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)19/6/95:پذیرشتاریخ-3/5/95:دریافتتاریخ(

خصوصیات دارویی بسیار مهمی یک سبزي خوراکی بوده و از) Allium stipitatum(موسیر 
سازي یک سیستم باززایی و تراریزش کارآمد در این گیاه جهت بنابراین بهینه. برخوردار است

هاي جنین، دراین مطالعه، ریزنمونه. بهبود و اصلاح آن از طریق مهندسی ژنتیک ضروري است
مختلفی از تنظیم هاي حاوي غلظتMSاي موسیر درمحیط کشت پیاز و ریشه درون شیشهطبق

ها با ریزنمونه. منظور القاء کالوس و باززایی کشت شدندبهBAو NAA ،2,4-Dهاي رشد کننده
حاوي ژن pBI121ناقلدارايAgrobacterium tumefaciensباکتري LBA4404سویه 

نتایج نشان داد که ریزنمونه طبق پیاز نسبت به جنین و ریشه . تراریزش شدندgusگزارشگر 
در ریزنمونه طبق پیاز و در ) درصد100(زایی و باززایی بالاتري داشت و بیشترین باززایی کالوس

، صورت NAAگرم در لیتر به همراه یک میلیBAگرم در لیترحاوي پنج میلیMSمحیط کشت 
اي پلیمراز انجام شد و وجود این ژن را در ، واکنش زنجیرهgusبه منظور اثبات حضور ژن . گرفت

پاسخ مثبت داده بودند، اثبات gusر دو ریزنمونه جنین وطبق پیاز، که به آزمون هیستوشیمیایی ه
بااستفاده ازآغازگرهايهمچنین عدم آلودگی ناشی از آگروباکتریوم در گیاهان تراریخته . کرد

در این تحقیق کارایی تراریزش. تأیید شداي پلیمراز به کمک واکنش زنجیرهvirGاختصاصی ژن 
.درصد محاسبه شد6/6درصد و در ریزنمونه طبق پیاز10در ریزنمونه جنین 

هاي کلیديواژه
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مقدمه
از Allium stipitatumو نام علمی shallotموسیر با نام انگلیسی 

هایش باریک و دراز برگ. است) Amaryllidaceae(ها تیره نرگس
صورتی یا مایل به و به رنگها کوچکگل، رنگ سبز تیرهه بو

دهنده ظاهر اي گلانتهاي ساقه استوانهدرصورت یک چترسبز به
از نظر ترکیبات شیمیایی داراي . هاي آن سیاه استو دانهشودمی

آلیساتین -که شامل آلیسیناستدرصد اسانس 1- 06/0حدود
از . استگوگردي دو ترکیبدي سولفیدو-آلیل پروپیلدو،ویک 

و صنایع دارویی ) ماست موسیر، ترشی(صنایع غذاییموسیر در 
دارد اي قابل ملاحظهت اقتصادي یو از این رو اهمشود استفاده می

)Kheikhah and Dadkhah, از اسانس موسیر در صنایع ). 2013
خوزانی رضاییطوري که شود، بهنیز استفاده می) شامپو(بهداشتی 

نشان دادند عصاره تام موسیر داراي اثرهاي ) 1391(و همکاران 
داروهاي توان در آینده آن را جایگزین ضد باکتریایی بوده و می

موسیر ایرانی ضد دیابت بوده و .تریایی شیمیایی کردضد باک
اثرش را از طریق افزایش ترشح انسولین و کاهش خروج گلوکز 

کند کبدي با سرکوب فسفوانول پیروات کربوکسی کیناز اعمال می
)Arsalandeh et al., هاي مهم در ایران یکی از استان). 2012

سطح زیر کشت حدود تولید کننده این محصول استان کرمانشاه با
تن در هکتار است 5/1- 1هکتار و عملکرد حدود 12

)www3.as.irna.ir/faNews/80772912.(
ــرین    ــرآوري از مهمت ــطح ف ــازار و س ــاي ب ــی، تقاض ارزش داروی

طبـق گـزارش   . هاي سـنجش اقتصـادي یـک گیـاه اسـت     شاخص
سازمان خواربار جهانی، ارزش تجارت گیاهان دارویی که در حال 

2050دود صـد میلیـارد دلار در سـال اسـت، در سـال      حاضر ح ـ
کشـور ایـران بـا    . میلادي به رقم پنج تریلیون دلار خواهـد رسـید  

داشتن شرایط اقلیمی و تنوع گیاهی بـه مراتـب بهتـر از اروپـا، در     
میلیون دلار از تجـارت جهـانی گیاهـان    90تا 60حال حاضر تنها 

متــرین گیاهــان از مه. دارویــی را بــه خــود اختصــاص داده اســت
هـاي گذشـته موسـیر، زیـره سـبز،      دارویی صادراتی ایران در سال

طور کلـی بـه کشـورهاي اروپـاي غربـی و      بوده که به... آویشن و 
اروپاي شـرقی و امریکـا، هندوسـتان و کشـورهاي حـوزه خلـیج       

,Kashfi Bonab(شود فارس صادر می 2010 .(

گیـاهی، کشـت   هاي مهـم فرآینـدهاي بیوتکنولـوژي   جنبهیکی از
کـه کاربردهـاي  اي اسـت ها در محیط درون شیشهها و اندامبافت

هـاي مختلفـی قابـل    گیاهان دارویی، از جنبـه هزمینآن درمختلف
تـرین راه  بهینه سازي کشت بافت موسیر کـه سـریع  . تبررسی اس

توانـد  براي تکثیر این گیاه دارویـی در حـال انقـراض اسـت، مـی     
. ازي این گیاه با ارزش اقتصـادي باشـد  راهگشایی براي تجاري س

منظـور ریزازدیـادي و   بـه در موسیر از ریزنمونه طبق پیاز همچنین
Ghahremani Majd(تولیـد کـالوس اسـتفاده شـده اسـت       et al.

