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مقاومت به شته در گل داوودي با القاي افزایش بیان اکوستاتین شقایق دریایی

3مارتن یونسماو2، سید کمال کاظمی تبار1محمود ولی زاده

چکیده
اکثـر  . گل داوودي متعلق به خانواده چتریان بوده و دومین محصول باغبـانی مهـم در دنیـا مـی باشـد     

تواننـد ارزش اقتصـادي آن را تحـت    ه طور جدي میها بشته حساس بوده و آلودگیژنوتیپهاي این گیاه به 
. گردنـد می،شودکثیر میصورت رویشی ته گیاه که بتأثیر قرار داده و همچنین باعث انتقال ویروسها به این 

ز از گـل داوودي بـا اسـتفاده ا   4043و 1581دو ژنوتیـپ  ،در این تحقیق به منظور القاء مقاومت بـه شـته  
حامل ژن اکوستاتین شقایق دریایی تحت کنتـرل  pBINPLUSحاوي ناقل دوگانه AGL0آگروباکتریوم نژاد 

معیـت  ثرات زیان آور اکوستاتین بر رشد جمنظور بررسی اه ب. راه انداز رابیسکو گل داوودي تراریخت شدند
یرانتخابی و انتخابی با استفاده ارزیابی زیستی غ،)Aphis gossypii(و شته پنبه ) Myzus persicae(شته هلو 

-qRTلاین تراریخت با بیشـترین بیـان اکوسـتاتین در    . از دیسکهاي برگی و همچنین گیاه کامل انجام شد

PCRکمترین رشد جمعیت در شته هلو و بیشترین مرگ و میر در شته پنبه را نشان داد.

ریزنمونه میانگره،راه انداز رابیسکو،مقاومت به شته،تراریخت سازي،گل داوودي: واژه هاي کلیدي

مقدمه
متعلـق  معروف به ملکه پـاییز  گل داوودي 

و در بسـیاري از  )32(به خانواده چتریان بوده
عنوان گل شاخه بریده ه بکشورهاي دنیا اغلب

).8(و مانـدگاري زیـادي دارد  بفروش می رود
ایـن گیــاه بعـد از گــل رز مهمتـرین محصــول    

وطیـف وسـیع اشـکال   . باشـد یا میباغبانی دن

و توانــایی ایــن گیــاه در تولیــد انــواع هــارنــگ
مختلف گل در تمـام مـدت سـال بـه اهمیـت      

برنامـه هـاي اصـلاحی   . اقتصادي آن می افزاید
روي ویژگیهاي مهم از جمله ویژگیهاي تزئینی 

کیفیـت تولیـد و   ،شـکل ،اندازه،مثل رنگ گل
. )2(دپاسخ به شرایط محیطی متمرکز می باش

هـاي مطلـوب بـا اسـتفاده از     اگر چـه ویژگـی  

علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري دانشگاه دکتريدانشجوي -1
) k.kazemitabar@sanru.ac.ir: نویسنده مسوول(،علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساريدانشگاه دانشیار-2

محقق ارشد مرکز تحقیقات بین المللی گیاهی دانشگاه واخنینگن هلند-3
22/8/91: تاریخ پذیرش19/12/90: تاریخ دریافت

دانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیعی ساري
پژوهشنامه اصلاح گیاهان زراعی
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منتقـل شـده   1هاي اصـلاحی کلاسـیک  روش
هاي جدي در این تکنیک اما محدودیت،است

مثـل گـل داوودي   2براي گونه هاي هگزاپلوئید
سـال گذشـته گیاهـان    20در طی . وجود دارد

وسیله تراریخت سازي ه تراریخت گل داوودي ب
انـد و تعـدادي   ولید شدهت3توسط آگروباکتریوم

،هاي عملی مرتبط با مقاومت به شتهاز ویژگی
القاء شده 5و بوتریتیس4کرم مسلح چغندر قند

ــل . )17،36،39،40(اســت ــرل شــته گ کنت
،)Macrosiphoniella sanborni(داوودي

شته نخـود ،)Myzus persicae(شته سبز هلو
)Acyrthosiphon pisum(،شته پنبه)Aphis

gossypii(،تــــــریپس)Frankliniella

occidentalis( ــز ــوت قرمــــــ و عنکبــــــ
)Tetranychus urticae(ــل ــاي روي گـ هـ

ــالغ مشــکلی اساســی مــی  در . باشــدداوودي ب
وسیله اسپري ه گلها ب،مبارزه شیمیایی با آفات

مواد شیمیایی آلوده شده و بقایاي آن مطلـوب  
با توجه به پیشرفت کنـد  . )21،40(نمی باشد

ــل داوودي  در ــیک گ ــلاح کلاس مزایــاي ،اص
مهندسی ژنتیک در القاء صفات جدیـد روشـن   

مـی توانـد در زمینـه    یـا چنـد ژن  یـک . است
). 40(استقرار یافته وارد شـود  رقمژنتیک یک 

ه بیان ممانعت کننده هاي پروتئاز در گیاهان ب
عنوان روشی براي القـاء مقاومـت بـه حشـرات     

).31(مـــورد اســـتفاده قـــرار گرفتـــه اســـت
) PIs(6ممانعــــت کننــــده هــــاي پروتئــــاز

ــروتئین ــا  پ ــاز ه ــا پروتئ هــایی هســتند کــه ب
تشـــکیل داده و مـــانع فعالیـــت 7کمـــپلکس

ــک ــوند 8پروتئولیتی ــی ش ــا م ــیاري از . آنه بس
ممانعت کننده هاي گیاهی نامناسـب هسـتند   

