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تراريزش گياه گندم با استفاده از تفنگ ژني به منظور انتقال 
  هاي كيتيناز و گلوكاناز ژن

 4، مطهره محسن پور3، بهرام ملكي زنجاني2، مسعود توحيدفر1*نگين محمدي زاده

  
  پژوهشكده بيوتكنولوژي كرج ،استادياران ،ارشد كارشناسترتيب به - 4، 2، 1

  دانشكده كشاورزي ،زنجاندانشگاه  ياراستاد -3
 ne.mohammadi@yahoo.com :نويسنده مسئول مكاتبات، پست الكترونيكي *

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

هاي كيتيناز و گلوكاناز از  با استفاده از ژن) (Triticum aestivumتوليد گياهچه تراريخته گندم 
فسفوترانسفراز تحت   نوتركيب حاوي ژن انتخابگر نئومايسين pBI121 طريق تفنگ ژني و پلاسميد

ژنوتيپ  5هاي جنين نارس  ريزنمونه. هاي كيتيناز و گلوكاناز بررسي شدند و ژن NOSكنترل پيشبر 
، پس از جداسازي، بر روي محيط  A  و لاين) مغان، آرتا، سايسون و گاسكوژن(از ارقام 

زا، با ذرات طلاي اندود شده با  هاي جنين كالوس. زا نمودند دهي، توليد كالوس جنين كالوس
دهي  ها به محيط كالوس سپس ريزنمونه. هاي كيتيناز و گلوكاناز بمباران شدند پلاسميد حاوي ژن

گرم بر ليتركانامايسين و پس از آن جهت توليد شاخه و ريشه به محيط ميلي 25انتخابي حاوي 
 8/4بيشترين درصد تراريزش . گرم بر ليتركانامايسين منتقل شدند ميلي 25باززايي انتخابي حاوي 

ترين آن مربوط بود به ارقام سايسون، گاسكوژن و آرتا كه هيچ گياه و كم Aدرصد، مربوط به لاين 
نشان  DNAگذاري  و آناليز لكه اي پليمراز واكنش زنجيره. ها مشاهده نگرديداي در آن تراريخته

هاي كيتيناز، گلوكاناز و  تراريخته در مقايسه با شاهد حداقل يك نسخه از ژنداد كه گياهان فرضي 
 .نيز نئومايسين فسفوترانسفراز را در ژنوم خود دارا هستند

  
  مقدمه

افتد كه  سال آينده، در حالي اتفاق مي 50رشد جمعيت جهان در كشورهاي در حال توسعه در 
ميليون از مردم دنيا روزانه با گرسنگي  800بالغ بر اي شايع بوده و  هم اكنون سوء تغذيه پديده

هاي دنيا كه در حال حاضر براي كشاورزي مورد  درصد از زمين 40. رو هستند غذايي روبه و بي
اند و اين در حالي است كه بايد پاسخگوي  اند، با تخريب جدي مواجه استفاده قرار گرفته

طور اعم و ازاين رو افزايش توليد غلات به. نيازهاي غذايي اين جمعيت در حال رشد باشند
 Kole(سال آينده مورد نياز خواهد بود  20درصد در  40طور اخص به ميزان توليد گندم به

and Timothy 2008 .(ايران و جهان استهاي غذايي در  ترين دانهگندم يكي از مهم.  

 هاي كليدي واژه
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ميليون  220-230سطح زير كشت اين محصول در دنيا برابر 
 )Maj 2011(است  ميليون هكتار 6/6و در ايران در حدود هكتار 

درصد كالري و پروتئين را در رژيم غذايي انسان  20و بيش از 
باشد كه  كشور جهان مي 40بيش از  هكند و غذاي عمد فراهم مي

 Kole and Timothy(درصد جمعيت دنياست  35جوابگوي 

كننده بيشترين نياز غذايي تامين در ايران نيز اين محصول). 2008
درصد از كالري مصرفي سرانه  47روزانه حدود  و بودهكشور 

هاي گندم در  بوته ).Safikhani 2007( نمايد يكشور را تامين م
هاي طبيعي در معرض  تمام مراحل رشد و در تمام محيط

ي و غير زيستي قرار دارند كه رشد، هاي گوناگون زيست تنش
هاي زيستي  تنش .سازد ها را مختل مي عملكرد و تكامل طبيعي آن

زيستي شامل شوري،  هاي غير ها وتنش شامل آفات و بيماري
بود محتواي مواد معدني خاك، دماي   خشكي، كمبود يا زياد

هاي اصلاحي مرسوم به دليل  روش. باشند غيره مي نامناسب هوا و
گير بوده و همچنين  چيده بودن صفات عملكردي گندم، وقتپي

از ديگر اشكالات اساسي در . نتيجه پايداري را به همراه ندارد
هايي است كه براي انتقال ژن به واسطه  اصلاح سنتي، محدوديت

