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  چكيده

 سطح كهطوريبه به دست آمدهمهندسي ژنتيك  ابزارگياهان زراعي با استفاده از  نژاديهاي زيادي در بهامروزه پيشرفت

افزايش قابل  در نقاط مختلف دنياسال گذشته  20در ) Genetically modified = GM( گياهان تغييريافته ژنتيكي كشتزير

و ترديد  شك ،و تاثيرات مفيد غيرقابل انكار آنها بر محيط و سلامتي انسان زراعي و اقتصادي ايايمز با وجود .استي يافته اتوجه

و به عبارتي كاربرد ها آن سازيبرداري و تجاري، بهرهسبب شده است تا اجرا GMنسبت به گياهان و مصرف كنندگان جامعه 

انتخابي با منشا  نشانگرهاي ورود ژن سبببه اين امر عمدتاً بسياري از گياهان زراعي متوقف شود. در مولكولي هايتكنيك

 طبيعت معمولاً كه دراست آثار سوء احتمالي انتقال عناصر ژنتيكي بين گياهاني مرتبط با  نيز باكتريايي به ژنوم گياه ميزبان و

اي كه گونهبه براي هر گياه زراعي است  ويژه DNA ناقلطراحي يك  ،اولين مرحله در اجراي اين هدفغيرقابل تلاقي هستند. 

ورت در اين صكه  باشد.دست آمده بهآن فقط از عناصر ژنتيكي همان گياه و يا خويشاوندان نزديك ژنتيكي آن  T-DNA منطقه

پروموتر، ترميناتور، مرزهاي تكراري چپ و راست  ،ترين عناصراز مهم. باشد همراه داشتههكنندگان را بتواند پذيرش مصرفمي

T-DNA دكه منشا باكتريايي دارن نشانگر هايژناستفاده از . در اغلب موارد كه بايد با انواع گياهي جايگزين شود و غيره است 

فهوم م مقاله،در اين شوند. هاي مختلف حذف از گياه هدف به روش ،پس از توليد و ايزوله كردن گياه تراريختبايد اجتناب شود يا

 لاصهطور خبهبراي طراحي وكتورهاي گياهي  فنيعلمي و و نكات گياهان  نژاديبه براي ژنيك يا اينتراژنيكسيسهاي رهيافت

 شده است.  بررسي و ارايه
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  مقدمه

 )GM( يافته ژنتيكي تغيير نسل اول گياهان زراعي

كش و لارو حشرات پنبه مقاوم به علف و ذرت ،شامل سويا

سرعت مورد استقبال كشاورزان و ها بهاز آن ند كه برخيبود

ش كعلفبراي مثال، گياهان مقاوم به . ندصنعت قرار گرفت

معرفي شدند كه انقلابي  1996در سال ) GR( گلايفوسيت

در مدت  كهطوري، بههاي هرز بوددر زمينه مديريت علف

ارقام كشت شده سويا در آمريكا  درصد 90سال بيش از  ده

پنبه  درصد 90بيش از  سپسكش بودند و مقاوم به اين علف

اند. بوده GRو ذرت كشت شده در اين كشور نيز از ارقام 

كشت گياهان مقاوم به زير سطح  2014در نهايت تا سال 

 90كش در هر سه محصول به حداكثر مقدار (اين علف

 ,Duke( ن سطح باقي مانددر هما رسيد و تقريباً درصد)

 Duke and( در آرژانتين GR. پذيرش سوياي )2018

Powles, 2009 (و برزيل )Carrer et al., 2010 ( حتي

 GRتر بوده است. سرعت پذيرش ديگر گياهان زراعي سريع
 مانند يونجه، كانولا و چغندرقند نيز در آمريكا بالا بوده است

سرعت پذيرش اين ارقام  ،در مورد چغندرقند و براي مثال

توسط كشاورزي و صنعت در مدت تنها سه سال به بيش از 

ش كامروزه گلايفوسيت پركاربردترين علف .رسيد درصد 95

و سطح زيركشت  (James, 2016)در سطح جهان است 

ميليون هكتار در جهان رسيده است  181به  GRگياهان 

)(Duke, 2018 .  

 تراريخته نسل دوم گياهان زراعي توليد در حال حاضر

اومت به مق نيزبراي افزايش سلامتي و برتر با صفات كيفي 

 و تر و بالاترخشكي و كارايي استفاده از نيتروژن بيش

. (James, 2014) در حال اجرا است هاي ديگريويژگي

اسيد چرب (شامل تركيب اسيد چرب همچنين صفات هدف 

كاهش محتويات اسيد چرب اشباع و افزايش انواع  ،3-امگا

 ،طعم و مزه بهبود )هاي ترانسحذف چربي ،غيراشباع

حت تاثير ت عمدتاًاست كه بهبود صفات كيفي  و كيفيت فيبر

ترل ها كنگياهي هستند و اغلب با آنزيم شبكه متابوليك

 عاليتف تغيير با مثلاً - اصلي هاييمآنزشوند. دستكاري مي

 براي -آمينه اسيد دو يا يك در موتاسيون ها،آن موتورپرو

   شود.انجام مي يير كاركرد و غيرهتغ و آنزيم كردن فعال

رسد فقط نظر ميهاي گسترده بهرغم موفقيتعلي

ي ژنتيكي گياهان زراع تنوعبخش كوچكي از استعداد بالقوه 

هاي زمان همكارياعلام سابر اساس . استفاده شده است

و سازمان خوار و بار جهاني  (OECD)توسعه اقتصادي و 

(FAO)، تر از پتانسيل نزراعي اصلي همچنان پايي گياهان

دهي خود در بسياري از مناطق هستند كه در بالقوه محصول

بسياري از كشورهاي در حال توسعه اين فاصله به بالاي 

 ).FAO, 2009; OECD, 2016( رسدپنجاه درصد مي

هاي كارآمد و درك ناكافي از مكانيسم فقدان تكنولوژي

برخي از دلايل براي عدم  ،ژنتيكي صفات مورد مطالعه

هزينه بسيار بالا ، از طرف ديگر دستاوردهاي مناسب است.

 GMتاييد قانوني گياهان و و مراحل طولاني دريافت مجوز 
ت كش نيزو  ييهاي غذابراي استفادها در منطقه اروپ ويژهبه

ي مولكولهاي تحقيقاتي مانع اصلي براي اجراي پروژه ،و كار

يد تول، و بنابراين است توسعه يافتهدر كشورهاي  همربوط

وارد  نژاديبههاي در برنامهاغلب  گياهانقبيل اين 

ك ش همراه بامردم دنيا به بيوتكنولوژي  ديدگاه .شوندنمي

صنعت ، بخش كشاورزان ،كه متعاقب آن استو ترديد 

از ورود به عرصه كشت و تجارت فروش هم و خردهغذايي 

گاهي . (Holme et al., 2013)كنند ها اجتناب ميآن

نژادي كه روي هاي خصوصي بهاوقات برخي شركت

محصولات سبزي و صيفي تمركز دارند حتي از قرار دادن 

فروش و  فهرستدر  م ارقام برتر تراريخت توليدي خودنا

ت كنندگان نسب كنند تا شك مصرفخودداري مي تبليغات

  برانگيخته نشود. هابه ساير محصولات آن

هاي مصرف و موشكافانه نوع نگراني بررسي دقيق

اي هگونبه ،كنندگان، كمك زيادي به رفع مشكل خواهد كرد

كار خواهند گرفت تا هايي را ابداع و بهكه محققين روش

هاي نگراني ،كشور ضمن دستيابي به اهداف كلان يك

ها در خصوص يكي از نگرانيمصرف كنندگان رفع شود. 

تركيب مصنوعي عناصر ژنتيكي حاصل از  ،GM گياهان

توانند به طريق طبيعي با يكديگر است كه نمي يموجودات

 ,Lassen et al., 2002; Bauer( يابندو آميزش تلاقي 

س ت، تراحترام به طبيع ،هامنشأ اصلي اين نگراني ).2005

و انسان محصولات براي سلامتي اين و ريسك بالقوه 

جديد  )Gene combinations( پراكنش تركيبات ژنتيكي

  زيست است. ناشناخته در محيط

اولين محققي بود كه شايد  )Nielsen, 2003( نيلسن

يافته ژنتيكي را بر اساس فاصله فيلوژني بين گياهان تغيير

وي  .بندي كرددسته DNAو گياه پذيرنده  منبع بخشنده

بايد در نظر  GMپيشنهاد كرد كه تكامل اكولوژيك گياهان 

ترين كوتاه ،)1(جدول بندي طبقهبر اساس اين  گرفته شود.

