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  با اگرواینفیلتریشن  (ژربرا) هاي گل ژاله گلبرگدر انین دلفینیدین یتولید آنتوس
  گلژنی رنگ هاي  سازه

   
 3و پژمان آزادي 2، مرتضی خوشخوي1فرزاد نظري*

  دانشگاه کردستان،  ،استادیار گروه علوم باغبانیدانشجوي سابق دکتري گیاهان زینتی دانشگاه شیراز و 1
  استادیار پژوهشکده بیوتکنولوژي3 ،استاد بخش علوم باغبانی دانشگاه شیراز2 ،سنندج، ایران

  ملی تحقیقات گیاهان زینتی محلاتکشاورزي کرج و ایستگاه 
 5/4/1395 ؛ تاریخ پذیرش:18/11/1394تاریخ دریافت: 

  ١چکیده
هاي  دلیل کارآیی پایین شیوه به ،ژاله (ژربرا)هاي عامل ایجاد رنگ گل در  بررسی کارکرد ژن سابقه و هدف:

 .شود انجام میطور معمول به کندي  ، بهپایدار تراریختی و نیز زمان طولانی موردنیاز براي تولید گیاهان تراریخت
عنوان یک راه  به شنیلترینفیاگروا ها با شیوه آن توان از بیان موقت  ها می براي واکاوي کارکرد این ژنبنابراین 

  گیري کرد. چاره بهره
 

هاي مختلف آزمایش  رقم گل ژاله به رنگ 12در  نخست .مرحله انجام شد 2 این آزمایش در ها: مواد و روش
 -2 ،: داراي یک ژن رنگCcF3´5´H-1( ها انینیدر مسیر آنتوس سازه ژنی رنگ گل 3با  شنیلترینفیاگروا

Del2 3 وژن رنگ گل  3: داراي- Del8 اگرواینفیلتریشن از. براي انجام شد ژن رنگ گل) پنج: داراي 
هاي  ژنداراي یک یا چند ژن از  و pBIHپلاسمید  با EHA 101د ژان) A. tumefaciensآگروباکتریوم (

 آنتوسیانیدین سنتاز ،)DFR( ریداکتاز - 4 هیدروفلاونول دي ،)F3´5´H( هیدروکسیلاز -5ʹ،3ʹفلاونوئید 
)ANS(،  هیدروکسیلاز -بتا 3فلاونون )F3H( ،چالکون ایزومراز )CHI(  و یک ژن نشانگر انتخابی مقاومت به

نیز رشد، انگیزش و هاي  محیط کشتپس از کشت آگروباکتریوم در گیري شد.  بهره )hptهایگرومایسین (
بر  سپس .شدتزریق  ها در پایه گلبرگ با استفاده از سرنگ ژنی هاي سازه حامل آگروباکتریومتعلیق ، اینفیلتریشن
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، ’Aqua Melone‘(صورتی رنگ  ً تقریبارقم  4با این آزمایش براي بار دوم  اساس نتایج آزمایش اول،
‘Bismarck’،‘Esmara’  و‘Rosalin’ (ها تکرار شد و با همان سازه.  

  
 هاي به رنگ صورتی داراي تغییر رنگ رقمهاي  گلبرگنشان داد که نتایج آزمایش اول مشاهده ظاهري  ها:یافته

نوع  چهار HPLCنتایج واکاوي همچنین، گل به سمت آبی و تولید آنتوسیانین دلفینیدین هستند.  گلبرگ
چهار رقم ژاله در آزمایش دوم تزریق یافته هاي  گلبرگآنتوسیانین دلفینیدین، سیانیدین، پلارگونیدین و پئونیدین 

مقدار دلفینیدین را  ترینبیش pBIH-35S-Del8ژنی  پنج با سازه ’Bismarck‘هاي رقم  نشان داد که، گلبرگ
  .دنکن میتولید 

  
 با ها، آنتوسیانین مسیر در درگیر هاي ژن پایدار انتقال ژاله را براي ’Bismarck‘ رقم توان می بنابراین گیري: نتیجه
  .به ویژه تولید دلفینیدین پیشنهاد کرد گل رنگ تغییر هدف

  
  )ژربرا( ، دلفینیدین، ژالههیدروکسیلاز -5ʹ،3ʹفلاونوئید اگرواینفیلتریشن، ژن  هاي کلیدي: واژه
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  مقدمه
 از یکی 1سانانتیره کلاهپرك از (.Gerbera Jamesonii Bolus ex. Hooker. F)  گل ژاله  
  گل 10 بین در پنجم رتبه گلکاري صنعت در و باشد می جهان در محبوب زینتی گیاهان ترین    مهم

در ژاله،  .)9( دارد هلند کشور گل هاي حراجی در یورو میلیون 134 معاملات حجم با برتر، بریدنی
 روشن، قرمز آجري، قرمز صورتی، کرم، سفید، نارنجی، زرد، شامل گوناگونی هاي رنگ داراي ها گل

 است نشده مشاهده آن در حقیقی آبی رنگ کنون تا ولی بوده ها آن بین هاي زمینه و آلبالویی قرمز
)12 .(  

منظور   جدید و متنوع بههاي  رقمانواع  گسترشصنعت باغبانی زینتی، در تلاش براي تولید و   
 هاي شیوهیکی از باشد.  هاي ویژه می و حفظ سهم بازار از گونه کنندگان ي مصرفپاسخگویی به تقاضا

یکی از بارزترین  که ،باشد می رنگ گل 3دستورزي، 2بدیعهاي  کارآمد براي ایجاد چنین گونه
ثرتر از تغییرها در اندازه، شکل ؤنماید و به مراتب م ها را از یکدیگر متمایز می گل است کههایی  ویژگی

