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 ، با هدف افزايش  ( p5cs )كربوكسيلات سنتتاز-٥ - پرولين– Δ١بيان فراوان ژن 

 ( Nicotiana tabacum cv. Xanthi )مقاومت به تنش هاي اسموتيك در گياه تراريخت توتون
 

 
 
 

 
 

 ٤اي  علي اصغر کارخانهو  ٣ امير موسوي،١، سيروس قبادي٢، فردوس رستگار جزي١احد يامچي

 
 چكيده

 ـ   آنزيم ،در سلول هاي گياهي. رولين بـه عـنوان يـك اسـمولايت مهم، در تعديل فشار اسمزي سلول تحت تنش کم آبي نقش اساسي دارد          پ
 وجود دارد که تحت شرايط خشکي، فعاليت اين آنزيم تشديد شده و مقدار پرولين را در (P5CS )كربوكسيلات سنتتاز  -٥ -پرولين -١-دلتا

 که تحت P5CSدر اين پژوهش، ژن کد کننده آنزيم .  مي برد که از خسارت زياد کم آبي به گياه جلوگيري مي كند            داخل سلول به حدي بالا    
 و سپس اين ناقل شد کلون nptII وgus حاوي ژن هاي pBI121 ويروس موزاييک گل کلم قرارداشت در ناقل دوگانه          35Sکنتـرل پروموتور    

 p5cs باکتري اخير براي توليد گياهان توتون تراريخته حاوي ژن.  انتقال يافتC58(pGV3101)يه  سوAgrobacterium tumefaciens به باکتري
 از گياهان تراريخته و نيز تشکيل رنگ آبي در بافت اين گياهان، p5cs جفت بازي توالي داخل ژن ٧٦٥با تکثير قطعه  . بـه کـار گـرفته شـد       

 .اهان توتون به روش انتقال با آگروباکتريوم تأييد شدبه داخل گي p5csانتقال موفقيت آميز کلون حاوي ژن 
 روزه کم آبي اندازه گيري شد و نتايج آزمايش نشان داد که ٥ميـزان پـرولين توليد شده در اين گياهان تحت آبياري معمولي و نيز تنش           

 ميلي گرم پرولين در هر گرم برگ در ٨٩١/١٣٣٠ تا ٩١/٩٦در مقايسـه بـا گـياهان شـاهد، توتـون هاي تراريخته مقدار زيادي پرولين در حد           
 ٧٧/٢٠٣٩ تا ٤٥٤/٢٠٤ روزه کم آبي بيشتر بوده و در حدود         ٥اين غلظت پرولين در شرايط تنش       . شـرايط آبـياري طبيعـي تولـيد كـرده اند          

، نشان داد که بيان ژن تفاوت توليد سطح پرولين در گياهان شاهد و نيز گياهان تراريخته، تحت آبياري معمولي و کم آبي        . تخمـين زده شـد    
p5cs در گياهان تراريخت باعث افزايش تحمل به تنش خشکي در اين گياهان مي شود که اين يافته ها شايد بتواند براي يافتن راه حلي براي 

 .مقابله با تنش کم آبي در محصولات مهم کشاورزي مفيد باشد
 

  ، آگروباکتريومnptII ، ژن gus، ژن pBI121  ، ناقل دوگانه35S ، پروموتور p5cs :واژه هاي  كليدي 
 
  
 
  دانشگاه صنعتي اصفهان، دانشكده كشاورزي، بيوتكنولوژي كشاورزي و مربيكارشناس ارشدبه ترتيب . ١
 تهران فناوري،  مركز ملي مهندسي ژنتيك و زيست استاديار بيوشيمي،.۲
  فناوري ، تهرانزيست استاديار بيوتكنولوژي گياهي، مركز ملي مهندسي ژنتيك و. ٣
  فناوري ، تهرانزيستمربي ايمونولوژي، مركز ملي مهندسي ژنتيك و . ٤
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 ۱۳۸٣ زمستان / چهارمشماره  / هشتمسال / عي علوم و فنون كشاورزي و منابع طبي

۳۲ 

 مقدمه
هـاي عمومـي سـلول بـه تغييرات فشار اسمزي         يكـي از پاسـخ    

هايي است که قابليت انحلال داشته       خارجـي، تجمـع متابولـيت     
 اين مواد که    .)۱۳(كنند ولـي متابوليسم طبيعي گياه را مختل نمي       

هـا معـروف هسـتند شامل قندهايي مثل           بـه اسـمولايت    مـوماً ع
قندهاي الكلي مثل گليسرول و اينوزيتول  و فـروكتوز،  سـوكروز 

متـيله شـده، قندهاي كمپلكس مثل ترهالوز، رافينوز و فروكتان،           
هاي داراي بار الكتريكي   يا متابوليت  )+K(يون هايي مانند پتاسيم     

 (DMSP)ونيوم پروپيونات   مـثل گلايسين بتائين، دي متيل سولف      
 تجمع  .)۱۴ (هستندچون پرولين واكتوين     اي و اسـيدهايي آمينه   

