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  به  براي افزايش مقاومت) .Cicer arietinum L(مهندسي ژنتيك نخود 
  )Helicoverpa armigera( خوار پيله آفت

  

  4ياضي بهزاد قرهو  3مختار جلالي جواران، 2تي جي هيگينز، 1عبدالرضا باقري، *1نسرين مشتاقي
  وم گياهي دانشگاه فردوسي مشهدي عل ي كشاورزي و پژوهشكده دانشكدهت علمي أهياي عضا -1

  ، كانبرا، استرالياCSIROت علمي مركز تحقيقاتي أعضو هي -2
  ت علمي دانشكده كشاورزي دانشگاه تربيت مدرس تهرانعضو هيأ -3

  سسه تحقيقات بيوتكنولوژي كشاورزي كرجعضو هيأت علمي مؤ -4
  

  23/02/1388: تاريخ دريافت
  18/07/1388: تاريخ پذيرش

  

  چكيده
است كه سالانه خسارت زيادي به محصول نخود وارد يكي از عوامل اصلي كاهش عملكرد نخود  ،خوار ت پيلهآف

به همين منظور از ژن . ز اهميت استيحا ،اصلاح اين گياه جهت افزايش مقاومت به اين آفت ،بنابراين. كند مي
 T-DNAحاوي دو  pCry1Ac-nptIIپلاسميد از باسيلوس تورينجينسيس در  cry1Acپروتئين كريستالي  ي يافته تغيير

دست  هب nptIIگياه حاوي ژن  38هاي متوالي،  در نهايت پس از گزينش. مجزا به منظور تراريزش گياه نخود استفاده شد
، cry1Acگياه حاوي ژن  36از . را داشتند nptIIگياه به تنهايي ژن  دوو  cry1Acگياه حاوي ژن  36آمد كه در بين آنها 

از اين . درصد برآورد شد 37/0درصد تراريزش در اين بررسي . را توليد نمودند Cry1Acاه اين ژن را بيان و سم گي 30
هاي وسترن بلاتينگ و  با انجام آزمون. را ايجاد كردند T1گياه توليد بذر نموده و نسل  هفتتعداد گياه تراريخته، تنها 

PCR  براي گياهان نسلT0  وT1يزان توليد پروتئين ، گياهان از نظر مCry1Ac هايي با بيان بالا، متوسط و  در گروه
هاي با بيان بالاي پروتئين  سنجي بر روي لارو اين آفت نشان داد كه لاين نتايج مقدماتي زيست. ضعيف قرار گرفتند

Cry1Ac  شوند درصد لاروهاي اين آفت مي 100باعث كشندگي.     

  Bt ،cry1Acيزش نخود، ترار ،خوار آفت پيله :هاي كليدي واژه
  

  1مقدمه
انتقال ژن به نخود با هدف افزايش مقاومت به برخي 

هاي  خوار نخود و تنش آفت پيله مانندهاي زيستي  تنش
از اهداف اصلاحي مدنظر در اين گياه زراعي  ،غيرزيستي

خوار نخود در جهان سالانه  ميزان خسارت آفت پيله. باشد مي
خمين زده شده است كه در ايران ميليون دلار ت 325بالغ بر 

درصد مي باشد  20ميزان اين خسارت در برخي مناطق حدود 
)Popelka & Higgins, 2007 .( لذا افزايش مقاومت در برابر

تواند سبب بهبود عملكرد اين گياه در نواحي  اين آفت مي
ثر براي توليد نخود ؤيكي از راهبردهاي م. كاشت آن شود

  خوار، استفاده از سموم  فت پيلهتراريخته مقاوم به آ
 Bacillus( از باكتري باسيلوس تورينجينسيس Cryطبيعي 

                                                 
، دانشكده مشهد دان آزادي، دانشگاه فردوسيمشهد، مي :نويسنده مسئول *

  0511-8795616: تلفن، نژادي گياهي كشاورزي، گروه بيوتكنولوژي و بهِ
ست الكترونيكپ :moshtaghi@um.ac.ir  

thuringiensis( اين سموم قادرند در معده حشرات . است
  .فعال شده و سيستم گوارشي حشره را مختل نمايند

ي يها تاكنون سه گزارش از نخود تراريخته حاوي ژن
اولين مورد آن . است ارائه شدهجهت مقاومت در برابر آفات 

و با روش تفنگ ژني  هكه باست اي  نخود تراريختهمربوط به 
). Kar et al., 1997( توليد شده است cry1Acژن  انتقال
آفت ثر ؤكنترل م يدؤاوليه اين محققان مزيستي هاي  ارزيابي

. توسط اين گياهان تراريخته بوده استخوار نخود  پيله
ئيد قرار گرفته أنيز مورد ت T1حضور اين ژن در نسل  همچنين

 آگروباكتريوم براي انتقال ژن بازدارندهدر گزارش دوم، از . است
ه است استفاده شدبه نخود آميلاز از لوبياي معمولي آلفا

)Sarma et al., 2004.( ،انتقال و بيان پايدار  در اين بررسي
بيان  .ئيد شده استأهاي بعدي نيز ت در نسل ژن مورد نظر

به شدت مانع  در اين گياهان آميلازآلفاژن بازدارنده بالاي 
 اي حبوبات چهار نقطهسوسك  مانندآفات انباري رشد 