). 4شود ( گل میهاي  و حراجی گذاري گیاهان زینتی در بازارها سبب ارزش و نیز باشد و تقارن می
هزار نوع  200گیاهان بیش از . باشد ها می در گلبرگ 4طور معمول رنگ، نتیجه رسوب رنگدانه به

شود.  ها می بسیاري از رنگدانه دربرگیرندهکنند که  را تولید می رنگی هاي مختلف از ترکیب
سه گروه رنگدانه اصلی در گیاهان هستند که سبب تولید  7ها و بتالائین 6کاروتنوئیدها ،5فلاونوئیدها

   شوند. ها می ها، بذرها و برگ ها، میوه دامنه وسیع رنگ در گل
 آمینه اسید از و پروپانوئید فنیل مسیر از فلاونوئیدها است، شده داده نشان 1 کلش در که همچنان  
 مهم اي واسطه ترکیب ، تولیدفلاونوئیدها ساخت در مرحله اولین. )14، 3( شوند می ساخته آلانین فنیل

. باشد می سنتاز چالکون آنزیم توسط چالکون تتراهیدروکسی نام به فلاونوئیدها تمام ساخت در
 است ممکن. شود می تبدیل نارینجنین به ایزومراز چالکون آنزیم وسیله به چالکون تتراهیدروکسی

 با ماده این. شود تبدیل هیدروکائمفرول دي به هیدروکسیلاز -بتا 3 فلاونون آنزیم توسط نارینجنین
 به ترتیب به هیدروکسیلاز -5ʹ ،3ʹ فلاونوئید و هیدروکسیلاز -3ʹ فلاونوئید آنزیم دو فعالیت

                                                             
1- Asteraceae (Compositae) 
2- Novel 
3- Manipulation 
4- Pigment 
5- Flavonoids  
6- Carotenoids 
7- Betalains 
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 با همراه ماده دو اینهمچنین . شود می تبدیل هیدررومیریستین دي و هیدروکوئرستین دي
 آنتوسیانیدین و سنتاز آنتوسیانیدین ریداکتاز، -4 هیدروفلاونول دي آنزیم سه توسط هیدروکائمفرول دي

 ،)ارغوانی قرمز تا قرمز رنگ به( گلوکوزاید -3  سیانیدین هاي آنتوسیانین به ترانسفراز گلوکوزیل - ُا -3 
) بنفش رنگ به( گلوکوزاید -3 دلفینیدین و) قرمز تا نارنجی رنگ به( گلوکوزاید -3 پلارگونیدین

   ).14( شوند می تبدیل
 است، قیمت گران و بر زمان پرزحمت، کاري عالی گیاهان بیشتر باززایی و ژن انتقال که آنجا از  

 پدیده اغلب و دارد تفاوت دیگر گیاه به گیاه یک از تراریخته گیاهان در ژن بیان سطح همچنین
 بنابراین ،افتد می اتفاق تراریخته گیاهان در شده داده انتقال ژن مکانی اثر علت به ژن خاموشی

 کار به پایدار تراریختی بینی وضعیت براي پیش مناسب راهکار یک عنوان به ژن موقتبیان  هاي آزمون
 همین به). 15( نماید می فراهم روز چند در را ها ژن از برخی عملکرد و بیان بررسی امکان و رود می

 شد معرفی ویروسبا  گیاه برهمکنش بررسی براي ساده ابزار یک عنوان به 1اگرواینوکولیشن ابتدا دلیل
 روزافزون رشد با. بود ها ویروس 2ژنگان در کارکردي هاي ژن واکاوي براي کارآمد روش یک و

 قابل روش یک به گیاهی، هاي ژن کارکرد تشریح براي پیشرفته هاي ناقل توسعه و ژنومی هاي آگهی
 روش این از همچنان امروزه که چند هر. داد نام تغییر اگرواینفیلتریشن نام به شده شناخته و اعتماد
نفوذ آگروباکتریوم به  ).15( شود می گیري بهره ویروس تحریک با ژن خاموشی مکانیزم بررسی براي

از ها، به طور کارآمدي  هاي گیاه به ویژه برگ و یا به وسیله تزریق با سرنگ به داخل بافت 3شیوه خلاء
ها و بررسی درون بدنی  خاموشی ژن اهبردرهاي متفاوتی براي واکاوي  سال پیش در گونه 25حدود 
گیري  بهره 6اي ژنی درون یاخته هاي و نیز تجمع فرآورده 5و عوامل رونویسی 4(پروموترها) پیشبرها

  ).20شده است (
هاي مورد نظر با  حامل ژن یا ژن T-DNAپایدار ژن و تراریخت کردن با آگروباکتریوم، حالت بیان در   

تلفیق نشده در هسته  T-DNAهایی از  شود در حالی که در بیان موقت، نسخه ژنگان میزبان تلفیق می
توان  ین میهمچن ).6مرتبه بیشتر از حالت پایدار بیان شوند ( 1000توانند  هاي میزبان وارد شده و می یاخته

  ).  7هاي تراریخت، ارزیابی کرد ( با این روش میزان بیان ژن را در یک زمان کوتاه بدون نیاز به باززایی یاخته
                                                             
1- Agroinoculation 
2- Genome 
3- Vacuum infiltration 
4- Promoters 
5- Transcription factors 
6- Intracellular trafficking of gene products 
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  ).14، 3( در گیاهان زینتی براي ایجاد رنگ گل آلانین ساخت فلاونوئیدها از اسید آمینه فنیلزیست مسیر  -1 کلش

Figure 1. Flavonoid biosynthetic pathway derived from phenylalanine amino acid for producing of 
flower color. 
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 نژاداثر نوع رقم، سن گل، موقعیت گلبرگ در گل، نوع ) 2011در همین راستا یاسمین و دبنر ( 
گل پنج رقم ) را در GUSگلوکورونیداز ( -ژن بتاموقت را بر کارایی بیان  1کشتی- باکتري و دماي هم

را با دو شیوه یکی  GUSتعلیق باکتري حاوي ژن  تزریقبررسی کردند. این پژوهشگران، (رز) ورد 
 شد.انجام  آنها در  گلبرگور کردن  و دیگري توسط غوطههاي گل  توسط سرنگ به پایه گلبرگ

و  ’Pariser Charme‘هاي نیمه باز دو رقم  هاي میانی گل هاي چرخه بیشترین بیان این ژن در گلبرگ
‘Marvel’ 18( دست آمد به( .  