زیرا بسیاري از حشرات نسبت بـه آنهـا مقـاوم    
ه غربال گـري گسـترد  .)15، 13،14(شده اند

ــه   ممانعــت کننــده هــاي غیرگیــاهی منجــر ب
شناسایی پروتئینهاي جدیدي شـده اسـت کـه    
میــزان قابــل قبــولی از مقاومــت را در محــیط 

ــه ــات  9درون شیش ــر آف ــارج از آن در براب و خ
نشـان  )3(از جمله شته هـا )10،11(مختلف

،گیـاه هـا در  بهرحال بیان این پروتئین. اندداده
بـرده کـه   10سلولیآنها را بداخل محیط داخل

احتمالاً براي تجمع بـا ثبـات پـروتئین بهینـه     
یی آکـــه کـــار نمـــی باشـــد در صـــورتی  

ممانعت کننده هاي پروتئاز در برابر حشرات به 
از کل پروتئین محلول بستگی % 1بیانی حدود 

یـــــــک11اکوســـــــتاتین.)13،31(دارد
ــایی    ــقایق دری ــاز از ش ــده پروتئ ــت کنن ممانع

Actinia equinaــو ــه  بـ ــه دامنـ ده و از سـ
اولین . تشکیل شده استIنوع 12تیروگلوبولین

صـورت یـک ممانعـت    ه ب13ترمینال-Nدامنه 
 ـ14کننده سیستئین پروتئاز عنـوان  ه و دومی ب

پروتئاز عمـل  15یک ممانعت کننده آسپارتیک
کـه عملکـرد دامنـه سـوم     نماید در صورتیمی

ــت    ــده نیس ــناخته ش ــوز ش در . )19،38(هن
قبلی این پروتئین بر ضد پروتئازهاي آزمایشات 

ــی   ــیب زمینــ ــرادو ســ ــک کلــ روده سوســ
فعالیـــــت بســـــیار زیـــــادي داشـــــته   

)Leptinotarsa decemlineata Say ( و در
هاي غذایی مصنوعی این پروتئین باعـث  رژیم

میـر لاروهـا   ممانعت کامل از رشـد و مـرگ و  
در برگهــاي ســیب زمینــی . )10(شــده اســت

بـه میـزان  الیت جزئی و تجمع اکوستاتین با فع
پروتئین محلـول حاصـل شـد   کل % 7بیش از 

1- Classic 2- Hexaploid                    3- Agrobacterium 4- Beet army worm
5- Botrytis 6- Protease inhibitors 7- Complex 8- Proteolitic
9- In vitro 10- Subcellular 11- Equistatin 12-Tiroglobulin
13- N-terminal domain 14- Cyctein protease 15-Aspartic
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براي بیـان مـؤثر لازم اسـت در    بهرحال . )25(
طور مناسبی تا خوردگی ه پروتئین بیان شده ب

چهار . ایجاد شود تا از تجزیه آن جلوگیري شود
در گیاه سیب زمینی 1مختلف سیستاتینعضو 

غـذایی  بیان شـدند و اثـرات آنهـا بـر تـرجیح     
نتـایج  . )27(تریپس مورد مطالعه قـرار گرفـت  

ــه و اکوســتاتین A2نشــان داد کــه اســتفین  ب
زیادي بـراي تـریپس زیـان آور بـود در     میزان

3کینینوژن3و دامنه Cکه سیستاتین صورتی

ــد ــان آور نبودن ــی نشــان  . زی ــات قبل در مطالع
Cکینینوژن و سیستاتین 3شد که دامنه داده

سـتاتین در عصـاره هـاي گیـاه     مانع تجزیه اکو
همچنـین نشـان   . )28(سیب زمینی می شـود 

است که سیستاتین سفید تخم مرغ و داده شده
) Oc-IDD86(تغییر یافتـه بـرنج   Iسیستاتین 

را در Myzus persicaeرشد و بقاء نیمف هاي 
کـاهش  4ارزیابی هاي با رژیم غذایی مصنوعی

ي همچنین ممانعـت کننـده هـا   ).4(استداده
روي شته هـا  اثرات حشره کشیپروتئاز سرین 

طور مثال مطالعه سیستمیک ه ب. اندنشان داده
ممانعت کننده هاي پروتئـاز نـوع   5ایزوفرمهاي

برك حاصل از دانه هـاي نخـود اثـرات    -بومن
ضد متابولیکی مختلفی از جملـه مـرگ و میـر    
معنی دار شته نخود را نشـان داده انـد کـه بـا     

نندگی کیموتریپسـین شـته   فعالیت ممانعت ک
سسی و همکاران . )30(نخود مرتبط می باشد

توانستند ممانعت کننده هاي جدید بر ضد ) 3(
خردل را ازو کیموترپسین)MTI-2(تریپسین

که بیشترین شباهت را بـا  Chy8. بدست آورند
قــوي تــرین  ،کیموترپســین گــاوي داشــت  

ممانعـــت کننـــده کیموتریپســـین نوترکیـــب 

. را ایجاد نمودMTI-2خانواده ازشناخته شده
ایــــن ترکیــــب بــــراي نیمفهــــاي شــــته  

Acyrthosiphon pisum   بسیار سـمی و بـراي
ــته  ــاي ش Myzusو Aphis gossypiiنیمفه

persicaeسمیت متوسط داشت .
ــپ  ــه ژنوتی ــن مطالع ــاي در ای و 1581ه

بـا  که قبلاً تراریخت نشده بود4043همچنین 
ــاک ــتفاده از آگروب ــژاد اس دارايAGL0تریوم ن
ــه   ــل دوگانــ ــل ژن pBINPLUSناقــ حامــ

