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  ) GUS(هاي استوسیرینگون بر کارآیی انتقال ژن بتا گلوکورونیداز  کوبی و غلظت هاي مایه اثر زمان
  ]Gerbera jamesonii cv. Royal Soft Pink[) ژربرا(با میانجیگري آگروباکتریوم در گل ژاله 

  
  4ناکامورا ایکیو و 3 پژمان آزادي،2، مرتضی خوشخوي1فرزاد نظري*

   ، علوم باغبانیگروهاستاد 2،  دانشگاه کردستان، گروه علوم باغبانیاستادیار دانشگاه شیراز و ، دکتري گیاهان زینتیآموخته دانش1
   کرج، ،)ABRI(ت علمی پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي أعضو هی3،  دانشگاه شیرازدانشکده کشاورزي،

 ژاپن چیبا، دانشگاه باغبانی، علوم  گروهآوري سلول گیاهی، آزمایشگاه فن استاد4
  08/10/96:  ؛ تاریخ پذیرش21/12/95: تاریخ دریافت

 1دهیچک
 را در بین ده چهارم و در صنعت گلکاري رتبه ستاگیاهان زینتی در جهان ترین  محبوب یکی از )ژربرا (ژالهگل : سابقه و هدف

هاي برگزیده   براي وارد کردن صفات جدید به ژنوتیپ،اعمالهاي انتقال ژن قابل   روشژالهامروزه در گل .  بریدنی برتر دارد گل
هاي   نیز زمانو استوسیرینگونهاي  پژوهش حاضر با هدف بررسی اثر غلظت. ضرورت داردهاي خوب آن،  بدون تغییر در ویژگی

  .  انجام شدآگروباکتریومدر گل ژاله با استفاده از  )GUS(بتاگلوکورونیداز کوبی بر انتقال ژن  مایه
  

 گرم میلی 30 و 25، 20، 15، 10، 5( متفاوت هاي اثر غلظت ابتدا.  آزمایش جداگانه انجام شدسهاین پژوهش در : ها مواد و روش
 ’Royal Soft Pink‘رقم  ژاله غیرتراریخت هاي گیاهک براي تعیین غلظت کشنده آن در بیوتیک هیگرومایسین  آنتی)بر لیتر

هاي   در لیتر هیگرومایسین بر میزان باززایی شاخساره در ریزنمونهگرم میلی 10 اثر غلظت ،سپس در آزمایش دوم. ارزیابی شد
هاي  و غلظت)  دقیقه20 و 10(کوبی   مایههاي زمانآزمایش سوم اثر مدت نهایت در در . گردیدبررسی  دمبرگ داراي پهنک

با میانجیگري آگروباکتریوم ) GUS(بر کارآیی انتقال ژن بتاگلوکورونیداز )  میکرومول100 و 50صفر، (استوسیرینگون 
)Agrobacterium tumefaciens (کشتی   پس از هم.هاي دمبرگ داراي پهنک، ارزیابی شد کشتی ریزنمونه و از طریق هم

هاي   شاخساره،در ادامه. انگیزش مستقیم شاخساره انتقال یافتند ، به محیط کشت روز3دو تا مدت   بهها با آگروباکتریوم نهریزنمو
آزمون  از ،یید گیاهان تراریختأمنظور ت بهدر پایان، . شد انجام ها آن  و افزونگريگردیدها جدا  تراریخت احتمالی، از ریزنمونه

    .استفاده شد) PCR(یره اي پلیمراز واکنش زنج و شیمیایی بافت
  

هاي تراریخت مناسب بوده و باید   در لیتر هیگرومایسین براي گزینش شاخسارهگرم میلی 10نتایج نشان داد که غلظت  :ها  یافته
هاي   از ریزنمونهي تراریخت احتمالیها  شاخساره) درصد38( ترین میزان باززایی بیش. پس از باززایی اولیه استفاده شود

ترین میزان  همچنین کم. دست آمد  میکرومول استوسیرینگون به100کوبی و   دقیقه مایه10، در تیمار داراي پهنکدمبرگ 
 میکرومول استوسیرینگون 50کوبی و   دقیقه مایه20 در تیمار ي تراریخت احتمالی،ها شاخساره)  درصد25/25(باززایی 

 27(ترین شمار رگه مستقل  هاي تراریخت، نشان داد که بیش  گیاهکPCR جزیهت و شیمیایی بافتنتایج آزمون . مشاهده شد
 100کوبی و   دقیقه مایه10 ریزنمونه دمبرگ، مربوط به تیمار 100ازاي هر  به)  درصد11( انتقال ژن کارآییو ) شاخساره

  . باشد  استوسیرینگون میمیکرومول
                                                

  f.nazari433@gmail.com:  مسئول مکاتبه*
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هاي دمبرگ داراي پهنک   کاهش باززایی مستقیم شاخساره از ریزنمونه سبب،افزودن هیگرومایسین به محیط کشت: گیري نتیجه
.  دارندژاله و موفقیت تراریختی در کاراییگیري بر   و غلظت استوسیرینگون اثر چشمکوبی مایهعواملی مانند مدت زمان . شود می

 شده است و در نظر گرفته گروباکتریومآدر  T-DNAدهنده  و انتقالVir هاي  ژنفنولی عنوان یک انگیزاننده  استوسیرینگون به
 ’Royal Soft Pink‘رقم  ژالهتیمار براي تولید گیاهان تراریخت در گل  بنابراین بهترین .شود  تراریختی میکارآییسبب افزایش 
توسیرینگون به  از اساستفاده دقیقه و 10مدت   با آگروباکتریوم به داراي پهنکهاي دمبرگ کوبی ریزنمونه ، مایهGUSبا انتقال ژن 

  .باشد  میمیکرومول 100غلظت 
  

 )PCR(اي پلیمراز  ، واکنش زنجیرهGUSژن ، ژاله،  شاخساره، باززایی مستقیمشیمیایی  بافتآزمون  :هاي کلیدي واژه

  
  مقدمه

 Gerbera jamesonii با نام علمی) ژربرا (ژالهگل 

Bolus ex. Hooker. F.  با 1سانان تیره کلاهپركاز 
ترین گیاهان     یکی از مهم ،)19،23( بالا رنگ تنوع

 و در صنعت گلکاري پس از باشد میزینتی در جهان 
 دهدر بین  چهارم، رتبه  سوسن و، داوودي)ورد (رز
 در هاي گل کشور هلند  بریدنی برتر در حراجی گل

