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Abstractچکیده
هاي زنده و غیر زنده منجر به القاي تنشقرارگرفتن گیاهان در معرض 

هاي متفاوت در اکسیدانمقادیر آنتی.شودها میتنش اکسیداتیو در آن
هاي سازي گونهیافته که این امر منجر به افزایش ظرفیت پاكگیاهان افزایش

هاي محلول اکسیدانشامل یک دسته از آنتیEویتامین .شودفعال اکسیژن می
هاي ها محدود به ارگانیسمدر چربی است که سنتز این گروه از ویتامین

در این تحقیق . ها و بعضی سیانوباکترها استجلبکهان،فتوسنتزي شامل گیا
دي - 3و2که تبدیل (سیکلاز آرابیدوپسیس ناحیه کدکننده ژن توکوفرول

)کندتوکوفرول کاتالیز می–بنزوکوئینون را به گاما -4و1- فیتیل-5- متیل
باکتريسپس این سازه ژنی با استفاده از.گردیدpBinوارد ناقل 

Agrobacterium tumefaciens براي . توتون انتقال داده شدگیاه به
عنوان ریزنمونه و اي بههفته2-3هاي هاي گیاهچهتراریختی توتون از برگ

و PCRید تراریختی از آزمون أیمنظور تبه. روش باززایی مستقیم استفاده شد
، از نامایسین استتوجه به اینکه سازه مورد استفاده داراي ژن مقاومت به کابا 

کشت بذور گیاهان تراریخت نسل اول در محیط داراي کانامایسین استفاده 
بیوتیک حاصل به گلدان منتقل و با هاي مقاوم به آنتیسپس گیاهچه. شد

منظور به. ید گردیدأیتتراریختی گیاهان مجدداPCRًاستفاده از آزمون 
آب نسبی، گیاهان تراریخته محتواي بررسی اثر ژن روي پارامتر فیزیولوژیک

هاآننسبیمحتواي آبو و شاهد در معرض تنش خشکی قرار گرفته
که نتایج نشان داد محتواي آب نسبی گیاهان تراریخت نسبت .گیري شداندازه

.به گیاهان شاهد کمتر کاهش یافته است

،اکسیدانآنتی،توکوفرول سیکلاز،تراریختی توتون:هاي کلیديواژه
استرس اکسیداتیو،Eویتامین

Exposing plants to both biotic and abiotic stresses
could lead to increased reactive oxygen species and in
turn could induce oxidative stress. In order to increase
scavenging capacity of oxidative agents, the different
plant antioxidant activities also are arising. Among
those, vitamin E includes a group of Fat-soluble
antioxidants, which their synthesis is limited to
photosynthetic organisms including plants, alga and
cyanobacteria. In this study, the coding region of
Arabidopsis Tocopherol cyclase gene; which catalyzes
2,3-dimethyl-5-phytyl-1,4-benzoquinone (DMPBQ)
into γ –tocopherol; was introduced into pBin vector
containing the coding region of GFP protein. Then, the
obtained construct was transformed into tobacco plant
through agrobacterium-mediated method. Leaves of 2-
3 weak old seedlings were selected as explant and
direct regeneration was performed. In order to
confirmation of transgenic plants, PCR by using
specific primers was carried out. Due to the fact that the
pBin vector contains the kanamycin resistant gene,
seeds belonging to the T0 transgenic plants were
planted on medium containing kanamycin and green
seedling were selected as transgenic T1 plant. In order
to evaluate the effects of transferred gens on
physiological parameters, mature T1 transgenic plant as
well as the wild type plants were subjected to drought
stress and relative water content was measured.

Keywords: Tobacco transformation, Tocopherol
Cyclase, Antioxidant, Vitamin E, Oxidative stress
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مقدمه
هاي وابسته از نظرتوکوکرومانولدسته ازهشت 

تحت عنوانهاتوکوترینولوهاساختمانی از جمله توکوفرول
آلفا،دسته4ها خود بهتوکوفرول. شوندخطاب میEویتامین

شوند که در بیشتر گیاهان تقسیم میتوکوفرول - بتا، گاما و دلتا
مراحل سنتزدر . بیشتر حضور دارندتوکوفرول -گاماوآلفا عالی 

