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ژن كد  استفاده از با (Citrus aurantium)و تراريزش نارنج  كشت بافت

 (CTV) ي پوشش پروتئيني ويروس تريستزاي مركبات  كننده
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وتيل و ك هاي اپي ي نارنج، از ريزنمونه منظور به دست آوردن گياهان تراريخته در اين پژوهش به
ريزنمونه ها با استفاده از  زايي مستقيم و توليد شاخساره درهيپوكوتيل نارنج استفاده و بهبود اندام

 Agrobacteriumكشتي ريزنمونه ها با تراريزش از طريق هم. ندشد بررسيتيمارهاي مختلف 
tumefaciens ي سويهEHA105  حامل وكتورpFGC5941 ي پوشش پروتئيني و ژن كد كننده

شت ها به محيط كپس از تراريزش، ريزنمونه. انجام شد (CTV)ويروس تريستزاي مركبات 
 2و  BAP  )0 ،1هاي رشدكش بستا با تركيبي از سطوح تنظيم كنندهانتخابي حاوي علف

زخم زدن بر  اثر. منتقل شدند) گرم در ليترميلي 5/0و  0 ،25/0( NAAو ) گرم در ليتر ميلي
. سي شدندبرريي تراريزش، ااستفاده از وكيوم بر كار اثرزايي مستقيم و توليد شاخساره و  اندام

 كش بستا و انجام واكنشحاوي علف ها در محيط انتخابي تأييد تراريخته بودن شاخساره
 57(زايي يا توليد شاخساره يي اندامابهترين كار. ي اختصاصي صورت گرفتهابا ژنآر .سي.پي

 25/0و  BAPگرم در ليتر ميلي 2هاي رشد به ميزان با استفاده از تركيب تنظيم كننده) درصد
داري بر توليد شاخساره  معني اثرحاصل شد ضمن اين كه، زخم زدن  NAAدر ليتر گرم ميلي

در تيمار وكيوم به دست  دزصد 25/11هاي تراريخته به ميزان  بالاترين ميزان شاخساره. نداشت
 in vitroهاي رشد يافته در شرايط  هاي تراريخته بر روي دانهالدر نهايت شاخساره. آمد

 . ريزپيوند شدند
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  مقدمه

هـاي خـوب    به دليـل ويژگـي   (Citrus aurantium)نارنج  درخت
 اثرزيستي و  هاي زيستي و غير زراعي به خصوص مقاومت به تنش

ي پيونـدك مـورد توجـه بـوده و در      آن بر عملكرد و كيفيت ميوه
اما ضعف بزرگ . ي مادري است خيز دنيا پايه بيشتر مناطق مركبات

CTV)س تريستزاي مركبات تحمل به ويرو اين گياه عدم 0F

اسـت   (۱
آيـد و   هاي صنعت مركبـات بـه شـمار مـي     ترين بيماري كه از مهم

 اسـت ها اصله درخت در سرتاسر دنيا شده  منجر به نابودي ميليون
)Bar-Joseph et al. 1989.(  ،يكـي از اهـداف مهـم در     بنـابراين

در  .اصلاح مركبات ايجاد مقاومت نسبت به بيماري تريستزا اسـت 
هاي زيادي براي ايجاد مقاومت بـه ويـروس    هاي اخير تلاش الس

تر متكي بـر خاموشـي    ها بيش اين روش. تريستزا انجام شده است
هـاي   است كه بر اساس بيان توالي )1F۲PTGS(ژن پس از رونويسي 

 .)Dominguez et al. 2002(ويروسي در گياه استوار است 
هـاي سـنتي    روشهايي براي اصلاح بـه   مركبات داراي محدوديت

ها مانند چند جنينـي   توليدمثل آن شناسي زيستبا  بيشترهستند كه 
ي طـولاني جـواني    نوسلار، سطح بـالاي هتروزيگوسـيتي و دوره  

امـروزه  . )Grosser and Gmitter 1990(هـا در ارتبـاط اسـت     آن
انتقال ژن با استفاده از مهندسي ژنتيـك بـه يـك روش جـايگزين     

