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 تولید غیرزیستی هايتنش به گیاهان مقاومت هايمکانسیم از یکی

 مهم متابولیت این سازپیش کولین است. بتائین گلایسین سازگار محلول

 غشاي سیگنالینگ و یکپارچگی حفظ در اصلی ترکیب یک همچنین و

 آنزیم را کولین تولید مرحله مهمترین گیاهان در است. سلولی

 PEAMT; EC) ترانسفراز متیل- N آمین اتانول فسفو لاسمیسیتوپ

 رقم یک از PEAMT ژن مطالعه این در د.کنمی کاتالیز (2.1.1.103

 با )landrace Iranian oleracea Spinacia( اسفناج گیاه محلی

 کلونینگ وکتور داخل در و تکثیر اختصاصی پرایمرهاي از استفاده

)pJET( ژن فرابیان ورمنظ به شد. سازي همسانه PEAMT ، سازه 

 باکتري به نهایت در و ساخته PEAMT:9-GUSPBI121ژنی

Agrobacterium سویه GV3101(PMP90) شد منتقل. 

 و انجام آذین گل ورسازيغوطه روش از استفاده با گیاهان زشتراری

 محیط در بذور زنیجوانه با احتمالی تراریخت گیاهان اولیه نالیزآ

 مقاوم هايگیاهچه شد. بررسی کانامایسین بیوتیک تیآن حاوي انتخابی

 و غربالگري PCR روش از استفاده با مولکولی سطح در کانامایسین به

 .شد تایید RT-PCR با برداري شترونو سطح در گیاهان تراریختی

 در  PEAMT ژن حاوي تراریخت گیاهان فنوتیپی هاي بررسی متعاقباً

 از تراریخت گیاهان اصلی ریشه لطو که داد نشان شوري تنش شرایط

 فرعی هايریشه تر، طویل داري معنی طور به شاهد گیاهان در آن مقدار

 متابولیت گیري اندازه اند. داشته بهتري رویشی رشد و ترگسترده

 تراریخته گیاهان که داد نشان نیز پراکسیداز آنزیم و بتائین گلایسین

 پراکسیدازي آنزیم عالیتف و بیشتر بتائین گلایسین محتواي داراي

  اند. داشته شاهد گیاهان به نسبت بالاتري

  

-N آمین فسفواتانول آذین، گل ورسازيغوطه کلیدي: هايهواژ

  .بتائین گلایسین کولین، )، PEAMT( ترانسفراز متیل

 

One of the plant resistant mechanisms to abiotic 

stresses is production of a compatible solute named 

glycine betaine. Choline is the precursor of this 

important metabolite and it is also essential 

compound for the structural integrity and signaling 

of cell membrane. In plants, the most important step 

of choline production is catalyzed by cytoplasmic 

phosphoethanolamine N-methyltransferase 

(PEAMT ; EC 2.1.1.103) enzyme. In this study, 

PEAMT  gene from spinach (Spinacia oleracea 

Iranian landrace) was amplified using specific 

primers and cloned into an intermediate cloning 

vector (pJET). In order to overexpression of PEAMT 

gene, the construct of PBI121GUS-9:PEAMT was 

made and finally was transferred to the 

Agrobacterium tumefaciens GV3101 (PMP90). 

Floral dip method was used for transformation and 

initial analysis of putative transgenic plants was 

tested in selective medium containing kanamycin. 

Then resistant seedlings at the molecular level were 

evaluated using PCR and RT-PCR methods. Results 

confirmed plant transformation in the level of 

transcription. Subsequently, The phenotypic analysis 

under salt stress showed that the main root length of 

transgenic plants was significantly longer than 

control nontransgenics. In adition, glycinebetaine 

contents and peroxidase activity were significantly 

higher in transgenic compare to non-transgenics 

control plants. 

 
Keywords: Choline, Glycine betaine, Floral dip, 
Phosphoethanolamine N-methyltransferase 
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 فسفواتانول ژن فرابیان با تالیانا آرابیدوپسیس گیاه در شوري تنش به مقاومت افزایش

  )Spinacia oleracea, Iranian landrace( اسفناج ترانسفراز متیل -N آمین
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 مقدمه

 خشکی، تأثیر تحت شدت به زراعی گیاهان تولیدات

 گیرند.می قرار محیطی هايتنش دیگر و شوري

 ها،هالوفیت( هاتنش به مقاوم گیاهان روي بر مطالعه

 به مقاومت هايمکانسیم از بعضی ...) و اهزرفیت

 متابولیکی و مولکولی سطوح در را گیاهان در تنش

 ایجاد در تواندمی اتمطالع این است. کرده مشخص

 دیدگاه از محیطی هايتنش به مقاوم زراعی گیاهان

 .)Zhou et al., 2008( باشد کننده کمک ژنتیکی

 گیرندمی قرار تنش شرایط در که هنگامی گیاهان

سلولی درون هايمتابولیت از متنوعی دامنه کمیت 

 آمینه، اسیدهاي محلول، قندهاي شامل ها آن

 از کند. می تغییر هاچربی و هاآمین پلی آلی، اسیدهاي

 که هستند 1سازگار هاي محلول ترکیبات این جمله

 آب در بالا بسیار حلالیت بودن، کوچک ها آن ویژگی

 Chen and( است بالا هايغلظت در غیرسمی و

Murata, 2011(. 2بتائین گلایسین (GlyBet) از 

 از بسیاري در که است سازگار هاي محلول جمله

 در ماده این تجمع بین و دارد وجود مختلف جوداتمو

 شوري تنش به هاآن مقاومت با گیاهی هايگونه

 از بسیاري زیستگاه .است شده مشاهده همبستگی

 خشک نواحی GlyBet کننده ذخیره گیاهی هايگونه

 و خشکی به پاسخ در را ترکیب این و است شور و

 ونهگ چندین این، باوجود .کنندمی ذخیره شوري

 ذخیره به قادر مهم زراعی گیاهان جمله از گیاهی

GlyBet نیستند )Sakamoto et al., 2000(. این 

 سلول سیتوپلاسم در را اسمزي فشار سازگار محلول

 در ها	ماکرومولکول پایداري باعث ،دهد می افزایش

 حفاظت در و شودمی سلولی دهیدراسیون طی

 طی در پروتئینی هايکمپلکس و سلولی غشاهاي

 دارد حیاتی اهمیت زاتنش شرایط در گیاهی رشد

)Rhodes and Hanson, 1993(. بیوسنتز مسیر 

                                                                  
1. Compatible solute 
2. Glycinebetaine 

GlyBet ًبیوسنتز و شودمی مشتق 3کولین از معمولا 

 و متفاوت ها یوکاریوت دیگر با گیاهان در نیز کولین

 McNeil et( گیردمی صورت متنوعی مسیرهاي از

al., 2001(. رویشی هاي بافت دیگر و هابرگ در 

 4آمین فسفواتانول متیلاسیون شامل آغازین مرحله

)P-EA( اتانول آمین اتانول فسفومنومتیل تولید و 

 متیلاسیون بعدي مرحله دو است، )P-MME( 5آمین

 فسفاتیدیل ،)P-Cho( 6فسفوکولین سطح در تواندمی

 دهد رخ مسیر دو از ترکیبی یا )Ptd-Cho( 7کولین

  ).1 (شکل دارد بستگی گیاه گونه به که

  

