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 چكيده
روند.  عوامل عمده كاهش رشد و باروري چغندرقند در سراسر جهان به شمار مي ازهاي قارچي بيماري

يمارگرهاي هاي دفاعي گياهان در مقابل بپاسخزايي نظير كيتينازها، يكي از بيماريمرتبط با  هايپروتئين بيان
هاي سلولي قارچي، در افزايش مقاومت  هاي كيتيناز از طريق تجزيه ديواره رود. آنزيمقارچي به شمار مي

دو رقم اين تحقيق از  زا نقش قابل توجهي دارند. درهاي بيمارياي از قارچگياهان در مقابل دامنه گسترده
سويه  Agrobacterium tumefaciensا جهت تراريختي ب ،SBSI-04و  SBSI-02ديپلوئيد چغندرقند، 

LBA4404 حاوي پلاسميدpBI-BCH   كيتيناز (حامل ژنchi (انداز  تحت كنترل راهCaMV 35S  و ژن
هاي حاوي پايه جوانه به عنوان ريزنمونه در فرآيند تراريخت سازي به كار  استفاده شد. برگ nptIIگزينشگر 

هاي مختلف كانامايسين با موفقيت غربال حاوي غلظت MSدر محيط كشت  سبزهاي برده شدند. جوانه
هاي درصد گياهچه 50را در بيش از هدف ، حضور ژن chiبا آغازگرهاي اختصاصي ژن  PCRشدند. آناليز 

) درج حداقل يك نسخه از ژن هدف را Dot blotاي ( گذاري نقطه آناليز لكهمقاوم به كانامايسين تأييد كرد. 
آناليز وسترن بلات تجمع پروتئين كيتيناز را در گياهان  ته احتمالي تأييد نمود.در ژنوم گياهان تراريخ

هاي زيست سنجي با استفاده از قطعات جدا شده برگ و در سطح گياه كامل،  تراريخته آشكار نمود. آزمون
را در  Alternaria alternataچغندرقند در برابر بيمارگر قارچي  T0هاي تراريخته  مقاومت افزايش يافته لاين

 مقايسه با گياهان شاهد غيرتراريخته آشكار ساخت.
تراريختي، ژن كيتيناز،  ،Beta vulgaris L. ،(Agrobacterium tumefaciensچغندرقند ( هاي كليدي: واژه

Alternaria alternata. 
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 مقدمه
هاي دفاعي القاء شده گياهان در مقابل  واكنش

زا و يا  يماريبيمارگرها از طريق دريافت عوامل ب
هاي مشتق شده از آنها به نام اليسيتور آغاز ملكول

ها يك فرآيند فعال و  گردد. مقاومت به بيماريمي
ها و  RNAاي از  وابسته به سنتز مجموعه

هاي دفاعي  هاست كه به بروز واكنش پروتئين
شود. از جمله تغييرات ايجاد شده در  منجر مي

ل دريافت ميزبان به دنبا RNAالگوي سنتز 
سازي  توان به فعال اليسيتورهاي قارچي، مي

هاي دفاعي رمزكننده  برداري ژن نسخه
هاي غني از هيدروكسي پرولين  گليكوپروتئين

هاي دخيل در سنتز ليگنين و  ديواره سلولي، آنزيم
هاي مرتبط با  ها و نيز پروتئين فيتوالكسين

PRs1Fزايي ( بيماري

 ,.Hedrick et al) اشاره نمود (1

 "زايي هاي مرتبط با بيماري پروتئين"). واژه 1988
يك اصطلاح عمومي است كه براي تمامي 

هاي القاء شده با عوامل ميكروبي و  پروتئين
شود. بيان  هاي آنها به كار برده مي همولوگ
زايي در گياهان با  هاي مرتبط با بيماري پروتئين

هاي فوق حساسيت و مقاومت القايي  بروز واكنش
). Tuzun et al., 1989رتباط است (در ا

هايي  زايي، آنزيم هاي مرتبط با بيماري پروتئين
ها را شامل  نظير كيتينازها، گلوكانازها و ليزوزيم

از  -4و1-شوند. كيتينازها، تجزيه پيوند بتا مي
GlcNAc2Fاستيل گلوكز آمين (-Nپليمر 

) كيتين را 2
كه يكي از اجزاي اصلي ديواره سلولي 

                                                             
1 Pathogenesis-related proteins   
2 N-acetylglucosamine  

ها به  نمايند. اين پروتئين ، كاتاليز ميهاست قارچ
دليل دارا بودن فعاليت ليزوزيمي، قادرند 

هاي سلولي  پپتيدوگليكان موجود در ديواره
). از Bowles, 1990باكتريايي را تجزيه نمايند (

سوي ديگر، كيتينازها در بهبود مقاومت گياهان در 
هاي غيرزيستي نظير شوري و فلزات  مقابل تنش

). Datta et al., 2001يز نقش دارند (سنگين ن
فعاليت ضد قارچي كيتينازهاي گياهي، اين 

ها را به عنوان يك كانديداي مناسب  پروتئين
جهت مهندسي ژنتيك گياهان جهت افزايش 
مقاومت به بيمارگرهاي قارچي معرفي نموده 
است. تا كنون، به منظور بيان فراوان كيتينازهاي 

در گياهان تحقيقات  گياهي همولوگ و هترولوگ
 de las Mercedesمتعددي صورت گرفته است (

Dana et al., 2006هاي مختلف  ). بيان ژن
 de las Mercedesرمزكننده كيتيناز در توتون (

Dana et al., 2006) برنج ،(Datta et al., 

)، جو Ganesan et al. 2009)، پنبه (2001
)Tobias et al., 2007زميني ( )، بادامPrasad et 

al., 2013) خيار ،(Kishimoto et al., 2002 و (
) با افزايش Nookaraju & Agrawal, 2012مو (

مقاومت گياهان تراريخته در مقابل بيمارگرهاي 
در خصوص تراريختي  قارچي همراه بوده است.

ژنتيكي چغندرقند به منظور افزايش مقاومت اين 
زاي قارچي  محصول در مقابل عوامل بيماري

زارش محدودي وجود دارد. در اين خصوص گ
هاي  تراريختي چغندرقند با ژنتوان به  مي

هاي  ژنهاي دفاعي شامل  رمزكننده پروتئين
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تيونين -توتون، آلفا PR-S) و osmاسموتين (
DB4 )thi جو و سكروپين (MB39 )cec (

)Snyder et al., 1999 پروتئين هاي سركوبگر ،(
توروناز لوبيا گالاك هاي پلي فعاليت آنزيم

)Mohammadzadeh et al., 2012 و ژن (
 ,.Mannerlof et al( پروتئين پوششيرمزكننده 

) Lennefors et al., 2006( dsRNAو ) 1997
زردي نكروتيك رگبرگ چغندرقند ويروس 

BNYVV3F( )عامل ريزمانيا(

 .A) اشاره نمود. 1

alternata زاي  بيماري عوامل به عنوان يكي از
 Hudec( گزارش شده است غندرقنددر چ قارچي

& Rohacik, 2002( . كاهش قند و همچنين
از  چغندرقندهاي  كلروفيل و كاروتن در برگ

لكه برگي هاي ناشي از وقوع  جمله خسارت
 & Hudec( روند به شمار مي آلترناريايي

Rohacik, 2002( . ،در منابع علمي قابل دسترس
 به ايلوب نازيتيك ژن انتقال بر يمبن يگزارش كنون تا

با توجه به تأثير قابل  .ستين موجود چغندرقند
توجه ژن كيتيناز در بهبود مقاومت به عوامل 

از گياهان زراعي  قارچي در تعداديزاي بيماري
ژن كيتيناز ، انتقال تحقيقهدف از اين ذكر شده، 

به دو رقم  A. tumefaciens) به وسيله chiلوبيا (
اصلاحي پيشنهادي مؤسسه اصلاح و تهيه بذر 

) به منظور بهبود مقاومت در SBSIچغندرقند (
 زاي قارچي بود. مقابل عوامل بيماري

 

                                                             
1 Beet Necrotic Yellow Vein Virus 

  ها مواد و روش

 تهيه ريزنمونه، فرآيند تراريختي و گزينش

 هاي تراريخته احتمالي گياهچه
ژرم ديپلوئيد ر اين تحقيق از دو رقم مولتيد

تهيه  ،SBSI-04و  SBSI-02چغندرقند شامل 
چغندرقند اصلاح و تهيه بذر شده از مؤسسه 

بذور استريل  كرج، جهت تراريختي استفاده شد.
 MSهاي  شامل نمك MSBدر محيط كشت 

)Murashige & Skoog, 1962 همراه با ويتامين (
B5 )Gamborg et al., 1968 حاوي يك (

TDZ4Fگرم بر ليتر  ميلي

 منظور بهكشت شدند.  2
 يجعفر روش اساس بر يبرگ يها زنمونهير هيته
 رييتغ ياندك با) Jafari et al., 2009( همكاران و

-هاي درون شيشهگياهچه به شرح ريز عمل شد.

