
 

 ژنتيک نوين

 9318 زمستان ،4، شماره چهاردهم دوره

 917 - 338صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 اگروباکتریوم
 پنبه 

 NaD1ژن 

Fusarium oxysporum 

Verticillium dahliae 

 
 

 چکيده

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 یقارچ های   یماریمقاومت به ب یجادا یبرا NaD1ینتقال ژن ضد قارچا

Verticillium dahlia  و Fusarium oxysporum  در پنبه(Gossypium 

hirsutum) 

Transgenic cotton expressing synthesized antifungal NaD1 gene 

confers enhanced resistance to fusarium wilt and verticillium wilt 
 

 

 1سعید ملک زاده شفارودی، 2، مسعود توحیدفر1*، سید حسن مرعشی1رسمیه حمید

دانشگاه ، دانشکده کشاورزی ،گروه بهنژادی و بیوتکنولوژی کشاورزی ، استاد، دانشیار،دکتریترتیب  به -1

 ، ایرانمشهد ،فردوسی

 های نوین  دانشگاه شهید بهشتی، دانشکده مهندسی فناوری ،دانشیار -2
 

Hamid R
1
, Marashi H

*1
, Tohidfar M

2
, Malekzadeh-shafaroudi S

1 

 

1. PhD, Professor, Associate Professor, Department of Biotechnology and Plant 

Breeding, Ferdowsi University of Mashhad, Iran 

2. Associate Professor, Science and biotechnology faculty, Shaid beheshti 
 

 marashi@um.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (22/11/79 :تاریخ پذیرش - 12/12/79: تاریخ دریافت) 

ترين گياهان اقتصادی است که ستون اصلی صنعت  يکی از مهم( .Gossypium hirsutum L)پنبه 

وسيله اصلاح   ت زراعت پنبه بهبا وجودی که بسياری از مشکلا. دهد مینساجی در جهان را تشکيل 

ای به کيفيت و های قارچی خسارات گسترده نباتات سنتی حل شده است، اما هنوز آفات و بيماری

های  ترين بيماری پژمردگی ورتيسليومی و فوزاريومی از مخرب .کنند کميت اين محصول وارد می

ضد  يتفعال ی، داراNicotiana alataاز ، NaD1ياهیمقاومت گ ينپروتئ. روند شايع پنبه به شمار می

 مهم پنبه، یاز جمله دو پاتوژن قارچ ایرشته های از قارچ يعیوس يفدر برابر ط یقو یقارچ

(Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum (Fov) )يسيليومیورت یو پژمردگ (Verticillium 

dahliae )ای تراريخته حامل ژن ه در اين پژوهش با استفاده از اگروباکتريوم پنبه. استNaD1 

در  NaD1دهد که ژن  نشان می RT-PCRو  PCRنتايح آناليز  .توليد شدند CaMV 35Sتحت پيشبر 

 NaD1ای که ژن  های تراريخته در مقايسه با گياهان شاهد پنبه. شود ژنوم پنبه درج شده و بيان می

های مقاوم به پژمردگی  پنبه. دادند مقاومت نشان Verticillium dahliaکنند، به پاتوژن  را بيان می

های اصلاحی توليد  توانند منابع خوبی برای برنامه ورتيسيليومی توليد شده در اين پژوهش می

تواند در کاهش خسارات ناشی از  توسعه چنين ارقامی می. ها باشند ارقام مقام به بيماری

 .های قارچی مفيد باشد بيماری
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غذا در  یدتول یتدر امن یجد یداتاز تهد یقارچ های یماریب

