
 

 
 

 و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 
 1391پاييز و زمستان ، 2، شماره اولدوره 

 102-93 صفحه

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 اگروباكتريوم

 انتقال ژن
 اولئوسين-هاي اينترفرون گاماي انساني ژن

 كشاورزي مولكولي
 گلرنگ

 

 چكيده
 

 
 
 
 
 
 

اولئوسين به گياه گلرنگ  -هاي اينترفرون گاماي انساني انتقال ژن

  (Carthamus tinctorius L.) 

  3زاده ريمكقاسم ، ∗2جواران جلاليمختار ، 1يقطين اطهر
 

 كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس بيوتكنولوژيدانشجوي كارشناسي ارشد  -1
 كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس بيوتكنولوژيدانشيار گروه اصلاح نباتات و  -2
 كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس بيوتكنولوژيدانشيار گروه اصلاح نباتات و  -3

 jalali.mokhtar@gmail.com :الكترونيكي پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )9/8/91 :پذيرش تاريخ - 3/2/90 :دريافت تاريخ(

 
 
 

 فناوري زيست. استفاده از گياهان به عنوان منبع توليد دارو از قديم مورد توجه بشر بوده است
در . ي با ارزش دارويي در گياهان توليد شودها كند كه پروتئين اين امكان را فراهم مي پيشرفته

اولئوسين كه تحت پيشبرنده بذري -تركيب سازه ژني اينترفرون گاماي انساني پژوهشاين 
Napin  در پلاسميدpBI121  و در آزمايشگاه بيوتكنولوژي كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس

. دشه گياه گلرنگ منتقل انتقال يافته بود، ب LBA4404كلون شده و به اگروباكتريوم سويه 
 ندمورد استفاده قرار گرفتپديده براي تراريزش  زراعي اي از گياه گلرنگ رقم هاي لپه ريزنمونه

همراه با  MSبر روي محيط  هگياهان تراريخت. احتمالي به دست آمد هو تعدادي گياه تراريخت
گرم  ميلي 40و نيز  TDZ گرم در ليتر ميلي 1و  NAAگرم در ليتر  ميلي 09/0حاوي  B5ويتامين 

با استفاده از  )T0( همولكولي گياهان تراريخت تجزيه. شدند انتخابدر ليترآنتي بيوتيك كانامايسين 
ه ، وجود سازه ژني اينترفرون گاماي انساني به همراه اولئوسين را در گياهان تراريختآر.سي.پي

 .ييد كردتا
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

هاي توليد پروتئين، در مقايسه با  عنوان سيستم استفاده از گياهان به
صـرف   -1: دارداز قبيل موارد زيـر  اي  ها مزاياي ويژه ساير سيستم

هـاي توليـد    سيسـتم نسـبت بـه سـاير سيسـتم      اينهزينه كمتر در 
نيـاز بـه سـاختار     -2 .پروتئين حيوانات، فرمانتورها و بيورآكتورها

و تخصص كمتـر جهـت كاشـت، داشـت و برداشـت، و در       ساده
زاي مشـترك   بيماري عواملعدم وجود  -3. مجموع كار با گياهان

در گياهـان و عـدم احتمـال    ... با انسان از قبيل پريـون، ويريـون و  
عـالي در توليـد    گياهـان توانـايي   -4 .سازي محصول نهـايي  آلوده

يلاسيون صحيح و هاي يوكاريوتي با تاخوردگي و گليكوز پروتئين
 ).Horn et al., 2004(فعاليت قابل قبول 

پـذير اسـت، امـا بيـان      هاي مختلف گياهي امكان ن در بافتبيان ژ
بـالا و   جب تجمع پايـدار آن در غلظـت نسـبتا   پروتئين در بذر مو
سـازي و اسـتخراج    شـود كـه بـراي ذخيـره     ميحجم كم و فشرده 

پروتئين نوتركيـب در   از بذور روغني و بيان استفاده .مناسب است
تركيب با اولئوسين تمام مزاياي بيان در بذر از جمله ظرفيت بالاي 