  
  

 گیاهان در بتائین گلایسین بیوسنتز مسیر .1 شکل

)McNeil et al., 2001(  

  

 منظور به آمین فسفواتانول متیلاسیون مرحله هس

 -N آمین فسفواتانول آنزیم را فسفوکولین تشکیل

 (PEAMT; EC 2.1.1.103) ترانسفراز متیل

 در مهم یبیوشیمیای مرحله یک که  کند،می کاتالیز

 گیاهان، در کولین فسفاتیدیل و فسفولیپدها سنتز

 ... و انسانی پارازیت مالاریا پشه ها،باکتري نماتدها،

 و اسفناج گیاه در .)Zhang et al., 2010( است

 سطح در متیلاسیون بعدي مرحله دو چغندرقند

 کولین فسفاتیدیل سطح در سویا گیاه در فسفوکولین،

 دهد.می رخ مسیر دو هر از بیترکی هویج گیاه در و

                                                                  
3. Choline 
4. Phospho-ethanolamine 
5. Phospho-monomethyl-ethanolamine 
6. Phospho -choline 
7. Phosphatidyl-choline 
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 که مسیر سه از یک هر در کولین بیوستنز گیاهان در

 روي بر متیلاسیون آغازین مرحله دهد، رخ

 صورت  PEAMT آنزیم توسط و آمین فسفواتانول

 از زیادي مقادیر چغندرقند و اسفناج گیاه در گیرد.می

 GlyBet اسمزي کننده محافظت تولید جهت کولین

 مصرف 1 شکل در شده داده نشان سیرم طریق از

 هايتنش به مقاومت GlyBet تجمع ،زیرا شودمی

 دهدمی افزایش را خشکی و شوري مانند اسمزي

)Nuccio et al., 2000; Mou et al., 2002(.  

 بیوسنتز تا دارد وجود زیادي تمایل ،اساس این بر

GlyBet بخصوص شود کاري دست گیاهان در 

  .ندارند را ماده این تجمع ییتوانا که گیاهانی

 و کولین بیوسنتز مسیر به زیادي توجه همچنین

 GlyBet بیوسنتز ماده پیش عنوان به آن تنظیم

 بیوفیزیکی و بیوشیمیایی مطالعات است. شده معطوف

 توسط که متیلاسیون اول مرحله است داده نشان

 آنزیم و کنترل نقطه شودمی انجام PEAMT آنزیم

 از مرحله این کنترل است. کولین وسنتزبی در کلیدي

 مهاري اثر ابتدا گیردمی صورت مکانسیم دو طریق

 اثر دیگري و PEAMT آنزیم روي بر فسفوکولین

 است PEAMT ژن بیان روي بر فسفوکولین مهاري

)Chen and Murata, 2011(. ،آنزیم این بنابراین 

 منظور به کییژنت دستکارهاي براي اولیه هدف

 باشد.می گیاهان در GlyBet و کولین تولید افزایش

 به گیاهان متومقا در کولین کلیدي نقش بر علاوه

 ضروري مغذي ماده یک کولین محیطی، هايتنش

 آن نقش دلیل به کولین است. هاانسان غذایی رژیم در

 یک غشا فسفولیپد کولین فسفاتیدتیل سنتز در

 ها یوتیوکار دیگر در و گیاهان در حیاتی متابولیت

 در GlyBet بیوسنتز .)Zeisel, 2006( باشدمی

  (CMO) منواکسیژناز کولین آنزیم دو را کلروپلاست

 کولین اولیه ماده از  (BADH) آلدهیدروژناز بتائین و

 دو این انتقال و کلونینگ .)1 شکل( دکنن می کاتالیز

 شده انجام گیاهی و باکتریایی مختلف منابع از آنزیم

 گیاهان .)Chen and Murata, 2011( است

 سطوح در را GlyBet تجمع شده تولید تراریخت

 به را ايیافته افزایش مقاومت و دادند نشان مختلف

 ,.Wu et al( داشتند مختلف محیطی هايتنش انواع

 شده تولید تراریخت گیاهان این، وجود با .)2007

 چغندرقند گیاه از CMO ژن حامل تنباکو شامل

)Zhang et al., 2008(، ژن حامل هویج BADH 

 حامل برنج ،)Kumar et al., 2004( اسفناج گیاه از

 Su et( باکتریایی منابع از codA اکسیداز کولین ژن

al., 2006(، ژن حامل آرابیدوپسیس PEAMT از 

 از پایینی سطوح )Wu et al., 2007( ذرت گیاه

GlyBet کنندهتجمع طبیعی گیاهان به نسبت را 

GlyBet که نندکمی ذخیره چغندرقند و اسفناج انندم 

 همین ولی .است مول میکرو سطح در آن مقدار

 به را توجهی قابل مقاومت GlyBet پایین سطوح

 Chen( است کرده ایجاد محیطی مختلف هايتنش

and Murata, 2011(. محدودکننده فاکتور یک 

 تراریخته گیاهان در بتائین گلایسین ذخیره اصلی

 عنوان به داخلی کولین کافی مقادیر هب دسترسی

 ,.McNeil et al( است GlyBet بیوسنتز ماده پیش

 McNeil et al. (2001) راستا این در .)2001

 کولین بیوسنتز کلیدي ژن فرابیان که کردند گزارش

PEAMT گلایسین بیوسنتز دیگر ژن دو همراه به 

 را  GlyBet و کولین بیوسنتز CMO، BADH  بتائین

 تنش به مقاومت و افزایش توجهی قابل مقدار به

   داد. بهبود را شوري

 مانند غیرزیستی هايتنش مخرب اثرهاي از یکی

 تولید القاء گیاهان در سرما و گرما  خشکی، شوري،

 تنش شرایط تحت است. اکسیژن آزاد هاي رادیکال

 برهم آزاد هايرادیکال مهار و تولید بین تعادل

 این که یابد می افزایش گیاه در آن میزان و خورد می

 سلولی درون هاي ماکرومولکول تخریب باعث تجمع

 گیاهان .)Einset and Connolly, 2009( شود می

 اکسیداتیوي آنتی دفاعی هايسیستم از نوع دو داراي

 مانند آنزیمی سیستم طریق از یکی که هستند

 آسکوربات ردوکتا، گلوتاتیون پراکسیداز، کاتالاز،
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 غیرآنزیمی سیستم طریق از دیگري ... و یدازپراکس

