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 چكيده
حـاوي   LBA4404   سـويه ، اگرو باكتريوماز. فترگموثر بر انتقال ژن به گياه ترشك مورد بررسي قرار عوامل مطالعه در اين 

براي ارزيـابي انتقـال ژن      ه برگ   تلقيح با استفاده از ريز نمون     ي مختلف   ها  و زمان  كانامايسين   غلظتهاي مختلف و،  pBI121پلاسميد  
گـرم در    ميلـي 75/0 و BAPگرم در ليتر  ميلي5/1 داراي MSبرگ روي محيط كشت قطعات  كشت  .استفاده گرديد   gusگزارشگر  

 ميلـي گـرم در ليتـر     25رم در ليتر نـشان داد كـه غلظـت           گ ميلي   100 و   75 ،50 ،25،  10 ،صفري كانامايسين   ها  و غلظت  IAAليتر
عنوان غلظت آستانه كانامايـسين در محـيط كـشت          ه  از توليد كالوس و باززايي گياه جلوگيري نموده و ب         و بالاتر از آن      كانامايسين

)  دقيقه 25و   8 ،2(ي مختلف تلقيح    ها  با زمان   )=-OD 2/0 و   6/0 ،1( ي مختلف آگروباكتريوم    ها  اثر غلظت . گزينش تعيين گرديد  
 واجـد ژن  pBI121ي برگ با سوسپانـسيون اگروبـاكتريوم داراي پلاسـميد    ها ظور ريز نمونهبراي اين من  . مورد ارزيابي قرار گرفت   

gus  ميلـي گـرم در      200 ميلي گرم در ليتر كربني سـيلين         500  بعد از همكشتي به محيط باززايي حاوي          ها  ريزنمونه.  تلقيح شدند 
 سنجي بيان موفق اين ژن را در گياهان باززايي شده           GUS آزمون. ن منتقل شدند  انامايسي ميلي گرم در ليتر ك     25ليتر سفاتوكسيم و    

 . دقيقه تلقيح نشان داد2 و مدت زمان =OD 6/0 و 2/0در شرايط تلقيح 
 
 gusژن گزارشگرانتقال ژن، اگروباكتريوم،   ، .Rumex acetosa L ترشك: هاي كليدي واژه

 

 مقدمه
چگونگي كنترل و رشد اعضاي گل يكـي از         شناخت  

م در زيـست شناسـي مولكـولي گيـاهي          موضوعات مه ـ 
 چگونگي تعيين هويت اعضاي گل از جمله        درك. است

اعضاي جنسي نـر ومـاده امكـان كنتـرل آنهـا را فـراهم               
 ،بـاغي  هاي اصلاح نباتات    تواند در برنامه    مي  و نمايد  مي

ترشـك  گيـاهي     . و زينتي كمـك نمايـد     ، زراعي   جنگلي
 Parker (تگوناسـه اس ـ  علفي و دوپايه  از خانواده پلي

and Clark, 1991.( .   از يي هـا  گـي ويژداراي ايـن گيـاه
ــود     ــودن، وج ــه ب ــوزم، دوپاي ــم كروم ــداد ك ــه تع جمل

هاي جنـسي وكوتـاه بـودن دوره رشـد و نمـو               كروموزم
در مطالعـات  تا موجب شده كه  ) Parker, 1990 (است

ژنتيكي و مولكولي تشكيل اعضاي نر و ماده گـل مـورد            
ــرد ــرار گي در . )Ainsworth et al., 1997 (اســتفاده ق

 كرومـوزوم  2n= 2X= 12+ XX پايه ماده داراي ،ترشك
 اســتكرومـوزوم   2n= 2X= 12+XY1Y2  و پايـه نـر  
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)Ainsworth et al., 1998.(   تعـداد  وقتـي نـسبت بـين  
 يـا   1هـاي اتـوزومي برابـر          و مجموعه  xهاي    كروموزوم

 xاي  ه ـ  ها ماده هستند، در حاليكه نسبت       بالاتر باشد، پايه  
هاي نـر     تر، منتج به پايه      و يا پايين   5/0به اتوزوم برابر با     

 فنوتيـپ دوجنـسي   1 و 5/0هـاي بـين      نـسبت . شـود   مي
بنابراين تعيين جنسيت اساسـا مـستقل از        . كنند  توليد مي 