ها تبديل شده است زيرا  بات و ديگر گونهمناسب براي اصلاح مرك
هاي مطلوب  توان علاوه بر حفظ ويژگي با استفاده از اين روش مي

 تـا حـدودي  در يـك دوره زمـاني   يك رقم، يك صفت دلخواه را 
 .)Bond and Roose 1998(به آن افزود  تر كوتاه

ي اگروباكتريوم روشـي   هاي جوان به واسطه انتقال ژن به ريزنمونه
تراريزش نارنج . ول براي توليد گياهان مركبات تراريخته استمتدا

كوتيـل و   هاي مختلف از جمله اپـي  از طريق كشت بافت ريزنمونه
ها بـا اگروبـاكتريوم و سـپس بـاززايي از      كشتي آن هيپوكوتيل، هم

 ;Moore et al. 1992(شـود   ها به گياه تراريخته انجام مي ريزنمونه

Pena et al. 1995a( . و  مسـتقيم بـه دو صـورت    بيشـتر ايي بـازز
ــه. غيرمســتقيم اســت هــا و ســپس  در روش مســتقيم، ابتــدا جوان

شود اما، در روش بـاززايي   ها توليد مي شاخساره بر روي ريزنمونه
 ;Phillips( شود ها كالوس تشكيل مي غيرمستقيم قبل از ظهور اندام

                                                           
1- Citrua tristeza virus 
2- Post transcriptional gene silencing   

ي اگروبـاكتريوم بـرا   EHA105ي  از سـويه  همكاران پنا و. )2004
هـاي رشـد يافتـه در     كوتيـل دانهـال   ترانسفورماسيون قطعات اپـي 

اي سـاقه گياهـان جـوان     گـره  هـاي ميـان   و بخش in vitroشرايط 
. )Pena et al. 1995a; 1995b; 1997( اي اسـتفاده كردنـد   گلخانـه 
هـاي مهـم بـه     ادي از ژنهـاي زيـادي از واردكـردن تعـد     گزارش

ي پوشــش پروتئينــي ويــروس  مركبــات از جملــه ژن كــد كننــده
 .)Yang et al. 2000(تريستزاي مركبات منتشر شده است 

زايــي مســتقيم در  هــدف از ايــن پــژوهش افــزايش كــارآيي انــدام
كوتيل و هيپوكوتيل نـارنج در محـيط انتخـابي و     هاي اپي ريزنمونه

سـازي   در افزايش كارآيي تراريختـه بررسي شرايط و عوامل دخيل 
 . كشتي با اگروباكتريوم بوده است نارنج پس از هم هاي شاخساره

 
  ها روش و مواد

ي نارنج از مركـز تحقيقـات    هاي تازه ي ريزنمونه، ميوه جهت تهيه
هـاي تـازه و    بذور نـارنج از ميـوه  . مركبات كشور، رامسر تهيه شد

وسته خـارجي، ضـدعفوني   سالم خارج شده و پس از جدا كردن پ
 درصــد 2بــراي ضــدعفوني، بــذرها در محلــول . ســطحي شــدند

202Fهيپوكلريت سديم به همراه توئين 

به مدت  درصد 1با غلظت  3
 40مرتبه با آب استريل  3دقيقه به آرامي تكان داده شده سپس  15
 .دقيقه شستشو شـدند  3هر مرتبه به مدت گراد  درجه سانتي 45تا 

قرار گرفته و  درصد 70دقيقه در اتانل  در ادامه بذور به مدت يك
رهاي ضـد عفـوني   بـذ . مرتبه با آب مقطر استريل آبكشي شدند 3

 ،MS2/1  هاي محـيط كشـت   زني شامل نمك شده به محيط جوانه
گـرم در ليتـر سـاكارز     30و  MSهاي كامل محيط كشـت   ويتامين

در گـراد   درجه سـانتي  27 ±1هفته در  6تا  4منتقل و براي مدت 
 .يط تاريكي نگهداري شدندشرا
ــكژن  ــات   موزايي ــتزاي مركب ــروس تريس ــي وي ــش پروتئين  پوش

(CP-P25)   مربوط به نژادهـايCTV1  وCTV2،    ايزولـه شـده در
هاي  توالي. شناسي دانشگاه شيراز، استفاده شد قطب علمي ويروس

كلـون   pFGC5941 (ABRC)مذكور در يك ناقل خاموشي به نام 
  .)Zamani 2008(شد 
 نـژاد   Agrobacterium tumefaciensاز بـاكتري   پـژوهش ايـن  در 

                                                           
3- Tween 20 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

58
85

07
3.