در  یاز عوامل اصل یکی و (Wilson et al. 2010) جهان هستند

 .(Fisher et al. 2012) باشند می یزراع یاهانکاهش محصول گ

شامل  عمدتاً یقارچ یها  در کنترل پاتوژن یسنت یها  روش

چون انتخاب ارقام مقاوم، تناوب  هم یولوژیککنترل ب یها  روش

 Lin)است  یمیاییکنترل ش یها  و روش یابقا یآور جمع ی،زراع

و ( Verticillium dahlia) یسیلیوزقارچی ورت ایه بیماری .(2011

ترین    از مهم( Fusarium oxysporum) یومیفوزار یپژمردگ

باشند که سالیانه خسارت زیادی وارد   های قارچی پنبه می   بیماری

کشت پنبه مشاهده  تحت یاراض یدر تمام یباکنند و تقر  می

ر تعداد درصدی د 99/4ها سبب کاهش  شوند، این بیماری یم

درصدی در عملکرد  72/2درصدی در وزن غوزه و  29/9غوزه، 

 ,Klosterman, Atallah et al. 2009, Geiser)شوند میبذر پنبه 

Aoki et al. 2013). V. dahliae  ک ی یسیلیوزورت یماریبعامل

را مورد هجوم قرار  یاهگ یآوند یستماست که س یپاتوژن خاکز

 222از  یشکه ب طوری دارد به یعیوس یزبانیو دامنه م دهد  یم

روش در کنترل  ینثرترؤم. دهد  یرا هدف قرار م یاهیگونه گ

 استفاده از ارقام متحمل است یسلیوزو ورت یومفوزار یهایماریب

(Yang et al. 2015) .یمیاییو ش یاصلاح نباتات سنت یها روش 

اند، اما   ثر واقع شدهؤم یقارچ یها از پاتوژن رییادر کنترل بس

مدرن  یدر کشاورز یقارچ های یماریاز ب یهنوز خسارت ناش

و  یطیعلت استفاده از ارقام حساس، عوامل نامساعد مح به

استفاده از  علاوه بر این. د استیاز یاربس یزراع غلط  یها روش

های   هها باعث آلودگی محیط زیست وافزایش هزین‌کش‌قارچ

 کاربرد اخیر .(Lay et al. 2003)شود میعملیات کشاورزی 

استفاده  یکردهرز رو یها  در کنترل آفات و علف هتراریخت یاهانگ

استفاده . آورده است یدرا پد یقارچ یهاپاتوژن بهمقاوم  یاهاناز گ

 یجادا یبرا های مقاومت یک با رویکرد انتقال ژنژنت یاز مهندس

 داشته است یمتنوع یجنتا یسیلیوزورت یماریارقام مقاوم به ب

(Juturu et al. 2015). مطالعات  ینا یمورد استفاده برا یها  نژ

ژن ضد  (Zhang et al. 2012) یدوپسیسآراب GbVe،NPR1شامل 

و ژن القا کننده پاسخ فوق  p35 (Wijayanto et al. 2009) آپوپتوز

ضد  یها از ژن یو بعض Hpa1Xoo (Choi et al. 2012)حساسیت 

 Esfahani et) گلوکوناز (Jach et al. 1995) یتینازشامل ک یقارچ

al. 2010) ،D4E1 (Attílio et al. 2013)، یپروتئاز یها بازدارنده 

(Charity et al. 2005)، ها  یونینت(Epple, Apel et al. 1997, 

Chan et al. 2005, Oard and Enright 2006) یها ینو پروتئ 

سطوح  .باشند می (Terras et al. 1995, Gao et al. 2000)مقاومت 

سرکوب کامل از  یا دامنه ،ترانسژن حاصل یاهانمقاومت در گ

 Noman)ترانسژن  یاهاندر تماس با عصاره گ یرشد عامل قارچ

et al. 2016)، یطدر شرا یماریمقاومت به ب یجزئ یشافزا تا 

بوده است پاتوژن  یفضع یهایهمقاومت به سو ی یا افزایشزراع

(Juturu et al. 2015). کنیدی رشد  یزانعنوان مثال م هبV. dahlia 

ترانسژن حاصل از  یاهگ ی در تماس با عصاره داری یطور معن به

 یطمقاومت در شرا یناما ا. است یافتهکاهش  D4E1ژن انتقال

روش در  ینثرترؤم. (Kamo et al. 2015)مشاهده نشد  ای مزرعه

 های ینانتقال پروتئ های قارچی، به پاتوژن مقاوم امارق یجادا

 یاندر م یا  طور گسترده مقاومت به های ینپروتئ .مقاومت است

 یانمختلف ب یها اند و در بافت پراکنده یاهانمختلف گ یها گونه

ها معمولا ینپروتئ ینا .(Lay and Anderson 2005)شوند یم

ها  هستند که به آن سولفیدی یچهار باند د یو دارا یایهکوچک، پا

 .Gaspar et al) دهد یم یا و حفاظت شده یار پایدارساختار بس

عدم حضور  یاتوان براساس حضور یرا م ها ینپروتئ ینا .(2014

 Lay)کرد  یبند در دو گروه دسته C-terminal (CTPP) پپتیدپرو

and Anderson 2005). مقاومت  ینپروتئNaD1 از  یکی

 ینتیبا منشا توتون ز یقارچ شناخته شده ضد های ینپروتئ

(Nicotiana alata) به گروه دوم  قمتعل ینپروتئ ینا. است

 22 یگنالس یتوال یکمقاومت است که متشکل از  های  ینپروتئ

بالغ مقاومت و  ینپروتئ ینواسیدیآم 49 یندم ینواسیدی،آم

 Hayes, Bleackley et)است  ینواسیدیمآهفت چهل و  CTPPیک

al. 2013) .یطدر مح ینپروتئ ینا in vitro و  یزن  مانع از جوانه

شود   ی میپاتوژن مهم کشاورز ینقارچ چند یها  رشد اسپور

(McKenna et al. 2004) .یخوردگ ینمقاومت چ های ینوتئپر 

به  ینچن و هم ،ندامتنوع یاربس یدارند اما به لحاظ توال یمشابه

 .Lay et al)ممکن است متنوع باشند  یزعمل ن یسملحاظ مکان

های مقاومت در سیستم دفاعی گیاهان بسیار  نقش پروتئین .(2003

محققین با استفاده از . (Kaur et al. 2011)است  شناخته شده

  مقدمه
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های فراوانی جهت های مختلف مهندسی ژنتیک تلاشتکنیک

 .Miao et al)اند های قارچی کرده ایجاد مقاومت به این بیماری

را  in vitroها تنها مقاومت در سطح با وجودی که این ژن. (2010

در  NaD1اند، ارقام ترانسژن حاصل از انتقال ژن  ایجاد کرده

ای نسبت به دو بیماری پژمردگی فوزاریومی و شرایط مزرعه

 .Gaspar et al)اند ورتیسیلیومی سطح مقاومت اقتصادی نشان داده

2014, Wang et al. 2016) .مطالعه حاضر ژن  درNaD1  تحت

پنبه  یارقام تجا به A. tumefaciensبا استفاده  35Sپروموتور 

تراریخته ارقام  مقاومت یزانژن و م ینا یانب ینچن منتقل شد، هم

 .قرار گرفت یمورد بررس In Vitroدر سطح حاصل 

 

