
  

 

 

  و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 
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 چكيده

 

 
 
 

به  )Citrusaurantifolia( ليموترشسازي باززايي و انتقال ژن به بهينه

  gus كمك اگروباكتريوم و ژن گزارشگر

، 4، نسرين مشتاقي3، سيد حسن مرعشي2*، مسعود توحيدفر1سيده مائده فيض بخش

  6، محسن مردي5مطهره محسن پور

  

وي كارشناسي ارشد، دانشيار و استاديار دانشكده كشاورزي ترتيب دانشج به - 4و  3، 1

  دانشگاه فردوسي مشهد

  استاديار و دانشيار پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي كرج - 6و  2

  دانشجوي دكترا اصلاح نباتات دانشگاه كشاورزي ساري -5

  gtohidfar@abrii.ac.ir  :الكترونيكي پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )10/2/91 :پذيرش تاريخ -  13/10/90 :ريافتد تاريخ(

  
  

نسبت به و ترين محصولات باغي در جنوب ايران است ترين و اقتصاديليموترش يكي از مهم

حساس  (WBDL)جاروي جادوگرو  (CTV)هايي از جمله ويروس تريستيزاي مركبات  بيماري

و  جهت بهبودگياه اين  درتراريزش كارآمد باززايي و يك سيستم سازي بنابراين بهينه. است

سازي باززايي وتراريزش به همين منظور بهينه. از طريق مهندسي ژنتيك ضروري است آناصلاح 

در دو محيط كشت باززايي با  سفيد كوتيلقطعات ميانگره و قطعات اپيوترش با استفاده از ملي

و  LBA4404و دو سويه مختلف اگروباكتريوم شامل  NAAو   BAPهاي متفاوتغلظت

EHA105و پلاسميد ،pBI  حاوي كاست ژنgus فاكتوريل در قالب  هاي به صورت آزمايش

كوتيل سفيد از بين دو ريزنمونه بكار رفته، ريزنمونه اپي .تكرارانجام شد 4طرح كاملا تصادفي در 

اما بين دو محيط كشت باززايي مورد ،.زايي و باززايي بالاتري داشتميانگره كالوس بهنسبت 

همچنين از بين دو سويه اگروباكتريوم بكار رفته در اين . داري مشاهده نشدستفاده، تفاوت معنيا

و باززايي  تراريزشجهت به عنوان بهترين سويه اگروباكتريوم EHA105 ، سويه پژوهش

بر  gusاي پليمراز با آغازگرهاي اختصاصي ژن با استفاده ازواكنش زنجيره.ليموترش شناخته شدند

شاخساره داراي اين ژن بدست آمد  21استخراجي از تمامي گياهان باززا شده  اي.ان.دي روي

همچنين عدم آلودگي ناشي از اگروباكتريوم در . شاخساره بيان اين ژن را نشان دادند 8اما تنها 

  .تاييد شد virGژن هاي اختصاصي  PCRشاخساره هاي تراريخته به كمك

  
 

