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 چکیده 

زه کردن مشتقات فنلی به لیگنین، کارکرد این آنزیم پلیمری ترین در مسیر بیوسنتزی لیگنین است. مهممؤثر های پراکسیداز از مهمترین ژن

بر همین  ها و در نتیجه استحکام دیواره سلولی است.های متقابل منولیگنولگیری اتصالایجاد ارتباط بین پلیمرهای دیواره سلولی و شکل

وی کلون شد. گل ژربرا تگیبا سیستم  PK7WG2 از گیاه ژربرا جداسازی و به منظور افزایش بیان ژن در وکتور بیانی ژن پراکسیداز اساس،

های تراریخت به گلخانه تراریزش و پس از باززایی، گیاهچه PGV 3101سویه  Agrobacterium tumefaciens رقم پانوراما با استفاده از

کرد که  تأیید Real Time-PCRو  PCRهای با استفاده از آزمون دومهای مولکولی گیاهان تراریخته نسل بدون خاک منتقل شدند. بررسی

داری در مقایسه با طور معنیفعالیت آنزیم پراکسیداز گیاهان تراریخته به هر دو ژن داخلی و تراژن در گیاهان تراریخته وجود داشته است.

داری عارضه خمیدگی کمتری در شاهد افزایش نشان داد. مطالعات فنوتیپی و فیزیولوژیکی نشان داد که گیاهان تراریخته به طور معنی

 طور های کیفی گل شامل ماندگاری و پایداری غشای سلولی در گیاهان تراریخته بههمچنین شاخص ایسه با گیاهان شاهد داشتند.مق

 ضمن بهبود پارمتراهای کیفی گل و افزایش جذب آب توسط ساقه  پراکسیدازداری در مقایسه با شاهد افزایش یافت. انتقال تراژن معنی

 دهنده ژربرا را کاهش داد.ساقه گل عارضه خمیدگی توجهیقابل  طوردهنده، بهگل

 

 کلمات کلیدی: بیوسنتز لیگنین، تراریزش ژربرا، کیفیت پس از برداشت، ماندگاری

 

 مقدمه

گل ژربرا پس از رز، داوودی، لاله و لیلیوم با ارزش تجاری 

های شاخه بریده میلیون دلار مقام پنجم در بین گل 142برابر با 

(. ژربرا Floraholland, 2016ود اختصاص داده است )را به خ

های از تیره مرکبان، دارای سرگل مرکب انتهایی یا طبق و ساقه

متر است. خمیدگی ساقه یا سانتی 70الی  50دهنده با طول گل

گردن مهمترین عارضه و عامل تلفات پس از برداشت این گل 

آذین اتفاق  متری زیر گلسانتی 10در ناحیه  است که عمدتاً

دهنده قبل از پژمردگی افتد و منجر به خم شدن ساقه گلمی

 Ferranteشود )ها و در نتیجه کاهش ماندگاری گل میگلبرگ

et al., 2007 .) 

ای بسیار پیچیده و دهنده در ژربرا پدیدهخمیدگی ساقه گل

باشد. بر اساس نتایج تحقیقات عوامل متعددی میتأثیر تحت 

 Ferrante et al., 2007; Nazarideljou) بر ژنتیکمتعدد علاوه 
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et al., 2011دهنده و ( دو عامل کمبود و اتلاف آب ساقه گل

در نتیجه کاهش فشار تورژسانس و عدم استحکام مکانیکی 

دهنده ژربرا در خمیدگی ساقه گلمؤثر ترین عوامل  ساقه از مهم

 Van Meeteren, 1978a,b; Dubuc-Lebreux andاست )

Vieth, 1985; van Doorn and Witte, 1994; Nazarideljou 

et al,. 2012 .)با توجه به مشاهدات Rene ( 2012و همکاران )

عارضه خمیدگی ساقه ژربرا ارتباطی با حفره موجود در ساقه 

های اسکلرانشیمی و کمبود لیگنین در نداشته و فقدان حلقه

دیده است. های بالای ساقه عامل اصلی بروز این پقسمت

Guosheng ( در بررسی آناتومی و 2011و همکاران )

دهنده داوودی شاخه بریده گزارش فیزیولوژی نهنج ساقه گل

کردند که ارقام با ماندگاری بالا حاوی عناصر آوندی، مقدار 

لیگنین و محتوای نسبی آب بیشتری در مقایسه با ارقام با 

 ماندگاری کمتر بودند. 

ل از تحقیقات، لیگنین یکی از بر اساس نتایج حاص

پلیمرهای مهم و تقویت کننده استحکام دیواره سلولی و آنزیم 

 در مسیر بیوسنتزمؤثر های پراکسیداز یکی از مهمترین آنزیم

ها در های درگیر در سنتز مونولیگنوللیگنین است. بیشتر ژن

گیاهان مدل از قبیل آرابیدوپسیس، تنباکو و سپیدار شناخته و 

 ;Lauvergeat et al., 2001; Li et al., 2001) اندن شدهکلو

Welinder et al., 2002; Kim et al., 2004 براساس نتایج .)

های کد مطالعات متعدد، افزایش و کاهش تنظیم و بیان ژن

 cinnamoyl-CoAreductase (CAD), (CCR) های کننده آنزیم

cinnamylalcohol dehydrogenase و (POD) peroxidase 

باعث تغییر مقادیر لیگنین در گیاهان تراریخت شده است 

(Whetten et al., 1998; Anterola and Lewis, 2002.) 