 یدلیل هتروزیگوس به .)5 (داشته است  میلادي2014سال 
سري از  یب یک، هنوز امکان ترکژالهبالاي گل 

کنندگان  پسند تولیدکنندگان و مصرف  موردهاي ویژگی
هاي سنتی   با روش،وجود ندارد و نیز انجام این مهم

هاي   روشاستفاده ازبنابراین، . گیر است وقتبسیار 
منظور  بهبا آگروباکتریوم نژادي نوین مانند انتقال ژن  به

هاي جدید به   مسئول ویژگیهاي ژنانتقال سریع 
 هاي ویژگی بدون تغییر در ،ي برگزیدهها نوتیپژ

 ، تراریختیفرآینددر  ).12 ( ضرورت داردمناسب کنونی
 هزاران یاختهکه داراي ژن خارجی به درون بافت 

این تنها تعداد محدودي از شود و   انتقال داده میاست،
که ژن خارجی  شده و یا این ها تراریخت یاخته

 بنابراین. شود میا تلفیق ه در ژنوم آنصورت پایدار  به
با ها  هاي تراریخت از غیرترایخت  یاختهباید این

 .)29 ( جدا شوند،انتخابینشانگر استفاده از یک 
شده اجازه رشد  هاي تراریخت نشانگر انتخابی به یاخته

 در ،دهد و تکثیر در حضور عامل انتخابی را می
                                                
1- Asteraceae  

هاي غیرتراریخت در حضور چنین  که رشد یاخته حالی
هاي مقاومت به  ژن. شود  متوقف یا کند می،رکیباتیت

هاي  ترین ژن ها، از معمول کش بیوتیک و یا علف آنتی
نشانگر انتخابی هستند که در فرایند انتقال ژن استفاده 

) hpt (2هیگرومایسین فسفوترانسفرازژن . شوند می
هاي انتخابی است که سبب افزایش  یکی از نشانگر
   . )21 (شود یک هیگرومایسین میبیوت مقاومت به آنتی

در زمان انتقال ژن باید غلظت عامل افزون بر این، 
 پایین هاي  زیرا در غلظتانتخابی با دقت انتخاب شود

بافت  و یا گیاهان 3ها غیرتراریختتعداد ممکن است 
که در غلظت  را افزایش دهد و یا این) شیمر(ناهمسان 

 مقاومت ابشده  بالا ممکن است گیاهان تراریخت
گزینش شدید . برونداز بین  ،به عامل انتخابیمتوسط 

ممکن است تعداد در مراحل اولیه تراریختی 
که گزینش   در حالی،هاي زنده را کاهش دهد شاخساره

 را افزایش ها غیرتراریختبا تاخیر ممکن است تعداد 
عنوان یکی از   بههیگرومایسینبیوتیک  آنتی).29 (دهد

 با غلظت زیاد نه تنها سبب از بین ی،این عوامل انتخاب
 بلکه سبب ،شود هاي غیرتراریخت می رفتن شاخساره

سان و . کاهش میزان باززایی شاخساره خواهد شد
دریافتند که افزودن هیگرومایسین ) 2008(همکاران 
گرم در لیتر به محیط کشت، سبب   میلی10به غلظت 

ک یهاي برگ  کاهش باززایی شاخساره از ریزنمونه
                                                
2- Hygromycin phosphotransferase (hpt) 
3- Escapes 
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 و  کاستاهمچنین). 36( خواهد شد 1سیبدرخت گونه 
 هاي چه ریزنمونه  گزارش کردند چنان)2002 (همکاران

 5 روي محیط کشت داراي 3فروت گریپ 2محور رولپه
گونه   در لیتر هیگرومایسین کشت شود، هیچگرم میلی

 همین پژوهشگران). 8(باززایی شاخساره نخواهند داشت 
تیک هیگرومایسین و کانامایسین بیو در مقایسه دو آنتی

 4 بتاگلوکورونیدازبر میزان باززایی شاخساره در انتقال ژن
)GUS (فروت، دریافتند که هیگرومایسین به گریپ 

 در لیتر در مقایسه با کانامایسین گرم میلی 5در غلظت 
شدت سبب کاهش   در لیتر بهگرم میلی 75با غلظت 

با آزمون مثبت هاي   و کاهش تعداد شاخسارهباززایی
GUS هیگرومایسین در در واقع ). 8( خواهد شد

 در ،ها مانند کانامایسین بیوتیک مقایسه با دیگر آنتی
 و باشد ثرتر میؤهاي تراریخت خیلی م گزینش یاخته

 در اخلال است که با 5بیوتیک آمینوسیکلیتول یک آنتی
ها، مانع سنتز  فرآیند ترجمه و جابجایی پروتئین

   بنابراین با جلوگیري از ).14(شود   میها پروتئین
 سبب زردشدن ،هاي گیاهی سنتز پروتئین در بافت

   ).21(ها خواهد شد  و نیز مانع رشد آن) کلروزیس(
نوع عوامل مختلفی مانند ژنوتیپ،  اتکه اثر با این

، محیط کشت، نژاد آگروباکتریوم و نوع پلاسمید، ریزنمونه
بر  7کشتی  همو 6کوبی مایهبه محیط استوسیرینگون افزودن 
 در گیاهان با میانجیگري آگروباکتریوم تراریختی کارآیی

اما  ،)2  و1(مورد بررسی قرار گرفته است  مختلف
 اثر هر کدام از این عوامل به ژالهگل  درتاکنون 

 عوامل دیگراز  . بررسی نشده است،صورت مشخص
 کوبی مایه مدت زمان ژن، انتقال کارآیی در مهم
 با اثر کوبی مایهگزارش شده که مدت زمان . باشد می

                                                
1- Malus baccata 
2- Epicotyl  
3- Citrus paradisi 
4- Beta-glucuronidase 
5- Aminocyclitol 
6- Inoculation 
7- Co-cultivation 

ها با باکتري و نیز رشد و  بر نحوه آلودگی ریزنمونه
 تراریختی در گیاهان را کارآییها،  باززایی ریزنمونه

طور معمول مدت  به ).35(دهد  ثیر قرار میأت تحت
هاي مختلف گیاهی و  در بین گونه ،کوبی زمان مایه

 و بسته به  بسیار متغیر استنوع بافت مورد استفاده
 کارآیی بر  اثرات آن،گونه گیاهی و عوامل دیگر