پيشرفت در . افتد اي اتفاق مي گونه هاي بين ها و تفاوت ناسازگاري
هاي خارجي مطلوب  ورود ژن بيوتكنولوژي و مهندسي ژنتيك در

هاي بين  براي غلبه بر مشكلات ناسازگاري جنسي و محدوديت
فناوري نوين مهندسي ژنتيك . موجودات نتيجه بخش بوده است

قادر است نه تنها ورود يك ژن، بلكه چندين ژن را با روشي 
هاي مرسوم  تر از آنچه در روش بيني دقيق، قابل كنترل و قابل پيش

بنابراين تداوم . شده است، فراهم نمايد ام مياصلاحي انج
هاي زيست فناوري و مهندسي ژنتيك براي فراهم آوردن  روش

روي بشر در آينده نزديك غذا جهت رويارويي با نيازهاي پيش
هاي زيادي را در چارچوب  توان پيشرفت مورد نياز است و مي

كه   جاآن از). Kole and Timothy 2008(تر انجام داد  زماني كوتاه
چيزي وجود دارد، مهندسي  در ژرم پلاسم گندم مقاومت بسيار نا

هاي قارچي  ژنتيك راه حل مناسبي براي ايجاد مقاومت به بيماري
هاي  به همين علت، ورود ژناز جمله فوزاريوم خوشه است، 

توكسين و ضد قارچي منحصر به فرد از طريق تراريزش  آنتي
. شود ل مقاومت در ارقام گندم ميموجب افزايش پتانسي ،ژنتيكي

هاي  ها به نام پروتئين هاي ضد قارچي، گروهي از پروتئين ژن

كنند كه موجب تخريب زايي را رمز ميمربوط به بيماري
 ،هاي سلولي آن ايجاد اختلال در غشا ،هاي سلول قارچي ديواره

زايي و سنتز دخالت در بيماري ،تقويت سيستم پاسخ دفاعي ميزبان
يك ). Dahleen et al. 2001(هاي ضد قارچي مي شوند  تئينپرو

گلوكاناز و كيتيناز را  3و β-1هايي مانند  ها پروتئين گروه از اين ژن
سوبستراي آنزيم كيتيناز،  ).Mackintosh et al. 2007(كنند  رمز مي
 خطي ازمر پلي كيتين عبارت است از يك همو .است كيتين
 β-4،1ـ گلوكز آمين كه با پيوندهاي    ـ دي  ـ استيل N هاي واحد

 - Nاز دو  4و1هاي  كيتيناز پيوند بين كربن. هستندهم متصل به
 Shin et(شكند  استيل گلوكزآمين متوالي در ساختمان كيتين را مي

al. 2008.( Tohidfar et al. 2005 ژن كيتيناز را براي ايجاد ،
 Verticillium( 1مقاومت به بيماري پژمردگي ورتيسيليومي

dahlia ( به پنبه منتقل كردند، بررسي نسل سوم گياهان پنبه
تراريخت، بيان پايدار ژن كيتيناز را در ايجاد مقاومت به قارچ 

)Verticillium dahlia (آنزيم  .نشان دادβ–1  گلوكاناز نيز،  3و
در ساختمان گلوكان  3 و 1هاي  ساكاريد بين كربن پيوند پلي

 .Leah et al(كند  لي قارچ را تخريب ميموجود در ديواره سلو

هاي بيمار تجمع كيتينازها به ويژه به موازات  در بافت ).1991
گيرد كه اين امر موجب  ها انجام مي گلوكاناز 3و  β – 1 تجمع

ها نشان دادند  بررسي .شود ها مي ايجاد مقاومت افزايشي به قارچ
گلوكاناز به كار  3 و β-1هنگامي كه آنزيم كيتيناز همراه با آنزيم 

. ها بيشتر خواهد بود ها روي قارچشوند اثر بازدارندگي آن برده مي
هاي گندم تراريختي توليد  ، لاين2003آناند و همكاران در سال 

هاي كيتيناز  ها، بيان همزمان ژن كردند كه در تعداد محدودي از آن
در  مقاومت مناسبي را به فوزاريوم، تنها ،گلوكاناز 3و  β–1و 

اي نشان داد و در شرايط مزرعه موفقيتي در  آزمايشات گلخانه
 ).et al Anand. 2003(ايجاد مقاومت به بيماري حاصل نشد 

قادر  اين گياه ،گندم در صورت وجود اين دو آنزيم دربنابراين، 
هاي عامل  خواهد بود مقاومت بهتر و پايداري را در برابر قارچ

فوزاريوم  ياهك، سفيدك واي، س بيماري زنگ زرد، قهوه
بنابراين  .از خود نشان دهداي  حدالامكان در شرايط گلخانه

كننده  دكهاي  كيتيناز به همراه ساير ژن هكنند دكهاي  مهندسي ژن
ها را در برابر گياهان، حفاظت آن درقارچي  هاي ضد پروتئين