هـا در سـيتوزول امكـان تعـديل فشار اسمزي را در           اسـمولايت 
هاي سمي  آورد که در اين شرايط، از تجمع يون    سلول فراهم مي  

ها و غشاها   در سـيتوزول، كـه براي پروتئين     (+Na)مـثل سـديم     
ها هم چنين   اسمولايت. آيد ي به عمل مي   سـمي اسـت، جلوگير    

باعـث پايـداري آنزيم ها در حضور يون ها، تنش آبي و نيز تأثير             
پرولين به عنوان يکي . شوند تـركيبات شيميايي دناتوره كننده مي  

از ايـن تـركيبات اسـت کـه تأثير فعاليت کند کنندگي يون ها را               
ها  ري آنزيمدهد و باعث افزايش و پايدا     ها كاهش مي   روي آنزيم 

 ). ۲۱(د  شودر دماي بالا مي

پرولين به عنوان يک اسمولايت مهم در تعديل فشار اسمزي 
ذايي، غهايي مانند دماي پايين، کمبود مواد        سـلول تحـت تـنش     

قـرار گـرفتن در معرض فلزات سنگين و اسيديته بالا نقش اساسي             
اهان در افزايش اين ماده در شرايط استرس اسمزي، علاوه بر گي. دارد

ها، مخمرها، بي مهرگان  دامنه وسيعي از موجودات ديگر مثل باكتري
 در واقع پرولين ).۱۰ و ۸، ۳(ها مشاهده شده است  دريايي و جلبك

 باعث  (chemical chaperone)بـه عـنوان يک چپرون شيميايي  
هم خوردن شکل ه ها شده و از ب     پايـداري فـرم طبيعـي پروتئين      

 هم چنين .)١٩ و ۱۴(کند  ممانعت مي طبيعـي تـرکيبات آنزيمي      
تولـيد زيـاد پـرولين با افزايش فشار اسمز داخل سلول از تأثير               
اخـتلالات شـوري در فـرايند طبيعـي سـلولي ممانعت به عمل              

 حتي پس از حذف شرايط ،ايـن افزايش سطح پرولين  . آورد مـي 
در واقع تجمع   . ماند تـنش تـا مدتـي حـدود يـک مـاه باقي مي             

 ن در سـلول بـه دلـيل القـاء فعالـيت آنزيم هاي            افزايشـي پـرولي   

ــتا ــرولين -۱-دل ــنتتاز-۵پ ــرولين(P5CS) کربوکســيلات س   و پ

 در چرخه توليد اين ماده و       (P5CR) کربوکسـيلات ردوکـتاز    -۵
نيـز ممانعـت از فعالـيت آنـزيم هـاي اکسيد کننده پرولين مانند               

 کربوکســيلات  -۵ و پــرولين (ProDH)پــرولين دهــيدروژناز 
نقش مثبت پرولين در    .  در سـلول اسـت     (P5CDH)ازدهـيدروژن 

تعـديل فشار اسمزي نسبت به شوري و خشکي توسط محققين      
و آرابيدوپسيس ) ۵(يونجه ) ۱۵(در گـياهان مختلف مانند ذرت    

 .گزارش شده است) ۷(

در شـرايط غيـر تنش، پرولين از مسير اورنتين در گياه توليد     
کي و شوري، ولـي درگـياهان تحـت شرايط خش    ) ۳(مـي شـود     
 -۵ پرولين - ۱ - گلوتاميك اسيد توسط آنزيم دلتا -Lپرولين از 

 و احيا شدن ATP و با مصرف يك    (P5CS)كربوكسـيلات سـنتتاز     
NADPH      شود كه بدون     سمي آلدئيد مي   -۵ - تـبديل به گلوتاميك

 -۵ پرولين -۱ -خود تبديل به دلتا     ه  واسـطه و بـه صـورت خـودب        
دامـه فرايند، ماده اخير به كمك آنزيم       در ا . د شـو  كربوكسـيلات مـي   

P5CR و احيا شدن NADPH به L-۱۳( پرولين تبديل شود.( 

 P5CSآنـزيم کلـيدي در مسـير بيوسـنتز پرولين در گياهان             
 يـک آنـزيم دوعملکـردي است که دو          P5CSدر واقـع    . اسـت 

واکـنش ابتدايـي را در مسـير بيوسـنتز پرولين در گياهان کاتاليز        
ها توسط دو آنزيم     ها اين واکنش   در باکتري . )١٣ و   ٣(کـند    مـي 

 - سمي - و گلوتاميک  (GK)مخـتلف يعنـي گاماگلوتامـيل کيناز      
جالب ). ١٣ و   ٣(ند گرد  کاتاليـز مي   (GSA)آلدئـيد دهـيدروژناز     

  جداشده ازP5CSتـوجه اسـت کـه توالي اسيدهاي آمينه آنزيم           
Vigna aconitifoliaميني هاي بخش انتهاي آ  با توالي اسيد آمينه