)Callosobruchus maculatus ( چيني حبوبات و سوسك
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)C. chinensis (در مطالعه سوم، . ه استگرديد)Sanyal et 
al., 2005( ژن  انتقالبا  نيزcry1Ac نخود و بيان پايدار  به

 H. armigeraتوانستند لارو آفت  T1و  T0 هاي نسل درآن 
هاي مختلف  در بررسي. زيستي كنترل كنند هاي را در ارزيابي

گرم در ليتر  ميلي 200تا  50هاي بين  از كانامايسين با غلظت
اما . براي گزينش گياهان تراريخته نخود استفاده شده است

كانامايسين  شواهد نشان داده است كه گزينش در مقدار كمتر
 شود هاي غيرتراريخته مي منجر به فرار بيشتر شاخه

)Fontana et al., 1993; Polowick et al., 2004; 
Sarma et al., 2004; Sanyal et al., 2005.(  

در يك  nptIIو ژن  cry1Acدر اين بررسي از ژن 
جداگانه استفاده شده است  T-DNAساختار پلاسميدي با دو 

گر مقاوم به  بتوان ژن گزينش ،cry1Acژن تا ضمن انتقال 
ژن  ،علاوه بر اين. هاي بعد حذف نمود بيوتيك را در نسل آنتي

cry1Ac بر اختصاصي قرار داده شده  تحت كنترل يك پيش
هاي سبز گياه كه در معرض  است تا بيان آن تنها در بافت

بنابراين مي توان اميدوار . حمله آفت قرار دارند، مشاهده شود
هاي بعد به لاين مطلوبي جهت كنترل جمعيت  د در نسلبو

  .اين آفت دست يافت
  

  ها مواد و روش
  باكتري و پلاسميد

 فاشينستومي در اين طرح از باكتري آگروباكتريوم 
)Agrobacterium tumefaciens (  نژادAGL1  استفاده

تهيه شده ( pCry1Ac-nptIIباكتري حاوي پلاسميد اين  .شد
به عنوان  nptIIباشد كه ژن  مي) استراليا كشورCSIRO از 

 Subcloverاز ويروس  SCSV1بر  گر تحت پيش ژن گزينش
stunt virus بر پيش مانند بر يشاين پ .در آن تعبيه شده است 

35S يك به عنوان شود و  هاي گياهي بيان مي اندام ي در همه
عملكرد آن بهتر  ي شود ولي نحوه بر عمومي محسوب مي پيش

ترميناتور آن در  و بر به همراه پيش nptIIژن  .باشد مي 35Sاز 
 .جداگانه درون اين پلاسميد تعبيه شده است T-DNAيك 

باشد كه  با توالي سنتزي مي cry1Acاين پلاسميد داراي ژن 
سيس جداسازي شده است، وپكه از آرابيد SSUبر  تحت پيش

تي خود دس ينيبر قادر است ژن پا اين پيش. كلون گرديده است
و غلاف  ،برگ، ساقه مانندهاي سبز گياه  را تنها در بافت

 H. armigeraكه آفت  ييكاسبرگ بيان نمايد و از آنجا
 ،كند ها حمله مي غلاف مانندهاي سبز گياه  به بافت عموماً

تواند از حمله آفت  هاي سبز گياه مي بنابراين بيان آن در بافت
 T-DNAد حاوي دو يك پلاسميبدين ترتيب  .جلوگيري كند

كه داراي يك توالي تغييريافته از ژن ) pBK101(جداگانه 

cry1Ac  وnptII باشد گر مي به عنوان يك ژن گزينش، 
پلاسميد مضاعف نيز با استفاده ). 1شكل (استفاده شده است 

از الكتروپوراسيون به درون آگروباكتريوم تومي فاشينس نژاد 
AGL1 ه استفرستاده شد.  

  

  كشتي همزنمونه و ريتهيه 
 Jimbourاز واريته  Btبراي توليد نخود تراريخته 

براي استريل بذر  5500در اين تحقيق حدود . استفاده گرديد
هاي طولي محور جنيني به  از برشريزنمونه  11000تهيه 

براي كشت . كشتي استفاده شد جهت همها  همراه لپه
وگرم ميكر 100حاوي  MG/Lآگروباكتريوم از محيط كشت 

به استفاده و كتينومايسين پبيوتيك اس آنتياز  ليتر در ميلي
دور در  180گراد و  درجه سانتي 28در دماي  شبانهصورت 

باكتري مورد نياز  OD1تا شد دقيقه بر روي شيكر قرار داده 
هاي آماده به  ريزنمونه .مين نمايدأت تا يك باشد را 5/0كه بين 

و سپس  گرفتم قرار واكتريدقيقه درون محلول آگروب 45مدت 
 كشت كشتي شامل محيط بر روي كاغذ صافي در محيط هم

B5  2مولار  ميلي 10به همراهMESگرم در ليتر  ، يك ميلي
NAAگرم در ليتر  ، يك ميليBAP  ميكرومولار از  100و

ها  حاوي ريزنمونه كشت محيط. قرار داده شدكونيفريل الكل 
 8/16گراد و  نتيدرجه سا 24در اتاق رشد با دماي 

  . دساعت قرار داده ش 72به مدت ) روشنايي/تاريكي(
  

  زايي شاخه
انتخابي و  كشت ها به محيط پس از سه روز ريزنمونه

 گرم در ميلي 5/0حاوي  MS كشت باززايي كه شامل محيط
گرم در  ميلي Kin ، 05/0گرم در ليتر  ميلي BAP ،5/0ليتر 
گرم در ليتر  ميلي MES ،200مولار  ميلي NAA ،10ليتر 

