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  جهت انتقال ژن توسط آگروباکتریوم به پنبهpBI121-Gluلاسمید نوترکیب طراحی و ساخت پ
 

 2 و علی اکبر حبشی3، نادعلی بابائیان جلودار2، مسعود توحیدفر1پور مطهره محسن*
 ،استادیار پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی کرج2، دانشگاه مازندرانگروه زراعت و اصلاح نباتات ارشد  یکارشناسآموخته  دانش1

 و اصلاح نباتات دانشگاه مازندرانزراعت استاد گروه 3

 5/4/86:  ؛ تاریخ پذیرش16/7/85 :تاریخ دریافت
 

 

 چکیده
ها که از اجزای اصلی دیـواره سـلولی           و تجزیه گلوکان   یقارچ  ضد ینی جو با کدکردن پروتئ    ءلوکاناز از منشا  گ 3 و 1بتا  ژن  

 برابـر  دررا   گیاهـان نتیجه مقاومت    ها شده و در تخریب دیواره سلولی قارچر به منج باشند، زا می های بیماری بسیاری از قارچ
 ق مناسب و الحا   ی و ساخت کاست ژن    یاه پنبه، قدم اول طراح    ین ژن به گ   یمنظور انتقال ا   به. دهد افزایش می  ی قارچ یها یماریب

 شـبر یور ابتـدا کاسـت مزبـور بـا افـزودن پ     منظ ـ نیبـد . وم بـود یسـتم آگروبـاکتر  ی انتقال توسـط س  ی برا یدی پلاسم یآن در ناقل  
CaMV35S  انبر  ی و پاNos   باز   ی به چهارچوب خواندن )ORF ( حدواسـط    پلاسمیددر داخل    ژن گلوکاناز pCaMV ه ی ـ ته

 ـدد گردج ـ میسـاز   کلونnptII و   gus یها ن ژن ی ب pBI121 ینرید با ی پلاسم DNA-Tه  یناحسپس در    شد و  پلاسـمید  . دی
 .وم بـه کـار رفـت      یروبـاکتر گستم نوک ساقه پنبه بـه واسـطه آ        یزش مر ی ترار ی، برا pBI121-Glu حاصل موسوم به     نوترکیب
.  با آگروباکتریوم در محیط انتخابی حاوی کانامایسین قرار داده شدند          ی و همکشت  یهای نوک ساقه پنبه پس از جداساز       مریستم

، تراریخته احتمالی محسـوب شـده و   دادند مثبت  پاسخGUSگیاهان باززا شده در محیط انتخابی که به آزمون هیستوشیمیایی        
  .تر اثبات حضور و بیان ژن انجام خواهد شد ای دقیقه ی جهت انجام بررسیمراقبت از آنان تا رسیدن به رشد کاف

 

 GUSسازی، گلوکاناز، هیستوشیمیایی  کلونپنبه،  :ی کلیدهای واژه
 

 مقدمه
گونه های اصلاح ژنتیکی به  پیشرفت و توسعه برنامه∗

ای وابسته به نتایج چگونگی استفاده از ابزارهای  فزاینده
 خارجی به گیاهان DNAانتقال . دستورزی ژنتیکی است

ثرترین روش انتقال ؤم. گیرد با چندین روش صورت می
 1که گیاهان مستعد آن هستند، استفاده از آگروباکتریوم

های مورد نیاز برای انتقال ژن با جایگزینی  ناقل. است
 یاهـد به گـ که بایDNA با قطعاتی از T-DNAخش ـب

                                                 
 mthrhm@yahoo.com:  مسئول مکاتبه- ∗

1- Agrobacterium tumefaciens 

های  آمیز ژن بیان موفقیت. آیند دست می  به،وارد شود
کردن ساختار   پس از انتقال به گیاه نیازمند آماده خارجی

بر توجه به  علاوه. مناسب ژن قبل از انتقال به گیاه است
 5/ های  مناسبی به پایانه3 و پایانبر2توالی ژن بایستی پیشبر

ثر و دلخواه ژن را تضمین ؤ اضافه گردد تا بیان م3/و 
یکی از پیشبرهای گیاهی که به ). 1997هنری، (نماید 
باشد که   میCaMV35Sوجه مطالعه شده، پیشبر  بهترین

 ویروس 35Sژنومی  RNAپیشبر ویروسی،  این

                                                 
2- Promoter 
3- Terminator 
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 1ان خودسرشتیکند و ب ید میکلم را تول موزائیک گل
 یها خصوص در گونه هرا ب تحت کنترل خود یها ژن

 .)2002رانجان،  (دولپه منجر خواهد شد
هـای ترانسفورماسـیون     سازی سیسـتم   ردیابی و آشکار

 مـوردنظر بـا     DNAکـه آیـا      منظور اطلاع از ایـن     گیاه، به 
های میزبان منتقـل شـده اسـت یـا           موفقیت به درون سلول   
هـای   هـا، موسـوم بـه ژن       ای از ژن   خیر، به کمک مجموعه   

گیرد که همراه با ژن هدف در پلاسمید          صورت می  نشانگر
توان بـه دو     ای نشانگر را می   ه نژ. شوند ناقل جای داده می   

. های گزینشگر تقسیم نمـود     گر و ژن   های گزارش  دسته ژن 
 زیـرا   ،ها بررسـی آسـان آنهاسـت       مزیت استفاده از این ژن    

، الکتروفـورز و یـا     DNAبرای تشخیص آنها به استخراج      
، که آنزیم uidA ژن باکتریایی .افی نیازی نیستادیوگرراتو

یکـی از   عنـوان    به نماید، کد می  را) gus(بتاگلوکورونیداز  
 گزارشگر مورد استفاده برای بررسی      ایه نپرکاربردترین ژ 

، آنـزیم   uidAژن  . بیان ژن در گیاهان مطـرح شـده اسـت         
 68بتاگلوکورونیداز را که یک هموتترامر بـا وزن ملکـولی           