) 2015( و همکاران دویر.  متفاوت استتراریختی
 در GUSژن )  درصد85( تراریختی کارآییترین  بیش

هاي   ریزنمونهکوبی مایهبا  8 کوردیلینیک گونه
 9چگالی چشمی در آگروباکتریومهاي برگ با  قطعه

)OD (8/0 آوردند و دست به دقیقه 40مدت  به 
 70 (دقیقه 60 به کوبی مایهتدریج با افزایش زمان  هب

 کارآیی میزان ،) درصد40 (دقیقه 90و ) درصد
در پژوهشی همچنین . )10 (تراریختی کاهش یافت

 یکی از کوبی مایهکه مدت زمان گزارش شده دیگر، 
با و  تراریختی بوده کارآییگذار بر عوامل مهم و تأثیر

ها   ماندن ریزنمونهزنده درصد ،کوبی مایهافزایش زمان 
ابد ی کاهش میبا آگروباکتریوم  کشتی در زمان هم

پروسکی  -در همین راستا، چاکراوارتی و وانگ). 17(
 و کوبی افزایش زمان مایه که  با ایندریافتند) 2010(

در سیب  تراریختی تر  بیشکارآیی سبب کشتی هم
ها و  اي و نکروزه شدن آن یب یاخته اما آسشد،زمینی 

  . )7 (هم افزایش یافتها  نیز از بین رفتن بافت
یکی که  استوسیرینگون ،کوبی مایهزمان افزون بر 

هاي موجود  شده از محل زخم از ترکیبات فنولی ترشح
 هاي  ژنفعالیت تحریک باهاي گیاهی است  در بافت

Vir A و Vir G در  سبب تسریع ،آگروباکتریوم در
 و  واکنش).28  و11( شود میتراریختی گیاهان فرآیند 

 به تواند می استوسیرینگون، ها به ریزنمونه دهی پاسخ
 کشتی هم کشت محیط شرایط و ریزنمونه ژنوتیپ
) 2012(و همکاران سوجاتا ). 2 (باشد داشته بستگی

                                                
8- Cordyline fruticosa 
9- Optical density 
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، کشتی دریافتند که افزودن استوسیرینگون به محیط هم
هاي لپه در آفتابگردان اثر  ریزنمونهبر میزان تراریختی 

در )  درصد51(ترین میزان تراریختی  دارد و بیش
 میکرومول استوسیرینگون 100با غلظت گزینش اول 

پژوهشگران دیگري اثر مثبت . )35 ( آوردنددست به
  مختلفی گیاهان تراریختی درکارآییاستوسیرینگون بر 

وتون ، ت)35(، ذرت )13(سویا و گل میمون  مانند
 25(آفتابگردان ، )30(، کلزا )40 (1فروت گریپ، )39(
در همچنین . اند گزارش نموده) 31(دي وو داو )32 و

با افزایش تعداد رخدادهاي  استوسیرینگون ،پژوهشی
  سبب افزایش ازاي هر ریزنمونه،  تراریختی پایدار به

 تراریختی در چهار رقم پنبه شده کارآیی برابري 4 تا 2
   ).38(است 

ثیر أ نه تنها تاستوسیرینگونالبته در مواردي وجود 
 بلکه اثر منفی نیز داشته ، نداشتهی بر تراریختیمثبت

 از) 2003( و همکاران آلمیدا، عنوان مثال به. است
و لیمو ترش  2پرتقالهاي  دانهال هاي محور رولپه قطعه

 GUS جهت انتقال ژن  ریزنمونهعنوان  ، به3ایتالیایی
 هاي محیطاین پژوهشگران در مقایسه  .دنداستفاده کر

 مولار میکرو200 و 100هاي صفر،   غلظتداريکشتی  هم
در   راGUSانتقال ژن  بهترین نتیجه ،استوسیرینگون

در واقع . دست آوردند بهعدم حضور استوسیرینگون 
 رها شدن ترکیبات فنولی توسط اعتقاد داشتند که

ها توسط  دن آن ممکن است براي آلوده ش،ها ریزنمونه
  ).2( کافی باشدآگروباکتریوم 

 هاي  اثر غلظتبررسیپژوهش حاضر با هدف 
   انتقال کوبی بر ه مایهاي استوسیرینگون و نیز زمان

    رقمژاله گل در )GUS (ژن بتا گلوکورونیداز
Pink’ ‘Royal Soft  انجام  آگروباکتریومبا استفاده از

   .شد

                                                
1- Citrus paradisi 
2- Citrus sinensis L.  
3- Citrus limonia 

  ها مواد و روش
  شگاه چیبا در کشور ژاپن  در دانپژوهشاین 

   آگروباکتریوم از GUSبراي انتقال ژن . انجام شد
)A. tumefaciens( نژاد EHA101، داراي پلاسمید 

pBI121-Hm )26 ( ژن گزارشگر باGUS در کنترل 
 و )CaMV35S (گل پیشبر ویروس موزائیک کلم

 4 و نئومایسین فسفوترانسفرازhptهاي نشانگر انتخابی  ژن
)npt II( شد استفاده )سه این پژوهش در ).1 شکل 

 ،در آزمایش اول. ه استآزمایش جداگانه انجام شد
 بر گرم میلی 30 و 25، 20، 15، 10، 5هاي  اثر غلظت
 در قالب طرح کاملاًبیوتیک هیگرومایسین  لیتر آنتی
 2 با  کشت شیشهیک تکرار و هر تکرار 6با (تصادفی 

ه آن در براي تعیین غلظت کشند ) بودگیاهک
 گیاهان  ازدست آمده  به غیرتراریختهاي گیاهک

. اي دوماهه، پس از چهار هفته ارزیابی شد شیشه درون
گرم بر لیتر  میلی 10   اثر غلظتدر آزمایش دوم،

درصد باززایی شاخساره   بربیوتیک هیگرومایسین آنتی
  در قالب  ،5هاي دمبرگ داراي پهنک از ریزنمونه

بدون استفاده از ( تیمار 3 اب تصادفی کاملاًطرح 
دوم  باززایی در هیگرومایسین از هیگرومایسین، استفاده

محیط کشت  به هیگرومایسین درنگ بی و نیز افزودن
 10دیش  هر تکرار یک پتري( تکرار 6در  )باززایی
   همچنین. انجام شد)  ریزنمونه بود10متري با  سانتی

 100 و 50هاي صفر،  اثر غلظتدر آزمایش سوم، 
 دقیقه 20 و 10میکرومول استوسیرینگون و نیز دو زمان 

   . بررسی شدGUS انتقال ژن کارآیی بر ،کوبی مایه
صورت فاکتوریل در قالب طرح   بهاین آزمایش

 و استوسیرینگون غلظت (عاملتصادفی با دو  کاملاً
که در آن هر تکرار شامل  تکرار 6و ) کوبی مایهزمان 

دمبرگ  ریزنمونه 10تري با م  سانتی10دیش  یک پتري
  .انجام شدصورت زیر  به  بود،داراي پهنک

                                                
4- Neomycin phosphotransferase 
5- Leafy petiole explants 
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  ).nptII) 24 و hpt و GUSهاي   حامل ژنpIG121-Hmدوگانه   پلاسمید-1شکل 

Figure 1. Binary pIG121-Hm plasmid carrying GUS, hpt and nptII genes. 
  