 هاي كليدي واژه
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    مقدمه

ترين محصـولات بـاغي در    ترين و اقتصادي از مهم يكيليموترش 

هكتار و توليدي بيش  41800جنوب ايران است كه سطحي معادل 

امـا حساسـيت   . تن را به خـود اختصـاص داده اسـت    500000از 

تـرين محـدود    زيادي به بيماري جاروي جادوگر دارد كـه از مهـم  

). Garnier et al. 1991(ا اسـت  هاي كشت ليموترش در دني ـ كننده

گسترش روز افزون اين بيماري در نواحي مركبـات خيـز جنـوب    

كشور تهديدي جدي براي اقتصاد كشاورزي و درآمـد كشـاورزان   

هـا و خسـارات   با توجـه بـه هزينـه   . شود اين نواحي محسوب مي

بيني رو بـه گسـترش بيمـاري     و پيش 1385تا  1377وارده از سال 

صورت جدي و مسـتمر برخـورد    ا اين موضوع به در صورتي كه ب

نشود حداكثر تا يك دهه آينده ميـزان توليـد ليمـوترش در اسـتان     

هرمزگان به صفر نزديك خواهد شد و اين بدان معناست كه عملا 

اقتصاد روستايي در بسياري از نقاط استان هرمزگـان و پيـروي آن   

مواجـه اسـت   زايي روستانشينان اين منطقه با خطـر جـدي    اشتغال

)IWBDLN 2009(.    مبارزه با اين بيماري تـاكنون كـارايي لازم را

گيـر  هاي اصلاح سـنتي مشـكل و وقـت   نداشته و استفاده از روش

بعلاوه منبع مقاومتي براي اين بيمـاري  ). Pena et al. 2007(است 

ــدارد  در ژرم پلاســم ــاهي وجــود ن ، )IWBDLN 2009(هــاي گي

مهندسي ژنتيك راه حل مناسـبي بـراي    رسد كه به نظر مي بنابراين

 .ايجاد مقاومت نسبت به اين بيماري است

نيـاز   يك پروتكل كارا براي بـاززايي گيـاه، پـيش    وجوداز آنجا كه 

سعي شده است  پژوهشاستفاده از تكنيك انتقال ژن است در اين 

با انتخاب ريزنمونه مناسب و اعمـال تيمارهـاي مناسـب، درصـد     

هـاي ايرانـي ليمـوترش افـزايش     م براي ژنوتيپباززايي غير مستقي

، gusيابد و بـا اسـتفاده از سيسـتم آگروبـاكتريوم و ژن گزارشـگر     

هاي بعدي فرآيند انتقال ژن به ليموترش جهت فراهم آوردن زمينه

   .براي انتقال ژن به اين گياه بهينه شود

زا  هـاي جنـين   از جمله سلول مختلفيهاي در مركبات از ريزنمونه

)Yao et al. 1996(ــي ــل  ، اپ  ;Ghorbel et al. 2000(كوتي

Kaneyoshi et al.1994( قطعات گره و ميانگره ساقه ،)Moore et 

al. 1992( ــالوس ــت ) Hidaka et al. 1990(، ك و پروتوپلاس

)Feleming et al. 2000 (از آنجا كه ريزنمونـه  . استفاده شده است

اره زايـي اسـت، همـو    تـرين پاسـخ بـه انـدام     كوتيل داراي بيش اپي

تراريزش مركبات داشـته اسـت    هاي بيشترين كاربرد را در آزمايش

)Moore et al. 1992 .( هـاي آلبينـوي    همچنين استفاده از گياهچـه

رشد كرده در تاريكي، موجب افـزايش رانـدمان بـاززايي گياهـان     

پنـا و همكـاران   ). Bond and Roose 1998(تراريخته شده اسـت  

ن تراريختـه در ليمـوترش از آلـودگي ريزنمونـه     براي تهيـه گياهـا  

) Pena et al. 1995, 1997(ميانگره با آگروباكتريوم استفاده كردند 

درصد بـوده اسـت   3/4و فراواني تراريزش،  2/6كه درصد باززايي 

)Pena et al. 1997 .( از ريزنمونــه  پژوهشــگران 1998در ســال

اي كالوس و سـپس  ماهه ليموترش براي الق 6هاي  ميانگره گياهچه

 BAP ،3گـرم در ليتـر  ميلـي  3حاوي   MSباززايي در محيط كشت

استفاده كردند و نتيجـه  ) 7/5pH(درصد ساكارز و يك درصد آگار

). Cervera et al. 1998a(درصـد گـزارش كردنـد     1-2باززايي را 

و كوتيـل هاي اپيبا استفاده از اگروباكتريوم و ريزنمونه پژوهشگران

ليمـوترش توليـد كردنـد كـه ميـزان       تراريختـه ياهان هيپوكوتيل، گ

 .Koltunow et al( درصـد گـزارش شـد    9/2تراريـزش حـدود   

ريزنمونــه  1200توانســتند از پژوهشــگران 2000در ســال ). 2000

از ژن  نسـخه گياه تراريخته ليموترش كه حداقل يـك   42ميانگره، 

 .et al(را دارا بودند، توليـد كننـد    CTVپروتئين پوششي ويروس 

2000 Dom´ınguez.(  

هـا  از ريزنمونه پژوهشهاي انجام شده، در اين با توجه به بررسي

هـاي متفـاوت   هاي مختلف جهت بـاززايي، سـويه  و محيط كشت

اگروباكتريوم براي تراريزش ليموترش استفاده شده است تا ضمن 

ها و عوامل موثر در تراريزش ليموترش بتـوان بـه   شناسايي فاكتور

براي تراريزش اين گياه اقتصادي دست يافـت   كارآمدلي دستورعم

هاي مفيد به اين گياه بـا اهـداف    اي مناسب براي انتقال ژن و زمينه

  .اصلاحي فراهم آورد

  

  ها روش و مواد

مركز تحقيقـات جهـاد    ازMexican lime هاي حاوي بذر رقم  ميوه

د پس از شستشو و ضدعفوني، تعدا. كشاورزي بندرعباس تهيه شد

زني  هاي مربايي حاوي محيط كشت جوانهعدد بذر داخل شيشه 5

MS ) 1962 Murashige and skoog (    ي  قـرار داده شـد تـا آمـاده

 16ي نـوري  ها مورد تيمار دورهتعدادي از شيشه. زني شوندجوانه

سـاعت تـاريكي قـرار     8لـوكس و   2000ساعت با شدت نـوري  
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ر تاريكي قرارگرفته و سپس مانده در سه هفته اول دگرفتند و باقي

