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یکی از گیاهان  عنوانبه(، .Citrus aurantifolia Lانتقال ژن به لیموترش )
ه ر عوامل مهمی است کید این مطالعه بتأکبرانگیز است. چوبی سرسخت، چالش

، های تراریختهدر افزایش موفقیت انتقال ژن و کاستن شیمری شدن شاخساره
وم اگروباگتری، با سه سویه و میانگره کوتیلهای اپیمؤثر هستند. ریزنمونه

(LBA4404 ،GV3101 و GV3850) ، حامل پلاسمیدهایpBI121  و
pCAMBIA3301 یدازبتا گالاکتوز ژن گزارشگر دارای (GUS جهت ،)

 مچونبررسی عوامل دخیل در انتقال ژن، استفاده شدند. فاکتورهای اصلی ه
600OD  دقیقه  10یه، ثان 5یح ریزنمونه )(، زمان تلق1و  5/0، 3/0) اگروباکتریوم
ن عامل روزه( و انتخاب نوع و میزا 3و  2) کشتیهمدقیقه(، مدت  30و 

، 25گرم در لیتر( و کانامایسین )میلی 10و  5، 3، 1انتخابگرهای فسفینوترایسین )
ختی گرم در لیتر( ارزیابی شدند. بدین منظور، بازدهی تراریمیلی 100و  75، 50

های رهو میزان حالت شیمری شاخسا ای پلیمرازز واکنش زنجیرهبا استفاده ا
یج نشان داد یید گردیدند. نتاتأ، GUSآزمون هیستوشیمیایی  کمکبهتراریخته 

نیه و زمان تلقیح پنج ثا 600OD 5/0، با 4404LBAسویه  اگروباکتریومکه 
ترین بدو روزه، مناس کشتیهمای میانگره با دقیقه بر 10کوتیل و برای اپی

% در ریزنمونه 93/0تیمارها برای هر دو ریزنمونه بودند. فراوانی انتقال ژن بین 
 29/14گرم در لیتر فسفینوترایسین و میلی 1حاوی  DKWمیانگره روی محیط 

گرم در لیتر میلی 50حاوی  DKWکوتیل روی محیط ، در ریزنمونه اپیدرصد
لای عامل بردن سطوح با کارهبکانامایسین حاصل شد. همچنین مشخص گردید، 

رار فانتخابگر، بازدهی تراریزش را با کاهش پدیده شیمری و جلوگیری از 
های این مطالعه، راهکارهای بخشد. یافتههای غیرتراریخته، بهبود میشاخساره

ئه های تراریخته غیرشیمری در لیموترش، ارای را در باززایی شاخسارهمؤثر
 دهد.می
 

 ،انتخابگر رنشانگ، اگروباکتریوم ،GUSژن گزارشگر  :های کلیدیواژه
 .شیمربافت 

 
 

Sour lime (Citrus aurantifolia L.) is one of the most 
important woody plants is widely known for its 
recalcitrance to genetic transformation. We aimed herein 
to evaluate effective factors influencing the transformation 
efficiency and the reduction of chimeric transgenic shoots 
in sour lime. Epicotyl and internode explants were 
genetically transformed with different Agrobacterium 
tumefaciens strains e.g., LBA4404, GV3850, and 
GV3101, harboring the vectors pBI121 and 
pCAMBIA3301 containing β-glucuronidase (GUS) as a 
reporter gene. The effect of the following factors was 
evaluated: Agrobacterium concentration (OD600=0.3, 0.5 
and 1), during inoculation (5 seconds, 10 minutes and 30 
minutes), co-culture (2 and 3 days), and the selection 
regime (phosphinothricin at 1, 3, 5 and 10 mg/l and 
kanamycin at 25, 50, 75 and 100 mg/l). In following, 
transformation efficiency and the chimeric transgenic 
shoots rate were respectively confirmed by PCR and GUS 
assays. The results showed that Agrobacterium strain 
LBA4404, at the OD600 of 0.5, with 5 seconds (for 
epicotyl) and 10 minutes (for internode) inoculation at 
two-day co-culture period, were identified the most 
suitable treatments for both explants. The transformation 
frequencies ranged from 0.93% for internode on DKW 
medium containing 1.0 mg/l of phosphinothricin to 
14.29% for epicotyl on DKW medium containing 50 mg/l 
of kanamycin. Inclusion of the high-level of selective 
treatments, improved the transformation rate through 
decreasing frequency escape and chimeric transgenic 
shoots. These findings provide novel insights into the 
appropriate procedure to constitute non-chimeric lime 
transgenic shoots. 
 
Keywords: Agrobacterium, chimeric tissue, GUS 
Reporter gene, selectable marker. 
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 مقدمه
( از جمله .Citrus aurantifolia Lترش )لیمو

مهمترین محصولات باغی، جنوب کشور است. براساس 
، 1398آخرین آمار رسمی وزارت جهاد کشاورزی سال 

هکتار و تولید  42239سطح کل باغات لیموترش ایران، 
 Agriculturalتن بوده است ) 663292میوه آن حدود 

2019Statistics, گاه اقتصاد خرد و درآمد (. از دید
های کشاورزی، بهبود کمیت و محلی حاصل از فعالیت

کیفیت محصول و بالابردن مقاومت این گیاه به آفات و 
تواند درآمد خانوار باغدار آن های مهلک، میبیماری

منطقه را افزایش دهد. یکی از راهکارهای اساسی، 
منابع های انتقال ژن است. با مرور استفاده از تکنیک

جز برخی بهشود، انتقال ژن به لیموترش، مشخص می
های کدکننده پروتئین موارد معدود مانند انتقال ژن

 Citrus tristezaپوششی ویروس تریستزای مرکبات 

virus (CTV) (Gutiérrez et al., 1997; 

Ghorbel et al., 2000; Domínguez et al., .
2000; Ghaderi et al., 2018های خاموشی (، سازه

(، و انتقال Lopez et al., 2010ژن ویروس تریستزا )
مقاومت به  ی، جهت بررسی اثر آن بر القاCBF3ژن 

 ,.Romero-Romero et alخشکی و شوری )

سازی انتقال در رابطه با بهینه (، بقیه موارد صرفا2020ً
 ژن به گیاه لیموترش بوده است. 

دیگر گیاهان انتقال ژن به گیاهان چوبی نسبت به 
دشوارتر بوده و دلیل اصلی آن بافت چوبی و پاسخ کم 

ها به تیمارهای مختلف هورمونی است که ریزنمونه
شود. شدن میزان باززایی میهمین عامل باعث کم

گیاهان چوبی چند ساله از این  عنوانبهمرکبات نیز 
بودن یکی از دلایل اصلی مشکلقاعده مستثنی نیستند. 

های و رشد و فرار بالای شاخسارهانتقال ژن 
تواند ذکر این مورد باشد غیرتراریخت در مرکبات، می

طبیعی میزبان اگروباکتریوم نبوده  طوربهکه این گیاهان، 
و بازدهی بالایی در قبول ژن نوترکیب از طریق 

(. با این Grosser,  Dutt &2009اگروباکتریوم ندارند )
های مختلف یک وتیپها و ژنوجود حتی در بین گونه

خانواده، میزان موفقیت در انتقال ژن متفاوت است. گیاه 
لیموترش در بین بقیه گیاهان همخانواده مرکبات، 

ترین درصد موفقیت را دارد. با داری پایینمعنی طوربه
شود که از میان یک مقایسه ساده، مشخص می

های تراریخته تولید شده در بین چهار ژنوتیپ شاخساره
و  Carrizo ،Duncan ،Hamlinمختلف مرکبات 
Mexican Lime 8و  %25، %40، %47، به ترتیب% ،

ترین میزان با اختلاف بارز، مربوط به لیموترش با پایین
(. Dutt & Grosser, 2009تراریختگی است. ) 8%

بنابراین، براساس گزارشات علمی گیاه لیموترش، 
های شاخساره باززایی پایین و همچنین فرار دلیلبه

ترین بوده غیرتراریخت در پاسخ به انتقال ژن، سرسخت
و میزان موفقیت در آن، در مقایسه با بقیه گیاهان 