                                                           
1 Verticiliumic 
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تواند منجر به  اين مسير مي. دهد هاي قارچي افزايش مي پاتوژن
 .Tohidfar et al( هاي قارچي گردد رل طيف وسيعي از پاتوژنكنت

هدف از اين تحقيق، انتقال ژن و توليد گندم تراريخته ). 2005
حاوي دو ژن كيتيناز و گلوكاناز براي ايجاد مقاومت به 

باشد  هاي قارچي به ويژه فوزاريوم و سفيدك پودري مي بيماري
  .منجر گرددتواند به كاهش مصرف سموم قارچكش  كه مي

  

  مواد گياهي
سايسون و (رقم تجاري گندم نان شامل ارقام پائيزه  4بذور 

از موسسه  A  و نيز لاين) آرتا و مغان(و ارقام بهاره ) گاسكوژن
  .تحقيقات و اصلاح نهال و بذر كرج از بخش غلات تهيه شد

  سازه ژني
هاي  حاوي ژن نوتركيب pBI121در اين تحقيق از حامل دوگانه 

و  CaMV35Sكيتيناز و گلوكاناز تحت كنترل پيشبرهاي جداگانه 
و نيز نشانگر  (-)pBI-ChiGluموسوم به  NOSپايانبرهاي جداگانه 

تحت كنترل پيشبر ) nptII(انتخابي نئومايسين فسفوترانسفراز
NOS  و همچنين پايانبرNOS جهت تراريزش گياه گندم استفاده ،
  ). Mohsenpour et al. 2008) (1شكل (شد 
  ها جهت بمباران  نمونه سازي ريز آماده

در ادامه، بذور مورد آزمايش در گلدان كشت و پس از طي كليه 
 12ها در فاصله زماني مراحل داشت در گلخانه، بذور نارس آن

هاي جنين  ريزنمونه. افشاني برداشت شد روز پس از گرده 18الي 
 5مدت درصد به 70در الكل  نارس گندم پس از ضدعفوني بذور

دقيقه، در زير  20مدت دقيقه و نيز هيپوكلريت سديم تجاري به
روز بر روي محيط  45مدت ميكروسكوپ جدا شده و به

ميلي گرم بر ليتر  MS ،2هاي  ها و ويتامين نمك( دهي كالوس
ميلي گرم بر ليتر  200ميلي گرم بر ليتر تيامين،  40توفوردي، 

گرم بر ليتر ساكارز،  30لي گرم بر ليتر گلوتامين، مي 500كازئين، 
 26، تحت شرايط تاريكي و دماي ) =8/5pHگرم بر ليتر آگار و  8

زا قرار  منظور توليد كالوس جنينگراد در فيتوترون، بهدرجه سانتي
  . گرفتند

  زا هاي جنين بمباران كالوس

ده زاي بدست آمده، توسط ذرات طلاي اندود ش هاي جنين كالوس
در اين آزمايش، از تفنگ ژني . با پلازميد نوتركيب بمباران شدند

ميكرون  1، ذرات طلا داراي قطر BioRad, PDS-1000/Heمدل 
. استفاده شد PSI 1100و  PSI900شونده در دو نوع  و ديسك پاره

روز نگهداري تحت  1هاي بمباران شده پس از طي مدت  كالوس
دهي  گراد، به محيط كالوس انتيدرجه س 26شرايط تاريكي و دماي 

  .ميلي گرم بر ليتر كانامايسين منتقل شدند 25انتخابي حاوي 
  هاي تراريخته احتمالي باززايي گياهچه

هاي فوق، پس از طي مدت يك هفته در محيط  كالوس
ها و  نمك(دهي انتخابي، به محيط باززايي انتخابي  كالوس
گرم بر ليتر ميلي BAP  ،1/0گرم بر ليترميلي MS، 2هاي  ويتامين

IAA، 30  ،7/5گرم بر ليتر آگار و  7گرم بر ليتر ساكارزpH=( ،
 16گرم بر ليتر كانامايسين تحت شرايط نوري ميلي 25حاوي 

درجه  26ساعت تاريكي در فيتوترون با دماي  8ساعت نور و 
هاي  گياهچه. گراد جهت توليد شاخه و ريشه منتقل شدندسانتي
از توليد شاخه به محيط باززايي فاقد آنتي بيوتيك  شده پس باززا

. گرم بر ليتر ذغال فعال منتقل شدند 5/1كانامايسين حاوي 
بار انجام و فاكتورهايي نظير ها هر دو هفته يك واكشت نمونه
دار شده به  زاي شاخه هاي جنين نسبت كالوس(زايي  درصد شاخه

زايي  صد ريشه، در)100× زاي بمباران شده  هاي جنين كالوس
بمباران   زاي هاي جنين دار شده به كالوس هاي ريشه نسبت گياهچه(