 و دريافت كننده بخشندهفاصله بين گياهاني است كه 

DNA سازگار جنسي"گروه يك از دو  هر")Sexualy 

compatibleاينتراژنيكآن را د كه نباش كسان) ي 
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)Intragenic( ناميد )Holme et al., 2013 .( به اعتقاد

گياهان اينتراژنيك در خصوص هاي اكولوژيك نگرانيوي، 

 از طريقتوليد شده گياهان فراتر از مقداري نيست كه در 

ي طبيعدر اينتراژنيك موانع  .وجود داردكلاسيك  نژاديبه

وجود  هانهويت آمنظور حفظ (كه بهها گونهدر تلاقي بين

 .متفاوت است يكژنبا ترانس صولاًا ومورد احترام است دارد) 

سان هاي گياهي يكر ژني اوليه شامل گونهيتوضيح اينكه ذخا

شدگي كامل ها جفتو خويشاوند هستند كه از تلاقي آن

رسيون به آساني انجام ترگافتد و ايناتفاق مي ميكروموزو

 است دورتر هايگونه شامل سوم و دوم ژني ذخاير .شودمي

ر نسبي و عقيمي شديد د عقيمي ترتيببه هاآن تلاقي از كه

1F شود. ذخيره ژني چهارم شامل همه مشاهده مي

ها است كه امكان للها و تمام آموجودات از قبيل ميكروب

سازگار ها نابا ذخاير قبلي را ندارند و با آن )تلاقي(تبادل ژني 

اين اساس،  بر ).Michelmore, 2003( جنسي هستند

ان زمو هم كنندگاني مصرفهابراي پاسخگويي به نگراني

زيست و توليد اطمينان از توليد گياهان دوستدار محيط

مفهوم تراريزش تحت عنوان توليد گياهان دو  ،كارآمد

 ژنيكو توليد گياهان سيس) Intragenesis( ژنيكاينترا

)Cisgenesis (در مقابل توليد گياهان كه  ابداع شد

  . دارند ) قرارTransgenesis( ريختترا

  

  ) Nielsen, 2003 :شوند (به نقل ازناميده مي ژنيك يا تغييريافته ژنتيكيترانس پيشنهادي براي موجوداتي كه اخيراًطبقات  -1جدول 
Table 1. Suggested classes for organisms that are recently called transgenic or genetically modified (Nielsen, 2003)  

Genetic distance 
Genetic variabilition via 
conventional breeding 

Source of Genetic variation Class 

Low Possible Intra-genome Intragenic 

 Possible Species in the same family Famigenic 

 Impossible Species in the same lineage Linegenic 

 Impossible Unrelated species Transgenic 

High Impossible Laboratory designed genes Zenogenic 

  

  و اينتراژنيك  ژنيكتعريف سيس

بهبود و اصلاح يك مفهوم  به) Cisgenic( ژنيكسيس

 تاس گونه داخل همانژنتيكي از  از عناصراستفاده گونه با 

ستفاده از شامل ا) Intragenic( در حالي كه اينتراژنيك

طور به هاي نزديك يا خويشاوند است كهمواد ژنتيكي گونه

 Holme et( را دارند ژنوتيپ هدف قابليت تلاقي با طبيعي

al., 2013 .( استفاده تكنيك منبع ژني كه در اين دو

كلاسيك  نژاديبهمشابه منبع ژني است كه در  ،شودمي

هاي خارجي از قبيل اين، ژن شود. علاوه براستفاده مي

در گياه نبايد  ناقلهاي بدنه هاي ماركر ژنتيكي و ژنژن

اي هاز تراريخت طريقيبه د يانحضور داشته باشپذيرنده 

رهيافت در  ژني اوليه حذف شوند.و سيس اينترا

دور و  يهاگونهبين DNA هايها و تواليژن يك،ژنترانس

 Vertical( عموديانتقال ها به اصطلاح حتي از پروكاريوت

transfer (يابندمي (Gao et al., 2014) .  

مفهوم  )Rommens, 2004رومنز ( از ديدگاه

يكي خاص از يك گياه، تاينتراژنيك جداسازي عناصر ژن

يق و امتزاج و تلف in vitroنوتركيبي اين عناصر در شرايط 

حاصل به داخل گياه متعلق به همان گروه هاي بيان كاست

 در تراريزش با، علاوه بر اين سازگاري جنسي است.

 T-DNAهاي مرزهاي از تواليترجيحاً بايد اگروباكتريوم 

از مخزن ژني استفاده شود كه  )P-DNAگياهي (مرزهاي 

گرچه برخي دانشمندان  .دندست آمده باشبه سازگار جنسي

 اندهم گياهان را اينتراژنيك قلمداد كرده P-DNAبدون 

)Joshi et al., 2011 .(بر اساس تعريف ديگر 

)Jochemsen, 2008 (هاي ژن خزانه ژني گونهسيس منشا

سازگار جنسي، مشابه نسخه ژن داخلي و شامل پروموتر، 

 ها استجهت طبيعي سنس آندهنده در ها و پاياناينترون

 برخياشكال است. دون ب T-DNAو استفاده از توالي مرزي 

را محدود به استفاده از  اينتراژنيكدانشمندان مفهوم  از

 منشا گياهي ناقل، ازهاي بدنه دانند كه تواليمي هاييناقل

د دست آمده باشسازگار جنسي به DNAو از خزانه 

(Conner et al., 2007).  

ژني سيستوليد گياهان دو تفاوت اصلي بين دو مفهوم 

 ياينتراژن در گياهانوجود دارد:  ياينتراژن توليد گياهانو 

كه با  وجود داردمكان استفاده از تركيبات ژني جديد ا
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نوتركيبي عناصر ژنتيكي كاركردي مانند منطقه پروموتر، 

طقه و من )با اينترون يا بدون اينترون(كننده ژن رمزمنطقه 

هاي پروموتر. همراه است in vitroدهنده در شرايط پايان

د. نشوف استفاده مياهداقوي و دائمي براي اين 

در ترده طور گسبهكوئيتين وبياموترهايي مانند اكتين و پرو

ن و به اندازه كافي تعييگياهي استفاده شده است  اتتحقيق

 ژني اجازه چنيندر توليد گياهان سيساند. خصوصيت شده

ل ژن ژني يك نسخه كامتغييراتي وجود ندارد و سيس

ي اصلي هادهندهها و پايانهمراه پروموتر، اينترونداخلي به

بر . )1(شكل  در جهت سنس طبيعي خود هستند و اوليه

هيچ تغييري در حالت  ژنسيسسيسدر  ،اساس تعريف

قتي ، وضمن اينكه .پذير نيستهاي گياهي امكانطبيعي ژن

 ،شوداستفاده مي Agrobacteriumكه از تراريزش با 

از مخزن ژني سازگاري جنسي  T-DNAهاي مرز توالي

 ،ژنيكسيسدر روش  .دنشوجداسازي مي )P-DNA(مرز 

ژن سيس. عملي نيست ويژهن هدف ژيك  موردموشي در خا

 رد طبيعي وارد و طور تغيير نيافته در جهت سنسبايد به

ا سنس يآنتي هايروش بنابراين، .شود تلفيق گياه ژنوم

گرچه ا ،قابل استفاده نيست RNA (RNAi) تداخل

   .عملي استرهيافت اينتراژنسيس خاموشي 

  

 

مرزهاي راست و  )،T( دهنده) و پايانCR( كنندهرمز، توالي )P( ژن و اينتراژن. عناصر ژنتيكي از قبيل پروموترساختار يك سيس -1شكل 

هاي مختلف از داخل يك منبع ژني ژني) يا تركيبي از عناصر مختلف ژناز يك ژن منفرد (سيس) ممكن است LBو  T-DNA )RBچپ 

  . با تغييرات) Holme et al., 2013دست آمده باشند (سازگار جنسي (اينتراژني) به
Figure 1. Structure of a cisgene and intragene. Genetic elements such as promoter (P), coding region (CR) and 

terminator (T), right and left borders of T-DNA (RB and LB) may be isolated from a single gene (cisgenesis) or 
different genes from an intra-sexually compatible gene pool (intragenesis) (Holme et al., 2013 with 

modification).  
 

