
  
  

  و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 
  1391و تابستان بهار  ،1شماره  ،اول، دوره و ايمني زيستيك يژنتمهندسي  يپژوهش-يفصل نامه علمدو 

  

 ايران ايمني زيستيانجمن : ازيصاحب امت

  ياضي بهزاد قرهدكتر : ر مسئوليمد

   يديدكتر منصور ام: ريسردب

  سميرا كهك مهندس: اجراييو  هيريات تحرير هيدب

  

  هيات تحريريه

  )موسسه تحقيقات علوم دامي كشور ،استاديار(دكتر فضل االله افراز 

  )كرج يعيطب منابع و يكشاورز سيپرد تهران، دانشگاه استاد،(ي ديمنصورام دكتر

  )كرج يعيطب منابع و يكشاورز سيپرد تهران، دانشگاه استاد،(نجات بوشهري   اكبر شاه دكتر علي

  )استاديار، پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران(توحيدفر  دكتر مسعود

  )يكشاورز يوتكنولوژيب پژوهشكده ار،يدانش( ياضي قره بهزاد دكتر

  )زيست فناوري و كيژنت يمهندس يمل پژوهشگاه ار،يدانش(ي ملبوب يعل محمد دكتر

  )دانشگاه گيلان، دانشيار(الدين ميرحسيني  سيد ضياءدكتر 

 

  مهندس سميرا كهك :صفحه آرايي

كميسيون بررسي  18/11/89مورخه  89364/11/3/89 طي نامه شماره و ايمني زيستيژنتيك مهندسي پژوهشي مجله  -درجه علمي

  .ه استشد تاييدنشريات علمي كشور 

  .عهده مكاتبه كننده مقاله است به هاو ترتيب آن) گان(اسامي نويسندهمسئوليت محتواي علمي، اطلاعاتي، 

 .ها نيستدرج مطالب به منزله تاييد كامل محتواي آن.                   نامه در ويرايش وتخليص مطالب آزاد استفصل دو

  .نقل مطالب با ذكر ماخذ مجاز است.                                          شود مقالات وارده مسترد نمي

  فناوري زيستبلوار پژوهش، پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و تهران، انتهاي اتوبان همت به سمت غرب،  :نشاني

   161/14965صندوق پستي 

  021- 44580375 :ن، تلفgebs.j.bs@gmail.com :الكترونيكپست 

  مركز نشر دانشگاهي :امور چاپ 

  1000: تيراژ



 

  و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 

  1391 و تابستان بهار، 1شماره ، 1شماره پياپي ، اول، دوره و ايمني زيستيژنتيك مهندسي پژوهشي - نامه علمي فصلدو

  

  

  فهرست مطالب                       

  ب                                                                                                                                   اسامي داوران همكار در اين شماره  •

 د-ج                                                                                                                                                   راهنماي نگارش مقاله •

  مقالات
  

-RT هاي مختلف تأييد انجام واكنش  به كارگيري روش •

LAMP  جهت تشخيص ويروس پيچيدگي برگ سيب

  )PLRV(زميني 

نظري، ابوبكر مرادي، اسماعيل  محمدامين الماسي، علي حق

 1-8                                                                 صابرفر

  

  

  

  

سيوني آرابيدوپسيس تراريخته در مسير غربالگري موتا •

 ژنتيك فعاليت نواحي كنترلي ژن متالوتايونين جو

9-14            و حسين صبور پور سعيد نواب

  

  

  

  

سازي محيط كشت توليد باكتري بومي گرمادوست  بهينه •

Cohnella sp. A01 سازي آنزيم كيتيناز و بررسي  خالص

   كشي آن فعاليت قارچ

15-22           همتا زاده، محمدرضا بي سعيد امين نغمه عبيري،

  

  

  

  

سازي باززايي و انتقال ژن به ليموترش  بهينه •

)Citrusaurantifolia ( به كمك اگروباكتريوم و ژن

   gusگزارشگر 

سيده مائده فيض بخش، مسعود توحيدفر، سيد حسن مرعشي، 

  23-36        نسرين مشتاقي، مطهره محسن پور، محسن مردي

  

  

  

  

استفاده از روش تراريزش توأم براي انتقال ژن  •

   به برنج اكسيداز كولين

سكينه  ،ياضي سعيده كي ارسلان، سيدالياس مرتضوي، بهزاد قره

37- 42                                                             مهراني
  

  

  

  

ريخته هاي پنبه ترا ها و كاتيون ارزيابي تغييرات آنيون •

   cry1Abهاي كيتيناز و  حاوي ژن

جلال صبا، حسين  بنت الهدي مديرروستا، مسعود توحيدفر،

  43- 48                هداوند
  

  

  

  

بررسي آخرين وضعيت توليد چغندرقند تراريخته مقاوم  •

  به آفات در ايران و جهان
پيمان نوروزي، مراد جعفري، بهزاد قره ياضي، محمدعلي ملبوبي، 

  49- 62                                     رضاپناه محمدرضا
  

 



  1391 تابستانبهار و /1شماره/اولدوره /و ايمني زيستيژنتيك مهندسي   ب

 

  

  .كردند يارين شماره ما را يكه در ا يبا سپاس از داوران

  

  دكتر كسري اصفهاني -1

  دكتر مسعود توحيدفر -2

  سيما خلق دكتر نيراعظم خوش -3

  دكتر فاطمه ذاكرتولايي -4

  دكتر حسن رهنما -5

  نيا دكتر فهيمه شاهين -6

  زاده دكتر عباس عالم -7

  ياضي دكتر بهزاد قره -8

  دكتر محمدعلي ملبوبي -9

  دكتر پيمان نوروزي -10



  ج   1391 تابستانبهار و /1شماره/اولدوره /تيو ايمني زيسژنتيك مهندسي 

 

  و ايمني زيستيك يژنت مهندسي مجله درنگارش مقاله  يراهنما

اي علمي پژوهشي است كه  نشريه :مهندسي ژنتيك و ايمني زيستي
هدف اصلي ايـن  . شود منتشر مي ايمني زيستي ايرانتوسط انجمن 
رساني و نشـر دانـش روز مهندسـي ژنتيـك و ايمنـي       مجله اطلاع

 تحليلـي  ،)Research Paper(هـاي پژوهشـي    زيستي و چاپ مقاله
)Review Paper (  و كوتـاه)Short Communication(    تهيـه شـده

را كـه قـبلاً   . مهندسي ژنتيك و ايمني زيستيهاي مختلف  در زمينه
 .استه يا همزمان به مجلات ديگر فرستاده نشده باشند نشدچاپ 

اي از تـدابير، سياسـت هـا، مقـررات و      ايمني زيستي به مجموعـه 
برداري از فوايـد    شود كه براي تضمين بهره  لاق ميهايي اط  روش

قطعي بيوتكنولوژي مدرن و پيشگيري از آثار سوء احتمالي كاربرد 
اين فناوري بر تنوع زيستي، سـلامت دام، گيـاه و محـيط زيسـت     

هايي كه خلاصـه آنهـا    همچنين نتايج پژوهش .شود بكار گرفته مي
باشـند را بـا داوري    دهش ـهاي علمي ارائه  در سمينارها و كنفرانس

مسـؤليت صـحت و سـقم    . كنـد  علمي پذيرفته، چاپ و منتشر مي
بـر عهـده    )نويسندگان( محتواي علمي مقاله و ترتيب نام نويسنده

كند و كليه مكاتبات با  مجله ارسال مي بهشخصي است كه مقاله را 
دانشجويان كارشناسي ارشد و دكترا نيـز بـراي   . شود وي انجام مي

راهنمـاي خـود را   ) اسـتادان (اله بايد موافقت كتبي استاد ارسال مق
  .رعايت موارد زير در تهيه مقاله ضروري است. كسب كرده باشند

  تهيه مقاله تحقيقي راهنماي -الف
مقالات بايـد روي كاغـذ سـفيد و بـدون آرم و در     : روش نگارش

مترحاشـيه از هـر    سـانتي  5/2، با حفظ )A4(سانتيمتر  21×29ابعاد 
بـه صـورت تايـپ     فاصـله بـين سـطرها،    متـر  سـانتي  5/1طرف و 
محتواي مقالـه نبايـد   . شوداي و به زبان فارسي تهيه و ارسال  رايانه
 Wordافـراز   هـا بـا نـرم    لازم است مقاله. صفحه تجاوز كند 15از 

براي  12لوتوس با اندازه -Bو با قلم XP، در محيط ويندوز 2003
بـراي مـتن    10بـا انـدازه    Times New Romanمتن فارسي، با قلم

 پســتانگليســي، بــه صــورت معمــولي تايــپ شــده و از طريــق  
ــك ــه  geneticengineeringandbiosafety@gmail.com الكتروني ب

 .دفتر مجله ارسال شود
فارسـي و  (ا دو صفحه مجـز اين قسمت در : برگه مشخصات مقاله

نام خـانوادگي، مرتبـه علمـي و     شامل عنوان مقاله، نام و )انگليسي
 .بود خواهد) نويسندگان( نويسنده پستي و الكترونيكيآدرس 

عنـوان،  : مقاله به ترتيب عبارتنـد از  اصليهاي  قسمت: اجزاء مقاله
نتـايج و بحـث،     ها، مواد و روش مقدمه، هاي كليدي،  واژه چكيده،

نتـايج و   منابع و چكيده به زبان انگليسـي   ،)اختياري( سپاسگزاري
بـراي   .صورت توام يـا جداگانـه ارائـه شـود    بحث ممكن است به

 MS Wordاسـتاندارد ) Heading(بنـدي   بندي تيترهـا از تيتـر   قالب

از قلـم  ) ها مانند اسامي علمي گونه(در موارد خاص . استفاده شود
 .استفاده شود) Italic(كج 
كلمه و مـنعكس كننـده    15عنوان مقاله بايد حداكثر  :عنوان -3-1

 14با انـدازه   تيتر-Bقلم نگارش عنوان، . محتواي كامل مقاله باشد
  .است
بيـانگر   بايـد در ايـن بخـش چكيـده مقالـه     : چكيده فارسي -3-2

گيـري كلـي از    جـه نتايج به دسـت آمـده و نتي   ،روش مساله، هدف،
لازم . لمه تجاوز كنـد ك 300نبايد از  تا حد ممكنو  پژوهش باشد
) بـر اسـاس حـروف الفبـاء     واژه 5حداكثر ( هاي كليدي است واژه

  .مرتبط با موضوع پژوهش در پايان چكيده مقاله درج شود
در اين قسمت لازم اسـت پـس از معرفـي موضـوع     : مقدمه -3-3

 هاي انجام شـده قبلـي   به منابع و پژوهش) تعريف مساله( پژوهش
و همچنــين هـدف از اجــراي   شـود اشـاره  ) خــارجي يـا داخلـي  (

  .ذكر شوددر پايان مقدمه  پژوهش
در اين بخش از مقاله مواد و وسايل به كـار  : ها مواد و روش -3-4

هاي شناسـايي و   ، طرح آماري و روش ي پژوهشاشيوه اجر  رفته،
  .شوند توضيح داده مي طور كامل با ذكر منبع به ارزيابي

 جـدول و صـورت مـتن،   بـه نتايج حاصل از پژوهش : نتايج -3-5
لازم اســت از تكــرار و ارائـه ارقــام بــه  . قابــل ارائــه اسـت  شـكل 
هـا   شكل .شوداجتناب ) نمودار و غيره  جدول،( گانه چند هاي شكل
لازم به ذكـر  . ورت سياه و سفيد ارائه شوندص به بايدمتن مقاله  در

در  300DPIو  JPGبا فرمت   صورت جداگانه،  به ها شكلاست كه 
ضمناً در تدوين . آورده شوند هر كدام در صفحه مجزا هاي مقالهانت

  .خطوط عمودي در داخل جدول پرهيز شوداز رسم  بايد ها جدول
. هــر ســتون جــدول بايــد داراي عنــوان و واحــد مربوطــه باشــد 
) *(توضيحات اضافي عنوان و متن جدول با استفاده از نماد ستاره 

نظـر و توضـيح در    در بالا و سـمت چـپ جملـه يـا عـدد مـورد      
مشــخص  10پانوشـت جــدول در سـمت راســت بــا انـدازه قلــم    

عنوان و محتواي جدول ها به دو زبان فارسي و انگليسـي  . شود مي
عنوان جدول با . تهيه شود و اعداد داخل جدول نيز انگليسي باشد

) صورت ساده نه پررنـگ  به(شماره آن و خط تيره  ،"جدول" واژه
. ايد داراي وضوح و تمايز مطلوب باشـند ها ب شكل. شود شروع مي

هـا   عناوين شكل. متر تجاوز كند سانتي 5/7ها نبايد از  عرض شكل
به دو زبان فارسي و انگليسي بايد در پايين آن قرار گيرد و با كلمه 

روابـط و معـادلات   . شود شماره آن و خط تيره شروع مي ،"شكل"
هـا،   بـه جـدول   گـذاري شـوند و ارجـاع    در متن مقاله بايد شـماره 

ها و روابط در متن با شـماره مـورد يـاد شـده داخـل پرانتـز        شكل
  .گيرد صورت مي
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در اين قسمت نتايج حاصل از پژوهش مورد تجزيـه  : بحث -3-6
و تحليــل قــرار گرفتــه و بــا توجــه بــه هــدف پــژوهش بحــث و 

مقايسـه نتـايج حاصـل از آن بـا نتـايج      . آيد ميعمل  گيري به نتيجه
مشابه در منابع داخلـي و خـارجي در ايـن بخـش از      هاي پژوهش

نتـايج و بحـث را    تـوان  مـي  در صورت لزوم. مقاله ضروري است
  .كردتواماً تحت عنوان نتايج و بحث ارائه 

تهيـه   10و انـدازه    Times New Romanها با قلـم  پانوشت -3-7
صـورت مجـزا از شـماره يـك شـروع       شـده و در هـر صـفحه بـه    

  .شوند مي
در پايـان بحـث حـداكثر در چهـار     : )اختياري( سگزاريسپا -3-8

كـه در راهنمـايي و يـا انجـام      و مراكـزي  تـوان از افـراد   سطر مـي 
لـوازم   يا در تـامين بودجـه، امكانـات و    و كردهمساعدت  پژوهش
  .كرداند تقدير و سپاسگزاري  نقش موثري داشته پژوهش

انگليسـي در  كليه منابع مورد استفاده اعم از فارسي و : منابع -3-9
ترتيـب حـروف الفبـاء نـام      انتهاي مقالـه بـه زبـان انگليسـي و بـه     

در انتهـاي  . خانوادگي نويسنده اول بدون ذكر شـماره آورده شـود  
. قيد شـود ) In Farsi with English abstract(منابع فارسي عبارت 

در متن ارجاع به منابع بايد تـا حـد ممكـن از ذكـر نـام نويسـنده       
شروع جمله خودداري و منابع در انتهاي جمله و در ) نويسندگان(

در پرانتز ارائه شوند و براي جداسـازي چنـد منبـع از يكـديگر از     
  مانند .استفاده شود ";" نقطه ويرگول

(Thion et al.1996;Dodd et al.2006) 

) پذيرش شـده (نابع مورد اشاره بايد چاپ شده يا با اجازه چاپ م
قابل ذكر در ليست منابع نخواهد هاي چاپ نشده  باشند و پژوهش

  .شود براي مثال به موارد ذيل اشاره مي. بود
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چكيـده فارسـي مقالـه بايـد     ): Abstract(چكيده انگليسـي  -3-10
 Times New Roman طور كامل به انگليسـي ترجمـه و بـا قلـم     به

در انتهاي چكيـده انگليسـي   . شودو در پايان مقاله درج  12اندازه 
. آورده شود فارسي بر اساس حروف الفباءهاي كليدي  واژه ترجمه

 .نوشته و آدرس آنان آورده شـود  )نويسندگان( ضمناً نام نويسنده

ــي  ــوان انگليس ــم   ،عن ــا قل ــدازه Times New Romanب و  12، ان
  .است  Boldصورت به
  تهيه مقاله مروري راهنماي -ب

 زمينـه  دربـوده و   مقالـه  اول نويسـنده  بايـد  مروري مقاله فرستنده
 نويسنده اول مقاله .باشد نظر صاحب كشور سطح در مقاله موضوع
 مقالـه  موضـوع  به كه خود تحقيقات از مورد دو حداقل است لازم

 و شـده  چـاپ  پژوهشـي -علمـي  معتبر هاي مجله در ،بوده مربوط
 منـابع  در باشـد،  گذشـته  سـال  پـنج  در نامبرده هاي پژوهش بيانگر
  .باشد كرده استفاده

در مقاله مروري تمامي موارد ذكر شده بـراي مقالـه پژوهشـي بـه     
  .بحث بايد رعايت شود ها، نتايج و استثناء مواد و روش

  مقاله كوتاه تهيه راهنماي -ج
تراز مقاله كامل است  و محتوي هم علمياز نظر ارزش  مقاله كوتاه

ر در حـداكث بايستي  تر است و و تنها از نظر مطالب ارائه شده،كوتاه
با  صفحه و با رعايت تمامي موارد ذكر شده در مقاله پژوهشي و 4

هـاي مقدمـه، مـواد و     حذف عنوان(بندي داخل مقاله  حذف عنوان
  .تهيه شود) نتايج و بحث ها، روش
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  )PLRV(زميني  پيچيدگي برگ سيب ويروس
  

  
 
 

 چكيده

 

 
 
 
 
 

جهت RT-LAMP هاي مختلف تأييد انجام واكنش  به كارگيري روش
  )PLRV(تشخيص ويروس پيچيدگي برگ سيب زميني 

  4، اسماعيل صابرفر3، ابوبكر مرادي2نظري ، علي حق1*محمد امين الماسي
  

  دانشگاه زنجانارشد دانشكده كشاورزي  ترتيب كارشناس به - 3و  1
  دانشيار دانشكده كشاورزي دانشگاه زنجان -2
   بقيه االله دانشكده پزشكياستاديار دانشگاه  -4

 aminalmasi66@gmail.com :الكترونيكي پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )10/2/91 :پذيرش تاريخ - 19/6/90 :دريافت تاريخ(

  
  
  

زميني است كه باعث  مهم در مزارع سيب هاي از بيماريزميني،  پيچيدگي برگ سيب بيماري
اين بيماري توسط ويروس پيچيدگي  .دشو زميني مي هاي سيب كاهش عملكرد و كيفيت غده

 هاي اوليه مديريت آلودگي در محصولات سيب يكي از روش .شود زميني ايجاد مي  برگ سيب
هاي  روش. عنوان غده بذري براي كاشت است هاي عاري از ويروس به غدهزميني، استفاده از 

سرولوژيك و  هاي آزمونتوان به  جهت تشخيص اين ويروس وجود دارند كه مي متعددي
ها  روش جديدي جهت تشخيص پاتوژن RT- LAMPروش . كردهاي مولكولي اشاره  روش
به . زميني به كار گرفته شد بكه در اين پژوهش جهت تشخيص ويروس پيچيدگي برگ سي است

هاي برگي با علايم مشابه به ويروس پيچيدگي برگ  سرولوژيك، نمونه آزمونمنظور انجام 
ا .ان.آرمولكولي،  هاي آزمونجهت انجام . آوري شدند زميني از سطح استان زنجان جمع سيب

انجام  هاي مختلفي جهت تأييد سپس روش. صورت گرفت RT-LAMPكل استخراج و واكنش 
محصول بر روي  بارگذارياين واكنش استفاده شدند و واكنش مثبت با ديدن كدورت حاصله، 

از مزاياي . سايبرگرين و اتيديوم برومايد تأييد شد تهاي فلورسن ژل آگارز و استفاده از رنگ
، سهولت و )دقيقه 75(توان به سرعت  مي پيشينهاي  اين روش جديد در مقايسه با ساير روش

  .كردني آن اشاره ايم
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

زميني چهارمين محصول مهم دنيا بعد از برنج، گندم و ذرت  سيب
همواره با چندين ويروس در خـلال فصـل رشـد آلـوده      است كه

صـورت مخلـوط يـا مجـزا در      توانند به ها مي اين ويروس. شود مي
ويروس پيچيـدگي   ).Agindotan et al.2007(مزرعه نمايان شوند 

هـاي   كه با نام) Potato leafroll virus )PLRVزميني يا  برگ سيب
اي  اي شدن برگ، نكروز بافت آبكشي و نكروز شبكه ويروس لوله

ــيب ــانواده     س ــي از خ ــت، ويروس ــده اس ــناخته ش ــز ش ــي ني زمين
Luteoviridae  و جنسPolerovirus  است)Gildow et al.2000 .(

اي  طيف وسيعي از گياهان دو لپـه  Luteoviridae اعضاي خانواده 
كننـد و اغلـب در بافـت آبكشـي تكثيـر       اي را آلوده مـي  و تك لپه

طور  دامنه ميزباني اين ويروس به). Johannes et al.1994(يابند  مي
،  Physalis oridanaيعنـي عمده به چند گياه از جـنس سولاناسـه   

Datura stramonium ،Lycopersicom esculentum  وSolanum 

tuberosum   شـود  محـدود مـي )Guyader et al.2002( .  ويـروس
PLRV     قـدي در گياهـان    هسبب پيچيـدگي بـرگ، كلـروز و كوتـا

ها سبب علامت تيپيكي بـه نـام    همچنين در بعضي واريته. شود مي
هـا   آسيب سـلول  كه سبب مرگ انتخابي و شود اي مي نكروز شبكه

ايـن  ). Alvarez et al.2005(د شـو  هـا مـي   در بافت آبكشـي غـده  
شـود   ها منتقل مي ويروس از طريق پيوند، كاشت غده آلوده و شته

انتقـال توسـط شـته بـه     . تواند انتقال يابـد  اما با عصاره گياهي نمي
اي به وسيله تغذيـه از آونـد آبكشـي صـورت      طريق پايا و چرخه

هايي ماننـد شـته سـبز هلـو      شته). Guyader et al.2002(گيرد  مي
)Myzus persicae( ــيب ــته سـ ــي  ، شـ  Macrosiphum(زمينـ

euphorbiae (  و شته پنجه روبـاهي)Acyrthosiphom solani ( از
 Singh et(رونـد   تـرين نـاقلين ايـن ويـروس بـه شـمار مـي        مهم

al.1995 .(  ن.آرژنوم اين ويروس يـكا. رسـان تـك    سـنس پيـام  ا
) VPg(ي است كه داراي يك پروتئين متصل شده بـه ژنـوم   ا رشته
 ).Zhang et al.2011( است

و از  اسـت ويروس  تشخيصجهت كنترل اين بيماري، اولين قدم 
هـاي ويروسـي بـه هـم شـباهت زيـادي        آنجايي كه علايم بيماري

نظر در امـر كنتـرل    مورددارند، تشخيص دقيق و درست ويروس 
هاي  ويژه الايزا، آنتي بادي بادي به آنتيهاي بر پايه  روش. استمهم 

. گيرنـد  كلونال يا تركيبي از هر دو را به كار مـي  مونوكلونال يا پلي

مهـم   هـاي  تأمين كيفيت بالاي آنتي سرم جهت اطمينان از آزمايش
سازي مواد كافي براي توليـد   است اما بايد توجه داشت كه خالص

سرم  موفقيت در تهيه آنتي اولين. استبر و پرهزينه  سرم، زمان آنتي
گزارش شد كه توانستند  توسط كوجيما و موري ياما PLRVبراي 
 ;Al-mrabeh et al.2009(سرم نسبتاً خالصي را بدست آورند  آنتي

Alvarez et al.2005 .(هاي مختلفي با ايـن روش   بعد از آن آزمون
اسـميت   -روحاني و اسـتاك . صورت پذيرفت پژوهشگرانتوسط 

)Rowhani & Stace-Smith(  با اين روش توانستند خصوصـيات ،
المرابـه  ). Rowhani et al.1979( كننـد اين ويـروس را مشـخص   

)Al-Mrabeh ( و همكارانش، روش الايزاي نوتركيب را با استفاده
كه با بيـوتين نشـاندار شـده بـود،      V3HCLبادي نوتركيب  از آنتي

ه نتـايج  به كار گرفتنـد و نشـان دادنـد ك ـ    PLRVجهت تشخيص 
   اسـت تـر   حاصل از اين روش نسبت بـه الايـزاي معمـولي دقيـق    

)Al-mrabeh et al.2009 .( هــاي اخيــر اســتفاده از     در ســال
بـراي   ويـژه  بـه هـا،   هاي مولكولي براي تشـخيص ويـروس   تكنيك

 ). Klerks et al.2001. (هاي بذري توسعه يافته اسـت  گواهي غده
ــدو  ــارانش، روش ) Gildow(گيل را  Northern blottingو همك

براي تشخيص اين ويروس به كار گرفتند و بـا اسـتفاده از انتقـال    
هاي ناقل و گياهان آلـوده بـه غشـاي     استخراج شده از شتها .ان.آر

بـرداري،   توانستند بعد از عكس نشانگرنايلوني و نشاندار كردن با 
ــد    ــخيص دهن ــروس را تش بيشــتر ). Gildow et al.2000(وي

. هسـتند  RNAزمينـي داراي ژنـوم از نـوع     هاي مهم سيب ويروس
توســط آنــزيم ) cDNA(. ا.ان.ديبنــابراين ســاخت رشــته مكمــل 

برداري معكـوس، در گذشـته بـراي تشـخيص ايـن نـوع از        نسخه
). Nie 2006(به كار رفته اسـت   RT-PCRها با استفاده از  ويروس
به كار گرفت  PLRVاين روش را براي تشخيص ) Singh(سينگ 

)Singh et al.1995 .( با اين وجود روشRT-PCR   چندين عيـب
 مشخص مانند نياز به ترموسايكلر و مواد خطرناك آشكارساز دارد

)Fukuta et al.2003.(  روشReal-time RT-PCR    روشـي مـؤثر
، اما نياز به تجهيزات و مـواد  استزا  براي تشخيص عوامل بيماري

جونز -مورتيمر). Caipang et al.2009(شيميايي گران قيمت دارد 
)Mortimer-Jones (    و همكارانش ايـن روش را بـراي تشـخيص

PLRV تـوان پـي بـه     رفتند و دريافتند كه با اين روش ميبه كار گ
ــرد  ا.ان.ديكميـــت  روش  ).Mortimer-Jones et al.2009(بـ
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multiplex AmpliDet RNA   ــركس ــط كلـ و ) Klerks(توسـ
هاي بـذري بـه    زميني در سيب PLRVهمكارانش جهت تشخيص 

در اين روش خطر آلودگي در خلال تشـخيص بـه   . كار گرفته شد
و وجـود   شـود  مـي دليل انجام واكنش در تيوب در بسـته حـذف   

ها با استفاده از نشانگرهاي رنگي انتخـاب شـده    ويروس در نمونه
). Klerks et al.2001( گيـرد  مـي براي يك توالي خـاص صـورت   

 Nucleic(ي سيستم تكثير بر پايه توالي اسـيدنوكلئيك  اخيراً تواناي

Acid Sequence-Based Amplification ( براي تشخيص مستقيم
PLRV زميني نيز ثابت شده اسـت كـه قـادر بـه      هاي سيب در غده

هـاي اسـتفاده    تر در مقايسه با تكنيـك  تر و سريع تشخيص حساس
ط توســ LAMPروش ). Leone et al.1997(شــده قبلــي اســت 

ــومي  ــت   ) Notomi(نوت ــادر اس ــده، ق ــي ش ــارانش معرف و همك
بـا  ) 60-65(اسيدنوكلئيك را با كارايي بسـيار زيـاد در يـك دمـا     

آغازگر اختصاصـي   4در اين روش از . كنداختصاصيت بالا تكثير 
كننـد،   ناحيه مشـخص از تـوالي ژن هـدف را شناسـايي مـي      6كه 

 Bst DNAروش، آنـزيم مـورد اسـتفاده در ايـن     . شـود  استفاده مي
پليمراز است كـه داراي خاصـيت جـايگزيني رشـته و مقـاوم بـه       

  ).Nagamine et al.2002; Notomi et al.2000( استحرارت 
براي تشـخيص ايـن ويـروس     RT-LAMPدر اين پژوهش روش 

واكنش عـلاوه بـر كـدورت     انجام تأييد. براي اولين بار انجام شد
، توســط بــردن حاصــل از تشــكيل رســوب پيروفســفات منيــزيم

ــگ    ــتفاده از رنـ ــارز و اسـ ــر روي ژل آگـ ــول بـ ــاي  محصـ هـ
و اتيـديوم برومايـد نيـز      SYBR® Premix Ex TaqTM Iتفلورسن

  .صورت گرفت
  

 هاروشومواد

  ها  و نحوه انتخاب نمونه برداري نمونه -1
زمينـي كـاري    از منـاطق عمـده سـيب    1389-90طي سال زراعي 

هاي با علايمي  عمل آمد و برگ بوته برداري به ، نمونهزنجاناستان 
و   اي شــدن بــرگ، كاغـذي شــدن بــرگ  ، لولـه  ماننـد زردي بــرگ 

بـه علـت   . آوري و به آزمايشگاه منتقل شدند ، جمع كوتولگي بوته
حضور ويروس در آوند آبكش، در مورد هـر بوتـه مشـكوك بـه     

تعداد . آوري شدند  ها جمع و برگ  هاي منتهي به برگ  بيماري، ساقه
هاي پلاستيكي به طور جداگانه و با ذكر   نمونة برگي در كيسه 145

  .گراد نگهداري شدند درجه سانتي 4برداري در   محل نمونه
  
  سرولوژيك آزمون-2
سـرولوژيك بـر روي    آزمـون ، PLRVمنظور شناسايي ويـروس   به

اي  سرم چنـد همسـانه   آوري شده با استفاده از آنتي  هاي جمع  نمونه
PLRV )ده از مؤسسه تهيه شBioreba به روش الايـزاي  ) سويس