 E. coli در GSAيليک ـهاي کربوکسـش انتـ و نيز بخGKآنزيم 
 گـياهان ثابت کرد که       در p5csن  کلونيـنگ ژ  ). ۳(مشـابهت دارد  

مسـير بيوسـنتز پرولين از اسيد آمينه گلوتاميک در گياهان مشابه      
منجر  V. aconitifolia گياه cDNAتهيه کتابخانه ). ۳(ستها باکتـري 

 را GSA وGKشد که فعاليت هر دو آنزيم  P5CSبـه شناسـايي آنـزيم       
و  Arabidopsis thaliana  در گياه p5csژن ). ۱۶(دهد انجام مي

 و  کيلو باز طول داشته۸/۲شناسـايي شـد کـه     cDNAبـه روش    
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 ...، با هدف ( p5cs )كربوكسيلات سنتتاز-٥ - پرولين– Δ١بيان فراوان ژن 

۳۳ 

 ۱۴هاي  اين ژن از گياهچه). ١٦ و ٣(گيرد  اگزون را در بر مي ۲۰
 به دليل اهميت). ۲۱ و ۷(ده است شروزه بـرنج نيـز جداسازي      

شـوري و خشـکي در رشـد گـياهان و تـوجه بـه توليد گياهان           
هايي به رشد مناسب خود  اي که در شرايط چنين تنش    تـراريخته 

به گياهان  p5csادامه دهند، باعث شده است که مسئله انتقال ژن  
ه ب) ۱۲ (۱۹۹۹و يوشيبا در سال      نانجو. مـورد تـوجه قرار گيرد     

 ژن  cDNAنتي سنس    با آ  يسسپوسـيله تراريختـي گـياه آرابيدو      
p5cs            نشـان دادند كه نقش اين آنزيم در بيوسنتز پرولين كليدي 

 مقدار  P5CSاست، زيرا در اين روش با ممانعت از توليد آنزيم           
. داري كــاهش يافــت پــرولين در ايــن گــياهان در ســطح معنــي

 p5csوسيله ژن ه چنين ورما با تراريخت کردن گياه توتون ب       هـم 
 يابد ولين در گـياه تراريخته افزايش مي  نشـان داد کـه ميـزان پـر        

هاي شوري و خشکي  بـا تـوجه به اهميت تنش     ). ۲۱ و   ٢٠،۱۲(
 p5csهاي زراعي ايران ضروري است امکان انتقال ژن          در اقلـيم  

به همين . بـه گـياهان زراعـي مهـم ايـران مورد توجه قرار گيرد        
سازي روش انتقال در   بهينهنخستمـنظور تشخيص داده شد که   

د تا از اطلاعات به دست شوان مـدل مانـند توتون بررسي    گـياه 
 .دكرآمده براي تراريخته کردن گياهان مهم اقتصادي استفاده 

 
 ها مواد و روش

 C58(pGV3101)بـراي تهـيه گياهان تراريخت توتون از سويه           
واره ـ دستلاًـه قبـ ـ کAgrobacterium tumefaciensري ـ ـتـاکـب

pBI121-p5cs     دستواره ). ۱(دش است استفاده     بـه آن منتقل شده
pBI121-p5cs     کيلوبازي کلون شده ژن      ۵/۲ حـاوي قطعه p5cs 

رفته ـگ رارـداي آن قـ در ابتCaMv 35Sپروموتور که مـي باشـد 
 pBI121 (vector)اسـت و ايـن مجموعه در داخل ناقل دوگانه           

 ســويه ميزبانــي . کلــون شــده بــودnptII وgusواجــد ژن هــاي 

A. tumefaciens يد ـاده داراي پلاسمـورد استفـمHelper واجد 
 ). ۱(است  virژن هاي

  محتوي LB ساعته سويه اگروباکتريوم در محيط       ۲۴کشـت   

 گـرم  Yeast- extract ، ۱۰ گـرم  Bacto-peptone  ، ۵ گـرم ۱۰
NaCl   گرم در ليتر آنتي بيوتيک کانامايسين در دماي         ميلـي  ۵۰ و

)  دور در دقيقه   ۱۸۰(ردن درجه سانتي گراد همراه با تکان خو       ۲۸
پـس از ايـن مدت ميزان رشد باکتري با دستگاه    . انجـام گـرفت   

گيري شد که سوسپانسيون   نانومتر اندازه ۶۰۰اسـپکتروفتومتر در    
واحـد تشکيل دهنده کلني در ميلي ليتر        ۱۰۹باکتـري در حـدود      

 برابر ۱۰سوسپانسيون به دست آمده تا حدود . تخمـين زده شـد   
 .کار رفته  ب هازمايشرقيق شده و در آ

 Nicotiana tabacum cv. Xanthiهاي جوان گياه توتون از برگ
ريل ـدر پتري است ) leaf diskعات ـقط(مونهـ عدد ريزن۳۰تعداد 