 نیـاز دارد، کـد      7-8 مطلـوب    pHتون اسـت و بـه       کیلودال
شـکند و    بتاگلوکورونیـداز، گلوکورونیـد را مـی      . نمایـد  می

ــی    ــی م ــنش رنگ ــک واک ــه ی ــر ب ــود منج ــا nptII. ش  ی
) II ) II-) ´3 (APH فسفوترانسـفراز -3´-آمینوگلیکوزید

ایـن  . باشـد   گزینشگر می هایپرکاربردترین نشانگر یکی از   
ــزیم را ژن ــه nptII  آن  ءمنشــا Tn52 ترانســپوزون از ک

ــه اســت ــی،گرفت ــد م ــد  ک ــدادی از  . نمای ــزیم تع ــن آن ای
، 3هــای آمینوگلیکوزیــدی نظیــر کانامایســین یوتیــکب یآنتــ

 را غیـر فعـال      6مایسـین ارامو و پ  5، جنتامایسـین  4نئومایسین
 اغلــب بــرای غربــال گیاهــان ).2000چــاولا، (ســازد  مــی

ز کشــت گیاهــان ا  در محــیطnptIIتراریختــه حــاوی ژن 
 .گردد یوتیک کانامایسین استفاده میب یآنت

                                                 
1- Constitutive 
2- Transposon Tn5  
3- Kanamycin 
4- Neomycin 
5- Geneticin 
6- Paramomycin 

ت زیـادی بـه   اهـای قـارچی هـر سـاله خسـار          بیماری
طــولانی بــودن . نماینــد محصــولات کشــاورزی وارد مــی

های سنتی اصلاحی برای ایجـاد گیاهـان مقـاوم بـه              روش
های قارچی از یک سو و مشکلات مصرف سـموم            بیماری

زیست شده  محیطشیمیایی که پرهزینه بوده، باعث آلودگی     
ردنـد، از   گ یزا کـم اثـر م ـ      دلیل تکامل عوامل بیمـاری     و به 

هـای    سویی دیگـر، بیـانگر نیـاز و اهمیـت اسـتفاده از ژن             
هـای جدیـد و کارآمـد بـرای مقـاوم             آوری مقاومت و فـن   

در حال حاضر   . های قارچی است    نمودن گیاهان به پاتوژن   
ت از مشـکلات اصـلی زراع ـ     ، 7بیماری قارچی ورتیسیلیوم  

 نســبتاً خشــک یهــا پنبــه در منــاطق تحــت آبیــاری اقلــیم
 30 تـا    20ریز   کاهش محصول ناشی از تیپ برگ     . اشدب یم

 درصـد بـرآورد     50  تـا  10 درصد و در تیپ غیربرگ ریـز      
 20 تـا    15 در ایـران     SS4 میزان خسارت تیپ     .شده است 
ــین زدهدرصــد  ــده اســتتخم ــدا ( ش  ).1993زاده، ...حم

کـردن    برومایـد یـا مخلـوط      لضدعفونی خاک با گـاز متی ـ     
میزان مصرف متیل  (بروماید و کلروپیکرین با دز قوی        متیل
 200-400بروماید بستگی به نـوع خـاک دارد و بـین             

و در عمق زیاد و کشیدن ورقه       ) کیلو در هکتار متغیر است    
موجـب از    توانـد   در روی خـاک مـی      تـیلن ا یپلپلاستیکی  

وش بسـیار زیـاد     رفتن بیماری شود ولی هزینـه ایـن ر         بین
هـای خـاک در      بوده و اثرات زیانباری نیز روی ارگانیسـم       

 داشته و آلودگی محیط را نیـز بـه همـراه            8ناحیه ریزوسفر 
بنـــابراین بهتـــرین روش در کنتـــرل پژمردگـــی    . دارد

توحیـدفر و    (ورتیسیلیومی پنبه کشـت رقـم مقـاوم اسـت         
های پاسخ دفـاعی      تاکنون تعدادی از ژن   . )2003همکاران،  

نماینـد،   قـارچی راکـد مـی      هـای ضـد     یاهان که پـروتئین   گ
هـای کدکننـده      اند که از جملـه آنهـا، ژن         شناسایی گردیده 

 کـه   ،باشـند   مـی  PRی یا   یزا های مربوط به بیماری     پروتئین
ها بـوده     های اصلی این پروتئین      یکی از گروه   PR-2گروه  

های قارچی    و بیان آن در گیاهان مقاومت آنها را به پاتوژن         
 خـانواده   .طور مستقیم یا غیرمستقیم افـزایش داده اسـت         هب

                                                 
7- Verticillium dahlae 
8- Rhizosphere 
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 گلوکانازهــا -3 و 1 - از جملــه بتــاPR-2هــای  پــروتئین
، )E.C.3.2.1.39گلوکانـاز    بتـا  -3 و 1 - اندو -گلوکان(

هـا کـه      گلیکوزیدی را در بتاگلوکـان     - دی -پیوندهای بتا 
ــا  یکی از اجزای اصلی دیواره سلولی بسیاری از قارچ هـــ

گلیکوهیـدرولازها بـه دو    .کننـد  د، هیـدرولیز مـی    باشـن  می
مسـتقیم، یعنـی از طریـق       : کننـد   روش متفاوت عمـل مـی     

ــا  تخریب دیواره سلولی عامل بیماری ــتقیم بـ زا و غیرمسـ
تواننـد   آزادسازی مواد مشتق از دیواره سلولی قارچ که می        

های دفاعی عمـل کننـد       ای واکنش ه هکنند عنوان تحریک  به
 یهـا   در حال حاضر اکثـر اسـتراتژی      ). 1999لبنر و مینز،    (

های قارچی، روی     مقاوم به بیماری   1تولید گیاهان تراریخته  
  و 3 نظیر کیتینـاز   PR2های   های کدکننده پروتئین   معرفی ژن 