هاي تراريخت به  نسبت گياهچه(صد تراريزش  و در) 100× شده 
. گيري شداندازه) 100× زاي بمباران شده  هاي جنين كالوس
هاي كوچك  هاي باززاشده در درون شيشه، ابتدا به گلدان گياهچه

هاي بزرگ در شرايط  ون و سپس به گلداندر شرايط فيتوتر
  .گلخانه منتقل شدند

  هاي تراريخته احتمالي تائيد مولكولي گياهچه
هاي باززا  از برگ گياهچه DNAجهت تائيد تراريختي، استخراج 

در . انجام گرفت) Dellaporta et al. 1983(به روش دلاپورتا  شده
 nptIIگلوكاناز و هاي كيتيناز،  ادامه به منظور اثبات تلفيق ژن

ميكروليتري حاوي يك  25اي پليمراز در حجم  واكنش زنجيره
 DNA ،5/2نانوگرم  Taq ،25پليمراز  DNAواحد آنزيم 

 25( MgCl2ميكروليتر  2، )ميلي مولار dNTP )2/0ميكروليتر 
گرم از  نانو 40و  X10 PCRميكروليتر بافر  5/2و ) ميلي مولار

    هامواد و روش
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براي اثبات حضور ژن كيتيناز . گرفتهاي اختصاصي انجام  آغازگر
جلو هاي اختصاصي رو به عقب ژن كيتيناز و رو به گر از آغاز
همچنين جهت اثبات حضور ژن . استفاده شد CaMV35Sپيشبر 

هاي اختصاصي رو به عقب ژن گلوكاناز و  گلوكاناز نيز از آغازگر
براي هر دو ژن، واكنش . استفاده شد CaMV35Sجلو پيشبر رو به

هر چرخه شامل (چرخه  35دقيقه و  5گراد درجه سانتي 94در 
 72درجه و يك دقيقه در  60ثانيه در  30درجه،  94يك دقيقه در 
. انجام شد) دقيقه 7درجه  72گراد و تكميل بسط در  درجه سانتي

در ژنوم  nptIIاين برنامه، براي اثبات تلفيق ژن نشانگر انتخابي 
هاي اختصاصي رو  گر با استفاده از آغازگياهان تراريخته احتمالي، 

ترانسفراز، با دماي بهينه  جلو ژن نئومايسين فسفوعقب و رو بهبه
در هر سه واكنش از نمونه . گراد انجام شددرجه سانتي 58اتصال 

عنوان كنترل گياه شاهد، به DNAو ) DNAفاقد هر گونه (آب 
براي تائيد  منفي و از نمونه پلاسميد به عنوان كنترل مثبت،

اي پليمراز  محصول واكنش زنجيره. تراريختي گياه استفاده گرديد
آميزي با  درصد، الكتروفورز و پس از رنگ يكروي ژل آگارز 

همچنين . برداري گرديد داك عكس  اتيديوم برومايد در دستگاه ژل
با استفاده از  DNAگذاري  براي تاييد بيشتر تلفيق ژن، آزمون لكه

 CaMV35Sو پيشبر  nptIIختصاصي براي ژن كاوشگرهاي ا
 2001( انجام شد) 2001(براساس روش سمبروك و راسل 

.Sambrook and Russell .(ها نيز به  عمل نشاندار كردن كاوشگر
توالي  .انجام شد) Rocheشركت ( DIG Labelingروش كيت 

  ).1جدول (ها در زير آمده است  آغازگر
  

گياهچه از رقم مغان با درصد  2گياهچه، شامل  15در اين تحقيق 
با درصد تراريزش  Aگياهچه از لاين  13درصد و  3/0تراريزش 

اي  واكنش زنجيره). 2جدول (درصد، تراريختي را نشان دادند  8/4
گياهچه تراريخته احتمالي در مقايسه با  15پليمراز نشان داد كه 

، گلوكاناز و نئومايسين هاي كيتيناز شاهد، حداقل يك نسخه از ژن
و  6، 5شكل ( را در ژنوم خود دارا هستند nptII)(فسفوترانسفراز 

هاي فوق را در ژنوم اين  نيز تلفيق ژن DNAگذاري  لكه تجزيه). 7
گياه در مقايسه با گياه شاهد نشان داد كه تائيد بيشتري بر  15

، همگي گياه 15اين . اي پليمراز بود نتايج حاصل از واكنش زنجيره

پاسخ  DNAگذاري  اي پليمراز و آزمون لكه از نظر واكنش زنجيره
بيوتيك  استفاده از آنتي ).10و  9، 8شكل (مثبت نشان دادند 

هاي كشت  كانامايسين به عنوان نشانگر انتخابي در محيط
عدم  ،زايي دهي و باززايي اثرات سوئي نظير عدم شاخه كالوس
نتايج حاصل . ي را به همراه داشتزايي و فراواني بالاي زال ريشه

بيوتيك كانامايسين به ميزان  از اين مشاهدات نشان دادند كه آنتي
دهي و باززايي موجب عدم  گرم بر ليتر در محيط كالوس ميلي 50