مهندسـی  یکی از کاربردهاي مهـم بیوتکنولـوژي گیـاهی،    ). 2009
ي نوترکیب است که هدف از آن ایجاد DNAژنتیک یا تکنولوژي 

هاي وع ژنتیکی در جوامع گیاهی، انتخاب گیاهان برتر از نظر ژنتن
هـاي  کنترل کننده صفات مطلوب و همچنـین حفـظ تنـوع واریتـه    

,Farsi and Zolala(گیاهی اسـت   2000( .Zheng  و همکـاران در
براي توسعه انتقال ژن به پیاز و موسیر دسـتورالعمل  ) 2001(سال

95/1هاي بالغ جنسی، مونه جنینمعتبري را تنظیم کردند و با ریزن
همچنــین کــارایی .دســت آوردنــدتراریــزش بــهفراوانــیدرصــد 

درصد گـزارش شـده اسـت    06/0فرنگی تراریزش در سیر و تره
)Eady et al. 2005.(

تـوان فرآینـد   ، مـی gusبا استفاده از اگروباکتریوم و ژن گزارشگر 
هاي بعدي انتقـال  انتقال ژن به موسیر را جهت فراهم آوردن زمینه

ژن به این گیاه بهینه کرد تا با افزایش میزان اسانس از آن در آینـده  
استفاده از تکنولوژي . راهگشایی جهت تولید داروهی گیاهی است

مهندسی ژنتیک و انتقال ژن از طریق آگروبـاکتریوم نیازمنـد تهیـه    
دستور کار روش موثر باززایی از بافـت تراریختـه اسـت و تولیـد     

ق موسیر تراریخته و هر گیـاه دیگـر بـه نـوع ریزنمونـه مـورد       موف
استفاده، روش تراریـزش، بـاززایی تعـداد زیـادي گیـاه تراریختـه       

ها بسـتگی دارد  گري و ارزیابی آنمستقل از هم و نیز روش غربال
)Tohidfar and Mohsenpour, در این پژوهش سعی شده ). 2010

منظـور  بهتـرین فاکتورهـا بـه   است با استفاده از تیمارهاي مناسب، 
) A. stipitatum(حداکثر تراریزش براي گیاه موسـیر بـومی ایـران    

بدین منظور ابتـدا بایـد یـک روش بـاززایی مناسـب      . دست آیدبه
هـاي  براي انتقال ژن در موسیر بهینه شـود و همچنـین توسـط ژن   

انتقال ژن بـه موسـیر بهینـه شـود،     gusگزارشگر مناسب نظیر ژن 
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pBI121
14760 bp

GUS
NOS promoter

NOS terminal

NOS terminal
RB LB

CaMV 35S

nptII

ori V

هـاي مفیـد مـورد    ها براي تراریختی موسیر بـا ژن روشسپس این
.استفاده قرار گیرد

هاروشومواد
مواد گیاهی

اي موسـیر  و گیاهچه درون شیشـه ) A.stipitatum(بذرهاي موسیر 
عاري از ویروس جهت تهیه ریزنمونه طبق پیـاز، از بانـک گیـاهی    

مراحـل  و ادامـه  مرکز ملی ذخـایر ژنتیکـی و زیسـتی ایـران تهیـه     
آزمایش در گروه بیوتکنولوژي گیاهان دارویی، پژوهشکده گیاهان 

.دارویی جهاد دانشگاهی کرج انجام شد

سترون سازي بذرها و آماده سازي ریزنمونه

ثانیـه و هیپوکلریـت   30درصد بـه مـدت   70بذرها ابتدا در الکل 
Tweenحجمی حاوي دو قطره /سدیم یک درصد حجمی بـه  20

3سـپس بـا آب مقطـر اسـتریل     . دعفونی شدنددقیقه ض12مدت 
بذرها به مدت یک هفتـه در آب مقطـر   . مرتبه شستشو داده شدند

ي بذر نرم شده و بتـوان جنـین را   استریل خیسانده شدند تا پوسته
جدا سازي جنـین در زیـر هـود لامینـار و     . از داخل بذر جدا کرد

انجام توسط میکروسکوپ لوپ و در شرایط به طور کامل استریل 
اي طبـق پیـاز و قطعـات    هاي درون شیشههمچنین از گیاهچه. شد

.متري ریشه تهیه شدیک سانتی

تراریزش باکتریایی 

ــاکتري LBA4404در ایــن پــژوهش از ســویه  Agrobacteriumب

tumefaciens ــه ــمید دوگان ــاوي ژن pBI121داراي پلاس gusح

وCaMV35Sتحت کنتـرل پیشـبر ویـروس موزائیـک گـل کلـم       
به عنوان حامل پلاسمیدي مورد استفاده قـرار گرفـت   NOSپایانبر 

