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   به گیاهانBtهای کیتیناز، گلوکاناز و  طراحی و ساخت چهار حامل پلاسمیدی نوترکیب مناسب برای انتقال ژن
  

  3اکبر حبشی  علی و3، مسعود توحیدفر2، نادعلی بابائیان جلودار1پور مطهره محسن*
  علوم استاد گروه زراعت و اصلاح نباتات دانشگاه دانشگاه 2، کشاورزی و منابع طبیعی ساریعلوم  دانشگاه نباتات دانشجوی دکتری اصلاح1

   تحقیقات بیوتکنولوژی کشاورزی کرجاستادیار موسسه3 کشاورزی و منابع طبیعی ساری،
:؛ تاریخ پذیرش        : تاریخ دریافت  

 
 

  چکیده
 گلوکاناز از -3 و 1-های بتا های ژنی برای ژن چهار ناقل پلاسمیدی مناسب برای انتقال ژن به گیاه، از طریق ساخت کاست

بـر    و پایـان   CaMV35Sهـا تحـت پیـشبر         از این ژن  ، با قرار دادن هر یک       cryIA(b) (Bt)منشأ جو، کیتیناز از منشأ لوبیا و        
Nos      در حامل پلاسمیدی دوگانه pBI121  هـایی     گلوکاناز با کـد کـردن پـروتئین        -3 و   1 -های کیتیناز و بتا     ژن. ، تهیه گردید

 تجزیه کرده   باشند،  زا می   های بیماری   ترتیب کیتین و گلوکان را که از اجزای اصلی دیواره سلولی بسیاری از قارچ              ضدقارچی، به 
کـش، باعـث     نیز با کد کردن پروتئین حشرهcryIA(b)ژن  . دهند  های قارچی، افزایش می     و مقاومت گیاهان را در برابر بیماری      

های کیتیناز    سازی ژن   ترتیب با کلون    به pBI-Chi و   pBI-Gluهای نوترکیب     پلاسمید. ای خواهد شد    از بین رفتن آفات پروانه    
بـه  ،  pBI-ChiGluسـاخت پلاسـمید نوترکیـب       . ، ساخته شدند  pBI121 پلاسمید   gus در محل ژن     گلوکاناز-3 و   1 -و بتا 
های کامل هر دو ژن کیتیناز و گلوکاناز را بـرای ایجـاد اثـرات همفزایـی ایـن دو ژن، در برابـر                    انجام گرفت که کاست    ای  گونه

 Btهـای کیتینـاز و        های کامـل ژن     ه حاوی کاست   نیز ک  pBI-ChiBtپلاسمید نوترکیب   . برگیرد زای قارچی در    عوامل بیماری 
زای قـارچی و آفـات،    باشد، با هدف استفاده از آن برای انتقال ژن به منظور ایجاد مقاومت همزمان گیاهان به عوامل بیماری                   می

ان، با استفاده از    توان در انتقال ژن به گیاه       این چهار حامل پلاسمیدی نوترکیب می     . در یک رویداد واحد انتقال ژن، تهیه گردید       
  .کردهای انتقال ژن، نظیر تفنگ ژنی، استفاده  آگروباکتریوم و نیز سایر روش

  
  Bt پلاسمید نوترکیب، کلون سازی، کیتیناز، گلوکاناز، : کلیدیهای واژه

  
 1مقدمه

ها بـرای تولیـد گیاهـان          اکثر استراتژی  ،در حال حاضر  
ای کدکننده  ه   ژن برهای قارچی،     تراریخته مقاوم به بیماری   

ــروتئین ــه بیمــاری  پ ــوط ب PR2زایــی  هــای مرب
ــه1 ــژه   ب وی

ــانواده ــای  خ ــا (PR2ه ــا (PR3و ) گلوکانازه  ،)کیتینازه

                                                 
  mthrhm@yahoo.com :مسئول مکاتبه -*

1- Pathogenesis Related Protein 

کیتـین را کـه یکـی از         ،آنـزیم کیتینـاز   . متمرکز شده است  
هایی از قبیل     اجزای مهم تشکیل دهنده دیواره سلولی قارچ      

ــست ــست آسکومی ــا، بازیدیومی ــست ه ــا و دئوترومی ــا  ه ه
). 1993کولینـگ و همکـاران،      (کنـد     تجزیـه مـی   اشد،  ب  می

های مختلـف گیـاهی و منـابع          کیتینازهای مختلف، از گونه   
دیگر، در تعدادی از محصولات بیـان شـدند و اثراتـی در             

هــای متنــوع قــارچی از خــود نــشان دادنــد  برابــر پــاتوژن
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ــاران،( ــدفر و همک ــاران، 2005 توحی ــدزدانا و همک ؛ مرس
این اثرات عمدتاً کـاهش     ). 2007ن،   و همکارا  ژائو؛  2006

از . کرد  ها را اثبات می     توسعه قارچ و تعداد و اندازه آسیب      
گلوکاناز نیـز قـادر اسـت گلوکـان     -3 و 1-طرفی آنزیم بتا 

موجود در دیواره سـلولی ریـسه قـارچ را تجزیـه کنـد و               
از طـرف   . موجب تشدید خسارات وارده بـه قـارچ شـود         

زیم سبب تـشدید فعالیـت      دیگر ثابت شده است که این آن      
شود و بنابراین در صورت وجود ایـن        آنزیم کیتیناز نیز می   

دو آنزیم در یک گیاه تراریخته، گیاه مذکور قـادر خواهـد            
بود که مقاومت بهتر و پایداری را در برابر طیف وسیعی از  

نگ ژا؛ 1988ماوچ و همکاران، (ها از خود نشان دهد  قارچ
هـای کدکننـده      ین مهندسـی ژن   بنـابرا ). 2005و همکاران،   

هـای    هـای کدکننـده پـروتئین       کیتیناز بـه همـراه سـایر ژن       
های    گیاهان، حفاظت آنها را در برابر پاتوژن       درضدقارچی  

تواند به کنترل طیـف       این مسیر می  . دهد  قارچی افزایش می  
کش  های حشره انتقال ژن .شودمنجر های  وسیعی از پاتوژن  

Bt   برگرفتـه از بـاکتری Bacillus thuringiensis   بـه
گیاهان، حفاظت آنهـا را در مقابـل حملـه حـشره، بـدون              