 ,.Fang et alداری کمتر است )معنی طوربهخانواده، هم

2017; Cheng et al., 2015 ،با این وجود .)
 های مختلفی با تیمارهای گوناگون برای انتقالروش

خانواده آن مطالعه های همیموترش و و ژنوتیپژن به ل
متداول انتقال ژن  مثال، هر دو روش طوربهاند. شده

 Zhang etهای مختلف )با سویه اگروباکتریوم یعنی 

al., 2017( و روش تفنگ ژنی )Wu et al., 2019 ،)
کوتیل اند. انتخاب ریزنمونه مناسب مانند اپیبررسی شده

(Niedz et al., 2015( کوتیلدون ،)Oliveira et al., 

( و حتی روش Hu et al., 2016( و میانگره )2015
داری در معنی تأثیر(، Jardak et al., 2020برش آنها )

های مرکبات داشته و استفاده از باززایی انواع ژنوتیپ
های تراریخته همانند عوامل انتخابگر سلول

(،  et alGanjeh ,.2021) 1فسفینوترایسین
 et alAcanda ,.) 3و کانامایسین 2ایگرومایسینه

2017; Zhang et al., 2017 بازدهی  بالابردن(، برای
 Citrusهای مختلف انتقال ژن به لیموترش و ژنوتیپ

اند. علاوه بر موارد ذکرشده، یکی از آزمون شده

                                                                     
1. DL-phosphinothricin 

2. Hygromycin 

3. Kanamycin sulphate monohydrate 
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مشکلات اساسی در انتقال ژن به این گیاه، پدیده فرار 
در محیط انتخابی است. های غیرتراریخت شاخساره

لازم به ذکر است با وجود درصد کم تراریختگی، پدیده 
شیمری نیز، مشکل را دوچندان کرده و باعث کاهش 

های تراریخته دار موفقیت، حتی در بین شاخسارهمعنی
PCR سفانه این مهم در اکثر أمت شود.مثبت می

ها از نظر دور مانده و صرفا به ارائه آمار پژوهش
 ,.Domínguez et alیختگی بسنده شده است )ترار

کردن شرایط انتقال ژن و انتخاب بنابراین بهینه(. 2004
های تراریخته، یک مناسبترین عامل انتخاب سلول

شود.  نکته قابل توجه این است که چالش محسوب می
های بعدی در مورد گیاهانی مانند لیموترش، تهیه نسل

طولانی داشته و احتیاج به گیاهان تراریخته، یک پروسه 
صرف وقت و هزینه زیادی دارد. بنابراین بهینه کردن 

های انتقال ژن در چنین گیاهانی، با استفاده از ژن
و بررسی فاکتورهای  gfpو  gusگزارشگری همچون 

دیگر و دخیل در تولید گیاهان تراریخته همگون، 
 زد.های اصلی هموار ساتواند راه را برای انتقال ژنمی

با توجه به موارد ذکرشده، هدف از این تحقیق، 
بردن میزان انتقال ژن به در بالا مؤثربررسی عوامل 

ها در بین ترین گونهسرسخت ولیموترش بوده که جز
ویژه  طوربهمرکبات هستند. همچنین علاوه بر آن، 

تمرکز بر روی حالت شیمری شدن و مطالعه نقش 
آن(، در انتخاب و امکان عوامل انتخابگر )نوع و میزان 

های غیرتراریخته های تراریخته از بین سلولتمایز سلول
بوده است. برای این منظور عوامل اصلی همچون نوع 

 همراهبه اگروباکتریومهای مختلف ها، سویهریزنمونه
های عوامل انتخابگر جهت پلاسمیدهای واجد ژن

ی هاODبررسی اثر )نوع و میزان( عوامل انتخابی، 
های متفاوت تلقیح و ، مدت زماناگروباکتریوممختلف 

کمک بررسی به ها،با ریزنمونه اگروباکتریوم کشتیهم
هایی همچون کنترل یا عدم کنترل رشد شاخص

بودن و در محیط کشت گیاهی، میزان سالم اگروباکتریوم
ها و قدرت تحمل آنها نسبت به سوختگی ریزنمونه

و  های تراریختهد شاخساره، درصد تولیاگروباکتریوم
و همچنین مجموع اثرات  شدن آنهامیزان شیمری

زایی ها و ریشهشده در میزان رشد شاخسارهعوامل ذکر
 کمی و کیفی بررسی شده است.  صورتبهآنها 

 

 هامواد و روش
 هاآنسطحی مواد گیاهی و روش ضدعفونی 

در این تحقیق از توده بذری لیموترش منطقه جهرم 
ها در محیط کننده ریزنمونهینتأممنبع  وانعنبه

منظور بذرها در  ، استفاده شد. بدین1ایشیشهدرون
 ،Tween-20درصد حاوی 2محلول هیپوکلریت سدیم 

دقیقه  15حدود  مدتبهتکان ملایم،  با ،درصد 1/0
ط ضدعفونی شده و قبل از استقرار بر روی محی

کاغذ  شستشو و با کشت، سه بار با آب مقطر سترون
های بذری با آلودگی برای نمونهشدند.  واتمن خشک

بالا از روش کشت میکروپلیت که باعث ایزوله شدن 
 شد، استفاده گردید.مواد گیاهی از هم می

 
 های کشت و شرایط رشدها، محیطریزنمونه

ی ای هستند که براکوتیل و میانگره دو ریزنمونهاپی
بات استفاده رکهای مختلف مانتقال ژن به ژنوتیپ

نمونه از (. این دو ریزPoles et al., 2020شوند )می
های حاصل از بذر کشت شده در محیط سترون گیاهچه

in vitro طوربهمتری، میلی 4-10های جدا و به اندازه 
رش داده بتیغ اسکالپل تیز،  کمکبهاریب، از دو طرف 

 (. Jardak et al., 2020شدند )می
ستفاده در انتقال ژن شامل محیط های مورد امحیط

، باززایی و کشتیهم، تلقیح، 2تیمارکشت بذر، پیش
آورده شده  1زایی بود که اجزای آن در جدول ریشه

 است. 

                                                                     
1. In vitro 

ها، بعد از جداکردن آنها از گیاهچه دابی ریزنمونه. برای حفظ طراوت و شا2
 شدند.تیمار قرار داده می، در محیط پیشاگروباکتریومو تا مرحله تلقیح با 
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 اجزای تشکیل دهنده آن همراهبههای مورد استفاده . محیط1جدول 
عامل 
 **انتخابگر

Cefotaxime 
(mg/l) 

MES1 

(mg/l) 

 آگار

(g/l) 
Acetosyringone 

Mµ 
NAA 

(mg/l) 
BAP 

(mg/l) محیط نوع محیط* 

- - - 8 - - - MS½  استقرار بذر 
- - - - 100 - - MS½  تیمارپیش 
- - - - 100 - - MS½  تلقیح 
- - - 8 100 - - MS½  کشتیهم 

 کوتیل(باززایی )از اپی DKW  7 1 - 8 500 250 موجود
 ی )از میانگره(باززای DKW  1 - - 8 500 250 موجود

- 250 - 6 - 1 - DKW  زاییریشه 
 شد. تنظیم می 7/5-8/5آنها قبل از اتوکلاو بین  pHگرم در لیتر ساکاروز بوده و  30ها شامل * کلیه محیط

 شد.ر، بعد از اتوکلاو محیط باززایی به آن اضافه میگرم( برحسب ژن انتخابگر و تیمامیلی 3و  1کش فسفینوترایسین )گرم( و علفمیلی 50و  25بیوتیک کانامایسین )** آنتی
1. 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid, Duchefa 

 

و نوع محیط کشت، از  برحسب نوع ریزنمونه
و  BAP1های گوناگون با مقادیر مختلف، هورمون
NAA2 های اتوکلاوی اضافهفیلترشده، به محیط 

هار هفته و در چ مدتبهزنی بذرها، جوانه .شدمی
شرایط تاریکی صورت گرفت. شرایط اتاق رشد برای 

زایی یکسان بوده تمامی مراحل، باززایی، رشد و ریشه
گراد و با رژیم نوری درجه سانتی 25±2و در دمای 

