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در اين . استهای رايج و معمول از روش استفاده از اگروباکتريوم جهت انتقال ژن به مرکبات

 (CTV) ای موزاييک از دو ژن کد کننده پوشش پروتئينی ويروس تريستزای مرکباتتحقيق قطعه

به  الکتروپوريشنبه روش  وکتورانتقال . کلون شد pFGC5941جداسازی و در وکتور خاموشی 

-دانهال. شد ن خارجی تاييدحضور ژ PCRانجام و با استفاده از  EHA105اگروباکتريوم سويه 

رشد  In vitroساعته در شرايط  11روز در دوره نوری  11و هفته در تاريکی  4به مدت  نارنجهای 

با اگروباکتريوم هم ها نمونهريز. شدتهيه  ها آن و هيپوکوتيل کوتيلاپیريز نمونه از و سپس  کرده

شکاف  ريتأث. قرار گرفتند NAAو   BAPیها هورمونمختلف  یها در محيط شامل غلظتکشت و 

چنين اثر همدر محيط القايی، استوسرينگون مختلف  یها ها، نقش غلظتطولی در انتهای ريزنمونه

تراريختی بر کارايی ( گلوکز و ساکارز) و نيز نقش منبع هيدروکربنکشتی جهت هم استفاده از خلا

زايی م و بدون ورود به مرحله کالوسها به روش باززايی مستقيدر اين تحقيق شاخساره. شدبررسی 

انتقال تأييد . بود سوماکلونالها توليد شد که مزيت مهمی در ممانعت از ايجاد تنوع از ريزنمونه

-علفهای حامل شاخساره در محيط گزينشی حاوی کشت ريزنمونهبا تراژن به ژنوم گياه ميزبان 

-PCR  Realبر اساس تکنيک. ام شدانج T-DNAبا دو ژن داخل  PCRانجام واکنش بستا و  کش

Time های رونوشت برداری شده ژن نيز تعداد نسخهCTV در گياهان تراريخت تعيين شد .

همچنين از ريز  mg/l15/1 NAA و  mg/l1 BAP  بالاترين کارايی انتقال ژن در تيمارهای حاوی

در . اندی در انتها بودهکشتی تلقيح شده و دارای برش طولهايی به دست آمد که به روش همنمونه

منبع هيدروکربن استفاده از کشتی تحت تيمار استوسرينگون صفر، و با هماين تيمار برگزيده 

  .ه بودشد در محيط کشت القايی انجامگلوکز 
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  مقدمه

كه هر  محسوب شدهمركبات از جمله محصولات باغباني مهمي 

يابد و از نظر مقدار توليد افزايش مي ها آنروزه ميزان توليد 

 استجهاني مقام دوم را بعد از موز به خود اختصاص داده

(Storey and Walker 1999). ی ها یماريبترين يکي از مخرب

يک  وسيلهيستزا است كه بهمركبات بيماری ويروس تر

 Citrus (CTV) ناممحدود به آوند آبکش به 0كلوستروويروس

Tristeza Virus  شود ايجاد مي(Webber 1943) .گياه نارنج به-

ی محيطي و مزه ها تنشسبب خواص خوب زراعي، مقاومت به 

مناسب پايه برگزيده برای مركبات در بسياری از مناطق كشور و 

ناقل اين ويروس . حساس است CTVبه پاتوژن  جهان است اما

لذا، صنعت مركبات . نيز شته جاليز است كه در ايران وجود دارد

ی مركبات ستزايترايران در معرض خطر جدی بيماری ويروس 

 Deng et al. 2001; Alavi et al. 2005; Barzegar et)قرار دارد 

al. 2006) .صياتي ياهان چوبي از جمله مركبات دارای خصوگ

مانند عدم خلوص ژنتيکي، چند جنيني، هتروزيگوتي، عقيمي، 

ی نو نهالي طولاني ی و دورهدگر ناسازگارخودناسازگاری و 

هستند كه اصلاح اين ارقام به روش كلاسيک را با مشکل روبرو 

-از طرفي مکانيسم وراثت. (Soost and Roose 1996)است كرده

 .Fang et al)ه نيست پذيری بسياری از مركبات شناخته شد

 ی مقاوم سازی ژنتيکي مركباتها روشلذا امروزه يکي از  .(1998

آن كه اساس  باشدمي (PDR) مقاومت مشتق شده از پاتوژنروش 

 Dominguez et)های ويروسي در گياه استوار است بيان تواليبر 

al. 2002 .)خاموشي ژن القاء  تر ياختصاصطور اين روش كه به

VIGS)يله ويروس شده به وس
و  روش جديديک تعريف شده ( 2

است گياهان چوبي مانند مركبات جهت مقاوم سازی اميدواركننده 

(Katz et al. 2007.) 