  فنولی. ترکیبات گلوتاتیون، آسکوربیک، اسید مانند

 در درگیر هايژن با تراریخته گیاهان ریزآرایه مطالعه

  GlyBet که است داده نشان  GlyBet بیوسنتز مسیر

 موثري نقش گیاهان اکسیداتیوي فعالیت افزایش در

 طور به .)Chen and Murata, 2011( است داشته

 که داد نشان تراریخته گیاهان روي بر مطالعات کلی

 افزایش را داخلی کولین مقدار PEAMT ژن فرابیان

 مهم فاکتور یک داخلی کولین به دسترسی .دهدمی

 از دسته این در  GlyBet بیوسنتز افزایش و تولید در

   .)McNeil et al., 2001( است گیاهان

 در تنش به مقاومت در همچنین PEAMT آنزیم

 داراي کلاله و گرده مانند زایشی هاياندام برخی

 گیاه در PEAMT ژن خاموشی است. اهمیت

 شد دما به حساس نرعقیمی به منجر آرابیدوپسیس

 هاي کننده محافظت بیوسنتز توانایی عدم نتیجه در که

 دما اثر در شده ایجاد اسمزي تنش بر غلبه و اسمزي

 براین، علاوه .)Mou et al., 2002( است بوده

  بیوسنتز مسیر هايژن حاوي تراریخته گیاهان

GlyBet  فتوسنتزي، فعالیت داراي تنش شرایط تحت 

 بیشتري اکسیدانی آنتی فعالیت و CO2 اسمیلاسیون

 رشد آن حاصل که هستند شاهد گیاهان به نسبت

 بذور تعداد و بزرگتر میوهاي و هاگل بیشتر، رویشی

 Chen and( است شاهد گیاهان به بتنس بیشتري

Murata, 2011(. ژن کامل طول حاضر تحقیق در 

PEAMT بیوسنتز مسیر کلیدي آنزیم کنندهکد 

 جهت شد. جداسازي یرانا بومی اسفناج گیاه از کولین

 کنترل تحت مذکور ژن ،کارکردي نقش بررسی

 از استفاده با و سازيهمسانه CaMV 35S رپرموتو

 آرابیدوپسیس گیاه به آذین گل زيورساغوطه روش

   آنالیز يتولید تراریخت گیاهان شد. منتقل

 ها آن در شوري با مرتبط فنوتیپ و شدند مولکولی

  شد. مطالعه

 

  هاروش و مواد

  استفاده مورد گیاهی مواد

 بذر ،PEAMT ژن جداسازي جهت پژوهش این در

 ،بذر پاکان شرکت( تهیه یرانا بومی اسفناج گیاه

 و کولیتورمی حاوي هايگلدان در و )اصفهان

 ساعت 8 شرایط در مساوي) نسبت (به ماس پیت

 ساعت 16 و گرادسانتی درجه 24 دماي با روشنایی

 روزانه و کشت گرادسانتی درجه 19 دماي با تاریکی

 منظور به شدند. آبیاري (X 0.5) هوگلند محلول با

 متیل-N آمین اتانول فسفو آنزیم فعالیت افزایش

 نمونه، برداشت از قبل کولین سنتز و ترانسفراز

 نگهداري تاریکی در ساعت 40 مدت به گیاهان

 200 غلظت با NaCl محلول با سپس شدند،

 شرایط در ساعت 8 مدت به و تیمار مولار میلی

 سپس ،)Smith et al., 2000( گرفتند قرار روشنایی

 RNA استخراج جهت و تهیه برگی هاينمونه

  دند.ش استفاده

  

  استفاده مورد هايناقل و باکتریایی هايسویه

 تکثیر جهت DH5α سویه E. Coli همطالع این در

Agrobacterium  باکتري و پلاسمیدي هايناقل

tumefaciens سویه GV3101(PMP90) به 

 استفاده آرابیدوپسیس گیاه ترانسفورماسیون منظور

 کیت از استفاده با PEAMT ژن سازيهمسانه شد.

 انجام CloneJET (Thermo Fisher) لونینگک

 سازيهمسانه ناقل حاوي کیت این .شد

pJET1.2/blunt به مقاومت ژن داراي که است 

 ناقل از گیاهان تراریزش جهت باشد.می سیلین آمپی

 فرد به منحصر جایگاه نه با GUSpBI121-9 بیانی

 و 35S CaMV پروموتر بین برشی هايآنزیم

 ملی پژوهشگاه از که شد استفاده  NOS دهنده خاتمه

 (شکل بود شده تهیه فناوري زیست و ژنتیک مهندسی

2.(  
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 دهندهخاتمه و CaMV 35S پروموتر کنترل تحت قرمز) (فلش هدف ژن .PBI121GUS-9  ناقل شماتیک نماي .2 شکل

NOS با (رسم تراریخت گیاهان نشگزی جهت راست و چپ مرزهاي داخل در کانامایسین بیوتیکآنتی به مقاومت ژن و 

  ).SnapGene برنامه از استفاده

  

 متیل - N آمین فسفواتانول ژن سازي همسانه

   گیاهی بیانی وکتور داخل در اسفناج گیاه از ترانسفراز

 اسفناج گیاه PEAMT ژن کامل طول تکثیر منظور به

 در موجود PEAMT هايژن توالی و اطلاعات ،بومی

 NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) سایت

 جفت یک اساس، این بر شد. مطالعه و آوري جمع

'GAT GTA CTA-5  پیشرو اختصاصی آغازگر

3'-TGG CTA CAG CTT CCG TGG ACC 
'GCC GGT-5  پسرو و IBamH برشی جایگاه داراي

 GCA TTG TTC ATT CAC TAC TCG

ATG-3' برشی جایگاه داراي SalI انتهاي و ابتدا براي 

 Primer افراز نرم از استفاده با اسفناج PEAMT ژن

  .شد طراحی 3.0

 با RNA ،اسفناج PEAMT ژن تکثیر منظور به

 از کلون) (سینا RNX-Plus کیت از استفاده

 ژنومی DNA  آلودگی شد. استخراج برگی هاي نمونه

 DNase I آنزیم تیمار با شده استخراج هاينمونه

(Thermo Fisher) سنتز شد. حذف cDNA با 

 Oligo پرایمر و RNA میکروگرم یک از استفاده

dT سازنده شرکت دستورالعمل براساس )Thermo 

Fisher( ژن تکثیر ادامه در .شد انجام PEAMT با 

 PCR برنامه طبق و اختصاصی پرایمرهاي از استفاده

 مدت به گرادسانتی درجه 95 سازيواسرشته دماي با

 درجه 95 دماي رد سیکل 35 آن دنبال به و دقیقه 5

 به گرادسانتی درجه 60 دقیقه، 1 مدت به گرادسانتی

 یک مدت به گرادسانتی درجه 72 ثانیه، 50 مدت

 درجه 72 دماي در نهایی بسط و انجام دقیقه

   شد. اجراء دقیقه 10 مدت به گراد سانتی

 PCR محصول ،مربوط ژن سازي همسانه جهت

 Thermo( ژل از استخراج کیت از استفاده با

Fisher( استفاده با الحاق واکنش شد. سازي خالص 

   شرکت دستورالعمل طبق و مربوط کیت از

 CloneJET PCR (Thermo Fisher) سازنده

Cloning Kit واکنش این محصول شد. انجام 

 ,Bio Rad( شنیالکتروپور از استفاده با الحاق

MicroPluser( مستعد هايسلول درون به E. Coli 

 ترانسفورماسیون، تایید منظور به شد. ترانسفورم

 LB انتخابی محیط در شده ترانسفورم هايباکتري

 شدند، کشت )µg/ml 100( سیلینآمپی حاوي

 از استفاده با مستقیماً گرفته شکل هايکلونی

 PCR کلونی واکنش تحت ژن اختصاصی آغازگرهاي

 حدود سایز با محصولی وجود که گرفتند قرار

bp1485 ژن قالانت صحت PEAMT  دورن به را 

 از پلاسمید استخراج کرد. تایید E. Coli باکتري

 از استفاده با انتخابی محیط در کرده رشد هايباکتري

 و انجام )Thermo Fisher( پلاسمید استخراج کیت

 با دوگانه آنزیمی هضم واکنش نهایی تایید جهت

 SalI )Thermo و BamHI هايآنزیم از استفاده

Fisher( جهت نظر مورد ژن حاوي ناقل شد. انجام 

 ارسال (Bioneer, Korea) تشرک به یابی توالی

 از استفاده با هدف ژن ،یابیتوالی با تایید از بعد شد.