همچنين توليـد   .  است yوجود يا عدم وجود كروموزوم      
 ، اسـت  yهاي مختلف گل نر مستقل از كروموزوم          بخش

 به علاوة   24 برابر با    n2ها    اپلوئيدهايي كه در آن   زيرا تتر 
xxx   بـا ايـن    . ، دوجنسي هـستند   ) 75/0با نسبت   ( است

هـاي    براي ميوز موفـق در سـلول  yوجود دو كروموزوم  
بيـشتر  ). Ainsworth, 2000(  گـرده لازم هـستند  يمادر

ي كنتـرل   هـا   مطالعات انجام شده نشان داده است كه ژن       
تعلـق بـه خـانواده بزرگـي از         ل م گكننده هويت اعضاي    

 Riechman and( هــستند MADS-boxژنهــا بــه نــام 

Meyerowitz, 1997; Takahiro et al., 2004; Noah 
Sather et al., 2005(   ي نـسخه  هـا   كـه عمـدتا فـاكتور

. )Shore and Sharrocks, 1995(كنند   ميبرداري را كد
 متعلق به همين خـانواده    از گياه مدل ترشك تعدادي ژن       

 RAD2 و RAP1 ،  RAD1 يهـــا جملـــه ژنژنـــي از 
ــق      ــا از طري ــة آنه ــه مطالع ــت ك ــده اس ــازي ش جداس

ها محدود به     ون در محل نشان داده كه بيان آن       يداسيبريه
 Ainsworth( شود پريموردياي اعضاي نر و مادة گل مي

et al., 1995 .(نقش ژن RAP1    با انتقال بـه گيـاه توتـون
درگياهـان  . )Shakib, 1999 (گرفـت قـرار  مطالعه مورد 

هاي گل مشاهده شـده       تراريخته توتون تغييراتي در اندام    
ي ها   به پايه  ها با انتقال آن   ها  لذا نقش دقيقتر اين ژن    . است

ايجاد اين كار مستلزم    . گردد  مي مختلف ترشك مشخص  
بـا بررسـي    . اسـت روش مناسب انتقال ژن به اين گيـاه         

 ايـن روش در     عوامل موثر در انتقال ژن و بهينـه سـازي         

ي فوق بلكـه مطالعـه      ها  ترشك  امكان مطالعه نه تنها ژن      
يي كه در كنترل تعيين هويت اعضاي گل و ايجـاد           ها  ژن

  .شود  ميتك جنسي دخالت دارند فراهم
 

 مواد و روشها
كه در شـرايط درون شيـشه تكثيـر و          از گياهان ترشك    

بـرگ و محـيط     بافت   از   .استفاده گرديد شوند    مي نگهداري
MS   گرم در ليتر       ميلي 5/1 حاويBAP   گـرم    ميلـي  75/0 و

 بـراي محـيط كـشت   و  به عنـوان جداكـشت   IAAدر ليتر  
  .باززايي استفاده شد

 
 كانامايسنتعيين غلظت آستانه تاثير 

 و 75 ،50 ،25 ،صـفر (ي مختلف كانامايسن  ها  غلظتاثر   
بر توليد كالوس و باززايي گيـاه بـراي      ) گرم در ليتر    ميلي 100
شـامل   هر تيمـار  . آزمون شدند اين ماده   ين غلظت آستانه    تعي

ي فوق  ها   برروي محيط  ها  ريزنمونه .بودجداكشت  قطعه   100
گراد و تناوب نـوري       درجه سانتي  22در اتاق كشت با دماي      

قرار  هفته   5 ساعت تاريكي به مدت      8 ساعت روشنايي و     16
بـين   كـالوس و از      ءميـزان القـا   , بعد از اين مدت   . شدندداده  

 . مورد بررسي قرار گرفتها رفتن ريزنمونه
 

 هضم آنزيمي  وپلاسميد استخراج 
  حـــاوي ژن pBI121پلاســـميد   ازدر ايـــن مطالعـــه

uidA(GUS) تحــت پيــشبر  CaMV35S   ــوان ژن ــه عن ب
 اسـتفاده  گزينشعامل  به عنوان ژن     nptII  ژن و ،گزارشگر