و بر اساس روش كـلارك و آدامـس    (DAS-ELISA)ساندويجي 
)Clark & Adams (   انجـام شـد)Clark et al.1977 .(  1/0مقـدار 

گيـري،   ليتر بافر عصاره گرم بافت برگي در هاون چيني با يك ميلي
اي ه ـ  عصاره حاصل تا زمان ريخـتن در چاهـك  . گيري شد  عصاره

مورد نظـر بـه نسـبت     (IgG)ابتدا . پليت در يخچال نگهداري شد
در بـافر پوششـي   ) 1000/1(توصيه شده توسـط كمپـاني سـازنده    

. هاي پليت ريخته شـد  ميكروليتر آن در چاهك 100رقيق و مقدار 
درجــه  37پليــت بــه مــدت دو الــي چهــار ســاعت در انكوبــاتور 

لازم پليت تخليـه و  پس از گذشت زمان . گراد نگهداري شد سانتي
. بـا بـافر شستشـو شسـته شـد     ) هر بار به مدت سه دقيقه(سه بار 

ميكروليتـر از   100طور كامل خشك شد و به اندازه  سپس پليت به
هاي شـاهد مثبـت     هاي گياهي از قبل آماده شده شامل نمونه  نمونه

، شـاهد  )سـويس  Biorebaتهيه شده از موسسه  PLRV-Cايزوله (
) سـويس  Biorebaاقد ويروس تهيه شده از موسسه نمونه ف(منفي 

پليـت مـوردنظر بـه    . ها ريخته شـد  گيري در چاهك و بافر عصاره
روز بعـد  . گراد قـرار گرفـت   مدت يك شب در چهار درجه سانتي

پليت به روش ذكر شده در قبل شسته و اين بـار پـس از خشـك    
اي  بـادي چنـد همسـانه    ميكروليتر از آنتـي  100كردن كامل پليت، 

 Conjugateمتصل شده به آنزيم آلكالين فسفاتاز رقيق شده در بافر

ها اضافه و پس از آن پليت به مـدت چهـار سـاعت در     به چاهك
پـس از  . گراد در انكوبـاتور قـرار داده شـد    درجه سانتي 37دماي 

گـرم   ميلـي  5/6شستشو و خشك كردن پليت همانند قبـل مقـدار   
راي آنزيم آلكالين فسفاتاز است پارانيتروفنيل فسفات را كه سوبست

ــدازه   ميلــي 5/6در  ــه ان ــافر سوبســترا حــل كــرده و ب ــر ب  100ليت
براي مشاهده تغيير رنگ . ميكروليتر از آن به هر چاهك اضافه شد

پـس از  . گـراد قـرار گرفـت    درجـه سـانتي   37پليت در انكوباتور 
ها با چشـم غيرمسـلح    دقيقه تغيير رنگ چاهك 45الي  30گذشت 
  .و مشاهده شد بررسي
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  زميني آلوده هاي سيب كل از برگا .ان.آر استخراج -3
و همكـارانش  ) Rowhani(كل به روش روحـاني  ا .ان.آراستخراج 

در پايـان مرحلـه اسـتخراج،    ). Rowhani et al.1979(انجام شـد  
شركت ( DEPCميكروليتر آب تيمار شده با  50رسوب حاصل در 

گراد تـا قبـل    درجه سانتي -70ماي حل شد و در د) سيناژن، ايران
  .از استفاده قرار گرفت

  
  RT-LAMPآزمون  -4

بـر اسـاس ژن    RT-LAMPطراحي آغازگرها جهت انجام تسـت  
مـوردنظر بـا شـماره شناسـايي      ويـروس ) CP(پوشش پروتئينـي  

Genbank: U73777.1 افـزار   و با استفاده از نرمPrimerExplorer 

V3 )افزار  نرمonline ت طراحـي آغازگرهـاي   ويژه جه ـLAMP (
طور همزمـان و   به RT-LAMPواكنش ). 1جدول (صورت گرفت 

عنـوان الگـو در يـك تيـوب      بـه ا .ان.آراي با استفاده از  يك مرحله
تهيـه شـده از    PLRV-Cايزولـه  ا .ان.آر(شـاهد مثبـت   . انجام شد

كل بافـت برگـي    RNA(و شاهد منفي ) سويس Biorebaمؤسسه 
 Biorebaعاري از ويروس تهيه شـده از مؤسسـه    زميني گياه سيب
لازم به توضيح است كه ايزوله ويـروس مـوردنظر   . بودند) سويس

بود و از آنجا كه تشخيص بـر اسـاس   ) PLRV-C(ايزوله كانادايي 
گرفت كـه در   ژن بسيار حفاظت شده پوشش پروتئيني صورت مي

. ي نبـود ها وجود داشت، نوع ايزوله داراي اهميت چندان كل ايزوله
ميكروليتـر حـاوي    25جهت انجام واكنش در ابتدا حجـم نهـايي   

ــي 02/0 ــولار  ميل ــل،  RNAم ــي 04/0ك ــولار  ميل  dNTP ،04/0م
مـولار   ميلـي  RNasin ،06/0مـولار   ميلـي  DDT ،02/0مـولار   ميلي

مــولار  ميلــي BIP ،04/0مــولار آغــازگر  ميلــي FIP ،06/0آغــازگر 
، F3مولار آغازگر  ميلي LB ،02/0مولار آغازگر  ميلي 04/0آغازگر، 

ــايين،  ميلــي B3 ،08/0مــولار آغــازگر  ميلــي 02/0  04/0مــولار بت
ــي ــولار  ميل ــي MgSO4 ،1/0م ــافر   ميل ــولار ب  1/0و  Bst(10X)م
 3گراد به مـدت   درجه سانتي 72در دماي ) مولار آب استريل ميلي

  مـولار آنـزيم   ميلـي  2/0دقيقه قـرار گرفـت و بعـد از ايـن مـدت      
  

  
  

  
Primer 
 آغازگر

Type 
 نوع

Position 
 موقعيت 

Length 
 طول

Sequence 
  توالي

F3 Forward outer 
 پيشرو خارجي

61-78 18 nt AGAAGGCAATCCCTTCGC

B3 Backward outer 
 پسرو خارجي

245-264 20 nt GGTGAAACTTCCTTGGGTGT

FIP Forward inner 
 پيشرو داخلي

139-159 and 
79-96 

43 nt GCCTCCTCTTCTGCGTCTTCG
TTTTAGGCGCGCTAACAGAGT

T 

BIP Backward  inner 
 پسرو داخلي

161-182 and 
223-241 

45 nt ATCGCCGCTCAAGAAGAACT
GGTTTTCCACGAGGTTGTCCT

TTGT 

LF Loop forward outer 
 پسرو حلقه اي خارجي

97-118 22 nt CCGTGACCATAACCACTGGCT
G 

LB Loop backward outer 
 خارجي پسرو حلقه اي

191-210 20 nt GAGGACGAGGCTCAAGCGAG

  
  
  
  
  

    

 . RT-LAMPبراي انجام واكنش PLRVآغازگرهاي اليگونوكلوتيدي براي ژن پوشش پروتئين ويروس -1جدول 

Table 1- Oligonucleotide primers used for RT-LAMP of coat protein gene of PLRV 
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M-Mulv RT  مولار آنزيم ميلي 04/0وBst DNA     پليمـراز اضـافه
دقيقـه،   45گراد بـه مـدت    درجه سانتي 45شد و واكنش در دماي 

گراد بـه   درجه سانتي 80دقيقه و  30گراد به مدت  درجه سانتي 60
بـه  ). يـك سـيكلي بودنـد   تمـام دماهـا   (يافت دقيقه ادامه  2مدت 

ها خارج گشت و كـدورت حاصـل از    محض اتمام واكنش تيوب
محصـول بـه   ميكروليتـر از   5همچنين . شدواكنش مثبت مشاهده 

 Gene Ruler, TM  100bp DNA)همـراه يـك مـاركر نردبـاني     

Ladder)  درصد الكتروفورز و پس از رنگ آميـزي   1در ژل آگارز
ــا دســتگاه  ــد ب ــديوم بروماي ــا اتي ــرداري شــد ژل داك عكــس ب . ب

، از رنـگ  RT-LAMPبـراين جهـت تأييـد انجـام واكـنش       عـلاوه 
ساخت شركت تاكـارا،  (  SYBR® Premix Ex TaqTM I تفلورسن
از محصول  lμ10به  lμ5از اين رنگ مقدار . نيز استفاده شد) ژاپن

و بعـد از يـك ورتكـس كوتـاه،      شـد اضـافه   RT-LAMPواكنش 
واكنش مثبت با تغيير رنـگ  . داده شدند قرار UVها زير نور  تيوب

واكـنش مثبـت بـا بكـارگيري رنـگ      . شـد از قرمز به سبز مشاهده 
و ) Tsai(اتيديوم برومايد به روش توضيح داده شده توسط تسايي 

از رنـگ   lμ1مقـدار  ). Tsai et al.2009(نيز تأييـد شـد   همكاران 
و  شـد از محصـول اضـافه    lμ25اتيديوم برومايد بهينـه شـده بـه    

  .قرار داده شدند UVها زير نور  تيوب
  
 بحثوجينتا

هــا، در اولــين قــدم جهــت تشــخيص  آوري نمونــه بعــد از جمــع
از حضور ويروس در آنهـا،   اطمينانهاي آلوده به ويروس و  نمونه

هاي آزمايش شده، دو نمونه  آزمون الايزا انجام شد و از بين نمونه
از قبـل داده بـوديم،    اي كه كه بر اساس شماره شدمثبت مشخص 

PLRV10  وPLRV16  مشـاهدات چشـمي بـا    ). 1شـكل  (بودند
هـا نشـان دهنـده غلظـت بـالاي ويـروس در        توجه به رنگ نمونه

ها، عملاً  ها بود و به علت وضوح بالاي تغيير رنگ در نمونه نمونه
ايـن نتـايج   . نبـود  ELISA Readerنيازي بـه اسـتفاده از دسـتگاه    

-Al(بـود   پژوهشـگران آمده توسـط ديگـر    مشابه با نتايج بدست

mrabeh et al.2009; Leone et al.1997; Rowhani et al.1979 .(
بـادي و   سرولوژيك بـر پايـه اتصـال آنتـي     آزمونروش الايزا يك 

سرم يكي از مشكلات ايـن   ژن است كه هزينه بالاي تهيه آنتي آنتي
دارد  علاوه بر اين، روش حاضر نياز به دقـت بـالايي  . روش است

اي كه هر اشتباه كوچكي به هنگام انجام آن موجب اخلال  به گونه
بر بودن يكي ديگر از معايب اين روش است  زمان. شود در كار مي

شـايد  . روز كار مداوم و پشـت سـرهم دارد   2طوري كه نياز به  به
هاي اين روش عدم نيـاز بـه اسـتخراج     بتوان گفت يكي از برتري

اي نيز بـا اسـتفاده از    يك مرحله RT-LAMPواكنش . استا .ان.آر
واكـنش مثبـت بـا خـارج كـردن      . عنوان الگو انجام شـد  بها .ان.آر

طبـق   ).a2شكل ( شدها و ديدن كدورت حاصل شده تأييد  تيوب
و همكـارانش، در  ) Notomi(بررسي انجام شده توسـط نوتـومي   

 25در ا .ان.ديميكروگــرم يــا بيشــتر،  10مقــدار  LAMPواكــنش 
ــد مــي  ــر از مخلــوط واكــنش تولي ــون  ميكروليت ــابراين ي شــود، بن

پيروفسفات توليد شده بـا منيـزيم واكـنش داده و رسـوب ايجـاد      
در حـالي كـه   . دشـو  كه به دنبال آن كدورت مشـاهده مـي   كند مي

 2/0ا .ان.ديدر توليــد واكــنش زنجيرهــاي پليمــراز   عملكــرد 
در نتيجـه  ميكروليتـر مخلـوط واكـنش اسـت و      25در  ميكروگرم

رسـد كـه در    مولار مـي  ميلي /.02ميزان يون پيروفسفات به حدود 
نتيجه قادر به توليد رسوب پيروفسفات منيـزيم نيسـت و بنـابراين    

. شود هيچ رسوبي مشاهده نميآر .سي.پيبوسيله ا .ان.ديدر تكثير 
شود، به همين دليل  علاوه پيروفسفات در دماي بالا هيدروليز مي به

به علت استفاده از دماي بالا جهـت  زنجيرهاي پليمراز واكنش در 
بـرخلاف واكـنش   . دشو واسرشت سازي پيروفسفات هيدروليز مي

LAMP  انجـام  ) گـراد  درجـه سـانتي   60(كه در يك دماي پيوسته
هاي دمايي را داريـم   چرخهواكنش زنجيرهاي پليمراز گيرد، در  مي

. هسـتند نيـزيم  كه خود مانعي جهت انجام واكنش پيروفسفات با م
بـا  . و كـدورت وجـود دارد  ا .ان.ديهمبستگي مثبتـي بـين سـنتز    

، كدورت نيز به صـورت  LAMPدر واكنش ا .ان.ديافزايش سنتز 
حاضـر بـا نتـايج سـاير      پـژوهش نتـايج  . يابـد  خطي افـزايش مـي  

نشـان داد كـه كـدورت سـنجي، نيـاز بـه اسـتفاده از         پژوهشگران
كه خود ايـن مسـئله سـبب     كند ميهاي تشخيصي را حذف  روش
 ;Nagamine et al.2002(شـود   جويي در هزينه و زمان مـي  صرفه

Notomi et al.2000 .(  همچنين با بردن محصول واكنش بـر روي
درصد و الكتروفورز آن، الگوي نردبـاني شـكل ديـده     1ژل آگارز 

شـكل  ( اسـت هاي مختلـف   شد كه ناشي از توليد قطعات با اندازه
b2 .(هــاي تأييــد مولكــولي بــراي  لكتروفــورز، روشكــدورت و ا

LAMP  هستند زيرا در آغاز واكنشLAMP  ايجاد ساختاري با دو  
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 BIPو  FIPحلقه در انتهاي قطعه توليد شده بوسـيله آغازگرهـاي   
لازم است و در صورت عدم اتصال حتي يكـي  براي ادامه واكنش 

نشده و بـه دنبـال آن واكـنش     اي ايجاد از آغازگرها، ساختار حلقه
LAMP  گيـرد و در نهايـت هيچگونـه كـدورت و      نيز انجام نمـي

همچنين از آنجايي كـه  . شود نميشكل نيز مشاهده الگوي نردباني 
آغازگرها خيلي اختصاصي هستند و با همديگر در توليد محصول 

كنند، امكان توليد قطعات غيراختصاصي در ايـن واكـنش    عمل مي
نابراين كدورت و الگوي نردباني تأييدي مطمئن در صفر است و ب

مشـاهده واكـنش مثبـت بـا     ). Nie 2006(هسـتند    LAMPواكنش
در زيـر    SYBR® Premix Ex TaqTM Iتاستفاده از رنگ فلورسن

، نشان داد كه تيوبي كه تكثير در آن صورت گرفته بود، به UVنور 
رمـز رنـگ   رنگ سبز و تيوبي كه تكثيـري در آن رخ نـداده بـود ق   

اين نتايج مشابه با نتايج به دست آمده از زهانگ ). c2شكل (است 
)Zhang ( و همكارانش بود)Zhang et al.2011 .(   واكـنش مثبـت

 UVمستقيم اتيديوم برومايد بهينه شده در زير نـور   كردنبا اضافه 
و همكـارانش مطابقـت   ) Tsai(نيز ديده شد كه بـا نتـايج تسـايي    

لازم به توضـيح اسـت كـه    ). d2شكل ) (Tsai et al.2009(داشت 
نيـز  زنجيرهـاي پليمـراز   هاي فلورسـانس فـوق، در واكـنش     رنگ
تواننــد اســتفاده شــوند امــا گــاهي بــه دليــل وجــود بانــدهاي  مــي

هـا مـدنظر    غيراختصاصي در اين واكـنش، اسـتفاده از ايـن رنـگ    
دانشمندان نيسـت زيـرا بـه بانـدهاي غيراختصاصـي نيـز متصـل        

بـه دليـل اطمينـان از     LAMPكـه در واكـنش    حـالي  در. شوند مي
اختصاصي بودن واكنش و عـدم وجـود بانـدهاي غيراختصاصـي،     
. استفاده از مواد فلورسانس در اين واكنش در حال افـزايش اسـت  

، عدم نياز به الكتروفـورز بـر   تهاي فلورسن مزيت استفاده از رنگ
از مشاهده كدورت ناشي  .استروي ژل و كاهش زمان تشخيص 

رسوب پيروفسفات منيزيم يك روش تشخيص سـريع اسـت كـه    
، ايمني بـالا، سـهولت   )دقيقه 75(سبب بالارفتن سرعت تشخيص 

) عدم نيـاز بـه ترموسـايكلر و الكتروفـورز    (ها  كار و كاهش هزينه
  اختصاصيت ايـن روش نسـبت بـه   همچنين حساسيت و . شود مي
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 5B,7D,6Fبه ترتيب چاهك هاي . نتايج آزمون الايزا -1شكل
 6D,9F,8E، چاهك هاي )PLRV-C( نمونه هاي شاهد مثبت 

نمونه هاي  5C,5F,7Eنمونه هاي شاهد منفي، چاهك هاي 
PLRV10  6و چاهك هايE,9C,11C  نمونه هايPLRV16 

 .هستند

Figure 1- The results of ELISA assay. The slots are 
respectively: 6F, 7D and 5B positive control (PLRV-
C); 8E, 9F, and 6D negative control; 7E, 5F and 5C 
PLRV10; 11C, 9C and 6E PLRV16.  

كدورت حاصل از ) RT-LAMP .aتأييد انجام واكنش  -2شكل
نتايج حاصل از الكتروفورز ) bتشكيل رسوب پيروفسفات منيزيم 

 ®SYBRاستفاده از رنگ فلورسانس ) cبر روي ژل آگارز 

Premix Ex TaqTM  I  .d ( استفاده از رنگ فلورسانس اتيديوم
، PLRV-Cبه ترتيب نمونه  4و  3، 2، 1خطوط و تيوب . برومايد

PLRV10 ،PLRV16  و نمونه عاري از ويروس وM  ماركر
bp100 هستند.  

Figure 2-  Confirm of RT-LAMP reaction. (a) 
Electrophoresis of the RT-LAMP product on agarose 
gel (b) Turbidity due to the formation of precipitate of 
magnesium pyrophosphate. (c) Using Ethidium 
Bromide fluorescence dye. (d) Using SYBR® Premix 
Ex TaqTM I fluorescence dye. Lines and tubes 1, 2, 3 
and 4 are respectively: PLRV-C, PLRV10, PLRV16 
and free virus sample; M: 100 bp marker. 
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است كه آن هـم بـه آغازگرهـاي    بيشتر  هاي تشخيصي قبلي روش
تـوان   در كل مي. شود مربوط ميبسيار اختصاصي طراحي شده آن 

توسط  2000از زمان پيدايش خود از سال  LAMPگفت كه روش 
هـاي ممتـاز خـود از جملـه      بـه دليـل ويژگـي    )Notomi(نوتومي 

سادگي، سرعت، ايمني، اختصاصيت بالا، حساسيت بـالا و هزينـه   
در مقايســه بــا ديگــر  برتــرينون توانســته از جايگــاه پــايين تــاك

 ;Nagamine et al.2002( شـود هاي تشخيصـي برخـوردار    روش

Notomi et al.2000(.  
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نين جو از روش وژن متالوتاي پيشبرر فعاليت منظور بررسي تغييرات عوامل انتقال پيام در مسي به

ژن مزبور در گياه جو و تركيب آن با  پيشبربا شناسايي ناحيه . غربالگري موتاسيوني استفاده شد
 M0بذور . پسيس صورت گرفتوگاس، انتقال تركيب حاصل به گياه مدل آرابيد ژن گزارشگر

بر اساس . ترون پرسرعت بمباران شدندنو) واحد 40، 30، 20، 10(دوز  4حاصله توسط  هتراريخت
در غلظت ) AT-3( ترايزول تركيب شيميايي تري آمينونتايج آماري در يك طرح كاملاً تصادفي 

 .دششناسايي ) نينومتالوتاي پيشبر( عنوان بهترين محرك فعاليت ژن گاس مولار به ميلي 20
براي تفرق ميلي مولار  20غلظت  AT-3ساعت پس از محلول پاشي با  M2 48هاي نسل  گياهچه
از . دندشبيان ژن گاس با كمك روش سنجش بيوشيميايي پروتئين گاس ارزيابي  1به  3نسبت 

جهت  شد، درصد عدم بيان را شامل مي 25درصد بيان گاس و  75مدل ممانعت كه نسبت 
ن لاي 1500گياهچه  30طي چندين نوبت ارزيابي تعداد . دشاستفاده  شناسايي عوامل كنترلي

عنوان كانديد مناسب براي جهيده مورد نظر در مسير  لاين به 20در نهايت . بررسي شد M2جهيده 
ترتيب مربوط  بود كه به 3و  5، 9، 3هاي كانديد شامل  تركيب لاين. ر مزبور معرفي شديشبفعاليت پ

تر با  قهاي مزبور جهت بررسي دقي لاين .واحد نوترون پرسرعت بودند 40و 10،20،30به تيمارهاي
عنوان  سنجي فعاليت پروتئين گاس مورد ارزيابي قرار گرفته و به استفاده از روش طيف

بعدي معرفي  هاي پژوهشر ژن متالوتاينين جهت انجام يشبهاي احتمالي در مسير فعاليت پ جهيده
  .شدند

 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

هـايي بـا    رمـز كننـده پـروتئين   ) MTs(نين وهاي متالوتـاي  گروه ژن
ــه   ــائين، غنــي از اســيد آمين خصوصــياتي چــون وزن مولكــولي پ

ها و وجود يـك   سيستئين، وفور در محيط سلولي و اغلب اندامك
 Colye(هاي فلزي هستند  يا چند ناحيه حساس در واكنش به يون

et al. 2002 .( از كليـه   متالوتـايونين سال گذشته كـه   50از حدود
در  متالوتـايونين نـوع   200تا به امروز بيش از  شداسب استخراج 

ــد  موجــودات مختلــف پســت و عــالي شناســايي شــده   and(ان

Goldsbrough. 2002; Zhou et al.2005 Cobbett .(
هاي متفاوتي بر اساس سـاختمان و نـوع فعاليـت ايـن      بندي تقسيم

 Chatthai et al.2004;Liu et(ه اسـت  پـروتئين صـورت گرفت ـ  

al.2000 .( هاي سمي فلزي  زدايي يون در سميت متالوتايونيننقش
ها با ايجاد شرايط هموستاتيك ثابت شـده اسـت    و حفاظت سلول

)et al.2004;Wong et al.2004 Akashi (    در عـين حـال شـواهد
سـلول در   يانكار ناپذيري دال بر نقش اين ژن در كمـك بـه بقـا   

هـا بـه     منظور امكـان انتقـال مـواد و مـاكرومولكول     حله پيري بهمر
 Navabpour et(ويژه دانه گزارش شده است  اي به هاي ذخيره اندام

al.2003 .(    بررسي نواحي ژن متالوتـانين در برخـي موجـودات از
با ژن گزارشگر گـاس   آرابيدوپسيسجمله انسان، موش، مخمر و 

 et al.2003; Navabpour et al.2003; Wong et(انجام شده است 

al.2004 Haq .( 

يك روش قوي جهت شناسايي و در  جهشياستفاده از غربالگري 
هـا كـه در سـطح پـيش      پي آن همسانه كردن ژن يا گروهي از ژن

موارد امكـان   بيشتراساس در در . استكنند،  فعاليت مي 1رونويسي
عوامـل   يـا  2عنـوان عوامـل انتقـال پيـام     هايي كـه بـه   شناسايي ژن

هاي مرسوم مولكـولي   كنند، با استفاده از روش عمل مي 3رونويسي
وجـود نـدارد    5سازي كاهشي يا دورگ 4مثل روش شناسايي تفرقي

)2005.Hsing et al.2007;Lee et al .(  ــال روش ــين ح در ع
گير است، بـه   غربالگري موتاسيوني معمولاً روشي طولاني و وقت

در ايـن روش اسـتفاده از    منظور افزايش كارآيي و سـرعت عمـل  

                                                           
1 -Pre-transcription 
2 -Signaling factors  
3 -Transcription factors  
4 -Differential screen 
5 -Subtractive hybridization  

 Fukuzawa et(بسـيار مفيـد و مـؤثر اسـت      6هـاي گزارشـگر   ژن

al.2004 .(  
كـه بـا اسـتفاده از     آرابيدوپسيس nprlو  cpr1 هاي  معرفي جهيده

تركيـب شـده بودنـد، از     gusكه با ژن گزارشـگر   PRlaپيشبر ژن 
 ;Cao et al.1994( هسـتند هـاي موفـق ايـن روش     جملـه مثـال  

Glazebrook 1997 .( جهيدهnprl   مانع بيان ژن مقاومـتPR7   بـه
زا شده و افزايش حساسـيت بـه بيمـاري را موجـب      عامل بيماري

مقاومـت   PRبا تداوم بيان پروتئين  cpr1در مقابل جهيده . شود مي
هـاي مزبـور منجـر بـه      استفاده از جهيده. كند ميپايداري را ايجاد 

عنوان يك  ساليسيك به معرفي مسيرهاي كنترل ژنتيك توسط اسيد
 OLD and Primrose 1994;Pieterse and( عامل انتقال پيام شـد 

Van Loon 1999  .(  در  متالوتـايونين پيشـبر ژن   پـژوهش در ايـن
گياه جو شناسايي و پس از همسانه سـازي ضـمن تركيـب بـا ژن     

بذور جهيـده  . شدمنتقل  آرابيدوپسيس، به گياه مدل gusگزارشگر 
M2 براي بيان و عـدم بيـان   ( 1به  3فتن نسبت جهشي به منظور يا
gus (در مسير ژنتيك فعاليت پيشبر مزبور ارزيابي شدند.  

