط م یع ص رت گرفت  است ) مینی، کشت پر ت پلاسته ی پیشین  ر ر ی گی ش سیبدر اکثر تحقیق

et al. 2014; Bokelmann et al. 1983; Kikuta et al. 1986, Jones et al. 1989 این تحقیق  راسججج س (. در

س ن   همک ران ) ست رالعمل انکر ی فت   چ  لی کشت ن  یی  ک هش نصف    ن  یی    هر نم ن  ح م (،    افز دن آلژین ت2017د

سکپر ت پلاست/ میلی  8×  410    صل در دی شک. مخل ط ح  س نکش  سیم س نتی 2ه یی    ا ع د حک د لیتر ر متر،  ر ر ی محیط کل

ش شکن    مکت آگ ر گستردش  لیتر میلی 10ح  ی  ه یدیشپتری    س عت در دم ی ات ق قرار گرفت. این لنزه  1ک    رای ژلاتین  

 دادش شکنک.  انتق   محیط کشت ا 

کنک. کشت غ لب  ه  جل گیری میدر آغ   کشت، شکت ن ر   لا ا  رشک پر ت پلاستشرايط خارجي کشت پروتوپلاست: 

سپس    ن ر  ین ر  ( در ت ریکی ی  نیم  ت ریکی قرار دادش می 2-10سل لی،    مکت چنک ر   )قبل ا  تشکیل دی ارش  -5000ش نک. 

شنک. ه  مق  م میک   رخی م ننک ل  منتیکی    ن ر حس س هستنک، درح لیص رت ژه    ی  نک.  رخی گ ن ل کس انتق   می 1000   

(. در تحقیق Navrátilová 2004گیرد )گراد ص رت میدرج  س نتی 22-30ی  ین ه  در دم  ست     ژن تی ، کشت پر ت پلاست

سط  ستCardi et al. (1990   ) Creissen(1984ص رت گرفت  ت   25-26ه  ا  هم ن ا تکا در ن ر کم   در دم ی (، پر ت پلا

س نتی شکنک. درح لیدرج   ستAl-Maarri et al. (2014 ،)Jones et al. (1989ک  تحقیق ت گراد ن  کاری  ه  در (، پر ت پلا

گراد در ت ریکی قرار گرفتنک. در این تحقیق نیز درج  سجج نتی 20( در دم ی 1986) .Kikuta et alگراد   درج  سجج نتی 25دم ی 

 ر  ،  رای 3شججکنک. پس ا   ن  کاری گرادسجج نتی درج  25دم ی  در ر   در ت ریکی   3ه     مکت پس ا  کشججت، پر ت پلاسججت

 ی فتنک. ل کس انتق   1000ن ر     ه کشت میکر ک ل س، تشکیل

 ش د:   ت ج     تیم ره ی مختلف ان  م شکش دست رالعمل  یر  ص رت مرحل     مرحل  معرفی میگیری: نتیجه

زايي و باززايي گیاه ازی، ترانستتفکشتتن، کشتتت، کالوسستتورالعمل نهايي برای استتتخراج، خال ستتتد

 آگريازمیني رقم سیب

صجج رت ن اری    قطع ت      اسججتف دش ا  تیغ اسججتریل،    MS2/1لیتر محیط میلی 2، در گرم( 5/0 رگ ) 50-60حک د  -1

mm1-2    انتق   ی  ک.  م لار 5/0 ریکش شکش      محل   پلاسم لیز ح  ی س ر یت   ی  م نیت 
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صک 1 دقیق ، محل   پلاسم لیز    محل   آنزیمی ح  ی 30پس ا   -2 سر  یم، م نیت    2/0 سل لا  در صک م م لار    5/0در

درج   25صجج رت شججب ن  در دم ی دیش    ف یل آل مینی می پ شجج نکش شججکش     ج ی زین شجج د. پتری pH=6/5م لار     2/0گل کز 

 . ( ش دrpm 20ص رت ملایم   م  دش )دقیق     10گراد  ک ن شیکر ن  کاری ش د   ر    عک،    مکت س نتی

 د.    سجج سججپ نسججی ن لیتری، غر    شججمیلی 50میکر متری در تی ب  70محل   ح صججل    اسججتف دش ا  غر    سججل لی  -3

ست ش     ترکیب محیط پر ت پلا ست ش شکش، محل    م لار میلی 2CaCl 6م لار   میلی NaCl 24/0ح  ی  MS2/1ه ی غر    