ساعت تاریکی تنظیم شده  8ساعت روشنایی و  16
 (.Silva et al., 2010بود )

 
های ژن ، پلاسمیدها واگروباکتریومهای سویه

 انتخابگر

حاوی ژن  که pCambia3301و  pBI121دو پلاسمید 
gus های مختلف انتقال باشند، برای بررسی شاخصمی

ژن به لیموترش استفاده شد. در وهله اول پلاسمیدها 
به  3نجمادا -باستفاده از روش ذوجداگانه با  طوربه

 GV3850و  LBA4404 ،GV3101های سویه
(، Agrobacterium tumefaciens) اگروباکتریوم

(. برای کنترل  et alHolsters ,.1978منتقل شدند )
های و جلوگیری از رشد آنها در محیط هااگروباکتریوم

گرم در لیتر میلی 250کشت گیاهی، در قدم اول از 
و در مراحل بعدی در صورت  4 بیوتیک سفوتاکسیمآنتی

                                                                     
1. 6-Benzylaminopurine  
2. 1-Naphthaleneacetic acid  
3. Freeze-Thaw  

4. Cefotaxime sodium, Duchefa 

ها یا در اطراف ریزنمونه اگروباکتریوممشاهده رشد 
گرم در لیتر از این میلی 400ها از غلظت شاخساره

 بیوتیک استفاده شد.آنتی
 

سازی ، مدت زمان آلودهاگروباکتریوممیزان رشد 

 کشتیهمها و مدت زمان ریزنمونه

 لقیحر تموجود د اگروباکتریومبرای بررسی زمان و میزان 
ای هانز زمآن در روند انتقال ژن، ا تأثیربا ریزنمونه و 

 600ODه دقیقه و س 30دقیقه و  10ثانیه،  5سازی آلوده

وامل عاستفاده و قبل از اعمال  1و  5/0، 3/0مختلف، 
در نظر گرفته  کشتیهمروز  3و  2انتخابگر، تیمارهای 
های استفاده شده در این تحقیق شد. چون ریزنمونه

العمل و حساسیت بالایی کوتیل(، عکساپی ویژهبه)
ر عیاممله اگروباکتریوم داشتند. بنابراین نسبت به ح

 انتخاب بهترین تیمارها، براساس مشاهدات ظاهری
یا  ها و براساس میزان سوختگی آنها و کنترلریزنمونه

 بعد داقلدر اطراف آنها، ح اگروباکتریومعدم کنترل رشد 
از دو واکشت متوالی، بصورت کیفی امتیازدهی، 

 بندی و انتخاب شد. دسته
 

 ها به عوامل انتخابگرین آستانه تحمل ریزنمونهتعی

بیوتیک کانامایسین که با القای دو عامل انتخابگر، آنتی
و  pBI121واقع در پلاسمید  nptIIمقاومت توسط ژن 

با القای مقاومت  5کش فسفینوترایسیندیگری علف

                                                                     
5. DL-phosphinothricin, Duchefa 
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، در pCAMBIA3301در پلاسمید  barتوسط ژن 
آستانه انتخاب، هر نظر گرفته شد و برای تعیین حد 

 کاربهدر چهار تکرار  اگروباکتریومتیمار بدون تلقیح با 
رفت. در منابع علمی، سطوح متفاوتی از عوامل کنترل، 

های مختلف مرکبات عنوان شده ها و گونهبرای ژنوتیپ
 ,.Domínguez et al., 2000; Dutt et alاست )

2011; Cevik et al., 2012)لعه ین برای مطا؛ بنابرا
ات گوناگون این عوامل بر میزان تأثیرتر و بررسی یقدق

کمیت و کیفیت انتقال ژن، از سطوح مختلف با دامنه 
بیوتیک کانامایسین چهار تر استفاده شد. برای آنتییعوس

گرم در لیتر و در مورد میلی 100و  75، 50، 25سطح 
گرم در میلی 10و  5، 3، 1فسفینوترایسین چهار سطح 

بررسی شد. معیار انتخاب بهترین غلظت عوامل لیتر 
کنترل کننده و متوقف کننده رشد، عدم باززایی و یا 

هفته  6-8ها، پس از گذشت حدود توقف رشد شاخساره
 ها در محیط انتخابی بود.از کشت ریزنمونه

 
و انتقال ژن به  اگروباکتریومسازی مراحل آماده

 لیموترش

انتخاب و  محیط جامد از اگروباکتریومی کلونتکیک 
گرم در لیتر میلی 100حاوی  LBدر محیط مایع 

کانامایسین، گرم در لیتر میلی 50 همراهبه 1ریفامپیسین
 28و دمای  rpm 200 دور با انکوباتور -ردر شیک
از  ساعت 18-32از  کشت شد. بعد گرادسانتیدرجه 

کشت مایع حاوی  محیط از لیتر، یک میلیکشت آن
دوباره به محیط جدید با همان نوع و یوم، اگروباکتر

مولار میکرو 100 اضافهبه هابیوتیکآنتی میزان
گر(، منتقل و تا رسیدن به القا )ماده 2استوسرینگان

ODنکوباتور رشد ا -رنظر، دوباره در شیکدهای مور
 (. et alDutt ,.2012داده شد )

های کوتیل و میانگره از گیاهچههای اپیریزنمونه

                                                                     
1. Rifampicin 

2. Acetosyringone 

in vitroی تهیه و حدود دو ساعت قبل از تلقیح آنها ا
شدند. تیمار قرار داده در محیط پیش اگروباکتریوم، با

با سنجش کدورت و تعیین  اگروباکتریوممیزان رشد 
OD مدتبههای محیط کشت آنها، مشخص شده و 
یفیوژ و رسوب باکتری سانتر rpm3500دقیقه در   20
تیمار حاوی یط پیش، دوباره در محآمدهدستبه

ها، به حالت تعلیق درآمد. بعد از اعمال ریزنمونه
، اگروباکتریومها با تیمارهای مدت زمان تلقیح ریزنمونه

و برای اعمال کاغذ صافی، خشک  کمکبهها ریزنمونه
نظر موردبه محیط  کشتیهمزمان تیمارهای مدت 

، کشتیهمشدند. پس از اعمال تیمارهای منتقل 
ای، دوره طوربهها در محیط باززایی، واکشت و ونهریزنم
در محیط جدید دوباره واکشت  باریکروز  10-15هر 
  (.Dutt et al., 2011شدند )می

 
های تراریخته و بررسی پدیده غربال شاخساره

 شیمری

، از برگ انتهایی آنها، پس از باززایی و ظهور شاخساره
آنها به  DNAلیتری، میلی 2ای جدا و داخل ویال نمونه

با ریختن بافر سرد در  اصلاح شده و CTABروش 
 Doyle and)شد کردن بافت نرم، استخراج ویال و له

Doyle, 1990 سنجش کمیت و کیفیت .)DNA  و
دستگاه نانودراپ و ژل  کمکبهها، DNAسازی همسان

های تراریخته با آزمون آگارز انجام و غربال شاخساره
PCR  و با آنزیم  2فت آغازگرهای جدول ج کمکبهو
Taq پلیمراز وdNTPs  شرکتFermentas3  انجام

ها، برای تکثیر قطعات شد. شرایط دمایی و زمانی چرخه
ترین قطعه و گرفتن تکثیر طولانی، با درنظرمربوط

بهترین دمای مشترک برای هر سه جفت آغازگر، بدین 
ار چه مدتبهچرخه اول یک تکرار  شد؛صورت بهینه 

 40؛ چرخه دوم گرادسانتیدرجه  94دقیقه در دمای 
 در ثانیه 40، گرادسانتیدرجه  94تکرار با یک دقیقه در 

                                                                     
3. Taq DNA Polymerase and dNTPs (Fermentas Inc.) 
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؛ گرادسانتیدرجه  72 در ثانیه 40و  گرادسانتیدرجه  58
 72 و در آخر، چرخه سوم یک تکرار با هفت دقیقه در