  
 ها روشومواد

واجد پيشبر ) رقم كلمبيا( آرابيدوپسيسگياهان تراريخته  M0بذور 
گزارشگر گاس توسـط چهـار دوز    ژنتركيب شده با  متالوتايونين

دوزهاي اعمال شده شـامل  . شدند پرتوتابي، )d(نوترون پرسرعت 
در شرايط اتاقـك   M0با كشت بذور . بود ٨گري 40و 30، 20، 10

 M1برداشــت و پــس از آن بــذور  M1رشــد كنتــرل شــده، بــذور 
بـا  . طـور جداگانـه برداشـت شـدند     به M2جداگانه كشت و بذور 

 از تـأثير پرتوتـابي در بـروز جهـش     M2ارزيابي تصادفي گياهـان  
كننـده   اي از عوامل شيميايي احتمالي فعال بازه .اطمينان حاصل شد

مورد ارزيابي قرار گرفت و در ) بيان ژن گاس( متالوتايونينپيشبر 
عنوان بهترين محـرك   به) AT-3(نهايت تركيب تري آمينوترايزول 

مولار مورد استفاده  ميلي 30و  20، 10، 5هاي  غلظت. شناسايي شد
هاي تكرار دار و تجزيـه و   با انجام يك سري آزمايش. قرار گرفت

بـر بيـان   ) AT-3( اثـر تحليل آماري مشخص شد نتايج حاصـل از  

                                                           
6 -Reporter gene markers  
7 -Pathogen resistance  
8 -Grays 
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گاس در گياه كامل شـباهت قابـل تـوجهي بـه رونـد بيـان آن در       
منظـور سـرعت عمـل     هاي مربوطه دارد، بر اين اساس بـه  گياهچه

 20گياهچـه   30تعداد . استفاده شد M2هاي نسل  بيشتر از گياهچه
 20بـا غلظـت    AT-3، توسـط محلـول پاشـي    روز پس از كشـت 

سـاعت پـس از    48ميزان فعاليت ژن گـاس  . مولار تيمار شد ميلي
بيان و ( 1به  3محلول پاشي توسط روش بيوشيميايي براي نسبت 

  .ارزيابي شد) عدم بيان گاس

  
 9فعاليت گاس بيوشيمياييسنجش 

 بـافر ( X-Glucطـور جداگانـه در محلـول بـافر      هاي برگ به نمونه
، فريسيانايد X-100، تريتون  mM50،1mM X-Glucفسفات سديم 

در همـين  . قـرار گرفـت  ) g/mL100و كلروم فنيـك   mM4پتاسيم 
 24و سـپس بـه مـدت     شـد  ١٠دقيقه اينفيلتـر  4وضعيت به مدت 
سـپس بـافر   . قـرار داده شـد   درجه سلسيوس 37ساعت در دماي 

هـا   ز بـرگ منظور از بين بردن رنگ سب حذف شد و اتانول مطلق به
% 50ساعت اتانول حـذف و گليسـرول    24پس از . جايگزين شد

ميـزان رنـگ آبـي    (و در نهايت ميزان فعاليت گاس  شدجايگزين 
هـاي   چنين درصد سلول هم. با لنز بزرگنما بررسي شد) ظاهر شده

  .مرده نيز به وسيله ميكروسكوپ فلوئورسنت ارزيابي شد
  

  11ژن ميزان فعاليت ماركر گاس گيري اندازه
سنجش ميزان فعاليت آنزيمي ژن گـاس كـه نشـان دهنـده ميـزان      

ــبر  ــت پيش ــايونينفعالي اســت، توســط روش جفرســون و   متالوت
با تغييراتي به شرح زير  )Jefferson et al.1987( )1987(همكاران 
  .انجام شد

كانديـد  ) M2(هـاي   برگ گيـاه كامـل جهيـده    بافتنمونه كوچك 
 500برداشت و ميـزان  ) بيوشيميايي انتخابي با استفاده از سنجش(

 mM50 )2/7pH=  (mMبافر سـديم  (ميكروليتر بافر سنجش گاس 

EDTA10درصد،  1/0بار  100درصد، تيريتون  1/0 ١٢، ساركوزيل
. طـور يكنواخـت مخلـوط شـد     اضافه و بـه ) mM10مركاپتواتانول 

دقيقـه   15دور در دقيقه به مدت  14000مخلوط هموژنيزه با دور 

                                                           
9 -Histochemical analysis 
10 -In filter 
11 -Fluorometric analysis of β-glucuronidase activity 
12 -Sarcosyl 

 44ميكروليتر از محلول فوقاني برداشت و بـا   10. شد يوژسانتريف
 ـ واكـنش بـا   . خـوبي مخلـوط شـد    هميكروليتر بافر سنجش گاس ب

) MUG(ميكروليتر متيل آمبلي فريل گلوكورنايد  50افزودن مقدار 
mM10 توضـيح اينكـه تركيـب    . آغاز شدMUG    بوسـيله فعاليـت

 MUكيـب  تر. شـود  تجزيه مـي  X-Glucو  MUآنزيم ژن گاس به 
يــك مــاده فلورســنت بــوده و توســط فلورســنت اســپكتروفتومتر 

نشان دهنـده فعاليـت بـالاتر     MUبالا بودن ميزان . گيري شد اندازه
. اسـت  متالوتايونينگاس بوده كه به نوبه خود نشانه فعاليت پيشبر 

نـانومتر توسـط    365ميزان جذب براساس طول موج برانگيختگي 
 (Prink Elmer 3000 Fluorescenceدستگاه جذب فلئومترنـوري 

Spectrometer (نتايج بر حسب منحني استاندارد . اندازه گيري شد
  .شدتنظيم ) nmoles MU/min/mg protein(بر حسب واحد 

  
 بحثوجينتا

بـا اسـتفاده از روش    M2لايـن   1500گياهچه از حـدود   30تعداد 
بيان  فعاليت و عدم( 1به  3سنجش بيوشيميايي گاس براي نسبت 

در ) Inhibition Model(از مـدل ممانعـت   . ارزيابي شد) ژن گاس
  ).1شكل(هاي مورد نظر استفاده شد  جهت شناسايي جهيده

منظـور تعيـين    نتايج بررسي آماري در قالب طرح كاملاً تصادفي به
در دو Amino-1,2,4-Triazole ( 3-AT-3(بهتـرين سـطح غلظـت    

درجـه   B :2±22يوس و درجه سلس ـ A :2±22( شرايط اتاقك رشد
بهترين  Aمولار در شرايط  ميلي 20نشان داد كه غلظت  )سلسيوس

 متالوتـايونين ترين نتايج را براي القـاء فعاليـت پيشـبر     و يكنواخت
عنوان يك محدود كننـده فعاليـت     به AT-3تركيب . آورد فراهم مي

 Sanchez-Casas and Klessig(آنزيم كاتالاز معرفي شـده اسـت   

به ) H2O2(آنزيم كاتالاز در فرآيند احيا پراكسيد هيدروژن  ).1994
بر اين اساس بـه  . )Kindle 1982(آب و اكسيژن نقش مهمي دارد 

در روند تحريك فعاليت گـاس و   H2O2رسد كنترل سطح  نظر مي
، نقشـي كليـدي   متالوتـايونين فعاليـت پيشـبر    يتر القا به بيان دقيق

هـاي   منظور افزايش دقـت، لايـن   در روند انجام غربالگري به. دارد
مرحله ارزيابي شدند و  4اي كه شانس احتمالي داشتند طي  جهيده

عنـوان كانديـد مناسـبي بـراي داشـتن       لاين به 20در نهايت تعداد 
. شناسـايي شـد   متالوتايونينجهيده دلخواه در مسير فعاليت پيشبر 

  ترتيـب   بود كه به 3و  5، 9، 3هاي كانديد شامل  تركيب تعداد لاين
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واحـد   40و  30، 20، 10مربوط به اعمـال تيمارهـاي بـا غلظـت     
  .بودند) d(نوترون پرسرعت 

تر تا مرحله گياه كامـل بـا    هاي مزبور براي انجام بررسي دقيق لاين
در مرحلـه حـداكثر رشـد رويشـي     . مراقبت ويژه نگهداري شدند

گياه كامـل هـر لايـن، طيـف      30از  برداري با نمونه) آغاز گلدهي(
بـراي   1نتايج مربوط در جدول . صورت گرفت MUسنجي ميزان 

چنانچه اشـاره  . لاين كانديد انتخابي ارائه شده است 20هر يك از 
مقـدار نسـبتاً بـالاي    ( GUSبراي بيـان   1به  3شد محدوده نسبت 

MU ( به عدم بيان) مقدار نسبتاً پايينMU (ي تواند دليل مـوجه  مي
بر وقوع جهش مغلوب در مسير ژنتيك بيان ژن متالوتايونين تلقي 

  .شود
مشـخص شـده    1جهيده كه با علامت سـتاره در جـدول    5تعداد 

را بـراي   1به  3نسبت ) α=1(%داري  است با اطمينان آماري معني
ايـن  . دهـد  و عدم بيان گاس نشان مـي ) فعاليت گاس( MU ميزان

هـا بـراي وقـوع جهـش      جهيـده مسئله نشانگر شانس بيشـتر ايـن   
بـر  . پيشبر ژن متالوتـايونين اسـت   فعاليتمغلوب در مسير ژنتيك 

هـاي   هاي مزبور به نسل بعد برده شده و ارزيابي اين اساس جهيده
 انجام شده و يكنواختي نتايج به دست آمـده نشـان داد دو جهيـده   

d20(10)  وd30(5) هاي بيشتر  هاي خوبي براي انجام بررسي كانديد
هاي  نتايج پژوهش. هاي بيوانفورمارتيك هستند مولكولي و پژوهش

برخي پژوهشگران نشان داده است كه تجزيه و تحليـل پيشـبر ژن   
تركيب شده با ژن نشانگر گاس پيچيده بوده و توسط  متالوتايونين

هـاي خـارجي تحريـك     عوامل مختلـف درون سـلولي و محـرك   
براسـاس نتـايج   . )Lü et al.2007; Obertello et al.2007 (شود  مي

اين مسئله بـه دليـل وجـود عناصـر     ) 2009(هاي رن و ژو  پژوهش
 and Zhao(اسـت   متالوتايونيندر نواحي كنترلي ژن  ١٣همسوساز

2009 Ren.(  

  
  
  
  
  
  
  
  

                                                           
13 -Cis elements 

در آخرين مرحله با جلوگيري از ساخت ) Inhibition Model(در مدل ممانعت . هاي فرضي روش ارزيابي فعاليت پيشبر ژن متالوتاينين مدل -1شكل 
در مرحله آخر با ساخت عامل رونويسي فعاليت پيشبر محقق ) Activation Model(دهد و در مدل فعال كننده  عامل رونويسي بيان ژن رخ مي

 .شودمي

Figure 1- Putative models for exopression of metallothionein promoter. In the inhabition model transcription changes 
result in lifting the repression and in activation model transcription changes that result in the activation. 

 مدل ممانعت كننده همدل فعال كنند

Metallotihionein promoter gus Metallotihionein promoter gus 

Activation ModelInhibition Model 
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  محيط كشت توليد باكتري بومي گرمادوست  سازي بهينه
Cohnella sp. A01، سازي آنزيم كيتيناز و بررسي فعاليت  خالص

  كشي آن قارچ
  3 همتا محمدرضا بي، 2*زاده سعيد امين ،1نغمه عبيري

و  آزاد اسلامي واحد كرجدانشكده كشاورزي دانشگاه ارشد  دانشجوي كارشناسي -1
  فناوري پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست

  فناوري ي ژنتيك و زيستپژوهشگاه ملي مهندس استاديار –2
  دانشكده كشاورزي دانشگاه تهران استاد -3

 aminzade@nigeb.ac.ir :الكترونيكي پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )10/2/91 :پذيرش تاريخ - 3/10/90 :دريافت تاريخ(

  
  

 ،هـا  پوستان بوده ديواره سـلولي بيشـتر قـارچ    كيتين جزء اصلي كوتيكول حشرات و پوسته سخت
هايي هسـتند كـه نقـش تجزيـه      كيتينازها از آنزيم. دهد ها و نماتدها را تشكيل مي ي از جلبكبعض

 اصـولاً  ،كننـد  ها كيتيناز را براي هضم كيتين توليد مـي  باكتري. كيتين نامحلول را بر عهده دارند
جهـت بررسـي    پـژوهش در ايـن  . كننـد  آنها از كيتين به عنوان منبع كربن و انرژي استفاده مـي 

آنزيم كيتيناز . اكثر توليد آنزيم كيتيناز پنج نوع محيط كشت مختلف مورد بررسي قرار گرفتحد
سـازي   خالص ،كه توانايي توليد كيتيناز را دارد) Cohnella sp.A01( ي بومي ايران از اين سويه

ساعت باكتري به  24بعد از گذشت . كشت منتقل شد باكتري بعد از كشت اوليه به محيط پيش. شد
همگي حاوي كيتين كلوئيدي به عنوان جزء اصـلي بودنـد، جهـت     كهنج محيط كشت مختلف پ

 2SO4(NH4)بيشترين توليد آنزيم مربـوط بـه تيمـاري بـود كـه شـامل       . توليد كيتيناز منتقل شد

دي نيتـرو   5و  3سنجش فعاليت آنزيم كيتيناز به كمك معرف رنگي  .بود Agar 0.1% و  0.05%
دهـي   بعد از رسـوب . ها توسط آمونيوم سولفات انجام شد دهي پروتئين سوبساليسيليك اسيد و ر

حداكثر عملكرد ايـن بـاكتري   . ها با آمونيوم سولفات ميزان فعاليت آنزيمي افزايش يافت پروتئين
در طـرح   SASافـزار   براي توليد آنزيم كيتيناز در اين پنج نوع محيط كشت توليد با كمك نـرم 

سازي شده كيتيناز بـر   اثر مهاركنندگي آنزيم نسبتاً خالص. رسي قرار گرفتكاملاً تصادفي مورد بر
شوند نيز مورد بررسي قرار  زاي گياهي محسوب مي هايي كه عوامل بيماري روي تعدادي از قارچ

زاي گياهي ثابت  آنزيم كيتيناز بر روي چهار قارچ بيماري) ضد قارچي(گرفت و اثر مهاركنندگي 
  .شد

 

 ديهاي كلي واژه
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  مقدمه

 ،)poly-β-1,4-N-acetyl-D-glucosamine )GlcNAc ،نكيتـــــــي
فراوان در طبيعـت بعـد از سـلولز و جـزء اصـلي       بيوپليمردومين 

ديـواره   ،كيتـين . پوسـتان اسـت   كوتيكول حشرات و پوسته سخت
هـا و نماتـدها را تشـكيل     ها و بعضي از جلبك سلولي بيشتر قارچ

توليـد كيتـين و   ). Flach et al., 1992; Gooday, 1996(دهـد   مـي 
  N-acetylglucosamineمـــواد تجزيـــه شـــده از آن ماننـــد   

بدليل  ،پوستان از ضايعات پوسته سخت chitooligosaccharidesو
 ,.Simpson et al (اي اسـت   فرآيند محدود و پيچيـده  ،هزينه بالا

1994; Martinou et al., 1995; Aloie et al., 1996; Keyhani et 

al., 1999; Khor, 2002; Tharanathan et al., 2003 .(  كيتينازهـا
هايي هستند كه نقش تجزيـه كيتـين نـامحلول را بـر      يكي از آنزيم
 ،كننـد  ها كيتيناز را براي هضم كيتين توليد مـي  باكتري. عهده دارند

كننـد   اصولا آنها از كيتين به عنوان منبع كربن و انرژي استفاده مـي 
)Wiwat, 1999 .(تيناز از خانواده آنزيمي كيE.C 3.2.1.14  بوده كه

-N-acetyl-β-Dرا در مولكـــول  1,4β-هيـــدروليز پيونـــدهاي  

glucosamine از كيتيناز . دهد در كيتين و كيتين دكسترين انجام مي
هـاي قـارچي در گياهـان و حشـرات      تـوان در كنتـرل بيمـاري    مي

در بخـش  ). Patil et al., 2000; Wang et al., 2001(استفاده كرد 
بيولوژيك ضد قارچي در كيتينازهـاي مختلـف    اثرهاي ،كشاورزي

بسـيار حـائز اهميـت     ،انـد  ها توليد شـده  كه توسط ميكروارگانيسم
بـه هيـدروليز كيتـين در     ايـن اثرهـا  ). Tang et al., 2001( هستند

 ;Sietsma et al., 1979(شـود   ديواره سـلولي قـارچ مربـوط مـي    

Fleuri et al., 2005( . 

 Cohnella SP. A01از باكتري بومي  كيتينازآنزيم  پژوهشدر اين 
ــالص  ــد و خ ــد  تولي ــازي ش ــانواده    .س ــه از خ ــاكتري ك ــن ب اي

Paenibacillaceae  و نژادBacillus     است يك بـاكتري مقـاوم بـه
است كه اين باكتري بعد از قرار گرفتن  نشان داده شده. گرما است

در  Nutrient agarsو TSســاعت در  24در انكوبــاتور بــه مــدت 
ايـن رشـد   . كنـد  درجه سلسيوس به خوبي رشد مي 25-30دماي 

 Ash et(گيرد  درجه سلسيوس نيز صورت مي 55خوب در دماي 

al., 1994 .(   در ادامه اثر مهاركنندگي اين آنزيم بر روي سـه قـارچ
  .ت گياهي بررسي شده استآف
  

 ها روشومواد

 كيتيناز توليد

  .در محيط كشت زير انجام شد اوليهكشت 
Trace element 0.1% ,Yeast extract 0.5%, Tryptone 1%, 

Pepton 0.03%, NaCl 0.5%, K2HPO4 0.07%, KH2PO4 

0.03%, CaCl2.7H2O 0.013%, MgSo4.7H2O 0.05%, 

(NH4)2SO4 0.1%, Agar 2%, Glucose 0.2%, Colloid Chitin 

0.5% ( Zarei et al., 2011). 
  .از تركيبات زير استفاده شد Trace elementبراي تهيه 

ZnSO4.7H2O 0.014%, MnSO4.2H2O 0.016%, FeSO4.7H2O 

0.05%, CoCl2 0.02% 
بـراي  . كشت منتقـل شـد   باكتري به محيط پيش بعد از كشت اوليه

  .زير استفاده شد كشت از تركيبات محيط پيش
Trace element 0.1% ,Yeast extract 0.5%, Tryptone 1%, 

Pepton 0.03%, NaCl 0.5%, K2HPO4 0.07%, KH2PO4 

0.03%, CaCl2.7H2O 0.013%, MgSo4.7H2O 0.05%, 

(NH4)2SO4 0.1%, Agar 0.2%, Glucose 0.2%, Colloid 

Chitin 0.5% ( Zarei et al., 2011). 

  
 Cohnella sp. A01توليـد بـاكتري    كشـت محـيط  سازي  بهينه

 جهت توليد حداكثر آنزيم كيتيناز 

 Cohnellaجهت بررسي حـداكثر توليـد كيتينـاز توسـط بـاكتري      

sp.A01  پنج نوع محـيط كشـت توليـد بـا      ،توليد كشتدر محيط
هـا   تمامي محـيط كشـت  . اجزاي مختلف مورد بررسي قرار گرفت

  .شامل موارد زير بودند
Colloid Chitin 0.25%, K2HPO4 0.035%, Trace element 

0.05%, Yeast extract 0.015%, Pepton 0.015%, NaCl 

0.05%, MgSo4.7H2O 0.025%, KH2PO4 0.015% ( Zarei et 

al., 2011). 

رسانده  8/7تا  5/7هاي تهيه شده به  كشت محيطتمامي  pHسپس 
كشت حاوي  پيشمحيط  از ml4 ،هاي توليد بعد از تهيه محيط. شد

كشـت   سـاعت در محـيط پـيش    24كه  Cohnella sp.A01باكتري 
رشد كرده بود به اين پنج محيط توليد متفـاوت اضـافه شـد و در    

ــر روي يــك   60دمــاي  ــه مــدت ســه روز ب   درجــه سلســيوس ب
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 منبع
Source 

تيمارهاي متفاوت محيط كشت 
 توليد

Different treatment for 
production culture  

محيط 
  كشت

Culture 

شامل آمينواسيدها و نوكلئيك (نيتروژن 
)ها شامل انواع كوآنزيم(و سولفور ) اسيدها  

Nitrogen (including amino acids and 
nucleic acids) and sulfur (including 

coenzyme) 

(NH4)2SO4 0.05% 1 

شامل آمينواسيدها و نوكلئيك (نيتروژن 
)اسيدها  

Nitrogen (including amino acids 
and nucleic acids) 

(NH4)NO3 0.1%. 2 

شامل آمينواسيدها و نوكلئيك (نيتروژن 
)ها شامل انواع كوآنزيم(و سولفور ) اسيدها  

Nitrogen (including amino acids and 
nucleic acids) and sulfur (including 

coenzyme)  

(NH4)2SO4 0.05%, Agar 
0.1% 

3 

شامل آمينواسيدها و نوكلئيك (نيتروژن 
و ) ها شامل انواع كوآنزيم(و سولفور ) اسيدها

)ها كوفاكتور برخي آنزيم(كلسيم   
Nitrogen (including amino acids and 
nucleic acids) and sulfur (including 
coenzyme) and calcium (cofactor of 

some enzymes) 

Agar 0.1%, CaCl2.7H2O 
0.0065%, (NH4)2SO4 

0.05% 

4 

شامل آمينواسيدها و نوكلئيك (نيتروژن 
)ها شامل انواع كوآنزيم(و سولفور ) اسيدها  

Nitrogen (including amino acids and 
nucleic acids) and sulfur (including 

coenzyme)  

(NH4)2SO4 0.05%, NaCl 
0.25%  

 )increaseافزايش (

5 

  
  .هداري شدنددور در دقيقه نگ 160شيكر با 

  
  سنجش فعاليت آنزيم كيتيناز

دي نيتـرو   5و  3سنجش فعاليت آنزيمي به كمـك معـرف رنگـي    
 DNS )1gr DNS, 30gr Potassium sodium ياساليسيليك اسيد 

tartrate, 1.6 gr NaOH(  به روشMiller )1959 (يك . انجام شد

  واحــد فعاليــت آنزيمــي بــه صــورت تشــكيل يــك ميكــرو مــول
N-acetylglucosamine در شرايط سنجش در نظر گرفته شد.  

  
 سولفات  سازي نسبي توسط آمونيوم خالص

درجه سلسيوس، آمونيوم سولفات بـه محلـولي كـه از     4در دماي 
  اضـافه شـد و بـه     ،بدست آمد) روشناور(سانتريفوژ محيط كشت 

 تيمارهاي متفاوت استفاده شده در پنج نوع محيط كشت توليد براي بررسي حداكثر توليد آنزيم كيتيناز -1جدول

Table 1- Different treatments used in five media with the objective of achieving the maximum 
production of Chitinase 
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Rhizctonia solani   و مرگ گياهچه لوبياقارچ عامل بيماري شيت بلايت برنج  

The fungi responsible for Sheath blight of Rice and seedling 
death of Bean 

Bipolaris sp.  اي برنج عامل بيماري لكه قهوه 

Responsible for brown spot disease of Rice    
Botrytis cinerea   عامل بيماري كپك خاكستري 

Responsible for grey mould disease   
Macrophomina phaseolina   پوسيدگي زغال چوبعامل بيماري 

Responsible for Charcoal Rot disease   

Alternaria brassicocola  عامل بيماري سوختگي كلزا  

Responsible for burn Rapeseed disease 

  
درجـه سلسـيوس قـرار داده و     4مدت يك شـبانه روز در دمـاي   

رسـوب  . دقيقـه سـانتريفوژ شـد    45 به مـدت  g17000سپس در 
ميلـي   Tris- base 20بـافر  (بدست آمده در حـداقل ممكـن بـافر    

سپس محلول حاصل در كيسه دياليز . شد حل) pH=  5/8مولاربا 
كيسه دياليز حاوي محلـول  . ريخته و دياليز شد )kDa10با اندازه (

 Tris- base 20بـافر  (به درون ارلن بزرگي كه حاوي دو ليتر بـافر  
ساعت  12بافر هر . بود؛ انتقال داده شد)   pH= 5/8ميلي مولار با 
سـاعت و از بـين رفـتن نمـك      24بعـد از گذشـت   . تعويض شد

محلول از كيسه خارج شده و سـنجش   ،محلول داخل كيسه دياليز
ــام      ــزيم انج ــود آن ــات وج ــراي اثب ــول ب ــر روي محل ــي ب آنزيم

  . )Harrison et al., 1993(شد
  

  سازي شده د قارچي آنزيم خالصض بررسي اثرهاي
انتخاب اين . براي اين منظور از پنج قارچ آفت گياهي استفاده شد

  .بالا و اهميت آنها است خسارتها به دليل  قارچ
كشـت داده   ،PDAديش در محـيط   تريپهاي قارچ در مركز  ايزوله

منتقـل   C 30◦ساعت به انكوباتور  24شدند و براي رشد به مدت 
رسـيد، چهـار    cm2ها تقريبـا بـه    كه قطر كلني قارچزماني . شدند

ديـش   تريپميليمتري از مركز  25ديسك كاغذي استريل در فاصله 
ها قرار داده شد و مقادير مسـاوي   هاي قارچ و در حوالي ميسيليوم

l)μ 50 ( از آنزيم نسبتا خالص شده)دهي با اسـتن  بعد از رسوب(، 
 ـ ،دقيقه 15آنزيم جوشانده شده به مدت   Tris- Base mM 20افر ب

هـاي يـك تـا چهـار در      و محيط كشت توليد به ترتيب به ديسك
 ها در دماي اتـاق و  تريپدر مرحله بعد . شرايط استريل اضافه شد

هاي كنترل  انكوبه شده تا زماني كه رشد كلني، ديسك ،دور از نور
وشانده و در عين حال يك هـلال در اطـراف ديسـك حـاوي     پرا 

 Lam et al., 2000; Ye(ديـد آورد  پت ضد قارچي آنزيم با خاصي

et al., 2000.(  
  

 آماري تجزيه

در يك طرح كاملاً تصـادفي   پژوهشهاي بدست آمده در اين  داده
)CRD (افزار  با سه تكرار با استفاده از نرمSAS )SAS Institute, 

هـاي حاصـل از    تجزيه واريـانس داده . تجزيه آماري شدند) 1994
مقايسـه  . يط كشت توليد در سه تكرار محاسـبه شـد  پنج تيمار مح

دار  ميانگين تيمارها با اسـتفاده از آزمـون حـداقل اخـتلاف معنـي     
)LSD (در سطح احتمال يك درصد انجام شد.  
  
 بحثوجينتا

در پـنج   Cohnella SP. A01توليد آنزيم كيتيناز توسط باكتري 
 نوع محيط كشت توليد

در پـنج نـوع    Cohnella SP. A01پس از سه روز رشـد بـاكتري   
هـا در   سنجش آنزيمي نمونه ،محيط كشت توليد با اجزاي متفاوت

نانومتر توسط دسـتگاه   530سه تكرار انجام شد و ميزان جذب در 
  .اسپكتوفتومتر خوانده شد

 پژوهشدر اين  بررسيپنج قارچ مورد  -2جدول 

Table 2- plant pathogenic fungus  
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 منبع تغييرات
Source of Variation 

 درجه آزادي
Degrees of 
Freedom 

 مجموع مربعات
Sum of 
Squares 

 ميانگين مربعات
Mean Square 

 Fارزش 
F value 

 **Treatment             4                1.00185                   0.25046             70.46 تيمار

 Error            10               0.03554                   0.00355 خطا

 Total            14               1.03739 كل
C.V-11.33% 

  
  جدول تجزيه واريانس

در سـطح احتمـال    Fشـود   مشاهده مي) 3( جدولكه در  همانطور
داري وجـود   ي بين تيمارها تفـاوت معنـي  دار است يعن معني 01/0
 دهنده دقت نشان  كه) C.V(همچنين مقدار ضريب تغييرات   .دارد

 .كم استآزمايش است در حد پاييني است يعني خطاي آزمايشي 

  
  مقايسه ميانيگين تيمارها

و  2SO4 0.05%(NH4)بيشترين توليد آنزيم در تيمار سه كه شامل 
Agar 0.1% با توجه به اينكه تفاوت تيمار . بدست آمده است ،بود

اسـت و نتـايج نشـان دادنـد كـه       Agar 0.1% سه و يك فقـط در 
بنـابراين   ،داري بـين تيمـار سـه و يـك وجـود دارد      تفاوت معنـي 

گيري كرد كه حضور مقدار كمي از آگـار در محـيط    توان نتيجه يم
شـود و آگـار بـه     كشت توليد باعث افزايش توليد آنزيم كيتيناز مي

هاي  با بررسي. عنوان يك محرك در محيط كشت عمل كرده است
انجام شده از آنجاييكه شباهت زيادي بين ساختار شيميايي آگار و 

گيري كرد كه مقدار كـم آگـار در    هتوان نتيج كيتين مشاهده شد مي
محيط كشت همانند كيتين خاصيت القا كنندگي براي توليد آنـزيم  

  .كند كيتيناز را ايفا مي
 

 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
    

 .بدست آمد SASافزار  كرار كه توسط نرمتجزيه واريانس طرح كاملاً تصادفي با پنج تيمار و سه ت -3جدول 

Table 3- variance analysis in CRD with five treatments and three replications with SAS software  

 لفاتدهي با آمونيوم سو بعد از رسوب) دهي ب قبل از رسوب) سنجش فعاليت آنزيم الف -1شكل 

a (شاهد حاوي سوبستراي كيتيني و بافر  
b(نمونه سنجش فعاليت آنزيم حاوي سوبستراي كيتيني و آنزيم 

Figure 1- Enzyme Assay A) before precipitation B) After precipitation with Ammonium sulfate 
a) substrate (colloidal chitin) and buffer as Control 

b) substrate (colloidal chitin) and Enzyme as sample for enzyme assay 
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 خلوص

(Fold) 

Recovery 
(%) 

 غلظت پروتئين

Protein  
(mg/ml) 

 فعاليت ويژه

Special 
activity  
(U/mg) 

 فعاليت

Activity   
  (Unit) 

مراحل 
  سازي خالص

Purification step 

  محلول ناخالص 0.9 2.66 0.34 100 1
Unpurified 
Supernatant  

0.9 77 0.18 3.95 0.7  (NH4)2SO4 

  
 توليد كيتيناز

دهـي بـا آمونيـوم     آنـزيم قبـل و بعـد از رسـوب     فعاليـت سنجش 
. شـود  موجب تخليص بيشتر ميدهي  كه رسوب نشان دادسولفات 

  .مشهود است) 1( ايج در شكلاين نت
  

آنزيم كيتيناز مقـاوم بـه گرمـا از بـاكتري      سازي خالصمراحل 
Cohnella sp. A01  

گيـري غلظـت    سـازي نسـبي پـروتئين بـراي انـدازه      بعد از خالص
در هر . استفاده شد) Bradford, 1976(پروتئين از روش برادفورد 
نتـايج بـه   . بررسـي شـد  ) unit per mg(مرحله فعاليت ويژه آنزيم 

  .است 4صورت جدول 
همانطور كـه در  . فعاليت ويژه معياري براي خلوص پروتئين است

مشخص شده است عليرغم اينكه فعاليت آنـزيم كـاهش    4جدول 
دهي بـا آمونيـوم    پيدا كرده است فعاليت ويژه آنزيم بعد از رسوب

  سولفات افزايش يافته است يعني خلوص آنزيم بيشتر شده است
  
دهـي بـا آمونيـوم     بعد از رسـوب (كيتيناز خالص شده  رهاياث

 ها بر روي قارچ) سولفات

اسـتفاده شـد آنـزيم كيتينـاز      پژوهش اينهايي كه در  از ميان قارچ
هـا   همـانطور كـه در شـكل   . توانست رشد چهار قارچ را مهار كند

شود در بخش ديسك يك كـه آغشـته بـه آنـزيم بـود       مشاهده مي
ين ترتيب خاصيت ضدقارچي آنـزيم  بد. قارچي رشد نكرده است

 ,.Rhizctonia solani, Bipolaris spكيتيناز بر روي چهـار قـارچ   

Macrophomina phaseolina , Botrytis cinerea مشخص شد.  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 Cohnella sp. A01سازي نسبي كيتيناز ازمراحل خالص-4جدول

Table 4- Steps of Chitinase partially purification from Cohnella sp. A01  

شده بر  سازي كيتيناز خالص اثر مهاركنندگي آنزيم - 2شكل 
  .هاي مورد بررسي در اين پژوهش روي قارچ

Fّigure 2- Antifungal effect of purified chitinase on 
plant pathogenic fungus. 