تـر سـهولت در تخلـيص را     توليد، افزايش پايداري و از همه مهـم 
هـاي   گيري صحيح پـروتئين بـه انـدام    اولئوسين سبب هدف. دارد

تـر از آن   و ارزان تـر  راحـت روغني بذر شـده و سـبب اسـتخراج    
 ). Van Rooijen and Moloney, 1995( شود مي

داراي بذر روغنـي   گياهيك ) .Carthamus tinctorius L(گلرنگ 
دانه . شود است كه امروزه با هدف استخراج روغن از آن كشت مي

پـروتئين   درصد 20تا  12روغن و  درصد 40تا  25گلرنگ داراي 
وجود سطوح ). Yazdi-Samadi and Abd-Mishani, 2007( است
اسيدهاي چرب غيراشباع لينولئيك و اولئيـك در روغـن   از  بالايي

بذر گلرنگ سبب كيفيت مرغوب آن شده و از نظر مواد  ازحاصل 
 ,Dajue and Mündel(سازد  مغذي با روغن زيتون قابل مقايسه مي

1996.( 
هاي رويشـي گيـاه، پايـداري در     خودگشني، خوراكي نبودن بخش

ت پـايين گلرنـگ   و خشـك و سـطح زيـر كش ـ    گرمآب و هواي 
)Singh and Nimbkar, 2007( عنوان گيـاه ميزبـان    سبب شد تا به

جهت انتقال ژن اينترفرون گاماي انساني در تركيـب بـا اولئوسـين    
 . انتخاب شود

هايي هستند كه ارزش درماني بالايي  ها از جمله پروتئين اينترفرون

 ـ. به اثبـات رسـيده اسـت    دارند و خواص ضد ويروسي آنها د تولي
هــا و  اينترفــرون گامــا در بــدن در واكــنش بــه فعاليــت ميكــروب

عنــوان عامــل مختــل كننــده  دهــد و بــه محصــولات آنهــا رخ مــي
 Kontsek and(شـود   ها شناخته مـي  همانندسازي و رشد ويروس

Kontsekova, 1997.(     علاقـه شـديدي   به همين علـت اسـت كـه
بـه  . ن وجود داردبراي توليد اينترفرون از منابع دائمي، ايمن و ارزا

 20-25(اين جهت كه اين پـروتئين وزن زيـادي نـدارد     ازعلاوه 
، جهت انتقال در تركيب با )Sareneva et al., 1996) (كيلو دالتون

 . )Ling, 2007( رسد اولئوسين مناسب به نظر مي
 GUSبا روشن شدن ايـن مسـئله كـه اتصـال ژن اولئوسـين و ژن      

هدف گيري صحيح پـروتئين   تحت كنترل پيشبرنده بذري موجب
شود، اين فرضيه به وجود آمد كـه   توليد شده به اجسام روغني مي

گيـري پـروتئين     شايد بتـوان پـروتئين اولئوسـين را بـراي هـدف     
چنـين سيسـتمي روشـي بسـيار     . خارجي مورد اسـتفاده قـرار داد  

مناسب براي ذخيره پروتئين نوتركيب در اجسام روغني بـذر و در  
 ـ  راحت تخليصنتيجه   Van(كنـد   ه مـي تر پروتئين نوتركيـب اراي

Rooijen and Moloney, 1995.( 
 

  ها روش و مواد

سـوش   Agrobacterium tmefaciensاز بـاكتري   پـژوهش در اين 
LBA4404  جهـــت انتقـــال تركيـــب ســـازه ژنـــي اينترفـــرون 

اولئوسين تهيه شده توسط باقري و همكـاران در آزمايشـگاه   -گاما
كده كشاورزي دانشگاه تربيت مـدرس اسـتفاده   بيوتكنولوژي دانش

مقاومـت بـه     اين بـاكتري داراي ژن . )Bagheri et al., 2008(شد 
بـه  . آنتي بيوتيك كانامايسين جهت بيان در بـاكتري و گيـاه اسـت   

و ) bp500(هــاي اينترفــرون گامــا  عــلاوه ايــن بــاكتري داراي ژن
لادسـتي ژن  بوده و ژن اولئوسـين در ناحيـه با  ) bp900(اولئوسين 

