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، PR1هاي فرنگي با استفاده از ناقل نوتركيب حاوي ژنتراريزش گوجه
  كيتيناز و گلوكاناز

 ،5، سميه نجفي4پور محسن مطهره، 3محمود سلوكي، 2*مسعود توحيدفر، 1البرز رئوفي

   7، علي رنجبر6ديابهناز دولت آب
 بيوتكنولوژي دانشگاه زابل و دانشيار ارشد كارشناسبه ترتيب  -3و  1

 پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران و استاديار دانشياربه ترتيب  -4و 2

 كارشناس ارشد دانشگاه تبريز - 5

 دانشكده كشاورزي ساري ترتيب دانشجوي كارشناس ارشد و استادياربه -7و  6

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

  )8/9/90 :تاريخ پذيرش - 9/5/89 :تاريخ دريافت(

-باشد كه به طور وسيعي در سراسر دنيا كشت ميترين گياهان باغي ميگوجه فرنگي يكي از مهم
. كنند حصول وارد ميهاي قارچي از جمله فوزاريوم خسارت زيادي به اين م هر ساله بيماري .شود

، كيتيناز و گلوكاناز را PR1هاي فرنگي، ژندر اين پژوهش به منظور تقويت سيستم دفاعي گوجه
از ژنوم گياه توتون  PR1به اين منظور، ابتدا ژن . زمان به گياه مذكور انتقال داديمبه صورت هم

سازي  همسانه pBI121ب در ناقل نوتركي Nosو پايانبر  35Sاستخراج شد و تحت كنترل پيشبر 
در ناقل مذكور و در  Nosو پايانبر  35Sهاي كيتيناز و گلوكاناز نيز تحت پيشبرهاي مستقل ژن. شد

- سپس با استفاده از روش اگروباكتريوم تراريزش ريزنمونه. سازي شدند همسانه PR1مجاورت ژن 
، PR1حاوي سه ژن ، (-)pBI121-PRP-1ChiGluفرنگي توسط ناقل نوتركيب  هاي گياه گوجه

اي پس از قرارگيري  هاي برگ لپهبه اين منظور، ابتدا ريزنمونه. كيتيناز و گلوكاناز، انجام گرفت
اگروباكتريوم حاوي ناقل مورد نظر تلقيح  LBA4404بر روي محيط پيش كشت، به وسيله سويه 

. يي انتقال يافتندي و پس از آن به محيط كشت باززاكشتهم هاي حاصل به محيطريزنمونه. شدند
- ها هر هفت روز يك بار واكشت شده و پس از گذشت چهار هفته به محيط كشت ريشهريزنمونه

. گرم در ليتر كانامايسين انتقال يافتند ميلي 25گرم در ليتر سفوتاكسيم و  ميلي 200زايي حاوي 
دند كه گياهان اي نشان دا گذاري نقطه اي پليمراز و لكه آناليزهاي مولكولي واكنش زنجيره

  . اندهاي مورد نظر را در ژنوم خود، دريافت نمودهتراريخته حداقل يك نسخه از ژن
  
 

 هاي كليدي واژه
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يك  Lycopersicum esculentumفرنگي با نام علمي گوجه
هر ساله ميزان . محصول باغي است كه مصارف گوناگوني دارد
- لكههايي از جمله بسيار زيادي از اين محصول به واسطه بيماري

 و يبرگ لكه، 2يفرنگگوجه آنتراكنوز، 1يفرنگگوجه يموج
-گوجه وزيسپتور، 4يفرنگگوجه وزيليسيورت، 3وزيكلادوسپور

از بين  8نرم يدگيپوسو  7برگ اهيس لكه، 6طوقه يدگيپوس، 5يفرنگ
هاي اصلاح سنتي  نامهكه بربا توجه به اين). Agrios 2005(رود مي

و  باشندميبر و طولاني زمان ،جهت توليد گياهان مقاوم به قارچ
، م باشندهمگازا  توانند با تكامل سريع عوامل بيماري ندرت ميبه

باشند كه پرهزينه  كشاورزان ناچار به استفاده از سموم شيميايي مي
در اثر تكامل باعث آلودگي محيط زيست شده و به شدت بوده، 

مهندسي ژنتيك . دنگردمي روز به روز كم اثرتر زا عوامل بيماري
در . توانسته است مشكلات مذكور را تا حد زيادي برطرف نمايد

تنوع ايجاد مقاومت، تقويت سيستم دفاعي گياه كارهاي مبين راه
اي برخوردار كاري ژنتيكي از اهميت ويژهميزبان به وسيله دست

در حال حاضر، اكثر راهبردها براي توليد گياهان تراريخته . است
هاي كدكننده  هاي قارچي، روي معرفي ژن مقاوم به بيماري

و يا ساير  (PR9) زايي مرتبط با بيماريميكروبي  هاي ضد پروتئين
هاي ضد ميكروبي متمركز شده است كه فعاليت  پروتئين

 Van Loon et(باقي مانده است  مها تا كنون نا معلون بيولوژيكي آ

al. 2006 .(زايي  هاي مرتبط با بيماري ژن)PR(، كه  هايي هستند ژن
پاسخ فوق حساسيت به بسياري از  يها سبب القاآن بيان

 Edreva( گردد قارچي و باكتريايي ميهاي ويروسي،  آلودگي

 در و توتون هايبرگ در هااين پروتئين فكش ازپس  .)2005
در  )10TMV( توتون موزائيك ويروس به حساسيت فوق پاسخ