 SalI )Thermo و BamHI برشی هايآنزیم

Fisher( ناقل از pJET گیاهی ناقل به و ایزوله 

PBI121GUS-9  واکنش ادامه در و یافت انتقال 

 Thermo( لیگاز T4 آنزیم از استفاده با حاقال
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Fisher( حاوي انتخابی محیط در ها باکتري شد. انجام 

 با ژن درج صحت و کشت )µg/ml 50( کانامایسین

 آنزیمی هضم و هاکلونی مستقیم PCR از استفاده

 تکثیر از پس هدف ژن حاوي گیاهی ناقل .شد بررسی

 مستعد هايسلول درون به E. coli باکتري در

Agrobacterium سویه GV3101(PMP90) منتقل 

   شد.

 
 روش از استفاده با آرابیدوپسیس گیاه تراریزش

   آذین گل ورسازيغوطه

 منظور به و ضدعفونی سآرابیدوپسی گیاه بذور ابتدا

 در روز 4 مدت یکنواخت زنی جوانه و خواب شکستن

 بذور سپس .شدند نگهداري گراد سانتی درجه 4 دماي

 خاکی مخلوط در متر سانتی 7 هايلدانگ در

 با پرلیت و ماسپیت کولیت، ورمی کمپوست، ورمی

 کاتاق در و کشت )2 :1 :2 :1( ترتیب به هاينسبت

 نوري دوره و گراد سانتی درجه 24 -22 دماي با رشد

 نگهداري تاریکی تعسا 8 و روشنایی ساعت 16

 اولیه دهنده گل ساقه ماه یک گذشت از پس شدند.

 بیشتر هايآذین گل تولید منظور به که شود،می ظاهر

 زمان ترین مناسب .شد قطع دهنده گل ساقه این

 داشتن بر علاوه گیاه هر که است زمانی تلقیح جهت

 باشد نیز بسته غلاف چند داراي باز آذین گل چندین

)Zhang et al., 2006(. روز سه اریزشتر منظور به 

 ناقل حاوي Agrobacterium کلونی تک تدابا قبل،

 حاوي انتخابی محیط روي بر کرده رشد و نظر مورد

 ریفامپیسن و جنتامایسن کانامایسن، هايبیوتیکآنتی

 LB مایع کشت محیط لیترمیلی 5 به و انتخاب

 دماي در کشت جهت مذکور هايبیوتیکآنتی حاوي

 داده انتقال دقیقه در دور 250 و گراد سانتی درجه 28

 Agrobacterium GV3101(PMP90) سویه .شد

 جنتامایسین هايبیوتیکآنتی به ذاتی مقاومت داراي

 این ساعت 48 گذشت از بعد باشد.می ریفامپیسین و

 حاوي LB محیط لیترمیلی 200 به آغازگر کشت

 که زمانی و شد داده انتقال انتخابی هايبیوتیکآنتی

OD600 ریزشترا جهت رسید 5/1 به باکتري 

 در سانتریفیوژ با باکتري سوسپانسیون شد. دهاستفا

 داده رسوب دقیقه 20 مدت به و دقیقه در دور 6000

 به Silwet L-77  و حل % 5 ساکارز در سپس ،شد

 اضافه تلقیح سوسپانسیون به %05/0 نهایی غلظت

 با تراریزش .)Zhang et al., 2006( شد

 ثانیه 40 مدت به گیاهان آذین گل سازيور غوطه

 آهسته هايتکان با همراه باکتري سوسپانسیون ندرو

 قرار پلاستیکی کیسه درون گیاهان سپس شد. نجاما

 صورت به ساعت 24 مدت به تاریکی در و شده داده

 بعد مرحله در شدند. نگهداري زمین وير بر خوابیده

 تا شوندمی برگردانده طبیعی رشد شرایط به گیاهان

  برسند. بذردهی مرحله به

  

   تراریخته گیاهان تایید و بررسی

 در بذور ابتدا گیاهان، زشتراری تایید و بررسی جهت

 و ساکارز %1 حاوي ½ MS انتخابی محیط

 گذشت از بعد شدند. کشت )µg/ml 50( کانامایسین

 محیط روي بر مقاوم و زده جوانه گیاهان هفته دو

 بررسی منظور به شدند. داده انتقال خاك به انتخابی

 کانامایسین به مقاوم گیاهان از PEAMT ژن حضور

 CTAB روش از استفاده با DNA ،تهیه برگی نمونه

 پرایمرهاي از استفاده با PCR واکنش و استخراج

 بخش در شده استفاده PEAMT ژن اختصاصی

 نسل گیاهان از ادامه در .شد انجام ژن این کلونینگ

T1 و T2 استخراج RNA کیت از استفاده با RNX-

Plus سنتز و کلون) نا(سی cDNA و گرفت صورت 

 پرایمرهاي از استفاده با RT-PCR واکنش

  شد. انجام  PEAMT ژن اختصاصی

 
 تنش شرایط در اصلی ریشه رشد بررسی آزمون

NaCl. 

 ½ MS محیط در شاهد و یختترار گیاهان بذور

 در روز 3 مدت به و کشت ساکارز درصد یک حاوي

 .شدند داده قرار یکیتار در گراد سانتی درجه 4 دماي
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 کشت محیط به هاگیاهچه زنی،جوانه از بعد روز چهار

MS ½ 0 هايغلظت حاوي و ساکارز %1 حاوي، 

 Li et( ندشد منتقل NaCl مولارمیلی 200 و 100

al., 2010; Wu et al., 2007(. هايریشه طول 

 شد گیرياندازه تیمار از پس روز 5 گیاهان از کدام هر

)Li et al., 2010(. در فاکتوریل بصورت آزمایش 

 تکرار هر و تکرار سه در و تصادفی کاملاً طرح قالب

 مقایسات همچنین شد، انجام گیاهچه 6 شامل

 5 سطح در و دانکن آزمون از استفاده با میانگین

   شد. انجام SAS آماري افزارنرم از استفاده با درصد

  