تهـيه شـده و پس از غوطه ور کردن در سوسپانسيون رقيق شده     
.  دقيقه به آرامي تکان داده شدند۱۰ها به مدت  باکتري، ريزنمونه 

) ۱۱( جامد MSهـاي تلقـيح شـده در محـيط کشـت        ريـزنمونه 
 به ميزان يک    (BAP)هـاي بنـزيل آميـنوپورين      حـاوي هورمـون   

 ۱/۰به مقدار  (NAA)گـرم در ليتـر و نفتالين استيک اسيد       ميلـي 
گرم در ليتر در روي محيط کشت به نحوي قرار داده شدند            ميلي

 هاي ريز نمونه. که سطح برگ با محيط کشت تماس داشته باشد       
توتـون بـدون آلـوده شـدن بـا اگروباکتـريوم و يا آلوده شده به             

  فاقــد دســتواره C58(pGV3101)اگروباکتـريوم ميــزبان سـويه   
 به کار  هابـه عنوان شاهد منفي در اين آزمايش  p5csحـاوي ژن   

 ساعت در ۴۸ها به مدت     هاي کشت حاوي نمونه    محـيط . رفـت 
پس . داري شدندگراد نگه    درجه سانتي  ۲۵محيط تاريک با دماي     

  جامد قبلي که به آنMSهـا بـه محيط    از ايـن مـدت ريـزنمونه      

گرم در ليتر و      ميلي ۱۰۰هاي کانامايسين به مقدار      آنتـي بيوتـيک   
 ميلي گرم در ليتر اضافه شده است      ۵۰۰سفاتوکسـيم بـه ميـزان       

. هــا صــورت گيــرد دند تــا کالــوس زايــي ريــزنمونهشــمنــتقل 
ار هفته در شرايط تاريکي و      هاي کشت به مدت دو تا چه       محيط

سپس براي باززايي   .  درجـه سـانتي گـراد قرار گرفتند        ۲۵دمـاي   
 سـاعت روشـنايي و هشت ساعت        ۱۶گـياهان نمـونه، شـرايط       

گراد به مدت چهار هفته تأمين   درجه سانتي ۲۵تاريکـي با دماي     
 MSها، گياهان به دست آمده به محيط  بعد از باززايي نمونه   . دش

چهار . ند تا ريشه زايي صورت گيردشـد نـتقل  فاقـد هورمـون م    
 ۱۸هايي با قطر   هفـته بعـد گـياهان ريشـه دار شـده بـه گلـدان              

) ۲:۱با نسبت (متـر حـاوي ورميکولـيت و ماسه استريل           سـانتي 
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 ۱۳۸٣ زمستان / چهارمشماره  / هشتمسال / عي علوم و فنون كشاورزي و منابع طبي

۳۴ 

انـتقال يافتـند و بـا رعايـت شـرايط مربوط به سازگاري گياه با          
پس از رشد   . محـيط، به مدت دو ماه در گلخانه نگه داري شدند          

برداري براي تأييد تراريخت     گـياهان تـا مـرحله ده برگي، نمونه        
 انجام GUS  آنزيم و سنجش فعاليتPCRبودن گياهان به روش 

بـراي انجـام آزمـايش سـنجش و مقايسـه ميزان سطح          . گـرفت 
پـرولين تولـيد شده، از گياهان آبياري شده به صورت طبيعي و             

 .نيز تحت تنش پنج روزه خشکي استفاده شد

 
 PCRن گياهان تراريخت با استفاده از تکنيک آزمو

در گــياهان تــراريخت شــده، از  p5csبــراي تأيــيد حضــور ژن 
براي نيل به اين منظور با استفاده از     . دش اسـتفاده    PCRتکنـيک   

 NCBIذخيــره شــده در بانــک ژن p5cs توالـي نوکلئوتــيدي ژن 
(Accession no. D32138) ــه از  سـيدوپســيـ آرابcDNA ک

A. thaliana var. columbiaرهاي ـازگـده بود، آغـ به دست آم
 از ناحـيه پروموتور و معکوس       (Forward-R-6-F)پـيش بـرنده     

(Reverse-R-2-R)    از قسـمت درونـي ژن p5cs با توانايي تکثير ،
 جفـت بازي از ژن مزبور، و دو پرايمر ديگر جهت            ۷۵۶قطعـه   

 بــا اســـتفاده از  (R-3-F,R-4-R)تکثيــر قســمت انــتهاي ژن    
 طراحي و توسط Oligo ver.5 و نرم افزارprimer3 افزارهاي رمن

 . سنتز شدندTIB MOLBIOLشرکت 
R-6-F,Forward:  
 5'-GGATTGATGTGATATCTCCACTGACG-3' 

 

R-2-R, Reverse : 
 5'-CCTTCAACATCGCTCAGAAGAATCAG-3' 

 

