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)12/5/94:پذیرشتاریخ- 15/10/93:دریافتتاریخ(

سازي هاي نظارتی موجود در اغلب کشورهاي دنیا، قبل از پذیرش و تجاريطبق قوانین سازمان
ها با یک روش ی دقیقی بر روي آنهاي ایمنهاي آن، باید ارزیابیمحصولات تراریخته و فراورده

هاي تراریخته یکی از مراحل ارزیابی ایمنی گیاهان تراریخته، مقایسه لاین. اي صورت گیردمقایسه
این بررسی به منظور . با رقم زراعی غیرتراریخته از نظر محتوي متابولیتی و ترکیبات آنها است

به عنوان مثال در (از دستورزي ژنتیکی ناخواسته و نامطلوب حاصل احتمالی شناسائی تغییرات 
این . صورت می گیرد)نتیجه ورود ژن خارجی به درون ژنوم دیگر و یا تولید متابولیت جدید

میزان قند کل و در این مطالعه تلاش شد.معروف است) همانیاین(فرایند به اصل ضرورتاً یکسان 
هاي تراریخت مقاوم به زمینیسیبدر هاي محلول مانند ساکارز، گلوکز و فروکتوزهمچنین قند

در پژوهشکده بیوتکنولوژي کشاورزي ایران تولید شده بودند 1388زمینی که در سال بید سیب
- زمینی که در آزمایشلاین تراریخته مقاوم به بید سیب4بدین منظور از . مورد بررسی قرار گیرد

ها از تاریخ زمینیاین سیب.ستفاده شداند اسنجی مقاومت بالایی از خود نشان دادههاي زیست
هاي تراریخته به همراه گیاه شاهد به منظور نمونه.انداي نگهداري شدهفوق در شرایط درون شیشه

-ها و همچنین از نمونههاي نور دیده و نور ندیده غدهتولید غده به گلخانه منتقل شده و از نمونه
ژن در براي اطمینان از حضور ترا. ها استفاده شدتهاي برگی این گیاهان جهت آنالیز متابولی

PCRنتایج حاصل از مولکولی بر روي آنها انجام گرفت و هايبررسی گیاهان و مواد گیاهی 
در بررسی میزان . هاي تراریخته مورد ارزیابی حضور دارددر همه نمونهcry1Abنشان داد که ژن

یاهان تراریخته با گیاه شاهد از لحاظ میزان قند داري بین گقند کل مشاهده شد که تفاوت معنی
ارزیابی قندهاي محلول نیز نشان داد که میزان ها وجود ندارد و همچنینر بافتکل موجود د

داري ندارد و قندهاي ساکارز، گلوکز و فروکتوز بین گیاهان تراریخته با گیاه شاهد تفاوت معنی
و همچنین قوانین نظارتی کدکس ایمنی با توجه به ترکیبات مورد بررسی در نتیجه 

.هاي تراریخته از لحاظ این صفات مورد تائید بوده و مصرف آنها بدون خطر استزمینیسیب

هاي کلیديواژه
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operculella (Zellerرهکتا3,324,000ودحددرنیا ددرسالانه
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ارتقاءامکانژنتیکمهندسیجدیدفنونازاستفادهدیگر،نگاه

Functional food)(فراسودمندغذاهايتولیدوايتغذیهارزش

. استآوردهفراهمايگستردهطوربهرا

هزنجیردرژنتیکیشدهاصلاحغذاییموادورودباهمزمانالبته
ازناشیبالقوهخطراتباارتباطدرهایینگرانیانسان،غذایی
دررامتعدديهايپرسشوایجاد،موادگونهاینمصرفوتولید
افزایشحساسیت،مانندنامطلوبعوارضبروزاحتمالزمینه

انتقالومحیطیمخرباثراتها،بیوتیکآنتیبهنسبتمقاومت
نمودهمطرحجامعهدرHorizontal gene transfer)(هاژنافقی

مسئولیتالمللیبینهايکمیتهموضوع،اهمیتدلیلبه. تاس
موادایمنیتضمینبرايلازمهايسیاستتعیینوگذاريقانون

راستاایندروگرفتهعهدهبرراژنتیکیشدهاصلاحغذایی
براساس. تاسشدهمطرحمتعدديهايدستورالعملوراهبردها

برابرياثباتبرمبتنیمحصولاتاینایمنیبرآوردموجودنینقوا
هايآزمونانجامهمچنینونشدهاصلاحانواعباآنهاجانبههمه

هامتابولیتسمیتها،پروتئینزاییحساسیتزمینهدراختصاصی
,Hashemi and Shoja Sadat(د باشمیغذاییمادهو طبق .)2010

ی موجود در اغلب کشورهاي دنیا، قبل قوانین سازمان هاي نظارت
هاي از پذیرش و تجاري سازي محصولات تراریخته و فراورده

هاي ایمنی دقیقی بر روي آنها با یک روش آن، باید ارزیابی
یکی از مراحل ارزیابی ایمنی غذائی . اي صورت گیردمقایسه

ته هاي تراریخته با ارقام غیرتراریخگیاهان تراریخته، مقایسه لاین
این بررسی به منظور شناسائی تغییرات احتمالی . آن است

به عنوان مثال (ناخواسته و نامطلوب حاصل از دستورزي ژنتیکی 
در نتیجه ورود ژن خارجی به درون ژن دیگر و یا تولید متابولیت 

این (این فرایند به اصل تشابه ضروري . گیردصورت می) جدید
,OECD(معروف است ) Substantial equivalenceهمانی

2001a; Kok and Kuiper, که از "تشابه ضروري"اصل )2003
,FAO/WHO(در چند شوراي بین المللی1990دهه  2005;

WHO, 1995; OECD, 2001a,b( مطرح شده است، یک عنصر
مهندسیکلیدي در ارزیابی ایمنی غذاهاي حاصل از موجودات 

ها و شناسائی شباهتاین مفهوم براي . باشدشده ژنتیکی می
هاي بین غذاهاي تراریخته و همتاهاي سنتی آنها که داراي تفاوت

و راهنماي اصلی در شودسابقه مصرف ایمنی هستند، استفاده می
,FAO/WHO(شود فرایند ارزیابی ایمنی محسوب می 2000 .(

هاي تعیین کننده متعددي وجود دارد که باید در کاربرد عملی جنبه

مقدمه
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مورد توجه قرار گیرد که در نهایت منجر به شناسائی این مفهوم
.گردداثرات ناخواسته می

هرگونه تغییر در لاین تراریخته باید در محدوده تغییرات مجاز در 
هاي نظارتی به همین دلیل، سازمان. بین ارقام غیر تراریخته باشد

در بسیاري از کشورهاي دنیا نتایج مربوط به بررسی و مقایسه 
تراریخته را جهت ارزیابی یخته با رقم غیرات محصولات ترارترکیب