هاي كوتيلدون و ريشه،  قسمتاي پس از حذف 
م بر گر ميلي 5/0حاوي  MSBبه محيط مجدداً 

 1-2هاي برگ گياهچهانتقال يافتند.  TDZليتر 
با  MSBماهه جهت القاي جوانه به محيط پايه 

5Fگرم بر ليتر تركيب هورموني يك ميلي

3BAP   و
NAA6Fگرم بر ليتر  ميلي 5/0

-جوانه منتقل شدند. 4

ها از پايه برش داده يافته بر روي برگ هاي رشد
 هاي حاوي پايه جوانه به عنوانشد و برگ

ريزنمونه در فرآيند تراريختي مورد استفاده قرار 
 گرفتند.

 A. tumefaciensتراريختي از به منظور 
 pBI-BCHحامل پلاسميد  LBA4404سويه 

) حاوي ژن Tohidfar et al., 2005) (1 شكل(

                                                             
2 Thidiazuron 
3 N6-benzyladenine 
4 α-naphthaleneacetic acid 

http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Hudec%2C+K.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Roh%C3%A1%C4%8Dik%2C+T.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Hudec%2C+K.%22
http://www.cabdirect.org/search.html?q=au%3A%22Roh%C3%A1%C4%8Dik%2C+T.%22
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chi انداز  تحت كنترل راهCaMV 35S  و ژن
nptII7F

به عنوان ژن گزينشگر استفاده شد. كليه  1
جعفري و ريختي و باززايي طبق روش مراحل ترا

 ) انجام گرفت.Jafari et al., 2009همكاران (
هاي تراريخته احتمالي در محيط  گزينش جوانه

گرم بر ليتر  ميلي 50-125انتخابي حاوي 
8Fسفوتاكسيمگرم بر ليتر  ميلي 250و  كانامايسين

2 
هاي سبز و مقاوم به  انجام شد. گياهچه

ها برش داده شده و  مونهكانامايسين، از سطح ريزن
 MSBزايي شامل محيط پايه  به محيط ريشه

گرم بر ليتر از  ميلي 5/1و  1هاي حاوي غلظت
IBA9Fهاي رشد گياهي تنظيم كننده

، به NAA و  3
به تنهايي و يا تركيب هر دو انتقال داده شدند. 

ها در  دهي ضعيف گياهچه دليل واكنش ريشه
تيمار  6، از مقابل تركيبات هورموني ذكر شده

 5/1حاوي  MSBمختلف ديگر، شامل محيط پايه 
گرم بر ليتر  ميلي 5/1 و IBAگرم بر ليتر  ميلي

گرم بر  ميلي 5/1حاوي  MSBپرولين، محيط پايه 
، محيط پايه 3گرم بر ليتر زغال فعال 3 و IBAليتر 

MSB  گرم بر ليتر  ميلي 5/1حاويNAA 5/1 و 
حاوي  MSBپايه  گرم بر ليتر پرولين، محيط ميلي

گرم بر ليتر زغال  3 و NAAگرم بر ليتر  ميلي 5/1
گرم  ميلي 5مايع حاوي  MSBفعال، محيط پايه 

گرم بر ليتر پرولين و  ميلي 5/1 و IBAبر ليتر 
گرم بر ليتر  ميلي 5مايع حاوي  MSBمحيط پايه 

NAA گرم بر ليتر پرولين استفاده شد.  ميلي 5/1 و
تيمار  6وز در تمامي به علاوه، ميزان ساكار

                                                             
1 Neomycin phosphotransferase 
2 Cefotaxime 
3 Indole-3-butyric acid  

درصد كاهش  2درصد به  3زايي فوق از  ريشه
زايي جهت  هاي ريشه داده شد. در محيط

جلوگيري از رشد مجدد آگروباكتري، تيمارهاي 
 گرم بر ليتر ميلي 100بيوتيك شامل  مختلف آنتي

10Fتايمنتين گرم بر ليتر ميلي 200، مسفوتاكسي

و يا  4
رار گرفت. مخلوطي از هر دو مورد استفاده ق

هاي كشت شده در اتاق رشد با دماي تمامي نمونه
C°2±24  درصد، تحت تناوب  70و رطوبت

ساعت تاريكي  8ساعت روشنايي و  16نوري 
 نگهداري شدند.

 
  آناليزهاي ملكولي 

DNA هاي هاي جوان گياهچه ژنومي از برگ
و نيز گياهان غيرتراريخته به مقاوم به كانامايسين 

 به روش دلاپورتا و همكاراننفي عنوان شاهد م
)Dellaporta et al., 1983(  استخراج شد و در

11Fاي گذاري نقطه لكهو  PCRآناليزهاي 

مورد  5
 .استفاده قرار گرفت

 
  PCRآناليز 

در كيتيناز به منظور تأييد حضور تراژن 
با  PCRهاي تراريخته احتمالي، آناليز گياهچه

 chiژن استفاده از آغازگرهاي اختصاصي ترا
آغازگرهاي مورد استفاده براي صورت پذيرفت. 

به  chiاز ناحيه رمزكننده ژن  bp 872تكثير قطعه 
-´5: آغازگر پيشرو شرح زير بودند:

GAGTGGTGTGGATGCTGTTG-3´  و

                                                             
4 Timentin 
5 Dot blot 
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-´5آغازگر پس رو: 

GCCATAACCGACTCCAAGCA-3´. 
طبق برنامه حرارتي زير: يك  PCRواكنش 

 35و  C°95ر دقيقه د 5چرخه واسرشت سازي 
ثانيه  70و  C°56دقيقه  C°95 ،1ثانيه  50چرخه (

C°72 دقيقه  10) و بسط انتهاييC°72  انجام

الكتروفورز در  از طريق PCRمحصول گرفت. 
آميزي با  % تفكيك شد و پس از رنگ1ژل آگارز 

 Gel-docاتيديوم برومايد، در دستگاه 
 .برداري گرديد عكس
 

، LB :left border حاوي ژن كيتيناز لوبيا. pBI21-BCHيد نوتركيب پلاسم T-DNAنقشه  -1شكل 

RB :right border ،chi :chitinase ،nptII :neomycin phosphotransferase ،P-CaMV 35S :

Cauliflower Mosaic Virus 35S promoter ،P-nos :nopaline synthase promoter ،T-nos :

nopaline synthase terminator. 
Figure 1- The T-DNA map of the recombinant pBI21-BCH plasmid containing bean 
chitinase gene. LB: left border, RB: right border, chi: chitinase, nptII: neomycin 
phosphotransferase, P-CaMV 35S: Cauliflower Mosaic Virus 35S promoter, P-nos: 
nopaline synthase promoter, T-nos: nopaline synthase terminator. 

