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گانه حاوي سه گروه مختلف از  و ساخت پلاسمیدهاي سهPR1کردن دو ژن از خانواده جداسازي و کلون
  هاي قارچی، به منظور تولید گیاهان تراریخته مقاوم به بیماريPRهاي ژن
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  چکیده
هاي بیوتکنولوژي براي تولید هاي قارچی، استفاده از تکنیکبا توجه به میزان خسارت ناشی از بیماري

زایی هاي مربوط به بیمارياز آنجایی که بیان ترکیبی از پروتئین. اي برخوردار استگیاهان مقاوم، از اهمیت ویژه
یک سو دوام مقاومت را به همراه داشته و از سویی دیگر باعث از منجر به مقاومت چندژنی خواهد شد که 

 با هدف جداسازي ژن و ساخت پژوهشگردد، لذا این زا میهاي بیمارياي از گونهمقاومت به انواع گسترده
، PR3 و PR1 ،PR2زایی هاي مربوط به بیماريهاي پلاسمیدي چندگانه، حاوي سه گروه مهم از پروتئینسازه

ژنوم  ، با طراحی پرایمرهاي اختصاصی، ازPR1هاي متفاوت از خانواده ابتدا دو ژن داراي ویژگی. دیدانجام گر
گیاه توتون جداسازي گردیدند و پس از آنالیزهاي مربوط به صحت جداسازي ژن، طی مراحلی تحت پیشبر 

35S و پایانبر Nos در پلاسمید دوگانۀ pBI121سازي دو ژن ضدقارچی لوندر مرحله بعد، ک. سازي شدند کلون
ي T-DNAمی مستقل در ناحیۀ ی، تحت کنترل نواحی تنظ)کیتیناز (PR3و ) گلوکاناز-3وPR2) β -1مهم دیگر، 

انتظار می رود که . ، طی چندین مرحله انجام شدPR1 حامل مذکور، به دو صورت همسو و غیرهمسو به همراه
زاي جاد مقاومت پایدار به طیف وسیعی از عوامل بیماري، علاوه بر ایپژوهشگانه حاصل از این حاملهاي سه

هاي در نهایت حامل. هاي زنده و غیرزنده نیز باشندقارچی، داراي پتانسیل ایجاد مقاومت به باکتري و سایر تنش
  .مذکور را می توان براي انتقال ژن به گیاهان مختلف با روش اگروباکتریوم و تفنگ ژنی مورد استفاده قرار داد

  
  .PR1،کیتیناز،گلوکاناز، ژنسازيی،کلونیزاهایمربوطبهبیماريپروتئین:هاي کلیديواژه
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 مقدمه

هاي اصلاح سنتی جهت  که برنامهاز آنجا
تولید گیاهان مقاوم به قارچ براساس فنون زمان بر و 

توانند با تکامل طولانی استوار بوده و به ندرت می
لذا کشاورزان زا کنار بیایند، سریع عوامل بیماري

اغلب ناچار به استفاده از سموم شیمیایی می باشند 
که پرهزینه بوده، باعث آلودگی محیط زیست شده 

زا کم اثرتر و بالاخره به دلیل تکامل عوامل بیماري
هاي جدید نظیر جداسازي آوريفن .می گردند

هاي انتقال ژن جهت ایجاد هاي مقاومت و شیوهژن
توانند نقایص موجود ز هر نظر میاگیاهان تراریخته 
ها در حال حاضر اکثر استراتژي. را برطرف کنند

هاي براي تولید گیاهان تراریخته مقاوم به بیماري
هاي هاي کدکننده پروتئینقارچی، روي معرفی ژن
  متمرکز شده است)PR1(مربوط به بیماریزایی 

)Edreva, 2005 .(زاییهاي مربوط به بیماريژن 
ان آنها سبب یباشند که بها میاي از این ژندسته

هاي القاء پاسخ فوق حساسیت به بسیاري از آلودگی
ها داراي PR .گرددروسی، قارچی و باکتریایی مییو

 داراي به ترتیب که ،باشندمی اسیدي و بازي دو نوع
 .هستند و آپوپلاستیک هاي واکوئولیمکان

هاي اسید ک،پلیاکریلی سالیسیک، مثل موادشیمیایی

                                                   
1 Pathogensis Related Protein 

و به همین ترتیب  هاي معدنینمک چرب،
 شوك ،UV-Bاشعه زخم، مثل هاي فیزیکیمحرك

 سبب آب زیادي یا کمبود پایین، دماي اسمزي،
. (Schaller et al., 2000) شوندمی هاPR القاي

هاي ، بیشترین میزان را در بین پروتئینPR-1گروه 
بر در  برا10000 دارد، که به میزان PRخانواده 

 2 تا1 به آن زانیومشود هاي آلوده شده القا میبافت
 Alexander (رسدمی هاي برگپروتئین کل درصد

& Goodman, 1993(. مهم بسیار مشخصه PRها 
 هاي هیدرولیتیکآنزیم. باشدمی آنها ضدقارچی اثر
 توانندمی) پروتئاز و تینازیک گلوکاناز،-3وβ -1مثل(