پـروتئین کریـستالی    . سـازد   کمک سموم شیمیایی میسر می    
CryIA(b) که به وسیله استرین Krustaki HD-1 کد 

سـاتون و   (باشـد     هـا مـوثر مـی       شود، علیه لارو پروانـه      می
هــای  ژنکــاربرد گیاهــان تراریختــه بــا ). 1992همکــاران، 

داری هزینـه کنتـرل      طور معنـی   تواند به    می ،Btکش    حشره
کنون به  ا   گونه گیاهی هم     30بیش از   . آفات را کاهش دهد   

رانجـان،  (انـد   آمیزی با این ژن تراریخت شده      طور موفقیت 
2002.(  

هـای    این تحقیق با هدف کلی طراحی و ساخت ناقـل          
ای ه ـ  پلاسمیدی مناسب و قابـل اسـتفاده بـرای انتقـال ژن           

 انجـام   ،های قارچی و آفات به گیاهـان        مقاومت به بیماری  
   :شد شامل میاین هدف کلی موارد زیر را . فتگر
طراحی و سـاخت کاسـت ژنـی بـرای ژن کیتینـاز بـا                •

افزودن پیشبر و پایانبر مناسب به منظور بیان خودسرشـت          
سـازی آن در ناقـل پلاسـمیدی          و بالا در گیاهـان و کلـون       

 ژن بـه گیاهـان دارای پتانـسیل ایجـاد           مناسب برای انتقال  

  .های قارچی مقاومت به بیماری
 -3 و  1 -طراحی و ساخت کاست ژنـی بـرای ژن بتـا           •

منظور بیـان    بر مناسب به   بر و پایان   گلوکاناز با افزودن پیش   
سـازی آن در ناقـل        خودسرشت و بالا در گیاهان و کلـون       

ــه گیاهــان دارای   ــال ژن ب ــرای انتق پلاســمیدی مناســب ب
  .های قارچی تانسیل ایجاد مقاومت به بیماریپ
ساخت ناقل پلاسمیدی مناسب برای انتقـال        طراحی و  •

 دو ژن کیتینـاز و       هر های کامل   ژن به گیاهان حاوی کاست    
 گلوکاناز، دارای پتانسیل ایجاد اثرات همفزایی      -3 و   1 -بتا

 ـ    ها و ایجاد مقاومت       این پروتئین   از  اریسیدر برابر انـواع ب
، بـا   شدن مقاومـت     و جلوگیری از احتمال شکسته    ها    قارچ

بندی     انجام یک رویداد واحد انتقال ژن و بدون نیاز به هرم          
  .ها این ژن

طراحی وساخت ناقل پلاسمیدی مناسب بـرای انتقـال        •
هـای کامـل دو ژن کیتینـاز و           ژن به گیاهان حاوی کاسـت     

cryIA(b)) Bt(      دارای پتانسیل ایجاد محصولات گیاهی ،
 هم در برابر آفـات      ،های قارچی    هم در برابر بیماری    مقاوم،

  .و تنها با انجام یک رویداد واحد انتقال ژن
های پلاسـمیدی نوترکیـب       قابلیت استفاده از این ناقل     •

 ،برای استفاده هم در روش انتقال به واسطه آگروبـاکتریوم         
  .نی به گیاهانژهم در روش انتقال با تفنگ 

 
  ها مواد و روش

در ایـن تحقیـق از      : لاسمیدهای مورد استفاده  باکتری و پ  
 XLI-blue (Cinna Gen ســویه E. coliبــاکتری 

B76-50c)  پلاسمیدهای مـورد اسـتفاده در      .  استفاده شد
 pCAMBIA1390ایــن تحقیــق شــامل پلاســمیدهای، 

ـــح ـــلـل ژن گـامـ ـــوکـ ـــاناز جـ ــا نـو، بـ ر ـگـانـشــ
امایــسین، پلاســمید  ـت بــه کانـی مقاومــــــابــخـتـان

pGEM-7Z) Cinna Gene P76-07v( حـــاوی ،
 دارای  'LacZسلین و ژن    نشانگر انتخابی مقاومت به آمپی    

ــه  ــه، پلاســمید 1جایگــاه برشــی چندگان  pBI121 دوگان
)Clontech, Washington, DC ( ــاوی ژن  gusح

                                                 
1- Multiple Cloning Site 
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 Nosبـر     با پیش  nptIIو ژن    CaMV35Sبر   تحت پیش 
ین و نیـز     مقاومـت بـه کانامایـس      1عنوان نشانگر انتخـابی    به

  .بود cryIA(b) حامل ژن pGEM4Z-Btپلاسمید 
 pGEM-Chiبر اینها از پلاسمیدهای نوترکیب       علاوه

حـاوی ژن کیتینـاز لوبیـا و        ) 2005توحیدفر وهمکـاران،    (
پـــور و محـــسن (pCaMV-Gluپلاســـمید نوترکیـــب 

 نیـز اسـتفاده      جـو  حـاوی ژن گلوکانـاز    ) 2007همکاران،  
ه در ایـن تحقیـق از شـرکت         های به کار رفت ـ     آنزیم. گردید

Rocheتهیه گردیدند  .  
ــزیم  ــا آن هــای  اســتخراج پلاســمید، واکــنش هــضم ب

ای مـستعد، واکـنش     ه ـ  ی، تهیـه بـاکتر    IIاندونوکلئاز نـوع    
ــصال ــو،   2ات ــزیم کلن ــتفاده از آن ــسفرزدایی و اس ــق ، ف طب

  .انجام شد) 2000(های سمبروک و راسل  دستورالعمل
ابتدا قطعه مربوط     : pBI-Gluساخت پلاسمید نوترکیب    

ــه  ــمیدی  ORFبـ ــه در حامـــل پلاسـ ــاز کـ  ژن گلوکانـ
pCAMBIA1390        قرار داشت توسـط آنـزیم EcoRI 

 از روی ژل    bp1221نظـر بـا طـول         قطعـه مـورد      هضم و 
 نیز بـا    ،pGEM7Zپلاسمید  . آگارز خالص سازی گردید   

EcoRI تــصالیا جلــوگیری از خودبــرای هــضم و 

 ییادزفـسفاتاز فـسفر    لیناآلکپلاسمیدی با استفاده از آنزیم       
 بـه  حاصـل  مخلـوط  ،واکـنش اتـصال  پـس از انجـام     . شد

