
  ۶۷-۸۲: ۱۳۹۰ سال / ۱شماره  / ۴۷جلد   /هاي گياهي بيماري

۶۷  

 
 

  در گندم نان) BYDV-PAV( زرد جو ي کوتولگروسي مقاومت به ويالقا
  * يسي ژن پس از ترانوي روش خاموشيريکارگ هبا ب

  
INDUCTION OF RESISTANCE TO BARLEY YELLOW DWARF VIRUS 
(PAV) IN BREAD WHEAT USING POST-TRANSCRIPTIONAL GENE 

SILENCING (PTGS)  
 
 

 

  ۱زدپناهياله ا  و کرامت۱ صالح زادهي، شاد۲يازي ني، عل۱فري افشارارضيعل، **۱محسن ياسايي
  )۱۵/۹/۱۳۸۹ :رشيخ پذي؛  تار۱۲/۴/۱۳۸۹: افتيخ دريتار(

 
  دهيكچ
 يها خسارت. هستند زي غلات دانه ريروسي ويها يماري بنيتر عي و وسنيتر  زرد غلات از مخرب  ي زرد جو و کوتولگ    ي کوتولگ يها يماريب

 يريکارگ ه بنهي سو، زمگري مقاومت از ديها  ژندهيچي پکي سو و محدود بودن، ناکارآمد بودن و ژنتکي از يماري عامل بيها روسي از ويناش
 ي سنس و سنجاق سـر ي حاضر سه نوع سازه سنس، آنتقيدر تحق. دينما ي مهي را توج روسي بر مقاومت با واسطه و     ي مبتن نينو يها افتيره
 يسـاز   همـسانه pWBVec8 ييدر ناقل دوتا) BYDV-PAV( زرد جو ي کوتولگروسي ومرازي از ژن پليسمت با استفاده از ق نتروني ا يدارا
 ي نشانگر انتخابيريکارگ ه شده و ب  يساز نهي به يها  کشت طي کامل گندم الوند بر اساس مح      ني به جن  وميکترها با استفاده از اگروبا     سازه. شدند
 ـ  يا  نقطه يگذار  مراز و لکه   ي پل يا رهي زنج يها با استفاده از آزمون   ها    بوته يختيترار. دندش منتقل   نيسيگرومايه .  قـرار گرفـت    ي مورد بررس

 بر اساس يختيمتوسط راندمان ترار. شد يابي ارززاي با آزمون ال  ني انجام و واکنش هر لا     BYDV-PAV حامل   يها ها با شته    بوته يساز آلوده
 يها بوته. ديسنس برآورد گرد ي سنس و آنتنترون،ي واجد اي سنجاق سريها  سازهي برابي و صفر در صد به ترت۳/۱،  ۸/۱ معادل   زايآزمون ال 

 ـ علاوه بر تفاوت قابل ملاحظه جذب در آزمـون ال ،ي وحشپي با الوند تسهي مقا در،  BYDV-PAV با   ي آلوده شده مصنوع   ختيترار ، از زاي
   . برخوردار بودندي و کوتولگي بدون ظهور زرديعي طبيظاهر
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  مقدمه
ــا بيمــاري ــولگه ــط  ي زرد جــي کوت ــه توس و و غــلات ک
 Luteoviridaeي متعلق به دو جنس از خـانواده         ها  ويروس
ي اقتـصادي غـلات   هـا  بيماري ترين مهم، از شوند ميايجاد  

 نان و دوروم، جو، چاودار، ترتيکاله هاي گندمدانه ريز شامل 
ــي ــولاف مـ ــند و يـ   ،,Hewings & Eastman 1995 باشـ

)Lister & Ranieri 1995  Burnett et al. 1995 , .(
ي عامل بيماري حداقل يک صد گونـه ديگـر از         ها  ويروس

ره گنــدم از جملـه ذرت و بــرنج را نيــز آلــوده  يــاهـان ت يگ
 بـه آونـد   ها ويروسن يا). Burnett et al. 1995( نمايند مي

ي هـا  شـته آبکشي محدود بوده و به صورت اختصاصي بـا          
خـسارت معمـول    ).Rochow 1969 (شـوند  ميناقل منتقل 

، ۱۵ در جو، گندم و يولاف به ترتيب معـادل   ها  يماريباين  
). Oerke et al. 1994( در صد برآورد شده اسـت  ۲۵ و ۱۷
 ۱۰۰ تـا    ۹۰ در حـد     هـايي   خسارت است که    ين در حال  يا

ده اسـت  يا نيز گزارش گردير نقاط دن  يران و سا  يدرصد از ا  
)Mozhaeva & Kastalyeva 2002, Sahragard & Masumi 2004 .(

ي عامل بيماري در تمامي مناطق غله خيز ايـران          ها  ويروس
يي در ابعـاد مختلـف      هـا   خسارتوجود داشته، باعث بروز     

  تـــرين   از وســـيعBYDV-PAVگونـــه . ندشـــو مـــي
پراکنش در نقاط مختلـف دنيـا و ايـران برخـوردار اسـت              

)Lister & Ranieri 1995 Afsha rifar et al. 2004,.(  
ين بيمـاري پيـشنهاد    ي مختلفي براي مديريت ا    ها  روش

رهيافـت هـاي سـنتي کنتـرل ويـروس شـامل            . شده است 
کارگيري ارقام   هو ب ) م تاريخ کاشت  يتنظ( زراعي   يها روش
). ,Plump & Johnstone 1995 Burnett et al. 1995 (باشد ميمقاوم 

توان بـا    را ميها ويروسي ناشي از لوتئو ها  بيماري چنين  هم
 هـاي آنهـا کنتـرل      ناقـل هـايي بـر عليـه        کـش  کاربرد حشره 

 ـ ي ـايـن در حـالي اسـت کـه رهيافـت اخ           . نمود  دليـل  ه  ر ب

باشـد   کيـد نمـي  أهزينه بالا و مسائل زيست محيطي مورد ت   

)Koev et al. 1998 .( و تحمـل هـاي مقاومـت   تـاکنون ژن  
ي هـا  ويروس بر عليه  Bdv1 وYd2 ،Bdv2 اندکي هم چون

  انـد کـه    عامل کوتـولگي زرد جـو و غـلات معرفـي شـده            

ــت در   ــروز مقاومـ ــه بـ ــادر بـ ــنقـ ــا لايـ ــي هـ  ي خاصـ

ــده   ــدم شـــ ــشاوندان گنـــ ــو و خويـــ ــد  از جـــ  انـــ

)Miller & Young 1995, Sing et al. 1993  Gao et al. 2009, .(ه ب
 يمارينکه ارزيابي تحمل و مقاومت نسبت به عامل بيل ايدل

 مــشکل بــوده، منــابع مقاومــت حقيقــي کميــاب و کــاربرد 

 ــ ــا ب ــوارث پي ه آنه ــطه ت ــست   واس ــان ني ــا آس ــده آنه  چي

)Burnett et al. 1995(جاد مقاومـت از  ين اي نويها ، روش
ن رهيافت امکان   يا. جمله انتقال ژن مورد توجه بوده است      

 در يولاف و ساير غـلات  BYDVsتوليد سريع مقاومت به    
فناوري زيستي ). Koev et al. 1998(را فراهم آورده است 

ر اِن اِي و بــه خــصوص امکــان دســت ورزي ژنــوم آ    
ي گيــاهي بــه همــراه توليــد گياهــان تــراژن و هــا ويــروس

 ـ      روش ي مقاومـت  هـا  ژنکـارگيري   ههاي بـاززايي امکـان ب
 زرد را فـراهم     ي کوتـولگ  هـاي   ويـروس مصنوعي بر عليـه     

  ).Miller & Young 1995(آورده است 
ــيترار ــه يخت ــان تــک لپ ــرنج، ذرت،   گياه  همچــون ب

يوم کـه در ابتـدا بـا      جو و گنـدم بـا اسـتفاده از اگروبـاکتر          
 باشــد مـي مـشکلاتي همـراه بـود، هـم اکنـون قابـل اجـرا        

)Patnaik et al. 2006 Patnaik & Khurana 2001 , .(  از ايـن
هاي نارس و کامل استفاده شده   جنينيختيروش براي ترار

  ).Patnaik et al. 2006 Hiei et al. 1994 , (است
ارد ي مقاومــت مــصنوعي متنــوعي بــه گياهــان وهـا  ژن
اند که قادرند چرخه تکثير ويروس را از طريـق تغييـر         شده