13
91

.1
.2

.3
.2

 ]
 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 g

eb
sj

.ir
 o

n 
20

25
-0

9-
03

 ]
 

                               2 / 9

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9781405181099.k0501/full#k0501-bib-0105�
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9781405181099.k0501/full#k0501-bib-0107�
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/9781405181099.k0501/full#k0501-bib-0106�
https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.25885073.1391.1.2.3.2
http://gebsj.ir/article-1-230-fa.html


 بنفشه فتاح و همكاران  ...با استفاده از (Cirtus aurantium) و تراريزش نارنج بافتكشت 

 

 1391يز و زمستان پاي/ 2شماره / اولدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي  85

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

EHA105 ناقل خاموشي . استفاده شدpFGC5941    بـا اسـتفاده از
. به اگروباكتريوم انتقـال يافـت   (Bio-Rad)دستگاه الكتروپوريشن 

و  AY310901كــد شناســايي ايــن پلاســميد در بانــك اطلاعــاتي 
عامـل   nptIIداراي ژن  pFGC5941. است CD3-447ي آن  شماره

BAR3Fبيوتيك كانامايسـين در بـاكتري، ژن    ايجاد مقاومت به آنتي

٤ 
كش غيرانتخابي آمونيوم گلوفوزينيت  عامل ايجاد مقاومت به علف

4Fبستا تجاريبا نام 

عنوان شاخص انتخابي گياهي، پروموتر قوي  به ٥
CaMV35S 5F

NOSو ترميناتور  ٦ 6F

 ). 1شكل (است  ۷

اگروبـاكتريوم    (vir)زاي هاي بيمـاري  ظور القاي حداكثري ژنبه من
 ,Gelvin(ي گلـوين اسـتفاده شـد     از دستورالعمل كشت سه روزه

هاي رشديافته در محيط القا با انجام سانتريفيوژ در  باكتري. )2006
rpm6000  دقيقه رسوب داده شدند و رسـوب حاصـل    5به مدت

 تراريزشحل و براي  OD600=8/0-1مايع و غلظت  MSدر محيط 
 .ها استفاده شد ريزنمونه
هاي اتيوله حاصل از بذور نارنج كشت شـده در تـاريكي،    گياهچه

هـا   ها، ريشه و برگ ابتدا لپه. ها استفاده شدند ي ريزنمونه براي تهيه
ها دو نوع ريزنمونـه   د جدا شده و سپس از گياهچههاي زاي و ساقه

هيـه شـد كـه يكـي شـامل      متـر ت  ميلـي  10تـا   8به طـول تقريبـي   

                                                           
4- Phosphinothricin acetyl transferase 
5- Basta 
6- Cauliflower mosaic virus 35s 
7- Nopaline synthase 

كوتيـل و ديگـري    هيپوكوتيل، گـره كوتيلـدوني و بخشـي از اپـي    
 ).2شكل (كوتيل به گره كوتيلدوني بود  ترين بخش اپي نزديك

متـر   ميلي 2ي تقريبي  زني، يك برش طولي به اندازه در تيمار زخم
زايـي   يي انـدام اآن در كـار  اثـر هـا ايجـاد و    در دو انتهاي ريزنمونه

 .بررسي شد
كوتيل و هيپوكوتيـل آمـاده شـده جهـت تراريـزش در       قطعات اپي

سوسپانســيون اگروبــاكتريوم تهيــه شــده در محــيط تلقــيح شــامل 
 100گرم در ليتر سـاكارز و   MS ،30هاي كامل محيط كشت  نمك

ور شده و براي مدت  غوطه pH=7/5استوسيرينگون با  ميكرومولار
بـه آرامـي تكـان داده    گـراد   درجه سانتي 27±1دقيقه در دماي  20