ارقام تجاری پنبه : مواد گیاهی، ضد عفونی و جداسازی مریستم

 .تهیه شدندسسه تحقیقات پنبه کشور ؤماز  (ورامین وخورشید )

هر چند این ارقام از جمله ارقام پرمحصول کشور به شمار 

 .Yang et al)یماری ورتیسیلیوز حساس هستند روند اما به ب می

استفاده از  زدایی بذور باکرکمنظور ضدعفونی، ابتدا  به(.  2018

ثانیه  22به مدت و ( درصد 79)اسید سولفوریک غلیظ  شستشو با

دقیقه  42، سپس بذور با استفاده از آب شهری به مدت انجام شد

درصد بذور به  92پس از آن با استفاده از الکل . شویی شدند آب

در وایتکس  پس از آنو  ،مدت یک دقیقه شستشو داده شده

با  در انتها بذور .قرار داده شدنددقیقه  22به مدت و درصد22

و  ،خوبی آبکشی شدند بار به 2استفاده از آب دوبار تقطیر استریل 

 یشپس از آن در هر لوله آزما. شدند خشکبر روی کاغذ استریل 

سپس  ،بذر قرار داده شد 4-2 ،(2MS/1)ی زن جوانه یطمح یحاو

 یکیتار یطدر شرا و( درجه 22±2)ی ها در اتاق کشت با دمالوله

روزه  4-2های  جداسازی مریستم از گیاهچه. قرار داده شدند

در این روش  .صورت گرفت .Zapata et al (1999) روشمطابق 

های باریک ‌کمک سوزن های کوتیلدنی به‌پس از جداسازی برگ

و مریستم که بین این دو برگ است جداسازی  ،دو برگ اولیه جدا

تا زمان تلقیح بر روی محیط سازی شده های جدا‌مریستم. شد

( MS+ B5, 0.1 mg/L 6-BA, + 2.5 g/l phytage)پیش کشت 

 (.ساعت 4-2)قرار داده شدند 

 .Eهای  باکتریاز  یقتحق یندر ا: مورد استفاده یها و ناقل یباکتر

coli  سویهXILblue (Cinna Gen B16-50c)  و اگروباکتریوم

 از چنین هم. دشاستفاده ( مقاوم به ریف آمپسین) LBA4404سویه 

 ,Clontech) و NaD1 ینتتکژن س یدارا pGH هایسازه

Washangton, DC) pBI121 ژن  یارادgus یو نشانگر انتخاب 

 یبرا یازمورد ن یهاو محلول آنزیم .استفاده شد یسینکاناما

 یهته. شدند یهو شرکت فرمنتاز ته یناژناز شرکت س PCRواکنش 

مستعد، واکنش اتصال و هضم و انتقال محصول به  یهایباکتر

مطابق  یدیپلاسم DNAاستخراج  چنین و هم مستعد هاییباکتر

. انجام شد Russel Sambrook( 2000)العمل  با دستور

 ،(Roche) کیت ژل با استفاده از رویقطعات از  یساز خالص

High Pure PCR Purfication انجام شد. 

 NaD1ژن  یدر ابتدا توال: سازه ژنی و NaD1ژن  ساخت

(GenBank accession number AF509566) یگاهاز پاNCBI 

در مرحله بعد با توجه  ،ب شدآن انتخا cDNAیتوال. شد یافتدر

 یشدر افزا یمثبت یرموجود هدف تاث یحیترج هایونکد ینکهبه ا

 Thermo) افزار با استفاده از نرم(. Wu et al. 2008)ژن دارند  یانب

Fisher Scientific -US) TM
 11 vector NTi یکدون سازی‌ینهبه 

شکل ) یدینوکلئوت 29 یتوال یکقبل از کدون شروع . شد انجام

انجام  های  یمطابق با بررس  گرعامل تقویتعنوان  به( 1، جدول 1

. (Joshi 1987, Kanoria and Burma 2012)شد شده اضافه 

جهت ( SacIو)و ( XbaI) یها یمآنز یبرشهای  یگاهجا ینچن هم

 ,Clontech, Washangton( pBI121)ژن درون ناقل  یسازهمسانه

DC) )صورت  به یتوال یتدر نها. ر اضافه شدظمورد ن یبه توال

همراه  به NaD1ژن . فن ساخته شد یتوسط شرکت ندا ینتتکس

 یهایگاها استفاده از جااضافه شده به آن ب گری عامل تقویتتوال

و پس از  یجداساز pGHاز حامل  SacIو XbaIبرشی 

آن  gusکه ژن  pBI121در حامل  یک درصد از ژل یساز خالص

حضور ژن در حامل  .کلون شد ،جدا شده بود یمیبا هضم آنز

شد، یید ژن تا یاختصاص یهاآغازگر و PCRمذکور با استفاده از 

 LBA 4404گروباکتریوم سویه سازه نوترکیب حاصل سپس به ا

منتقل ( mg/l 75آمپسین¬یفرحاوی سازه مقاوم به آنتی بیوتیک )

مراحل انتقال ژن مورد استفاده قرار  سایر در شد، سازه حاصل

                                                           
1
 Enhancer 

  ها مواد و روش
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 کلونتک  ابتدا یک ا،همونهیزنمنظور تلقیح ر به(. 1شکل )گرفت 