R-3-F, Forward: 
5'- CCAAGGGCAAGTAAGATACTGAACAT-3' 

 

R-4-R, Reverse: 
 5'- GCAAGACTAAGTGGTAAAGTGGATCT-3' 

 نانوگرم ۵۰ ميکروليتري شامل ۲۵ در حجـم    PCRهـر واکـنش     
DNA نمونه استخراج شده به روش Murry and Tompson ،۴/۰ 

 ۲۰۰ ميلـي مـولار کلرور منيزيم،        ۵/۱ميکـرومولار از هـر پرايمـر،        
 Taq DNA polymerase آنزيم ١ U و dNTPميکـرومولار مخلوط  

.  قرار گرفت  Genus مدل   Techneو در ترموسايکلر    تنظيم شده   
 ژنومـي جهـت انجام   DNAبـا تـوجه بـه بزرگـي و پيچيدگـي           

 مناسب و نيز فراهم آوردن امکان   (denaturing)واسرشت سازي 

فراهم نمودن شرايط و زمان کافي براي اتصال و (اتصال مناسب  
واکـنش مناسـب بـين پرايمـرها و ژن هدف که در چند سيکل اول      

 DNA براي تکثير قطعه  PCR شرايطبنابراين، )حياتي است وصاًخص
مـورد نظـر در گـياهان تراريخت به صورت يک سيکل و دماي        

 دقيقه براي واسرشت سازي و     ۱۰گراد به مدت      درجه سانتي  ۹۴
 ، يک سيکل و Hot start PCR بر مبناي PCR روع ـسـپس ش ـ 

فزايش ميزان  دقيقه براي ا۱۰گراد به مدت   درجه سانتي۴۷دماي 
 سيکل شامل ۳۵اتصـال آغازگـرها به قطعه هدف و به دنبال آن       

 ۹۴ دقيقه،   ۱گـراد جهت بسط آنزيم به مدت          درجـه سـانتي    ۷۲
 درجه سانتي گراد به ۴۷ دقيقه و ۱ بـه مدت   سـانتي گـراد   درجـه   
 دقـيقه برنامه ريزي و اجرا شد و تکثير نهايي در دماي        ۱مـدت   
در اين .  دقيقه صورت پذيرفت۱۰ درجه سانتي گراد به مدت   ۷۲

، چهـار نمـونه برگ جوان متفاوت از هر گياه مورد          هـا  آزمـايش 
 .استفاده قرار گرفتند

 
  gusگيري ميزان فعاليت ژن  اندازه

ــگ ــراي رن ــت ب ــزي باف ــي، از   آمي ــده گياه ــراريخته ش ــاي ت ه
. دش، استفاده MSهـاي تراريخت، رشد کرده در محيط         گـياهچه 

خرد شده گياهچه به صورت غوطه ور در        به اين منظور قطعات     
.  درجـه سانتي گراد قرار گرفت      ۳۷ در   X-Glueمحلـول حـاوي     

هاي گياهان  پـس از چند ساعت و متعاقب آبي رنگ شدن بافت         
هاي  تـراريخت، بـراي از بـين بـردن رنـگ سـبز کلروفيل نمونه       

 درصد منتقل  ۱۰۰هـاي گياهـي مـورد آزمـايش بـه اتانل             بافـت 
 مـدت چـند سـاعت بـراي از بين رفتن           گـرديدند و سـپس بـه      

هاي  سبز نمونهآبي متمايل به کلـروفيل که رنگ سبز آن با رنگ         
 ). ۴(تراريخت گياهي تداخل دارد در آن شرايط نگه داري شدند 

 
 گيري ميزان پرولين اندازه

از هـر گـياه تراريخت شده توتون که به مدت دو ماه در شرايط         
 ميلي گرم برگ تازه     ۱۰۰ار  گلخانـه نگـه داري شـده بودند، مقد        

بـرداري شـده و در حضور نيتروژن مايع به صورت پودر             نمـونه 
به % ۳ ميلي ليتر از اسيد سولفوساليسيليک       ۱۰سـپس   . درآمدنـد 

 ۱۳۰۰۰ دقيقه در ۱۰محلول حاصل به مدت . ها اضافه شد  نمونه
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 ...، با هدف ( p5cs )كربوكسيلات سنتتاز-٥ - پرولين– Δ١بيان فراوان ژن 

۳۵ 

 ميلـي ليتر از محلول بالايي       ۲د و   ش ـدور در دقـيقه سـانتريفوژ       
 ميلي ليتر ۲ ميلـي ليتـر از اسيد استيک و   ۲ بـا  انـتخاب شـده و   

 گرم ۲۵/۱شامل  ( Ninhydrin acidمحلـول اسيدي نينهايدرين  
 ميلـي ليتر اسيد استيک که پس از حل شدن           ۳۰نيـنهايدرين در    

 ميلي ليتر اسيد اورتوفسفوريک به آن اضافه شده         ۲۰با حرارت،   
 پس  .مخلوط گرديده و به مدت يک ساعت جوشانيده شد        ) بود