گرم بر ليتر  ميلي 50همچنين با استفاده از مقادير . شود باززايي مي
بر ليتر در محيط گرم  ميلي 25دهي و  كانامايسين در محيط كالوس

زايي به ميزان بسيار كم ديده شد كه اين تعداد نيز  باززايي، شاخه
پريدگي شده و در نهايت زالي را نشان  پس از چند روز دچار رنگ

دهي و  كالوس  با حذف كانامايسين از محيط). 2شكل ( دادند
گرم بر ليتر در محيط باززايي،  ميلي 25استفاده از غلظت 

. زايي ديده نشد ر بارز مشاهده شد اما ريشهزايي بطو شاخه
با . پريدگي شدند هاي فوق نيز پس از مدتي دچار رنگ گياهچه

 5/1ها به محيط باززايي فاقد كانامايسين و حاوي  انتقال گياهچه
 ها مجددا پديدار شد گرم در ليتر ذغال فعال، رنگ سبز گياهچه

ير سوء همين علت، جهت جلوگيري از تاثبه ).ب -3شكل (
بيوتيك كانامايسين بر باززايي ارقام آرتا، مغان، سايسون و  آنتي

كه زا  هاي جنين ، پس از بمباران، كالوسAگاسكوژن و نيز لاين 
در محيط  داراي ظاهري ترد و شكننده و رنگ كرم روشن بودند،

مراحل . دهي و باززايي فاقد كانامايسين قرار گرفتند كالوس
نشان داده  4و  3ريخته احتمالي در شكل مختلف رشد گياهچه ترا

گياهچه  15هاي مورد آزمايش تنها  نمونه از ميان ريز. شده است
باززا شدند  Aگياهچه از لاين  13گياهچه از رقم مغان و  2شامل 

و نيز ) 7و  6، 5شكل (اي پليمراز  و همگي به واكنش زنجيره
شان پاسخ مثبت ن) 10و  9، 8شكل ( DNAگذاري  آزمون لكه

ها حداقل در وجود يك نسخه از هر كدام از دادند و تراريختي آن
 .گلوكاناز و نئومايسين فسفو ترانسفراز تاييد شدهاي كيتيناز،  ژن

كه داراي  pBI-ChiGluدر اين تحقيق از پلاسميد نوتركيب 
 CaMV35Sهاي كيتيناز و گلوكاناز، تحت پيشبرهاي جداگانه  ژن

ي خود بوده و ژن T-DNA، در ناحيه NOSو پايانبرهاي جداگانه 
 را به عنوان نشانگر انتخابي حمل) nptII(مقاومت به كانامايسين 

  هاي  استفاده گرديد، لذا رونويسي و ترجمه هر يك از ژن كند، مي

    نتايج و بحث
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 هاي مورد استفاده در واكنش زنجيرهاي پليمراز جهت تاييد تراريزش گياهان تراريخته احتماليآغازگر – 1جدول

  دماي بهينه اتصال (bp)قطعه تكثيري   هاآغازگر  واليت
 CAGGTCCAAGGGCATCAACG : Forward گلوكاناز

TCTCCGACACCACCACCTTC : Reverse 

680 60  

 GAGTGGTGTGGATGCTGTTG : Forward  كيتيناز
GCCATAACCGACTCCAAGCA: Reverse 

872  60 

nptII GAACAAGATGGATTGCACGC : Forward 
GAAGAACTCGTCAAGAAGGC: Reverse 

786  58  

35S پيشبر CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG : Forward 
TCCTCTCCAAATGAAATGAACTTC: Reverse 

123  60  

35S 
 -كيتيناز

CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG : Forward 
GCCATAACCGACTCCAAGCA : Reverse 

1096 60  

35S 
 -گلوكاناز

CCACGTCTTCAAAGCAAGTGG : Forward 
TCTCCGACACCACCACCTTC : Reverse 

972  60  

  
  
  

  زا در ارقام پاييزه و بهاره هاي جنين هاي باززا شده از كالوس فراواني تراريزش گياهچه -  2جدول 

  
  
  
  
  

  .هاي بمباران شده، بدست آمد هاي تراريخت به تعداد كالوس فراواني تراريزش از نسبت گياهچه *

  

  
  .(-)pBI-ChiGluنماي شماتيك پلاسميد نوتركيب  -1شكل 

  

  
  )گرم بر ليتر ميلي 50(بيوتيك كانامايسين  گياهچه زال در محيط كشت داراي آنتي - 2شكل 

  
  

درصد 
  *تراريزش

تعداد گياهچه 
 تراريخت

تعداد كالوس بمباران زاييدرصد شاخه  زايي درصد ريشه
  شده 

  نوع بذر نوع رقم

 پائيزه سايسون 135 0 0 0 0
 پائيزه گاسكوژن 90 8/0 0 0 0
 بهاره مغان 675 7/2 1/3 2  3/0

