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  چكيده
با هدف افـزايش مقاومـت بـه     و انتقال ژن شود يمنخود محسوب ز عوامل اصلي كاهش عملكرد ايكي  خوار پيلهآفت 

وليد نخود تراريخته مقاوم به آفـت  براي ت مؤثريكي از راهبردهاي . باشد يمدر اين گياه زراعي اين آفت، از اهداف اصلاحي 
اين سـموم قادرنـد در معـده حشـرات     . است تورينجينسيساز باكتري باسيلوس  Cry، استفاده از سموم طبيعي خوار پيله

و بيـان آن در   cry1Acدر مطالعه حاضر بررسـي ثبـات حضـور ژن     .فعال شده و سيستم گوارشي حشره را مختل نمايند
انجام شـد   nptIIو ژن گزينشگر  cry1Acحاصل از نسل دوم نخود تراريخته با ژن  (T4)م و چهار (T3)هاي سوم نسل

از آن  T-DNAبـر اثـر نـوتركيبي بـين دو      nptIIبـوده و ژن   cry1Acتا بتوان به لايني دست يافت كه تنها حاوي ژن 
ورد بانـد مربـوط بـه ژن    م ـ6در ، cry1Acنمونه مشكوك در نسل سوم به وجود ژن 25از بين  PCRآزمون  .تفكيك شود

cry1Ac باند مربوط به ژن  وnptII در آزمـون   ،نمونه6 اين از بينولي  ،ها نشان دادرا در تمامي نمونهRT-PCR   تنهـا
در طي نسل چهارم حـاكي از وجـود بانـد مربـوط بـه ژن       PCRنتايج . بيان شد RNAدر سطح  cry1Acمورد ژن 5 در

cry1Ac  ژن مورد و باند مربوط به 73درnptII نمونه از گياهان تراريخته كه حـاوي ژن  10در .بودد مور94از نمونه 81در
cry1Ac باند مربوط به ژن  ،بودندnptII   كـه ژن   آن بـود دهنـده  مشاهده نگرديد كه ايـن نشـانcry1Ac  از ژنnptII 

بيان  RNAيخته، در سطح گياهان ترار در همهژن موردنظر كه د دا نشاننيز  RT-PCRنتايج آزمون  .تفكيك شده است
هـاي  در لايـن  Cry1Acهاي مـورد آزمـون، پـروتئين    همچنين نتايج آزمون الايزا نشان داد كه در تمام نمونه. شده است

، لاروهايي كه با برگ گياهـان غيرتراريختـه تغذيـه    سنجي زيستدر آزمون . هاي متفاوتي بيان شده استمختلف در غلظت
كامـل   طـور  بههمگي  ،تغذيه شدند T4ا در مقابل لاروهايي كه با برگ گياهان تراريخته نسل ، امدهمگي زنده ماندن ،شدند

  .باشدآميز فنوتيپ مورد انتظار ميبروز موفقيت دهندة نشاناز بين رفتند كه اين امر 
 
  Bt ،cry1Ac، نخود تراريخته، خوار پيلهآفت : يكليدهاي  واژه

 
    1 مقدمه

ز عوامـل اصـلي   ا ،خـوار  يلـه پآفـت  نظير  ي زيستيها تنش
اصلاح نخـود از طريـق   . شوند يمنخود محسوب كاهش عملكرد 

مرسوم مشابه با ساير گياهان با صرف هزينـه و زمـان    يها روش
 يهـا  فقـدان ژن  دليـل  بهو در برخي مواقع  شود يزيادي انجام م

اي، بــا  گونــه لاســم و عــدم تلاقــي بــينپمطلــوب در خزانــه ژرم
با استفاده بتوان  رسد يم نظر به لذا. استه مواج ييها تيمحدود

 ،ويتـرو و مهندسـي ژنتيـك   ايـن نوين كشت  يها روشتلفيق از 
را از ميان برداشته  كلاسيك ياصلاحهاي روشموانع موجود در 

   ).1990Bajaj ,( اصلاحي را سرعت بخشيد هايو فرايند
                                                 

مشهد، ميدان آزادي، دانشگاه فردوسي، دانشكدة كشاورزي،  :نويسنده مسئول *
  moshtaghi@um.ac.irي، گياه ينژاد و بهِ يگروه بيوتكنولوژ

سالانه در سطح جهاني نخود  خوار پيلهميزان خسارت آفت 
 & Popelka( دلار تخمين زده شـده اسـت   ميليون325ر بالغ ب

Higgins, 2007(،  لــذا افــزايش مقاومــت در برابــر ايــن آفــت
سبب بهبود عملكـرد ايـن گيـاه در نـواحي كاشـت آن       تواند يم