هاي دیواره بردن بین از و کردن سست براي ابزاري
 قبیل از هاییقارچ (تینیک ها،گلوکان حاوي قارچی

 )هادئوترومیست و هابازیدیومیست ها،آسکومیست
 مسیر توانندمی هاPR همچنین .باشند پروتئین و

 قطعات هیدرولیتیک تجزیه شامل متمایزي دفاعی
. بیندازند کار به قارچی دیواره را از تینیگلوکانوک

 برابر در لوبیا و گوجه بازي PR-1 بازدارندگی تأثیر
 و هاي سلولیآزمایش وسیله به هاي قارچیپاتوژن

 ,.Niderman et al (است رسیده اثبات به 2اینویترو

1995; Rauscher et al., 1999(. به عنوان مثال، 
 در جو، سبب تسهیل نفوذ PR-1bخاموشی ژن 

                                                   
2 Invitro 
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د  در برگ شBlumeriagraminisپاتوژن قارچی 
)Schultheiss et al, 2003( .گلوکان-3و1-بتا 

ها مایستاُهاي سلولی اُترکیب اصلی در دیواره
در  ).Wessels & Sietsma, 1981( باشد می

و  گلوکوناز-3 و 1-بتابسیاري از موارد زمانی که 
 شوند،کیتیناز با یکدیگر در گیاه تراریخته بیان می

. ودشمقاومت بیشتري در گیاه مشاهده می
هاي تراریخت که ژن گلوکاناز و کیتیناز گوجه
توتون را بیان می کنند، حساسیت کمتري  I کلاس

 .Fusarium oxysporum f.spرا در مواجهه با 

lycopersici هاي بیان یونجه. از خود نشان دادند
گلوکوناز اسیدي یونجه و -3و1-بتا هايکننده تراژن

 pathogenکیتیناز بازي برنج در آلودگی با 

Phytophthora megasperma f. spmedicaginis ،
علائم  که فاقد کیتین در دیواره سلولی خود بود،

که   در حالی،دادندبیماري اندکی از خود نشان می
تحت تأثیر چندین قارچ داراي کیتین، در کاهش 

 Masoud & Zhu (علائم بیماري در گیاه اثري نبود

نامبرده سبب هاي همچنین بیان تراژن. )1996
هاي افزایش چشمگیر مقاومت توتون در برابر قارچ

Cercospora nicotianae نسبت به بیان منفرد هر 
بیان در ). Zhu 1994( هاي نامبرده شدیک از ژن

 در گیاهان تراریخته ممکن است PR1سطح زیاد 
هاي هاي دفاعی مختص پاتوژنسایر مکانیسم

 که کیتینگر از طرفی دی. اوومیست را فعال کند
 مهم اجزاي از یکی ، استکیتیناز آنزیم سوبستراي

 ازقبیل هاییقارچ سلولی دیوارهة دهند تشکیل
 هادئوترومیست و هابازیدیومیست ها،آسکومیست

 است قادر نیز گلوکوناز-3و1-بتا آنزیماست و 
 را قارچ ریسه سلولی دیواره در موجود گلوکان
 قارچ به وارده خسارات تشدید موجب و کند تجزیه
 فعالیت تشدید سبب آنزیم این که شده ثابت. شود
با توجه به مطالعات انجام . شودمی نیز کیتیناز آنزیم

شده، همچنین به کارگیري همزمان چند ژن با 
هاي قارچی شکنندة فعالیت مکمل، تولید جدایه

هاي مقاومت در گیاهان تراریخته را به مکانیسم
 جداسازي پژوهش هدف از این لذا .اندازدتأخیر می

 به مربوط هايپروتئین کننده کد PR1 ژن
 به مقاومت کنندهایجاد توتون، ژنوم از ییزابیماري
 و زنده هاياسترس بعضی و (قارچی هايپاتوژن

 کنترل تحت PR1 ژن سازيکلون، )دیگر زنده غیر
 هدف گیاهان در نآ بالاي بیان جهت 35S پروموتر

اسیدي و  (PR1ژن  نوع مختلف از دوسازيکلونو 
 سایر همراه به 35S پروموتر تحت ،)بازي

به  گلوکاناز و کیتیناز نظیر قارچی ضد هايپروتئین
 به ژن انتقال براي مناسب وکتوري درطور همزمان، 

 .باشدگیاهان می
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  هامواد و روش
 XLI-Blue سویه E.coliدر این تحقیق از باکتري 

)Cinna Gen B16-50c (هاي و پلاسمیدpGEM®-

7Zf(–)و  pGEM®-T Easy )Promega(، 
pBI121)Clontech, Washangton, DC ( و نیز
و  pGEM-Chi (-HindIII(هاي نوترکیب پلاسمید

pBI121-ChiGlu (+))) (Mohsenpour, M.,et al, 

استخراج پلاسمید و واکنش  .استفاده گردید )2008
هاي و تهیه باکتري IIهاي نوکلئاز نوع با آنزیم هضم

فسفرزدایی طبق  و1مستعد، واکنش اتصال
) Russel  )2000 و Sambrook هايدستورالعمل

 از روي ژل DNAخالص سازي قطعات . انجام شد
 High Pure Pcr Purficationآگارز با استفاده از 