 تعلیقاین پژوهش با تزریق  هاي بریدنی اه پنجم آن در بین گلبا توجه به اهمیت گل ژاله و جایگ  
 و pBIH-35S-CcF3´5´H، pBIH-35S-Del2( گل رنگ ژنی سازه سه حامل آگروباکتریوم

pBIH-35S-Del8 (پلارگونیدین سیانیدین، هاي دلفینیدین، آنتوسیانین میزان تولید آن،هاي  به گلبرگ 
 توان با این روش بهترین رقم را براي در پایان می شود. بررسی می HPLCپئونیدین با دستگاه  و

  معرفی نمود. در ژاله گل  آبی رنگایجاد  عامل هاي انتقال پایدار ژن تراریختی و
  

  ها مواد و روش
هیه تاز دانشگاه چیبا در ژاپن گیري شد  سازه ژنی بهره سهدر بخش اگرواینفیلتریشن از  :هاي ژنی سازه

) که هر کدام داراي A. tumefaciens(گروباکتریوم آ EHA 101 نژادسازه ژنی از  سه. در هر شد
) hptانتخابی مقاومت به هایگرومایسین (هاي مرتبط با رنگ گل و یک ژن نشانگر  با ژن pBIHپلاسمید 

 آورده شده 2 کلشها در  این سازهساختار ). 19( ه بودگیري شد و پایان دهنده بهره پیشبرهاي  و نیز توالی
هیدروکسیلاز از گیاه  - 5ʹ،3ʹداراي ژن فلاونوئید  :)pBIH-35S-CcF3´5´H( الفسازه  در آن که است

در کنترل  hpt ژن و Asiatic dayflower با نام انگلیسی .Commelina communis Lیکساله علفی 
هاي  افزون بر ژن :)pBIH-35S-Del2( باست. سازه  Cauliflower mosaic virus 35Sپیشبر 

آنتوسیانیدین سنتاز  ) وDFRریداکتاز (- 4ل دي هیدروفلاونو هاي ژن داراي ،الفسازه همسان با 
)ANS) از گل ترانه (Torenia spp.( پسازه  و باشد ) میpBIH-35S-Del8(: هاي  افزون بر ژن

) و چالکون ایزومراز PhF3Hهیدروکسیلاز ( - بتا 3هاي فلاونون  ، داراي ژنبهمسان با سازه 
)PhCHI ( پره شب) از ارکیدPhalaenopsis spp. (باشد. می   

                                                             
1- Co-cultivation 
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گیري شده در این پژوهش که  بهره )Del8و پ:  Del2، ب: CcF3´5´H(الف:  سه سازه ژنیشکل شماتیک  - 2 کلش

از دانشگاه چیبا در ژاپن  ″می″با اجازه پروفسور  ي ژنیها سازه [تصاویر )19( هستند hptو  هاي رنگ گل داراي ژن
  اند]. استفاده شده

Figure 2. Schematic representation of three gene constructs used in this study that have flower color 
and hpt genes (19) [The picture of gene constructs used by permission of Prof. M. Mii at the Chiba 
University, Japan]. 
 

از یکی از  هاي مختلف رقم گل ژاله به رنگ 12 در این آزمایش ابتدا :انجام آزمایش اگرواینفیلتریشن
 3شاخه گل انتخاب و در هر شاخه گل،  3هاي پاکدشت تهران تهیه شد و سپس از هر رقم  گلخانه

گلبرگ مورد آزمایش اگرواینفیلتریشن قرار گرفت. مشاهده چشمی نتایج این آزمایش نشان داد که 
شود. بنابراین،  می مشاهدههاي به تقریب صورتی، تغییر رنگ به سمت آبی  هاي رقم بیشتر در گلبرگ

، ’Aqua Melone‘هاي  رقم به تقریب صورتی رنگ به نام 4یش بار دوم با آزما
‘Bismarck’،‘Esmara’  و‘Rosalin’  فاکتوریل صورت  بهاین آزمایش ). الف -3 کلش(انجام شد

سازه  3شامل  سطح: 4اول سازه ژنی در  املعکه در آن  املع 2طور کامل تصادفی با  طرح به در قالب
تکرار (هر  3و در  سطح 4در  دوم رقم املعو  ژنی و تیمار شاهد (محلول اینفیلتریشن بدون باکتري)

  گلبرگ) انجام شد.  4تکرار یک شاخه گل و در هر شاخه گل 
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هـاي داراي   سـازي بـاکتري   روش آماده: هاي رنگ گل براي تزریق هاي داراي ژن باکتريسازي  آماده
هـا   هاي گلبرگ گل ژاله و بررسی انواع آنتوسیانین رقم 4 هاي رنگ گل براي تزریق به گلبرگهاي  سازه

  :)  11(به شرح زیر است 
داراي آنتی  LB(1برتانی ( -لوریا روي محیط کشت جامد ي ژنیها حاوي سازه هاي آگروباکتریوم -1

گرم در  میلی 25به غلظت  3کلرامفنیکولگرم در لیتر و  میلی 50به غلظت  2هاي هایگرومایسین بیوتیک
براي تهیه محیط کشت  .کشت شدند درجه سلسیوس 28روز در تاریکی و در دماي  3ت لیتر به مد