براي توليد نخود تراريخته مقـاوم   مؤثريكي از راهبردهاي . شود
كتري از بـا  Cry، اسـتفاده از سـموم طبيعـي    خـوار  پيلهبه آفت 

Bacillus thurigiensis  ايـن سـموم قادرنـد در معـده     . اسـت
. فعال شده و سيستم گوارشي حشره را مختـل نماينـد   ،حشرات
بـه گياهـان    cry يهـا  ژنمتعددي براي انتقال انـواع   يها تلاش

اي انجـام شـده    مقاومت به انواع آفات حشره ايجاد زراعي جهت
سـطح وسـيعي در   اكنـون در   هـم  Btاست و تعدادي از گياهان 
اسـپانيا،   ،متحـده  چـين، ايـالات  هنـد،  كشورهاي مختلف نظيـر  

 ، پرتغال، چك، لهستان، اسلواكي، روماني و برزيلاستراليا كانادا،
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ايـن گياهـان ميـزان مصـرف     . )James, 2011( شوند يمكشت 
را كاهش داده و مزاياي فراواني را براي توليدكننـده   ها كش آفت

جـويي   باعـث صـرفه  كه  اينضمن  ،دارند همراه كننده به و مصرف
  .اقتصادي نيز خواهند شد

ــان  ــومي  محقق ــاكتريوم ت ــتفاده از آگروب ــا اس ــفب ينس اش
، barو گزارشـگر از جملـه    نشانگراند انتقال چندين ژن  توانسته
nptII ،gus  وgfp  را در نخود رديابي كننـد )Fontana et al, 

1993; Krishnamurthy et al., 2000; Chandra & 
Pental, 2003; Somers et al., 2003; Polowick et al., 

2004(.  Fontana et al, (1993)     اولـين كسـاني بودنـد كـه
 هـا  آن .دن ـتوليد نمايرا  gusبا ژن  هگياه نخود تراريخت توانستند

ريزنمونـه و از   عنـوان  بـه از محورهـاي جنينـي   در تحقيق خـود  
 .كردنـد اسـتفاده   شزينس جهـت تراري ـ شفا آگروباكتريوم تومي

جهت توليد نخود مقاوم به آفت  هايي نيز در تلاش ،نيبر اعلاوه 
 بـوده اسـت   همـراه انجـام گرفتـه و بـا موفقيـت      خـوار  پيلهكرم 

)Moshtaghi, 2008; Moshtaghi et al., 2010; Sanyal 
et al., 2005; Indurker et al., 2007; Acharjee et al., 

2010; Mehrotra et al, 2011(.  
بـا  سعي شـد تـا    Moshtaghi et al, (2010)مطالعه در 

كه بتوانـد   يابنددست  Btبه لايني از نخود  cry1Acانتقال ژن 
و ايـن   در نخود شـود  خوار ي باعث كنترل آفت پيلهمؤثر طور به

نكتـه  . مطالعات تا نسل دوم گياهان تراريخته پيش رفتـه اسـت  
و ژن  nptIIژن گزينشگر ، استفاده از دو ها آن متمايز در بررسي

ي جداي از هـم  T-DNAعامل توليد پروتئين كريستالي در دو 
عـلاوه بـر    ،ترتيـب  ايـن  بـه . باشد يمروي پلاسميد آگروباكتريوم 

بعـد   يهـا  نسلانتظار داشت كه در  توان يم cry1Acانتقال ژن 
بـوده و ژن   cry1Acبه لايني دست يافت كـه تنهـا حـاوي ژن    

بر اثـر نـوتركيبي بـين    ) nptII( كيوتيب يتآنگزينشگر مقاوم به 
  . حذف شود T-DNAاين دو 

كه هدف اين بررسي نيز  بعد يها نسلدر  توان يمبنابراين 
دست  cry1Acبه يك لاين مطلوب هموزيگوس از ژن باشد مي

را دارا نيست و  كيوتيب يآنتمقاومت به  يها ژنيافت كه مشكل 
لـذا در مطالعـه    .خواهد شد خوار پيلهآفت  مؤثرباعث كنترل نيز 

و بيـان   cry1Acحاضر سعي شد ضمن بررسي ثبات حضور ژن 
بتوان به لايني دست يافت كـه تنهـا    T4و  T3هاي آن در نسل
بر اثـر نـوتركيبي بـين دو     nptIIبوده و ژن  cry1Acحاوي ژن 
T-DNA از آن تفكيك شود.  