 

 اي گذاري نقطه آناليز لكه
ژنومي گياهان DNA ميكروگرم  10حدود 

PCR  مثبت براي تراژنchi گياهان غيرتراريخته ،
مربوط به  PCRبه عنوان شاهد منفي و محصول 

به عنوان شاهد مثبت به وسيله قرار دادن  chiژن 
در آب جوش و سرد كردن فوري بر روي يخ 

ني واسرشت گرديد و بر روي غشاي نايلو
گذاري شد. كاوشگر اختصاصي نشاندار با  لكه

 chiاز ناحيه رمزكننده ژن  DIGاستفاده از سيستم 
 PCR DIG probe synthesis kitبر اساس

(Roche applied science)  تهيه شد. غشاي
ا كاوشگر اختصاصي ب DNAهاي  حاوي نمونه

 DIG DNA Labeling andطبق دستورالعمل

Detection kit (Roche applied science) 

دورگ سازي شد. كليه مراحل دورگ سازي، 
شستشو و تشخيص علائم بر اساس دستورالعمل 
DIG DNA Labeling and Detection kit 

(Roche applied science) .صورت گرفت 
 

12Fوسترن گذاريآناليز لكه

1 
 200به منظور استخراج پروتئين كل، 

 2-3 ينلا 5 گرم بافت برگي تازه و جوان از ميلي
و گياهان غيرتراريخته به عنوان  T0 راريختهت ماهه

شاهد منفي در نيتروژن مايع منجمد شد و با 
استفاده از هاون و كرزه چيني آسياب شد. سيصد 

-تريسشامل ميكروليتر بافر استخراج پروتئين، 

                                                             
1 Western blot 
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13Fاسيد كلريدريك

-2مولار و  ميلي 100 1
14Fمركاپتواتانول

اب ، به بافت آسيمولار ميلي  50 2
شده اضافه شد و به شدت تكان داده شد. مخلوط 

 10دور در دقيقه به مدت  12000حاصل در 
روشناور به سانتريفوژ شد و  C°4دقيقه در دماي 

هاي  غلظت نمونه .دتيوب جديد انتقال داده ش
) Bradford, 1976پروتئيني به روش برادفورد (

 گياهان از پروتئين ميكروگرمپنجاه تعيين گرديد. 
، پس از واسرشت سازي، بر راريخته و شاهدت

) بارگذاري شد و SDS-PAGE  %)10/5ژل روي
ه ب ها پروتئين. شد به وسيله الكتروفورز تفكيك

 Semi-dry transblot (Bio-Rad) دستگاه وسيله
 نيتروسلولزي يغشا روي بر ژل از 20 ولتاژ با
)Bio-Rad (ايمونولوژيكي تشخيص. شدند منتقل 

كلونال بادي پليبا استفاده از آنتي ينازكيت پروتئين
anti-chit-I anti-serum ) طبق روش فامPham, 

 صورت گرفت.) 2003
 

 )T0هاي تراريخته نسل اول ( زيست سنجي لاين

ارزيابي مقاومت با استفاده از قطعات جدا شده 

 برگ
هاي  به منظور ارزيابي مقاومت لاين

ي، از هاي برگ در مقابل بيماري T0تراريخته 
به عنوان بيمارگر  A. alternataزاي  جدايه بيماري

كشت شد  PDAاستفاده شد. قارچ بر روي محيط 
و به مدت يك هفته در دماي اتاق نگهداري شد. 

و يك گياه غيرتراريخته به  T0دو لاين تراريخته 
عنوان شاهد منفي براي انجام آزمون زيست 
                                                             
1 Tris-HCl 
2 2-mercapthoethanol 

سنجي انتخاب شدند. سه برگ جوان، سالم و 
تكرار از هر يك از  3تقريباً هم سن، به عنوان 

هاي تراريخته و نيز گياه غيرتراريخته انتخاب  لاين
شده و با آب مقطر استريل شستشو داده شدند. 
قطعاتي از پهنك برگ به صورت دوايري به قطر 

پتري محتوي ديش متر تهيه شد و در  سانتي 2
كاغذ صافي مرطوب استريل قرار داده شدند. 

 5به قطر  A. alternataات آگار حاوي قطع
ها قرار داده شد  متر بر روي سطح بالايي برگ ميلي

در شرايط  C°28هاي پتري در دماي و ديش
زني  تاريكي نگهداري شدند. قطعات برگي مايه

روز مورد بازبيني قرار گرفته و  10شده طي مدت 
برآورد مقاومت بر اساس گسترش علائم ناشي از 

 چي تعيين شد.آلودگي قار
 

 ارزيابي مقاومت در سطح گياه كامل
براي مقاومت  T0هاي تراريخته  توانايي لاين

در سطح گياه كامل نيز مورد  A. alternataعليه 
لاين  5ارزيابي قرار گرفت. براي اين منظور، 

 گذاريمورد استفاده در آناليز لكه T0تراريخته 
 ان شاهدو نيز دو گياه غيرتراريخته به عنو وسترن

برگ مشابه به عنوان  3انتخاب شدند. در هر گياه 
زني بر اساس روش  تكرار انتخاب شد و مايه 3

ذكر شده در قسمت قبل صورت گرفت. هر برگ 
با يك كيسه پلاستيكي شفاف حاوي قطرات آب 

 C°28آزاد پوشانده شد و گياهان در دماي 
طي  A. alternataنگهداري شدند. مقاومت به 

روزه مورد ارزيابي قرار گرفت و  14 يك دوره
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شدت بيماري بر اساس اندازه لكه برگي در 
 زني تعيين گرديد. اطراف محل مايه

 
 هاي آماريتجزيه و تحليل

ها به صورت طرح كاملاً تمامي آزمايش
تكرار انجام شد.  3تصادفي در قالب فاكتوريل با 

ي ها با استفاده از برنامه آمارتجزيه و تحليل داده
SPSS (Statistical Package for Social 

Science)  انجام شد و آناليز واريانس و  18نسخه
بر اساس  P ≥ 001/0مقايسه ميانگين در سطح 

 اي دانكن صورت پذيرفت.آزمون چند دامنه
 

 نتايج 

هاي هاي نابجا و گزينش گياهچهالقاي جوانه

 مقاوم به كانامايسين
ي برگي در ها پس از نگهداري ريزنمونه

محيط القاي جوانه به مدت يك هفته، نرخ بالايي 
از باززايي بر روي دمبرگ و نيز اطراف رگبرگ 

هاي  ). تعداد جوانهA2اصلي مشاهده شد (شكل 
عدد در هر ريزنمونه متغير  10القاء شده از يك تا 

. جوانه بودند 1-3بود، گرچه اغلب آنها داراي 
هاي تلقيح زنمونههاي القاء شده بر روي ريجوانه

يافته، شادابي و سبزي خود را در مقابل 
). اين امر B2كانامايسين حفظ نمودند (شكل 

بيانگر تأثير مناسب كانامايسين به عنوان يك عامل 
انتخابي در فرآيند گزينش است، هرچند كه رنگ 

ها نيز در محيط مذكور به برخي از اين جوانه
عدم سفيدي گرايش داشت كه نشان دهنده 

حضور ژن مقاومت به كانامايسين و عدم 
هاي رشد هاست. رنگ جوانهتراريخته شدن جوانه

هاي تلقيح نشده در حضور يافته بر روي ريزنمونه
عامل انتخابي كانامايسين به زرد تا سفيد تغيير 

هاي  ). بيش از دو سوم جوانهC2يافت (شكل 
باززا شده نسبت به عامل انتخابي كانامايسين 

ومت نشان دادند. بين تيمارهاي مختلفي كه مقا
هاي تراريخته و  زايي گياهچه جهت ريشه

تراريخته احتمالي به كار برده شدند، در سطح 
001/0 ≤ P دار وجود داشت  اختلاف آماري معني

ماه از نگهداري  3). پس از گذشت 1(جدول 
هاي مقاوم به كانامايسين و احتمالاً  گياهچه

، تنها تعداد NAAو  IBAتراريخته در حضور 
. نرخ زايي بودند اندكي از آنها قادر به ريشه

هاي حاوي  محيطدار شده در  هاي ريشه گياهچه
IBA+NAA  تنظيم و يا در حضور هر يك از

و  54/0هاي رشد به تنهايي، به ترتيب صفر،  كننده
در مقابل، افزودن پرولين و يا درصد بود.  53/9

ها  دهي گياهچه ريشهزغال فعال به محيط، مشكل 
برطرف نمود. بيشترين  تقريباً به طور كامل را

درصد در محيط  41/44زايي شامل  ميزان ريشه
و پرولين برآورد گرديد و پس از آن،  IBAحاوي 

درصد  98/17و زغال فعال با  IBAمحيط حاوي 
زايي در درجه دوم قرار داشت. ظهور اولين  ريشه
ها در  ري گياهچهروز پس از نگهدا 11ها،  ريشه
هاي ذكر شده قابل رؤيت بود. درصد  محيط
به همراه  NAAهاي حاوي  زايي در محيط ريشه