ایمنی محصول تراریخته و صدور مجوز رهاسازي تجاري آنها 
این مقایسه مورد به مورد بوده و قابل تعمیم به ارقام . دانندلازم می

. تراریخته مشابه نیست
هاي تراریخته و راهکارهاي مختلفی جهت مقایسه لاین

ار گرفته شده است که هر کدام از این راهکارها از غیرتراریخته بک
ها مهمترین این روش. پردازندیک جهت به این مقایسه می

متابولومیکس، پروتئومیکس و ژنومیکس است که هر کدام از این 
ها پیامدهاي حضور ژن خارجی را در سطوح مختلف روش

-ژنومیکس، پروتئومیکس و متابولومیکس مورد ارزیابی قرار می

ومیکس، تکریپهاي ترانسهرچند توانائی روش. دهند
پروتئومیکس و متابولومیکس براي تشخیص اثرات آنها تحت 

باشد، آنالیز ترکیبات کلیدي و ضدغذائی از اهداف مطالعه می
Cellini(ارزیابی ترکیبات محسوب می شود  et al. 2004.(

OECDرسد که در حال حاضر استفاده از راهنماي موجودبنظر می

تواند به عنوان مبنائی براي ارزیابی مطالعات متابولومیکس می
این راهنما مشخص شده 2002در نسخه سال . بسیار مفید باشد

توان است که با آنالیز ترکیبات ذکر شده در فهرست این راهنما می
,OECD(تشابه رقم مورد مطالعه را با ارقام طبیعی تعیین نمود 

2002a,b( .،هدف ارزیابی ایمنی غذاهاي جدید بنابراین) از جمله
اثبات این موضوع است که ) غذاهاي حاصل از فناوري تراریخته

در صورت (غذاي جدید سطح ایمنی مشابه والد طبیعی خود 
داشته و همچنین هیچ خطر اضافه یا جدیدي براي سلامت ) وجود

بینی و غیر قابلاثرات نامطلوب قابل پیش. مصرف کننده ندارد
بینی ممکن است سلامت فراورده را اثبات کند یا نکند اما پیش

.احتمالی باید این کار انجام شودبراي ارزیابی مخاطرات 
در نهایت اینکه، براي رهاسازي یک محصول تراریخته لازم است 

اسناد و مدارك حاصل . ارزیابی تشابه ضروري در آن انجام شود
تکمیلی در خصوص هاي انجام شدههمراه با سایر بررسی

براي ارائه غیرهپروتئومیکس، ژنومیکس و ارزیابی هاي حیوانی و 
هاي نظارتی و تصمیم گیر در زمینه تجاري سازي به سازمان

. باشدمحصولات تراریخته ضروري می
با هدف cry1Abپس از اثبات وجود ژن انتقالی این تحقیق 

اکارز، گلوکز سکل و همچنین قندهاي محلول همچوندمقایسه قن
زمینی و یبزمینی تراریخته مقاوم به بید سو فروکتوز بین سیب

.تراریخته انجام پذیرفتگیاه شاهد غیر

هاواد و روشم

زمینی تراریخته مقاوم به بید سیب جهت تولید سیبمقدمات کار
در پژوهشکده 1388درسال cry1Abزمینی با استفاده از ژن 

براي هدفمند . کرج انجام پذیرفت-ایرانبیوتکنولوژي کشاورزي 
تر از نظر رعایت ایمنBtزمینی ها و تولید سیبکردن بیان ژن

Phosphoenolpyruvate(اصول ایمنی زیستی، از پیشبر 

carboxylase(PEPC گیاه ذرت)Zea mays ( ژن در بیانکه سبب
زه براي انتقال سا. شود، استفاده شده استهاي سبز گیاه میبخش

ب زمینی از اگروباکتریوم تومه به گیاه سیpBPECry1Abمولکولی 
Ghasimi Hagh(استفاده شد AGLo1سویه زینفاش et al. 2009(.

هاي کنترل و تراریخته که شامل زمینیدوره کشت سیب4بعد از 
,B2هاي لاین B8, B11, B12ايبودند در محیط مایع درون شیشه

اي به مرحله قال یافت و در شرایط گلخانهاي انتبه شرایط گلخانه
هاي میانی از بعد از طی شدن مراحل رشد برگ. غده دهی رفتند

بوته جدا شده و بلافاصله در ازت مایع قرار داده و بعد به فریزر 
درجه4ها نیز پس از جمع آوري، در دمايغده. انتقال یافتند-80

ن ژن از پیشبري استفاده براي بیان ای. سانتیگراد نگهداري شدند
هاي سبز و تحت نور که تنها در بافت) PEPCپیشبر (شده است 

در یک Cry1Abبه منظور بیان و تولید پروتئین . شودبیان می
زمینی تراریخته در معرض نور کنترل شده تیمار، مقداري سیب

تولید همزمان قرار داده شد تا پروتئین بیان شود اما با توجه به 
دهی به میزانی بود که درصد زمینی، این نورئیدها در سیبآلکالو

,Fridman(آلکالوئیدها از مقدار استاندارد بیشتر نشود  2006.(
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بنابراین نیمی از آنها به مدت یک هفته در شرایط نور و نیمی 
.دیگر در شرایط تاریکی قرار گرفتند

cry1Abبررسی ثبات ژن 

-ندیده سیبوردیده و نور برگ و غده هاي ناز DNAاستخراج
یر یافتهیروش دلاپورتاي تغهاي مورد بررسی بهزمینی

)(Dellaporta et al. DNAو کیفیت و کمیت نجام شدا1983

مورد استخراجی به وسیله ژل الکتروفورز و  اسپکتوفتومتري 
ازاستفادهبابر روي این ژن PCRآزمون .بررسی قرار گرفت

-GGC-GGC-´5:مستقیمآغازگر(cry1Abژناختصاصیآغازگر

GAG-AGG-ATC-GAG-AC-3´73نوکلئوتیدهايبرمنطبق -
-TCG-GCG-GGA-CGT-´5معکوسآغازگرورمزکنندهناحیه

TGT-TGT-TC-3´ناحیه-1276نوکلئوتیدهايبرمنطبق
95شامل یک چرخه PCRشرایط انجام . انجام شد)رمزکننده

درجه 95چرخه با 35دقیقه و درجه سانتیگراد به مدت پنج
درجه سانتیگراد به مدت یک 58سانتیگراد به مدت یک دقیقه،

درجه سانتیگراد به مدت یک دقیقه و نهایتا یک چرخه 72دقیقه و 
) طویل شدن نهایی(درجه سانتیگراد به مدت پنج دقیقه 72اضافی 

محصول واکنش . انجام شد) (PCR BIO-RADبود که در دستگاه 
TAEو % 1اي پلیمراز بر روي ژل آگاروز یرهزنج 1X برده شد و