Kit) Roche (در ابتدا طراحی . انجام شد
-PR هاي اختصاصی براي دو ژن از خانوادهآغازگر

1a) اسیدي ( وPRP-1) پس از  انجام شد و) بازي
 يDNAها با استفاده از آن جداسازي این ژن

ژنومی توتون به عنوان الگو و انجام واکنش 
ترادف پرایمرهاي . اي پلیمراز صورت گرفت زنجیره

 1ها در جدول طراحی شده براي جداسازي ژن
صحت جداسازي هر یک از  .نشان داده شده است

ها با بررسی اندازه قطعات بدست آمده بر ژناین 

                                                   
1 Ligation 

اي  استفاده از واکنش زنجیره روي ژل و نیز با
 تأیید و سپس در داخل حامل 2پلیمراز داخلی
pGEM-Teasy از آنجایی که. سازي شدندکلون 

ها در هدف، قرار دادن هر یک از این ژن
 Nos ٤و پایانبر 35S ٣ تحت پیشبرpBI121حامل

 نیازمند اضافه نمودن ی حاملبود، ساخت چنین
 ٦در فرودست SacI و ٥در فرادست XbaI جایگاه

از سویی دیگر نیاز بود تا  .هاي مذکور بودژن
 pBI121 که در حامل اولیه HindIIIجایگاه آنزیمی 
است جهت مراحل بعدي همچنان  7منحصر به فرد

-PR هاياز این رو هر یک از ژن. منفرد باقی بماند

1a  وPRP-1  پس از خروج ازpGEM-T با آنزیم 
 pGEM-Chi(، در حامل حد واسط EcoRIبرشی 

(-HindIII، که قبلاً جایگاه HindIII موجود در 
MCS  آن حذف شده بود)Mohsenpour et al., 

هاي سازي شدند و پس از آنالیز، کلون)2008
مربوط به صحت قرارگیري جهت ژن ها توسط 

زگر رو به عقب  و آغاM13جلوي  آغازگر رو به
 XbaIهاي توسط آنزیم هاي مذکور،اختصاصی ژن

 gus از این حامل خارج شد و با خروج ژن SacI و

                                                   
2 Nested PCR 
3 Promoter 
4 Terminator 
5 Upstream 
6 Downstream 
7 Unique 
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 با دو آنزیم pBI121 در اثر هضم آنزیمی حامل
 و 35Sنامبرده، قطعات مورد نظر تحت پیشبر 

  . سازي مجدد شدنددر این حامل کلون Nosپایانبر 
  

  
  .PRP1 و PR-1aهاي  طراحی شده براي جداسازي ژن ترادف پرایمرهاي- 1جدول 

Table 1- Designed primer for isolation of PR-1a and PRP1 

 پرایمر توالی

GTCATGGGATTTGTTCTC PR-1a F 
TTAGTATGGACTTTCGCC PR-1a R 
CTCAGCTATATTCTTCCC PRP1 F 
GCACTCATTAGACATCAG PRP1 R 
CAAACCACCTGAGTATAG PR1 In 

  
گلوکوناز  هاي کیتیناز وام بعدي افزودن ژنگ

ها به ترتیب  که این حامل به دو حامل حاصل بود
pBI-PR-1a و pBI-PRP-1بدین .  نامگذاري شدند

 به همراه Nosمنظور ابتدا قطعه گلوکاناز با پایانبر 
-35S (Glu-NosT قطعه کیتیناز تحت پیشبر

CaMV35S P-Chi)از حامل ، pBI121-ChiGlu 
 خارج و در حامل حدواسط BamHIط آنزیم توس

pCaMVکه  پس از این. سازي مجدد گردید کلون
سازي و جهت ورود قطعات توسط صحت کلون

 به اثبات رسید، حامل نوترکیب EcoRVآنزیم 
توسط آنزیم  pCaMV-ChiGluحاصل موسوم به 

HindIIIو   مورد هضم آنزیمی ناقص قرار گرفت
گلوکوناز با -3وβ -1ز و تینایهاي ککاست کامل ژن

 Nosهاي جداگانه  و پایانبر35Sهاي جداگانه پیشبر

 جفت باز از روي ژل آگارز 3539با طول 
سازي و در محل منحصر به فرد آنزیم خالص

HindIIIدر دو حامل  pBI-PR-1a و pBI-PRP-1 
در نهایت چهار نوع حامل . سازي مجدد شدکلون

 ،PR-1aه ژن گانه مختلف حاصل گردید که سسه
هاي مختلف گلوگوناز را با جهت-3و1بتا کیتیناز و 

نسبت به هم و تحت نواحی تنظیمی مستقل در 
.  دارا بودندpBI121  حامليT-DNAناحیه 

، + pBI121 PR-1a ChiGluهاي حاصل به حامل
pBI121 PR-1a ChiGlu- ،pBI121 PRP-1 

ChiGlu + ،pBI121 PRP-1 ChiGlu-  نامگذاري
که مناسب براي انتقال به روش اگروباکتریوم شدند 

  .و تفنگ ژنی هستند
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  نتایج و بحث
ها به طور اولیه با صحت جداسازي ژن