 حرارتـی   بـا اسـتفاده از روش شـوک    ،هـای مـستعد    سلول
ــزش شــد ــال. )1987آن، ( تراری ــاکتری غرب ــری ب ــای  گ ه

عنـوان    بـه  سیلین  آمپی  آگار حاوی  LBتراریخته در محیط    
 )لاکتوزشبه  ( X-gal3به نام    و سوبسترایی  نشانگر انتخابی  

های   براساس انتخاب کلونی IPTG4کننده به نام   و یک القا  
سـمبروک و    (انجـام گرفـت    های آبی  سفید از میان کلونی   

نوترکیـــب   ییـــد پلاســـمیدأپـــس از ت. )2000راســـل، 
pGEM7Z-Glu ) ــکل ــف -1ش ــضور ) ال ــاظ ح از لح

ORF   قطعه مربوط به     ، با جهت صحیح ORF    با اسـتفاده 
ناقـل پلاسـمیدی     MCSاز  SacIو  XbaIهـای    از آنزیم 

                                                 
1- Selectable Marker 
2  - Ligation 
3- 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-ß-
Galactopyranoside  
4- Isopropyl-1-ß-D-Thio-1-Galactopyranoside  

نیز توسط  pBI121 . شدسازی  و خالص خارج،حدواسط
 قطعه مربـوط بـه      ،ردهو خ  برش SacI و   XbaIهای    آنزیم

رز ا از روی ژل آگ ،پلاسمید پس از خروج بتاگلوکورونیداز    
 Agarose Gel DNA Extractionبـا اسـتفاده از   (

Kit شــرکت Roche (ــد خــالص  واکــنش .ســازی گردی
انجام شـد و مخلـوط       pBI121گلوکاناز با     ORFلاتصا

اریـزش  تر   ،E. coli 5هـای مـستعد   ه درون سـلول باتصال 
ــد ــیط ،)1987، آن (گردی ــاوی   LB و روی مح ــار ح  آگ

ــابی   ــشانگر انتخ ــه ن ــسین ک ــمید  کانامای  pBI121پلاس
ی هـا    کلونی .)2003چن و همکاران،     ( پخش شد  ،باشد  می

اسـتفاده از هـضم     حاصل پـس از اسـتخراج پلاسـمید بـا           
 گلوکانــاز ارزیــابی ورود ژن  بــه منظــور بررســی آنزیمــی
  .گردیدند

-pBI پلاسـمید  : pBI-Chi ساخت پلاسمید نوترکیب    

Chi       سـاخت   (به منظور اهداف بعـدیpBI-ChiGlu و 
pBI-ChiBt(شــد کــه محــل   بایــد طــوری ســاخته مــی

. باشــدداشــته  HindIIIآنــزیم  واحــدی بــرای  شناســایی
در  HindIII  آنزیم  شناسایی بایست محل   دا می بنابرین ابت 

ــط  ان  ــل حدواس ــاوی ( pGEM7Z-Chiق  ژن ORFح
 ،)2005 ( توسـط توحیـدفر و همکـاران   کیتیناز کـه قـبلاً  

 ایــن منظــور ابتــدا بــه.  شــودحــذف ) شــده بــودســاخته 
pGEM7Z-Chi   ــزیم ــا آن ــی  HindIIIب ــضم آنزیم  ه

 از روی   ،HindIIIشـده بـا       پلاسمید حامل خطـی    .گردید
 HindIIIهای چـسبنده      پایانه. شدسازی    ژل آگارز خالص  

تحت واکـنش بـا آنـزیم       ،  pGEM7Z-Chiدر دو سوی    
صاف در دو سـوی قطعـه        های    کلنو قرار داده شد تا پایانه     

ــد  و ســپس در )2000ســمبروک و راســل،  (ایجــاد گردن
 د حلقــوی شــدن مجــدبــرای  لیگــاز،T4معــرض آنــزیم 

ی هـا   اج پلاسمید از کلونی   استخر. قرار داده شد   پلاسمیدی  
حذف جایگـاه     به منظور بررسی    در محیط انتخابی   حاصل

 ژن گلوکانـاز    ORF از انتهـای     HindIIIنـزیم    آ شناسایی 
-pGEM7Zپلاســمید حاصــل موســوم بــه . انجــام شــد

Chi(-H))   هـای      با آنـزیم   ،)ب -1شکلXbaI   وSacI 

                                                 
5- Competent  
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 bp ژن کیتینـاز بـا طـول         ORFهضم و قطعه مربوط بـه       
 Agarose Gelبـا اسـتفاده از    ( آگارزز روی ژل ا1211

DNA Extraction Kit شــرکت Roche(، خــالص 
 pBI121 ژن گلوکانـاز بـا       ORFاتـصال    واکنش  . گردید

 .Eمستعد های  انجام شد و مخلوط اتصال به درون سلول

coliــدا تر ــزش گردی  LBمحــیط   و روی )1987آن،  (ری
 پخـش   )2003چـن و همکـاران،       (کانامایسین حاوی آگار
منظـور   ی حاصل پس از استخراج پلاسمید بهها  کلونی .شد
  .قرار گرفتند ورود ژن مورد بررسی  ییدأت

مراحــل  : pBI-ChiGluســاخت پلاســمید نوترکیــب 
هـای    ساخت این پلاسمید که با هـدف دارا بـودن کاسـت           

 یT-DNAهـای کیتینـاز و گلوکانـاز در ناحیـه             ژنکامل  
 صـورت    ایـن   بـه  ، شد  حیار ط  pBI121 دوگانه پلاسمید  

ــدا :انجــام گرفــت ــبلاً pCaMV-Glu ابت ــه ق  توســط ک
، )2007 پور و همکـاران    محسن( نویسنده ساخته شده بود     

 قطعـه مربـوط بـه ژن       .شد    هضم آنزیمی  HindIIIتوسط  
 bp1913با انـدازه  ) 35SP + Glu + NosT(گلوکاناز 

ترکیب و پلاسمید ن  .رز خالص سازی گردید   ااز روی ژل آگ   
pBI-Chi        35(حـاوی کاسـت کامـل ژن کیتینـازSP + 