.عکسبرداري صورت گرفتGel-Docتوسط دستگاه 
جهت بررسی تعداد نسخه ژنی در لاین هاي تراریخت از روش 

DNAهاي بدین منظور نمونه. نگ استفاده شدسادرن بلاتی

هضم شده و برروي ژل آگارز EcoRIاستخراج شده با آنزیم 
به غشاي نایلونی باردار مثبت با DNAانتقال . وفورز شدندالکتر

,Smabrook and Russell(استفاده از روش مویین انجام شد 

cry1Abآشکارسازي نمونه ها با استفاده از پروب ژن ).2001

DIG DNAبا استفاده از کیت DIGنشان دار شده با  labeling

and detection kit) شرکتRoche (دستورالعمل و براساس
. موجود صورت گرفت

ساکارز، گلوکز و (گیري قندهاي محلول اندازه
HPLCبا استفاده از دستگاه ) فروکتوز

گرم از نمونه تر وزن شد و در ازت مایع پودر شد و درون 02/0
% 80لیتر اتانول میلی5/1پس سلیتري ریخته و میلی2تیوب 

(v/v)دقیقه با ورتکس5دت روي هر نمونه اضافه شد و به م
دور در دقیقه 3000ها در تکان شدید داده شد و سپس نمونه

دقیقه سانتریفیوژ شدند و محلول رویی درون فالکون 10مدت به
کن در ها درون آون یا خشکلیتري ریخته شد و فالکونمیلی15

طور ها به الکل نمونهگرفتند تاگراد قرار درجه سانتی50دماي 
لیتر میلی47/0لیتر آب مقطر و میلی10مقدار . خیر شدکامل تب

روي لیتر سولفاتمیلی5/0نرمال و سپس 3/0باریم هیدروکسید
ها در هاي خشک شده اضافه و نمونهبه هر کدام از نمونه%  5

دقیقه سانتریفیوژ شدند و فاز 10مدت دور در دقیقه به3000
لیتري میلی15فالکون رویی حاصل از سانتریفیوژ جدا و درون 

جهت اندازه لیتر از محلول حاصلمیلی2نین همچ. ریخته شد
.هاي جدا ریخته شدگیري قند کل درون ویال

50کن در دماي در دستگاه آون یا خشکها در نهایت فالکون
طور کامل تبخیر شد و فاز آبی بهشدهگراد قرار دادهدرجه سانتی
به هر نمونه اضافه HPLCخلوص لیتر آب با درجه و یک میلی

میکرومتري فیلتر 45/0سرنگی نوع ها با فیلتر سرمحلول. شد
براي . نگهداري شدند) درجه سانتیگراد4(شدند و در یخچال 

بدین . استفاده شدHPLCدستگاه اندازه گیري قندهاي محلول از 
300× 8ابعاد Eurokat H-10 μmمنظور از ستون تفکیک 

لیتر بر دقیقه و استفاده از آب میلی7/0تر، میزان جریان ممیلی
به عنوان فاز متحرك pH5/2با HPLCمقطر با درجه خلوص 

و شناساگر ) با استفاده از اسیدسولفوریک اسیدیته کاهش داده شد(
RIاستفاده شد .

گیري قند کل اندازه
محلول در دستورالعمل قندهاي (لیتر از محلول آماده شده میلی2

لیتري منتقل شده و یک میلی15به یک فالکون ) HPLCبه روش 
به محلول درون فالکون مرحله قبل % 5لیتر محلول فنل میلی

به محلول (v/v)%  98لیتر اسید سولفوریک میلی5اضافه و سپس 
دقیقه، میزان جذب نوري 45بالا اضافه شد و در نهایت پس از 

ومتر با دستگاه اسپکتروفتومتر قرائت نان485ها در طول موج نمونه
,Schlegelشد  1956)(.
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تجزیه و تحلیل آماري 

به صورت آزمایش فی دکاملا تصاح قالب طراین تحقیق در 
هاي نور دیده و غدهبرگ،(سطح 3در Aفاکتوریل با دو عامل 

,B12کنترل،(سطح 5در Bو عامل ) هاي تاربکیغده B11, B8,

B2(به منظور . بودمی آزمایش ها با سه تکرار تما. شدم نجاا
و جهت رسم نمودار ها SPSSتجزیه و تحلیل داده ها از نرم افزار 

همچنین مقایسات .استفاده شدMicrosoft Excelاز نرم افزار 
5ها با استفاده از آزمون دانکن در سطح احتمال دادهمیانگین

کاشت و :1. تلف رشد و نگهداري گیاهان تراریختهمراحل مخ: 1شکل .درصد  صورت گرفت1درصد  و 
انتقال گیاهان به گلدان و :2نگهداري گیاهان در شرایط درون شیشه اي

.ها در شرایط نور و تاریکیقرار دادن غده: 3نگهداري در گلخانه  

Figure 1: Different stages of development and maintenance of transgenic plants. 1- Plant culture at in vito condition 2- Plant
growth in greenhouse condition 3- Light treatment of potato tubers.

,B2زمینی هاي کنترل و تراریخته سیب B8, B11, B12 در
ز واکشت شدن به محیط مایع درون شیشه کشت شده و پس ا

ها به افت و پس از  آن نیمی از غدهاي انتقال یشرایط گلخانه
مدت یک هفته در شرایط نور و نیمی دیگر در شرایط تاریکی 

).1شکل (قرار گرفتند 
هاي تراریختهزمینیدر سیبcry1Abتشخیص ژن 

هاي تراریخت در مهندسی ژنتیک از اهمیت ثبات ژن در نمونه
ده در  برگ و غcry1Abبررسی ثبات ژن. زیادي برخوردار است

ده از ستفاابا PCRتجزیه و تحلیلسیله ویخت به ارتران گیاه
تجزیه و تحلیل. گرفتم نجااین دو ژن اختصاصی ي اگرهازغاآ

PCR ،دوره 4تراریخته موجود پس از ر ژن را در گیاهان حضو
اي بررا PCRتایج ني لگواي از انمونه2شکل . دتایید کرکشت

سمیدیخت همانند پلاارتران گیاه. هددمین نشاcry1Abژن
ل به طواري نو، شاهد مثبتان به عنوpBPEPcry1Abنوترکیب

، ین نتیجها. ندن دادنشارا cry1Abژن ه ـق بـمتعلز جفت با1190
ده و بون تراریخته گیاهاف در هدر ژن حضوي بر ثبات تایید
در cry1Abاز ژنقل یک نسخه ادـحه وجود هندن دند نشاامیتو

به ) آّب(DNAونه بدـنمونو اهد ـشه گیا. دباشن گیاهام نوژ

حت ـر صـی بـلیلدند که ادندن نشااري شاهد منفی هیچ نوان عنو
ه، هم غده و مدآست دنتایج به س ساابر. ستاPCRتی ـسو در