 زیمآن فعالیت و GlyBet متابولیت گیري اندازه

  گایاکول به وابسته پراکسیداز

 آنزیم فعالیت و GlyBet متابولیت گیري اندازه

 بر T2 نسل در گایاکول به وابسته (POD) پراکسیداز

 از پس تراریخت و شاهد ايهفته 4 گیاهان روي

 از بعد mM 150 غلظت در NaCl تیمار اعمال

 گرم 5/0 منظور این براي شد. انجام روز 3 گذشت

 و پودر خوبی به و جدا تراریخت انیاهگ از بافت

 و شاهد گیاهان در GlyBet  متابولیت اندازگیري

 .Grieve et al دستورالعمل براساس تراریخت

 گیاهی بافت گرم 5/0 همچنین  شد. انجام (1983)

 آنزیم سینتیکی فعالیت سنجش و پودر خوبی به

POD دستورالعمل براساس گایاکول به وابسته 

Amako et al. (1994) در آزمایش شد. انجام 

 همچنین و تکرار سه در و تصادفی کاملاً طرح قالب

 در و دانکن آزمون از استفاده با میانگین مقایسات

  SASآماري افزارنرم از استفاده با درصد 5 سطح

  شد. انجام

  

  بحث و نتایج

  PEAMT ژن کلونینگ تایید

 از RNA  ابتدا ،PEAMT ژن جداسازي منظور به

 استخراج ايهفته 4 اسفناج گیاه جوان هايبرگ

 پرایمرهاي از استفاده با ژن cDNA نسخه سپس

 سنتز pfu (Thermo Fisher) آنزیم با و اختصاصی

  .شد تکثیر bp 1485 حدود طول به قطعه یک و

 باکتري ترانسفورماسیون نتیجه در کلونی تعدادي

E.coli ژنی سازه با pJET:PEAMT بر نوترکیب 

 رشد سیلین آمپی حاوي کشت محیط هايتريپ روي

 استفاده مورد ناقل کلونینگ چندگانه جایگاه کردند.

 آنزیم یک کنندهکد ژن درون در تحقیق این در

 غیرفعال نوترکیب DNA درج با که دارد قرار کشنده

 ناقل حاوي باکتري هايسلول فقط ،بنابراین شودمی

 تشکیل زا و هستند کلونی تشکیل به قادر نوترکیب

 ناقل خودبخودي لایگیشن از حاصل هايکلونی

 علاوه .شودمی جلوگیري نوترکیب DNA درج بدون

 این شده ترانسفورم هايسلول غربالگري در آسانی بر

 و صاف انتهاي با قطعات گنکلونی قابلیت کیت

 بررسی جهت دارد. نیز را pfu آنزیم با تکثیري

 درج از اطمینان و ترانسفورماسیون بودن آمیزموفقیت

 پرایمرهاي با PCR کلونی واکنش ناقل، درون ژن

 ها کلونی اغلب در و انجام  PEAMTژن اختصاصی

 حضور تایید از بعد شد. تکثیر bp  1485قطعه یک

 شده ترانسفورم هايباکتري از باکتري، در ژن

 با دوگانه آنزیمی هضم و پلاسمید استخراج احتمالی

 باندهاي و شد انجام SalI و BamHI هايآنزیم

 به مربوط ترتیب به که bp 3000  و bp 1485 حدود

 یک آگارز ژل روي بر بود ناقل بدنه و PEAMT ژن

 ژن درج صحت مجدداّ نتیجه این شد. مشاهده درصد

   کرد. تایید را کلونینگ ناقل درون در

  

 PEAMT ژن توالی بیوانفورماتیکی آنالیز

 شده طراحی هايپرایمر از استفاده با PEAMT ژن

 BLAST انجام و PCR محصول یابی توالی شد. تکثیر

  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) سایت در

NCBI ژن توالی صحت PEAMT توالی .کرد تایید 

 توده اسفناج منشاء از جدید ژن یک آمده دستبه

 دسترسی شماره با که است بوده یرانا بومی

KR865952 اطلاعاتی پایگاه در NCBI شد. بتث 
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 پروتئین مختلف هايدومین شناسایی منظور به

PEAMT، سایت در آن آمینه اسید توالی Interpro 

(http://www.ebi.ac.uk) نشان نتایج .شد بررسی 

 دو داراي و آمینه اسید 494 داراي پروتئین این داد

 در متوالی بصورت که است ترانسفرازي متیل دومین

 که داد نشان نتایج .)3 (شکل اندگرفته قرار هم کنار

PEAMT ًادغام یا شدگی مضاعف طریق از احتمالا 

   .)Zhang, 2003( است شده ایجاد هاژن

  

  
 پیوسته) قرمز (خط اول دومین .Interpro برنامه از استفاده با PEAMT ژن ترانسفرازي متیل هايدومین شماتیک نماي .3 شکل

  شود.می شامل را 235- 493 آمینه اسید از دوم دومین و گیاهی) PEAMTهايآنزیم دوم: (گروه 14- 231 آمینه اسید از

  

 و اولیه ساختار براساس PEAMT هايآنزیم

 تقسیم گروه چهار به کاتالیکی هايدومین توزیع

 (به مالاریا هايآنزیم شامل یک گروه شوند.می بندي

 (به هاپروتئوباکتري و آمینه) اسید 263-266 طول

 متیل دومین یک داراي و آمینه) داسی 164 طول

 دو هايآنزیم شامل دوم گروه باشد.می ترانسفرازي

 دومین دو و آمینه اسید 450-580 داراي قسمتی

 هاي آنزیم شامل گروه این باشند.می ترانسفرازي متیل

PEAMT ،گیاهان zebrafish، P. infestans، 

lancelet Florida، frogs و سوم گروه شود.می 

 و C. elegans از PEAMT هايآنزیم شامل مچهار

C. briggsae مالاریا آنزیم دوبرابر اندازه نظر از که 

 متیل کاتالیکی دومین یک شامل اما است

 در ویا )3 (گروه ترمینال-N سمت در ترانسفرازي

 Bobenchik( باشدمی )4 (گروه ترمینال-C سمت

et al., 2011(. پروتئینی هايدومین آنالیز PEAMT 

 دومین دو داراي که داد نشان یرانا بومی اسفناج

 هاي آنزیم دوم گروه در و است ترانسفرازي متیل

PEAMT دارد. قرار گیاهان) (گروه   

 سفناجا  PEAMT پروتئینی توالی فیلوژنی بررسی

 این گیاهی شده تهخشنا انواع از تعدادي با یرانا بومی

 وشر و MEGA افزار نرم با و انجام پروتئین

Maximum Likelihood  آزمون با Bootstrap 

 PEAMT پروتئینی هايتوالی شد. آنالیز (1000)

 از خوبی به دندروگرام این در دولپه و لپهتک گیاهان

 توالی خصوص همین در .اند شده متمایز یکدیگر

 دولپه گیاهان و دسته یک در برنج و گندم پروتئینی

 گروه در دوپسیسآرابی و فرنگی گوجه کلزا، اسفناج،

 گیاهان بندي دسته در .)4 (شکل گرفتند قرار دیگر

 بومی توده سفناجا PEAMT پروتئینی توالی دولپه

 یک در 612 هیبرید ساوي رقم اسفناج توالی با ایران

 آربیدوپسیس و کلزا PEAMT پروتئینی توالی گروه،

 PEAMT پروتئینی توالی و دیگر گروه در

 که گرفت قرار گروه ود این مابین فرنگی گوجه

 درون پروتئین این يبالا شدگی حفاظت دهنده نشان

   است. لپهتک و دولپه گیاهان

  

 تراریخت گیاهان آنالیز و گیاهان تراریزش تایید

  PEAMT تراژن حامل

 با  PEAMTژن یابی، یتوال با تایید و آنالیز از پس

 )SalI )Thermo Fisher و BamHI برشی هايآنزیم

 .شد کلون PBI121GUS-9 بیانی ناقل درون در و هضم

 با بیانی ناقل درون PEAMT ژن درج صحت

 اثبات دوگانه آنزیمی هضم و PCR کلونی واکنش

 به ژن انتقال در گسترده طور به دوتایی ناقلین شد.