و صفر  72/5پرولين و يا زغال فعال به ترتيب 
هاي  برآورد گرديد. متوسط طول ريشه در محيط

زايي حاوي زغال فعال در مقايسه با  ريشه
). D2هاي حاوي پرولين بيشتر بود (شكل  محيط
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هاي تشكيل شده در حضور  ر مقابل، ريشهد
پرولين از ضخامت بيشتري برخوردار بودند 

ها در محيط مايع  ). نگهداري گياهچهE2(شكل 
 NAAو  IBAهاي  حاوي غلظت بالاي هورمون

زايي طي  همراه با پرولين به ظهور علائم ريشه
). هرچند F2روز منجر گرديد (شكل  14مدت 

 63/1ر ناچيز و به ترتيب زايي بسيا كه ميزان ريشه
درصد برآورد شد. به علاوه، نگهداري  44/11و 

زايي مايع  ها در محيط ريشه طولاني مدت گياهچه
اي شدن تعدادي  با مقادير بالاي هورموني، شيشه

ها را موجب گرديد. در ابتدا، حذف  از گياهچه
زايي رشد مجدد  سفوتاكسيم از محيط ريشه
ها، نكروزه  گياهچه آگروباكتري در قسمت پايه

ها و در مواردي مرگ برخي از  شدن بافت
 200افزودن ها را به همراه داشت. گياهچه

زايي در  گرم بر ليتر تايمنتين به محيط ريشه ميلي
كاهش آلودگي آگروباكتري چندان مؤثر نبود. در 

 100مقابل، استفاده از سفوتاكسيم به ميزان 
اي را در  حظهگرم بر ليتر، تأثير قابل ملا ميلي

توقف رشد آگروباكتري در مقايسه با تايمنتين 
هاي  در تعداد قابل توجهي از گياهچهنشان داد. 

هاي فنوتيپي  مقاوم به كانامايسين، ويژگي
 غيرطبيعي مانند رشد بسيار  كند، كوتولگي،

عدم  هاي مركزي، ها و جوانه بدشكلي برگ
مشاهده  دهي، ضعف و در برخي موارد مرگ ريشه

و  26/28). در مجموع، G-H2هاي  شكل( شد
هاي تراريخته و تراريخته  گياهچهدرصد از  43/26

اي و  به ترتيب در شرايط درون شيشه احتمالي
پس از انتقال به مرحله سازگاري دچار مرگ 

 شدند.
 

هاي تراريخته  در گياهچه chiحضور ژن 

 احتمالي 
-را در گياهچه chiحضور ژن  PCRآناليز 

). 3وم به كانامايسين تأييد نمود (شكل هاي مقا
صورت  bp 872ها، تكثير نوار در اين گياهچه

گرفت كه با نوار تكثير شده با آگروباكتري حامل 
به عنوان  chiحاوي ژن  pBI-BCHپلاسميد 

شاهد مثبت مطابقت داشت. در گياهان 
غيرتراريخته هيچ گونه باندي تكثير نشد كه نشان 

ژن در ژنوم اين گياهان بود. دهنده عدم حضور ترا
 50بر اساس نتايج حاصل از اين آزمون، بيش از 

هاي مقاوم به كانامايسين تراژن  درصد از گياهچه
 هدف را دارا بودند. 
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هاي جوانهظهور  B:هاي القاء شده بر روي ريزنمونه برگي در محيط القاي جوانه،  : جوانه A-2شكل 

هاي باززا شده در ريزنمونه  سفيد شدن جوانه C:ريزنمونه تلقيح شده، و  سبز و احتمالاً تراريخته در

هاي تراريخته به ترتيب در  : تشكيل ريشه در گياهچهEو  Dتلقيح نشده در محيط حاوي كانامايسين، 

هاي تراريخته در محيط مايع  : تشكيل ريشه در گياهچهFزايي حاوي زغال فعال و پرولين،  محيط ريشه

: رشد  chi،Hها در گياهچه تراريخته حاوي ژن  اي از بدشكلي برگ : نمونهIBA، Gر بالاي حاوي مقادي

 طبيعي (راست) و رشد بسيار كند (چپ) در دو لاين تراريخته هم سن.
Figure 2- A: Leaf blade with induced shoot in shoot-inducing medium, B: Regenerated 
green kanamycin-resistant shoots, and C: Chlorotic shoot formed on selection medium, 
D and E: Root formation of transgenic lines on root-inducing medium containing 
activated charcoal and proline, respectively, F: Root formation of transgenic lines in 
liquid root-inducing medium with high levels of IBA, G: Leaf malformation in a 
representative transgenic line containing chi gene, H: Normal (right) and very slow 
growth (left) of two transgenic lines. 
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هاي تراريخته و تراريخته احتمالي چغندرقند با استفاده از  زايي در گياهچه درصد ريشه -1جدول 

طبق آزمون چند  P ≥ 001/0سطح هاي داراي حروف مشترك در  زايي. ميانگين تيمارهاي مختلف ريشه

 باشند.  دار مي اي دانكن فاقد اختلاف معني دامنه
Table 1- Root inducing percentage in transgenic and putative transgenic sugar beet 
plants using various root inducing treatments. Means followed by the same letters are 
not significantly different at P ≤ 0.01 according to Duncan's Multiple Range Test. 

 
 زايي تيمارهاي ريشه

Root-inducing treatments 
 زايي (%) ريشه

Root-inducing 
(%) 

 IBA  0.06  + پرولينa±44.41 

IBA  1.002  + زغال فعالb±17.98 

NAA )5 0.43  گرم در ليتر) + پرولين ميليc±11.44 
IBA  0.35d±9.53 

NAA 0.21  + پرولينe±5.72 

IBA )5 0.06  گرم در ليتر) + پرولين ميليf±1.63 
NAA  0.02f±0.54 

IBA + NAA 0.00f±0 
NAA 0.00 + زغال فعالf±0 

 
 اي  گذاري نقطه آناليز لكه

 DNAهاي  بر اساس نتايج اين آناليز، نمونه
محصول مثبت مشابه با  PCRهاي  مربوط به لاين

PCR  تكثير شده با آغازگرهاي اختصاصي ژن
chi 15علامت (به عنوان كنترل مثبت) دارايF

بودند  1
ه نشان دهنده دورگ شدن هاي تير). لكه4(شكل 

با قطعه همولوگ  chiكاوشگر اختصاصي ژن 
مثبت بود. بر اين  PCRخود از ژنوم گياهان 

توان گفت كه اين گياهان حداقل داراي اساس، مي
يك نسخه از تراژن در ژنوم خود هستند. در 

مربوط به گياهان غيرتراريخته  DNA تكثير
الي علامتي مشاهده نشد كه بيانگر فقدان تو

                                                             
1 Signal 

در ژنوم  chiهمولوگ با كاوشگر اختصاصي ژن 
. در اهان و غيرتراريخته بودن آنهاستاين گي
(آب) به عنوان شاهد منفي  DNAبدون تكثير 

دوم نيز هيچ علامتي مشاهده نگرديد كه نشان 
دهد سيستم هيبريداسيون هيچ گونه آلودگي  مي

 نداشته است.
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: chi M.اريخته احتمالي چغندرقند با آغازگرهاي اختصاصي ژن هاي ترگياهچه PCRآناليز  -3شكل 

به عنوان شاهد مثبت،   pBI-BCH: آگروباكتري حاوي پلاسميد1. چاهك kb DNA ladder 1نشانگر 

هاي : گياهچه6-9هاي  ، چاهكSBSI-02هاي تراريخته احتمالي از رقم : گياهچه2-5هاي چاهك

به عنوان شاهد منفي اول،  SBSI-02زني نشده از رقم : گياه مايهSBSI-04، 10تراريخته احتمالي از رقم 

 الگو به عنوان شاهد منفي دوم. DNAبدون  PCR: واكنش 11
Figure 3- PCR analysis of putative transgenic sugar beet plants with the chi gene specific 
primers. M: 1 kb DNA ladder, 1: a 872 bp amplified fragment within Agrobacterium 
containing pBI-BCH plasmid as positive control, 2-5: putative transgenic plants of SBSI-
02, 6-9: putative transgenic plants of SBSI-04, 10: non-transformed plant as the first 
negative control, 11: A PCR reaction without DNA template as the second negative 
control. 
 