Chi + NosT( ، توضـیح داده  قبلاًکه مراحل ساخت آن 
 ، شـده    خطـی    هضم و پلاسمید   HindIIIشد نیز با آنزیم     

   جلـوگیری از خـود اتـصالی       بـرای  ،سـازی  پس از خالص  
 پس از انجام واکـنش اتـصال        . شد   فسفرزدایی ،پلاسمیدی 

 با اسـتفاده  ، مستعدE. coliهای  مخلوط حاصل به باکتری
هــای   تراریــزش شــد و بــاکتری شــوک حرارتــی از روش 

 ، آگار به همراه کانامایسین    LB  انتخابی نوترکیب در محیط  
های حاصل پـس از اسـتخراج      کلونی. دادند کلونی  تشکیل

پلاسمید از لحاظ دارا بودن هر دو ژن کیتینـاز و گلوکانـاز             
  . قرار گرفتند مورد بررسی PCR و  آنزیمی توسط هضم 

این پلاسـمید    : pBI-ChiBtساخت پلاسمید نوترکیب     
ــودن کاســت  ــدف دارا ب ــا ه ــل ژن  ب ــای کام ــازه  و کیتین

cryIA(b) )Bt(، صورت سـاخته شـد      این  به و   طراحی : 
 و  CaMV35S تحت پیشبر    cryIA(b)کاست کامل ژن     
 ،pGEM4Z-cryIA(b) از ناقل حدواسـط      Nosنبر  ایاپ

 ـ  بـا طـول   همربوط ـ   جـدا و قطعـه  HindIIIزیم توسط آن
bp2997، ترکیـب   و پلاسمید ن  .سازی گردید   خالصpBI-

Chi،    35(حاوی کاست کامل ژن کیتینـازSP + Chi + 

NosT(،     توضیح داده شد نیز بـا    قبلاًکه مراحل ساخت آن 
 پــس از ،شــده  خطــی  هــضم و پلاســمیدHindIIIآنــزیم 
پلاسـمیدی     الی جلوگیری از خود اتـص     برایسازی   خالص

 مخلـوط   ، پـس از انجـام واکـنش اتـصال         . شد  فسفرزدایی
 مستعد با اسـتفاده از روش  E. coliهای  حاصل به باکتری

هـای نوترکیـب در        تراریزش شد و باکتری     ،شوک حرارتی  
  آگار بـه همـراه کانامایـسین تـشکیل    LB  انتخابیمحیط

سمید های حاصل پس از استخراج پلا         کلونی .  دادند  کلونی 
 و کیتینـاز بـا اسـتفاده از هـضم           Btهای    از نظر حضور ژن   

  .رار گرفتندق  بررسی  مورد PCR و  آنزیمی
ای پلیمـراز بـا اسـتفاده از پرایمرهـای            واکنش زنجیـره  

  رو به جلو(اختصاصی طراحی شده برای کیتیناز 
5’GAGTGGTGTGGATGCTGTTG3’  

  و رو به عقب
5’GCCATAACCGACTCCAAGCA3’(،  

  رو به جلو( ازگلوکان
5’GAACATCAAGTACATCGCCG3’  

  و رو به عقب
 5’GCTACACGTACTAGAACTGG3’(  

  رو به جلو( Btو 
 5’CTCTAGGTTGGAAGGATTGAG  

  و رو به عقب
 5’GTGAGCATCGGTGTAGATAG3’(  

 میکرولیتری حـاوی یـک واحـد        25و ترکیب واکنش    
 نــانوگرم DNA ،60 نـانوگرم  15مـراز،    پلـی Taqآنـزیم  

 2/3، )مــولار  میلــیdNTP) 10 میکرولیتــر پرایمــر، یــک
 میکرولیتـر بـافر     5/2،  )مـول   میلی MgCl2) 15میکرولیتر  

PCR) X10 (  چرخه و هر چرخه شامل یک دقیقه       30در  
 دمای چـسبیدن     یک دقیقه   درجه، 94دمای واسرشته شدن    

گـراد    درجـه سـانتی    72دمای تکثیر     و سه دقیقه    درجه 60
 اختـصاصی مـذکور بـرای       تکثیر با پرایمرهـای   . انجام شد 
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ترتیب با انتظـار ظهـور بانـدهای          به Btکیتیناز، گلوکاناز و    
bp872 ،bp680 و bp640همراه خواهد بود .  
 

  بحثنتایج و 
 ژن  ORFورود  : pBI-Gluساخت پلاسمید نوترکیب    

 پـس از    ،pGEM7Z-Gluگلوکاناز به وکتور حدواسـط      
لین، سی   آگار حاوی آمپی   LBگری اولیه روی محیط      غربال

X-gal   و IPTG    2شـکل   ( سفید   - به روش کلونی آبی- 
هـای سـفید و       و سپس استخراج پلاسمید از کلـونی      ) الف

صـحت  ).  ب-2شـکل  (یید شد  أ ت EcoRIهضم با آنزیم    
 مـورد تأییـد     SmaI با آنزیم    ORFجهت قطعه مربوط به     

 ژن گلوکانـاز بـا      ORFو الحاق   )  ج -2شکل(قرار گرفت   

 gus با خروج ژن     pBI121در  سازی مجدد این ژن       کلون
 مورد انتظار برای گلوکاناز تأیید      bp1221و مشاهده قطعه    

  ). د-2شکل (گردید 
شـکل  ( pBI-Glu به این ترتیب پلاسـمید نوترکیـب      

 و  CaMV35Sبـر    ، که ژن گلوکاناز را تحت پیش      )ج -1
همراه نـشانگر    ی خود به  T-DNA در ناحیه    Nosبر   پایان

 دارا Nosبر جداگانـه     ر و پایان  ب  تحت پیش  nptIIانتخابی  
این پلاسمید نوترکیب، مناسب بـرای      . باشد، ساخته شد    می

منظور ایجاد مقاومت بـه      انتقال ژن به محصولات گیاهی به     
  .زای قارچی است عوامل بیماری

 

 
  :هفت ناقل پلاسمیدی نوترکیب ساخته شده در این تحقیق  و نوترکیبهای ژنی  نمای شماتیک کاست-1شکل 

-)pBI-ChiGlu) و(، (+)pBI-ChiGlu) اه(، pBI-Chi) د(، pBI-Glu) ج(، pGEM7Z-Chi(-H)) ب(، pGEM7Z-Glu) الف(