ــارکرد ژن ــا(در کـ ــه در  ) يهـ ــا مداخلـ ــي و يـ ويروسـ
 قـرار دهنـد     تـأثير  ويـروس تحـت      -هاي ميزبان  برهمکنش

)Miller & Young 1995 .( بـا منـشا   ييهـا  ژن تـرا چنـين  هـم 
مارگر ي، مقاومت به ب)Virus derived transgenes (ويروس
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ن، مکـانيزم سـرکوبي     ي مع ـ يهـا  وليد پـروتئين  ق ت يرا از طر  
هاي تراژن و يـا هـر دو         اختصاصي به واسطه نسخه    ترادف

 & Fitchen & Beachy1993،Plaukaitis( نمايند ميروش القا 

Zaitlin 1997 , Baulcombe 1996, Dougherty et al. 1994 .(
 شـامل مقاومـت بـه    هـا  ژنن تـرا ي ايريکارگ ه از ب  ييها مثال

 coat protein mediated(وتئين پوششي ويروس واسطه پر

resistance(  هـاي آر اِن اِ، آر   ، ژن رپليکاز ويروس، ستلايت
ــا قطب ــاِن اِ ب ــه   ي ــاقص مداخل ــاي ن ــي و آر اِن اِ ه ت منف

 باشـد  مـي ) Defective Interfering RNAs-DI RNAs(گـر 
)Miller & Young 1995.( 

د محـدود   در مورد غلات در قياس با ساير گياهان موار        
ل ي ـتري از مقاومت حاصل از بيمارگر وجود دارد که به دل           

مارگر ي از بيي موجود در راه انتقال نسخه هايها تيمحدود
ز بوده ي مشکل تر کشت بافت غلات دانه ريها ز روش يو ن 

دست آمده از  هي بها ژنترا). Huntley & Hall 1996(است 
 هـا   ويروسوجاد مقاومت نسبت به لوتئ    ي قادر به ا   ها  ويروس

ي مربـوط بـه   هـا   تـرادف تـوان بـه      ازآن جمله مـي   . اند بوده
پروتئين پوششي، پليمراز و پروتئين حرکتي ويروس اشـاره     

  .کرد
 )Interfering RNA, RNAi(ر  مداخله گ ـيکشف آر اِن اِ

 Siomi & Siomi( آر اِن اِ بـوده  يست شناسي در زيانقلاب

يـان ژن در   و به صورت معمول براي جلوگيري از ب    )2009
هـا از آن اسـتفاده شـده اسـت      گياهـان، حيوانـات و قـارچ   

)Baulcombe 2004 Meister , Tuschl 2004Wang & 

Waterhouse 2001, Travella et al. 2006, .(RNAi 
 را به منظور تخريب و RNAي خاصي از ها ترادفتواند  مي

يا ممانعت از ترجمـه از طريـق فراينـد خاموشـي پـس از               
 )Post transcriptional gene silencing, PTGS (يسيــترانو

 چنين هم). Jinek & Doudna 2009(مورد هدف قرار دهد 
بيـــــان ژن طـــــي فراينـــــد خاموشـــــي در زمـــــان  

ــسي  از )Transcriptional gene silencing, TGS(ترانوي
  دشـو توانـد سـرکوب    يطريق اثـر روي فعاليـت پيـشبر م ـ     

)Meister & Tuschl 2004 .(ه مراحل سه گانRNAi شامل 
ا وارد شـده بـه   يان شده و ي ب ي دولا يل آر اِن اِ   يند تبد يفرا

له يوســه بــ) siRNA( کوچــک ي دولايســلول بــه آر اِن اِ
ل رشــته يتــشک( ، تــک لا شــدن )III) Dicerبونوکلئــاز ير

ــا  ــه  )) guide strand(راهنمـ ــه مجموعـ ــاق آن بـ و الحـ
)Complex (تحـت نـام   ينيپروتئ RISC) RNA-induced 

silencing complex (ـو در پا   ي آر اِن اِ هـا يان جـستجو ي
  بـا رشــته راهنمـا باشــند   ي تــشابه ترادف ـيهـدف کـه دارا  

  باشـــد مـــين مجموعـــه يـــب توســـط ايـــجهـــت تخر

)Meister & Tuschl 2004 ،Tomari & Zamore 2005.(  
 سنس و ي گياهان با آر اِن اِ هايي به شکل ها        يتراريخت

حلقه -ارگيري يک ساقهبه ک. آنتي سنس گزارش شده است
)Stem-loop (           که پايه آن با ژن هدف از تـشابه برخـوردار

ــورت   ــه ص ــت، ب ــؤثراس ــا آر اِن اِ م ــسه ب   يتري در مقاي

ــت      ــوده اسـ ــا نمـ ــرکوبي را القـ ــپ سـ ــي، فنوتيـ  منفـ

)Mette et al. 2000 ،Chuang & Meyerowitz 2000.( 
 تهيـه شـده از      stem-loopهـاي     اسـتفاده از سـازه     چنين  هم
دگياهان تراژن  ي، منجر به تول   ها  ويروسدف ژن پلي مراز     ترا

 ).Waterhouse et al. 2001(بـسيار مقـاومي شـده اسـت     
با استفاده ) Pawloski et al. 2005 (همکاران  وپائولوسكي

از واکنش زنجيره اي پلي مراز به صورت تکـرار معکـوس       
)Inverted repeat-PCR, IR-PCR (  ــاخت ــه س ــق ب موف

) ihpRNA )Intron hairpin RNAصـورت  يي بـه  ها سازه
 ضـمن پايـداري مناسـب از کـارآيي          ها  سازهاين  . گرديدند

انـد   سـازي ژن برخـوردار بـوده       بسيار بالايي براي خاموش   
)Smith et al. 2000 ،Helliwell & Waterhouse 2003 ،

Helliwell & Waterhouse 2005 .(و  بوچر در يک مطالعه
يي از هـا  تـرادف  با کاربرد )Bucher et al. 2006 (همکاران
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ي شيمري ها ترادفچهار توسپوويروس مختلف به صورت      
)Chimeric (           با حداقل اندازه، گياهاني با مقاومـت بـه هـر

  .دست آوردند هچهار ويروس را به صورت قابل توارث ب
 در جو و يولاف تراژن با استفاده از BYDVمقاومت به 

، پروتئين حرکتـي و     ي پلي مراز، پروتئين پوششي    ها  ترادف
يا نواحي غير کد کننده مربوط به پيـشبر آر اِن اِ هـاي زيـر     

 Koev et al. 1998 ،McGrath(ژنومي گزارش شده است 

et al. 1997 ،and Dupre et al. 2002 Yan et al. 2007 .(
) McGrath et al. 1997 (همکـاران  و مك گرات چنين هم

ن يبه انتقال ژن پروتئ   با استفاده از روش بمباران ژني موفق        
ي کوتولگي زرد جو و غلات ها ويروس تعدادي از يپوشش

 ژنوم ۵' و همکاران از نيمه    كوئف. اند به يولاف و جو شده    
BYDV-PAV)  بـراي انتقـال بـه يـولاف از         )  مراز يژن پل

ن سازوکار دقيق اين مقاومت     ييطريق بمباران ژني بدون تع    
  ســتفاده نمودنــد ا)  و يــا بيــان پــروتئينRNAواســطه  هبــ(
)Koev et al. 1998 .(انتقال يک تراژن ويروسـي   چنين هم

نمــود، مــصونيت در برابــر   را کــد مــيhairpin RNAکــه 
BYDV-PAV ــ در ــده اســــت يــ ــث شــ   ولاف را باعــ

)Abbott et al. 2002 Wang et al. 2000 and.( 

 بـه منظـور     PTGS ي فنـاور  يريکـارگ  هق حاضر ب  يدر تحق 
 زرد يروس کوتولگيمقاومت نسبت به و از ي به درجاتيابيدست
 ـهـدف از ا   . شـد  ي بررس ـ PAV-جو ، عـلاوه بـر     ين بررس ـ ي
 سنس،  يها  سازهوه انتقال ژن به غلات، ساخت       ي ش يساز نهيبه
 آنها ييسه کارآينترون و مقاي واجد اي سنس و سنجاق سريآنت

  .روس مزبور بوديدر القاء مقاومت به و
 

  يروش بررس
  ساخت سازه

 ي سنس و سنجاق سر    يسه سازه سنس، آنت   ق  ين تحق يدر ا 
) Intron hairpin-loop, ihp-loop( جـو  creنتـرون  ي ايدارا