   .گرادسانتیدرجه 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 گیاهی 18sو  اگروباکتریوم gus ،virGهای آغازگرهای مربوط به ژنمشخصات جفت . 2جدول 
 نام آغازگر )5’-3’( توالی آغازگر طول آغازگر طول محصول

1380 
18 5’- tgcggtcactcattacgg -3’ Gus1400-F 
18 5’- catacctgttcaccgacg -3’ Gus1400-R 

738 
18 5’-  atgattgtacatccttca  -3’ VirG-FW 
20 5’- tgctgtttttatcagttgag -3’ VirG-RW 

619 
24 5’- cttcgggatcggagtaatgattaa -3’ 18s FW 
27 5’- gcccagaacatctaagggcatcacaga -3’ 18s RW 

 
های شدن شاخسارهو مشخص PCRبراساس نتایج 

تراریخته، نمونه برگ انتهایی شاخساره آن جدا شده و 
 Jeffersonافته و طبق پروتکل تغییر ی x-glucدر بافر 

( عمل شد. با یک تفاوت جزئی که 1987و همکاران )
درصد،  70ها، علاوه بر الکل بری کامل نمونهبرای رنگ

از الکل مطلق نیز استفاده شد. نتایج پس از شستشو و 
 Hu، زیر لوپ بررسی شد )هابرگحذف کامل کلروفیل 

et al., 2017های با طول بیش از یک (. شاخساره
( و Jardak et al., 2020متر، از ریزنمونه جدا )سانتی

(. 1زایی منتقل شدند )جدول به محیط ریشه
های با رشد ریشه مناسب برای سازگاری با گیاهچه

هایی که محیط خارج شیشه، به خاک منتقل و گیاهچه
های دار نشدند، برای ریزپیوندی بر روی پایهریشه

 لیموترش استفاده شدند.  
 

 حثو ب نتایج
در این مطالعه، اثرات تیمارهای مختلف بر روند انتقال 
ژن به گیاه لیموترش و میزان اثربخشی آنها بررسی شد. 
لازم به توضیح است که به دلیل مشکلات عدیده در 

ها، کشت بافت و انتقال ژن به لیموترش، اعم از آلودگی
های تراریخته میزان پایین باززایی و تولید کم شاخساره

ها و مطالعه آنها بندی دادهین گیاه سرسخت، جمعدر ا
کردن خطا و ارائه بازتاب واقعی و روشن از برای کم

مشاهدات، به دو صورت کیفی )علائم ظاهری( و کمی 
)تعداد و درصد(، به تفکیک ماهیت آنها در جداول 

 مربوطه ارائه شده است.
 

 اگروباکتریومترین سویه انتخاب مناسب

نسبت به غلظت  اگروباکتریومی مختلف هاواکنش سویه
ی که طوربهبیوتیک سفوتاکسیم، متفاوت بود. آنتی
 400، حتی در GV3850و  GV3101های سویه
گرم در لیتر سفوتاکسیم، بعد از چندین بار واکشت میلی

، در اطراف آنها DKWها در محیط کشت ریزنمونه
د (. برخلاف این دو سویه، رشa1کردند )شکل رشد می

LBA4404  گرم در لیتر میلی 250در محیط حاوی
مهار شده و هیچ رشدی نداشت.  کاملاًسفوتاکسیم، 

و ناتوانی در کنترل آن در مراحل اگروباکتریوم رشد 
بعدی، حتی با داشتن بهترین درصد تراریختی، باعث لیز 

های تراریخته شده و آنها را ها و شاخسارهشدن ریزنمونه
حتی  GV3850و  GV3101های ویهبرد. ساز بین می

ها و مدت زمان تلقیح کم، پس از سپری شدن ODدر 
ین با توجه بنابرا چندین واکشت، غیرقابل کنترل بودند.

انتقال  در فراینداگروباکتریوم به فاکتور مهم کنترل رشد 
 ، انجام شد.LBA4404بقیه تیمارها توسط سویه  ژن،

 
مدت و ، اگروباکتریوم غلظتتعیین بهترین 

 برحسب نوع ریزنمونه کشتیهمهای تلقیح و زمان

، و مدت اگروباکتریوم ODنتایج تیمارهای مختلف 
یله بررسی دو شاخص وسبه کشتیهمهای تلقیح و زمان

شدن آنها ها و شدت آلودهمهم میزان سوختگی ریزنمونه
اطراف آنها سنجیده شد. با  اگروباکتریومای از با هاله

برای هر  ODبهترین ، 3های کیفی جدول توجه به داده
و بهترین مدت زمان تلقیح برای  5/0دو ریزنمونه 
دقیقه  10ثانیه و برای میانگره،  5کوتیل، ریزنمونه اپی
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کوتیل دارای بافت های اپیریزنمونه مشخص گردید.
تر بوده و به همین دلیل زمانی که بیشتر تر و حساسنرم

م قرار داشتند، دچار آسیب در معرض حمله اگروباکتریو
 شد.شده و علائم لیزشدن و سوختگی در آنها دیده می

 

 

 
 

 
 

 

 

 
جهت  b ،c ،d ،e ،fهای های شکلنتایج حاصل از تیمارهای مختلف برای بهینه کردن شرایط انتقال ژن به لیموترش )ریزنمونه .1شکل 

سویه  اگروباکتریوم. عدم کنترل a(. اگروباکتریومتلقیح شده با  kو  g ،h ،jهای و شکل اگروباکتریومتلقیح با تعیین سطح آستانه و بدون 
GV3850  گرم در لیتر سفوتاکسیم، میلی 400در محیط حاویb .ها و کوتیل با ظهور علائم سفید شدن بافتکانامایسین بر ریزنمونه اپی تأثیر

گرم در لیتر کانامایسین در ریزنمونه میلی 25ها در . توقف رشد در مراحل اولیه و سفید شدن شاخسارهcایز و رشد، ها در مراحل اولیه تمجوانه
گرم در میلی 1ها در کوتیل. اپیeکوتیل )بدون باززایی شاخساره و کاملا از بین رفته(، گرم در لیتر فسفینوترایسین بر اپیمیلی 3 تأثیر. dمیانگره، 
گرم میلی 1. ریزنمونه میانگره با باززایی شاخساره از قسمت فوقانی در fهای باززاشده بعد از رشدشان، نوترایسین، سفید شدن شاخسارهلیتر فسفی

. ظهور شاخساره از ریزنمونه hگرم در لیتر فسفینوترایسین، میلی 1های حاوی ها در پلیت. رشد و فرار شاخسارهgدر لیتر فسفینوترایسین، 
شدن  یاهس. jهای سبز و شاداب، در محیط شاهد )بدون عامل انتخابگر(، . باززایی شاخسارهiگرم در لیتر فسفینوترایسین(، میلی 3وتیل )در کاپی
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ه ظهور شاخساره از ریزنمون .kینوترایسین(، فسف یتردر ل گرمیلیم 3 )درسبز از آن  هایشاخساره ییو باززا یانگره تلقیح شدهم یزنمونهکامل ر
 گرم در لیتر فسفینوترایسین(میلی 1کوتیل تلقیح شده )در اپی

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

وم ترییکی از فاکتورهای مهم، در مهار رشد اگروباک
بود.  کشتیهممان های بعدی، مدت زدر واکشت

اکتریوم سه روزه، فرصت مناسبی برای اگروب کشتیهم
قال انت زکرد تا با تکثیر بیشتر بتواند حتی پس اایجاد می

ا، هبه محیط دارای سفوتاکسیم، در اطراف ریزنمونه
مدت زمان  ین،بنابراای از اگروباکتریوم ایجاد کند. هاله

 کشتیمهبهترین مدت زمان برای  عنوانبهدو روز، 
 انتخاب شد. 

