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  hrpNافزايش مقاومت به بو تريتيس سينرا و تحريك رشد در تنباكوي تراريخت وسيله بيان ژن 
 فاطمه نجات زاده باراندوزي

  عضو هيئت علمي گروه باغباني دانشكده كشاورزي دانشگاه آزاد اسلامي خوي
باعث افزايش مقاومت بـه بيماريهـاي پـاتوژني در      Erwinia amylovoraجدا شده از باكتري   harpinپروتئينهاي گروه 
بـه يـك    Erwinia amylovoraاز بـاكتري   hrpNآوردن گياهان تنباكو تراريخت، ژن  دست بهبه منظور . سلولها مي شوند

يبريداسـيون  ه. كه تحت كنترل پروموتور سيتوكروم برنج بود كلون شد و سپس به تنباكو انتقال داده شد PMJC-GBوكتور 
Southern blot  با يك قطعهhrpN  كه به عنوانProb    استفاده شده بود نشان داد كـه يـكCopy number   در گياهـان

در گياهان نـوع   پرايمر انجام شد كه 12با  RAPDآناليز . تراريخت وجود داشت در حاليكه در گياهان وحشي وجود نداشت
ول در گياهان تراريخت وجود داشت كه اشاره به اين داشت كه در گياهان محص 73محصول ديده شد در حاليكه  75وحشي  

گياهان تراريخت مقاومت زيادي بـه قـارچ بـوتريتيس    . گياهان تراريخت تلفيق شده بود DNAدر ژنوم  hrpNتراريخت ژن 
  . نشان داده و رشد و نمو زيادي داشتند

  RAPDريخت ، ، بوتريتيس ، گياه ترا hrpNتنباكو ، ژن : كلمات كليدي
  : مقدمه 

Harpin منفي توليد مي  -ها پروتئينهاي مقاوم به گرما و حساس به آنزيم پروتئاز هستند كه به وسيله پاتوژنهاي گرم
يك پاتوژن  Botrytis cinerea ).2(فيتوپاتوژنهاي باكتريايي باعث مرگ سريع بافتهايي مورد حمله مي شوند).  1(شوند

گونه گياهي مثل آرابيدوپسپيس و تنباكو را مورد حمله قرار مي دهد و  200دگي است كه بيش از قارچي عامل نكروز و پوسي
از گياهان در برابر  حملات باكتريهاي  hrpيك سري ژنهاي ضروري به نام ). 3(روي مكانيسم مقاومت گياهي اثر مي گذارد

اتفاق مي افتد هنوز به  harpin سلولهاي گياهي واينكه چطور برهمكنش بين ). 4(منفي محافظت مي كند –بيماريزاي گرم 
طور كامل آشكار نشده است بهرحال در نتيجه فعاليت متوالي سيگنالهاي دفاعي در گياهان كه به وسيله گيرنده هاي خاص 

ست ها ، يك وسيله مفيد براي انتخاب گياهان مقاوم به پاتوژن ا harpinازآنجايي كه ).5(گياهي ايجاد مي شود مي باشد
در اين مطالعه بيان ) . 6(به منظور ايجاد مقاومت توسط مهندسان ژنتيك مورد استفاده قرار گرفته است harpانتقال ژنهاي 

  .  درگياهان تنباكوي تراريخت  بررسي شده كه  باعث افزايش مقاومت به پاتوژن و تسريع رشد و نمو مي شود  hrpNژنهاي 
  : مواد و روشها 

  مواد گياهي
  . تنباكو از ايستگاه  تحقيقاتي نهال و بذر كرج آورده شد، و تحت شرايط گلخانه كشت شدند بذرهاي

  ساختمان ژن و گياه تراريخت 
  و 'ATGAGTCTGAATACAAGTGGG-3-'5پرايمرهاي    
 5'-TTAAGCCGCGCCCAGCTTGCC-3'   