 ـن القـاء پد   ين منظور از نـاقل    يبد.  و ساخته شد   يطراح ده ي
ــاز ــاموش س ــامل يخ  pWBVec8  وpStarling ژن، ش

. استفاده شد) اي استرالCSIRO يالملل نيقات بيسسه تحقؤم(
سنس و  ي قطعات سنس، آنتسازي همسانه ياز ناقل اول برا  

ک ناقــل دو  يــ بعنــوان   pWBVec8 و ازihp-loopا يــ
ــوده ســاز  (Binary vector)گانــه ــا ي جهــت انجــام آل  ب

  ).۱شکل (وم استفاده شدياگروباکتر
 ي اختـصاص  ي ابتدا آغازگرها  ،ها  سازه ساخت   به منظور   

هاي برشي خـاص جهـت ورود        گاهي با جا  ييها واجد دنباله 
 pStarling سـنس در     ي سـنس و آنت ـ    يهـا  صورت هقطعه ب 
 ـن منظـور از     يبه ا ). ۱جدول(د  ي گرد يطراح ک همـسانه   ي

 در FJ87401 با رس شـمار    Ros-1189تحت نام   (روس  يو
 ـ)) NCBI)Pakdel et al. 2010 گاه بانک ژن يپا عنـوان  ه ب

واکـنش  .  مـراز اسـتفاده شـد      ياي پل ـ  قالب واکنش زنجيره  
 ياختـصاص  يز آغازگرهـا  مراز با اسـتفاده ا ي پليره ايزنج

BYDVStarlingF/R) ــنج يا و برنامــه) ۱جــدول  شــامل پ
 ـ هر C°۷۲ و   ۶۰،  ۹۴ يي چرخه دما  C۹۴  ،۳۵°قه در   يدق ک ي

 بـه  C°۷۲قـه در  ي دق۲۰قه و بـه دنبـال آن    يک دق يبه مدت   
  . اجرا شدييعنوان گسترش نها

 pTZ57R/T جفت باز در ناقل۴۰۰ معادل PCRمحصول   
ــاق گرد ــالحـ ــپس دريـ ــاد و سـ  αDH5 E.coli تريك بـ

 يســازي شــده رو تري همــسانهكبــا.  شــديســاز همــسانه
 IPTGو Xgal ن، يلي س ـي آمپي حاو LBطي محيها تشتک

 ـ دسـت  بـه  يها و چند عدد از پرگنه ديپخش گرد ه  آمـده ب
. ن کـشت شـد  يليس ـ ي آمپيع حاويماLB صورت مجزا در 

ت كشـر (د  يت اسـتخراج پلاسـم    ي ـد با استفاده از ک    يپلاسم
Bioneer ( د و وجـود قطعـه مـورد نظـر بـا            ياستخراج گرد

 بـا   يم ـي مـراز، هـضم آنز     ي پل يا رهياستفاده از واکنش زنج   
 ـ  و تـرادف EcoRI و  PstIيها مياستفاده از آنز  تأييـد ، يابي

  ) ۲شـکل ( pTZ400BYDVن همسانه تحت نـام     يا. ديگرد
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pWBVec8
11451 bp

RB

HPT ORF

HPT ORF

LB

Tn7 SpecR

part of the nos gene

IS1

nos3'

CAT-1 Intron

oriT

RK2

CaMV 35S

Ori Coli

RK2 Ori

Not I (2911)

  
  

  
  
  

  
  

  
  

) KpnI/SpeI(سنس  يو آنت) BamHI/AscI( ورود قطعات سنس يها محل). B (pWBVec8و ) pStarling) Aنيک ناقليساختار شمات. ۱شکل
 يها فلش. ش داده شده استي نما pWBVec8در ناقل دوگانه) NotI(ر و ورود آنها يها از ناقل اخ  سازهي و آزادسازpStarlingدر 

، چهارچوب ’nos3 خاتمه دهنده ب مربوط به مرز راست،ي به ترتLB  وRB،nos3’  ،HPT ORF ،CaMV35S شده با يگذار علامت
  ).Wang et al. 1998( باشد يک کلم گل و مرز چپ ميروس موزائي و35Sشبر ين، پيسيگرومايخوانش ژن مقاومت به ه

Fig. 1. Schematic demonstration of pStarling (A) and pWBVec8 (B). Cloning sites for sense (BamHI/AscI) and antisense 
(KpnI/SpeI) insertions into pStarling constructs, excision site (NotI) from this vector and insertion into pWBVec8 
binary vector are shown. RB, nos3’, HPT ORF, CaMV35S and LB arrows indicate right border, nos3’ terminator, 
hygromycin phosphotransferase (hpt) gene, CaMV35S promoter and left border, respectively (Wang et al. 1998). 

  
  قين تحقي مورد استفاده در ايترادف آغازگرها. ۱جدول

Table 1. Primers used in this research 
 ترادف آغازگر

Primer sequence (5’à3’)  
 دماي اتصال

Ta(°C)  
 هاي برشي آنزيم

Restriction Enzyme1  
  نام آغازگر

Primer name 
ctttgggcacatggctgacggatccggtacc  60 KpnI and BamHI  BYDVStarlingF  

tctggcgttgtccttcgggcgcgccactagttc  60 SpeI and AscI  BYDVStarlingR  
ctattcctttgccctcggacgagt  62  -  hptF  
tcacgttgcaagacctgcctga  62  -  hptR  

Ta: Annealing temperature 
1: Restriction enzyme sites are shown by bold or under lined-italic nucleotides. 

 
  

  

  

  

  

 يها  جهت ساخت سازهي برشيها ميمحل استقرار آنز. BYDV-PAVمراز  ي جفت باز از ژن پل۴۰۰ ي حاوpTZ400BYDVهمسانه . ۲شکل 
  . شود ي قطعه مشاهده مينترون در دو انتهاي واجد اي سنس و سنجاق سريسنس، آن

Fig. 2. pTZ400BYDV clone containing 400 bp PCR product of BYDV-PAV polymerase gene with appropriate restriction 
sites at both ends to facilitate making sense, antisense and ihp-loop constructs. 

A B 
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  . شدي نگهدار-C°۶۵يدر دما
ــراي ــر ب ــنجاق س ــازه س ــاخت س ــرون ي اي داراي س   نت

)ihp-loop (  ــرش ــام ب ــا انج ــا ب ــتفاده از  يه  لازم بــا اس
صورت سنس   ه ب يمناسب، قطعات  يمي هضم آنز  يها واکنش
 خـارج و مراحـل    pTZ400BYDV سـنس از ناقـل  يو آنت

. ل انجــام شـــد يـــن قطعـــات بــه شــرح ذ  يـ ـالحــاق ا 
م ي با جفت آنزpTZ400BYDV و  pStarlingيدهايپلاسم

جهت ورود قطعه سنس برش داده   ) BamHI/AscI(مناسب  
ت استخراج ژل   ي مورد نظر با استفاده از ک      يشدند و باندها  

 ســازنده از ژل يشنهاديــمطــابق روش پ) Qiagenتكشــر(
عمل الحـاق بـا اسـتفاده از ناقـل           .ديآگاروز استخراج گرد  

  و قطعــه ســنس خــارج شــده ازpStarling شــده يخطــ

pTZ400BYDV ميآنـز   با اسـتفاده از T4 ligase)   شـرکت
Takara (  ـ انجـام گرد   يشنهاديمطابق روش پ  د يپلاسـم . دي

  يســــاز هت همــــسانيــــحاصــــل بــــا اســــتفاده از ک
 Fermentasــسانه ــاز  همـ ــ گرديسـ ــپس رويـ  يد و سـ

 حاصل  يها پرگنه. ن پخش شد  يليس ي آمپ ي حاو يها تشتک
 ـپس از     ي آمپ ـيع حـاو ي مـا LBک شـب برداشـت و در   ي

 pStarlingحضور قطعه سنس در ناقل. دين کشت گرديليس

 يابي  و ترادفPCR، يمي هضم آنزيها  با استفاده از واکنش
 همــــسانه تحــــت نــــام نيــ ـا. دي رســــتأييــــدبـــه  

pStarling+400BYDV:S جهـت الحـاق    . شـد  يگذار  نام
ــ ــه آنت ــميقطع ــنس، پلاس ــاي س  و pTZ400BYDV يد ه

pStarling+400BYDV:S ــز ــا جفـــت آنـ م مناســـب ي بـ
)KpnI/SpeI (سـپس   .ده و از ژل آگاروز استخراج شـد يبر