 بهاره آرتا 1125 4/1 8/2 0 0
8/4  13 7/11 2/10 270 A بهاره لاين 
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انتقال . گياهچه باززا شده در گلدان، ب. الف گياهان تراريخته - 4شكل 
  بذور تراريخت احتمالي. ها به گلخانه، ج گياهچه

كالوس . الف بيوتيك كانامايسين ط كشت فاقد آنتيباززايي در محي -3شكل 
  هاي باززا شده در گلدان گياهچه. گياهچه باززا شده در شيشه، ج. زا، ب جنين

  
  

براي اثبات تراريختي  PCRآناليز  )ناز، الفعقب ژن كيتيو رو به CaMV 35Sجلوي پيشبر هاي اختصاصي رو به اي پليمراز با استفاده از آغازگر واكنش زنجيره - 5شكل 
–16، چاهك )1 Kb( DNA نشانگر وزن ملكولي )M، )كنترل مثبت(پلاسميد  )3گياه شاهد، چاهك  )2، چاهك )كنترل منفي(نمونه آب  )1، چاهك Aهاي لاين  گياهچه

 )2، چاهك )كنترل مثبت(پلاسميد  )1ك ، چاه)1 Kb( DNAنشانگر وزن ملكولي  )M، رقم مغانهاي  براي اثبات تراريختي گياهچه PCRآناليز . گياهان تراريخته، ب )4
 )كنترل منفي(نمونه آب . 5، چاهك گياهان تراريخته رقم مغان )4و  3گياه شاهد، چاهك 

  

  
براي اثبات PCR آناليز  )، الفعقب ژن گلوكاناز و رو به CaMV 35Sجلوي پيشبر هاي اختصاصي رو به اي پليمراز با استفاده از آغازگر واكنش زنجيره -6شكل 

 ) M،)كنترل مثبت(پلاسميد )16، چاهك )كنترل منفي(نمونه آب  )15گياه شاهد، چاهك  )14گياهان تراريخته، چاهك  )1–13، چاهك Aهاي لاين  تراريختي گياهچه
 )4گياه شاهد، چاهك  )3گياهان تراريخته، چاهك  )2و  1مغان، چاهك هاي رقم  براي اثبات تراريختي گياهچه PCRآناليز  )ب ،)DNA )1 Kbنشانگر وزن ملكولي 

  )1 Kb( DNAنشانگر وزن ملكولي  )M، )كنترل مثبت(پلاسميد  )5، چاهك )كنترل منفي(نمونه آب 
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، چاهك و رقم مغان Aهاي لاين  براي اثبات تراريختي گياهچه nptIIعقب ژن جلو و رو بهبه هاي اختصاصي رو اي پليمراز با استفاده از آغازگر واكنش زنجيره -7شكل 
كنترل (پلاسميد  )18گياه شاهد، چاهك ) 17، چاهك )كنترل منفي(نمونه آب  )16گياهان تراريخته رقم مغان، چاهك  )15و  14، چاهك Aگياهان تراريخته لاين ) 1–13

  )plus 1 Kb( DNAي نشانگر وزن ملكول ،M ،)مثبت
  

  
گياه  )4، نمونه )كنترل مثبت(پلاسميد )2هاي تراريخته رقم مغان، نمونه  گياهچه )3و 1نمونه . CaMV35Sگذاري گندم تراريخته براي پيشبر  آزمون لكه: الف - 8شكل 
، نمونه )كنترل مثبت( پلاسميد )2، نمونه )كنترل منفي( گياه شاهد) 1نمونه . ئومايسين فسفوترانسفراز گذاري گندم تراريخته براي ژن ن آزمون لكه: ب). كنترل منفي(شاهد

 هاي تراريخته رقم مغان گياهچه )4و  3
  

آميز در ژنوم گياهي، با  كيتيناز و گلوكاناز، پس از ادغام موفقيت
طور مستقل از هم، انجام دارا بودن نواحي تنظيمي خود، به

در دو اندازه  CaMV35Sاز پيشبر  به همين منظور. شوند مي
جفت باز براي ژن  835پيشبر اول با طول  ،مختلف استفاده گرديد

. ت باز براي ژن گلوكانازفج 425كيتيناز و پيشبر دوم با طول 
پيشبر اول يكسان بوده و هر  3پيشبر دوم از نظر توالي با انتهاي 

دائمي ژن تحت كنترل خود را هاي لازم براي بيان  دو تمامي دامين
علت وجود شباهت توالي اين دو پيشبر و قسمتي به. باشند دارا مي

جفت باز همولوگ، احتمال وقوع  400كه با طول بيش از 
برد، لذا در اين تحقيق از  كراسينگ آور و نوتركيبي را بالا مي

اي استفاده گرديد كه جهت دو پيشبر مذكور نسبت به  سازه
مسو بوده و بنابراين در صورت وقوع نوتركيبي، قطعه يكديگر ناه