 .به روشنايي منتقل شدند

هـاي   غلظت مناسب كانامايسين در انتخاب كالوس تعيينبه منظور 

تراريخته در محيط كشـت بـاززايي از چهـار غلظـت كانامايسـين      

 6گــرم در ليتــر بــا ســه تكــرار و  ميلــي 100و  75، 50، 0شــامل 

  .كوتيل در هر تكراراستفاده شدريزنمونه اپي

تحت پيشبر  gusحاوي ژن  pBIدوگانه  پلاسميداين پژوهش،  در

CaMV35S  و پايــانبرNOS  بــه عنــوان حامــل پلاســميدي مــورد

  ).1شكل(استفاده قرار گرفت 

، )١ميني پـرب (استخراج پلاسميد به روش ليز قليايي در حجم كم 

  .، انجام شد)2001(و راسل  سمبروكطبق روش 

ــين از روش ذوب  ــا   –همچن ــاد ي ــي  انجم ــوك حرارت  2001(ش

Sambrook and Russel( اسـتفاده   اگروبـاكتريوم ، جهت تراريزش

شــد و تائيــد صــحت تراريــزش اگروبــاكتريوم از طريــق آزمــون  

و واكـــنش ) GUS )et al. 1987 Jeffersonهيستوشـــيميايي 

   .اي پليمراز انجام گرفت زنجيره

  

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

ــتفاده از دو   ــا اس ــوترش ب ــاه ليم ــزش گي ــه   تراري ــويه تراريخت س

بـا دو   pBIحـاوي پلاسـميد    LBA4404 ،EHA105اگروباكتريوم 

متــري ميــانگره قطعــات يــك ســانتي: نمونــه متفــاوت شــامل ريــز

                                                           
1-Mini preb 

كوتيل سـفيد  متري اپيماهه و قطعات يك سانتي 3-4هاي گياهچه

اي و دو محيط كشت باززايي شامل نمك و هفته 3-5هاي گياهچه

گـرم در ليتـر سـاكارز و     30ليتر آگار،گرم در  MS ،8هاي  ويتامين

) 1جـدول  (با تركيبات هورموني متفـاوت   MESگرم در ليتر  5/0

فاكتوريل در قالب طـرح   هاي ، به صورت آزمايش8/5بهينه   pHو

  .تكرار انجام گرفت 4كاملا تصادفي در 

پس از طـي سـه روزكشـت مشـترك در محـيط حـاوي نمـك و        

گرم در ليتـر  ميلي BAP ،1/0يتر گرم در لميلي MS ،3هاي ويتامين

NAA ،1/0 2,4گرم در ليتـر ميلي-D ،30     ،8گـرم در ليتـر سـاكارز 

ــر آگــار،  ــر  5/0گــرم در ليت ميكرومــولار  MES ،100گــرم در ليت

هـاي تلقـيح شـده بـه      نمونـه ، ريـز 8/5بهينه   pHو ٢استوسرينگون

گـرم در ليتـر   ميلـي  75هاي بـاززايي انتخـابي حـاوي    محيطكشت

گرم در ليتر سفوتاكسيم جهت كنترل رشـد  ميلي 250ايسين و كانام

هـاي  ديشزايي منتقل شدند پتريباكتري و همچنين تحريك شاخه

حاوي محيط كشت بـاززايي بـه مـدت دو هفتـه در فيتـوترون در      

گـراد نگهـداري شـدند و    درجه سانتي 26تاريكي با شرايط دمايي 

لـوكس   3600ت ساعت روشنايي با شد 16سپس به شرايط نوري 

. گـراد انتقـال يافـت   درجـه سـانتي   26ساعت تاريكي و دماي  8و 

هـاي فـوق   كشتهفته يك بار در محيط 3ها هر واكشت ريزنمونه

هاي بـاززا شـده ظـاهر    روز شاخساره 45صورت گرفت و بعد از 

زايـي،  هايي نظيـر تـاريخ كـالوس   در طي اين مدت، فاكتور. شدند

زايي بررسـي  زايي و درصد شاخههدهي، تاريخ شاخدرصد كالوس

  .شدند

  

 پيوند نوك شاخساره

متـر و قطـر سـاقه    سـانتي  5/0-1هاي باززا شده با طـول  شاخساره

متر از محيط كشت خارج شد، انتهاي ساقه آنها بـا  ميلي 2/0حدود 

هـاي دو برگـي   آب استريل شستشو داده شـد و بـر روي گياهچـه   

محل پيوند با پارافيلم بسـته  . نارنج در محيط گلخانه پيوند زده شد

. شد و بر روي آن يك عدد ليوان پلاستيكي شـفاف قـرار گرفـت   

پـس از  . ها به مدت يك ماه در گلخانه در سايه قرار گرفتندگلدان

هـا بـه   هاي پلاستيكي برداشته شدند و گلـدان طي اين مدت ليوان

  مكان ديگري در گلخانه كه در معرض مستقيم آفتاب است منتقـل 

                                                           
2-Acetosyringone 

شده در اين استفاده  pBI نقشه فيزيكي وكتور دوگانه  -1شكل 

Figure 1- Binary vector pBI121 
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 2محيط باززايي 

Regeneration medium2   
 

 1محيط باززايي 
Regeneration medium 1 

 هورمون 

Hormone 

 1mg/L  3 mg/L BAP 

0/1 mg/L 0/4 mg/L NAA 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

 تركيبات هورموني دو محيط كشت باززايي -1 جدول

Table 1- hormones  which were used in 2 different regeneration media 
 

برش عمودي . Cبرش افقي پايه، . Bگياهچه دوبرگي نارنج،.  Aهاي دو برگي نارنج،هاي تراريخته روي گياهچهيوند گياهچهمراحل پ -2 شكل