 شده  ي خط pStarling+400BYDV:S سنس به    يقطعه آنت 
ــاق شــد ــات ســن . الح ــود قطع ــوج ــايس و آنت    ســنس ب
   بـه   يـابي   تـرادف ز  ي ـ مناسـب و ن    يمي آنز يها انجام واکنش 

 قطعـات سـنس و      سـازي   همسانهن  ي با انجام ا   .دي رس تأييد
 ـا.  جو قرار گرفـت    cre سنس در دو طرف اينترون       يآنت ن ي

 ي نامگـذار  pStarling+400BYDV:S+ASسازه تحت نام    
  .شد

رون نتي سنس، اي سنس و آنتيها سازهبه منظور ساخت    
cre ــه ترت ــو ب ــ ج ــز ي ــت آن ــا جف  و SpeI/BamHIم يب ب

KpnI/AscI   ازpStarling  فوق بـر    يها برش. دي خارج گرد 
الحاق قطعات سنس   . ز انجام شد  ي ن pTZ400BYDV يرو

م ي شده با جفت آنز    ي خط creΔpStarlingسنس در    يو آنت 
ــا    ــل انجــام شــد و حــضور قطعــات ب متنــاظر، مطــابق قب

 قطعـات   ي دارا يهـا   سازه. ديرد گ تأييد مناسب   يها آزمون
ــ ــنس و آنتـ ــه ترتيسـ ــنس بـ ــ سـ ــاميـ ــا نـ ــا ب بـ  يهـ

pStarlingΔcre:400BYDV-S   وpStarlingΔcre:400BYDV-AS 
 . شدندي نگهدار-C°۶۵در 

 بـر  NotI يم ـيگانه بـرش آنز يگاه مشترک و  يوجود جا 
ــکلت يرو ــه pStarling اسـ ــل دوگانـ  pWBVec8 و ناقـ

 را در   ihp-loop  سنس و  ي قطعات سنس، آنت   سازي  همسانه
 ـبا انجـام ا   . دينما ير م يپذ ن ناقل دوگانه امکان   يا ن بـرش   ي

، pStarling+400BYDV:S+AS سه همسانه    ي رو يميآنز
pStarlingΔcre:400BYDV-S و pStarlingΔcre:400BYDV-AS 

 يها  سازه (۲۸۰۰و  ) ihp-loopسازه   (۴۰۰۰ حدود   يقطعات
اقـل  جفـت بـاز خـارج، و سـپس در ن    ) سنس يسنس و آنت  

pWBVec8شــده بــا ي خط ـ NotIمي و بــا اســتفاده از آنــز  
T4 ligase يد الحــاق شــده بــر رويپلاســم. شــد الحــاق 

ک يـــوتي بي آنتـــيحــاو  ط کـــشتي محـ ـيهـــا تــشتک 
ــنوماياسپکت ــشت گرديسي ــن ک ــه. دي ــا پرگن ــه يه    دســت ب

 ـ ايحـاو  ط کشتي در محاًآمده برداشت و مجدد  ين آنت ـي
ر ناقـل   حـضور قطعـه مـورد نظـر د        . ک کـشت شـد    يوتيب

pWBVec8 ــون ــا انجــام آزم ــدبــه PCR  ب  .دي رســتأيي

، pWBVec8:S+AS يهـا   حاصل تحـت نـام     يدهايپلاسم
pWBVec8:S  و pWBVec8:ASو در ) ۳شکل( يگذار  نام

 ـ بـه روش     AGLOه  يوم مستعد سـو   ياگروباکتر   خ و ذوب  ي
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 )C)(pWBVec8:S+AS(نترون ي اي دارايق سرو سنجا) B)(pWBVec8:AS(سنس  ي، آنت)A)(pWBVec8:S ( سنسيها نقشه سازه. ۳شكل  
 Ubiquitinنترون يشبر و اين دست پيي در پاihp-loop سنس و يدرهر سه نوع سازه قطعات سنس، آنت. pWBVec8در ناقل دوگانه 
ده ي دCسنس در سازه  ين قطعات سنس و آنتي در بcreنترون يا. رنديگ ينه است قرار مي گراميختي در تراريريکارگ هکه مناسب ب

 HPT(فراز  ن ترانسيسيگرومايچهارچوب خوانش ژن ه. باشد ي م tmL terminatorها ن سازهيدهنده در ا ترادف خاتمه. شود يم
ORF (شبر يتحت پCaMV 35S و خاتمه دهنده nos3’راست يدر هر سه سازه، مرزها. دينما ي عمل م )RB ( و چپ)LB( ،
  .شود يده مي دpWBVec8در ) NotI (يساز گاه همسانهيز جاي و نihp-loopنس و س ي ورود قطعات سنس، آنتي برشيها گاهيجا

Fig. 3. Schematic representation of sense (pWBVec8:S)(A), antisense (pWBVec8:AS)(B) and intron hair pin-loop 
(pWBVec8:S+AS)(C) constructs. Sense, antisense and ihp-loop fragments are driven by Ubiquitin 
promoter, upstream of Ubiquitin intron and terminated by tmL. Hygromycin transferase ORF (HPT ORF) 
is driven under CaMV35S promoter and terminated by nos3’. Left and right borders, insertion sites of 
sense, antisense and ihp-loop segments and NotI cloning site in pWBVec8 are demonstrated 

  
)Weigel & Glazebrook 2006 ( سـازي و سـپس    همـسانه

ن و  يسينومايک اسپکت يوتي ب ي آنت ي حاو LBهاي  تشتک روي
 آمده  دست  به يها يچند عدد از کلن   . دشن پخش   يسيفامپير

 فـوق کـشت   يهـا  کي ـوتي بي آنتيع حاويماLB ط يدر مح
، يم ـيحضور قطعات مورد نظر با آزمون هـضم آنز       . ديگرد

PCR  ـ از ا.دي رس ـتأييـد  به يابي ترادف و   يهـا  ن همـسانه ي
ده گندم استفاده ين رس ي جن يختي جهت انجام ترار   ييايباکتر
  .ديگرد

  
   و کشت بافت گندميختيترار

   يمواد مادر
 بـه عنـوان   ي گندم الوند مـادر يق حاضر از بذرها يدر تحق 

علـت  . ن کامـل اسـتفاده شـد      ي جهت اخذ جن ـ   ياهيمواد گ 
 زرد  يروس کوتـولگ  يت آن به و   يانتخاب رقم فوق، حساس   

ر کـشت غالـب آن در       يز سطح ز  ي و ن  (BVDV-PAV)جو  
 ـر ده گندم بـه عنـوان     ين رس يجن. شور است كم سرد   ياقل ز ي

 يبذرها. م در نظر گرفته شدي مستقييزا نمونه با هدف ساقه
 ۵/۱ به مدتد و ي رقم الوند انتخاب گرد    يسالم گندم مادر  

 درصد شستـشو و سـپس بـا اسـتفاده از       ۷۰قه در الکل    يدق
  تـون ي درصـد همـراه بـا تر       ۵/۱م  يت سـد  يپوکلريمحلول ه 

X-100  بـذور ضـد    .  شـد  يقه ضـد عفـون    ي دق ۳۰ به مدت
 شده چهار تا پنج بار با آب مقطر سترون شستشو و           يعفون

 ـمـدت   ه   مرطوب پخش و ب    ين کاغذ صاف  يسپس در ب   ک ي
اد شـده بـا     ي ين بذرها يجن. دي گرد ي نگهدار C°۶شب در   
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ط يدر شرا نار و   ير هود لام  ياستفاده از پنس و اسکالپل در ز      
  .دشسترون از اندوسپرم جدا 

  
  مراحل کشت بافت

  ش کشتيپ
 ي حـاو ي جدا شده در تشتک هـا يها نين مرحله جن يدر ا 
 کـه محـل     يبه شکل ) ۲ جدول(ش کشت مناسب    يط پ يمح

ــ ــذر رويجــدا شــدن جن ط کــشت و ي ســطح محــين از ب
مـدت زمـان قـرار      . اسکوتلوم بالا باشد، قـرار داده شـدند       

 ۲۵±۱ ي و دمـا يکيک شب در تـار ي ن مرحلهيگرفتن در ا  
  .گراد در نظر گرفته شد يدرجه سانت
  کشت توام
ع ي ما LBط  ي مورد نظر در مح    يها  سازهوم واجد   يآگروباکتر

ن در  يسي ـنومين و اسپکت  يسي ـفامپي ر يها کيوتي ب ي آنت يدارا
ــارC°۲۸ يدمــا ــه مــدت يکي و ت ــ ب کر يک شــب در شــي