  
  هامواد و روش

  كشت گياهان و تهيه نمونه
خـوار در   نخود تراريخته مقاوم به آفت پيله ضدعفوني بذور

دقيقـه  4 مدت بهدرصد 5/0در وايتكس طي نسل سوم و چهارم، 

در شـرايط   ديـش بـذور در داخـل پتـري    زنـي  جوانـه  .انجام شد
 يهـا  گلـدان ذور به ، بزني جوانهبعد از  .آزمايشگاهي انجام گرفت
دام نمونه برگي از هر ك ـ ،روز20بعد از .كوچك انتقال داده شدند

 ندشـد و پروتئين تهيه  RNAو  DNAبراي استخراج  هااز بوته
و در  ليتـري قـرار داده شـده   ميلـي 5/1هاي و درون ميكروتيوب

  .نگهداري شدند-80دماير با فريز
  

  PCRو انجام  DNAاستخراج 
ــا اســتفاده از كيــت اســتخراج   DNAاســتخراج   DNAب

)Fermentas #K0512 (  ز طبق دستورالعمل شـركت سـازنده ا
پس از هر استخراج، كميـت   .بافت برگي فريزشده صورت گرفت

ي ژنومي با نانودراپ و الكتروفـورز بـر روي ژل   DNAو كيفيت 
در  nptIIو  cyr1Acوجـود ژن   تأييـد جهـت  . آگارز تعيين شد

ن مـراز بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي ژ     اي پلي گياه، واكنش زنجيره
cry1Ac  وnptII هــاي  د چرخــهتعــدا. )1جــدول ( انجــام شــد

و حجم نهايي واكـنش   چرخهcry1Ac ،35براي ژن ه گرفت انجام
بـراي هـر   سازي اوليـه   واسرشت .درنظر گرفته شدر ميكروليت25

دقيقـه و در  5 مـدت  بـه گـراد   درجه سـانتي 95در دماي دو ژن، 
بـراي  دماي اتصال . دقيقه انجام شد يك مدت بهچرخه بعدي 35

و بـراي  ثانيه 90مدت بهو  گراد درجه سانتيcry1Ac ،54آغازگر 
درنظر گرفتـه  ثانيه 60مدت بهو  گراد يسانتدرجه nptII ،51ژن 
گـراد و   درجـه سـانتي  72 يدر دمـا مرحلـه پليمريزاسـيون   . شد
 nptIIثانيـه بـراي ژن   90و cry1Acبـراي ژن  ثانيه 120مدت به

 .دقيقه براي چرخه نهـايي انتخـاب شـد   10ها و براي تمام چرخه
از آزمــون  cry1Acنســبت تفكيــك ژن  تأييــددر ضــمن بــراي 

  .مربع در نسل چهارم استفاده گرديد كاي
  

  RT-PCRو انجام  RNAاستخراج 
 Fast Pure™ RNAاز كيــت RNAبــراي اســتخراج 

(TaKaRa)  اسـتخراج ت در نسل سـوم و كي ـRNA   دنازيسـت
(#S1020) گـرم از   ميلـي 50مقدار .سل چهارم استفاده شددر ن

اتوكلاو شده ( RNaseن عاري از بافت برگ فريزشده توسط هاو
خوبي سـاييده شـد و بقيـه مراحـل      به) depsiو شستشو با آب 

پس از هـر   .تطبق دستورالعمل كيت شركت سازنده انجام گرف
و  نـانودراپ شده با  استخراجي RNAاستخراج، كميت و كيفيت 

بـراي   RNAهاي  نمونه .روفورز بر روي ژل آگارز تعيين شدالكت
ي ها نمونه PCRزدايي شدند و DNAم آلودگي، اطمينان از عد

RNA برداري معكوس  نسخهسپس . هيچ باندي را تكثير ننمود
 Quantitect Reverse Transcriptionبـا اسـتفاده از كيـت   

(Takara)  طي نسل سوم و كيتRevert Aid First Strand 

Kit (Fermentas, K1621)   طي نسل چهارم در حجم نهـايي
 ــ20 ــر انج ــذيرفتميكروليت ــك   . ام پ ــاوي ي ــذكور ح ــم م حج
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منظـور بررسـي بيـان ژن در     بـه . ي الگو اسـت  RNAميكروگرم
هــاي cDNAبــا اســتفاده از  RT-PCR، آزمــون RNAســطح 

هـاي سنتزشـده   cDNAمنظـور   بـدين . سنتزشده صورت گرفت

مشابه بـا قسـمت قبـل اسـتفاده      PCRالگو در واكنش  عنوان به
  .شد

 
  .nptII و cry1Ac هايتوالي آغازگر ژن -1جدول 

Table 1. Primer sequences of cry1Ac and nptII genes 
 

 آغازگر
Primer 

 رفت
Forward 

 برگشت
Reverse 

محصولات اندازه  

Product size 
cry1Ac 5´-GACACAATGGACAACAACCCAAA-3´ 5´-TCACTGCAGGGATTTGAGTAATA-3´1473 bp 
nptII5´-ATCGGGAGCGGCGATACCGTA-3´ 5´-GGCTATTCGGCTATGACTG-3´ 887 bp 