 استفاده Agrobacterium واسطهبه گیاهان
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 واسطه به ژن انتقال مطالعات از بسیاري در شوند. می

Agrobacterium بر مبتنی ناقلین از PBI121 

 محدود تعداد دلیل به البته شود.می استفاده

 برشی هايآنزیم شناسایی فرد به منحصر هاي جایگاه

 انتقالی هايسازه ساخت موارد برخی در ناقل، این در

 بیانی ناقل از راستا این در شود.می مواجه مشکل با

 برشی یگاهجا نه داراي PBI121GUS-9 شده مهندسی

 پژوهشگاه اهدایی برشی هايآنزیم فرد به منحصر

 شد استفاده فناوري زیست و ژنتیک مهندسی ملی

)Esfahani and Salmanian, 2013.(  

  

        
  .مختلف گیاهان در PEAMT هايپروتئین از برخی پروتئینی توالی فیلوژنی آنالیز -4 شکل

  

 ییکارا بهبود در تواندمی متعددي عوامل

 روش انتخاب جمله از که دباشن مؤثر ریزشترا

 است. Agrobacterium مناسب سویه و تراریزش

 آذین گل ورسازيغوطه روش از تحقیق این در

 هاروش سایر به نسبت روش این مزیت شد. استفاده

 به وابسته تراریزش ايهروش اغلب که است این

 سکالو تولید موارد از بسیاري در و گیاه بافت کشت

 به نیاز و شوند باززایی کامل گیاه به باید که است

 ورسازيغوطه روش در است. هزینه و وقت صرف

 که آنجایی از اما است پایین کارایی چند هر آذین گل

 تعداد ،کندمی تولید زیادي بذور آرابیدوپسیس گیاه

 است. قبول قابل حد در شده تولید تراریخت گیاهان

 بافت کشت از دهااستف به نیاز روش این در همچنین

  سوماکلونال، تنوع ایجاد به مربوط مشکلات لذا و نیست

 ندارد وجود کروموزومی نوترکیبی و ژنتیکیاپی اثرات

)Kaeppler et al., 2000(. سویه از همچنین 

Agrobacterium GV3101 (PMP90) شد استفاده 

 است آذین گل ورسازي غوطه روش مناسب که

)Zhang et al., 2006(.   

 کشت محیط روي بر گیاهان بذور ،اریزشتر از پس

 کشت )µg/ml50( کانامایسین حاوي ½ MS انتخابی

 بیوتیک آنتی به نسبت احتمالی تراریخت بذور .ندشد

 سبز هاي برگ داراي هفته دو گذشت از پس و مقاوم

 گیاهان بذور بودند. یافته توسعه هايریشه و

 محیط در روز چند از پس )شاهد( غیرتراریخت

 ها برگ کلروفیل اند، داشته محدود زنیجوانه انتخابی

   ).5 (شکل مردند گیاهان نهایت در و رفته بین از

  

  
 هفته دو تراریخت آرابیدوپسیس بذور زنی جوانه .5 شکل

 و مقاوم گیاهان .انتخابی محیط در کشت از پس

 اما اند داشته یافته توسعه هاي ریشه و سبز )→( تراریخت

  ماندند. سفید و کوچک نکرده، رشد ها غیرتراریخت

  

 از شدند، داده انتقال گلدان به مقاوم هايگیاهچه

 واکنش و استخراج DNA زنده و سبز هايگیاهچه

پهگیاهان دو ل

  

گیاهان تک لپه
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PCR اختصاصی پرایمرهاي با PEAMT  شد. انجام 

 bp 1485 اندازه به باند یک آنها از تعدادي در

 شاهد گیاهان در مذکور باند که حالی در شد مشاهده

 گیاهان تمامی روي بر غربالگري این نداشت. وجود

 شد انجام نیز T2 و T1 هاينسل احتمالی تراریخته

  ).6 (شکل

  

  
   ؛منفی کنترل - 2 ؛بازي جفت 100 مارکر -PEAMT . 1 ژن اختصاصی پرایمرهاي با PCR واکنش .6 شکل

  .(شاهد) غیرتراریخت گیاه -9 ؛PEAMT  ژن به مربوط bp  1485 باند حاوي تراریخته گیاهان -8-3

  

 در PEAMT ژن برداري رونوشت بررسی منظوربه

 هاي لاین در RT-PCR واکنش تراریخته گیاهان

 آرابیدوپسیس شاهد گیاه و 2 ،1 شماره تراریخت

)Col-0( واکنش شد. انجام RT-PCR گیاهان 

 .بود bp 1485 حدود طول به باندي حاوي تراریخت

 در بخوبی تواندمی PEAMT داد شانن نتایج این

 در شود برداري رونوشت آرابیدوپسیس تراریخت گیاهان

  ).7 (شکل بودند مذکور باند فاقد شاهد گیاهان که حالی

  

  
   الگو)؛ عنوان به (آب منفی کنترل -2 ؛بازي جفت 100 مارکر -PEAMT . 1 ژن RT-PCR واکنش نتیجه .7 شکل

  تراریخت لاین -5 ؛نظر) مورد ژن حاوي (پلاسمید مثبت کنترل -4 ؛(Col-0) شاهد گیاه -3

  

 PEAMT تراریخت گیاهان فنوتیپی هاي ارزیابی

  شوري تنش تحت

 گیاهان در اصلی ریشه طول فنوتیپی  ارزیابی

 شوري تنش تحت Col-0 اکوتیپ شاهد و تراریخت

 واریانس تجزیه د.ش انجام مولارمیلی 200 و 100

 تنش شرایط در اصلی شهری رشد بررسی آزمون

NaCl تراریخت و شاهد ايهفته دو هايدرگیاهچه 

 سطح در ژنوتیپ فاکتورهاي ساده اثرات که داد نشان

 داراي %1 احتمال سطح در غلظت و %5 احتمال

   ).1 (جدول اند بوده داريمعنی تفاوت

~ 1485 bp 

~ 1485 bp 
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 داد نشان ژنوتیپ ساده اثر میانگین مقایسه نتایج

 لاین به مربوط اصلی ریشه طول مقدار بیشترین که

 لاین آن از بعد و cm 08/27 با 2 شماره تراریخت

 طول مقدار کمترین و cm 5/25 با 1 شماره تراریخت

 آرابیدوپسیس شاهد گیاهان به مربوط اصلی ریشه

Col-0 طول با cm 7/20 8 کلش( است بوده(. 