 Datta and( اند هگرفت قرار بسيار توجه مورد 1970سال 

                                                            
1Alternaria solani 
2 Gloesporium lycopersiti 
3 Cladosporium fulvum 
4 Verticillium albo-atrum 
5 Septoria lycoper 
6 Diplodina lycopersici 
7 Phytophthora parasitica 
8 Rhizopus nigricans 
9 Pathogenesis related 
10 Tobacco Mosaic Virus 

Muthukrishnan 1999 .(هاي نوع پروتئينPR هايي سبك  مولكول
 3كمتر از  pHباشند كه در  كيلودالتون مي 43تا 6لي با وزن مولكو

قابل استخراج و پايدار هستند، مقاومت دمايي داشته و در مقابل 
 .Van Loon et al( دهند پروتئازها مقاومت زيادي از خود نشان مي

داراي دو موقعيت مكاني واكوئلي و ها  اين پروتئين ).1999
فضاي آپوپلاستي سازي در  رهذخيمعمولاً  باشند كه آپوپلاستيك مي

، بيشترين ميزان Van Loon et al. 1999(. PR1( گيرد ميصورت 
به خود اختصاص داده  PRهاي خانواده  را در ميان ساير پروتئين

كه ميزان آن در گياهان آلوده به ده هزار برابر حالت است به طوري
ي ها درصد كل پروتئين دوتا  يكرسد و در اين حالت طبيعي مي

تواند القا مي PR1هاي بنابراين بيان ژن. شود برگ را شامل مي
 Datta and(فعاليت سيستم دفاعي گياه باشد  هكنند

Muthukrishnan 1999 .( خانوادهPR1  به شدت محافظت شده و
هاي گياهي مورد مطالعه، مشاهده شده است تقريباً در تمامي گونه
هاي گياهي تمامي گونههاي اين خانواده در و ساختار پروتئين

اين موضوع اهميت ). Cornelissen et al. 1987(باشد يكسان مي
هاي ساختار و در نهايت عملكرد وابسته به اين ساختار را در گونه

سبب كاهش  PR-1cدر شرايط آزمايشگاهي، . دهدگياهي نشان مي
زني اسپور و طول لوله تندش قارچ  جوانه

Phytophthora.Infestans و در شرايط طبيعي باعث كاهش  شد
 .Van Loon et alسطح آلودگي حاصل از قارچ ااُُمايست گرديد

هاي در جو سبب شد تا قارچ PR1خاموشي ژن . 2006
Blumeria graminis f.sp. hordei  به ميزان بسيار بيشتري در
). Schultheiss et al. 2003(ديواره سلولي ميزبان نفوذ نمايند 

تحت پيشبر دايمي،  PR1ريخت دريافت كننده ژن هاي تراتوتون
زاي قارچي از جمله داري در برابر عوامل بيماري مقاومت معني

Peronospora tabacina  وPhytophthora parasitica  واريته
nicotinae  نشان دادند)Sarowar et al. 2005.(  با وجود مطالعات

نقش بيوشيميايي هنوز  PR1زياد انجام شده بر روي پروتئين هاي 
ها به اثبات نرسيده است اما  خاصي براي هيچ يك از انواع آن

نقش ضد قارچي اين خانواده در سيستم دفاعي گياه تا حد بسيار 
 .Sels et al. 2008; Gianinazzi et al(زيادي پذيرفته شده است 

از اين خانواده، دو ژن اسيدي و بازي در گياه توتون ). 1997
از . در نقطه ايزوالكتريك با يكديگر متفاوت هستندوجود دارد كه 

  مقدمه
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اشاره  PR3و  PR2توان به  هاي اين خانواده مي ديگر پروتئين
- 3و1- گلوكاناز، قادر است بتا- 3و1- با نام بتا PR2خانواده . نمود

). Coling et al. 1993(ها تجزيه نمايد  ها را با اتصال به آنگلوكان
- باشند كه پيوند بتاوكيتينازها ميگروهي از اند PR3هاي پروتئين

هاي كيتين را هيدروليز نموده و استيل گلوكزآمين- Nبين  4و1
ها را اليگوساكاريدهاي موجود در ديواره سلولي بسياري از قارچ

هاي گياهي وجود ندارد اما در كيتين در ديواره سلول. كنندآزاد مي
ت وجود دارد ها و كوتيكول حشراديواره سلولي بسياري از قارچ

)Sela-Buurlage et al. 1993 .( عملكرد ضد قارچي اين دو
پروتئين به وسيله آزمايشات بسيار زيادي مورد تاييد قرار گرفته 

به عنوان مثال قرارگيري ژن كيتيناز لوبيا تحت كنترل پيشبر . است
S35 رشد قارچ رايزوكتونيا سولاني را به ميزان بسيار زيادي در ،

). Broglie et al. 1991(تراريخت محدود نمايد گياه توتون 
اند نشان دادند كه آزمايشاتي كه در شرايط آزمايشگاهي انجام شده

باشد  حضور دو آنزيم براي فعاليت ضد قارچي آنها نياز مي
)Punja and  Zhang 1993 .(كنندگي آنزيم ايزوفرم اول  تأثير هضم

ريوم در حضور بتا گلوكاناز توتون بر روي رشد قارچ فوزا
 Datta and(پروتئين كيتيناز به شدت افزايش نشان داد 

Muthukrishnan 1999 .(فرنگي تراريخت كه ژنگياهان گوجه -

كردند، سبب كاهش را بيان مي PR3و  PR2هاي خارجي 
زاي قارچي  حساسيت گياه ميزبان نسبت به عامل بيماري

Fusarium oxysporum  جدايهlycopersici حالي كه  شدند در
ها به تنهايي تأثيري در افزايش مقاومت نداشت بيان هر يك از ژن