 .) در شکل نشان داده شده است)ز( و )و(، ا)اه(، )د(، )ج( : از ناقلین پلاسمیدی نوترکیبT-DNAفقط ناحیه ( .pBI-ChiBt) ز(، (
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 pGEM-7Z با مخلوط اتصال E. coliهای مستعد  های آبی و سفید حاصل از تراریخته کردن باکتری گری براساس کلنی بالغر) الف (-2شکل 

 به منظور بررسی ،pGEM7Z-Gluهضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب ) ب(). دهند های سفید را نشان می ها کلونی فلش( ژن گلوکاناز ORFو 
-pGEM7Z هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب -1Kb Plus DNA Ladder( ،1(دازه ملکولی  نشانگر ان-M:  ژن گلوکانازORFورود 

Gluبا آنزیم ،  EcoRI) باندbp 1221 حضور ORFهضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب -2). دهد  گلوکاناز را نشان می pCaMV-Glu با ،
منظور   بهSmaI با آنزیم pGEM7Z-Gluسمید نوترکیب هضم آنزیمی پلا) ج). ( ژن گلوکانازORFعنوان شاهد اندازه  به (EcoRI  آنزیم

هضم آنزیمی پلاسمیدهای ) د). (دهد  گلوکاناز را نشان میORF جهت صحیح bp 568باند ( ژن گلوکاناز ORFبررسی جهت قرار گرفتن 
عنوان شاهد   بهEcoRIزیم  با آنpCaMV-Glu هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب -1: منظور بررسی ورود ژن گلوکاناز  بهpBI-Gluنوترکیب 

باند خارج (منظور بررسی حضور ژن گلوکاناز  ، بهEcoRI، با آنزیم pBI-Glu هضم آنزیمی پلاسمیدهای نوترکیب -2-6. اندازه ژن گلوکاناز
  .)باشد  ژن گلوکاناز میORFشده مربوط به 

   
عـدم توانـایی    : pBI-Chiساخت پلاسـمید نوترکیـب      

دن پلاســمید نوترکیــب کــر  بــرای خطــیHindIIIآنــزیم 
pGEM7Z-Chi(-H)،    الگوی بانـدی مـشابه      با مشاهده

 تأییـد گردیـد   نـشده،    این واکنش هضم با پلاسـمید هـضم       
-pBIهضم آنزیمی پلاسـمید نوترکیـب        ). الف -3شکل  (

Chi  های    ، با آنزیمXbaI  ،SacI   و EcoRI، سـازی    کلون
 تأییـد  ،هـای نوترکیـب   نیو کیتیناز را در کل ـ ORF صحیح

-pBIپلاسمید حاصـل موسـوم بـه         ). ب -3شکل  (نمود  

Chi ) ــاز را تحـــت پـــیش)د -1شـــکل بـــر  ، ژن کیتینـ
CaMV35S  بر    و پایانNos    در ناحیه T-DNA  ی خود

همراه کاست کامل ژن نشانگر مقاومـت بـه کانامایـسین            به
)nptII (         دارا بوده و مناسب برای انتقال ژن به محصولات

زای   رابر عوامل بیمـاری   منظور ایجاد مقاومت در ب     گیاهی به 
  .باشد قارچی می

  
  

)الف( )ب(  )ج(  )د(   

  ١   

 bp۵۶٨ 

١    ٢ 

 
b

۶      ۵     ۴    

 
b١٢٢١
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 و نیز HindIII به منظور بررسی حذف جایگاه شناسایی آنزیم pGEM7Z-Chi(-H)هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب ) الف (-3شکل 
، pGEM7Z-Chi(-H)ب  هضم آنزیمی پلاسمید نوترکی-1Kb Plus DNA Ladder .(1( نشانگر اندازه ملکولی -M. حضور ژن کیتیناز

-)pGEM7Z-Chiهضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب ). دهد  ژن کیتیناز را نشان میORF حضور bp1211باند  (SacI و XbaIهای  با آنزیم

H)با آنزیم ،  HindIII .3- پلاسمید اولیه pGEM7Z-Chi) حذف جایگاه شناسایی 4 و 3های  الگوی باندی مشابه در ستون). هضم نشده ،
) سوپرکویل، حلقوی و خطی(سه باند مشاهده شده مربوط به اشکال مختلف پلاسمید . کند  را در پلاسمید نوترکیب تأیید میHindIII آنزیم

  .باشد می
 1Kb Plus DNA( نشانگر اندازه ملکولی -M. منظور بررسی ورود ژن کیتیناز  بهpBI-Chiهضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب ) ب(

Ladder .(1 نزیمی پلاسمید  هضم آ-2 وpBI121های  ، با آنزیمXbaI و SacI) . باند خارج شده مربوط به ژنgusهضم -3). باشد  می 
 ژن ORFباند خارج شده مربوط به (، به منظور بررسی حضور ژن کیتیناز SacI و XbaIهای  ، با آنزیمpBI-Chiآنزیمی پلاسمید نوترکیب 

 ژن ORFباند خارج شده مربوط به  (SacI و XbaI  ، با آنزیمpGEM7Z-Chi(-H)نوترکیب  هضم آنزیمی پلاسمید -4). باشد کیتیناز می
منظور  ، بهEcoRI، با آنزیم pBI-Chi هضم آنزیمی پلاسمید -EcoRI .7، با آنزیم pBI121 هضم آنزیمی پلاسمید -6 و 5). باشد کیتیناز می

 ).باشد تیناز می ژن کیORFباند خارج شده مربوط به (بررسی حضور ژن کیتیناز 

  
ورود کاست : pBI-ChiGluساخت پلاسمید نوترکیب  

ــه پلاســمید نوترکیــب   ــاز ب ، pBI-Chiکامــل ژن گلوکان
 bp1913 و ظهـور بانـد       HindIIIتوسط هضم با آنـزیم      

منظـور بررسـی جهـت       بـه ).  الـف  -4شکل  (تأیید گردید   
 BamHIهای کیتیناز و گلوکاناز نسبت به هم از آنزیم            ژن
هـای کیتینـاز و       اگر کاست ).  الف -4شکل  (گردید  ستفاده  ا

گلوکاناز نسبت به هم در یک جهـت قـرار گرفتـه باشـند              
 خواهد  bp3539هضم با این دو آنزیم منجر به ظهور باند          