بعد از رسوب با آمونيوم (آغشته به آنزيم است  1ديسك  .١
  )سولفات

1. Disc 1 enzyme (After precipitation with 
Ammonium sulfate)   

 آغشته به محيط كشت باكتري 2ديسك شماره  .2

2. Disc 2 bacteria culture 
 Tris- Baseآغشته به بافر  3ديسك شماره  .3

3. Disc 3 Tris- Base Buffer  
 )دقيقه 15(آغشته به آنزيم جوشانده شده  4ديسك شماره  .4

4. Disc 4 Inactivated enzyme (boiled 15 min)   
5. a) Rhizctonia solani b) Bipolaris sp.  c) 
Macrophomina phaseolina d) Botrytis cinerea  
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اثر مهاري كيتيناز حاصل از باكتري بـومي جـدا شـده روي رشـد     
آن را شايد بتـوان بـه نـوع     هاي قارچي و عدم مهار برخي از گونه

سوبستراي كيتينـي آن يعنـي درصـد استيلاسـيون كيتـين و محـل       
هاي استيل مربوط دانست؛ بدين صورت كه ديواره  قرارگيري گروه

كيتيني مختلف بـوده  ) subtypes(هاي  با زير نوع قارچيهاي  گونه
 به نحوي كه كيتيناز حاصل تنها روي برخي از آنها عمل مـي كنـد  

)Sasaki et al., 2002(.  
و همكاران انجام شد فعاليت ضـد   Dahiyaكه توسط  پژوهشيدر 

در برابر  Enterobacter sp. NRGقارچي كيتيناز استخراج شده از 
 ,.Dahiya et al(اثبات شده اسـت   R. solaniقارچ پاتوژن گياهي 

 Bacillusهمچنين كيتينازهايي با فعاليت ضـد قـارچي از   ). 2005

subtilis CH426 )Yang et al., 2009( ،Bacillus cereus J1-1 
)Wang et al., 2001( ،Bacillus sp. DAU101 )Lee et al., 

 ,.Fleuri et al( Cellulosimicrobium cellulans 191و ) 2007

  .استخراج شده است )2009
بررسي بر روي انتقال و بيان ژن كيتيناز گرمادوست از اين باكتري 

اي نزديـك بتـوان    نجام است و اميد است در آينـده بومي در حال ا
 هـاي  پـژوهش بـا اسـتفاده از   . اين ژن را به گياه هـدف انتقـال داد  

گياه برنج در نظر  اين ژنكانديداي اول براي انتقال صورت گرفته 
با انتقال اين ژن به گياه برنج و بيان آنزيم كيتيناز . گرفته شده است

ان گياه بـرنج را در برابـر دو بيمـاري    تو باكتريايي در گياه برنج مي
 Rhizoctoniaبيماري شيت بلايت كه توسـط قـارچ    ،مهم قارچي

solani اي كه توسط دو گونه قارچ  و بيماري لكه قهوهBipolaris 

sp. همچنـين اسـتفاده از   . اي مقـاوم كـرد   تا انـدازه  ،شود ايجاد مي
هـم بـه   و ) بـه صـورت پاشـيدن بـر روي گيـاه     (كيتيناز به تنهايي 

ها در آينده بسيار مؤثر بـوده و از نظـر    كش صورت تركيبي با قارچ
هـاي قـارچي ايمـن     اكولوژيك نيز براي كنترل بيولوژيك بيمـاري 

  ).Singh et al., 2007( خواهد بود
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 چكيده

 

 
 
 

به  )Citrusaurantifolia( ليموترشسازي باززايي و انتقال ژن به بهينه

  gus كمك اگروباكتريوم و ژن گزارشگر

، 4، نسرين مشتاقي3، سيد حسن مرعشي2*، مسعود توحيدفر1سيده مائده فيض بخش

  6، محسن مردي5مطهره محسن پور

  

وي كارشناسي ارشد، دانشيار و استاديار دانشكده كشاورزي ترتيب دانشج به - 4و  3، 1

  دانشگاه فردوسي مشهد

  استاديار و دانشيار پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي كرج - 6و  2

  دانشجوي دكترا اصلاح نباتات دانشگاه كشاورزي ساري -5

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

 )10/2/91 :پذيرش تاريخ -  13/10/90 :ريافتد تاريخ(

  
  

نسبت به و ترين محصولات باغي در جنوب ايران است ترين و اقتصاديليموترش يكي از مهم

حساس  (WBDL)جاروي جادوگرو  (CTV)هايي از جمله ويروس تريستيزاي مركبات  بيماري

و  جهت بهبودگياه اين  درتراريزش كارآمد باززايي و يك سيستم سازي بنابراين بهينه. است

سازي باززايي وتراريزش به همين منظور بهينه. از طريق مهندسي ژنتيك ضروري است آناصلاح 

در دو محيط كشت باززايي با  سفيد كوتيلقطعات ميانگره و قطعات اپيوترش با استفاده از ملي

و  LBA4404و دو سويه مختلف اگروباكتريوم شامل  NAAو   BAPهاي متفاوتغلظت

EHA105و پلاسميد ،pBI  حاوي كاست ژنgus فاكتوريل در قالب  هاي به صورت آزمايش

كوتيل سفيد از بين دو ريزنمونه بكار رفته، ريزنمونه اپي .تكرارانجام شد 4طرح كاملا تصادفي در 

اما بين دو محيط كشت باززايي مورد ،.زايي و باززايي بالاتري داشتميانگره كالوس بهنسبت 

همچنين از بين دو سويه اگروباكتريوم بكار رفته در اين . داري مشاهده نشدستفاده، تفاوت معنيا

و باززايي  تراريزشجهت به عنوان بهترين سويه اگروباكتريوم EHA105 ، سويه پژوهش

بر  gusاي پليمراز با آغازگرهاي اختصاصي ژن با استفاده ازواكنش زنجيره.ليموترش شناخته شدند

شاخساره داراي اين ژن بدست آمد  21استخراجي از تمامي گياهان باززا شده  اي.ان.دي روي

همچنين عدم آلودگي ناشي از اگروباكتريوم در . شاخساره بيان اين ژن را نشان دادند 8اما تنها 

  .تاييد شد virGژن هاي اختصاصي  PCRشاخساره هاي تراريخته به كمك

  
 

 هاي كليدي واژه
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    مقدمه

ترين محصـولات بـاغي در    ترين و اقتصادي از مهم يكيليموترش 

هكتار و توليدي بيش  41800جنوب ايران است كه سطحي معادل 

امـا حساسـيت   . تن را به خـود اختصـاص داده اسـت    500000از 

تـرين محـدود    زيادي به بيماري جاروي جادوگر دارد كـه از مهـم  

). Garnier et al. 1991(ا اسـت  هاي كشت ليموترش در دني ـ كننده

گسترش روز افزون اين بيماري در نواحي مركبـات خيـز جنـوب    

كشور تهديدي جدي براي اقتصاد كشاورزي و درآمـد كشـاورزان   

هـا و خسـارات   با توجـه بـه هزينـه   . شود اين نواحي محسوب مي

بيني رو بـه گسـترش بيمـاري     و پيش 1385تا  1377وارده از سال 

صورت جدي و مسـتمر برخـورد    ا اين موضوع به در صورتي كه ب

نشود حداكثر تا يك دهه آينده ميـزان توليـد ليمـوترش در اسـتان     

هرمزگان به صفر نزديك خواهد شد و اين بدان معناست كه عملا 

اقتصاد روستايي در بسياري از نقاط استان هرمزگـان و پيـروي آن   

مواجـه اسـت   زايي روستانشينان اين منطقه با خطـر جـدي    اشتغال

)IWBDLN 2009(.    مبارزه با اين بيماري تـاكنون كـارايي لازم را

گيـر  هاي اصلاح سـنتي مشـكل و وقـت   نداشته و استفاده از روش

بعلاوه منبع مقاومتي براي اين بيمـاري  ). Pena et al. 2007(است 

ــدارد  در ژرم پلاســم ــاهي وجــود ن ، )IWBDLN 2009(هــاي گي

مهندسي ژنتيك راه حل مناسـبي بـراي    رسد كه به نظر مي بنابراين

 .ايجاد مقاومت نسبت به اين بيماري است

نيـاز   يك پروتكل كارا براي بـاززايي گيـاه، پـيش    وجوداز آنجا كه 

سعي شده است  پژوهشاستفاده از تكنيك انتقال ژن است در اين 

با انتخاب ريزنمونه مناسب و اعمـال تيمارهـاي مناسـب، درصـد     

هـاي ايرانـي ليمـوترش افـزايش     م براي ژنوتيپباززايي غير مستقي

، gusيابد و بـا اسـتفاده از سيسـتم آگروبـاكتريوم و ژن گزارشـگر     

هاي بعدي فرآيند انتقال ژن به ليموترش جهت فراهم آوردن زمينه

   .براي انتقال ژن به اين گياه بهينه شود

زا  هـاي جنـين   از جمله سلول مختلفيهاي در مركبات از ريزنمونه

)Yao et al. 1996(ــي ــل  ، اپ  ;Ghorbel et al. 2000(كوتي

Kaneyoshi et al.1994( قطعات گره و ميانگره ساقه ،)Moore et 

al. 1992( ــالوس ــت ) Hidaka et al. 1990(، ك و پروتوپلاس

)Feleming et al. 2000 (از آنجا كه ريزنمونـه  . استفاده شده است

اره زايـي اسـت، همـو    تـرين پاسـخ بـه انـدام     كوتيل داراي بيش اپي

تراريزش مركبات داشـته اسـت    هاي بيشترين كاربرد را در آزمايش

)Moore et al. 1992 .( هـاي آلبينـوي    همچنين استفاده از گياهچـه

رشد كرده در تاريكي، موجب افـزايش رانـدمان بـاززايي گياهـان     

پنـا و همكـاران   ). Bond and Roose 1998(تراريخته شده اسـت  

ن تراريختـه در ليمـوترش از آلـودگي ريزنمونـه     براي تهيـه گياهـا  

) Pena et al. 1995, 1997(ميانگره با آگروباكتريوم استفاده كردند 

درصد بـوده اسـت   3/4و فراواني تراريزش،  2/6كه درصد باززايي 

)Pena et al. 1997 .( از ريزنمونــه  پژوهشــگران 1998در ســال

اي كالوس و سـپس  ماهه ليموترش براي الق 6هاي  ميانگره گياهچه

 BAP ،3گـرم در ليتـر  ميلـي  3حاوي   MSباززايي در محيط كشت

استفاده كردند و نتيجـه  ) 7/5pH(درصد ساكارز و يك درصد آگار

). Cervera et al. 1998a(درصـد گـزارش كردنـد     1-2باززايي را 

و كوتيـل هاي اپيبا استفاده از اگروباكتريوم و ريزنمونه پژوهشگران

ليمـوترش توليـد كردنـد كـه ميـزان       تراريختـه ياهان هيپوكوتيل، گ

 .Koltunow et al( درصـد گـزارش شـد    9/2تراريـزش حـدود   

ريزنمونــه  1200توانســتند از پژوهشــگران 2000در ســال ). 2000

از ژن  نسـخه گياه تراريخته ليموترش كه حداقل يـك   42ميانگره، 

 .et al(را دارا بودند، توليـد كننـد    CTVپروتئين پوششي ويروس 

2000 Dom´ınguez.(  

هـا  از ريزنمونه پژوهشهاي انجام شده، در اين با توجه به بررسي

هـاي متفـاوت   هاي مختلف جهت بـاززايي، سـويه  و محيط كشت

اگروباكتريوم براي تراريزش ليموترش استفاده شده است تا ضمن 

ها و عوامل موثر در تراريزش ليموترش بتـوان بـه   شناسايي فاكتور

براي تراريزش اين گياه اقتصادي دست يافـت   كارآمدلي دستورعم

هاي مفيد به اين گياه بـا اهـداف    اي مناسب براي انتقال ژن و زمينه

  .اصلاحي فراهم آورد

  

  ها روش و مواد

مركز تحقيقـات جهـاد    ازMexican lime هاي حاوي بذر رقم  ميوه

د پس از شستشو و ضدعفوني، تعدا. كشاورزي بندرعباس تهيه شد

زني  هاي مربايي حاوي محيط كشت جوانهعدد بذر داخل شيشه 5

MS ) 1962 Murashige and skoog (    ي  قـرار داده شـد تـا آمـاده

 16ي نـوري  ها مورد تيمار دورهتعدادي از شيشه. زني شوندجوانه

سـاعت تـاريكي قـرار     8لـوكس و   2000ساعت با شدت نـوري  
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ر تاريكي قرارگرفته و سپس مانده در سه هفته اول دگرفتند و باقي

 .به روشنايي منتقل شدند

هـاي   غلظت مناسب كانامايسين در انتخاب كالوس تعيينبه منظور 

تراريخته در محيط كشـت بـاززايي از چهـار غلظـت كانامايسـين      

 6گــرم در ليتــر بــا ســه تكــرار و  ميلــي 100و  75، 50، 0شــامل 

  .كوتيل در هر تكراراستفاده شدريزنمونه اپي

تحت پيشبر  gusحاوي ژن  pBIدوگانه  پلاسميداين پژوهش،  در

CaMV35S  و پايــانبرNOS  بــه عنــوان حامــل پلاســميدي مــورد

  ).1شكل(استفاده قرار گرفت 

، )١ميني پـرب (استخراج پلاسميد به روش ليز قليايي در حجم كم 

  .، انجام شد)2001(و راسل  سمبروكطبق روش 

ــين از روش ذوب  ــا   –همچن ــاد ي ــي  انجم ــوك حرارت  2001(ش

Sambrook and Russel( اسـتفاده   اگروبـاكتريوم ، جهت تراريزش

شــد و تائيــد صــحت تراريــزش اگروبــاكتريوم از طريــق آزمــون  

و واكـــنش ) GUS )et al. 1987 Jeffersonهيستوشـــيميايي 

   .اي پليمراز انجام گرفت زنجيره

  

 

 

 

 

 

 

  

  

  

  

  

  

  

ــتفاده از دو   ــا اس ــوترش ب ــاه ليم ــزش گي ــه   تراري ــويه تراريخت س

بـا دو   pBIحـاوي پلاسـميد    LBA4404 ،EHA105اگروباكتريوم 

متــري ميــانگره قطعــات يــك ســانتي: نمونــه متفــاوت شــامل ريــز

                                                           
1-Mini preb 

كوتيل سـفيد  متري اپيماهه و قطعات يك سانتي 3-4هاي گياهچه

اي و دو محيط كشت باززايي شامل نمك و هفته 3-5هاي گياهچه

گـرم در ليتـر سـاكارز و     30ليتر آگار،گرم در  MS ،8هاي  ويتامين

) 1جـدول  (با تركيبات هورموني متفـاوت   MESگرم در ليتر  5/0

فاكتوريل در قالب طـرح   هاي ، به صورت آزمايش8/5بهينه   pHو

  .تكرار انجام گرفت 4كاملا تصادفي در 

پس از طـي سـه روزكشـت مشـترك در محـيط حـاوي نمـك و        

گرم در ليتـر  ميلي BAP ،1/0يتر گرم در لميلي MS ،3هاي ويتامين

NAA ،1/0 2,4گرم در ليتـر ميلي-D ،30     ،8گـرم در ليتـر سـاكارز 

ــر آگــار،  ــر  5/0گــرم در ليت ميكرومــولار  MES ،100گــرم در ليت

هـاي تلقـيح شـده بـه      نمونـه ، ريـز 8/5بهينه   pHو ٢استوسرينگون

گـرم در ليتـر   ميلـي  75هاي بـاززايي انتخـابي حـاوي    محيطكشت

گرم در ليتر سفوتاكسيم جهت كنترل رشـد  ميلي 250ايسين و كانام

هـاي  ديشزايي منتقل شدند پتريباكتري و همچنين تحريك شاخه

حاوي محيط كشت بـاززايي بـه مـدت دو هفتـه در فيتـوترون در      

گـراد نگهـداري شـدند و    درجه سانتي 26تاريكي با شرايط دمايي 

لـوكس   3600ت ساعت روشنايي با شد 16سپس به شرايط نوري 

. گـراد انتقـال يافـت   درجـه سـانتي   26ساعت تاريكي و دماي  8و 

هـاي فـوق   كشتهفته يك بار در محيط 3ها هر واكشت ريزنمونه

هاي بـاززا شـده ظـاهر    روز شاخساره 45صورت گرفت و بعد از 

زايـي،  هايي نظيـر تـاريخ كـالوس   در طي اين مدت، فاكتور. شدند

زايي بررسـي  زايي و درصد شاخههدهي، تاريخ شاخدرصد كالوس

  .شدند

  

 پيوند نوك شاخساره

متـر و قطـر سـاقه    سـانتي  5/0-1هاي باززا شده با طـول  شاخساره

متر از محيط كشت خارج شد، انتهاي ساقه آنها بـا  ميلي 2/0حدود 

هـاي دو برگـي   آب استريل شستشو داده شـد و بـر روي گياهچـه   

محل پيوند با پارافيلم بسـته  . نارنج در محيط گلخانه پيوند زده شد

. شد و بر روي آن يك عدد ليوان پلاستيكي شـفاف قـرار گرفـت   

پـس از  . ها به مدت يك ماه در گلخانه در سايه قرار گرفتندگلدان

هـا بـه   هاي پلاستيكي برداشته شدند و گلـدان طي اين مدت ليوان

  مكان ديگري در گلخانه كه در معرض مستقيم آفتاب است منتقـل 

                                                           
2-Acetosyringone 

شده در اين استفاده  pBI نقشه فيزيكي وكتور دوگانه  -1شكل 

Figure 1- Binary vector pBI121 
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 2محيط باززايي 

Regeneration medium2   
 

 1محيط باززايي 
Regeneration medium 1 

 هورمون 

Hormone 

 1mg/L  3 mg/L BAP 

0/1 mg/L 0/4 mg/L NAA 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

    

 تركيبات هورموني دو محيط كشت باززايي -1 جدول

Table 1- hormones  which were used in 2 different regeneration media 
 

برش عمودي . Cبرش افقي پايه، . Bگياهچه دوبرگي نارنج،.  Aهاي دو برگي نارنج،هاي تراريخته روي گياهچهيوند گياهچهمراحل پ -2 شكل

قرار دادن ليوان . Gبستن محل پيوند به وسيله پارافيلم، .Fقرارگيري پيوندك در برش عمودي پايه، . Eشكل انتهاي پيوندك،  vبرش. Dپايه، 

 .گياهچه رشد يافته پس از قرارگيري در معرض نور آفتاب .Hسايه،  پلاستيكي و نگهداري در

Figure  2- Shoot tip grafting.  A. seedling of Citrus aurantium. B. Horizontal cut of  rootstock (remove the 2 new 
leaves),  C. vertical incision of  rootstock,  D. Prepration of Scion, E. The shoot-tip is placed inside the incision of the 
rootstock, F. Protection the incision area with parafilm, G. Grafted plants are kept in a shadow area and are covered 
with a closed plastic bag for about 1 month, H. The shoot starts to actively grow, plant is transferred to a greenhouse 
area with normal illumination. 

B A 

G H 

F E D  

C 
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  ).Pena et al. 1997(، )2شكل (شدند 

  

  گياهان تراريخته احتمالي تجزيه

هـاي  هـاي شاخسـاره  از بـرگ  ا.ان.دياسـتخراج   ين پژوهش،در ا

تراريخته احتمالي به سبب كوچك بودن و كم بودن ميزان برگ بـه  

و  )Ahmed et al. 2009( روش احمد و همكـاران  انجـام گرفـت   

 با اسـتفاده از آزمـون هيستوشـيميايي    شاخساره هااثبات تراريزش 

GUS رهـاي اختصاصـي ژن   اي پليمراز بـا آغازگ و واكنش زنجيره

gus )گـراد  درجه سانتي 94واكنش فوق در . بررسي شد) 2جدول

 1درجـه،   94هر چرخه شامل يك دقيقه در (چرخه  35دقيقه و  5

گراد و تكميـل   درجه سانتي 72درجه و يك دقيقه در  57دقيقه در 

  .انجام شد) دقيقه 7درجه،  72بسط در 

اي پليمراز، با اسـتفاده از   اي كه در واكنش زنجيرهگياهان تراريخته

، قطعه مورد انتظار را تكثير كردند، gusهاي اختصاصي ژن آغازگر

هـاي  جهت اثبات عدم حضور اگروباكتريوم، با استفاده از آغـازگر 

، با اسـتفاده از واكـنش   )2جدول) (virG(تصاصي اگروباكتريوم اخ

 94واكـنش فـوق در   . اي پليمراز مورد بررسي قرار گرفتنـد زنجيره

هر چرخه شـامل  (چرخه  35دقيقه و  5گراد به مدت درجه سانتي

 72درجه و يك دقيقـه در   58دقيقه در  1درجه،  94يك دقيقه در 

  .انجام شد) دقيقه 5درجه،  72گراد و تكميل بسط در درجه سانتي

  

  

  
  

  هاآغازگر

Primers 

  توالي

sequence 

  )bp(طول قطعه تكثيري 

Leangth of amplified 
fragment (bp) 

  (oC)دماي بهينه اتصال 

Annealing 

gus 
CCCGCTTCGAAACCAATGCC 5´: Forward  

ACGTCCTGAAGAAACCCCAA5´:Reverse 
1097 57 

virG 
Forward: 5´ATGATTGTACATCCTTCACG  

TGCTGTTTTTATGAGTTGAG5´:Reverse 850 58 

  
  بحث و جينتا

 هاي ليموترشكشت بذور وريزازديادي گياهچه

پس از يك هفته جوانه زده  MSبذور كشت شده در محيط كشت 

بـذور كشـت شـده در تـاريكي توليـد      . و شروع بـه رشـد كردنـد   

هاي سفيد كردند كه پس از سه هفته بـه روشـنايي منتقـل    گياهچه

  ).3شكل(شدند 

  

  تائيد صحت تراريزش اگروباكتريوم

ريوم در هـر دو سـويه اگروبـاكت     GUSنتيجه آزمون هيستوشيميايي

تشـكيل رسـوب   . مثبت بود GUSآميزي با استفاده از محلول رنگ

نيلي رنگ داخل تيوپ، و عدم تشكيل آن در نمونه شـاهد، دليلـي   

همچنـين  ) 4شـكل (هاي تراريخته است در باكتري gusبر بيان ژن 

   4404LBAهـاي تراريختـه   اي پليمـراز بـراي كلنـي    آزمون زنجيره

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

 اي پليمراز، قطعه تكثيري و دماي بهينه اتصال جهت تاييد تراريزش گياهان تراريخته احتماليهاي مورد استفاده در واكنش زنجيرهتوالي آغازگر -2جدول 

Table 2- Primers, Amplified fragment and annealing temperature that used in PCR reaction. 

هاي ليموترش رشد كرده از بذور كاشته شده در گياهچه - 3ل شك

  سفيد شده درنتيجه رشد در تاريكي، گياهچه . A.محيط كشت

.B هاي رشد كرده در روشناييگياهچه 

Figure 3- In vitro  Mexican lime seedling. A. Etiolated 
seedling that grown in the dark, B. Seedling that grown in 
normal condition. 
 

A  B 
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كه با آزمون رنگ آميزي تاييد شده بودند هر كدام در  EHA 105و

نشـان  ، gusجفت بـازي ژن   1097ظهور باند . دو تكرار انجام شد

  ).5شكل (هاي اگروباكتريوم بود دهنده صحت تراريزش سويه

  

  آنتي بيوتيك كانامايسين آستانهتعيين غلظت 

داري در ف معنـي هفته نشان داد كـه اخـتلا   4بررسي نتايج پس از 

هـاي مختلـف   هـا در غلظـت  ميزان رشد و نكروزه شدن ريزنمونه

و  0هـاي  ها در غلظتكانامايسين وجود دارد به طوري كه كالوس

گرم در ليتر كانامايسين رشد كرده و ميزان رشد به ترتيـب  ميلي 50

ــد و 100 ــود   50درص ــد ب ــكل(درص ــه  )D ،C -6ش ــالي ك در ح

گرم در ليتركاملا نكروزه ميلي100و  75هاي ها در غلظتريزنمونه

گرم در ليتـر بـه   ميلي 75از اين رو غلظت ). A ،B-6شكل(شدند 

  .بيوتيك كانامايسين در نظر گرفته شدعنوان غلظت آستانه آنتي

  

 زايي بررسي صفت كالوس

زايـي نشـان داد كـه    نتايج حاصل از تجزيه واريانس صفت كالوس

 هـاي ونـه، سـويه بـاكتري و اثر   بين سطوح مختلـف فـاكتور ريزنم  

داري وجود دارد ولي متقابلريزنمونه با سويه باكتري اختلاف معني

داري بين دو سطح مختلف محيط كشـت بـاززايي اخـتلاف معنـي    

 هـاي زايي براي فاكتورمقايسه ميانگين درصد كالوس .مشاهده نشد

ونـه  ريزنمونه و سويه اگروباكتريوم نشان داد كه با استفاده از ريزنم

نسـبت   EHA105سويه اگروباكتريوم وكوتيل نسبت به ميانگره اپي

زايـي بيشـتري حاصـل شـد     درصـد كـالوس  LBA4404 به سـويه  

  .)7شكل(

متقابل ريزنمونه با سويه اگروباكتريوم نشان داد كـه   هايبررسي اثر

زايي كوتيل بيشترين درصد كالوسو ريزنمونه اپي EHA105سويه 

  ).8كل ش(را به همراه داشتند 

  

 زايي بررسي صفت شاخه

زايـي نشـان داد كـه    نتايج حاصل از تجزيه واريانس صفت شـاخه 

  EHA105كوتيل، سويه به ريزنمونه اپيزاييبيشترين درصد شاخه

  ).9شكل (تعلق دارد 

نتايج بدست آمده بيانگر اين مطلب است كه سـويه اگروبـاكتريوم   

زايـي  زايي و شـاخه الوسقابل توجهي در ميزان ك اثرمورد استفاده 

كوتيل و ميانگره ليمـوترش در دو محـيط كشـت    هاي اپيريزنمونه

كوتيل سفيد نسبت بـه  باززايي فوق دارند و همچنين ريزنمونه اپي

زايي است دهي و شاخهميانگره داراي قابليت بيشتري براي كالوس

 EHA105هنگامي كه از سويه اگروبـاكتريوم  ). 9و شكل  7شكل(

زايـي افـزايش   زايي و به دنبال آن شاخهه شد درصد كالوساستفاد

يافت، اين امر حاكي از آن است كه ايـن سـويه نسـبت بـه سـويه      

LBA4404   هـاي ليمـوترش كارآمـدتر    جهت تراريـزش ريزنمونـه

ــالوس  ــد ك ــوده، در نتيجــه تولي ــال آن  ب ــه دنب ــه و ب هــاي تراريخت

هـاي  ريزنمونه. يابدزايي در محيط كشت انتخابي افزايش ميشاخه

تراريخته در محيط كشت باززايي انتخابي توليد كـالوس نمـوده و   

تراريخته و نمونه شـاهد  هاي غيرو ريزنمونه) 10شكل(باززا شدند 

 ).10شكل (به تدريج پس از چند روز نكروزه شدند 

ها به صورت اريب صورت گرفـت  در اين آزمايش برش ريزنمونه

افـزايش يافتـه و در نتيجـه     شود سطح ناحيـه بـرش  كه موجب مي

  ).Aو  B.10شكل (فعاليت اگروباكتريوم افزايش يابد 

  

  گياهان تراريخته احتمالي تجزيه

در گياهان تراريخته احتمالي بـا اسـتفاده از    gusاثبات بيان ژن

  GUSآزمون هيستوشيميايي

هـا مـورد   ها در محيط رشد طولي، شاخسارهپس از رشد شاخساره

  وجـود نـواحي  . قرار گرفتنـد  GUSيميايي سنجش آزمون هيستوش

3   1 2 

 EHA105سويه -1. هاآزمون هيستوشيميايي باكتري -4شكل 

 حاوي پلاسميد LBA4404 سويه - pBI ،2حاوي پلاسميد 

pBI ،3- سويه اگروباكتريوم فاقد پلاسميد نوتركيب 

Figure 4- Histochimical Gus expression in 
Agrobacterium. 1. Strain EHA105 carring binary 
plasmid pBI121,  2. Strain LBA4404 carring binary 
plasmid pBI121,  3. Agrobacterium without pBI121.  
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    M    1     2     3     4     5     6      7     8     9     10 

1097 bp 

هاي به منظور تاييد صحت تراريزش اگروباكتريوم سويه gusهاي اختصاصي ژن اده از آغازگراي پليمراز با استفواكنش زنجيره _5شكل، 

LBA4404  و EHA105.M . نشانگر وزن مولكوليDNA )1Kb( نمونه آب . 1، چاهك)كنترل مثبت(نمونه پلاسميد . 2، چاهك )كنترل منفي( ،

ميكروليتر، وجود باند  1هاي اگروباكتريوم با غلظت سويه 10، 8، 6، 4ر، چاهك ميكروليت 2هاي اگروباكتريوم با غلظت سويه 9، 7، 5، 3چاهك 

bp1097  نشان دهنده وجود ژنgus هاي اگروباكتريوم استو تراريزش سويه. 

Figure, 5_ PCR analysis of genomic DNA of transformed Agrobacterium with gus specific primers which successfully 
amplified expected 1097 bp gene fragment. M: DNA marker. 1: Negative PCR control with no DNA (H2O).  2: Positive 
PCR control with GUS plasmid DNA. 3_10 :Transformed Agrobacterium strain EHA105 and LBA4404. 

 هاي نكروزه شده نمونه 

 ها رشد كالوس
ر دو ها د رشد كالوس

 انتهاي ريزنمونه

نكروزه شدن . . Bگرم در ليتر كانامايسين،ميلي100ها در غلظت نكروزه شدن ريزنمونه. A. بيوتيك كانامايسينتعيين غلظت آستانه آنتي -6 شكل

ها رشد صد در صد كالوس.. Dين، گرم در ليتر كانامايسميلي 50ها در غلظت رشد كالوس.  Cگرم در ليتر كانامايسين،ميلي 75ها در غلظت ريزنمونه

 .گرم در ليتر كانامايسينميلي 0در غلظت 

Figure 6- Evaluating appropriate dose of the selection agent on shoot regeneration. A. Concenteration of 100 mg/l 
kanamaycin killed Mexican lime explants, B. Concentration of 75mg/l  kanamaycin killed Mexican lime explants, C. 
Shoot development and callus formation with 50 mg/l kanamaycin, D. No kanamaycin 

 

A 

D C 

B 
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 .ريزنمونه و سويه اگروباكتريوم هاينمودار مقايسه ميانگين درصد كالوس زايي براي فاكتور -7شكل 

Figure 7-The effect of explants and Agrobacterium strains on percentage of callus induction 

 .زايينمودار اثر متقابل ريزنمونه وسويه در درصد كالوس -8شكل 

Figure 8- The interaction of explants and Agrobacterium strain effecs on callus induction percentage. 