 تواندمی تراریخت هايلاین در رشد میزان در تفاوت

 درون ژن کپی تعداد یا و ژن درج ایگاهج به مربوط

   .)Yin et al., 2006( باشد گیاه ژنوم

  

 

 در اصلی ریشه طول واریانس تجزیه .1 دولج

 (Col-0) شاهد و تراریخت ايهفته دو هاي گیاهچه

  تغییرات منابع
 درجه

  آزادي

 طول مربعات میانگین

  اصلی ریشه

 *0.0502  2  ژنوتیپ

 **0.6450  1  تیمار

 0.0222ns  2  تیمار × ژنوتیپ

  0.0093  12  آزمایش خطاي

    17      کل

 عدم ns ، %1 سطح در داريمعنی :** ، %5 سطح در داريمعنی :*

   .داريمعنی

  

  
 طور به شاهد)( غیرتراریخت گیاه شوري تنش شرایط در ریشه: طول بر ژنوتیپ ساده اثر میانگین مقایسه نمودار .8 شکل

  اند. داشته )2 و 1 (لاین تراریخت گیاهان به نسبت تري کوتاه ریشه طول داري معنی

  

 در NaCl غلظت ساده اثر میانگین مقایسه

 غلظت افزایش با که داد نشان Col-0 شاهد گیاهان

 غلظت در است. یافته کاهش اصلی ریشه طول نمک

 در و cm 98/33 اصلی ریشه طول مولارمیلی 100

 بوده cm 91/14  آن مقدار مولارمیلی 200 غلظت

 100 غلظت در آرابیدوپسیس گیاهان است.

 غلظت هب نسبت بیشتري رشد نیز NaCl مولار میلی

   ).9 (شکل داشتند مولار میلی 200

  

  
 طول مولارمیلی (c2) 200 به (c1) 100 از نمک غلظت افزایش با :NaCl غلظت ساده اثر میانگین مقایسه نمودار .9 شکل

 یافت. کاهش داري نیمع طور به اصلی ریشه
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 دسته در شوري به مقاومت نظر از آرابیدوپسیس

 نسبتاً شوري سطح در لذا ،دارد قرار گلیکوفیت گیاهان

 مختل  گیاهان این رشد و دیده آسیب سریعاّ بالا

Testerink, and Ampudia-Galvan ( شود می

 تحت شاهد گیاهان از تعدادي اساس، این بر .)2011

 بین از هفته دو مدت در مولارمیلی 200 يشور تیمار

 باقی شاداب و سبز تراریخت گیاهان که حالی در رفتند

 گیاهان بهتر و بیشتر رویشی رشد بر علاوه ماندند.

 هاي اصلی و کلاً در رشد طولی ریشه تفاوت تراریخت

 ها در این دسته از گیاهان کاملاًریشه گستردگی

 تشکیل و صلیا ریشه رشد بر شوري بود. مشهود

 تحت دارد. سوء تأثیر گیاهان در فرعی هاي ریشه

 به یا هاگیاهچه در موجود آب مقدار شوري تنش

 کاهش گیاهچه توسط شده جذب آب مقدار عبارتی

 رشد و سلولی تقسیم کاهش به منجر که یابدمی

Galvan-( شودمی ریشه رشد جمله از  گیاهچه

2011 Testerink, and Ampudia(. 

 طریق از GlyBet و پرولین مانند هایی لیتاسمو

 درون آب حفظ به هابافت در اسمزي فشار حفظ

 .)Saker et al., 20012( کندمی کمک هابافت

 کمپلکس ساختار حفظ طریق از GlyBet همچنین

 سازيفعال و II فتوسنتزي سیستم پروتئینی

 و فتوستنز مقدار اکسیدانیآنتی هاي آنزیم

 افزایش تراریخته گیاهان در را CO2 اسمیلاسیون

 رشد داراي تراریخته گیاهان نتیجه در دهدمی

 تنش شرایط تحت شاهد گیاهان به نسبت بیشتري

 به توجه با ).Chen and Murata, 2011( باشندمی

 در GlyBet بیوستز ماده پیش کولین اینکه

 دهدمی نشان نیز ما آزمایش نتایج است، کلروپلاست

 ژن حاوي یختهرترا یدوبسیسآراب گیاهان که

PEAMT  به نسبت بهتري رشد داراي اسفناج 

   هستند. شوري تنش تحت شاهد گیاهان

 درج با آرابیدوپسیس XIPOTL1 موتانت لاین

T-DNA لوکوس در At3g18000- کدکننده ژن 

et Ramírez-Cruz ( شد تولید  -PEAMT آنزیم

al., 2004(. رد توجهی قابل تغییرات موتانت این 

 مرحله در که بطوري داشت، ریشه نمو مراحل

 تعداد کوتاه، اولیه هايریشه داراي ايگیاهچه

 و کوتاه اپیدرمی هايسلول زیاد، جانبی هاي ریشه

 به نسبت طبیعی غیر فولوژيرمو یک داراي کلی طور هب

 که کردند استنتاج محققان این بودند. طبیعی گیاهان

 تولید کولین بیوسنتز مسیر دست پایین که هاییمولکول

 ايریشه سیستم توسعه در کلیدي نقش داراي شوندمی

 گیاهان که داد نشان نیز ما آزمایش نتایج هستند.

 ریشه سیستم داراي PEAMT ژن حاوي تراریخت

  هستند. شاهد گیاهان به نسبت تريیافته توسعه

 کردند گزارش نیز .Zhang et al 2010در سال 

 با شدهتیمار آرابیدوپسیس هگیا مقاومت و رشد که

 تحت subtilis (GB03) Bacillus باکتري

 یافت. افزایش شاهد با مقایسه در اسمزي هاي تنش

 باکتري این تیمار تحت که داد نشان تحقیقات

 ترتیب به GlyBet و کولین متابولیت مقدار خاکزي

 کرد پیدا افزایش تیمار تحت گیاهان در برابر پنج و دو

 رشد و مقاومت با هامتابولیت مقدار شافزای این که

 همبستگی اسمزي تنش تحت آرابیدوپسیس گیاه

 بیان که کردند گزارش همچنین ها آن .داشت

PEAMT با شده تیمار آرابیدوپسیس گیاهان در 

 است. بوده شده تیمار غیر گیاهان از بیشتر باکتري

 PEAMT ژن مثبت نقش دهنده نشان نتایج این

 روي بر تحقیقات است. طیمحی هاي تنش تحت

 بیوسنتز مسیر هايژن دیگر حاوي تراریخته گیاهان

 )1 (شکل BADH و CMO مانند بتائین گلایسین

 این تنش غیر و تنش شرایط تحت که داد نشان

 زایشی هاياندام بالاتر، رویشی رشد داراي گیاهان

 دیگر یکی این که بودند، بیشتري بذور تعداد و بزرگتر

 بیوسنتز مسیر هايژن با گیاهان تراریزش مزایاي از

GlyBet شرایط در حتی تراریخت گیاهان که است 

 به نسبت بیشتري عملکرد داراي هم تنش غیر

 داراي گیاهان این همچنین هستند. شاهد گیاهان

 مقاومت و هستند بالاتري GlyBet متابولیت سطوح
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 خشکی، مانند محیطی هايتنش انواع به بیشتري

 رشد زنی،جوانه مراحل طی در گرما و ماسر شوري،

 Chen and( هستند دارا را زایشی و رویشی

Murata, 2011(. وري بهره و رشد میزان افزایش 

 از مختلف محیطی هاي تنش شرایط تحت گیاهان

 پاشی محلول و GlyBet خارجی استعمال طریق

 Einset and( است شده تایید نیز گیاهان

Connolly, 2009(.  