مثبت PCRانتقالیاي ژنمینی برزسیبهم برگ ارقام تراریخته 
قال پس انتcry1Abثبات وجود ژن  ند بیانگراین میتواند که دبو

در گیاهان cry1Abبررسی حضور ژنهاي .زمینی باشدبه سیب
نشان داده است که این ژن در PCRذرت تراریخت با استفاده از 

DNA ژنومی آرد نمونه هاي تراریخت قابل ردیابی است در حالی
که در نمونه هاي غیرتراریخت حضور این ژن تایید نشده است 

)Giuliani et al. تایج حاصل از آزمون سادرن نشان داد ن).2007
نتایج . که چهار لاین تراریخت سیب زمینی مستقل از هم هستند

نسخه، لاین 4حداقل داراي B2این آزمون مشخص کرد که لاین 
B8 نسخه، لاین 2حداقل دارايB11 حداقل داراي سه نسخه و

در خود cry1Abنسخه از ژن 2هم حداقل داراي B12لاین 
.دارند

) ساکارز، گلوکز و فروکتوز(گیري قندهاي محلول اندازه
HPLCبا استفاده از دستگاه 

-جدول تجزیه واریانس قندهاي محلول نشان داد که براي هیچ
و اثر متقابل معنی دار نشده است و بهBها، عامل کدام از قند

بحثوجینتا
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و )a(برگهاي نمونهدرcry1Abبراي تشخیص ژن PCRنتایج:2شکل
کنترل منفی -3، )پلاسمید(کنترل مثبت -2، )آب(کنترل منفی -1)b(غده 

.گیاهان تراریخت-4-7) گیاه غیرتراریخت(
Figure 2: Detection of cry1Ab gene (1190 bp) by PCR analysis in
leves (a) and tubers (b). 1- negative control (water), 2- positive
control (plasmid), 3- negative control (non-transgenic plant), 4-7-
transgenic plants.

با گیاه شاهدرسیم که بین ارقام تراریخته واین نتیجه می
، 04/6، 89/5، 75/5(ها هاي ساکارزبه ترتیب سطحمیانگین

، 86/8(هامیلی مولار، گلوکز به ترتیب سطح) 82/5و 63/5
میلی مولار و فروکتوز به ترتیب ) 04/8و 73/8، 68/8، 87/8

میلی مولار ) 14/11و 55/11، 44/10، 45/11، 74/11(هاسطح 
هاي محلول ذخیره شده تفاوت معنی داري از لحاظ غلظت قند

).1جدول (ها نیست در آن
میزان قند همچنین جدول تجزیه واریانس نشان داد که اختلاف

هاي تاریکی با دیده و غدهرهاي نوفروکتوز بین برگ ،غده
نیستدارمعنی)59/11و 69/10، 51/11(هاي به ترتیب میانگین

زمینی حاوي ژن سادرن گیاهان تراریخت سیبتجزیه و تحلیل:3شکل 
cry1Ab .PE پلاسمید هضم شده با آنزیمEcoR1 ،CE گیاه غیرتراریخت

ترتیب گیاهان هبB12EوEcoR1 ،B2E ،B8E ،B11Eهضم شده با آنزیم 
. EcoR1هضم شده با آنزیم B12و B2 ،B8 ،B11تراریخت لاین 

Figure 3: Southern analysis of transgenic potato harboring
cry1Ab gene. PE, Plasmid digested by EcoRI: CE, non-transgenic
DNA digested by EcoRI: B2E, B8E, B11E, B12E, transgenic
DNA digested by EcoRI.

درگیاهان شاهد و تراریخته جدول تجزیه واریانس غلظت ساکارز-1جدول

زمینیسیب
Table 1: Variance analysis of sucrose content in transgenic and
non-transgenic potatoes

ns :عامل . درسطح یک درصد معنی دار است.     **:معنی دار نیستA :3
سطح5در : B، عامل ) برگ،غده هاي نور دیده و غده هاي تاربکی(سطح 

)B12,B11,B8,B2کنترل،(
** Significant at the 1 percent levels, and ns: not statistically
significant. A: 3 level (Leaves, light treated tubers, dark treated
tubers); B: 5 levels (Contro, B2, B8, B11, B12)

دار بود هاي ساکارز و گلوکز معنی ولی این اختلاف براي قند
هاي مختلف گیاهی میزان غلظت این دهد بین بافتکه نشان می
هاي اثر این عامل با باشد، در نتیجه میانگینمیتدو قند متفاو

.روش دانکن براي ساکارز و گلوکز با یکدیگر مقایسه شد

12345678 12345678

1190-bp 1190-bp

a

EB12EB11EB8EB2ECEP

b
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هاي مختلف گیاهموجود در بافتنگین غلظت ساکارزمقایسه میا:1نمودار
Diagram 1: Sucrose level mean comparison (mM) in different
tissues of plants.

به روش دانکن نشان نمودار مقایسه میانگین غلظت ساکارز
ها بیشتر بوده و دهد که مقدار ساکارز موجود در برگ از غدهمی

هاي تاریکی دیده از غدههاي نوررز غدهها، ساکابعد از برگ
ها در سطح یک درصد با یکدیگر بیشتر بوده و میزان آن

).1نمودار(اختلاف معنی دار دارد 

هاي مختلف گیاهموجود در بافتمقایسه میانگین غلظت گلوکز:2نمودار 
Diagram 2: Glucose level mean comparison (mM) in different

tissues of plants.

دهد که مقدار نشان مینمودار مقایسه میانگین غلظت گلوکز
سطح یک درصد گلوکز موجود در برگ کمتر بوده و با غده ها در

هاي هاي نور دیده با غدهدار داشته ولی بین غدهاختلاف معنی
دار ندارد لوکز آنها با یکدیگر اختلاف معنیتاریکی میزان گ

).2نمودار(
زمینی تراریخته و شاهد نشان سیبی قندهاي محلول دربررس

داده است که قندهاي محلول در گیاهان تراریخته با گیاه شاهد 
Louise)تفاوت معنی دار ندارد  et al. همانی بررسی این.(2006

هاي تراریخته هاي تراریخته هم نشان داده است که لاینگندم
گیاه شاهد یکسان اند و هاي محلول باقندگندم از لحاظ مقدار

Bakerتفاوت معنی داري با یکدیگر ندارند  et al. 2006)(.