( سه آنزیم اصلی 2014و همکاران ) Yeh در مطالعات 

( به منظور POD, CCR, CADدرگیر در مسیر بیوسنتز لیگنین )

افزایش استحکام بافت میوه توت فرنگی و افزایش عمر 

ها مشخص کرد که در نبارداری آن بررسی و نتایج مطالعات آنا

های مورد مطالعه، افزایش بیان آنزیم پراکسیداز بین آنزیم

را بر تشکیل لیگنین و افزایش استحکام بافت تأثیر بیشترین 

، Agrobacteriumهای تلقیح شده با میوه دارد. همچنین در میوه

این مؤثر م القا و فعالیت ئاآنزیم پراکسیداز به شدت و به طور د

افزایش  باآنزیم در انتقال علایم و نقش دفاعی آن همزمان 

 ها مشاهده شد.تولید لیگنین در میوه

کارکرد آنزیم پراکسیداز پلیمریزه کردن مشتقات  مهمترین

 ,Boerjan et al., 2003; Weng and Chappleفنلی به لیگنین )

گیری دیواره سلولی و شکل(، ایجاد اتصال بین پلیمرهای 2010

ها و در نتیجه عامل استحکام های متقابل منولیگنولاتصال

دیواره سلولی است. به عبارتی، پراکسیداز یک آنزیم ضروری 

های در مسیر متابولیسم لیگنین و عامل پلیمریزه شدن رادیکال

 Passardi, 2004; Ring etفنوکسی منولیگنول به لیگنین است )

al., 2013.) 

در تحقیق حاضر گیاه تراریخت ژربرا با افزایش بیان ژن 

های متفاوت  پراکسیداز تولید شد. تراریزش گیاهان با آزمون

 افزایش بیان ژن مذکور بر تأثیر شد. در نهایت، تأیید 

از قبیل عارضه خم شدن ساقه گل  های کیفی گلشاخص

 شاخه بریده ژربرا مطالعه شده است.

 

 هامواد وروش

در دانشکده کشاورزی  1393 -1396ژوهش در سال این پ

دانشگاه گیلان و گروه ژنتیک و اصلاح نباتات دانشگاه 

 واخنینگن هلند انجام گرفت.

 .E باکتریدر این تحقیق از دو  :سازه ژنی و سویه باکتری

coli  سویهDH5α  وtumefaciens Agrobacterium  سویه

PGV 3101 های بیوتیکهای مقاومت به آنتی )حاوی ژن

( و ناقل بیانی koncz et al., 1994اسپکتومایسین و ریفامپیسین؛ 

از  ( استفاده شد.Karimi et al., 2002) PK7WG2وی گیت

 ازجهت نگهداری و تکثیر ناقل و  E. coliباکتری 
Agrobacterium  و ناقل بیانی گیت ویPK7WG2  جهت

ژربرا  ( و تراریزش گیاهGhyPrx01انتقال ژن پراکسیداز)

وی مورد استفاده در این آزمایش استفاده شد. ناقل بیانی گیت

بیوتیک کانامایسین تحت کنترل حاوی ژن مقاومت به آنتی

است. آغازگرهای اختصاصی ژن پراکسیداز  35S CaMVپیشبر 

آغازگر  هایای پلیمراز با توالیمورد استفاده در واکنش زنجیره

و  ´CAC CAT GGC CAC CAA AGC TCT-3-´5پیشرو: 

-GCC GTT AAT GGT GTT TGT TTG C-´5 آغازگر پیرو
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در  CACCوی و وجود توالی براساس فناوری کلونینگ گیت´3

 oligoanalyserابتدای آغازگر پیشرو با استفاده از برنامه 

 طراحی شدند.

 وی:گیت فناوری از استفاده با کلونینگ و انتقال ژن

ان با استفاده از ترایزول از ساقه و برگ گیاه RNAاستخراج 

(Invitrogen Life Technologies و بر اساس دستورالعمل )

سنتز با استفاده از کیت  cDNAشرکت سازنده و سنتز رشته 

cDNA  فرمنتاز( انجام شد. واکنش(PCR  با استفاده از

رشته  به صورت زیر انجام شد. DNA polymerase  Pfuآنزیم

 µM 5/0 ،U2 ر یک از پرایمرهامیکرولیتر، ه 2( cDNAالگو )

و آب دیونیزه تا حجم نهایی ( X5) میکرولیتر بافر Pfu ،4آنزیم 

به ترتیب  PCRهای دمایی مورد استفاده میکرولیتر. چرخه 20

چرخه با واسرشت  35 ;ثانیه 30درجه سانتیگراد  98شامل 

درجه  55ثانیه، اتصال آغازگرها  15درجه سانتیگراد  98سازی 

بسط  ;ثانیه 40درجه سانتیگراد  72ثانیه، بسط 40اد سانتیگر

  .دقیقه 7درجه  72نهایی 

به منظور کلون کردن ژن  کلوناز: LR و BPواکنش 

pENTRپراکسیداز، از وکتور
TM

 Directional TOPO 

Coloning  Invitrogen  بر اساس دستورالعمل شرکت سازنده

م از محصول نانو گر 50استفاده شد. برای ساخت وکتور اولیه 

PCR  نانوگرم از 50وTopo vector  و برای ساخت کلون بیانی

 50نانوگرم از کلون اولیه و 30شامل  LR Clonas IIاز واکنش 

استفاده شد.  (Destination vectorنانوگرم از کلون نهایی )

های ورودی و میکرولیتر از وکتور 2محلول واکنش شامل 

 24اشد. این واکنش به مدت بمیکرولیتر آّب می 1پذیرنده و 

درجه سانتیگراد انکوبه شده و با اضافه  25ساعت در دمای 

شود. پلاسمیدهای غیرفعال می Kمیکرولیتر پروتئیناز  1کردن 

منتقل و در  E.Coliهای مستعد باکتری نوترکیب به سلول

حاوی آنتی بیوتیک اسپکتومایسین گزینش  LBکشت  محیط

نهایی و تعیین توالی تأیید پس از  های نوترکیبکلونیشدند. 