انجمـاد  –همچنـین در پـژوهش حاضـر از روش ذوب   ). 1شکل (
)Sambrook and Russel, جهـت تراریـزش اگروبـاکتریوم    ) 2001

استفاده شد و تأیید صحت تراریزش اگروباکتریوم از طریق آزمون 
gus)Jeffersonهیستوشیمیایی  et al. اي و واکنش زنجیره) 1987

.پلیمراز انجام گرفت

pBI121نقشه وکتور دوگانه -1شکل 

Figure 1- Binary vector pBI121

LBبراي کشت باکتري اگروباکتریوم، از محـیط کشـت باکتریـایی    

)Bertani, ــایع )1951 ــوع مـ ــد ) LB Broth(، در دو نـ و جامـ
)LBAgar ( اده شد کـه هـر دو از   گرم در لیتر آگار استف10حاوي

پـس از اتـوکلاو و رسـیدن بـه     . تهیه شده بودندDuchefaشرکت 
هاي ریفامپیسـین  بیوتیک، آنتی)گراددرجه سانتی50(دماي مناسب 

کـه  ) گـرم در لیتـر  میلـی 50(و کانامایسـین  ) گرم در لیترمیلی25(
دیش ها اضافه شد و در پتريتوسط فیلتر استریل شده بودند به آن

براي محیط کشـت  (و یا فالکون و ارلن ) اي محیط کشت جامدبر(
.توزیع و در یخچال نگهداري شدند) مایع

آماده سازي اگروباکتریوم جهت انتقال ژن 

جهت انتقال ژن، در محیط کشـت  LBA4404سویه اگروباکتریوم 
LBگرم بـر  میلی50وگرم بر لیتر ریفامپیسینمیلی25مایع حاوي

-گراد در دسـتگاه شـیکر  درجه سانتی28، در دماي نایسیلیتر کانام
48پس از طی مدت زمان . کشت شدندrpm200انکوباتور با دور 

لیتـر از  میکـرو 200ساعت، به منظور افـزایش کـارایی تراریـزش،    
مـایع جدیـد   LBلیتر محیط کشت میلیپنجباکتري کشت شده به 

ضافه شده و بـه  هاي کانامایسین و ریفامپیسین ابیوتیکحاوي آنتی
-دستگاه شیکرهاي تازه، در ساعت، براي رشد باکتريششمدت 

.انکوباتور قرار گرفت

ها تلقیح ریزنمونه

دقیقـه و  پـانزده  و ده هاي جنین به مدت در این پژوهش ریزنمونه
دقیقــه در سوسپانســیونده و پــنج و ریشــه بــه مــدت طبــق پیــاز 

شک شدن بـر روي  ور شدند و پس از خغوطهOD600=6/0باکتري
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ساعت در محیط 48کاغذ صافی استریل به صورت افقی به مدت 
,MS)Murashige and Skoogeکشت  درگرمسی حاوي ) 1962

کشت 7/5–8/5معادل pHدر لیتر آگار و گرمهشت لیتر ساکارز، 
50بیوتیـک کانامایسـین   سپس به محیط انتخابی حاوي آنتی. شدند
.گرم در لیتر منتقل شدندمیلی400گرم و سفوتاکسیممیلی

زایی و باززاییکال

MSزایـی بـه محـیط کشـت     هاي تلقیح یافته جهت کـال ریزنمونه

انتقال یافتـه و در اتاقـک   ) 1جدول (هاي رشد حاوي تنظیم کننده
گـراد و شـرایط تـاریکی    درجه سانتی25±2رشد با شرایط دمایی 

یـک بـار در   هفتـه سـه هـا هـر   واکشت ریزنمونه. نگهداري شدند
ماه پس از کشت صفاتدو. هاي فوق صورت گرفتمحیط کشت

بـر روي تیمارهـاي   زایـی، وزن تـر و خشـک کـالوس    درصد کال
.اندازه گیري شدهورمونی مختلف 

حـاوي  MSهاي باززایی انتخابی براي باززایی نیز از محیط کشت
هـاي حـاوي   شیشـه .استفاده شد)2جدول (هاي رشد تنظیم کننده

درجـه  25±2یط کشت باززایی در اتاقک رشد با شرایط دمایی مح
سـاعت  هشـت ساعت روشـنایی و  شانزدهگراد و طول روزسانتی

هفته یک بـار  سهها هر واکشت ریزنمونه. تاریکی نگهداري شدند

پـس از دو مـاه، درصـد    . هاي فوق صورت گرفتدر محیط کشت
ها حاوي کشتتمامی محیط .زایی و سایر صفات بررسی شدندباز

گـرم در لیتـر و   میلـی 400هاي سفوتاکسیم با غلظـت  بیوتیکآنتی
.گرم در لیتر تهیه شدندمیلی50کانامایسین با غلظت 

ــاه موســیر و تDNAاســتخراج  ــومی گی ــزش أي ژن ــد تراری یی
هاریزنمونه

CTAB)Dellaportaبـا اسـتفاده از روش   DNAاستخراج  et al.