  
  ELISAآزمون 

 Krishgene Biosystemآزمايش الايزا با استفاده از كيت

(# KBA005D)  ــت ــورت گرف ــدين. ص ــول   ب ــور، از محل منظ
استخراج پروتئين كيت براي استخراج پـروتئين از بافـت برگـي    

ميكروليتـر  500مقـدار  بـافر اسـتخراج پـروتئين بـه    . استفاده شد
سـپس بـا   . ت برگي در درون ميكروتيوب قرار گرفتهمراه باف به

. له شد كاملاًدستي  صورت بهبافت برگي  استفاده از يك پستل،
دور و 12000ل در دسـتگاه سـانتريفيوژ در  سپس محلول حاص ـ

بعد از آن، محلول رويي كـه حـاوي   . دقيقه قرار گرفت2 مدت به
نجـام  بعد از اسـتخراج پـروتئين، ا  . پروتئين كل بود برداشته شد
 Cry1Acهـاي اختصاصـي   بـادي آزمون الايزا با استفاده از آنتي

در نهايـت   .طبق دستورالعمل كيت شركت سازنده انجام گرفـت 
ــوري   ــالي ن ــوري (چگ ــذب ن ــك) ج ــا در چاه ــانومتر  450ه ن

با مشاهده تغيير رنـگ چاهـك از    ارزيابي نتايج. گيري شد اندازه
جـذب در محـدوده    ميـزان  گيري اندازهرنگ به رنگ زرد و يا  بي

ــوج  ــول م ــوان   450ط ــتگاه الايزاخ ــتفاده از دس ــا اس ــانومتر ب   ن
(Stat Fax 2100, Awarness Tech. Inc, USA)   صـورت

  .گرفت
  

 ارزيابي زيستي

بـر رشـد لارو آفـت     Btبيـان پـروتئين    ريتـأث  تأييـد براي 
خوار در گياهان تراريخته نسل چهارم و بروز فنوتيپ مـورد   پيله

بدين منظـور از بـرگ   . سنجي استفاده شدستنظر، از آزمون زي
هـاي نسـل چهـارم كـه حاصـل از      غيرتراريختـه (گياهان شاهد 

هـاي  و تراريخته) هاي تراريخته نسل سوم بودنديافتن لاين تفرق
اي كه مورد ايـن  هاي تراريختهلاين. نسل چهارم استفاده گرديد
. بودند 4E30و  4D7 ،4E11 ،4E15آزمون قرار گرفتند شامل 

از مزرعه دانشگاه دوروزه كه  تالاروهاي يك براي اين آزمون، از 
لاروها، بعـد  . آوري شده بودند، استفاده شدمشهد جمعفردوسي 
لاروهـا توسـط   . آوري به آزمايشـگاه انتقـال داده شـدند   از جمع

هاي تازه شاهد و برگ عنوان بهنخود غيرتراريخته تازه هاي برگ

ــه  نخــود ــتراريخت ــاي ريدر داخــل پت ــش در دم ــه 25دي درج
 مـدت  بـه تصادفي با سـه تكـرار    كاملاًدر قالب طرح  گراد يسانت
همـراه يـك    در اين آزمون، يك بـرگ بـه   .هفته تغذيه شدند يك

بعد از اين مـدت ميـزان   . ديش قرار داده شدندلارو در هر پتري
  .لاروها ثبت گرديد ومير مرگ

  
 ج و بحثينتا

  نتايج كشت گياهان
 زده جوانـه  بـذور تعداد كل گياهان تراريخته، در نسل سوم 

در نسـل سـوم بـر     RT-PCRو  PCRارزيـابي  عدد بود كه 25
و بـراي تكثيـر   نيـز  ي شـاهد  هـا  نمونه. ها صورت گرفتروي آن

عدد بـذر  108 ،در نسل چهارم. آوردن بذور كشت شدند دست به
و چنـد گيـاه    cry1Acهاي تراريخته حـاوي ژن  حاصل از لاين

از اين تعداد بذور تراريخته . تراريخته نيز كشت شدندشاهد غير 
گياه قـادر بـه توليـد    68ياه به مرحله گلدهي رسيدند، ولي گ94

  .بذر براي نسل بعدي شدند
  

  PCRنتايج آزمون 
در نسل سـوم، در آزمـون    از گياهان حاصل از كشت بذور

PCRمورد باند مربوط به ژن 6، درcry1Ac    مشـاهده گرديـد و
  .ها مشاهده شددر تمامي نمونه nptIIبه ژن  باند مربوط
PCR  با آغازگرهايcry1Ac     منجر به تكثيـر يـك قطعـه