ابتدا از طریق مسیر شیکیمات در بیوسنتز،هاتوکوفرول
شده پیروات سنتزفنیلهیدروکسی- pآمینه آروماتیک اسیدهاي

داکسیژنازپیرواتفنیلهیدروکسی-pسپس از طریق آنزیم 
)HPPD(،شودهموجنتیسات ساخته می(Norris et al.,

Cheng)دي فسفاتشدن فیتیلسپس با اضافه. (1998 et

al., 2003; Van Eenennaam et al., و (2003
نزیم هموجنتیساتگریز توسط آپیوستگی زنجیره جانبی آب

HPT((Collakova(فیتیل ترانسفراز et al., 2001;
Savidge et al., فیتیل بنزوکوئینون - 6متیل- 2به (2002

-5- دي متیل3و2تبدیل شده و در اثر متیلاسیون بعدي 
آنزیم تأثیربا.گرددبنزوکوئینون تشکیل می-4و1-فیتیل

-این ماده به،)TC(سایکلازتوکوفرول γ توکوفرول تبدیل
Porfirova)شده  et al., 2002; Sattler et al.,

–در نهایت بادخالت آنزیمو(2003 γمتیل ،توکوفرول
αترانسفراز (γ-TMT)ها بررسی. شودتوکوفرول ساخته می
زمینی در سیبTCژنکه کاهش بیاناست هنشان داد

شود میها به کاهش رشد و تجمع کربوهیدراتمنجرریختهترا
(Hofius et al., جهت مطالعه تنظیم بیوسنتز . (2004

،اکسیدانتی آرابیدوپسیسآنتیتوکوفرول و نقش آن در شبکه 
تولید شدند و TCگیاهان ترانسژنیک تشدید بیان یافته در ژن 

هاي و لاینبررسی قرار گرفتندمنظور آنالیز توکوفرول تحت به
نیز ) cad2(گلوتاتیونیاvtc1)(در سنتز آسکورباتاناکار

از این مطالعات روشن شد که توکوفرول سایکلاز . تولید شدند
دادن ها است و از دستمحدودکننده سنتز توکوفرول در برگ

در یک همزمان توکوفرول و گلوتاتیون بر فتوسنتز و رشد
هاي والدینی مشاهده شد مسیر متفاوت از آنچه براي لاین

نیز منجر به تجمع TCتشدید بیان همچنین. داشتتأثیر
ها شدتوکوفرول و یک جابجایی در ترکیب توکوفرول در برگ

(Kanwischer et al., نشان داده 2006در سال . (2005
توکوفرول نقشی را در فتوسنتز و هموستازي مواد آلفا شد که

Synechocystisدر سیانوباکتریوم مغذي ماکرو sp.

PCC 6803 اکسیدانتی است ز عملکرد آنتیمستقل اکه
Sakuragi)کندبازي می et al., همچنین یک .(2006

رسانی درون سلولی توکوفرول بر پیام-αتأثیرمطالعه روي 
در این .انجام گرفتاسیدسطوح جاسمونیکوسیله تغییرهب

. داراي کمبود توکوفرول تهیه شدندvte1هايمطالعه موتانت
سطوح توکوفرول داراي کمبود توکوفرول، يهااین موتانت

تر، کاهش رشد و افزایش تجمع آنتوسیانین را در مقایسه پایین
اسید همچنین سطوح جاسمونیک. گونه وحشی نشان دادندبا

در گیاه تغییر کرده بود که قبل از تجمع آنتوسیانین و کاهش 
ات بالقوه تأثیردر نتیجه به . رشد در گیاهان دیده شد

رسانی درون سلولی که ممکن است بر ها روي پیامولتوکوفر
رشد گیاه و تجمع آنتوسیانین اثر بگذارد پی برده شد

(Munne-Bosch et al., روي که ايمطالعهدر. (2007
توکوفرول در واکنش به - گاماآلفا وهاي اختصاصی نقش
Abbasi)توسط ریختهاي غیرزنده گیاه تنباکو تراتنش et

al., منجر به کاهش بیش HPTخاموشی،انجام شد(2007
در . گردیدتجمع توکوفرول در مقایسه با گونه وحشی % 98از 

منجر به یکTMT-γاز کار انداختن این گزارش ذکرشده 
هاي گیاهان توکوفرول در برگ-α% 95کاهش بیش از 