اين رهيافت وابسته به كشت بافت است و در آن از اگروباكتريوم 

 .Pena et al) شودجهت ترانسفورماسيون مركبات استفاده مي

از مراحل مهم در  In vitroر شرايط باززايي داز طرفي،  ( 2009

 مستقيم و غير مستقيمبه دو روش كشت بافت هر گياه است كه 

-زايي مستقيم به فرايندی اطلاق مياندامباززايي يا . افتد يماتفاق 

                                                           
1 Closterovirus 
2
 Virus-induced gene silencing 

افتد و نوع شود كه باززايي جوانه بدون تشکيل كالوس اتفاق مي

تشکيل پس از  جوانهو ها ي اندامايغيرمستقيم زماني است كه بازز

مزيت روش  (.Phillips, 2004; Silva 2010)دهد كالوس رخ مي

زايي است كه مستقيم باززايي احتراز از ورود به مرحله كالوس

 ,Chiriqui) را به دنبال دارد سوماكلونالريسک ايجاد تغييرات 

ای كه از طرفي كارايي باززايي نيز اهميت دارد به گونه .(2008

ترانسفورماسيون  روشجهت موفقيت  درصد 01باززايي بالای 

 ،بر اين اساس(. Tavano et al. 2009)ضروری و حياتي است 

ی لازم جهت ايجاد چنين باززايي بالايي در هر ها روشلازم است 

 . ريزی شودآزمايشگاه مطالعه و پايه

كارايي انتقال   دهنده شيافزادر اين تحقيق نقش تعدادی از عوامل 

ده از اگروباكتريوم و ارتقاء باززايي گياه نارنج بررسي ژن با استفا

ی مختلف ها غلظت ريو تأثنقش تركيب فنولي استوسيرينگون . شد

دو نوع منبع هيدروكربن بر افزايش  ريتأث نيهمچنو  خلاآن، ايجاد 

علاوه بر اين، . كارايي تراريختي نارنج از نظر آماری مقايسه شد

سطوح مختلف و اثرات متقابل  راتيتأثای در خصوص مطالعه

زني بر كارايي باززايي زخم راتيتأث، BAPو  NAAی ها هورمون

در نهايت تراريخته بودن شاخسارهای توليد شده با . انجام شد

در  ها آندر خصوص سه ژن و رشد  PCRاستفاده از تکنيک 

 . تاييد شد علف كشمحيط كشت حاوی عامل گزينشي 

 

  هامواد و روش

 هااهي و رشد دانهالمواد گي

در اين تحقيق ميوه تازه و رسيده نارنج از مركز تحقيقات مركبات 

 ها جدا وپوست آنبذور از ميوه خارج و . تهيه شد( رامسر)

دقيقه  02برای ضدعفوني، ابتدا به مدت . ضدعفوني سطحي شدند

هيپوكلريت سديم در داخل ارلن به آرامي  دو درصددر محلول 

كه دارای دمای   شده اتوكلاوسپس با آب مقطر . دتکان داده شدن

دقيقه آبکشي  3مدت  بود سه بار و هر بار به گراد يسانتدرجه  22

 52 مدت يک دقيقه در محلول اتانول پس از آن بذور را به. شدند

مدت سه  تکان داده و در ادامه بذور سه بار و هر بار بهدرصد 

در اين . آبکشي شد دقيقه توسط آب مقطر اتوكلاو شده مذكور

هفته  0تا  2مدت  زني منتقل شده و بهمرحله بذور به محيط جوانه

 . در تاريکي نگهداری شدند گراد يسانت درجه 22تا  25در 
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ژن  (BlpR ؛T-DNAتکرار منطقه مرزی چپ ( CTV .LBای از ژن پوشش پروتئيني شامل قطعه  pFGC5941ناقل خاموشي T-DNAنقشه خطي منطقه  -0شکل 

 نسخه دوگانه از يک قطعه (CTVپروموتر دائمي؛  ( CaMV 35Sپروموتر مانوپين سنتتاز؛  (MAS؛ (بستا)مقاومت به بيالوفوس  عاملفسفينوترايسين استيل ترانسفراز 

تکرار منطقه مرزی راست ( RBهيبريد؛  اطلسي گلچالکون سنتتاز از  Aاينترون  (chsA؛ (CTV) ويروس تريستزای مركبات بازی از ژن پوشش پروتئيني 322 موزاييک

T-DNA ( رسم نقشه وكتور با استفاده از برنامهSnapGene) 

 