محيط كشت ( گرم در ليتر تيمنتين ميلي 150كانامايسين و 
RS(  باpH  يافتند و درصد ظهور شاخه ، انتقال بود 8/5معادل

ها به مدت دو هفته  ريزنمونه. گيري شد اندازهدو هفته پس از 
 5/0حاوي  MSشامل  انتخابي بعدي نيز در محيط كشت

 Kin ،10گرم در ليتر  يليم BAP ،5/0ليتر  گرم در ميلي
 150گرم در ليتر كانامايسين،  ميلي MES ،200مولار  ميلي
معادل  pHو  )SSمحيط كشت ( نتينمگرم در ليتر تي ميلي

هاي باقيمانده چندين دوره در  سپس شاخه. منتقل شدند 8/5
 BAP ،1/0گرم در ليتر  ميلي 1/0حاوي  MS كشت محيط
گرم  ميلي MES ،200 رمولا ميلي Kin، 10ليتر  گرم در ميلي

محيط ( تينمنگرم در ليتر تي ميلي 150در ليتر كانامايسين و 
  . واكشت شدند )TSكشت 

                                                 
1 Optical density 
2 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid  
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  مجزا T-DNAدر دو  cry1Acو  nptIIقطعه ژني حاوي دو ژن  -1شكل
Fig. 1. Gene cassette containing nptII and cry1Ac genes in two separate T-DNA 

 
  

  

  سازگاريزايي و  ريشه
 كشت سه محيطهاي توليد شده از  زايي شاخه براي ريشه

B5 گرم در ليتر حاوي يك ميلي  IBA)MR(، MB 5/0 
هاي  و ويتامين MSهاي محيط كشت  نصف غلظت نمك(

 و) MY( IBAگرم در ليتر  ميلي دوحاوي ) B5محيط كشت 
گرم در ليتر از  ميلي 1/0حاوي  MB  كامل محيط كشت

IAA دار شده كه طول  هاي ريشه شاخهسپس . استفاده شد
د به خاك سبك حاوي ومتر ب سانتي يكآنها بيش از  ي ريشه
انتقال داده )  1:1:1( يتلپر: مواد آلي: مساوي از ماسه نسبت

از ظروف شفاف پلاستيكي براي حفظ رطوبت  .ندشد
بر ده و شرطوبت كم  مقدار تدريج هب. ها استفاده شد گياهچه

گياهان پس از مدتي به گلخانه و سپس . افزوده شدنور  دارمق
  .تر منتقل شدند هاي بزرگ به گلدان

  

  PCR  تجزيه و تحليل
در گياهان تراريخته با  nptIIو  cry1Acهاي  حضور ژن

ي ژنومي به DNAمنظور ابتدا  ه اينب. ييد شدأت PCRاستفاده از 
 & Soltis Lab CTAB DNA Extraction )Doyle روش

Doyle, 1987; Cullings, 1992 ( از برگ جوان و تازه بازشده
پس از تعيين . اي در گلخانه، استخراج شد هفته هشتاز گياهان 

ي مورد نظر براي تجزيه و DNAنانوگرم از  50ها،  غلظت نمونه
   cry1Acهاي  به ترتيب با آغازگرهاي اختصاصي ژن PCRتحليل 

)5´-GACACAATGGACAACAACCCAAA-3´ و  
5´-TCACTGCAGGGATTTGAGTAATA-3´(  nptII 

)5´-ATCGGGAGCGGCGATACCGTA-3´ و  
 5´-GGCTATTCGGCTATGACTG-3´ ( مورد استفاده

منجر به تكثير يك  cry1Acبا آغازگرهاي  PCR .قرار گرفت

منجر به تكثير  nptIIجفت بازي و با آغازگرهاي  1473قطعه 
گياهان ي DNAعلاوه بر . جفت بازي گرديد 887قطعه 

ي گياهان DNAتراريخته از شاهدهاي مناسب شامل 
و يك واكنش با  DNAبدون  PCRغيرتراريخته، واكنش 

DNAهاي مناسب در  ي پلاسميدي استفاده شد تا كنترل
و ژن  cry1Acدماي اتصال براي ژن . حين آزمايش انجام شود

nptII  گراد بود درجه سانتي 58و  59به ترتيب.  
  

  nptIIتينگ بلا  ارزيابي دات
، تعيين حضور و nptIIهاي ارزيابي بيان ژن  يكي از روش

يا عدم حضور آنزيم نئومايسين فسفوترانسفراز در گياهان 
يكي از  nptIIبلاتينگ   دات آزمون ارزيابي. باشد تراريخته مي

هاي سبز گياهي  گيري بيان اين آنزيم در بافت هاي اندازه روش
تيو و سوبستراي اين آنزيم با استفاده از مواد راديواك

هاي جوان و  استخراج پروتئين از برگ. است) نئومايسين(
  دانل  سپس آزمون ارزيابي با استفاده از روش مك

)McDonnell et al., 1987 (انجام گرفت .  
  