 و کوبی مایهآگروباکتریوم، ها، ریزنمونهسازي  آماده
در این آزمایش از گیاهان  :ها ریزنمونهکشتی  مه

تکثیر شده با ریزنمونه نوك )  ماهه2(اي  شیشه درون
که در حال پرآوري روي محیط کشت ) 24(شاخساره 

MS آدنین   بنزیلگرم در لیتر  میلی5/0 داراي)BA ( و
) NAA( نفتالن استیک اسید گرم در لیتر  میلی1/0

زیر هود در .  استفاده شدنمونه بودند، براي تهیه ریز
با طول (هاي دمبرگ داراي پهنک   ریزنمونه،لامینار

با و تهیه از این گیاهان ) متر  سانتی5/2 تا 5/1تقریبی 
 چگالی چشمی که GUS  آگروباکتریوم داراي ژن

)OD ( بود،  6/0 تا 5/0حدود  کوبی مایه محلولآن در
ایع کوبی شامل محیط کشت م محلول مایه. تلقیح شدند

MS 10  میکرومول استوسیرینگون،200 یا 100 داراي 
اتان سولفونیک اسید ) مورفولینو-ان(-2مول بافر  میلی

)MES(1 ،4گرم در لیتر   میلیBAگرم در  ، یک میلی
 گرم در لیتر  میلی1/0و ) TDZ(تیدیازورون لیتر 

 کوبی  مایه انجام شیوه.بود) IAA(ایندول استیک اسید 
هاي دمبرگ داراي پهنک   ریزنمونههبدین گونه بود ک

کوبی فرو  در محلول مایه دقیقه 20 یا 10مدت  بهرا 
برده و در شرایط تاریکی و در دماي اتاق تکان داده 

 اتوکلاو شده کاغذ صافی با ها ریزنمونهسپس، . شدند
صورت افقی روي سطح محیط  خشک شدند و به

کوبی  همسان با محیط کشت مایه(کشتی  کشت هم
 روز و 3 تا 2مدت  به)  گرم در لیتر آگار8ی داراي ول

 ها ریزنمونه سپس. در شرایط تاریکی قرار داده شدند

                                                
1- 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid= MES 

 مرتبه با آب سه و کردهاز روي محیط کشت جدا 
  .مقطر اتوکلاو شده، شسته شدند

 :ها شاخسارهمحیط کشت باززایی، گزینش و افزونگري 
 MS، از محیط کشت )22 (بر اساس پژوهش پیشین

 در لیتر گرم میلی BA ،1 در لیتر گرم میلی 4اراي د
TDZ ،1/0 در لیتر گرم میلی IAA براي باززایی 

.  شداستفاده ژاله دمبرگانتهاي از  شاخسارهمستقیم 
 را به محیط ها آنها،  بنابراین پس از شستن ریزنمونه

هاي  کننده کشت انگیزش و باززایی که افزون بر تنظیم
 بیوتیک  آنتی در لیترگرم میلی 10 داراي ،رشد یاد شده

 کردن رشد آگروباکتریوم براي خنثی 2هیدرات تري مروپنم
 روز در شرایط تاریکی منتقل 12 تا 10مدت  بود، به
 با مشابه به محیط کشت ها ریزنمونهسپس . شدند

 در لیتر گرم میلی 10 ولی داراي ،محیط کشت باززایی
 12 تا 10دت م  بههیگرومایسین گزینشی بیوتیک آنتی

منظور ادامه انگیزش و  روز در شرایط روشنایی به
 هاي شاخساره و نیز جلوگیري از رشد شاخسارهتشکیل 

 هاي شاخساره ،در ادامه. تراریخت انتقال یافتندغیر
هاي دمبرگ  ، را از انتهاي ریزنمونه3تراریخت احتمالی

 MS در محیط کشت ها آن جدا کرده و افزونگري
 در لیتر گرم میلی BA ،2/0 در لیتر گرم میلی 2داراي 
NAA ،10 10  وهیگرومایسین در لیتر گرم میلی 

هیدرات در شرایط   در لیتر مروپنم تريگرم میلی
   .روشنایی انجام شد

                                                
2- Meropenem trihydrate 
3- Putative transgenic shoots 
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 هاي شاخسارهپس از تولید :  تراریختهاي شاخسارهیید أت
شده با  هاي تراریخت تراریخت احتمالی در ریزنمونه

آزمون  با ها آن ژن در ژنوم ، وجود اینGUSژن 
 PCR تجزیههاي برگ و نیز   قطعه1شیمیایی  بافت

  روشمشابه شیمیایی بافتآزمون . بررسی شد
ابتدا . )16 (انجام شد )1987(جفرسون و همکاران 

 500  بالیتري  میلی5/1هاي  هاي برگ در تیوب قطعه
 20 که داراي GUSلیتر از بافر سنجش میکرو
ایندولیل -3-کلرو-4-برومو-5لیتر  یگرم در میل میلی

مولار   میلیX-Gluc( ،100 (2گلوکورونید-دي-بتا
  درصد20 و X-100 تریتون  درصد1/0بافر فسفات، 

 با سپس. قرار داده شدندبود،  pH=8متانول با 
ها در انکوباتور و در شرایط تاریکی و  مونه ننگهداري

 ها ، نمونهمدت یک شب  درجه سلسیوس به37ماي د
هاي آبی  لکهاز  شسته شدند و  درصد98اتانول با 

  ایجاد شده بودندGUSرنگ که توسط فعالیت آنزیم 
   .)16 (عکس گرفته شدبا میکروسکوپ دوچشم 