 
تعیین غلظت مناسب کانامایسین و فسفینوترایسین 

 عوامل انتخابگر  عنوانبه

ین حد آستانه دو نوع مختلف مشاهدات حاصل از تعی
کش بیوتیک کاناماسین و علفعامل انتخابگر آنتی

فسفینوترایسین با استفاده از سطوح مختلف آنها، بررسی 
کوتیل و میانگره، هر یک پاسخ شد. دو ریزنمونه اپی

گرم در لیتر میلی 100و  75، 50، 25متفاوتی به سطوح 

جه با کانامایسین کوتیل در مواکانامایسین داشتند و اپی
(. باززایی در سطوح b1از میانگره بود )شکل  ترحساس
گرم در لیتر مشاهده نشد. حتی اگر میلی 25بالای 

شد، رنگ آن از سبز به سفید ای هم باززا میشاخساره
 2-3تغییر کرده و در همان مراحل اولیه رشد 

مشاهدات در  (.c1رفت )شکل متری، از بین میمیلی
، 1ل انتخابی فسفینوترایسین با چهار سطح مورد عام

 1گرم بر لیتر نشان داد که در سطح یلیم 10و  5، 3
ها باززا گرم در لیتر از این عامل، شاخسارهمیلی
شدند. ولی در سطوح بالاتر از آن، باززایی مشاهده می

نشد. فشار انتخاب و کنترل باززایی و رشد 
با  کاملاًوترایسین ها، در عامل انتخابی فسفینشاخساره

ها ی که رشد شاخسارهطوربهکانامایسین فرق داشت. 
 معمولاً در ریزنمونه میانگره،  ویژهبهها در این محیط

بیشتر از حالتی بود که در محیط انتخابی کانامایسین 
 (.e,d1شد )شکل دیده می

 
ها با ریزنمونهآلودگی و ها میزان سوختگی ریزنمونه بر ماگروباکتریوهای متفاوت ODتیمارهای مدت زمان تلقیح و نتایج  .3جدول 

LBA4404  
 هاشدت آلودگی ریزنمونه *هامیزان سوختگی ریزنمونه نوع ریزنمونه اگروباکتریوم 600OD مدت زمان تلقیح

5 sec 

0.3 
 - کوتیلاپی

- 
 - میانگره

0.5 
 - کوتیلاپی

- 
 - میانگره

1 
 + کوتیلاپی

+ 
 - نگرهمیا

10 min 

0.3 
 - کوتیلاپی

- 
 - میانگره

0.5 
 + کوتیلاپی

- 
 - میانگره

1 
 +++ کوتیلاپی

++ 
 - میانگره

30 min 
0.3 

 + کوتیلاپی
- 

 - میانگره

0.5 
 ++ کوتیلاپی

++ 
 - میانگره
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1 
 +++ کوتیلاپی

++ 
 + میانگره

ن حاکی از شدت سوختگی و طغیان رشد ( و تعداد آ+سوختگی و یا عدم رشد اگروباکتریوم در اطراف ریزنمونه است. به همین ترتیب علامت ) دهنده عدمنشان(  –)* علامت 
 اگروباکتریوم در تیمار مورد نظر است.

 

 

 
 

 
 

 

 های زیرین میانگره که بابدین صورت که قسمت
لی وسطح محیط انتخابی در تماس بود، از بین رفته، 

ا هسمتقهای بالاتر سبز مانده و باززایی از این قسمت
(. با این وجود، پس از f1گرفت )شکل صورت می

 رفتند.ها نیز، از بین میگذشت چند روز این شاخساره
ل ژن ، برای انتقاآمدهدستبهین برحسب نتایج بنابرا
gusد. دو سطح غلظت در هر انتخابگر استفاده ش ، از

ح ح آستانه و دومین آن، یک سطاولین سطح همان سط
ر تینپای تر از سطح آستانه در نظر گرفته شد. سطحپایین

ط رایاز سطح آستانه، با این فرض انتخاب شد که در ش
و اضافه کردن  اگروباکتریومانتقال ژن، حضور 

ر ر فشابیوتیک مهار کننده آن )سفوتاکسیم(، علاوه بآنتی
رای ب فینوترایسین(عوامل انتخابگر )کانامایسین یا فس

های تراریخته، سبب تنش و کاهش شدید انتخاب سلول
ک یاری که ین داشتن تیمبنابرا شود.میزان باززایی می

د، باش ترها، پایینسطح از سطح آستانه تحمل ریزنمونه
ایت تواند باززایی بیشتری را موجب شود و در نهمی
خته باززا های تراری، شاخسارهPCRتوان با استفاده از می

ر دین ابنابر ها را، غربال کرد.شده در میان غیرتراریخته
رم در گمیلی 50و  25ادامه، برای کانامایسین دو سطح 

گرم یمیل 3و  1لیتر و برای فسفینوترایسین، دو سطح 
 در لیتر انتخاب شدند.

 
های تراریخته و تعیین درصد غربال شاخساره

 GUSو آزمون  PCRتراریختی با 

با جفت آغازگرهای  PCRیج حاصل از سه نوع نتا
متفاوت برای هر شاخساره باززا شده در محیط 
انتخابی، بررسی و برای انتخاب شاخساره تراریخته 

، جهت اطمینان از PCRدر نظر گرفته شد. اولین 

، بنابراین 1بود اگروباکتریومآلوده نبودن شاخساره به 
رفت.  کاربهبرای این منظور  virGآغازگرهای 

 ،PCR -یناز کلو virGبرای کنترل مثبت 
(. جفت پرایمر 2استفاده شد )شکل  اگروباکتریوم

18s  اطمینان از  بالابردنلیموترش نیز جهت
، برای هر PCRو صحت  DNAقابلیت تکثیر 

نمونه گیاهی، در نظر گرفته شد. بدیهی است 
در ژنوم  18sوجود قطعه مورد نظر  دلیلبه

 DNAهای گیاهی که می نمونهلیموترش، در تما
ی استخراج شده باشد، بایستی، باند درستبهآنها 

مربوطه روی ژل مشاهده گردد. با این ترفند، 
های تراریخته به احتمال از دست دادن شاخساره

استخراج شده نامطلوب و به دنبال  DNAسبب 
)منفی کاذب(، به  gusآن، نبود باند قطعه ژنی 

غازگر سوم، مربوط به تکثیر رسد. جفت آحداقل می
هایی که دارای این است و نمونه gusقطعه ژنی 

را  اگروباکتریوم virGباند بوده و باند مربوط به 
های تراریخته انتخاب شاخساره عنوانبهنداشتند، 

(. نتایج حاصل از انتقال ژن شامل 2شدند )شکل 
های تعداد شاخساره باززاشده و تعداد شاخساره

حاصل از آنها و درصد تراریختی در  تراریخته
 آورده شده است.  4جدول 

های های باززاشده، تعداد شاخسارهتعداد شاخساره
تراریخته حاصل و درصد تراریختی در دو نوع عامل 
انتخابگر فسفینوترایسین و کانامایسین و همچنین در 

کوتیل و سطوح مختلف آنها برای دو ریزنمونه اپی
در مورد هم متفاوت بود. فشار انتخاب میانگره کاملا با

                                                                     
، قابلیت بیان در pBI121موجود در پلاسمید  gus. لازم به ذکر است فقط ژن 1

حاوی  gus، چون ژن pCAMBIA3301را دارد. در مورد پلاسمید اگروباکتریوم
 تواند اتفاق بیافتد.ی )گیاه( میاست، بیان آن فقط در یک سلول یوکاریوت اینترون
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عامل انتخابگر کانامایسین، به مراتب بیشتر بود. 
ها، ی که گیاهان باززا شده در این نوع محیططوربه

به نسبت در هر دو ریزنمونه، کمتر از آنهایی بود که 
در محیط انتخابی فسفینوترایسین قرار داشتند. 

ت ظاهری این روند در بررسی وضعی (. 4)جدول 
ها و باززایی آنها در شرایط و تحت عوامل شاخساره

 گوناگون نیز، مشهود بود.