  ژاپن) به آن اضافه شد. Wakoگرم آگار (ساخت شرکت  LB، 15د جام
محیط کشت لیتر  میلی 20هاي رشد یافته،  آگروباکتریومهاي  کلونیگیري از  با بهره ،روز 3پس از  -2

گرم در لیتر و کلرامفنیکول به غلظت  میلی 50هاي هایگرومایسین به غلظت  بیوتیک داراي آنتی LBمایع 
درجه سلسیوس و در شرایط  28و یک شبانه روز در دماي  شدهمایه کوبی در لیتر گرم  میلی 25

  تاریکی تکان داده شدند.
 10مدت  دور در دقیقه به 3200در  ،LBلیتر  میلی 20رشد یافته در  هاي با گذشت یک روز، باکتري -3

چسبیده به ته فالکون را در محیط  4دقیقه سانتریفیوژ کرده و بخش شناور آن را دور ریخته و رسوب
یک لیتر . ندساعت در دماي اتاق و در تاریکی تکان داده شد 6مدت  تعلیق کرده و به و رشد انگیزش

گرم سولفات  NH4Cl ،(3/0یک گرم کلرید آمونیوم ( داراي رشد باکتري،انگیزش و محیط کشت مایع 
گرم  5/2) و CaCl2گرم کلرید کلسیم KCl ،(01/0 )گرم کلرید پتاسیم MgSO4 ،(15/0 )منیزیم (

)، MES5مورفولینو) اتان سولفونیک اسید ( - (ان -2گرم در لیتر بافر  7/14 ،)FeSO4سولفات آهن (
میکرومول  100 و مانیتول درصد NaH2PO4 ،(1در لیتر مونوفسفات سدیم ( گرم میلی 240

  است. pH 5/5 با 6استوسیرینگون
دقیقه سانتریفیوژ  10دور در دقیقه و زمان  3200سپس براي بار دوم این سوسپانسیون باکتري در  -4

که چگالی  رقیق شد اي و به گونه شدهفیلتریشن تعیلق ینشد و رسوب چسبیده به ته فالکون در محیط ا

                                                             
1- Luria-Bertani 
2- Hygromycin B 
3- Chloramphenicol 
4- Pellets  
5- 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid= MES 
6- Acetosyringone (3',5'-Dimethoxy-4'- hydroxyacetophenone) 
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محیط اینفیلتریشن باکتري در واقع همان محلولی است که برسد.  6/0تا  5/0) آن به OD( 1چشمی
در مرحله  باشد. می pH  5/5با MESمول  میلی 10شود و داراي  ها تزریق می همراه با باکتري به گلبرگ

موردنظر با سرنگ بدون  ODلیتر از محیط اینفیلترشن حاوي باکتري با  میلی 5/1تا  1درنگ  پایانی بی
هاي تزریق یافته را  هاي گل با گلبرگ ). سپس شاخهب -3 کلش( ها تزریق شد سوزن در پایه گلبرگ

گرم در لیتر نیترات  میلی 02/0و  درصد 4با محلول سوکروز سی)  سی 250(هاي نوشابه  داخل شیشه
 85درجه سلسیوس و رطوبت نسبی  20تا  18ها در انکوباتور با دماي  سپس شیشهنقره قرار داده و 

Figure شدند قرار دادهروز  8مدت   به.  
  

  
از سایت  ي ژالهها رقم (تصاویر گیري شده در آزمایش دوم اگرواینفیلتریشن رقم گل ژاله بهره چهارالف:  -3 کلش

ي گل ها گروباکتریوم در بخش پایینی گلبرگشیوه تزریق محلول اینفیلتریشن آ و ب:اند)  تهیه شده Floristشرکت 
 .با سرنگ بدون سوزن ژاله

Figure 3. Right: Four cultivars of gerbera used in the second experiment of agroinfiltration (The 
pictures of gerbera cultivars prepared from Florist Company). Left: The injection method of 
Agrobacterium infiltration solution in the base of petal by syringe without needle.  
 

هاي گل را از دستگاه انکوباتور خارج  روز از تزریق محلول اگرواینفیلتریشن، شاخه هشتپس از  -5
 -80درنگ به فریزر  کلاپرك گل جدا کرده و بی تر تزریق شده بودند را از هایی که پیش کرده و گلبرگ

                                                             
1- Optical Density (OD) 

b a 
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ساخت کشور  1کن انجمادي ها با دستگاه خشک مدت یک شبانه روز منتقل شدند. سپس این گلبرگ به
ساعت  24وس و زمان حدود درجه سلسی -35) در دماي .Woosung Vacuum Co. LTDکره (

  .خشک شدند
ها  با هدف شناسایی میزان آنتوسیانینHPLC(2کارایی بالا (کروماتوگرافی مایع با در پایان واکاوي  -6

براي انجام این آزمون حدود . در پژوهشکده بیوتکنولوژي کرج انجام شد هاي خشک شده در گلبرگ
با نیتروژن مایع پودر شده و  ،کن انجمادي هاي گلبرگ خشک شده با دستگاه خشک گرم از نمونه 5/0

دقیقه سانتریفیوژ شد.  15مدت  به 3000افزوده و سپس با دور  درصد 1اسیدي لیتر متانول  میلی 2به آن 
 100با دماي  4دقیقه در دستگاه بن ماري 90مدت  نرمال افزوده و به 3 3سپس به آن کلریدریک اسید
 1ماري خارج کرده و با افزودن  ها را از بن فالکون ،شدند. پس از ایندرجه سلسیوس قرار داده 

رویی برداشته و در  ها، دو فاز ایجاد شد که فاز آن 5پنتانول به هر کدام و سپس ورتکسلیتر  میلی
کن انجمادي قرار داده تا  ساعت در دستگاه خشک 12مدت  ها را به لیتري ریخته و آن میلی 2هاي  ویال