 ).1شكل (اينترفرون قرار گرفته است 
انجــام شــد  Colony PCRييــد وجــود ژن در بــاكتري، جهــت تا

آغازگرهــاي اختصاصــي مســتقيم و معكــوس مــورد ). 1جــدول (
هاي اولئوسـين و اينترفـرون گامـا     استفاده، به ترتيب مربوط به ژن

 عبارت هستند از وبوده 
′3-ATGACGGATACAGCTAGAACUGGATCCUTT -′F: 5 
′3-TTAGGACCGACCGTTTTGGAUGAGCTCUCAT-′5R:  
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 )دقيقه(مدت زمان      
Time (min) 

 oC حرارت      
Temperature (oC) 

 مرحله     
phase 

 تعداد چرخه     
cycles 

5 95 
Hot start 

 1 سازي اوليه واسرشت

1 95 
Denaturation 

 سازي واسرشت  

30 1 62 
Annealing 

 اتصال آغازگر   

1.5 72 
Extension 

 گسترش      

10 72 
Final Extension 

 1 گسترش نهايي    

 
LB0Fبه منظور كشت باكتري و گياه بـه ترتيـب از محـيط كشـت     

۱ 
)Bertani, 1951 ( و محيط كشتMS 1F

۲ )Murashige and Skoog, 

 ,.Gamborg et al( B5هاي محيط كشت  راه ويتامينبه هم) 1962

هاي استرپتومايسين و سفوتاكسيم  آنتي بيوتيك. استفاده شد) 1968
نيز به ترتيب جهت گزينش اگروباكتريوم در محيط كشت بـاكتري  

 . و گياه مورد استفاده قرار گرفت

، بذرهاي گلرنگ رقم زراعي پديده كـه از   به منظور تهيه ريزنمونه
ه اصلاح و تهيه نهال و بذر كرج تهيه شده بود، ابتدا توسـط  مؤسس
 1و پس از يك بار آبشويي به وسيله هيپوكلريت  درصد 70اتانول 
بـار توسـط آب مقطـر اسـتريل      3ضدعفوني شـده، سـپس   درصد

بذرها بعـد از خشـك شـدن بـر روي كاغـذ صـافي        .آبشويي شد
                                                           

1- Lauri and Bertani 
2- Murashige and Skoog 

زنـي كـه حـاوي محـيط كشـت       استريل، در محيط كشـت جوانـه  
MS2/1 هاي گياهي بود، كشـت شـدند و در اتـاق     بدون هورمون

سـاعت تـاريكي در    8ساعت روشـنايي و   16رشد با دوره نوري 
ــاي  روز  6بعــد از . نگهــداري شــدندگــراد  درجــه ســانتي 25دم

روز بـر   2اي پس از حذف جوانه انتهـايي بـه مـدت     هاي لپه برگ
 حــاوي هورمــون قــرار داده) =MS )8/5pHروي محــيط كشــت 

گرم در ليتـر   ميلي 09/0هاي مورد استفاده به ميزان  هورمون. شدند 
NAA  گـرم در ليتـر    ميلي 1وTDZ  جهـت  . رفتـه شـد  در نظـر گ

هـاي سـازه اينترفـرون     ، كشت اگروبـاكتريوم حـاوي ژن  تراريزش
اولئوسين كه توسط باقري و همكـاران تهيـه شـده    -گاماي انساني

گرم در ليتر كانامايسـين در   ميلي 50 مايع داراي LBبود، در محيط 

و  Pnos، ژن اولئوسين، جايگاه برش و ژن اينترفرون گاما، Napinحاوي پيشبرنده  pBI121-IFN-γ-Oleosinتصوير شماتيك سازه  -1شكل 
Tnos : پيشبرنده و خاتمه دهندهNos ،Pnap : پيشبرندهNapin. 

Figure 1- schematic diagram of pBI121-IFN-γ-Oleosin construct contaning Napin promoter, oleosin gene, cleavage site 
and γ-interferon gene, Pnos and Tnos: nos promoter and terminator, Pnap: Napin promoter. 