هـا پـس از شـناور شـدن در محلـول       تعدادي از ريزنمونـه . شدند
قـرار   تحت شـرايط خـلا   )Eppendorf(باكتري، با دستگاه وكيوم 

عمـل  . شـود  بررسـي يي تراريـزش  اآن بر كـار  اثرگرفتند تا ميزان 
ثانيه و تا خروج حباب از محلـول محـيط كشـت     30وكيوم مدت 

ي تلقيح شده از محلول باكتري خارج و بـر  ها ريزنمونه. انجام شد
ها  در نهايت ريزنمونه. روي كاغذهاي صافي استريل خشك شدند

هاي كامـل محـيط    كشتي شامل نمك هاي حاوي محيط هم به پليت
 8 گـرم در ليتـر سـاكارز،    B5 ،30هاي محيط  ، ويتامينMSكشت 

نتقل م pH=7/5هاي رشد مربوط با  گرم در ليتر آگار و تنظيم كننده
 .شدند

 سـيتوكينين و اكسـين بـر     اثـر هاي مربوط بـه بررسـي    در آزمايش

 pFGC5941وشي نقشه ژنتيكي ناقل خام -1شكل 

Figure 1- Map of pFGC5941 silencing vector 

A 

B 

هاي حاصل از بذور نارنج براي  ي گياهچه هاي مورد استفاده قسمت -2شكل 
 .كوتيل ي اپي ريزنمونه B)ي هيپوكوتيل،  ريزنمونه A). ي ريزنمونه تهيه

Figure 2- Explant sources from sour orange (C. aurantium). 
A) Hypocotyl segments-derived explant, B) Epicotyl 
segments-derived explants. 
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 PCR (bp)طول محصول 
Length of PCR 

product 

 توالي آغازگر
Sequence of primer 

 آغازگر
Primer 

 رديف
Row 

393 5'-GCTCTAGAGGCGCGCCTGCTGCTGAGTCTTCTTTCG-3 CTV F 1 

 5'-GCGGATCCATTTAAATCCGTGGTGTCATCATCACTT-3' CTV R 2 

167 5'-GAATCCTGTTGCCGGTCT-3' NOS F 3 

 5'-TTGCGCGCTATATTTTGT-3' NOS R 4 

382 5'-ATGTTGCTGTCTCCCAGGTC-3' KAN F 5 

 5'-GAAAGCTGCCTGTTCCAAAG-3' KAN R 6 

 
گـرم در   ميلـي  2و  1، 0هاي رشـد   باززايي، تيمارهاي تنظيم كننده

7Fليتر 

۸BAP  8 گـرم در ليتـر   ميلي 5/0و  25/0، 0وF۹NAA   از زمـان
پس از انتقـال بـه   . كشتي اعمال شد ها به محيط هم انتقال ريزنمونه

روز در تـاريكي و در دمـاي    3ها بـه مـدت    كشتي پليت محيط هم
هـا   ي بعد ريزنمونه در مرحله. قرار گرفتندگراد  درجه سانتي 1±27

ل محـيط  هاي كام كشتي به محيط انتخابي شامل نمك از محيط هم
MSهاي محيط  ، ويتامينB5 ،30   ،گـرم در   8گرم در ليتر سـاكارز

 400هـاي رشـد همـراه بـا      كننـده  ليتر آگار و همان تركيب تنظـيم 
كش بسـتا بـا    ميكرومولار علف 50سفوتاكسيم و  گرم در ليتر ميلي

7/5=pH  در گــراد  درجــه ســانتي 27±1انتقــال يافتــه و در دمــاي
ــود  ــرار گ  16فتوپري ــاعته ق ــدس ــس از . رفتن ــي  4پ ــه،  5ال هفت

متـر شـدند    ميلـي  1-2هايي به طول  هايي كه داراي جوانه ريزنمونه
، MSهاي كامل محيط كشـت   به محيط رشد شاخساره شامل نمك

گـرم در ليتـر    8 گرم در ليتر سـاكارز،  B5 ،30هاي محيط  ويتامين
ــار،  ــي 1آگ ــر   ميل ــرم در ليت 9Fگ