 Agrobacteriumهای باکتری سویهنوکلئوتیدی به 

tumefaciens .وارد شد 

های گیاهچه :هانمونه باززایی و ژربرا گیاه به ژن انتقال

 Panorama' Gerbera'ای گل ژربرا رقم شیشهدرون 

jamesonii Bolus ex. Hook f. از شرکت Schreurs )هلند( ،

 100 و برای انتقال ژن استفاده شد. بدین منظور تقریباًتهیه 

لیتر محیط کشت مایع میلی 6متری دمبرگ در سانتی 1ریزنمونه 

 1/0اسید )استیک های ایندول( حاوی هورمونMSزایی )اندام

گرم در لیتر( و بنزیل میلی 1گرم در لیتر(، زآتین )میلی

میکرولیتر از  30گرم در لیتر( و میلی 1آمینوپورین )

( به OD600در  6/0- 8/0) Agrobacteriumسوسپانسیون 

مدت دو روز در شرایط تاریکی و دمای محیط به آرامی با 

ها با دور در دقیقه شیک شد. سپس ریزنمونه 80سرعت 

میلی گرم در لیتر( شستشو و به محیط کشت  250سفاتوکسیم )

MS شگر منتقل شدند. همچنین آنتی بیوتیک گزین جامد

میلی گرم در لیتر(، پس از یک هفته به محیط  50کانامایسین)

قطعات (. Elomaa et al., 1998جامد اضافه شد ) MSکشت 

کشتی با باکتری به عنوان شاهد جهت مقایسه  دمبرگ بدون هم

گیاهان انتخاب شده بر روی محیط کشت حاوی استفاده شد. 

شه زایی درمحیط میلی گرم در لیتر(، پس از ری 50کانامایسین )

MS ًبه گلخانه  بدون هورمون، با شرایط گلخانه سازگار و نهایتا

ترتیب با دوره بدون خاک و با شرایط محیطی کنترل شده به

ترتیب ساعت، دمای شب و روز به 8و  16روشنایی و تاریکی 

منتقل  60 ±% 5درجه سلسیوس و رطوبت نسبی  25و  19

تراریخت منتقل شده به  های(. گیاهچه- e f 2شدند )شکل

 50:50لیتری حاوی بستر کوکوفیبر و پرلایت ) 6های گلدان

حجمی( پس از یک هفته آبیاری با آب معمولی، روزانه با 

برمتر و پی دسی زیمنس 2/1محلول غذایی )هدایت الکتریکی

 (. Mercurio, 2004دهی شدند )( محلول6اچ برابر 

منظور  به :تراریخته انگیاه در پراکسیداز ژن آنالیز بیان

گیری با بهره qRT-PCRسنجش بیان ژن پراکسیداز آزمایشات 

 BIO-RAD, iQ Syber)و همچنین کیت  Bio Radاز دستگاه 

Green Supermix)  استفاده شد. در واکنشqRT-PCR 

های آغازگر ازآغازگرهای اختصاصی ژن پراکسیداز با توالی

و ´GTA CGT GCG AAA TGA CCG TG-3-´5 پیشرو:

 ´CGT CCT CTT GTC TGT TGC CA-3´-5آغازگر پیرو
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از آغازگرها،  cDNA ،µM 4/0میکرولیتر از  1استفاده شد. 

، با آب به حجم SYBR Greanمیکرولیتر از محلول کیت  25/6

 95 میکرولیتر رسانیده شد. پروفایل دمایی شامل 12نهایی 

رشتی اولیه، برای مرحله واس ;دقیقه 5درجه سانتیگراد به مدت 

ثانیه برای  20درجه سانتیگراد به مدت  94) سیکل شامل 40

ثانیه برای  20درجه سانتیگراد به مدت  58 مرحله واسرشتی،

ثانیه برای  20درجه سانتیگراد به مدت  72مرحله اتصال و 

دقیقه برای  5درجه سانتیگراد به مدت  72مرحله گسترش( و 

زی با استفاده از اکتین با مرحله گسترش نهایی بود. نرمال سا

 TCC CGA GTA TTG TTG-´5: های آغازگر پیشروتوالی

GTC GT-3´ :5 و آغازگر پیرو´-TCC ATG TCA TCC 

CAG TTG CT-3´ و از روشΔΔct - 2 (Livak et al., 2001) 

 انجام شد.

فعالیت آنزیم پراکسیداز  :دازیپراکس میآنز تیفعال سنجش

و  Chance  روشبه  کولگایاترابه ت ایاکولبراساس تبدیل گ

Maehly (1955 )در  سنجیده شد. در این روش گایاکول

آنزیم  با پراکسید هیدروژن های ناشی از تجزیهالکترون حضور

ات جذب محلول واکنش و تغییربه تتراگایاکول تبدیل شده 

منظور  به نانومتر ثبت گردید. 470نسبت به شاهد در طول موج

رای سنجش فعالیت آنزیم پراکسیداز، از عصاره آنزیمی ب تهیة

استفاده شد. بدین  (pH= 7) مولار میلی 100سدیم  بافر فسفات

گیاه )ساقه و گرم از بافت میلی 200آسیاب کردن منظور پس از 

 لیتری،میلی 2 تیوبدر حضور ازت مایع و انتقال آن به  برگ(

 2ی مولار حاو میلی 100سدیم  کرولیتر از بافر فسفاتیم 100

 .شد اضافه، به آن EDTAمولار  میلی 3/1و  PVPP درصد

میکرولیتر از بافر آب اکسیژنه  450 گیری هر نمونهبرای اندازه

میکرولیتر از بافر گایاکول در دمای پایین )ظرف حاوی  450و 

میکرولیتر عصاره آنزیمی اضافه  10یخ( با هم مخلوط و به آن 

گراد و درجه سانتی 25دمای اکسیداسیون گایاکول در  و نهایتاً

 گیری شد.نانومتر اندازه 470در طول موج 

قطر  سنجش پارامترهای کیفی گل شاخه بریده ژربرا:

های ترین شاخص دهنده از مهمآذین و طول ساقه گلگل

کیفیت گل شاخه بریده ژربرا است که با استفاده از کولیس 

انه وزن تر همچنین تغییرات روزکش ثبت شد. دیجیتالی و خط

برای توزین،  گیری شد.دهنده پس از برداشت اندازهساقه گل

ثانیه هر شاخه گل به سرعت از محلول  30در زمانِ حدود 

خارج، آب اطراف ساقه خشک و وزن آن با ترازوی دیجیتالی 

صورت دهنده به جذب آب توسط ساقه گلگیری شد.  اندازه

وزن تر ارائه شد. گرم برگرم  برحسب گیری وروزانه اندازه

گیری تفاوت کاهش حجم  حجم آب جذب شده با اندازه

محلول در مقایسه ظرف فاقد گل و ظروف حاوی گل 

 (. He et al., 2006) گیری شد اندازه

پایداری غشای سلولی  پایداری غشای سلولی گلبرگ:

ها در روز پنجم پس از برداشت با استفاده از سنجش گلبرگ

( و EC1ت گلبرگ در دمای معمولی )هدایت الکتریکی باف

متر  EC( با استفاده از دستگاه EC2درجه سلسیوس ) 95دمای 

گردید  محاسبه رابطه ذیل و با استفاده از گیری اندازه

(Poovaiah and Leopold, 1973)  

 درصد نشت یونی = 100×                              1رابطه

پژمردگی و  دهنده: ساقه گل ماندگاری گل و خمیدگی

تغییر رنگ، کاهش شادابی و تورژسانس گلبرگ و خمیدگی 

های ترین شاخص درجه مهم 90دهنده بیش از ساقه گل

دهنده سنجش ماندگاری گل ژربرا هستند. خمیدگی ساقه گل

درجه، 15-25: خمیدگی بین 1کلاس مختلف )کلاس  4در 

: خمیدگی 3درجه، کلاس  25-65: خمیدگی بین 2کلاس 

 درجه( 90: خمیدگی بیش از 4درجه، کلاس  65-90بین

( و با استفاده از 2002) Reidو  Celikleبراساس روش 

ها با استفاده از نقاله و کاغذ روزانه انحناء ساقه سنجش

گل  رأس و دهندهگل ساقه بین زاویه تفاوت طریق شطرنجی، از

 گیری و ثبت شد. اندازه

های مربوط به بررسی داده ها:تجزیه و تحلیل داده

های پس ازبرداشت تیمارهای مورد بررسی )گیاهان شاخص

 6تصادفی با  تراریخته و شاهد( در قالب طرح آزمایشی کاملاً

های گیاه در هر واحد آزمایشی( بررسی شد. تجزیه 3تکرار)

محاسبه شد.  2/9نسخه  SASآماری با استفاده از نرم افزار 

 حها با استفاده از آزمون توکی در سطانگینهمچنین مقایسه می
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 درصد انجام گردید. 1احتمال 

 

 نتایج

با انجام  PODبررسی گیاهان تراریخته و تأیید حضور ژن 

بیانگر  آمده دست به نتایج(: PCRواکنش زنجیره ای پلیمراز)

مستعد  هایسلول مقصد به موفقیت آمیز ناقل انتقال

Agrobacterium ناقل بیانی  قالانت از بود. پسPK7WG2  به

در  نوترکیب های، کلونیAgrobacteriumمستعد  هایسلول

 شد. مشاهده LB محیط کشت گزینشی سطح

واکنش  روش به تراریخته گیاهان ژنوم در انتقالی ژن دیابیر

مورد  اختصاصی ژن آغازگرهای از استفاده با پلیمراز ایزنجیره

ای  واکنش زنجیره از لحاص نتایج اساس بر شدند. بررسی نظر

شد  مشاهده باند در هر گیاه تراریخت احتمالی دو پلیمراز

تراریخته  از گیاهان )اعم که درتمام اول تکثیری قطعه (.1)شکل

گیاه  داخلی ژن پراکسیداز به بود مربوط مشاهده شاهد( قابل و

قطعه  و تراژن تر از طویل هااینترون حضور دلیل است که به

به  مربوط جفت باز 1000 وم با اندازه حدود تکثیر شده د

قابل احتمالی  تراریخته گیاهان در فقط که قاعدتاً تراژن است

و  شاهد گیاهان در داخلی ژن تکثیری قطعه بود. اندازه مشاهده

گیاهان  که دهندمی نشان نتایج این بود. یکسان تراریخته

تراژن  ایدار داخلی پراکسیداز ژن بر علاوه تراریخته احتمالی

ژن  دارای تنها شاهد گیاهان حالیکه، در هستند پراکسیداز نیز

حضور  اثبات در گام اولین آزمون این هستند. داخلی پراکسیداز

  بود. تراریخته گیاهان در تراژن

هفته بعد از تلقیح  8تا  6 :هاریزنمونه باززایی و ژن انتقال

یط های تراریخت احتمالی در محقطعات دمبرگ، کالوس

های غیرتراریخت کانامایسین سبز ماندند و به خوبی از نمونه

های غیرتراریخت در همان مدت  قابل شناسایی بودند. نمونه

(. پس از دو تا سه هفته a  2سفید شده از بین رفتند )شکل

زایی به محیط ها جهت ریشهها از کالوس باززایی و ساقهجوانه

روز گیاه کامل  90از (. پس c2 بدون هورمون منتقل شدند )