ژن ترانسژني در مقايسه با ي سيسهااز معايب رهيافت

قابل تراريزش  ،آن است كه فقط صفات موجود در خود گياه

هاي ژن ،كه در رهيافت اينتراژنيدر حالي ،مجدد هستند

 Sexually( خزانه ژني سازگار جنسيموجود در 

compatible gene pool( توانند تركيب و به گياه مي

زراعي انتقال يابند. منابع ژني بخشنده فقط شامل 

افت هاي دريطور طبيعي با ژنوتيپهايي است كه بهژنوتيپ

نژادي كلاسيك نيز والد پدري پذير و در بهتلاقي ،كننده ژن

 طور طبيعيزديك كه بههاي نگرچه گونهايا مادري هستند. 

نژادي استفاده هاي بهدر برنامه پذير نيستند نيزتلاقي

هايي نظير كشت جنين، كشت تخمك و شوند و تكنيكمي

اج برطرف و نت كنند تا موانع فيزيولوژيكغيره ... كمك مي

 ;Van Tuyl and De Jeu, 1997( دنهيبريد توليد شو

Alix et al., 2017.( ولاسيون كلون ايز ،عيب ديگر اينكه

داخلي و در  هايدهندهپايانژنوميك شامل پروموترها و 

ياز به ن ناقلمراحل بعد توليد گياهان عاري از نشانگر و بدنه 

هاي غيرزيستي مقاومت به تنش زمان و تخصص بالايي دارد.

معمولاً پيچيده است. افزودن يك  آنبودن  چندژنيدليل به

هاي مقاوم به تنش ناكافي براي مهندسي لاين QTLژن يا 

و  لازم است )yramidingP( ژني است و اغلب تجمع

 نداردرا كارآيي مناسب  ژنسيسسيس بنابراين

)2011 et al.,Varsheney,  .(  

ها آن است كه ابزارهاي سريع براي مزيت اين رهيافت

در اصلاح ها بين گياهان خويشاوند هستند. انتقال ژن

مدت زمان انجام شوند اما بهها منتقل ميهمان ژن ،كلاسيك

موفقيت به سيستم تكثير گياه  تري نياز است وطولاني

زراعي بستگي دارد. انتقال ژن در گياهان خودگشن نسبتاّ 

تر و در مقابل گياهان هتروزيگوس با تكثير رويشي آسان
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 Linkageهمبستگي پيوستگي (سبب ترين است. بهمشكل

drag(، هاي برگشتي مكرر لازم و ضروري است كه تلاقي

انجامد و نيازمند هزينه و صرف طول ميبه هاي متماديسال

ن ژ پيوستگيوقت است. با توجه به اينكه در مواردي كه 

از سهاي برگشتي مكرر هم چارهتلاقي ،نامطلوب زياد باشد

البته مزاياي اشاره شده فقط  ).Allard, 1960( نيست

كليدي و مهم  هايويژگيمختص اين دو رهيافت نيست و از 

ادي نژهاي مهندسي ژنتيك در مقايسه با بهبسياري از روش

در بهبود  ژنسيسسيستاثير رحال، هبه كلاسيك است.

ژني است. مزيت مهم در تكيا صفات مقاومت مونوژنيك 

 نژادي گياهان با طول عمر طولاني از قبيل درختان است.به

 توليدپس از از ديگر مزاياي اين رهيافت اين است كه 

رفه كه صنيست نياز  مبه تثبيت ژنو ژنيكسيس گياهان

 همراهجويي در زمان و استفاده از ارقام استاندارد فعلي را به

ت ابه تراريخت اسژنيك مشسيس گياهان توليد فرايند .دارد

دست مشابه گياهان به ،اما محصول ،)DNAتلفيق تصادفي (

  .نژادي كلاسيك استآمده از طريق به

صفات با تغييرات آللي كم و محدود در مخزن  مورددر 

ژني سازگار جنسي، اينتراژنسيس بر محدوديت اصلاح 

با ورود ) Overexpression( فرابيانكند. كلاسيك غلبه مي

دهنده خود مجدد ژن يك صفت با پروموتر و پايان

دهنده از خزانه ژني سازگار ژن) يا پروموتر و پايان(سيس

 انجام شدني است. خاموشيجنسي (اينتراژني) 

)Silencing (پايين نيز با استفاده از ساختارهاي يا بيان

 فرابيانين خصوص، ا درخاموشي (اينتراژني) كاربرد دارد. 

ژنيك سبب افزايش رهيافت سيسو فيتاز  با ورود مجدد ژن

اين  ).Holme et al., 2012( فعاليت فيتاز در گياه جو شد

سبب فقدان تنوع داشت كه بهتحقيق از آن جهت اهميت 

 .پذير نبودهاي كلاسيك امكاننژادي از روشآللي، به

شود يك صفت آيا ميهمچنين اين فرضيه مطالعه شد كه 

هاي اضافي از خود كيفي خاص را با ورود و تلفيق نسخه

 ژن فيتاز از يك كلون ژنومي جو. گونه بهبود بخشيد

)Barley genomic clone (جفت  2000 حدود همراهبه

دهنده مجاور باز از پايان 800از ناحيه پروموتر و  وتيدئنوكل

شد. سه نسل خودگشني و به گياه منفقل ژن جداسازي 

اي ژن فيتاز نسخهژن هموزيگوس تكانجام و گياه سيس

برابر گياه شاهد  8/2تا  6/2توليد شد. فعاليت آنزيم در بذر 

و  "دز ژني"بت بين مثبود كه نشان دهنده يك همبستگي 

  ). Holme et al., 2012( داخلي بود "بيان ژن"

موجودات " ميزگرد (EFSA)اروپا  سلامت غذايي مرجع

خطرات برگزار كرد و  2012در سال را  "تغييريافته ژنتيكي

ژنيك، اينتراژنيك و گياهان اصلاح شده از مرتبط با سيس

 گيري كردهاي كلاسيك و سنتي را مقايسه و نتيجهروش

ژنيك مشابه انواع كه خطرات مرتبط با گياهان سيس

 ندشوميتوليد كلاسيك نژادي بهاست كه از راه  نيگياها

(EFSA, 2012) . ژنيك با گياهان سيس ،سترالياادر

 T-DNA اند و مرزهايگونه منتقل شدههايي كه از همانژن

 GMOاز گروه گياهان  را ندارند،خارجي  DNAو ديگر 
چنين گياهاني بررسي  2012تا سال  گرچها ،شوندتلقي نمي

 Lusser and Davies, 2013; Seyran and( اندنشده

Craig, 2018 .( محيط به سازي رهاكميته توصيه در

كرد كه محصولات اشاره ) ACRE, 2013( انگلستان

اما به  ،تلقي شوند GMOبايد  يكژنراو اينت ژنيكسيس

 )COGEM, 2010( هلند تغييرات ژنتيكي تهكمي اعتقاد

 ،معاف شوند GMOگذاري بايد از قانونژنيك گياهان سيس

لاقي قابل تهاي گونهگونه يا فقط از همانژنتيكي  زيرا عناصر

 ايمني مخاطرات ژنسيسسيس آيا اينكه. وارد مي شوند

 بيان سطح و كاركرد به ،يا خير دارد دنبالبه را زيستي

 معادل راآن بتوان شايد و دارد بستگي حاصل پروتئين

ژنسيس ترانس و نژاديبه در كه دانست پليوتروپيك تاثيرات

   ).Uauy et al., 2006( دارد وجود
  

 تنوع ژنتيكي در مخزن ژني سازگار جنسي

سبب شده است كه يابي توالي هاي اخير درپيشرفت

گياه زراعي و غيرزراعي شناسايي و  100تعداد بيش از  ژنوم

 هاژنوم تعداد جديدي رونمايي شود كه اغلب آننيز ماهه  هر

 قرار دارندهاي اطلاعاتي در دسترس محققين در بانك

)Stiekema and Pereira, 2018.(  شناسايي و اين امر

گياهان زراعي  داخل مخزن ژنياز جداسازي عناصر ژنتيكي 

نتاج مطلوب را تسهيل دست آوردن بههاي وحشي و گونهو 

هاي در دسترس كرده است. در اين صورت نه فقط تعداد ژن

 ،تاسژني و اينتراژني گسترده شده براي تغييرات سيس

هاي واريانت يك ژن مطلوب كه بلكه امكان شناسايي نسخه

ر تبيش ،هستندها ا پارالوگهاي آللي متفاوت يهمان نسخه

 هاي با سطوح بياناين تنوع براي شناسايي واريانت .شودمي

امكان شناسايي ، رابطهين در امختلف بسيار مفيد است. 