روش ، طبـق  E. coliپلاسميد ازسلولهاي باكتري ابتدا . شد
پلاسـميد   ليز قليايي استخراج شد و بعـد از مـشاهده بانـد   

گارز يك درصد، براي اطمينان از نوع       آمورد نظر روي ژل     
هـضم و    BamHI و   EcoRIبرشـي ي  هـا   پلاسميد، با آنزيم  

 . باندها روي ژل آگارز بررسي شدند
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 انتقال پلاسميد به آنتهيه سلولهاي مستعد اگرو باكتريوم و 
 5 در LBA4404 سـويه    گروبـاكتريوم آيك تـك كلنـي از   

 ميلي گرم درليتـر ريفامپيـسين       50 حاوي   LBليتر محيط    ميلي
ژن مقاومت به ريفامپيسين روي كروموزوم اگـرو بـاكتريوم          (

روي گـراد     درجه سانتي  28كشت شده و كشتها در    .) قراردارد
 دور دردقيقه رشد داده شدند و بعـد از          200با سرعت   شيكر  

ليتـر    ميلي50 ميلي ليتر از كشت فوق در 1  ساعت، 24 الي   16
محيط جديد تلقيح شده و درهمان شـرايط قبلـي نگهـداري            

بـه حـدود     OD600ي باكتري در    ها  زماني كه رشد سلول   . شد
 10 بـه مــدت  g 4000 رسـيد بـا سـانتريفيوژ و در دور     5/0

 ميلـي ليتـر     50 رسـوب حاصـل در     .دقيقه رسوب داده شدند   
 بـه   g4000ل شده و دوبـاره در       ح   درصد سرد    10گليسرول  

بعداز خارج كردن محلـول     .  دقيقه سانتريفوژ شدند   10مدت  
 درصـد سـرد     10 ميلي ليترگليـسرول     25در   رويي رسوب را  

 15اين مراحـل را بـا   .  سانتريفوژ تكرار شد   عمل حل كرده و  
ميلي ليتر گليسرول ادامه داده و درآخر رسوب باكتري دريك          

سرعت در  ه  صد سرد حل شده و ب      در 10ميلي ليتر گليسرول    
تـوان تـا شـش مـاه          مي اين سلولها را  . ازت مايع منجمد شد   

ژن انتقال  براي   .گراد نگهداري كرد    درجه سانتي  –80دردماي  
ــتگاه ــد Ecoli Pulserاز دس ــتفاده ش ــ.  اس ــورب  1 دين منظ

)  نـانوگرم  100باغلظت حدوداً   ( پلاسميد   DNAميكروليتر از   
تعد اضـافه شـد و سـپس طبـق           ميكروليتر سـلول مـس     40به  

. دستورالعمل دستگاه به آن پـالس الكتريكـي اعمـال گرديـد           
 2بـه مـدت      اضافه شده و بـاكتري       LB ميلي ليتر    1بلافاصله  

با سـرعت   روي شيكر   گراد    درجه سانتي  28ساعت در دماي    
 LB و سـپس بـرروي محـيط       . دور دقيقه رشد داده شـد      200

 ميلي گرم درليتر 50و  ميلي گرم درليتر ريفامپيسين 50حاوي 
گـراد بـه      درجه سانتي  28كاناما يسين كشت شده و در دماي        

ي هـا   از يكي از كلنـي    .  ساعت نگهداري شد   48 الي 36مدت  

رشد يافته اسـتوك تهيـه شـد و از آن بـراي مراحـل بعـدي                 
 .استفاده گرديد

 
 ي گياهي ها كشت آگروباكتريوم و تلقيح بافت

ــان  ــين مناســبترين زم ــه منظــور تعي ــيح و غلظــت ب  تلق
 1و 6/0 ،2/0(وم باكتريآگروهاي مختلف    غلظتومباكتريآگرو

OD=  (تلقيح   ي مختلف ها   زمان و )انجـام  )  دقيقه   25 و 8، 2
 تـازه واكـشت      ديـش   كلني از پتري   كشد براي اين منظور ي    