 جفت بازي که به 588 و 492مشاهده باندهاي 
 مورد PRP-1  و PR-1aهاي ترتیب در مورد ژن

). الف-1شکل( انتظار بود، مورد تأیید قرار گرفت
پلیمراز داخلی نیز به نتیجه واکنش  زنجیره اي 

 جفت بازي به 415 و 380هاي ترتیب با ظهور باند
د دیگري بر یی تأ PRP-1  و  PR-1aترتیب براي 

 ).ب-1شکل ( هاي مذکور بودصحت جداسازي ژن
طور صد ه هاي مورد نظر بابی ژنیدر نهایت توالی

. هاي جداسازي شده را تأیید کرددر صد صحت ژن
 Blast از دریافت، از طریق هاي حاصل پستوالی

 مورد آنالیز قرار گرفتند و نتایج، NCBIنوکلئوتیدي 
هاي جداسازي شده در همولوژي صد در صدي ژن

 توتون PR-1هاي خانواده  را با ژنپژوهشاین 
 به داخل  PRP-1  وPR-1aهاي ورود ژن. نشان داد

هاي  در ابتدا با مشاهده کلونیpGEMTeasyحامل

 و در نهایت IPTGو Xgal ط حاوي سفید در محی
با استفاده از واکنش زنجیره اي پلیمراز تأیید شد 

  ).2شکل (
هاي ها پس از قرارگیري ژنجهت صحیح ژن

PR-1aوPRP-1 در حامل pGEM7Z(-HindIII)  با
 و PR-1aبازي براي جفت 583 هايمشاهده باند

حاصل از تکثیر با  ،PRP-1 جفت بازي براي 699
 و رو به عقب اختصاصی M13 به جلوي آغازگر رو

  ).3شکل(به اثبات رسید  هاي مذکورژن
هاي برشی در نهایت با استفاده از جایگاه

XbaIوSacIهاي ، ژنPR-1a و PRP-1 از حامل 
pGEM7Z(-HindIII) جداسازي شدند و پس از 

فاقد  pBI121 سازي از روي ژل در حاملخالص
ي مذکور با هاحضور ژن.  قرار گرفتندgusژن 

اختصاصی دو ژن   و آغازگرهايPCRاستفاده از 
  ).4شکل ( تأیید شد
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نشانگر وزن : M. صاصیتبا استفاده از آغازگرهاي اخ PR1 ژن جداسازي براي PCRانجام  -1شکل
 PR-1aهاي اختصاصی اي پلیمراز با استفاده از آغازگرواکنش زنجیره) الف(، )1kb) Fermentasمولکولی 

واکنش زنجیره ) ب(، PRP-1حاصل از تکثیر ژن  باند: PR-1a ،2حاصل از تکثیر ژن  باند: PRP-1 .1و 
 PR-1a  ،2 :PCR اي براي  آشیانهPCR :1. هاي جداسازي شدهاي پلیمراز به منظور تآیید اولیه ژن

  .PRP-1تکثیر ژن  اي براي آشیانه
Figure 1- PCR for isolation of PR1 gene using specific primers. M. DNA Ladder 1Kb 
(Fermentas), (a) PCR using specific PR-1a and PRP1 primers: 1. PR-1a gene; 2. PRP-1 
gene. (b)Verification of isolated gene using PCR: 1. Nested PCR for PR-1a; 2. Nested PCR 
for PRP-1. 

  
 و PCRبا استفاده از  pGEMTeasyدر حامل PRP-1   وPR-1aهاي  بررسی حضور ژن-2شکل 
: 6و1kb) Fermentas( ،1نشانگر وزن مولکولی : PRP-1 .M و  PR-1aهاي اختصاصی دو ژن آغازگر

براي بررسی ها کلونیآنالیز : 11تا  PR-1a ،6ها براي بررسی حضور کلونیآنالیز : 5تا 2کنترل مثبت، 
  .PRP-1 حضور

Figure 2- PCR for verification of PR-1a and PRP-1 in pGEMTeasy using specific primers. 
M. DNA ladder 1Kb (Fermentas), 1 and 6: Positive control, 2-5: Analysis of colony for PR-
1a gene, 6-11: Analysis of colony for PRP-1. 

  

 ب

500bp 

1000bp 
500bp 
750bp 

 الف
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  ازاحتصاصی آغازگر  وM13با استفاده از آغازگر ) ب (PRP-1و ) الف( PR-1aهاي  بررسی ژن-3شکل 

 با PR-1aهاي حاوي ژن کلونی: 3تا  1)الف(، )1kb) Fermentasنشانگر وزن مولکولی : M. هاي مذکورژن
هاي حاوي ژن کلونی: 5و  4، 3، 1) ب. (گیري عکس با جهتPR-1aهاي حاوي ژن کلونی: 5 و 4جهت صحیح، 

PRP-1هاي حاوي ژن کلونی: 2گیري صحیح،  با جهتPRP-1گیري عکس با جهت.  
Figure 3- Analysis for determination of gene orientation (a) PR-1a and (b) PRP-1 using 
M13 and a gene specific primer. M. DNA ladder 1Kb (Fermentas), (a) 1-3:Colonies 
containing PR-1a gene with correct orientation; 4 and 5: Colonies containing PR-1a gene 
with incorrect orientation. (b) 1, 3, 4 and 5: Colonies containing PRP-1 gene with correct 
orientation; 2. Colony containing PRP-1 gene with incorrect orientation. 
 