  بلاتينگ  وسترن
هايي كه به گلخانه انتقال يافتند، پس از چهار  گياهچه

مورد  Cry1Acن پروتئين ييد حضور و بياأهفته به منظور ت
منظور ابتدا  ه اينب. بلاتينگ قرار گرفتند  ارزيابي وسترن

يافته  هاي جوان و توسعه استخراج پروتئين بافت برگ از برگ
انجام گرفت و سپس غلظت كل پروتئين در هر نمونه با روش 

ميكروگرم  50. گيري شد اندازه) Bradford, 1976(برادفورد 
آميد بارگذاري گرديد و سپس  آكريل ژل پلياز پروتئين بر روي 

Fragment of pCry1Ac-nptII
7864 bp (molecule 13865 bp)

nptII

Cry1Ac hybrid coding region

LB RB RB

arabidopsis SSU promoter

Tobacco SSU terminator

LB

Cry1Ac 5' primer

Cry1Ac 3' primernpt II 5' primer

npt II 3' primer

SCSV 1 prom

SCSV 3
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بادي  گذاري بر روي غشاي نيتروسلولزي و واكنش با آنتي لكه
  . بر اساس روش وسترن بلاتينگ انجام گرديد

  

  1ارزيابي زيستي
  بر رشد لارو آفت Btثير بيان پروتئين أبراي بررسي ت

H. armigera روزه براي آزمون  30، از برگ گياهان
 Neonateبراي اين آزمون از لارو . ستفاده شدسنجي ا زيست

از كلوني كه در آزمايشگاه با رژيم غذايي ) ساعت عمر 18يك تا (
استفاده  )Olsen & Daly, 2000( مصنوعي نگهداري شده بودند

هر . لارو براي هر لاين مورد ارزيابي قرار گرفت 32تا  16. شد
مصنوعي و  ارزيابي شامل دو شاهد يكي لارو با رژيم غذايي

ميزان مرگ و مير و درصد . ديگري لارو با گياه غيرتراريخته بود
  . روز مورد ارزيابي قرار گرفت هفتبقاي لاروها بعد از 

  
  نتايج و بحث
  زايي و ريشه هاي تراريخته تشكيل شاخه

ها پس از دو هفته شروع به  درصد ريزنمونه 58
 10تا  5بين  منتهي هر ريزنمونه تقريباً. زايي نمودند شاخه

ها در همان مراحل اوليه كشت  شاخه توليد نمود كه اكثر شاخه
تدريج از بين رفتند و تنها تعداد  ههاي بعدي ب و يا در واكشت

زايي منتقل  و ريشه TSها به محيط كشت  محدودي از شاخه
شاخه به  624 ،هاي مكرر در نهايت پس از واكشت. شدند

دست  ههاي ب شاخه .رديدزايي منتقل گ ريشههاي  كشتمحيط 
حاوي  MRزايي  آمده در مرحله اول به محيط كشت ريشه

اما پس از سه . گرم در ليتر كانامايسين منتقل شدند ميلي 200
شاخه منتقل شده، ريشه توليد  54هفته تنها دو شاخه از 

اي شده و از بين  ها قهوه كردند كه پس از چندين روز ريشه
حذف  MRمايسين از محيط كشت به همين دليل كانا. رفتند
و بدون  MRشاخه در مرحله بعد به محيط كشت  132شد و 

شاخه منتقل شده به  132از  يمنته. كانامايسين منتقل شدند
يك شاخه توليد ريشه نمود و درصد تنها  MR كشت محيط
درصد بود كه  زايي در اين محيط كشت كمتر از يك ريشه
زايي  محيط كشت براي ريشهنامناسب بودن اين  ي دهنده نشان
 رزايي در دو محيط كشت ديگ ليكن درصد ريشه. ها است شاخه
و  MYزايي در دو محيط كشت  درصد ريشه. يكسان بود تقريباً
IAA  درصد بود كه گوياي مناسب بودن هر دو  37برابر

داد نتايج اين بخش نشان . زايي است محيط كشت براي ريشه
و  MSهاي محيط كشت  مكمحيط كشت تركيبي حاوي ن كه

تر از  زايي مناسب براي ريشه B5هاي محيط كشت  ويتامين

                                                 
1 Bioassay 

وجود  ،علاوه بر اين. به تنهايي است B5كاربرد محيط كشت 
  . كانامايسين براي تشكيل ريشه نامطلوب است

و  MYكشت  محيطدو زايي در  درصد ريشه اگرچه
IAA ط كشتدر اين دو محيها  برابر بود ولي مورفولوژي ريشه 

، بلند، IAAها در محيط كشت  طوري كه ريشه هبود ب متفاوت
ها در محيط  باريك و با تعداد محدود بودند در حالي كه ريشه

به صورت متراكم و فشرده بوده و قطر ريشه زياد  MYكشت 
 ،د و استقرار بعدي آنها در خاكبو ولي طول ريشه بسيار كوتاه

دار شده  ريشه ي شاخه 103طوري كه از  هب )2شكل (بود تر كم
درصد  20شاخه يعني حدود  24تنها  ،MYدر محيط كشت 

دار  شاخه ريشه 102در گلخانه استقرار يافتند در حالي كه از 
درصد  62شاخه يعني  77حدود  ،IAAشده در محيط كشت 

   .آنها در گلخانه استقرار يافتند
هاي  شده به محيط كشت هاي منتقل بنابراين از كل شاخه

دار شدند و از بين اين  درصد ريشه 33زايي، تنها  ختلف ريشهم
درصد در گلخانه استقرار  50دار شده حدود  هاي ريشه شاخه
زايي و استقرار در  بنابراين درصد تلفات در مراحل ريشه. يافتند