وسیله یک افزایش در هاز نظر کمی بشد که تقریباًریختترا
کاهش محتواي توکوفرول کل . جبران شدتوکوفرول -گاما

نسبت به HPT:RNAiهاي ریختافزایش حساسیت ترا
در این مطالعه . مورد آزمون را باعث شدتنشتمام شرایط 

هاکه که گیاهانی که در آندر حالیچنین قید شده هم
γ-TMT خاموش شده بود یک بهبود عملکرد را وقتی با

اگرچه . نشان دادند،کردندمیویولوژن رقابتسوربیتول یا متیل
کاهش شدیداγ-TMTًهاي اریختتحمل به نمک در تر

بعد از γ-TMTریختدر گیاهان تراءخسارت غشا. یافت
ویولوژن ایجاد شده واسطه سوربیتول و متیلههایی که بتنش

که از طریق کاهش پراکسیداسیون طوريهکاهش یافت ب،بود
در نتیجه با توجه به . هود بودلیپید و یا نشت الکترولیت مش

اکسیدان در تحمل عنوان یک آنتیهها بنقش مهم توکوفرول
شوند، هدف ها که منجر به خسارت اکسیداتیو میبه انواع تنش

از آرابیدوپسیس به توتون و TCاز این مطالعه انتقال ژن 
ات آن بر پارامتر فیزیولوژیک محتواي آب تأثیرسپس بررسی 

.شاهد و تراریخت تحت تنش خشکی استنسبی گیاه 

هامواد و روش
Nicotiana)در این تحقیق بذور یک رقم توتون 

tabacum L.) از کشور آلمان تهیه و سامسونتجاري با نام
تومفاسینس اگروباکتریومهمچنین از . مورد استفاده قرار گرفت

موجود در گروه DH5αسویه E.coliو LBA4404سویه 
پلاسمید. اصلاح نباتات دانشگاه تهران استفاده شدزراعت و 
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pBinحاوي ناحیه کدکننده ژن توکوفرول سیکلاز
. استفاده شداگروباکتریومآرابیدوپسیس، براي انتقال ژن به 

و CaMV-35Sاین ژن تحت کنترل عمومی پروموتر 
سازه ژنی ذکر شده در [در ناقل قرار دارد OCSدهنده خاتمه

Abbasi)توسط لمان قبلاًآErlangenاه بالا در دانشگ et

al., این . ]و در این مطالعه استفاده شدتهیه شده بود(2007
و سپس E.coliهاي مستعد باکتري سازه ژنی وارد سلول

هاي مثبت کلنی.گردیداگروباکتریومهاي مستعد لسلو
بیوتیک کانامایسین که روي محیط داراي آنتیاگروباکتریوم

ید قرار أیمورد تPCRرشد کرده بودند توسط انجام واکنش 
مستعد، هايسلولتهیهپلاسمید،استخراج.گرفتند

ها با استفاده از روش حرارتی و واکنش کردن باکتريتراریخته
هاي سمبروك و راسل اتصال مطابق دستورالعمل
Sambrook and Rusell(2001)از محیط . دانجام ش

LBکردن ها استفاده و تراریختهباکتريبراي رشد
ام گرفتجکردن انانجماد و ذوببه روشاگروباکتریوم

(Walker. 2006).سازه به گیاه توتون به روش انتقال
Ohta)آگرواینفکشن et al., پس از .انجام شد(1990

اینکه گیاهان به رشد رویشی مناسب در گلدان رسیدند
CTAB(Doyleژنومی به روش DNAاستخراج  and

Doyle. براي آنالیز مولکولی .انجام شدها از آن(1990
با استفاده از جفت PCRگیاهان تراریخت از آزمون 

-'5(رونده  پیش: آغازگرهاي اختصاصی

GGTACCGCATATTTCTTCTTCTTCTTCC
ATTATGG-3' (رونده  و پس)5'-

GGATCCCAGACCCGGTGGCTTGAAGA
AAGG-3'( که ژنAt.TCیافته به گیاهان تراریخت انتقال

پس . کند، استفاده شدرا تکثیر میbp1485با اندازه تقریبی
بذور نسل ، PCRاین گیاهان از طریق آنالیز تراریختیتأییداز 