 T0بيان پروتئين كيتيناز در گياهان تراريخته 

لكه گذاري  آناليز از حاصل نتايج اساس بر
 نوار بررسي مورد هاي لاين تمامي در وسترن،

 بادي آنتي وسيلهه ب kDa  31 انتظار مورد
 شد داده تشخيصكيتيناز  پروتئين عليه اختصاصي

 گياهان برگ در پروتئيناين  بيان كننده ييدأت كه
. در نمونه پروتئيني مربوط به است T0خته تراري
 نشان كه نشد مشاهده نواري غيرترايخته انگياه
 انگياه اين در هدف پروتئين وجود عدم هدهند
نتايج اين آناليز درج تراژن را در ). 5 شكل( است

 ژنوم گياهان تراريخته مجدداً مورد تأييد قرار داد.
 

 .Aهاي تراريخته در برابر  لاينزيست سنجي 

alternata  
بر اساس نتايج حاصل از آزمون زيست 

در  A. alternataسنجي، كاهش علائم آلودگي 
هاي تراريخته در مقايسه با  قطعات برگي لاين

زني  شاهد منفي مشاهده شد. دو روز پس از مايه
با قارچ، اولين علائم آلودگي به صورت زرد شدن 

وز قطعات برگي گياهان شاهد بروز يافت كه تا ر
ششم به نكروزه شدن تمام بافت برگ منجر 

). قطعات برگي 7و  A6هاي  گرديد (شكل
زني  هاي تراريخته تا روز ششم پس از مايه لاين

عاري از آلودگي بودند و پس از آن علائم ناشي 
هاي نكروتيك  از آلودگي قارچي به صورت لكه

      M          1          2           3          4           5           6          7          8           9               10      11       M 
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). در سطح 7و  B6هاي  جزئي مشاهده شد (شكل
 لاين تراريخته مورد آزمون، گياه كامل، پنج

اي را در برابر آلودگي  مقاومت افزايش يافته
 ظهور اولين علائم آلودگيقارچي نشان دادند. 
، در گياهان شاهد ها شامل زردي برگ

زني با قارچ  روز پس از مايه 6 ،غيرتراريخته
كه در نهايت به زردي برگ و نكروزه  مشاهده شد

زني  محل مايهشدن جزئي بافت برگ در اطراف 
). در مقابل، 9و  A8هاي  منجر گرديد (شكل

، A. alternataبا  T0 هاي تراريخته زني لاين مايه
روزه  14هيچ گونه علائم آلودگي را تا پايان دوره 

. )9و  B8هاي  (شكلآزمايش به دنبال نداشت 
دهند كه در مجموع  نشان مي 3و  2هاي  جدول

خته از نظر درصد بين گياهان تراريخته و غيرتراري
هاي  آلودگي برگي آلترناريايي و همچنين زمان

مورد بررسي در هر دو نوع آزمون زيست سنجي 
دار وجود  اختلاف معني P ≥ 001/0سطح در 

 داشت.
 

 
دار شده  نشان chiمثبت چغندرقند با كاوشگر اختصاصي ژن  PCRهاي  گذاري لاين آناليز لكه -4شكل 

به  chiتكثير شده با آغازگرهاي اختصاصي ژن  PCRي مختلف از محصول ها : رقتDIG .A1-A5با 

: SBSI-04 ،D1-D2و  SBSI-02مثبت از ارقام  PCR: گياهان C1-C6و  B1-B6عنوان شاهد مثبت، 

تكثير شده با آغازگرهاي  PCRگياه غيرتراريخته با محصول  DNAحاصل از اختلاط  DNAهاي  نمونه

: گياه غير D3-D4، (Reconstruction)پيكوگرم  10و  5هاي  قتبه ترتيب ر chiاختصاصي ژن 

 (آب) به عنوان شاهد منفي دوم.  DNA: نمونه بدون D5-D6تراريخته به عنوان شاهد منفي اول، 
Figure 4- Dot blot analysis of PCR positive sugar beet lines with the DIG-labeled specific 
probe. A1-A5: Various dilutions of PCR product using Agrobacterium containing pBI-
BCH plasmid as positive control, B1-B6 and C1-C6: PCR positive lines of SBSI-02 and 
SBSI-04 genotypes, respectively, D1 and D2: A mixture including extracted DNA of non-
transformed plant and 5 and 10 pg dilutions of PCR product using Agrobacterium 
containing pBI-BCH plasmid (Reconstruction), D3-D4: non-transformed plant as the 
first negative control, D5-D6: water as the second negative control. 
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: نشانگر M .لوبيا chiچغندرقند حاوي ژن  T0هاي تراريخته  گذاري وسترن لاينآناليز لكه -5شكل 

: گياهان 7و  6: گياهان تراريخته، Kaleidoscope prestained standards (Bio-Rad) ،5-1پروتئيني 

ده به وسيله ژن پروتئين بيان ش، kDa 31به عنوان شاهد منفي. نوار  SBSI-04و  SBSI-02غيرتراريخته 

 دهد. كيتيناز را در گياهان تراريخته نشان مي
Figure 5- Western blot analysis of T0 transgenic sugar beet lines contains bean chi gene. 
Lane M: Bio-Rad’s kaleidoscope prestained protein standard, Lanes 1–5, transgenic 
plants, Lanes 7 and 8: non-transgenic plants SBSI-02 and SBSI-04 as negative control. 
The arrow marks the expected 31 kDa chitinase protein band. 
 

 
 

 Alternariaزني با  روز پس از مايه 10علائم آلودگي قارچي در قطعات برگي چغندرقند  -6شكل 

alternata .Aفي،: گياه غيرتراريخته به عنوان شاهد من Bهاي تراريخته  : لاينT0. 
Figure 6- Fungal infection symptoms in sugar beet leaf discs 10 days after inoculation 
with Alternaria alternata. A: non-transformed control plant, and B: T0 transgenic lines. 
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) Alternaria alternata) .chiي شده با زن درصد آلودگي قطعات برگي چغندرقند مايه -7شكل 

 ) گياهان شاهد غيرتراريخته.NTو ( T0هاي تراريخته  لاين
Figure 7- Percentage of infection of sugar beet detached leaf discs inoculated with 
Alternaria alternata. (chi) T0 transgenic lines and (NT) non-transformed control plants. 

 
 Alternaria alternataدر برابر  chiچغندرقند حاوي ژن  T0هاي تراريخته  زيست سنجي لاين -8شكل 

زني در گياه غيرتراريخته  هاي نكروتيك در اطراف محل مايه : زردي برگ و لكهAدر سطح گياه كامل. 

روز  14هاي تراريخته. عكس  اي از فقدان علائم آلودگي قارچي در لاين : نمونهBبه عنوان شاهد منفي، 

 زني گرفته شده است. پس از مايه
Figure 6- Bioassay of transgenic T0 sugar beet lines containing chi gene against 
Alternaria alternata at the whole plant level. A: Leaf chlorosis and necrotic lesions 
around the inoculation site in non-transformed control plant, B: A transgenic line 
without any disease symptoms as representative. The photo was taken 14 days after 
inoculation. 
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هاي  . ميانگينAlternaria alternataزني شده با  درصد آلودگي قطعات برگي چغندرقند مايه -2جدول 

دار  اي دانكن فاقد اختلاف معني طبق آزمون چند دامنه P ≥ 001/0سطح داراي حروف مشترك در 

 باشند.  مي
Table 2- Percentage of infection of sugar beet detached leaf discs inoculated with 
Alternaria alternata. Means followed by the same letters are not significantly different at 
P ≤ 0.01 according to Duncan's Multiple Range Test. 