درصد باززايي و تراريزش  موضوع، بالا است و همين ،گياه نخود
   .دهد را در مراحل نهايي كاهش مي

  

  PCRتجزيه و تحليل 
دست آمده  هدر گياهان ب PCRتجزيه و تحليل مولكولي 

و  nptIIهاي  ييد حضور و يا عدم حضور ژنأبه منظور ت
cry1Ac نتايج تجزيه و تحليل . انجام شدPCR  نشان داد كه

هاي مورد نظر  كننده اين دو ژن، توالي ژن در تمام گياهان بيان
هر دو ژن  ،گياه 36اد كه در شواهد نشان د. نيز تكثير شد

nptII  و ژنcry1Ac تنهايي دارنده  قرار دارد و دو گياه نيز به
هر دو ژن  ،گياه 36در ). 4و  3هاي  شكل(بودند  nptIIژن 

هاي بعدي در برخي  حضور داشت كه بر اساس نتايج آزمايش
و در  cry1Acتنهايي ژن  و در برخي به nptIIتنهايي ژن  به

تصاويري از باندهاي تكثيريافته . بيان شدندهر دو  ،برخي
در ) 4شكل( nptIIو ژن ) 3شكل( cry1Acمربوط به ژن 

  . دست آمده نشان داده شده است ههاي ب برخي لاين
  

  nptIIارزيابي دات بلاتينگ 
 76گياه استقرار يافته در گلخانه، حدود  101از كل 

 35تنها در گياه پس از شش هفته بقاء يافتند و از اين تعداد 
رنگي را بر روي فيلم  هاي پر نمونه اين آنزيم بيان گرديد و لكه

ساعت 12مدت  مجاورت غشا با فيلم به). 5شكل(ظاهر نمود 
  .مناسب بود
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  IAAو  MYي توليدشده در محيط كشت  تفاوت در مورفولوژي ريشه - 2شكل
Fig. 2. Morphological difference of produced roots in MY and IAA media 

  
  

  
  
  
  
  
  
  

      
  cry1Acجفت بازي مربوط به ژن  1473تكثير قطعه  - 3شكل 

  ، E17-C ،4( E11-U ،5( E3-B ،6( E9-V-3 ،7( E7-I3 )3 :هاي مشكوك به تراريخته لاين )11تا  3 ،آب )2سايز ماركر،  )1
8( E7-F3 ،9( E17-C2 ،10( E11-A ،11( E12-I3 ،12(  پلاسميدpcry1Ac-nptII ،13- شاهد غيرتراريخته  

 

Fig. 3. Amplification of 1473 bp fragment for cry1Ac gene 
1) size marker, 2) water, 3-11) transgenic putative lines: 3) E17-C, 4) E11-U, 5) E3-B, 6) E9-V-3, 7) E7-I3, 8) E7-F3, 

9) E17-C2, 10) E11-A, 11) E12-I3, 12) pcry1Ac-nptII plasmid, 13) non-transgenic plant 
  
  

  
  
  
  
  
  
  

  

  nptIIجفت بازي مربوط به ژن  887تكثير باند  - 4شكل 
  ،E17-C ،4( E11-B ،5( E3-B ،6( E9-V-3 ،7( E7-I3 )3  :هاي مشكوك به تراريخته لاين) 11تا  3 ،آب )2سايز ماركر،  )1

8( E7-F3 ،9( E17-C2 ،10( E11-A ،11( E12-I3 ،12(  پلاسميدpCry1Ac-nptII ،13 (شاهد غيرتراريخته  
 

Fig. 4. Amplification of 887 bp fragment for nptII gene 
1) size marker, 2) water, 3-11) transgenic putative lines: 3) E17-C, 4) E11-B, 5) E3-B, 6) E9-V-3, 7) E7-I3, 8) E7-F3,  

9) E17-C2, 10) E11-A, 11) E12-I3, 12) pcry1Ac-nptII plasmid, 13) non-transgenic plant 
  

 
0.1 mg.l-1 IAA 

 
2 mg.l-1 IBA 

bp  1473   
Cry1Ac 

bp 887  
 nptII 
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   Cryوسترن بلاتينگ پروتئين
انتظار  ،پس از انتقال مقدار مساوي پروتئين بر روي ژل

 ي كننده رود كه شدت رنگ باند در وسترن بلاتينگ، تعيين مي
پس . در گياهان تراريخته باشد Cry1Acميزان بيان پروتئين 

 1با آميدوبلك ءآميزي غشا ، رنگءين بر روي غشااز انتقال پروتئ

اطمينان  ءها بر روي غشا انجام گرفت تا از انتقال كامل پروتئين
طور كامل انتقال  هها ب در صورتي كه پروتئين. حاصل شود

ها يكي نبود،  در همه لاين 2نيافته و شدت باند رابيسكو
آميزي  تصويري از رنگ ،A-6در شكل . شد گذاري تكرار مي ژل

آميزي با  گذاري و رنگ غشاي نيتروسلولزي پس از لكه
ررنگ مربوط به باند مياني و پ. آميدوبلك نشان داده شده است

هاي سبز  آنزيم رابيسكو است كه به مقدار فراوان در بافت
ها انجام  وسترن بلاتينگ براي تمام لاين. شود گياهي يافت مي

 60اند پروتئيني تصويري از ظهور ب B-6گرفت كه در شكل 
بر روي غشاي نيتروسلولزي پس از  Cry1Acكيلودالتوني 