ــد  یا سایر پروتئین4 گلوکاناز3 و 1بتا  ــای ضــ  قارچیهــ
، PR ی خـارج  یهـا   ژن یگیاهـان دارا  . متمرکز شده است  

 PRهای    چند ژن کدکننده پروتئین    طور ساختاری یک یا    به
را بیان کرده که ممکن است به این طریق در مقابل بعضی            

  .زا محافظت شوند عوامل بیماری
 نسبت  یدار یطور معن  اگرچه میزان انتقال ژن به پنبه به      

ــزارش  ــه گ ــا ب ــه یه ــاران،  ( اولی ــولین و همک ؛ 1988ی
 ،)2003؛ توحیـدفر و همکـاران،       1993 و دبر،    یفیروزآباد

 یافزایش یافته است ولی باز هم درصد انتقـال ژن بیشـتر           
چنـدین عامـل بـر کـارآیی انتقـال ژن اثـر              .موردنیاز است 

 نـژاد بـاکتری،     تـوان  از جمله ایـن عوامـل مـی       گذارند،   یم
عنـوان مثـال     بـه (کشـت    در محـیط  کردن مواد فنولی     اضافه

، ایجاد زخم   )1991گودوین و همکاران،    () 5استوسرینگون
نورلی  ( با آگروباکتریوم  یساز  پیش از آلوده    هدف در بافت 

 روش مناسـب انتخـاب    بـردن  ارک ه ب و) 1996و همکاران،   
تا بـه   .  را نام برد   های تراریخته از بافت غیرتراریخته     سلول

هایی   حال در انتقال ژن با آگروباکتریوم به پنبه از ریزنمونه         
 8لی و سوسپانسـیون سـلو     7ها  ، کوتیلدون 6ها مثل هیپوکوتیل 

                                                 
1- Transgenic plant 
2 - Pathogenesis Related Protein 
3- Chitinase 
4- Beta 1,3- glucanase 
5- Acetosyringone 
6- Hypocotyls 
7- Cotyledons 

 ی؛ فیروزآبـاد  1988یولین و همکاران،    (استفاده شده است    
محدودیت ). 1996؛ راجیسکاران و همکاران،    1993و دبر،   
ها میزان باززایی کم و وابسته بـودن آنهـا بـه              نمونه این ریز 

 فقط در تعـداد محـدودی     یطوریکه باززای  ژنوتیپ است به  
بـا بـه وجـود آمـدن سیسـتم          . از ارقام ممکن بـوده اسـت      
 پنبه این امکان به وجود آمـد       هباززایی از مریستم نوک ساق    

پـذیر   تا انتقال ژن به هر ژنوتیپ در زمـان کوتـاهی انجـام            
 .)1999زاپاتا و همکاران،  (شود
 حامـل ژن گلوکانـاز   دیه پلاسم یق با هدف ته   ین تحق یا
ن بود  یتلاش بر ا  . زش پنبه انجام شد   ی استفاده در ترار   یبرا

 : و ساخته شود کهی طراحیورد مزبور طیکه پلاسم
افـت  ی ژن گلوکانـاز بـا در      ی بـرا  ی مناسب ی کاست ژن  )الف

ان ی ـ تـا ب   تهیـه گـردد    Nosانبر  ی و پا  CaMV35Sشبر  یپ
 .دین نمایمأاه تیدر گرا خودسرشت ژن موردنظر 

 9یـک ناقـل    T-DNAه  ی گلوکاناز در ناح   یکاست ژن ) ب
ســتم ی بــا ساناهــیزش گیــ تراری بــرایپلاســمیدمناســب 

 . گرددیساز وم کلونیباکترآگرو
 ـ ا یابی ژن گلوکاناز بتواند رد    ی ساخته شده برا   ناقل )ج ن ی

 یهــا  تنهــا بــا اســتفاده از ژن،هختــیاهــان تراریژن را در گ
 ی ملکـول  یاز به آنالیزها  یگر و بدون ن    نشیگر و گز   گزارش

، در مراحل   12 و وسترن  11رنساد یگذار لکه،  PCR10ر  ینظ
 .دی نماتسهیل یی، باززاییابتدا

 
 ها مواد و روش

در ایـن   :  و پلاسمیدهای مورد استفاده    های باکتری  سویه
 XLI-blue (Cinna سـویه  E. coliتحقیق از باکتری 

Gen B76-50c)   و آگروبـاکتریوم سـویه LBA 4404 
 .استفاده شد

  شــاملدر ایــن تحقیــقپلاســمیدهای مــورد اســتفاده 
 حامـل ژن گلوکانـاز   pCAMBIA 1390پلاسمیدهای، 

ا نشانگر انتخابی مقاومت بـه کانامایسـین، پلاسـمید          جو، ب 
                                                                       
8- Cell suspension 
9- Vector 
10- Polymerase Chain Reaction 
11- Southern blot 
12- Western blot 
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pCaMV) بـا نشـانگر    )  مرکز ملی مهندس ژنتیک    یاهدای
 و  CaMV35Sسـیلین، پیشـبر      انتخابی مقاومت به آمپـی    

 gus حاوی ژن    pBI121 و پلاسمید باینری     Nos پایانبر
عنـوان    بـه Nos بـا پیشـبر     nptIIو ژن    35Sتحت پیشبر   

هـای    آنـزیم . بـود  به کانامایسـین      مقاومت 1نشانگر انتخابی 
ــه ــه در ایــن تحقیــق از شــرکت   ب ــه Rocheکــار رفت  تهی

 . گردیدند
چـارچوب  : pBI121-Gluساخت پلاسمید نوترکیـب     

ــدن ــازیخوانـــ ــاز در پلاســــ ـ2 بـــ ید م ژن گلوکانـــ
pCAMBIA1390       یاه ـ م بین جایگـاه شناسـایی آنـزی 

BamHI ــدای ژن و ــای ژن ، BglII در ابت ــرار در انته ق
 35Sکردن پیشـبر     منظور اضافه   به ).الف -1ل  شک (داشت