 .زايي براي فاكتورهاي ريزنمونه وسويه اگروباكتريومخهنمودار مقايسه ميانگين درصد شا -9شكل 

Figure 9-The effect of explants and Agrobacterium strains on shoot induction percentage 
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F  E D 

A 

 برش اريب

 نكروزه شدن نمونه شاهد
 شاخساره باززاشده

 

 نكروزه شدن ريزنمونه غير تراريخته

برش اريب انتهاي . EHA105 ..Aو LBA4404 هاي اگروباكتريوم هاي ليموترش با استفاده از سويهتراريزش ريزنمونه -10شكل 

توليد كالوس در محيط . Dتشكيل كالوس در انتهاي بريده شده ريزنمونه، . Cميانگره،برش اريب انتهاي ريزنمونه..  Bكوتيل سفيد،اپيريزنمونه

 ..Fتراريخته و نمونه شاهد، هاي غيرتراريخته احتمالي در حال رشد در محيط باززايي و نكروزه شدن كالوس شاخساره . E،كشت باززايي

 .شاخساره باززا شده در محيط رشد طولي

Figure 10- Transformation of  explants. A. Obliquely cut of epicotyl, B. Obliquely cut of internode, C. Callus 
formation at the end of explants segments, D. callus formation in regeneration medium, E. Transgenic shoot 
regeneration , F. Transgenic shoots in shoot growth medium. 

 در نواحي برش يافته برگ گياهان تراريخته gusبيان ژن   برگ گياه شاهد

نواحي آبي رنگ در مناطق برش يافته نشان دهنده بيان . USGآميزي گياهان تراريخته در محلول رنگ در برگGUS آزمون هيستوشيميايي  -11شكل 

 .هستندgus ژن

Figure 11- Histochemical GUS expression in transgenic citrus plants leaf.  
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  شماره آزمايش

  

  

number 

  ريزنمونه

  

  

Explant  
 

  سويه

 

 
 

Strain 

  محيط باززايي

  

  

Regenaratio
n medium 

هاي درصد شاخساره

  آميزيرنگ

gus مثبت  

Gus + shoots 
 

درصد 

 ها شاخساره

PCR  مثبت براي

  gus ژن

PCR + shoots 
 

1 Internode EHA105 1 0 0 

2 Internode EHA105 2 10% 10% 

3 Internode EHA105 1 0 0 

4 Internode EHA105 2 0 0 

5 Epicoty EHA105 1 10% 30% 

6 Epicoty EHA105 2  0 20% 

7 Epicoty EHA105 1 15% 15% 

8 Epicoty EHA105 2 0 0 

9 Internode LBA4404 1 5% 5% 

10 Internode LBA4404 2  0 0 

11 Epicoty LBA4404 1 0 0 

12 Epicoty LBA4404 2 0 0 

13 Epicoty LBA4404 1 0 10% 

14 Epicoty LBA4404 2  15% 

15 Internode LBA4404 1 0 0 

16 Internode LBA4404 2 0 0 

  

آبي رنگ در مناطق برش يافته برگ، نشان دهنده بيـان ايـن ژن در   

  ).3جدول ( )11شكل (باززا شده بود  هايدرصداز شاخساره 38

اي پليمـراز بـا   ، واكـنش زنجيـره  gusبه منظور اثبـات حضـور ژن   

انجام  اين ژن هاي اختصاصي مستقيم و معكوساستفاده از آغازگر

گيـاه   8ود ايـن ژن را در جفـت بـازي وج ـ   1097ظهور بانـد  . شد

پاسـخ مثبـت داده   GUS اي كه به آزمـون هيستوشـيميايي  تراريخته

هـا بيـان   در آنgus  عدد از گياهـاني كـه ژن   13بودند و همچنين 

  نشده بود، اثبات كرد كه اين امر ممكن است ناشي از خاموشي و 

 اي از آزمايشات انجام شده و نتايج بدست آمدهخلاصه -3جدول 

Table 3- Summry of transformation experiments 
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 et al. 2004(گيـاه مـذكور باشـد     13يـا بيـان انـدك ايـن ژن در     

Dom´ınguez( ) ــكل ــدول  .)12ش ــابق ج ــداد  3مط ــترين تع بيش

گياهان تراريخته زماني به دست آمـد كـه از ريزنمونـه اپيكوتيـل،     

  .استفاده شد EHA105سويه اگروباكتريوم 

  

 اثبات عدم حضور اگروباكتريوم در گياهان تراريخته احتمالي

 ـ   گيــاه تراريختــه  13اكتريوم در جهـت اثبــات عـدم حضــور اگروب

اي  را نشـان ندادنـد امـا واكـنش زنجيـره      gusاحتمالي كه بيان ژن 

اي در آنها مثبت شده بـود، واكـنش زنجيـره    gusپليمراز براي ژن 

گرهاي اختصاصي مستقيم و معكوس ژن پليمراز با استفاده از آغاز

virG وسـه   جفت بازي در نمونه اگروباكتريوم 850باند. انجام شد

اين امر نشـان دهنـده حضـور و    . نمونه از اين گياهان مشاهده شد

هاي باززا شده و ماهيـت  پايداري اگروباكتريوم به همراه شاخساره

گيـاه  10عدم ظهـور ايـن بانـد در    . غيرتراريخته اين سه گياه است

1      2       3      4      5     6      7     8      9          M  

1097 bp  

 گياه تراريخته احتمالي، 6براي اثبات تراريزش  gusهاي اختصاصي مستقيم و معكوس ژن اي پليمراز با استفاده از آغازگر واكنش زنجيره -12شكل 

. 9، چاهك )كنترل مثبت(پلاسميد . 8گياه شاهد، چاهك . 7، چاهك -GUS)(گياه باززاشده . 6، چاهك +GUS)(گياه باززاشده  5. 1-5چاهك 

 ).Kb plus 1(ا .ان.نشانگر وزن ملكولي دي: M،)كنترل منفي(نمونه آب 

Figure 12- PCR analysis of genomic DNA of transgenic citrus plants with gus specific primers which successfully 
amplified expected 1097 bp gene fragment. 1-5: 5 individual transgenic shoots which expressed gus gene. 6: One  
regenerated shoot which don’t express gus gene. 7: DNA from untransformed shoot. 8: Positive PCR control with GUS 
plasmid DNA. 9: Negative PCR control with no DNA (H2O).  M: DNA marker. 

1     2     3     4    5    6    7    8    9   10  11  12 13  M  14  15  16 

. 13گياه تراريخته احتمالي، چاهك  12. 1- 12چاهك ). virG(هاي اختصاصي اگروباكتريوم اي پليمراز با استفاده از آغازگر واكنش زنجيره -13شكل 

اگروباكتريوم داراي . 15، چاهك)كنترل مثبت(اگروباكتريوم فاقد پلاسميد نوتركيب . 14، چاهك)Kb 1(ا .ان.نشانگر وزن ملكولي دي: Mگياه شاهد، 

 ).كنترل منفي(نمونه آب . 16پلاسميد نوتركيب، چاهك 

Figure 13- PCR analysis of genomic DNA of transgenic citrus plants  with virG specific primers. 1-12 : DNA samples 
from transgenic  shoots. 13: DNA from untransformed shoot. M: DNA marker. 14: Agrobacterium without pBI121. 15: 
Agrobacterium carring pBI121. 16: Negative PCR control with no DNA (H2O). 

850 bp 
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دهنده عدم وجود آگروباكتريوم دراين گياهان تراريخته ديگر، نشان

  ).13شكل(يزش آنها است و اثبات صحت ترار

  

 بحث

پروتكل تكرار پذير باززايي گياه ليموترش ايراني و انتقـال ژن بـه   

ريزنمونه تلقـيح يافتـه،    320از  پژوهشدر اين . اين گياه ارائه شد

، هشـت شاخسـاره در   3مطابق جـدول  . شاخساره بدست آمد 72

كـي  بيان اين ژن را نشان دادند كه تنها ي gusآزمون هيستوشيميايي

حاصـل   LBA4404از آنها در نتيجه تلقيح با سـويه اگروبـاكتريوم   

بـه   EHA105ايـن سـويه اگروبـاكتريوم    بنابر). 3جدول (شده بود 

هاي ايرانـي  عنوان بهترين سويه جهت تراريزش و باززايي ژنوتيپ

يك سويه غيرتومورزا است كـه از   EHA105.ليموترش معرفي شد

به عنـوان ناقـل مناسـب جهـت     اشتقاق يافته است كه  A281سويه

و ) et al. 1998b Cervera(تراريزش مركبات معرفي شـده اسـت   

ــه ژن  ــه ناحي ــزش آن ب ــالاي تراري ــدمان ب ــاي  ران ــميد  virه پلاس

Ti)pTiBo542 (  شـود   در آن مربـوط مـي) 2004.Ghorbel et al. 

2001; li et al.(  

 ا از بــرگ تمــام گياهــان بــاززا.ان.در ايــن پــژوهش اســتخراج دي

در آنها منفي بود نيـز انجـام    gusاي كه آزمون هيستوشيميايي  شده

اي پليمراز با  گياه در آزمون واكنش زنجيره 13گرفت و از بين آنها 

توانـد   ايـن امـر مـي   . مثبت شـدند  gusهاي اختصاصي ژن  آغازگر

در ايـن   gusناشي از خاموشي يا بيان بسـيار انـدك ژن گزارشـگر    

هـاي   مكـاني و سـازماندهي ژن   هايه، اثرتعداد نسخ. گياهان باشد

تواند مسـئول سـطوح بسـيار متغيـر بيـان تـراژن در        مورد نظر مي

ايـن بـدان معنـي اسـت كـه اگـر فراوانـي        . گياهان تراريخته باشد

تراريزش مركبات تنها بـر مبنـاي بيـان ژن گزارشـگر تخمـين زده      

 Dom´ınguez et(شود، كمتر از مقدار واقعي محاسبه خواهد شد 

al. 2004.(  

ــاكتريوم توســط    ــابي حضــور اگروب ــان حاصــل جهــت ارزي گياه

نيز مورد سنجش قـرار گرفتنـد و    virGهاي اختصاصي ژن  آغازگر

اي اسـتخراجي  .ان.آلودگي ناشي از اگروباكتريوم در سه نمونه دي

هـا   اين امر بيانگر آن است كه با وجود آنكه ريزنمونه. مشاهده شد

بيوتيـك   كشـت بـاززايي حـاوي آنتـي    كشتي بـه محـيط    بعد از هم

سفوتاكسيم، جهت جلوگيري از رشد بيش از اندازه باكتري، منتقل 

بيوتيـك   شدند، اگروباكتريوم به طور كامل حذف نشـد زيـرا آنتـي   

كند تا اينكه باكتري  سفوتاكسيم بيشتراز رشد باكتري جلوگيري مي

  ).Pena et al. 2010(را از بين ببرد 

Mexican lime  هاي سرسخت مركبات جهـت تراريـزش    ونهاز گ

گيـاه   14، 1997در سال . شودبه وسيله اگروباكتريوم محسوب مي

ــه از   ــوترش تراريخت ــه  324ليم ــزش  (ريزنمون ــد تراري  3/4درص

در سـال   پژوهشـگران ). Pena et al. 1997(بدسـت آمـد   ) درصد

ريزنمونـه بدسـت    1200گياه تراريختـه ليمـوترش از    42،  2000

ــد تراريـــزش ــد  5/3 را آوردنـــد ودرصـ ــلام كردنـ ــد اعـ درصـ

)Dominguez et al. 2000 .( ديگري كه در همين سال  پژوهشدر

درصد  9/2ميزان تراريزش ليموترش را  پژوهشگرانانجام گرفت، 

در كـارايي تراريـزش   ). Koltunow et al. 2000(گـزارش كردنـد   

 (درصـد گـزارش شـده اسـت      8ليمـوترش در بيشـترين حالـت    

2009.Grosser  Dutt and .(  بيشــترين درصــد   پــژوهشدر ايـن

ــزش ــويه   ) 6/5 %(تراري ــل و س ــي كوتي ــه اپ ــه ريزنمون ــوط ب مرب

  .بود EHA105اگروباكتريوم 
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  به برنج اكسيداز كولينژن  استفاده از روش تراريزش توأم براي انتقال
  4سكينه مهراني ،3ياضي ، بهزاد قره2، سيدالياس مرتضوي1*سعيده كي ارسلان

  
  نباتات بيوتكنولوژي و اصلاحارشد  ترتيب كارشناس به - 4و  1

  پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايراندانشيار  ترتيب استاديار و به - 3و  2
 saeideh.keyarsalan@gmail.com :نيكيالكترو پست مكاتبات، مسئول نويسنده* 

 )10/2/91 :پذيرش تاريخ - 20/5/90 :دريافت تاريخ(

  
  
  
  
  

با قابليت حذف ژن  كولين اكسيدازبه منظور توليد گياه برنج تراريخته با ژن  پژوهشدر اين 
حاوي پپتيد  كولين اكسيداز ژن( pABRII-Chlنشانگر انتخابي، دو پلاسميد بياني موسوم به 

بدون پپتيد راهنما براي تظاهر در ( pABRII-Cytو ) نما براي تظاهر ژن در كلروپلاستراه
 pTRA132 به همراه پلاسميد ،1ساخته شد و سپس با استفاده از روش تراريزش توأم) سيتوپلاست

زايي كه از ناحيه اسكوتلوم بذور  هاي جنين ، به كالوس)hph(حامل ژن مقاومت به هيگرومايسين 
هاي تراريخته  سلول. منتقل شدند بيهاشمي منشا گرفته بودند، به روش ريزپرتا م رسيده رق

حاوي  N6زاي دوره گزينش در محيط كالوس 3شده پس از  هاي بمباران احتمالي از بافت
 80گرم در ليتر به  ميلي 60به صورتي كه غلظت آنتي بيوتيك از . هيگرومايسين ب گزينش شدند

هاي مقاوم به هيگرومايسين، در محيط باززايي  در نهايت كالوس. ش يافتميلي گرم در ليتر افزاي
MS گرم در ليتر به  ميلي 80صورتي كه غلظت آنتي بيوتيك از . حاوي هيگرومايسين باززا شدند

اي  ي احتمالي به روش آناليز زنجيره گياهان برنج تراريخته. ميلي گرم در ليتر كاهش يافت 60
مورد بررسي قرار گرفتند و حضور ژن و بروز آن مورد تأييد  RT-PCRو  پليمراز، آناليز سادرن

فراواني قابل قبول گياهان تراريخته حاصل از روش تراريزش همزمان در اين . قرار گرفت
نشان داد كه روش مورد استفاده يك روش تكرار پذير و نسبتاً كارا براي انتقال پايدار  پژوهش

انتقال ژن . استتراريخته عاري از ژن انتخابگر در مقياس وسيع هاي مفيد و توليد گياهان  ژن
مقاومت به آنتي بيوتيك در ساختار جداگانه امكان جداسازي اين ژن از محصول نهايي را در 

  .ايمني زيستي حائز اهميت است آورد كه از جنبه نتيجه تفرق فراهم مي

  
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

 .دهـد  مـي  تشـكيل  را جهان مردم از نيمي از بيش اصلي غذاي برنج
 از ناشـي  خسـارت  كـاهش  بـرنج،  توليـد  افـزايش  هاي راه از يكي

 خسـارت  ميـان،  ايـن  در .اسـت  زنده غير و زنده محيطي هاي تنش

 در گرما و سرما خشكي، شوري، مانند اي زنده غير هاي تنش ناشي

 .Roozitalab, M( است زنده هاي تنش اثر از بيشتر بسيار برنج گياه

H. 1987 .(از كل هكتار مليون 23 تا 16 بين كه شود مي زده تخمين 

عـلاوه بـر ايـن    . باشـد   مواجـه  شـوري  مشـكل  با كشور هاي زمين
مشكل شوري آب ناشـي   بابسياري از شاليزارها در مناطق جنوبي 

شـمالي كشـور،   از آبياري يا زمين روبرو هستند و حتي در مناطق 
سطح وسيعي از شاليزارها بر اثـر پيشـروي آب دريـا در معـرض     

 مقاوم ارقام توليد بنابراين .)Kovad, V. 1970( شورشدگي هستند

 ي محصولات كشاورزي و ازجمله برنج بسيار براي همه شوري به

  .رسد مي نظر به ضروري و مهم

تجمـع   هاي احتمالي افزايش تحمل شوري در گياهـان  يكي از راه
 تجربـي  شواهد. بتايين است مواد اسموليت سازگار نظير گلايسين

 چند تـنش  قابليت تحمل تواند بتايين مي گلايسين كه دهد مي نشان

. ببخشـد  بهبـود  را گرمـا  و سـرما  خشـكي،  شـوري،  غيرزنده مثـل 
گلايسين بتائين يك تركيب آمونيومي قطبي چهارواحدي است كه 

و مي تواند از طريـق پايدارسـازي   فيزيولوژيك خنثي بوده  pHدر 
ها و ساختمان منظم غشاء در برابـر آثـار    ساختمان چهارم پروتئين

مضر شوري زياد و دماهاي بسـيار زيـاد و بسـيار كـم بـه عنـوان       
سنتز گلايسين بتـائين در گياهـان توسـط    . كننده عمل كند حفاظت

 واسـط  حـد  ماده طريق يك از "كولين"اي  اكسيداسيون دو مرحله

 .Ikuta, et al( گيـرد  مـي  صـورت  "آلدهيـد  بتـائين " ي به نـام سم

تر براي سنتز اين ماده در گياه، اسـتفاده   ساده  اما يك روش). 1977
. باشـد  مـي  "اكسـيداز  كـولين " ژن باكتريايي موسوم بـه  از يك تك

 توليـد  بـه  منجـر  گيـاه،  بـه  )cod A( "كولين اكسـيداز "ژن  انتقال

 حد ماده يا "كولين" بيروني كاربرد به نياز بدون "بتائين گلايسين"

، پـژوهش هـدف ايـن   . شـود  مـي  "آلدهيد بتائين گلايسين" واسط
انتقال ژن كولين اكسيداز به يك رقم بومي برنج، به منظور بررسي 

  .اثر آن بر روي توان تحمل تنش اسمزي بود
  
  

 ها روشومواد

 كولين اكسيدازساخت پلاسميدهاي نوتركيب حاوي ژن 

 و pChl، دو پلاسـميد  ) cod A( كولين اكسيدازظور تهيه ژن به من
pCyt   جداگانه با سه آنـزيمHinDIII ،BamHI  وEcoRI  و ناقـل ،

pTRA132  نيز با دو آنزيمHinDIII  وEcoRI  هضم شد و سپس
؛  Cod A)pChl: kb 1.9+ kb 2.9 قطعـات تشـكيل دهنـده ژن    

pCyt :kb 1.75+ kb 2.9( يـاني  و يك قطعه از ناقل ب)kb 7/2( از ،
سـازي   روي ژل آگارز جداسازي شده و با استفاده از كيت خالص

پـس از انجـام دو واكـنش    . سـازي شـدند   خالص ،Rocheشركت 
بـا اسـتفاده از كيـت الحـاق سـريع،      (اتصال به صـورت جداگانـه   

  هـاي مسـتعد   مخلـوط اتصـال بـه درون بـاكتري    ) Rocheشركت 
E. coli ) نژادDH5α ( ز روش شـوك حرارتـي انتقـال    با اسـتفاده ا

  در پلاســـميدهاي نوتركيـــب حاصـــل موســـوم بـــه. داده شـــد
pABRII-Chl ) داراي پپتيــد راهنمــا در ژنcod A بــراي تجمــع ،

بـدون پپتيـد   ( pABRII-Cyt و) گلايسين بتـائين در كلروپلاسـت  
، cod A، ژن )راهنما، براي تجمـع گلايسـين بتـائين در سـيتوزول    

روس موزائيــك كلــم موجــود در ويــ 35Sتوســط پيشــبر دائمــي 
ــن. شــود هــدايت مــي pTRA132پلاســميد   صــحت ســاخت اي

هاي پلاسميدي نوتركيب با استفاده از آنـاليز هضـم سـاده و     حامل
 XbaIو  EcoRIوBamHI و HinDIIIهـاي   ا با آنزيم.ان.دوگانه دي

بـا آغازگرهـاي   (آر .سي.پي آزمونو  HinDIII- EcoRIو  SacIو 
سـپس وكتورهـاي   . مورد تأييد قرار گرفـت  cod Aاختصاصي ژن 

  . مذكور تعين توالي شدند
 

  زا براي بمباران القا كالوس وگزينش كالوس جنين مواد گياهي،
نمونه  هاشمي برنج به عنوان ريز در اين بررسي از بذور رسيده رقم

زايـي نيـز    بـراي كـالوس  . ويترو استفاده شد -در محيط كشت اين
گرم  ميلي 2به همراه) 1976همكاران،  چو و( N6زاي  كالوس محيط

. كننـده رشـد بكارگرفتـه شـد     دي به عنوان تنظيم -در ليتر تو، فور
عفـوني در ظـروف پتـري حـاوي      گيري و ضد بذور بعد از پوست

كشت شدند و در اتاق رشـد تاريـك    N6زاي  كشت كالوس محيط
هـاي   هفته يا تا زماني كه كالوس 5 -6درجه به مدت  25در دماي 

 Mortazavi(ها توليد شود، قرار داده شدند  زاي فراوان در آن ينجن

etal, 2006 .(     ،به منظور آماده سازي بافـت هـدف بـراي بمبـاران
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 N6كشـت   زا در مركز ظروف پتري حاوي محيط  جنين هاي  كالوس
آوري  متر به صورت كـاملا متـراكم جمـع    سانتي5/1به قطر تقريبي 

  .شدند
  

  تراريزش با تفنگ ژني
هركدام بـه   pABRII-Cytو  pABRII-Chlلاسميدهاي نوتركيب پ

ــميد   ــراه پلاس ــه هم ــه ب ــور جداگان ــل ژن ( pTRA132  ط حام
ــفراز  ــين فسفوترانسـ ــه  ) hph(هيگرومايسـ ــت بـ ــل مقاومـ عامـ

در روش تراريــزش تــوام   1:1بــه نســبت  ) هيگرومايســين ب
ژني مورد اسـتفاده قـرار     زاي برنج با استفاده از تفنگ جنين كالوس

  . رفتگ
در هر بمباران جهت تراريزش همزمان و امكان حذف ژن نشانگر 
انتخابي پس از يك نسل تفرق صفات و توليـد گياهـان تراريختـه    

ميكروگرم از پلاسميد حاوي ژن كولين  10عاري از ژن انتخابگر، 
 10بـــه همـــراه ) pABRII-Cytو يـــا  pABRII-Chl(اكســـيداز 

 ــ ــه هيگرومايســين ميكروگــرم از پلاســميد حــاوي ژن مقاوم ت ب
)pTRA132 (   بر روي ذرات طلا رسوب داده شد و بـا اسـتفاده از

 20دو بار با خـلا معـادل    PDS-1000/Heتفنگ ژني بايوراد مدل 
متري، به سمت  سانتي 9و  6و در فواصل  psi 1100بار و با فشار 

هـا بـراي    بلافاصله پس از بمباران، پتري. بافت هدف پرتاب شدند
 125ة استراحت، به محيط كـاملاً تاريـك و دمـاي    دور كردهطي 

هـاي   سـاعت، كـالوس   24پـس از  . شدند گراد منتقل  درجة سانتي
گـرم در   ميلـي  50حاوي  N6بمباران شده به محيط كشت انتخابي 

هـاي موجـود در ايـن     كـالوس . ليتر هيگرومايسين، منتقـل شـدند  
محيط كشت اي و جمعاً سه بار در  هفته 3تا  2ها در فواصل  پتري

هـايي كـه    در انتهاي دوره گزينش، كالوس. انتخابي واكشت شدند
اي و سياه شده و يا آبكي و لزج بودنـد حـذف شـده و تنهـا      قهوه

زاي كاملاً سفيد، تـرد و تـازه بـه محـيط كشـت       هاي جنين كالوس
  . باززايي منتقل شدند

  
 ها به محـيط  هاي تراريخته احتمالي و انتقال آن باززايي گياهچه

  كشت آبي يوشيدا
تغييريافتـه   MSمحيط باززايي مورد استفاده، محيط كشت انتخابي 

گــرم در ليتــر   ميلــي 50حــاوي ) 1987وانــگ و همكــاران،  (
گـرم    ميلـي  3گرم در ليتر كاينتين و  ميلي 2هيگرومايسين به همراه 

 100گرم در ليتر مالتوز و  NAA ،20)(درليتر نفتالين استيك اسيد 
هـاي تراريختـه    كـالوس . اينوزيتـول بـود   -ليتـر ميـو   گـرم در  ميلي

روز يكبـار در محـيط كشـت انتخـابي واكشـت       30احتمالي هـر  
هـاي تراريختـه احتمـالي در     پس از آنكه طول گياهچـه . ندشد مي

متـر   سـانتي  15تـا   10بيوتيك به حدود  محيط باززايي حاوي آنتي
يوشـيدا  هاي آزمايش حاوي محـيط آبـي    ها به لوله رسيد، گياهچه

    .منتقل شدند) 1976يوشيدا و همكاران، (
  

  گياهان تراريختة احتماليآر .سي.پي آزمونآغازگرهاي مورد استفاده در : 1جدول 
Table 1- Primers used  for PCR analysis of possible transgenic plants 

    Forward توالي .hygآغازگرهاي 
   Reverse توالي

5’- AGA ATC TCG TGC TTT CAG CTT CGA -3’ 
5’- TCA AGA CCA ATG CGG AGC ATA TAC –3’ 

   Forward توالي codA5آغازگرهاي 
   Reverse توالي

5’- GCC ACA ACT CCT GCA TCG CCT TCT -3’ 
5’- CGG TTA GCA GGG TGA AGT TCT CCT -3’ 

   Forward توالي  codA4آغازگرهاي 
  Reverseتوالي 

5’- GAT ACG CCG AAG CTG TTG ATG C -3’ 
5’- TGC GTC TTG CGG ATG TAG TCC T -3’ 

   Forward توالي 18sآغازگرهاي 
  Reverseتوالي 

5’- GTA ACC CGT TGA ACC CCA TT -3’ 
5’- CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG –3’ 
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ا از بافـت گيـاهي وآنـاليز گياهـان تراريختـه      .نا.استخراج دي
 احتمالي

اي ژنـومي گياهـان   .ان.مـراز، دي  اي پلي نجيرهبراي انجام واكنش ز
اسـتخراج  ) 1983(تراريخته احتمالي به روش دلاپورتا و همكاران 

 ،CodA4مراز با استفاده از آغازگرهاي  اي پلي واكنش زنجيره. شد

CodA5  ،hyg 18وs ) و در سه دمـاي اتصـال متفـاوت    ) 1جدول
اي .ان.در دي ها بـه طـور كامـل    جهت اثبات اين كه ژن. انجام شد

گـذاري سـادرن مـورد     انـد، روش اسـتاندارد لكـه    گياه ادغام شـده 
براي اثبـات بيـان   ). 2001سمبروك و راسل، (استفاده قرار گرفت 

اي گيــــاهي از گياهــــان  .ان.ژن در گياهــــان تراريختــــه، آر 
اي قـرار   دومرحلـه  RT-PCRاستخراج شد و مورد آنـاليز   تراريخته
  .گرفت

  
 بحثوجينتا

مـراز بـا اسـتفاده از     اي پلي نتايج حاصل از واكنش زنجيره 1 شكل
در ايـن شـكل محصـولات    . دهـد  چهار جفت آغازگر را نشان مي

گيـاه تراريختـة احتمـالي كـه      24مراز براي  اي پلي واكنش زنجيره
براي وجود يا عدم وجود ژن انتقالي مورد تجزيـه و تحليـل قـرار    

ختـه، تراريختـة مصـنوعي،    گرفته بودند بـه همـراه گيـاه غيرتراري   
داراي كلية مواد مورد نيـاز  (و نيز كنترل منفي  pChlپلاسميد اوليه 

 . اند اري شدهذبر روي ژل آگارز بارگ) الگواي .ان.ديبه جز 

 CodA5بـاز، آغـازگر    650اي به طـول حـدود    قطعه hygآغازگر 
 393اي بـه طـول    قطعه cod A4باز، آغازگر  560اي به طول  قطعه
  .باز، را تكثير كردند 100 حدوداي به طول  قطعه18s و آغازگر باز

اي از  نشانگري است كه بـه طـور اختصاصـي قطعـه     18Sآغازگر 
در پلاسـميد فاقـد ناحيـة     آغـازگر اين . كند ژنوم برنج را تكثير مي

ولـي در  ) 1شـكل  (كنـد   مكمل است و بنابراين باندي توليد نمـي 
) اي گياه غيرتراريخته.ان.و دياختلاط پلاسميد (ترايختة مصنوعي 

به دليل وجود ژنوم برنج در آن داراي ناحية مكمل بـوده و همـان   
  .كند باند را توليد مي

ــازگر  ــة    hygآغـ ــالي، تراريختـ ــة احتمـ ــان تراريختهـ در گياهـ
ايجاد باند كرد كه اين نتيجه ) P(و نيز در پلاسميد) C+P(مصنوعي

هـا ژن مقاومـت بـه     نمونه نيز مورد انتظار است زيرا در تمامي اين
نيـز در   CodA5 و CodA4آغازگرهـاي . هيگرومايسين وجود دارد

اند كه به دليل  ها باند مخصوص به خود را توليد كرده همين نمونه
هاي يادشده كاملاً قابـل   و جود ژن كولين اكسيداز در تمامي نمونه

كنتـرل    رفـت، نمونـه   همانگونـه كـه انتظـار مـي    . است انتظار بوده
اسـت و ايـن مؤيـد آن اسـت كـه       باندي توليـد نكـرده   ) W(منفي