ها در مخلوط  از ايـن مدت براي جلوگيري از ادامه واکنش، لوله         
ــرار گــرفتند ــه نمــونه. آب و يــخ ق هــاي موجــود در شــرايط  ب

هم زدن ه  ميلي ليتر تولوئن اضافه گرديد و پس از ب  ۴آزمايشگاه  
 نانومتر در ۵۲۰ها در   شدت جذب نمونه(Vortex)بـا ورتکـس    

براي محاسبه ميزان ). ۲(د گيري ش دسـتگاه اسپکتروفتومتر اندازه  
 (OD) ميزان شدت جذب نوري نخسـت پـرولين در نمـونه هـا،       

 ميکرو مولار پرولين خالص تهيه شده از    ۱۶۰ تا   ۱هـاي    غلظـت 
گيري   نانومتر اندازه۵۲۰در ) پـرولين استاندارد ( Merckکمپانـي   

هاي  ون بين مقدار پرولين ـه خط رگرسي  ـشـد و بـر اساس معادل      
 جـذب نوري آنها، مقدار پرولين موجود در    اسـتاندارد و شـدت    

 .دشبافت گياهان تراريخت محاسبه 
 

 نتايج و بحث

 وارد pBI121 در ناقــل gusکـه همــراه ژن گزارشـکر    p5csژن 
ــت  ــده اس ــه   (pBI121-p5cs)ش ــي ب ــوک حرارت ــريق ش  از ط

و براي تراريخت کردن گياهان     ) ۱(اگروباکتـريوم منـتقل شـده       
 ـ    انتقال،  هايته پس از انجام آزمايش چهار هف . کـار رفـت   ه  توتـون ب

کل ـش(دـ ش ديدهها   هاي کالوس زايي در بافت تمام ريز نمونه        نشانه
در اين ). ۲شکل ( اي ريشه دار بودندـه د گياهچهـکه همراه با تولي) ۱

مـدت ريزنمونه هاي شاهد منفي بدون رشد، دچار زردي و نکروزه            
 رياهان تراريخت، بذ  پس از رشد و گل دهي گ      . شـده و از بين رفتند     

T0 نگه داري شد هاآنها جمع آوري شده و براي ادامه آزمايش . 

 بـراي گـياهان تـراريخت شده منجر به توليد       PCRواکـنش   
 و از داخل ژن 35S جفت بازي از قسمت پروموتور    ۷۶۵قطعـه   

p5cs د کـه بـه دلـيل مطابقت اندازه با توالي بين دو آغازگر              ش ـ
، تراريخته بودن گياهان مورد ) (p5csمـورد استفاده در ژن اصلي     

ورت ـبه صp5cs ون توالي ژنـچ). ۳کلـش(آزمـايش تأيـيد شد  
، انتخاب آغازگر پيش برنده     )۱۳(عمومي در گياهان وجود دارد      

 کـه در گياهان غير تراريخت وجود        35Sاز قسـمت پـروموتور      
برد و به همين علت در  ندارد، امکان اشتباه در نتايج را از بين مي

 مشاهده  PCRياهان شـاهد غير تراريخت هيچ گونه محصول         گ ـ
هاي برگي    بعضي از نمونه    ها در طي اين آزمايش   ). ۳شکل  (نشد

تهـيه شـده از يـک گـياه که تحت تيمار تراريختگي قرار گرفته              
 جفـت بازي را ننمودند که نشانه عدم    ۷۶۵بـودند تولـيد قطعـه       

توان به  را مياين پديده  . بـه ايـن نمـونه هاست       p5csانـتقال ژن    
ها ربط   علـت تولـيد گياهان موزائيک تراريخت حاصل از جوانه         

 بنابراينهاي کالوس است،   اي از سلول   چون جوانه مجموعه  . داد
ها در بافت کالوس تراريخت شده      احتمال دارد تعدادي از سلول    

بدين دليل  . اند دهكراي ديگـر از ايـن تراريختگـي فـرار            و عـده  
هايي  ها در قسمت ل به دست آمده از اين بافت گياهان کاماحتمالاً

 در ).٦,١٧(هاي تراريخته هستند  هـاي خـود فاقد سلول   از انـدام  
ــذر در محــيط كشــت حــاوي  T0 هايچنــين مــواردي کشــت ب

و گـياهان به دست آمده از اين بذور         آنتـي بيوتـيك كانامايسـين       
 نبنابراي .تـواند اطميـنان از تراريختگي گياه را تکميل نمايد          مـي 

 MSاين گياهان روي محيط      T0بـراي تأيـيد تراريختگـي، بذور        
هاي رشد کرده    حـاوي آنتي بيوتيک کشت داده شدند و گياهچه        

دند که در تمام    شهايي تلقي    در ايـن محـيط بـه عنوان تراريخته        
 . هستند p5csهاي خود حاوي ژن  سلول