زيرا كل  ،ژني وجود داردپروموترهاي مناسب در سيس

   تواند شناسايي و استفاده شود.مخزن ژني سازگار جنسي مي

949  



 1397چهارم/ زمستان / شماره دوره هشتمتحقيقات غلات/ سوهاني                                                                                       

 نظر برسد كهمخزن ژني سازگار جنسي شايد به مورددر 

اما در بسياري از موارد  ،محدوديت در انتقال ژن وجود دارد

محقق دسترسي قابل قبولي به منابع ژني خواهد داشت. 

جو، گندم و چاودار همگي براي مثال، گياهان زراعي از قبيل 

در هستند.  (Triticea)گندميان  (Tribe) جزو خانواده

اه گييك  ،بين چاودار و گندم تلاقياز كوم تيجنس تري

به نام ييد هگزاپلو بعدكتاپلوييد و اابتدا  )علفي(هيبريد بارور 

 ,.McGoverin et al( توليد شد )Triticale( تريتيكاله

از تلاقي  Tritordeumپلوئيد آمفير مشابه، وطبه ).2011

 ,.Vaquero et al( ددست آمبه هيبريدو گندم  بين جو

. اين امر امكان استفاده و تركيب دو مخزن ژني )2017

) Triticu– Hordeum( سازگار جنسي كاملاً متفاوت از هم

جنس تريتيكوم  داخل درعلاوه بهرا فراهم كرده است. 

از ها تبادل ژني بين آند كه نوجود دار يهاي متنوعگونه

 ،براي مثال. است پذيرامكانو اينتراژني  يژنطريق سيس

) HMW( ينگلوتن با وزن مولكولي بالاي انتقال زيرواحد

ندم نان هگزاپلوئيد به گندم دروم تتراپلوئيد يكي از گ

 ژنيك انجام شده استاينترا روشمواردي است كه با 

)Gadaleta et al., 2008.( هايي از صفات تغييريافته مثال

ول جددر يا اينتراژني در گياهان مختلف  ژنيسيس روشبه

ب سبتواند يم كوتاه هايتغييرات توالي .ارايه شده است 2

يرات چنين تغي .تغييرات مطلوب در سطح و الگوي بيان شود

ژني سازگار جنسي شناسايي  در داخل مخزن دنتوانميژني 

 شود. 
 

  در تراريزش گياهان اگروباكتريوممزيت استفاده از 

Agrobacterium tumefaciens  يك ناقل طبيعي

توانايي انتقال دائمي تراژن به گياهان را دارد كه در  واست 

شوند. تراريزش گياهان زراعي با طور دائم بيان ميآنجا به

Agrobacterium  داراي مزاياي زيادي در مقايسه با ساير

توانايي در انتقال قطعه بزرگ هاي تراريزش است. روش

DNA  ريختگيهمبا حداقل بهدر يك لوكوس 

)Rearrangement( كروموزومي )Gheysen et al., 

م كحوادث خاموشي  ،نسخه تراژن كمتعداد تلفيق )، 1998

 بردارياستقرار و تلفيق در داخل مناطق فعال رونوشت ،ژن

ر، ت، هزينه كمهاي متماديبهبود پايداري بيان در نسل، ژنوم

از مزاياي باارزش شده تلفيق DNAدلي نتوارث ساده م

 ;Gould 1996( تاس Agrobacteriumاستفاده از 

Hamilton et al., 1996; Hiei et al., 1997; Travella 
et al., 2005; Gelvin, 2006(.   

ه گندم بگياهي مانند است كه تراريزش  ايده كلي اين

يك انتخاب بهتر در مقايسه با  Agrobacteriumواسطه 

 رسميمرجع كه تاييد وقتي ويژهبه ،استاي ذرهبمباران 

 اي نياز استهاي مزرعهبراي آزمون) Regulatory( دولتي

)Wang et al., 2016.( بمباران  با دو سيستم تراريزش

 كارايي شد كهجو مقايسه گياه در و اگروباكتريوم ي ارهذ

اي دو برابر مقدار آن در بمباران ذره اگروباكتريوم با تراريزش

با  يختهترارهاي لاين ).Travella et al., 2005( بود

نسخه تراژن با حداقل  سهتا  يك حاوي اگروباكتريوم

شده تراريزشجو  درصد 60 كهدر حالي ،بودندريختگي همبه

 درو د ننسخه تراژن داشت هشتي بيش از ارهذبا بمباران 

با حوادث همراه متنابهي  DNA ريختگيهمبهها همه لاين

 گرنشان خاموشي ژن ،. در نهايتچندگانه مشاهده شدتلفيق 

BAR كش بيالافوز(ايجاد مقاومت به علف ،ialaphosB(  در

 DNA-Tد و مشاهده نشاگروباكتريوم حاصل از  1T نسل

تايج ناين نتايج مشابه شده تفرق ساده مندلي داشت. تلفيق

 )،Khanna and Raina, 2002( در برنج بود يآزمايش

   .برنج نتايج معكوس هم مشاهده شده استگرچه در ا
  

  T-DNAتكرارهاي مرزي چپ و راست 

 يك روش برتر در وروداگروباكتريوم  وسيلهبهتراريزش 

 لپه استداخل تعداد زيادي از گياهان دولپه و تكها بهژن

(Komari et al., 2004) اغلب موارد فقط بخش . در

 )T-DNA( انتقالي DNAپلاسميد باكتري كه كوچكي از 

 Travela( شودبه داخل ژنوم گياه تلفيق ميشود مي ناميده

et al., 2005.(  براي تلفيقT-DNA هاي تواليcis  مورد

در دو  هستند وتكرارهاي مرزي ناقص نياز است كه شامل 

و  )LB( چپ زتكرار مرمولكول قرار دارند و اين انتهاي 

هر دو تكرار را كمپلكس  .دنشوناميده مي )RB( راست

در  .كندمي شناسايي VirD1/VirD2 يزاپروتئيني بيماري

تكرارهاي مرزي در  ،شده عمومييك مدل پذيرفته

) Vir( زاهاي بيماريهاي دقيق و مشخص با پروتئينمكان

 حدانتقالي  DNAگيري برش خورده و شكلاگروباكتريوم 

. شودختم مي LBآغاز و به  RBاز ) T-(رشته واسط

VirD2 ي بين بازها معمولاًو رشته زيرين يك شكاف در تك

 Hooykaas and( كندايجاد مي )2(شكل  سوم و چهارم

Beijersbergen, 1994; Gheysen et al., 1998.( سنتز  

T-DNA رشته( ايرشتهتك-T ( نجداشدن رشته زيريبا 

 آغاز RB در شكاف با 3′ پايانه سويطرفه و از طور يكبه

با  VirD2پروتئين  ).Miranda et al., 1992( دشومي

500 
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گر در نقش مولكول هدايت T-DNAدر  5′اتصال به پايانه 

را از باكتري به سلول گياه هدايت  T-كند تا رشتهعمل مي

   ).Gelvin, 2000; Tzfira and Sitovsky, 2002( كند

 ،گياهيكاملاً  DNA  تراريزش بايكي از ضروريات 

-Plant( يگياه T-DNAبا باكتريايي  T-DNAجايگزيني 

derived T-DNA; P-DNA( .هايناقلطراحي  است 

نيازمند شناخت كامل و دقيق از ساختار  P-DNA گياهي و

لازمه سنتز و استفاده از  است. T-DNAمرزي  هايتوالي

شناخت كامل از تاثير هر  ،گياهي T-DNA-شبههاي توالي

در كارايي  LBو  RBهاي در تواليموجود نوكلئوتيد منفرد 

ه كاست به اين پرسش  پاسخ . در مرحله بعدتراريزش است

 يك نوكلئوتيد حفاظتفقط  تفاوت و جايگزينيچه ميزان 

ظ كارايي تراريزش را حف ،هاي گياهيشده باكتريايي با توالي

  نتايج  ).Rommens et al., 2004( كندمي

نژادهاي  T-DNA در LBو  RBهاي سازي تواليرديفهم

شدت كه دو موتيف به نشان داد Agrobacteriumمختلف 

وجود دارد ها در هر يك از آن bp7-6 و  bp  13شدهحفاظت

ند (جدول دار قرار bp5 يك منطقه متغير طرف  در دوكه 

). است شده ها خط كشيدهكه زير آن ييها، قسمت3

شده را حفاظت طقااهميت مننيز تاسيوني وآناليزهاي م

  ).Rommens et al., 2005( مشخص كرد

  

   ژنيكسيستوليد گياهان و  ژنيكتوليد گياهان اينترا در رهيافتهايي از صفات زراعي تغييريافته مثال -2جدول 
Table 2. Examples of modified agronomic traits used in cisgenesis or intragenesis approaches. 

