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يکی از  AtCDPK5ژن . ترين عامل کاهش عملکرد محصولات زراعی هستندهای محيطی مهم تنش

 به نسبت دفاعی گياه هایپاسخ در مهمی نقش اهان است کهدر گي CDPKبزرگ   های خانواده ژن

و انتقال آن به AtCDPK5 هدف از اين پژوهش همسانه سازی ژن  . زيستی دارد غير های تنش

از برگ گياه  RNAبدين منظور ابتدا . های غير زيستی بود به تنش تحمل منظور افزايشتوتون به

ای  توسط انجام واکنش زنجيره AtCDPK5  ژن.  ساخته شد cDNAاستخراج و  آرابيدوپسيس

. کلون شد E.coliوارد و در باکتری  pGEM-Tپليمراز با آغازگرهای اختصاصی تکثير و به ناقل 

. شدکلون E.coli  در باکتری قرار داده شده و pBI121ژن مورد نظر درون ناقل   سپس قطعه

يابی قطعه، وجود توالی تاييد شد و PCRتوسط انجام کلونی  AtCDPK5يکپارچگی سازه حاوی ژن 

پلاسميد نوترکيب حاصل از طريق تکنيک اگرواينفکشن به گياه توتون منتقل . کردژن را اثبات 

های گياه توتون در محيط انتخابی حاوی  ، رشد ريزنمونهاگروباکتريوم شتی باکهمپس از . شد

های تراريخت  گياهچه. کردا تاييد ها رنآهای مختلف کانامايسين و سفوتاکسيم تراريختی  غلظت

ای پليمراز با آغازگرهای  واکنش زنجيره. زايی و سپس به گلدان منتقل شدند به محيط ريشه

 .کردتاييد  cDNAو DNAاختصاصی تراريخت بودن گياهان توتون را در سطح 
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انتقال  یالگوها هبزیستی و غیرزیستی  های محرک به اهانیاسخ گپ

و  ییایمیوشیمتنوع ب یهاسمیتوسط مکان وابسته است که امیپ

-به تنش ای سلولیهپاسخ نیترعیسر. شودکنترل می یکیولوژیزیف

صورت  یتوپلاسمیس میدر غلظت کلسبا تغییر  محرک یها

CDPKینازهای وابسته به کلسیم یا پروتئین کها ژن .گیرد می
 در  

  بیمارگرهاخشکی و پاسخ به و  سرما، تحمل شوریبه  سازگاری

-نیپروتئ .(;Yao et al. 2010 Ludwig et al. 2004) نقش دارند

 کی از هستند کهترئونین  -سریننازیک نیپروتئ CDPKs یها

 هیناح کیاتصال و  هیناح کی له،یاست هیناح کی ،آمینی هیناح

ها CDPK .(Ito et al. 2011) اندشده لیتشک نیدولوبه کالممشا

هایی هستند که با افزایش غلظت یون کلسیم  یکی از پروتئین

یکی  AtCDPK5ژن  .(Brugger et al. 2012)شوند  برانگیخته می

وزن . طول داردجفت باز  CDPK 1391های خانواده  از ژن

 Boudsocq et) دهبوکیلو دالتون  66مولکولی این پروتئین حدود 

al. 2010)  در مسیر تنش اکسایشی نقش داردو. 