                         
 با استفاده از آغازگرهاي pBI121در حامل ) ب( PRP-1و ) الف( PRI-1aهاي  ژنPCR -4شکل 

هاي حاوي کلونی: 5 و 4و 3کنترل مثبت،  :1) الف(، )1kb) Fermentasنشانگر وزن مولکولی : M. اختصاصی
 5 کنترل مثبت، :1) ب( فاقد ژن مذکور؛ pBI121حاوي حامل  هايکلونی: pBI121-PR-1a ،2نوترکیب  حامل

 فاقد ژن pBI121حاوي حامل هايکلونی: 6 و pBI121-PRP-1 ،4،3،2نوترکیب هاي حاوي حاملکلونی: 7و
  .مذکور

Figure 4- PR-1a (A) and PRP-1 (B) Genes in PBI121 using specific primer. M. DNA ladder 
1Kb (Fermentas), (a) Positive control; 3, 4 and 5: Colonies containing recombinant pBI121-
PR-1a vector, 2: Colonies containing non-recombinant pBI121 vector. 

  

 B ب A الف

 Bب A الف
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هضم آنزیمی حامل پلاسمیدي  پس از
pBI121-ChiGlu)Mohsenpour et al., 2008 ( به

جفت بازي  3544، قطعه BamHIوسیله آنزیم 
یشبر گلوگاناز بدون پ- 3 و 1 بتا حاوي کاست ژن(

از ) 5شکل ) (و کاست ژن کیتیناز بدون پایان دهنده
  .روي ژل آگارز خالص سازي گردید

  

 pCaMVپس از قرارگیري این قطعه در حامل 
هاي مذکور با آغازگرهاي اختصاصی ژن حضور ژن

د ییپس از تأ .کیتیناز مورد بررسی قرار گرفت
حضور دو ژن مذکور، جهت قرارگیري قطعه در 

 EcoRVست آمده، با استفاده از آنزیم هاي بدکلونی
  ). 6شکل ( بررسی گردید

  
  به وسیله آنزیمpBI121-ChiGluجفت بازي حاصل از برش حامل پلاسمیدي 3544 قطعه - 5شکل 

BamHI.   
Figure 5- A 3544bp BamHI fragment resulting pBI121-ChiGlu digestion.  

 

در صورت قرارگیري قطعه با جهت صحیح 
 جفت بازي 727 و 3793،2340ور باندهاي ظه

مورد انتظار است و در صورت قرارگیري قطعه در 
 و 727، 5459هاي جهت عکس باندهایی با اندازه

). 6شکل (  جفت باز مشاهده خواهد شد674
-3 و 1بتا هاي کیتیناز و جداسازي کاست کامل ژن

 تنها با آنزیم pCaMV-ChiGlu گلوگاناز از حامل
HindIII پذیر بود، که با توجه به وجود امکان

شکل (جایگاه داخلی این آنزیم در وسط این کاست 
   .، از استراتژي هضم ناقص استفاده شد)7

آنزیم   باpCaMV-ChiGluبا هضم کامل 
HindIII جفت 1912و 2282، 2666 قطعاتی با طول

که در صورت هضم ) 8شکل (باز مورد انتظار است 
جفت باز نیز  4194 با طول ناقص، باند مورد نظر

این قطعه حاوي کاست  ).8شکل (ظاهر خواهد شد 
که  طوريه باشد بکامل دو ژن کیتیناز و گلوکاناز می

هاي کیتیناز و گلوکاناز هر یک حاوي یک پیشبر ژن
35s و پایانبر NOS9شکل ( باشند می.(  
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 با استفاده از هضم آنزیمی به وسیله pCaMV در حامل پلاسمیدي ChiGluبررسی جهت قطعه  -6شکل 
 ChiGlu حاوي قطعه pCaMVپلاسمید : 1kb) Fermentas( ،1نشانگر وزن مولکولی : EcoRV .Mآنزیم

  .گیري صحیح با جهتChiGlu حاوي قطعه pCaMVپلاسمید  :2، گیري عکسبا جهت
Figure 6- Verification of ChiGlu orientation in pCaMV using EcoRV. M. DNA ladder 1Kb 
(Fermentas), 1: Correct orientation of ChiGlu fragment in pCaMV; 2: Incorrect 
orientation of ChiGlu fragment in pCaMV. 
 

آنزیم   باpCaMV-ChiGluبا هضم کامل 
HindIII جفت 1912و 2282، 2666 قطعاتی با طول

م که در صورت هض) 8شکل (باز مورد انتظار است 
جفت باز نیز  4194ناقص، باند مورد نظر با طول 

این قطعه حاوي کاست  ).8شکل (ظاهر خواهد شد 

که  طوريه باشد بکامل دو ژن کیتیناز و گلوکاناز می
هاي کیتیناز و گلوکاناز هر یک حاوي یک پیشبر ژن

35s و پایانبر NOS9شکل ( باشند می.(  
  

  

750bp 

500bp 
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  .pCaMVcg بر روي حامل پلاسمیدي HindIII جایگاه برشی آنزیم -7شکل 

Figure 7- HindIII recognition sites in pCaMVcg vector. 