بررسی قند کل موجود در ارقام تراریخته

گیري مقدار قند کل موجود در ارقام تراریخته و پس از اندازه
هاي هاي قندها جدول تجزیه واریانس دادهشاهد و تجزیه داده

ام از عوامل معنی دار نیست و به کدمحلول کل نشان داد که هیچ
گیاه شاهد با میانگین رسیم که بین ارقام تراریخته واین نتیجه می

تفاوت معنی ) 30/0و 38/0، 30/0، /29، 33/0(ها به ترتیب سطح
داري از لحاظ مقدار قند کل ذخیره شده در این گیاهان نیست و 

هاي بین برگ ،غده هاي نوردیده و غدههمچنین این مقدار
تفاوت ) 33/0و 34/0، 30/0(هاي به ترتیبتاریکی با میانگین

( د که با نتایج سایر پژوهشگران مطابقت داشت نمعنی داري ندار
).2جدول 

درگیاهان شاهد و تراریخته جدول تجزیه واریانس میزان قند کل :2جدول
سیب زمینی

Table 2: Variance analysis of total sugar content in transgenic
and non-transgenic potatoes

ns :عامل . معنی دار نیستA :3 غده هاي نور دیده و غده هاي برگ،(سطح
)B12,B11,B8,B2کنترل،(سطح5در : B، عامل ) تاریکی

ns: not statistical ly significant. A: 3 level (Leaves, light

treated tubers, dark treated tubers); B: 5 levels (Contro,

B2, B8, B11, B12)

زمینیسیبهايغدههاياندازه گیري میزان قند کل بین لاین
cryتراریخته حاوي ژن  Vتراریخته نشان داد که هیچ و غیر

تفاوت آماري معنی داري براي قند کل  بین سیب زمینی غیر 
Raffat(تراریخته و سیب زمینی تراریخته وجود نداشت  El-

Sanhoty et al. 2004.(
و سیب زمینیYبررسی سیب زمینی تراریخته مقاوم به ویروس

ها از که این لایننشان داده است با ارقام غیر تراریختهمقایسه آن

لار
 مو

لی
می

لار
 مو

لی
می



و همکارانمیر کنی... زمینیقند کل و قندهاي محلول در سیبارزیابی

1393تان پاییز و زمس/ 2ماره ش/ 3دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  74

کل تفاوت معنی داري نظر پارامترهاي مورد بررسی مانند پروتئین
-El(ندارند ارقام غیر تراریخته خود با  Khishin et al. 2009(.

نشان داد که ژندر مجموع نتایج حاصل از این تحقیقات 
cry1Abپایدار بوده و از طرفی هاي تراریخته سیب زمینیدر

وجود این ژن میزان سایر ترکیبات مهم سیب زمینی همچون قتد 

کل و قند هاي محلول در سیب زمینی را تغییر نداده و ایمنی 
دو صفت بررسی شده سیب زمینی هاي تراریخته از لحاظ این 

.باشدمورد تایید بوده و مصرف آنها بدون خطر می باشد می
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)29/10/94:پذیرشتاریخ- 23/7/93:دریافتتاریخ(

ازاستفادهبامیزبانگیاهدر(effector)زایی اثرگذار در بیماريژنیکموقتبیان
مطالعهایندر. استزاییبیماريدرژننقشبررسیبرايقبولقابلروشیکاگرواینجکشن،

موقتبیانبررسیخربزه درمحلیرقمدوواستانداردرقمچهاربراگروباکتریومسویهدوتاثیر
سلولهايتزریقوسیلهبه GV3101و LBA4404هايسویهسازگاري. گرفتقرارارزیابیمورد

شده در بافت یقتزریوماگروباکترهايسلولمانیزنده. شدتعیینخربزهارقامبرگبهباکتري
یهسو. شدیینتعیقساعت پس از تزرGUS24ژن پروکاریوتیبیان یابیارزیلهبه وسبرگ 

LBA4404 ناقل پس از انتقالpCAMBIA3301ژن يداراGUSبه عنوان کنترل دارینترونا
وpBI121هايناقلانتقال . استفاده شدیاهگهايژن در سلولاین موقت یانبییدتايبرامثبت 

pCAMBIA3301 یهسوبهLBA4404یبا روش کلنPCRهايبا آغازگرPSh3-F/Rییدتا
یهسوینجکشنساعت پس از اگروا48، خربزهارقام هايموقت در برگبیان راندمان . شد

LBA4404 حامل ناقلpCAMBIA3301ژن یستوشیمیاییسنجش هیلهوسبهGUS مشخص
را نشان GUSژن یتفعالpBI121ناقل يراداLBA4404یهشده با سویقتزرهايبرگ. شد

تمام ارقام . بودخربزهدر برگ ارقام یوماگروباکترهايکننده زنده بودن سلولییددادند که تا
. کردندیانبساعت 24پس از گذشت ینجکشنرا به صورت موقت با استفاده از اگرواGUSژن 

دراثرگذار منتخبهايعملکرد ژنیسبه منظور برریندهدر مطالعات آمی تواند یجنتاینا
.قرار گیردمورد استفادهخربزهاستانداردارقامبابرهمکنش

هاي کلیديواژه
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مقدمه

گیاههايبافتدرزایییک ژن اثرگذار در بیماريموقتبیان
میزبان روش مفیدي در بررسی نقش آن در فعال سازي سیستم 

Van der Hoorn(دفاعی گیاه است  et al. ي هاروشدر . )2000
هاي گیاه و بیان موقت یک تراژن پس از انتقال به درون سلول

هاي گیاه راي مدت زمان کوتاه درون سلولانتقال به درون هسته ب
شدن تراژن درون ژنوم جهت تلفیق در این روش . شودبیان می

Shokouhifar(بیان آن ضروري نیست و توارث نیز نخواهد یافت

et al. هاي بیان موقت ژن نسبت به بیان دائمی سیستم. )2014
له این از جم. ها داردفراوانی براي ارزیابی بیان ژنهايیتمز
توان به عدم نیاز به باززایی گیاه از سلول تراریخته و میهایتمز

روش بیان .کاهش زمان رسیدن به نتیجه بیان ژن اشاره نمود
دائم در موقت در جهت رفع مشکلات مربوط به تراریختی 

مورد فعالیت  پیشبر تجزیه و تحلیلمطالعات مختلفی از جمله 
Wroblewski(ه استقرار گرفتتوجه et al. 2005 Yang Y

تجزیه و تحلیلمانندبیان موقت در موارديعلاوه بر این .)2000
Kapila(بیان ژن خارجی  et al. ، خاموشی ژن پس از )1997

Voinnet(رونویسی  et al. هاي روابط متقابل بین ژن)2003
Van der Hoorn(مقاومت گیاهی و بیماریزایی پاتوژن  et al.

