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براي به تاخير انداختن پيري برگ در رز ) IPT(استفاده از ژن كد كننده آنزيم ايزوپنتنيل ترانسفراز 

  ) Rosa hybrida cv. Linda(مينياتوري گلداني 
  

)4(و مارگارت سرك ) 3(، سريدوي سريسكانداراجا )2(، رناته مولر )1(هدايت زكي زاده   
 گروه علوم -3 گروه علوم كشاورزي دانشكده علوم زيستي دانشگاه كپنهاك، دانمارك، -2 علوم باغباني دانشگاه گيلان،  گروه-1

   انستيتوي گياهان زينتي، دانشگاه هانوفر آلمان-4رزي سوئد، گياهي و ژنتيك جنگل، دانشگاه علوم كشاو
  
   

پيري برگ . باشدپيري برگ مهمترين عامل كاهش كيفيت در بسياري از محصولات كشاورزي، از جمله گياهان زينتي مي
ي نيز، زردي در رزهاي مينياتور. هاي بيوشيميايي و فيزيولوژيكي در مراحل پاياني رشد برگ استنتيجه يك سري واكنش

هاي گياهي، در بين هورمون. و ريزش برگ، و ريزش گل و جوانه، مشكل بزرگي در بازاريابي اين گياهان است
در تحقيق حاضر، گياهان تراريخته با استفاده از ژن . ها مهمترين مواد تنظيم كننده كاهش دهنده پيري هستندسايتوكينين

براي انتقال ژن از دو . به دست آمد) SAG12(نترل آغازگر اختصاصي پيري تحت ك) IPT(دخيل در بيوسنتز سايتوكينين 
ها در اين سويه. استفاده شد) Agrobacterium tumefaciens( از آگروباكتريوم توميفاشينس GV3850 و AGL1سويه 

ني بالغ به هاي بدهاي رويانزا حاوي رويانكالوس.  بودندSAG12-IPTحامل ژن شيمري (+)pSG529 بردارنده ناقل
براي رقيق كردن محلول باكتري قبل از مرحله تلقيح ريز . عنوان ريزنمونه مناسب براي انتقال ژن مورد استفاده قرار گرفت

نتايج ساترن بلات نشان داد كه چهار لاين تراريخته .  استفاده شدYEPو  half-MS ،Min-A ،LBهاي ها، از محيطنمونه
 براي انتقال ژن استفاده شد، به AGL1گياهان تراريخته فقط زماني كه سويه . ر به دست آمد كپي از ژن مورد نظ6 تا 1با 

 براي رقيق كردن محلول half-MSكه محيط ود زماني ب%) 10 (انتقال ژن همچنين بالاترين درصد . دست آمد
حال ريشه زايي با اين. هد نداشتندگياهان تراريخته از نظر مورفولوژيكي تفاوتي با گياهان شا. آگروباكتريوم استفاده شد

هاي اوليه نشان داد كه زردي برگ در گياهان تراريخته حدودا يك ارزيابي. اي در اين گياهان بسيار مشكل بوددرون شيشه
  .ارزيابي بيشتر اين گياهان در آزمايشات گلخانه اي مورد نياز است. هفته به تأخير افتاد
   SAG12-IPTانتقال ژن، پيري برگ، سايتوكينين،آگروباكتريوم، : واژه هاي كليدي

    

  مقدمه
كشاورزي، از جمله سبزيها و گياهان  پيري و زرد شدن برگ مهمترين عامل كاهش كيفيت در بسياري از محصولات
پيري برگ نتيجه يك سري واكنشهاي . زينتي، در طي مراحل مختلف توليد، پس از توليد، حمل و نقل و فروش مي باشد

تحقيقات زيادي براي بهتر ). 8(يايي و فيزيولوژيكي در مراحل پاياني رشد برگ، از مرحله بلوغ تا مرگ، مي باشد بيوشيم
شناختن اين پديده و يافتن روشهايي براي كاهش اثرات مخرب آن بر روي محصولات كشاورزي، به ويژه گياهان زينتي 