 ميانگين سطح آلوده شده قطعات برگي (%) 
Average of infected leaf discs area (%) 

 زني روز پس از مايه
Day after 

inoculation 

 
 گياه شاهد غيرتراريخته

Non-transformed control plant 

 
 گياه تراريخته

Transgenic plant  
1 0.00k±0 0.00k±0 
2 0.00k±0 0.00k±0 
3 0.57i±11.00 0.00k±0 
4 0.57e±28.00 0.00k±0 
5 0.57d±59.00 0.00k±0 
6 0.57c±79.00 0.00k±0 
7 0.57b±94.00 0.57j±8.00 
8 0.00a±100.00 0.57h±14.00 
9 0.00a±100.00 0.57g±19.00 

10 0.00a±100.00 0.57f±25.00 
 

 
) Alternaria alternata) .chiزني شده با  آلودگي برگ در گياهان چغندرقند مايهدرصد  -9شكل 

 ) گياهان شاهد غيرتراريخته.NTو ( T0هاي تراريخته  لاين
Figure 11- Percentage of infection of sugar beet leaf plants inoculated with Alternaria 
alternata. (chi) T0 transgenic lines and (NT) non-transformed control plants. 
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. Alternaria alternataزني شده با  درصد آلودگي برگ در گياهان چغندرقند مايه -3جدول 

اي دانكن فاقد اختلاف  طبق آزمون چند دامنه P ≥ 001/0سطح هاي داراي حروف مشترك در  ميانگين

 باشند.  دار مي معني
Table 3- Percentage of infection of sugar beet leaf plants inoculated with Alternaria 
alternata. Means followed by the same letters are not significantly different at P ≤ 0.01 
according to Duncan's Multiple Range Test. 

 ميانگين سطح آلوده شده برگ (%) 
Average of infected leaf area (%) 

 زني ز پس از مايهرو
Day after inoculation 

 
 گياه شاهد غيرتراريخته

Non-transformed control 
plant 

 
 گياه تراريخته

Transgenic plant  

1 0.00i±0 0.00i±0 
2 0.00i±0 0.00i±0 
3 0.00i±0 0.00i±0 
4 0.00i±0 0.00i±0 
5 0.00i±0 0.00i±0 
6 0.00i±0 0.00i±0 
7 0.57h±9.00 0.00i±0 
8 0.57g±12.00 0.00i±0 
9 0.57f±17.00 0.00i±0 
10 0.33e±24.00 0.00i±0 
11 0.57d±40.00 0.00i±0 
12 0.57c±65.00 0.00i±0 
13 0.57b±85.00 0.00i±0 
14 0.00a±100.00 0.00i±0 

 
 بحث

قند دشوار است كشت بافت چغندر
)Saunders & Doley, 1986 طي سه دهه .(

ي تراريختي ژنتيكي چغندرقند از گذشته، برا
(نظير الكتروپوريشن و [هاي مستقيم  روش

 ,PEG) (Lindsey & Jonesتراريختي با واسطه 

1987; Hall et al., 1996; Sevenier et al., 
هاي  و غيرمستقيم انتقال ژن تلاش ])1998

فراواني صورت گرفته است. در روش 

 Harpster etهايي نظير كالوس ( غيرمستقيم، بافت

al., 1988; Krens et al., 1988; D’Halluin et 
al., 1992) و پايه جوانه (Lindsey & Gallois, 

1990; Konwar, 1994; Mannerlof et al., 
1997; Hisano et al., 2004; Norouzi et al., 

2005; Jafari et al., 2009 در تراريختي مورد (
لوئيس اند. ليندسي و گا استفاده قرار گرفته

)Lindsey & Gallois, 1990 ( در نخستين
گزارش از تراريختي پايه جوانه چغندرقند به 

نشان دادند كه پايه جوانه  A. tumefaciensوسيله 
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باززايي نسبتاً سريع و با فراواني بيشتري را در 
مقايسه با دمبرگ و قطعات بافت برگي مقدور 

نتايج حاصل از مطالعه حاضر و  سازد. مي
كه  ت اخير نيز بيانگر اين حقيقت استقاتحقي
هاي حاوي جوانه از مزايايي چون سادگي  برگ

تهيه، قابليت باززايي فراوان، كاهش مدت زمان 
هاي تراريخته به دليل  لازم براي باززايي جوانه

باززايي مستقيم و نيز به حداقل رسيدن تنوع 
سوماكلوني به دليل نداشتن مرحله كالوس 

 ;Hisano et al., 2004اشند (ب برخوردار مي

Norouzi et al., 2005; Jafari et al., 2009 .(
چنين خصوصياتي، توليد گياهان تراريخته يكسان 
در يك مقياس وسيع را تضمين نموده و سيستم 
مناسبي را براي اهداف عملي تراريختي فراهم 

 سازد. مي
هاي كشت بافتي يك  دار شدن گياهچهريشه

ر آزمايشات كشت بافت و انتقال مرحله كليدي د
ترين اكسين در  معمولIBA  رود. ژن به شمار مي

 Sharma( القاي تشكيل ريشه شناخته شده است

et al., 2007.( در تحقيق حاضر، استفاده ازIBA  ،
ها القاء  زايي را در تعداد اندكي از گياهچه ريشه

زايي با استفاده از  نمود. بيشترين درصد ريشه
همراه با پرولين و يا زغال  IBAحاوي  هاي محيط

هاي موجود،  فعال حاصل شد. بر اساس يافته
افزودن برخي آمينواسيدها به محيط كشت، 

 دهد زايي گياهان را تحت تأثير قرار مي اندام
)Kavikishor, 1989 نتايج حاصل از مطالعه .(

كشت بافت درخت به نشان داد كه پرولين درصد 
ها در هر  شده و تعداد ريشه دار هاي ريشه گياهچه

 ,Orlikowaskaدهد ( گياهچه را افزايش مي

زغال فعال نيز به تنهايي و يا در تركيب  ).1988
با يك اكسين در تشكيل ريشه مؤثر است. 

زايي در  هاي متعددي مبني بر بهبود ريشه گزارش
هاي مختلف گياهي نظير هيبريد نارون  گونه

، توت فرنگي )Jouira et al., 1998هلندي (
)Jemmali et al., 2002) و جوجوبا (Tyagi & 

Prakash, 2004 در محيط كشت حاوي زغال (
موجود است كه با نتايج حاصل از  IBAفعال و 

تحقيق حاضر در اين خصوص مطابقت دارد. 
زايي و بهبود وضعيت رشدي گياهان،  وقوع اندام

عمدتاً با عملكرد زغال فعال در جذب غيرقابل 
ت تركيبات بازدارنده محيط كشت، كاهش برگش

هاي سمي و ترشحات فنلي و نيز  متابوليت
اي رنگ در ارتباط  آوري تراوشات قهوه جمع

ها،  است. به علاوه، زغال فعال در جذب ويتامين
هاي رشد گياه، شامل  هاي فلزي و تنظيم كننده يون

آبسيزيك اسيد و اتيلن گازي مداخله دارد. 
ها و فراهم  نور به گياهچهممانعت از رسيدن 

دهي از  نمودن شرايط تاريكي براي ناحيه ريشه
زايي به وسيله زغال  ديگر دلايل تحريك ريشه

  .)Thomas, 2008فعال است (
يك فرآيند تراريختي موفق به وسيله 

هاي كارآمدي جهت توقف  آگروباكتري، به شيوه
رشد باكتري پس از مرحله هم كشتي نياز دارد. 

بيوتيك مطلوب كه به منظور ممانعت از  ييك آنت
شود بايستي  به كار برده مي A. tumefaciensرشد 

پايدار، قابل حل، فاقد اثرات جانبي و براي 
هاي گياهي غيرسمي باشد و به علاوه به  سلول
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و تركيبات محيط كشت تأثير نپذيرد.  pHوسيله 
بيوتيكي است كه به صورت  سفوتاكسيم آنتي

مايشات تراريختي با آگروباكتري گسترده در آز
بيوتيك به  مورد پذيرش واقع شده است. اين آنتي

هاي  لاكتان تعلق دارد و براي اغلب بافت-گروه بتا
گياهي از سميت حداقلي برخوردار است 

)Cheng et al., 1998 در تحقيق حاضر، زماني .(
هاي چغندرقند باززايي شده فاقد  كه گياهچه

زايي بدون  به محيط ريشهآلودگي آگروباكتري 
سفوتاكسيم انتقال داده شدند، رشد آگروباكتري 
مجدداً از سر گرفته شد. اين امر بيانگر تأثير 
سفوتاكسيم به عنوان يك عامل متوقف كننده رشد 
باكتري، و نه يك عامل كشنده باكتري است. 