 .اولئوسين –هاي اينترفرون گاما  جهت تكثير ژنآر .سي.شرايط پي -1جدول 

Table 1- PCR conditions to amplify interferon gamma-oleosin. 
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2Fدهنـده  بر روي تكان گراد درجه سانتي 28دماي 

۳ rpm 200   انجـام
هاي باكتري در محيط  رسوب سلول). Bagheri et al., 2008(شد 

3Fسازي اگروباكتريوم مخصوص آلوده

همـراه   MSهاي  شامل نمك ٤
ــا  ــرم  20ب ــوكز گ ــورت  ) =2/5pH(گل ــه ص ــون ب ــد هورم و فاق

ــد ــزشه و جهــت سوسپانســيون در آم  .از آن اســتفاده شــد تراري
دقيقــه در محــيط سوسپانســيون  10اي بــه مــدت  هــاي لپــه بــرگ

اگروباكتريوم قرار داده شدند و سپس بـه محـيط هـم كشـتي كـه      
گـرم در ليتـر    ميلي 09/0و حاوي  B5همراه با ويتامين  MSمحيط 
NAA  ميلي گرم در ليتر  1وTDZ بيوتيك بوده انتقال  و فاقد آنتي

مـدت زمـان نگهـداري در ايـن محـيط و در شـرايط       . دا كردندپي
سـاعت در نظـر گرفتـه     48، گراد درجه سانتي 25تاريكي و دماي 

ها بايد دقت شود تـا مريسـتم    در هنگام آماده سازي ريزنمونه. شد
زيرا به دليل رشد سـريع، بـا   . انتهايي، در انتهاي دمبرگ باقي نماند

علاوه چنانچه انتهاي دمبرگ بيش  به. شود آنتي بيوتيك كنترل نمي
بهتـرين مـدت    .شـود  از حد قطع گردد، از توان باززايي كاسته مي

هاي گلرنگ با سوسپانسـيون باكتريـايي،    زمان تماس قاعدة دمبرگ
). Sankara Rao and Rohini, 1999(گزارش شده است دقيقه  10

 زايـي  ها به محـيط القـاي شـاخه    كشتي، ريزنمونه پس از مرحله هم
گـرم در ليتـر    ميلـي  200حاوي همان تيمار هورمـوني بـه همـراه    

بيوتيـك   گـرم در ليتـر آنتـي    ميلـي  40بيوتيـك سفوتاكسـيم و    آنتي
كانامايسين انتقال يافته و هر سـه هفتـه بـه محـيط جديـد مشـابه       

هـاي   هـا از قاعـده دمبـرگ    نوسـاقه  هفته، 6پس از . دندشواكشت 
 05/0شـاخه حـاوي   اي جدا شـده و بـه محـيط طويـل شـدن       لپه

4Fگرم در ليتر كينتين ميلي 1و  NAAگرم در ليتر  ميلي

. انتقال يافتند ٥
 ـ   ر سـطح محـيط كشـت    به منظور بررسي گياهان بـاززايي شـده ب

ژنوم گياهي ي ا.ان.جهت استخراج دي) هتراريخت احتمالا(انتخابي 
). Ausubel et al., 1994(مورد استفاده قرار گرفت  CTABروش 

اي اسـتخراجي  .ان.اطمينان از كيفيت و كميـت دي پس از حصول 
آر و آغازگرهاي اختصاصـي انجـام   .سي.تكثير آن توسط روش پي

 درصـد  1در نهايت قطعات تكثيـر شـده بـر روي ژل آگـارز     . شد
  .مورد بررسي قرار گرفتند

 
                                                           

3- Shaker 
4- Infection Medium 
5- kinetin 

  بحث و جينتا

ــدا  ــوردر ابت ــا   حض ــرون گام ــي اينترف ــازه ژن ــين در -س اولئوس
  ).2شكل (شد اگروباكتريوم تأييد 

در محـيط   گرم در ليتر ميلي 40بيوتيك غلظت  آنتيكمترين ميزان 
) شاهد(هاي غير تلقيح شده  كشت باززايي بود كه در آن ريزنمونه