بار تلقیح  2مقاوم و احتمالاً تراریخت از آنها به دست آمد. طی 

قطعه دمبرگ در هربار  10پلیت حاوی  10با اگروباکتریوم 

استفاده شد و علاوه بر آن، در هر بار دو پتری حاوی قطعات 

به عنوان شاهد جهت  دمبرگ بدون تلقیح با اگروباکتریوم

قطعه دمبرگ  200شد. براین اساس، از  مقایسه درنظر گرفته

ها باززایی و گیاه نمونهعدد از  30تلقیح شده با اگروباکتریوم 

سبز با  هایگیاهچه (. سپسb  2تراریخت تولید شد )شکل

به  های تراریخته احتمالیارتفاع مناسب به عنوان گیاهچه

 50:50پرلایت ) -لیتری حاوی بستر کوکوفیبر 6های گلدان

فیزیولوژیکی و  های و مورد ارزیابی منتقل و گلخانه حجمی(

 (. 2d- eمولکولی قرار گرفتند )شکل 

واکنش  در گیاهان تراریخته با انجام PODآنالیزبیان ژن 

qRT-PCR:  در این بخش از آزمایش، الگوی بیان ژن

ساقه و برگ بررسی  های پراکسیداز در زمان گلدهی در بافت

های مختلف نشان دادند که نمونهشد. نمودارهای ذوب 

اند. قطعه به صورت اختصاصی عمل کرده PODآغازگرهای 

جفت باز بود. نمودارهای  118ها تکثیر شده توسط این آغازگر

های شاهد نسبت به تکثیر نشان دادند که میزان بیان در نمونه

های برگ و ساقه متفاوت است. های تراریخته و در بافت نمونه

در بافت ساقه گیاهان تراریخت به  PODان براین اساس، بی

برابر   10 داری افزایش نشان داد و میزان آن تقریباً طور معنی

در بافت  PODبیان در گیاهان شاهد بود. همچنین الگوی بیان 

برابر بیشتر از گیاهان شاهد بود که از نظر آماری  4 برگ تقریباً

حضور  که ادنشان د نتایج در کل داری است. این تفاوت معنی

افزایش  باعث ژربرا گیاه تراژن پراکسیداز در های نسخه یا نسخه

 شده است. ژن دار این معنی بیان

بر اساس نتایج حاصل  سنجش فعالیت آنزیم پراکسیداز:

، گیاهان تراریخته نسبت به گیاهان شاهد ها از مقایسه میانگین

عالیت . میزان ف(P<0.01) دارای فعالیت آنزیمی بیشتری بودند

برابر بیشتر از رقم  2این آنزیم در گیاهان تراریخته حدوداً 

(. بر اساس نتایج بافت ساقه گیاهان 4شاهد بود )شکل 

تراریخت بدون یا با حداقل خمیدگی، دارای میزان فعالیت 

μmol H2O2 min پراکسیدازی بیشتری )
-1

 mg
-1

FW835/9 )

عالیت نسبت به گیاهان شاهد با درصد خمیدگی زیاد و ف

μmol H2O2 min پراکسیدازی کمتر )
-1

.mg
-1

FW19/4 .بودند )
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 4تا  2های کنترل منفی با آب، چاهک 1، چاهک 1Kbنشانگر Lدر گیاهان ژربرا. پراکسیداز ژن  PCRنتایج حاصل از تکثیر  -1شکل 

 گیاه غیرتراریخت. 5گیاهان تراریخته، چاهک 

 

 
های تلقیح شده با غربالگری و گزینش ریزنمونه –a ؛Agrobacteriumبا استفاده  ژربرا تراریخت تولید گیاهان مراحل -2شکل 

Agrobacterium  بر روی محیط کشت حاوی آنتی بیوتیک کانامایسین؛b- های دمبرگ بر روی محیط کشت گزینشی؛ باززایی و رشد جوانه

c- ها در محیط بدون هورمون؛ دار شدن ساقهریشهd- های تراریخت به بستر کشت؛ سازگاری و انتقال گیاهچه مرحلهe- های بالغ ژربرا بوته

 بررسی پس از برداشت عارضه خمیدگی ساقه گل دهنده در گیاهان تراریخت و شاهد. -f در مرحله گلدهی؛

~ 1000 bp 

~ 3000bp 

 شاهد تراریخت

a b 

c d 

e f 
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 باشد(.می استاندارد خطای ± ها داده ا. )میانگینو تراریخته ژربر گیاهان شاهدبافت برگ و ساقه مقایسه بیان ژن پراکسیداز در  -3شکل 

 
 باشد(.می استاندارد خطای ± هاداده )میانگین .ساقه گیاهان تراریخت و شاهد ژربرا فعالیت آنزیم پراکسیداز در بافت برگ و -4شکل 

 

هان تراریخت میزان فعالیت پراکسیدازی در بافت برگی گیا

(μmol H2O2 min
-1

.mg
-1

FW912/1بیشتر از گیاهان شاهد ) 

 ( μmol H2O2 min
-1

.mg
-1

FW0997/0 بود. همچنین میزان )

μmol H2O2 minفعالیت این آنزیم در ساقه گیاهان تراریخت )
-

1
.mg

-1
FW835/9 نسبت به برگ گیاهان تراریخت ) 

(μmol H2O2 min
-1

.mg
-1

FW912/1ری دا( به طور معنی

 افزایش نشان داد.

بر  های کیفی گل شاخه بریده ژربرا:سنجش شاخص

اساس نتایج جدول تجزیه واریانس، میزان خمیدگی ساقه در 

داری نشان گیاهان تراریخته در مقایسه با شاهد اختلاف معنی

در دهنده  میزان خمیدگی ساقه گل .(1)جدول  (P<0.01) داد

و سپس  ثابتم آزمایش تا روز سو از روز اول گیاهانتمام 

گیاهان تراریخته در خمیدگی افزایش  ؛ لیکنافزایش نشان داد

ه(. روز ششم  2) شاهد بودگیاهان از  کمترطور چشمگیری  به

در  83/10آزمایش گیاهان شاهد با میانگین درجه خمیدگی 

 4مقایسه با گیاهان تراریخته با میانگین درجه خمیدگی 

ند. درجه خمیدگی ساقه در گیاهان داری نشان داداختلاف معنی

داری  معنی طورشاهد تا زمان پژمردگی کامل گیاهان همچنان به

طوریکه در های مذکور بود. بهازگیاهان تراریخته در زمان بالاتر

روز پانزدهم پس از برداشت بیشترین اختلاف در میزان 

 50/57خمیدگی در گیاهان شاهد با میانگین درجه خمیدگی 

 33/13سه با گیاهان تراریخته با میانگین درجه خمیدگی در مقای

(. نتایج این تحقیق نشان داد که افزایش 5مشاهده شد )شکل 

داری باعث بیان ژن پراکسیداز در گیاهان تراریخته به طور معنی

 کاهش عارضه خمیدگی ساقه شده است.