ات تراریزش از آزمون هیستوشـیمیایی  انجام شد و براي اثب)1983
gusاي پلیمراز با آغازگرهاي اختصاصی ژن و واکنش زنجیرهgus

پـنج گـراد بـه مـدت    درجه سانتی94واکنش فوق در .دشاستفاده 
گراد به مدت درجه سانتی94هر چرخه شامل (چرخه 35دقیقه و 

درجـه  72مـدت یـک دقیقـه،    گراد به درجه سانتی57دقیقه، یک
-درجه سانتی72گراد به مدت یک دقیقه و تکمیل بسط در سانتی

درکـه ايگیاهـان تراریختـه  .انجـام شـد  ) گراد به مدت پنج دقیقه
آغازگرهاي اختصاصـی ژن  با استفاده از پلیمراز،ايواکنش زنجیره

gusعــدماثبــاتجهــتطعــه مــورد انتظــار را تکثیــر کردنــد،  ، ق
اختصاصــی آغازگرهــاي زااســتفاده بــا حضــوراگروباکتریوم، 

). 3جدول (شدند بررسیvirGاگروباکتریوم

هاتیمارهاي هورمونی به منظور القاي کالوس ریزنمونه-1جدول 
Table 1- Hormonal treatments for inducing callus in explants

ردیف
Row

ریزنمونه
Explant

)گرم بر لیترمیلی(هاي رشد ظیم کنندهتن
Hormones (mg/l)

BANAA2,4-D

1
جنین

Embryo

21-
2-2

2
طبقپیاز موسیر

Bulb

11-

22-

2

ریشه
Root21-
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هاي کشت باززایی پیازچهمحیط-2جدول 
Table 2- Regeneration culture media of bulblet

ردیف
Row

)گرم بر لیترمیلی(هاي رشد تنظیم کننده
Hormones (mg/l)

BANAA2,4-D

1---
21--
35--
4-1-
511-
651-
7-2-
812-
952-
10--1

111-1

125-1

13--2

141-2

155-2

اي پلیمرازتوالی آغازگرهاي مورد استفاده در واکنش زنجیره-3جدول 

Table 4- Primers and PCR products

آغازگرها

Primers

توالی

Sequence

5´ 3´

)bp(قطعه تکثیري 

Amplified fragment (bp)

)˚C(دماي بهینه اتصال 

C)˚Annealing (

gus
Forward:CCCGCTTCGAAACCAATGCC

Reverse:ACGTCCTGAAGAAACCCCA
109257

virG
Forward:ATGATTGTACATCCTTCACG

Reverse:TGCTGTTTTTATGAGTTGAG
85058

35و گـراد بـه مـدت پـنج دقیقـه      درجه سانتی94واکنش فوق در 
گراد به مدت یک دقیقـه،  درجه سانتی94هر چرخه شامل (چرخه 

گـراد بـه   درجه سانتی72گراد به مدت یک دقیقه، سانتیدرجه 58

گراد بـه مـدت   درجه سانتی72مدت یک دقیقه و تکمیل بسط در 
.انجام شد) پنج دقیقه
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ها تجزیه و تحلیل آماري داده
به طور کاملزایی و باززایی در قالب طرح آزمایشات کالوس

تجزیه . شدانجام) ریزنمونهسههر تکرار (تکرار سهتصادفی با 
هاي حاصل از آزمایشات با استفاده از نرم افزار آماري داده
MSTATCاي و نتایج تجزیه واریانس توسط آزمون چند دامنه

دانکن در سطح احتمال پنج درصد انجام و نمودارها توسط نرم 
.دشرسم Excelافزار 

هازایی در ریزنمونهبررسی میزان کالوس

پیاز و ریشه درون طبق هاي جنین، مطالعه، ریزنمونهدر این 
هاي مختلفی حاوي غلظتMSاي موسیر در محیط کشت شیشه

منظور القاء بهD-2,4و NAA ،BAهاي رشد از تنظیم کننده
زایی، وزن تر و خشک کالوس کالوس کشت شدند و درصد کال

یک ماه پس از کشت، در تمام . مورد ارزیابی قرار گرفت
هاي جنین و مارهاي هورمونی تشکیل کالوس بر روي ریزنمونهتی

مشاهده شد اما در ریزنمونه ریشه هیچگونه کالوسی طبق پیاز 
یکدر ریزنمونه جنین کالوس تشکیل شده در تیمار . مشاهده نشد

تفاوت BAگرم در لیتر میلیدوبه همراه NAAگرم در لیتر میلی
طبق در ریزنمونه . نداشتBAوD-2,4داري با تیمار حاوي معنی
ها متراکم و فشرده، گرانوله، آبنباتی شکل، چسبنده نیز کالوسپیاز 

.)2شکل (یا پفکی بودند

زایی یک ماه پس از کشتکال-2شکل 

Figure 2- Callus induction one month after the culture

داد که وزن جنین نشان بررسی درصد تشکیل کالوس در ریزنمونه
دار نداشت تر کالوس در تیمارهاي مختلف هورمونی تفاوت معنی

. داري مشــاهده شــدولــی در وزن خشــک کــالوس تفــاوت معنــی
هـا در  نیز وزن تر و خشک کالوسطبق پیاز همچنین در ریزنمونه 

تشـکیل  . داري نداشـتند تیمارهاي مختلف هورمونی تفاوت معنـی 
هـاي رشـد   لظـت تنظـیم کننـده   کالوس در گیاه موسیر به نوع و غ

در بـین سـه   . وابسـته بـود  بـه طـور کامـل   گیاهی و نوع ریزنمونه 
نسبت به ریشـه تـاثیر   طبق پیاز کار برده شده، جنین و ریزنمونه به