گرم   ميلي50 به علاوه LB (pH 7)  ميلي ليتر محيط5شده در 
رم درليتر كانامايسين كـشت      ميلي گ  50در ليتر ريفامپيسين و     
بـا  روي شـيكر    گـراد     درجـه سـانتي    28شده و اين كشت در    

 سـاعت،   24بعد از    . دور در دقيقه رشد داده شد      200سرعت  
 ميلي ليتر محـيط  25 ميكروليتر از كشت فوق در  100 الي   50

LB   ميلي گـرم  50ليتر ريفامپيسين و    ميلي گرم در   50 حاوي 
 و درهمـان دمــا و ســرعت  ليتـر كانامايــسين رقيـق شــده   در

 ،ي مناســبهــا رســيدن بــه غلظــتپــس از  .نگهــداري شــد
بعد از  .ي برگ باسوسپانسيون باكتري تلقيح شدند    ها  ريزنمونه
 از سوسپانـسيون بـاكتري      هـا   نمونـه  ريـز  ،زمان لازم گذشت  

خارج شده و بعد از كمي خشك شدن برروي كاغذ صـافي             
يي به علاوه    محيط باززا  شاملاستريل، روي محيط هم كشتي      

بـراي هـر    . قرار گرفتنـد  استوسيرينگون   گرم در ليتر   ميلي   10
 15  ديـش  درهر پتري  ريزنمونه تلقيح شد و      600تيمار تعداد   

 روز هـم كـشتي      2عـد از     ب ها  ريزنمونه. ريزنمونه قرار داده شد   
 سـاعت   16گـراد و تنـاوب نـوري         درجـه سـانتي    22دردماي  

ينش شـامل محـيط   گـز  ساعت تاريكي به محيط    8روشنايي و   
 200  ميلي گـرم درليتـر كربنـي سـيلين            500اضافه   هباززايي ب 

و براي كنترل رشد آگروبـاكتريوم      سفاتوكسيم  ميلي گرم درليتر    
ي هـا   بـراي گـزينش سـلول      ميلي گرم در ليتر كانامايـسين        25

 . منتقل و درهمان شرايط نگهداري شدندگياهي ترنسفرم شده 
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 آزمون هيستوشيميايياز طريق  gusبررسي بيان ژن 
 ، ازطريـق آزمـون هيـستوشيميايي      gusبيان ژن گزارشگر    

 بـــا انـــدكي )1987(  و همكـــاران Jeffersonطبـــق روش 
  سوبـستراي GUS آنزيم . تغييرات، مورد بررسي قرارگرفت

X-Gluc           را تجزيه كرده و محصول عمل پس از يك واكـنش
هـد  د  مي  رسوب آبي رنگي تشكيل    ،دايمريزايسون اكسيداتيو 

 ها   ريزنمونه ، gus براي بررسي بيان ژن   . كه قابل رويت است   
بـافر فـسفات    رنگ آميـزي  در محلولكشت هفته بعد از     12

ميلي گرم درليتـر     X–Gluc   ،100ميلي گرم درليتر    100داراي  
 درصد 20 و X- 100 ميلي ليتر درليتر تريتون 1كلرامفنيكل ، 

 GUS  داخلي اليتازفع  متانول موجود دراين محلول،     (متانول  
) كنـد   مي بعضي گياهان گزارش شده است، جلوگيري      كه در 

 سـاعت   24گـراد بـه مـدت         درجه سانتي  37قرارگرفته و در    
از محلول فوق خارج شده و       ها  نمونه سپس   .نگهداري شدند 

ساعت قرار گرفته تا كلروفيل حـذف     چند  در اتانول به مدت     
يـان كننـده ژن     سلولهاي ب .  بي رنگ شوند   ها  شده و ريزنمونه  

uidA             شمارش و ثبت گرديد و بر اين اساس تيمارهـا مـورد 
 از  gusبررسـي بيـان پايـدار ژن        . مقايسه و آناليز قرار گرفتند    

بـه  . شده درمحيط انتخابي انجام گرفت     ييطريق گياهان باززا  
اين منظور، قسمتهاي مختلف اين گياهان شامل برگ، دمبرگ        

 ساعت كه 24ته وبعد از  قرار گرفX–Glucو ريشه درمحلول 
گراد نگهداري شدند بـا اسـتفاده از     درجه سانتي37 دماي در