اکوستاتین شقایق دریایی تحت کنترل راه انداز 
اثـرات  و گل داوودي تراریخت شـده 6رابیسکو

روي رشد جمعیت کنترل کنندگی اکوستاتین
و نیـز مقاومـت   و مرگ و میر شته هلو و پنبه

لاینهاي تراریخت به ایـن آفـات بـا اسـتفاده از     
ي زیسـتی انتخـابی و غیـر انتخـابی    یابی هاارز

یاه کامل مورد ارزیابی روي دیسکهاي برگی و گ
. قرار گرفت

هامواد و روش
مواد گیاهی و حشرات

مرکز تحقیقات بین المللی از(1581ارقام
از(4043و ) دانشگاه واخنیـنگن هلنـد  گیاهی

Royal van Zanten BV(  روي محیط کشـت
MS)23 (آگــار % 8/0ســاکارز و % 3حــاوي

)w/v (براي ارزیابی هاي زیستی. تکثیر شدند،
شته هلو و پنبه از کلنی هاي ایجاد شده واقـع  

حشره شناسـی دانشـگاه واخنیـنگن    بخشدر 
گیاهان تراریخت در گلخانه . هلند فراهم گردید

داراي لامپهاي سدیم با فشار بالا تحت شـرایط  
دمــاي ســاعت تــاریکی و8ســاعت نــور و 16
C°21 در روز وC°18   در شب رشـد یافتنـد و

1- Cystatin 2- Stefin A                                   3- Kininogen domain 3
4- Artificial diet bioassays 5- Isoforms 6- Rabisco
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ــز    ــیمیایی و نی ــولی و بیوش ــالیز مولک ــراي آن ب
. ارزیابی هاي زیستی مورد استفاده قرار گرفتند

نحوه تراریخت سازي
گــل 4043و 1581ارقــاممیــانگره هــاي 

روي محـــیط کشـــت روز دوداوودي بمـــدت 
BAPمیلی گرم در لیتر 1حاوي MS(باززایی 

پـیش کشـت   ) IAAمیلی گرم در لیتـر  1/0و 
ــدند ــایش  . ش ــن آزم ــویهدر ای ــا AGL0س ب

ــاکتریوم  ــالاي آگروب ــاریزایی ب داراي )12(بیم
و راه انـداز رابیسـکو   pBINPLUSناقل دوگانه 

ــده  ــان کنن ــتاتین ژنبی ــورد )EIM(اکوس م
نیهـاي  ابتـدا کل ). 26،27(استفاده قرار گرفت

حـاوي  LBروي محیط کشـت جامـد   باکتري
2و ریفامپیســین1میلــی گــرم کانامایســین50

میلی 5نی واحد در ایجاد شده و سپس یک کل
مــایع حــاوي آنتــی LBلیتــر محــیط کشــت 

در تـاریکی و  3روي شـیکر ي مشابههابیوتیک
کشـت بـاکتري بـه    . شـد 4انکوبـه C°28دماي 
مایع بـا  LBدر محیط کشت 100به 1نسبت 

و پـس از  هاي مشابه رقیق شـده آنتی بیوتیک
انکوبه شدن مجدد در طی شب با شرایط ذکـر  
شده جهت تراریخت سازي مورد استفاده قـرار  

بـا  میلـی متـر   سـه میانگره ها با طـول  . گرفت
ــده شــده و بمــدت  5اســکالپل روي روزدوبری

میانگره هاي . محیط کشت باززایی قرار گرفتند
پیش کشت شـده بـراي جلـوگیري از خشـک     

مایع MSمحیط کشت میلی لیتر 29شدن در 
ــنگ ــدنده ــت  6/0. داري ش ــر از کش ــی لیت میل

بــه6میکرولیتــر استوســرینگون30بــاکتري و 
حـاوي میـانگره هـا    MSکشـت مـایع   محیط

. دقیقـه انکوبـه شـدند   30اضافه شده و بمدت 

ســپس ریزنمونــه هــا بــراي حــذف باکتریهــاي 
صـافی  اضافی براي چند دقیقه بـه روي کاغـذ  

روي محــیط ســپساسـتریل منتقــل شـدند و   
میکـرو مـول   100کشت جامد باززایی حـاوي  

روز دومـدت  ه استوسرینگون منتقل شده و ب ـ
همکشــتی صــورت C°25در تــاریکی و دمــاي 

پس از همکشتی ریزنمونه ها به محیط . گرفت
محـیط کشـت بـاززایی حـاوي     (کشت انتخابی 

250،میلــی گــرم در لیتــر ونکومایســین400
میلی گرم 30یم و میلی گرم در لیتر سفوتاکس

ــر کانامایســیندر  ــل  ) لیت ــور منتق ــر ن و در زی
روز بــه 21تمــام ریزنمونــه هــا هــر . گردیدنــد

محیط کشت انتخابی جدید انتقال داده شده و 
ــا  ــداري  65ت ــیح نگه ــد از تلق ــدندروز بع . ش

ساقه هاي باززایی شده سبز به محـیط کشـت   
200نصــف غلظــت حــاوي MS(ریشــه زایــی 

125تـــر ونکومایســـین و میلـــی گـــرم در لی
. دگردی ـمنتقل ) میلی گرم در لیتر سفوتاکسیم

گیاهان ریشه دار شده پس از سـخت شـدن و   
آزمون عاري بودن از باکتري به گلخانه منتقـل  