 استفادهبا  PCRبراي انجام آزمون  DNAاستخراج 
براي . )6 (انجام شد) 2005( و همکاران برندزناز روش 

 در GUS ،PCRیید انتقال و تلفیق قطعه ژن أت
 Peltier میکرولیتري در دستگاه 25هایی با حجم  واکنش

Thermal Cycler مدل MJ Research PTC-200 
 25از براي انجام یک واکنش مواد مورد نی. انجام شد

 dNTPs 10 میکرولیتر دو: PCRلیتري میکرو
مولار، یک میکرولیتر از هر کدام از آغازگرهاي  میلی
 GGT GGG AAA-´ : میکرومولار رو به جلو10

GCG CGT TAC AAG-3´5و برگشتی  :´-GTT 

TAC GCG TTG CTT CCG CCA-3´5 ،5/2 
   DNA میکرولیتر 2، یک تا x10میکرولیتر بافر 

)20-50 ng/µl( ،5/17 2/0 میکرولیتر آب مقطر و 

                                                
1- Histochemical assay 
2- 5-bromo-4-chloro-3-indolyl b-D-glucuronide 
(X-Gluc) 

 تهیه شده Taq DNA polymeraseلیتر آنزیم  میکرو
نش واک . کشور ژاپن بودTakara Shuzoاز شرکت 

: اي با تنظیمات دمایی ذیل انجام شد  چرخه36 در
 درجه 94سازي اولیه در دماي  مرحله واسرشته

سازي در   دقیقه، مرحله واشرسته3مدت  سلسیوس و به
 دقیقه، مرحله 1مدت   درجه سلسیوس و به94ي دما

 دقیقه، 1مدت   درجه سلسیوس به62 دماياتصال در 
ه سلسیوس  درج72غازگر در دماي مرحله بسط آ

 دقیقه و مرحله بسط نهایی آغازگر در دماي 2مدت  به
مقدار .  دقیقه انجام شد10 مدت  درجه سلسیوس به72
 میکرولیتر رنگ که 3 با PCR میکرولیتر از محصول 6

 درصد 25/0 درصد گلیسرول، 30شامل ترکیبات 
 درصد زایلن سیانول بود، 25/0برومو فنول بلو و 

 ریخته شد و سپس  ژليها آمیخته و در چاهک
  وپس از پایان الکتروفورز. الکتروفورز انجام گردید

با استفاده از دستگاه ، ژل با اتیدیوم برومایدآمیزي  رنگ
Light captureمدل  Cooled CCD camera 

 اندازه Ladderانجام شد و با کمک برداري  عکس
DNA) ϕX174/HaeIII و λ/HindIII( اندازه قطعه 

  .  تخمین زده شد،افزایش یافته
 تجزیهها براي  در همه آزمایش: ها  دادهتجزیه و تحلیل

 استفاده MSTAT-Cافزار آماري  ها از نرم آماري داده
 درصد با آزمون 5 سطح احتمال ها در شد و میانگین

   .اي جدید دانکن مقایسه شدند دامنهچند
  

  نتایج و بحث
 بیوتیک هیگرومایسین در تعیین غلظت کشنده آنتی

، 5هاي  بررسی اثر غلظت: هاي غیرتراریخت گیاهک
بیوتیک   بر لیتر آنتیگرم میلی 30 و 25، 20، 15، 10

هیگرومایسین براي تعیین غلظت کشنده آن در 
 هفته از کشت 4هاي غیرتراریخت پس از  گیاهک

شده  هاي کشت  درصد گیاهک85 نشان داد که ،ها آن
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یتر  در لگرم میلی 5 داراي MSدر محیط کشت 
هیگرومایسین سالم ماندند، ولی این میزان در غلظت 

در .  درصد بود40 در لیتر حدود گرم میلی 10
 در لیتر همه گرم میلی 30 تا 15هاي  غلظت
بنابراین با . هاي غیرتراریخت از بین رفتند گیاهک

 در لیتر حدود گرم میلی 10که در غلظت  توجه به این
   از بین رفتند هاي غیرتراریخت  درصد شاخساره60

از این غلظت براي گزینش گیاهان تراریخت از 
  ). 2شکل (غیرتراریخت، استفاده شد 

 باززایی درصد بر هیگرومایسینبیوتیک  آنتیاثر 
 GUSهاي ژنی  با توجه به این که در سازه: شاخساره

و رنگ گل ژن مقاومت به هیگرومایسین وجود 
ن بردن از بیبیوتیک با هدف داشت، از این آنتی

جلوگیري از باززایی  و غیرتراریختهاي  شاخساره

گرم در   میلی10 اثر غلظت نتایج بررسی. استفاده شد
نشان داد  شاخسارهبر میزان باززایی هیگرومایسین لیتر 
بیوتیک در   از آنتیدرنگ بی ،کشتی چه پس از هم چنان

 شود با نسبت شدیدي مانع استفادهمحیط باززایی 
 ولی شده، دمبرگ هاي ریزنمونه در رهشاخساباززایی 

 روز پس 12چه پس از باززایی اولیه و در حدود  چنان
 شود میتر   اثر زیان آن کم، شوداستفادهکشتی  از هم

هایی که تراریخت نبودند در محیط  نمونه .)2 شکل(
 پس از گذشت ،هیگرومایسینکشت باززایی حاوي 

 .بین رفتنداي در آمدند و از  چند هفته به رنگ قهوه
بیوتیک   از آنتیGUS هاي ژنبنابراین در انتقال 

 روز 12 ، بر لیترگرم میلی 10 به غلظت هیگرومایسین
  .  شداستفادهها  شاخسارهایی اولیه پس از بازز

  

  
  

’ ’Royal Soft Pink رقم ژالهگل  غیرتراریختهاي  هاي مختلف هیگرومایسین بر میزان از بین رفتن گیاهک اثر غلظت: راست -2شکل 
درنگ  افزودن بی:  ب واستفاده از هیگرومایسین در باززایی دوم: الف (گرم در لیتر هیگرومایسین  میلی10اثر غلظت : و چپ

هاي تراریخت احتمالی از   بر میزان باززایی شاخساره)بدون هیگرومایسین ( همراه با تیمار شاهد)هیگرومایسین به محیط کشت باززایی
دار تیمارها در سطح  دهنده اختلاف معنی ها نشان حروف متفاوت در بالاي ستون(’ ’Royal Soft Pink رقم ژاله دمبرگ در هاي ریزنمونه
  ). آزمون دانکن استبراساس  درصد 5احتمال 