Andrews and Curtis(د پروتئین ، تولی)2000 - به کار می)2005

.  رود
هاي گیاه و هاي مختلفی جهت انتقال تراژن به داخل سلولروش

-از جمله این روش. بیان موقت آن مورد استفاده قرار گرفته است
ویروسی هاي ناقلاگرواینفیلتراسیون، ریزپرتابی و توان به ها می

. یا زیستی استشیمیایی، فیزیکیها اساس این روش. اشاره کرد
مانند استفاده از ذرات بسیار است فیزیکی در روش ریزپرتابی مبنا 

Higo(ریز طلا یا تنگستن  et al. هاي شیمیائی روشدر . )2005
جهت انتقال سازه به )PEG(پلی اتیلن گلایکول به عنوان مثال از 

Nugent(شوددرون سلول میزبان استفاده می et al. در .)2006
Kapila(روش زیستی از سلول اگروباکتریوم  et al. 1997; Yang

Y Shokouhifar(و یا ناقل ویروسی .)2000 et al. جهت )2014
. شودانتفال ژن هدف به درون سلول میزبان و بیان آن استفاده می

در این بین روش بیان موقت مبتنی بر اگروباکتریوم به دلیل عدم 
پیشرفته، در دسترس بودن و سادگی روش، عدم نیاز به امکانات 

محدودیت اندازه پروتئین مورد نظر در مطالعات مختلف مورد 
Shokouhifar(توجه قرار گرفته است et al. 2014(.

بیان تجزیه و تحلیلبمنظور بهره گیري از این روش در مطالعات 
تراژن ضروري است ابتدا شرایط بیان موقت در گیاه هدف تعیین 

D’Aoust(مثل یونجه این روش در گیاهان مختلفی تاکنون . ودش

et al. Wroblewski(، کاهو، گوجه فرنگی و آرابیدوپسیس )2004

et al. همچنین براي روشاین .بهینه سازي شده است)2005
عملکرد ژن در میوه گوجه فرنگی نیز انجام شد و تجزیه و تحلیل

نگ منجر رم از طریق نوك سنشان داده شد که تزریق اگروباکتریو
در برگ .شودبه نفوذ آن و بیان موقت پروتئین در میوه گیاه می

لوبیا نیز با توجه به نفوذپذیري بسیار اندك از روش بیان موقت 
باکتریوم جهت بیان پروتئین خارجی استفاده شده ومبتنی بر اگر

Mozafari(است  et al. تراریختی دستورالعملبا توسعه .)2013
موقت به واسطه اگروباکتریوم در برنج مشخص شد که این روش 

البته کارایی . هاي تک لپه اي نیز به کار بردبراي گونهتوان میرا 
از میزبانی به میزبان دیگر متفاوت است و در اگرواینجکشن

Song and Yamaguchi(باشد ها قابل اجرا نمیتعدادي از گونه

گونه بنتامیانا توتونها در زارشبیشترین گبا این حال . )2003
(Nicotiana benthamiana) بوده است)Wroblewski et al.

ی هاییتبراي بیان موقت پروتئین داراي مزگونه بنتامیانا.)2005
توان به کشت و داشت ساده، سازگاري با است که از جمله می

هاي معمول اگروباکتریوم، بافت مزوفیل نفوذ پذیر مناسبسویه
هاي اگروباکتریوم، راندمان تراریختی بالا و جهت تزریق سلول

Kapila(توان بیان بالاي پروتئین خارجی اشاره کرد et al. 1997( .
در راندمان بیان موقت عوامل زیادي موثرند نظیر ساختار برگ، 
. سویه باکتري، غلظت استفاده شده از سوسپانسیون باکتري و غیره

سویه باکتري و گیاه میزبان بر راندمان بیان در این بین، سازگاري
هاي اگروباکتریوم قدرت بعضی از سویه. سزایی داردموقت تاثیر به

هاي گیاهی تهاجمی متفاوتی برروي یک گونه گیاهی دارند و گونه
نسبت به سویه خاصی از اگروباکتریوم سطوح مختلفی از 
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Anderson and Moore(دهند حساسیت را نشان می در . )1979
آزمایشی که بر روي تعداد زیادي سویه اگروباکتریوم بر روي گیاه 

ي از دفرنگی و داتوره انجام گرفت، مشخص شد که تعداگوجه
فرنگی بیماري زا هستند در حالیکه بعضی از ها برروي گوجهسویه
Anderson and(ها تنها روي داتوره علائم نشان دادند سویه

Moore 1979(  .
برهمکنشبررسیبراياگروباکتریومبرمبتنیموقتبیانروشاز

متعدديمطالعاتدرپاتوژنزايبیماريوگیاهمقاومتهايژن
Jones and Dangl(استشدهاستفاده دیگريمطالعهدر. )2006

ازاستفادهباAvr/Cfهايژنمتقابلرابطهبررسیبا
سیگنالیهدایتيهامسیرکهشددادهنشاناگرواینفیلتراسیون

-گونهدرپاتوژنزايبیماريوگیاهمقاومتهايژنالقايتحت

Van der Hoorn(استشدهحفاظتسولاناسهخانوادههاي et

al. این روش و نقش تاثیر گذار آن برتري هايرغم علی.)2000
هاي بیماریزایی و مقاومت، تاکنون در مطالعه برهمکنش ژن

ارائه نشده خربزهتزریق اگروباکتریوم در گزارشی از استفاده از
خربزهدرموقتبیانآزمایشاتازگیريبهرهضرورت.است
ازاستفادهمانندموقتبیاندیگرهايروشتااستشدهسبب
Mizuno(مختلفیمطالعاتدرریزپرتابیروش et al. 2006; Tan

et al. 1995; Yamagata et al. در .گیردرقرااستفادهمورد)2002
رمزهاينقش بیماریزایی پروتئینبا هدف بررسیمطالعه اي 

از روش ) MNSV(خربزهنکروزيلکهویروستوسطشونده
Genoves(تفاده شده است اسخربزهیروس و تلقیح آن در گیاه و

et al. ها بر بودن این روشو هزینهبا توجه به زمانبر بودن ). 2006
ن موقت مبتنی بر اگروباکتریوم یادر صورت بهینه شدن روش ب

توان مسیر مطالعات برهمکنش ژن هاي بیماري زایی را تسهیل می
.دوو تسریع نم

هاي منظور مهیا شدن شرایط جهت مطالعه برهمکنش ژنبه
Fusarium oxysporum(Fom)قارچبیماریزایی f. sp. melonis

روش بهینه سازيخربزههاي مقاومت مربوط در ارقام ژنو
در مطالعه حاضر عوامل بنابراین. اگرواینجکشن ضروري است

تزریقبرمبتنیروشازاستفادهباتراژنتاثیر گذار در بیان موقت 
Chikh-Rouhou(استانداردارقامبرگبافتدراگروباکتریوم et

al. Fusariumبهمقاومتهايژنحاملمحلیو)2008

oxysporum f. sp. melonis)Fom(،گرفتقراربررسیمورد.