فراوانی تراریخت سازي بصـورت تعـداد   . شدند
گیاهان مثبـت و تراریخـت تقسـیم بـر تعـداد      

.ریزنمونه هاي تلقیح شده محاسبه گردید
RNAو DNAالیز آن

DNAهاي جوان طبق روش ژنومی از برگ
و بـراي  اسـتخراج گردیـد  )29(پیریرا و آرتس 

. مورد اسـتفاده قـرار گرفـت   PCRغربال گري 
بـر طبـق   bp100ورده آبا اندازه فـر 7پرایمرها

ــی   ــازه ژن ــوالی س EIM)EIMت -Forward:

GATGTTCGTGCCAGAGTGTT; EIM -

Reverse: TCGGAACCTGGAACCTTTAC (
1- Kanamycin 2- Rifampicin                           3- Shaker 4- Incubated
5- Scalpel 6- Acetosyringone 7- Primer
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ســــــــتفاده از وب ســــــــایت  بــــــــا ا
http://www.genscript.com بــــرايPCR و

qRT-PCR میکـرو لیتـر از   4. طراحی گردیـد
DNA،5/0ــراز ــر تـــک پلیمـ 5/2،میکرولیتـ

میکرولیتــر از هــر کــدام از 1،میکرولیتـر بــافر 
25/0و ) mM10(پرایمرهاي پیشـرو و پیـرو   

PCRدر واکنش ) dNTP)mM10میکرولیتر 

مورد استفاده قرار گرفت و حجم نهایی توسـط  
ــه MQآب  ــد  25ب ــانده ش ــر رس ــرو لیت . میک

و GeneAmp PCRواکـنش در یـک سیسـتم    
5بمدت C°94: تحت شرایط زیر صورت گرفت

30بمـدت  C°94سیکل بـا دمـاي   35،دقیقه
20بمدت C°72،ثانیه30بمدت C°55،ثانیه

ــت   ــه و در نهای ــدت C72°ثانی ــه7بم . دقیق
ــنش  ــول واکــ ــارزمحصــ % 12روي ژل آگــ

3گردیده و توسط دستگاه ژل داك2الکتروفورز

براي انـدازه گیـري   . عکسبرداري صورت گرفت
qRT-PCRلاینهاي مثبـت بـا   ،میزان بیان ژن

با استفاده RNAکل . مورد ارزیابی قرار گرفتند
اســتخراج TriPureTMاز روش نمونــه کوچــک 

بـا اسـتفاده از معرفهـاي    cDNAسنتز . گردید
. صورت گرفـت TaqManTMرونویسی معکوس 

GeneAmpرونویســی معکــوس در سیســتم 

PCR  تحت شـرایطC°25  دقیقـه 10بمـدت،
C°48 دقیقــه و 30بمــدتC°95 5بمــدت

cDNA)2میکـرو لیتـر از   1. دقیقه انجام شد
فاده قـرار  مـورد اسـت  qPCRبراي ) میکرو گرم

BIO-RADمیکـرو لیتـر   10گرفت و بـه آن  

iQTM SYBR@ Green Supermix،2  میکـرو
3(لیتر از هر یک از پرایمرهاي پیشرو و پیـرو  

ــول  ــرو مـــ ــده و  ) میکـــ ــافه گردیـــ اضـــ

میکرو لیتر 20به MQتوسط آب حجم نهایی
عنوان ژن مرجع در ه ب4ژن اکتین. رسانده شد

ــراي   ــر بــ ــده و پرایمــ ــه شــ ــر گرفتــ نظــ
:Actin-Forward(آن طراحــــی گردیــــد 

CCTCTTAATCCTAAGGCTAATCAG
; Actin-Reverse:

CCAGGAATCCAGCACAATACC .(
،iCycler iQ5)Bio-Radواکنش در سیسـتم  

USA(  تحت شـرایطC°95  دقیقـه 3بمـدت،
،ثانیـه 10بمـدت  C°95سیکل بـا دمـاي   40
C°60 ثانیه30بمدت،C°95 دقیقه و 1بمدت
C°60 نتـایج بـا   . صورت گرفتدقیقه1بمدت

و IQ5 Optical Systemاستفاده از نـرم افـزار  
δCt-2روش  CT)20(مورد آنالیز قرار گرفت.

آنالیز وسترن بلات
ــه ــه  قطع ــعه یافت ــوان توس ــرگ ج اي از ب

5/1را در یـک تیـوب   ) میلی گرم300-200(
میلی لیتري قرار داده شده و در نیتروژن مـایع  

300این پودر با . شودتبدیل میبه پودر ریزي 
میلـی مـول   100(میکرو لیتر بـافر اسـتخراج   

Tris-HCl ــا اســیدیته ــول 6/7،25ب ــی م میل
5،50ســــدیم دي اتیــــل دي تیوکربامــــات

پلـی وینیـل   ) EDTA،10) %w/vمیلی مـول  
یـــک قـــرص و[PVPP]6پلـــی پیرولیـــدون

cocktail Completeممانعت کننـده پروتئـاز  

[Roche Diagnostics]  ــر ــازاي هــ 25بــ
و دو بـار  مخلوط شدهمیلی لیتر بافر استخراج

C°4و دمـاي  rpm14000دقیقه در 5بمدت 
هر بار محلول شـناور رویـی   . گردید7سانتریفوژ

SDS-PAGE. به تیوب جدید منتقـل گردیـد  

) w/v% (15بــــــــــا اســــــــــتفاده از ژل 
)Bio-Rad Laboratories ( در دســـــتگاه