 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 
 

 
: aگرم در لیتر کانامایسین. میلی 25های تراریخته باززا شده در محیط انتخابی حاوی برای غربال شاخساره PCRنتایج  .2شکل 

: 1kb plus ladder ،2: 19و  1های های تراریخته احتمالی. ردیف: شاخسارهeو  b ،c ،dشاخساره شاهد منفی )غیرتراریخته(، 
PCR- اگروباکتریومکلونی LBA4404  با آغازگرVirG  ،)کنترل مثبت(پلاسمید 3 :pBI121  با آغازگرGUS  ،)کنترل مثبت(

و  18sهای گیاهی با آغازگر نمونه 17و  14، 11، 8، 5های ، ردیفVirGی گیاهی با آغازگر هانمونه 16و  13، 10، 7، 4های ردیف
 .GUSهای گیاهی با آغازگر نمونه 18و  15، 12، 9، 6های ردیف

 
 های تراریخته و غیرتراریخته باززاشده و نوع و سطح عامل انتخابگر در تعداد شاخساره نوع ریزنمونه تأثیر. 4جدول 

 سطح انتخاب عامل انتخابگر نمونهنوع ریز
(mg/l) 

تعداد کل 
 هاریزنمونه

های باززاشده تعداد شاخساره
 در محیط انتخابی

-تعداد شاخساره

 PCR+های 
های تعداد شاخساره

+GUS 

درصد تراریختی 
)%( 

 میانگره
 0.93 1 1 107 120 1 فسفینوترایسین

3 120 74 3 3 4.05 
 5.56 1 1 18 120 25 کانامایسین

50 120 4 0 0 0 

 کوتیلاپی
 2.04 2 2 98 120 1 فسفینوترایسین

3 120 62 5 5 8.06 
 5 1 1 20 120 25 کانامایسین

50 120 7 1 1 14.29 
 3.59 14 14 390 960 جمع کل

 
های باززاشده شاهد شادابی و رشد طبیعی شاخساره

 اگروباکتریومکه تحت هیچ تنش انتخاب و فشار 
های تحت تنش، نشان اند، در مقایسه با شاخسارهبودهن

داد که هر چقدر فشار عامل انتخابگر  بیشتر باشد، تعداد 
ها و همچنین رشد طولی آنها به شدت کاهش شاخساره

های ی که شاخسارهطوربه(. g,h,i1یابد )شکل می
گرم در لیتر میلی 3تولیدی در محیط انتخابی با سطح 

 1تری نسبت به سطح از رشد پایین فسفینوترایسین،
(. در مقابل j,k1گرم در لیتر، برخوردار بودند )شکل میلی

ها، در محیطی با عامل انتخابی پدیده فرار شاخساره
 افتاد. کمتر، بیشتر اتفاق می

های تراریخته از نظر کیفی شاخسارهبررسی  جهت

شیمریک و همچنین اطمینان از غربال صحیح آنها 
 انجام ،GUSآزمون هیستوشیمیایی ، PCRتوسط 

از اوایل هفته سوم پس از تلقیح، با  (.3شکل )شد 
، در اوایل GUSها توسط آزمون مطالعه ریزنمونه

های رشد، مشخص شد ها و تشکیل هستهتمایز بافت
که انتخاب سلول تراریخته در محیط انتخابی و 

رنگ( تقسیم آن )با تشکیل توده سلولی یکنواخت آبی
 احتمالاً ( و a,b3در مراحل اول مطلوب بوده )شکل 
و با کاهش یا  پس از رشد توده سلولی تراریخته

ی هاسلولکردن اثر عامل انتخابگر، خنثی
غیرتراریخته اطراف این توده، فرصت تقسیم و تمایز 

های تراریخته در تشکیل سلول همراهبهپیدا کرده و 

19      18     17      16      15      14       13        12     11     10         9       8        7         6        5        4        3        2         1 

a                            b                              c                          d                         e 
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قایسه دو روش کنند. نتایج مها مشارکت میشاخساره
PCR  و آزمونGUS نشان داد که تمامی ،

، تراریخته بود. با PCRهای غربال شده با شاخساره
های باززا شده در محیط این وجود، در برخی نمونه

شد )شکل  فسفینوترایسین، پدیده شیمریک مشاهده

های حاصل از محیط (. اما در مورد شاخسارهdو  c؛ 3
ها یکنواخت بوده شدن نمونهانتخابی کانامایسین، آبی 

 (.e3و بافت شیمری در آنها مشاهده نگردید )شکل 
 

 
 

 
 

 

 
 

 

 
 

 
های تراریخته در . تشخیص مراحل اولیه رشد و تمایز سلولaها.  زایی شاخسارهو ریشه GUSنتایج آزمون هیستوشیمیایی  .3شکل 

های تراریخته در لولس. cنمایی بیشتر کوتیل با درشتی تراریخته ریزنمونه اپیهاسلول. GUS ،bون آزم کمکبهکوتیل ریزنمونه اپی
. eهای حاوی فسفینوترایسین های باززاشده در محیطی شیمری در برگ و قطعات شاخسارههابافت. تشخیص dریزنمونه میانگره 

. fهای حاوی کانامایسین های باززاشده در محیطشاخسارهو تشخیص آبی شدن یکنواخت کل دو قطعه برگی در  GUSآزمون 
 های حاصل از محیط انتخابی فسفینوترایسین. زایی شاخسارهریشه

 
های باززاشده و درصد با بررسی تعداد کل شاخساره

کوتیل و میانگره و تراریختی برای هر ریزنمونه اپی
مقایسه آنها باهم، بدون در نظر گرفتن نوع و سطح 

کوتیل، ل انتخابگر مشخص گردید که ریزنمونه اپیعام
عدد( از  187از نظر تعداد شاخساره باززاشده ) کهاینبا 

عدد( کمتر بود، ولی درصد تراریختی آن  203میانگره )
بیشتر و حدود دو برابر میانگره بوده و این نتیجه حاکی 

ها در میانگره نسبت به از این بود که فرار شاخساره
(. در مقایسه دو 5افتاد )جدول ل بیشتر اتفاق میکوتیاپی

نوع عامل انتخابگر کانامایسین و فسفینوترایسین باهم 
)بدون در نظر گرفتن بقیه عوامل(، تعداد شاخساره 

برابر کمتر از  7باززاشده در محیط کانامایسین، حدود 

فسفینوترایسین بود. با این وجود درصد تراریختی در 
برابر فسفینوترایسین نامایسین حدود دوامل انتخابگر کاع

عامل انتخابگر، یک  مؤثرمشاهده شد. انتخاب سطح 
عامل بسیار مهم در موفقیت انتقال ژن است. نتایج 

نشان  5تجمیع شده اطلاعات تحقیق حاضر، در جدول 
های )تراریخته دهد که با وجود تعداد بیشتر شاخسارهمی

های با سطح انتخابی و غیرتراریخته( باززاشده در محیط
های کمتر، درصد تراریختی و همچنین تعداد شاخساره

هایی با سطح بالای عامل انتخابگر تراریخته در محیط
بیشتر بوده و این درصد حدود سه برابر است. با  مراتببه

 4تر اطلاعات حاصل از جدول یقدقاین وجود با بررسی 
د هیچ در مورد سطح بالای کانامایسین و عدم تولی

a

 

b

 

c

 

d

 

e

 
f
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توان چنین ای در این سطح، میشاخساره تراریخته
استنتاج کرد که در اغلب موارد در سطوح بالای انتخاب، 
درصد بالای تراریختی حاصل خواهد شد. ولی این 

فشار زیاد عامل  دلیلبهامکان نیز وجود دارد که 
انتخابگر، در تعداد کم ریزنمونه، هیچ شاخساره 

د. با این وجود برای اطمینان از ای باززا نشوتراریخته

های تلقیح شده با موفقیت، بایستی تعداد ریزنمونه
تعداد  بالابردنبه حدی بالا برد تا با  اگروباکتریوم را

 های باززاشده، بتوان حداقل تعدادی شاخسارهشاخساره
  آورد. دستبهتراریخته در سطوح بالای انتخاب، 

 
 

 
 

 

 
 

 

 های باززاشده و میزان تراریختی عوامل دیگر در تعداد شاخساره تأثیراثرگذاری هر یک از عوامل بدون در نظر گرفتن بررسی جداگانه  .5جدول 
 درصد تراریختی )%( های تراریختهتعداد شاخساره های باززاشدهکل شاخساره مطالعهعامل مورد

 2.5 5 203 میانگره
 4.8 9 187 کوتیلاپی

 3.2 11 341 فسفینوترایسین

 6.12 3 49 کانامایسین
 2.1 5 243 سطوح پایین انتخابگرها
 6.1 9 147 سطوح بالای انتخابگرها