  
نشانگر وزن : HindIII .Mجداسازي کاست کامل دو ژن کیتیناز و گلوکاناز با استفاده از آنزیم  -.8شکل 

آنزیم  توسط pCaMV-ChiGluقطعات حاصل از هضم ناقص حامل : 1kb) Fermentas( ،1مولکولی 
HindIII ، 2 : هضم کامل حاملpCaMV-ChiGlu توسط آنزیم HindIII.  

Figure 8- Isolation of chitinase and glucanase gene cassette using HindIII. M. DNA ladder 
1Kb (Fermentas), 1: pCaMV-ChiGlu partial digestion using HindIII. 2: pCaMV-ChiGlu 
complete digestion using HindIII. 
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، شودمشاهده می  8طور که در شکل  همان

جفت باز 1912 و 2666،2282علاوه بر سه باند 
 چندین 1حاصل از هضم کامل، در چاهک شماره 

باند دیگر از جمله سه باند حاصل از عدم هضم 
 جفت بازي حاصل از برش حامل 6860حامل، باند 

 4194اند هاي برشی و بتنها در یکی از جایگاه
هاي ابتداي جفت بازي حاصل از برش در جایگاه

 گلوکاناز و انتهاي پایانبر کیتیناز مشاهده 35Sپیشبر 
از ) جفت بازي4194قطعه (باند مطلوب . شودمی

  روي ژل ریکاوري شد
هاي پس از انجام مراحل فوق حامل

pBI121PR-1a و pBI121PRP-1 با استفاده از 

در نهایت .  شدند خطیHindIIIجایگاه برشی 
هاي کیتیناز و گلوکاناز در فرودست کاست کامل ژن

با استفاده  .، قرارگرفتPRP-1 وPR-1aکاست ژنی
اي پلیمراز و استفاده از از واکنش زنجیره

 هاي اختصاصی ژن کیتیناز، حضور ژنآغازگر
هاي مذکور و به طبع آن ژن گلوکاناز در حامل

 سپس به منظور .به صورت اولیه تأیید شد نهایی
بررسی جهت قرارگیري کاست کیتیناز و گلوکاناز، 

-PRاز آغازگر رو به جلوي کیتیناز و رو به عقب 

1a و PRP-1 10شکل ( استفاده شد( .  

  

  
هاي کامل دو ژن کیتیناز و گلوکاناز حاصل از هضم ناقص حامل پلاسمیدي  کاستنقشه فیزیکی -9شکل

pCaMV-ChiGlu با استفاده از آنزیم برشی HindIII.   
Figure 9- Physical map of chitinase and glucanase cassettes drived from pCamV-ChiGlu 
partial HindIII digestion.  

 

 هاي نوترکیبو بدین ترتیب حامل
pBI121PR-1aChiGlu(+) و pBI121PRP-

1ChiGlu(+)  شناسایی شدند که در آنها مشاهده

-pBI121PRجفت بازي در حامل  2703باند 

1aChiGlu جفت بازي در حامل  2799 و باند
pBI121PRP-1ChiGluگیري قطعه ، جهت
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ChiGlu هاي را به صورت همسو با کاستPR-1a و PRP-1 11شکل ( نشان داد.(  

  
  

محل و ): الف. (.PRP-1 و PR-1aهاي  محل آغازگرهاي رو به جلوي کیتیناز و رو به عقب ژن- 10شکل 
محل و جهت قرارگیري ): ب(، PR-1aهاي کیتیناز و گلوکوناز در فرودست ژن ژن جهت قرارگیري کاست

  . PRP-1هاي کیتیناز و گلوکوناز در فرودست ژن ژنکاست
Figure 10- Position of specific PR-1a and PRP-1 primers. (a) Position and orientation of 
chitinase and glucanase cassettes in downstream of PR-1a gene. (b) Position and orientation 
of chitinase and glucanase cassettes in downstream of PRP-1 gene. 

  
در نهایت پس از بررسی جهت کاست 

هاي کیتیناز و گلوکاناز به وسیله واکنش ژن
مذکور با هاي اي پلیمراز، حضور و جهت ژنزنجیره

 مورد تأیید قرار گرفت هضم آنزیمی، استفاده از
، XhoIبدین منظور با استفاده از آنزیم ). 12شکل (

هاي مذکور مورد هضم پلاسمید حاصل از کلونی
 که در حامل یدر صورت. گرفتآنزیمی قرار 

هاي کاست ژن، pBI121PR-1aChiGluنوترکیب 
ت ژنکیتیناز و گلوکاناز به صورت همسو با کاس

PR-1aبای قرار گرفته باشد، هضم آنزیم XhoI ،
 2282 و 15364منجر به ظهور قطعاتی با طول 