1- Agarose 2- Electrophoresis                           3- Gel-Doc 4- Actin
5- Sodium-diethyldithiocarbamate 6- Polyvinylpolypyrrolidone 7- Centrifuge
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mini-Protean II slab cell
)Bio-Rad Laboratories (عمـل  . انجام گردید

ــق دســتورالعملهاي    ــذاري پــروتئین طب بارگ
ــد  ــه هــاي . شــرکت ســازنده انجــام گردی نمون

بـه  SDS-PAGEتفکیک شده پـروتئین از ژل  
بــا اســتفاده از دســتگاه 1غشــاهاي نیتروســلولز

mini-Protean II electrotransfer منتقــل
2متعاقباً غشـاها در بـافر بلوکـه کننـده    . گردید

،5/7بــا اســیدیته Tris-HClلــی مــول می10(
20توین [v/v]% 1/0و NaClمیلی مول 150

بمدت ) پودر شیر بدون چربی[w/v]% 2حاوي 
و سـپس بـا آنتـی بـادي     ساعت بلوکه شـده  1

anti-EI ــوش ،Eurogentec،Seraing(خرگـــ
Belgium ( ــد ــه گردیـ ــاي  . انکوبـ ــذ هـ کاغـ

ده نیتروسلولز متعاقباً با بافر شوینده شستشو دا
بـز بـر علیـه خرگـوش کـه بـا       IgGشده و بـا  

ــیداز ــده 3horseradishپراکســ ــاق شــ الحــ
)Jackson Immunoresearch Laboratories،

West Grove،PA ( کاغـذهاي  . انکوبه گردیـد
وسترن Lumi-Lightبا سوبستراي نیتروسلولز

ــی ســازي شــده و توســط دســتگاه   بــلات مرئ
Lumi-Imager F1 ــرل ــت کنتــــ تحــــ

Roche(اسکن شدند Lumi-Analistنرم افزار 

Diagnostics،Mannheim،Germany.(
ارزیابی هاي زیستی گیاهی

ارزیابی هاي زیستی انتخابی و غیرانتخـابی  
بـراي بررســی تـرجیح غــذایی شـته هــا بــراي    
برگهاي لاینهاي تراریخت و غیر تراریخت گـل  

ــین  ــان  داوودي و همچن ــر بی ــون اث ــراي آزم ب
ي رشد جمعیـت و مـرگ و میـر    رواکوستاتین

شته هاي بالغ بـا سـنین   . شته ها انجام گردید
نـی موجـود   یک برس نرم از یـک کل مختلف با 

در ارزیابی . روي کلم چینی جمع آوري گردید
زیســتی انتخــابی دوگانــه دو دیســک برگــی از 

سانتی متـر  2برگهاي سبز و بالغ با قطر مشابه 
تراریخـت  یکی از گیاه نرمال و دیگري از لاین(

 ـ) EIMبیان کننده  روي لایـه  طـور وارونـه  ه ب
در پتري دیش % 1آب به نسبت -نازکی از آگار

-1شکل(سانتی متر قرار داده شدند 9قطر ه ب
 ـ ). الف عنـوان تکـرار   ه پنج پتري دیش مجـزا ب

آزمـون در نظـر   براي هر لاین تراریخت مـورد  
روي درب پتري دیش رها شته10. گرفته شد

پتري دیـش هـا بصـورت    ،ز بستنشده و پس ا
16(تحـت شـرایط روز بلنـد    C°20وارونه در 

با رطوبت نسبی ) ساعت تاریکی8ساعت نور و 
شته ها به آسانی قادر به . قرار داده شدند% 70

سمت برگها در داخـل پتـري دیـش    ه حرکت ب
موقعیت برگها براي حذف اثر جهت . می باشند

ی شـده و  تصادف،نور یا شیب دمایی بر انتخاب
هم شدن نور یکنواخت کاغذ سـفیدي  براي فرا

تعـداد  . روي تمام پتري دیش هـا قـرار گرفـت   
روي هر دیسـک برگـی در دوره هـاي    شته ها

. زمانی مختلف پس از شروع آزمایش ثبت شـد 
غیـر انتخـابی تنهـا یـک     براي ارزیابی زیسـتی 

دیسک برگی از برگ سبز بالغ گیاه تراریخت یا 
ر و همچنین پنج شـته مـورد   نرمال با پنج تکرا

براي ارزیابی ). ب-1شکل(استفاده قرار گرفت 
گیاهـان جـوان در قفسـه    ،زیستی گیاه کامـل 

هاي مخصوصی با چهار تکرار بـراي هـر لایـن    
هـر گیـاه بـا ده   ). ج-1شکل(بکار گرفته شد 

روي هر گیـاه  شته تلقیح شده و تعداد شته ها
. بعد از یک هفته شمارش شد

1- Nitrocellulose 2- Blocking buffer 3- Peroxidase
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) ج. ارزیابی زیستی غیر انتخابی با دیسک برگی) ب. ارزیابی زیستی انتخابی دوگانه با دیسک برگی) الف- 1شکل 
.ارزیابی زیستی گیاه کامل

و بحثنتایج
باززایی و تراریخت سازي

MSبراي باززایی گل داوودي محیط کشت 

میلـی  1و IAAلیتر میلی گرم در 1/0حاوي 
که در مطالعـات قبلـی نیـز    BAPگرم در لیتر 

. مورد استفاده قرار گرفت،)9(گزارش شده بود 
ــتفاده از    ــا اسـ ــانگره بـ ــاي میـ ــه هـ ریزنمونـ