۱۰GA3 ،200 ــي ــر ميل ــرم در ليت  گ
منتقـل و   pH=7/5كش بستا با  علفميكرومولار  25و  سفوتاكسيم

 . هفته محيط كشت تعويض شد 2هر 

ييد تراريخته بودن گياهان باززايي شده در محيط انتخابي، جهت تا
 طبـق  . ا. ان. هـاي بـاززايي شـده دي    هاي برگـي گياهچـه   از نمونه

                                                           
8- Benzylaminopurine 
9- Naphthaleneacetic acid 
10- Gibberellic Acid 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

آر انجـام  .سـي .پي استخراج و واكنش) 1991( دستورالعمل ادوارد
با آغازگرهاي مسـتقيم و معكـوس ژن   آر .سي.پي هاي واكنش. شد

و آغازگرهاي ترمينـاتور   CTV Rو  CTV Fشامل  CTVموزاييك 
NOS  شاملNOS F  وNOS R  عـلاوه بـر   ). جـدول ا (انجام شد 

 آر.سي.در پي  هاي مستقيم و معكوس آغازگرهاي مورد استفادهتوالي -1جدول

Table 1- Forward and reverse primer sequences used in PCR 

 

حاصل  (b)كوتيل  و اپي (a)هاي هيپوكوتيل  ريزنمونه -3شكل 
تنظـيم  در تاريكي در سـطوح مختلـف    هاي رشد يافته از دانهال

 NAAو  BAPرشد  هاي كننده

 Figure3- Hypocotyl- (a) and epicotyl- (b) segment-
derived explants from seedlings grown in the dark 
in mediums supplemented with combinations of 
BAP and NAA 
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MS DF Source 

15.55** 2 BAP 

1.48* 2 NAA 

0.68 ns 4 BAP*NAA 

0.43 36 error 

 
 

اين، به منظور اجتناب از تراريختـه دانسـتن يـك گيـاه بـه سـبب       
بـا  آر .سـي .پـي  حضور اگروبـاكتريوم در سـطح آن، يـك واكـنش    

ــارج    ــوس ژن خ ــتقيم و معك ــاي مس   KANي  T-DNAآغازگره
 -عامل ايجاد مقاومت بـه آنتـي بيوتيـك كانامايسـين در بـاكتري     -

ــامل  ــد  KAN Rو  KAN Fش ــه در ادا). 1جــدول (انجــام ش م
بررسي  درصد 1روي ژل آگارز آر .سي.پي الكتروفورز محصولات

 .و مشاهده شد
هـا بـه    هاي حاصـل از بـاززايي ريزنمونـه    پس از اين كه شاخساره

ها جدا شـده   متر رسيدند، از ريزنمونه ميلي 10-20ي حداقل  اندازه
تر به گياه تراريخته كامـل، بـر    تر و آسان و به منظور دستيابي سريع

ــالروي دا ــه   نه ــيط درون شيش ــه در مح ــد يافت ــارنج رش ــاي ن  ه
 .ريزپيوندي شدند

هر تيمار داراي . در قالب طرح كاملاً تصادفي انجام شد ها آزمايش
 6متـر حـاوي    ميلـي  15×80تكرار و هر تكرار يك پتري ديش  5

عـدد ريزنمونـه    30به عبارتي هر تيمـار داراي  . عدد ريزنمونه بود
 .انجام شد SASي نرم افزار  ها به وسيله آناليز داده). 3شكل (بود 

 
  بحث و جينتا

 BAPهاي رشـد   تركيبي از سطوح تنظيم كننده اثردر اين پژوهش 
كوتيـل   هـاي هيپوكوتيـل و اپـي    زايي ريزنمونـه  براي اندام NAAو 

 . شد بررسيي نارنج  تلقيح شده
هـايي بـه    هايي باززايي شده تلقي شـدند كـه جوانـه    فقط ريزنمونه

هفته در محيط  6در مدت زمان حداكثر  متر ميلي 1-2حداقل  طول
ترين ميزان بـاززايي   بر اين اساس، بيش. انتخابي توليد كرده بودند