روز در دوره نوری  01از اين مدت بذور رشد يافته به مدت بعد 

 .(Almeida et al. 2002)ساعته قرار گرفت  00

 ها آنتهيه ريزنمونه و تراريخت سازی 

 هفته، 0به مدت  رنج كشت شدهبذور نا حاصل ازهای دانهال

ها و ها، ريشه و برگابتدا لپه. دشها استفاده ريزنمونه برای تهيه

ريزنمونه نوع دو دانهال های زائد جدا شده و سپس از هر ساقه

متری تهيه شد كه يکي شامل هيپوكوتيل، گره سانتييک 

كوتيل كوتيل و ديگری يک قطعه اپيكوتيلدوني و بخشي از اپي

-اپي .ترين فاصله از گره كوتيلدوني قرار داشتد كه در كمبو

های رشد يافته از بذور جهت تهيه ريزنمونه و انجام كوتيل

متری سانتي يکبدين طريق كه به قطعات  .تراريختي استفاده شد

-ميلي يکها زخم طولي به اندازۀ برش خورده و در دو انتهای آن

كشت مايع رش به محيط پيشها پس از بريزنمونه. متر ايجاد شد

 گرم در ليتر عصارهميلي B5،211، ويتامين MSهای شامل نمک

، NAAگرم در ليتر ميلي BAP ،12/1گرم در ليتر ميلي 2/2مالت، 

منتقل  2/2 pH، (Merck)گرم در ليتر آگار  2ساكارز،  درصد 5/2

به آرامي تکان داده  C22°روز تاريکي و در دمای  2مدت  و به

تمام مواد مورد استفاده در اين قسمت از شركت سيگما )د شدن

 (.تهيه شد مگر بدان اشاره شده باشد

 و وكتور خاموشي CTVكلون كردن ژن 

پوشش   ژن كد كنندهدر اين پژوهش از يک قطعه موزاييک 

نژادهای مربوط به  (CP25)مركبات  یستزايپروتئيني ويروس تر

CTV1 (FR871862.1 ) وCTV2 (67.1EU2880 ) كه  شداستفاده

ند در قطب علمي ويروس شناسي دانشگاه شيراز ايزوله شده بود

(2009 Zamani) . توالي موزاييک مورد استفاده دارای حداكثر

موجود در بانک های ويروسي نژادی ها يهمولوژی با ساير توال

مورد استفاده در اين  ناقل خاموشي. هستند NCBIاطلاعاتي 

  0اين ناقل از وكتور دوگانه. بود pFGC5941 وكتوربررسي 

pCAMBIA1300  مشتق شده و برای ساختRNA ای و دو رشته

 .القای خاموشي ژن در گياهان دو لپه تراريخت طراحي شده است

عامل ايجاد بوده كه  nptIIدارای ژن  pFGC5941 پلاسميد

BARمقاومت به آنتي بيوتيک كانامايسين در باكتری، ژن 
 عامل 2

كش غيرانتخابي آمونيوم ايجاد مقاومت به علفگياهي  گزينشي

پروموتر قوی  .باشد يم 3گلوفوزينيت با نام تجاری بستا

CaMV35S
NOSو ترميناتور  2

برای ايجاد وكتور اين . است 2

ای و القای خاموشي دو رشته RNAساختار سنجاق سری و توليد 

. استگل اطلسي  0 دارای اينترون مياني چالکون سينتاز ،ژن

5يک ناحيه همچنين دارای 
MCS كد كنندهموزاييک ژن . است  

پس از تکثير ( CP25)مركبات  یستزايپوشش پروتئيني ويروس تر

 سنس توليد كننده يقطعات سنس و آنتبه صورت  هضم آنزيميو 

dsRNA در وكتور خاموشي وارد صورت مکمل و معکوس به

اين  توليد كننده محققين بر اساس توصيه .(Zamani 2009)شدند 

 طول قطعات سنس و آنتي سنس برای درج در وكتور ،سازه

pFGC5941  بهتر است بينbp 511 -311 (.0شکل ) باشد  

جهت  JM107 (Fermentas)و  GM2163های سويه E. coliنژاد 

به قطعات ترانسفورماسيون  .تکثير وكتور خاموشي استفاده شد

 .گرفتكوتيل نارنج صورت هيپوكوتيل و اپي

                                                           
1
 Binary vector 

2
 Phosphinothricin acetyl transferase 

3
 Basta 

4
 Cauliflower mosaic virus 35s 

5
 Nopaline synthase 

6
 CHSA intron 

7
 Multiple cloning site 
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 ی كشت باكتری و گياه مورد استفاده در اين آزمايشها طيمح

 :باشند يممورد استفاده به قرار زير  های باكتریكشت یها طيمح

LB (Luria Bertani) شاملg/l  01 تريپتون ،g/l  2 عصاره مخمر، 

 g/l01 NaCl،g/l  02 5در  (برای تهيه محيط جامد) آگار=pH .

 MS ، g/l31ی كامل محيط كشت هانمکشامل  محيط تلقيح

. pH= 5/2و  استوسيرينگون صفرو  Mμ 211 ، 011ساكارز ، 

محلول  XAB 21 ،ml 21 محلول بافر ml 21شامل  ABمحلول 

. (كه با آب مقطر استريل به حجم يک ليتر رسيده( XAB 21نمک

محيط كشت  .(Gelvin 2006) درصد 2/1ساكارز با غلظت نهايي 

 mM 21، بافر فسفات XAB0های نمک mM  2شامل ABالقايي 

محلول  Mμ 011، گلوكز درصد MES، 2/1ی محلول ذخيره

 XAB21 (AB buffer 20X)محلول بافر ، ذخيره استوسيرينگون

-نمک. است =5pHو   g/l 21NaH2PO4و g/l 01 K2HPO4شامل

 g/lها شامل محلول نمکXAB21 (AB salts 20X )های 

21NH4Cl  ،g/l 0 MgSO4.7H2O ،g/l 3 KCl ،g/l 2/1CaCl2 ، 

21mg/l FeSO4.7H2O محلول ذخيره استوسيرينگون .باشدمي 

(Sigma-Aldrich )با غلظت mM 011  در متانول ياDMSO تهيه، 

نگهداری گراد درجه سانتي -21و در فريزر  شرايط تاريکيدر 

 .شد

 MS های محيط كشتنمکشامل  زني بذرمحيط كشت جوانه 

 g/l 2 ساكارز، MS ، g/l31های كامل محيط كشت ن، ويتامي2/0

های نمکشامل  كشتيمحيط هم .pH=5/2( آگار g/l2) فيتاژل

 ساكارز، B5 ،g/l31های محيط ، ويتامينMSكامل محيط كشت 

g/l 2  ،(گرم بر ليترصفر، يک و دو ميلي)آگارAP  ،(،و  22/1 صفر

شامل  خابيمحيط انت. NAA  ،5/2 =pH(گرم بر ليترميلي 2/1

 B5 ،g/l31های محيط ويتامين، MSهای كامل محيط كشت نمک

 ،BAP (ليتر گرم برصفر، يک و دو ميلي)، آگار g/l2 ، ساكارز

 NAA ،mg/l 311 (ليتر گرم برميلي 2/1و  22/1صفر، )

 محيط رشد شاخساره. pH= 5/2بستا و  mg/l 21سفوتاكسيم، 

، B5های محيط مينويتا، MSهای كامل محيط كشت نمکشامل 

g/l 31 ساكارز ، g/l2 گرم بر ميلي 2/1صفر، يک و )، آگار

بستا،  كشعلف mg/l 22سفوتاكسيم،  GA 3  ،mg/l 211(ليتر

5/2=pH .های كامل محيط كشت نمکشامل  محيط ريز پيوندی

MS  وg/l 52 5/2و  ساكارز=pH .های نارنج پس از رشد دانهال

 .دشه تهيها  آناز  ونهريزنم هفته، 0مدت حدود  هب

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

روز دوره نوری  01هفته تاريکي مطلق و  2 در In vitroهای نارنج رشد يافته در شرايط توليد دانهال( C. aurantium. Aمراحل مختلف انتقال ژن با استفاده از اگروباكتريوم به  -2شکل 

های توليد شده از های حاوی شاخسارهريزنمونه (C ؛ها پس از تلقيح با اگروباكتريوم در محيط توليد شاخسارهاستخراج شده از دانهال هایريزنمونه (B ؛منظور تهيه ريز نمونهساعته به 00

های توليد شاخساره (E ؛از انتقال به خاک ها در مرحله قبلهای خود به خودی در شاخسارهتوليد ريشه (D ؛ی ايجاد شده در انتهای ريزنمونهها برشزايي مستقيم همراه با بقايای طريق اندام