  .بادي آورده شده است واكنش با آنتي
دست آمده  هگياه ب 76بر اساس نتايج وسترن بلاتينگ، از 

ولي  بيان شد Cry1Acگياه پروتئين  30تنها در  ،در گلخانه
يان گياه داراي ب 19. متفاوت بود ،ميزان بيان اين پروتئين

ضعيف، شش گياه داراي بيان متوسط و پنج گياه با بيان بالا 
 nptIIرود كه در تمامي اين گياهان، ژن  البته انتظار مي. بودند

آنها از طريق گزينش در محيط  ي نيز بيان شود زيرا همه
دست  هطبق شواهد ب. اند دست آمده هكشت حاوي كانامايسين ب

 cry1Acو  nptIIهر دو ژن گياه  25گياه در  30آمده، از اين 
بيان  cry1Acتنها ژن  ،بيان شد ولي در پنج گياه باقيمانده

 38با احتساب . بيان نشده و خاموش شده بود nptIIشد و ژن 
مقدار درصد تراريزش برابر  nptIIگياه تراريخته حاوي ژن 

گياه هر دو ژن با يكديگر  36درصد بود و چون در  37/0
 ،T-DNAدو  3ين درصد انتقال همزمانانتقال يافتند بنابرا

  .درصد بوده است 95برابر 
  

  T1 تجزيه و تحليل گياهان 
از رشد ضعيفي  T0تعداد زيادي از گياهان نسل 

ظاهري  با وجودبرخي نيز . برخوردار بوده و بذري توليد نكردند
گياه  36از بين . مناسب به مرحله بذردهي وارد نشدند

تنها هفت گياه به بذر رفته و نسل  ،تراريخته حاوي هر دو ژن
T1 ها، تعداد بذور  نام لاين ،1در جدول . را توليد نمودند

ها  ، نتيجه وسترن بلاتينگ نمونهT1دست آمده در نسل  هب

                                                 
1 Ammido black 
2 Rubisco 
3 Cotransformation 

دست  هو همچنين تعداد گياهان ب cry1Acييد بيان ژن أبراي ت
  .آورده شده است ،آمده

 يكدر  شود تنها مشاهده مي 1گونه كه در جدول  همان
وارد شده و بيان شده است  cry1Acژن ) E7-A-1.1(لاين 

  . نشده است داين ژن در ديگر لاين ها وار اما
براي تغذيه لارو آفت  E7-A-1.1از لاين  ،علاوه بر اين

بر ميزان  cry1Acثير بيان ژن أخوار استفاده شد تا ت پيله
در اين ارزيابي از لاين . ومير اين حشره مشخص شود مرگ

 32تراريخته، شاهد غيرتراريخته و رژيم مصنوعي براي تغذيه 
نتايج اين بررسي از نظر . لارو در هر رژيم غذايي استفاده شد

آمده  2تعداد لارو مرده و بقايافته پس از هفت روز در جدول 
  ي شود لاين تراريخته گونه كه مشاهده مي همان. است

E7-A-1.1  ر لارو اين ومير د درصد مرگ 100توانست باعث
  .آفت شود و آن را پس از هفت روز از بين ببرد

  
ميزان  ،گونه كه نتايج اين بررسي نشان داد همان

 ،تراريزش در گياه نخود بسيار پايين است و نتايج اين آزمايش
دال بر سرسخت بودن حبوبات از جمله نخود براي باززايي و 

سازي  ينههاي متعددي براي به اگرچه تلاش. باشد تراريزش مي
باززايي و تراريزش در گياه نخود انجام گرفته است ولي ميزان 

بستگي بالايي به ژنوتيپ و شرايط محيط  ،باززايي و تراريزش
 ,.Kar et al., 1996; Krishnamurthy et al(كشت دارد 

2000; Polowick et al., 2004; Sanyal et al., 2005; 
Yousefiara et al., 2008 ( .ر حال در تمام ولي به ه

تحقيقات انجام شده تاكنون، درصد تراريزش از پنج درصد 
از طرفي ). Senthil et al., 2004(بيشتر نبوده است 

. قابليت تكرارپذيري بالايي ندارند ،هاي موجود دستورالعمل
زايي و  بحث ريشه ،يكي از مشكلات اصلي در باززايي نخود

با توجه به . لخانه استها در شرايط گ استقرار نامطلوب گياهچه
ويترو در اكثر تحقيقات  زايي در شرايط اين كه درصد ريشه  اين

، لذا )Sarma et al., 2004(انجام شده بسيار پايين بوده است 
زايي و استقرار بهينه گياهان  ويترو براي ريشه تغيير روش اين

  . شود باززايي شده در شرايط گلخانه توصيه مي
د نشان داده كه كاربرد كانامايسين در شواه ،علاوه بر اين

ثيري منفي داشته أت ،محيط كشت تشكيل ريشه در نخود
زايي  در اين بررسي نيز در ابتدا در محيط كشت ريشه. است
MR ها،  كدام از شاخه از كانامايسين استفاده شد ولي هيچ
زايي، در مراحل  اي توليد نكردند و يا در صورت ريشه ريشه

زايي  لذا كانامايسين از محيط كشت ريشه. رفتنداوليه از بين 
اند، در  ساير محققاني كه نخود تراريخته توليد كرده. حذف شد