Crop Aim Gene Approach Reference 
C. clementina General citrus vector - ˗ An et al., 2013 

Apple 
Scab resistance gene HcrVf2 

Cis (over), 
Flp/FRT 

Vanblaere et al., 2011 
Chizzali et al., 2016 

Scab resistance gene Rvi6 Cis, Marker free Krens et al., 2015 
Scab resistance gene Rvi6 Cis, Flp/FRT  Wurdig et al., 2015 

Grapevine Fungal disease resistance VVTL-1 Cis 
Dhekney et al., 2011, 
Dalla Costa et al., 2016 

Barley 
Phytase  gene HvPAPhy_a Cis (over.) Holme et al., 2012 
glutamine synthetase (GS1) Cis (over.) Gao et al., 2019 

Chile  Glyphosate resistant plants Mutagenized chile 
EPSPS gene 

Intra (over.) Ortega et al., 2018 

Alfalfa Lignin content Comt Intra, (silenc.) Weeks et al., 2008 
Perennial ryegrass Drought tolerance Lpvp1 Intra, (over.) Bajaj et al., 2008, 2010 

Poplar 
Plant growth and stature, 
wood properties 

PtGA20ox7, 
PtGA2ox2, PtRGL1_1, 

PtRGL1_2, PtGAI1, 
Cis, (over.) Han et al., 2011 

Potato 

Late blight resistance - Rpi-sto1, Rpi- Cis Jo et al., 2014 
High amylopectin vnt1.1 GBSS Intra, (silenc.) de Vetten et al., 2003 
Prevention of black spot 
bruise 

- Ppo Intra, (silenc.) Rommens et al., 2004 

Accumulation of 
reducing sugars after cold 
storage and acrylamide 
after high-temperature 
processing 

- R1, PhL, StAs1, 
StAS2 

Intra (silenc.) Rommens et al., 2006, 
2008 

Limiting acrylamide 
formation 

StAs1 Intra (silenc.) Chawla et al., 2012 

Durable resistance 
against Phytophthora 

- R1, R3a, Rpi-blb1 
and Rpi-blb2 

Cis, (over.) Haverkort et al., 2016 

Strawberry Grey mold resistance PGIP Intra, (over.) Schaart, 2004 

Wheat  
Fungal pathogen 
resistance 

Wheat class 1 
chitinase 

Cis Maltseva et al., 2014 

Durum wheat 
(Triticum 
turgidum) 

Improved baking quality 1Dy10 Cis Gadaleta et al., 2008 

Melon  
(C. melo L.) 

Downy mildew 
resistance 

At1/At2 glyoxylate 
aminotransferase 

Cis Benjamin et al., 2009 

Maize CO2 fixation in the plant Rca Intra, (over.) Almeraya and Sánchez-de-
Jiménez, 2016 

*: Updated scientific name Rhizobium radiobacter; Cis, cisgenesis; Intra, intragenesis; Silenc, silencing; Over, 
overexpression. 
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بين  T-DNAاي هاي دورشته. برش در يك رشته از تواليT-DNAاز تكرارهاي مرزي راست  T-گيري رشتهآغاز شكل -2شكل 

 شوداي است كه به سلول گياه منتقل ميرشتهتك T-گيري رشتهافتد كه نتيجه آن شكلنوكلئوتيدهاي سوم و چهارم مرز راست اتفاق مي

)Barrel et al., 2011.(   
Figure 2. Early events in T-strand formation from right border T-DNA. A nick occurs between third and fourth 

nucleotides of right border resulting in formation of a single starnd T-strand (Barrel et al., 2011).   
  

  

هاي مرزي با حروف بزرگ نشان داده شده ها. تواليشده در آنو توالي حفاظت Agrobacteriumدر  T-DNAهاي مرزي توالي -3دول ج

  .T-DNAمرز چپ  T-DNA، LBمرز راست  RBشده هستند. حفاظت ،است ها خط كشيده شدهي كه زير آنهاياست و موتيف

Table 3. Border sequences of T-DNA in Agrobacterium. Border sequences are in capital letters and conserved 
regions are underlined; RB: T-DNA right border, LB: T-DNA left border. 

T-DNA border sequence Source Reference/Accession number 

5’-ttTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACct-3’ pTiC58 (RB) AJ237588 

5’-ggTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACaa-3’ pTiC58 (LB) AJ237588 

5’-gaTGGCAGGATATATGCGGTTGTAATTca-3’ pTi15955 (RB) Barker et al., 1983; X00493 

5’-ggTGGCAGGATATATCGAGGTGTAAAAta-3’ pTi15955 (RB LB) Barker et al., 1983; X00493 

5’-acTGGCAGGATATATACCGTTGTAATTtg-3’ pTi15955 (LB RB) Barker et al., 1983; X00493 

5’-ggCGGCAGGATATATTCAATTGTAAATgg-3’ pTi15955 (LB) Barker et al., 1983; X00493 

5’-ttTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACct-3’ pTiT37 (RB) Yadav et al., 1982 

5’-ggTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACaa-3’ pTiT37 (LB) Yadav et al., 1982 

5’-acTGGCAGGATATATACCGTTGTAATTtg-3’ pTiAch5 (LB RB) Holsters et al., 1983 

5’-ggCGGCAGGATATATTCAATTGTAAATgg-3 pTiAch5 (LB) Holsters et al., 1983 

5’-ggCGGCAGGATATATTCAATTGTAAATgg-3’ pTiA6 (LB) Simpson et al., 1982 

5’-ttTGACAGGATATATTGGCGGGTAAACct-3’ pTiA6 (LB) Simpson et al., 1982 

5’-ggTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACaa-3’ pTi-SAKURA (RB) Suzuki et al., 2000; AB016260 

5’-ggTGGCAGGATATATTGTGGTGTAAACaa-3’ pTi-SAKURA (LB) Suzuki et al., 2000; AB016260 
 

  

 تغييريافته RBو تاثير پذيري منظور تعيين انعطافبه

 سنتز و آزمون مصنوعيعناصر تعدادي ، در كارايي تراريزش

يك تغيير و غيريكساني در دو  ،هاآنيك از  هرشدند كه در 

 .شده وجود داشتبا توالي حفاظتدر مقايسه كلئوتيد ون

اين عه شد. ها در انجام تراريزش مطالتوانايي آنسپس 

نام به Agrobacteriumعناصر با يك توالي بالادست از 

pTi5955  همراه و در يك پلاسميد حاوي كاست بيان

nptII .ني يع هاناقلزايي ساختار توانايي بيماري وارد شدند

تراريزش گياهان تلقيح شده ارزيابي ها در ميزان و كارايي آن

 دهسيز ،غيريكسانييا ناهمخواني  سهتا  يكرغم علي شد.