قرار دادن ليوان . Gبستن محل پيوند به وسيله پارافيلم، .Fقرارگيري پيوندك در برش عمودي پايه، . Eشكل انتهاي پيوندك،  vبرش. Dپايه، 

 .گياهچه رشد يافته پس از قرارگيري در معرض نور آفتاب .Hسايه،  پلاستيكي و نگهداري در

Figure  2- Shoot tip grafting.  A. seedling of Citrus aurantium. B. Horizontal cut of  rootstock (remove the 2 new 
leaves),  C. vertical incision of  rootstock,  D. Prepration of Scion, E. The shoot-tip is placed inside the incision of the 
rootstock, F. Protection the incision area with parafilm, G. Grafted plants are kept in a shadow area and are covered 
with a closed plastic bag for about 1 month, H. The shoot starts to actively grow, plant is transferred to a greenhouse 
area with normal illumination. 
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  ).Pena et al. 1997(، )2شكل (شدند 

  

  گياهان تراريخته احتمالي تجزيه

هـاي  هـاي شاخسـاره  از بـرگ  ا.ان.دياسـتخراج   ين پژوهش،در ا

تراريخته احتمالي به سبب كوچك بودن و كم بودن ميزان برگ بـه  

و  )Ahmed et al. 2009( روش احمد و همكـاران  انجـام گرفـت   

 با اسـتفاده از آزمـون هيستوشـيميايي    شاخساره هااثبات تراريزش 

GUS رهـاي اختصاصـي ژن   اي پليمراز بـا آغازگ و واكنش زنجيره

gus )گـراد  درجه سانتي 94واكنش فوق در . بررسي شد) 2جدول

 1درجـه،   94هر چرخه شامل يك دقيقه در (چرخه  35دقيقه و  5

گراد و تكميـل   درجه سانتي 72درجه و يك دقيقه در  57دقيقه در 

  .انجام شد) دقيقه 7درجه،  72بسط در 

اي پليمراز، با اسـتفاده از   اي كه در واكنش زنجيرهگياهان تراريخته

، قطعه مورد انتظار را تكثير كردند، gusهاي اختصاصي ژن آغازگر

هـاي  جهت اثبات عدم حضور اگروباكتريوم، با استفاده از آغـازگر 

، با اسـتفاده از واكـنش   )2جدول) (virG(تصاصي اگروباكتريوم اخ

 94واكـنش فـوق در   . اي پليمراز مورد بررسي قرار گرفتنـد زنجيره

هر چرخه شـامل  (چرخه  35دقيقه و  5گراد به مدت درجه سانتي

 72درجه و يك دقيقـه در   58دقيقه در  1درجه،  94يك دقيقه در 

  .انجام شد) دقيقه 5درجه،  72گراد و تكميل بسط در درجه سانتي

  

  

  
  

  هاآغازگر

Primers 

  توالي

sequence 

  )bp(طول قطعه تكثيري 

Leangth of amplified 
fragment (bp) 

  (oC)دماي بهينه اتصال 

Annealing 

gus 
CCCGCTTCGAAACCAATGCC 5´: Forward  

ACGTCCTGAAGAAACCCCAA5´:Reverse 
1097 57 

virG 
Forward: 5´ATGATTGTACATCCTTCACG  

TGCTGTTTTTATGAGTTGAG5´:Reverse 850 58 

  
  بحث و جينتا

 هاي ليموترشكشت بذور وريزازديادي گياهچه

پس از يك هفته جوانه زده  MSبذور كشت شده در محيط كشت 

بـذور كشـت شـده در تـاريكي توليـد      . و شروع بـه رشـد كردنـد   

هاي سفيد كردند كه پس از سه هفته بـه روشـنايي منتقـل    گياهچه

  ).3شكل(شدند 

  

  تائيد صحت تراريزش اگروباكتريوم

ريوم در هـر دو سـويه اگروبـاكت     GUSنتيجه آزمون هيستوشيميايي

تشـكيل رسـوب   . مثبت بود GUSآميزي با استفاده از محلول رنگ

نيلي رنگ داخل تيوپ، و عدم تشكيل آن در نمونه شـاهد، دليلـي   

همچنـين  ) 4شـكل (هاي تراريخته است در باكتري gusبر بيان ژن 

   4404LBAهـاي تراريختـه   اي پليمـراز بـراي كلنـي    آزمون زنجيره

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 اي پليمراز، قطعه تكثيري و دماي بهينه اتصال جهت تاييد تراريزش گياهان تراريخته احتماليهاي مورد استفاده در واكنش زنجيرهتوالي آغازگر -2جدول 

Table 2- Primers, Amplified fragment and annealing temperature that used in PCR reaction. 