منجـر بـه    nptIIو بـا آغازگرهـاي   ) 1شكل (جفت بازي 1473
 .شد) 2شكل (جفت بازي 887تكثير قطعه 
در طـي نسـل چهـارم حـاكي از وجـود بانـد        PCRنتايج 

، و بانـد  )3شكل ( مورد94مورد از 73در  cry1Acمربوط به ژن 
 .بـود  )4شـكل  (د مـور 94از نمونـه  81در  nptIIمربوط بـه ژن  

 ،بودنـد  cry1Acنمونه از گياهان تراريخته كـه حـاوي ژن   10در
 ةدهنـد  نشـان  ،مشاهده نگرديد كه اين nptIIباند مربوط به ژن 

  .تفكيك شده است nptIIاز ژن  cry1Acاين مطلب بود كه ژن 
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   در نسل سوم گياهان تراريخته cry1Acجفت بازي مربوط به ژن 1473تكثير قطعه  - 1شكل 
 ).اند آمده از يك گياه با حرف لاتين مشترك نشان داده شده دست ي تراريخته هستند كه بذور بهها لاين ،ي مختلفها چاهك(

Fig. 1. Amplified 1473 bp cry1Ac gene by PCR in T3 generation of transgenic plants 
(Different wells show the transgenic lines which the common alphabet indicated the all seeds from one plant) 

 

 

 
  

   در نسل سوم گياهان تراريخته nptIIجفت بازي مربوط به ژن 887تكثير قطعه  -2شكل 
 ).اند ه با حرف لاتين مشترك نشان داده شدهآمده از يك گيا دست ي تراريخته هستند كه بذور بهها لاين ،ي مختلفها چاهك(

Fig. 2. Amplified 887 bp cry1Ac nptII by PCR in T3 generation of transgenic plants 
(Different wells show the transgenic lines which the common alphabet indicated the all seeds from one plant) 

 
با  cry1Acن داد كه تفكيك ژن نشا PCRنتايج حاصل از 

مربع  آزمون كاي. در نسل چهارم صورت گرفته است 3:1نسبت 
  ).2جدول(نمود  تأييداين نسبت را 

  
  RT-PCRنتايج 

 cry1Acكه داراي ژن در نسل سوم نمونه موجود 6از بين 
قطعـــه مـــورد 5معمـــولي، در  RT-PCRبودنـــد، در آزمـــون 

ثيـر شـد و بـر روي    تك cry1Acمربوط به ژن جفت بازي 1473
  ).a-5شكل (درصد باند مربوطه مشاهده گرديد 1ژل آگارز 

 PCRاي كـه در آزمـون   نمونـه 73در طي نسل چهـارم از  
پـس  . صورت گرفـت  RNAبودند، استخراج  cry1Acداراي ژن 
ژن با اسـتفاده از آغـازگر    RT-PCR، آزمون cDNAاز ساخت 
cry1Ac نتايج آزمون . عمل آمد بهRT-PCR كـه در  د دا نشان

جفت بازي 1473ند مربوطه مشاهده شد و قطعه ها بانمونه ةهم

به بيان ديگر در همه گياهـان تراريختـه، ژن   ؛ و ديدمشاهده گر
   .)b-5شكل (بيان شده است  RNAموردنظر در سطح 

  
 ELISAنتايج آزمون 

در  Cry1Acبيان پروتئين  تأييد منظور به ELISA آزمون
پس از . صورت گرفت ،ين پروتئين بودندگياهاني كه داراي ژن ا

هـا، انتظـار   انتقال ميزان برابر از پروتئين كـل بـه درون چاهـك   
رفت كه تغيير رنگ ناشي از وجـود پـروتئين مربوطـه، و بـا      مي

نـانومتر بـا   450جگيري ميزان جـذب نـوري در طـول مـو     اندازه
در  Cry1Acميزان بيان پروتئين  خوانزايالااستفاده از دستگاه 

كــه انتظــار  طــوريهمــان. ياهــان تراريختــه را مشــخص كنــدگ
مشـاهده شـد    هـا  چاهكتغيير رنگ متمايل به زرد در  ،رفت مي

  ). 6شكل (
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 در نسل چهارم گياهان تراريخته cry1Acجفت بازي مربوط به ژن 1473تكثير قطعه  - 3شكل 

Fig. 3. Amplified 1473 bp cry1Ac gene by PCR in T4 generation of transgenic plants 
The number well from left to right are, respectively:  