مراز بدون آلودگي بوده و به درسـتي انجـام    ياي پل واكنش زنجيره
  .است شده

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
    

 W(Master Mix(: 18sو  hph؛ )codA5و  codA )codA4راز حاصل از آغازگرهاي اختصاصي ژن اي پليم هاي واكنش زنجيره فرآورده - 1شكل 
 .گياهان تراريختة احتمالي )24تا 1(تراريختة مصنوعي؛)C+P(پلاسميد؛)P(گياه غيرتراريخته؛ )-C( اي الگو؛.ان.بدون دي

Figure 1- Polymerase chain reaction products derived from codA, hph and 18s gene-specific primers: W: Master Mix 
without DNA template,  C: Control plant (non-transgenic),  P: Plasmid,  C+P: Artificial transgenic, 1-24: Eventual 
transgenic plants. 
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نتايج آناليز سادرن براي چهار لاين تراريخته به همراه گياه  2شكل 
را ) كنتـرل مثبـت  (و سـازه نوتركيـب   ) كنترل منفـي (غيرتراريخته 

 ـ codAمطـابق انتظـار، كاوشـگر اختصاصـي ژن     . دهد نشان مي ا ب
اي گياه غيرتراريخته به عنوان شاهد منفـي، دورگ نشـده و   .ان.دي

باندي ايجاد نكرد و اين به دليل عدم حضور قطعه مكمل كاوشگر 
 . است در ژنوم گياه غيرتراريخته

گيــري ســادرن و كاوشــگر اختصاصــي و  اســتفاده از روش دورگ
هـاي تراريختـه بـا آنـزيم      اي استخراج شده از لايـن .ان.هضم دي
HinDIII تفـاوت  . در هر چهار گياه تراريخته، يك باند ايجاد كرد

 codAدهد كه ژن  ها نشان مي سازي در همه لاين در الگوي دورگ
در . اسـت  هاي مختلفي از ژنوم اين گياهـان الحـاق شـده    در مكĤن
هاي مستقل از هم در نظـر گرفتـه    ها به عنوان لاين اين لاين نتيجه، 

ها، نشـان دهنـده تعـداد     در هركدام از لاينتعداد نوارها . شوند مي
  .ها است نسخه الحاق شده از ژن انتقالي در ژنوم آن

اي بـراي شـش گيـاه     دومرحلـه  RT-PCR آزمـون نتيجـه   3شكل 
و نيز دو  pChlتراريخته به همراه گياه غيرتراريخته، پلاسميد اوليه 

داراي كليـة مـواد مـورد نيـاز بـه جـز       (نوع كنترل مخلـوط اوليـه   
روي ژل آگارز آر .سي.پيبراي مرحله اول و دوم ) اي الگو.ان.يد

  .دهد آميزي شده با اتيديوم برومايد را نشان مي رنگ
اسـت، آغـازگر    در مرحله دوم آناليز كه نتـايج آن در شـكل آمـده   

codA4 كند، براي تشخيص  باز تكثير مي 393اي به طول  كه قطعه
بـه كـار بـرده     اكسـيداز  كوليناي ژن .ان.دي.وجود ژن، نسخه سي

ها باند مخصوص به خود را توليـد   اين آغازگر در تمام نمونه. شد

اي ژن كـولين  .ان.آر.ي وجود ام دهنده است كه اين امر، نشانكرده 
اوليه و در واقع مؤيد انجام رونويسي از اين ژن   اكسيداز در نمونه

ي  اه ـ رفـت، نمونـه   همانگونه كه انتظـار مـي  . در اين گياهان است
باندي توليد نكردند و اين مؤيد آن است ) W2و  W1 (كنترل منفي

بدون آلـودگي بـوده و    RT-PCR آزمونكه هر دو مرحله واكنش 
 . است به درستي انجام شده

فراواني قابل قبول گياهان تراريخته حاوي هـر دو ژن انتقـال داده   
نشـان داد كـه    پـژوهش شده به روش تراريزش همزمـان در ايـن   

ورد استفاده يك روش تكرار پذير و نسبتاً كارا براي انتقال روش م
هاي مفيد و توليد گياهان تراريخته عاري از ژن انتخابگر  پايدار ژن

هاي بكار رفته، پيشبر مناسـب،   اندازه سازه. در مقياس وسيع است
هاي كشت كالوس  ها در محيط نوع تركيبات هورموني و غلظت آن

زا،  ن واكشت جهت گرفتن كالوس جنـين زايي و باززايي، طول زما
و راهبرد گزينشي مناسب از نكات قابل توجه و مؤثر در موفقيـت  

از روش غيـر مسـتقيم    اسـتفاده  تراريزش همزمان با. اين روش بود
است و بـراي توليـد    بررسي  و  پژوهشژني، همچنان نيازمند  تفنگ
  .است هاي زائد بسيار مستعد هاي تراريخته عاري از توالي نسل

آناليزهاي ملكولي مختلف تلفيق تراژن در ژنـوم بـرنج و عملكـرد    
به طور كلي گياهـان تراريختـه بدسـت    . درست آن را تاييد كردند

آمده، هيچ مشخصه غير عادي مورفولوژيك نشان ندادنـد و رونـد   
اگرچه خصوصـيات  . رشدي كاملاً مشابهي با گياهان شاهد داشتند

با گياه والد غيرتراريخته بايد مـورد   ها آن 1زراعي و مشابهت عمده
                                                           

1 ‐Substantial Equivalence 

؛  HinDIIIاي ژنومي گياهان تراريخته، هضم شده با آنزيم .ان.دي: 1-4: تقل از هملاين برنج تراريخته مس 4سازي سادرن براي  آناليز دورگ - 2شكل 
 .HinDIIIبا آنزيم  pABRII-Chlپلاسميد نوتركيب :6؛HinDIIIاي ژنومي گياه شاهد غيرتراريخته هضم شده با آنزيم.ان.دي:5

Figure 2- Southern analysis for 4 independent transgenic rice lines: 1-4: Genome DNA of transgenic plants, digested wwiitthh  
HindIII enzyme, 5: Genome DNA of non-transgenic plant, digested wwiitthh  HindIII enzyme, 6: pABRII-Chl digested wwiitthh  
HindIII enzyme. 
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     .هاي بيشتر قرار گيرد بررسي
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؛ )غيرتراريخته(گياه شاهد : Cگياهان تراريخته؛ : 1-6:  اكسيداز كولينشش گياه تراريخته با ژن  اي دومرحله RT-PCRهاي واكنش  فرآورده  -3شكل 
P : پلاسميد؛W1 : ي الگو.ان.بدون آر(كنترل منفي مرحله اولا( ؛W2 : كنترل منفي مرحله دوم)ي الگو.ان.دي.بدون سيا.( 

Figure 3- Two-phase RT-PCR products for six transgenic plants contains choline oxidase:  1-6: Transgenic plants, C: 
Control plant (non-transgenic),  P: Plasmid, W1: Phase one negative control (without RNA template), W2: Phase two 
negative control (without cDNA template). 
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هاي  هاي پنبه تراريخته حاوي ژن ها و كاتيون ارزيابي تغييرات آنيون
  cry1Abكيتيناز و 

  4ين هداوند، حس3،جلال صبا 2*، مسعود توحيدفر1بنت الهدي مديرروستا
  

  دانشكده كشاورزي دانشگاه زنجان ارشد و دانشيار دانشجوي كارشناسيترتيب  به - 3و  1
  پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي ايران استاديار و كارشناس - 4و  2
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 )10/2/91 :پذيرش تاريخ - 11/10/90 :دريافت تاريخ(

  
  
  
  

هاي بيوتكنولوژي، توليد گياهان تراريخته به منظور افزايش عملكرد، بهبود امنيت و  يكي از جنبه
گياهان تراريخته ضمن به همراه داشتن سودآوري، ملاحظاتي را نيز براي . كيفيت غذايي است

د، اما اگرچه بسياري از اين ملاحظات اساس علمي ندار. اند كنندگان به دنبال داشته مصرف
. خطر بودن اين محصولات شود تواند باعث اطمينان از بي ارزيابي ايمني گياهان تراريخته مي

ها و  هاي ارزيابي ايمني زيستي، بررسي متابوليك گياهان تراريخته از جنبه آنيون يكي از جنبه
) ت و اگزالاتسديم، پتاسيم، منيزيم، استات، كلرايد، نيترات، فسفات، سولفات، سوكسينا(ها  كاتيون

بدين منظور دو لاين پنبه  .گيري هستند است كه با كروماتوگرافي يوني قابل شناسايي و اندازه
و ژن كيتيناز به همراه گياهان شاهد در شرايط كاملا يكسان در  cry1Abتراريخته حاوي ژن 

نها با استفاده از هاي آ ها و كاتيون گيري، آنيون گلخانه كاشته شدند، پس از نمونه برداري و عصاره
ها و  از نظر آنيون Btهاي  گيري شد و نتايج نشان داد كه پنبه دستگاه كروماتوگرافي يوني اندازه

گيري شده غير از اگزالات، سديم و آمونيوم اختلاف معني داري با لاين شاهد  هاي اندازه كاتيون
سديم با شاهد اختلاف نشان  هاي حاوي ژن كيتيناز نيز فقط در مقادير اگزالات و ندارند؛ لاين

  .گيري شده اختلافي با شاهد نشان نداد هاي اندازه ها و كاتيون دادند و ساير آنيون
  
 

 هاي كليدي واژه
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  مقدمه

هـا   جديـدي هسـتند كـه بـه آن     صـفات گياهان تراريختـه حـاوي   
هــاي ســودمندي همچــون مقاومــت در برابــر حشــرات،   ويژگــي
در سـال  . دهـد  ها را مـي  كش هاي باكتريايي، قارچي و علف پاتوژن
بـا  . اولين گياه تراريخته در ايـالات متحـده وارد بـازار شـد     1996

ه، هنـوز در بسـياري از   وجود گسـترش كشـت گياهـان تراريخت ـ   
. كشورها آزادسازي اين گياهان موضوع جنجـال برانگيـزي اسـت   

كند كه آيا گياه تراريخته، از نظـر   تعيين مي ١"اين هماني"استاندارد
تركيبات كليدي همچون پروتئين، كربوهيدرات، عناصر، چربـي و  

 Royal(اي شبيه به همتاي سنتي خود است يا خير  محتواي تغذيه

Society. 2002.( در مـورد ايمنـي غـذاهاي     پـژوهش در خصوص
تراريخته، به طور اساسي نياز به تعيين ايـن مسـئله اسـت كـه آيـا      
تغييراتي علاوه بر ويژگي جديد مورد نظر در محصولات تراريخته 

، )International Life Science Institute. 2004(رخ داده يا خيـر  
در . به اين تغييرات پي بـرد  توان كه با مقايسه الگوي متابوليك مي

اي بـراي   شـوند كـه نماينـده    ها پارامترهايي انتخاب مي اين ارزيابي
. محصول مورد ارزيابي و نمايندة مسيرهاي اصلي متابوليك باشـند 

دار در ايــن پارامترهــا،  انتظــار بــر ايــن اســت كــه تغييــرات معنــي
سيون كمي). Konig et al. 2004(دهندة تغييرات اساسي باشد  نشان

اي تركيبـات كليـدي همچـون     كدكس غـذايي آناليزهـاي مقايسـه   
داند و عنـوان   عناصر معدني را براي گياهان نوتركيب ضروري مي

كرده كه گياهان بايد تحت شرايط يكسـان رشـد كـرده و مقايسـه     
 ). Codex Guideline(شوند 

بزرگـي داشـته    هـاي تواننـد اثر  هاي كوچك مي از آنجا كه مولكول
اي محصـولات   ارزيـابي تغذيـه   ازها، بخشي  ناليز متابوليتباشند، آ

هـاي اوليـه    ها جزئي از متابوليت ها و كاتيون آنيون. تراريخته است
 بررسياستفاده از تكنيك كروماتوگرافي يوني، . شوند محسوب مي

هـاي فيزيولوژيـك و    ها در تغذيه گيـاه، فعاليـت   و نقش آن ها يون
ــيميايي را  ــيرهاي بيوش ــي مس ــي  بررس ــهيل م ــد تس ــتگاه . كن دس

هـاي   گيـري يـون   كروماتوگرافي يوني روشي سودمند براي انـدازه 
  ).Metrohm(است   نمونه موجود در

هـاي تراريختـه    در ارزيابي ايمني پنبـه ) 2011(موهانتا و همكاران 
ميزان عناصر شامل كلسيم، فسفر، مس، منگنـز،   cry1Cحاوي ژن 

                                                           
1 -Substantial equivalence 

گيري كردند كه در مقايسه بـا   روي، آهن، كادميم و سرب را اندازه
 Mohanta(  داري مشاهده نكردنـد  گياه غيرتراريخته اختلاف معني

et al. 2011.(  
نيز در مقايسه برنج تراريختـه حـاوي ژن   ) 2008(لي و همكاران  

bar  كـه عناصـر معـدني     تراريخته آن گزارش كردند غيربا همتاي
. تجاري اسـت  هاي در هر دو نوع يكسان بوده و در محدوده لاين

در اين ارزيابي سطوح فسفر، كلسيم، روي، پتاسيم، سديم، منگنـز،  
گيـري   در ميان عناصـر انـدازه  . گيري شد آهن، مس و منيزيم اندازه

دار بـين گيـاه تراريختـه بـا      شده، فقط آهن داراي اخـتلاف معنـي  
  ).Li et al. 2008(همتاي غيرتراريخته بود 

 هـاي تراريختـه   سي عناصر پنبهدر برر) 2009(يوكويي و همكاران 
)Bt + CpTI ( عنصر در گياهان تراريختـه و   12كه  كردندمشاهده

هـاي پنبـه    پتاسـيم، فسـفر و مـس در بـرگ    . شاهد متفاوت هستند
منيـزيم، بـور و موليبـدن در    . تراريخته نسبت به شاهد كمتر بودند

در  هاي پنبه تراريخته در مقايسه با  شاهد بيشتر اما ها و ريشه برگ
ها  روبيديم، آهن، منگنز، سيلسيم و روي در برگ. ساقه كمتر بودند

هاي پنبه تراريخته در مقايسه با شاهد كمتـر امـا در ريشـه     و ساقه
كلسيم در ريشه، ساقه و برگ بيشتر . بيشتر بودند تراريختهگياهان 

  ).Yukui et al. 2009(از شاهد بود 
بر روي ميزان عناصـر در  ) 2008(روئي و همكاران  پژوهشنتايج 

داد كـه اغلـب عناصـر كـم مصـرف       نشـان هاي تراريخته  پنبه دانه
كوبالـت، منگنـز،    شناسايي شده شامل سديم، سلنيم، روي، نيكـل، 

كلسيم، پتاسيم، فسفر، سيلسـيم، بـور و موليبـدن نسـبت بـه پنبـه       
هاي شاهد كمتر بودند در حاليكه آهن، منيزيم و مس اختلافي  دانه

محتواي اغلب عناصر سنگين شناسـايي شـده شـامل    . نشان ندادند
بيسموت، آلومينيوم، آرسنيك، سرب، كادميوم و تيتانيوم نسبت بـه  

در . اي شاهد بيشتر بود اما كروم و جيوه تفاوتي نداشتنده پنبه دانه
ها حاكي از اين بود كه تجمع عناصر سنگين  اين آزمايش تمام داده

 Rui(آور است  هاي تراريخته زيان و عناصر كم مصرف در پنبه دانه

et al. 2008.(  
هـاي كيتينـاز و    بررسي تـاثير حضـور ژن   حاضرهدف از پژوهش 

cry1Ab به تراريخته بر روي تركيب عناصر معدني برگ در ژنوم پن
   .در گياه پنبه است
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 هاروشومواد

در پژوهشكده بيوتكنولوژي كشـاورزي كـرج انجـام     پژوهشاين 
هاي تراريخته حاوي ژن كيتيناز جهت  پنبهنسل سوم  بذور. گرفت

و نيز نسل سوم   Verticillium dahliae مقاومت به پاتوژن قارچي
جهـت   Btموسـوم بـه پنبـه     cry1Abاريخته حاوي ژن هاي تر پنبه

مقاومــت بــه كــرم غــوزه پنبــه كــه توســط توحيــدفر و همكــاران 
)Tohidfar et al. 2005; Tohidfar et al. 2008 (   تراريختـه شـده

به عنوان مواد گياهي مـورد  ) شاهد(بودند و نيز لاين غيرتراريخته 
ور اسـتريل و درون  با استفاده از آب ژاول، بذ. استفاده قرار گرفت

منتقل شدند، هـر گلـدان حـاوي      دار و سپس به گلدان پتري جوانه
يك گياه بوده و شرايط نگهداري و ميـزان و زمـان آبيـاري بـراي     

آزمايش در قالب طـرح  . تمام گياهان در گلخانه يكسان اعمال شد
تيمار انجام گرفت و تعداد تكرار براي  3كاملاً تصادفي نامتعادل با 

لايـن  (گيـاه، تيمـار دوم    15) حـاوي ژن كيتينـاز    لاين(اول  تيمار
گيـاه   3) شـاهد ( گياه و براي تيمار سـوم   20)cry1Abحاوي ژن 

  .بود
 

  ها ها و آنيون گيري كاتيون استخراج و اندازه
هاي حقيقي شـاخه رويشـي گياهـان، هفـت      نمونه برداري از برگ

آون در  هـا در  بعد از كشت صـورت گرفتـه و سـپس نمونـه      هفته
سـاعت نگهـداري و    72درجه سـانتي گـراد بـه مـدت      72دماي 

نمونه ها بعد از خشك شدن پـودر شـده و جهـت    . خشك شدند
  . ها استفاده شدند ها و آنيون استخراج كاتيون

گرم از هـر نمونـه خشـك شـده در      2/0ها  براي استخراج كاتيون
ميلـي ليتـر    25ميلي ليتري قرار داده و به هر نمونه  50هاي  فالكون

. نرمال نيتريك اسـيد اضـافه شـد    1/0استيك اسيد و % 10محلول 
ــالكون ــا  ف ــاي   4ه ــا دم درجــه  80ســاعت در حمــام آب گــرم ب
گراد نگهداري و بعد از هم دما شـدن بـا محـيط، بـا كاغـذ       سانتي

هـا بـا    گيري كـاتيون  از اين عصاره جهت اندازه. صافي فيلتر شدند
 Ionدســــتگاه  Metrosep C2 250اســــتفاده از ســــتون 

chromatography  ســـاخت شـــركتMetrohm  اســـتفاده شـــد
)Metrohm.(  

پـودر بـرگ خشـك     گـرم  2/0ها از هر گياه  جهت استخراج آنيون
ليتـر آب مقطـر    ميلـي  20ليتري ريختـه و   ميلي 50شده در فالكون 

درجـه سـانتي گـراد     80اضافه نموده و در حمام آب گرم با دماي 
ها بـا كاغـذ صـافي فيلتـر      نمونه. ري شدساعت نگهدا 24به مدت 

دسـتگاه   Metrosep Asupp7ها با اسـتفاده از سـتون    شده و آنيون
افزار  نتايج با استفاده از نرم. گيري شدند كروماتوگرافي يوني اندازه

SPSS  مورد تجزيه قرار گرفتند)Metrohm.(  
  
 بحثوجينتا

جـدول  (مـون دانكـن   ها با استفاده از آز هاي آنيون مقايسه ميانگين
داري از نظر  اختلاف معني 05/0، نشان داد كه در سطح احتمال )1

ميــزان فلورايــد، اســتات، كلرايــد، نيتــرات، فســفات، ســولفات و 
سوكسينات بين گياهان شاهد و تراريخته وجـود نـدارد و هـر دو    

البته اين آزمون نشان . لاين تراريخته با شاهد در يك سطح هستند
هاي حـاوي ژن   هاي حاوي ژن كيتيناز و همچنين لاين داد كه لاين

cry1Ab  تجمـع  . مقدار اگزالات كمتري در مقايسه با شاهد دارنـد
تغذيه از . اي آنها اثر منفي دارد اگزالات در گياهان بر كيفيت تغذيه

گياهاني كه حاوي ميزان اگزالات زيادي هستند ممكن است منجر 
 بنـابراين ). Libert et al. 1987(به مسموم شدن و مرگ دام شـود  

ي مورد بررسي، نگران  هاي تراريخته كاهش مقدار اگزالات در پنبه
سوكسينات علاوه بر نقشي كه در تـنفس گيـاه   . كننده نخواهد بود

دارد، باعث افزايش تحمل گياه بـه سـطوح بـالاي برخـي عناصـر      
  ).Stoyanova et al. 2002(شود  سنگين مانند روي مي

جـدول  (ها با استفاده از آزمون دانكـن   هاي كاتيون ينمقايسه ميانگ
داري در غلظـت پتاسـيم و منيـزيم بـين گياهـان       اختلاف معني) 2

اين آزمون در لاين حاوي ژن كيتيناز . شاهد و تراريخته نشان نداد
كـاهش در   Btهـاي   دار در ميزان يون سديم و در پنبه كاهش معني

   .ميزان سديم و آمونيوم را تائيد كرد
انـد كـه    در رابطه با شـكل ازت در گياهـان، تحقيقـات نشـان داده    

هاي نيترات و آمونيوم را جذب كـرده   توانند يون گياهان زراعي مي
افزايش مقـدار نيتـرات باعـث افـزايش     . و مورد استفاده قرار دهند

شـود؛ كـه ايـن امـر اختلافـات ژنتيكـي در        تجمع ماده خشك مي
مقـادير زيـاد آمونيـوم در بافـت     . دهـد  اولويت يوني را نشان مـي 

آور  تواند رشد را به تاخير بياندازد ولي مقادير زياد نيترات زيان مي
كاهش آمونيوم در لايـن   بنابراين). Koocheki et al. 1999(نيست 

Bt اختلاف در ميـزان آمونيـوم   . كننده نيست نسبت به شاهد نگران  
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  شاهد 
N  

  كيتيناز
C 

Bt 

 59.6a35.3a 54.8a فلورايد

 391.6a281.7a 378.5a استات

 1273.6a973.3a 974.5a كلرايد

 22a24.8a 18.7a نيترات

 161a115.9a 125.6a فسفات

 806.3a822a 1865.8a سولفات

 131.6ab103.8b 168.1a سوكسينات

 29.3a23.9b 22.5b اگزالات

  
  
  
  

سرعت جـذب عناصـر   ممكن است مربوط به تركيبات خاك و يا 
  ). Hawkins et al. 1993(توسط گياهان باشد 
داري كمتـر از   هاي تراريختـه بـه طـور معنـي     ميزان سديم در لاين

تجمع سديم در گياه منجر به كاهش جـذب كلسـيم و   . شاهد بود
هاي ويـژه ماننـد فعـال     تواند در فعاليت سديم نمي. شود پتاسيم مي

راي ايجاد رشد كـافي، جـايگزين   ها و سنتز پروتئين ب سازي آنزيم
علاوه بر اين جايگزيني سديم به جاي كلسيم در . يون پتاسيم شود

غشاي سلول سبب كاهش خاصيت نيمه تراوايي غشا و در نتيجـه  
شود؛ لذا افـزايش تجمـع    خروج پتاسيم و نيترات درون سلولي مي

سديم براي گياه مضر است اما كاهش سـديم خطـري بـراي گيـاه     

براي دست يابي بـه محصـول زيـاد در گياهـان ضـروري      ندارد و 
  ).Amin Panah et al. 2005(نيست 

هاي تراريختـه در برخـي    بر اساس نتايج اين پژوهش، اگر چه پنبه
عناصر كم مصرف با گياه شاهد اختلاف نشان دادند ولي در اكثـر  
موارد با شاهد اختلافي نداشتند، ضمن اينكه اين مقـادير در دامنـه   

توانـد ناشـي از    از طرفي اين اختلافات مـي . قبول قرارداشتندقابل 
تـوان   اثرات محيطي و يا خطا در زمان نمونه برداري باشد كه مـي 

هـاي تراريختـه    در حال حاضـر اكثـر پنبـه   . آنرا طبيعي قلمداد كرد
تجاري شده در دنيا، علاوه بر اختلاف در عناصر كم مصرف حتي 

و كربوهيدرات با شـاهد اخـتلاف   در ميزان الياف، خاكستر، چربي 

Floride

Acetate

Chloride

Nitrate

Phosphate

Sulphate

Succinate

Oxalate

 05/0در سطح احتمال  با استفاده از آزمون دانكن) مولار در گرم وزن خشك ميلي(ها مقايسه ميانگين آنيون -1جدول 

Table 1- Concentration (mMol/g) of anions in cotton leaves from Chitinase lines (C) and Bt lines (Bt) and nontransgenic 
(N) plants. 

 .است 05/0دار در سطح احتمال حروف مشابه نشان دهنده عدم وجود اختلاف معني

Values followed by the superscript different letters within the same column are significantly different at 0.05 probability 
level. 
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دارند، با اين وجود مجوز لازم بـراي تجـاري سـازي را دريافـت     
تـوان تـاثير    با توجه به نتايج حاصل از ايـن پـژوهش، مـي   . كردند

هاي تراريخته مورد  در ژنوم پنبه cry1Abهاي كيتيناز و  حضور ژن

 Tang(ها ناچيز قلمداد كـرد   ها و كاتيون بررسي را بر ميزان آنيون

et al. 2006.(  

  
  
  
  

  شاهد 
N 

  كيتيناز
C 

Bt  
 

 44.6a28.5b 26.8b سديم

 1303.6a1199.4a 1250.8a پتاسيم

 410.6a430.1a 400.1a منيزيم

 32.6a27.2ab 24.7b آمونيوم
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Ammonium
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 )10/2/91 :پذيرش تاريخ - 3/3/90 :دريافت تاريخ( 

  
  

شده در زمينه توليد چغندرقند تراريخته مقاوم به  ابتدا مروري بر تحقيقات انجاممقاله  اين در

نيز اشاره اي به  در جهان و) در مفهوم عام شامل حشرات آفت، بيماري ها و علف هاي هرز(آفات 

ملاحظات ايمني زيستي چغندرقند تراريخته خواهد شد و سپس به نتايج پژوهش هاي انجام شده 

زيست سنجي و ارزيابي و  Btدر ايران در زمينه توليد گياهان چغندرقند تراريخته حامل ژن 

 T1و T0  ،F1نسل  cry1Abژن  ملحاچغندرقند  لاين تراريخته آفات مذكور بر روي چند خسارت

در آزمايش هاي زيست سنجي با لارو سه نوع آفت پرودنيا، كاردرينا و  .خواهيم پرداخت 

 كاهش و وزن لاروي كاهش و مير لارو، مرگ از نظر صفات ميزانآگروتيس، لاين هاي تراريخته 

نتايج آزمايش زيست . مورد مقايسه آماري قرار گرفتند ميزبان برگ روي شده ايجاد خسارت

بر عليه كرم را ژن و مقاومت گياهان تراريخته بيان  F1و  T0ين هاي تراريخته نسل لا سنجي

لاين هاي  زيست سنجي نتايجبر اساس همچنين  .نشان دادنسبت به شاهد برگخوار پرودنيا 

 گرم ميلي 5/12لاروي،  مير و درصد مرگ 38با  S37-3 مشخص شد كه لاين ،T1تراريخته نسل 

 43با  H2-3لاين ، )در مورد آفت پرودنيا( خسارت برگ كاهش درصد 63و لاروي  وزن كاهش

 درصد كاهش خسارت برگ 63ميلي گرم كاهش وزن لاروي و  5/11درصد مرگ و مير لاروي، 

ميلي گرم كاهش  8/10درصد مرگ ومير لاروي،  20با  S36-13لاين و ) در مورد آفت كارادرينا(

لاين  برترين عنوان به) ر مورد آفت اگروتيسد( درصد كاهش خسارت برگ 54وزن لاروي و 

  .از گياهان تراريخته چغندرقند هستند T1هاي نسل 
 

 هاي كليدي واژه



 پيمان نوروزي و همكاران   ...تراريخته  بررسي آخرين وضعيت توليد چغندرقند

 

 50 1391 و تابستان بهار/ 1شماره / اولدوره / و ايمني زيستيژنتيك مهندسي 

 

 

    مقدمه

ترين گياهان صنعتي در دنيـا و ايـران بـوده و در     چغندرقند از مهم

حدود يك چهارم شكر جهان در مناطق معتدل، جايي كـه نيشـكر   

 ).Datta et al., 1998(شـود   شود، بوسيله آن توليد مـي  كشت نمي

ميليـون   24 بـيش از (به دليل قابليت عملكرد بـالاي آن   چغندرقند

نه تنها به عنوان منبع شكر بلكه بـه عنـوان يـك    ) تن توليد جهاني

هـاي جديـد در ريشـه بطـور      براي ذخيره متابوليت بيوراكتور سبز

 ,Ivic-Haymes and Smigoki( استاي مورد توجه  قابل ملاحظه

هاي زيستي و غيرزيستي از عوامـل مهـم در كـاهش     تنش . )2005

ه بـه طـوري ك ـ   هسـتند عملكرد و توليـد محصـولات كشـاورزي    

درصـد كـل محصـولات كشـاورزي در      14حشرات آفت حـدود  

 ).Hilder and Boulter, 1999( جهان را از بين مي برند

  