اي  ها به رنگ زرد و قهوه قادر به رشد نبودند و به تدريج ريزنمونه
 ).3شكل (درآمده و از بين رفتند 

روز بر روي محيط هم كشـتي قـرار گرفتـه و     3تا  2، ها ريزنمونه
گرم در  ميلي 40حاوي كانامايسين (سپس به محيط كشت انتخابي 

منتقـل   )بدون هورمـون و گرم در ليتر  ميلي 200ليتر و سفاتوكسيم 
هايي  هاي تلقيح شده، جوانه پس از دو تا سه هفته، ريزنمونه. شدند

هاي  كه هيچ گونه باززايي بر روي ريزنمونه  در حالي. دتوليد كردن
 .ديده نشد) بدون تلقيح با اگروباكتريوم(شاهد 

ها هر سه هفته يكبار بـه محـيط جديـد مشـابه واكشـت       ريزنمونه
هاي توليد شده بر روي محـيط گزينشـگر    تعدادي از جوانه. شدند

عـدم   ، سبز و زنـده مانـده و بقيـه بـه علـت     )بيوتيك حاوي آنتي(
به ). الف-4شكل (رفتند  دريافت ژن مقاومت به كانامايسين از بين 

ژن  بـاززايي شـده احتمـالا    هاي زنده مانـده و  رسد نوساقه نظر مي
دريافـت  بيوتيـك را   و مقاومت بـه آنتـي   اولئوسين-اينترفرون گاما

 ).ب-4شكل (اند  كرده
كه در اين شرايط سبز باقي ماندند، به محيط كشـت   اييه ريزنمونه

 گـرم در ليتـر سفوتاكسـيم و    ميلـي  200حاوي (سازي ساقه  طويل
منتقل ) kinetinگرم در ليتر  ميلي 1و  NAAگرم در ليتر  ميلي 05/0

در نهايت تعـدادي نمونـه كـه در محـيط بـدون      ). 5شكل (شدند 
ده بودند، پس از طويل شدن بـر روي محـيط   دار ش هورمون ريشه

 ).6شكل (مربوطه، به پرليت و خاك سبك منتقل شدند 
5Fاحتمـالي  هتراريخت گلرنگگياهان 

روي محـيط   انتخـاب پـس از   ٦
اختصاصـي  با آغازگرهـاي  آر .سي.، به وسيله پيكانامايسينحاوي 

با اين آغازگرهـا  آر .سي.نتيجه پي. بررسي بيشتر قرار گرفتند مورد
قابـل تشـخيص    هبود كه در گياهان تراريخت bp 1400تكثير قطعه 

  ).7شكل (نشد باندي مشاهده  هاست، ولي در گياهان غيرتراريخت

هـاي تلقـيح شـده     نشان داد كه ميزان باززايي در نمونـه  ها آزمايش
 علل دقيـق مربـوط   . هاي غير تلقيح شده است بسيار كمتر از نمونه

                                                           
6- Putative Transgenic Plants 
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شود ممكن است يكـي   به اين امر شناخته شده نيست، اما گفته مي
6Fاز دلايل آن ايجاد واكنش فوق حساسيت

۷ (HR) هاي  در ريزنمونه
 ,.Orlikowska et al(گلرنگ در مواجهه بـا اگروبـاكتريوم باشـد    

هـاي دفـاعي گيـاه     اسـخ واكنش فوق حساسيت يكـي از پ ). 1995
به سرعت سبب مرگ سلولي نواحي اطراف محـل   بيشتراست كه 

آلودگي شده و موجب تجمع مـواد ضـد ميكروبـي در آن بخـش     

                                                           
7- Hypersensitive Reaction 

شـوند   هـاي آسـيب ديـده نكـروزه مـي      شود و در نهايت سلول مي
)Richter and Ronald, 2000.(     به طور معمـول در انتقـال ژن بـا

سـيرينگون سـبب افـزايش خاصـيت     اگروباكتريوم به گياهان، استو
شود  در گياهان مي تراريزشزايي و در نتيجه افزايش بازده  بيماري