)Jongedijk et al. 1995; Coling et al. 1993 .(هايي   طي آزمايش
تحت  ،كه روي توتون تراريخته حاوي دو ژن كيتيناز و گلوكاناز

مشخص گرديد كه رشد قارچ  ،انجام شد CaMV35Sكنترل پيشبر 
Cercospora nicotianae ها به طور   در مقايسه با حالتي كه ژن

 .Jach et al( داري كاهش يافت كار رفتند به طور معنيه جداگانه ب

شود كه قرارگيري بيني ميبا توجه به موارد ذكر شده، پيش. )1995
به عنوان مثال (سه ژن ياد شده تحت پيشبرهاي مستقل دايمي 

35S (طيف وسيعي از قارچ تواند مقاومت زيادي را در برابرمي-

زمان سه هدف از اين تحقيق انتقال هم. زا ايجاد نمايدهاي بيماري
فرنگي و بررسي ژن ياد شده تحت پيشبرهاي مستقل به گياه گوجه

اي  مولكولي واكنش زنجيره تجزيهها با استفاده از حضور آن
  .اي بودانگذاري ديپليمراز و لكه

  

 XLI-Blue )Cinnaسويه  1اشريشيا كلياز باكتري  در اين تحقيق

Gen B16-50c (هاي  و پلاسميدpGEM®-7Zf(–) و pGEM®-T 

Easy )Promega( ،pBI121 )Clontech, Washangton, DC ( و
-pBI121و  pGEM-Chi (-HindIII(هاي نوتركيب  نيز پلاسميد

ChiGlu (+))( )Mohsenpour  et al. 2008( استفاده گرديد. 
و فسفرزدايي  2واكنش اتصال، ستخراج پلاسميد و واكنش هضما

. انجام شد Sambrook and Russel(2000) هاي طبق دستورالعمل
كيت  اي از روي ژل آگارز با استفاده از ان سازي قطعات ديخالص

. انجام شد 3اي پليمراز با خلوص بالا خالص سازي واكنش زنجيره
 pBI121و  (-)pBI121 PRP-1- ChiGluهاي ساخت سازه. شد

PRP-1- ChiGlu(+)  
افزار با استفاده از نرمهاي اختصاصي  آغازگرابتدا طراحي 

 انجام شد و پس از آن جداسازي ژن PRP-1براي ژن  4اليگوتك
ژنومي توتون به عنوان الگو و انجام  ايانديبا استفاده از   مذكور

ژن  تاييد درست بودن. اي پليمراز صورت گرفت واكنش زنجيره
 5اي پليمراز داخلي استفاده از واكنش زنجيره باجداسازي شده 

) pGEM-T Easy )Promega تاييد و سپس در داخل ناقل
 توسط pGEM-Tبرش از ناقل پس از  PRP-1. سازي شد همسانه

 pGEM-Chi (-HindIII)، در ناقل حد واسط EcoRIآنزيم برشي 
ن هاي برشي ناحيه مكاموجود در  HindIIIكه قبلاً جايگاه 

، )Mohsenpour et al. 2008(آن حذف شده بود  چندگانه
توسط   ژن جهت قرارگيري تاييدسازي شد و پس از  همسانه
   و رو به عقب اختصاصي ژن M13رو به جلوي  هايآغازگر
از اين ناقل خارج  SacIو  XbaI برشي هاي  توسط آنزيم مذكور،

با دو  pBI121ناقل در اثر هضم آنزيمي  gusشد و با خروج ژن 
در  Nosو پايانبر  35Sمورد نظر تحت پيشبر  هآنزيم نامبرده، قطع
هاي كيتيناز و در مرحله بعد ژن .سازي مجدد شد اين ناقل همسانه

                                                            
1 Escherichia coli 
2 Ligation 
3 High Pure Pcr Purfication Kit (Roche) 
4 Oligotech 
5 Nested PCR 

    هامواد و روش
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از ناقل  HindIIIو  BamHIهاي گلوكاناز با استفاده از آنزيم
pBI121-ChiGlu  جداسازي و در مجاورت ژنPRP-1  قرار

هاي مذكور يري متفاوت قطعه حاوي قطعه ژنگجهت. گرفتند
، (+) pBI121 PRP-1 ChiGluسبب ايجاد دو ناقل نوتركيب 

pBI121 PRP-1 ChiGlu(-)  شد كه در اين پروژه از ناقل
-گيري مخالف ژنبا جهت (-)pBI121 PRP-1 ChiGluنوتركيب 

جهت تراريزش گياه  PRP-1هاي كيتيناز و گلوكاناز نسبت به 
  . استفاده شد فرنگي گوجه

 pBI121 PRP-1فرنگي با استفاده از ناقل  تراريزش گياه گوجه

ChiGlu(-) . 70بذرهاي گوجه فرنگي با قرار گرفتن در الكل 
دقيقه ضدعفوني  7دقيقه و كلرين فعال به مدت  3درصد به مدت 

روز بر روي محيط  8بذرهاي ضدعفوني شده به مدت . شدند
-درجه سانتي 25در دماي ) 1جدول ) (1GM(زني كشت جوانه

ساعت تاريكي و  8درصد و در دوره نوري  70گراد و رطوبت 
مربع بر ثانيه قرار داده مول بر مترميكرو 90ساعت روشنايي  16

هاي زير لپه رشد يافته در شرايط اي و محور هاي لپهبرگ. شدند
) PM2(كشت  ضدعفوني جداسازي شده و بر روي محيط پيش

روزه در  4و  3، 2، 1ر گرفتند و در تيمارهاي قرا) 1جدول (
 Cortina(گراد قرار داده شدند درجه سانتي 25تاريكي و دماي 

and Culianez-Macia 2004 .( سويهLBA4404  اگروباكتريوم
، در محيط (-)pBI121 PRP-1 ChiGlu حاوي پلاسميد نوتركيب