 با استفاده از نوک سرتیپ آگروباکتریوماز کشت تازه جامد 

 حاوی محیط کشت باکتری مایع لیتر‌یلیم 22 درو  ،شته شدبردا

در  mg/l  75ینآمپس یفو ر mg/l  50کانامایسین های بیوتیک¬آنتی

انکوباتور با دور  یکرکشت در ش. دش کشت یتریل یلیم 122ارلن 

rpm  185 قرار ( ساعت 19)شب  یکدرجه به مدت  29 یدما در

 یترل یلیم 22کشت برداشته و در  یناز ا یترل یلیم 2سپس . داده شد

LB ینآمپس یفو ر یسینکاناما های‌بیوتیک‌یآنتهمراه  به یعما 

رسوب داده شد و رسوب  یساعت باکتر 4کشت داده شد پس از 

به اضافه  MESمولار  یلیم 92به اضافه  یعما MSشامل  یطدر مح

 122و غلظت کزو دو درصد گلو ینتینکا یترگرم بر ل یلیم 1/2

 یمتنظ 4/2 یبر رو یطمح PH)حل شد ینگون استوسر ریکرولام

و  یحتلق یعدر ما ها‌نمونه‌یزر ورسازی‌غوطهبه روش  یحتلق(. شد

پس از . صورت گرفت دقیقه‌22ن زمادر مدت  در انکوباتور یکش

خشک شدند و پس از  یکاغذ صاف ها برروینمونه یزر یحتلق

 یطحم یو رو به بالا بر رو یعمود صورت خشک شدن به

 +MS+ B5 Vit+ 1 mg/l BAP+ 3% Glocose) کشتی هم

200mg/l aceto ) بر آن قرار داده شده بود  یکاغذ صاف یککه

 29 یدر دما یکیتار یطشراساعت در  49به مدت و  ،منتقل شدند

مدت زمان اتمام پس از  .(Ma et al. 2013) شدند دهی گرمادرجه 

 یخوب به ذ صافی استریلها با استفاده از کاغ‌نمونه یزر کشتی‌هم

ی انتخاب بیوتیک‌یآنت حاوی ییباززا یطخشک شدند و به مح

-MS+ B5, 0.1 mg/L NAA, 0.1 mg/L 6)کانامایسین 

BA,+90mg/l Kan + 2.5 g/l phytage) های‌غلظت چنین هم و 

 سیلین‌یکربن گرم‌یلیم 222و  یمسفاتاکس یتربر ل گرم‌یلیم 222

ساعت  19 یطدر شرا( وباکتریوممنظور کنترل آلودگی آگر به)

. منتقل شدنددرجه  22±2 یو دما یکیساعت تار 9و  ییروشنا

 .شدند  واکشت هفته یکبار ها هر دو‌نمونه یزر

 

                                                           
1 Subculture 

 

 

 
 29 توالی Synj، است Nos و ترمیناتور 35Sبازی است و تحت پروموتور  جفت 212که شامل توالی  NaD1، ژن NaD1شکل شماتیک سازه حاوی ژن  -1شکل 
ژن مقاومت به کانامایسین   pBI121،ptIIدر پلاسمید نوترکیب  NaD1های برشی مورد استفاده برای کلون ژن  های آنزیم جایگاه SacIو  XbaI، و Enhancerبازی  جفت

  Nosتحت پروموتور و ترمیناتور 

 
 گرقویتعامل تهمراه توالی  به  NaD1کار رفته برای ژن های بهتوالی آغازگر. 1جدول 

 Reverse Forward  

221 ACCAGTCTTAGTCATCTTTTCATCG CTTCATGGCTTTCGCTATTCTTG NaD1 

29 ACACGCTGGAATTCTAGTATACTAAACC Enhancer 
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های جوان گیاهان باززا ژنومی از برگ DNA: آنالیزهای مولکولی