اول کشت شدند تا تراریختی گیاهان از طریق کشت بذور 

پس از . شودتأییدروي محیط داراي کانامایسین نیز نیز ها آن
ژن تأثیرمنظور بررسی اینکه گیاهان به نسل بعد برده شدند به

روي پارامتر فیزیولوژیکی محتواي آب نسبی بر شده منتقل
یک عنوانبهژن در شرایط تنش این گیاه، با توجه به نقش 

در معرض تنش خشکی قرار موردمطالعه، گیاهاناکسیدانآنتی
دو لاین شاهد و تراریخت و از هر کدام سه تکرار . گرفتند

ظرفیت زراعی % 80و 60، 40تنش در سه سطح .استفاده شد
اعمال شد که در 100) نرمال(مزرعه و یک سطح بدون تنش

.نمونه مورد بررسی قرار گرفت24مجموع 
وش ربه) RWC(گیري محتواي نسبی آب برگاندازه

Ritchie et al.,(1990) به شرح زیر انجام شدو:
آخرین برگ (برداري با استفاده از قیچی از برگ رفرنسنمونه
ها تمامی تیمارهاي آزمایشی انجام و نمونهاز ) یافتهتوسعه

ها با تر آنبلافاصله درون یخ قرار گرفته و در آزمایشگاه وزن
ها نباید دچار شکستگی برگ(گردیدگیري ترازوي دقیق اندازه

ها در آب مقطر قرار داده سپس تمامی نمونه.)و پارگی باشند
درجه 4در دمايساعت در سردخانه24مدتشده و به

در صورت در اختیارنداشتن سردخانه (گرفتندگراد قرار سانتی
ساعت وزن اشباع 24بعد از). توان از یخچال استفاده نمودمی

ساعت دیگر در دماي24مدتها بهو برگگیري ها اندازهبرگ
خشک هر کدام گراد در آون قرار گرفته و وزندرجه سانتی70

بابا قراردادن اعداد حاصل از توزین با ترازوي . شدگیري اندازه
:دیمحاسبه گردRWCمیزان زیر در فرمول 0001/0دقت 

RWC = [FW- DW/ TW – DW] × 100
:که در آن

FW :تروزن
DW :خشکوزن
TW :وزن اشباع

نوع محیط هاي کشت مورد استفاده در تحقیق- 1جدول 
هاي مورد استفاده شدهنوع محیط کشتنام محیط کشت

مولار استوسیرینگانمیلیMS +2/0هاي محیط کشت نمکتلقیح

کشت توأم
گرم در لیتر میواینوزیتولمیلی100+ گرم در لیتر گلوکز MS +30هاي محیط کشت ها و ویتامیننمک

گرم در لیتر آگار8-6+ 
کشت القاء شاخساره محیط

)غیر انتخابی(
گرم در لیتر 6-8+ گرم در لیتر میواینوزیتول میلی100+ گرم در لیتر ساکارز MS +30هاي محیط کشت ها و ویتامیننمک

گرم در لیتر سفوتاکسیممیلیBAP +400گرم در لیتر میلی5/4+ آگار 
کشت القاء ساخسارهمحیط

)انتخابی( 
گرم در لیتر 6-8+ میواینوزیتول  لیترمیلی گرم در 100+ گرم در لیتر ساکارز MS +30هاي محیط کشت ها و ویتامیننمک

گرم در لیتر کانامایسینمیلی25+ گرم در لیتر سفوتاکسیم میلیBAP+400گرم در لیتر میلی5/4+ آگار 
کشت افزایش شاخساره محیط

)انتخابی(
گرم در لیتر 6-8+ گرم در لیتر میواینوزیتول میلی100+ گرم در لیتر ساکارز MS+30هاي محیط کشت ها و ویتامیننمک

گرم در لیتر کانامایسینمیلی50+گرم در لیترسفوتاکسیم میلی400+ آگار 
گرم در 6-8+ تر میواینوزیتول گرم در لیمیلی100+ گرم در لیتر ساکارز MS +10½هاي محیط کشت ها و ویتامیننمککشت ریشه زایی محیط
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گرم در لیتر سفوتاکسیممیلی400+ لیتر آگار )انتخابی(

نتایج و بحث
به گیاه توتونpBin:AT:TCژنی انتقال سازه

.Eهاي از سلولTCابتدا پلاسمید حاوي ژن  coli

هاي نوترکیب پلاسمیدتأییدمنظور سپس به.استخراج گردید
با PCRیک واکنشاگروباکتریومها به قبل از انتقال آن