هاي ليموترش رشد كرده از بذور كاشته شده در گياهچه - 3ل شك

  سفيد شده درنتيجه رشد در تاريكي، گياهچه . A.محيط كشت

.B هاي رشد كرده در روشناييگياهچه 

Figure 3- In vitro  Mexican lime seedling. A. Etiolated 
seedling that grown in the dark, B. Seedling that grown in 
normal condition. 
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كه با آزمون رنگ آميزي تاييد شده بودند هر كدام در  EHA 105و

نشـان  ، gusجفت بـازي ژن   1097ظهور باند . دو تكرار انجام شد

  ).5شكل (هاي اگروباكتريوم بود دهنده صحت تراريزش سويه

  

  آنتي بيوتيك كانامايسين آستانهتعيين غلظت 

داري در ف معنـي هفته نشان داد كـه اخـتلا   4بررسي نتايج پس از 

هـاي مختلـف   هـا در غلظـت  ميزان رشد و نكروزه شدن ريزنمونه

و  0هـاي  ها در غلظتكانامايسين وجود دارد به طوري كه كالوس

گرم در ليتر كانامايسين رشد كرده و ميزان رشد به ترتيـب  ميلي 50

ــد و 100 ــود   50درص ــد ب ــكل(درص ــه  )D ،C -6ش ــالي ك در ح

گرم در ليتركاملا نكروزه ميلي100و  75هاي ها در غلظتريزنمونه

گرم در ليتـر بـه   ميلي 75از اين رو غلظت ). A ،B-6شكل(شدند 

  .بيوتيك كانامايسين در نظر گرفته شدعنوان غلظت آستانه آنتي

  

 زايي بررسي صفت كالوس

زايـي نشـان داد كـه    نتايج حاصل از تجزيه واريانس صفت كالوس

 هـاي ونـه، سـويه بـاكتري و اثر   بين سطوح مختلـف فـاكتور ريزنم  

داري وجود دارد ولي متقابلريزنمونه با سويه باكتري اختلاف معني

داري بين دو سطح مختلف محيط كشـت بـاززايي اخـتلاف معنـي    

 هـاي زايي براي فاكتورمقايسه ميانگين درصد كالوس .مشاهده نشد

ونـه  ريزنمونه و سويه اگروباكتريوم نشان داد كه با استفاده از ريزنم

نسـبت   EHA105سويه اگروباكتريوم وكوتيل نسبت به ميانگره اپي

زايـي بيشـتري حاصـل شـد     درصـد كـالوس  LBA4404 به سـويه  

  .)7شكل(

متقابل ريزنمونه با سويه اگروباكتريوم نشان داد كـه   هايبررسي اثر

زايي كوتيل بيشترين درصد كالوسو ريزنمونه اپي EHA105سويه 

  ).8كل ش(را به همراه داشتند 

  

 زايي بررسي صفت شاخه

زايـي نشـان داد كـه    نتايج حاصل از تجزيه واريانس صفت شـاخه 

  EHA105كوتيل، سويه به ريزنمونه اپيزاييبيشترين درصد شاخه

  ).9شكل (تعلق دارد 

نتايج بدست آمده بيانگر اين مطلب است كه سـويه اگروبـاكتريوم   

زايـي  زايي و شـاخه الوسقابل توجهي در ميزان ك اثرمورد استفاده 

كوتيل و ميانگره ليمـوترش در دو محـيط كشـت    هاي اپيريزنمونه

كوتيل سفيد نسبت بـه  باززايي فوق دارند و همچنين ريزنمونه اپي

زايي است دهي و شاخهميانگره داراي قابليت بيشتري براي كالوس

 EHA105هنگامي كه از سويه اگروبـاكتريوم  ). 9و شكل  7شكل(

زايـي افـزايش   زايي و به دنبال آن شاخهه شد درصد كالوساستفاد

يافت، اين امر حاكي از آن است كه ايـن سـويه نسـبت بـه سـويه      

LBA4404   هـاي ليمـوترش كارآمـدتر    جهت تراريـزش ريزنمونـه

ــالوس  ــد ك ــوده، در نتيجــه تولي ــال آن  ب ــه دنب ــه و ب هــاي تراريخت

هـاي  ريزنمونه. يابدزايي در محيط كشت انتخابي افزايش ميشاخه

تراريخته در محيط كشت باززايي انتخابي توليد كـالوس نمـوده و   

تراريخته و نمونه شـاهد  هاي غيرو ريزنمونه) 10شكل(باززا شدند 

 ).10شكل (به تدريج پس از چند روز نكروزه شدند 

ها به صورت اريب صورت گرفـت  در اين آزمايش برش ريزنمونه

افـزايش يافتـه و در نتيجـه     شود سطح ناحيـه بـرش  كه موجب مي

  ).Aو  B.10شكل (فعاليت اگروباكتريوم افزايش يابد 

  

  گياهان تراريخته احتمالي تجزيه

در گياهان تراريخته احتمالي بـا اسـتفاده از    gusاثبات بيان ژن

  GUSآزمون هيستوشيميايي

هـا مـورد   ها در محيط رشد طولي، شاخسارهپس از رشد شاخساره

  وجـود نـواحي  . قرار گرفتنـد  GUSيميايي سنجش آزمون هيستوش

3   1 2 

 EHA105سويه -1. هاآزمون هيستوشيميايي باكتري -4شكل 

 حاوي پلاسميد LBA4404 سويه - pBI ،2حاوي پلاسميد 

pBI ،3- سويه اگروباكتريوم فاقد پلاسميد نوتركيب 

Figure 4- Histochimical Gus expression in 
Agrobacterium. 1. Strain EHA105 carring binary 
plasmid pBI121,  2. Strain LBA4404 carring binary 
plasmid pBI121,  3. Agrobacterium without pBI121.  
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    M    1     2     3     4     5     6      7     8     9     10 