در گیاهان  هاگل تر وزن سوم، روز تا روز اول همچنین از
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 شاخه بریده ژربرا در گیاهان شاهد و تراریخته گل کیفی، خمیدگی و ماندگاری تجزیه واریانس صفات -1 جدول

 میانگین مربعات

 منابع تغییرات درجه آزادی
 قطر گل

خمیدگی 

 ساقه

جذب آب توسط 

 دهندهساقه گل
 ماندگاری نشت یونی

 شاهد وتراریخته 1 75 61/17**   101/0 **  08/5852 16/5

 اشتباه آزمایشی 10 3/3 4/1 0082/0   08/417 80/2

 ضریب تغییرات )%( 09/10 97/15 88/15 42/27 32/15

 درصد 1** معنی داری در سطح 

 

 
 استاندارد(. خطای ± ها داده دهنده در گیاهان تراریخته و شاهد ژربرا. )میانگیندرجه خمیدگی ساقه گل -5شکل

 

 
 ± ها داده روز پس از برداشت. )میانگین 12دهنده در گیاهان ژربرای تراریخته و شاهد در طی درصد تغییرات وزن تر ساقه گل -6شکل 

 استاندارد(. خطای

 

افزایش  درصد 18/8و  8شاهد و تراریخته به ترتیب با میانگین 

(. بیشترین میزان 6)شکل  یافت کاهش از روز سوم به بعد و

 -13/8کاهش در روز نهم آزمایش در گیاهان شاهد با میانگین 

درصد مشاهده  -03/6درصد و در گیاهان تراریخته با میانگین 
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 شاخه بریده ژربرا در گیاهان شاهد و تراریخته گل ماندگاری کیفی و  مقایسه میانگین صفات -2 جدول

 قطر گل

 )میلی متر(

 جذب آب

 وزن تر بر روز( گرم بر گرم)

 نشت یونی

 )درصد(

 ماندگاری

 )روز(
 تیمار

102 a 481/0 b 62/8 a 5/15 b* شاهد 

115 
a 665/0 a 20/6 b 5/20 a هتراریخت 

 باشند.می دارمعنی اختلاف فاقد درصد 5آماری  سطح در های دارای حروف مشترک در هر ستون بر اساس آزمون توکیمیانگین *

 

دهنده در رات وزن تر ساقه گلشد. بر همین اساس تغیی

 داری نشان داد.روزهای پس ازبرداشت تفاوت معنی

های ، گل(1 جدول)جدول تجزیه واریانس  نتایج اساس بر

داری دارای محتوای آبی طور معنیشاخه بریده تراریخته به

دهنده و های گلبیشتر، بهبود انتقال آب در آوندهای ساقه

های شاهد بودند. نتایج مقایسه با گل تر بیشتری در وزن متعاقباً

بیانگر ارتباط بین توانایی جذب آب، درصد نشت  2جدول 

های شاخه بریده ژربرا است. اختلاف یونی و نیز ماندگاری گل

گرم  665/0داری در گیاهان تراریخته با مقدار آب بیشتر ) معنی

(، 20/6(، درصد نشت یونی کمتر )بر گرم وزن تر بر روز

روز(  5/20( و ماندگاری بیشتر )33/13درصد خمیدگی کمتر )

میلی  481/0)  در مقایسه با گیاهان شاهد با مقدار آب کمتر

، (62/8لیتر بر گرم وزن تر بر روز(، درصد نشت یونی بیشتر )

روز( 5/15( و ماندگاری کمتر )50/57درصد خمیدگی بیشتر )

براساس نتایج، رابطه نزدیکی بین ماندگاری و  مشاهده شد.

درصد نشت یونی وجود دارد. طبق نتایج آزمایش تمامی 

طوریکه در روندی مشابه در جذب آب داشتند، به گیاهان تقریباً

ابتدای آزمایش یک روند صعودی و سپس نزولی نشان دادند؛ 

طور عمده بیانگر پتانسیل و توانایی  اختلاف در جذب آب به

 باشد. یاه در جذب انتقال و از دست دادن آب میگ

 

 بحث

عارضه خمیدگی ساقه مهمترین عامل تلفات پس از برداشت 

گل شاخه بریده ژربرا است. بر اساس تحقیقات انجام شده در 

داری بین خمیدگی ساقه و کمبود این زمینه، همبستگی معنی

تایج نهای خم شده ژربرا مشاهده شده است. لیگنین در ساقه

مطالعات متعدد نشان داده است که افزایش و یا کاهش بیان 

باعث تغییر مقادیر لیگنین در  POD و CCR ,CADهای ژن

 ;Whetten et al., 1998گیاهان تراریخت شده است )