داراي ناقـل دوگانـه   AGL0اگروباکتریوم نـژاد  
pBIN      حامل سـازه هـاي ژنـی افـزایش بیـان
EIM وNPTII   با راه انداز رابیسـکو تراریخـت
ي تلقیح شـده  باززایی در ریزنمونه ها. دندگردی

روي محیط کشت انتخابی توسط اگروباکتریوم 
در این مطالعـه  . دو هفته پس از تلقیح رخ داد

پروتکل مشابهی براي باززایی و تراریخت سازي 
تراریخـت نشـده بکـار    که قـبلاً 4043ژنوتیپ 

اما فراوانی باززایی و تراریخت سـازي  ه شدبرد
فراوانی . بود4043بیشتر از 1581در ژنوتیپ 

هـاي  در ژنوتیـپ EIMبـراي  تراریخت سازي 
ــ4043و 1581 ــود % 5و % 75/8ترتیــب ه ب ب

تراریخت سازي ژنتیکـی موفـق بـا    ). 1جدول(
اســــتفاده از اگروبــــاکتریوم در بســــیاري از 

گونــه هــاي گیــاهی جهــت القــاء مقاومــت بــه 
حشرات از جمله مقاومـت بـه شـته در تنبـاکو     

مقاومت به ،)pta)44خت بیان کننده ژن تراری
و )indica)24زنجره سبز و قهوه اي در بـرنج  

مقاومت به شـته در پنبـه تراریخـت داراي ژن    
aca)43(ویسر و همکاران . گزارش شده است

را بــا انــدکی تغییــر تحــت Cry1Caژن ) 40(
بـه گـل داوودي منتقـل    S35کنترل راه انداز 

گیـاه تراریخـت   38ز گیـاه ا 2تنهـا در  . کردند
در %) 50(مورد آزمون کـاهش قابـل ملاحظـه    

هرحال کنترل گـروه  ه ب. رشد لارو مشاهده شد
مهمی از حشرات که شـیره گیـاهی را از آونـد    
آبکش می مکند مثل شته هـا و زنجـره هـا از    

طور هاي اصلاحی مرسوم و همینطریق روش
بنـابراین  . )22(مشکل می باشـد  Btتکنولوژي 

می رسد تراریخت سـازي گـل داوودي   به نظر
ــتراتژیهاي    ــاکتریوم و اس ــتفاده از اگروب ــا اس ب

ء روش مناسـبی بـراي القـا   1هـرم سـازي ژنـی   
جداسازي همچنین. مقاومت به آفات می باشد

و بکارگیري ژنهاي جدید القاء کننده مقاومـت  
به حشرات مکنده شیره گیـاهی بـراي اجـراي   

جالف ب

1- Gene pyramiding
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ري هــرم ســازي ژنــی جهــت افــزایش و پایــدا 
فراوانـی  .مقاومت به آفات ضـروري مـی باشـد   

ــاززایی و ســرعت رشــد بترتیــب در ژنوتیــپ   ب
تنـوع در بـاززایی   . بیشتر بـود 4043و 1581

هاي مختلف گزارش شده ساقه در بین ژنوتیپ
باززایی ساقه در گل داوودي بدنبال . )16(است

ر منفی تأثی. تلقیح با اگروباکتریوم کاهش یافت
روي بـاززایی سـاقه از   باکتریومآلودگی به اگرو

ریزنمونه هاي برگی گـل داوودي در مطالعـات   
).6(قبلی نیز گزارش شده است

آنالیز مولکـولی و بیوشـیمیایی گیاهـان    
تراریخت

DNAهــاي گیاهــان تراریخــت از بــرگ
بـا  PCRموجود در گلخانـه اسـتخراج شـده و    

EIMاستفاده از پرایمرهاي طراحی شده بـراي  

فراورده . انجام گردیدbp100فراورده با اندازه 
آگارز تفکیـک شـده و   % 2روي ژل PCRهاي 

نتـایج  . رنـگ آمیـزي شـد   1با اتیدیوم برومایـد 
PCRدر تراریخـت هـاي براي تعدادي از لاین
.نشان داده شده است2شکل 

.گل داوودي1581و 4043فراوانی باززایی و تراریخت سازي در ژنوتیپهاي -1جدول 
فراوانی تراریخت سازيفراوانی باززاییتعداد ریزنمونه هاي تلقیح شدهژنوتیپ
15818075/38%75/8%
40434030%5%

: NC،کنترل مثبت: PC،مارکر: M. در گیاهان تراریخت گل داوودي EIMبراي حضور ژن PCRنالیز آ- 2شکل 
.کنترل منفی

RNAأییـد شـده   کل از گیاهان مثبت ت
تولیـد  cDNAاستخراج شـده و  PCRتوسط 

در EIMبراي اندازه گیـري میـزان بیـان    . شد
ــف  ــاي تراریخــت مختل ــا qRT-PCR،لاینه ب

استفاده از پرایمرهاي مشابه استفاده شـده در  
PCRنتایج بیان بـالاي  . انجام گردیدEIM را

در لاینهاي تراریخت نشان داد اما میزان بیان 

میزان . بود1581پایینتر از 4043در ژنوتیپ 
بالاترین میزان بـود  15-4در لاین EIMبیان 

ــدول( ــروتئین   ). 2جـ ــایی پـ ــراي شناسـ بـ
اســتخراج ،اکوســتاتین تولیــد شــده در گیــاه

چهار بانـد  . انجام شد2پروتئین و وسترن بلات
مجزا بـراي پـروتئین اکوسـتاتین در لاینهـاي     