 برگ، و ريزش گل و جوانه، مي تواند بزرگترين مشكل در در رز هاي مينياتوري نيز، زردي و ريزش. انجام شده است
پيري برگ تحت تأثير عوامل مختلف داخلي و خارجي از جمله هورمونهاي گياهي قرار دارد ). 9(طي بازاريابي باشد 

 داده نشان). 6و5(از بين هورمونهاي گياهي، سايتوكينين ها مهمترين مواد تنظيم كننده كاهش دهنده پيري هستند ). 8و6(
شده كه پيري برگ همراه با كاهش محتوي سايتوكينين برگ است و همچنين نشان داده شده كه اسپري برگ با سايتوكينين 

در رز مينياتوري، اسپري برگ با سايتوكينين زردي برگ را ). 5(مي تواند پيري برگ را در برخي گياهان به تأخير اندازد 
راريختي كه بتواند در آغاز پيري هورمون سايتوكينين توليد كند، مي تواند در به تأخير بنابراين توليد گياه ت). 9(كاهش داد 
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) IPT(در اين زمينه، گياهان تراريخته با ژن توليد سايتوكينين . انداختن پيري و در نتيجه كيفيت بهتر محصول مؤثر باشد
-SAG12(ر تحقيق حاضر، ژن مورد نظر د). 7و1،2،4(توليد شده اند ) SAG12(تحت كنترل آغازگر اختصاصي پيري 

IPT (به گياه رز مينياتوري منتقل شد.  
  

  مواد و روشها
از آنجائيكه باززايي كل گياه از يك . اين تحقيق در بخش باغباني دانشكده علوم زيستي دانشگاه كپنهاك انجام شد

ش نياز يك انتقال ژن موفق مي باشد، باززايي ، پي) در رز، كالوس رويانزا و رويان بدني(ريزنمونه مناسب براي انتقال ژن 
كالوس هاي رويانزا حاوي رويانهاي بدني ). 10(ارقام انتخاب شده از طريق رويان زايي بدني مورد بررسي قرار گرفت 

 دو سويه براي انتقال ژن از. بعنوان ريزنمونه مناسب براي انتقال ژن مورد استفاده قرار گرفتند) ليندا(بالغ از رقم مورد نظر 
AGL1 و GV3850 از آگروباكتريوم توميفاشينس )Agrobacterium tumefaciens (اين سويه ها با ناقل. استفاده شد 

pSG529(+) حامل ژنSAG12-IPTهر دو سويه در محيط كشت مايع .  تراريخت شدندLB مپيسيلين وĤحاوي ريف 
 دور در دقيقه به مدت يك شب رشد 220ي با سرعت  درجه سانتيگراد در روي شيكر دوران28جنتامايسين در دماي 

 به YEPو  half-MS ،Min-A ،LBمحلول باكتري بدست آمده، در چهار محيط كشت مختلف شامل  محيطهاي . يافتند
 تا 8/0به حدود ) OD600( رقيق شدند و تحت شرايط مشابهي روي شيكر قرار گزفتند تا غلظت آنها 20نسبت يك به 

هاي رويانزا پس از تلقيح در محلولهاي رقيق شده، به مدت دو روز روي محيط كشت بدون آنتي بيوتيك كالوس.  برسد0/1
سپس با محلول حاوي آنتي بيوتيك شسته شده و براي باززايي روي محيط حاوي هورمون و آنتي بيوتيك . قرار گرفتند

هر تيمار داراي سه تكرار و هر . ن منتقل شدندپس از دو هفته ريزنمونه ها به محيط حاوي كانامايسي. قرار داده شدند
باززايي شاخه ها و تكثير آنها طبق . بود)  ميلي گرم100هر قطعه (تكرار شامل يك پتري ديش حاوي ده كالوس رويانزا 

گياهان باززايي شده براي تأييد انتقال ژن و تعيين تعداد كپي هاي ژن در هر نمونه با ). 10(گزارش قبلي انجام شد 
براي ارزيابي كاهش پيري آزمايشات اوليه اي روي بافتهاي .  و ساترن بلات مورد بررسي قرار گرفتندPCRوشهاي ر