با اندکی تغییرات  CTABبه روش  ،شده در محیط انتخابی

از  NaD1ژن حضور. (Soni and Murray 1994)استخراج شد 

 یدپلاسم. قرار گرفت ییدمورد تا یاختصاص هاییق آغازگرطر

pBi121  تراریخته و یرغ یاهانعنوان کنترل مثبت و گ بهنوترکیب 

انتخاب  یعنوان کنترل منف به DNAبدون  PCRواکنش  مواد

 4گراد به مدت  یدرجه سانت 74 یطواکنش فوق در شرا. شدند

گراد به مدت  یدرجه سانت 74امل هر چرخه ش)چرخه  22و  یقهدق

درجه  92 یه،ثان 22گراد به مدت  یدرجه سانت 92 یقه،دق یک

 (یقهدق 2بسط به مدت  یلو تکم یهثان 42گراد به مدت  یسانت

 یعدم آلودگ ییدتا یبرا Virژن  های¬از آغازگر نینچ هم، انجام شد

 .استفاده شد یومبا اگروباکتر

 یاهگ 4از  RNAاج استخر:  RT-PCRو واکنش RNA استخراج

گیاه غیر )ی وحش یپت یاهگ یکو  ه تصادفی رقم خورشیدتراریخت

همراه  و (Wu et al. 2002) پروتکلطبق  (تراریخته، رقم خورشید

های  RNA ی و کیفیسنجش کمّ .دشانجام  DNaseبا تیمار

، شد یینتع OD260/ OD280نسبت  استخراج شده، با استفاده از

 یکاستخراج شده،  یهاRNA یفیجهت سنجش ک علاوه براین

صد در یکژل آگارز  یبر رو هر استخراجاز  یکرولیترم

ها به کمک RNA روی معکوس از یسیرونو. دشالکتروفورز 

و  dTی تصادف هایمعکوس در حضور آغازگر کریپتاز‌ترانس یمآنز

1ین آغازگر برگشتیچن هم
 .گرفت جامان NaD1ژن  یاختصاص 

cDNAیدر دما یساز یقحاصل بعد از رق ی°C 22- نگهداری 

های  cDNAچنین همسانی غلظت  بررسی کیفیت و هم یبرا. دش

در  srRNA19به نام  2مرجع ژن های یکابتدا از آغازگرحاصل 

ژل آگارز  یواکنش بر رو ی¬یجهو نت دش دهاستفا PCRواکنش 

ها به میزان یکسانی بیان  باید در تمام نمونه مرجع ژن د،ش یبررس

روی  PCRگردد، بنابراین شدت باند حاصل از واکنش 

cDNA سپس  .های مختلف باید یکدست باشدPCR  با استفاده از

ذکر شده انجام  یطتحت شرا NaD1ژن  یاختصاص یهاآغازگر

 یکدرصد تفک 2ژل آگارز  یرو PCRمحصول در نهایت . شد

 .شد

                                                           
1
 reverse 

2
 housekeeping 

این در  :(آغشته کردن برگ با کانامایسین) kan-paintingوش ر

 یانب یبررس یقاز طر منظور شناسایی گیاهان تراریخته روش به

اولین برگ حقیقی گیاهان حاصل از کشت نتاج یسین، کاناما

از قلم موی آغشته به  با استفاده (T1 یاهانگ) ن تراریختهگیاها

 ییدتا یغلظت استفاده شده برا. مورد تیمار قرار گرفتکاناماسین، 

و برابر  یانتخاب یطمشابه غلظت استفاده شده در مح گیتراریخته

90 mg/L پس از به کار رفت که  در این آزمایش انتظار می. بود

برگ  یاهان مختلف،گ حقیقی برگلین او یبر رو یسینبردن کاناما

شاداب و  تراریخته یاهاننکروزه شده اما برگ گ هتراریخت یرغ یاهگ

 .بماندسبز 

های برگ یاهان،گ پروتئینی عصاره یهته برای :قارچ یسنج زیست

با استفاده از . پودر شد یعبا ازت ما شاهدو  هتراریخت یاهانجوان گ

 پروتئینی عصاره (pH=5) مولاریلیم 12 یممحلول استات سد

بافر اضافه  لیتر میکرو 222گرم برگ  یلیم 122هر  به)استخراج شد 

شامل  یع رویی کهماسانتریفیوژ، و  مخلوط حاصل پسشد س

قارچ  یپس از رشد کاف(. جداسازی شد ه بودیاگ پروتئینیعصاره 

V. dahlia کشت  یطدر محPDA
، ابتدا با استفاده از نوک  

شد سپس به هر  یجاددر سطح کشت ا ییهااشخر یلاستر یپسرت

. اضافه شد یلمقطر استر آبلیتر  میلی یک یکشت قارچدیش یپتر

X spores/mlها، رقت  یکروکنیدیمخلوط م ینسپس از ا
9- 12 

 یداشته و بر رولیتر بر میلی یکرقت  ینسپس از ا. شد یهته

مخلوط کنیدی و  داده شدو اجازه  شد، پخش یخوب به PDAیطمح

تکرار  بارکار چهار  ینکشت شود ا یطکاملا جذب محمقطر  بآ

با  متر میلی 2/2هایی به قطر چاهک یشدریپت هرسپس در . شد

ی  یاهی شامل عصارهگ پروتئینیعصاره . شد یجادا یکسانفاصله 

در  هتراریخت یاهگ پروتئینیی عصارهشاهد و  یاهگ پروتئینی

لیتر میکرو 122+ خراجبافر استمیکرولیتر  2)مختلف  یها  غلظت

 92+ بافر استخراجمیکرولیتر  22ه، تراریخت یاهگ پروتئینیعصاره 

بافر لیتر  میکرو 92ه، تراریخت یاهگ پروتئینی عصارهلیتر میکرو

 122ه، تراریخت یاهگ پروتئینی عصارهلیتر میکرو 22+ استخراج

 یاهگ پروتئینیعصاره میکرولیتر 2+ بافر استخراجلیتر میکرو

ها  دیش ، سپس درب پتریاضافه شد ها¬به درون چاهک( هاریختتر

                                                           
3 Potato Dextrose Agar 
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 ینگهدار گراد‌درجه سانتی 29 ساعت در 122 مدت بهبسته و 

در نهایت فعالیت آنتاگونیست . (McKenna et al. 2004) شدند

گیری قطر هاله  با اندازه V. dahliaعصاره گیاهی بر علیه قارچ 

ایجاد شده در اطراف هر چاهک مورد ارزیابی قرار گرفت، شایان 

ذکر است که آزمایش برای هر رقت در چهار تکرار انجام شد 

(Kharazian et al. 2017). 