 با غلظـت  وميع آگروباکتر يکشت ما . ديانکوباتورکشت گرد 
ــدود  ــح ــ تهOD600 ک دري  ــي ــه آن استوس   نگونيريه و ب

) mg/L۴۰( عصاره خام توتون ،) μl/ml۵/۳ ( درصد ۱/۰و 
ون ي مرحله قبل، با سوسپانسيها نيجن.  اضافه شد۲۰ن يتوئ

ط ي مح ـ يمار و سپس بر رو    يک ساعت ت  ي به مدت  يباکتر
 و يکين مرحله در تاريا .قرار گرفتند) ۲جدول(کشت توام 

 ساعت انجـام    ۷۲گراد و به مدت      ي درجه سانت  ۲۸±۱ يدما
 يط کشت توام برداشته و با آنت ـ      يها از مح   نيسپس جن . شد
 بــه منظــور حــذف   mg/ml ۴۰۰م يک سفوتاکــسيــوتيب

  .مار شدنديوم تيآگروباکتر
  کشت استراحت

ط کشت اسـتراحت بـه      يها در مح   ز نمونه ين مرحله ر  يدر ا 
ن به  يسيگروميان ژن مقاومت به ه    ي و ب  يجاد آمادگ يمنظور ا 
  . شدنديک هفته نگهداريمدت 

  

  يکشت انتخاب
ــه دل ــبــــــ ــود ژن يــــــ ــابگرل وجــــــ   انتخــــــ

hygromycin phosphotransferase (hpt) ــم د يدر پلاس
ک يــوتي بي کــه مقاومــت بــه آنتـ ـ  pWBVec8دوگانــه 

ک در کشت يوتي بين آنتيد، از اينما ين را القا م  يسيگروميه
 ـ رو ي و انتخـاب بافـت هـا       ي جهت غربالگر  يانتخاب  يشي
ن کشت در سه تا     يا). ۲جدول(خت شده استفاده شد     يترار

 ۲۸±۱ يط و در دمـا    يض مح ـ ي بـا تعـو    يچهار هفته متـوال   
 يکي سـاعت تـار    ۸ سـاعت نـور و       ۱۶گراد و    يدرجه سانت 
  .انجام شد

  
  کشت باززايي

در اين مرحله گياهچه هايي که فشار انتخاب مرحله قبل را 
مچنان به رشد خود ادامه داده بودنـد، بـا          تحمل نموده و ه   

شـرايط  . استفاده از شرايط هورموني مناسب به ساقه رفتند       
  .محيطي اين مرحله مطابق کشت انتخابي در نظر گرفته شد

  
  کشت ريشه زايي

هـا از ترکيـب    اين مرحله بـراي ريـشه دار کـردن گياهچـه       
  . هورموني مناسب به همراه سولفات مس استفاده شد

محيطي اين مرحله مطابق کشت انتخابي در نظر   شرايط  
  . گرفته و زير کشت هاي متوالي انجام شد

ها  پس از تشکيل ريشه مناسب در شرايط درون شيشه، بوته
هـا از   ابتدا گياهچه. در دو مرحله به خاک انتقال داده شدند     

محيط شيشه خارج و ريشه ها با آب فراوان سترون جهـت   
به بستر حاوي سه قـسمت     حذف محيط کشت، شستشو و      

ورمي کولايت و يک قـسمت پيـت مـاس سـترون منتقـل              
ها بـا پلاسـتيک    به منظور حفظ رطوبت لازم، گلدان . شدند

 مايع بـا نـصف غلظـت، تغذيـه و           MSپوشيده و با محيط     
  هـا بـه بـستر      پـس از يـک هفتـه، گياهچـه        . آبياري شـدند  
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  فت و انتقال ژن با اگروباکتريومهاي کشت مورد استفاده در کشت با معرفي محيط. ۲جدول 
Table2. Media used in tissue culture and transformation via Agrobacterium 
 

 

1. MS, Murashige and Skoog medium (1962)       2. NAA, Naphthalene acetic acid  3: BAP, Benzylaminopurine 

  
ک قسمت خـاک گلخانـه    يت ماس و    ي سه قسمت پ   يحاو

ه ي و تغذ  ياريآب. ده شدند يک پوش يسترون منتقل و با پلاست    
ع با نصف غلظت به مدت چهار روز و سپس با           ي ما MSبا  

ه با کود کامل بـه  ين مرحله تغذيدر ا .  انجام شد  يآب جار 
. ل خوشه انجام شديبار تا تشک کيفواصل هفت تا ده روز 

گراد،  ي درجه سانت۲۵±۱ ي اتاق رشد در دمايکيزيط فيشرا
 ساعت  ۸ و   يي ساعت روشنا  ۱۶ درصد و    ۷۰ تا   ۶۰رطوبت

  .م شدي تنظيکيتار
  

  ها  بوتهيختين تراريي تعيها آزمون
 آمـده از کـشت      دسـت   بـه  يهـا   بوته يختين ترار يي تع براي

ــت، از  ــا آزمــونباف ــنش زنجيه ــ واک ــراز و ي پليا رهي م

 ـبـه ا  .  استفاده شـد   يا ون نقطه يداسيبريه ن منظـور نمونـه    ي
شه دار برداشت و پس از قـرار       ي ر يها  بوته جوان   يها برگ

 -C°۶۵ِ ان اِ در     يع، تا زمـان اسـتخراج د      يدادن در ازت ما   
 و CTAB اِن اِ با اسـتفاده از    ياستخراج د .  شدند ينگهدار

 Saghi-Maroof (همكـاران  و   معـروف -ساقي مطابق روش 
et al. 1984)انجام شد .  

  
  )PCR(مراز ي پليا رهيواکنش زنج

 ي بـــا دو جفـــت آغـــازگر اختـــصاص    PCRآزمـــون  
BYDVStarlingF/R  وhptF/R) ر يــجهــت تکث) ۱جــدول

 ي موجــود روhpt و BYDV-PAVمــرازي از ژن پليقطعـات 
 استخراج شده بـه     يِ ان اِ  ي، با استفاده از د    ها  سازهاسکلت  

  ط کشتینام مح

Culture medium 

 بیترک

Composition  

 ش کشتیپ

Preculture  

MS1+Saccharose(30g/L)+casein(200 mg/L)+myo-inositol(100 mg/L)+NAA2(0.009 

mg/L)+BAP3(1 mg/L) 

 

 کشت توام

Co-cultivation  

MS+Saccharose(30g/L)+casein(200 mg/L)+myo-inositol(100 mg/L)+NAA(0.009 

mg/L)+BAP(1 mg/L)+Acetosyringone(40 mg/L) 

  

  کشت استراحت

Rest culture 

MS+Saccharose(30g/L)+casein(200 mg/L)+myo-inositol(100 mg/L)+NAA(0.009 

mg/L)+BAP(1 mg/L)+Cefotaxime(400 mg/L)  
 

 یی و باززایکشت انتخاب

Selection and regeneration 

culture  

MS+Saccharose(30g/L)+casein(200 mg/L)+myo-inositol(100 mg/L)+NAA(0.009 

mg/L)+BAP(1 mg/L)+Hygromycin (25, 30 or 35 mg/L)+Cefotaxime(400 mg/L)  
  

  ییشه زایر

Root induction 
MS1/2X+NAA(0.18 mg/L)+BAP(1 mg/L)+CuSo4(2mg/L)+Cefotaxime(400 mg/L) 
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 يعنوان قالب و مطابق برنامه قبل و با در نظر گـرفتن دمـا           
 .اتصال هر جفت آغازگر انجام شد

  
  يا ون نقطهيداسيبريآزمون ه

 PCRتيــ بـا اســتفاده از ک hptو يــواکتير راديــشناسـگر غ 

ELISA DIG-Labeling (Roche Applied Science) ،
 hptF/R به عنوان قالب و جفت آغـازگر         pWBVec8ناقل  

تـر  يکرولي م ۵۰مراز در حجم    ي پل يا رهيک واکنش زنج  ي يط
نان از  يجهت اطم . مطابق دستور شرکت سازنده ساخته شد     

 PCRول  اد شده همراه با محـص     يصحت واکنش، شناسگر    
ک در صد   يدر ژل آگاروز    ) DIG-11-dUTPواکنش فاقد   (

 گنـدم  يها بوته استخراج شده از    ي اِن اِ  يد.  شد يبارگذار
 ي نشده بـر رو    يخت به همراه گندم الوند دست ورز      يترار