(2010)Boudsocq et al.   گزارش کردند که این ژن در برهمکنش

و در مسیر مصونیت گیاه نسبت به  22با رسپتور فلاژلین 

 Boudsocq and Sheen  (2013) .بیمارگرها نقش اختصاصی دارد

 بودهیم بسیار حساس نسبت به کلس AtCDPK5نشان دادند که ژن 

. شود و به محض تغییر غلظت کلسیم حتی در مقادیر کم فعال می

پروتئین کیناز وابسته به کلسیم در گیاه  CDPK5ایزوفرم 

  در پاسخ به آرابیدوپسیس تالیانا
PAMP  از نظر بیوشیمیایی به

کند  های اکسیژن فعال تولید می شود و گونه سرعت فعال می

(Romeis et al. 2013) .ژنی   انتقال یا تشدید بیان برخی از خانواده

CDPK آرابیدوپسیس در (Teige et al. 2010)  و توتون(Ito et 

al. 2011)  های خشکی و شوری و سایر تنشبه  تحملبرای

 است، اما انتقال ژنآمیز بودهزنده موفقیت های غیر تنش

AtCDPK5 نده های ز که تنشاز آنجا .تاکنون گزارش نشده است

ترین عامل کاهش عملکرد گیاهان زراعی هستند، زنده مهم و غیر

های کلاسیک یا از تولید گیاهان زراعی مقاوم از طریق روش

هدف از پژوهش حاضر . طریق مهندسی ژنتیک حائز اهمیت است

و انتقال آن به گیاه توتون به عنوان  AtCDPK5ژنی    ساخت سازه

                                                           
1 Calcium dependent protein kinas  
2 Pathogen associated molecular patterns 

تراریخت  برای آمده دست به اطلاعات از تایک گیاه مدل بود 

  .استفاده شود اقتصادی مانند کلزا مهم نمودن گیاهان

( .Nicotiana tabacum L) توتون اناز بذور گیاه تحقیق در این

 Col_0 اکوتیپ تالیانا آرابیدوپسیس و رقم تجاری سامسون

 نگهداری سپس و  مستعد های سلول تهیه برای. استفاده شد

 E.coliاکتریب از پلاسمید نوترکیب
انتقال  و برای  DH5αسویه  9

 LBA4404سویه  آگروباکتریوم تومفاسینس سازه ژنی به گیاه از

به عنوان ناقل بیان گیاهی  pBI121 پلاسمید دوگانهاز  .شداستفاده 

بیان  به منظور با آگروباکتریوم  تراریزشبا استفاده از روش 

دارای نشانگر  pBI121ناقل  .قطعات کلون شده درگیاه استفاده شد

 CaMV راه اندازانتخابی مقاومت به کانامایسین و تحت کنترل 

35S  خاتمه دهنده وNOS  های  است که موجب بیان ژن درسلول

به شماره  AtCDPK5ژن   توالی .شود موجودات پرسلولی می

 های اطلاعاتی  از پایگاهAt4G35310.1 شناسایی 
NCBI و 

 TAIR الی بدست آمده و از روی توcDNA  و به کمک پایگاه

IDT
Primer 3 و  

. جفت باز طراحی شد 22طول آغازگرهایی به  

آغازگر  و در BamHI در آغازگر مستقیم توالی جایگاه برشی آنزیم

آغازگر در  '5در جایگاه  SacIمعکوس توالی جایگاه برشی آنزیم 

در ( سنس)نظر گرفته شد، به این دلیل که قطعه در جهت صحیح 

-بهساخت این آغازگر توسط شرکت تکاپوزیست . ل قرار گیردناق

 رفت و برگشت های نوکلئوتیدیترتیب با توالی
     3'-AGT CAG ATT CCT TCC TAA TCC C GGA TCC-5'  
 'AGT CAC GAT CGC ACT AAC ATA T GAG CTC-5- '3 و

جهت . انجام شد PCRبعد از  bp 1391 با طول محصول

برگ گیاه آرابیدوپسیس استخراج  از CDPK5جداسازی ژن 

RNA  صورت گرفت وcDNA ساخته شد، واکنش PCR 

(Reverse touchdown PCR) اختصاصی آغازگرهای از استفاده با 

AtCDPK5 دقیقه، یک چرخه  7گراد درجه سانتی 39با شرایط  و

 ثانیه، 2:26 گرادسانتی درجه 72دقیقه، یک گراد درجه سانتی 19

یک  گرادسانتی درجه 66 دقیقه،1چرخه  22 گرادسانتی درجه 39

                                                           
3
 Competent cell 

4
 Eschershia coli 

5
 Transformation 

6
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

7
 http://www.arabidopsis.org/ 

8
 http://www.idtdna.com/site 

9
 http://primer3.sourceforge.net/ 
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 درجه 72 دقیقه 16 دقیقه و نهایتاً 2 گرادسانتی درجه 72 دقیقه،