بيوتيك نشان داد  استفاده از دو تيمار مختلف آنتي
تواند به  قايسه با تايمنتين ميكه سفوتاكسيم در م

 LBA4404عنوان يك بازدارنده قوي، رشد سويه 
زايي كنترل نمايد.  آگروباكتري را در محيط ريشه

بيوتيك  آنتي 10در تحقيقي با آزمودن عملكرد 
 A. tumefaciensهاي مختلف  مختلف عليه سويه

مشخص شد كه سفوتاكسيم از بيشترين كارآيي 
برخوردار   LBA4404 در حذف آلودگي سويه

 ). Shackelford & Chlan, 1996است (
تراريختي گياهان با آگروباكتري روشي 
مطلوب به شمار رفته كه به دليل نرخ بالاي 
تراريختي، درج مناسب تراژن در ژنوم ميزبان، 

هاي درج شده و  بازآرايي كمتر، تعداد كم نسخه
بيان صحيح تراژن به صورت متداول براي توليد 

گيرد  ياهان تراريخته مورد استفاده قرار ميگ
)Gelvin, 2003 بر اساس نتايج به دست آمده از .(

آناليزهاي ملكولي، حضور تراژن كيتيناز در اغلب 
هاي مقاوم به كانامايسين تأييد شد. بنابراين،  لاين

روش تراريختي مورد استفاده در اين تحقيق، 
 ;Hisano et al., 2004نتايج تحقيقات پيشين (

Norouzi et al., 2005; Jafari et al., 2009 (
مبني بر تكرارپذيري روش و كارآيي بالاي 

نرخ بالاي تراريختي  نمايد. تراريختي را تأييد مي
تا حدود زيادي مرهون انتخاب سويه مناسب 

 Hisanoآگروباكتري است. هيسانو و همكاران (

et al., 2004هاي  ) در مقايسه كارآيي سويه
EHA101  وLBA4404  آگروباكتري در
نشان دادند كه با استفاده  B. vulgarisتراريختي 
گرم  ميلي 150و در حضور  LBA4404از سويه 

هاي  بر ليتر كانامايسين، حدود دو سوم ريزنمونه
تلقيح شده در مقابل عامل انتخابي مذكور داراي 

هاي باززا  مقاومت بوده و تقريباً نيمي از گياهچه
اند. در مقابل،  ژن كيتيناز را دريافت نمودهشده ترا

 10و سيستم گزينشي  EHA101استفاده از سويه 
گرم بر ليتر هيگرومايسين هيچ جوانه  ميلي

اي را حاصل نكرد كه اين امر ممكن  تراريخته
است با نامناسب بودن سويه آگروباكتري براي 
تراريختي و يا سطح انتخابي هيگرومايسين در 

). چنين Hisano et al., 2004( ارتباط باشد
هايي با نتايج حاصل از تحقيق حاضر در  يافته

خصوص فراواني تراريختي با استفاده از سويه 
LBA4404  ًو سطح انتخابي كانامايسين كاملا

گذاري  نتايج حاصل از آناليز لكهمطابقت دارد. 
اي در خصوص درج تراژن كيتيناز در ژنوم  نقطه
غندرقند، تأييدي بر آزمون هاي ترايخته چ لاين
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PCR  بود و امكان وجود آلودگي آگروباكتري در
 را غيرمحتمل ساخت. PCRآناليز 

گذاري وسترن  نتايج حاصل از آناليز لكه
آشكار نمود كه توليد پروتئين كيتيناز لوبيا در 

چغندرقند صورت گرفته  T0گياهان تراريخته 
است. بر اساس شدت نوارهاي پروتئيني، سطح 

آناليز  .ها مشاهده شد بالايي از بيان در تمامي لاين
از طريق انجام لوبيا عملكردي پروتئين كيتيناز 

لاين تراريخته  5هاي زيست سنجي در  آزمون
حفاظت چغندرقند نشان داد كه پروتئين كيتيناز 

هاي مورد  قابل توجهي را براي تمامي لاين
فراهم نموده  A. alternataبررسي در مقابل 

در تحقيقات مختلف، افزايش بيان پروتئين  ست.ا
 ,.Nandakumar et al( 2-3كيتيناز به ميزان 

) برابر در برنج، Lin et al., 1995( 14) و 2007
) و Terakawa et al., 1997برابر در توتون ( 4-3

) در Marchant et al., 1998برابر در رز ( 15-4
يده مقايسه با گياهان غيرتراريخته برآورد گرد

است. در مطالعه حاضر، نوار پروتئيني در گياهان 
شاهد غيرتراريخته رديابي نشد. بر اين اساس، 

هاي تراريخته  مقاومت افزايش يافته لاين
توان  چغندرقند در مقايسه با گياهان شاهد را مي

دانست كه به  chiپيامدي از بيان فراوان ژن 
يا  عملكرد تجزيه كنندگي اين آنزيم به تنهايي و

 گردد. در تركيب با كيتينازهاي ميزبان مربوط مي
هاي تراريخته  مقاومت بهبود يافته لاين

چغندرقند، ويژگي ضدقارچي كيتيناز را در مقابل 
دهد. اين  بيمارگر قارچي مورد تأييد قرار مي

از طريق تجزيه انتهاي ويژگي ضدقارچي 

كند  هاي قارچي، از رشد بيمارگر ممانعت مي هيف
)Kishimoto et al., 2002.(  بيان تراژن كيتيناز

كند كه  انداز دائمي تضمين مي تحت كنترل يك راه
عملكرد كيتيناز، كه پيش از تهاجم بيمارگر قارچي 
در گياه فراهم شده، كيتين موجود در ديواره 
سلولي بيمارگر مهاجم را مورد هدف قرار خواهد 

ريخته هاي ترا افزايش مقاومت لاينداد. به علاوه، 
از مكانيسم حفاطتي غيرمستقيم تراژن ممكن است 

هاي  در آزادسازي اليگومرهاي ديوارهكيتيناز 
عملكرد اين اليگومرها . سلولي قارچي ناشي گردد
هاي دفاعي طبيعي را در  به عنوان اليسيتور، واكنش

گياه القاء نموده كه در نهايت به بروز وضعيت 
هاي  لولدر سشبه مقاومت اكتسابي سيستميك 

 deمنجر خواهد شد (احاطه كننده محل آلودگي 

las Mercedes Dana et al., 2006 مطالعات .(
اند كه عملكرد اجزاي كيتين به عنوان  نشان داده

هاي گوناگون مرتبط با دفاع،  اليسيتور، فعاليت
 Barberهاي گندم ( نظير ليگنيفيكاسيون در برگ

et al., 1989وكاناز را در گل 3و1-) و بيان ژن بتا
) القاء Kaku et al., 1997هاي جو ( كشت سلول

نموده است. اليگوساكاريدهاي كيتين در 
هاي كشت شده برنج، سنتز فيتوالكسين  سلول

)Ren & West, 1992 ،(هاي  توليد گونه
) و Kuchitsu et al., 1995پذير اكسيژن ( واكنش

) Nojiri et al., 1996بيوسنتز جاسمونيك اسيد (
حضور آنزيم كيتيناز در سلول نمايند.  القاء ميرا 
هاي دفاعي گياه را نيز القاء  تواند ساير مكانيسم مي

هاي تراريخته توتون  نمايد. به عنوان مثال، در لاين
و  PR-1aبا بيان فراوان كيتيناز، ميزان پروتئين 
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پراكسيداز مرتبط با ديواره سلولي به طور 
 de las Mercedesداري افزايش يافته است ( معني

Dana et al., 2006هاي مرتبط با  ). بيان پروتئين
هاي  زايي كه معمولاً با القاي مقاومت بيماري

موضعي و سيستميك همراه است، به بروز 
هاي فيزيولوژيكي مختلف در برابر  پاسخ

 de lasهاي محيطي منجر خواهد شد ( چالش

Mercedes Dana et al., 2006(.  نتايج مطالعه
اضر مبني بر مقاومت افزايش يافته چغندرقند ح

زاي قارچي با استفاده از ژن  در برابر عامل بيماري
chi گزارش انجام شده در خصوص ممانعت ،

با استفاده از  Verticillium dahliaeرشد هيفي
هاي پنبه  آنزيم كيتيناز لوبيا جدا شده از برگ

 Tohidfarدهد ( تراريخته را مورد حمايت قرار مي

et al., 2005.(  
اين تحقيق، دومين گزارش از انتقال يك ژن 

باشد. نخستين  كيتيناز گياهي به چغندرقند مي
گزارش از اين نوع، مربوط به انتقال ژن كيتيناز 

 ,.Hisano et alكدو تنبل به چغندرقند است (

)، هرچند كه اين مطالعه با هدف بهينه 2004
به  Beta سازي روش انتقال ژن به گياهان جنس

وسيله آگروباكتري انجام شده و هيچ گونه آزمون 
زيست سنجي به منظور ارزيابي مقاومت گياهان 

مارگرهاي قارچي صورت تراريخته در مقابل بي
هاي مختلفي در مورد  گزارشنگرفته است. 