 ي بارگـذار يک در صد به منظور غلظت سنج      يژل آگاروز   
 حـدود  ( اِن اِ ي غلظـت د ينواخت سـاز  کيپس از . شد

ng۵۰( ،ي از محلــول واسرشــتگيبــا حجــم مــساو) ۲۵/۰ 
 ۴۵ اتاق به مدت يمخلوط، در دما) NaCl و NaOHمولار 

لون يغشا نا . خ منتقل شد  ي ي و سپس به رو    يقه نگهدار يدق
سانده و در دسـتگاه  ي ـ خSSC×2 بار مثبـت در بـافر      يدارا
پـس از  . قـرار داده شـد  ) Dot blotter (يا گـذار نقطـه   لکه

 واسرشـته در    ي اِن اِ  ي، محلـول د   اتصال به دستگاه مکـش    
 کاغـذ بـا   ي اِن اِ رو ياتـصال د  .  شـد  يها بارگـذار   چاهک

 UV cross linker  بنفش و دستگاهياستفاده از اشعه ماورا

 DIG High Prime DNA Labeling تي ـاز ک. انجـام شـد  

and Detection Starter Kit I (Roche Applied Science) 
 و واکــــنش blockingون، يداســ ـيبريجهـــت انجــــام ه 

 ـ      يي تغ ي با اعمال برخ   يکيسرولوژ ش يرات از جملـه بـافر پ
 ۲/۷مـولار،  / ۲۵بافر فسفات (ون  يداسيبريون و ه  يداسيبريه

pH ،EDTA mM۱ ۷ و %SDS (ــا ــيبري هيو دم ون و يداس
  . استفاده شدstringency (C°۶۵(د ي شديشستشو

   مقاومت يابي جهت ارزها بوته يساز آلوده
ه دشتک با   ي جدا BYDV-PAVد جو    زر يروس کوتولگ يو

ط گلخانه يدر شرا Rhopalosiphum padi ناقل آن يها شته
به عنوان  )  ساعت ۸/۱۶،  ييروشنا/يکي و تار  C°۲±۲۵يدما(

 روز پـس از     ۱۴ آلـوده    يهـا   شـته . شدر یتکثروس  يمنبع و 
 اهـان تـراژن و کنتـرل منتقـل       يروس بـه گ   يه از منبع و   يتغذ

 شته آلـوده  ۲۰اک، حدود  هر بوته مستقر در خ   يبرا. شدند
 پس از هفتاد و     ها  شته.  در نظر گرفته شد    BYDV-PAVبه  

.  شدند يسمپاش) Bayer(دور  يدو ساعت با حشره کش کنف     
زا پانزده روز پس از ي جهت آزمون ال   ها  بوته از   يبردار نمونه

م با استفاده ير مستقي غيزايآزمون ال.  انجام شدها شتهحذف 
 ,BYDV-PAV ) Biorebaهيه عله شدين تهياز گاماگلوبول

Switzerland (  شـرکت سـازنده و روش     يشنهاديبا رقت پ  
انجـام   )Converse & Martin 1990( كـانورس و مـارتين  

  .شد
 
  ج و بحثينتا

  ساخت سازه
ق شامل سنجاق ين تحقي مورد استفاده در ايها سازهصحت 
، ســــنس )pWBVec8:S+AS(نتــــرون ي اي دارايســــر

)pWBVec8:S ( س   سن يو آنت)pWBVec8:AS ( يکه دارا 
. دي رس ـ تأييـد  مختلف به    يها  آزمون، با   هستند hptنشانگر  

بــا اســتفاده از جفــت ) PCR(مــراز ي پليا رهيــواکـنش زنج 
 ۴۰۰ به طول حدود  ي ، قطعات  BYDVStarlingF/Rآغازگر  

 بـا  يم ـيزمون هضم آنزآ). ۴شکل(ر نمود يجفت باز را تکث  
) ۳شکل (ها  سازه يو موجود ر  يها ميب آنز ياستفاده از ترک  

انجـام  .  مـورد انتظـار را آزاد سـاخت        يها  با اندازه  يقطعات
 تأييـد  فـوق منجـر بـه    ي با استفاده از آغازگرها    يابي  ترادف

  .دش ها سازه يينها
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 به ۳ و ۲، ۱ ياه راهک. BYDVStarlingF/R يبا استفاده از آغازگرها)  جفت باز~ ۴۰۰(مراز ي پليا رهيمحصول واکنش زنج. ۴شکل 
  .است ihp-loop سنس وي سنس، آنتيها ب مربوط به سازهيترت

Fّig. 4. PCR product (~ 400 bp) using BYDVStarlingF/R primers. Lanes 1, 2 and 3 are from sense, antisense and 
ihp-loop constructs, respectively. 

  
  تراريختي و کشت بافت گندم

هت بهبود شرايط تراريختـي گنـدم بـا          ج بسياريمطالعات  
استفاده از آگروباکتريوم بـه عنـوان يـک روش سـاده، کـم              

 ي بـاکتر يهـا  هين سويرفته و بهتري صورت پذمؤثرنه و  يهز
ــرا ــي تراريبــ ــي گراميختــ ــه معرفــ ــدهينــ ــد   شــ   انــ

)Jones et al. 2005  Patnaik and Khurana 2001 and ،Wu et al. 2003 .(
 در گنـدم    مؤثر يک نشانگر انتخاب  ي ن به عنوان  يسيگرومايه

 از  ي انتخـاب  ير نشانگرها ي شده است که در کنار سا      يمعرف
 Ortiz et(ها کاربرد دارد  کيوتي بيها و آنت کش  جمله علف

al. 1996 .(متعـدد،  يها شيق حاضر با انجام آزمايدر تحق 
ن يم جن ـي مـستق ييق باززايط جهت کشت بافت از طر  يشرا

 شـد   يسـاز  نـه ي مختلف به  يها شتط ک يکامل گندم در مح   
 با سـه    يختيمراحل مختلف کشت بافت و ترار     ). ۲جدول(

 AGLOه  يوم سو ينوع سازه مختلف با استفاده از اگروباکتر      
ژه يها در هر مرحله به و   زنمونهي از ر  ين رفتن تعداد  يبا از ب  
 ـگروماي هي دارايط انتخابيمح  mg/L۳۵ ن بـه غلظـت   يسي

 ـ و در نها   هـا   بوتـه  يگد شـد  يسف). ۳جدول(همراه بود    ت ي
 يي با غلظت فوق نشان از کـارا يط انتخابيمرگ آنها در مح   

 يتواند حـاک  ي داشت و م   ين نشانگر در غربالگر   يمناسب ا 
 A۵ شکل. ن گندم باشد  ي انتقال سازه به لا    ياز احتمال بالا  

سه ين در مقا  يسيگروماي ه يط حاو يبوته حذف شده در مح    
خت شده اسـت    يک که ترار  يوتي ب ين آنت يبا بوته مقاوم به ا    

 يط انتخاب ي، از مح  ي اصل يها ل ساقه يتشک. دهد يرا نشان م  
 ۲-۴ (ي فرع ـ يها  ساقه ها  بوته از   ياريد و در بس   يآغاز گرد 

ط ي در مح ـ  هـا   بوته. وجود آمد ه   ب يدر کنار ساقه اصل   ) عدد
شه پـس از چهـار تـا شـش هفتـه و            ي ـ درون ش  يـي زا شهير

 ـط بـه ر   يض مح يتعو  ـر. شه رفتنـد  ي ا در ابتـدا فاقـد   ه ـ شهي
 کـشنده شـدند     يج واجـد تارهـا    يانشعاب بـوده بـه تـدر      

 يهـا  بوتهد ي و تولها  بوته ييزان متوسط باززا  ي م ).B۵شکل(
 ي سنس و سنجاق سر    ي سنس، آنت  يها  سازه يدار برا  شهير

 درصـد   ۵/۱۱ و ۳/۹،  ۹/۱۰ب معـادل    ينترون به ترت  ي ا يدارا
  ). ۳جدول(محاسبه شد 

  
  ها بوته يتخين تراريي تعيها آزمون
زا، واکـنش  ي ـ ال يهـا   آزمـون  بـر اسـاس      هـا   بوتـه  يختيترار
 ـ ارز يا  نقطـه  يگـذار   مراز و لکـه    ي پل يا رهيزنج    .شـد  يابي

400 bp  
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 نتروني اي دارايسنس و سنجاق سر ي سنس، آنتيها  سازهي موجود در هر مرحله از کشت بافت برايها نيتعداد جن. ۳جدول 
Table 3. Survival of wheat embryos and plants transformed with sense, antisense or ihp-loop constructs in 

various stages of development 

  

DU: These media were not used 

* 25, 30 and 35 mg/L hygromycin for selection media 1, 2 and 3 respectively 
 
 

  
 

  

  

  

 

 
 

خت يزنمونه تراريک ري رشد خت نشده و ادامهي تراريها زنمونهيزرد شدن ر). mg/L۳۵(ن يسيگروماي هيط کشت انتخابيمح: A. ۵شکل 
   .ن در خاکيي مويها شهيل ريتشک: B. شود يده ميط کشت دين محيدر ا) فلش(

Fig. 5. Hygromycin selection medium (35mg/L). A: Declining non-transformed explants compared to a vigorous 
transformed explants (arrow) B: Hairy root formation of explants in soil. 