گـرم در   ميلي 25/0و  BAPگرم در ليتر  ميلي 2شاخساره با مقادير 
 درصـد  1دسـت آمـد و بـا ديگـر تيمارهـا در سـطح        به NAAليتر

هـاي   سـطح از تنظـيم كننـده    در اين. داري نشان داد اختلاف معني
بـين سـطوح   . رسـيد  درصـد  57رشد ميزان باززايي شاخساره بـه  

و بين تيمارهاي  درصد 1دار در سطح  اختلاف معني BAPمختلف 
مشـاهده شـد    درصـد  5دار در سطح  اختلاف معني NAAمختلف 

هـيچ   BAPهـاي فاقـد    علاوه بر اين در محيط كشـت ). 2جدول (
 NAAهاي فاقد كه در محيط كشت ر حاليزايي مشاهده نشد د اندام

 .زايي صورت گرفت اندام 
در  BAPمبني بر لزوم وجود سـيتوكينين   هايي اين نتايج با گزارش

ها در ايـن امـر مطابقـت     اي اكسين باززايي گياهچه و نقش حاشيه
كـه بهتـرين    انـد  هـا نشـان داده   پژوهش. )Pena et al. 2004(دارد 

در محيط كشـت بـه    BAPج در حضور هاي نارن باززايي ريزنمونه
سيتوكينيني است كـه در   Silva et al. 2008( .BAP( آيد دست مي

ــيتوكينين  ــاير س ــا س ــه را در   مقايســه ب ــداد جوان ــالاترين تع ــا ب ه
 ;Moreira-Dias et al. 2001(كند  هاي مركبات ايجاد مي ريزنمونه

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

انجـام شـده روي مركبـات،     هـاي  پـژوهش در تعدادي از . )2006
باززايي در محيط كشتي انجام شده است كه فقـط حـاوي تنظـيم    

 چنين نشـان   هم. )Ghorbel et al. 1998(بوده است  BAPي  كننده

 زايي مستقيم شاخساره از ريزنمونه هاي نارنجبر اندام NAAو  BAPسطوح  ثرانتايج تجزيه واريانس  -2جدول

Table 2- Analysis of variance of effect of BAP and NAA on direct shoot organogenesis in explants of sour orange 

 دارغير معني: ns، %5معني دار در سطح : *، %1معني دار در سطح : **
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هـاي تراريختـه    داده شده است كه تقسيمات سلولي و تمايز سلول
تحريك  NAAو  BAPتر در محيط باززايي حاوي تركيبي از  بيش
 ها پژوهشاين . )Ghorbel et al. 2000(به تنهايي  BAPشود تا  مي
هـا بـراي    ژنوتيپ تربيشدر  احتمال دارددهد كه  چنين نشان مي هم

هاي مناسب به محيط  در غلظت NAAتراريزش بافت بالغ افزودن 
 Ghorbel et( نقـش دارد  ههاي تراريخت ي بخش باززايي در توسعه

al. 2000; Almeida et al. 2003b; Molinari et al. 2004(. 
هـاي رشـد كـه     ي، فقط بهترين سطح تنظيم كنندهزن در تيمار زخم

و  BAPگرم در ليتـر   ميلي 2(اند  زايي را داشته بيشترين درصد اندام
هـاي تيمـار    براي كشـت ريزنمونـه  ) NAAگرم در ليتر  ميلي 25/0

داري در  ايجاد برش طولي انتهايي تغيير معنـي . شده استفاده شدند
و ميـانگين  %) 57قابـل  در م% 53(دار  هـاي جوانـه   درصد ريزنمونه
 هـاي  پژوهش. ايجاد نكرد) 32/3در مقابل  25/3(تعداد شاخساره 

كوتيل نشان داده است كه تشكيل نقـاط   زايي از اپي آناتوميك اندام
 .Almeida et al(مريستمي در كامبيوم مسئول تشكيل جوانه است 

2003a( زخم زني سبب القا و تشكيل نقاط مريستمي يـا تكثيـر    و
از . )Escudero and Hohn 1997(شـود   ها مي در ريزنمونه سلولي