Anterola and Lewis, 2002 .) آنزیم پراکسیداز در فرایند

ها و  لتشکیل لیگنین باعث کامل شدن پلیمریزاسیون مونولیگنو

با فعالیت اکسیداسیونی باعث تجمع مواد فنلی و در نتیجه 

بنابراین، با  .(Imberty et al., 1985شود )تشکیل لیگنین می

توجه به نقش مهم و کلیدی ژن پراکسیداز در مسیر بیوسنتز 

لیگنین در این تحقیق افزایش بیان این ژن، در گل شاخه بریده 

فزایش بیان بر تجمع احتمالی این اتأثیر ژربرا مطالعه شد و 

 ساقه، بهبود کیفیت آن بر عارضه خم شدن تأثیر لیگنین و 

 های شاخه بریده، و ماندگاری بررسی شد.گل

 طور های دمبرگی ژربرا بهدر این مطالعه ریزنمونه

با واسطه  PK7WG2آمیزی توسط ناقل گیاهی بیانی موفقیت

Agrobacterium راکسیداز و بیان تراریزش شدند. حضور ژن پ

 PCRهای مولکولی شامل آن در گیاهان تراریخته نیز با بررسی

شد. بر اساس نتایج آزمایش گیاهان تأیید  qRT-PCRو 

 بیشتر  PODتراریخته، خمیدگی ساقه کمتر و فعالیت 

(μmol H2O2 min
-1

 .mg
-1

 pro835/9 نسبت به گیاهان شاهد )

μmol H2O2 .min با فعالیت آنزیمی 
-1

 .mg
-1

 pro19/4  و

این  از حاصل نتایج بنابرخمیدگی بیشتر ساقه را نشان دادند. 

در را آنزیمی کلیدی  PODبتوان  احتمالاً (4پژوهش )شکل 

ساقه افزایش استحکام ساقه و در نتیجه بهبود عارضه خمیدگی 

 در ژربرا معرفی کرد.

Cai شدن پس از  ( پدیده لیگنینی2006همکاران ) و

گیری میزان فعالیت سه آنزیم  را با اندازه Loquatبرداشت میوه 
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PAL ,CAD  وPOD  در میوه بررسی کردند. نتایج نشان داد که

استحکام میوه و در نتیجه مقدار لیگنین پس از برداشت افزایش 

یافته و این افزایش در مقدار لیگنین در نتیجه افزایش میزان 

گنین رخ داده های دخیل در مسیر بیوسنتزی لیفعالیت آنزیم

به نقش مستقیم آنزیم پراکسیداز در پلیمریزاسیون  هااست. آن

ی مستقیم بین تغییر عملکرد پراکسیداز و ها و رابطه مونولیگنول

حاضر  پژوهش نتایج به توجه با .اند سنتز لیگنین اشاره کرده

برای  اصلی کاندیدای پراکسیدازآنزیم  که گرفت نتیجه توانمی

در بهبود استحکام ساقه و کاهش عارضه  رمؤثنقش  ایفای

 است. دهنده ژربراخمیدگی ساقه گل

نشان داد که بیان تراژن پراکسیداز در  qRT-PCRآزمون 

برابرنسبت به شاهد و در  10 ساقه گیاهان تراریخته تقریباً

برابر نسبت به شاهد افزایش نشان داده  4 های برگی تقریباًبافت

کمی در بیان تراژن به تفاوت  هایتفاوت(. 3است )شکل 

شود. کروموزومی مجاور تراژن نسبت داده می DNAتأثیرات 

بستگی  ژنوم در تراژن ورود محل به که های کمیتفاوت این

 ,.Blundy et al) شوندمی اثر موضعی شناخته عنوان با دارند

1991; Peach and Veltern, 1991; Mlynarova et al., 1994; 

 Dean et al., 1998.)  ساختار کروماتین در اطراف محل تراژن

د ممکن است باعث تفاوت در دسترسی عوامل رونویسی شو
.(Dean et al., 1998)  
میزان خمیدگی ساقه در اولین روزهای  5بر اساس شکل 

پس از برداشت در گیاهان شاهد و تراریخته دارای تفاوت 

مشاهده  داراندک لیکن با افزایش ماندگاری تفاوت معنی

جذب آب توسط  بهبود علت به امر احتمالاً گردید. این

و افزایش  ساقه آبی محتوای آوندهای چوبی ساقه، افزایش

 Van Meeteren. در آزمایش مشابهی استاستحکام ساقه 

روز قبل از خمیدگی ساقه ژربرا،  3( مشاهده کرد که 1978)

منجر به  اًکاهش یافته و نهایت جذب آب و وزن تر ساقه شدیداً

حالیکه بیشتر تحقیقات انجام شده در خمیدگی ساقه شد. در

متری پایین ساقه را سانتی 5این زمینه، انسداد آوندی ساقه در 

ترین عامل در خمیدگی  شود، مهمباعث عدم جذب آب می که

 ,.Van Meeteren, 1978a; He et al) اندساقه معرفی کرده

2009; De Witte et al., 2014; Perik et al., 2014; Wang, 

2014; Hema et al., 2015). ًاخیرا Yan (2016 با بررسی اثر )

ساکارز بر خمیدگی و ماندگاری گل ژربرا نتیجه گرفت که عدم 

استحکام مکانیکی ساقه، بیشتر از جذب آب و انسداد آوندی 

است. در واقع لیگنین مؤثر در عارضه خمیدگی ساقه در ژربرا 

بسزایی که در استحکام و حالت رشد ایستاده أثیر تعلاوه بر 

ساقه دارد نقش مهمی در کمک به هدایت و انتقال آب در 

(. Vanholme et al., 2010کند )آوندهای چوبی ایفا می

بنابراین، در این آزمایش نیز که گیاهان تراریخته دارای محتوای 

اهد های شتر و ماندگاری بیشتری در مقایسه با گل آبی، وزن

تجمع لیگنین به دلیل افزایش فعالیت آنزیم  بودند احتمالاً

پراکسیداز باعث افزایش جذب آب، بهبود انتقال آب در 

آوندهای ساقه و درنتیجه کاهش خمیدگی ساقه در گیاهان 

 تراریخته شده است. 