ها  ها را در متانول حل کرده و با گذراندن نمونه این پودرها باقی بماند. سپس  پودر آن
 آلمان  Knquerساخت شرکت HPLCدستگاه  به ستون میکرو 45/0 6تترافلوئورواتیلن پلیفیلتراز

 15به طول ) Spheri 80 ODS2, i.d. 4 µmگیري از یک ستون ( تزریق شدند. اجزاي محلول با بهره
 530در طول موج  Diode arrayیک آشکارکننده  نیز بادرجه سلسیوس و  40در دماي متر و  سانتی

   .)8( نانومتر بررسی شد
  

  و بحث نتایج
pH نشـان داد کـه   هـاي متفـاوت   با رنـگ  رقم گل ژاله 12آزمایش اول اگرواینفیلتریشن در : گلبرگ ،
کـه در   حـالی آبی هسـتند در   رنگ داراي تغییر رنگ به سمت ،هاي به رنگ صورتی هاي با گلبرگ رقم
هاي به رنگ سفید، زرد و قرمز پررنگ چنین تغییر رنگی مشاهده نشد. به همین دلیل آزمایش دوم  رقم

 چهـار که تمامی  گلبرگ نشان داد pH نتایج بررسی رقم صورتی رنگ انجام شد. 4اگرواینفیلتریشن با 
                                                             
1- Freeze dryer 
2- High-performance liquid chromatography (HPLC) 
3- HCl 
4- Benmary 
5- Vertex 
6- Polytetrafluoroethylene filter 
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     نـگ        کـه ر   ’Aqua Melone‘داري بـا هـم نداشـتند. رقـم      بوده و تفاوت معنی 5بالاي  pHرقم داراي 
 کلشرا داشت ( pH        بالاترین   ’Rosalin‘و رقم  pH                                    هاي آن صورتی پررنگ بود داراي کمترین        گلبرگ

4.( pH ها  تواند در نوع رنگ ایجاد شده در آن توسط رنگدانه گلبرگ یکی از ویژگی هاي است که می
  یکسانی داشتند.  pH                  ًگیري شد که تقریبا  بهرهژاله رقم چهار اثر گذار باشد. بنابراین در این پژوهش از 

  

  
  گیري شده در آزمایش اگرواینفیلتریشن. رقم گل ژاله بهره چهارهاي  گلبرگ pH مقدار -4 کلش

Figure 4. The amount of petal pH of four cultivars of gerbera used in the agroinfiltration experiment. 
  

دسـتگاه   توسط با سه سازه ژنی رنگ گل هاي تزریق یافته گلبرگواکاوي نتایج : آنتوسیانین دلفینیدین
HPLC ها  هاي رنگ گل، آنتوسیانین دلفینیدین در گلبرگ نشان داد که با تزریق آگروباکتریوم حامل ژن

تزریق یافته با محلول اینفیلتریشن بدون آگروباکتریوم) هـر  : Coهاي شاهد ( شود. در گلبرگ ساخته می
هـاي   در گلبرگ Del8                 تنها در سازه ژنی   ’Aqua Melone‘نشد. در رقم  مشاهدهرقم، دلفینیدین  چهار

                            سـازه ژنـی دلفینیـدین در       3        در هـر    ’Bismarck‘تزریق یافته دلفینیدین مشاهده شـد، ولـی در رقـم    
   کن                                         گرم بر گرم گلبرگ خشک شده با دستگاه خشک      میلی   0 /   086                           ها ساخته شد که بیشترین آن (       گلبرگ

سازه ژنی  سهبود که به نوعی بیشترین میزان دلفینیدین تولید شده در بین هر  Del8                 انجمادي) در سازه 
         به تقریب   ’Rosalin‘  و   ’Esmara‘رقم دو . میزان دلفینیدین در  ) 6  و    5     هاي    کل ش (رقم بود  4و در هر 

بیشتر بود. در  Del8    هاي                        هاي تزریق یافته با ژن                       رقم میزان آن در گلبرگ    دو                        همسان با هم بود و در هر 
گرم بـر گـرم    میلی 005/0( تولید شده سازه ژنی، کمترین میزان دلفینیدین سهرقم تزریق یافته با  4بین 



  1395) 4)، شماره (23هاي تولید گیاهی ( پژوهشنشریه 

156 

گل ژاله همسـان بـا      ). 5 نگاره           مشاهده شد (  ’Esmara‘و در رقم  Del2گلبرگ خشک) در سازه ژنی 
توانـایی تولیـد    ،هیدروکسـیلاز  -5ʹ،3ʹفلاونوئیـد  کلیـدي  دلیل نداشـتن ژن   ، به(رز) هایی مانند ورد گل

هـاي صـورتی،    موجود در گـل هاي  رنگدانهها را ندارند، ولی چون نوع  آنتوسیانین دلفینیدین در گلبرگ
کـه داراي پـیش مـاده     هـاي صـورتی   ویژه در رقم ها بوده به از نوع آنتوسیانینبنفش و نارنجی رنگ آن 

توانایی تولید رنگ آبی (دلفینیـدین) را  ها  داخل گلبرگبه با تزریق این ژن  هیدروکائمفرول هستند، يد
                     گیري در این پـژوهش              ي مورد بهره  ها          تمام رقم     شده          هاي تزریق                  این که در گلبرگ            با توجه به).  8دارند (

                رقم براي انتقال       چهار   هر          گرفت که        تیجه ن     توان                                                      دلفینیدین ساخته شده است، بنابراین در بررسی اولیه می
         باشند.           مناسب می Del8و  CcF3´5´H ،  Del2هاي  سازه
                   براي گـزینش رقـم   ، (رز) رقم ورد 100بیش از           هاي اولیه           در بررسی   )    2007                   کاتسومو و همکاران (  