بدين صورت كه گياهان شاهد و تراريخته به مدت سه هفته در تاريكي قرار . توليد شده در كشت بافت صورت گرفت
  .گرفتند و ميزان زرد شدن برگها در روزهاي معين بررسي شد

  
  ايج و بحثنت

همچنين زماني كه محيط كشت .  به كار رفت، بدست آمدAGL1نتايج نشان داد كه گياه تراريخته فقط هنگاميكه سويه 
MS در حاليكه استفاده از محيط . ديده شد%) 10( براي رقيق كردن محلول باكتري به كار رفت، بيشترين درصد انتقال ژن

 منجر به توليد گياه Min-A و LBل ژن شد و استفاده از محيطهاي  درصد انتقا3/3 منتج به بازدهي YEPكشت 
 براي رقيق كردن محلول باكتري، منجر به رشد بيش از اندازه YEP و LBاستفاده از دو محيط كشت .  تراريخت نشد

ختلف به منظور جلوگيري از رشد باكتري در مرحله باززايي، از سه آنتي بيوتيك م. باكتري روي ريز نمونه ها شد
نشان  داده شده است كه استفاده از آنتي بيوتيكها باززايي گياه را در . استفاده شد) سفوتاكسيم، تيمنتين و ونكومايسين(

بنابراين بهتر است براي رقيق كردن باكتري از محلولهايي استفاده شود كه باعث رشد . مراحل بعدي دچار مشكل مي كند
  . بيش از اندازه باكتري نشود

مورد ) IPT(و نيز ژن ) SAG12(اطمينان از انتقال تمام توالي ژن مورد استفاده، از پرايمرهاي مربوط به پروموتور براي 
همچنين نتايج . باندهاي مربوطه در روي ژل آگارز گوياي انتقال كل ژن به داخل گياهان بود.  استفاده شدPCRنظر در 
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يكي از اين لاينها در آزمايشات بعدي .ا يك تا شش كپي از ژن بودساترن بلات نشان دهنده توليد چهار لاين مختلف ب
  .  مورد استفاده قرار گرفت

مقدار زيادي كالوس در انتهاي ساقه قرار گرفته در محيط ريشه . ريشه زايي شاخساره هاي تراريخته بسيار مشكل بود
ر توليد هورمون سايتوكاينين در اين شاخساره ها دليل اين ام. زايي تشكيل شد ولي ريشه به ميزان بسيار پاييني تشكيل شد

ميزان بالاي هورمون سايتوكينين مانع از توليد ريشه، در شرايط . تحت شرايط تنش ايجاد شده در محيط ريشه زايي بود
آزمايشات بعدي نشان داد كه ريشه زايي قلمه ها در گلخانه و در محيط خاكي و . درون شيشه اي، روي شاخساره ها شد

 تحت كنترل آغازگرهاي مختلفي به IPTژن . رايط مرطوب كه تنش كمتري ايجاد مي كند، راحت تر صورت مي گيردش
فقط در شروع مرحله ) SAG12(با توجه به اينكه آغازگر اختصاصي پيري ). 5(گياهان انتقال يافته و بررسي گرديده است 

با اينحال بيان اين ژن در ميزان . ر مواقع نا خواسته توليد نشودپيري بيان مي شود، انتظار مي رود هورمون سايتوكاينين د
  .پايين قبل از شروع پيري در مواردي گزارش شده است

نتايج آزمايش مربوط به كاهش زردي برگ در يكي از لاينهاي گياهان تراريخته نشان داد كه زرد شدن برگها در تاريكي 
نين آزمايشات اوليه با استفاده از اتيلن نشان داد كه گياهان تراريخته به تيمار همچ. به ميزان حدود يك هفته به تأخير افتاد

آزمايشات بيشتر گلخانه اي براي تأييد اين نتايج و نيز تست تنشهاي ديگر از قبيل تنش . اتيلن مقاومت نشان دادند
  . خشكي روي گياهان تراريخته مورد نياز مي باشد

  
  عبانم

1. Chang H, Jones ML, Banowetz GM, Clark DG (2003) Overproduction of Cytokinins in 
Petunia Flowers Transformed with P -IPT Delays Corolla Senescence and Decreases 
Sensitivity to Ethylene.  