) اه ـ -1شـکل   ( (+)pBI-ChiGluایـن پلاسـمید     (شد  
هـای ایـن دو ژن در         و در صورتی کـه کاسـت      ) نامیده شد 

 باشند، واکـنش آنزیمـی      خلاف جهت یکدیگر قرار گرفته    
ــا آنــزیم  ــا طــول BamHIچنــین پلاســمیدی ب  بانــدی ب

bp2499       ایـن پلاسـمید بـه       ( ایجاد خواهـد نمـودpBI-

ChiGlu(-) )  انجـام واکـنش    ). موسوم شـد  ) و -1شکل

PCR       های    با پرایمرهای اختصاصی طراحی شده برای ژن
کیتیناز و گلوکاناز نیـز بـه ترتیـب بانـدهای مـورد انتظـار               

bp782 )  ب -4شکل  (  وbp680)  را ظـاهر   )  ج -4شـکل
 کـه   pBI-ChiGluبدین ترتیب پلاسمید نوترکیب      .نمود

های کیتیناز و گلوکاناز، تحت پیشبرهای جداگانه      دارای ژن 
CaMV35S  برهای جداگانه     و پایانNos    در ناحیه ،T-

DNA         ی خود بوده و ژن مقاومت به کانامایسین)nptII (
ایـن  . کند، ساخته شـد     بی حمل می  عنوان نشانگر انتخا   را به 

پلاسمید مناسب بـرای انتقـال ژن بـه محـصولات گیـاهی             
های کیتیناز و گلوکاناز، پس از ادغام         است و هر یک از ژن     

آمیز در ژنوم گیاهی، با دارا بودن نـواحی تنظیمـی             موفقیت
خود، به طور مستقل از هم، رونویسی و ترجمـه خواهنـد            

  .شد

  

٧     ۶     ۵     ۴    

 
b

 
b

 
b

٢         ٣   

 
b )ب()الف(
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 به منظور بررسی حضور و جهت ژن های کیتیناز و گلوکاناز نسبت به ،pBI-GhiGluهضم آنزیمی پلاسمیدهای نوترکیب ) الف (-4کل ش
 هایپلاسمیدترتیب برای  به BamHIبا آنزیم  هضم -3 و 2 و 1Kb Plus DNA Ladder .(1( نشانگر اندازه ملکولی -M :یکدیگر

 نوترکیب هایپلاسمیدترتیب برای   بهHindIII آنزیم  با هضم-6 و 5 و pBI-Chi(-H) 4 و (-)pBI-ChiGlu(+)،pBI-ChiGluنوترکیب 
pBI121-ChiGlu(+) ،pBI121-ChiGlu(-) و  pBI121-Chi(-H).) واکنش ) بPCR با پرایمرهای اختصاصی برای پلاسمیدهای 

 واکنش -3 و 2 و 1Kb Plus DNA Ladder .(1(لی  نشانگر اندازه ملکو-M : بررسی حضور ژن کیتینازبرای pBI-GhiGluنوترکیب 
PCR به ترتیب برای پلاسمیدهای نوترکیب pBI-GhiGlu(+) ،pBI-GhiGlu(-)  وpBI-Chi(-H) 4.  بررسی حضور ژن کیتینازبرای- 

 pBI-GhiGlu با پرایمرهای اختصاصی برای پلاسمیدهای نوترکیب PCRواکنش ) ج( .DNA برای مخلوط مادری بدون PCRواکنش 
و  (-)pBI121-Glu، pBI-GhiGlu  به ترتیب برای پلاسمیدهای نوترکیب PCR واکنش -3 و 2 و 1 :جهت بررسی حضور ژن گلوکاناز

pBI-GhiGlu(+) واکنش -4. گلوکاناز بررسی حضور ژن برای PCR برای پلاسمید نوترکیب pBI-Chi(-H)عنوان شاهد منفی برای ژن   به
  ).1Kb Plus DNA Ladder( نشانگر اندازه ملکولی -DNA .Mرای مخلوط مادری بدون  بPCR واکنش -5. گلوکاناز

   
عنـوان   ها به    پروتئین PRمدارک بسیاری مبنی بر اینکه      

کننـد، تأییـد شـده        فاکتورهای مقاومت به بیماری عمل می     
ــان خودسرشــت .اســت ــروتئینPR بی ــان   پ ــا در گیاه ه

زان بـالایی بیـان     به می ـ  در آنها    PRهای    ای که ژن    تراریخته
داری بـا افـزایش مقاومـت بـه          طـور معنـی    ، به 1شده است 

؛ 1993الکساندر و همکـاران،     (ها همراه بوده است       پاتوژن
 و  1993؛ ملچـرز و همکـاران،       1998باچمن و همکـاران،     

؛ 2001؛ فاگوآگا و همکاران، 1999؛ داتا و همکاران،   1998
ــاران،   ــچولتزیز و همک ــا 2003اس ــدفر و همک ران، ؛ توحی

؛ گــومزآریزا و همکــاران، 2007؛ ژائــو و همکــاران، 2005
هـای    هـا در گیاهـان، سـبب القـای ژن         PRتجمع  ). 2007
SAR)    وان لــون، (شـود   مـی ) سیـستم اکتـسابی مقاومـت
هـا در   PRکه   طوری ، به )2004؛ ادروا،   2001؛ کوک،   1997

گیاهان تراریخته مقـاوم، فعالیـت ضـدمیکروبی بـالایی را           
ــشان داده ــد ن ــاران،   (ان ــی و همک ــا و 1993اینکرل ؛ آنفوک

                                                 
1- Overexpress 

ــوئر،  ــاران، 1997بوچن ــچر و همک ــون و 1999؛ راس ؛ تون
 ).2004 و آناند و همکاران، 2002همکاران، 

برای تولید گیاهان مقاوم به بیماری با مقاومت پایـدار،          
هـای عامـل    ضروری است کـه گیاهـان بـه همـه ژنوتیـپ         

 خیلی تغییرپـذیر    زای  عوامل بیماری . زا مقاوم باشند    بیماری
های گیاهی مقاوم مشکل      ممکن است در راه ایجاد ژنوتیپ     

ژنی در گیاهان منجـر بـه نتیجـۀ         مقاومت تک . ایجاد نمایند 
گردد که    زا می   های عوامل بیماری    سریع گزینش در ژنوتیپ   