ژن انجام گرفت تا حضور استفاده از آغازگرهاي اختصاصی
همچنین پس از انتقال . برسدتأییدها به سازه ژنی در آن

با استفاده از اگروباکتریومهاي مستعد سلولوکتور به 
هاي مثبت رشدیافته بر روي محیط کشت داراي کلنی
تأییدمنظور هاي کانامایسین و ریفامپیسین بهبیوتیکآنتی

براي انجاماگروباکتریومهاي ژنی در سلولنهایی حضور سازه
در PCRنتایج .انجام گرفتPCRتراریختی یک کلنی 

.قسمت ب و ج نشان داده شده است1شکل 
pBin:At.TCحاوياگروباکتریوممرحله بعد انتقال در 

شرح داده شدهگرواینفکشن ابه گیاه توتون با استفاده از روش 
منظور افزایش به.ها انجام گرفتدر بخش مواد و روش

رشد ازها به حد کافیتراریختی به محض اینکه گیاهچه
ریزنمونه ها . ریزنمونه گرفته شدهاي جوان، از برگرسیدند

4آن از ژنی به درونو انتقال سازهاگروباکتریوممنظور حمله به
غلظتترین مناسب. شدندطرف بریده شده و زخمی 

هاي برگی باسازي ریزنمونهبراي آلودهاگروباکتریوم
OD600nm:0.8ها طول زمان مجاورت ریزنمونه. قرائت شد

چنین غلظتهم. ثانیه در نظر گرفته شد40اگروباکتریومبا 
هاي کننده ژنمولار استوسیرینگون جهت تحریکمیلی2/0

virبراي تراریختی انتخاب گردید.
گزینش و شناسایی گیاهان تراریخت با استفاده از 

هاي مختلف کانامایسینغلظت
هاي توتون و حذفپس از تراریختی ریزنمونه

400(بیوتیک سفوتاکسیم با استفاده از آنتیاگروباکتریوم
ها به محیط القاء نوساقه منتقل ، ریزنمونه)گرم بر لیترمیلی
ها در محیط جدید و این مرحله به رشد بیشتر ریزنمونه.شدند

هاي تراریخت در مقابل عامل انتخابی افزایش مقاومت سلول
ز رو10طی . نمایدکانامایسین در مراحل بعدي کمک می

باززایی شده و در تعدادي طور کاملها بهتعدادي از ریزنمونه
روز 7پس از گذشت . نیز باززایی به میزان کم مشاهده شد

گرم بر لیترمیلی25داراي (ها به محیط اولیه انتخابی ریزنمونه
براي شروع ) گرم بر لیتر سفوتاکسیممیلی400کانامایسین و 
در . یرتراریخت منتقل شدندهاي تراریخت از غگزینش نمونه

باززایی را شروع کرده، در ،هااین وضعیت تعدادي از ریزنمونه
چنین در همو ندشده متورم شدهاي بریدهتعداد دیگري بخش

. رفتندو از بین مشاهده نیز نکروزدیگر از نمونه ها تعدادي 
ها، این گیاهان به محیط انتخابی با پس از رشد بیشتر ریزنمونه

منظور اعمال فشار به) گرم بر لیترمیلی50(مایسین بیشتر کانا
.هاي غیرتراریخت منتقل شدندحذف نمونهبراي تنش بیشتر 

.Eیید انتقال به باکتري أمورد استفاده و تPBin:TC:GFPژنی مشخصات سازه-1شکل  coliژنی سازهنقشه شماتیکی : ؛ الف
PBin:TC:GFPانجام : ؛ بPCRشده از استخراجدیپلاسمE. coliمولکولی نشانگر وزن. 1چاهک؛)DNAپلاسمید . 2چاهک ؛) فاژ لاندا

)
)ب
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محصول : 7و1چاهک ؛در آنیژنحضور سازهتأییدمنظور بهاگروباکتریومPCRیکلنجینتا: ؛ جبینوترکپلاسمید5و3،4چاهکغیرنوترکیب، 
PCRی نشانگر وزن مولکول: 8چاهک ؛بینوترککلون 6و 5، 4، 2،3چاهک؛ بینوترکغیرکلون)DNAفاژ لاندا.(