4A1-4A2-4A3-4A4-4A5-4A6-4A7-4A8-4A9-4A10-4A11-4A12-4A13-4A14-4A15-4A16-4A17-4A18-4A19-4B1-4B2-4B3-4B4-4C1-4C2-4C3-4C4  
 
 
 

  
  
 

  ل چهارم گياهان تراريختهدر نس nptIIجفت بازي مربوط به ژن 887تكثير قطعه  - 4شكل 
Fig. 4. Amplified 1473 bp nptII gene in PCR in T4 generation of transgenic plants 

The number well from left to right are, respectively: 
4A1-4A2-4A3-4A4-4A5-4A6-4A7-4A8-4A9-4A10-4A11-4A12-4A13-4A14-4A15-4A16-4A17-4A18-4A19-4C1-4C2-4C3-4C4-4C5-4C6-4C7-4C8  

  
 
  

  در نسل چهارم cry1Acبرآورد نسبت حضور ژن  -2جدول 
Table 2. The estimation of the presence ratio of cry1Ac gene in the T4 transgenic plants 

 

 فراواني مشاهدات و مورد انتظار
Frequency of observed and expected مدل 

Model 

 تعداد كل گياهان
Total plants 

 نسل
Generation 

 
 cry1Acعدم حضور ژن 

Absence of  cry1Ac 

 cry1Acحضور ژن 
Presence of  cry1Ac 

 
 

 مشاهدات  73 21 
Obs.

 94 
T4 

0.184ns 23.5 70.5  مورد انتظار 
Exp.

3:1  
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جفت بازي 1473تكثير قطعه : b ؛گياهان تراريختهدر نسل سوم  RT-PCRدر آزمون  cry1Acجفت بازي ژن 1473تكثير قطعه  :a -5شكل 
 در نسل چهارم گياهان تراريخته RT-PCRدر آزمون  cry1Acژن 

Fig. 5. a: Amplified 1473 bp cry1Ac gene by RT-PCR in T3 generation of transgenic plants;  
b: T4 generation of transgenic plants 

 
  

 
  

 هاي مربوط به آزمون الايزارد در چاهكرنگ متمايل به ز - 6شكل 

Fig. 6. Yellow color of the well associated with the 
ELISA test 

 
هـاي مـورد آزمـون،    بر اساس نتايج الايزا، در تمـام نمونـه  

مقدار بيان اين پـروتئين در  . بيان شده است Cry1Acپروتئين 

گرم بافت تـا  نانوگرم بر 24از  ختهيترارهاي مختلف گياهان لاين
  .نانوگرم بر گرم بافت متفاوت بوده است100باًيتقر

  
  نتايج ارزيابي زيستي

طي نسل چهارم گياهان تراريخته، ارزيابي زيستي بـا لارو  
خـوار در سـه تكـرار در مقايسـه بـا      دوروزه از آفـت پيلـه   تايك 

گياهان غيرتراريخته حاصل از تفرق گياهان تراريخته نسل سوم 
حـاكي از آن بـود كـه     سـنجي  زيستتايج آزمون ن. انجام گرفت

نمونـه   عنـوان  بـه تمام لاروهايي كه با برگ گياهان غيرتراريخته 
 ـ    امـا در مقابـل   ) -7aشـكل  (د شاهد تغذيـه شـدند، زنـده ماندن

 ،درصد لاروهايي كه با برگ گياهان تراريخته تغذيه شـدند 100
بـروز   دهنـدة  نشـان  ،كـه ايـن امـر    )b-7شـكل  (بين رفتنـد   از
  .آميز فنوتيپ مورد انتظار بوده استوفقيتم

  

 
؛ )دهد محل لارو رشديافته را بر روي برگ نشان مي ،فلش(ماندن لارو  برگ گياهان غيرتراريخته و زنده :aخوار از  تغذيه لارو آفت پيله - 7شكل 

b:  دهد محل لارو مرده را نشان مي ،فلش(برگ گياهان تراريخته و مرگ لارو( 

Fig. 7. Feeding pod borer larvae of: a) leave of non-transgenic plant and survived larvae (Arrow shows the survived larvae); 
b) leave of transgenic plant and dead larvae (Arrow shows the dead larvae) 
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نشــان داد كــه ژن  PCRنتــايج حاصــل از  ،در ايــن بررســي
cry1Ac د تراريخته به ثبات و پايداري رسـيده اسـت  در گياه نخو .