 cDNA روی( شرکت فرمنتاز)پلیمراز  Tagبا آنزیم  گرادسانتی

 که است صورتی به ناقل این .گرفت صورت شده ساخته

 تکثیر قطعه 9' انتهای به A نوکلئوتید یک اتصال) A نوکلئوتیدهای

الگو در  بدون نیاز به Tag DNA polymerase آنزیم توسط شده

 در مکمل صورت به ژن انتهای دو در (شود انجام می PCRهنگام 

 باعث لیگاز آنزیم و گیرد می قرار ناقل از T نوکلئوتیدهای مقابل

 pGEMT-easy Vector سپس در ناقل. شودمی هاآن اتصال

سپس  وارد شده و العمل این شرکتطبق دستور( پرومگا شرکت)

استخراج پلاسمید از  .کلون شد DH5α سویه  E.coliدر باکتری 

. صورت گرفت pGEMT:CDPK5حاوی سازه E.coli  باکتری

از  CDPK5انجام شده و قطعه  SacI و BamHI های برش با آنزیم

 بود، pBI121ناقل گیاهی در این تحقیق . جداشد pGEMTسازه 

 ژن حذف منظوربه SacI و BamHI های آنزیم با برش

و  به آن وارد شد CDPK5انجام شد، قطعه  بتاگالاکتورونیداز

جهت انتقال سازه ایجاد شده به  .ساخت سازه کامل شد

  9969LBA سویه اگروباکتریوم از کلون منفرد اگروباکتریوم یک

-آنتی گرم میلی 16حاوی  مایع LB کشت محیط لیترمیلی 16 در

 و سلول مستعد به روش شد کشت یفامپسینر بیوتیک

(2008)Gallagher and Wiley منظور تراریخت به. ساخته شد

-2/6) سوسپانسیون از اگروباکتریوم نمودن توتون با استفاده از

1OD= ) در شرایط استریل . استفاده شدحاوی سازه موردنظر

های حاوی  باکتری و محیط کشت به پتری دیشسوسپانسیون 

 1مدت ها به ریزنمونه. انتقال داده شد زخمی شده توتون های برگ

روی محیط  ها ریزنمونه. قرار گرفتند دقیقه در محیط تلقیح

 -1 ، حاویکشت هم
mg l 1  هورمونBAP 1و- 

mg l 1/6  هورمون 

NAA گراد درجه سانتی 21 دمایدر روز  2مدت و به شدهکشت

ل دوره کشت هم پس از طی شدن طو .داده شدنددر تاریکی قرار 

-دارای آنتی کهانتخابی  باززایی محیط کشت هها ب ریزنمونه ،زمان

 -1به میزان کسیموتاسف بیوتیک
mg l166 1، کانامایسین به میزان- 

mg l21 هورمون ،BAP 1- 
mg l1  وهورمون NAA1- 

mg l1/6 

ساعت  16شرایط هفته در  دومدت و به شده داده انتقال  بود،

گراد درجه سانتی 21±1دمای  تاریکی و ساعت 2روشنایی، 

های باززا شده از ریزنمونه جدا شده  سپس گیاهچه. نگهداری شد

بار عمل هر دو هفته یک .ندشد لمنتقبعدی  محیط انتخابی و به

و . صورت پذیرفتانتخابی  باززایی واکشت بر روی محیط کشت

 -1و 71، 16تا  بیوتیک کانامایسینمقادیر آنتی
mg l166 ر هر بار د

های باززا شده در محیط حاوی  ساقه. واکشت افزایش یافت

-1  حاوی MS 2/1محیط زایی  به محیط ریشه کانامایسین
 mg 

l166  1  و  کسیموتاسف- 
mg l16 منتقل  کانامایسین بدون هورمون

دار شده در  های سبز ریشه پس از چهار هفته گیاهچه. شدند

پرلیت و کوکوپیت با نسبت های حاوی  شرایط استریل به لیوان

. انتقال داده شدند و روی آن لیوان پلاستیکی قرار داده شد 1:1

 مراحل سازگاری گیاه انجام شد و گیاهان به گلخانه منتقل شدند

(Ohata 1990.)  جداسازیRNA  بهاز برگ گیاه توتون تراریخت 

طبق پروتکل انجام  RNeasy plant Mini Kitکمک کیت کیاژن 

 Sambrook (2001) به روش Dnaseنیز با  RNAار تیم. شد

با استفاده از AtCDPK5 نتیجه حاصل از تکثیر ژن  .صورت گرفت