  

  PEAMT تراریخت گیاهان متابولیکی هاي ابیارزی

 در GlyBet متابولیت محتواي آنالیز آزمایش این در

 داد نشان نتایج شد. انجام تراریخت و شاهد گیاهان

 احتمال سطح در دارمعنی تفاوت گیاهان این بین که

  ).2 (جدول دارد وجود 1%

 عنوانبه PEAMT ژن حاوي تراریخت گیاهان

   بیوسنتز ماده پیش و کولین بیوسنتز مسیر کلیدي ژن

GlyBet محتواي داراي کلروپلاست، در GlyBet 

 مقایسه نتایج بودند. شاهد گیاهان به نسبت بیشتري

 مقدار بیشترین که داد نشان گیاهان این میانگین

GlyBet میکرو 16/1 مقدار با 4 شماره لاین مربوط 

  ).10 (شکل است بوده تر وزن گرم بر مول

  

 در بتائین گلایسین متابولیت واریانس تجزیه. 2 دولج

  تراریخت و شاهد ايهفته 4 گیاهان

  تغییرات منابع
 درجه

  آزادي

 متابولیت مربعات میانگین

  بتائین گلایسین

 **0.01776 4  ژنوتیپ

 0.00005 10  آزمایش خطاي

  14  کل

    .%1 سطح در داريمعنی **

 

  
  .)4 الی 1 هاي (لاین تراریخت و (غیرتراریخت) شاهد ايهفته 4 گیاهان در بتائین یسینگلا متابولیت گیري اندازه .10 شکل

  

 افزایش باعث طریق دو به GlyBet متابولیت

 - 1 شود.می محیطی هايتنش به گیاهان مقاومت

 مانند گیاهانی در متابولیت این زیاد مقادیر تجمع

 در سلولی اسمزي تعادل حفظ چغندرقند و اسفناج

 داشت دنبال به را مختلف محیطی هايتنش یطشرا

 باعث تواندمی گیاهی کنندهتنظیم یک نقش در - 2

 و رونویسی هايفاکتور هايژن سازي فعال

 به مقاومت ایجاد در درگیر هاياکسیدان آنتی

 ,Einset and Connolly( شود محیطی هاي تنش

 در ايگسترده توزیع داراي پراکسیداز آنزیم .)2009

 پراکسیدازها است. عالی گیاهان خانواده یانم

 متابولیسم ،١شدن لیگنینی مانند مختلفی هاي نقش

 فلزات و شوري هايتنش به تحمل اکسیداتیو،

 این بر اعتقاد .دارند برعهده گیاهان در را سنگین

 ایجاد مسئول پراکسیدازها فعالیت افزایش که است

 تنش شرایط طول در اکسیدانیآنتی مکانسیم یک

and Ampudia-Galvan ( است شوري

2011 Testerink,(. فعالیت میزان خصوص این در 

                                                                  
1. Lignification 
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 حذف در دخیل هايآنزیم از یکی که پراکسیداز آنزیم

 تراریخت و شاهد گیاهان در است آزاد هايرادیکال

 تفاوت پراکسیداز آنزیم آنالیز نتایج شد. گیري اندازه

 و شاهد اهانگی در %1 احتمال سطح در را داريمعنی

  ).3 (جدول داد نشان تراریخت

 بیشتري فعالیت میزان داراي تراریخته گیاهان

 فعالیت میزان بیشترین و بودند شاهد گیاه به نسبت

 فعالیت مقدار با یک شماره لاین به مربوط

(unit/mg) 57/1 11 (شکل بود.(  

  

 در پراکسیداز آنزیم فعالیت واریانس تجزیه .3 دولج

  تراریخت شاهدو ايتههف 4 گیاهان

  تغییرات منابع
 درجه

  آزادي

 فعالیت  مربعات میانگین

  پراکسیداز آنزیم

 **0.7297 3  ژنوتیپ

 0.0049  8  خطاي آزمایش

   11  کل

  .%1 سطح در داريمعنی **

  

  
 3 )3 الی 1 هاي (لاین تراریخت و شاهد ايهفته چهار گیاهان در (POD) پراکسیداز آنزیم فعالیت بررسی .11 شکل

  .NaCl تیمار از پس روز

  

 GlyBet ًاکسیدانیآنتی فعالیت داراي مستقیما 

 القاء طریق از غیرمستقیم بطور آن اثر بلکه نبوده

 حذف و دفاعی هايسیستم سازيفعال یا و سنتز

 طریق از مذکور اثر شود.می اعمال آزاد هايرادیکال

 وحسط روي بر آن تأثیر و GlyBet خارجی استعمال

- گلوتامات چرخه هايآنزیم و اکسیدانی آنتی فعالیت

 شد. بررسی تنباکو گیاه سلولی کشت در آسکوربات

 چرخه این هايآنزیم فعالیت که داد نشان نتایج

 ریزآرایه مطالعات همچنین است. کرده پیدا افزایش

 از اکسیداز کولین ژن (حامل برنج تراریخته گیاهان در

 بیان حداقل که داد شانن )codA-باکتریاي منابع

 هايآنزیم جمله از تراریخته گیاهان در ژن 165

 یافته افزایش شاهد گیاهان به نسبت اکسیدانی آنتی

 آزمایش نتایج .)Chen and Murata, 2011( است

 بومی اسفناج  PEAMT ژن بیان داد نشان نیز حاضر

 مقدار است توانسته هتراریخت آرابیدوپسیس گیاهان در

 دهد افزایش را پراکسیدازي فعالیت و GlyBet تمتابولی

 به تراریخته گیاهان مقاومت بهبود در طریق این از و

   باشد. داشته موثري نقش اسمزي هايتنش

 تنش گفت توان می نهایی گیري نتیجه در

 و محدود را زراعی گیاهان شگستر شوري غیرزیستیِ

 مطالعه این در است. داده کاهش را ها آن عملکرد

 بومی سفناجا یک از PEAMT ژن انتقال و داسازيج

 تولید طریق از تا شد سبب آرابیدوپسیس گیاه به

 اکسیدانی آنتی فعالیت و GlyBet متابولیت بیشتر

 تنش به تراریخت گیاهان مقاومت بهبود در بیشتر

 از احتمالاً بنابراین، باشند. داشته موثري نقش شوري

 بومی اجسفنا PEAMT ژن بیان افزایش طریق

9      8       7        6         5        4         3        2  
               1 



 51  ... با انایتال سیدوپسیآراب اهیدر گ يمقاومت به تنش شور شیافزااللهی و همکاران:   

 

   داد. افزیش شوري تنش تحت را گندم و برنج مانند مهم زراعی گیاهان عملکرد و مقاومت توان می
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