  كش چغندرقند متحمل به علف

آفـات،  هاي مختلفي براي ايجاد گياهـان چغندرقنـد مقـاوم بـه      ژن

هاي هرز با اسـتفاده از فنـون مهندسـي ژنتيـك در      و علف امراض

بـراي مقاومـت بـه     ALSژن . تـه اسـت  منابع خـارجي بـه كـار رف   

بـراي   bar ژن  ،)Halluin et al, 1992(كش كلروسـولفورون   علف

 ,.Kishchenko et al(كش گلوفسـينات آمونيـوم    مقاومت به علف

2005; Halluin et al., 1992 (هـاي   و ژنCP4 EPSPS  وGOX 

) Mannerllof et al., 1997(جهت مقاومت به علفكش گليفوسيت 

از بـين گياهـان چغندرقنـد تراريختـه     . اند رقند منتقل شدهبه چغند

مـيلادي تنهـا در    2009اين محصول از سال ايجاد شده در جهان، 

طبق ايـن  . شود آمريكا به صورت تجاري در سطح وسيع كشت مي

 475گزارش تقريبا كل سطح كشت چغندرقند در آمريكـا معـادل   

چغندرقنـد  . ه استاز نوع تراريخته بود 2009هزار هكتار در سال 

توسـط   RoundupReadyتراريخته مقاوم به علف كش موسوم بـه  

آلمـان   KWSآمريكـا و بـا همكـاري شـركت      يشركت مونسانتو

) گليفوسيت(ايجاد شده است كه به ماده موثره علف كش راندآپ 

دهد و در نتيجه باعث كنتـرل و مـديريت مـوثر     مقاومت نشان مي

 ,Ananymus(شـود   قنـد مـي  هـاي هـرز مـزارع چغندر    كليه علف

2010 .(  

به موازات پيشرفت در زمينه مهندسي ژنتيك چغندرقند، سـوالاتي  

احتمالي ارقام تراريخته مطرح شده اسـت كـه    هاينيز در مورد اثر

تواند مـورد بحـث علمـي قـرار گرفتـه و       هر يك درجاي خود مي

اي بـه ملاحظـات ايمنـي     در ايـن قسـمت اشـاره   . پاسخ داده شود

  . شود مرتبط با چغندر تراريخته مقاوم به علف كش ميزيستي 

  

  مهاجرت و انتشار ژن

كـش بـه    جهت بررسي شار ژني از چغندر تراريخته مقاوم به علف

چغندر علفي و انواع وحشي آن يك سري آزمايش در شش سـال  

 Darmency et(و دو مكان در سطح مزارع صورت گرفتـه اسـت   

al., 2007 .(ز دو لاين چغندرقند تراريخته يكي ها ا در اين آزمايش

كـش   كش گليفوسينات و ديگـري مقـاوم بـه علـف     مقاوم به علف

انتقال مستقيم دانه گرده از چغندر تراريخته به . شدرانداپ استفاده 

كـه در مـزارع مـورد     ١ساقه رفته در سـال اول بـه چغنـدر علفـي    

كردند فقط منجـر بـه    رشد مي مجاورآزمايش و يا در مزارع آيش 

درصد بـذر مقـاوم برداشـت شـده از روي چغنـدرهاي       4/0توليد 

ضـمنا بـذور   . طي شش سال آزمـايش در دو مكـان شـد    علفي در

شدند كـه   كش از نتاج چغندر علفي زماني ايجاد مي مقاوم به علف

متـر   112هاي والدي آنها از چغندر تراريختـه حـداكثر    فاصله بوته

آزمـايش ديگـر بـراي    در ). Darmency et al., 2007(بوده اسـت  

تعيين ميزان شار ژني دانه گرده چغندر تراريخته از گياهان نرعقيم 

اين گياهان به علت نداشتن دانه گرده به عنـوان گيرنـده دانـه    (تله 

و در نتيجه بذر تشكيل شده بـر   كنند گرده از ساير گياهان عمل مي

كـه درون و بيـرون از مـزارع    ) اسـت روي آنها صد درصد هيبريد 

ندر تراريخته محصور شده با نـواري از شـاهدانه كشـت شـده     چغ

متـري   300بودند استفاده و مشخص شد كه شار ژنـي در فاصـله   

بنـابراين ايـن   ). Saeglitz et al., 2000( شـود  بسـيار محـدود مـي   

آنكه احتمال فرار ژن از چغندر  با وجودها نشان دادند كه  آزمايش

توان با كشت چغندرهاي  يزراعي به انواع وحشي آن وجود دارد م

بـا  (هاي سال اول  تراريخته مقاوم به ساقه روي و حذف ساقه رفته

توجه به آنكه چغندرقند يك گياه دو ساله اسـت كـه در سـال اول    

و نيـز اسـتفاده از   ) كنـد  توليد ريشه و در سال دوم توليد بـذر مـي  

بذور گواهي شده بـا كيفيـت بـالا كـه فاقـد بـذر هيبريـد چغنـدر         

خته و چغندرهاي يك ساله باشند، شـار ژنـي را در زراعـت    تراري

همچنـين  ). Darmency et al., 2007(چغندرقند به تاخير انداخت 

                                                           
1 -Weed beet 
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توان با حصر فيزيكـي   در مزارع توليد بذر چغندر تراريخته نيز مي

اين گياه بـا  (چغندر تراريخته در بين نوارهاي كشت گياه شاهدانه 

سبنده تـا حـد زيـادي از جريـان     هاي چ داشتن ارتفاع زياد و برگ

و نيز فاصله استاندارد بين مـزارع  ) كند هاي گرده جلوگيري مي دانه

 كـرد هـاي ناخواسـته جلـوگيري     توليد بذر از ورود و خروج گرده

)Saeglitz et al., 2000 .(  

  

  اي چغندر مقاوم به ريزومونيا و آفات حشره

ژن رقند عمدتا از ا به چغندبراي ايجاد مقاومت به بيماري ريزوماني

 Mannerlof( ويروس ريزومانيـا ) Coat protein(پروتئين پوششي 

et al., 1996(  ژن وdsRNA  ريزومانيـا  ويـروس )Lennefors et 

al., 2006 (اسـتفاده   درهاي محـدودي   گزارش. شده است استفاده

هـاي   بـه خصـوص ژن  آفت  تا هاي مقاومت به حشر بعضي ژناز 

Bt )(Bacillus thuringiensis هـاي    ژن .در چغندرقند وجود دارد

جهـت مقاومـت بـه آفـت      )PI( يهاي پروتئاز بازدارندهرمزكنندة 

انتقال داده شـده اسـت    چغندرقند بهRoot maggot) (مگس ريشه 

)Wilhite et al., 2000; Smigocki et al., 2003; Smigocki, 

كـه ژن   گـزارش كردنـد   ،)2000(استريزوف و همكـاران  ). 2001

 قـادر  يونجه و سيب زميني در گياهان تراريخته cry1Cتغيير يافته 

 Strizhov( استچغندرقند  ياندريابه كنترل حشراتي همچون كار

et al., 2000( .و شــيماموتو  وكيموتــ)بــه منظــور ايجــاد  ،)2002

و  cry1Abهـاي   ژن، )Mamestra brassicae( كلممقاومت به كرم 

cry1Ac يشـبر  كنترل پ را تحتCaMV35S   گروبـاكتريوم  آتوسـط

نشـان   يسـنج  زيستي نتايج . فاسينس به چغندرقند انتقال دادند تومه

مقاومـت ايجـاد    هر دو ژن براي لارو سـن دوم كـرم كلـم   داد كه 

 دنشـو  ها مـي  باعث توقف رشد و يا كند شدن رشد لارو ند ونك مي

آفت مذكور سميت نسبت به  cry1cگياهان تراريخته حاوي ولي 

اسميكوگي و ). Kishchenko et al., 2005(دهند  نشان مي بيشتري

 iptژن سازنده سيتوكينين باكتريايي موسـوم بـه   ، )2003(همكاران 

كه باعث مرگ و يا اختلال در رشـد و توليـد مثـل مگـس ريشـه      

 ,.Smigocki et al( كردندرا به چغندرقند وارد شود  چغندرقند مي

ا معرفـي يـك روش جديـد    ب ،)2004(سانو و همكاران يه). 2003

 ،cry1Abهـاي   ژن ،با فراواني بـالا  هبه منظور توليد گياهان تراريخت

cry1C و chi  يشــبرتحـت كنتــرل پ را CaMV35S  بــه چغندرقنــد

ولي آنها  ،ددادنل انتقا) Beta maritima(وحشي آن  ةزراعي و گون

آزمـــايش و  cryهـــاي  آنـــاليز مولكـــولي بـــراي ژنهيچگونـــه 

را گزارش نكردند نظور بررسي مقاومت به آفت سنجي به م زيست

)Hisano et al., 2004(. هاي انجام شده از منـابع علمـي     با بررسي

مقـاوم بـه آفـات     در دنيـا چغندرقنـد   هنـوز  ،موجود در دسـترس 

  .وجود نداردتجاري  Bt اي حشره

  

  وضعيت توليد چغندرقند تراريخته در ايران

زيادي در زمينه  هاي پژوهشهاي اخير در داخل كشور نيز  در سال

هاي مهندسي شده به چغندرقند به منظور ايجاد مقاومـت   انتقال ژن

اي در پژوهشكده بيوتكنولـوژي كشـاورزي و    در برابر آفات پروانه

نوروزي، قره ياضي و ملبوبي، نتـايج  (موسسه تحقيقات چغندرقند 

 ، در برابر آفات سخت بالپوش چغندرقند در دانشـگاه )منتشر نشده

هاي ويروسي عمـدتا   ، بيماري)منتشر نشده نتايججعفري، (اروميه 

ــا  ــده  (ريزوماني ــر نش ــايج منتش ــوبي، نت ــر  )ملب ــت در براب ، مقاوم

) زماني و مطلبي، نتايج منتشر نشده(هاي قارچي چغندرقند  بيماري

سلمانيان، نتـايج منتشـر   (كش گليفوسيت  و مقاومت در برابر علف

سي ژنتيك و زيست فناوري انجـام  در پژوهشگاه ملي مهند) نشده

مذكور شـامل   هاي پژوهشبرخي از مقالات حاصل از . شده است

 Aghel( انتقــال ژن پــروتئين پوششــي ريزومانيــا بــه چغندرقنــد

Pasand, 2010( ژن پلانتي بادي ويروس ريزومانيا به چغندرقنـد ، 

)Mardani, 2010(ــاي  ، ژن ــت   PGIP1&2ه ــراي ايجــاد مقاوم ب

 ,Mohammadzadeh(هــاي قــارچي چغندرقنــد  برعليــه بيمــاري

  . پيش از اين منتشر شده است) 2010

هستند كه در  ياز جمله آفات مهم) Lepidoptera( اي آفات پروانه

سه آفت مهم ايـن گـروه شـامل    . رنداغلب مزارع چغندر وجود دا

، كـرم  littoralis (Spodoptera ( خوار مصري يا پرودنيا كرم برگ

و كـرم   )Spodoptera exigua(ند يـا كارادرينـا   خوار چغندرق برگ

هسـتند كـه هـر سـاله      ) (Agrotis segetum بر يا آگـروتيس  طوقه

 ,Asadi(كننـد   خسارت قابل توجهي به مزارع چغندرقند وارد مـي 

1994; Behdad, 1997; Kheiri, 1990; Ghadiri, 2004; 

Mirderikvand, 1999; Rivany, 1962 .( ــان ــع گياهـ در واقـ

يخته بـه نـوعي بـا دارا بـودن تركيبـاتي از بـاكتري باسـيلوس        ترار

موجب از بين رفتن آفت و يا كاهش ميزان رشد آن  تورينجينسيس
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بيـوتيكي در ايـن نـوع گياهـان بـر روي حشـره        اثر آنتي. شوند مي

مقاله  اين در). Hatammi, 1991(تواند از ملايم تا كشنده باشد  مي

در ايران در زمينـه توليـد گياهـان    هاي انجام شده  به نتايج پژوهش

آفـات   زيست سنجي و ارزيابي خسارتو  Btچغندرقند تراريخته 

 لايـن تراريختـه   بـر روي چنـد  پرودنيـا، كارادرينـا و آگـروتيس    

  .شود مياشاره   T1و T0 ،F1نسل  cry1Abژن  ملحاچغندرقند 

  

  ها روش و مواد

 ـ      :مواد گياهي ين اين تحقيـق در قالـب طـرح مشـترك مصـوب ب

ــد    ــذر چغندرقن ــه ب ــات اصــلاح و تهي و ) SBSI(موسســه تحقيق

انجـام گرفتـه    )ABRII(پژوهشكده بيوتكنولوژي كشاورزي كـرج  

به پيشنهاد موسسه اصـلاح و تهيـه بـذر     بناپژوهش در اين . است

بـراي   7233و   HM1990ديپلوئيدژرم  از دو رقم مولتي چغندرقند

  .گياه استفاده شد يزشترار

تحـت   cry1Abحـاوي ژن   ژنـي هـاي   سـازه  :ي ژنيها  تهية سازه

به روش سمبروك و راسـل   PEPCو يا  CaMV 35Sكنترل پيشبر 

 Sambrook and(از پلاسميد هـاي اوليـه انجـام گرفـت     ) 2001(

Russell, 2001 .(اي جديد به ترتيب به اسامي ه سازهpBI35Scry 

  .نامگذاري شدند pBIPEPcryو 

آگروبـاگتري، تلقـيح بافـت     مراحـل كشـت   :چغندرقند زشتراري

هاي تراريختـه   گياهي، انتقال به محيط كشت توام و گزينش جوانه

بيوتيك طبق روش تلفيقي هيسانو و  احتمالي در محيط حاوي آنتي

ــوروزي و همكــاران ) 2004( همكــاران ــرات ) 2005(و ن ــا تغيي ب

  ). Hisano, 2004; Norouzi et al., 2005( جزئي انجام گرفت

بـه صـورت    T0گياهـان تراريختـه نسـل     :F1و  T1اي ه تهيه نسل

هاي  كلون T1بذر  براي بدست آوردن. تكثير شدند) كلون(رويشي 

مختلــف يــك رخــداد تراريختــه بــا يكــديگر تلاقــي داده شــدند  

 231بـا لايـن    T0تراريختـه   ه، گياF1براي تهيه نسل ). خودگشني(

ــمي   ــرعقيم سيتوپلاس ــذره  (CMS#231)ن ــد و ب ــي داده ش ا تلاق

  .آوري شدند جمع

بـا همكـاري    :F1و  T0سنجي گياهـان تراريختـه نسـل     زيست 

هاي تخم حشره پرودنيا، يكي  موسسه تحقيقات گياهپزشكي، دسته

اي مهم مزارع چغندرقند ايران، از مـزارع گرگـان و    از آفات پروانه

آوري شدند و در ظروف حاوي مواد غذايي لازم قرار  دزفول جمع

در يك مرحله بر )ساعته 0-24(ت لارو سن اول تعداد هف. گرفتند

و گيـاه   cry1Abروي برگ گياهان تراريخته چغندرقند حـاوي ژن  

ديـش حـاوي كاغـذ صـافي      غيرتراريخته به عنوان شاهد در پتـري 

براي هر لاين . استريل مرطوب گذاشته و بوسيله پارافيلم بسته شد

اتاقـك رشـد بـا    ها به  نمونه. تراريخته سه تكرار در نظر گرفته شد

سـاعت   16و تناوب نـوري  % 70، رطوبت C˚2±20شرايط دمايي 

 4ساعت تاريكي منتقل شدند و آزمايش زيسـت سـنجي    8نور و 

تعـداد لارو مـرده، وزن   . اي تكـرار شـد   بار به فواصل چنـد هفتـه  

هاي زنده و درصد خسارت به طور چشمي پس از سـومين و   لارو

سـوم در موسسـه تحقيقـات    هفتمين روز آلودگي بر طبق روش مر

  . گياهپزشكي كشور يادداشت برداري شد

براي هر يك از سه آفت پرودنيـا،   :T1زيست سنجي گياهان نسل 

كارادرينــا و اگــروتيس بــه طــور جداگانــه در قالــب طــرح كــاملا 

لارو نئونات در  عدد 10تكرار و در هر تكرار روي  4تصادفي در 

متر در فواصل زماني  انتيس 10اي با قطر  داخل ظروف پتري شيشه

  T1نسـل روز پس از آغاز تغذيه روي چغندرهاي تراريخته  6و  3

صفات اندازه گيري شده شامل تعداد لاروهاي مـرده،  . بررسي شد

بـرگ  ) كـاهش وزن (وزن لاروهاي زنده مانده و ميـزان خسـارت   

همچنين صفات محاسبه شده شامل درصـد لاروهـاي مـرده،    . بود

كاهش خسارت برگ در مقايسـه بـا گياهـان     كاهش وزن لاروي و

ها در سه مرحله و در شرايط  اين آزمايش. شاهد غير تراريخته بود

سـاعت تـاريكي،    8سـاعت روشـنايي و    16  محيطي دوره نـوري 

درصـد   65±10درجه سلسـيوس و رطوبـت نسـبي     25±1دماي 

  .  انجام شدند

اهـان  سـنجي گي  هاي حاصل از زيست داده :تجزيه و تحليل آماري

و گياهـان تراريختـه    SASافزار  بوسيله نرم F1و  T0تراريخته نسل 

در قالب طرح كاملا  SPSS ver.13 با استفاده از نرم افزار T1نسل 

هاي حاصل از تعـداد   بر روي داده. تصادفي تجزيه و تحليل شدند

هاي حاصل از درصد بـه ترتيـب تبـديل جـذري و تبـديل       و داده

هـا بـر اسـاس آزمـون      قايسـة ميـانگين داده  اي انجام شد و م زاويه

  .دانكن انجام گرفت

  

  بحث و جينتا

چغندرقند به كمك آگروباكتري و باززايي گياهان  رآيند تراريزشف
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تراريخته نشان داد كه برگ حاوي جوانه القا شده بـه عنـوان يـك    

 زايـي بـالا بـراي تراريـزش     يـت جوانـه  جداكشت مناسب و با قابل

 . چغندرقند است

تحـت   cry1Abتراريختـه حـاوي ژن    T0ست سنجي گياهان زي

حـاوي ژن  T0 تعدادي گياه تراريختـه   :CaMV 35Sكنترل پيشبر 

cry1Ab  تحــت كنتــرل پيشــبرCaMV 35S  ــاه بــه همــراه دو گي

 و مقاومت بر عليه Cry1Abغيرتراريخته براي بررسي اثر توكسين 

نجي س ـ بر اسـاس نتـايج حاصـل از زيسـت    . پرودنيا انتخاب شدند

ــي ) 1جــدول ( ــيار معن ــاوت بس ــه و   تف ــان تراريخت ــين گياه دار ب

  .غيرتراريخته از نظر هر سه صفت اندازه گيري شده وجود دارد

تحـت   cry1Abحـاوي ژن   T0زيست سنجي گياهان تراريختـه  

حـاوي ژن   T0مقاومـت گياهـان تراريختـه     :PEPCكنترل پيشبر 

cry1Ab  تحت كنترل پيشبرPEPC تراريختـه بـه   همراه گياهان غير

عنوان كنترل با زيست سنجي بر عليه آفت پرودنيا  مـورد بررسـي   

تفـاوت  . آمده اسـت  2نتايج زيست سنجي در جدول . قرار گرفتند

دار بين گياهان تراريخته و غيرتراريخته از نظر هر سـه   بسيار معني

  .صفت اندازه گيري شده وجود دارد

حـاوي   F1راريختـه  گياهان ت:  F1زيست سنجي گياهان تراريخته 

در  T0همانند گياهـان   CaMV35Sتحت كنترل پيشبر  cry1Abژن 

نتـايج  . تحت آناليز زيست سنجي بـا آفـت پرودنيـا قـرار گرفتنـد     

به طـور  . خلاصه شده است 3در جدول  سنجيحاصل از زيست 

كلي هر سه شاخص در گياهان تراريخته و غيرتراريختـه از لحـاظ   

مـورد   F1گياهـان تراريختـة   . ر داشتنددا آماري تفاوت بسيار معني

  نشان  در برابر آفت مورد بررسي   اي مقاومت بهبود يافته  بررسي،

  

  

  

  
  

  (%)مرگ و مير   (%)خسارت برگ   (mg)وزن لاروهاي زنده   تعداد لارو مرده لاين

Line No. of dead larvae Weight of live larvae %Leaf damage %Mortality 

  3DAI† 7DAI 3DAI 7DAI 3DAI 7DAI 7DAI 

7233* 0±0.00e 0.12±0.10d 7.71±0.00a 10.24±1.22a 55.00±3.52a 100±0.00a 2.31±0.01e 

HM1990* 0±0.00e 0.25±0.08d 1.92±0.20b 12.11±0.31a 36.45±2.11b 100±0.00a 2.52±0.44e 

7233-15 1.9±0.11ab 4.92±0.10a 1.90±0.25bc 2.55±0.15c 12.54±0.13d 31.34±0.70e 70.00±1.2a 

7233-16 1.41±0.23bcd 3.41±0.31abc 1.00±0.10d 2.62±0.20bc 22.52±0.10b 47.50±1.42bc 48.88±2.53bcd 

7233-17 2.31±0.11a 3.91±0.22ab 2.30±0.22b 2.60±0.22bc 27.251±1.45b 27.54±1.40e 55.73±2.33abc 

7233-18 1.10±0.12cd 2.61±0.30c 1.92±0.40bc 3.33±0.10bc 20.12±0.80c 51.34±1.31b 37.30±2.60d 

7233-31 0.94±0.31d 2.72±0.30c 1.52±0.11cd 3.82±0.24bc 21.00±0.65bc 50.00±3.11bc 38.34±2.40d 

7233-35 1.20±0.12bcd 2.63±0.30c 2.33±0.10b 3.80±0.11bc 18.84±0.71c 40.02±1.00d 37.03±2.61d 

7233-36 1.52±0.10abcd 2.72±0.30c 1.14±0.10d 3.30±0.10bc 16.32±0.70cd 43.81±1.73cd 38.32±02.33d 

HM1990-2 1.41±0.21bcd 2.84±0.20bc 2.24±0.40b 4.42±0.43b 20.10±1.24c 53.382±3.84b 40.030±1.32cd 

HM1990-3 1.83±0.20ab 4.31±0.20a 1.83±0.10bc 2.32±0.13c 20.00±0.21c 48.83±2.40c 61.53±2.34ab 

  

  

  

  

 CaMV 35Sتحت كنترل پيشبر  cry1Abحامل ژن  T0تراريخته  زيست سنجي پرودنيا و ارزيابي مقاومت گياهان -1دول ج

Table 1- Bioassay of resistance of T0 sugar beet plants carrying a cry1Ab gene under the control of CaMV 35S promoter against Prodenia. 

دار به  داراي اختلاف معني هايي كه حروف غيرمشترك دارند، در هر ستون ميانگين). Days after infestation( روزهاي پس از آلودگي با آفت †به عنوان شاهد،  گياهان غيرترايخته

  .هستند% 1روش دانكن در سطح احتمال 
Non-transgenic parental genotype were used as control. 
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  (%)مرگ و مير   (%)خسارت برگ   (mg)وزن لاروهاي زنده   تعداد لارو مرده لاين

Line No. of dead larvae Weight of live larvae %Leaf damage %Mortality 

  3DAI† 7DAI 3DAI 7DAI 3DAI 7DAI 7DAI 

7233* 0±0.00c 0.16±0.06d 3.07±0.20b 11.12±0.38a 28.66±1.51b 97.43±5.32a 4.16±1.50e 

HM1990* 0±0.00c 0.16±0.10d 3.9±0.54a 13.05±0.86a 47.49±0.83a 100±00.00a 8.39±1.30e 

7233-2 1.65±0.05a 4.39±0.04a 0.26±0.07d 3.27±0.28d 5.58±0.74d 14.95±0.82f 67.64±2.13a 

7233-33 1.31±0.05a 2.83±0.02b 0.75±0.06dc 3.62±0.37dc 11.21±0.65c 47.57±0.83 40.53±2.38bc 

7233-43 1.28±0.05a 4.10±0.04a 0.79±0.06dc 4.12±0.43dc 9.92±0.98c 46.87±1.07e 57.14±2.00bc 

7233-46 0.98±0.05ab 2.20±0.03b 1.42±0.05c 6.50±0.29b 11.21±0.65c 62.51±0.61d 40.61±2.40bc 

7233-50 1.01±0.02ab 1.57±0.05c 0.55±0.06d 5.55±0.31bc 6.19±0.86d 80.11±1.47c 22.61±2.34d 

HM1990-1 0.76±0.04ab 1.82±0.02c 0.78±0.08dc 5.17±0.28bcd 12.44±0.89c 77.54±1.00c 31.12±0.84dc 

HM1990-6 0.46±0.16bc 2.86±0.03b 0.81±0.05dc 3.12±0.43d 11.80±1.04c 42.49±0.84e 53.20±2.00b 

  

  

  

  

  

  

  

  (%)مرگ و مير   (%)خسارت برگ   (mg)وزن لاروهاي زنده   تعداد لارو مرده لاين

Line No. of dead larvae Weight of live larvae %Leaf damage %Mortality 

  3DAI† 7DAI 3DAI 7DAI 3DAI 7DAI 7DAI 

7233* 0±0.00d 0.16±0.06c 3.07±0.20a 11.12±0.38a 28.66±1.51b 97.43±5.32a 4.16±1.50c 

HM1990* 0±0.00d 0.16±0.10c 3.9±0.54a 13.05±0.86a 47.49±0.83a 100±0a 8.39±1.30c 

7233-8-29 1.41±0.01a 2.80±0.03a 0.38±0.04b 3.5±0.20b 3.23±0.39d 23.71±0.86e 43.89±1.6a 

7233-8-42 1.11±0.04b 2.61±0.02a 0.60±0.14b 3.15±0.43b 11.20±0.45c 32.49±0.62de 39.47±1.74a 

7233-8-45 0.9±0.03bc 1.81±0.03b 0.45±0.09b 4.37±0.24b 9.33±0.63c 50±0.58c 30.31±1.17b 

7233-12-12 0.7±0.02c 0.74±0.02a 0.92±0.09b 3.75±0.48b 5.57±0.74d 42.44±0.85dc 45.95±0.67a 

  

  

  

 PEPC تحت كنترل پيشبر cry1Abحامل ژن  T0تراريخته  زيست سنجي پرودنيا و ارزيابي مقاومت گياهان -2جدول 

 F1و ارزيابي مقاومت گياهان تراريخته نسل  زيست سنجي پرودنيا -3 جدول

Table 2- Bioassay of resistance of sugar beet to plantal containing a cry1Ab under the control of PEPC promoter against Prodenia. 

دار به  ف معنيداراي اختلا هايي كه حروف غيرمشترك دارند، در هر ستون ميانگين). Days after infestation( روزهاي پس از آلودگي با آفت †گياهان غيرترايخته به عنوان شاهد، 

 .Non-transgenic parental genotype were used as control  .هستند% 1روش دانكن در سطح احتمال 

Table 3- Insect bioassay of F1 transgenic sugar beet plants against Prodenia. 

دار به  داراي اختلاف معني هايي كه حروف غيرمشترك دارند، در هر ستون ميانگين). Days after infestation( روزهاي پس از آلودگي با آفت †گياهان غيرترايخته به عنوان شاهد، 

  .هستند% 1روش دانكن در سطح احتمال 
Non-transgenic parental genotype were used as control. 
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  (%)خسارت برگ كاهش   (mg)وزن لاروي كاهش  (%)مرگ و مير لاروي  لاين

Line Larvae Death Decrease in larvae Weight %Decrease in Leaf Damage 

  3DAI† 6DAI 3DAI 6DAI 3DAI 6DAI 

S18-1 5.00±2.88c 35.00±4.78abc 0.09±0.02i 10.96±0.05i 31.15±1.42ef 48.37± 1.85ghi 

S18-12 22.50±2.50a 45.00±4.78a 0.68±0.03gh 11.67±0.06ef 36.90±1.07cd 49.99±0.94fghi 

S18-15 17.50±2.50ab 30.00±2.50ab 0.82±0.06efg 11.73±0.08de 33.83±1.17de 41.91±1.19j 

S32-2 7.50±4.78bc 35.00±6.29ab 0.98±0.06def 11.28±0.09gh 38.70±0.70bc 47.89±1.12hi 

S35-3 17.50±4.78ab 35.00±2.50abc 1.42±0.23ab 12.17±0.06b 40.92±0.48b 58.64±1. 26bcd 

S36-13 12.50±2.50abc 37.50±4.08abc 0.96±0.06def 11.39±0.10g 30.30±0.90ef 48.45±1.38ghi 

S37-3 15.00±2.88abc 37.50±7.07abc 1.44±0.07a 12.52±0.03a 45.50±0.09a 63.05±2.50abc 

S37-4 15.00±2.88abc 40.00±2.50ab 0.93±0.04ef 11.76±0.04de 41.09±0.81b 58.26±1.50cd 

S37-5 15.00±2.88abc 25.00±4.78bcd 0.58±0.09h 11.70±0.10e 36.68±1.06cd 51.69±1.15efgh 

S38-3 15.00±2.88abc 32.50±2.88abc 0.77±0.02fgh 11.16±0.03h 28.15±1.29fg 51.40±2.30efgh 

S38-4 10.00±0.00bc 30.00±4.78abcd 1.02±0.03de 11.28±0.05gh 27.50±1.34fg 45.00±1.54ij  

H2-3 10.00±2.50bc 25.00±4.08bcd 1.18±0.09bcd 11.87±0.08de 19.80±0.69ij  55.24±1.42def 

H2-13 15.00±4.78abc 22.50±4.78cd 0.91±0.04ef 11.53±0.16ef 19.22±1.68j 53.88±1.74defg 

H2-28 10.00±2.50bc 27.50±4.78bcd 1.38±0.05ab 11.94±0.04cd 25.76±1.17gh 56.73±1.15de 

H2-33 22.50±2.88a 35.00±4.08abc 1.33±0.08ab 11.76±0.06de 24.61±1.06gh 65.73±1.17de 

H2-39 17.50±4.08ab 37.50±4.78abc 1.45±0.04a 12.11±0.04bc 39.88±1.01bc 65.16±1.43a 

H2-40 10.00±2.50bc 37.50±2.50abc 0.96±0.03def 11.78±0.04de 23.13±1.62hi 54.27±1.25def 

H3-2 10.00±2.50bc 17.50±2.50d 1.04±0.01cde 11.85±0.04de 14.65±1.04k 47.19±2.52hi 

H6-3 15.00±4.78abc 40.00±6.45ab 1.36±0.02ab 12.09±0.03bc 41.99±1.69b 62.36±2.33abc 

H6-4 10.00±2.50bc 30.00±2.88abcd 1.26±0.03abc 11.84±0.05de 19.69±1.86ij  63.86±2.34ab 

H6-8 05.62±1.87c 32.50±4.78abc 0.96±0.02def 11.48±0.04fg 18.50±1.38j 50.338±2.23fghi 

  

  

  

  .دادند

نتايج زيست سنجي آفت پرودنيا در گياهان چغندرقند تراريخته 

روي ميزان مرگ و ) 4جدول (ها  رسينتايج حاصل از بر :T1نسل 

لاين چغندرقنـد تراريختـه    21مير لاروها نشان داد كه بين كارايي 

در ايجاد مرگ و مير روي لاروهاي پرودنيا، كـاهش وزن لاروي و  

كاهش خسـارت بـرگ در سـطح احتمـال پـنج درصـد اخـتلاف        

هاي تراريخته برتـر   نتايج نشان داد كه لاين. داري وجود دارد معني

  در كنار ايجاد مرگ ومير در جمعيت آفت، بر روي افراد باقيمانـده  

 T1نسل  Btزيست سنجي پرودنيا و ارزيابي مقاومت گياهان چغندرقند تراريخته  -4جدول 

Table 4- Insect bioassay of T1 transgenic sugar beet plants against Prodenia. 