یک بر روی ژل آگارز  PCR آغازگرهای اختصاصی، توسط 

جفت باز است و  1391نشان داد؛ طول قطعه تکثیر شده  درصد

جفت بازی نشانگر وزن  2627 و 1369بین دو باند 

قطعه . قرار دارد Lambda DNA/EcoR I + Hind IIIمولکولی

. کلون شد E.coliودر باکتری  واردpGEM-T  تکثیر شده به ناقل

ها پس از دوازده ساعت بر روی محیط انتخابی حاوی  کلونی

-pGEMدارای سازه  بیوتیک آمپیسیلین ظاهر شدند واحتمالاًآنتی

T:AtCDPK5 ناقل . هستندpGEM-T نتیدارای ژن مقاومت به آ-

 AtCDPK5منظور تایید حضور ژن به. سیلین استبیوتیک آمپی

چند کلونی به طور تصادفی انتخاب شده و  pGEM-Tدرون ناقل 

سپس محصول . با آغازگرهای اختصاصی انجام شد PCRکلونی 

PCR  که از آنجا. الکتروفورز انجام شد یک درصد،روی ژل آگارز

چاهک مربوط به جفت بازی، روی ژل آگارز در 1391باند 

شود احتمالا چهار کلونی  دیده می 6و 1، 9، 9های شماره  کلون

سپس یکی از (. الف-1شکل )هستند  AtCDPK5دارای قطعه 

بریده شد  SacI وBamHI  های برشی های تایید شده با آنزیمکلون

-به (.ج-1 شکل)وارد شد  pBI121 به ناقلAtCDPK5  و قطعه

هایی که  انجام شد و کلون PCR ونیمنظور تایید سازه ابتدا کل

های برشی  ها مثبت بود، تحت هضم با آنزیم آن PCR نتایج کلونی

 BamHIو SacI باند اول نشان (. ب-1شکل)اند  قرار گرفته
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علت وزن جفت باز است که به 19712با  pBI121ی قطعه  دهنده

باند دوم مربوط به قطعه . تر در بالای ژل قرار گرفته استبیش

AtCDPK5  تر در جفت باز است که به علت وزن کم 1391با

جهت اطمینان از صحیح بودن سازه . انتهای ژل واقع شده است

pBI 121: AtCDPK5 درست قرار گرفتن قطعه ،AtCDPK5  در

  AtCDPK5  صحیح بودن نوکلئوتیدها در قطعه جایگاه مناسب و

شرکت یابی از طریق شرکت کاوش فناوران کوثر توسط توالی

MACRO GEN یابی نتایج بدست آمده از توالی. در کره انجام شد

طور کامل به NCBIبا توالی ژن بدست آمده از پایگاه اینترنتی 

با توالی ژن  DNA Starافزار همچنین توسط نرم .هماهنگی داشت

سازه تایید شده . مقایسه شد NCBIبدست آمده از پایگاه اینترنتی 

، اگروباکتریوم های منظور تایید کلونیبه. وارد شد اگروباکتریوم به

جهت تایید . توسط آغازگرهای اختصاصی انجام شد PCRکلونی 

 و BamHIبرش با دو آنزیم  AtCDPK5 :pBI121حضور سازه 

SacI که نتیجه اگروباکتریوم هایی از در کلونی PCR مثبت هاآن 

رای انتقال کلون بپس از تایید کامل، یک تک. صورت گرفت بود

 .به گیاه انتخاب شد

 مستقیم باززایی و اگروباکتریوم روش به توتون گیاه به ژن انتقال

 حاوی انتخابی محیط در بافت کشت توسط گیاهی های نمونه ریز

 از پس. گرفت صورت سفوتاکسیم و کانامایسین های بیوتیکآنتی

 ززاییبا گرفتند قرار انتخابی محیط اولین در ها ریزنمونه اینکه

 محیط به و شد جدا زیری بافت از گیاهچه هر .گرفت صورت

 توتون گیاه برگ از(. الف تا د-2شکل )یافت  انتقال جدید

 و گرفت صورت RNA استخراج شاهد و احتمالی تراریخت

 تکثیر اختصاصی آغازگرهای توسط و شد ساخته cDNA سپس

 وطمربترتیب به 2و  1 شماره ه چاهک-2شکل در. گرفت صورت

 تراریخت گیاه از شده استخراج RNA  نمونه و منفی شاهد به

  .باشد می

 