 شود و این در حالیست که جهتجفت باز می

هاي کیتیناز و گلوکاناز گیري عکس کاست ژن
ظهور باندهایی با طول  PR-1aنسبت به کاست ژن 

به . شود جفت باز را سبب می3658 و 13988
ب در صورتی که در حامل نوترکیب همین ترتی

pBI121PRP-1ChiGlu ،هاي کیتیناز و کاست ژن
 قرار PRP-1گلوکاناز به صورت همسو با کاست ژن

، منجر به ظهور XhoIگرفته باشد، هضم آنزیمی با 
شود  جفت باز می2282 و 15460قطعاتی با طول 

هاي کیتیناز و گیري عکس کاست ژن و جهت
 ظهور PR-1aکاست ژن گلوکاناز نسبت به 

شود سبب می  را3658 و 14084باندهایی با طول 
هایی که در زمینه با توجه به پژوهش). 12شکل (

 bب aالف
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رود هاي همولوگ انجام شده، انتظار مینوترکیبی
 و (-)pBI121PR-1aChiGluهاي حامل

pBI121PRP-1ChiGlu(-))  در طی ) 13شکل
 طی همانند سازي در سیستم باکتري  و نیز در

هاي بعد گیاهان تراریخت، از پایداري بسیار نسل

) هاي سه ژنعدم حذف بخشی از کاست(بیشتري 
-pBI121PRهاي نوترکیب نسبت به حامل

1aChiGlu(+) و pBI121PRP-1ChiGlu(+) 
.از خود نشان دهند) 14شکل (

           
-pBI121PRهاي پلاسمیدي در حاملهاي کیتیناز و گلوکاناز  بررسی جهت قرارگیري کاست ژن- 11شکل

1a  و pBI121PR با استفاده از از آغازگر رو به جلوي کیتیناز و رو به عقب PR-1a و PRP-1 .M :
هاي حاوي حامل کلونی: 10 و 8، 6، 5، 4، 3، 1،2): الف(، )1kb) Fermentasنشانگر وزن مولکولی 

-PR  درآن به صورت ناهمسو با کاستChiGluگیري قطعه ، که جهتpBI121PR-1aChiGluپلاسمیدي 

1aهاي حاوي حامل پلاسمیدي کلونی: 9 و 7باشد،  میpBI121PR-1aChiGluگیري قطعه ، که جهت
ChiGluآن به صورت همسو با کاست  در PR-1aهاي حاوي کلونی: 7 و 6، 5، 4، 3، 1): ب(باشد  می

 درآن به صورت ناهمسو با ChiGluگیري قطعه ، که جهتpBI121PRP-1ChiGluحامل پلاسمیدي 
گیري ، که جهتpBI121PRP-1ChiGluهاي حاوي حامل پلاسمیدي کلونی: 2باشد، میPRP-1کاست
  .باشد میPRP-1 درآن به صورت همسو با کاستChiGluقطعه 

Figure 11. Determination of orientation chitinase and glucanase genes in pBI121PR-1a and 
pBI121PRP-1 using chitinase forward and PR-1a and PRP-1 reverse primers. M. DNA 
ladder 1Kb (Fermentas). (a) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 and 10: Colonies containing pBI121PR-
1aChiGlu with indirect orientation of ChiGlu fragment with PR-1a. 7 and 8: Colonies 
containing pBI121PR-1aChiGlu with direct orientation of ChiGlu fragment with PR-1a. (b) 
1, 3, 4, 5, 6 and 7: Colonies containing pBI121PRP-1ChiGlu with indirect orientation of 
ChiGlu fragment with PRP-1. 2: Colonies containing pBI121PRP-1ChiGlu with direct 
orientation of ChiGlu fragment with PRP-1. 
 
 

 B  ب A  الف
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هاي پلاسمیدي ساخته شده با در حامل. PRP-1 و PR-1aهاي  بررسی حضور و جهت ژن- 12شکل

 kb Plus DNA Ladder 1نشانگر وزن مولکولی : XhoI .Mاستفاده از هضم آنزیمی توسط آنزیم 
)Fermentas( ،1 : حامل پلاسمیديpBI121PR-1aChiGlu(+) هاي کیتیناز و گلوکاناز  کاست ژنشامل

هاي کیتیناز و  ژنشامل (-)pBI121PR-1aChiGluحامل پلاسمیدي : PR-1a 2همسو با کاست ژن
 کاست شامل (+)pBI121PRP-1ChiGluحامل پلاسمیدي : PR-1a 3گلوکاناز ناهمسو با کاست ژن

 (-)pBI121PRP-1ChiGluپلاسمیدي حامل : PRP-1 ،4هاي کیتیناز و گلوکاناز همسو با کاست ژن ژن
  .PRP-1هاي کیتیناز و گلوکاناز ناهمسو با کاست ژن کاست ژنشامل

Figure 12- Determination of present and orientation chitinase and glucanase genes in 
pBI121PR-1a and pBI121PRP-1 using XhoI. M. DNA ladder 1Kb (Fermentas). 1. 
pBI121PR-1aChiGlu(+) with direct orientation of ChiGlu fragment with PR-1a; 2 
pBI121PR-1ChiGlu(-) with indirect orientation of ChiGlu fragment with PR-1a; 3: 
pBI121PRP-1aChiGlu(+) with direct orientation of ChiGlu fragment with PRP-1; 4: 
pBI121PRP-1ChiGlu(-) with indirect orientation of ChiGlu fragment with PRP-1. 
 