 8/0تا  6/0كه غلظت نوري آن به مايع رشد داده شد و پس از آن
كشت فرنگي از روي محيط پيشهاي گوجه رسيد، ريزنمونه

دقيقه قرار  30در داخل سوسپانسيون سلولي به مدت ) 1جدول (
اي به مدت دو روز در  ريزنمونه برگ لپه 200پس از آن . گرفتند

كشتي گراد، بر روي محيط همدرجه سانتي 25تاريكي و دماي 
)3CM) ( اي در  قطعات برگ لپهسپس . قرار گرفتند) 1جدول

گرم در ليتر ميلي 300گرم در ليتر ساكارز و  MS ،30محيط حاوي 
زايي  سفوتاكسيم شسته شده و پس از خشك شدن به محيط ساقه

)RM4) ( هاي حاصل در دماي  ريزنمونه. منتقل شدند) 1جدول
ساعت  8درصد رطوبت و دوره نوري  70گراد و درجه سانتي 25

                                                            
1 Germination medium 
2 Preculture Medium 
3 Co-culture Medium 
4 Regeneration Medium 

ميكرو مول بر متر مربع بر ثانيه  90روشنايي ساعت  16تاريكي و 
پس از چهار هفته، زماني كه طول گياهچه هاي باززا . قرار گرفتند

زايي به محيط كشت متر رسيد، جهت ريشهسانتي 2- 3شده به 
  .منتقل شدند) 1جدول ((RTM5) زايي ريشه

  مولكولي  جزيهت 
هاي گوجه  هاي حاصل از گياهچهاز برگ اي ان ديبراي استخراج 

به منظور اثبات . استفاده شد Edreva (2005(فرنگي از روش 
ميكروليتري  25اي پليمراز در حجم تلفيق ژن، واكنش زنجيره

 40، اي ان دينانوگرم  25پليمراز،  اي ان ديحاوي يك واحد آنزيم 
-F(هاي كيتيناز نانوگرم از آغازگرهاي اختصاصي ژن

5´GAGTGGTGTGGATGCTGTTG3´  وR-

5´GCCATAACCGACTCCAAGCA3´( گلوكاناز ،)F-

5´GAACATCAAGTACATCGCCG3´  وR-

5´GCTACACGTACTAGAACTGG3´(  وPRP-1 )F-

5´CTCAGCTATATTCTTCCC3´  و´R-

5´GCACTCATTAGACATCAG3´( ،5/2  ميكروليترdNTP 
 5/2و ) ميلي مولار 25( MgCl2ميكروليتر  2، )ميلي مولار 2/0(

 94دقيقه در  5واكنش به مدت . جام گرفتان X10ميكروليتر بافر 
 94هر چرخه شامل يك دقيقه در (چرخه  35گراد و درجه سانتي

گراد و يك دقيقه در  سانتي درجه 60ثانيه در  30گراد، سانتي درجه
درجه  72انجام گرفت و تكميل بسط در ) گراددرجه سانتي 72

اي زنجيرهمحصول واكنش . دقيقه انجام شد 7گراد به مدت سانتي
و پس از رنگ شد  پليمراز روي ژل آگارز يك درصد، الكتروفورز

آميزي با اتيديوم برومايد، توسط دستگاه عكس برداري از ژل، 
همچنين براي تاييد مجدد ژن تلفيق شده، آزمون لكه . ثبت گرديد

 Sambrook and Russel (2000) براساس روش اي ان ديگذاري 
  .انجام شد

-pBI121 PRPو  (-)pBI121 PRP-1- ChiGluهاي ساخت سازه

1- ChiGlu(+)  
جفت بازي  588قطعه با مشاهده مورد نظر   صحت جداسازي ژن

اي پليمراز داخلي و در و واكنش زنجيره PRP-1مربوط به ژن 
حضور ژن . يابي قطعه جداسازي شده تأييد شدنهايت توالي

                                                            
5 Rooting Medium 

    نتايج و بحث
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ه از آغازگرهاي اختصاصي ژن با استفاد pBI121مذكور در ناقل 
در نهايت قطعه حاوي،  ).1شكل (مذكور مورد تأييد قرار گرفت 

، PRP-1 ژني پايين دست قطعههاي كيتيناز و گلوكاناز در   ژن
و استفاده از اي پليمراز  زنجيرهبا استفاده از واكنش  .قرارگرفت

ي هاهاي كيتيناز و گلوكاناز، حضور ژنهاي اختصاصي ژن آغازگر
بررسي جهت قرارگيري با استفاده . مذكور مورد تأييد قرار گرفت

در صورتي كه در ناقل . مورد ارزيابي قرار گرفت XhoIاز آنزيم 
هاي كيتيناز و  ، قطعه ژنpBI121PRP-1ChiGluنوتركيب 

قرار گرفته باشد،  PRP-1  گلوكاناز به صورت همسو با قطعه ژن
و  15460ر قطعاتي با طول ، منجر به ظهوXhoIهضم آنزيمي با 

هاي  گيري عكس قطعات ژن شود و جهت جفت باز مي 2282
هايي با ظهور قطعه PRP-1كيتيناز و گلوكاناز نسبت به قطعه ژن 

نماي شماتيك ). 2شكل (شود  را سبب مي 3658و  14084طول 
  .شوندمشاهده مي 3پلاسميدهاي حاصل در شكل 

  
 Cortina and(فرنگي راريزش گوجهت درهاي كشت محيط بتركي -1جدول 

Culiañez-Macia 2004( 
 GM  PM CM RM RTM 

MS +  + + + + 

  30  30  30  30 30 )گرم در ليتر(ساكارز 

 8 8 8 8  8 )گرم در ليتر(آگار

    4/0       )گرم در ليترميلي( HCL-تيامين

   200     )گرم در ليترميلي(استوسيرينگون

NAA)1 1    )گرم در ليترميلي   

BAP)1 1    )گرم در ليترميلي   

IAA)5/0      )گرم در ليترميلي  

    5/0       )گرم در ليترميلي(زآتين ريبوزايد

 100 300      )گرم در ليترميلي(سفوتاكسيم

  50  50        )گرم در ليترميلي(كانامايسين

MS : موراشيگ و اسكوگمحيط كشت  
NAA :1 -نفتالين استيك اسيد. 