بلكه انتظار بر اين است كه وقوع . مياني حذف نخواهد گرديد
التي تنها باعث جابجايي قطعه شده و حنوتركيبي در چنين 

گلوكاناز را تحت پيشبري با طول بيشتر و كيتيناز را تحت پيشبري 
د پيشبرها اختلالي با طول كمتر قرار دهد، بدون اينكه در عملكر

  .ايجاد گردد

 
  گذاري گندم تراريخته براي ژن نئومايسين فسفوترانسفراز  آزمون لكه -9شكل 

كنترل ( گياه شاهد. 14، نمونه Aلاين هاي تراريخته  گياهچه. 13-1نمونه هاي 
 )كنترل مثبت( پلاسميد. 15، نمونه )منفي

  

 
  

  CaMV35Sي پيشبر گذاري گندم تراريخته برا آزمون لكه -10شكل 
كنترل (گياه شاهد. 14، نمونه  Aلاين هاي تراريخته  گياهچه. 13- 1نمونه هاي 

، حضور ژن DNAگذاري  آزمون لكه )كنترل مثبت(پلاسميد. 15، نمونه )منفي
گياهچه تراريخته  15در  ، راCaMV35Sنئومايسين فسفوترانسفراز و پيشبر 

  .تاييد كرد

 بالف
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شود  ني، تراريختي زماني حاصل ميدر روش انتقال ژن با تفنگ ژ
در اين حالت . كه ژن خارجي در كروموزوم گياه تلفيق شود

هاي تراريخته را به واسطه وجود نشانگر انتخابي  توان كالوس مي
، )nptII(ژن نئومايسين فسفو ترانسفراز . در محيط شناسايي كرد

بيوتيك كانامايسين در محيط  سبب مقاومت گياه در برابر آنتي
شوند كه داراي  با اين روش گياهاني انتخاب مي. شود كشت مي

هاي هدف  دليل اينكه اين ژن همراه با ژنهستند و به nptIIژن 
طور غير كيتيناز و گلوكاناز بر روي يك پلاسميد قرار دارد، به

هاي هدف  درصد، گياهاني كه حاوي ژن 100مستقيم نه با احتمال 
ا اين وجود در اين تحقيق پس از ب. گردند باشند انتخاب مي مي

دهي و  هاي كشت كالوس بيوتيك كانامايسين در محيط اعمال آنتي
زايي و پديده  عدم ريشه ،زايي رخدادهايي نظير عدم شاخه ،باززايي
مشاهدات نشان . ميزان بالايي بيش از حد انتظار ديده شدزالي به

كم نيز موجب از بيوتيك كانامايسين در مقادير بسيار  دادند كه آنتي
زايي در ارقام مورد آزمايش  بين رفتن سبزينه گياه در مرحله شاخه

در ادامه با . آورد ها جلوگيري به عمل مي زايي آن شده و از ريشه
بيوتيك كانامايسين از محيط كشت باززايي، به تدريج  حذف آنتي

زايي  بيشترين درصد شاخه. زايي مشاهده شد زايي، و ريشه شاخه
 Aلاين درصد در  7/11زايي  بيشترين درصد ريشه ودرصد  2/10

زايي و  گونه شاخه كه در رقم سايسون هيچمشاهده شد، در حالي
درصد  8/0در رقم گاسكوژن نيز تنها . زايي ديده نشد ريشه
دار شده،  هاي شاخه زايي مشاهده شد اما هيچ يك از گياهچه شاخه
 7/2درصد و  4/1ترتيب با ارقام آرتا و مغان به . دار نشدند ريشه

زايي در زايي را نشان دادند همچنين درصد ريشه درصد، شاخه
درصد براي رقم  1/3درصد براي رقم آرتا و  8/2ها به ترتيب  آن

گياهچه از  13گياهچه از رقم مغان و  2در ادامه تنها . مغان بود
 ها از طريق واكنش به طور كامل باززا شده و تراريختي آن Aلاين 

استفاده از  .بررسي شد DNAگذاري  اي پليمراز و آناليز لكه زنجيره
ذغال فعال در محيط باززايي، علاوه بر جلوگيري از توليد 

شوند، محيطي  زايي مي تركيبات فنولي كه موجب عدم ريشه
آورد، از اين رو  نور، مناسب با رشد ريشه را نيز فراهم مي كم

ال در محيط باززايي گياه گندم، استفاده از مقادير مناسب ذغال فع
. تواند در تسريع فرايند رشد ريشه تاثير بسزايي داشته باشد مي

سايسون، (در ارقام ) زايي زايي و ريشه شاخه(ارزيابي صفات 

، اين نكته را بيان داشت كه Aو نيز لاين ) گاسكوژن، آرتا، مغان
فت پاسخ ارقام پائيزه در مقايسه با ارقام بهاره نسبت به كشت با