 Nosپایـانبر   افزودن   ژن و همچنین     ORF از   5/ ی انتها به
 اسـتفاده   pCaMV حدواسط   پلاسمیدآن، از    3/به انتهای   

 که آن را    pCaMV ناقل پلاسمیدی ویژگی اصلی   . گردید
، کـرد   می حدواسط برای هدف ما مناسب       پلاسمیدعنوان   به

، بین پیشـبر    BamHIمحدودکننده  وجود تک محل آنزیم     
   و مهمتر از آن وجود دو محل برشـی         ناقلو ترمیناتور این    

 یکـی قبـل از پیشـبر و    HindIIIبرای آنزیم محدودکننده   
 این بدان معنی است که اگـر        ،دیگری بعد از پایانبر آن بود     

 این پلاسـمید    BamHI موردنظر را در محل      ORFبتوان  
کاست کامل ژن بـا دریافـت       امکان خارج کردن    ، وارد کرد 

 فراهم خواهد شـد     HindIIIتوسط آنزیم   ، پیشبر و پایانبر  
هـای   کـه آنـزیم    بنابراین با توجه بـه ایـن      ). ب -1شکل  (

BamHI و BglII  ــتند ــازگار هس ــا س ــازی ،  انته جداس
ــزیم از   ــن دو آنـ ــا ایـ ــاز بـ ــمیدیگلوکانـ ــل پلاسـ  ناقـ

pCAMBIA1390    های سازگار در      منجر به ایجاد پایانه
 انتهای ژن خواهد شـد کـه توانـایی ورود بـه جایگـاه               دو

BamHI از پلاسمید pCaMVآورد دست می  را به. 

 ناقــل در گلوکانــازســازی ژن   جهــت کلــون،بنــابراین
pCaMV ، ــمید ــدا پلاس ــا دو pCAMBIA1390ابت  ب

قطعــه . )2شــکل  ( هضــم شــدBglII و BamHIآنــزیم 

                                                 
1- Selectable marker 
2- Open Reading Frame (ORF) 

، از روی ژل آگـارز    ،  بـود  bp 1257 کـه    ORFمربوط به   
 BamHI نیـز توسـط      pCaMV ناقـل . سازی شد   خالص

هضم شده و جهت جلوگیری از خود اتصالی پلاسـمیدی          
پـس از انجـام   . با استفاده از آلکالین فسفاتاز دفسـفره شـد     

هـای    مخلـوط حاصـل بـه داخـل بـاکتری         ، واکنش اتصال 
.  شد 4تراریزش، 3 با استفاده از روش شوک حرارتی      مستعد
 75حاوی   LB5  محیط انتخابی  های تراریخته روی    باکتری
هـای    کلنی .سیلین تشکیل کلنی دادند    گرم در لیتر آمپی    میلی

منظور تأیید حضور و     پس از استخراج پلاسمید به    ، حاصل
بــدین منظــور از . شــدند نیــز صــحت جهــت ژن بررســی 

شـکل   ( اسـتفاده گردیـد    BamHI و   HindIIIای  ه مآنزی
3(. 

ــحیح    ــت ص ــه در جه ــاز ک ــب گلوکان  در ژن نوترکی
کلون شـده بـود، توسـط آنـزیم           ساب pCaMV پلاسمید

HindIII         سـازی شـد      جدا و از روی ژل آگـارز خـالص. 
 HindIIIنیز بـا    )  د -1شکل  ( pBI121 ناقل پلاسمیدی 

هضــم آنزیمــی شــد و جهــت جلــوگیری از خوداتصــالی 
فسـفاتاز   بـا آنـزیم آلکـالین      فسفرزداییپلاسمیدی مراحل   

 هکـنش اتصـال و تراریخت ـ  پس از وا. روی آن انجام گرفت  
پس از استخراج ، های حاصل کلنی، E. coli کردن باکتری

شـکل  ( بررسی شدند    گلوکانازپلاسمید از نظر حضور ژن      
ــب  ) 4 ــمید نوترکی ــد  pBI121-Gluو پلاس ــاخته ش  س
 ).5 -1شکل (

های  استخراج پلاسمید، واکنش هضم با آنزیم
، 6ای مستعده ی، تهیه باکترIIاندونوکلئاز نوع 

با استفاده از روش شوک  اه یکردن باکتر تراریخته
طبق  و فسفرزدایی، 7اتصال، واکنش حرارتی

 .انجام شد) 2000(های سمبروک و راسل  دستورالعمل

                                                 
3- Heat shock 
4  - Transform 
5- Luria-Bertani  
6  - Competent 
7  - Ligation 
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CAMBIA1390-Gluالف: نقشه پلاسمید 

 pCaMVب : نقشه پلاسمید  BglII و BamHIهضم با دو آنزیم 

ORF گلوکاناز جدا شده از pCAMBIA1390 
(خالص سازی از روی ژل آگارز) 

 و دفسفره BamHIهضم با آنزیم 
 با آلکالین فسفاتاز

 و خالصسازی HindIIIج: هضم با آنزیم 
 و HindIII: هضم آنزیمی با pBI121 د: نقشه پلاسمید  کاست ژن گلوکاناز از روی ژل آگارز 

 فسفرزدایی جهت جلوگیری از خوداتصالی 

pBI121-Gluه: نقشه فیزیکی پلاسمید نوترکیب 

 

11355

 
 .pBI121-Gluنمای شماتیک ساخت پلاسمید  -1شکل 
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 .Bam HI و Bgl IIهای   حامل  ژن گلوکاناز با آنزیمpCAMBIA1390-Glu هضم آنزیمی پلاسمید -2شکل 

 )DNA) 1Kb Plus DNA Ladder  نشانگر ملکولی تعیین اندازه -1
 .BamHI و Bgl II های  با آنزیمpCAMBIA1390-Glu هضم آنزیمی پلاسمید  -2

 