 .ها به خاکهای دارای ريشه و انتقال گياهچهگلدان حاوی شاخساره نمونه (F ؛منظور افزايش اندازه و رشد طوليبه GA3شده در محيط كشت حاوی 
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های زائد جدا و سپس از هر ها و ساقهها، ريشه و برگابتدا لپه

متری تهيه شد كه يکي شامل سانتي يکدو ريزنمونه  دانهال

كوتيل و ديگری يک هيپوكوتيل، گره كوتيلدوني و بخشي از اپي

ترين فاصله از گره كوتيلدوني قرار كوتيل بود كه در كمقطعه اپي

های طولي سطحي به طول برش ،هادر تعدادی از ريزنمونه .داشت

ثير آن در در دو طرف ريزنمونه ايجاد و تأ متريک ميليتقريبي 

كشت و  EHA105اگروباكتريوم نژاد . شدترانسفورماسيون بررسي 

هر  (.Gelvin 2006) مايع حل شد MSميلي ليتر محيط  01در 

استوسرينگون به آن  Mμ 211و  Mμ 011مقادير صفر، يک از 

دقيقه به آرامي  21غوطه و برای مدت  آن ها دراضافه و ريز نمونه

ها پس از شناور شدن در ريزنمونهتعدادی از . شدتکان داده 

قرار  تحت خلا( Eppendorf)با دستگاه وكيوم  ،محلول باكتری

سپس . يدتند تا زماني كه محلول به حالت جوش مانند درآگرف

-های صافي استريل خشک و به پليتكاغذ در سطحها ريزنمونه

روز  سهپس از طي  .كشتي منتقل شدندهای حاوی محيط هم

 mg/lها به مدت يک ساعت در محلول ي، ريزنمونهكشتهم دوره

اتوكلاو شده  مقطرخيسانده، سپس كاملاً با آب  سفوتاكسيم 311

 .آبکشي شدند

نيز  القاءمنبع هيدروكربن محيط  ريتأث شيآزمادر بخشي از اين 

بدين صورت كه در قسمتي از آزمايش به جای  .شد بررسي

در مرحله . ربن استفاده شدعنوان منبع هيدروكگلوكز از ساكارز به

زايي انتقال يافته و بازكشتي به محيط ها از محيط همبعد ريزنمونه

ساعته قرار  00و در فتوپريود  C22°برای مدت يک هفته در دمای 

ها به محيط انتخابي حاوی زايي ريزنمونهباز پس از مرحله. گرفتند

هايي كه هريزنمون ،هفته 3 - 2پس از . علف كش بستا منتقل شدند

شدند به محيط رشد  mm 2-0هايي به طول دارای جوانه

هفته محيط كشت  2منتقل و هر  mg/l 2/1 GA3حاوی شاخساره 

 . تعويض شد

DNA استخراجاز مواد گياهي  ژنومي (Edwards et al. 1991) و 

واسرشته سازی : به شرح زير انجام شد PCRچرخه دمايي واكنش 

 21مدتبه C22°  چرخه شامل 32و  يقهدق 5مدت به C22°  اوليه

بسته ) ثانيه 31-01 مدتبه C 52°، ثانيه 31مدت به C25°، ثانيه

  .دقيقه 01 مدتبه C 52° بسط نهايي و (به نوع آغازگر

 mgحاوی )ها در محيط رشد شاخساره  طول آنكه  هاييجوانه

2/1 GA3 )2-3 قطر متر ميلي 0/0-2/0و حدود  طولمتر سانتي

پس از . (Navarro 1992) جهت ريزپيوندی استفاده شد اندهداشت

متری ميلي 22×021های آزمايش پيوند زدن، گياه پيوندی به لوله

گرم در ليتر  52با  MSليتر محيط كشت مايع ميلي 21حاوی 

ها در لوله شاخسارهمنظور استقرار به. منتقل شد pH 2/2ساكارز و 

و محيط كشت در اتاقک  شد آزمايش از يک پل كاغذی استفاده

 .ساعته نگهداری شد 00در فتوپريود  C 22°رشد در دمای 

تصادفي  كاملاًفاكتوريل با پايه طرح در قالب طرح اين آزمايش 

شامل  ،های مورد نظرمنظور بررسي هر يک از فاكتوربه. انجام شد

 القاءمنبع هيدروكربن در محيط ، مختلف استوسرينگونتيمارهای 

-های جداگانه، در آزمايشونياده از وكيوم در ترانسفورماسو استف

ها با در مواردی كه آزمايش .ای مورد ارزيابي قرار گرفت

فاكتورهای مشابه تکرار شده بود ميانگين نتايج گزارش شده 

  mmتکرار و هر تکرار يک پتری ديش سههر تيمار دارای . است

ار افزنرم ها به وسيلهدهآناليز دا. عدد ريزنمونه بود 0حاوی  02×21

SAS9.2 انجام شد. 

  Real-time PCRبا استفاده از تکنيک  CTVبررسي بيان ژن 

RNA  استخراج وگياهانcDNA بررسي بيان ژن  ها سنتز وآن

CTV به روشReal-time PCR  بررسي تغييرات نسبي . انجام شد

 Livak and Schmittgen) انجام گرفت ΔΔCtبيان ژن، به روش 

2001; Kariola et al. 2004).  يک ميکروليتر ازcDNA 01  برابر

 SYBR GREENميکروليتر از  01ها به همراه رقيق شده از نمونه

(Bioneer) رفت آغازگرهای ( ميکرومول 2غلظت )ميکروليتر  دو

. ميکروليتر آب اضافه شد 21و تا حجم  CTVاز ژن  و برگشت

 . تکثير استفاده شد برای CFXمدل  Bio-Radترمال سايکلر 

عنوان كنترل داخلي و محاسبه فاكتور به( 0جدول )ژن اكتين 

استفاده  (NFn, n = 3; Vandesompele et al. 2002) سازینرمال 

دقيقه غير فعال سازی در دمای  5شرايط انجام واكنش شامل . شد

ºC 22 چرخه در دمای  22، سپسºC 22 ،ºC 01  وºC 52  همگي

 ºCالي  ºC 01يه و در نهايت منحني ذوب از دمای ثان 31مدت به

 .با نرم افزار دستگاه محاسبه و رسم شد 22
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  نتایج و بحث