1097 bp 

هاي به منظور تاييد صحت تراريزش اگروباكتريوم سويه gusهاي اختصاصي ژن اده از آغازگراي پليمراز با استفواكنش زنجيره _5شكل، 

LBA4404  و EHA105.M . نشانگر وزن مولكوليDNA )1Kb( نمونه آب . 1، چاهك)كنترل مثبت(نمونه پلاسميد . 2، چاهك )كنترل منفي( ،

ميكروليتر، وجود باند  1هاي اگروباكتريوم با غلظت سويه 10، 8، 6، 4ر، چاهك ميكروليت 2هاي اگروباكتريوم با غلظت سويه 9، 7، 5، 3چاهك 

bp1097  نشان دهنده وجود ژنgus هاي اگروباكتريوم استو تراريزش سويه. 

Figure, 5_ PCR analysis of genomic DNA of transformed Agrobacterium with gus specific primers which successfully 
amplified expected 1097 bp gene fragment. M: DNA marker. 1: Negative PCR control with no DNA (H2O).  2: Positive 
PCR control with GUS plasmid DNA. 3_10 :Transformed Agrobacterium strain EHA105 and LBA4404. 

 هاي نكروزه شده نمونه 

 ها رشد كالوس
ر دو ها د رشد كالوس

 انتهاي ريزنمونه

نكروزه شدن . . Bگرم در ليتر كانامايسين،ميلي100ها در غلظت نكروزه شدن ريزنمونه. A. بيوتيك كانامايسينتعيين غلظت آستانه آنتي -6 شكل

ها رشد صد در صد كالوس.. Dين، گرم در ليتر كانامايسميلي 50ها در غلظت رشد كالوس.  Cگرم در ليتر كانامايسين،ميلي 75ها در غلظت ريزنمونه

 .گرم در ليتر كانامايسينميلي 0در غلظت 

Figure 6- Evaluating appropriate dose of the selection agent on shoot regeneration. A. Concenteration of 100 mg/l 
kanamaycin killed Mexican lime explants, B. Concentration of 75mg/l  kanamaycin killed Mexican lime explants, C. 
Shoot development and callus formation with 50 mg/l kanamaycin, D. No kanamaycin 
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 .ريزنمونه و سويه اگروباكتريوم هاينمودار مقايسه ميانگين درصد كالوس زايي براي فاكتور -7شكل 

Figure 7-The effect of explants and Agrobacterium strains on percentage of callus induction 

 .زايينمودار اثر متقابل ريزنمونه وسويه در درصد كالوس -8شكل 

Figure 8- The interaction of explants and Agrobacterium strain effecs on callus induction percentage. 

 .زايي براي فاكتورهاي ريزنمونه وسويه اگروباكتريومخهنمودار مقايسه ميانگين درصد شا -9شكل 

Figure 9-The effect of explants and Agrobacterium strains on shoot induction percentage 
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C B 

F  E D 

A 

 برش اريب

 نكروزه شدن نمونه شاهد
 شاخساره باززاشده

 

 نكروزه شدن ريزنمونه غير تراريخته

برش اريب انتهاي . EHA105 ..Aو LBA4404 هاي اگروباكتريوم هاي ليموترش با استفاده از سويهتراريزش ريزنمونه -10شكل 

توليد كالوس در محيط . Dتشكيل كالوس در انتهاي بريده شده ريزنمونه، . Cميانگره،برش اريب انتهاي ريزنمونه..  Bكوتيل سفيد،اپيريزنمونه

 ..Fتراريخته و نمونه شاهد، هاي غيرتراريخته احتمالي در حال رشد در محيط باززايي و نكروزه شدن كالوس شاخساره . E،كشت باززايي

 .شاخساره باززا شده در محيط رشد طولي

Figure 10- Transformation of  explants. A. Obliquely cut of epicotyl, B. Obliquely cut of internode, C. Callus 
formation at the end of explants segments, D. callus formation in regeneration medium, E. Transgenic shoot 
regeneration , F. Transgenic shoots in shoot growth medium. 