هـاي   و تولید گل ها هیدروکسیلاز و تولید دلفینیدین در گلبرگ -5ʹ،3ʹ  فلاونوئید                     مناسب براي انتقال ژن 
هاي  فلاونولزیاد بودن مقدار  -1مانند: هاي  نشان دادند که رقم هایی با ویژگی هاي آبی، ورد با گلبرگ

غیرفعال بودن و  -3، ها در واکوئل گلبرگ pH بالا بودن -2، ها کوئرستین و کائمفرول در گلبرگمانند 
هیدروکسـیلاز   -5ʹ،3ʹفلاونوئیـد                   چون این ژن با ژن  (            هیدروکسیلاز  - 3́	         فلاونوئید ژن       اندك       فعالیت یا 

                    نسـبت آنتوسـیانین        بودن      بالا  - 4  و   )هیدروکائمفرول با هم رقابت دارند ماده دي گیري از پیش براي بهره
       دلیـل                                  هاي به رنگ قرمز و قرمز تیره به                      این پژوهشگران از رقم. مناسب هستند                       پلارگونیدین به سیانیدین

هـا بـراي    دلیل نداشتن آنتوسـیانین  هاي سفید و زرد به بالاي واکوئل و نیز رقم pH  و     ها               نداشتن فلاونول
رقم گل ورد  100گیري نکردند. در پایان از بین بیش از  هیدروکسیلاز بهره -5ʹ،3ʹفلاونوئید   انتقال ژن

  )     2007           و همکاران (شانگ  دیگر . در پژوهشی)8( براي انتقال ژن برگزیدند را رقم 6تنها  ،ارزیابی شده
هـاي گـل میمـون نشـان      ) در گلبرگCHSژن چالکون سینتاز ( 1مداخله گر RNA                   با اگرواینفیلتریشن

شود و  اي تولید نمی هاي گل میمون هیچگونه رنگیزه دادند که با خاموشی این ژن، در بخشی از گلبرگ
رقـم گـل ژالـه     4 در حاضـر  پژوهش اگرواینفیلتریشن. )11( کند ها از بنفش به سفید تغییر می رنگ آن

  ’Bismarck‘هـا، رقـم    واکـوئلی بـین آن   pHداري از نظـر   نشان داد که با وجود نداشتن تفاوت معنی
سـازه دیگـر    دونسبت بـه   Del8                                                                   توانایی تولید میزان بالاي دلفینیدین را دارد و این مقدار در سازه ژنی 

. از دلایل این مقدار بالاي تولید دلفینیدین در این سازه، می توان بـه وجـود   )5 کلش( بیشتر بوده است
سـازه   دو) در مقایسه با PhCHI) و چالکون ایزومراز (PhF3Hهیدروکسیلاز ( -بتا 3هاي فلاونون  ژن

                                                             
1- RNAi=RNA interference 
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اشاره  هیدروکائمفرول به سمت ساخت دلفینیدین ماده دي و توانایی این سازه در تغییر جهت پیش دیگر
 گـزارش ) 2007( همکـاران  و کاتسـومو  ،همسو با نتایج ما و البته در انتقال ژن به صورت پایـدار  کرد.

 نیـز  و هلنـدي  زنبـق  از DFR ژن و بنفشه گل از F3ʹ5ʹH هاي ژن دارايژنی انتقال سازه  با که کردند
RNA گر ژن مداخله DFR با  آبی رنگ نماي به هاي گل ،(رز) ورد صورتی هاي  به رقم (رز) خود ورد
انتقـال  که در همین پژوهش بـا   در صورتی. کردند ایجاد را درصد 95 بالاي دلفینیدین آنتوسیانین میزان
 از DFR ژن و بنفشه گل از F3ʹ5ʹH هاي ژنی (ژن دوبنفشه) و  گل از F3ʹ5ʹH  هاي تک ژنی (ژن سازه
. )8( ژنی بود سهبود که کمتر از سازه درصد  75و  درصد 44ترتیب میزان تولید دلفینیدن  هلندي) به زنبق

اطلسی و  گل ازهیدروکسیلاز  -5ʹ،3ʹفلاونوئید هاي  همچنین در پژوهشی دیگر با انتقال سازه داراي ژن
DFR هاي  هاي گلبرگ هاي ژاله، تغییر در میزان آنتوسیانین از زنبق به صورت اگرواینفیلتریشن به گلبرگ

  ).5هاي گرده مشاهده نمودند ( تزریق یافته را مشاهده کردند و نیز ایجاد رنگ آبی را در کلاله و دانه
 

  
هاي تزریق  رنگ گل و گلبرگسازه ژنی  سههاي تزریق یافته با  گلبرگدر دلفینیدین  HPLCنتایج واکاوي  -5 کلش

ها نشان  هاي اشتباه در سطح ستون انحراف استاندارد توسط میله). Co( یافته با محلول اینفیلتریشن بدون آگروباکتریوم
  داده شده است.

Figure 5. The results of delphinidin HPLC analysis in the petals injected with three flower color gene 
constructs and petal injected with agroinfiltration solution without Agrobacterium (Co). Standard 
deviation is shown by the mistake bars in the top of columns. 
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، بدون تزریق و تزریق یافته با Del8و  Del2 هاي سازهیافته با  هاي تزریق گلبرگترتیب از راست به چپ:  به -6 کلش

گلبرگ  هایی از بخش گل ژاله. تغییر رنگ از صورتی به سمت آبی در ’Bismarck‘محلول اگرواینفیلتریشن در رقم 
  .نشان داده شده است Del8 سازهتزریق یافته با 

Figure 6. In order form right to left: petals injected with Del2 and Del8, non-injected, injected with 
agroinfiltration solution without Agrobacterium. It has been shown color change from pink to blue in 
parts of the petal injected by Del8.  