و  BAPهای هورمون ريو تأثيابي به بهترين تركيب منظور دستبه

NAA ای انجام و بهترين نتايج در ادامه در ساير بر باززايي مطالعه

 .ها استفاده شدآزمايش

هفته ثبت  2های دارای جوانه بعد از در اين آزمون تعداد ريزنمونه

متقابل در  ريتأث یرادا BAPو  NAAهای هورمون. و بررسي شد

نيز  NAAسطوح مختلف  ريتأثبررسي . ندسطح يک درصد بود

علاوه بر . باشددار در سطح يک درصد مينمايانگر اختلاف معني

داری كمتر اين، در تيمارهای فاقد هورمون، باززايي به مقدار معني

 BAPو  NAAبهترين نتايج باززايي در تركيبي از دو هورمون . بود

با  BAPهورمون  mg/l2 و  mg/l22/1 NAA  استفاده. شدحاصل 

-جوانه دارای بيشترين كارايي در باززايي مستقيم نمونه 0ميانگين 

و نتيجه  ذكر شده بنابراين، تركيب هورموني(. C2شکل )ها بود 

 .ها استفاده شدبه دست آمده در ادامه در تمامي آزمايش

BAP انه را در ريزنمونهكه بالاترين تعداد جو است ينينيتوكيس-

 ;Moreira-Dias et al., 2000) كندهای مركبات ايجاد مي

Almeida et al. 2002; Silva et al. 2005a; Schinor et al. 

 .Moreira- Dias et al) ی كينتينبه جا BAPاستفاده از   .(2006

2001; Almeida et al. 2002; Silva et al. 2005; Schinor et al. 

در باززايي  (Germana et al. 2011) يديازورونو ت (2006

ها در اثر اين هورمون و ريزنمونه بودهها مؤثرتر ريزنمونه

مواردی مشاهده شده كه در . كنندتری توليد ميهای بيششاخساره

انجام شده  BAPدر محيط كشت حاوی تنظيم كننده فقط باززايي 

 .(Ghorbel et al. 1998) است

های تقسيمات سلولي و تمايز سلول ه كهنشان دادمطالعات 

و  BAPتر در محيط باززايي حاوی تركيبي از تراريخت بيش

NAA زماني كه فقط شود تاتحريک مي BAP  در محيط موجود

 كه چنين نشان داداين مطالعات هم. (Ghorbel et al. 2000) است

 NAAها برای ترانسفورماسيون بافت بالغ افزودن اكثر ژنوتيپ در

 ه محيط باززايي به شدت در توسعهمناسب ب یها در غلظت

 Ghorbel et al. 2001; Almeida) موثر استهای تراريخت بخش

et al. 2003a; 2003b; Molinari et al. 2004).  

نشان  NAAدر تركيب با  BAPو  KINای بين مقايسه در آزمايش

ها و قطعات ميان ليكوت ينابجا در اپ كه باززايي جوانه ه شدداد

 3/1 هبه همرا mg/l 2 BAPمقدار  تحت تأثير ،نارنج ساقه یاگره

mg/l NAA ه استبهترين پاسخ را داد (Silva et al. 2010).  

هورمون  mg/l 22/1نتايج آزمايش فعلي نشان داد كه استفاده 

NAA دار شده ريز نمونه جوانه 2نگين به تنهايي سبب توليد ميا

 .كه بالاتر از ساير تيمارهای اين هورمون بود

بهترين باززايي در  ،های سيترنجروی ريزنمونهبر در پژوهشي 

 كه شدگزارش  mg/l NAA 0/1و mg/l BAP 0 محيط حاوی

عدد از  2/5جوانه برای هر ريزنمونه حاصل شد كه  2/01تعداد 

نتايج (. Moreira-Dias et al. 2000) شدها تبديل به شاخساره  آن

به تنهايي بسيار به هم نزديک بوده  BAPهورمون  رياز تأثحاصل 

 mg/l2 BAP  با اين وجود. داری را نشان ندادندو اختلاف معني

در . به خود اختصاص داد ترين مقدار راجوانه بيش 2/3با ميانگين 

 آغازگرهای مورد استفاده رفت و برگشتهای توالي -0جدول 

 PCRطول محصول  ('3-'5) توالي آغازگر  آغازگر

 (bp) 

CTV For1-1  CGGCGCGCCATGGACGACGAAACAAAG 323 

CTV Rev2  CCACTTCAATACCCTCCCG  

NOS For  GAATCCTGTTGCCGGTCT 005 

NOS Rev  TTGCGCGCTATATTTTGT  

BAR For  GACAAGCACGGTCAACTTCC 225 

BAR Rev  CTTCAGCAGGTGGGTGTAGAG  

KAN For  ATGTTGCTGTCTCCCAGGTC 322 

KAN Rev  GAAAGCTGCCTGTTCCAAAG  

ACT For  GAGTTCTTCACGCGATACCTCCA 22 

ACT Rev  GACCACCTTTATTAACCCCATTTACCA  
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ران انجام گرفت های ديگری نيز توسط پژوهشگاين زمينه آزمايش

از طويل شدن ساقه و  BAPهای بالای كه غلظت و نشان داده شد

-Al-Khayri and Al) كنداندازه برگ ممانعت ميبزرگ شدن 

Bahrany 2001.)  غلظت بالایBAP تأثير  ،باززايي طيدر مح

ها  زايي آنهای باززايي شده و سپس ريشهمعکوس بر تعداد شاخه

تر در و كم BAP mg/l 2/2ا مقدار ه طبق گزارشات آن. دارد

ها ايجاد نکرد زايي ريزنمونهمحيط باززايي ممانعتي برای ريشه

 .Gutierrez et al) زايي شدهای بالاتر مانع ريشهولي غلظت

1997.)  