از دلايلي كه مي توان به آن اشاره . مناسبي از خود نشان ندادند
انواع مختلفي از  ،كشت بافت غلات. كرد، نوع ژنوتيپ است

كند كه ممكن است از نظر پتانسيل باززايي با  كالوس را توليد مي
پاسخ كالوس و باززايي گياه بستگي ، از اين رو هم متفاوت باشند

همين علت در به). Baskaran et al. 2005( دبه نوع ژنوتيپ دار
دهي و باززايي كمتري  هاي پائيزه نسبت به بهاره كالوس ژنوتيپ

هاي  از نكات بسيار مهم در اين تحقيق، مشابهت ژن .مشاهده شد
هايي در ژنوم گياه شاهد است كه  كيتيناز و گلوكاناز با توالي

اه به علت ديده ها را براي تشخيص تراريختي گي كاربرد اين ژن
اي  هاي فوق در واكنش زنجيره شدن باند مورد نظر براي ژن

به همين . پليمراز در گياه شاهد، با مشكل مواجه خواهد ساخت
هاي كيتيناز و  هاي مجاور ژن هاي توالي گر دليل، استفاده از آغاز

گلوكاناز، نظير توالي پيشبر، توالي پايانبر و نيز نشانگر انتخابي، به 
علت هاي فوق، به هاي ژن ايي و يا همراه با يكي از آغازگرتنه
و در نتيجه عدم حضور اين  T-DNAها در ناحيه  جواري آن هم

ها در ژنوم گياه شاهد، امكان اثبات تراريزش را ممكن  توالي
اي پليمراز با استفاده از  بدين منظور، واكنش زنجيره. سازد مي

يتيناز و رو به جلو پيشبر آغازگرهاي اختصاصي رو به عقب ژن ك
CaMV35S آغازگرهاي اختصاصي رو به عقب ژن گلوكاناز و ،

هاي رو به عقب و رو  گر و نيز آغاز CaMV35Sرو به جلو پيشبر 
ها تنها در گياه  اين توالي. انجام شد nptIIبه جلو نشانگر انتخابي 

آزمون . شوند باشند و در گياه شاهد ديده نمي تراريخت موجود مي
نيز با استفاده از كاوشگرهاي اختصاصي براي  DNAگذاري  لكه

انجام و تلفيق  CaMV35Sژن نئومايسين فسفوترانسفراز و پيشبر 
پرتابي  انتقال ژن به روش زيست. ژن در ژنوم اين گياهان تائيد شد

طور رايج، بهترين انتخاب براي توليد مفيد ژرم پلاسم گندم به
ترين روش مورد استفاده در  مولعنوان معو به تراريخت است

با .)et al Rakszegi.2001 (رود  انتقال ژن به گندم به كاربرد مي
اي مانند ورود  وجود مزاياي متعدد، اين روش معايب برجسته

چندين نسخه از ژن خارجي و گرايش بالا براي خاموشي ژن به 
خاموشي ژن در سطح . هاي بعد را به همراه دارد ويژه در نسل

افتد و اين پديده اغلب با تعداد  ويسي يا پس از آن اتفاق ميرون
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به  )Shrawat 2007. (هاي ژن وارد شده مرتبط است بالاي نسخه
همين جهت انجام آزمايشات زيست سنجي در اين نسل و نيز در 

هاي آينده براي اثبات حضور ژن وارد شده و بيان پايدار آن  نسل
از  .مورد تاكيد خواهد بود همواره از سوي محققان اين پژوهش

ترين عوامل هاي قارچي در گندم از جمله مهم جا كه بيماريآن
باشند، توليد گياه گندمي كه بتواند در  كاهش دهنده محصول مي

نظر هاي قارچي مقاومت نشان دهد ضروري به مقابل پاتوژن
همچنين، با ايجاد مقاومت، مصرف سموم قارچكش و . رسد مي

بوط به سمپاشي و خريد اين سموم نيز كاهش هاي مر هزينه
در اين تحقيق، گياهان گندمي توليد شدند كه حاوي دو . يابد مي

قارچي كيتيناز و گلوكاناز براي ايجاد مقاومت به  ژن ضد

. بودند  گرامينيس ويژه فوزاريوم و ارايزيف هاي قارچي به بيماري
ننده ك رود گياهان حاصل با دريافت دو ژن كد انتظار مي

هاي  قارچي، مقاومت پايداري را نسبت به قارچ هاي ضد پروتئين
  هاي رو همانطور كه گفته شد آناليزاز اين. فوق از خود نشان دهند

هاي وارد شده و نيز  بيشتري براي اثبات حضور و بيان ژن
هاي  سنجي جهت اثبات مقاومت به بيماري آزمايشات زيست

اي تراريخته براي اثبات پايداري ه قارچي و در نهايت آناليز نسل
  .ژن در آينده مورد نياز خواهد بود

  سپاسگزاري
از بخش غلات مؤسسه تحقيقات و تهيه نهال و بذر كرج جهت 
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