را نشـان   3:1در نسل چهارم نسبت cry1Acهمچنين تفكيك ژن 
در . درصــد بــود66/77در حــدود  cry1Acميــزان انتقــال ژن . داد

در نسـل دوم گيـاه    3:1شده در نخـود، تفكيـك    هاي انجامبررسي
شـده  گـزارش   زين خوار لهيپمقاوم به آفت  cry1Acتراريخته با ژن 

آمده نشان دادنـد   دست بهنتايج  .)Acharjee et al., 2010(است 
ــه از هــم تفكيــك   nptIIو  cry1Acكــه دو ژن  ــدين نمون در چن

بودنـد، ژن   cry1Acنمونه كه داراي ژن 10در كه يطور به، اند شده
nptII سه گياه توليد بـذر  تنها  ،اما از اين تعداد .منتقل نشده است

 . ها در اختيار استآن T5بذر  نمودند و) عدد5متوسط (
فنوتيـپ   ،در اين تحقيق مشخص شد كه گياه نخود تراريخته

اثـر كشـندگي    cry1Acمورد نظر را آشكار كرد و نشان داد كه ژن 
وميـر   خـوار دارد و باعـث مـرگ    بالايي بر روي لاروهـاي آفـت پيلـه   

 Btسموم  ريتأث مطالعه بر روي. درصدي لاروهاي اين آفت شد100
كه هر كدام از سموم خـانواده   دهد يمنشان  Bt ختهيتراراهان و گي
Bt از ميـان  . متفاوتي بر روي لاروهاي مختلف آفـات دارنـد   راتيتأث

 مـؤثر خـوار بسـيار    در برابـر پيلـه   Cry1Ac، سـم  Btهاي توكسين
و  Cry2Ab ،Cry2Aaپــس از آن ســموم . شــناخته شــده اســت

Cry1Aa نـد  بيشتري بر روي اين آفـت دار  ريتأث)Perlak et al., 
براي مقاومت  cry2Aaارزيابي زيستي نخود تراريخته با ژن . )1990

امـا در   ،هاي متفاوتي را نشان داده استخوار نخود، دادهبه آفت پيله
همه لاروها از بـين   ،هايي كه بيان پروتئين بالايي داشتندهمه لاين

تراريخته با  ارزيابي زيستي نخود. )Acharjee et al., 2010(رفتند 
درصدي 76ومير  مرگ دهندة نشانخوار، عليه آفت پيله cry1Acژن 

  .)Indurker et al., 2010(لارو اين آفت بود 
خوبي اضر نيز گياهان نسل سوم، از رشـد بسـيار  ح در مطالعه
اما ميزان بذور توليدي اين گياهان در مقايسـه بـا    برخوردار بودند،

انـدازه ظـاهري بـذور     ،حـال  بـااين  .گياهان غيرتراريخته پايين بـود 
توليدي گياهان تراريخته بـا بـذور توليـدي گياهـان غيرتراريختـه      

تفاوت فاحشـي بـين ارتفـاع بوتـه، تعـداد      . دادتفاوتي را نشان نمي
غوزه، تعداد روز تا بلوغ، ميزان خسـارت غـوزه و عملكـرد متوسـط     

ه دو ژن بين خطوط تراريخته و كنترل در گياه پنبه تراريخته نيز ب
cry1Ac  وcry2A تــر  همچنــين رســيدگي ســريع. مشــاهده شــد

هاي غيرتراريخته مشاهده شـد و  هاي تراريخته نسبت به لاينلاين
ي پيشرفته به توارث پايدار رسيده بودنـد  ها نسلها در همه ويژگي

)Bakhsh et al., 2009( .  رشد گياهان نخود تراريختـه داراي ژن
cry2Aa هـاي مـادري نشـان    فـاوتي بـا لايـن   ت ،طي دو هفته اول

دهـد كـه بيـان بـالاي پـروتئين بـر       كه اين امر نشان مـي  داد ينم
كـه از هفتـه سـوم     درحالي ،ندارد ريتأثسبزشدن و استقرار گياهان 

بـه بعـد كـاهش رشـد گياهـان تراريختـه در مقايسـه بـا گياهــان         

همگام با كاهش رشـد، توليـد دانـه نيـز     . غيرتراريخته مشاهده شد
هاي با بيان پروتئيني كـم، كـاهش رشـد    اما در لاين. ش يافتكاه

تـوجهي   هـاي مـادري، تفـاوت زيـاد قابـل     لايـن دانه در مقايسه بـا  
داري را هـا تفـاوت زيـاد معنـي    ها در بـين لايـن  اندازه دانه. نداشت

البتـه مطالعـات ديگـر    . )Acharjee et al., 2010(داد نشان نمي
تواننـد افـزايش توليـد    اريخته مـي هاي ترنشان داده است كه لاين

هـاي تراريختـه بـرنج بـا     در مطالعه مربوط بـه لايـن  . داشته باشند
نشان داده شده است كه ايـن گياهـان    cry2Aو  cry1Acهاي  ژن