  .اند زايي از كانامايسين استفاده نكرده محيط كشت ريشه
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  در گياهان مشكوك به تراريخته nptIIدات بلاتينگ  -5شكل 

Fig  .5. nptII Dot blotting in transgenic putative lines 
 
 
 

    
  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  آميزي با آميدوبلك ها به غشاي نيتروسلولزي پس از رنگ انتقال صحيح پروتئين ) A-6شكل 
B(  كيلودالتوني  60ظهور باند پروتئينيCry1Ac بر روي غشاي نيتروسلولزي  

  E9-K2 ،4 (E8-J ،5 (E9-DD ،6( E7-A-2 ،7( E7-H ،8( E9-V-1 ،9( E11-R-1 ،10( E6-G3 )3شاهد غيرتراريخته، ) 2ماكر، سايز )1
  

Fig. 6. A) Correct transferring of proteins on nitrocellulose membrane after staining with ammido black 
B) Detection of 60 Kd protein band on nitrocellulose membrane 

1) size marker, 2) non-transgenic plant, 3) E9-K2, 4) E8-J, 5) E9-DD, 6) E7-A-2, 7) E7-H, 8) E9-V-1, 9) E11-R-1, 10) E6-G3 
 
 
 
 
 

A 

 بزرگ رواحديز
 سكويراب ميآنز

KDa 60 
Cry1Ac 
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   T1نتايج تجزيه و تحليل وسترن بلاتينگ در نسل  -1جدول 

  )باشد مي Cry1Acميزان بيان پروتئين  ي دهنده ها نشان تعداد مثبت(
Table 1. Western blotting analysis in T1 generation  

(the number of positives show the expression level of Cry1Ac protein) 
 

 لاين
Line  

 T0وسترن بلاتينگ در نسل 
Western blotting in 

T0 generation 
 

 T1تعداد گياهان تست شده در نسل 
No.* of tested plants in 

T1 generation 
  

  T1در نسل  بلاتينگ مثبت  هاي با وسترن تعداد نمونه
No. of samples with positive  

western blotting in T1 generation 
 

E7-A-1  ++++ 2 1  
E7-A-2  ++++  8 0  
E7-I3  +++  4  0  
E9-K2  ++  2 0  

E15-C-4/3  ++  6 0  
E11-U +  10 0  
E17-C  +  6 0  

* No.: Number 

  

  
   خوار تغذيه لارو آفت پيلهدر  E7-A-1.1نتايج ارزيابي زيستي لاين تراريخته  -2جدول 

Table 2. Bioassay results of E7-A-1.1 transgenic line in feeding of Helicoverpa armigera larva   
 

 نوع تغذيه
Feeding type  

 تعداد لارو
No. of larva  ميانگين درصد مرگ و مير  

Mean of mortality percent مرده 
Dead 

 يافتهءبقا
Survival  

  Artificial diet 2 30 3.4± 6  ژيم مصنوعير
  non-transgenic line 10 22 4.4± 31  لاين غيرتراريخته

 transgenic line 32 0 100  لاين تراريخته

 
 

Fontana et al., (1993)  از محيط كشتMS  به اضافه
هاي  ي شاخهزاي براي ريشه Kinو  IAAغلظت پاييني از 

زايي را گزارش  درصد ريشه 50و  تراريخته استفاده كرده
درصد تراريزش در بررسي آنها چهار درصد برآورد . نمودند
آنها در بررسي خود نشان دادند كه كاربرد كانامايسين . گرديد

زايي به  گرم در ليتر در محيط كشت ريشه ميلي 50با غلظت 
لذا كانامايسين را از محيط . زايي شده است شدت مانع ريشه

ها به  اي ابتدا شاخه در مطالعه. حذف كردندزايي خود  ريشه
زايي حاوي كانامايسين منتقل شد ولي  محيط كشت ريشه

آنها را به محيط كشت  ،بلافاصله پس از ظهور نوك ريشه
زايي بدون كانامايسين منتقل نمودند زيرا وجود  ريشه

 ,.Polowick et al( شود كانامايسين مانع رشد ريشه مي
2004( .  

هاي متعدد بسيار متنوع بوده  زش در بررسيدرصد تراري
درصد  ،توان بيان داشت كه در همه تحقيقات است و مي

تراريزش پايين بوده است و اختلاف جزئي آنها به خاطر نوع 
كار رفته، نژاد آگروباكتريوم، نوع ريزنمونه و ژن  هژنوتيپ ب
هاي  گر بوده است و همين عوامل، تكرارپذيري روش گزينش

در . دهد گرفته شده توسط محققان مختلف را كاهش ميكار  هب
 5/1درصد تراريزش نخود بين يك تا  ،هاي مختلف گزارش
 ,.Sanyal et al(درصد  12/1، )Kar et al., 1996(درصد 
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و حدود پنج ) Polisetty et al., 1997(درصد  1/3، )2005
  .   برآورد شده است) Senthil et al., 2004(درصد 

ين، كاربرد كانامايسين به عنوان يك عامل علاوه بر ا
گزينشي براي انتخاب گياهان تراريخته در نخود نامناسب 

بيوتيك براي گزينش گياهان به صورت  زيرا اين آنتي. است
در اين تحقيق . كند و راندمان پاييني دارد قوي عمل نمي

درصد تخمين زده شد و همين موضوع  50حدود  ،ميزان فرار
در نهايت افزايش داده و سبب كار اضافي بر روي حجم كار را 