BAP :6-آمينوپورين لبنزي 

IAA :3-استيك اسيد ايندول  
  
  

  
با استفاده از  pBI121در ناقل  PRP-1  ژن بررسي حضور -1شكل 

 1kbنشانگر وزن مولكولي  )M. مذكور  آغازگرهاي اختصاصي ژن
)Fermentase( ،1(  ،نوتركيب   حاوي ناقل هاي كلوني )7و5كنترل مثبت

pBI121-PRP-1 ،4،3،2ناقل حاوي   هاي كلوني )6وpBI121 فاقد ژن مذكور  

  
هاي پلاسميدي ساخته   در ناقل. PRP-1  بررسي حضور و جهت ژن -2 شكل

نشانگر وزن مولكولي : XhoI .Mتوسط آنزيم  هضم آنزيميشده با استفاده از 
1 kb Plus DNA Ladder )Fermentase( ،1(  ناقل پلاسميدي

pBI121PRP-1ChiGlu(+) و گلوكاناز به صورت هاي كيتيناز  كه در آن ژن
سبب ظهور دو XhoI قرار گرفته و هضم آنزيمي با  PRP-1  همسو با قطعه ژن

ناقل پلاسميدي  )2جفت بازي شده است،  2282و  15460قطعه 
pBI121PRP-1ChiGlu(-) هاي كيتيناز و گلوكاناز به  كه در آن قطعات ژن
سبب XhoI ي با قرار گرفته و هضم آنزيم PRP-1  صورت ناهمسو با قطعه ژن

  .جفت بازي شده است 3658و  14084ظهور دو قطعه 
  

  الف

  ب
-pBI121PRP) الف(شكل شماتيك دو ناقل پلاسميدي نوتركيب  -3 شكل

1ChiGlu(-)  ب(و (pBI121PRP-1ChiGlu(+)  
  



www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

 مسعود توحيدفر و همكاران    ...فرنگي با استفاده از ناقل نوتركيب حاوي تراريزش گوجه
 

 152  1391تابستان/2شماره/هفتمدوره/ ژنتيك نوين

 

 pBI121 PRP-1تراريزش گياه گوجه فرنگي با استفاده از ناقل 

ChiGlu(-) .اي به  زير لپه و برگ لپه هاي محورانتقال ريزنمونه
محيط پيش كشت سبب ايجاد شرايط مناسب سلولي به منظور 
. آلوده سازي با اگروباكتريوم و انتقال به محيط انتخابي شد

كشت با تيمارهاي يك تا چهار قرارگيري بر روي محيط پيش
هايي كه به مدت يك ربزنمونه. روزه مورد بررسي قرار گرفتند

كشت نگهداري شده بودند، اغلب بسيار يشروز بر روي محيط پ
و پس از ) 4شكل (شد ضعيف بوده و تورمي در آنها مشاهده نمي

كشتي و انتقال به محيط باززايي به حالت پلاسموليزه طي دوره هم
ها به مدت چهار روز بر همچنين، قرارگيري ريزنمونه. در آمدند

از  ها شد كه پسكشت سبب تورم شديد آنروي محيط پيش
اي و يا ها به صورت شيشهانتقال به محيط باززايي اغلب ريزنمونه

ي در مقايسه. برفكي در آمدند و در مراحل بعدي حذف گرديدند
درصد  80كه تقريباً دو تيمار نهايي دو و سه روزه با توجه به اين

روزه  3هاي مربوط به تيمار هاي باززا شده از ريزنمونهگياهچه
يان نمود كه بهترين نتايج مربوط به تيمار سه روزه توان ببود، مي

  ).4شكل (بود

  
  الف                                                     ب

پس از ) ب(و محور زير لپه ) الف(اي  هاي برگ لپهتورم ريزنمونه -4شكل 
تيمار دو روزه،  )2تيمار يك روزه، )1. قرار گرفتن بر روي محيط پيش كشت

  ها تيمار چهار روزه ريزنمونه )4تيمار سه روزه و : 3
  

) C58و  LBA4404(ي اگروباكتريوم در اين پژوهش، از دو سويه
نتايج نشان داد علاوه . فرنگي استفاده شد به منظور تراريزش گوجه

بيوتيك سفوتاكسيم با آنتي LBA4404ي كه كنترل سويهبر اين
هاي ت، تعداد نوساقهبهتر صورت گرف C58ي نسبت به سويه

محيط كشت انتخابي نيز توسط آلودگي با باززا شده بر روي 
LBA4404 پس از گذشت دو تا سه هفته از انتقال . بيشتر بود
اي و محور زير لپه به محيط باززايي حاوي  هاي برگ لپهريزنمونه

هاي باززاشده ظاهر شدند كه تعداد آنها در بيوتيك، نوساقهآنتي

شكل (هاي كوتيلدون به مراتب بيشتر از هايپوكوتيل بود ريزنمونه
زايي در شرايطي صورت ها به محيط كشت ريشهانتقال نوساقه). 5