 
 .BamHI و Hind IIIجهت ژن با ورود و منظور بررسی  به pCaMV هضم آنزیمی پلاسمیدهای نوترکیب -3 شکل

 BamHI و HindIIIهای  ژن را دریافت کرده بودند با آنزیم هایی که بررسی ورود و جهت ژن در کلنیمنظور  هضم آنزیمی به

1Kb Plus DNA Ladder 
 

 
  ژن منظور بررسی حضور حاوی ژن گلوکاناز به pBI121-Glu هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب -4شکل 

 )1Kb Plus DNA Ladder(نشانگر اندازه ملکولی 

 منظور بررسی حضور ژن  بهHindIIIسمیدهای نوترکیب، با آنزیم  پلا4هضم آنزیمی 
 عنوان شاهد اندازه ژن گلوکاناز  بهHindIII با آنزیم pCaMV-Gluهضم آنزیمی پلاسمید 
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 )  نمونه را به رنگ آبی درآورده استgusتظاهر ژن  ( pBI121-Glu حاوی پلاسمید  آگروباکتریوم باکتری-5شکل 
 .)شود  تغییر رنگ در نمونه مشاهده نمیgusدلیل عدم تظاهر ژن  به (X-glucوم فاقد پلاسمید  به عنوان شاهد در محلول باکتری آگروباکتری

  
در این تحقیق از بذور پنبه ارقام ساحل و  :مواد گیاهی

. ورامین دریافتی از مرکز تحقیقات گرگان استفاده گردید
 20حاوی  دقیقه در آب استریل 15 تا 10مدت  بذرها به

به . قرار داده شدند) وایتکس(دیم س تدرصد هیپرکلری
 نیز به مایع 20لیتر آب، یک قطره توئین   میلی100ازای هر 

. ضدعفونی اضافه شد و هر چند دقیقه تکان داده شدند
پس از سه بار آبشویی با آب استریل، بذرها روی کاغذ 

زنی  های حاوی محیط جوانه صافی خشک شده و به لوله
 گرم در 30 غلظت کامل بدون ویتامین، MS 1های  نمک(

و سپس به ) =pH 8/5 گرم در لیتر آگار با 8لیتر ساکارز، 
 . گراد منتقل گردیدند  درجه سانتی28تاریکی و دمای 

 11 تا 7جداسازی مریستم پس از : ها جداسازی مریستم
، از )2004(روز به کمک میکروسکوپ به روش جیِانگ 

چون باززایی . ده انجام گرفتز هجوانای ه هنوک ساق
تر از باززایی  متر مشکل های کوچکتر از یک میلی مریستم
ها  باشد، سعی شد که مریستم می  تر های بزرگ مریستم

ها روی  مریستم. صورت کامل و درشت جدا شوند به
گرم در لیتر  میلی MS ،100های  نمک(دهی  محیط شاخه

 5/0 در لیتر تیامین، گرم  میلی5/0اینوزیتول، ـ مایو
گرم در لیتر   میلی5/0گرم در لیتر نیکوتینیک اسید،  میلی

رم در لیتر گ ی میل1/0 درصد سوکروز، 3پیرودوکسین، 
مدت دو  به) pH =8/5 گرم در لیتر فیتاژل با 2/2کینیتین و 

 .روز پرورش داده شدند

                                                 
1- Murashige and Skoog 

  :همکشتی با آگروباکتریوم و باززایی گیاهان تراریخته
مایع همراه با  LB لیتر از  میلی5ی از باکتری در یک کلن

 mgl-1 75 کانامایسین و mgl-1 50(های لازم  بیوتیک آنتی
گراد و با دور   درجه سانتی28در دمای ) سین آمپی ریف
rpm 220لیتر از کشت  سپس یک میلی.  قرار داده شد

بیوتیک   مایع بدون آنتی LBلیتر،  میلی25باکتری در 
 ساعت قرار دادن در دور و 3د و پس از سازی ش رقیق

 میکرومولار 100دمای مذکور، استوسرینگون به غلظت 
به کشت دوباره  مایع، LBلیتر محیط   میلی25به همراه 

 به  OD600nmها اضافه گردید و تا رسیدن اولیه باکتری
. ها دوباره در دور و دمای مذکور قرار گرفتند ، باکتری6/0

روز پیش جداسازی شده و در محیط هایی که دو  مریستم
MS قرار داده )گرم در لیتر  میلی1/0( همراه با کینیتین 

 همراه با MSزنی به محیط  پس از زخم، شده بودند
 2میکرومولار استوسرینگون، منتقل شده و با  100

سازی  ، آلوده=OD600nm 6/0میکرولیتر آگروباکتریوم با 
 درجه 28ی و دمای  روز، در تاریک2سپس به مدت . شدند
بعد از همکشتی، . گراد، پرورش داده شدند سانتی
 50علاوه   بهMSها به محیط انتخابی، حاوی  مریستم
گرم در لیتر   میلی250گرم در لیتر کانامایسین و  میلی

هایی که با باکتری تلقیح  مریستم. سفاتاکسیم منتقل شدند
خابی  انتMSعنوان شاهد منفی در محیط  نشده بودند به

گراد و با   درجه سانتی28ها در دمای  پتری. قرار گرفتند
 3واکشت هر .  ساعت پرورش داده شدند18فتوپریود 
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که نمونه  این کار تا زمانی. هفته یک بار، انجام گرفت
هایی که سبز  سپس نمونه. شاهد از بین برود، ادامه یافت

 GUSباقی مانده بودند تحت آزمایش هیستوشیمیایی 
 .گرفتندقرار 

؛ 1991گودوین همکاران، (های قبلی  بررسی
نشان ) 2002؛ یاو، 2001 و 1999سونیکومار و همکاران، 

عنوان یک ماده  داده بود که استفاده از استوسرینگون به
اشد، در ب یثر مؤ مvirهای  فنلی که در القاء عمل ژن