Figure 2. Right: the effect of different concentrations of hygromycin on the amount dying of untransformed 
plantlets of gerbera cv. Royal Soft Pink and left: the effect of 10 mgL-1 concentration of hygromycin (A: the 
use of hygromycin in second regeneration and B: add immediately of hygromycin to regeneration medium) 
with control (without hygromycin) treatment on regeneration of putative transgenic shoots from petiole 
explants in gerbera cv. Royal Soft Pink (different letters indicate significant differences at P<0.05 among all 
treatments as determined by Duncan’s multiple range test.).  
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هاي پیشین آمده است،  چنان که در پژوهش هم
 براي گیاهان بسیار سمی هیگرومایسین بیوتیک آنتی

ها بر میتوکندري و  است و با اخلال در ساخت پروتئین
 کلروزیسگذارد و سبب  ها اثر می کلروپلاست بافت

آنزیم . شود  میها آنو نیز جلوگیري از رشد ) زردي(
سبب تجزیه  )hpt( فسفوترانسفراز هیگرومایسین
 شده و بنابراین گیاهان تراریخت با وجود هیگرومایسین
). 37( مانند  در محیط کشت سالم میهیگرومایسین

و همکاران  آسوات،  پژوهش حاضرهمسو با نتایج
میزان زیادي  گزارش کردند که گل داوودي به) 2004(
 هیگرومایسین حساس است و افزودن آن به غلظت به
حیط کشت سبب جلوگیري از باززایی  در مگرم میلی 5

. )4 (شود هاي دمبرگ می مستقیم شاخساره از ریزنمونه
همچنین در پژوهشی نشان داده شده که هیگرومایسین 

هاي  سبب کاهش و نیز جلوگیري از رشد جوانه
 و دايافزون بر این، ). 41( شده است 1 ایرانیسیکلامن

 2گزارش کردند که در گل نرگس) 2010(همکاران 
 در محیط کشت داراي ها ریزنمونهتمایزیابی 

  .)9 ( خیلی دشوار است،هیگرومایسین
هاي استوسیرینگون  کوبی و غلظت  مایههاي زماناثر 
ها نشان   دادهتجزیهنتایج  :GUS انتقال ژن کارآییبر 

  ها  مدت زمان تیمار ریزنمونهبرهمکنش اثر داد که 
   و )قه دقی20 و 10 هاي زمان (با آگروباکتریوم

 100 و 50هاي صفر،  غلظت(غلظت استوسیرینگون 
 انتقال  مورد بررسی برايصفاتهمه بر ) میکرومول

  بحثها آنبنابراین اثر متقابل  ،دار بود معنی GUS ژن
 این دو تیمار ساده شد و از آوردن اثر خواهد

 آمده است، 3 شکلچنان که در  هم. خودداري شد
   دمبرگ هاي زنمونهریماندن  ترین درصد سالم بیش

 با آگروباکتریوم در تیمار کوبی مایهپس از )  درصد95(
 از استوسیرینگون استفاده و بدون کوبی مایه دقیقه 10
 دقیقه 10 هر چند که با دیگر تیمارهاي ، آمددست به

                                                
1- Cyclamen persicum 
2- Narcissus tazetta var. chinensis 

 100 و 50 هاي غلظت در برهمکنش با کوبی مایه
ترین میزان  کم.  نبوددار معنیمیکرومول استوسیرینگون 

 و کوبی مایه دقیقه 20 در تیمار ،ها ریزنمونهسالم ماندن 
). 3 شکل( میکرومول استوسیرینگون مشاهده شد 100

 دمبرگ هاي ریزنمونه شاخسارهبررسی میزان باززایی 
   در تیمار ها ریزنمونه ،کوبی شده نشان داد که مایه
 میکرومول استوسیرینگون 100 و کوبی مایه دقیقه 10
)  درصد38 (شاخسارهترین میزان باززایی  اي بیشدار

 کوبی مایه دقیقه 20هستند ولی تنها با تیمارهاي 
 25/25 (شاخسارهترین میزان باززایی  کم. دار بود معنی

 50 و کوبی مایه دقیقه 20در تیمار برهمکنش ) درصد
 تیمار دو آمد و با دست بهمیکرومول استوسیرینگون 

  ). 3 شکل( نبود دار معنی بیکو مایه دقیقه 20دیگر 
نتایج این پژوهش نشان داد که برهمکنش بین 

ها با آگروباکتریوم و غلظت  مدت زمان تیمار ریزنمونه
ازاي  استوسیرینگون بر شمار شاخساره تولید شده به

هاي  رگه(ها  هر ریزنمونه و نیز شمار کل شاخساره
 ترین شمار بیش. دار است معنی) مستقل مستقل و غیر

 ،) شاخساره5/2(ازاي هر ریزنمونه دمبرگ  شاخساره به
کوبی در برهمکنش با   دقیقه مایه10در تیمارهاي 

 میکرمول استوسیرینگون 100 و 50هاي  غلظت
دار  دست آمد، هر چند که با تیمارهاي شاهد معنی به

 ترین شمار شاخساره همچنین کم). 4شکل (نبود 
در ) شاخساره 57/1(ازاي هر ریزنمونه دمبرگ  به

 هاي کوبی در برهمکنش با غلظت  دقیقه مایه20تیمارهاي 
شمار . دست آمد  میکرول استوسیرینگون به100 و 50

  ریزنمونه100دست آمده در تیمار  هاي به کل شاخساره
 دقیقه با آگروباکتریوم و با استفاده 10مدت  دمبرگ به

ترین   میکرومول استوسیرینگون داراي بیش100از 
 دقیقه 10 هر چند که با دیگر تیمارهاي ،ار بودمقد

شایان ذکر است که در ). 4شکل (دار نبود  معنی
 12پژوهش پیشین و در بخش ریزافزایی بیش از 

ازاي هر ریزنمونه دمبرگ داراي پهنک  شاخساره به
  ).21(دست آمده است  به
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با )  دقیقه20 و T =10(کوبی  و تیمارهاي مایه)  میکرومول100 و 50هاي صفر،  غلظت= A( اثر برهمکنش استوسیرینگون -3شکل 
 رقم ژاله) چپ(و میزان باززایی شاخساره ) راست(داراي پهنک هاي دمبرگ   بر درصد سالم ماندن ریزنمونهGUSآگروباکتریوم حامل ژن 

Royal Soft Pink’ ’)آزمون براساس  درصد 5  احتمالا در سطحدار تیماره دهنده اختلاف معنی  نشان،ها حروف متفاوت در بالاي ستون
  ).دانکن است

Figure 3. The interaction effects of acetosyringone (A=0, 50 and 100 mol) and inoculation treatments  
(T=10 and 20 min) with agrobacterium carrying GUS gene on staying healthy percentage of leafy petiole 
explants (right) and shoot regeneration (left) of gerbera cv. Royal Soft Pink (different letters indicate 
significant differences at P<0.05 among all treatments as determined by Duncan’s multiple range test). 