 . اتانول رنگ بري شده و زير لوپ مورد بررسي قرارگرفتند
 
 ج ينتا

 تعيين غلظت آستانه تاثير كانامايسين
از آنجا كه كـارايي توليـد گياهـان تراريختـه وابـسته بـه               

لازم اسـت   , يخته اسـت   و بافتهاي ترار   ها  انتخاب دقيق سلول  
بـراي ايـن   . كه آستانه تاثير ژن انتخابگر گياهي مشخص شود      

. ي مختلــف كانامايــسين بررســي گرديــدهــا منظــور غلظــت
ي شاهد روي محيط بدون كانامايسين كاملا سـبز         ها  ريزنمونه

در محـيط بـا     . بوده و در حاشيه برش ايجاد كـالوس كردنـد         
 هـا    بيوتيك ريزنمونه   ميلي گرم در ليتر از اين آنتي       10غلظت  

در . اكثرا سبز بوده ولي القا كالوس در آنها بسيار ضعيف بـود           
 درصـد   90  الـي     80حـدود   ,  ميلي گـرم در ليتـر      25غلظت  
 ء زرد شده و از بين رفتند و هيچ گونه اثري از القا            ها  ريزنمونه

 ميلي گرم و    50در غلظتهاي   . مشاهده نگرديد كالوس در آنها    
   از بـين رفتنــد هــا  در صـد ريزنمونـه  100بـالاتر نيـز تقريبــا   

 ميلي گرم در ليتر به عنوان آستانه        25لذا غلظت   .  )1  جدول(
ي برگ گيـاه ترشـك در       ها  تاثير كانامايسين بر روي ريزنمونه    

 .  قطعه جداكشت بود100هر تيمار شامل  . شدنظر گرفته
 

كانامايسين روي ميزان باززايي  يها اثر غلظت -1جدول 
  رشكاز برگ ت

 محيط انتخابي حاوي كانامايسين
 )ميلي گرم در ليتر(

 درصد باززايي

0 
10 

25 
50 
75 
100 

36 
19 
0 
0 
0 
0 

 
 هضم آنزيمي  و  pBI121 پلاسميداستخراج

  BamHI و   EcoRI با دو آنزيم     ،پس از استخراج پلاسميد   
 شد كه پلاسميد خطي شـد و در         هصورت منفرد برش داد   ه  ب

 كيلـو بـاز از      2/2اثر هضم با هر دو آنزيم يك قطعـه حـدود            
مـورد نظـر     پلاسميد    وجود پلاسميد جدا شد كه تاييد كننده     

  ).  1شكل ( بود 
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M P E B E/B

2.2 Kb

M P E B E/B

2.2 Kb

 
 :ي برشيها   با آنزيمpBI121 هضم پلاسميد -1شكل

- Mماركر;   P-پلاسميد ; -  E هضم پلاسميد با آنزيم EcoRI 
;- B  هضم پلاسميد با آنزيمBamHI;-  E/B  هضم پلاسميد 

 و جدا شدن يك قطعه حدود BamHI و EcoRIبا دو آنزيم  
 .لو باز از پلاسميدي ك2/2

 

  در گياهان باززايي شده gusارزيابي بيان ژن 
آزمايشات بررسي انتقال ژن نشان داد در تمامي      

وس به شدت  دقيقه القاي كال25تيمارهاي با زمان تلقيح 
اي  كاهش يافت و در اين سطح از زمان تلقيح هيچ گياهچه

 نيز القاي =1ODدر تيمارهاي تلقيح با غلظت .  نشدييباززا
در . نشديي باززااي  كاهش يافت و گياهچهبسيار كالوس 

 2/0و غلظت باكتري )  دقيقه8 و 2(تيمارهاي با زمان تلقيح 
 محيط روي  شدهباززاييگياهچه  تعدادي  =OD 6/0و 

بعدي بيشتر آنها هاي   بدست آمد كه پس از واكشتگزينش
. از ادامه رشد بازماندند و تنها تعداد محدودي سبز ماندند

 شده صورت ييهاي باززا  سنجي روي نمونه GUSآزمون 
 2و زمان تلقيح ) 2/0 وOD) 6/0گرفت و تنها در تيمارهاي 