این ماده در غلظت . ثر استؤیی انتقال ژن مآافزایش کار
شده  بر استفاده در کشت رقیق مولار علاوه  میلی100نهایی 
ها نیز مورد استفاده  ها، در محیط همکشتی مریستم  باکتری

ثر در کارایی انتقال ژن ؤاز دیگر عوامل م .قرار گرفت
ها عنوان شده است  زنی مریستم تیمار زخم پیش

؛ نورلی و همکاران، 1996راجیسکاران و همکاران، (
سازی با باکتری ابتدا  ها قبل از مرحله آلوده مریستم). 1996

زنی شده و روی محیط  توسط سوزن استریل و تیز، زخم
. شدند همکشتی حاوی استوسرینگون قرار داده می

تر مریستم  های پایین زنی دسترسی باکتری را به لایه زخم
که قسمت اعظم بافت جدید را تشکیل ) رگه زایشی(

). 1989سوسکس، ( داشتدهد، افزایش خواهد  می
 روز در محیط 11 تا 9های جداشده از گیاهانی که  مریستم
زنی بذر قرار داشتند، دارای باززایی بهتری نسبت به  جوانه

استفاده از . شدند هایی بودند که زودتر جدا می مریستم
 نیز در افزایش کارایی انتقال =6/0OD600nmباکتری با 

 ).2004جیانگ، (باشد  ثر میؤژن م

: گلوکورونیداز آمیزی برای ارزیابی تظاهر ژن بتا گرن
های تراریخته  برای نمونه GUSآزمایش هیستوشیمیایی 

 به روش X-glucاحتمالی با استفاده از سوبسترای 
روی  GUSآنزیم . انجام گرفت) 1987(جفرسون 
ورده واکنش به آ اثر گذاشته و فرX-gluc سوبسترای

اجزای . نماید ه تظاهر میهای تراریخت  رنگ آبی در نمونه
آمیزی برای بررسی تظاهر ژن  دهنده محلول رنگ تشکیل

gus  شاملX-gluc ،889گرم در لیتر؛ کلرامفنیکل،   میلی
 5، )یک مولار (NaH2PO4گرم در لیتر؛   میلی100

گرم در لیتر   میلی1، 1001-گرم در لیتر؛ ترایتون ایکس میلی
در این .  بود8تا  7بر  براpHلیتر با   میلی20، 2و متانول

 به قطعه X-gluc میکرولیتر از محلول 100 تا 30روش 
ها   های باززا شده اضافه شد و نمونه کوچکی از برگ نمونه

گراد قرار   درجه سانتی37 ساعت در دمای 24به مدت 
 . داده شدند

 
 نتایج و بحث

اسـتخراج  : pBI121-Gluساخت پلاسمید نوترکیـب     
-XLI سویه E. coliهای   کتری از باpCaMVپلاسمید 

blue     یلین تشـکیل کلنـی داده      س ی که در محیط حاوی آمپ
.  گلوکاناز بررسـی گـردد     ORFبودند، انجام شد تاحضور     

منظــور بررســی ورود ژن گلوکانــاز بــه پلاســمید      بــه
pCaMV توان از برش با آنزیم       ، نمیBamHI   و BglII 

انتهای  در   BamHI استفاده کرد زیرا محل شناسایی آنزیم     
ژن، در اثر اتصال با انتهای آزاد ایجاد شـده توسـط آنـزیم              

BglII            قابل شناسایی توسط هیچ کدام از ایـن دو آنـزیم ،
ید ورود ژن و نیز بررسی جهت      أیبنابراین برای ت  . باشد نمی

 .    استفاده گردیدHindIII و BamHIهای  آن از آنزیم
ه  را با جهت صحیح دریافت کرد      ORFهایی که    کلنی

 HindIII و   BamHIهـای    برش بـا آنـزیم    بودند پس از    
 مـورد انتظـار را   bp 437 وbp 2600،bp 1486بانـدهای  

 با جهـت عکـس وارد   ORFهایی که   کلنی ظاهر کردند و  
را  bp 219و bp 2600،bp  1700 بانـدهای  آنها شده بود
 ).3شکل . (نشان دادند
 با جهـت   pCaMVهایی که دارای پلاسمیدهای      کلنی
هــای  چاهــک: 3شــکل ( گلوکانــاز بودنــد ORFح صــحی

موسوم به پلاسمید   ) 18 و   12،  11،  10،  9،  8،  2،  1شکاره  
، بــا آنــزیم  )ج -1شــکل  (pCaMV-Gluنوترکیــب 
HindIII        35پیشبر  ( هضم و کاست کامل ژن گلوکانازS 

 +ORF ــاز ــانبر +  گلوکان ــارز )Nosپای ، از روی ژل آگ
 هضـم   HindIII نیـز بـا      pBI121. سازی گردیـد   خالص

                                                 
1- Triton X-100 
2- Methanol 
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پـس از واکـنش اتصـال و تراریختـه کـردن            . آنزیمی شـد  
 50 حـاوی  LBهای نوترکیب روی محیط     کلنی، ها باکتری
گرم بر لیتـر کانامایسـین تشـکیل شـدند کـه پـس از                میلی

 حاصل و بررسی ورود ژن      های استخراج پلاسمید از کلنی   
های دارای پلاسمید    ، کلنی HindIIIتوسط هضم با آنزیم     

 ).4شکل ( غربال گردیدند pBI121-Gluب نوترکی
ژن به پنبه با استفاده از آگروبـاکتریوم و مریسـتم            انتقال

ابتدا پس از تراریخته کردن اگروباکتریوم سویه   : نوک ساقه 
LBA4404 بــا پلاســمید نوترکیــب pBI121-Glu بــه 

ــاد  ــاران، (روش ذوب و انجمـ ــن )1988آن و همکـ ، ایـ
حضــور . بررســی شــد gusپلاســمید از لحــاظ بیــان ژن 