)Stachel et al., 1986 .( دهـد كـه احتمـالا     شان مين ها هش.پژاما
ــدن    دارد ــال ش ــيت موجــب غيرفع ــوق حساس ــنش ف ــاد واك ايج

 در . گلرنـگ نـدارد   تراريـزش بر  اثريزايي باكتري شده و  بيماري

 ماركر مولكولي: Mكنترل منفي، : -C ؛Colony PCRاولئوسين در اگروباكتريوم به روش -تأييد حضور سازه ژني اينترفرون گاما -2ل شك
Ladder Mix )داراي ژن اگروباكتريومهاي  چاهك: 3و  2، 1، )شركت فرمنتاز. 

Figure 2- colony PCR analysis of interferon gamma-oleosin of agrobacterium; C-: negative control, M: Ladder Mix, lane 
1, 2 and 3: agrobacterium containing genes. 
 

 .ميلي گرم در ليتر كانامايسين 40هاي غير تراريخته گلرنگ در محيط حاوي  عدم باززايي و از بين رفتن ريزنمونه -3شكل 
 Figure 3- noregeneration and destroying of safflower explants in medium containing 40 mg l-1 kanamycin. 
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نتايج مشـابهي توسـط   تراريزش مورد عدم تأثير استوسيرينگون بر 
Rohini  وRao  آمده است  دستبه)Rohini and Sankara Rao, 

به همـين علـت استوسـيرينگون در ايـن آزمـايش مـورد       ). 2000
  .استفاده قرار نگرفت

محيط كشت سـبب   آنتي بيوتيك كانامايسين در وجوددر مجموع 

شود  مي هو غير تراريخت هكاهش رشد و باززايي در گياهان تراريخت
)Rohini and Sankara Rao, 2000 (رسد اين امر بـه   و به نظر مي

جهـت انتقـال ژن،   . بيوتيـك باشـد   بازدارندگي آنتـي  اثرهايعلت 
اي نسـبت بـه بـاززايي بـه      باززايي مستقيم گياه از قطعات برگ لپه

 بـه ايـن   . رسـد  تر به نظـر مـي   ل كالوس بسيار مناسبواسطه تشكي

 هاي باززايي شده احتمالاً تراريخته جوانه) هاي غير تراريخته گلرنگ بر روي محيط گزينشگر؛ ب سفيد شدن و از بين رفتن جوانه) الف -4شكل 

Figure 4- a) white regeneration of non-transformed plants on screening medium; b) putative transformed plants 
 

 .هاي باززايي شده گلرنگ به محيط طويل سازي انتقال ريزنمونه -5شكل 
 Figure 5- transferring of regeneration plant to shoot elongation medium 

 

 خاكپرليت و دار شده گلرنگ به  هاي ريشه انتقال گياهچه -6شكل 

 Figure 6- transferring of rooted plants to perlit and soil 
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7Fعلت كه تغييرات سوماكلونال

تـوان   ناشي از كشت كالوس را مي ۸
 ).Ying et al., 1992(با استفاده از اين روش حذف كرد 

هـا يـا    هـايي ماننـد بافـت    اي شدن به معني ظهور ناهنجاري شيشه
ي، آغشته به آب، ضخيم، نيمه شفاف و هايي با ظاهر غيرطبيع اندام

گلرنـگ  ). Gaspar, 1991(شكننده در كشت بافت گيـاهي اسـت   
يك گياه مخصوص نواحي خشك و نيمه خشك و گـرم اسـت و   

به همين علـت  . تواند به خوبي از سد شرايط كم آبي عبور كند مي
يكـي از  . دهـد  ش نشان ميبه افزايش ميزان رطوبت در محيط واكن

اي شدن است  م وجود رطوبت اضافي در محيط، شيشهاولين علاي
ايـن پديـده بـه    ). 8شـكل  (كه با كلروز و نكروز گياه همراه است 

ايجاد شرايط بهينه در دما، تركيبات محيط كشـت و   توسطراحتي 
سـازي   به همين علت استفاده از محيط طويل. شود تهويه كنترل مي
سيتوكنين پـايين و نيـز اسـتفاده از     و MS هاي نمكحاوي تركيب 