تلقيح شده با  گياه در محيط 2. دقيقه پاسخ مثبت بدست آمد
OD  گياه در محيط با شرايط 1 و 6/0برابر با OD  برابر با

ظاهر شد  بطور كامل بدست آمد كه رنگ آبي در آنها 2/0
  كهبودنرخ تراريختگي در اين آزمايشات پايين ).  2شكل(

جمله اين عوامل از . تواند ناشي از عوامل مختلف باشد مي
باززايي از قطعات . ستبافت گياهي و سيستم باززايي از آن ا

ي مريستمي اطراف آوندي ها  عمدتا ازسلول در ترشكبرگ
آگروباكتريوم هنگام از آنجاييكه ممكن است . گيرد  ميمنشا

ي پايين ها  كه در لايهها به اين سلول يكمترتلقيح دسترسي 
شود تا   ميموجب ،تر از محل برش قرار دارند داشته باشد

به ميزان زيادي پايين آنها يي از ززابا وي تراريخته ها سلول
استفاده از كالوس تشكيل شده در اين بافتها در مراحل . آيد

و سپس تلقيح آنها با آگروباكتريوم ممكن است اوليه كشت 
موثر بوده و بتواند كارايي توليد گياهان تراريخته را افزايش 

 .  دهد

 
 بحث

ليد  مرحله مهمي در توگلجنسي و رشد اعضاي   تشكيل       
ژنتيكـي و مولكـولي     بيـشتر مطالعـات      .باشد  مي بذر  و ميوه     

  روي گياهان دو جنسي صورتتشكيل اعضاي نر و ماده گل
، نـسبت بـه گياهـان       استفاده از گياهان تك جنـسي     . گيرد مي

ي مرتبط بـا    ها   مطالعات مولكولي و انتقال ژن     براي دوجنسي،
گياهان ن به   انتقال ژ . تر هستند  مناسبايجاد و نمو اعضاء گل      

 اگرچـه  گزارش شدهمانند خيار، ذرت، و اسفناج     تك جنسي 
تحت شرايط محيطي و محيط كشت تغييرات در        اين گياهان   

 دهند كه به اين دليـل مناسـب نيـستند           مي جنسيت گل نشان  
)Shen et al., 1993; Malepszw, and. Niemirowicz-

Szczytt , 1991; Ishida et al., 1996; Komai et al., 
2003; Masuda, 2004; Zhang and Zevaart, 1999 (  . اين

تواند بعنوان    مي  و ديده نمي شود  نقاط ضعف در گياه ترشك      
مـورد  ي انتقـال ژن نيـز   هـا  در بررسـي يك گياه دو پايه مدل  

 روش انتقـال    هرچند اين كار نيازمند ابداع    . استفاده قرار گيرد  
ده شــد كــه در ايــن بررســي نــشان دا. باشــد  مــيژن بــه آن



 ... انتقال ژن به گياه ترشك روشبررسي
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آگروباكريوم به عنوان يك وسيله براي انتقال ژن بـه ترشـك            
ي گياه نـسبت بـه آنتـي بيوتيـك          ها  بافت. قابل استفاده است  

كانامايسين كه در مطالعات انتقال ژن به عنوان عامل گـزينش           
 حساس بوده و  )Park et al., 1998( شود  مياستفادهگياهي 
آن مـانع از رشـد       ليتـر     ميلي گرم در   20ي بالاتر از    ها  غلضت

روش انتقـال ژن و توليـد       . شـوند   مـي  كالوس و باززايي گياه   
گياهان تراريخته در خيلي از گياهان بهينه سازي شده است و           

موفقيـت  . شاهد توسعه اين روش به گياهان بيشتري هـستيم        
در توليد گياهان تراريخته بستگي به كارايي روش انتقـال ژن           

مـل مـؤثر در انتقـال ژن بـه گيـاه            گرچه بطور كلي عوا   . دارد

 ;Birch, 1997; Gheysen et al., 1998( شناخته شده اسـت 

Guivarch et al., 1993( مختلف گياهاندر يي ها  اما تفاوت 
ازجمله ايـن عوامـل ژنوتيـپ گيـاه، قطعـه           . شود  مي مشاهده