 در نواحي برش يافته برگ گياهان تراريخته gusبيان ژن   برگ گياه شاهد

نواحي آبي رنگ در مناطق برش يافته نشان دهنده بيان . USGآميزي گياهان تراريخته در محلول رنگ در برگGUS آزمون هيستوشيميايي  -11شكل 

 .هستندgus ژن

Figure 11- Histochemical GUS expression in transgenic citrus plants leaf.  
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  شماره آزمايش

  

  

number 

  ريزنمونه

  

  

Explant  
 

  سويه

 

 
 

Strain 

  محيط باززايي

  

  

Regenaratio
n medium 

هاي درصد شاخساره

  آميزيرنگ

gus مثبت  

Gus + shoots 
 

درصد 

 ها شاخساره

PCR  مثبت براي

  gus ژن

PCR + shoots 
 

1 Internode EHA105 1 0 0 

2 Internode EHA105 2 10% 10% 

3 Internode EHA105 1 0 0 

4 Internode EHA105 2 0 0 

5 Epicoty EHA105 1 10% 30% 

6 Epicoty EHA105 2  0 20% 

7 Epicoty EHA105 1 15% 15% 

8 Epicoty EHA105 2 0 0 

9 Internode LBA4404 1 5% 5% 

10 Internode LBA4404 2  0 0 

11 Epicoty LBA4404 1 0 0 

12 Epicoty LBA4404 2 0 0 

13 Epicoty LBA4404 1 0 10% 

14 Epicoty LBA4404 2  15% 

15 Internode LBA4404 1 0 0 

16 Internode LBA4404 2 0 0 

  

آبي رنگ در مناطق برش يافته برگ، نشان دهنده بيـان ايـن ژن در   

  ).3جدول ( )11شكل (باززا شده بود  هايدرصداز شاخساره 38

اي پليمـراز بـا   ، واكـنش زنجيـره  gusبه منظور اثبـات حضـور ژن   

انجام  اين ژن هاي اختصاصي مستقيم و معكوساستفاده از آغازگر

گيـاه   8ود ايـن ژن را در جفـت بـازي وج ـ   1097ظهور بانـد  . شد

پاسـخ مثبـت داده   GUS اي كه به آزمـون هيستوشـيميايي  تراريخته

هـا بيـان   در آنgus  عدد از گياهـاني كـه ژن   13بودند و همچنين 

  نشده بود، اثبات كرد كه اين امر ممكن است ناشي از خاموشي و 

 اي از آزمايشات انجام شده و نتايج بدست آمدهخلاصه -3جدول 

Table 3- Summry of transformation experiments 
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 et al. 2004(گيـاه مـذكور باشـد     13يـا بيـان انـدك ايـن ژن در     

Dom´ınguez( ) ــكل ــدول  .)12ش ــابق ج ــداد  3مط ــترين تع بيش

گياهان تراريخته زماني به دست آمـد كـه از ريزنمونـه اپيكوتيـل،     

  .استفاده شد EHA105سويه اگروباكتريوم 

  

 اثبات عدم حضور اگروباكتريوم در گياهان تراريخته احتمالي

 ـ   گيــاه تراريختــه  13اكتريوم در جهـت اثبــات عـدم حضــور اگروب

اي  را نشـان ندادنـد امـا واكـنش زنجيـره      gusاحتمالي كه بيان ژن 

اي در آنها مثبت شده بـود، واكـنش زنجيـره    gusپليمراز براي ژن 

گرهاي اختصاصي مستقيم و معكوس ژن پليمراز با استفاده از آغاز

virG وسـه   جفت بازي در نمونه اگروباكتريوم 850باند. انجام شد

اين امر نشـان دهنـده حضـور و    . نمونه از اين گياهان مشاهده شد

هاي باززا شده و ماهيـت  پايداري اگروباكتريوم به همراه شاخساره

گيـاه  10عدم ظهـور ايـن بانـد در    . غيرتراريخته اين سه گياه است

1      2       3      4      5     6      7     8      9          M  

1097 bp  

 گياه تراريخته احتمالي، 6براي اثبات تراريزش  gusهاي اختصاصي مستقيم و معكوس ژن اي پليمراز با استفاده از آغازگر واكنش زنجيره -12شكل 

. 9، چاهك )كنترل مثبت(پلاسميد . 8گياه شاهد، چاهك . 7، چاهك -GUS)(گياه باززاشده . 6، چاهك +GUS)(گياه باززاشده  5. 1-5چاهك 

 ).Kb plus 1(ا .ان.نشانگر وزن ملكولي دي: M،)كنترل منفي(نمونه آب 

Figure 12- PCR analysis of genomic DNA of transgenic citrus plants with gus specific primers which successfully 
amplified expected 1097 bp gene fragment. 1-5: 5 individual transgenic shoots which expressed gus gene. 6: One  
regenerated shoot which don’t express gus gene. 7: DNA from untransformed shoot. 8: Positive PCR control with GUS 
plasmid DNA. 9: Negative PCR control with no DNA (H2O).  M: DNA marker. 

1     2     3     4    5    6    7    8    9   10  11  12 13  M  14  15  16 

. 13گياه تراريخته احتمالي، چاهك  12. 1- 12چاهك ). virG(هاي اختصاصي اگروباكتريوم اي پليمراز با استفاده از آغازگر واكنش زنجيره -13شكل 

اگروباكتريوم داراي . 15، چاهك)كنترل مثبت(اگروباكتريوم فاقد پلاسميد نوتركيب . 14، چاهك)Kb 1(ا .ان.نشانگر وزن ملكولي دي: Mگياه شاهد، 

 ).كنترل منفي(نمونه آب . 16پلاسميد نوتركيب، چاهك 

Figure 13- PCR analysis of genomic DNA of transgenic citrus plants  with virG specific primers. 1-12 : DNA samples 
from transgenic  shoots. 13: DNA from untransformed shoot. M: DNA marker. 14: Agrobacterium without pBI121. 15: 
Agrobacterium carring pBI121. 16: Negative PCR control with no DNA (H2O). 