  

نشان داد که  HPLCبا دستگاه هاي ژاله  در گلبرگها  آنتوسیانیننتایج بررسی : آنتوسیانین سیانیدین
بیشترین میزان شود.  می مشاهدهرقم گل ژاله  چهارهاي بارزي بین میزان آنتوسیانین سیانیدین  تفاوت

همسان با نتایج دلفینیدین، مشاهده شد.  ’Esmara‘در رقم هاي تزریق نیافته  سیانیدین در گلبرگ
ولی در  ’Bismarck‘گرم در گرم گلبرگ خشک) در رقم  میلی 038/0سیانیدین (بیشترین میزان 

هاي تزریق نیافته  در گلبرگشد. همچنین  مشاهدههاي تزریق یافته  در گلبرگ Del2هاي  تزریق با ژن
 ’Aqua Melone‘در رقم سیانیدین وجود نداشته است. البته مشابه این نتایج رقم با آگروباکتریوم این 

هاي تزریق یافته با سه سازه  هاي شاهد بدون سیانیدین بوده ولی در گلبرگ که در گلبرگ شد مشاهده
هاي تزریق  هاي شاهد و هم در گلبرگ هم در گلبرگ ’Esmara‘ژنی داراي سیانیدین هستند. در رقم 

 ’Rosalin‘. در رقم بود هاي شاهد بیشتر ولی میزان آن در گلبرگ شد مشاهدهیافته سیانیدین 
پژوهش  ).7 کلشمشاهده شد ( Del2هاي شاهد و تزریق یافته با  آنتوسیانین سیانیدین تنها در گلبرگ

 سه  با سازهدر مقایسه  CcF3´5´H سازه تک ژنیبا ژاله هاي تزریق یافته  میزان سیانیدین در گلبرگما، 
هیدروکائمفرول  ماده دي پیشدهد  که این نشان می) 7 کلش(بیشتر بوده  Del8 ژنی پنجو  Del2 ژنی
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در مسیر زیست ساخت آنتوسیانین ها کمتر به سمت دلفینیدین تغییر جهت داده و بیشتر در جهت 
  سیانیدین بوده است.تولید 

  

  
هاي تزریـق   و گلبرگ سازه ژنی رنگ گل سههاي تزریق یافته با  گلبرگدر  سیانیدین HPLCنتایج واکاوي  -7 کلش

ها نشان  هاي اشتباه در سطح ستون ). انحراف استاندارد توسط میلهCo( اینفیلتریشن بدون آگروباکتریومیافته با محلول 
  داده شده است.

Figure 7. The results of cyanidin HPLC analysis in the petals injected with three flower color gene 
constructs and petal injected with agroinfiltration solution without Agrobacterium (Co). Standard 
deviation is shown by the mistake bars in the top of columns. 

  
رقم بیشترین و کمترین میزان  چهارهاي شاهد  نتایج نشان داد که در گلبرگ: سیانین پلارگونیدینآنتو

بیشترین میزان آنتوسیانین پلارگونیدین بود.  ’Rosalin‘و  ’Esmara‘هاي ترتیب مربوط رقم پلارگونیدین به
هاي تزریق  رقم بررسی شده با سه سازه ژنی در گلبرگ 4گرم در گرم گلبرگ خشک) در بین  میلی 043/7(

. در همین رقم میزان پلارگونیدین دست آمد به CcF3´5´H سازه تک ژنیبا  ’Aqua Melone‘یافته رقم 
به  CcF3´5´H سازه بود ولی در مقایسه با Del2بیشتر از  Del8هاي تزریق یافته با سازه ژنی  در گلبرگ

و نیز  Del8 سازهبا  ’Bismarck‘هاي تزریق یافته رقم  میزان بارزي کمتر بودند. این آنتوسیانین در گلبرگ
مشاهده نشد. در رقم  CcF3´5´Hو  Del8هاي ژنی  با سازه ’Rosalin‘هاي تزریق یافته رقم  گلبرگدر 

‘Esmara’ مشاهدهه سازه ژنی پلارگونیدین هاي تزریق یافته با س هاي شاهد و هم در گلبرگ هم در گلبرگ 
هاي تزریق  و در گلبرگ ’Aqua Melone‘پلارگونیدین در رقم بالاي میزان به احتمال دلیل  ).8 کلششد (
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به  pHبا وجود میزان به نسبت بالاي سیانیدین در این رقم و نیز این است که  CcF3´5´H سازهیافته با 
ها به سمت  به تنهایی در تغییر جهت مسیر زیست ساخت ها، این ژن تر واکوئل گلبرگ نسبت پایین

ن بوده است. از نتایج جالب توجه این است که در یدلفینیدین ناتوان بوده و بیشتر به سمت تولید پلارگونید
و در اینجا با  )8 کلش( میزان پلارگونیدین به نسبت کمتر از سایر رقم ها بوده است ’Bismarck‘رقم 

سازه ژنی رنگ  سهها در این رقم با  که مسیر زیست ساخت آنتوسیانین تیجه گرفتناحتمال زیاد می توان 
هاي درگیر در این مسیر، به میزان زیادي به سمت تولید دلفیندین تغییر جهت  گل و بیش بیان برخی از آنزیم

هاي  ژن 1تنظیم -فرودلیل  به Oncidiumگونه از  ’Gower Ramsey‘رقم  ارکیدداده است. رنگ زرد گل 
OgCHI  وOgDFR ژن مرتبط با کاروتنوئید ویژه ژن در کنترل پیشبر  دوباشد، حال چنانچه این  می

  ).1کنند ( هاي به رنگ قرمز می تولید آنتوسیانینگل بیان شوند،  3در داخل زبانه )Pchrc( 2کروموپلاست
  

  
هـاي   سازه ژنی رنگ گـل  و گلبـرگ   سههاي تزریق یافته با  گلبرگدر  پلارگونیدین HPLCنتایج واکاوي  -8 کلش

اشـتباه در سـطح    هـاي  انحراف اسـتاندارد توسـط میلـه    ).Co( تزریق یافته با محلول اینفیلتریشن بدون آگروباکتریوم
  ها نشان داده شده است. ستون

Figure 8. The results of pelargonidin HPLC analysis in the petals injected with three flower color 
gene constructs and petal injected with agroinfiltration solution without Agrobacterium (Co). 
Standard deviation is shown by the mistake bars in the top of columns. 