 از رنگ آميزي بافت گياهان تراريخت   بـه دست آمده   نـتايج   
ن داد که بافت هاي مورد بررسي به اندازه کافي رنگ      شـده نشـا   

ها بدون تظاهر    هايي از نمونه   آبـي بـه خـود گرفتند ولي قسمت        
گرچه اين مشاهدات ). ۴شکل (رنگ آبي، زرد باقي مانده بودند      

 با موفقيت انجام pBI121-p5cs کـه انـتقال دستواره      كـرد تأيـيد   
 مورد بررسي هاي شـده اسـت ولـي تولـيد حالت شيمري در نمونه           

ها را مورد    هاي بافت نمونه   احـتمال حضـور دستواره در تمام سلول       
 )۶(اي در تراريخت کردن گياهان گندم        چنين پديده . ترديد قرار داد  

ر ـاز طرف ديگ  . نيـز گـزارش شـده است      ) ۱۷(و گـل داوودي     
 ها يکسان نيست و   در تمام سلولGUS آزنزيمچون ميزان تظاهر
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 ۱۳۸٣ زمستان / چهارمشماره  / هشتمسال / عي علوم و فنون كشاورزي و منابع طبي

۳۶ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 انتخابي حاوي MS ريشه زايي جوانه ها در محيط.۲شكل                 آنتي بيوتيك حاويMSكالوس زايي در محيط انتخابي . ۱شكل   

 و بدون هورمون) كانامايسين و سفاتوكسيم (آنتي بيوتيك           BAP(1mg/l) وNAA(0.1mg/l)هورمون  و) كانامايسين و سفاتوكسيم( 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

اريخت  تردر بافت برگ گياهان GUSحاصل از رنگ آميزي  نتايج .۴شكل 
 .X-Gluc)   (pH 7و غير تراريخت تحت اثر محلول

 .رنگ شده است بي %۱۰۰گياه غير تراريخت كه بعد از رنگبري با الكل -۱
  كه بعد از رنگبري با الكلpBI-p5csگياه تراريخت با دستواره -۲

 . باقي مانده استGUSرنگ آبي مربوط به فعاليت آنزيم ،% ۱۰۰
  كه بعد از رنگبري با الكلpBI-p5csگياه تراريخت با دستواره -۳

 . باقي مانده استGUSرنگ آبي مربوط به فعاليت آنزيم  ،% ۱۰۰

  گياهان تراريخت شده باPCR نتيجه واکنش .۳شكل
  ،p5csاختصاصی ژن  آغازگرهای

 pBI-p5cs اريخت شده با دستواره ترگياه  -۱   

  pBI-p5cs پلاسميد-۲   

۳-  DNA size marker Gene Ruler 100bp(Roche) 

   ١                                     ٢                                    ٣      

 
 

٢ ٣ ١ 
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 ...، با هدف ( p5cs )كربوكسيلات سنتتاز-٥ - پرولين– Δ١بيان فراوان ژن 

۳۷ 

 . روز تنش خشکی قرار داشتند٥ درگياهان تراريختي که تحت آبياري طبيعي و ٥٢٠ nmميزان ضريب جذب نوری در . ١جدول 

پرولين بر حسب ميکروگرم در گرم برگ  گياهي نمونه
 تازه در شرايط آبياری طبيعی

 روز ۵پرولين بر حسب ميکروگرم در گرم برگ تازه در شرايط 
 تنش خشکی

 ۶ ۰ گياه غير تراريخت

 ۴۵۴/۲۰۴ ٩١/٩٦ ١گياه تراريخت

 ٥٢٥/۳۷۲ ٢٧٢/٢٠٠ ٢گياه تراريخت

 ٠٥/۵۸۳ ٤٨٥/٢٨٢ ٣گياه تراريخت

 ٧٧/٢٠٣٩ ٨٩١/١٣٣٠ ٤گياه تراريخت

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 ط  آبياري طبيعيگياه وحشي در شراي و  pBI-p5cs با دستواره    مربوط به گياه تراريختnm۵۲۰ منحني جذب .۵شکل

 
) ۴(هـاي آونـدي ايـن ژن بيشتر بيان مي شود         در سـلول   معمـولاً 
رغم تراريخت شدن سلول،   اين احتمال وجود دارد که علي  بنابـراين 

 .ها ديده نشود  رنگ آبي در اين بافتgusبه دليل عدم تظاهر ژن 

مقايسـه سـنجش پرولين در گياهان تراريخت نسبت به گياه         
يعـي آبياري نشان داد که گياهان تراريخت  شـاهد در شـرايط طب     

 ميکروگرم پرولين در گرم     ۸۹۱/۱۳۳۰ و حداکثر    ۹۱/۹۶حداقل  
اين مقادير محاسبه   ). ۵، شکل ۱جدول  (اند   دهكربرگ تازه توليد    

شـده بـراي پرولين در گياه تراريخت در مقايسه با گياه شاهدي          
يک  ميلي ليتر سولفوساليسيل   ۱۰اسـت کـه بـه دليل اضافه کردن          