ھاروشومواد

هاناقلوباکتریاییگیاهی،مواد
ارقام خربزه، و Nicotiana benthamianaبذور گیاه توتون 

Fom2-Charentais،Fom2-Charentais،BG5384 ،M8 وM10

از بانک بذر پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد تهیه 
هاي اگروباکتریوم با ارقام کنش سویهجهت بررسی برهم.شد

هايسویهAgrobacterium tumefaciensاز باکتري خربزه
GV3101 وLBA4404 و جهت بررسی بیان موقت از باکتري

Agrobacterium tumefaciens سویهLBA4404استفاده شد.
pBI121و )، استرالیاpCAMBIA3301)CAMBIAهاي ناقل

)Chen et al. هیه شده از آزمایشگاه بیوتکنولوژي ت)2003
به ترتیب حاوي ) پژوهشکده علوم گیاهی دانشگاه فردوسی مشهد

دار و فاقد اینترون در رونیداز اینترونوژن گزارشگر بتاگلوک
.)1شکل (بیان موقت به کارگرفته شدهايآزمایش

یاهیگارقاميسازآماده
Chenarani(همکارانوچنارانیروشاساسبربذورضدعفونی

et al. حذف و بذوراساس ابتدا پوست ینبر ا. شدانجام)2012
درصد یکسدیم تدقیقه در محلول هیپوکلری15به مدت سپس

دقیقه 15ها سه بار جمعاً به مدت شی بذرآبک. شدندیضدعفون
با آب مقطر استریل و تحت شرایط استریل در زیر هود لامینار فلو 

ستریل در زیر هود داخل پتري دیش داراي سپس بذور ا. انجام شد
کاغذ صافی مرطوب استریل قرار داده شد و به مدت سه روز در 

بذور جوانه دار شده به درون گلدان . دماي اتاق نگهداري شدند
کمپوست و مخلوط ورمی کولیت، پیت ماس و یکود ورميحاو

ییدمایطبا شراینور مصنوعها درگلدان. انتقال یافتیتکوکوپ
و رطوبت مناسب قرار ییساعت روشنا16یوددرجه و فتوپر22

.داده شدند
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با استفاده الکتروفورز و تصویر الگوي باندي تکثیر شده از نمونه
.از دستگاه ژل داك تهیه شد

باکتريسویهدوGUSژنپروکاریوتیبیانسنجش
هاي سویهGUSسنجش بیان پروکاریوتی ژن به منظور
ي حاوي  ناقلین هایوم، ابتدا از تک کلنی سویهآگروباکتر

pCAMBIA3301 وpBI121 محیط بر رويLB میلی30حاوي
به کانامایسین گرم در لیتر میلی50و گرم در لیتر ریفامپیسین

میلی 3در از تک کلنی حاصل. صورت زیکزاکی کشت داده شد
میلی50و گرم در لیتر ریفامپیسینمیلی30مایع حاوي LBلیتر 

در انکوباتور شیکردار با شرایط حل شد وکانامایسینگرم در لیتر 
ساعت 16درجه سانتیگراد به مدت 28و دماي در دقیقه دور 150

2500هاي باکتري با سانتریفیوژ در سلولسپس . نگهداري شدند
دور در دقیقه رسوب داده شدند و پس از حذف محیط کشت، 

سنجش فعالیت آنزیم لولدر محهاي باکتري رسوب
مولار تهیه شده از دو 1بافر فسفات بتاگلوکورونیدازي شامل 

مولار، نیمX-100 ،EDTA، تریتون NaH2PO4و Na2HPO4نمک 
K3Fe(CN)65،میلی مولارK4Fe(CN)65میلی مولار،

50با غلظتX-Gluc، میکرولیتر در میلی لیتر78/0مرکاپتواتانول
ساعت 16درجه به مدت 37یتر  و در دماي میلی گرم در میلی ل

.تیمار شدند

تصویربرداري
Dino-Lite(برداري از میکروسکوپ دیجیتال جهت تصویر

به منظور .استفاده شد4با بزرگنمایی ) Am-313 T Plusمدل 
تصویر برداري  از برنامه نرم افزاري اختصاصی دوربین 

)Dinocapture استفاده شد) 2.0

دوواستانداردرقمسهوسویهدوکنشبرهمبررسی
خربزهمحلیرقم

ها یهابتدا از سویوم،آگروباکتريهایهسويبه منظور آماده ساز
میلی گرم در لیتر 30حاوي LBمحیط يبر رویکشت تک کلن

حاصل، یتک کلن. کشت داده شدیکزاکیریفامپیسین به صورت ز
سطح برگ در پنج حل شد ویلمقطر استرآبیکرولیترم100در 

این عمل .آغشته شد=8/0OD600ي باباکتریونرقم به سوسپانس
هاي باکتري دو مرتبه انجام در دو تکرار و براي هر کدام از سویه

.شديمختلف از نمونه عکس برداریدر فواصل زمانسپس  . شد

آنتاییدوباکتريسویهبههاسازهانتقال
با روش LBA4404ختی سویه هاي مستعد و تراریسلولتهیه 

Weigel and Glazebrook(انجماد آنی انجام شد - کلنی.)2005

PCR)Sambrookهاي انتخاب شده با استفاده از تکنیک کلنی 

and Russell -PSh3هاي اختصاصی و با استفاده از پرایمر)2001

F5توالی با'- GCA AGA CCC TTC CTC TAT ATA AGG

A AGG ATT CGA TAA-'5با توالی PSh3-Rو پرایمر '3-

CGT GCT GAT GG-3')Shokouhifar et al. 2013a( تایید
Taqمحتویات واکنش شامل یک واحد آنزیم . شدند DNA

polymerase)Ginet Bio( 10، یک میکرولیترX PCR buffer ،
dNTPs)Genet Bio. Co, Southمیکرو مولار از مخلوط 200

Korea( ،1.5ولار میلی مMgCl2 پیکومول از جفت پرایمر 5و
PSh3-F/R میکرولیتر تهیه شد و با استفاده از نوك 10در حجم

هاي انتخاب شده بعنوان الگو در سمپلر استریل هریک از کلنی
حاوي LBروي محیط همزمان واکنش اضافه شدند و بصورت 

واکنش در دستگاه ترموسایکلر . کانامایسین کشت شدند
)Personal Thermocycler, MWG Co. Germany ( دقیقه در 5با

چرخه با برنامه 35و ) واسرشته سازي اولیه(درجه سانتیگراد 93
درجه سانتیگراد ، 60ثانیه در 40درجه سانتیگراد، 92ثانیه در 45

دقیقه در دماي 5درجه سانتیگراد و در نهایت 72یک دقیقه در 
ول واکنش در ژل آگارز یک محص.درجه سانتیگراد انجام شد72

)Green viewer)Ginet Bioرنگ درصد 10درصد حاوي 



و همکارانطوسی...سویهسازگاريثربررسی ا

1393پاییز و زمستان / 2ماره ش/ 3دوره / و ایمنی زیستیژنتیک مهندسی  80

برگدرتزریقوباکتريسوسپانسیونسازيآماده
ارقام

Yang(ها جهت تزریقبه منظور آماده سازي سلول -، کلنی)2000

گرم در لیتر میلی30مایع حاوي LBهاي تایید شده در محیط 
کانامایسین کشت داده شد و در م در لیتر گرمیلی50ریفامپسین و 