فرار گياهان غيرتراريخته  درصد. گرديدگياهان غيرتراريخته 
زماني كه از روش باززايي مستقيم استفاده شود،  خصوصاَ

هاي گزينش را افزايش  لذا يا بايد ميزان دوره. يابد افزايش مي
شود كه البته كه غلظت بالاتر كانامايسين استفاده  داد و يا اين

حالت سميت  ،شود زيرا با افزايش غلظت گزينه دوم توصيه نمي
ثير نامطلوبي بر روي رشد و مورفولوژي گياهان أپيدا كرده و ت

توان تعداد  بنابراين مي. تراريخته و غيرتراريخته خواهد داشت
ثر ؤقدر م ولي اين گزينه نيز آن. ها را افزايش داد واكشت

رب مختلف نشان داده كه قرار گرفتن نخواهد بود زيرا تجا
ويترو  هاي گياهي در شرايط اين ها و نمونه بيش از حد شاخه

سبب كاهش درصد باززايي در مراحل بعدي و استقرار ضعيف 
از ). Bajaj, 1990(ويوو خواهد شد  گياهان در شرايط اين

گرم در ليتر به سرعت  ميلي 200طرفي كانامايسين با غلظت 
طوري كه  ههاي غيرتراريخته نيست ب ين بردن شاخهقادر به از ب

ها در قسمت پايين به رنگ سفيد تا  ها، شاخه در اكثر واكشت
سبز و رشدي  سبز پريده بوده و در قسمت بالا كاملاً رنگ

برش داده شده و  ها مجدداً بسيار مناسب داشتند و بايد شاخه
خود در هاي شيمر ن توليد شاخه. به محيط جديد انتقال يابند

محيط كشت گزينشي حاوي كانامايسين و از طريق روش 
). Kar et al., 1996(باززايي مستقيم نيز گزارش شده است 

بيوتيك  لذا بهتر است از عامل گزينش ديگري به جاي آنتي
يي آتر و با كار كانامايسين استفاده شود كه در يك دوره كوتاه

  . هاي تراريخته را گزينش نمايد بيشتر شاخه

 T-DNAدر دو  nptIIو  cry1Acدر اين طرح دو ژن 
مجزا از يكديگر درون پلاسميد وارد شده بودند و هدف از آن 

هاي بعدي بوده  گر در گياهان تراريخته در نسل حذف ژن نشان
گر بر مبناي تفرق  اساس اين روش براي حذف ژن نشان. است

  دواور بين اين  هاي بعد و احتمال كراسينگ صفات در نسل
T-DNA رود كه  بنابراين انتظار مي. باشد هاي بعد مي در نسل
هاي بعد بتوان به گياهاني دست يافت كه تنها حاوي  در نسل

گر در آن وجود نداشته  ژن مورد نظر ما بوده و ژن گزينش
مجزا در  T-DNAي كه اين دو ژن در دو ياز آنجا. باشد

رود كه درصد  ساختار پلاسميد استفاده شده بودند انتظار مي
تر باشد زيرا تعدادي  پايين ،تراريزش نسبت به تحقيقات ديگر

بودند، به علت عدم  cry1Acاز گياهان كه تنها حاوي ژن 
بنابراين درصد تراريزش در . يابند بقا نمي ،داشتن ژن مقاوم

يك مقدار واقعي از توانايي آگروباكتريوم براي تراريزش  ،اصل
زايي و استقرار  درصد پايين ريشه ،اين علاوه بر. باشد نخود نمي

نامطلوب گياهان سبب كاهش درصد تراريزش در اين بررسي 
نتايج بررسي محققان ديگري كه نخود تراريخته . شده است
اند نشان داده كه بيان اين  را توليد كرده cry1Acحاوي ژن 

مير در و درصد مرگ 100پروتئين در مقادير بالا توانسته سبب 
 ,.Kar et al., 1997; Sanyal et al(شره شود جمعيت ح

توان اميدوار بود  دست آمده مي هلذا با توجه به نتايج ب). 2005
هموزيگوس با هاي  هاي بعدي بتوان به لاين كه در نسل

. ومير حشره دست يافت ثير بالا بر مرگمورفولوژي مناسب و تأ
  .نمودييد أالبته نتايج ارزيابي زيستي نيز اين موضوع را ت

 
  گزاري سپاس

در  CSIROلازم است در اين تحقيق از مركز تحقيقاتي 
استراليا و جناب آقاي دكتر هيگينز و همكاران ايشان به خاطر 

هاي ارزنده  فراهم آوردن امكان انجام اين تحقيق و راهنمايي
  . ايشان كمال سپاس و تشكر را داشته باشم
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Abstract 
Pod borer is one of the main factors for yield decrease of chickpea. Therefore, breeding of 

chickpea for resistance to this pest is important. Modified cry1Ac gene of Bacillus thuringiensis in 
pCry1Ac-nptII plasmid containing twin T-DNA for cry1Ac and nptII genes have been used for 
transformation of chickpea. At last 38 plants had nptII gene that 36 plants of them had cry1Ac gene 
and two plants had only nptII gene. Western blotting analysis showed that 30 plants had Cry1Ac 
protein expression. Transformation percentage was 0.37 in this experiment. Only 7 plants produced T1 
seeds. Regarding to western blotting and PCR analysis for T0 and T1, plants were devided to some 
groups with different expressions. Bioassay with neonate of pod borer showed high mortality in lines 
with high Cry1Ac protein expression.   
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