 

  
  

  )  دقیقه20 و T =10(کوبی  و تیمارهاي مایه) میکرومول 100 و 50فر، هاي ص غلظت= A( اثر برهمکنش استوسیرینگون - 4 شکل
   رقم ژاله  در)چپ(ها  شاخسارهو شمار کل ) راست(ازاي هر ریزنمونه   بهشاخساره بر شمار GUSبا آگروباکتریوم حامل ژن 

Royal Soft Pink’’ )آزمون دانکن استبراساس  درصد 5  احتمالدر سطحا دار تیماره دهنده اختلاف معنی  نشان،ها حروف متفاوت در بالاي ستون.(   
Figure 4. The interaction effects of acetosyringone (A=0, 50 and 100 mol) and inoculation treatments  
(T=10 and 20 min) with Agrobacterium carrying GUS gene on the shoot number per explant (right) and total 
shoot number (left) of gerbera cv. Royal Soft Pink (different letters indicate significant differences at P<0.05 
among all treatments as determined by Duncan’s multiple range test).  

 
ترین  شود، بیش  مشاهده می5  شکلچنان که در  هم

ترین میزان  و نیز بیش) هشاخسار 27(شمار رگه مستقل 
 ریزنمونه 100ازاي هر  به)  درصدGUS) 11بیان ژن 

ها  بی ریزنمونهکو  دقیقه مایه10دمبرگ در برهمکنش 
  میکرومول استوسیرینگون100و غلظت با آگروباکتریوم 

 این تیمار تنها با ،در مورد رگه مستقل.  آمدنددست به
رومول  میک50کوبی و غلظت   دقیقه مایه10 تیمار

که در میزان  دار نبود، در صورتی استوسیرینگون معنی

 این تیمار با سایر تیمارها تفاوت GUSبیان ژن 
 دقیقه 10هاي مستقل در  شمار رگه. داري داشت معنی
تر از مدت   با و بدون استوسیرینگون بیشکوبی مایه

همچنین،  ).5 شکل( بود کوبی مایه دقیقه 20زمان 
ازاي هر   بهشاخساره 5/14(ستقل ترین شمار رگه م کم

 75/2 (GUSترین فعالیت ژن  و نیز کم)  ریزنمونه100
 از استفادهکوبی بدون   دقیقه مایه20در تیمار ) درصد

  ).5 شکل(سیرینگون مشاهده شد استو
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با )  دقیقه20 و T =10(کوبی  و تیمارهاي مایه) میکرومول 100 و 50هاي صفر،  غلظت= A( اثر برهمکنش استوسیرینگون -5 شکل
’ ’Royal Soft Pink رقم ژالهدر ) چپ (GUSهاي با آزمون مثبت  و گیاهک) راست( بر شمار رگه مستقل GUSآگروباکتریوم حامل ژن 

  ). آزمون دانکن استبراساس درصد 5  احتمالدر سطحدار تیمارها  دهنده اختلاف معنی  نشان،ها حروف متفاوت در بالاي ستون(
Figure 5. The interaction effects of acetosyringone (A=0, 50 and 100 mol) and inoculation treatments  
(T=10 and 20 min) with agrobacterium carrying GUS gene on the independent line number (right) and 
percentage of plantlets with GUS positive test (left) of gerbera cv. Royal Soft Pink (different letters indicate 
significant differences at P<0.05 among all treatments as determined by Duncan’s multiple range test). 

  
هاي مرتبط به انتقال ژن، عواملی مانند در آزمایش

 با آگروباکتریوم و غلظت ها ریزنمونهمدت زمان تیمار 
یرینگون اثر چشمگیري بر راندمان و موفقیت استوس

به همین دلیل در این پژوهش تلاش شد که . آن دارند
 بر افزایش کارآیی ها آنبا بهینه کردن این دو عامل، اثر 

.  بررسی شودGUSتولید گیاهان تراریخت در ژن 
 با آگروباکتریوم یکی از ها ریزنمونهمدت زمان تیمار 

وهش بر سالم ماندن عواملی بود که در این پژ
 در هر شاخساره، تعداد شاخساره، باززایی ها ریزنمونه

گذار بود که در تمامی  انتقال ژن اثرکارآییریزنمونه و 
 20در تیمار .  دقیقه مناسب تر بود10ویژگی ها تیمار 

حالت پلاسیده  ها ریزنمونهکوبی برخی از  مایهدقیقه 
ساختار که  اینبا توجه به . پیدا کرده و از بین رفتند

 بافتی حساس با منافذ زیادي ژالهدمبرگ در برگ 
 در مدت بیش از ها ریزنمونهچه   بنابراین چنان،باشد می
، آسیب جدي تلقیح شوند آگروباکتریوم با دقیقه 10
 مشابه چنین موضوعی در زمان تیمار گندزدایی. بینند می

 ، مشاهده شدژاله دمبرگ در کشت بافت هاي ریزنمونه
 با افزایش زمان تیمار گندزدایی حتی در آب مقطر که

دلیل منافذ   بهها ریزنمونهگونه مواد شوینده  بدون هیچ
دیدگی   آسیب این سببکرده و آب زیادي جذب ،زیاد
همچنین در بخش ریزافزایی، بارها . شد  میها آن

گیاهان خارج از ی که از های ریزنمونهمشاهده شد که 
 ،شدند گندزدایی می کشت برايشیشه گرفته شده و 

ي دار معنی طور به ها آن در شاخسارهمیزان باززایی 
 ،تر بود  کم خیلی،اي شیشه درون هاي ریزنمونهنسبت به 

 ژاله ساختار دمبرگدهنده حساس بودن  که این نشان
با افزایش زمان افزون بر این، به احتمال . باشد می

ري از ت تیمار با آگروباکتریوم و حضور تعداد بیش
 سبب افزایش تعداد رخدادهاي ، باکتريهاي یاخته