درجه سانتیگراد 28دور و دماي 150انکوباتور شیکردار با شرایط 
هاي باکتري با سلول. ساعت نگهداري شدند72به مدت 

دور در دقیقه رسوب داده شدند و پس از 2500سانتریفیوژ در 
، NH4Clیک گرم بر لیتر (حذف محیط کشت، در محیط القاء 

KCl ،01/0گرم بر لیتر MgSO4-7H2O ،015/0گرم بر لیتر 3/0
FeSO4-7H2O ،2میلی گرم بر لیتر CaCl2 ،2 /5گرم بر لیتر 

ساکارز یک درصد، MESمیلی مولار 20میلی مولار بافر فسفات، 
درجه سانتیگراد 28به مدت یک شب و در دماي ) 5.5با اسیدیته 
. معلق شدند

دور در دقیقه و زمان 2500یفیوژ مجدد در ها سپس با سانترسلول
دقیقه رسوب داده شدند و سپس در محلول تزریق شامل 15

MgSO4 وMES 8/0تا حصول 5/5با اسیدیتهOD600= رقیق
میکرولیتر از سوسپانسیون باکتري درون فضاي 100حدود . شدند

هاي سالم و متصل به گیاه با استفاده از سرنگ میان سلولی برگ
ها بعد از تزریق گیاهچه. میلی لیتري تزریق شد1ستیکی پلا

22±2هاي پلاستیکی پوشانده شدند و در دماي بوسیله پوشش
هاي ساعت پوشش24بعد از . درجه سانتیگراد نگهداري شدند
روز 3هاي تزریق شده بعد از پلاستیکی حذف شدند و برگ

ه قرار مورد استفادGUSجهت سنجش هیستوشیمیایی فعالیت ژن 
.گرفتند 

GUSژنعملکردهیستوشیمیاییسنجش

هاي برگی به دیسک، GUSفعالیت جهت سنجش هیستوشیمیایی
ساعت پس از آلودگی از محل تزریق تهیه 48متر سانتی1قطر 

رونیدازویک شب در محلول سنجش فعالیت آنزیم بتاگلوکو شد
درصد 70الکل با استفاده از هاي برگی کلروفیل دیسک. تیمار شد

شدحذفمرحلهچنددردرجه سانتیگراد 50و در دماي
)Cervera 2004(.

بحثوجینتا

شرایط بیان موقت با استفاده از روشدر این مطالعه
با دو سویه خربزهاگرواینجکشن در ارقام استاندارد و محلی 

تهاجمیقدرتلحاظکه ازLBA4404و GV3101اگروباکتریوم 
Wroblewski(هستندمتفاوتگریکدیبا et al. به همراه )2005

.مورد بررسی قرار گرفتpCAMBIA3301وpBI121دو ناقل 
ارقامبرگسطحآگروباکتریوم رويسلولهايمنظوربدین

هايزماندرارقامواکنش.شدندتلقیحخربزهمحلیواستاندارد
و ثبت مشاهدهتلقیحازپسساعت48تاساعت2ازمختلف

متفاوتبه طور کاملسویهدوبهارقامواکنشدادنشاننتایج. شد
).2شکل(است
شدت. شدنکروزبروزسببرقمهر دودرGV3101سویه

در. یافتافزایشزمانگذشتباGV3101سویهبهارقامواکنش
وندادنشانارقامروينکروزهعلائمLBA4404سویهمقابل
تفاوتیکنترلباظاهرينظرازهانمونهتساع72گذشتباحتی
اثرگذار هايبا هدف بررسی سنجش برهمکنش ژن.ندادندنشان

هاي مشابه بررسی هاي حقیقی، سازگاري سویه با برگروي برگ
رويLBA4404سویهکهنمودتاییدآمدهبدستنتایج.شد

تا برگبافتنکروزعلائمواستسازگارنیزحقیقیهايبرگ
هاي بیانآزمایشدرژنانتقالراندمان. نشدمشاهدهساعت48

گونهوباکتريسویهبرهمکنشچگونگیبهزیاديحدتاموقت
Van der Hoorn(دارد بستگیگیاهی et al. 2000; Wroblewski

et al. 2005; Zottini et al. 2008(.

یهسویکباآلودگیبهپاسخدرگیاهدفاعیسیستمصورتیکهدر
شده ونکروزهتزریقمحلمجاورهايسلولشود،فعالباکتري

داشتنخواهدوجودتراژنبیانوژنانتقالامکاننتیجهدر
)Van der Hoorn et al. براساس این نتایج سویه . )2000

LBA4404 مورد مطالعه نشان داد، خربزهواکنش سازگار با ارقام
.استفاده قرار گرفتجهت بررسی بیان موقت مورد بنابراین
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- و اندازه باندیاختصاصيهااتصال آغازگریتموقعونشان دهنده مجموعه ژن گزارشگرpCAMBIA3301و pBI121هاي سازهT-DNAنماي شماتیک منطقه -1شکل 

یرقابل تکثيها
LB : ،مرز چپNos-T :سنتاز، یننوپالرونویسیدهنده یانپاNptII :فوترانسفراز، فسیسیننئوماNos-P :سنتاز، یننوپالیشبرپp 35S :یشبرپCaMV 35S ،p 2X 35S :یشبرپ

2X CaMV35S،Int :ینترون،اGUS :یداز،ژن بتا گلوکرونPoly A :یلاسیون،آدنیدنباله پلRB :مرز راست.
Fig. 1. Schematic diagrams of T-DNA region of the pBI121 and pCAMBIA3301 vectors showing the reporter gene: promoter cassettes, primer match sites
and the expected size of the amplicons.
LB: left border, Nos-T: nopaline synthase terminator, NptII - neomycin phosphotransferase II, Nos-P - nopaline synthase promoter,P 35S: CaMV 35S
promoter, P2X35S: two repeat of  CaMV 35S promoter, Poly A: Polyadenylation terminator, RB - right border. pGMP contains CaMV 35S minimal promoter
used as negative control.

.ساعت پس از آلودگی6خربزههاي اگروباکتریوم بر روي ارقام برهمکنش سویه-2شکل
اگروباکتریومLBA4404و GV3101هاي آلوده شده به سویهM10و C-F1 ،C-F2 ،BG ،M8لدونی ارقام به ترتیب برگ کوتی5و 4، 3، 2، 1

Fig. 2: Interaction between Agrobacterium strains and melon varieties 6 hours post infection.
1, 2 and 3: Cucumis melo var.  C-F1, C-F2 and BG, respectively. 4 and 5: Iranian melon cultivars Daragazi and Khatooni.