بنابراین تهیه ناقل پلاسمیدی    . شکنند  مقاومت گیاهان را می   
هـای ضـدقارچی،      ینکه دارای چندین ژن کدکننـده پـروتئ       

 بـرای برهای مستقل قوی باشد، راهکار مناسبی        تحت پیش 
 پلاسـمید   .باشـد  تولید گیاهان تراریخته مقاوم به قارچ مـی       

هـای کیتینـاز و       ، با دارا بودن ژن    pBI-ChiGluوترکیب  ن
دلیـل اثـرات    گلوکاناز دارای پتانسیل ایجاد مقاومت بالا بـه   

هـای کدکننـده      همفزایی حاصل از حمـل دو گـروه از ژن         
و نیز  ) PR3 و   PR2(زایی    های مربوط به بیماری     پروتئین

. باشـد   های قـارچی مـی       از بیماری  انواع زیادی مقاومت به   

)الف( )ج()ب(   

۶       ۵     ۴     

 
b 

b

 bp٣۵٣٩

۴   ٣    

 bp٨٧٢

M    ۵   ۴    

 bp۶٨٠ 

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

بـر ایـن دارا بـودن ایـن دو ژن، نگرانـی حاصـل از                 علاوه
زا و شکستن مقاومت را تا        احتمال سازگاری عامل بیماری   

 گرفتن  تفاوت در جهت قرار   . دهد  حدود زیادی کاهش می   
های کیتیناز و گلوکانـاز و نـواحی تنظیمـی            های ژن   کاست

آنهــا نــسبت بــه یکــدیگر، در دو نــوع مختلــف پلاســمید 
ــب  -pBI و (+)pBI-ChiGlu) pBI-ChiGluنوترکی

ChiGlu(-) (        ممکن است اثرات همفزایی متفـاوتی را در
های قـارچی ایجـاد نمایـد، کـه بررسـی ایـن         برابر بیماری 

  .گردد ل ژن به گیاه توصیه میاثرات پس از انتقا
ورود کاسـت   : pBI-ChiBtساخت پلاسمید نوترکیب    

 توسط  pBI-Chiکامل ژن گلوکاناز به پلاسمید نوترکیب       
 -5شکل   (bp2997 و ایجاد باند     HindIIIهضم با آنزیم    

 بـا پرایمـر اختـصاصی    PCRو نیـز انجـام واکـنش       ) الف
ر  و ظهــور بانــد مــورد انتظــاBtطراحــی شــده بــرای ژن 

bp640)  ــد) ب-5شــکل ــد گردی ــزیم. ، تأیی  در SacI آن
pBI-Chi،   ــای ــرد در انته ــایی منف ــاه شناس  دارای جایگ

ORF  کـه کاسـت ژن       در صـورتی  . باشد   کیتیناز میBt   بـا 
 SacI وارد شده باشد، آنزیم      pBI-Chiموفقیت به درون    

 نیز دارای محل شناسـایی اسـت،        Bt ژن   ORFکه درون   
دهنـده    خواهد شد که نشان    bp 4297منجر به خروج باند     

 در این پلاسمید نوترکیـب      Btحضور هر دو ژن کیتیناز و       
   ). الف-5شکل (است 

 -1شـکل   ( pBI-ChiBtپلاسمید حاصل موسوم بـه      
ــت )ز ــه دارای کاس ــل ژن  ، ک ــای کام ــاز و   ه ــای کیتین ه

cryIA(b)  برهـای جداگانـه      ، تحت پیشCaMV35S  و 
ی خـود   T-DNA در ناحیـه     Nosبرهـای جداگانـه      پایان

عنـوان   را بـه  ) nptII(بوده و ژن مقاومت بـه کانامایـسین         
کند، مناسب بـرای انتقـال ژن بـه           نشانگر انتخابی حمل می   

 با دارا بودن Btهای کیتیناز و  رود ژن گیاه بوده و انتظار می
آمیز در    نواحی تنظیمی خود، پس از ادغام کامل و موفقیت        

 .ویسی و ترجمه شـوند طور مستقل از هم رون ژنوم گیاه، به  
ی T-DNAآمیــز  ناحیــه  رود ادغــام موفقیــت انتظــار مــی

 در ژنوم گیاهی، با بیـان       ،pBI-ChiBtپلاسمید نوترکیب   
 گیاه را در برابر گروهی از عوامـل         Btهر دو ژن کیتیناز و      

. طور همزمان مقاوم نماید زای قارچی و نیز آفات به   بیماری
 برای تراریزش   pBI-ChiBtاستفاده از پلاسمید نوترکیب     
هـای    های انتقال جداگانه ژن     گیاهان، منجر به کاهش هزینه    

ایجاد کننده مقاومت به قارچ و آفت در محصولات گیاهی          
های مقاومت به گیـاه،   شده و با وارد کردن همزمان این ژن   

گیر و پرهزینه ایجـاد گیاهـانی        دیگر به انجام مراحل وقت    
 دریافـت نمـوده و سـپس        ها را   طور جداگانه این ژن    که به 

منظور دستیابی   بندی ژنی به   تلاقی آنها و انجام مراحل هرم     
ای که دارای هر دو ژن باشند،         و شناسایی گیاهان تراریخته   

  .نیازی نخواهد بود
پلاسمیدهای نوترکیب طراحی شده در این تحقیـق را         

بر استفاده به روش انتقال ژن توسـط آگروبـاکتریوم،           علاوه
ها از جمله تفنـگ ژنـی نیـز مـورد             سایر روش توان در     می

منظور استفاده کـارا از ایـن پلاسـمیدها     به. استفاده قرار داد 
ی T-DNAدر روش تفنگ ژنی، امکان برش کامل ناحیه         

پلاسمیدهای نوترکیب طراحـی شـده در ایـن تحقیـق، بـا             
  . های برشی فراهم است آنزیم
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 -M.  نسبت به یکدیگرBtهای کیتیناز و   به منظور بررسی حضور و جهت ژن،pBI-GhiBtمید نوترکیب هضم آنزیمی پلاس) الف (-5شکل 
-pBI هضم آنزیمی پلاسمید نوترکیب -3 و Bt .(2( cryIA(b) شاهد اندازه ژن -1. )1Kb Plus DNA Ladder(نشانگر اندازه ملکولی 