طوریکـه بیشـترین   بـه . بیشتري را بر تشکیل کـالوس ایجـاد نمـود   
در همــه (بــا ایــن دو ریزنمونــه ) درصــد100(زایــی درصــد کــال

.دست آمدبه) ورمونیترکیبات ه

تـاثیر  D-2,4و BA ،NAAهاي مختلـف  نتایج نشان داد در غلظت
-بـه . داري بر وزن تر کالوس در ریزنمونه جنین مشاهده نشدمعنی

بـه  NAAگرم در لیتر میلییکطوریکه وزن تر کالوس در غلظت 
BAگرم در لیتـر  میلیدوو در غلظت BAگرم لیتر میلیدوهمراه 

داري بـا هـم تفـاوت معنـی    D-2,4گـرم در لیتـر   میلیدوبه همراه
هـاي  کـه در غلظـت  )3شکل (نشان دادهمچنین نمودار.نداشتند

داري بــر وزن خشــک تــاثیر معنــیD-2,4و BA ،NAAمختلــف 
و D-2,4گرم در لیتـر  میلیدوطوریکه در غلظت به. کالوس داشت

BA م در گـر میلـی یـک بیشترین وزن خشک کالوس و در غلظت
کمترین وزن خشـک  BAگرم در لیتر میلیدوبه همراه NAAلیتر 

این مسئله بیانگر این است که افزایش غلظت . کالوس مشاهده شد
تقیم دارد و باعث افـزایش  ها در وزن خشک کالوس اثر مساکسین

.شودوزن خشک کالوس می

صل از جنینمقایسه میانگین اثر هورمون بر وزن خشک کالوس حا-3شکل 

Figure 3- Mean comparison effect of the hormone on embryo for

callus dry weight

بحثوجینتا
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-تـاثیر معنـی  NAAو BAهاي مختلـف  نتایج نشان داد در غلظت

مشـاهده  طبق پیـاز  داري بر وزن تر و خشک کالوس در ریزنمونه 
و NAAو BAگرم در لیتر میلییکطوریکه در غلظت به. نشد
وزن تــر کــالوس NAAو BAگــرم در لیتــر میلــیدوغلظــت در

.دار با هم نداشتندتفاوت معنی
که در طبق پیاز هاي جنین و دست آمده از ریزنمونههاي بهکالوس

دست آمده بودند زایی بهترکیبات متفاوت هورمونی در بخش کال
MSبه منظور بررسی میزان تشکیل نوساقه در محیط کشت پایه 

D-2,4وBA ،NAAهاي هاي مختلفی از هورمونلظتحاوي غ

روز مورد 60کشت شدند و نتایج آن بعد از ) 2جدول (طبق 
گرم در میلیپنجنشان داد که در تیمار نتایج.بررسی قرار گرفت

طبق در ریزنمونه NAAگرم در لیتر میلییکبه همراه BAلیتر 
در ریزنمونه در حالی که ). 4شکل (باززایی مشاهده شد پیاز 

که این امر . جنین هیچ گونه باززایی از کالوس صورت نگرفت
ها ها در کنار اکسیننشانگر این است که افزایش مقدار سایتوکینین

به عنوان یک سایتوکینین با BA. استبراي باززایی بسیار موثر 
به عنوان یک NAAبه همراه ) گرم در لیترمیلیپنج(غلظت بالا 

بیشترین تاثیر را ) گرم در لیترمیلییک(ت متعادل اکسین با غلظ
.ها داشتندو افزایش طول نوساقه) درصد100(در باززایی 

طبق پیاز تراریختهباززایی از ریزنمونه - 4شکل 

Figure 4- Regeneration of transgenic bulb

ــل ــه و تحلی ــیمیایی تجزی ــه gusهیستوش ــان تراریخت در گیاه
مالیاحت

منظور و ریشه بهطبق پیاز هاي جنین، در این مطالعه از ریزنمونه
سنجش . به گیاه موسیر بومی ایران استفاده شدgusانتقال ژن 

وجود نواحی آبی رنگ در مناطق برش gusآزمون هیستوشیمیایی 
).5شکل (است gusداد که بیانگربیان ژن یافته نمونه را نشان

در گیاهان تراریخته در محلول رنگ GUSآزمون هیستوشیمیایی -5شکل 

gus، نواحی آبی رنگ در مناطق برش یافته نشان دهنده بیان ژن GUSآمیزي 

هستند

Figure 5- Histochemical GUS expression in transgenic plant

نتایج مقایسه میانگین فراوانی درصد تراریختی گیاهان احتمالی 
نمونه بررسی شده 30در ریزنمونه جنین از )6شکل (نشان داد

15نمونه که یکی به مدت سه، gusتوسط آزمون هیستوشیمیایی 
گرم در میلییکدقیقه با اگروباکتریوم تلقیح و در تیمار هورمونی 

قرار گرفته بود و دو BAگرم در لیتر میلیدوبه همراه NAAلیتر 
گروباکتریوم تلقیح و در تیمار دقیقه با ا10نمونه دیگر به مدت 

گرم در لیتر میلیدوبه همراه D-2,4گرم در لیتر میلیدوهورمونی 
BA قرار گرفته بودند، بیان ژنgusهمچنین در . را نشان دادند