  

  ماريت
Treatment  

  نيتعداد جن
No. of 

embryos  

تعداد در کشت 
  توام

No. in 
co-

cultivation 
medium  

ط يتعداد در مح
  استراحت
No. in 

regeneration 
medium  

تعداد در 
ط کشت يمح

  *۱ يانتخاب
No. in 

selection 
medium 1  

تعداد در 
ط کشت يمح

  *۲ يانتخاب
No. in 

selection 
medium 2  

  تعداد در 
ط کشت يمح

  *۳ يانتخاب
No. in 

selection 
medium 3 

ط يتعداد در مح
 -شهيکشت ر
  ييزا

No. in root 
induction 
medium  

تعداد 
در 
  خاک
No. 
in 

soil  

در صد 
  تيموفق

Success 
rate (%)  

 يسازه سنجاق سر
  نتروني ايدارا

ihp-loop 
construct 

Experiment 1 130 130  130  47  40  33  17  8  

 
 

6.15 
Experiment 2 200  200  200  64  32  16  5  2  1 
Experiment 3 110  110  110  DU  DU  63  47  20  18.1 
Experiment 4 110  110  110  DU  27  19  10  8  7.27 
Experiment 5 310  310  310  DU  DU  23  13  9  2.9 
Experiment 6 300  300  300  DU  DU  99  81  54  18 
Experiment 7 300  300  241  DU  DU  152  102  82  27.3 

Total 
Average 

1460 
 

1460 
 

1401 
 

111 
 

99 
 

405 
 

275 
 

183 
 

 
11.53 

  سازه سنس
Sense 

construct  
310  310  300  DU  DU  100  48  34  10.96 

   سنسيسازه آنت
Antisense 
construct 

310  310  310  DU  -DU  67  42  29  9.35 

A B 
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۷۹  

عيار ويروس کنترل   % ۵۰هايي که عيار ويروس در آنها         بوته
گيري شده بـود     و يا کمتر اندازه   ) گياه غير تراريخت  (مثبت  

  آزمـون  . گرفتـه شـد  به عنوان يک رخداد مقاومت در نظـر    
ــال ــودگ ي ــدم آل ــداديزا ع ــه از ي تع ــا بوت ــس از T0 يه  پ

   حامـــليهـــا شـــته بـــا ي مـــصنوعيســـاز آلـــوده
BYDV-PAVي داراي ســنجاق ســريهــا ســازه ي را بــرا 

 .نترون و سنس نشان داديا

 ي مــراز بــا جفــت آغازگرهــاي پلــيا رهيــواکــنش زنج
hptF/R و BYDVStarlingF/Rاســـــتخراج ي اِن اِي و د 

ب منجر به ساخت    يخت به ترت  ي ترار يها  بوتهشده از برگ    
 ها  لاين از   ي جفت باز در تعداد    ۴۰۰ و   ۹۲۷ معادل   يقطعات

 ـ بود که ا   ين در حال  يا. ديردگ  هـاي   گنـدم  ين قطعـه بـرا    ي
 گندم الوند ساخته نـشد  يپ وحشيز ت يخت نشده و ن   يترار

 از ي فوق در تعـداد ي وجود باندها ).B۶ و   A۶هاي   شکل(
در آزمـون   . تـر بـود    في ضـع  يتـر و در برخ ـ     ي قـو  ها  لاين
 حـضور  hptز با اسـتفاده از شناسـگر    ي ن يا  نقطه يگذار لکه
خت با شدت   ي ترار يها  بوته از   ير ژنوم تعداد  ن تراژن د  يا

 ـا. دي رس ـ تأييـد و ضعف به     چ ي اسـت کـه ه ـ    ين در حـال   ي
پ ي ـز الونـد ت   ي ـخت نشده و ن   ي ترار يها  بوته ي برا يواکنش
ها و   ن لکه يشدت و ضعف ا   . )C۶شکل (ده نشد ي د يوحش

 ـک و   يتواند بواسطه ورود     ي م PCR يز باندها ين ا تعـداد   ي
 ـوم باشد که از مزا  يوباکتراندک نسخه تراژن توسط اگر      ياي

 يختي تراريابيج ارزينتا). Bhalla et al. 2006 (باشد ميآن 
 يگذار  و لکهPCRزا، ي اليها  آزمونو راندمان آن بر اساس      

متوسـط  ). ۴جدول( اندک همپوشان بود  ي با اختلاف  يا نقطه
 و ۳/۱،  ۸/۱زا معـادل    ي بر اساس آزمون ال    يختيراندمان ترار 

 واجـد  ي سنجاق سريها سازه يب برايترتصفر در صد به   
ن اعـداد بـا     يا. دي سنس بر آورد گرد    ينترون، سنس و آنت   يا

ــا ــاينتـ ــات تراريج سـ ــير مطالعـ ــتفاده از  يختـ ــا اسـ    بـ
ــشانگر ه ــگروماين ــاکتريسي ــوانين و اگروب    دارديوم همخ

), Bhalla et al. 2006 Patnaik et al. 2006.(  
 ـ يطـور مـصنوع   ه  خت که ب  ي ترار يها  بوته -BYDVا   ب

PAV شده بودند، علاوه بر تفاوت قابـل ملاحظـه      يزن هي ما 
، از  يپ وحـش  ي ـسه با الوند ت   يزا در مقا  يجذب در آزمون ال   

 برخـوردار   ي و کوتـولگ   ي بدون ظهـور زرد    يعي طب يظاهر
رغم دارا بودن تراژن، ي علها بوته از يتعداد). ۷شکل(بودند  

 ـ را در برابر و  ينيمقاومت پائ   ـا. روس داشـتند ي وضـوع  ن مي
تعـداد نـسخه و   ( ر مناسب تراژني غيتواند به واردشدگ يم
 ـ ژن را حمايکه سازوکار خاموش ) يا محل وارد شدگ   ي ت ي
وجـود  ). Kohli et al. 2003(د، مربـوط دانـست   ي نماينم
ــا   يگ ــت پ ــا مقاوم ــراژن ب ــان ت ــاتيياه ــان ن در مطالع   ي

ــارانو  ــگ، )Yan et al. 2007 (همک ــاران  و وان  همک

)Wang et al. 2000 (همکــــاران و ابــــوتز يــــو ن  

)et al. 2002 Abbott(گزارش شده است .  
 ي سنجاق سـر   يها  سازه با   يختيق حاضر، ترار  يدر تحق 

ار ي ـ کـاهش ع   ي بـرا  يين کارآ ينترون و سنس بهتر   ي ا يدارا
 بـا   يخت ـي بود که ترار   ين در حال  يا.  داد دست  بهروس را   يو

ن يانگيه مسيمقا.  را القا نکرد  يچ مقاومت ي سنس ه  يسازه آنت 
 ihp-loop دو سازه برتر نشان داد که سـازه          ي برا يختيترار

 و  وانـگ . به مراتب بهتر از سازه سنس عمل نمـوده اسـت          
 يا سـازه ) ۲۰۰۲( و همکاران    ابوت زيو ن ) ۲۰۰۰ (همکاران

 از  يبـا اسـتفاده از ترادف ـ     ) نتـرون يبـدون ا   (يسنجاق سـر  
ــا ژن ــراز ي پليهـ ــاقه  BYDV-PAVمـ ــوان سـ ــه عنـ    بـ

)kb ۶/۱ ( و حلقـــــه)kb ۸۶/۰ (يختـــــيجهـــــت ترار   
 ي سنجاق سريها سازهه به کاربرد يرغم توص يولاف را علي