هاي تراریخت برگ در مقابل غلظت بالاتر کانامایسین سلول
.محیط مقاومت کرده و سبز باقی ماندند

ها پس از باززایی و رسیدن به اندازه حدود یک تا دو نمونه
،in vitroشدن نوساقه در شرایط متر به محیط طویلسانتی

در این محیط که میزان کانامایسین ). ، ج4شکل(منتقل شدند 
ها سبز باقیتعدادي از ریزنمونهبودگرم بر لیتر میلی50آن 

سفید شدند که زمان با رشدو تعداد دیگري هم) مقاوم(ماندند 
بودن یا قرارگیري ژن در این وضعیت نشانه غیرتراریخت

و پس از رشد گیاهچه تراریخت . هاي نامناسب استمکان

هاي کوچک به یک گیاه مستقل، گیاهچهتبدیل شده آن به
دهی به درون زایی منتقل و پس از ریشهمحیط ریشه

1:1هاي خاك محتوي کوکوپیت و پرلیت به نسبت لیوان
ها آمادگی لازم را گیاهچه،پس از رشد کافی. انتقال یافتند

پیدا هاي بزرگتر را براي انتقال به شرایط خاك و درون گلدان
8ساعت روشنایی و 16رشد در گلخانه با شرایط نوري . کردند

درجه 15گراد در روز و درجه سانتی25ساعت تاریکی، دماي 
به مرحله ان مورد مطالعه گیاهگراد در شب انجام شد تا سانتی

).2شکل (بذردهی رسیدند 

کشت که ها در محیط هماي از باکتري پیرامون ریزنمونهایجاد هاله: a. هاي مختلفها در محیطمراحل مختلف رشد و باززایی ریزنمونه-2شکل
هایی که در محیط انتقال ریزنمونه: c). بدون کانامایسین(ها در محیط غیرانتخابی باززایی ریزنمونه:b. دهنده حمله باکتري به ریزنمونه استنشان

هاي بزرگتر و رشد در شرایط انتقال گیاهان به گلدان: d. گرم بر لیتر کانامایسینمیلی50شدن نوساقه با انتخابی سبز باقی ماندند به محیط طویل
.فیتوترون

DNAبررسی مولکولی گیاهان حاصل با استفاده از 

هاآن
که یک لاین (پس از انتخاب و رشد کامل گیاه تراریخت 

DNA. ها انجام گرفت، بررسی مولکولی بر روي آن)بود

هاي جوان و سبز گیاه ژنومی گیاهان مورد بررسی از برگ
وسیله هها بسپس غلظت و کیفیت آن. توتون استخراج گردید

DNAبراي استفاده از  . دستگاه نانودراپ سنجیده شد

50حدود DNA، بعد از تعیین غلظت PCRشده در استخراج
PCR. کار رفتبهPCRعنوان الگو در واکنش نانوگرم به

نشان داده شده 3طور که در شکل همان. انجام شدواکنش 
رز منجر به تولید یک قطعه با و الکتروفوPCRاست محصول 

که حدود TCگردد که با طول ژن میbp1480طول حدود 
گیاه کهدهدنشان میاین امر.برابر است،باشدمی1480

سپس در ادامه که گیاه ). a،3شکل(باشد حاصل تراریخت می
وارد مرحله زایشی و گلدهی و تشکیل بذر شد، بذور لاین 

استحصالشد، تأییدتراریختی آن ،PCRشده که از طریق یاد
داراي و پس از ضدعفونی بذور نسل اول بر روي محیط

اگر این بذور تراریخت باشند باید در . کانامایسین کشت شدند
تراریخت در مقابل 3(3:1محیط داراي کانامایسین نسبت 

بذور عبارت دیگربه. زنی بذور دیده شودجوانه) غیرتراریخت1
4زده، به مرحله تراریخت در محیط داراي کانامایسین جوانه

اما بذور غیرتراریخت پس از .مانندبرگی رسیده و سبز می
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شدن برگی شروع به سفید2زنی و رسیدن به مرحله جوانه
عفونی و کشت بذور پس از ضد. مانندکرده و از رشد باز می

ان که انتظار نسل اول در محیط داراي کانامایسین همچن
.)b،3شکل(ها دیده شدرفت این نسبتمی