تکرار انجام  چهاردر  های آزمایش کلیه: یآمار یلتحلتجزیه 

 های کامل تصادفی با واریانس در قالب طرح بلوک یهتجز. ندشد

با استفاده از  یانگینم یساتمقا ، و(7.1نسخه ) SASاستفاده از 

 .انجام شد (P <0.01)دانکن  ایدامنهآزمون چند

 

با استفاده از الگوی  NaD1حاوی ژن  pBI121پلاسمید نوترکیب 

PCR الگوی هضم آنزیمی . نزیمی مورد تایید قرار گرفتو هضم آ

را در  NaD1، وجود ژن SacIو XbaIبا استفاده از دو آنزیم 

با  PCRهمچنین الگوی . مورد تایید قرار داد pBI121پلاسمید 

استفاده از آغازگرهای اختصاصی، حضور این ژن را در پلاسمید 

pBI121  سازه ژنی (. 2شکل )مورد تایید قرار دادpBI121  به

گی  اگروباکتریوم منتقل و پس از تایید، جهت تراریخته

هفته در  9که پس  یاهانیگ. های مریستم استفاده شد ریزنمونه

با استفاده از  گیتراریخت ییدتا یبرا. ماندندزنده  یانتخاب یطمح

مورد بررسی  PCRو آزمون  NaD1ژن  یاختصاص یهاآغازگر

ها به نمونه یعدم آلودگ یجهت بررس ینچن هم. قرار گرفتند

شکل ) استفاده شد PCRو آزمون  Virهای¬اگروباکتریوم ازآغازگر

 Virژن  PCRیو برا مثبت NaD1ژن  PCR رایکه ب یاهانیگ. (2

و به گلدان  انتخاب شدندتراریخته  یاهانعنوان گ بودند به یمنف

از گیاهان رشد یافته پس از گلدهی  (.4شکل ) منتقل شدند

 یبررس یقترانسژن از طر T1یاهاندر ادامه گ .عمل آمد بذرگیری به

. شدند ییشناسا kan-paintingبا استفاده از روش  یسینکاناما یانب

 یاهان،گ اولین برگ حقیقی یبر رو یسینکار بردن کاناما پس از به

تراریخته  یاهانتراریخته نکروزه شده اما برگ گ یرغ یاهبرگ گ

مقاوم به  یاهانگ یشترب ییدتا یابر ینچن هم. ماند¬شاداب و سبز 

 .شد انجام  NaD1برای ژن PCRکانامایسین، 

تراریخته، با  پنبهمنظور بررسی بیان ژن انتقال یافته در گیاهان  به

حاصل از  cDNAو  NaD1آغازگرهای اختصاصی ژن  استفاده از

نتایج . انجام شد PCRگیاهان تراریخته و شاهد واکنش 

نشان داد که ( 2)مطابق شکل  PCRحصول الکتروفورز ژل آگارز م

رقم خورشید بیان  4 و  2حداقل در رویدادهای  NaD1ژن 

 cDNAروی PCRالکتروفورز ژل آگارز محصول واکنش . شود می

. با همان شرایط، باندی نشان نداد( غیر تراریخته)گیاهان شاهد 

 PCR، واکنش DNAقابل ذکر است که جهت بررسی عدم آلودگی

های استخراج شده از گیاهان تراریخته و شاهد با RNAبر روی 

انجام شد و نتایج  NaD1های اختصاصی ژن استفاده از آغازگر

های نشان داد که هیچ یک از نمونه PCRالکتروفورز محصول 

RNA  آلودگیDNA  برای ژن )ندارندNaD1  هیچ باندی مشاهده

 (. نشد

 

 
-؛ PCRآنالیز کلونیحاصل از  یجنتا -2شکل 

Cهای  کلونی 2-1ی،کنترل منف

  Ladderباشد، و می PGHکنترل مثبت که شامل پلاسمید  C +مورد آزمایش،

  kb plus1نشانگر ملکولی 

 

 

                                                           
1
 Events number 4 and 2 

  نتایج
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- :PCRیزحاصل از آنال یجنتا -2شکل 

Cترانسژن یاهانگ 4-1 ی،کنترل منف ،wt  تراریخته یرغگیاه شاهد ،C+ پلاسمید عنوان کنترل مثبت وM  نشانگر 

 kb plus1لکولی م

 

 
 دهمهفته  یستمدار شده حاصل از مر یشهر یاهچهگ: ب هشتم دهفته در محیط انتخابی  یستمحاصل از مر یاهچهگ:مراحل رشد و باززایی گیاهان تراریخته، الف -4شکل 

 گیاهان تراریخته در مراحل مختلف زایشی: تر، ه ای بزرگه انتقال گیاهان سازگار شده به گلدان: چهاردهم، دبه گلدان هفته  یستمحاصل از مر یاهچهانتقال گ: ج

 

 
گیاهان ( kb plus1  ،2-1نشانگر ملکولی ( M. های سنتز شدهcDNAبرروی  NaD1توسّط آغازگرهای اختصاصی ژن PCRالکتروفورز ژل آگارز نتیجه واکنش  -2شکل 

 .است +PCRکنترل مثبت که شامل پلاسمید و گیاه تراریخته ( cDNA ،Pبدون  PCRواکنش  کنترل منفی( -Cگیاه تیپ وحشی،  (WTتراریخته ،
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منظور ارزیابی مقاومت گیاهان تراریخته  به: آزمون زیست سنجی