ها به مدت منظور بررسي روش تلقيح نيمي از هر گروه نمونهبه

وده و تکان داده دقيقه در تماس مستقيم با اگروباكتريوم ب 21-02

ها در سوسپانسيون اگروباكتريوم و باقي نمونه كهيحالدر  شده

ايجاد . قرار داده شدند خلاثانيه در شرايط  31مدت به MSمحيط 

كه اخيراً برای نفوذ  های نويني هستندتکنيکخلأ و فراصوت از 

منظور افزايش راندمان كوتيل بهتر اگروباكتريوم به قطعات اپيبيش

در . (Oliveira et al. 2009) انسفورماسيون استفاده شده استتر

 شود يم، فرض خلااين روش با توجه به شرايط مکش و ايجاد 

به منظور جلوگيری از . شودميها وارد ريزنمونه تر آسانباكتری 

ها در چندين های رشدی بعد، ريزنمونهرشد مازاد باكتری در دوره

 . اكسيم شستشو شدندمرحله توسط آنتي بيوتيک سفوت

كشتي های همنتايج تجزيه واريانس نشان داد كه باززايي در روش 

طور متوسط ريز نمونه دارای جوانه و وكيوم به دوطور متوسط به

ها در تلقيح به تعداد ميانگين جوانه. دار نبودبوده كه معني 5/0

علت آن آسيب  احتمالاًكشتي اندكي بالاتر بود كه روش هم

عامل ديگر، نفوذ بيش از حد . باشد يمنيکي حاصل از وكيوم مکا

ها بود كه در ادامه رشد ريزنمونه ها بافتباكتری در اثر وكيوم در 

و عامل زوال  ها آنسبب رشد بيش از حد باكتری بر روی 

 . ها شدريزنمونه

های بر ميانگين تعداد ريز نمونه برش طولي ريتأثمنظور بررسي به

ها يک برش طولي ، در انتهای تعدادی از ريز نمونهدارای جوانه

متر ايجاد شد با اين هدف كه تماس ميلي يکبه عمق 

 كليطوربه دهتر شاگروباكتريوم با منطقه كامبيومي بهتر و بيش

های دارای نتايج بررسي تعداد ريز نمونه. باززايي افزايش يابد

ر برش طولي و داری بين تيمامعني اختلافجوانه نشان داد كه 

در  5/0)ها وجود ندارد فاقد برش در خصوص باززايي نمونه

ايجاد برش طولي و سطوح استوسرينگون دارای اثر (. 2/0مقابل 

داری را نسبت به هم نشان ها تفاوت معنيمتقابل نبوده و داده

ها در سطوح مختلف با اين وجود بين داده. دهندنمي

. شدمشاهده  يک درصددر سطح داری استوسرينگون تفاوت معني

از طريق  Key limeهای ريزنمونه يزنزخمدر آزمايش ديگری 

قبل از انجام تلقيح با )ای با ذرات تنگستن بمباران ذره

 ميزان باززايي و ترانسفورماسيون را كاهش داد (اگروباكتريوم

(Gutierrez et al. 1997.) مستعد  ديده بيهای زخمي و آسسلول

 .Shimoda et al) اگروباكتريوم هستند وسيلهاسيون بهترانسفورم

1990; Bidney et al. 1992). فعال تشکيل نقاط  عبارتي،به

نيز از جمله نقاط مستعد و آماده دريافت مريستمي يا تکثير سلولي 

-يجاد زخم در ريزنمونهدر همين خصوص ا. باشد يمژن خارجي 

 شود يمی گياهي ها بافتنقاط فعال مريستمي در القاء سبب ها 

(Escudero and Hohn 1997) .نتايجيها منجر به  زني بافتزخم 

ها، اليسيتورها و تنظيم كنندهای رشد  استعمال هورمونبه شبيه 

های زيگوتي هويج  جنين. شود زايي ميسنتتيک بر روی مثلاً اندام

های جنيني را در محيط كشت عاری  تواند كشت زخمي شده مي

با ايجاد و  (Smith and Krikorian 1990) لقاء كنداز هورمون ا

كارايي باززايي را به نحو  توان يميک برش طولي در محل برش 

كه برش طولي شده مشاهده  همچنين. چشمگيری افزايش داد

زايي ها به شکل قابل توجهي موجب افزايش اندامليكوت يانتهای اپ

های دارای برش مونهزماني كه ريزن ،شود امامي In vitroدر محيط 

با اگروباكتريوم تلقيح شدند رشد بيش از حد اگروباكتريوم مانع 

در گزارشي ديگر كه  .(Almeida et al. 2003a) باززايي شاخه شد

 ،هابرش اريب مقطع ريزنمونه ،صورت گرفته يبا هدف مشابه

 Duan)بهترين تأثير را از نظر فراواني و كيفيت باززايي نشان داده 

et al. 2007.)  كه با ايجاد يک شکاف  شدمشاهده  تحقيقيدر

 Yu) بديامي افزايش  0/35تا  0/3طولي كارايي باززايي به ميزان 

et al. 2002) . در نارنج  باززايي شده كه درصدهمچنين گزارش

 نيا در .(Luan et al. 2009) يابدميدرصد افزايش  2/25تا  5/32

كه حاصل باززايي مستقيم از هايي به دست آمد شاخساره قيتحق

های لذا ريسک تنوع سوماكلونال در شاخساره ،ندها بودريزنمونه

 . ميزان رسيدترين كم بهحاصل 
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در آزموني ديگر تأثير سطوح مختلف استوسرينگون بر باززايي 