هاي قارچي در گياهان  افزايش مقاومت به بيماري
هاي كيتيناز گياهي موجود  تراريخته حاوي ژن

باشد. به عنوان مثال، انتقال ژن كيتيناز لوبيا به  مي
توتون و كلزا با مقاومت بهبود يافته گياهان 

 Rhizoctoniaتراريخته در برابر بيمارگر خاكزاد 

solani ) همراه بوده استBroglie et al., 

). بيان كيتينازهاي برنج در مقابل 1991
در مو  Uncinula necator هاي آلودگي

)Yamamoto et al., 2000 ،(Botrytis cinerea 
 Kishimoto et al., 2002 ،(Pucciniaدر خيار (

coronata ) در چاودار ايتالياييTakahashi et 

al., 2005 و (A. alternata ) در پنبهGanesan 

et al., 2009 افزايش سطح مقاومت را به دنبال (
 Nicotianaداشته است. بيان كيتيناز توتون در 

sylvestris  و هويج، مقاومت اين گياهان را در
زميني  و نيز مقاومت گياهان بادام R. solaniمقابل 

افزايش داده  Cercospora arachidicolaرا عليه 
هاي  ). بيان ژنRohini & Rao, 2001است (

رمزكننده كيتيناز در گياهان همواره با مقاومت 
بهبود يافته در برابر بيمارگرهاي قارچي همراه 

ها، به منشأ  يست. ميزان كارآيي اين گونه مقاومتن
تراژن، گونه گياهي و درجه حساسيت بيمارگر به 
تركيبات ضد ميكروبي وابسته است. از سوي 

هاي كيتيناز، محل تجمع  ديگر، سطح بيان آنزيم
هاي گياهي و نيز روش آلوده سازي  آنها در سلول

بيمارگرهاي قارچي نيز در افزايش مقاومت 
يابي دقيق  ان از نقش مهمي برخوردارند. مكانگياه

هاي گياه به منظور  هاي تراژن در بافت فرآورده
ايجاد مقاومت مؤثر گياهان در برابر بيمارگرها 

 ).Kishimoto et al., 2002اهميت بسياري دارد (
همان گونه كه پيشتر ذكر شد، انتقال ژن 

 آور مورفولوژيك كيتيناز به چغندرقند اثرات زيان
هاي تراريخته به  ر گياهچهاي را د و يا حتي كشنده
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همراه داشت. مطالعات ديگري نيز تأثير منفي 
اند. به  آنزيم كيتيناز را بر رشد گياه گزارش نموده

هاي كيتوبيوسيداز و  عنوان مثال، ميزان بيان آنزيم
در  Streptomyces albidoflavusاندوكيتيناز 

اي همبستگي منفي فرنگي با ارتفاع گياه دار گوجه
). در Gongora & Broadway, 2002بود (

گياهان تراريخته سيب حاوي ژن كيتيناز كاهش 
ها، كاهش تعداد  رشد شامل روزت شدن گياهچه

 Bolar etها مشاهده شد ( ها و زردي برگ برگ

al., 2000 در دو بررسي مختلف مشخص شد (
 S. albidoflavus هاي اندوكيتيناز از  زماني كه ژن

به گياهان سيب  Trichoderma harzianumو 
انتقال داده مي شوند، گياهان باززاشده قادر به 

هاي منتشر نشده،  باشند (داده استقرار در خاك نمي
رجوع شود).  Gongora & Broadway, 2002به 

از طرفي، در گياهان تراريخته توتون و كلزا 
)Broglie et al., 1991) و نيز پنبه (Tohidfar et 

al., 2005 حتي سطوح بسيار بالاي بيان آنزيم (
انداز دائمي هيچ  كيتيناز لوبيا تحت كنترل يك راه

آوري بر رشد گياه در پي نداشت.  گونه اثر زيان
اين احتمال وجود دارد كه خصوصيات غيرطبيعي 
گياهان تراريخته از برهمكنش اختصاصي ژن 

هاي  آنزيمكيتيناز با گياه گيرنده ناشي گردد. 
تجزيه كننده كيتين در گياهان برخي عملكردهاي 

هاي سلولي، تقسيم  غيردفاعي، نظير هضم ديواره
بر اساس  سلولي، تمايز و نمو را بر عهده دارند.

-N مطالعات ايمنولوژيكي صورت گرفته، بقاياي 
استيل گلوكز آمين احتمالاً به صورت 

ان هاي سلولي ثانويه گياه گليكوليپيدها، در ديواره

بر اين  ).Benhamou et al., 1990موجودند (
هاي هيدروليتيك نظير  اساس، بيان فراوان ژن

هاي سلولي  كيتيناز ممكن است در تجزيه ديواره
باري را در  گياه گيرنده نقش داشته و اثرات زيان
 ,.Liu et alرشد و نمو گياه به دنبال داشته باشد (

ته ناشي مطالعه حاضر مقاومت بهبود ياف ).2007
هاي تراريخته چغندرقند را در لاين chiاز ژن 

از آنجايي كه  آشكار نمود. A. alternataعليه 
هاي هيدروليتيك و بيان فراوان آنها در  انتقال ژن

گياهان ممكن است علاوه بر بهبود مقاومت در 
زا، اثرات جانبي نامطلوبي را  برابر عوامل بيماري

هاي مختلف  گروه نيز در پي داشته باشد، شناخت
زايي و نحوه عملكرد  هاي مرتبط با بيماري پروتئين

آنها براي مديريت افزايش مقاومت محصولات 
 مهم كشاورزي از اهميت شاياني برخوردار است.

 
 سپاسگزاري

پژوهشكده علوم و فناوري زيستي دانشگاه از 
اروميه به خاطر در اختيار گذاشتن امكانات 

 شود.تشكر و قدرداني ميآزمايشگاهي مورد نياز 
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Abstract 

Fungal diseases are the major factors of sugar beet yield losses worldwide. Expression 
of pathogenesis-related proteins such as chitinases is considered as one of the plant defense 
responses against pathogens. Chitinases are cell wall degrading enzymes which have been 
shown to have high antifungal activity against a wide range of phytopathogenic fungi. In this 
study, two diploid sugar beet genotypes, SBSI-02 and SBSI-04, were used for transformation 
through Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 harboring the pBI-BCH plasmid 
containing the chi gene under the control of the CaMV35S promoter and the nptII selectable 
marker gene. Leaf blade with attached shoot bases were used as explant substratum for 
transformation. Green shoots were successfully screened using different concentration of 
kanamycin. PCR screening with chi-specific primer showed the presence of the transgene in 
more than 50% of regenerated kanamycin-resistant plants. Dot blot analysis confirmed the 
integration of at least one copy of the chi gene into the genome of putative transgenic plants. 
Western blot analysis revealed chitinase protein accumulation in transgenic plants. The 
content of chitinase protein varied among the five T0 transgenic plants. Bioassay analysis 
using detached leaves and at the whole plant level revealed increased resistance of T0 
transgenic sugar beet lines against the fungal pathogen Alternaria alternata compared to non-
transformed control plants. 
 
Keywords: Sugar beet (Beta vulgaris L.), Agrobacterium tumefaciens, chitinase gene, 
transformation, Alternaria alternata. 
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