دار به  داراي اختلاف معني هايي كه حروف غيرمشترك دارند، در هر ستون ميانگين). Days after infestation( روزهاي پس از آلودگي با آفت †گياهان غيرترايخته به عنوان شاهد، 

  .هستند% 1روش دانكن در سطح احتمال 
Non-transgenic parental genotype were used as control. 
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  (%)كاهش خسارت برگ   (mg)كاهش وزن لاروي  (%)مرگ و مير لاروي  لاين

Line Larvae Death Decrease in larvae Weight % Decrease in Leaf Damage 

  3DAI† 6DAI 3DAI 6DAI 3DAI 6DAI 

H2-3 20.00±2.50ab 42.50±2.50a 1.54±0.02ab 11.46±0.02a 34.65±1.29b 63.06±1.17a 

H2-8 12.50±2.50bcd 22.50±4.78cd 1.33±0.04de 11.16±0.03de 25.51±1.13g 53.03±1.16g 

H2-13 25.00±2.50a 40.00±2.50a 1.61±0.05a 11.39±0.02ab 36.58±1.15a 62.96±1.11a 

H2-27 10.00±0.00e 30.00±2.50abc 1.47±0.04bc 11.31±0.03bc 29.58±1.09d 57.13±1.10d 

H6-5 5.00±2.88de 20.00±2.88d 1.20±0.03fg 11.04±0.03ef 24.67±1.30h 61.26±1.21b 

H6-7 7.50±2.50cde 25.00±2.50bcd 1.12±0.02g 11.05±0.05ef 27.42±1.04f 55.87±1.15f 

H6-8 12.50±2.88bcd 35.00±2.50ab 1.42±0.06bcd 11.20±0.03cd 33.36±1.07c 60.07±1.30c 

H6-9 10.00±2.50cd 27.50±2.88bcd 1.29±0.01ef 10.99±0.03f 27.61±1.17f 56.12±1.05e 

H6-12 15.00±4.78bc 30.00±2.50abc 1.35±0.02cde 11.11±0.05def 23.98±1.15i 50.91±1.14h 

  

  

  

ر وزن دا بيـوزي داشـته و منجـر بـه كـاهش معنـي       آنتي هاينيز اثر

  .ودش لاروها و اختلالات زيستي در آنها مي

نتايج زيست سـنجي آفـت كارادرينـا در گياهـان چغندرقنـد      

 )5جـدول  (از زيسـت سـنجي    حاصـل  نتايج: T1تراريخته نسل 

 H2-3, H2-13  لاين هاي آزمون، سه نتايج اساس نشان داد كه بر

لاروي  وزن درصـد، كـاهش   20-43ميـرلاروي  و مرگ به توجه با

 درصـد در  51-63برگ  خسارت كاهش گرم و ميلي 9/10-5/11

 آفـت  كنترل در تراريخته هاي لاين مؤثرترين عنوان به ششم، روز

  .كارادرينا هستند برگخوار

نتايج زيست سـنجي آفـت آگـروتيس در گياهـان چغندرقنـد      

در ) 6جـدول  (نتـايج حاصـل از بررسـي هـا     : T1تراريخته نسل 

دوم روي  آزمايشو مير لاروها، در آزمايش اول روي ميزان مرگ 

ميزان كاهش وزن لاروها و در آزمايش سـوم روي كـاهش ميـزان    

لايــن  16خســارت ناشــي از تغذيــه لاروهــا نشــان داد كــه بــين  

چغندرقند تراريخته از نظر اين صفات اختلاف معني دار مشـاهده  

كمترين ميزان خسارت در برگ هاي مورد بررسي به ترتيـب  . شد

به عبارت بهتـر در روي  . ديده شد S18-15 ،S36-13اي ه در لاين

  .ها بود اين لاين ها ميزان تغذيه لاروها كمتر از ساير لاين

 مـورد  آفـت  سـه  هـر  مورد در ها ارزيابي از حاصل نتايج واقع در

 برگخـوار  و زمسـتاني  پـره  مصـري، شـب   برگخوار كرم( بررسي

 تراريختـه  غيـر  و تراريختـه  هـاي  لاين بين كه داد نشان )كارادرينا

 آمـاري  نظـر  نقطـه  از ارزيـابي  مورد فاكتورهاي در مورد )شاهد(

  .دارد وجود دار  معني تفاوت

  

 بحث
بـرگ جوانـه كشـت بافـت      كهنشان داد  زشنتايج حاصل از تراري

چغندرقنـد بـوده و داراي    زشترين جداكشت بـراي تراري ـ  مناسب

سترس و هايي چون سادگي تهيه جداكشت، يك منبع قابل د مزيت

دائمي با قابليت باززايي بالا براي تهيه جداكشـت هـدف، كـاهش    

هـاي تراريختـه بـه دليـل بـاززايي       زمان لازم براي باززايي جوانـه 

مستقيم و به حداقل رسيدن تنوع سوماكلوني به دليل نداشـتن فـاز   

 مورد استفاده در اين  زشبه طور كلي سيستم تراري. كالوس است

 T1نسل  Btزيست سنجي كارادرينا و ارزيابي مقاومت گياهان چغندرقند تراريخته  -5جدول 

Table 5- Insect bioassay of T1 transgenic sugar beet plants against Caradrina. 

دار به  داراي اختلاف معني هايي كه حروف غيرمشترك دارند، در هر ستون ميانگين). Days after infestation( روزهاي پس از آلودگي با آفت †گياهان غيرترايخته به عنوان شاهد، 

  .هستند% 1ح احتمال روش دانكن در سط
Non-transgenic parental genotype were used as control. 
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  (%)خسارت برگ   (mg)وزن لاروهاي زنده  (%)لاروي  مرگ و مير لاين

Line No. of dead larvae Weight of live larvae %Leaf damage 

  3DAI† 6DAI 3DAI 6DAI 3DAI 6DAI 

S18-1 2.50±2.50ns 12.50±2.50abc 0.21±0.06g 10.01±0.03f 31.79±1.96i 47.56±1.40f 

S18-8 2.50±2.50ns 5.00±2.88bc 0.88±0.08f 10.10±0.08ef 33.53±1.42g 51.51±1.55c 

S18-15 2.50±2.50ns 10.00±0.00abc 1.41±0.06abc 10.78±0.05a 38.95±1.13a 53.65±1.38a 

S32-2 5.00±2.88ns 7.50±2.50bc 1.20±0.03de 10.48±0.04bc 37.00±1.57bc 51.92±2.25bc 

S35-3 2.50±2.50ns 12.50±4.78abc 1.50±0.07ab 10.60±0.07ab 37.29±1.45b 52.78±1.18ab 

S36-13 7.50±2.50ns 20.00±4.08a 1.57±0.08a 10.76±0.03a 39.30±2.18a 53.64±2.10a 

S37-2 5.00±2.88ns 10.00±4.08abc 1.24±0.02cde 10.36±0.05cd 34.42±1.56f 51.06±1.57cd 

H2-2 2.50±2.50ns 2.50±2.50c 1.34±0.01bcde 9.96±0.05f 33.29±1.53gh 45.75±1.47g 

H2-5 2.50±2.50ns 15.00±2.88ab 1.45±0.06abc 10.67±0.03ab 37.11±1.64bc 51.98±2.10bc 

H2-6 7.50±2.50ns 10.00±4.08abc 1.28±0.07cde 9.99±0.07f 36.20±1.21d 46.45±1.38fg 

H2-7 2.50±2.50ns 5.00±2.88bc 1.15±0.02e 10.14±0.06ef 32.83±2.31h 49.76±1.16e 

H3-2 2.50±2.50ns 7.50±2.50bc 1.44±0.06abc 10.11±0.04ef 31.60±1.83i 45.29±2.21g 

H3-4 2.50±2.50ns 10.00±4.08abc 1.38±0.03abcd 10.01±0.09f 35.27±1.42e 50.17±2.32de 

H6-3 2.50±2.50ns 7.50±2.50bc 1.15±0.03e 10.25±0.05de 36.25±1.40d 51.29±1.72cd 

H6-4 5.00±2.88ns 7.50±2.50bc 0.93±0.03f 10.21±0.05de 31.76±1.51i 46.29±1.64g 

H6-10 2.50±2.50ns 10.00±4.08abc 1.44±0.03abc 10.13±0.05ef 36.64±1.87cd 49.27±1.20e 

  

  

  

هيسـانو و همكـاران    پژوهش كـه برگرفتـه از دو روش تراريـزش   

 ,.Hisano et al(بــود ) 2005(و نــوروزي و همكــاران ) 2004(

2004; Norouzi et al., 2005(  يك روش تكرارپذير و با كـارايي ،

  .بالا براي توليد گياهان چغندرقند تراريخته در مقياس وسيع است

بسـيار محـدودي    هاي پژوهشبر اساس منابع علمي قابل دسترس 

مبني بر ايجاد چغندرقند مقاوم به حشرات آفـت بـه خصـوص بـا     

وجـود دارد و فقـط يـك گـزارش توسـط       Btهـاي   استفاده از ژن

 Kimoto and( ، ارائـه شـده اسـت   )2002(كيموتـو و شـيماموتو   

Shimamoto, 2002 ( و چغندرقندBt تجاري در دنيا وجود ندارد .

اين تحقيق موفق به توليد گياهان چغندرقند تراريختـه حـاوي ژن   

cry1Ab   تحت كنترل دو پيشبر مختلـفCaMV 35S  وPEPC  و

بـه طـور   . چغندرقند شد HM1990و  7233وع ژنوتيپ از هر دو ن

هاي تراريخته حاصل در مقايسه با گياهان كنترل در برابر  كلي لاين

% 100آفت پرودنيا مقاومت مناسبي نشان دادند، اگر چـه مقاومـت   

در اين گياهان مشاهده نشد كه ممكن است به دليل سطح ناكـافي  

سـيت پـايين آفـت    و همچنـين حسا  توليد شده Cry1Abپروتئين 

هـاي   همچنـين بـين لايـن   . مذكور نسبت بـه ايـن توكسـين باشـد    

تراريخته تحت كنترل هر دو پيشبر تنوع و تفاوت در درصد مرگ 

 T1نسل  Btزيست سنجي آگروتيس و ارزيابي مقاومت گياهان چغندرقند تراريخته  -6جدول 

Table 6- Insect bioassay of T1 transgenic sugar beet plants against Agrotis. 

دار به روش  داراي اختلاف معني هايي كه حروف غيرمشترك دارند، نگيندر هر ستون ميا). Days after infestation( روزهاي پس از آلودگي با آفت †گياهان غيرترايخته به عنوان شاهد، 

 .Non-transgenic parental genotype were used as control  .هستند% 1دانكن در سطح احتمال 
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توانـد ناشـي از    و مير آفت و خسارت برگ مشاهده شـد كـه مـي   

ژنتيك مانند  اپي هايدر نتيجه اثر Btبيان توكسين تفاوت در سطح 

ي در محـل تلفيـق و يـا متيلـه شـدن      موضـع  هايتعداد نسخه، اثر

زيست سنجي و تا حـدودي بـه دليـل     هاي تراژن، شرايط آزمايش

. باشـد ) Fujimoto et al. 1998(بـين لاروهـا   تفاوت فيزيولوژيك 

 Cry1C، گـزارش كردنـد كـه پـروتئين     )1996(رجوو و همكاران 

در ) Regev et al. 1996( اسـت قادر به كنترل آفت جنس پرودنيـا  

، گـزارش كردنـد كـه    )2005و  2002(داتون و همكـاران   كه حالي

نـامطلوبي   ايه ـآفت پرودنيا را كنترل كرده و اثر Cry1Abپروتئين 

 .Dutton et al. 2002; Dutton et al(بـر روي ايـن آفـت دارد    

كوزييـل و  . ، همانطور كه در اين تحقيق نيـز گـزارش شـد   )2005

وار ذرت توسـط  خ ـ  ، كنترل كامل آفت كرم سـاقه )1993(همكاران 

تحت كنترل پيشبر  cry1Abتعدادي از گياهان تراريخته حاوي ژن 

PEPC     در تركيب با پيشبر اختصاصي دانه گـرده گـزارش كردنـد

، )1998(و داتـا و همكـاران   ) 1997(ياضي و همكـاران   ه قر). 28(

خوار زرد و حسنين و همكـاران   در برابر كرم ساقه%  100مقاومت 

خـوار زرد و مقاومـت    نسبت به كرم سـاقه % 17، مقاومت )2002(

خـوار بـرنج در گياهـان بـرنج تراريختـه       نسبت به كرم برگ%  53

 كردنـد را گـزارش   PEPCتحت كنترل پيشـبر   cry1Abحاوي ژن 

)Husnain et al. 2002; Dutton et al. 1998; Ghareyazie et al. 

، تاثير كشـنده بـرنج تراريختـه    )2001(و همكاران  نيا علي). 1997

را  PEPCتحت كنترل پيشبر  cry1Abطارم مولايي در بردارنده ژن 

 .Alinia et al(اي برنج نشان دادنـد   بر روي چهار نوع آفت پروانه

، نيـز نتيجـه گرفتنـد كـه گياهـان      )2003(براقا و همكاران ). 2001

 PEPCنتـرل پيشـبر   تحـت ك  cry1Abنيشكر تراريخته حـاوي ژن  

خـوار   در برابر آفت سـاقه  pithمقاومت بهتري در مقايسه با پيشبر 

با توجـه بـه نتـايج حاصـل از     ). Braga et al. 2003(نيشكر دارند 

توان نتيجه گرفت كـه اگـر چـه     ، ميپژوهشزيست سنجي در اين 

 PEPCدامنه مقاومـت در گياهـان تراريختـه تحـت كنتـرل پيشـبر       

ن گياهـان تقريبـا سـطح مقاومـت مشـابهي بـا       متنوع است ولي اي

در . نشـان دادنـد   CaMV35Sگياهان تراريخته تحت كنترل پيشبر 

 در شـده  حادث مير و مرگ ميزان. T1زيست سنجي گياهان نسل 

 بـود  بخش حدودي رضايت تا كارادرينا و پرودنيا آفات لاروهاي

 ليـل د تـوان  مي كه افتاد اتفاق كمتري مير و مرگ اگروتيس در اما

 ـ حساسـيت  علـت تفـاوت   بـه  سو يك از آنرا  مقابـل  در هـا  هگون

 تفاوت دليل به ديگر سوي از و باكتري توسط شده ايجاد توكسين

 توكسـين  مقـدار  بـه  نيـاز  و مختلـف  هاي گونه در لاروها در جثه

. تـر دانسـت   جثه درشت با لاروهاي روي همسان تاثير براي بيشتر

 ديگر گونه دو س كه نسبت بهگونه آگروتي در دليل همين به شايد

 خاصـيت . شـد  ديده كمتري تاثير تردارد  درشت درشت لاروهاي

 عنـوان  به كه است Btباكتري  مثبت اثرهاي از يكي اي تغذيه ضد

 .شـود  مـي  بررسي نيز بيولوزيك مبارزه در مفيد هاي جنبه از يكي

تراريختـه   بـرگ  از شـده  تغذيه لاروهاي بين در العمل عكس اين

 تـوان ايـن   مـي  واقـع در . بـود  مشـهود  نيز )اگروتيس در هويژ به(

 ايجاد با كه آورد شمار به بيوزي آنتي مقاومت نوع يك را موضوع

اين موضـوع از نظـر    .شود موجب مي آفت فيزيولوژي در اختلال

زيرا نه تنها تغذيه شـديدي  . استعلم مديريت آفات حائز اهميت 

وهـاي آفـت بـه دليـل     بلكه در چنـين شـرايطي، لار   شد انجام نمي

 افــزايش طــول دوره زيســتي، مــدت زمــان بيشــتري در معــرض 

لاروهـايي كـه در اثـر     .گيرنـد  پرداتورها و پارازيتوئيدها قـرار مـي  

انجام شـده زنـده ماندنـد،     هاي از گياه تراريخته در آزمايش تغذيه

لاروهـاي باقيمانـده    طول دوره لاروي در آنها افزايش يافته و وزن

 ايـن موضـوع توسـط   . به شدت كـاهش نشـان داد   نسبت به شاهد

 Bt دزهاي زيركشـنده  هايقالب اثردر   ،)2001(باجوا و همكاران 

شامل كاهش تغذيه، كاهش طـول عمـر لاروي و بـالغين، كـاهش     

كــاهش وزن لارو و حشــرات بــالغ ذكــر شــده اســت   بــاروري و

)Bajuwa and Kogan, 2001 .(در مانده زنده لاروهاي از اي عده 

 ايـن  بـه  رفـتن  توانـايي  شـفيره،  به لارو انتقال مرحله در ايشآزم

پاهاي  و كم را خود بدن طول لارو كه حالي در و نداشته را مرحله

 ولـي  بـود  شـفيرگي  مرحلـه  بـه  رفـتن  آماده و كرده جمع را خود

 در اسـاس  بگـذارد، بـراين   سـر  پشت را مرحله اين توانست نمي

هاي متفـاوت از   ول زمانلاروهائي كه در ط. مرد مي وضعيت همين

 گياه تراريخته تغذيه كرده ولـي در پايـان آزمـون زنـده بودنـد بـا      

گذشت زمان نسبت به لاروهاي شاهد از نظـر رشـد دچـار عقـب     

لاروهاي شاهد به سن سوم  افتادگي شده بودند به طوري كه وقتي

نتـايج   .رسيدند لاروهاي تيمار در سـن دوم توقـف كـرده بودنـد    

ر قالب بررسـي كـاهش وزن لاروهـاي تغذيـه     حاضر كه د پژهش

هـاي تراريختـه، كـاهش تغذيـه و در نتيجـه كـاهش        كننده از لاين
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هـاي بـاجوا    خسارت ايجاد شده در گياهان تراريخته بود طبق يافته

 ,Bajuwa and Kogan( ، قابـل توجيـه اسـت   )2001(و همكاران 

هـاي تراريختـه حاصـل در مقايسـه بـا       به طور كلي لايـن ). 2001

نـامطلوب در   در برابر آفت مذكور با ايجـاد اثرهـاي  گياهان شاهد 

روند رشد و نمو و بازدارنـدگي از تغذيـه آفـت، مقاومـت نسـبتا      

  .خوبي نشان دادند

ريشـه آن مـورد    بيشـتر اگرچه چغندرقند يك گياه صنعتي بـوده و  

گيرد و استفاده مستقيم خيلي كمي دارد با اين حال  استفاده قرار مي

هاي عمـومي مبنـي بـر اسـتفاده از چغندرقنـد       ش نگرانيبراي كاه

تراريخته و همچنين به عنوان يك استراتژي مديريت مقاومـت بـه   

براي ) اختصاصي بافت سبز( PEPCاز پيشبر  پژوهشآفت در اين 

ايـن اولـين   . محدود كردن بيان ژن انتقالي بـه بـرگ اسـتفاده شـد    

 C4ير فتوسـنتزي  گزارش در مورد استفاده از پيشبر درگير در مس ـ

به طور كلي گياهـان تراريختـه حاصـل هـيچ      .در چغندرقند است

مورفولوژيك نشان ندادند و روند رشدي كاملا  عاديمشخصه غير

مشابهي با گياهان غيرتراريخته مربوط به خود داشتند با اين حـال،  

 بايـد آنها با گياهان غيرتراريختـه   اين همانيخصوصيات زراعي و 

 T1نتايج زيست سنجي گياهان . بعدي قرار گيرد هاي مورد بررسي

اي مهم مزارع چغندرقند مقاومت نسبتا خـوبي را   با سه آفت پروانه

نتـايج حاصـل از   . كرددر تعدادي از گياهان تراريخته حاصل تاييد 

ها در مورد هر سه آفت مـورد بررسـي نشـان داد كـه بـين       ارزيابي

مـورد فاكتورهـاي    در) شاهد(لاين هاي تراريخته و غير تراريخته 

بـا   .دار وجـود دارد  مورد ارزيابي از نقطه نظر آماري تفاوت معنـي 

محدود انجـام يافتـه در مـورد مقاومـت بـه       هاي پژوهشتوجه به 

بيشـتري در   هـاي  پژوهشحشرات آفت در چغندرقند، لازم است 

مختلف  هاي چغندرقند مقاوم به آفات با استفاده از ژن  مورد ايجاد

Bt هاي رمز كننده مقاومت انجام گيـرد  در تركيب با ديگر ژن و يا .

هـاي تراريختـه    هاي ارزيابي كـارآيي لايـن   شود آزمايش توصيه مي

ــه  ــد  چغندرقنــد روي ســاير آفــات پروان در مراحــل (اي چغندرقن

و در صـورت امكـان تحـت شـرايط     ) هـاي بعـد   مختلف و نسـل 

هـاي ايـن    افتـه بـر اسـاس ي   .اي نيز انجام گيرد اي و مزرعه گلخانه

هاي تراريخته مورد بررسي را به عنوان  پژوهش احتمالا بتوان لاين

يكي از ابزارهاي قابل اسـتفاده در برنامـه مـديريت تلفيقـي آفـات      

)IPM (  هـاي غيـر    چغندر قند معرفي كرد كه در كنـار سـاير روش

محصـولات عـاري از سـموم شـيميايي مـؤثر        در توليد  شيميايي

 .باشد

  

  تشكر 

دانند از همكاري و مساعدت مسئولين محتـرم   يسندگان لازم مينو

موسسـه تحقيقـات اصــلاح و تهيـه بــذر چغندرقنـد، پژوهشــكده     

بيوتكنولوژي كشاورزي و موسسه تحقيقات گيـاه پزشـكي كشـور    

جهت تامين امكانات لازم در مراحل مختلف اجراي اين پـژوهش  

 . كنندتشكر و قدرداني 
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otato leaf roll virus is an important virus that causes economic loss in the yield and quality of 

potato tubers. One of the primary methods of managing infection in potato crops is using certified 

virus-free tuber as ‘seed’ for planting. Early and efficient detection of virus is essential for 

production of PLRV-infection free tubers. There are several techniques to detect the virus including 

serological test and molecular methods. LAMP is a new method to identify pathogens that is used in this 

study for detection of potato leaf roll virus. Potato plants with symptoms similar to PLRV were collected 

from Zanjan province and were subjected to a serological test. Total RNA was extracted and RT-LAMP 

reactions were carried out. Different methods were used to confirm performance of this reaction. Positive 

reaction was confirmed based on the resulting turbidity and loading product on agarose gel and using 

SYBR and ethidium bromide florescence dyes. The advantages of this new method include the speed (75 

min), ease and safety of the method compared to other methods. 
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n order to search for signaling factors altering the expression of barley metallothionein promoter, the 

mutant screening technique was used. The promoter region of metallothionein in barley (cv. Hordea) 

was used to drive the gus gene and it was transferred to Arabidopsis thaliana. The M0 seeds was 

mutagenized using four doses (10, 20, 30, 40 Grays) of fast Neutron radiation. The chemical compound of 

3-Amino-1,2,4-Triazole (3-AT) at 20 mM was chosen as the best activator using CRD statistical design. 

Inheritance of GUS activity was evaluated using histochemical GUS assay. 48 hours after spraying by 20 

mM 3-AT the inhibition model of 3:1 GUS expression: non expression was tested. 20 potential mutant 

lines were selected by carrying out several screening steps. In each stage 30 seedlings of 1500 M2 lines 

were checked by GUS staining. The arrangement of promising lines included 3, 5, 9 and 3 which were 

referred to 10, 20, 30 and 40 Gray of fast Neutron treatments respectively. These lines were analyzed using 

fluorometric β-glucuronidase technique and were selected as potential mutants in genetic pathways of 

metallothionein promoter activity for further studies. 
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hitin, poly-β-1,4-N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc), is the second most abundant organic 

polymer in nature after cellulose and it is the main part of insects cuticle and crustaceans that 

includes in cell walls of most fungi and some algae and nematodes. One of the enzymes that are 

responsible for disintegration of chitin is Chitinase. Bacteria produce Chitinase for digesting chitin, 

principally as a source of carbon and energy. With the objective of achieving the maximum production of 

Chitinase in an Iranian thermophile strain of Cohnella sp. A01, five different media were examined. We 

partially purified this enzyme from a native strain. Bacteria were transferred to a pre-culture media after an 

initial culture. After 24 hours, the bacteria were transferred to five different media containing colloidal 

chitin as the main component. Maximum enzyme production reached in a treatment that contained 

(NH4)2SO4 0.05% and Agar 0.1%. We performed Chitinase assay using the DNS (dinitrosalicylic acid) and 

precipitated proteins by Ammonium sulfate. After precipitation of proteins with Ammonium sulfate, 

enzyme activity was increased. Completely Randomized Design was used and statistical analysis was 

performed using SAS software. Anti-fungal effect of Chitinase partially purified in this study was tested 

on five plant fungal pathogens and was confirmed in four cases. 
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exican lime is one of the most important and economic fruit crops in the southern regions of 

Iran. This crop is susceptible to Citrus Tristeza Virus (CTV) and Witches Broom Disease of 

Lime (WBDL). Therefore, optimization of regeneration and transformation system for this 

plant is necessary for its improvement. In this project, the effect of different factors such as internode and 

epicotyl explants; two different regeneration media containing different concentrations of BAP and NAA, 

different Agrobacterium strains: “LBA4404” and “EHA105”, each harboring a binary vector pBI were 

studied in a factorial experiment. The results showed that the etiolated epicotyl was the best explants for 

regeneration and callus production. There was no significant difference between two regeneration media. 

Furthermore, EHA105 was the best Agrobacterium strain for this purpose. Polymerase Chain Reaction 

(PCR) using gus-specific primers has been carried out on DNA extracted from all regenerated plants. 

Twenty-one shoots were carrying this gene but only 8 shoots out of these 21 showed the expression of this 

gene. Furthermore, the lack of Agrobacterium-related infections has been confirmed using virG-specific 

markers. 
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n order to produce a marker-free transgenic rice with improved tolerance to salinity and drought 

stresses, expression vectors pABRII-Chl and pABRII-Cyt containing "choline oxidase" gene  (with 

or without leader sequence respectively) were constructed from pChl and pCyt and pTRA132 for 

co-transformation. The pChl and pCyt vectors were digested with HindIII-BamH and BamHI-

EcoRI enzymes. Then the resulting sequences were ligated and inserted into expression vector pTRA132, 

in which the HindIII- EcoRI fragment (hph gene) had been deleted. The constructs pABRII-Chl or 

pABRII-Cyt and pTRA132 (containing hph gene) were introduced into embryogenic calli derived from the 

mature seeds of a rice cv. Hashemi by biolistic transformation method. Then putative transformants were 

screened after 3 rounds of selection on N6 medium containing increasing concentrations of Hygromycin B 

from 60 to 80 mg/L. Finally, Hygromycin resistant calli were regenerated on MS medium supplemented 

with 50 mg/L Hygromycin B. Putative transgenic rice plants were analyzed by polymerase chain reaction 

PCR. Then, four of the transgenic plants were analyzed using Southern blotting. Each transgenic plant 

received one copy number of both choline oxidase and hph genes. Expression of the transgene was 

confirmed by reverse transcription PCR. The high frequency of transformation rate in this study showed 

that co-transformation method is a reliable method for stable transformation with the goal to make marker-

free transgenic plants in subsequent steps. 
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ne of the main goals of modern biotechnology is the production of higher yielding quality 

varieties to help attaining food security. In spite of numerous benefits, genetically modified 

crop plants have raised concerns for some of the consumers. Although some of these concerns 

have no scientific basis, safety evaluations of transgenic plants could reduce them. One of the studies to 

this end is the metabolic analysis of transgenic plants.  Anions and cations (Na, K, Mg, acetat, chloride, 

nitrate, phosphate, sulfate, succinate and oxalate) of transgenic plants and their non transgenic counterparts 

were measured using Ion chromatography. After planting, sampling and extraction, Anions and cations of 

transgenic cotton (chitinase and Bt cotton) were measured. Significant differences in the amount of 

oxalate, sodium and ammonium in cry1Ab expressing cotton lines and oxalate and sodium in chitinase 

over expressing lines were observed. 
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lobal status of sugar beet transformation for enhanced biotic stress tolerance is reviewed. 

Biosafety concerns related to deliberate environmental release and commercialization of 

genetically modified (GM) sugar beet are discussed. Status of production of GM sugar beet in 

Iran is also reviewed. A case study of enhanced insect tolerance in sugar beet is presented. A cry1Ab gene 

under the control of two different PEPC and CaMV35 promoters was transferred to sugar beet using 

biolistic transformation method. Insect bioassays for T0, T1 and F1 generations against 3 different insect 

pests (Prodenia, Caradrina and Agrotis) were conducted. Results show significant enhanced tolerance 

among T0, T1 and F1 progenies against the tested insect pests in comparison to their non-transgenic 

counterpart. 
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