روش کیفی زیست سنجی با استفاده از کنیدی  به پاتوژن قارچی،

نتایج این . در چهار تکرار انجام شد( Verticillium dahliae)قارچ 

های حاوی  زان رشد قارچ در چاهکآنالیز نشان داد که می

گیاهان تراریخته نسب به  پروتئینیهای مختلف عصاره  غلطت

دهد  داری نشان می یکدیگر و نسبت به گیاه شاهد تفاوت معنی

طور  گیاه به پروتئینیهای مختلف عصاره  غلظت(. 9شکل )

متفاوتی نسبت به جلوگیری از رشد قارچ عمل کردند، هر چه 

گیاه افزایش یابد، رشد قارچ به  پروتئینیه درجه غلظت عصار

طوری که چاهک حاوی غلظت  شد بهمیزان بیشتری کنترل می

 14)گیاه تراریخته در شعاع بیشتری  پروتئینیخالص عصاره 

چنین سایر گیاهان  از رشد قارچ ممانعت کرد هم( متر میلی

 (. 2)تراریخته درجات متفاوتی از مقاومت را نشان دادند جدول 

 

 
 22+ استخراج میکرولیتر بافر Verticillium dahlia ،A (92بر روی رشد قارچ  تراریخته یاهانگ در NaD1ی جهت مطالعه تاثیر بیان ژن سنج یستآزمون ز -9شکل 

 میکرولیتر 122+ بافر استخراجمیکرولیتر  C (2و  (هتراریخت یاهگ پروتئینیعصاره میکرولیتر  92+ بافر استخراج میکرولیتر 22) B (هتراریخت یاهگ پروتئینی عصارهمیکرولیتر 

شعاع چاهک حاوی : E، 4لبه چاهک حاوی عصاره پروتئینی گیاه تراریخته شماره : Dرقم خورشید،  4و  2، 1برای سه گیاه تراریخته (: هتراریخت یاهگ پروتئینی عصاره

چاهک حاوی عصاره : Hبدون عصاره پروتئینی گیاهی، PDAمحیط : G. هوتئینی گیاه غیر تراریختلبه چاهک حاوی عصاره پر: F، 4عصاره پروتئینی گیاه تراریخته شماره 

 (.غیر تراریخته)پروتئینی گیاه شاهد و یا 

 

 V. dahliaeهای متخف با استفاده عامل قارچ  مقایسه میانگین فعالیت عصاره پروتئینی گیاهان تراریخته و شاهد در غلظت -2جدول 

 Inhibition zone of V. dahlia  تیمار 

(mm) 

 a 2.4±13.8  هتراریخت یاهعصاره گلیتر میکرو 122+ بافر استخراجمیکرولیتر  2

 b 3.6±10.2  هتراریخت یاهعصاره گلیتر میکرو 92+ بافر استخراجمیکرولیتر  22

 c 1.6±5.2  هتراریخت یاهعصاره گلیتر میکرو 22+ بافر استخراجلیتر میکرو 92

 d 0±0.0  هتراریخت یاهگ یکرولیترعصارهم 2+ بافر استخراجلیتر میکرو 122

 d 0±0.00  (غیر تراریخته)شاهد  یاهعصاره گ لیتر¬یکروم 122

 .دار دارندتفاوت معنی( %1)توجه داشته باشید در هر ستون اعداد با حروف یکسان در سطح *
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مردگی ورتیسیلیومی کنترل بیماری پژعلاوه بر اینکه در  NaD1ژن 