پس ). 6شكل (رسيده بود متر سانتي 3تا  2گرفت كه طول آنها به 
ضعف ، زاييها بر روي محيط كشت ريشهاز قرارگيري نوساقه

ها ي و گاه حذف نمونهشديدي در آنها مشاهده شد كه با زرد
بيوتيك كه احتمالاً به منظور كاهش فشار ناشي از آنتي. همراه بود

هاي خارجي همراه شده با بار متابوليكي ناشي از بيان بالاي ژن
زايي هاي محيط كشت ريشهبيوتيكبود، راهبرد كاهش ميزان آنتي

 به ويژه كانامايسين به حداقل ممكن و در مواردي حذف كامل آن
پس از كاهش كانامايسين، از زردي و سرعت . صورت گرفت

هاي حاصل پس از گياهچه .ها كاسته شدنكروزه شدن گياهچه
گذراندن مراحل سازگارسازي به گلدان انتقال يافته و نسل اول 

، PR1هاي بررسي بيان ژن. گياهان تراريخت حاصل به دست آمد
يخت مستلزم در دست هاي ترارفرنگيكيتيناز و گلوكاناز در گوجه

-هاي مذكور بود كه به علت عدم وجود آنتيبادي ژنداشتن آنتي

  .هاي مذكور مرحله بعد انجام نشدبادي

     
  الف                                                     ب

ها هاي باززاشده پس از گذشت چهار هفته از انتقال ريزنمونهگياهچه -5شكل 
ريزنمونه باززاشده از محور زير  )الف. ط كشت باززايي انتخابيبه روي محي

  اي ريزنمونه باززاشده از برگ لپه )لپه ، ب

  
  الف                                                   ب

هاي باززا شده بر روي محيط القاي ريشه زايي با قرار دادن گياهچه - 6شكل 
هاي همراه با زرد شدگي در برگچه ضعف شديد )الف. زاييكشت ريشه

هاي خارجي همراه با اثر بازدارندگي قديمي، كه احتمالاً به علت بيان بالاي ژن
هاي حاصل در اثر كاهش كاهش ضعف در گياهچه )باشد، ببيوتيك ميآنتي

  زاييبيوتيك بر روي محيط كشت ريشهميزان آنتي
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  هاي حاصلمولكولي گياهچه تجزيه
ها بر روي محيط كشت حاوي كانامايسين  گياهچهاگرچه رشد 

تواند دليلي بر تراريخت بودن آنها باشد، اما در گزينش گياهان  مي
 هاي غير تراريخت گر امكان فرار گياهچه بر روي محيط گزينش

هاي اي پليمراز نشان داد كه گياهچهواكنش زنجيره. نيز وجود دارد
هاي كيتيناز، يك نسخه از ژنباززا شده در مقايسه با شاهد حداقل 

نتايج واكنش  .را در ژنوم خود دارا هستند PRP-1گلوكاناز و 
 7اي پليمراز تعدادي از گياهان تراريخته احتمالي در شكل  زنجيره

شود، دو همان طوري كه در شكل مشاهده مي. آورده شده است
هاي مورد نظر قطعات مربوط به ژنعدد از گياهان مورد آزمايش 

اي پليمراز صورت  حضور داشته و تكثير توسط واكنش زنجيره
  ).7شكل . (گرفته است

  
اي پليمراز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ژن  واكنش زنجيره -7شكل 

PRP-1كيتيناز و گلوكاناز ، .M :1 نشانگر وزن مولكوليkb )Fermentase( ،
، PRP-1هاي كيتيناز، گلوكاناز و ثبت به ترتيب مربوط به ژنكنترل م: 14، 9، 4
هاي قطعه )7و  6هاي مربوط به ژن كيتياز در دو گياه تراريخت، قطعه )2و  1

هاي مربوط به ژن قطعه )12و  11مربوط به ژن گلوكاناز در دو گياه تراريخت، 
PRP-1  ،ه شاهد هاي مربوط به گياچاهك )13و  8، 3در دو گياه تراريخت
  كنترل منفي) 15و  10، 5هاي مذكور، فاقد ژن

  
بازي به ترتيب تأييد جفت 588و  660، 852مشاهده قطعات 
هاي در گياهچه PRP-1هاي كيتيناز، گلوكاناز و كننده حضور ژن

واكنش استفاده از پلاسميد به عنوان الگو در  .مورد بررسي بودند
گيـاهاني را كه  تشخيص امكان )كنترل مثبت(اي پليمراز زنجيره

از گيـاهاني كه ) باشندمورد نظر مي هايفاقد ژن(منفي هستند 
دليـل ه ولي ب) هستند نظرمورد  هايواجد ژن(باشند  مثبت مي

دهند به خوبي فراهم  تشكيـل نمي اي، قطعهانجام واكنشدر  صنق
گياه گوجه فرنگي نيز به عنوان از دي ان اي ايـن  علاوه بر. آورد

  .استفاده گرديـدلگو جهت شاهد منفي ا
 اي ان دي گذاريبه منظور تاييد بيشتر تلفيق ژن، از آزمون لكه

گذاري، حضور ژن نئومايسين نتايج آزمون لكه. استفاده شد

) 8شكل (فسفوترانسفراز را در ژنوم گياهان تراريخت اثبات نمود 
  .ه بودكه خود تأييد ديگري بر تراريخته بودن گياهان بدست آمد