 

 

 
طور تصادفی انتخاب کلونی که به 6 حاصل PCRبا انجام کلونی  pGEM-Tدر ناقل AtCDPK5تایید حضور قطعه  (الف .تایید سازه -1شکل

 روی برش انجام از حاصل نتایج( ب ؛Lambda DNA/EcoR I + Hind III سمت چپ نشانگر وزن مولکولی .یک درصد آگارز ژل شدند، روی

 قطعه و AtCDPK5 قطعه اندازه معادل باز جفت 1391 طول با قطعه آمده بدست قطعه دو 1 چاهک در. یک درصد آگارز ژل روی 9 کلون

 ؛مولکولی وزن نشانگر چپ سمت است،نگرفته انجام خوبی به 9و 2 های چاهک در برش. است گرفته قرار تریبالا ناحیه در که ناقل به مربوط

. قرار گرفت NOSو خاتمه دهنده  CaMV 35Sوارد شد و تحت راه انداز  pBI121 به وکتور AtCDPK5ژن . pBI: AtCDPK5نمایی از سازه ( ج

  .عنوان نشانگر انتخابی استبه NPT IIژن مقاومت به کانامایسین 
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 واکشت (کانامایسین؛ ج حاوی نوساقه القاء انتخابی محیط (کشت؛ ب هم محیط به هانمونه ریز انتقال (الف .ملکولی گیاه تراریختمراحل باززایی گیاه و تایید  -2شکل

 مربوط باند چپ از سمت cDNA روی بر PCR انجام طریق از تراریخت توتون گیاهان تایید( ه گلدان؛ به شده باززا هایگیاهچه انتقال (د زایی؛ ساقه محیط در  هانمونه

 نشانگر چپ سمت الگو، بدون منفی شاهد تراریخت، گیاه RNA شاهد، توتون گیاه cDNA ،1شماره تراریخت توتون گیاه AtCDPK5 ، cDNAژن حاوی پلاسمید به

 Lambda DNA/EcoR I + Hind III مولکولی وزن

 

بوده و در  شاهد توتون گیاه cDNA به مربوط 9 شماره چاهک

 ژن این حضور عدم  ه کنند بیان که تولید نکرد دیبان PCRواکنش 

 9 شماره چاهک. است شاهد نمونه در ژن این مشابه توالی یا

 در کهچنان و است 1 شماره تراریخت گیاه cDNA دهنده نشان

 .است AtCDPK5 ژن به مربوط باند دارای شده داده نشان شکل

گی ژنومی تواند آلود استفاده شده نمی cDNAکه از به علت این

 سازه حاوی پلاسمید نمونه 1 شماره چاهک در .باشد

AtCDPK5: pBI121 تراریخت گیاه باند با نظر مورد باند که بوده 

تراریخت آرابیدوپسیس  گیاهان  .Yao et al(2010) .دارد مطابقت

مقایسه بین گیاه . تولید کردند CaMV 35Sانداز تحت کنترل دو راه

که تشدید بیان یافته نشان داد ژن  با گیاهانی cdpk6موتانت 

Atcdpk6 همچنین . در تحمل به شوری و خشکی نقش دارند

یک از گیاهان مشخص شد در شرایط غیر از تنش تفاوتی بین هیچ

در این تحقیق گیاهان توتون تراریخت که احتمالا . وجود ندارد

در مراحل بعدی لازم . هستند تولید شد AtCDPK5دارای ژن 

تری انجام شود، سپس با استفاده ای بیشهای مقایسهاست آزمون

توانیم  از اطلاعات بدست آمده از آن به عنوان یک گیاه مدل می

 .انتقال این ژن را به گیاهان زراعی مهم همچون کلزا انجام داد
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