T-strand formation 

3′

5′ 
5′

3′ 
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Rb  فعاليت  درصد 100و  50متغير از گياهان مختلف بين

 ،هاهاي شاهد نشان دادند. با مقايسه تواليدر مقايسه با توالي

اين  تعيين شد. RBشده براي هاي حفاظتدو گروه توالي

هاي با منشاء گياهي را توان تواليمطالعه نشان داد كه مي

شرطي كه به ،هاي مرزي باكتريايي كردجايگزين توالي

هاي حفاظت تفاوت نوكلئوتيدها اندك و در محدوده توالي

 Rommens et al., 2004; Rommens( شده مرزها باشد

et al., 2005.( ،شامل  3اگر نوكلئوتيد شماره  براي مثال

موضع شماره  ،)3است (جدول  T/Cهاي حفاظت شده توالي

. است Cيا  Tهاي گياهي همان دو نوكلئوتيدهاي در توالي 3

 RB از توالي جفت باز 3-4فقط  ،اشاره شد چنانچه قبلاً
 ،بنابراين). 2(شكل شود به ژنوم گياه منتقل ميباكتريايي 

بايناري  ناقل RBلازم نيست از ديدگاه بسياري از محققين 

 و داخل ژني تلقي شود ناقلمنشاء گياهي داشته باشند تا 

 Barrell( هاي اوليه باكتري استفاده كردتوان از تواليمي

et al., 2010.(  توالي برعكس، كلLB شبه بايد-T-DNA 

  .ي داشته باشدمنشاء ژنوم گياهو  P-DNAيا گياهي 
  

  طراحي مرزهاي چپ و راست گياهي

گياهي  هايناقليكي از وظايف مهم در استفاده از 

است.  T-DNAطراحي مرزهاي چپ و راست گياهي براي 

توان استفاده كرد. نخست اينكه بدين منظور از دو روش مي

شده از مرزهاي راست و چپ در با بلاست توالي حفاظت

هاي با حداكثر توالي ،بانك اطلاعاتي ژنوم گياه مورد نظر

يك  شده را پيدا كرد.هاي حفاظتدر بخش ويژهتشابه به

، گياهي T-DNA-براي ساخت منطقه شبهديگر رهيافت 

هاي يكسان از گونه DNAتر قطعات اتصال دو يا بيش

هاي مرزي تكراري عبارتي، تواليبهاست.  يگياه هايژنوم

 جموعم اي كهگونههب ،دند منشا كايمري داشته باشنتوانمي

 باشد Agrobacteriumنوكلئوتيدها مشابه مرزهاي اصلي 

)Conner and Jacobs, 2006.(  ايمقايسهجستجوي 

Non-exhaustive  بانك اطلاعاتيEST  گياهي وجود

 ’GRCAGGATATAT-3-’5 بلندشده هاي حفاظتموتيف

 تاييد كردهاي مختلف گياهي از خانواده گونه 80را در 

)Conner et al., 2007.( ًهاي كوتاهموتيف قطعا   

)5’-KSTMAWS-3’( بعد تري خواهند داشتفراواني بيش .

ها در ميان مشابه اين موتيف DNAهاي از اينكه توالي

 T-DNAهاي ژنوم گياهي شناسايي شد، مناطق شبه توالي

ا اين شوند. بتوليد ها مونتاژ و توانند با اتصال اين تواليمي

با  T-DNAق شبه با مناط in-silicoهاي بايناري ناقلروش 

 شد طراحيمنشاء گياهي براي طيف وسيعي از گياهان 

)Barrell et al., 2010.( مناطق شبه-T-DNA  مركبات

با يا بلاست ) Blast search( ايمقايسهبا جستجوي 

در مقابل توالي ژنوم شده حفاظت LBهاي استفاده از توالي

بدين دست آمد. بانك اطلاعاتي بهو در  C. clemantinaدر 

 هفتانتخاب شد كه شامل  Scaffold-89صورت كه 

 هفتو  سازيكلونمكان  ،چپ ابتدايي مرز نوكلئوتيد

پ از چ زمانده توالي مرباقي .است بودز رآخري مر نوكلئوتيد

Scaffold-2 ا استفاده از بدست آمد و بهPCR  به توالي بالا

  ).An et al., 2013( امتزاج يافت
  

 حذف نشانگرهاي ژنتيكي

يك ژنمرحله مهم در توليد گياهان اينتراژنيك يا سيس

است. از ژنوم گياه توليد شده نشانگر فقدان و يا حذف 

منظور توليد گياهان عاري از ژن به هاي مختلفيهيافتر

) وجود دارند clean gene( پاكيزهژن  اًيا اصطلاحنشانگر 

)Bryant and Leather, 1992 .(براي هاي استاندارد روش

عملي  يگياه در همه موارد و براي هر هاحذف نشانگر

ها با پتنت محافظت و اين، اغلب اين روش بر نيست. علاوه

ه يافتدر بسياري از كشورهاي توسعهها آزادي استفاده از آن

 كژنيبسياري از گياهان سيس رو، برايمحدود است. از اين

هاي جديد براي توليد زيادي انجام شد تا روش هايتلاش

 هاي خارجي ايجاد شود.گياهان عاري از نشانگر و توالي

انتخاب روش توليد گياهان عاري از نشانگر به سيستم 

 تراريزش بستگي داردروش ازدياد گياه هدف و كارايي 

)Schaart, et al., 2011 .(با بالاي تراريزش نسبتاً كارايي 

Agrobacterium  كارآيي بالاي باززايي در كشت  نيزو

 ,.de Vetten et al( زمينيسيبگياهاني از قبيل در بافت 

 و آرابيدوبسيس )Jia et al., 2007( تنباكو )،2003

)Francis and Spiker, 2005(  تراريزش بدون استفاده از

 ه است. معمولاًپذير كردامكانها در آننشانگر ژنتيكي را 

 قريباًو ت پايين استشدت به نشانگركارايي تراريزش بدون 

اغلب گياهان غيرتراريخت هستند و كار غربالگري براي 

ها در ، يكي از چالشبعلاوهگير است. محقق سخت و وقت

هاي كايمر است. انتظار اين رهيافت وقوع تراريخت مورد

گياهان  PCRشده با ت شناساييرود در گياهان تراريخمي

شده) در فراواني بالا وجود داشته كايمر (بخشي تراريخت

هاي سبب فقدان انتخاب و گزينش عليه بافتباشند كه به

   ).Schaart, et al., 2011( افتدغيرتراريخت اتفاق مي
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 وليدت گياهان با تكثير جنسي و سيكل كوتاه مورددر 

 )Co-transformation( زمانروش تراريزش هم ،مثل

نشانگر از آنجا كه  ).Tuteja et al., 2012( شودپيشنهاد مي

هاي مختلف انتقال ناقلبا يك  هرگزينشي و ژن هدف 

جداگانه  T-DNA مرزيهاي يابند و داراي تواليمي

عدم  و هاي بعددر نسلشانس تفرق صفت  ، بنابراينهستند

در تراريزش با  گر و هدفهاي گزينشژن پيوستگي

Agrobacterium بالا است.   

 يزشترار تركمكارايي  و بادر گياهان با تكثير رويشي 

و  مشكلحذف نشانگر  ،مانند بسياري از گياهان باغي

اتژي يك استرست. بر اتر و زمانهاي پيچيدهنيازمند تكنيك

مختص  كامبينازري اساس بر نشانگر برش سيستم از استفاده

از قبيل ) SSR; Site-Specific Recombinase( مكان

Cre/lox )Hoess and Abremski, 1985( منظور به

 زا نشانگر حذف يبرااست. اين سيستم  نشانگرحذف ژن 

و  گندم ،يدرخت بيس ،يمختلف مانند توت فرنگ اهانيگ

 ).Gidoni et al., 2008( است هشد كارگرفتهبهبرنج 

دست آمده به P1از باكتريوفاژ  Cre-loxسيستم نوتركيبي 

كامبيناز تايروزين عضوي از خانواده بزرگ خانواده ري و است

را هم  Intو  FLPكامبينازهاي متعدد از قبيل است كه ري

كامبيناز ريآنزيم شامل  Cre-lox. سيستم ودششامل مي

Cre و مكان كيلودالتون  38,5 م مولكوليبه جرlox طولبه 

 lox برش مكان ).Gilbertson, 2003( استجفت باز  34
هاي برشي، همانند ساير آنزيم شود.ناميده مي loxPوحشي 

Cre هايدر مكانجفت بازي  13هاي معكوس به توالي lox 
متصل طرف منطقه هدف كه بايد برش بخورد)  (در دو

) Spacer( منطقه جداكننده جفت باز 8شود و در توالي مي

افتد. همولوژي كامل اور اتفاق ميكراسينگ loxPدو مكان 

 در منطقه جداكننده براي كارايي نوتركيب ضروري است

)Darbani et al., 2007 .(  

 گياهانتراريزش ابتدايي و گزينش  ،سيستم اين در

ت گياهان تراريخ سپس و نشانگر انجامژن با حضور تراريخت 

د. نوتوليد ششوند تا گياهان متعدد سازي و تكثير ميكلون

. اين شودمي القا R-كامبينازژن ريفعاليت در مرحله نهايي، 

دست آوردن حداقل يك كلون از هر تراريزش امر شانس به

 ,.Tuteja et al( كندبا برش كامل نشانگر را فراهم مي

جالب توجه در حذف نشانگر و  هاييكي از روش ).2012

، SSR سيستم بر اساسو در گياه برنج  كامبينازري يالقا

 Nandy and( استفاده از تيمار گرمايي بوده است

Srivastava, 2012.( ايخهنسچهار لاين تك )Single 

copy; SC(  تراريخت براي برش ژن نشانگر با تيمار گرمايي

تحت تاثير يك پروموتر ژن  Creژن  القايانتخاب شدند. 