در بعضی از نمونـه هـا  . تراریخت مشاهده شد

NCPC

لاینهاي تراریخت
100 bp

M

1- Ethidium bromide 2- Western blot
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هده نشـد  بدلیل تجزیه پـروتئین بانـدي مشـا   
ــکل( ــا).3شـ ــرفتکنون تـ ــایی در پیشـ هـ

ــه در    ــی و ترجم ــرخ رونویس ــازي ن ــه س بهین
،18، 5(هاي گیاهی ایجاد شـده اسـت  سلول

ــ.)25 ــک  ه بـ ــه پروتئولیتیـ ــال تجزیـ هرحـ
پروتئینهاي بیـان شـده هنـوز عامـل محـدود      

هــاي کننــده در تجمــع بســیاري از پــروتئین
،35، 34، 7(خــارجی در گیاهــان مــی باشــد

وش معمول بـراي افـزایش میـزان    یک ر.)37
تغییـر تخصـیص   ،تجمع پروتئین در گیاهـان 

و 1پروتئینهاي بیان شده از طریق هدف گیري
)33،41(نگهداري آنها در شبکه آندوپلاسمی

در مطالعـات  . می باشد)42(ها و کلروپلاست

ــی  ــف   قبلـ ــداز مختلـ ــه راه انـ ــایی سـ توانـ
)CaMV35S،Lhca.3.St1 وRbcS1 ( در

کثري اکوستاتین مورد ارزیـابی قـرار   بیان حدا
) 25(راه انداز رابیسکو از گل داوودي . گرفتند

را %) 36/0(بیشــترین میــانگین میــزان بیــان 
در ایـن تحقیـق   نیـز  راه انداز مشابهی . داشت

رحـال تجزیـه   هبـه .گرفتمورد استفاده قرار 
ــکو    ــداز رابیس ــی راه ان ــان دائم ــروتئین و بی پ

ین را تحت تأثیر عملکرد و میزان تجمع پروتئ
باندهاي مجزا در وسترن بـلات  . قرار می دهد

نشان داد که اکوستاتین در مکانهـاي خاصـی   
).3شکل (در داخل گیاه شکسته می شود 

1581رشد جمعیت و مرگ و میر شته در ارزیابی غیر انتخابی با استفاده از دیسک برگی گل داوودي-2جدول 
ساعت پس از تلقیح120در EIMوسط  تراریخت شده ت

EIMمیزان بیان نسبی )شته پنبه(مرگ و میر )شته هلو(جمعیت لاین

4-15b40/5a40/4a55/123
1-31-bc80/2b89/89
2-27b00/6bc60/2c15/43
4-18-bc80/2c53/41
2-8ab40/8ab00/3cd65/14
3-23ab60/8ab40/3cd59/14

a00/11c60/1d0لگیاه نرما
29/4055/3608/40ضریب تغییرات

.نشان می دهد% 5در هر ستون حروف مشابه عدم تفاوت معنی دار ارقام را در آزمون چند دامنه اي دانکن با سطح احتمال 

پروتئین کنترل مثبت تولید : PC. آنالیز وسترن بلات پروتئین اکوستاتین تجمع یافته در گیاهان گل داوودي- 3شکل 
.Eشده در  coli ،WT :گیاه نرمال .M :باندهاي اختصاصی اکوستاتین: فلشها. مارکر.

M

1- Targeting
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ارزیابی زیستی  
انتخـابی بـا دیسـک    در ارزیابی زیستی غیر

نسـبتاً برگی رشد جمعیت شته در گیاه نرمال
ر لاینهـاي تراریخـت   کـه د بود در حالیسریع

کـه بیشـترین   15-4ژنوتیـپ  . بسیار کند بـود 
داشت کمترین qRT-PCRرا در EIMبیان 

رشد جمعیت در شته هلو و بیشـترین مـرگ و   
در ). 2جـدول (میر در شته پنبه را نشـان داد  

لاینهاي تراریخـت  ارزیابی زیستی با گیاه کامل 
کمتـــرین رشـــد جمعیـــت را 31-1و 4-15

). 3جدول(داشتند 

تراریخت شده1581رشد جمعیت شته هلو در ارزیابی زیستی گیاه کامل گل داوودي -3جدول 
یک هفته بعد از تلقیحEIMبا 

جمعیتلاین
4-18ab25/50
2-27ab25/36
1-31b75/20
4-15b75/27
2-8ab75/36
3-23ab75/40

a00/67گیاه نرمال
84/51ضریب تغییرات

.دهدنشان می% 5در هر ستون حروف مشابه عدم تفاوت معنی دار ارقام را در آزمون چند دامنه اي دانکن با سطح احتمال 

در ارزیابی زیستی انتخابی دوگانه در اکثـر  
تکرارها، شته ها تغذیه از دیسکهاي برگی گیاه 
ــد    ــرجیح دادن ــاه تراریخــت ت ــه گی ــال را ب نرم

معنـی دار بـین   البتـه تفـاوت   ). 5و 4جداول (
لاینهاي تراریخت و گیاه نرمال از جهـت رشـد   
جمعیت شته یا ترجیح دیسک برگـی در تمـام   

). 5و 4جداول (دوره هاي زمانی مشاهده نشد 
) 25(طور که توسط اوچکورو و همکاران همان

گزارش شده است دو سوم پروتئین اکوستاتین 
فعـال شـده و   صبح تجزیه و غیر 10در ساعت 

از پروتئین اولیه تجمـع  % 20در طی شب تنها 
ظاهراً میزان بیان . یافته در صبح باقی می ماند

زیـادي تحـت تـأثیر    به میزاناکوستاتین فعال 
در . پروتئازهاي داخلی گـل داوودي قـرار دارد  