                                                             
1- Down-regulation 
2- Chromoplast-specific carotenoid-associated gene 
3- Lip 
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گل  ’Bismarck‘نشان داد که رقم  HPLCها با دستگاه  نتایج بررسی آنتوسیانین: نتوسیانین پئونیدینآ
ژاله در تیمار شاهد داراي بیشترین میزان آنتوسیانین پئونیدین نسبت به سه رقم دیگر است. همچنین 

هاي تزریق  گلبرگگرم در گرم گلبرگ خشک) در  میلی 538/0این رقم داراي بیشترین میزان پئونیدین (
با این که در تیمار  ’Aqua Melone‘در رقم  ها بارز بود. بود که تفاوت آن با سایر رقم Del8یافته با 

و ژن  Del8هاي تزریق یافته با سازه ژنی  اما در گلبرگ ،داراي پئونیدین بود Del8شاهد و 
CcF3´5´H  رقم  2این آنتوسیانین مشاهده نشد. در‘Esmara’  و‘Rosalin’  هم در تیمار شاهد و

بارز نبودند  ها تفاوت آن لیوبودند  ها هم در تیمارهاي ژنی داراي آنتوسیانین پئونیدین در گلبرگ
در  Del8و  CcF3´5´H ،Del2سازه ژنی  سههمچنان که در این پژوهش با تزریق  ).9 کلش(

رقم توانایی تولید  4نشان داد که این  HPLC با واکاوي و گل ژاله صورتی رنگ رقم 4هاي  گلبرگ
نوع آنتوسیانین دلفینیدین، سیانیدین،  چهارمیزان تولید و  ها را دارند آنتوسیانین دلفینیدین در گلبرگ

هاي  . بیشترین میزان آنتوسیانین)9تا  5 هاي کلش( متفاوت بود ها آندر پلارگونیدین و پئونیدین 
داراي  ’Aqua Melone‘مشاهده شد و رقم  ’Bismarck‘در رقم  و پئونیدین دلفینیدین، سیانیدین

که اگرواینفیلتریشن به عنوان یک روش  تیجه گرفتنتوان  بنابراین می بیشترین میزان پلارگونیدین بود.
با انجام این پژوهش آشکار ). 18ها در گیاهان اهمیت دارد ( تحلیلی مناسب براي بررسی عملکرد ژن

هاي رنگ گل با صرف وقت  روشی مناسب براي بررسی بیان موقت ژنشد که روش اگرواینفیلتریشن 
ها به صورت پایدار و نیز بررسی و  زیرا انتقال این ژن ،باشد در گل ژاله میکمتر و هزینه خیلی کمتر 

الایی نیاز دارد. شیوه اگرواینفیلتریشن در هزینه ب به گیر بوده و گزینش گیاهان تراریخت احتمالی وقت
)، 17)، کاهو، گوجه فرنگی و آرابیدوپسیس (10)، انگور (13هاي گیاهی مانند تنباکو ( برخی از گونه

گیري از این  ها بررسی شده است. بنابراین بهره ) براي بیان موقت انواع ژن16کتان، نخود و هویج (
   ، ضروري است.ها ژن پایدار پیش از انجام انتقالهاي مناسب  روش براي غربالگري رقم

                       هاي درگیر در مسیر زیست                                     با وارد کردن و بیش بیان برخی از ژن    که                    این پژوهش نشان داد        همچنین        
                        هـر چنـد کـه تولیـد        .                                           ها را به سمت ساخت دلفینیـدین هـدایت کـرد            توان آن       ها می                 ساخت آنتوسیانین

        و نیـز                           هـاي عامـل رنـگ گـل                                             یخـت یافتـه بـا انتقـال پایـدار ژن                  ي گیاهان ترار  ها                    دلفینیدین در گلبرگ
                   تـوان بـر اسـاس                         ، ولی در پایان مـی                               ها به عوامل فراوانی وابسته است             ها در گلبرگ                    اگرواینفیلتریشن ژن

      بـا        هـا،               آنتوسـیانین         مسـیر     در       درگیر     هاي    ژن        پایدار        انتقال         را براي  ’Bismarck‘             دست آمده رقم           نتایج به
               پیشنهاد نمود.                     هاي با رنگ گل صورتی      ژاله    در                            تولید آنتوسیانین دلفینیدین      گل و     رنگ       تغییر     هدف
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هاي تزریق  سازه ژنی رنگ گل  و گلبرگ سههاي تزریق یافته با  گلبرگدر  پئونیدین HPLCنتایج واکاوي  -9 کلش

ها نشان  اشتباه در سطح ستون هاي ). انحراف استاندارد توسط میلهCo( یافته با محلول اینفیلتریشن بدون آگروباکتریوم
  داده شده است.

Figure 9. The results of peonidin HPLC analysis in the petals injected with three flower color gene 
constructs and petal injected with agroinfiltration solution without Agrobacterium (Co). Standard 
deviation is shown by the mistake bars in the top of columns. 

  
  سپاسگزاري

هاي ژنی  ژاپن به خاطر در اختیار قرار دادن سازهکشور از  ″می″ پروفسوراز آقاي وسیله بدین   
دکتر خوشحال سرمست به پاس کمک در انجام آزمایش و از خانم دکتر زینی پور آقاي  ،رنگ گل

  شود.  سپاسگزاري می ،متقبل شدندها  رنگدانه HPLCزحماتی که در واکاوي براي 
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