850 bp 
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دهنده عدم وجود آگروباكتريوم دراين گياهان تراريخته ديگر، نشان

  ).13شكل(يزش آنها است و اثبات صحت ترار

  

 بحث

پروتكل تكرار پذير باززايي گياه ليموترش ايراني و انتقـال ژن بـه   

ريزنمونه تلقـيح يافتـه،    320از  پژوهشدر اين . اين گياه ارائه شد

، هشـت شاخسـاره در   3مطابق جـدول  . شاخساره بدست آمد 72

كـي  بيان اين ژن را نشان دادند كه تنها ي gusآزمون هيستوشيميايي

حاصـل   LBA4404از آنها در نتيجه تلقيح با سـويه اگروبـاكتريوم   

بـه   EHA105ايـن سـويه اگروبـاكتريوم    بنابر). 3جدول (شده بود 

هاي ايرانـي  عنوان بهترين سويه جهت تراريزش و باززايي ژنوتيپ

يك سويه غيرتومورزا است كـه از   EHA105.ليموترش معرفي شد

به عنـوان ناقـل مناسـب جهـت     اشتقاق يافته است كه  A281سويه

و ) et al. 1998b Cervera(تراريزش مركبات معرفي شـده اسـت   

ــه ژن  ــه ناحي ــزش آن ب ــالاي تراري ــدمان ب ــاي  ران ــميد  virه پلاس

Ti)pTiBo542 (  شـود   در آن مربـوط مـي) 2004.Ghorbel et al. 

2001; li et al.(  

 ا از بــرگ تمــام گياهــان بــاززا.ان.در ايــن پــژوهش اســتخراج دي

در آنها منفي بود نيـز انجـام    gusاي كه آزمون هيستوشيميايي  شده

اي پليمراز با  گياه در آزمون واكنش زنجيره 13گرفت و از بين آنها 

توانـد   ايـن امـر مـي   . مثبت شـدند  gusهاي اختصاصي ژن  آغازگر

در ايـن   gusناشي از خاموشي يا بيان بسـيار انـدك ژن گزارشـگر    

هـاي   مكـاني و سـازماندهي ژن   هايه، اثرتعداد نسخ. گياهان باشد

تواند مسـئول سـطوح بسـيار متغيـر بيـان تـراژن در        مورد نظر مي

ايـن بـدان معنـي اسـت كـه اگـر فراوانـي        . گياهان تراريخته باشد

تراريزش مركبات تنها بـر مبنـاي بيـان ژن گزارشـگر تخمـين زده      

 Dom´ınguez et(شود، كمتر از مقدار واقعي محاسبه خواهد شد 

al. 2004.(  

ــاكتريوم توســط    ــابي حضــور اگروب ــان حاصــل جهــت ارزي گياه

نيز مورد سنجش قـرار گرفتنـد و    virGهاي اختصاصي ژن  آغازگر

اي اسـتخراجي  .ان.آلودگي ناشي از اگروباكتريوم در سه نمونه دي

هـا   اين امر بيانگر آن است كه با وجود آنكه ريزنمونه. مشاهده شد

بيوتيـك   كشـت بـاززايي حـاوي آنتـي    كشتي بـه محـيط    بعد از هم

سفوتاكسيم، جهت جلوگيري از رشد بيش از اندازه باكتري، منتقل 

بيوتيـك   شدند، اگروباكتريوم به طور كامل حذف نشـد زيـرا آنتـي   

كند تا اينكه باكتري  سفوتاكسيم بيشتراز رشد باكتري جلوگيري مي

  ).Pena et al. 2010(را از بين ببرد 

Mexican lime  هاي سرسخت مركبات جهـت تراريـزش    ونهاز گ

گيـاه   14، 1997در سال . شودبه وسيله اگروباكتريوم محسوب مي

ــه از   ــوترش تراريخت ــه  324ليم ــزش  (ريزنمون ــد تراري  3/4درص

در سـال   پژوهشـگران ). Pena et al. 1997(بدسـت آمـد   ) درصد

ريزنمونـه بدسـت    1200گياه تراريختـه ليمـوترش از    42،  2000

ــد تراريـــزش ــد  5/3 را آوردنـــد ودرصـ ــلام كردنـ ــد اعـ درصـ

)Dominguez et al. 2000 .( ديگري كه در همين سال  پژوهشدر

درصد  9/2ميزان تراريزش ليموترش را  پژوهشگرانانجام گرفت، 

در كـارايي تراريـزش   ). Koltunow et al. 2000(گـزارش كردنـد   

 (درصـد گـزارش شـده اسـت      8ليمـوترش در بيشـترين حالـت    

2009.Grosser  Dutt and .(  بيشــترين درصــد   پــژوهشدر ايـن

ــزش ــويه   ) 6/5 %(تراري ــل و س ــي كوتي ــه اپ ــه ريزنمون ــوط ب مرب

  .بود EHA105اگروباكتريوم 
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