نمونه بررسی شده یک نمونه به 30از طبق پیاز هاي ریزنمونه
یکمونی دقیقه با اگروباکتریوم تلقیح و در تیمار هورپنجمدت 

قرار NAAگرم در لیتر میلییکبه همراه BAگرم در لیتر میلی
دقیقه با اگروباکتریوم 10گرفته بود و نمونه دیگري که به مدت 

دوبه همراه BAگرم در لیتر میلیدوتلقیح و در تیمار هورمونی 
را نشان gusقرار گرفته بود، بیان ژن NAAگرم در لیتر میلی
تاثیر ) دقیقه15و 10، 5(ن تلقیح با آگروباکتریوم صفت زما. دادند
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هاي جنین و طبق پیاز بر اساس ریزنمونه فراوانی درصد تراریختی-6شکل 

GUSآزمون هیستوشیمیایی 

Figure 6- Transformation frequency percentage of embryo and

bulb according to GUS assay

توان نتیجه گیري ریختگی داشت و میبسیار کمی بر درصد ترا
ترین زمان براي تلقیح به روش دقیقه مناسب10نمود که زمان 

.استوري غوطه

در گیاهان تراریخته احتمالی با استفاده از gusاثبات وجود ژن 
اي پلیمرازواکنش زنجیره

اي پلیمراز با ، واکنش زنجیرهgusبه منظور اثبات حضور ژن 
گرهاي اختصاصی رو به جلو و رو به عقب این ژن استفاده از آغاز

جفت بازي وجود این ژن را در 1092مشاهده باند . انجام شد
پاسخ مثبت داده بودند، gusگیاه، که به آزمون هیستوشیمیایی 

و طبق پیازدر گیاهان حاصل از ریزنمونه ).7شکل (اثبات کرد 
باند وجود طوري کهبه. جفت بازي مشاهده شد1092جنین باند 

نشان دهنده این مطلب است gusجفت بازي مربوط به ژن 1092
که گیاهان تراریخته احتمالی در مقایسه با شاهد حداقل یک نسخه 

همچنین جهت اثبات عدم حضور .ندهسترا دارا gusاز ژن 
اي اگروباکتریوم در گیاهان تراریخته احتمالی واکنش زنجیره

. انجام شدvirGزگرهاي اختصاصی ژن پلیمراز با استفاده از آغا
جفت بازي در نمونه اگروباکتریوم مشاهده شد و عدم 850باند 

ظهور این باند در ریزنمونه طبق پیاز و جنین، نشان دهنده عدم 
شکل (ها است وجود اگروباکتریوم و اثبات صحت  تراریختگی آن

8.(

ي کشت بافت و انتقال ژن بهینه سازدستورالعمل، پژوهشدر این 
) 1388(قهرمانی مجد و همکاران . به گیاه موسیر ایرانی تهیه شد

هاي برابر بنزیل آدنین و نفتالن استیک گزارش کردند در نسبت
اثر بهتري در تولید کالوس دارد که با طبق پیاز اسید در ریزنمونه 

ده از دست آمهاي بههمچنین تنها کالوس. نتایج ما نیز مشابه بود
این امر نشان دهنده این است که . ، باززا شدندطبق پیازریزنمونه 
ها العمل ریزنمونهعکس. استبهترین ریزنمونه طبق پیاز ریزنمونه 

اي بستگی به فاکتورهاي متعددي در شرایط کشت درون شیشه
هاي داخلی، غلظت تنظیم مقادیر سطوح مختلف هورمون. دارد

ها همگی رهمکنش اثر این تنظیم کنندههاي رشد خارجی و بکننده
Ghahremani Majd(استبر پاسخ ریزنمونه موثر  et al. 2009.(

توانند اثر مهمی بر تراریزش با طور کلی چندین فاکتور میبه
. هاي گیاهی مختلف داشته باشنداستفاده از آگروباکتریوم در گونه

تقال ژن به گیاهان توان کارایی انبا بهینه سازي فاکتورهاي موثر می
-محدودیتبا وجودتراریختی به کمک اگروباکتریوم . را بالا برد

هایی که دارد، در حال حاضر هنوز هم کاراترین روش براي تولید 
هایی در جریان است تا این روش کوشش. گیاهان تراریخته است

خصوص هاي بیشتر، بهتا تعداد ژنوتیپکندتر و موثرتر را ساده
براي ایجاد یک روش تراریختی . شونداي برتر تراریخته هواریته

هاي بیشتري لازم است تا به مستقل از ژنوتیپ در گیاه پژوهش
افزایش تقاضا براي دستیابی سریع به ارقامی بهبود یافته براي 

,Tohidfar and Mohsenpour(تولید تجاري پاسخ داده شود 

و جنین نسبت بهز طبق پیاهايدر این پژوهش ریزنمونه). 2010
زایی، باززایی و تراریزش در موسیر هاي ریشه جهت کالریزنمونه

MSبین سه محیط کشت باززایی،محیط کشت . کاراتر بودند

گرم در میلییکگرم در لیتر بنزیل آدنین به همراه میلیحاوي پنج
بهترین محیط براي باززایی تشخیص داده استیک اسیدنلیتر نفتال

هاي رشد اکسینی نقش موثري در تقسیم سلولی کنندهتنظیم.شد
ها نیز در تحریک رشد و نمو و تقسیم همچنین سایتوکینین. دارند