 
حیط یخته حاصل از دو نوع مترارهای شاخساره

ها نهنموانتخابگر کانامایسین و فسفینوترایسین، از ریز
(. 1زایی منتقل شدند )جدول جدا شده و به محیط ریشه

فسفینوترایسین  یط انتخابیهایی که در محشاخساره
(. ولی f3زایی بودند )شکل باززاشده بودند، قادر به ریشه

 های حاصل از محیط انتخابی کانامایسین بهشاخساره
دهی سرسخت بوده و توانایی شدت نسبت به ریشه

فظ و گزینه برای ح ین بهترین؛ بنابرادهی نداشتندیشهر
ش ه از روانتقال آنها به محیط خارج شیشه، استفاد

دار برای سازگاری با های ریشهریزپیوندی بود. گیاهچه
ماس و محیط خارج شیشه، در مخلوطی از خاک، پیت

 منتقل شدند.  2:1:1پرلیت به نسبت 
های مختلف با نتایج با مقایسه نتایج پژوهش

حاصل از تحقیق حاضر، میتوان به روشنی به موانع 
نتقال ژن موفق ممکن و رفع آنها، در رسیدن به یک ا

به گیاه لیموترش پی برد. معمولا، آسانترین روش 
انفرادی، ترکیب  طوربههای گزارشگر استفاده از ژن

ژن اصلی است که به آسانی قابل  همراهبهباهم و یا 
ای از انتقال توان در هر مرحلهردیابی هستند و می

مثال  طوربهژن، میزان موفقیت آنها را ارزیابی کرد. 

در  gusژن  کمکبه 1اندازبیان چهار نوع راه شدت
لیموترش، در شرایط گوناگون، با هم مقایسه شدند 

(Dutt et al., 2012در مطالعه .)  دیگری، انتقال
، حاوی 2خاموشی ژن RNA-سریهای سنجاقسازه
به پوملو  ،gusمتصل به ژن  wusو ژن  barهای ژن

pommelo (C. maxima)ی ، صورت گرفت. بازده
 Hygهای دارای ژن تراریختی به ترتیب در سازه

 barدرصد(، ژن  41/20) 3مقاومت به هایگرومایسین
 37/19مسئول ایجاد مقاومت به فسفینوترایسین )

، عامل مقاومت به nptIIدرصد( و همچنین ژن 
 Zhang etدرصد(، گزارش شد ) 21/3کانامایسین )

al., 2017ختگی (. در حالیکه بیشترین درصد تراری
 طوربهآمد و  دستبهدر تحقیق ما، در کانامایسین 

متوسط درصد تراریختگی، در تیمارهای مربوط به 
کانامایسین حداقل دو برابر فسفینوترایسین بود. در 

های خاموشی ژن بر علیه پژوهش دیگری، سازه
، به gfpو  gusهای ویروس تریستزای متصل به ژن
های ال و شاخسارهریزنمونه میانگره لیموترش انتق

                                                                     
1. Promoter 

2. Hairpin RNA-mediated gene silencing 

3. Hygromycin 
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های گزارشگر انتخاب و با تراریخته، با کمک ژن
 ,.Soler et alتکنیک ریزپیوندی حفظ شدند )

(. میزان باززایی و درصد تراریختی در 2012
لیموترش نسبت به بقیه مرکبات کمتر است و معمولاً 

های تراریخته در مرکبات بایستی برای حفظ شاخساره
 ,.Cheng et alتفاده کرد. )از تکنیک ریزپیوندی اس

های مثال، تعداد معدود شاخساره طوربه(.  2015
، p23تراریخته لیموترش دارای سازه خاموشی ژن 

آن بر ویروس تریستزای مرکبات،  تأثیرجهت بررسی 
با روش پیوند به گیاهان غیرتراریخت مطالعه گردید 

(Fagoaga et al., 2006 همچنین در پژوهش .)
گیاه آرابیدوپسیس به  CBF3انتقال ژن  دیگری نیز،

کوتیل و محیط لیموترش با استفاده از ریزنمونه اپی
گرم در لیتر، میلی 4با غلظت  نیسیگرومایهانتخابی 

انجام شد که در نهایت محققین فقط سه گیاه 
آورند که از لحاظ مقاومت به  دستبهتراریخته 

داری خشکی و شوری با گیاه شاهد تفاوت معنی
(. در Romero-Romero et al., 2020داشتند )

 AtSuc2انداز را با راه Attacinتحقیق دیگری، ژن 
 C. sinensisمخصوص آوند آبکش به پرتقال 

‘Hamlin’ برای القای مقاومت به ،Candidatus 

Liberibacter spp.  34منتقل کردند. در کل 
کوتیل در محیط شاخساره تراریخته از ریزنمونه اپی

غربال شد.  PCRتخابی کانامایسین، توسط ان
 .Carrizo citrange (Cها بر روی پایه شاخساره

sinensis × Poncirus trifoliata)  در شرایطin 

vitro ( ریزپیوند شدندTavano et al., 2015 در .)
دیگر گیاه همخانواده  ،C. aurantiumنارنج 

هایی برای کنترل بیماری لیموترش، انتقال سازه
ریستزا، با کمک ژن گزارشگر صورت گرفته است. ت

و  p20 ،p23های خاموشی ژن برای سه ژن سازه
p25  ویروس تریستزای مرکبات، با اتصال به ژن

کوتیل طراحی و از طریق ریزنمونه اپی gusگزارشگر 
گرم در لیتر کانامایسین، میلی 50و با سطح انتخاب 

اتصال  (.Cheng et al., 2015به آن منتقل شد )
منظور ردیابی و غربال به gusژن گزارشگر 

های تراریخته انجام شده بود. با این حال، شاخساره
 دستبه p23ای از سازه در این تحقیق، هیچ گیاهچه

، به دلیل ضعف p25نیامد و تنها گیاه حاصل از سازه 
 8شدید و عدم رشد از تحقیقات حذف شد و فقط 

دی استفاده شدند. های بعدر آزمون p20گیاهچه 
همانطور که ذکر شد براساس نتایج تحقیق حاضر، 

گرم در میلی 50بالاترین درصد تراریختگی در سطح 
لیتر کانامایسین، بدون حالت شیمری از ریزنمونه 

کوتیل، حاصل شد. تیمارهای مربوط به اپی
نیز جزء عوامل مؤثر در موفقیت انتقال  اگروباکتریوم

در پژوهشی، سازه خاموشی ژن  ژن و بهبود آن است.
 .Cپوشش پروتئینی ویروس تریستزا، به نارنج 

aurantium ( منتقل شدSohani et al., 2015 .)
در این تحقیق، تیمارهایی با مقادیر مختلف 

میکرومول(، مدت  100و  50، 0استوسرینگان )
، 10، 5) اگروباکتریومهای تلقیح جداکشت با زمان

، 1) کشتیهمهای مدت زمان دقیقه( و 25و  20، 15
کوتیل روزه(، انتقال ژن به ریزنمونه اپی 4و  3، 2

درصد  7/13بررسی شده بود که بهترین نتیجه، با 
 15میکرومول استوسرینگان،  50تراریختی، در تیمار 

آمد و  دستبه کشتیهمروز  2دقیقه تلقیح، و 
تکنیک ریزپیوندی  کمکبههای تراریخته شاخساره

های کامل تبدیل به گیاهچه in vitroایط در شر
 دار شدند.ریشه

در بسیاری از تحقیقات علمی، حتی با وجود ارائه 
های موثق، گزارشی که از میزان موفقیت انتقال داده

برانگیز باشد. تواند شبههشود، مییک ژن عنوان می
به این دلیل که میزان یا درصد موفقیت انتقال ژن با 

، PCRهای ملکولی همچون نیکاستفاده از تک
گردد. متاسفانه این سادرن و یا وسترن عنوان می

ها قادر به تفکیک گیاهان خالص از گیاهان تکنیک
شیمری نبوده و به همین دلیل برای دستیابی به 
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آوردن گیاهان یکدست  دستبهاطمینان کامل و 
را  0Tتراریخته، بایستی، حداقل نتاج حاصل از نسل 

(. برای رفع Onwimol et al., 2017) بررسی کرد
ها، یا سطح مشکل شیمری شدن در برخی پژوهش

برند که همین عامل خود عامل انتخابگر را بالا می
باعث پایین آمدن درصد تراریختگی است و یا از 

کنند عوامل انتخابگر جایگزین استفاده می
(Domínguez et al., 2004 با این وجود حالت .)