ChiBt ،های  به ترتیب با آنزیمHindIII و SacI)  تیناز و کیدو ژنBt واکنش ) ب(. )اند مخالف جهت یکدیگر قرار گرفتهPCR با 
  Bt جهت بررسی حضور ژن pBI-GhiBtپرایمرهای اختصاصی برای پلاسمیدهای نوترکیب 

M- 1( نشانگر اندازه ملکولیKb Plus DNA Ladder .(1 واکنش   -2 وPCR برای پلاسمید نوترکیب ترتیب  بهpBI-GhiBt و پلاسمید 
pGEM4Z-Bt)  به عنوان شاهد ژنBt( 3- واکنش PCR برای مخلوط مادری بدون DNA  

  
هـای کیتینـاز و       های کامـل ژن     امکان جداسازی کاست  

ــب    ــم از پلاســمید نوترکی ــه ه ــصل ب ــاز مت -pBIگلوکان

ChiGlu  ــنش ــای PCR توســط انجــام واک ــا پرایمره  ب
 M13 Reverse و M13 Forward (-20)عمـومی  
تـوان در مـورد       ین عمـل را مـی     هم ـ. پذیر اسـت   نیز امکان 

 با استفاده Btهای کیتیناز و  های کامل ژن جداسازی کاست 
 pBI-ChiBtاز پرایمرهای مذکور، در پلاسمید نوترکیب       

های مزبور    های کامل ژن    با جداسازی کاست  . نیز انجام داد  
تـوان آنهـا را بـه         ، مـی  )Bt+ گلوکانـاز و کیتینـاز    +کیتیناز(

بیـوتیکی کـه از نظـر ایمنـی           نتـی نشانگرهای انتخابی غیرآ  
ترند، متصل نموده و در انتقال ژن بـه گیـاه             زیستی مطلوب 

تواننـد طـوری      ایـن نـشانگرها مـی     . مورد استفاده قرار داد   
انتخاب شوند که صفات مفید و مطلوبی مانند مقاومت بـه           

یا مقاومت  ) بتائین آلدهید دهیدروژناز  : BADH(خشکی  
 -3یل شیکیمیک اسـید     انول پیروو : EPSPS(به علفکش   

  . و غیره را در گیاه ایجاد نمایند) فسفات سینتاز
 در کارگاه آموزشـی سـازمان بهداشـت         1993در سال   

 اعلام شـد کـه اسـتفاده از ژن نـشانگر            WHO(1(جهانی  
nptII        گونـه خطـری       در گیاهان تغییر ژنتیکی یافتـه، هـیچ

                                                 
1- World Health Organization 

طبق گـزارش  ). WHO ،1993(برای سلامت انسان ندارد     
، US FDA(ن نظـارت بـر غـذا و داروی آمریکـا     سـازما 
گونه گزارشـی      هیچ و فدراسیون بیوتکنولوژی اروپا   ) 1998

 بـر انـسان،     nptII یـا ژن     NPTIIمبنی بـر اثـرات سـوء        
 و بـه همـین      حیوانات و محیط زیست گزارش نشده است      

عنوان یک افزودنی غـذایی       به FDA توسط   NPTIIدلیل  
هـای کیتینـاز و        ژن .تمجاز مورد تأییـد قـرار گرفتـه اس ـ        

. گلوکاناز نیـز هـر دو از منـشأ گیـاهی انتخـاب گردیدنـد              
براساس گزارش آژانس حفاظت از محیط زیـست آمریکـا          

ــروتئین  ــیچCryIA(b)پ ــا     دارای ه ــمی ی ــر س ــه اث گون
ــرژی ــست   آل ــستانداران نی ــر روی پ ــی ب ــسون و (زای مندل

ــاران،  ــا ). 2003همک ــود ب ــسب وج ــن، برچ ــر  دنز  ای ب
ضـروری  هـا     ریخته حاصل از انتقال این ژن     محصولات ترا 

ای   است، زیرا حق مسلم مردم است که از چگـونگی مـاده           
   .کنند، آگاه باشند که مصرف می

 حاصـل ایـن تحقیـق سـاخت و          ،بنابراین در مجمـوع   
معرفی چهار ناقل پلاسمیدی مناسب بـرای انتقـال ژن بـه            

 و  های قارچی    بیماری در برابر گیاهان، برای ایجاد مقاومت     
-pBI-Glu، 2- pBI-Chi ،3- pBI -1(آفـــــــــات 

ChiGlu   4 و- pBI-ChiBt (       بـرای  بود که امیـد اسـت

      ٢      ٣  

 bp۴٢٩٧ 
 bp٢٩٩٧

)الف(  

 bp۶۴٠ 

         ٢   ٣ 
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 دسـتیابی بـه گیاهـان       بـرای . این تحقیق گام مؤثری باشـد     
  .نیازند بییمیایی به سموم شکه  تراریخته مقاوم
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Abstract1 
Four plasmid vectors that are suitable for plant transformation were constructed by preparation of 

gene cassettes for β-1, 3-glucanase from barley, chitinase from bean and cryIA (b) from Bacillus 
thuringiensis (BT). Each of these genes was cloned under the control of the CaMV35S promoter and 
the Nos terminator in pBI121 binary vector. Chitinase and β-1,3- glucanase genes that encode 
antifungal proteins, can hydrolyzes β-1,3- glucans and chitin, respectively, which are major 
components of the cell walls of many pathogenic fungi and increase plants resistance against fungal 
infection. CryIA (b) gene also encodes an insecticide protein that is generally active against 
lepidopteran insects. pBI-Glu and pBI-Chi recombinant plasmid vectors were constructed via cloning 
of β-1,3- glucanase and chitinase genes, respectively, instead of the gus gene in T-DNA region of 
pBI121 vector. Construction of pBI-ChiGlu recombinant plasmid vector was performed by means of 
cloning both of the complete chitinase and glucanase gene cassettes in pBI121 vector, with the 
intention of production synergistic effects against fungal infection. pBI-ChiBt recombinant plasmid 
vector containing both of the complete chitinase and Bt gene cassettes was also constructed in order to 
simultaneous plants resistance to fungal and pest pathogens in a single transformation event. These 
four recombinant plasmid vectors can be useful for plant transformation via Agrobacterium and other 
transformation approaches such as biolistic. 
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