سبب شد اين پديده ) Debergh et al., 1992(آگار به جاي فيتاژل 
 . به شدت كاهش يابد

در  BAPاز  استفادهنسبت به  NAAدر تركيب با  TDZاستفاده از 
 Debergh(شود  ، سبب باززايي بهتر در گلرنگ ميNAAتركيب با 

                                                           
8- Somaclonal Variation 

et al., 1992 .(   هورمـون گيـاهيBAP   اي شـدن را   پديـده شيشـه
هـاي قـوي را    توليـد گياهچـه   TDZدر حالي كـه  . دهد افزايش مي
همچنين وجـود  ). Orlikowska and Dyer, 1993(كند  تقويت مي

IBA    شـود   اي شـدن مـي   در محيط كشت، سـبب افـزايش شيشـه
)Sankara Rao and Rohini, 1999( .بهتــرين تركيــب تيمــاري 

8Fجهت القاي باززايي در گلرنگ كـه يـك گيـاه علفـي    

بـه شـمار    ۹
در صـورتي كـه بـه طـور     . اسـت  TDZو  NAAرود، تركيـب   مي

9Fگياهان چوبي كردنجهت باززا  TDZمعمول 

د رو بـه كـار مـي    ۱۰
)Huetteman and Preece, 1993.(  

سن گياه مادري جهت تهيه ريزنمونـه بـه منظـور القـاي بـاززايي      
روزه خيلـي بيشـتر از    7تـا   4هـاي   ريزنمونـه . فراوان دارد اهميت

 Nikam(شوند  روزه باززا مي 15تا  8روزه و  3تا  2هاي  ريزنمونه

and Shitole, 1999( . سـن گيـاه مـادري بـر      اثـر نتايج مشابهي از
، لوبيا )Paterson and Everett, 1985(ميزان باززايي در آفتابگردان 

 .گزارش شده است) Angelini and Allavena, 1989(و نخود 
  جملـه توان گفت باززايي مطلوب گلرنگ به عوامل مختلفي از  مي

                                                           
9- Herbaceous 
10- Woody Species 

 بـدون (كنتـرل منفـي   : -C، چاهك )شركت فرمنتاز(  Ladder Mixماركر مولكولي: M ؛آر.سي.اي ژنومي با استفاده از تكنيك پي.نا.آناليز دي -7شكل 
ژنـومي اسـتخراج شـده از گياهـان     اي .ان.دي :3و  2هـاي   اي ژنومي گياه غير تراريخته، چاهـك .ان.دي: 1كنترل مثبت، چاهك : +C، چاهك )اي.ان.دي

 .اولئوسين-اي اينترفرون گاماه تراريخته حاوي ژن
 Figure 7- PCR analysis of transgenic plants; M: Ladder Mix, C-: negative control, C+: positive control, lane 1: genomic 

DNA of non-trnasformed plant, lane 2 and 3: extracted  genomic DNA of  putative transgenic plant containing genes. 
interferon gamma-oleosin. 
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، سـن گيـاه مـادري، محـل تهيـه ريزنمونـه و انـدازه        گياهژنوتيپ 
هيچ موفقيتي  هشپژوبه عنوان مثال در اين . ريزنمونه بستگي دارد

گياهان از هيپوكوتيل و برگ ارقام مورد استفاده بـه   كردندر باززا 
همچنين به طور تجربي بهترين سن جهـت بـاززايي،   . دست نيامد

به علاوه باززايي و توليد . روزه شناخته شدند 7تا  5هاي  ريزنمونه
اي كامـل و   هـاي لپـه   نوساقه فقط در ناحيه قاعده ريزنمونـه بـرگ  

نيز حاصل  ها پژوهشبرش اتفاق افتاد و نتايج مشابه از ساير بدون 
 ).Basalma et al., 2010(شده است 
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 .اي شده گلرنگ شيشه) طبيعي و ب) الف  اي از گياهچه نمونه -8شكل 
 Figure 8- sample of a) normal and b) vitrified plant 
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