,Pirik(سلولی نقش دارند  2007.(

بحثوجینتا
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، )کنترل مثبت(سمید پلا- 1، چاهک gusاي پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی رو به جلو و رو به عقب ژن واکنش زنجیره-7شکل 
- 5، چاهک )ریزنمونه جنین(گیاه تراریخته -4، چاهک )پیازطبق ریزنمونه(گیاه تراریخته - 3، چاهک )کنترل منفی(نمونه آب -2چاهک 

).ریزنمونه جنین(گیاه شاهد - 7، چاهک )1 kb plus(DNAنشانگر وزن مولکولی - 6چاهک ) پیازطبقریزنمونه(گیاه شاهد 
Figure 7- PCR analysis of transgenic plants with gus specific primers, 1. Positive PCR control, 2. Negative PCR control

without DNA (H2O), 3. Transgenic plant (bulb), 4. Transgenic plant (embryo), 5. Untransformed plant (bulb), 6. DNA marker,

7. Untransformed plant (embryo).

گیاه تراریخته - 1، چاهک virGاي پلیمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی رو به جلو و رو به عقب ژن واکنش زنجیره- 8شکل 
نه آب نمو- 5چاهک ،گیاه شاهد-4، چاهک )کنترل مثبت(پلاسمید - 3،  چاهک )ریزنمونه جنین(گیاه تراریخته -2، چاهک )ریزنمونه پیاز(
).1 kb plus(DNAنشانگر وزن مولکولی -6، چاهک )کنترل منفی(

Figure 8- PCR analysis of transgenic plants with virG specific primers, 1. Transgenic plant (bulb), 2. Transgenic plant

(embryo), 3. Positive PCR control, 4. Untransformed plant, 5. Negative PCR control without DNA (H2O),

6. DNA marker.
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هاي رشد نفتالن استیک اسید به عنوان یکی از تنظیم کننده
اکســینی نقــش مــوثري در تقســیم ســلولی دارد، بنــابراین 

تجزیـه و  در نتیجـه  .اسـت حضور آن براي بـاززایی لازم  
هـاي تراریختـه   اي پلیمـراز نمونـه  واکـنش زنجیـره  تحلیل

، نیز مثبت بودند gusبا آغازگرهاي اختصاصی ژن احتمالی 
. کرده بودنـد بیوتیک رشد که همگی در محیط حاوي آنتی

گیاهان حاصل جهت ارزیابی حضور اگروباکتریوم توسـط  
نیز مـورد سـنجش قـرار    virGآغازگرهاي اختصاصی ژن 

گرفتند و عدم آلـودگی در ریزنمونـه طبـق پیـاز و جنـین،      
روبـاکتریوم و اثبـات صـحت    نشان دهنده عـدم وجـود اگ  

سرسـخت هـاي گونـه ازموسـیر . ها اسـت تراریختگی آن
شـود مـی محسوباگروباکتریوموسیلهبهتراریزشجهت

)Purwito and Zheng, ــگران). 2009 ــالدرپژوهش س
راموسـیر وپیازبهژنانتقالبرايتراریزشدرصد2001

ــلامدرصــد95/1 ــداع .Zheng et al(کردن در). 2001
ــژوهش ــالدردیگــريپ ــاراییپژوهشــگران،2005س ک
گـزارش درصـد 06/0رافرنگـی تـره وسیردرتراریزش

.Eady et al(کردنــد ــژوهشایــندر). 2005 درصــدپ
ریزنمونـه درودرصـد 10جنـین ریزنمونـه درتراریزش

پـژوهش ایـن نتـایج از. شـد محاسبهدرصد6/6پیازطبق
مهندسـی همچنـین وبافتکشتمطالعاتجهتتوانمی

.نموداستفادهموسیرگیاهدرژنتیک

سپاسگزاري
از همکاري کارکنان بانک گیاهی مرکز ملی ذخایر ژنتیکـی  
و زیستی ایران جهت تهیـه ریزنمونـه و همچنـین جنـاب     
ــوژي   ــادري مــدیر گــروه بیوتکنول ــر اردشــیر ق ــاي دکت آق

-پژوهشکده گیاهان دارویی جهـاد دانشـگاهی کـرج و بـه    
کــاریزي جنــاب آقــاي مهنــدس امیررضــا زارعخصــوص 

کارشــناس آزمایشــگاه بیوتکنولــوژي پژوهشــکده گیاهــان 
دارویی جهاد دانشگاهی کرج و از همکاران محترمـی کـه   

د تشکر و قـدردانی  کردنما را یاري پژوهشدر انجام این 
.شودمی

Arsalandeh F, Hoseini Zijevad M, Hoseini J,
Mahmoodi M. 2012. The effects of extracts
shallots (Allium hirtifoliumBoiss.) on the gene
expression of the enzyme glycogen
phosphorylase and phosphoenol pyruvate
carboxykinasein the rat liver diabetic for PCR-
RT. 1st Student's National Conference of
Biotechnology, Gorgan. (In Farsi with English
abstract).

Bertani G, 1951. Studies on lysogeneis. The mode
of phage liberation by lysogenic Escherichia
coli. Journal of Bacteriology, 62:293-300.

Dellaporta S, Hicks J W, Hicks JB, 1983. A plant
DNA minipreparation:Version II. Plant
Molecular Biology Reporter 1:19-21.