ها با استفاده از ريزنمونه. شده بررسي شد تراريختهای جوانه

  ،صفرستوسرينگون شامل كشتي و سه غلظت مختلف اروش هم

µM 011  وµM 211 سطوح . با اگروباكتريوم تلقيح شدند

 درصد پنجداری در سطح معني اختلافاستوسرينگون دارای 

ريزنمونه دارای  دوحاوی  درصدصفر ای كه سطح به گونه. ندبود

بود كه  33/1و  0ترتيب به  µM 211و  011جوانه و سطوح 

داری از دو تيمار به طور معني درصد صفركارايي تيمار سطح 

 (.3شکل ) بيشتر بود  µM 211و  011

 

 
در محيط   سطوح استوسرينگون بر باززايي ريتأث نيانگيم مقايسه -3شکل 

 گزينشي

 

 011مقدار . بدست آمد µM 011بهترين نتيجه باززايي در سطح  

های ميکرومولار استوسرينگون برای ترانسفورماسيون ريزنمونه

Citrus paradise است هشدمناسب اعلام  نيز(Luth and Moore 

دهد كه روش تلقيح و نيز سطوح  اين نتايج نشان مي (.1999

استوسرينگون هر كدام به تنهايي تأثير به سزايي در كارايي باززايي 

برخي مطالعات . و در نتيجه ميزان ترانسفورماسيون نارنج دارد

كشتي سبب در محيط هماستوسرينگون  افزودننشان داده كه 

 شودمي و افزايش نرخ ترانسفورماسيون virهای افزايش بيان ژن

(Henzi 2000). داری معني اختلافهای فاقد استوسرينگون نمونه

با توجه به . را نسبت به ساير سطوح استوسرينگون نشان دادند

، ممکن است نتيجه virهای سازی ژننقش استوسرينگون در فعال

دور از انتظار باشد اما در مواردی نتايج مشابهي  حاصل كمي

استوسرينگون در ترانسفورماسيون بسياری از . شده استگزارش 

 ,.Kaneyoshi et al)است های مركبات به كار برده شدهگونه

1994; Bond and Roose 1998; Cervera et al. 1998; Yang et 

al. 2000; Li et al. 2002) .ن در ترانسفورماسيوCitrus sinenesis 

گزارش شد كه در تيمار فاقد استوسرينگون تعداد گياهان 

با توجه . (Almeida et al 2003a) استتر بودهشده بيش تراريخت

شامل  T-DNAبا دو ژن داخل  PCRبه نتايج حاصل از انجام 

هايي كه در محيط كشت حاوی از شاخساره BARو  CTVهای  ژن

 تعدادیتوليد شده بودند، ( mM31 ،Bayer )عامل گزينشي بستا 

 . به دست آمد تراريختشاخساره 

غير مستقيم منبع  ريتأثيکي از اهداف اين آزمايش بررسي 

بر افزايش كارايي ( شامل ساكارز و گلوكز)هيدروكربن 

كه در قالب تعداد  بود virی ها ژنترانسفورماسيون و افزايش بيان 

ها در محيط كشت حاوی نمونههای توليد شده بر روی ريز جوانه

منبع هيدروكربن مختلف در روز . عامل گزينشي بستا ارزيابي شد

شامل  كه شدسوم كشت باكتری يعني در مرحله القاء استفاده 

در اين . بود درصد 31و يا جايگزين آن ساكارز  درصد 31 گلوكز

ی حاوی ها طيمحنمونه در جوانه در ريز 2/0طور متوسط تيمار به

ی حاوی گلوكز به دست آمد كه ها طيمحجوانه در  3/2ارز و ساك

دار معني درصد پنجاز لحاظ آماری در سطح  ها آناختلاف بين 

ره مشخص شد كه بر اساس مقايسه ميانگين تعداد شاخسا. بود

كشتي و در حضور گلوكز باززايي در روش هم بهترين نتيجه

به همراه روش  ديمنوساكاربنابراين استفاده از قند . حاصل شد

تواند سبب افزايش كارايي باززايي و در نتيجه افزايش وكيوم مي

تر تر بودن گلوكز و دسترسي راحتساده. شود تراريختكارايي 

توان دليل بر كارايي بيشتر گلوكز گلوكز نسبت به ساكارز را مي

 آن نتايج تاييد كننده. (Ankenbauer and Eugene 1990)دانست 

ان دسترسي باكتری به كربن برای رشد و نمو در است كه ميز

در پژوهشي . تر بودن بيشتر استمحيط حاوی گلوكز به دليل ساده

ها در از دی ساكاريد موثرتربسيار  دهايمونوساكارمشابه نقش 

. (Ankenbauer and Eugene 1990) بود virهای فعال سازی ژن

 شاخساره 0به دست آمده  شاخساره 20در اين آزمون نيز از 

هر  راتيتأثدر نهايت به منظور بررسي  .شناسايي شد تراريخت

بر  سه فاكتور منبع هيدروكربن، روش تلقيح و استوسرينگون
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ها و درصد انتقال ژن يک آزمون در باززايي مستقيم ريزنمونه

نتيجه . شد اجراقالب طرح اسپليت پلات فاكتوريل طراحي و 

های دارای ايش نهايي ريزنمونهتجزيه واريانس نشان داد كه آزم

 ومياگروباكتردقيقه تلقيح در محيط حاوی  21برش طولي پس از 

بدون استوسرينگون دارای ساكارز در محيط انتخابي قرار گرفتند 

 PCRواكنش  سهعدد به  02حاصل تعداد  شاخساره 21كه از 

 (.درصد 22  تراريختكارايي )پاسخ مثبت نشان دادند 

های رشد منظور تأييد تراريخته بودن شاخسارهبهدر اين تحقيق 

های با آغازگرهای ژن PCRاستخراج، واكنش  ها آن DNAيافته، 

-ژنومي استخراج شده از گياه غير DNA. انجام شد T-DNAداخل

ای شاهد يا كنترل رشد يافته در شرايط درون شيشه اريختتر

بوده  PCRكنترل مثبت در آزمايشات  pFGC541منفي و پلاسميد 

محاسبه شدند كه  تراريختهايي فقط شاخساره(. 2شکل )است 

منظور تاييد اصالت باندها به. مثبت بود ها آن PCRهر سه واكنش 

-سازی و تواليخالص PCRمحصول  CTVو مطابقت با توالي ژن 

يابي ويرايش و در نتيجه توالي. (Bioneer, South Korea)يابي شد

ژن تکثير شده  كهطوریه بهشد لعهمطامقايسه و  NCBIسايت 

CTV بود. 