در کنترل بسیاری از آفات  تواند ثر است، میؤو فوزاریومی بسیار م

تواند در کنترل بال  ثر باشد، برای مثال این ژن میؤزارعی هم م

 F. graminearumو ( Leptosphaeri amaculans)پولکداران 

با منشا  NaD1انتقال ژن .(Lay et al. 2012)باشد ثر ؤبسیار م

به رقم کوکر سبب شد که   Nicotiana alataتنباکوی زینتی

گیاهان تراریخته حاصل در سطح مزرعه نسبت به ارقام مقاوم 

چنین عملکرد  ر بیشتر مقاومت نشان دهند همبراب 2-2موجود 

برابر نسبت به گیاهان  4-2ه به میزان الیاف در گیاهان تراریخت

در این مطالعه پس از  (Gaspar et al. 2014) کنترل افزایش یابد

سازی  به منظور بهینه NCBIاز پایگاه  NaD1دریافت توالی ژن 

های ترجیحی پنبه زارعی  سازی کدونی براساس کدون بیان، بهینه

گر که  تقویتعامل نوکلئوتیدی  29علاوه یک توالی  هانجام شد، ب

پیش از کدون  (Joshi 1987)در برگیرنده توالی کوزاک است 

صورت سنتیک ساخته شد و تحت  شروع قرار داده شد، این ژن به

واسطه  کلون شد و به pBI121در سازه بیانی  35Sپیشبر 

انتخاب گیاهان . منتقل شد اگروباکتریوم به ارقام تجاری پنبه

تراریخته در وهله اول براساس مقاومت به آنتی بیوتیک انتخابی، و 

های اختصاصی ژن   با استفاده از آغازگر PCRسپس با استفاده از 

NaD1 بررسی بیان با استفاده از واکنش . صورت گرفتRT-PCR 

اهان انجام شد، که نتایج این بررسی نشان داد که میزان بیان در گی

دلیل موقعیت مکانی  تراریخته مختلف، متفاوت است که احتمالا به

در این مطالعه از دو رقم برای تراریختی . باشدمی T-DNAدرج 

گی هر دو رقم  استفاده شد، هر چند که درصد باززایی و تراریخته

اما رقم خورشید در مقایسه با رقم وارمین نسبت به . مشابه بود

علاوه گیاهان سازگار  هتر بود ب لخانه متحملشرایط سازگاری در گ

شده این رقم بذر بیشتری تولید کردند، همچنین درصد گیاهان 

شیمر در رقم خورشید بسیار کمتر از رقم ورامین بود، بنابراین 

های  و زیست سنجی قارچ برای رویداد RT-PCRهای -آزمون

آزمون زیست سنجی برای . حاصل از زقم خورشید انجام شدند

حاکی از مقاومت بالای گیاهان  RT-PCRهای مثبت  مونهن

برهمکنش  ینح. باشد تراریخته به پاتوژن قارچی ورتیسیلیوم می

NaD1 های ‌یفبا ه F. oxysporum وf. sp vasinfectum  و

Verticillium dahliae در ابتدا : دهد  یرخ م یدیکل یدادسه رو

NaD1 یوارهبه د یواره،د یاختصاص های ‌ینپروتئ یقاحتمالا از طر 

 یغشا یرینفوذپذ ییرتغ یقسپس از طر. شود‌ یمتصل م یسلول

 یتو در نها شود، ‌یتوپلاسم قارچ میوارد س یف،ه ییپلاسما

آزاد و  یژناکس های‌گونه یدتول شود،‌ یکه وارد سلول م یهنگام

 یجهو در نت یداتیوتنش اکس یجادرا القا نموده و در ا یتروژنن یداکس

 .Hayes et al) کند‌یمشارکت م یرعت مرگ سلولس یشافزا

 شکل ییرتغ یزیولوژیکیف یطتحت شرا NaD1پروتئین  .(2013

آن  قارچی  ‌ضد یتفعال یشباعث افزا ینکه ا دهد ‌یم یمریدا

قارچ  یسلول ی‌یوارهسطح تماس با د یشافزا یقاحتمالا از طر

ار  یکی یضد قارچ ینپروتئ ینا(. Lay et al. 2012) شود ‌یم

منتقل شده  های ¬ژن یراست که برخلاف سا هایی ‌معدود ژن

 Gaspar et)نشان داده است،  تمزرعه مقاوم یطتاکنون، در شرا

al. 2014, Hayes et al. 2018.) یمیتنظ یرود نواح یانتظار م 

. کند یجادا یمناسبتر یانب یزانژن م دایاضافه شده به ابت یبالادست

استفاده  گر یشی عامل تقویتثر افزادهد که ا یها نشان م یبررس

، همچنین است یسیدر مراحل پس از رونو یقتحق ینشده در ا

گر بیان را در اندام ریشه با شدت بیشتری  این عامل تقویت

از آنجا که در . (Kanoria and Burma 2012) دهد افزایش می

بالادست کدون  2-شماره  های یدکوزاک نقش نوکلئوت یتوال

است و بالادستی  یتوال هاییدتوکلئوت یرتر از سا مهمشروع، 

باشند  G یا Cها یدنوکلئوت یننشان داده که بهتر است ا یقاتتحق

(Bhullar et al. 2003) ینبه کار رفته در ا گرتوالی عامل تقویت 

. مطلوب را در برگرفته است یهایژگیکوزاک با و یپژوهش توال

 یبالا یانسازه ب یناز انتقال ا لصترانسژن حا یاهانرود گیانتظار م

شود که لاین بینی می چنین پیش هم .را نشان دهند یانتقال ژن

های قارچی تراریخته تولید شده علاوه بر مقاومت به بیماری

پژمردگی ورتیسیلیومی و فوزاریومی، نسبت به آفات بال پولک 

های چنین ترکیب این ژن با دیگر ژن هم. دار نیز مقاوم باشد

های تواند علاوه بر افزایش مقاومت به بیماریقارچی می ضد

قارچی پژمردگی ورتیسیلیومی و فوزاریومی، مقاومت به دامنه 

 .قارچی را فراهم کند های یتری از بیمار وسیع
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، با T1مطالعات مربوط به انتقال و بررسی بیان ترانسژن برای نسل 

 Ma et)شد  انجام Kan-paintingو تکنیک  PCRاستفاده تکنیک 

al. 2013).  نتایج این بررسی نشان داد که هر چند انتقال ژن به

نمونه مریستم معمولا مشکلات ایجاد شیمر را در بردارد ولی ریز

، این ژن منتقل شده T0نسل در بسیاری از نتاج حاصل از گیاهان 

مطالعات مربوط به بررسی مقاومت در گیاهان . شود و بیان می

ای نیز بایستی مورد  ای و مزرعه دست آمده در شرایط گلخانه به

 .بررسی قرار گیرد

  سپاسگزاری

نژادی دانشکده کشاورزی دانشگاه  گروه بیوتکنولوژی و به از

 ای مربوط به سنتز ژنه فردوسی مشهد بابت فراهم کردن هزینه

چنین از بخش مهندسی ژنتیک و ایمنی زیستی  شود، هم تشکر می

خاطر فراهم آوردن  به یرانا یکشاورز یوتکنولوژیب گاهپژوهش

 .شودامکانات این تحقیق قدردانی می
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