Eady C, Davis S, Catanach A, Kenel F, Hunger
S, 2005. Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation of leek (Allium porrum) and
garlic (Allium sativum). Plant Cell Rep. 24:
209–215.

Farsi M, Zolala J, 2000. Introduction to plant
biotechnology. Publishing Ferdowsi
University of Mashhad. (In Frasi).

Ghahremani Majd H, Dashti F, Piri Kh, Yari
MB, 2010. In vitro bulblet formation of
Mooseer (Allium hirtifolium). Plant Production
Technology 9(2): 65-73.(In Farsi with English
abstract).

Irna. 2013. Islamic Republic News Agency
Available at
http://www3.as.irna.ir/fa/News/80772912/.
IRNA, Tehran, Iran.

Jefferson RA, Kavanagh TA, Bevan MW, 1987.
GUS fusions: ß-glucuronidase as a sensitive
and

Kashfi Bonab A, 2011. The relative economic
advantage the cultivation and trade of
medicinal plants in Iran and its value in world
markets. Commercial Surveys 44 (8): 78-67.
(In Farsi with English abstract).

Kheirkhah M, Dadkhah A, 2013. Study of Allium
altissimum Regel. phenology and consider
how to domesticating it. Horticulture

منابع

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
94

.4
.2

.7
.7

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
04

 ]
 

                            10 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1394.4.2.7.7
https://gebsj.ir/article-1-128-fa.html


...GUSبهینه سازي کشت بافت و انتقال ژن  و همکارانحاجی حیدر

101 1394ستان پاییز و زم/ 2شماره / 4دوره / زیستیو ایمنی ژنتیک مهندسی 

Researches in Pajouhesh and Sazandegi, 82:
19-24.(In Farsi with English abstract).

Murashige T, Skoog F, 1962. A revised medium
for rapid growth and bioassays with tobacco
tissue cultures. Physiol Plant 15(3): 473- 497.

Pirik RLM, 2007. In vitro culture of Higher plants.
Translate Bagheri, A., Saffari, M., Publishing
Ferdowsi University of Mashhad. (In Farsi
with English abstract).

Purwito A, Zheng SJ, 2009. Agrobacterium
tumefaciens-mediated Transformation in
Shallot (Allium cepa L.), IPBRepository 159-
171.

Rezaee Khozani N, Doodi M, Ghanbari F, Nasiri
Z, 2013. Reviews of anti-microbial extracts
shallots against Staphylococcus aureus
resistant to Meticillin, Journal of Veterinary
Laboratory Research 4(1): 91-92. (In Farsi
with English abstract).

Sambrook J, Russel D, 2001. Molecular Cloning.
Third Edition, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, USA.

Tohidfar M, Mohsenpour M, 2011. Effective
factors in Cotton (Gossipium spp)
Transformation UsingAgrobacterium. Journal
of Agricultural Biotechnology 2(1): 1-24. (In
Farsi with English abstract).

versatile gene marker in higher plants. EMBO
Journal 6: 3901-3907.

Zheng SJ, Khrustaleva L, Henken B, Sofiari E,
Jacobsen E, Krens FA, Kik C, 2001.
Agrobacterium tumefaciens-mediated
transformation of Allium cepa L.: the
production of transgenic onions and shallots.
Molecular Breeding 7(2): 101-115.

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
94

.4
.2

.7
.7

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-1

2-
04

 ]
 

                            11 / 12

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1394.4.2.7.7
https://gebsj.ir/article-1-128-fa.html


Genetic Engineering and Biosafety Journal

Vol4, Number2, Fall 2015 and Winter 2016, Bi-seasonal

B

Optimizing tissue culture and GUS gene transformation to shallots
using Agrobacterium

Abolfazl Hajiheidar1, Masoud Tohidfar2*, Seied Mehdi Miri1

1.M.Sc, Assistant Professor, Department of Horticulture, Karaj Branch, Islamic Azad University, Karaj,

Iran.

2. Department of Biotechnology, Faculty of New Technologies and Energy Engineering, Shahid Beheshti

University, Tehran, Iran

* Corresponding Author, Email M_Tohidfar@sbu.ac.ir

hallot (Allium stipitatum) is an edible vegetable that has important
pharmacological properties. Therefore, optimization of an efficient in vitro
regeneration and transformation system for shallot breeding through genetic
engineering would be useful. Embryo, root and bulb explants of shallot were

cultured in vitro on MS basal medium supplemented with different concentrations of
growth regulators (NAA, 2,4-D and BA) for callus induction and plantlet regeneration.
Explants were transformed using Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 and
pBI121 plasmid carrying the gus reporter gene. The results indicated that bulb had a
higher efficiency of callus induction and plantlet regeneration (100%) compared to
embryo and root explants. The highest percentage of regeneration (100 %) was observed
on MS medium supplemented with 5 mg.l-1 BA and 1 mg.l-1 NAA for bulb explants.
Polymerase chain reaction (PCR) analysis of gus-positive transformants confirmed
genetic transformation of the cultures. Furthermore, the lack of Agrobacterium-related
infection was confirmed using virG-specific markers. In this study, the efficiency of
transformation was 10 and 6.6% in embryo and bulb, respectively.

Agrobacterium, GUS gene, Gene transformation, Shallot, Tissue culture
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