   بـالاتر آنهـا    يي بـه علـت کـارآ      bp ۵۰۰تر از    با ساقه کوتاه  
)Yan et al. 2009 Wesley et al. 2001 ,( اســتفاده ،

 دست به هاي لاين از ينمودند که به مقاومت کامل در تعداد
 يا سـازه ) ۲۰۰۷ (همکـاران  و يان چنين  هم. آمده منجر شد  

 و ) ساقه(کاز ي رپليها ژنب با استفاده از يحلقه به ترت -ساقه
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ه با استفاد) C (يا  نقطهيگذار و لکه) B و A( مراز ي پليا رهي واکنش زنجيها  با استفاده از آزمونT0 گندم يها  بوتهيختين ترارييتع. ۶شکل 
 ي بـا اسـتفاده از آغازگرهـا    ي جفت باز  ۴۰۰ و   ۹۲۷ر قطعات   يتکث. خت شده ي ترار يها  از بوته  ي اِن اِ استخراج شده از تعداد      ياز د 

hptF/Rو BYDVStarlingF/R ي ها تب در قسمي به ترت A و Bقـسمت . (ن مـورد نظـر دارد  ي نشان از وجود تراژن در ژنوم لاA :
خـت نـشده   يب مربوط به آب و گندم ترار  ي به ترت  ۲ و   ۱ يها خت شده و راهک   ي ترار يها  بوته  مربوط به  ۱۳-۱۵ و   ۱۰،  ۸ يها راهک

 ـ گ۶، راهـک  pWBVec8:S+ASخـت شـده بـا    ياهان تراري مربوط به گ۹ و ۵ يراهک ها : Bاست، قسمت    خـت شـده بـا    ياه تراري
pWBVec8:S    خت شده با    ياه ترار ي مربوط به گ   ۱۰ و راهکpWBVec8:AS ـ راهـک . باشند ي م   ـ بـه ترت ۱۲ و ۷، ۴، ۳، ۲،  ۱ ياه ب ي

-pRosد همسانهيخت نشده و پلاسمياه تراري، گpWBVec8:S ،pWBVec8:AS ،pWBVec8:S+AS يها د سازهيمربوط به آب، پلاسم

 و pWBVec8:S+ASدي پلاسميها ي اِن اِيب مربوط به ديره به ترتي محصور شده در مربع و دايها  لکهCدر قسمت . باشد ي م 1189
  .استخت ي ترايها ني لاي اِن اِي تراژن در ديي پررنگ نشانگر شناسايها لکه. باشد يخت نشده ميترارگندم 

Fig. 6. Test of transformation of T0 wheat lines using PCR (A and B) and dot blot (C) assays with extracted DNAs. 
Amplification of 927 and 400 bp segments in PCR using hptF/R (A) and BYDVStarlingF/R (B) primers reveal 
successful transformation (A: lanes 8, 10 and 13-15 for transformed explants, 1 and 2 water and nontransformed 
Alvand, B: wheat explants transformed with pWBVec8:S (lane 6), pWBVec8:AS (lane 10) and pWBVec8:S+AS (lanes 
5 and 9). Lanes 1, 2, 3, 4, 7 and 12 are loaded with water, pWBVec8:S, pWBVec8:AS, pWBVec8:S+AS , negative 
control (non manipulated Alvand DNA) and pRos-1189 purified plasmid, respectively. In C, rectangled and circled 
dots show pWBVec8:S+AS plasmid and non-transformed wheat, respectively. Chromatic dots indicate transgene 
detection in transformed lines. 

A 

927 bp 

B 

400 bp 
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۸۱  

 

 
a: No. of plants with virus content equal to 50% or lower than that of corresponding positive control (non transformed 

Alvand) 
b: Total explants in each experiment (Table 3)   
c: No. of plants amplifying 927bp band using hptF/R primers in PCR 
d: No. of plants with positive hybridization results using hpt probe 
e: Transformation rates based on ELISA values 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

گلـدان سـمت چـپ    . انـد   شـده  يزن هي ما BYDV-PAV که با    ihp-loopبا سازه   ) چپ(و نشده   ) راست(خت شده   ي ترار يها هبوت. ۷شکل  
  .دهد ي سالم دارد نشان ميخت که ظاهرين تراريسه با لاي را در مقاي و زرديکوتولگ

Fig. 7. Transformed (right) and nontransformed (left) wheat lines with ihp-loop construct, inoculated with 
BYDV-PAV showing dwarfing and yellowing in nontransformed compared to vigorous transformed 
plants. 

  يا  نقطهيمراز و لکه گذاري پليا رهيزا، واکنش زنجي اليها ها بر اساس آزمون  سازهيختيراندمان ترار. ۴جدول 
Table 4. Transformation rates of constructs based on ELISA, PCR and dot blot assays.   

  ماريت
Treatment 

  زايال
ELISA assay 

  مرازي پليره ايآزمون زنج
PCR assay 

  ي نقطه ايآزمون لکه گذار
Dot blot assay 

  يختيدر صد ترار
Transformation ratee(%) 

  نتروني اي دارايسازه سنجاق سر
ihp-loop construct      

Experiment 1 2a/130b  4c/130b  4d/130b  1.5  
Experiment 2 1/200  2/200  1/200  0.5  
Experiment 3 5/110  4/110  3/110  4.5  
Experiment 4 1/110  1/110  1/110  0.9  
Experiment 5 0/310  0/310  0/310  0  
Experiment 6 3/300  4/300  4/300  1  
Experiment 7 
Average 

12/300 
1.8/100  

13/300 
2/100  

13/300 
1.8/100 

4 
1.8  

  سازه سنس
Sense construct  4/310  4/310  3/310  1.3  

   سنسيسازه آنت
Antisense 
construct 

0/310  0/310  0/310  0  
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 را به جنين نـارس      BYDV-GPV) حلقه(ين پوششي   ئپروت
گندم با بمباران ژني منتقل و درجات مختلفي از مقاومت و      

 .دست آوردند حساسيت را به

) Smith et al. 2000 (و همکـاران اسـميت   اتمطالع ـ
 را در   splicingت  ي ـنترون بـا قابل   ي ا ي دارا يها  سازه ييکارآ
 کامل در  مقاومت نسبتاًي جهت القاي سنجاق سريها  سازه

ک ي ـ در مطالعـات ژنت  ي داخل ـ يهـا   ژن و   هـا   ويروسمقابل  
ــوم ــسيکس، مهندســيمعکــوس، ژن ــابوليرهاي م  و يکي مت

نترون يحضور ا . گر نشان داده است   ماريمحافظت در برابر ب   
نـد پـردازش آر اِن      يده و در فرا   ي سازه گرد  يداريموجب پا 

رسـد   يبه نظر م. شود ميجدا ) pre-mRNA(ک يش پي پ ياِ
ون آر اِن اِ در يداسيبري هيط براينترون از سازه شرايخروج ا

ز محافظت سازه سـنجاق     ي دولا و ن   يل آر اِن اِ   يجهت تشک 
ــر ــر نوکلئيسـ ــراهم مــ ـ  در برابـ ــا را فـ ــازد  يازهـ   سـ

)Smith et al. 2000 Wesley et al. 2001 and .( در

 ـنتـرون کـه پا  ي ا يز کاربرد سـازه دارا    ير ن ضمطالعه حا   يا هي
ار ي ـ، به بروز مقاومت و ع     ست جفت باز را دارا    ۴۰۰معادل  

ــا ــن وييپ ــالميدر حــد گ(روس ي ــان س ــداد) اه  از يدر تع
 براي يليت تکم مطالعا. شدخت شده، منجر    ي ترار يها  بوته
 در يريپـذ  ز نحـوه وراثـت    ي ـن تعداد نسخه تـراژن و ن      ييتع

 در دسـت    ي بعـد  يها  در نسل  يخت انتخاب ي ترار هاي  لاين
  .استانجام 
  

  يسپاسگزار
نـگ بـو وانـگ از       ي دکتر م  يدانند از آقا   ينگارندگان لازم م  

ا و سرکار خانم مهنـدس      ي استرال CSIROقات  يسسه تحق ؤم
ن يار گذاشتن نـاقل يبه خاطر در اختب ي به ترت  يآزاده داوود 

 ـز ارز ي ـر شته ناقـل و ن     ي در تکث  ي و همکار  يديپلاسم  يابي
   .نديروس تشکر نمايمقاومت به و

  
  منابع

  . مراجعه شوديسيمتن انگل) 18-15(جهت ملاحظه به صفحات 
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