جداكـــشت، تركيـــب محـــيط كـــشت و ســـويه مناســـب 
ا بررسي اثرات اين عوامل     لذ. توان نام برد    مي آگروباكتريوم را 

و تركيب مناسـب و روش بهينـه انتقـال ژن بـراي هـر گيـاه                
نتايج اين بررسي نشان داد كـه انتقـال ژن بـه        . ضروري است 

ي بيـشتر بـراي     هـا   گياه ترشك امكان پذير اسـت و بررسـي        
 راه را بـراي اسـتفاده از ايـن          ،افزايش كارايي انتقال ژن به آن     
 .  نمايد  مييت بازگياه در مطالعات تعيين جنس

  

 
اززايي و رشد گياه روي محيط ب -B ; اثر بازدارندگي كانامايسين بر باززايي گياه-  A. به ترشكgusانتقال ژن   –2شكل 

 ترشكل  توليد رنگ آبي در گياه كامD - ;ي تراريختهها  توليد رنگ آبي در بافت-C  ; هفته بعد از كشت8 گزينش

AB

CD



 2، شمارة 16اصلاح گياهان مرتعي و جنگلي ايران جلد  فصلنامة تحقيقات ژنتيك ودو 

 

147

  مورد استفادهمنابع
−Ainsworth, C., Crossley, S., Buchanan-Wollaston, V., 

Thangavelu, M., .and Parker, J., 1995. Male and 
female flowers of the dioecious plant sorrel show 
different patterns of MADS box gene expression. 
Plant Cell, 7: 1583-1598. 

−Ainsworth, C., Shephard, H., Jianping, L., Shakib, A. 
M., Rahman, A., and Bhattacharyya, T., 1997. 
Studies on sex determination in plants with X: 
Autosome dosage system. Flowering News Letter, 
May, 18-23. 

−Ainsworth, C., Parker, J., and Buchanan-Wollaston, 
V., 1998. Sex determination in plants. Current 
Topics in Developmental Biology, 38: 167-223. 

−Ainsworth, C., 2000. Boys and girls come out to play: 
The molecular biology of dioecious plants. Ann. 
Bot., 86: 211-221. 

−Ainsworth, C., Rahman, Az., and Edwards, G., 2005. 
Intersex inflorescences of Rumex acetosa 
demonstrate that sex determination is unique to each 
flower. New Phytologist, 165: 711-720. 

−Birch, R.G. 1997. Plant transformation: Problems and 
strategies for practical application. Annual Review 
of Plant Physiology and Plant Molecular Biology, 
48:297-326. 

−Gheysen, G., G. Angenon and M. Van Montagu. 1998. 
Agrobacterium -Mediated Plant Transformation: A 
Scientifically Intriguing Story With Significant 
Applications. In: Lindsey K (ed.) Transgenic plant 
research. Harwood Academic, Amsterdam. pp: 1–
33. 

−Guivarch, A., Caissard, J. C., Brown, S., Marie, D., 
Dewitte, W., Van Onckelen, H., Chriqui, D. 1993. 
Localization of target cells and improvement of 
Agrobacterium-mediated transformation efficiency 
by direct acetosyringone pretreatment of carrot root 
discs. Protoplasma, 174:10–18. 

−Ishida, Y., Saito, H., Ohta, S., Hiei, Y., Komari T., and 
Kumashiro, T. 1996. High efficiency transformation 
of maize (Zea mays L.) mediated by Agrobacterium 
tumefaciens. Nat Biotechnol., 14:745–750. 

−Jefferson, R.A., Kavanagh, T. A. and Bevan M. W., 
1987. GUS fusion: beta glucuronidase as a sensitive 
and versatile gene fusion marker in higher plants. 
EMBO J., 6: 3901-3907. 

−Komai, F., and Masuda, K. 2004. Plasticity in sex 
expression of spinach regenerated from root tissues.  
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, 78: 258-287. 

−Komai ,F., N. Shikazono and Tanaka, A. 2003. Sexual 
modification of female spinach seeds (Spinacia 

oleracea L.) by irradiation with ion particles. Plant 
Cell Reports, 21: 713-717.  

−Malepszw, S. and Niemirowicz-Szczytt, K. 1991. Sex 
determination in cucumber (Cucumis sativus) as a 
model for molecular biology. Plant Sci., 80:39-47. 