 هايشاخسارهشدني با گرما بوده است. و القا شوك حرارتي

(محيط  MS 1/2كه در محيط تراريخت اي هفته سهتا  دو

 ،اي رشد كرده بودندهاي آزمايش شيشهزايي) در لولهريشه

ساعت منتقل  چهارتا  سهبراي  C○ 42 با دماي به انكوباتور

هاي آزمايش به لولهسپس شود.  القا Creشدند تا فعاليت 

براي بررسي  ،بعد هفته سهتا  دودماي اتاق منتقل شدند. 

گيري تلفيق مختص شكل نيزو انجام  PCRبرش ژن نشانگر 

از نشانگر  عاري )Site-specific integration; SSI( مكان

براي برش نشانگر  SCهاي بررسي شد. لاين ،مشخص

 loxP×loxPزيرا نوتركيبي  ند،انتخاب شد مختص مكان

و در جهت  طور صحيح، بههامورد انتظار فقط در اين لاين

 هايلاين ،افتد. از طرف ديگربيني اتفاق ميقابل پيش

 شامل دو يا سه نسخه از ساختار تراژن هستنداي چندنسخه

ها در اين لاين Creبنابراين، نوتركيبي با استفاده از  و

هاي تراژن چندگانه تواند با نوتركيبي بين نسخهمي

اتژي . استرباشدريختگي كروموزومي را به دنبال داشته همبه

 مشابه در خصوص گياه سيب درختي استفاده شد

)Herzog et al., 2012.(  ژنCre  شوك همراه با پروموتر

طور كامل و مناسب در حرارتي گزارش شده است كه به

 ;Zhang et al., 2003( ذرت، برنج و موز عمل كرده است

Khattri et al., 2011; Chong-Pe´rez et al., 2012.(   

 يذرت قابليت القا ترانسفراز-Sپروموتر گلوتاتيون 

را دارد. اين پروموتر  )Safener( كش سافنرشيميايي با علف

قابل استفاده است. بعد  Rكامبيناز بيان ژن ري يبراي القا

 اي،هاي شاخسارههاي تراريخت يا فنوتيپاز انتخاب بافت

كامبيناز و هاي ريكه سبب حذف ژن RSهاي برش جايگاه

 Ebinuma( شودمي كش القابا تيمار علف ،شودمي نشانگر

and Komamine, 2001.( ك يتاييد  قاتنتيجه اين تحقي

روش كارا براي تلفيق تراژن عاري از نشانگر مختص مكان 

مزيت مهندسي ژنتيك ها در آندر گياهان بوده است كه 

يب وري تركاواحد فن راهكاردقيق با برش ژن نشانگر در يك 

 .ستا شده

 ,Cytosine deaminase( آمينازدي سايتوزين ژن

CodA(  ازE. coli است كه نشانگر گزينشي منفي  يك

ه در مرحل ويژههآميزي در تراريزش گياهان بطور موفقيتبه

محصول اين ژن در گياه استفاده شده است.  باززايي ساقه

   سايتوزين فلورو-5 تركيب غيرسمي اوليه ،تراريخت

)5-flurocytosine; 5-FC( را به  موجود در محيط كشت

504 



  1397چهارم/ زمستان / شماره دوره هشتمتحقيقات غلات/                 نژادي غلاتها در بهو كاربرد آن ژنيك و اينتراژنيكسيس هايناقل