گرفته شده بود با  Erwinia amylovoraتنباكو ها بايك وكتور بياني كه از باكتري . طراحي شدند hrpNاز توالي باز 
كه شامل ژنهاي  pMJC-GBبه يك پلازميد  PCRمحصولات . تراريخت شدند)  (Invitrogenاستفاده از تكنولوژي

hrpN  از باكتريErwinia amylovora  كه تحت كنترل پروموتور سيتوكروم برنج و ترميناتورPin II  با يك ژن نشانگر
 LBA 4404به اگروباكتريوم  pMJC-GBوكتور . گرفته شده بود كلون شدند CaMV 35Sور كه از پروموت barانتخابي 

به سطح قطعات استريل  Agrobacterium tumefaciens . انتقال داده شد Tri-parental matingبه وسيله روش 
  . ر داده شدندقرا MSسوسپانسيون اگروباكتريوم سانتريفوژ شد وصفحات در محيط كشت . برگي انتقال پيدا كرد

  : ساترن بلات 
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g)μژنومي  DNA. به عنوان پروب استفاده شد PMJC-GBاز پلازميد  PCRتكثير يافته به وسيله  hrpNيك قطعه      

 -Hybondبه يك غشاء نايلوني  DNA. به ترتيب برش داده شد Hind IIIو  ECORIبه وسيله آنزيم هاي محدودگر ) 5

N+ قال و هيبريداسيون با انتprob هيبريداسيون برطبق روش . نشاندار انجام داده شد  Sam brook  و همكاران انجام شد .  
RT-PCR   

RNA  كل باTrizol  استخراج شد و كلروفرم به آن اضافه شد و بعدRNA  با يك حجم مساوي از ايزوپروپانول رسوب
با     RT-PCR. تجزيه شد TEآشكار و در  10minبه مدت  rpm 12000به وسيله سانتريفوژ با سرعت  RNA. كرد

   'ATGAGTCTGAATACAAGTGGG-3'5و forwardاستفاده از پرايمرهاي 
به  oC 95و  45minبه مدت  oC 48در دماي  TTAAGCCGCGCCCAGCTTGCC-3'  reverse-'5پرايمر 
در دماي   oC 52  ،2minدر دماي oC 95 ، 1minدر دماي  1min(  عدد  35تعداد سيكل ها . انجام شد 5minمدت 

72 oC 10 و  در مرحله آخر min 72در دمايoC  . ( محصولاتRT- PCR  0.8به وسيله الكتروفورز ژل آگارز% 
  . جداسازي شدند

  RAPDآناليز 
DNA  ژنومي از تنباكو برطبق روشSam brook با تغيير كم جدا سازي شد.RAPD   با پرايمر تصادفي انجام شد  12با

50ML  مخلوط واكنش شامل :DNA      20الگوng مخلوط ،dNTP  20mM  10، پرايمرPM ، DNA 

Taq 2پليمراز unit بافر ،PCR ×10 5ML .PCR 1درجه به مدت  35،  دقيقه 1درجه به مدت  92برطبق توالي در دماي 
در  دقيقه  7درجه به مدت  72و   يقهدق 3  درجه به مدت 92دماي    سيكل با 44دقيقه با  5/1درجه به مدت  72دقيقه، 

 TAEبا استفاده از بافر  %0.8محصولات تكثير يافته به وسيله الكتروفورز ژل آگارز . مرحله اول دناتوره انجام شد
براساس حضور و عدم حضورقطعات و اندازه  RAPDمحصولات . بار تكرارشدند 3جداسازي شدند آزمايشات حدود 

  . شناسايي شدند 1kb-ladderبا مقايسه يك ماركر قطعات درجه بندي شدند و 
ژنومي با  DNA. آناليز بياني و ژنومي تنباكو تراريخت :  2شكل 
 Hindبا آنزيم ) 2لاين (و ) 1لاين (برش داده شد  ECOR Iآنزيم 

III  8/0%و الكتروفورز روي ژل آگارز .b  نسخه هاي ژنhrpN 
  ).W( و نوع وحشي (T)در برگهاي گياه تراريخت 

  
اشاره  Mپلي مورفيسم قطعات تكثير يافته تصادفي در گياه وحشي و تراريخت با استفاده از پرايمرهاي مختلف  – 3شكل 