بر اساس نتایج حاصل از این آزمایش گیاهان شاهد و 

در جذب آب داشتند، به روند مشابهی را  تراریخته تقریباً

طوریکه در ابتدای آزمایش یک روند صعودی و سپس نزولی 

(، کاهش 2نشان دادند. همان طور که در نتایج ذکر شد )جدول 

در جذب آب در بین گیاهان شاهد بیشتر از گیاهان تراریخته 

بیانگر پتانسیل و توانایی متفاوت گیاه در جذب،  بود؛ که عمدتاً

علاوه عواملی از قبیل باشد. بهدادن آب میانتقال و از دست 

دهنده،  ها، هوا کشیدن ساقه گلانسداد آوندی ناشی از باکتری

تایلوز و غیره نیز منجر به کاهش جذب آب توسط ساقه 

 ;Hoogerwerf and Van Doorn, 1992)شوند دهنده می گل

Bhattasharjee and De, 2005.)  

-را به خود شادابی و سانستورژ ساقه، یا هاگلبرگ که زمانی

شود. بر  می تلقی یافته پایان گل عمر دادند، دست از کامل طور

اساس نتایج آزمایش ماندگاری گل در گیاهان تراریخته با 

داری در مقایسه با گیاهان  روز به طور معنی 5/20میانگین 

روز افزایش یافت. فرانتی و همکاران  5/15شاهد با میانگین 

بر روی ارقام  PALفعالیت آنزیم تأثیر سی ( با برر2007)

مختلف ژربرا نشان دادند که ژنتیک نقش بسزایی در ماندگاری 

های شاخه  گل و خمیدگی ساقه دارد. عمر پس از برداشت گل

فاکتورهای قبل از برداشت همچون تأثیر تحت  بریده عمدتاً

ژنتیک، نور، دما، خاک، مواد غذایی، رطوبت نسبی، تغذیه، 
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 گیرد.میو بیماری ها قرار  آفات

تواند  تغییرات نشت یونی )نفوذ پذیری غشای سلولی( می 

 Baur andعامل تغییر و تفاوت در ماندگاری عمل کند )

Workman, 1964; Bir and Bramlage, 1973 ؛ چنانچه)

های با نفوذپذیری نرمال توانایی حفظ جذب آب و املاح  بافت

(. عدم تعادل در ,Van Meeteren 1979بیشتری دارند )

مؤثر وضعیت آبی گل شاخه بریده بر عمر پس از برداشت آن 

ترین علائم عدم تعادل آبی شامل پژمردگی، باشد. مهم می

 باشد ها می خمیدگی شاخه و عدم باز شدن کامل گل

 (Halvey and Mayak, 1979 نقصان نفوذپذیری غشاء .)

شود.  می سلولی توسط افزایش نشت یونی سلول سنجیده

دهنده کاهش توانایی غشاء سلولی  افزایش در نشت یونی نشان 

در حفظ خاصیت نفوذپذیری و از جمله مهمترین علایم پیری 

باشد. شکست غشاء سلولی تغییرات  در بافت یا اندام می

کاهش  ،فیزیولوژیکی )افزایش تولید اتیلن و اسید ابسیسیک

ه منجر به پیری را ک (ATPaseجذب سوکروز و کاهش فعالیت 

اندازد. نتایج این آزمایش با میشود جلو  ها می ها و گل گلبرگ

( مطابقت و 2012و همکاران ) Nazarideljouنتایج تحقیقات 

همخوانی دارد که بیان کردند ارقام با ماندگاری بیشتر دارای 

  باشند.نشت یونی کمتری می

در قطر گل از جمله صفاتی است که در تحقیقات متعددی 

های شاخه بریده بررسی شده است گلزمینه دوام عمر 

(., 2004; Emongor, et al, 2002; Hunter et al.Ferrante 

در گیاهان تراریخته افزایش قطر گل به سبب افزایش (. 2004

محتوی آبی و جذب محلول سبب افزایش کیفیت و دوام گل 

 گردد.می

 

 گیری کلینتیجه

در گیاهان تراریخته  راژن پراکسیدازتحقیق ت براساس نتایج این

در مقایسه با گیاهان شاهد منجر به افزایش بیان آنزیم 

پراکسیداز و افزایش فعالیت آنزیمی و کاهش خمیدگی ساقه 

ژربرا شد. همچنین صفات کیفی گل از جمله قطر گل، پایداری 

غشای سلولی و ماندگاری گل در گیاهان تراریخته به طور 

  قایسه با شاهد افزایش یافت.داری در ممعنی

 

 تشکر و قدردانی

از مدیر محترم گروه ژنتیک و اصلاح نباتات دانشگاه واخنینگن 

به دلیل همکاری بسیار  Richard G. F. Visserهلند پروفسور 

های بخاطرراهنمایی Paul Arensصمیمانه و همچنین پروفسور 

خشی از این ارزنده و فراهم نمودن تسهیلات لازم برای انجام ب

 شود.میپژوهش، صمیمانه تشکر و قدردانی 
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Abstract 

 

Peroxidase is one of the most important genes in the lignin biosynthesis pathway. The main functions of this enzyme 

are polymerization of the phenolic derivatives into lignin, a connection between cell wall polymers such as 

monolignules, and consequently, cell wall strength. Accordingly, endogenous POD gene was isolated and cloned into 

gateway expression vector (PK7WG2) containing CAMV 35S promoter. Agrobacterium-mediated transformation was 

performed to induce the construction of gerbera 'Panorama' cultivar. Following regeneration, putative transgenic 

plantlets were transferred to a soilless greenhouse. Molecular analysis of second-generation of transgenic plants by real-

time PCR confirmed the presence of both internal and transgene in transgenic plants. In compared to wild-type, the 

POD enzyme activity was increased significantly in transgenic plants. Based on the results, transgenic plants showed 

higher enzyme activity and as a consequence less stem bending disorder than wild-type with lower enzyme activity and 

higher stem bending degree. Also, flower quality indices such as vase life and cell membrane stability in transgenic 

plants increased significantly compared with control. Transfer of transgen POD, in addition to improving the qualitative 

parameters of flower and increasing the water uptake by the flowering stem, significantly reduced the stem bending 

disorder of gerbera cut flower. 
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