 شود و 2 و نیز واکنش بافت به تنش زیستی1تراریختی
 کاهش شاخسارهها براي باززایی  نیز میزان بهبود یاخته

 و  کوندو نتایج این آزمایش،همسو با ).14 (یابد می
کوبی  گزارش کردند که مدت مایه) 2000(همکاران 

 به درون T-DNA انتقال کارآییآگروباکتریوم در 
ثر است و افزایش مدت آن ؤ م3 گیاه سیرهاي یاخته

                                                
1- Transformation events  
2- Biotic stress 
3- Allium sativum 
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  داردها ریزنمونهمانی  سبب اثر منفی بر نسبت زنده
 ها ریزنمونهکوبی   مدت زمان مایه، معمولطور به. )18(

). 27( دقیقه است 30 تا 15تر گیاهان حدود  در بیش
 ،چنان که در بخش نتایج مشاهده شد ولی هم

 دقیقه 10کوبی   با زمان مایهGUSترین بیان ژن  بیش
کوبی میزان آن   دقیقه مایه20 آمد و در زمان دست به

تواند  دلیل آن میزیاد  که به احتمال ،کاهش یافت
همچنین ). 3(هاي گیاهی باشد  کاهش زیوایی یاخته

 میزان ، با افزایش زمان تیمار با باکتري دارداحتمال
 با باکتري افزایش یافته و این امر ها ریزنمونهتماس 

موجب بروز تنش به ریزنمونه شده و در نتیجه کاهش 
 نظر به. شود  میشاخسارهتوانایی باززایی و ایجاد 

اي شود که در آن رسد این نتایج سبب ایجاد فرضیه می
شمار  تواند بهشود که هر یاخته گیاهی می فته میگ

   ).15(محدودي آگروباکتریوم بچسبد 
ثر بر انتقال ژن با آگروباکتریوم در ؤدیگر عوامل م

کوبی و   از استوسیرینگون در محیط مایهاستفاده ژاله
هاي   استوسیرینگون یکی از آمیخته. باشد کشتی می هم

هاي  هاي موجود در بافتترشح شده از محل زخم
عنوان یک انگیزاننده توانمند  گیاهی است که به

 و سبب شود می شناخته آگروباکتریوم  Virهاي  ژن
 گیاهان دولپه  در برخی از تراریختیافزایش کارآیی

  و39، 38، 32، 31، 30، 25، 20، 13 (شده است
 گیاهان در ، این است کهدهنده  نشانلهأمساین  ).40

 استفاده. دهندانتقال ژن به این ماده واکنش نشان می
کوبی و  هاي مایه از استوسیرینگون در محیط کشت

شتی براي افزایش فراوانی انتقال ژن توسط ک هم
و نیز سبب ) 33(اثبات شده است آگروباکتریوم 

همسو با ). 39( تراریختی شده است کارآییافزایش 

 در بخش نتایج این پژوهش مشاهده ،ها این گزارش
 در GUSترین میزان بیان موقت ژن  شد که بیش

 میکرومول استوسیرینگون در مقایسه با غلظت 100
 میکرومول آن و نیز تیمار بدون استوسیرینگون 50
در بررسی اثر برهمکنش مدت زمان .  آمددست به

کوبی با آگروباکتریوم و نیز میزان استوسیرینگون،  مایه
 میکرومول 100کوبی با   دقیقه مایه10در تیمار 

 GUSترین میزان بیان موقت ژن  استوسیرینگون بیش
  . مشاهده شد)  درصد11(

 شیمیایی بافت آزمون با ها شاخسارهراریختی بررسی ت
 T-DNA در قسمت GUSجا که ژن  از آن: PCRو 

توان ماهیت  باکتري قرار دارد بر این اساس می
.  باززایی یافته را اثبات کردهاي شاخسارهتراریختی 

هاي  هاي برگ گیاهگ  قطعهشیمیایی بافت آزمون
فعالیت  از نظر ها شاخسارهبازایی شده نشان داد که 

GUSدهد این ژن در   مثبت بودند که این امر نشان می
 35Sیافته و در کنترل پیشبر    تلفیقژالهژنوم گل 

شود  بیان می) P35S(ویروس موزائیک کلم گل 
 وم در ژنGUSردیابی ژن انتقالی همچنین ). 6شکل (

گیاهان تراریخت احتمالی به روش واکنش زنجیرهاي 
شده   از آغازگرهاي طراحیهاستفادبا ) PCR(پلیمراز 

. براي ابتدا و انتهاي ژن منتقل شده بررسی شدند
 کیلو 2/1 وجود باند PCR نتایج تجزیه و تحلیل

  هاي  راهک (ژالهجفت بازي را در گیاهان تراریخت 
هیچ .  را ثابت کردGUSوجود ژن ) 6 شکل در 4 تا 1

مشاهده ) شاهد (غیرتراریختگیاه  نواري در نمونه
  .نشد
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:  و چپGUSبا ژن ) پایین(و تراریخت ) بالا( غیرتراریخت ،’Royal Soft Pink‘  رقمژاله قطعه برگ شیمیایی بافت سنجش: راست -6شکل 
پلاسمید : DNA) λ/HindIII, ϕX174/HaeIII( ،P اندازه GUS) L :Laderشده با ژن   تراریختژالههاي   برگ گیاهکPCR ،DNA آنالیز

  ).’’Royal Soft Pink رقم ژالههاي تراریخت   نمونه4 تا 1و ) شاهد منفی (غیرتراریختهاي  گیاهک: C، )pIG121-Hm(کنترل مثبت 
Figure 6. Right: Histochemical assay of leaf segment of untransformed (up) and transformed (low) gerbera 
with GUS gene and left: PCR analysis of leaf DNA from transformed plantlets gerbera by GUS gene (L: size 
DNA ladder, P: positive control plasmid and C: untransformed plantlets and 1 to 4 examples of transgenic 
gerberas). 

  
  گیري کلی نتیجه

در این پژوهش، یک روش ساده و کارآمد با 
 هاي ره در ریزنمونهاستفاده از باززایی مستقیم شاخسا

 ژاله به GUSپهنک براي انتقال ژن  داراي دمبرگ

 مدت زمان  در تراریختیکارآییترین  ارائه شد و بیش
  استفاده ازکوبی با آگروباکتریوم و نیز  دقیقه مایه10

 . دست آمد به میکرومول استوسیرینگون 100
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