−Noah Satter, D., York,, A., Pobursky, K. J., and 
Golenberg, E. M.,  2005. Sequence evolution and 
sex specific expression of the C class floral identity 
gene, SpAGAMOUS, in dioecious Spinacia oleracea 
L. Planta, 222: 248-292. 

−Park, S. H., Rose, S. C., Zapata, C., Srivatanakul M., 
and Smith. R. H. 1998. Cross-protection and 
selectable marker genes in plant transformation. in 
vitro Cell Dev. Biol. 34:117-121. 

−Parker, J. S. 1990. Sex chromosomes and sexual 
differentiation in flowering plants. Chromosomes 
Today, 10: 187-198. 

−Parker, J. S. and Clark, M. S., 1991. Dosage sex-
chromosome systems in plants. Plant Sci., 80: 79-92. 

−Riechmann, J. L., and Meyerowitz, E. M., 1997. 
MADS domain proteins in plant development. Biol. 
Chem., 378: 1079-1101. 

−Shakib, A. M., 1999. MADS box genes in sorrel 
(Rumex acetosa L.). Ph.D Thesis, University of 
London. 

−Shen, W. H., Escudero, J., Schläppi, M., Ramos, C., 
Hohn B., and Koukolíková-Nicola, Z. 1993. T-DNA 
transfer to maize cells: histochemical investigation 
of β-glucuronidase ctivity in maize tissues. Proc Natl 
Acad Sci USA. 90:1488–1492. 

−Shore, P., and Sharrocks, A. D., 1995. The MASD bos 
family of transcription factors. Eur. J. Biochem., 
229: 1-13.  

−Takahiro, Y., Nagasava, N., Kawasaki, S., Matsuoka, 
K, Nagato, Y., and Hirano, H. Y., 2004. The YABBY 
Ggene DROOPING LEAF regulates carpel 
specification and midrib development in Oryza 
sativa. The Plant Cell, 16: 500-509. 

−Zhang, H. X. and Zeevaart, J. A. D. 1999. An efficient 
Agrobacterium tumefaciens- mediated 
transformation and regeneration system for 
cotyledons of spinach. Plant Cell Reports, 18: 640- 
645.  

 
 



Iranian Journal of Rangelands and Forests Plant Breeding and Genetic Research Vol. 16, No. 2, 2009 

 

148

Investigation in gene transforming method to sorrel (Rumex acetosa L.) 
 

A.M. Shakib1, A. Izadi-Darbandi2, M. Ahmad-Raji3 and M. Orujloo4 
 
1-* Corresponding author, Assis. Prof., Agricultural Biotechnology Research Institute, I.R.Iran.   
      E-Mail: a_shakib@abrii.ac.ir 
2. Assis. Prof., Aboo-Reihan Pardis, Tehran Univer., Varamin, I.R.Iran. 
3 - Agricultural Biotechnology Research Institute, I.R.Iran. 
4 – Agricaltaral Biotech norogy Research Institute, I.R.Iran. 
 

Received: 29.03.2008 Accepted: 22.07.2008 
Abstract 

Effective factors on gene transferring to sorrel were considered. Agrobacterium, strain 
LBA4404 containing pBI121 plasmid, and different concentrations and inoculation time using 
leaf explants were used for evaluation of the gus gene transformation. Culture of leaf segments 
on MS medium containing 1.5 mg/l BAP and 0.75 mg/l IAA and kanamycin  concentrations (0, 
10, 25, 50 75 and 100 mg/l) showed that 25 mg/l kanamycin inhibited callus production and 
plant regeneration and it was determined as the effective  kanamycin level in selection medium. 
Effects of Agrobacterium concentration (OD= 0.2, 0.6 and 1) with different inoculation duration 
were studied. For this purpose leaf explants were inoculated with Agrobacterium suspension 
having pBI121 plasmid containing the gus gene. After co-cultivation the explants were 
transferred on regeneration medium containing 500 mg/l carbenicilin, 200 mg/l cefotaxim and 
25 mg/l kanamycin. GUS assay showed the successful transfer of this gene in regenerated plants 
under OD= 0.2, 0.6 and 2 minute inoculation duration.    
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