زنــي ســبب تمــاس بيشــتر  طرفــي، بــرش طــولي در تيمــار زخــم
حضـور   احتمـال دارد شـود و   اگروباكتريوم با منطقه كـامبيوم مـي  

 دار در  علــت عــدم افــزايش معنــيآن بــر كــامبيوم  اثــربــاكتري و 

 
393 bp 

 2، 1كنترل مثبت و  Pكنترل منفي،  Nنشانگر،   CTV،Mهاي تراريخته با آغازگرهاي ژن  شاخسارهآر .سي.الكتروفورز محصولات واكنش پي -4 شكل
 .هاي تراريخته هستند شاخساره 3و 

Figure 4- PCR analysis of transgenic regenerated shoots by primers of CTV gene, M: 100bp ladder, N: Negative control, P: 
Positive control, 1, 2, 3: Transformed shoots. 
 

 
167 bp 

كنترل  Pكنترل منفي،  Nنشانگر،   NOS،Mهاي تراريخته با آغازگرهاي ژن  شاخسارهآر .سي.ت واكنش پيالكتروفورز محصولا -5 شكل
 .هاي تراريخته هستندشاخساره 3و  2، 1مثبت و 

Figure 5- PCR analysis of transgenic regenerated shoots by primers of NOS gene, M: 100bp ladder, N: negative control, 
P: positive control, 1, 2, 3: Transformed shoots. 
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هاي مختلف  با بررسي غلظت .بوده است زايي در اين آزمايش اندام
زايي را افزايش داد و  اگروباكتريوم، ممكن است بتوان كارآيي اندام

 Almeida et(نهايت درصد بالاتري از تراريزش به دست آورد در 

al. 2003a( . 
يي تراريـزش  اباززايي روي محيط انتخابي، موجـب افـزايش كـار   

تراريختـه   زايي شـده لزومـا  شود، با اين حال تمامي گياهان باز مي
تراريخته يـا  هاي غير نيستند و به دلايل مختلفي ممكن است شاخه

هـاي تراريختـه    شيمر بر روي محيط انتخابي رشد كنند و يا سلول
پس از مدتي تمام يا بخشي از ژن مورد نظـر را از دسـت بدهنـد    

)Filho et al. 2001( .  يي تراريـزش در  اي كـار  به منظـور محاسـبه
ي ميزان باززايي، تعداد  ي باززايي، علاوه بر محاسبه مرحله آخرين

 بـا اسـتفاده از   باشـند  تراريختـه  ي كه احتمال داشـت هاي شاخساره
ييد تراريختـه بـودن گيـاه،    به منظور تا. آر غربالگري شدند.سي.پي

هاي داخـل مرزهـاي چـپ و     با آغازگرهاي ژنآر .سي.پي واكنش
. ا.ان.دي). 1جـدول  (شـد   اگروباكتريوم اسـتفاده  T-DNAراست 

حامـل ژن   pFGC5941گياه غيرتراريخته كنترل منفي و پلاسـميد  
CTV  5و شكل  4شكل (كنترل مثبت بوده است.( 

بـه ژنـوم گيـاه و     T-DNAييد صحت ورود علاوه بر اين، براي تا
هـاي   اگروبـاكتريوم موجـود در بخـش    T-DNAاطمينان از اينكـه  

خطا ايجاد آر .سي.پي ا در واكنشه سلولي شاخساره سطحي يا بين

اسـتفاده   KANنكرده است، از آغازگرهاي مستقيم و معكوس ژن 
هـا فقـط در    شاخسـاره . اسـت  T-DNAشد كـه يـك ژن خـارج    

و  CTVو هـر دو ژن  (ها تكثير نشـده   در آن KANكه ژن  صورتي
NOS عكـس ژل  (تراريخته تلقي شـدند  ) ها تكثير شده بود در آن

 ).تنشان داده نشده اس
هـايي كـه از طريـق     ي باززايي شـده از ريزنمونـه   شاخساره 69از 
شاخساره تراريختـه   6كشتي با اگروباكتريوم تلقيح شده بودند،  هم