از نوع وحشي و لاين هاي ديگر از گياه  ,23,21,19 17,15,13,11,9,7,5,3,1لاين هاي  kb Ladder 1دارد به ماركر 
  . تراريخت 

  نتايج و بحث 
  در گياه تنباكوي تراريخت  hrpNيان ژن ساترن بلات و ب 

ساترن بلات با . لاين گياه تراريخت كه رشد زيادي را نشان دادند را انتخاب كرديم 5لاين گياه ترايخت بدست آورديم و 13
). a2شكل (در گياه تراريخت وجود داشت  Copy numberبا يك  hrpNنشاندار شده نشان داد كه ژن  hrpNقطعه 
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يك گياه تراريخت فرضي به طور .   )b2شكل (در گياهان تراريخت فعال شد  hrpNته به مقاومت به وسيله مسيرهاي وابس
مي توانست در  hrpNنسخه هاي . تأييد شد RT-PCRبه وسيله  hrpNگياه تراريخت انتخاب شد بيان ژن  13تصادفي از 

  .كثير شودگياه تراريخت تكثير پيدا كند ولي در گياه نوع وحشي نمي توانست ت
  RAPDآناليز 

RAPD  يا پلي مورفيسم قطعاتDNA  محصول در گياه  75.  پرايمر انجام شد12تكثير يافته به طور تصادفي با استفاده از
 ,OPAG-1704, OPAG-1604, OPAG-054چهار پرايمر . محصول در گياه تراريخت بدست آمد  73نوع وحشي 

OPAG-04  ت و نوع وحشي را آشكار كرد كه ديده شد كه تفاوت موجود بين گياهان تراريخhrpN  در ژنوم گياه
در گياهان تنباكو تراريخت به عنوان يك محرك رشد عمل كرده و باعث افزايش رشد  hrpNبيان . تراريخت تلفيق شده بود

  . گياه شد
  در گياه تنباكوي تراريخت  Botrytis cinerea مقاومت به

مورد  Botrytic cinereaدريك گلخانه رشد داده شده بودند براي مقاومت به قارچ هفته كه  6گياهان تراريخت باعمر
برگ از گياه كنترل و تراريخت ارزيابي  60روز بعد از تلقيح ، با آزمايش  5حساسيت به آلودگي قارچي . آزمايش قرار گرفتند

  ). 4شكل (گياهان تراريخت مقاومت زيادي به بوترتيس نشان دادند . شد
در نهايت . از اهميت زيادي برخوردار هست  Botrytic cinereaاين فعال كردن سيگنالهاي مربوط به مقاومت به بنابر 

و افزايش رشد و نمو  Botrytic  cinereaدر گياهان تنباكوي تراريخت باعث افزايش مقاومت به  hrpNاثبات شد كه بيان 
  . مي شود

  
گياهان با .رچ بوترتيس آلودگي گياه تراريخت و وحشي با قا. 4شكل 

Botrytic cinerea  روز بعد از تلقيح با  10عكس ها تلقيح شده و
Botrytic cinerea  گرفته شدند .a    ،برگهاي گياه وحشيb  برگهاي

  .گياه تراريخت
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Abstract 
Erwinia amylovora is a member of the harpin proteins that induces pathogen resistance in 
plants. To obtain tobacco plants displaying a resistance response, the hrpN gene from 
Erwinia amylovora was cloned into vector pMJC-GB under the control of the rice 
cytochrome promoter and transfected into tobacco. Southern hybridization with a hrpN probe 
revealed that the gene was present in one copy in the transgenic plants. In addition, hrpN 
transcripts could be detected in transgenic plants but not in wild-type tobacco. The wild type 
gave 75 products in RAPD analysis with 12 primers while the transgenic plants gave 73, 
suggesting that hrpN gene had been integrated into the transgenic plant genomic DNA. The 
sizes of stomata and guard cells on transgenic leaves were similar to those of the wild type, 
but the epidermal cells were clearly smaller. The transgenic plants showed accelerated 
growth and development as well as enhanced resistance to Botrytis cinerea. 
Keywords:   Botrytis cinerea ;  HrpN gene; Transgenic plant; Tobacco  

 