-pBI121پلاسمید با قرار دادن باکتری حاوی پلاسـمید         

Glu  عنـوان شـاهد، در      هـای فاقـد پلاسـمید بـه         و باکتری

 و آبی رنگ شدن سوبسترا در اثر فعالیت         X-glucمحلول  
 ایجاد شـده    gusآنزیم بتاگلوکورونیداز که در اثر بیان ژن        

 ).5شکل (ید گردید أیاست، ت
ــه ــای مری ریزنمون ــا   ه ــتی ب ــت همکش ــه تح ــتم ک س

آگروباکتریوم حاوی پلاسمید مزبور قرار گرفتـه بودنـد در          
محیط انتخابی حاوی کانامایسین قرار داده شدند و هر سه          

هـای بـاززا شـده       ریزنمونه. هفته یک بار واکشت گردیدند    
، در مراحــل )6شــکل (روی محــیط حــاوی کانامایســین 

 قـرار   GUSابتدایی رویش تحت آزمـون هیستوشـیمیایی        
گرفتند که از میان آنها یک نمونه باززا شده از رقم ورامین، 

-X را در محـیط      35S تحت کنتـرل پیشـبر       gusبیان ژن   

gluc      ثبات رنگ آبی پس از      ).7شکل  ( در برگ نشان داد 
 .مدت طولانی حفظ شد قرار دادن نمونه در الکل به

 
 

 
 .ورامین های باززا شده رقم  مریستم-6شکل 

 
 

12

 
  سنجیGUS برگ گیاه باززا شده روی محیط حاوی کانامایسین پس از آزمون -7شکل 

 ) نمونه را به رنگ آبی درآورده استgusتظاهر ژن  ( گیاه تراریخته-1
 )شود  تغییر رنگ در نمونه مشاهده نمیgusبه دلیل عدم تظاهر ژن  ( گیاه شاهد-2
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منظور تراریزش پنبه، یک سیستم باززایی مطمـئن و          به
ــاز اســت  ــق . مســتقل از ژنوتیــپ موردنی ــاززایی از طری ب

 تنهـا   زیـرا  ، اسـت  ی مشـکلات  یزایی سـوماتیکی دارا    جنین
 چـون  تعداد کمی از ارقام قادرند از این طریق باززا شـوند    

صـورت   های گروه کوکر هستند که امروزه بـه          واریته بیشتر
). 1998فنــگ و همکــاران، (شــوند  ی کاشــته نمــیتجــار
 یت ژنـوتیپی، بسـیاری از گیاهـانی کـه از          بر محدود  علاوه
 نرمـال   ،شـوند   زای سوماتیکی بـاززا مـی       های جنین   کالوس
این مشـکلات و    ). 1996راجاسکاران و همکاران،    (نیستند  
ــت ــن روش را در     وق ــاربرد ای ــن روش ک ــودن ای ــر ب گی

ایجـاد  . کنـد   بیوتکنولوژی پنبـه و اصـلاح آن محـدود مـی          
 امکـان   ، اگروبـاکتریوم  سیستم انتقال ژن مریستم به واسطه     

هر نوع تغییر در ژنوتیپ را بدون وابستگی به نوع ژنوتیپ           
از آنجایی که   ). 1999زاپاتا و همکاران،    (فراهم کرده است    

 پتانسـیل بـاززایی پـایینی       ،های زراعی پنبـه     اغلب ژنوتیپ 
باشــد،  دارنــد و دســتکاری ژنتیکــی در آنهــا مشــکل مــی 

ریستم که چنـدان بـه      سازی باززایی از طریق کشت م       بهینه
باشد و مدت زمان بـاززایی را کـاهش           ژنوتیپ وابسته نمی  

توحیـدفر و همکـاران،     (رسـد    نظـر مـی     مناسب به  ،دهد می
از مریستم نوک   استفاده  ) 1999(زاپاتا و همکاران    ). 2003

 بـرای انتقـال      را گروبـاکتریوم آساقه برای انتقال ژن توسط      
ــای  ژن ــبر gus و nptIIهـ ــت پیشـ  ،CaMV35S تحـ

 یبردن ترکیب ـ  کار در این تحقیق، با به    . ند بود گزارش کرده 
 انتقـال ژن توسـط محققـین        یسـاز  از شرایطی که در بهینه    

ها بـه    در بخش مواد و روش    (مختلف به اثبات رسیده بود      
 بــه گیــاه ی، توانســتیم در مــدت کوتــاه)آنهــا اشــاره شــد

 . موردنظر دست یابیمهتراریخت
خت پلاسـمید حامـل ژن   طراحی و سااز سویی دیگر،  

گلوکاناز، امکان ردیابی آسـان و سـریع گیاهـان تراریختـه            
ــراهم آورد    ــاززایی ف ــه ب ــل اولی ــالی را در مراح از . احتم

 پیشبر(همراه نواحی تنظیمی خود  ژن گلوکاناز بهکه  آنجایی
CaMV35S و ترمینـــاتور Nos( ، بـــین ژن گزینشـــگر

nptII        در مرز راست و ژن گزارشگر gus   چـپ    در مـرز 
ای  شـده  سازی گردید، گیاهان باززا    کلون T-DNAناحیه  

که در محیط حاوی کانامایسین رشـد کـرده و بـه آزمـون              
 ژن ،دهند، به احتمال   پاسخ مثبت می   GUS هیستوشیمیایی

 و gus هــای کــه در فاصــله ژنرا ) گلوکانــاز(نظــر  مـورد 
nptII با توجـه بـه     . اند  نیز دریافت کرده   ،سازی شده   کلون

بسـیار  پنبه،  شده از مریستم نوک ساقه       ه گیاهان باززا  ک این
شـوند، تشـخیص     دار مـی   کند رشد بوده و به سختی ریشه      

هـای اولیـه رشـد بـرای      گیاهان تراریخته احتمـالی در مـاه      
 وقـت و دقـت و       توانـد  و می محقق بسیار مهم خواهد بود      

 را صـرف رسـیدگی و پـرورش ایـن گیاهـان             کار بیشتری 
یابنـد و دارای      بـه رشـد کـافی دسـت       ارزشمند نموده تـا     