  
 )1گذاري براي اثبات تراريختي گياهان گوجه فرنگي، آزمون لكه -8شكل 

گياه : 4گياهان تراريخته، )3و  2پلاسميد حاوي ژن نئومايسين فسفوترانسفراز،
  شاهد

 
  ساخت پلاسميدهاي نوتركيب

هاي كيتيناز و گيري ژننكته حائز اهميت در ساخت سازه، جهت
در پلاسميدهاي نوتركيب  PRP-1گلوكاناز نسبت به ژن 
pBI121PRP-1ChiGlu(+)  وpBI121PRP-1ChiGlu(-) باشد مي

. ترتيب به صورت همسو و ناهمسو قرار گرفته استكه به
هاي دهند كه در صورت وجود تواليمطالعات انجام شده نشان مي

همولوگ، احتمال حذف يا جابجايي قطعات مذكور بسته به جهت 
 Branzei and Foiani(ن قطعات وجود دارد قرارگيري و اندازه اي

2010; Kohli et al. 2003 .(اور با توجه به احتمال وقوع كراسينگ
رود در صورت وقوع اتصال در بين قطعات همولوگ، احتمال مي

هاي كيتيناز و ، در صورتي كه ژن35Sدر ناحيه مربوط به پيشبر 
حذف قطعه قرار گيرند  PRP-1گلوكاناز به صورت همسو با ژن 

اين در حالي است كه در صورت اتصال در . مياني صورت گيرد
گيري مخالف تنها جابجايي قطعات هايي با جهتقطعه حاوي ژن

گيرد كه تأثيري در توالي قطعات مذكور و در نهايت صورت مي
در اغلب مطالعات مربوط به ). 9شكل (پروتئين حاصل ندارد 

نتقال به صورت موازي و توسط زايي، اهاي بيماريبررسي اثر ژن
در اين موارد هر ژن مربوط به . گيردناقلين جداگانه صورت مي

زايي به صورت جداگانه به گياه منتقل شده و دستيابي به  بيماري
اي كه چند ژن را دريافت كرده باشند تنها با  گياهان تراريخته

 Broglie( پذير است ها امكان بندي ژن هاي مكرر براي هرم تلاقي

et al. 1991; Jongedijk et al. 1995; Fiocchetti et al. 2008 .(
هاي مورد كه محل قرارگيري ژندر اين حالت با توجه به اين
ها در بيني نيست، قرارگيري ژنمطالعه بر روي ژنوم قابل پيش

تواند شرايط درون سلولي متفاوتي هاي ژنومي متفاوت ميمحل
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هاي مكن است در عملكرد نهايي پروتئينايجاد نمايد كه اين امر م
هاي مورد مطالعه در اين قرارگيري ژن. بيان شده تاثير گذار باشد

پژوهش بر روي يك ناقل شايد سبب بزرگ شدن ناقل و در 
توان نهايت كاهش بازده فرايند انتقال گردد اما با اين كار مي

 هاي مذكور را در يك موقعيت مكاني تضمين وقرارگيري ژن
 .گيري قطعات در ژنوم را حذف نموداثرات جانبي حاصل از جاي

استفاده از پلاسميدهاي نوتركيب حاصل از اين تحقيق براي 
هاي انتقال جداگانه  تراريزش گياهان، منجر به كاهش هزينه

هاي ايجاد كننده مقاومت در محصولات گياهي شده و با وارد  ژن
اه، ديگر نيازي به انجام هاي مقاومت به گي كردن همزمان اين ژن

گير و پرهزينه توليد گياهاني كه به طور جداگانه اين  مراحل وقت
و به دنبال آن تلاقي آنها و انجام مراحل  اند ها را دريافت نموده ژن
اي كه  بندي ژني به منظور دستيابي و شناسايي گياهان تراريخته هرم

  ..داراي هر سه ژن باشند، نخواهد بود

  
  در ناقل PRP-1هاي كيتيناز و گلوكاناز و  ژن  گيري هميت جهتا -9شكل 

pBI121-PRP-1-ChiGlu(+)هاي  ، پس از فرايند كراسينگ اور در نسل
. PRP-1هاي گلوكاناز و  ژن 35Sاور بين پيشبر  وقوع كراسينگ: الف. بعدي

پس از جابجايي قطعات در ناحيه  PRP-1هاي گلوكاناز و  جابجايي ژن: ب
گونه تغيير مخربي در ساختار قطعات مذكور به اور كه در نهايت هيچ كراسينگ

 .آيد وجود نمي
  

  فرنگي تراريزش گوجه
هاي ها مشاهدات نشان داد كه ريزنمونهبا توجه به تنوع ريزنمونه

. اي نسبت به محور زير لپه باززايي بهتري را نشان دادند برگ لپه
يي در گياهان شاهد قرار تحت پيشبرهاي القا PR1هاي خانواده ژن

زا فعال  دارند و سيستم دفاعي گياه در اثر حمله عامل بيماري
در اين حالت ميزان خسارت ناشي از حمله قارچ رابطه . شود مي

به عبارت ديگر هر چه . مستقيمي با طول مدت پاسخ گياه دارد
 Van(دهي كمتر باشد، ميزان خسارت كمتر خواهد بود  زمان پاسخ

Loon et al. 2006 .( ،در گياهان تراريخته حاصل از اين تحقيق
، كيتيناز و گلوكاناز به طور جداگانه تحت كنترل PRP-1هاي ژن

رود ميزان قرار دارند و به اين ترتيب انتظار مي 35Sپيشبر قوي 
ها در تمامي مراحل رشد گياه هاي حاصل از اين ژنبيان پروتئين

اما اين بيان بالا ). Lawrence et al. 1998(به ميزان كافي باشد 
تواند بار متابوليكي شديدي به گياه وارد نمايد و سبب ضعيف مي