با گياهـان غيرتراريختـه بـيش از    هاي پيشرفته در مقايسه در نسل
هـاي  هـا در نسـل  درصد بذر توليد كردند و همـه ايـن ويژگـي   40
   .)Rahman et al., 2007(رفته به ارث رسيده بودند پيش

علــت تفــاوت در ميــزان خســارت در آزمايشــات مربــوط بــه 
هـاي  دليل سن گياه و همچنين قسمت آزمايشگاه و مزرعه شايد به

هـا نشـان   گـزارش . )Kranthi et al., 2005(مختلف گيـاه باشـد   
د شـو دهد تراريختگي موجب رسيدگي زودتـر و يـا ديرتـر مـي     مي

)Jiang et al., 2000( .  بـه   احتمـالاً علت اين تنوع مورفولـوژيكي
 ,Larkin & Scowcroft(دلايلي از قبيل بروز تنوع سـوماكلوني  

واردشـدن ژن جديـد يـا     لي ـدل بههاي گياهي  ، تفكيك ژن)1981
، پليوتروپي و يـا خاموشـي   )Lijsebettens et al., 1991(جهش 

 Cryو يا بيان بالاي پروتئين  )Metzke et al., 2000(ژن القايي 
)Gahakwa et al., 2000(    هـا تنـوع   نسبت داد كـه از بـين ايـن

رسد، چـون زمـان بيشـتري بـراي     مي نظر بهتر سوماكلوني محتمل
شـود و   توليد گياهان تراريختـه در روش كشـت بافـت صـرف مـي     

شدن زمان كشت بافت فراواني تنوع سـوماكلوني را در پـي    طولاني
  .)Kaeppler et al., 2000(دارد 

هاي ترانسژن ممكن است باعث ناپايـداري  افزايش تعداد كپي
ايجـاد   را كردن ژن وابسته بـه همسـاني   و خاموش شده ثباتييا بي
ممكن اسـت بـه سـطوح بـالايي از بيـان       ،اما با طراحي دقيق. كند

 .)Butaye et al., 2005(پروتئين از طريق رونويسي دست يافت 
درصـد پـروتئين   1بـيش از  (كننده سطح بالاي بيان ختهيتراربرنج 

ــول ــروتئين ) محلـ ــدي و   ،Cry2Aو  Cry1Acپـ ــواقص رشـ نـ
مورفولــوژيكي از جملــه توقــف رشــد و عقيمــي را نشــان داد      

)Gahakwa et al., 2000( .    بيان سـطوح بـالاي پـروتئينBt  در
گياهان، براي محافظت كامل، هميشه مورد نياز نيست، مقدار كـم  

مرگ  Cry1Abپروتئين ) درصد كل پروتئين محلول1/0 كمتر از(
 Wunn et(شـود  خوار بـرنج را باعـث مـي   ي لارو ساقهدرصد100

al., 1996( .كه بيان پـروتئين   در مطالعه حاضر نيز، با توجه به اين
Cry1Ac  نـانوگرم  28/9(نانوگرم بر گرم بافـت  32به ميزان حدود
درصـدي آفـت   100باعـث كنتـرل  ) ليتر پـروتئين محلـول  بر ميلي

رسد بتوان با بيان پايين اين پـروتئين نيـز   مي نظر بهخوار شد،  پيله
  .آفت را كنترل كرد
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Abstract 
Pod borer is one of the main causes for yield loss of chickpea. Therefore, breeding of chickpea for 

resistance to this pest is important. The use of Cry toxin from Bacillus thuringiensis is an effective strategy 
for producing of transgenic resistant chickpea to this pest. These toxins are able to become active in the 
midgut of larvae and disrupt the insect's digestive system. We studied the stability and expression of cry1Ac 
gene obtained as T2 transgenic chickpea with cry1Ac gene and nptII gene with binary T-DNA in T3 and T4 
generations of transgenic plants and observed the transgenic lines with cry1Ac gene and no nptII gene 
suggesting that separation between cry1Ac and nptII genes was occurred by recombination between two T-
DNAs. In T3, PCR results showed that 6 of 25 putative transgenic plants had cry1Ac gene but all of them 
showed the nptII gene. From six samples with positive PCR in cry1Ac gene, five of them had positive results 
in RT-PCR reaction, confirming the expression of cry1Ac gene in transgenic lines. PCR results in T4 plants 
showed that 73 of 94 plants had cry1Ac gene and 81 of 94 samples included the nptII gene. In 10 samples 
cry1Ac gene separated from nptII gene. According ELISA results, in all samples tested, Cry1Ac protein was 
expressed in different concentrations. Bioassay tests showed that all pod borer larvae fed by leaves of 
transgenic plants, were dead, but all survived when the larvae were fed with leaves of non-transgenic plants. 
So, expected phenotype was observed successfully. 
1 
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