  
  -pBI121PR): ب( و (-)pBI121PRP-1ChiGlu): الف( دو حامل پلاسمیدي نقشه فیزیکی - 13شکل

1aChiGlu(-).  
Figure 13- Physical map of (a) pBI121PRP-1ChiGlu(-) and (b) pBI121PR-1aChiGlu(-).  

  bب  aالف
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-pBI121PR): ب( و (+)pBI121PRP-1ChiGlu): الف( دو حامل پلاسمیدي زیکینقشه فی - 14شکل

1aChiGlu(+).  
Figure 14- Physical map of (a) pBI121PRP-1ChiGlu(+) and (b) pBI121PR-1aChiGlu(+). 

رود پس از انتقال هر یک از انتظار می
 به گیاه، پژوهشهاي نوترکیب حاصل از این حامل

 را با PRکه سه ژن از خانواده  با توجه به این
هاي مختلف نسبت به هم دارا هستند اثرات جهت

هاي همفزایی مقاومت به طیف وسیعی از پاتوژن
  .قارچی ایجاد گردد

تاکنون تعدادي سازه انتقال ژن به گیاه حاوي 
هاي ضدقارچی در کشور هاي مربوط به پروتئینژن

و ژنی بوده ساخته شده است که تک ژنی یا نهایتاً د
 هاي ضدیعنی یک یا دو ژن رمزکننده پروتئین

 ;Esfahani et al., 2010(کنند قارچی را حمل می

Mohsenpour et al., 2008; Tohidfar et al., 
اي حاوي سه نوع  سازهپژوهشدر این ). 2005

هاي ضدقارچی هاي کدکننده پروتئینمختلف از ژن
از . شد ساخته PR3 و PR1 ،PR2یعنی گروهاي 

آنجایی که براي تولید گیاهان مقاوم به بیماري با 
ضروري است که گیاهان به همه  مقاومت پایدار،

 مقاومت .هاي عامل بیماري زا مقاوم باشندژنوتیپ
ژنی در گیاهان منجر به نتیجه سریع گزینش در تک

گردد که مقاومت زا میهاي عوامل بیماريژنوتیپ
 که يراین تهیه ناقل پلاسمیدبناب. شکندگیاهان را می

قارچی هاي ضدداراي چندین ژن کدکننده پروتئین
هاي مستقل قوي باشد، راهکار مناسبی تحت پیشبر

. باشدجهت تولید گیاهان تراریخته مقاوم می
هاي حاصل از این تحقیق علاوه بر پتانسیل حامل

 گلوکاناز-3 و 1بتا ایجاد اثرات همفزایی کیتیناز و 
زا ی حاصل از احتمال سازگاري عوامل بیمارينگران

و شکستن مقاومت را تا حدود زیادي کاهش 
 در PR1از سوي دیگر بیان خود سرشت . دهدمی

 در گیاه PRهاي این حامل که القا کننده سایر ژن
است، علاوه بر اثرات مثبت بر روي عملکرد 

سایر  گلوگاناز،-3 و 1بتا هاي کیتیناز و آنزیم
هاي دفاعی گیاه را نیز  مربوط به مکانیزمهايژن

  bب  aالف
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رود باعث تولید گیاهانی فعال نموده که انتظار می
ها بلکه حتی در تنها در برابر قارچبا مقاومتی بالا نه

هاي زنده و غیر زنده ها و دیگر تنشبرابر باکتري
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Abstract 
Fungal diseases are among the most important biotic stresses causing considerable losses in 

agricultural products. Improving crop plants with broad resistance to fungal diseases is one of the 
main challenges in agriculture. Classical plant breeding is too timely and has many other 
limitations, hence using biotechnology for this purpose is inevitable. Expression of a complex of 
Pathogen Related proteins induces polygenic resistance in plants. This technique leads to a broad 
and stable resistance to fungal pathogens. Hence, in this study we isolated resistance genes and 
constructed treble plasmid vectors with multiple genes involving three important families of 
disease-related proteins namely PR1, PR2, and PR3. For this purpose we isolated two genes of 
PR1 family with special primer design from tobacco genome, first. After analysis the accuracy of 
gene isolation using 35S promoter and Nos terminator, they were cloned in binary vector pBI121. 
Then, we cloned two important antifungal genes including PR2 (glucanase) and PR3 (chitinase) 
under the control of regulatory independent regions in T-DNA of the above mentioned vector 
with parallel and antiparallel orientations. These treble vectors have good antibacterial potential 
too and can be used for resistance to bacteria and other biotic and abiotic stresses. They can be 
introduced into plants using particle gun or through Agrobacterium mediated transformation. 
  
Key words: Gene cloning, Chitinase,Glucanase, Pathogen Related proteins, PR1. 
 
 

                                                   
  Corresponding Author: Tohidfar M.                        Tel: 02632703536                   Email: gtohidfar@abrii.ac.ir    