لیموترش، پیچیده  ویژهبهدر مرکبات و شیمری شدن 
شود. در بوده و یک معضل اساسی محسوب می

های تراریخته تحقیقی، با بررسی که بر روی لاین
های مرکبات صورت گرفته، مشخص شد که ژنوتیپ

 طوربهدرصد آنها بیان ژن کم بوده و یا  25حداقل در 
های بیشتر مشخص کامل خاموش شده است. با بررسی

دید که این حالت ناشی از پدیده شیمری است که گر
مثبت،  PCRهای تراریخته موجب شده حتی شاخساره

تر از حالتی عملا کارآیی نداشته و بازده انتقال ژن پایین
باشد که قبلا گزارش شده است. بنابراین پدیده شیمری 

های تراریخته یکی از عوامل کلیدی شدن شاخساره
ت زیاد اعم از صرف وقت و است که باعث بروز مشکلا

های اصلی سخت هزینه اضافی شده و یکی از علت
باشد لیموترش می ویژهبهبودن انتقال ژن به مرکبات و 

(Domínguez et al., 2004 پدیده شیمری شدن .)
بوضوح در تحقیق حاضر در مورد عامل انتخابگر 

 فسفینوترایسین مشاهده گردید.
ورد سرسخت بودن های دیگر در میکی از فرضیه

برخی گیاهان به انتقال ژن، تقسیم سلولی کند آنها 
های ناشی از تلقیح با است و زمانی که تنش

شود، باعث بازدهی نیز بر آن اضافه می اگروباکتریوم
گردد. بنابراین برای کاهش به مراتب کمتر آن می

ها، و ردیابی اکسیدانانواع آنتی کمکبهها، این تنش
مطالعه  gus-egfpژن  کمکبهات آنها یرتأثانواع 

صورت گرفت و نشان داد که  ر روی لیموترشخیا
اکسیدانها، برخی از این آنتی کمکبهتوان می

 Duttرا کاهش داد ) اگروباکتریومهای حاصل از تنش

et al., 2011 در تحقیق حاضر نیز، تنش بالای .)
در کنار  اگروباکتریومناشی از حضور طولانی مدت 

ها، حتی در برخی تیمارها باعث لیز شدن و ریزنمونه
شد. ولی به نظر ها میاز بین رفتن کامل ریزنمونه

رسد برعکس آنچه که عامل اصلی بازدهی کم می
تراریختگی، را ناشی از تقسیم سلولی کند عنوان 

ها و فرار کند، در تحقیق ما، رشد سریعتر شاخسارهمی
یط حاوی فسفینوترایسین، آنها از فشار انتخابی در مح

دلیل اصلی درصد پایین تراریختی بوده است. زیرا 
رشد و تمایز سریع باعث فرار  کهاینفرض 
های غیر تراریخته شده و میزان شیمری شاخساره

های تراریخته را افزایش داده، شدن را شاخساره
رسد. فرضیه دیگری نیز برای تر به نظر میمنطقی

های مختلف وتیپیمری در ژنحالت ش وجودآمدنبه
 اگروباکتریوممرکبات بررسی شده است و آن حضور 

، علاوه بر لیز کردن و از بین اگروباکتریوماست. حضور 
تواند یکی از عوامل شیمری شدن بردن ریزنمونه، می

 کشتیهمها باشد. در تحقیقی، اثر مدت زمان شاخساره
مطالعه شد های مختلف مرکبات با ژنوتیپ اگروباکتریوم

مشخص  gfpو  gusهای گزارشگر و با استفاده از ژن
با مدت زمان طولانی باعث حضور  کشتیهمشد که 

ها و ایجاد مقاومت ، در کنار ریزنمونهاگروباکتریومبیشتر 
های القائی کاذب برای رشد و تمایز و فرار شاخساره

درصدِ  12شود که همین عامل، موجب غیرتراریخته می
های تراریخته بوده است مری شاخسارهحالت شی

(Domínguez et al., 2004.) 
 
 گیرینتیجه

عوامل زیادی در موفقیت انتقال ژن به یک گیاه 
دخیل هستند که برخی از آنها در این مطالعه بر روی 
انتقال ژن به گیاه سرسخت لیموترش بررسی شدند. 

این تحقیق، تعیین شرایط بهینه برای  براساس نتایج
توان با نشان داد که می اگروباکتریوممارهای تی

و مدت  600OD 5/0و  4404LBA اگروباکتریوم
زمان تلقیح بهینه برحسب نوع ریزنمونه و با مدت 
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دو روزه، علاوه بر کنترل کامل رشد  کشتیهمزمان 
 انتقال ژن نیز دستدرصد مناسبی از باکتری، به 

یجاد ، امؤثریافت. از عوامل مهم دیگر و بسیار 
های تراریخته، فرصت رشد و شرایطی است که سلول
فرض، عوامل پیش صورتبهتمایز داشته باشند. 

انتخابگر، باعث توقف رشد و یا از بین رفتن 
های غیرتراریخته شده و بدین طریق با انتخاب سلول
های تراریخته، اجازه تمایز و رشد را به آنها سلول

تر از یک خاب، پیچیدهفرایند انت تأثیردهند. ولی می
 بهینه انتخابگرها، به تأثیر. چرا که فرض ساده است

نوع  ،نوع گیاه و ژنوتیپ آن عوامل بسیاری همچون،
ترکیبات هورمونی  ، القایو اندازه ریزنمونه و سن آن

و  هاسلولآنها بر سرعت رشد و تمایز  تأثیرو 
همچنین مکانیسم اثر عامل انتخابگر و بسیاری از 

به  ل محیطی و شرایط کشت بستگی دارد.عوام
همین خاطر انتقال ژن در برخی از گیاهان مانند 
لیموترش، دشوارتر از بقیه گیاهان است و بهینه 
کردن این شرایط امری حیاتی در موفقیت آن خواهد 

ید اصلی این مطالعه، بر روی تأکبود. علاوه بر این، 
است. کمیت و کیفیت انتقال ژن به لیموترش بوده 

بندی نتایج این مطالعه در انتقال ژن به گیاه جمع

کلی استفاده از  طوربهدهد که لیموترش نشان می
تواند بازدهی کوتیل نسبت به میانگره میریزنمونه اپی

 ترنرمرسد بافت یمبهتری داشته باشد. به نظر 
تر کوتیل حساسیت بیشتری نسبت به بافت چوبیاپی

یرتراریخته بهتر با عامل غی هالسلومیانگره داشته و 
روند. همچنین با انتخابگر روبرو شده و از بین می

های زیرین تر مشخص شد که لایهیقدقمشاهدات 
های میانگره زودتر از بین رفته و تا از بین رفتن لایه

بالاتر، فرصتی برای تمایز و مقاومت در برابر عامل 
شود. ه مییرتراریخته دادغی هاسلولانتخابگر به 

همچنین با مقایسه کلی دو عامل انتخابگر مشخص 
تعداد باززایی شاخساره و تعداد  کهاینشد با وجود 

شاخساره تراریخته در محیط فسفینوترایسین بیشتر از 
های حاوی کانامایسین بوده است، ولی با این محیط

یخته در مورد ترارهای وجود بازده تولید شاخساره
ز نظر کمی )درصد تراریختی( و چه کانامایسین چه ا

از نظر کیفی )شیمری نشدن( بیشتر از 
زایی در یشهرفسفینوترایسین است. هرچند 

های رشد کرده در محیط کانامایسین با شاخساره
مشکل مواجه بود، ولی استفاده از تکنیک ریزپیوندی 

 آل باشد. ایده حلراهتواند یک می
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