دیکش ه ی آسیبس نتریفی ژ ش د. محل   ر یی ح  ی ض یع ت سل لی   پر ت پلاست 𝗑g50 دقیق  در  5مکت اض ف  ش د   سپس   

 شستش  تکرار ش د.  𝗑g 50آرامی در محل   شستش  س سپ نسی ن ش د   د  مرتب  در حذف   پلیت د   رش   

درصک گستردش  21  ر آرامی  ر ر ی سطح   لایی محل   س که ی استخراج شکش، ت سط یک پیپت پ ست ر،   پر ت پلاست -4

سپس سرعت  دقیق  15 مکت   ش نک        𝗑g50 ست س نتریفی ژ ضخیم   تیرش ا  پر ت پلا شکیل ان  م گیرد. یک لای    نک  ه  ت

 خ اهک شک.    استف دش ا  پیپت پ ست ر این ف   جکا شکش      یک ف لک ن جکیک انتق   دادش ش د. 

 لام ا  استف دش ه    میکر لیتر ا  این پر ت پلاست 10محل   شستش  س سپ نسی ن ش نک.  لیتر ا میلی 1ه  در پر ت پلاست -5

 لیتر(. ش د )پر ت پلاست در هر میلی استف دش چ  لی گیریانکا ش  رای هم س یت متر

 10حک د  شجج نک.تعلیق  تراریختی   فر لیتر، درمیلی هر در پر ت پلاسججت 2×  610 ت  ه  رای ترانسججف رم پر ت پلاسججت -6

درصججک  40میکر لیتر ا  محل    120پر ت پلاسججت(    160000میکر لیتر پر ت پلاسججت )حک د  100همراش میکر لیتر پلاسججمیک   

PEG 4000 .محل   لیترمیلی 5   افز دن . ش نک ن  کاری ات ق دم ی در دقیق  30   مکت  ه نم ن   رای ترانسف رم استف دش ش د 

 ش د. ترانسف رم سی ن مت قف  اکنش دقیق ، 5مکت    𝗑g50 س نتریفی ژ در د ر    تی بشستش     هر 

س ک ر  MS2/1 ایی کشت ا لی  ک ل س محیط آرامی در   ه پر ت پلاست -7  5م لار،  3/0گرم  ر لیتر، م نیت    5/2، ح  ی 

سی نBAPگرم  ر لیتر میلی NAA    1/0 گرم  ر لیتر میلی سپ ن س  شت، ح مِ هم نش نک.    ،     هر نم ن   آلژین ت محیط ک

 2ه یی    ا ع د حک د لیتر(. مخل ط در دیسججکپر ت پلاسججت/ میلی 8×  410ی  ک ) ک هش نصججف    ن  یی ح م ت  شجج د اضجج ف 

    لژین تآ سجج عت در دم ی ات ق قرار گرفت    سججپس لنزه ی 1متر،  ر ر ی محیط کلسججیم آگ ر گسججتردش شجج د      مکت سجج نتی

شیکش آل مینی می ف یل    پ رافیلم      ه دیشپتری ی  نک. انتق   محیط هم ن لیتر ا میلی 10ح  ی  جکیک ه یدیشپتری    شکش پ 

 ش نک.  گراد، در ت ریکی ن  کاریس نتی درج  25دم ی  در  ر   3مکت   

 غیرمسلح چشم    پر ت پلاست ه یمیکر ک ل س ک این محضی  نک.    ل کس انتق   1000ن ر     ه ر  ، کشت 3پس ا   -8

منتقل  BAPگرم  ر لیتر میلی NAA   125/0گرم  ر لیتر میلی 1ح  ی  MS ایی،    محیط کشججت ک ل س شججکنک، ر یت ق  ل

 ن ر ک مل قرار   یرنک. معرض شکش   در

 Zeatin    1/0گرم  رلیتر ح  ی د  میلی MSه ی  زرگ محیط کشجججت  رای الق ی     ایی     عک ا  تشجججکیل ک ل س -9

 ه  ظ هر   جکاگ ن  کشت ش نک.یر ی  ک ت  ج ان تغی NAAگرم  ر لیتر میلی 01/0   همراش  GA3گرم  ر لیتر میلی
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ن یسنکگ ن ا  حم یت م لی   معن ی دانش  ش ش یک مکنی آذر  ی  ن   صنک ق حم یت ا  پژ هش ران )شم رش  :سپاسگزاری

 نم ینک. ( مع  نت علمی فن  ری ری ست جم  ری تشکر   قکردانی می99023808
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