هـايي كـه بـا انجـام      ي باززايي شده از ريزنمونه شاخساره 80و از 
درصد تراريـزش  . ها تراريخته بودند تاي آن 9وكيوم تلقيح شدند، 

بـر تعـداد كـل    آر .سـي .هاي تاييد شده با پي از تقسيم تعداد شاخه
 .هاي باززايي شده محاسبه شد شاخساره

دهد كه با انجام وكيوم، با وجود افـزايش   نتايج محاسبات نشان مي
و افـزايش   درصد 60تا درصد  57دار از  هاي جوانه ميزان ريزنمونه

شاخسـاره بـه ازاي هـر     41/3به  25/3اد شاخساره از ميانگين تعد
دار نبود ولـي   هاي باززايي معني ريزنمونه، اختلاف در اين شاخصه

 درصـد  25/11بـه   درصد 70/8يي تراريزش با انجام وكيوم از اكار
 .افزايش يافت
تــر اگروبــاكتريوم بــه  و فراصــوت بــراي نفــوذ بــيش ايجــاد خــلا

. تراريـزش اسـتفاده شـده اسـت     رانـدمان هـا و افـزايش    ريزنمونه
ي تركيبـي از ايـن دو روش بـا روش تلقـيح متعـارف بـه        مقايسه

 شاخساره هاي باززايي شده در محيط رشد شاخساره -6شكل 

Figure 6- Regenerated shoots in shoot induction 
medium 

 

هاي  هاي تراريخته بر روي دانهال ريزپيوندي شاخساره -7شكل 
 .رشد يافته در شرايط درون شيشه

Figure 7- Micro grafting of transformed shoots on in 
vitro grown seedlings. 
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در پرتقـال شـيرين نشـان    ) روش شناوري(ي اگروباكتريوم  واسطه
 2و سپس  دقيقه در خلا 10ها  داد كه تراريزش زماني كه ريزنمونه

داري بـالاتر از روش   ثانيه در فراصوت قرار گرفتند به طـور معنـي  
 .)Oliveira et al. 2009(وري بوده است شنا

اي  بر روي نارنج نشـان داده اسـت كـه گونـه     پيشين هاي پژوهش
يي آن در بـين  ابسيار سرسخت نسبت بـه تراريـزش اسـت و كـار    

سرسـختي بـه    Gutierrez et al. 1997).(ترين است  مركبات پايين
يي پايين تلفيق ژن خارجي در ژنـوم ميزبـان و اسـتعداد    اسبب كار
تراريزش . آيد زايي مستقيم و غيرمستقيم گياه به وجود مي كم اندام

هاي رشد،  كننده در نارنج وابسته به عوامل متعدد مانند تيمار تنظيم
يكـي از   طـور اصـولي   هاي آن اسـت و بـه   محيط كشت و تركيب
 Moreira- Dias(زايي اسـت   يي پايين اندامامشكلات اين گياه كار

et al. 2000; Silva et al. 2010( سـازي   ، به منظـور بهينـه  بنابراين

كوتيـل و هيپوكوتيـل بـه دليـل      شرايط در اين پژوهش قطعات اپي
 . )Almeida et al. 2002(راندمان بالاي باززايي استفاده شدند 

هــاي  بــراي غلبــه بــر مشــكل بــزرگ ريشــه دار كــردن شاخســاره
ريخته يابي به گياه ترا چنين سرعت و سهولت دست تراريخته و هم

و مقـاوم  آر .سـي .پي ييد شده بااي ت هاي تراريخته كامل، شاخساره
تـا   10هـا بـه    كش بستا كه طول آن در محيط انتخابي حاوي علف

هاي نارنج رشد يافته  روي دانهال) 6شكل (متر رسيده بود  ميلي20
 ,Pena et al. 1995a(ريزپيونـدي شـدند    در شرايط درون شيشـه 

1995b( ) ترين مراحل  زايي يكي از مهم از آنجا كه ريشه). 7شكل
اسـت، لازم اسـت يـك     in vitroن چـوبي در شـرايط   توليد گياها

هـاي   زايي در شاخسـاره  مستقل در خصوص شرايط ريشه پژوهش
 .زايي مستقيم در نارنج انجام شود حاصل از اندام
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