SAG12
Plant Physiology 132: 2174 - 2183 

2. Chen LFO, Hwang JY, Charng YY, Sun CW, Yang SF (2001) Transformation of broccoli 
(Brassica oleracea var. italica) with isopentenyltransferase gene via Agrobacterium 
tumefaciens for post-harvest yellowing retardation.  Molecular Breeding 7: 243 – 257 

3. Dohm A (2003) Genetic transformation. In: Encyclopedia of Rose Science, Roberts AV, 
Debener T, Gudin S (Eds.), Elsevier Inc., San Diego, CA, USA, pages: 15-25   

4. Gan S, Amasino RM (1995) Inhibition of leaf senescence by autoregulated production of 
cytokinin. Science 270: 1986 – 1988 

5. Gan S, Amasino RM (1996) Cytokinins in plant senescence: from spray and pray to clone 
and play. BioEssays 18 (7): 557-565. 

6. Gan S, Amasino RM (1997) Making Sense of Senescence.  Plant Physiology 113: 313-319 

7. McCabe MS, Garratt LC, Schepers F, Jordi WJRM, Stoopen GM, Davelaar E, Rhijn JHA, 
Power JB, Davey MR (2001) Effects of PSAG12-IPT gene expression on development and 
senescence in transgenic lettuce. Plant Physiology 127: 505 - 516 

8. Smart CM (1994) Gene expression during leaf senescence.  New Phytologist 126: 419-
448. 

9. Tjosvold SA, Wu MJ, Reid MS (1994) Reduction of postproduction quality loss in potted 
miniature roses. Hort Science 29 (4): 293-294 

10. Zakizadeh H, Debener T, Sriskandarajah S, Frello S, Serek M (2008) Regeneration of 
miniature potted rose (Rosa hybrida L.) via somatic embryogenesis. European Journal of 
Horticultural Science 73: 111-117 

 

 ٨١



    شفاهي-               بيوتكنولوژي و كشت بافت ، دانشگاه گيلان1388 تيرماه 25 تا 22 -ششمين كنگره علوم باغباني ايران  

 
Using Isopentenyl transferase (IPT) encoding gene for leaf senescence retardation in 

miniature potted rose (Rosa hybrida ‘Linda’) 
 
Abstract 
Leaf senescence is a major cause of quality loss in many agricultural crops including ornamental 
plants. Leaf senescence is a result of the sequence of biochemical and physiological events in the 
final stage of leaf development. In some miniature rose cultivars, leaf yellowing, flower, bud and 
leaf abscission can be major problems during marketing. Among phytohormons, cytokinins are the 
most important senescence-retarding growth regulators. In the present study, transgenic plants with 
IPT gene under the control of senescence-specific promoter (SAG12) were obtained. Two strains 
of Agrobacterium tumefaciens, AGL1 and GV3850, harboring the binary vector pSG529(+) 
containing the  PSAG12-IPT chimeric gene were used for transformation. Embryogenic callus 
containing mature somatic embryos was used as explant for transformation. Four different media 
(LB, YEP, Min-A or half-MS,) were used for dilution of overnight culture of Agrobacterium 
before inoculation. Southern blot analysis confirmed obtaining of four transgenic lines with 
integration of 1-6 copies of the related construct. Transgenic shoots were obtained only when 
AGL1 was used for transformation. Also, the highest transformation frequency (10%) was 
achieved when ½ MS medium was used for the dilution of overnight culture of Agrobacterium. 
Transgenic plants were morphologically true-to-type and indistinguishable from control shoots. 
However, adventitious root induction was more difficult in transgenic shoots compared to the 
control shoots. Preliminary experiments on in vitro shoots showed that transgenic plants stayed 
green for a longer period than the control plants. Also they are more resistant to ethylene treatment 
than the control plants. More analysis in greenhouse is required to confirm the results.  
 
Key words: Agrobacterium tumefaciens, gene transfer, leaf senescence, Cytokinin, SAG12-IPT    
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