)الف(

)ب(
محصول . 2چاهک. ختیتراراهیگPCRمحصول . 1چاهکی، ژنومDNAبا استفاده از تراریختی گیاهانتأییديبراPCRآزمون : الف-3شکل

PCR محصول . 3چاهک. نوترکیباگروباکتریومکلنیPCR(یمولکولنشانگر وزن. 4چاهک. )کنترل مثبت(بینوترکدیپلاسمDNAفاژ لاندا .(
ها در محیط داراي تراریختی گیاهان نسل اول با استفاده از کشت بذور آنتأیید: ب).یکنترل منف(ختیترارریغاهیگPCRمحصول . 5چاهک

.برگی در همان محیط4گیاهان تیپ وحشی . 2برگی در محیط انتخابی با کانامایسین 4گیاهان تراریخت . 1-کانامایسین

و محتواي آب نسبی گیاه تراریختبررسی 
غیرتراریخت در شرایط نرمال و تنش خشکی

توان از کردن وضعیت آب گیاه میگیري و کمیبراي اندازه
و محتوي آب نسبی) wΨ(پارامترهاي پتانسیل آب گیاه 

)RWC(میزان و سرعت کاهش محتوي آب. استفاده نمود
در. نسبی در شرایط تنش در ارقام مختلف متفاوت است

بسیاري آزمایشات در شرایط تنش خشکی

(Chandrasekar et al., ، ارقام مقاوم نسبت به (2000
. تنش خشکی داراي محتوي آب نسبی بالاتري بودند

محتواي آب ،نشان داده شده است4طور که در شکل همان
در زراعیکامل نسبی گیاهان شاهد و تراریخت در ظرفیت 

با اعمال تنش، در هر دو . تفاوتی با هم ندارندمزرعهشرایط
لاین تراریخت و شاهد یک روند کاهشی را در محتواي

.شاهد هستیمنسبی آب

1 2
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و ) درصد ظرفیت مزرعه80و 60، 40(بی آب گیاهان تراریخت و شاهد در سه سطح تنشنمودار درصد محتواي نس-4شکل
گیاهان تراریخت توتون و ،نمایش داده شده استTهاي خاکستري روشن که با حرف  ستون) 100(یک سطح نرمال

.باشدتوتون میتراریخت گیاهان غیرنشانگر ،نمایش داده شده استWهاي خاکستري تیره که با حرف  ستون

اما این کاهش در دو لاین داراي میزان یکسانی نبوده و 
بین لاین شاهد و تراریخت از نظر میزان این کاهش تفاوت 

ظرفیت زراعی مزرعه گرچه بین شاهد و % 80در . وجود دارد
دار یشود اما این تفاوت معنتراریخت تفاوت دیده میگیاه 
بین لاین شاهد و ظرفیت مزرعه %60در تنش. نیست

داري مشاهده نشد ولی محتوايتراریخت اختلاف معنی
همچنین در .بودبیشتر از شاهد % 20نسبی گیاه تراریخت آب 

دار بوده و اختلاف بین شاهد و تراریخت معنی40سطح تنش 
ز گیاه محتواي آب نسبی بالاتر ا% 13گیاه تراریخت داراي 

به عبارتی محتوي آب نسبی در شرایط تنش . باشدشاهد می
تراریختهداري در گیاه طور معنیبهظرفیت مزرعه%60و 40

این احتمال وجود دارد که در مجموع . باشدبیشتر از شاهد می

استرس مثل هايها با هورموندلیل همبستگی توکوفرولبه
Munne)اسیدجاسمونیکاسید و اسیدآبسیزیک، سالیسیلیک

Bosch. ها و اثرگذاري با افزایش میزان توکوفرول،(2005
ها شدن بیشتر روزنهاسید موجب بستهآن روي میزان آبسیزیک
کند و در و آب گیاه را حفظ میگردددر گیاهان تراریخت می

.گرددبرابر تنش خشکی باعث تحمل بیشتر گیاه می

سپاسگزاري
از گروه زراعت و اصلاح نباتات پردیس کشاورزي و منابع 
طبیعی دانشگاه تهران که امکانات و فضاي آزمایشگاهی 

تشکر و مناسب جهت انجام این تحقیق را در اختیار گذاشتند 
.گرددقدردانی می
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