ای مناسبی برای انتقال به گلـدان شـده و بـه             سیستم ریشه 
کـه گیاهـان     علـت ایـن    بـه . مراحل بلوغ و بذردهی برسند    

حاصل از مریستم نوک ساقه پنبه حتی تا چندین ماه پـس            
، 6شکل   (مانند از باززایی بسیار ظریف و کوچک باقی می       

، )دهد  را در ماه سوم نشان می      نمونه باززا شده رقم ورامین    
های ملکولی،  زهای کوچک جهت آنالی    جداسازی این برگ  

یف و ناتوان شدن بیشـتر گیـاه شـده و چـون             عموجب ض 
ممکن است گیاهان تراریخته از دست برونـد، جداسـازی          

تا زمان رسـیدن گیـاه      برگ برای بررسی رویداد انتقال ژن،       
 مسـتقیم   PCRاز طرفـی    . گـردد   توصیه نمی  به رشد کافی  

روی قطعه کوچکی از برگ پنبـه و بـدون انجـام مراحـل              
ــتخراج  ــهDNAاس ــالایی از      ب ــطوح ب ــود س ــل وج دلی

ایی نظیر پنبه، مناسب    ه هها در گون   فنل اکاریدها و پلی  س یپل
ای  این ترکیبات یـک مـاتریکس ژلاتینـی قهـوه         . باشد نمی

آورند کـه در هضـم       سازی به وجود می    رنگ در طی آماده   
DNA   مراحل   وPCR   ولـی بـرای     ،کند  تداخل ایجاد می 

 حتی قطعه کوچکی از     GUSانجام آزمون هیستوشیمیایی    
، DNAیک برگ نیز بدون نیاز به انجام مراحل اسـتخراج        

بنـابراین نیـاز بـه نمونـه گیـاهی کمتـر در             . کند کفایت می 
های گزارشگر، نسـبت بـه آنالیزهـای ملکـولی،           ردیابی ژن 

از سویی دیگر   . باشد تم ردیابی می  یکی از مزایای این سیس    
از بین رفتن تعداد زیادی از گیاهـان غیرتراریختـه نیـز در             

. انجامـد  محیط حاوی کانامایسین تا چندین ماه به طول می        
ضـعف حاصـل از     . شوند این گیاهان به تدریج ضعیف می     
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ــاززایی روی محــیط حــاوی    ــا ضــعف ب ــودن ب ــاوم نب مق
شود، قابـل     نیز شامل می   کانامایسین که گیاهان تراریخته را    

ــه حضــور کانامایســین در    تشخیص نبوده و از آنجایی ک
 و رشـد  سـاقه   داری طویل شـدن      طور معنی  کشت به  محیط
و برای القای   ) 2004جیانگ،  ( را با کندی مواجه کرده       گیاه

کشت گیاه حذف گردد،     ریشه نیز باید کانامایسین از محیط     
 GUSسط آزمون   با تشخیص گیاهان تراریخته احتمالی تو     
تـوان آنهـا را روی       سنجی در مراحـل اولیـه بـاززایی مـی         

کشت بدون کانامایسین قرار داده تا دچـار کنـدی و            محیط
ایـن روش غربـالگری، امکـان       . شدن رشد نگردند   متوقف

ــه  ــان تراریخت ــر   تشــخیص و حــذف گیاه ــه در اث ای را ک
 ممکـن اسـت تنهـا ژن        T-DNAالحاق کامل ناحیـه      عدم

nptIIریافــت کــرده و بنــابراین روی محــیط حــاوی  را د
کانامایسین به رشد خود ادامه داده ولی فاقد ژن مـوردنظر           

، GUSباشند نیز با منفی بودن آزمون هیستوشـیمیایی          می
هنگـام گیاهـان تراریختـه       با تشـخیص زود   . کند فراهم می 

ــی  ــوردنظر، م ــالی دارای ژن م ــوان  احتم ــر ت ــان دیگ گیاه
ل اولیـه بـاززایی حـذف نمـود و          غیرتراریخته را در مراح   

ای که صرف نگهداری آنها شـده        حجم کار، وقت و هزینه    
های ملکولی برسـند و   تا به میزان رشد کافی جهت بررسی     

هزینه اضافه آنالیزهای ملکولی روی گیاهـان غیرتراریختـه         
تـر اثبـات     های ثانویه و دقیـق     ررسیمسلماً ب . را کاهش داد  

، PCRنــوم گیــاه نظیــر حضــور، الحــاق و بیــان ژن در ژ
سـنجی در    گذاری سادرن، وسترن و زیسـت      آنالیزهای لکه 

هـای بعـدی ایـن گیاهـان         تر رشد و نسـل     مراحل پیشرفته 
 .تراریخته مثبت اولیه، نیاز خواهد بود
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Abstract 

Beta 1, 3-glucanase gene derived from barley encodes an antifungal protein and hydrolyzes 
glucans which are major components of cell walls of many pathogenic fungi. This gene increases 
plants resistance against fungus infection. In order to transform beta 1, 3-glucanase gene into the 
cotton, at first a suitable gene cassette was designed by addition of the CaMV35S promoter and the 
Nos terminator to open reading frame of the glucanase gene in pCaMV vector. Subsequently the 
complete cassette of glucanase gene was subcloned into T_DNA region of binary vector pBI121 
between nptII as a selective marker and Gus as a reporter gene. The pBI121-Glu recombinant plasmid 
was used for gene transformation via Agrobacterium into the cotton shoot apices. After isolation the 
cotton shoot apices and inoculation them by Agrobacterium solution, explants were transferred to 
selective medium containing kanamycin. The surviving and regenerated shoot apices in selective 
medium that were positive in histochemical assay for Gus gene expression were considered as putative 
transgenic plants. They should be cared to grow enough for carrying out further molecular analysis to 
confirm the integration and expression of the interest gene and transformation event.  
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