همان گونه كه . شدن و گاهي از بين رفتن گياهچه باززا شده شود
شود، گياهچه باززاشده بر روي محيط مشاهده مي 6در شكل 

وي هفته در مقايسه با گياه شاهد كه بر ر 4انتخابي پس از گذشت 
هايي از زرد بيوتيك قرار گرفته بود، نشانهمحيط كشت فاقد آنتي

هاي ها را ، نشان داد كه خود بيانگر ضعف در گياهچهشدن برگ
تواند علاوه بر بيان بالاي سه اين ضعف در باززايي مي. مذكور بود

- بررسي. ها نيز ناشي شودبيوتيك بر روي گياهچهژن، از اثر آنتي

ها را به اند علت اصلي كاهش قدرت گياهچهتوهاي بعدي مي
از بين رفتن گياهان غيرتراريخته نيز . تر مشخص نمايدطور دقيق

اين . انجامددر محيط حاوي كانامايسين تا چندين ماه به طول مي
ضعف حاصل از مقاوم نبودن . شوندگياهان به تدريج ضعيف مي

اهان با ضعف باززايي روي محيط حاوي كانامايسين كه گي
كه شود، قابل تشخيص نبوده و از آنجاييتراريخته را نيز شامل مي

حضور كانامايسين در محيط كشت به ميزان زيادي طويل شدن 
ساقه و رشد گياه را با كندي مواجه كرده و براي القاي ريشه نيز 
بهتر است كانامايسين از محيط كشت گياه حذف گردد،لذا با 

مالي توسط آناليزهاي ملكولي نظير تشخيص گياهان تراريخته احت
PCR توان گياهان تراريخته احتمالي را در مراحل اوليه باززايي مي

روي محيط كشت بدون كانامايسين قرار داده تا دچار كندي و 
در نهايت بهتر است كه در آزمايشات . شدن رشد نگردند متوقف 

حداقل  بيوتيك مورد استفاده در محيط كشت بهمشابه، ميزان آنتي
ممكن كاهش يابد و يا كاملاً حذف گردد تا فشار انتخاب از 

هاي تراريخت ضعيف ها برداشته شود و از حذف گياهچهگياهچه
بيوتيك سبب البته حذف آنتي. بيوتيك جلوگيري شوددر اثر آنتي

شود كه در نهايت با حجم باززاشدن گياهان غير تراريخت نيز مي
بايد مورد ارزيابي قرار گيرند روبرو  هايي كهبالايي از گياهچه

تواند بر اساس ميزان باززايي گياه بنابراين، محقق مي. خواهيم شد
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بيوتيك را مورد مطلوب تشخيص دهد كه چه غلظتي از آنتي
  .استفاده قرار دهد

  مولكولي  تجزيه
-فرنگيطور كه ذكر شد، مطالعات انجام شده در مورد گوجههمان

هاي كيتيناز و گلوكاناز در افزايش افزايشي ژنهاي تراريخت، اثر 
زاي متعدد قارچي را اثبات نموده است مقاومت به عوامل بيماري

)Coling et al. 1993; Jongedijk et al. 1995 .( همچنين نقش
نيز به عنوان يك پروتئين ضد قارچي به اثبات  PR1خانواده 

-يب انتظار ميبه اين ترت). Niderman et al. 1995(رسيده است 

رود قرارگيري اين سه ژن در كنار هم در گياه گوجه فرنگي بتواند 
هاي قارچي سبب افزايش مقاومت به طيف وسيعي از بيماري

هايي كه تا كنون انجام گرفته است، انتقال در تمامي پژوهش. گردد
هاي كيتيناز و گلوكاناز به صورت جداگانه و طي دو مرحله ژن

تواند اين سوال را در اين شيوه انتقال مي .صورت گرفته است
-هاي مذكور در بخشذهن ما به وجود آورد كه آيا قرارگيري ژن

تواند در بيان و يا حداقل ميزان هاي مختلف ژنوم گياه هدف نمي
هاي مذكور تأثير داشته باشد كه در صورت وقوع در ميزان بيان ژن

تاثير گذار خواهد بود زا مقاومت ايجاد شده نسبت به عامل بيماري

)Goodman et al. 1993( . روش انتقال هم زمان كه در اين
تواند به تمامي ابهاماتي از پژوهش مورد استفاده قرار گرفت مي

راي توليد گياهان مقاوم به بيماري با ب. اين نوع پاسخ مناسب دهد
عامل  هايگونهضروري است كه گياهان به همه  مقاومت پايدار،

تهيه ناقل پلاسميدي كه داراي چندين ژن  .زا مقاوم باشند بيماري
هاي مستقل قوي   قارچي تحت پيشبر هاي ضد  كننده پروتئينرمز

. باشد باشد، راهكار مناسبي جهت توليد گياهان تراريخته مقاوم مي
- هاي حاصل از اين تحقيق علاوه بر پتانسيل ايجاد اثرات هم ناقل

اناز نگراني حاصل از احتمال گلوك- 3وβ-1فزايي كيتيناز و ا
زا و شكستن مقاومت را تا حد زيادي  سازگاري عوامل بيماري

در اين ناقل كه  PR1 دايمياز سوي ديگر بيان . دنده كاهش مي
در گياه است، علاوه بر اثرات مثبت  PRهاي  القا كننده ساير ژن

اناز، ساير كگلو- 3و β-1هاي كيتيناز و  بر روي عملكرد آنزيم
كه  نمايدميهاي دفاعي گياه را نيز فعال   هاي مربوط به مكانيزم  ژن

ها  بالا در برابر قارچ رود باعث توليد گياهاني با مقاومت انتظار مي
هاي زنده و غير زنده   ها و ديگر تنش حتي در برابر باكتري و
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