ارزیابی زیستی غیر انتخابی دیسکهاي برگـی و  
ینهاي گیاه کامل، تعدادي از شته ها بویژه در لا

تراریخت تولید بال نمودند که نشان مـی دهـد   
شته ها علاقه اي به تغذیه از گیاهان تراریخت 

بـراي پیـدا کـردن    نداشته و سعی داشـتند تـا  
میانگین تعداد . منابع گیاهی دیگر پرواز نمایند

شته در کل تکرارهاي لاینهاي تراریخت یا گیاه 
نالیز آماري و مقایسه میـانگین بـا   نرمال براي آ

اســتفاده از آزمــون چنــد دامنــه اي دانکــن و  
. مورد استفاده قرار گرفت% 5احتمال خطاي 
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1581ایسه تعداد شته پنبه روي دیسکهاي برگی در ارزیابی زیستی انتخابی دوگانه گل داوودي مق- 4جدول 
)هاي مختلف پس از تلقیح می باشنداعداد میانگین کل لاینها در ساعت(

ساعت48ساعت24ساعت18ساعت4ساعت3ساعت2ساعت1لاینژنوتیپ

a08/1a48/1a64/1a68/1a92/4a04/6b76/8تراریخت1581
a96/0a72/1a04/2a08/2a32/5a76/7a96/11نرمال

07/11916/7689/6673/7110/6500/6633/51
a70/0b80/0a80/1b90/0a40/2b20/3a90/5تراریخت4043

a50/1a40/2a60/2a10/4a80/4a20/7a40/10نرمال

.نشان می دهد% 5وف مشابه عدم تفاوت معنی دار ارقام را در آزمون چند دامنه اي دانکن با سطح احتمال در هر ستون حر

1581هاي برگی در ارزیابی زیستی انتخابی دوگانه گل داوودي مقایسه تعداد شته هلو روي دیسک- 5جدول 
)قیح می باشنداعداد میانگین کل لاینها در ساعتهاي مختلف پس از تل

ساعت48ساعت28ساعت24ساعت20ساعت4ساعت3ساعت2ساعت1لاین
b56/0a36/2a44/2a68/2a28/4b84/3a36/4a96/4تراریخت
a36/1a88/1a60/2a32/3a12/5a28/5a44/5a56/5نرمال

.نشان می دهد% 5دامنه اي دانکن با سطح احتمال در هر ستون حروف مشابه عدم تفاوت معنی دار ارقام را در آزمون چند

در مطالعه حاضـر گیاهـان تراریخـت گـل     
بــا اســتفاده از EIMداوودي بیــان کننــده ژن 

و وسـترن  PCRآنالیز . آگروباکتریوم تولید شد
بلات جهت تأیید تراریخـت بـودن آنهـا انجـام     

نشـان داد کـه اکثـر    qRT-PCRآنالیز . گردید
را در EIMیخت مـورد آزمـون ژن   گیاهان ترار

مطالعه ). 2جدول (سطوح مختلفی بیان کردند 
در گـل  EIMحاضر نشان داده است که بیـان  

داوودي تراریخت میـزان قابـل ملاحظـه اي از    
مصونیت را در برابر شته ها که یکـی از جـدي   

بـه  . ترین آفات این گیاه است، فراهم می نماید
ندیـداي  مـی توانـد کا  EIMنظر می رسـد ژن  

صورت مکمـل بـا سـایر ژنهـا     ه خوبی باشد تا ب
براي افزایش مقاومـت بـه آفـات در مهندسـی     

چنـین سـطح   . ژنتیک مورد استفاده قرار گیرد
قابــل قبــولی از حفاظــت در برابــر آفــات تنهــا 
می تواند از طریق آزمونهاي مزرعـه اي وسـیع   

 ـ هبـه . مورد تأیید واقع شـود  عنـوان  ه رحـال ب
لفیقی آفات میـزان کـاهش   جزئی از مدیریت ت

مشاهده شده در نرخ رشد جمعیت آفت در این 
تحقیــق انعطــاف پــذیري در بکــارگیري ســایر 
شاخصهاي کنترل آفـات و یـا تلفیـق در یـک     

. سیستم پایدارتر کشاورزي را فراهم می آورد
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Aphid Resistance in Florist's Chrysanthemum Induced by Sea
Anemone Equistatin Overexpression

Mahmoud Valizadeh1, Seyed Kamal Kazemitabar2 and Marten A. Jongsma3

Abstract
Florist's chrysanthemum (Chrysanthemum morifolium Ramat.) belongs to the

Asteraceae family and represents the second most important floricultural crop in the
world. Most genotypes are sensitive to aphids and infestations can seriously affect the
economic value and cause transmission of viruses into this vegetatively propagated
crop. The result of artificial diet bioassay showed that equistatin is readily toxic when
digested by two tested aphids (Acyrthosiphon pisum, most susceptible and
Aphis gossypii) and showed moderate growth inhibition of the peach-potato aphid
Myzus persicae. We transformed genotypes 1581 and 4043 using Agrobacterium
tumefaciens strain AGL-0 containing the binary vector pBINPLUS carrying the sea
anemone equistatin gene under the control of the chrysanthemum RbcS promoter to
induce aphid resistance. Leaf disk choice and non-choice as well as whole plant
bioassays were carried out to analyze deleterious effect of SAE on population growth of
both peach aphid Myzus persicae and cotton aphid Aphis gossypii. Transgenic line with
highest expression of SAE in qRT-PCR showed the lowest population growth (about
half of control population) in peach aphid and highest mortality (2.75 times of control)
in cotton aphid.
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