به دليل رقت حاصله براي اسيد ) ها رجوع به مواد و روش(اسيد 
مقادير به دست آمده براي     ) شاهد(آميـنه پـرولين در ايـن گـياه          

ــي اســتاندارد حاصــله از دســتگاه    ــه منحن ــوجه ب ــا ت ــرولين ب پ
 بنابراين. اند است اسپکتروفتومتر که در حدود صفر محاسبه شده     

هـاي گياهان شاهد را    چـنانچه مسـئله رقـت حاصـله در نمـونه          
ميزان .  بيشتر خواهند شدم، مقادير فوق الذکر مسلماً كنيتصحيح  

 روزه در ۵پـرولين در گـياهان تـراريخت تحـت تـنش کم آبي              
مقايسـه بـا شـاهد و نيـز شـرايط طبيعـي آبياري روند افزايشي              

که کمترين   به طوري ). ۶، شکل ۱جدول(بيشـتري را نشـان دادند     
 ۷۷/۲۰۳۹ و بيشترين مقدار توليد ۴۵۴/۲۰۴ميـزان توليد پرولين    

در چنين شرايطي از تنش،     . در گـياهان تراريخت ارزيابي شدند     
 ميکروگرم در گرم برگ تازه ۶ميزان توليد پرولين در گياه شاهد    

هاي پرولين نشان داد که حضور ژن        گيري انـدازه . محاسـبه شـد   
p5cs            در گـياهان تـراريخت به طور مشخصي در افزايش ميزان

 ـ  با  چنين نتايجي کاملاً  . ثر بوده است  ؤرولين گـياه تـراريخت م     پ
از طرف ديگر ). ٢٠ و ٥( نـتايج محققـين ديگـر مطابقـت دارد        

 ط تنش ـه است که گياه به طور طبيعي تحت شرايدخص شـمش
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 ۱۳۸٣ زمستان / چهارمشماره  / هشتمسال / عي علوم و فنون كشاورزي و منابع طبي

۳۸ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 روز تنش خشکي ۵شي تحت و گياه وح pBI-p5cs  مربوط به گياه تراريخت با دستواره nm ۵۲۰ منحني جذب در .۶شکل 

 
 د كنشـوري و يـا خشـکي توليد پرولين بيش از حد متعارف مي    

 نتايج توليد بيش از حد پرولين در گياهان تحت       بنابراينو  ) ۲۰(
 نسبت به گياهان تراريخت  پژوهش روزه کم آبي در اين       ۵تنش  

يد اين نظر است که بيان ژن ؤ م تحـت اثـر آبـياري طبيعي کاملاً       
p5cs   ط خشـکي بـه مقدار بيشتر صورت گرفته است         در شـراي .

 که در شرايط طبيعي، افزايش بيش از حد       نمـود بايـد يـادآوري     
، در است P5CSاي براي فعاليت آنزيم  پـرولين عامـل کند کننده    

کــه چــون در شــرايط تــنش ميــزان پــرولين بــه مصــرف  حالــي
 مقاومت به خشکي و يا شوري ي القابرايهـاي سلولي     فعالـيت 

 ).۲۰(ثر کندکنندکي موثر نيست شود، ا مي

در افزايش  p5csنـتايج حاصـل از بررسـي تأثيـر القايي ژن        
پـرولين در گـياه توتـون در پـژوهش حاضـر نشـان مي دهد که             
عملکـرد ايـن ژن در مشابهت با عمل ژن هاي سنتز کننده بتائين         

، ژن هـاي سـنتز کنـنده قندهاي تري          )codA) ۹گلايسـين مـثل     
 ل درـاي دخيــه ، ژن)otsB and otsA) ۱۸ل ـثـا مـوزهـ ـالــه

Ion homeostasis مثل ArNHX1  وAtHKT1  وAtSOS1) ۹ ( و
که در گياهان   ) Stpd1) ۲۲ مـثل    Polyolsژن هـاي سـنتز کنـنده        

تـراريخته آرابيدوپسـيس، کلزا، توتون و سيب زميني مقاومت به    
 اين ژن نيز پتانسيل بالايي براي. دهند، است تـنش را افزايش مي   

گرچه نتايج اين بررسي    . تولـيد گياهان مقاوم به خشکي را دارد       
در گـياه مـدل توتـون اميدوارکنـنده بود ولي براي توليد گياهان           
زراعـي قـادر بـه تحمـل به شرايط خشکي و شوري لازم است          

 به گياهان مورد نظر و نيز مقاومت        p5csبهيـنه سازي انتقال ژن      
بررسي بيشتري قرار گـياهان تـراريخت بـه تـنش کم آبي مورد            

 .گيرد
 

 سپاسگزاري
دانند که از زحمات آقاي دکتر مسعود بهار  نويسندگان واجب مي

 .كنند تشكر و قدردانيبه خاطر مطالعه و ويرايش متن 
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