 است منشأممکن  PCRی ها آزمونی تکثير شده در طي ها ژن

اگروباكتريوم موجود  ها آن منشأ يعبارتژنوم گياهي نداشته و يا به 

كه پس از تلقيح  باشدهای سطحي يا داخلي بافت گياه در بخش

ت و برگشت ژن بر اين اساس، از آغازگرهای رف. مانده باشندباقي

KAN  استفاده شد كه خارجT-DNA فقدان تکثير نشانه . قرار دارد

نتيجه . آن است كه آلودگي اگروباكتريوم در سطح وجود ندارد

ها در اغلب نمونه KAN آغازگرهایبا استفاده از  PCRكه اين

تکثير و اثبات  صحت منشأمعني كه به نشان ندادهباندی  گونه چيه

های استفاده شده بيوتيکاگروباكتريوم و آنتي كارايي روش حذف

 . باشد يم

بستا به محيط رشد  كشعلفعامل گزينشي يعني  افزودن

 تراريختهای های نمونهسبب شد تا برگ mM31 ريزنمونه 

يک  حدوداًنشده بعد از سه روز رو به زردی رفته و بعد از مدت 

شده  تراريخت هاینمونه كهيحالدر  بروندای و از بين هفته قهوه

 (.2شکل )ند برگ خود را حفظ كرد سبزينه
 

 

 

 

 

 

‬
 

 

 

 

 

 
 

 

 

بستا به منظور ايزولاسيون گياهان  علف كشاستفاده از عامل گزينشي  -2شکل 

ها همچنان سبز باقي كه نمونه( A)شده  تراريختبستا بر نمونه  ريتأث .تراريخت

پس از دو هفته به رنگ  علف كشكه در اثر  تراريختو نمونه غير  ؛ماندند

 .(B) قهوه ای و در نهايت از بين رفتند

 

 های كنترل مثبت پس از چهار هفته در محيطتعدادی از شاخساره

های خود به خودی كردند شروع به توليد ريشه In vitroكشت 

ها دارای ريشه جهت رشد بيشتر و اين شاخساره (.E2شکل )

خاک مورد استفاده شامل . دتوليد تار كشنده به خاک منتقل شدن

ماسه بوده كه  درصد 01كوكوپيت و  درصد 22پرليت،  رصدد 22

يي ريخته زا شهيری مخصوص ها گلدانپس از اتوكلاو شدن در 

 نيتأمجهت حفظ و . ها در آن قرار گرفتندشده و شاخساره

 .ها پوشش سلوفان قرار داده شدرطوبت نسبي ابتدا بر روی گلدان

شروع به سازگار سازی گياهان به شرايط طبيعي ماه پس از يک

. انجام شد و در نهايت به گلدان منتقل شدند In vivoرشد 

-های فاقد ريشه در ادامه جهت رشد بيشتر بر روی پايهشاخساره

 . دار ريزپيوندی شدندهای ريشه

در  CTVو  BARهای های قبلي آزمايش، تلفيق ژندر بخش

كش و همچنين ا استفاده از تست علفگياهان تراريخت احتمالي ب

تاييد  PCRيابي محصول همراه تواليای پلي مراز بهواكنش زنجيره

 ژنرونوشت  هایتعداد نسخهبررسي در مرحله بعدی برای . شد

CTV  در گياهان تراريخته از روشqPCR كارايي و . استفاده شد

ررسي تکرارپذيری تکثير ژن هدف با تهيه يک منحني استاندارد ب
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تهيه شد كه  CTVبرابری از محصول ژن  -01ابتدا يک سری . شد

نسخه از  01-0 -01-5در نتيجه آن استانداردهايي با غلظت اوليه 

پس از تکثير، منحني استاندارد توسط . ها وجود داشتالگو در آن

. طور خودكار محاسبه و رسم شدبه Bio-Radبرنامه سيستم 

و  xهای اوليه در محور م نسخهصورت لگاريتمنحني مذكور به

محاسبه شد كه ميزان كارايي تکثير  yمربوط در محور  CTاعداد 

Rبرابر 
2
كارايي تکثير و  بيانگربوده كه  درصد E=105و  0.997=

 .مطلوب است PCRشرايط 

در انتهای واكنش  CTVمنظور بررسي تکثير غير اختصاصي ژن به

ای ا افزايش كند و مرحلهب. تکثير منحني ذوب ژن مذكور تهيه شد

Cدما از 
Cتا مقدار  01○

ميزان فلورسنت دريافتي در هر  22○

در انتهای واكنش فقط يک پيک منفرد در . گيری شدمرحله اندازه

Cدمای 
كه نشان دهنده تکثير اختصاصي توسط  هتشکيل شد 22○

 .باشدمي CTV آغازگرهای

ص داده شدند شده كه قبلا مثبت تشخي مطالعهاز ميان گياهان  

cDNA های رونوشت تراژن تعداد نسخه. سنتز شدCTV  تعيين و

دارای  Qو  A ،B ،C ،Hمشخص شد گياهان تراريخته 

 . (0 شکل) ندنسخه بود 00×010تا  2×010حداقل

 سپاسگزاری

وسيله از حمايت مالي ستاد توسعه زيست فناوری معاونت بدين 

 . شودسگزاری ميعلمي و فناوری رياست جمهوری تشکر و سپا
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، A ،B ،Cتراريخته پنج گياه  در CTVهای رونوشت ژن تعداد نسخه -0 شکل

H  وQ . نتيجه واكنشReal-time PCR  تاييد كرد كه ژنCTV  در ژنوم

 . گياهان نارنج آزمون شده تلفيق شده است
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