 )flurouracil; 5-FU-5( اوراسيل فلورو-5تركيب سمي 

 بر ).Gleave et al., 1999( كندداخل سلول تبديل مي در

اوي مانند كه حهايي باقي ميسلولاساس اين سيستم، فقط 

ه يراا هاييكي از سيستمهستند.  نشانگرتراژن و فاقد ژن 

تركيب تلفيقي نشانگرهاي ، نشانگربراي حذف ژن شده 

. ستازمان بدون نياز به تراريزش همگزينشي مثبت و منفي 

 nptIIخصوص گزينش مثبت بافت تراريخت، ژن  در

 يهادر سلولاستفاده شد كه مقاومت به كانامايسين را 

  ). Schaart et al., 2004( كندايجاد ميتراريخت 
 

  ناقلموضوع بدنه 

اعتقاد بر اين بود كه فقط  دهه نود ميلاديتا اواسط 

گياه داخل ژنوم به LBو  RB هايتكراربين  هايتوالي

مارتينو و همكاران  اما ،شوندتلفيق مي منتقل و

)Martineau et al., 1994( در مشاهده كردند كه 

ناقل هاي توالي Agrobacteriumواسطه تراريزش به

 دفعاتبه دارند T-DNAاز  خارج اشمن كهري اباينيا  دوتايي

 ،گريد عبارتبه .شوندمي تراريخت منتقل داخل ژنوم گياه به

 vector( ناقلبدنه " كه T-DNAخارج از انتقال قطعات 

backbone(  م ژنوانتقالي به داخل  ناقلاز  ،ندوشميناميده

 ).Martineau et al., 1994( غيرمعمول نيست ،گياهان

 T-DNA الحاقاين گزارش دانشمندان را ترغيب كرد كه 

العه مط .تري مطالعه كنندبه داخل ژنوم گياه را با دقت بيش

در  ناقل ههاي بدنگياهان تراريخت نشان داد كه توالي

 يا هر LB يا RBدر سمت  T-DNAبسياري از موارد به 

 ناقلهاي كل توالي ،خاصموارد در حتي  است ودو متصل 

 ,Yin and Wang( دشومي الحاقتراريخت به داخل گياه 

را در طيف  ناقلهاي بدنه توالي ،طالعات بعديم ).2000

 شده باهاي گياهي تراريزشوسيعي از گونه

Agrobacterium تنباكو، پتونيا،  ،از جمله آرابيدوپسيس

 ;Lange et al., 2006( زميني و ذرت نشان دادسيب

Almeraya and Sánchez-de-Jiménez, 2016.(  آناليز

براي  DNAو بلاتينگ ژل  PCRهاي مختلف با تراريزش

نشان داد كه درصد بالايي از  RBو  LBوجود محل اتصال 

 De Buck et( هستند ناقلهاي بدنه حاوي توالي ،گياهان

al., 2000.( فراواني گياهان حامل  ،شدهر موارد آزموند

دهد تلفيق بدنه بود كه نشان ميهم  درصد 75تا  ناقلبدنه 

تراريزش با  معمولهاي هيكي از جنب ناقل

Agrobacterium است )Kuraya et al., 2004.(  در

) Desiree × Deio × Katahdinميني (زسيبتلاقي ارقام 

گياه  128مورد از  28در   T-DNA نشان داده شد كه تلفيق

بلكه طول متفاوت از  ،وقف نشدمت LBتراريخت در 

در ژنوم رقم  LBو نزديك  تدر مجاور ناقلهاي بدنه توالي

Desiree تلفيق شده بود )Zhu et al., 2013.(  در تحقيق

 پبه مرز چ ناقلبدنه  فراواني اتصالمشخص شد كه ديگري 

T-DNA از فراواني اتصال آن به مرز راست  تربسيار بيش

شده شامل زشگياهان تراريداري از نسبت معني اما ،بود

 De( اندراست بوده نيزو  پي چهاپايانه مرزبا  DNA ناقل

Buck et al., 2000 .(  

نه هاي بدتلفيق تواليدر فراواني كننده عوامل تعيين

هاي گياهي يا روش تراريزش با تحت تاثير گونه ناقل

Agrobacterium ي داخل سلول بلكه به عوامل ،نيست

پتي و همكاران  ).Kononov et al., 1997( بستگي دارد

)Petti et al., 2009(  با در نظر گرفتن تلفيق هر دو مرز

پتانسيل كه  كردندگيري نتيجه، T-DNAراست و چپ 

 سيب در تراريزش LBA4404در  ناقل هتلفيق براي بدن

 سويهكه دومي يك  بودبرابر  دو AGL1مقايسه با در  زميني

، اين هر حالبه. است )Hypervirulence( زاابربيماري

و  ناقلهاي بدنه مطالعه فقط شامل يك يا تعداد كمي از ژن

الگوي  در موردبخش كوچكي از آن بوده است. مطالعات 

ق تحقي مندنياز -آنشامل تمام بدنه  -ناقلتلفيق بدنه 

  .است يتربيش

ل به داخ ناقل ههاي بدنسم براي انتقال تواليمكاني دو

گيري شكل ،اولدر مدل  .ژنوم گياهان پيشنهاد شده است

يابد كه خاتمه نمي LBدر  اما ،شودآغاز مي RBاز  T-رشته

 ناميده "Read-through( LB( خوانيازميان"پديده اين 

 اين حالت ).van der Graaff et al., 1996( شودمي

توسط  LBهاي توالي مدآتواند نتيجه شناسايي ناكارمي

پروتئين  ،ومدر مدل د .باشد Vir يزاهاي بيماريپروتئين

VirD2  اشتباهاّ تكرارLB  مكان آغاز توليد رشتهرا-T 

 VirD2كه  ستمشخص شده ا زيرا ،دكنشناسايي مي

و  LBدو تكرارهاي مرزي  به هري سكووالان پيوندقابليت 

RB منتقل  ناقلبدنه ابتدا ، مدلاين اساس  بر. را دارد

   ).Yin and Wang, 2000( شودمي

در گياه تراريخت نهايي  ناقلبدنه  هايجود تواليو

جتناب ا دليل. نيستدلايل مختلف قابل قبول بهو نامطلوب 

د بر تاكيتراريخت و  هياگبه داخل ژنوم  ناقلاز انتقال بدنه 

وجود  ،باشند هدفهاي گياهان فقط شامل ژناين اينكه 

بيوتيك يك يا دو ژن مقاومت به آنتي ،منشا تكثير باكتريايي

در بدنه  Agrobacteriumهاي بيماريزايي و در نهايت ژن
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 De( را دارندبه گياه قابليت انتقال اين ژنها است كه  ناقل

Buck et al., 2000كه  ). گزارش شده استDNA ناقل 

تيجه در ن تواند سبب بيان ناپايدار تراژن شود كه احتمالاًمي

نه بيگاهاي تواليعنوان پروكاريوت به ناقل DNAشناسايي 

هاي پيراموني از طريق و متعاقباً از كار انداختن آن و ژن

 ;Iglesias et al., 1997است (توسط گياه متيلاسيون 

Jakowitsch et al., 1999 .(قاتي از براي مقاصد تحقي

و  )T-DNA )T-DNA taggingگذاري قبيل نشان

 نيز نامطلوب است ناقل ههاي بدنتلفيق توالي ،پروموتر

)Smith et al., 2001; Eamens et al., 2004.( اساس  بر

ارقام  ،كميسيون اروپاييقانون زيستي مانند مقررات ايمني

GMO  لناقهاي بدنه عاري از تواليبايد وارد شده به محيط 

 و PCR هاياستفاده از تكنيك با ،به اين ترتيب .باشند

 و گياهانيآناليز  T-DNA  منطقه مجاور تلفيق ،بلاتسادرن

 شوندحذف مي ،باشند ناقلهاي بدنه كه حامل توالي

)EFSA, 2012 .(  
  

ژنيك و اي سيسهناقلدر طراحي  فنينكات 

  اينتراژنيك 

براي اجتناب از ها يكي از راه :هاي بافراستفاده از توالي

در وراي مرزهاي و به داخل ژنوم گياه هدف  ناقل بدنه تلفيق

T-DNA   اتصال و اضافه كردن قسمتي از توالي يك ژن

است. هدف از  LBدر مجاورت  ناقلداخلي گياه هدف به 

 Buffer( توالي بافركه  هاتوالياين اضافه كردن 

sequence (چند شناسايي  است كه هراين  ،شودناميده مي

 VirD1/VirD2با كمپلكس پروتئين  LB هايناكاراي توالي

شود كه در وراي مرز  T-ممكن است سبب توليد يك رشته

LB رود توليد رشتهاما انتظار مي ،ادامه دارد-T  در داخل

 Petti et( نرسد ناقلهاي بافر متوقف شود و به بدنه توالي

al., 2009.( ،طول قابل توجهي در يك تحقيق )kb 2-1 (

با اين  ،طراحي شد LBاينتراژنيك در خارج از  DNA از

برش در وراي مرز اتفاق  T-DNAاگر طي انتقال  هدف كه

 DNAهمچنان اخلالي در مفهوم انتقال ژن بدون  ،بيفتد

   ).An et al., 2013( افتدخارجي اتفاق نمي

هاي اليتو اساس اينتراژنيك بر هايناقلزماني كه  اصولاً

مهم است كه توجه داشته  شوند،ژنوم گياهي طراحي مي

 عنوان بافر اولويتبراي استفاده بههايي باشيم چه توالي

كه  DNAد. قطعه نشو انتخاب بايدنهايي دارند و چه توالي

نبايد از مناطق  ،شودمياستفاده  T-DNAدر طراحي 

متراكم  DNA و شوند نغيربيا شونده،رمزغير هتروكروماتين

زيرا اين مناطق ممكن است فعاليت ژن  ،انتخاب شودشده 

 ).Conner et al., 2007( دنانتقالي را سركوب كن

شوند زيرا، انتخاب مي GCغني از هاي بافر از مناطق توالي

ساير مناطق ژنوم ممكن است حاوي عناصر تنظيم كننده 

اثير تدستي باشند كه بر بيان ژن هدف دستي و يا پايينبالا

 از تواندر اين خصوص مي ).An et al., 2013( بگذارند

استفاده  نده)رمزشوها (مناطق اكسونيا  EST هايتوالي

 با DNAهاي اي از تواليخوشبختانه، گروه گستردهكرد كه 

 در دسترس است. دربراي اغلب گياهان زراعي  ESTمنشا 

 ESTتوان دو توالي ها حتي ميطول آنكوتاهي صورت 

منظور ساخت يك به .صورت كايمر استفاده كردداخلي را به

 ~kb 3طول قسمتي از يك ژن بهژنيك مركبات، سيس ناقل

بين ايزوله و  C. clementinaگياه از بافر  عنوان تواليبه

LB  جهت قطعه وارد شده با و  وارد دوتايي ناقلو بدنه

PCR مشخص شد )An et al., 2013.(  بررسي گياهان

در ژنوم مرزها  خارجهاي ژنيك نشان داد كه تواليسيس

ن، بنابراي .اما از توالي بافر خارج نبوده است ،گياه وارد شده

DNA از  شده پسبدنه باكتريايي به داخل گياهان بازيابي

  .تراريزش منتقل نشد
  

هاي يكي از رهيافت :LBهاي چندتايي از هايي با نسخهناقل

به  ناقلهاي بدنه اجتناب از انتقال توالي موردپيشنهادي در 

ناقل براي يك  LBژنوم گياهان تراريخت، طراحي چند 

شود سبب مي LBوجود چند  ،است. از نظر تئوري دوتايي

شناسايي و عمل هضم يكي را  سرانجام Vir D1/VirD2تا 

نشان داده  تحقيقيدر  انجام شود. T-رشته آنزيمي و توليد

هاي اضافي از نسخه حامل ناقل دوتاييوقتي  كه شد

 طور موثربه ناقل ههاي بدنانتقال توالي، بود LBهاي توالي

در يك آزمايش تراريزش  .داري كاهش يافتو معني

موجود در بدنه  gusAكه  نسبت گياهان تراريخته ،زمانهم

درصد  4حدود به درصد  92 از ،كردندرا بيان مي ناقل

 مطالعه ديگريدر ). Kuraya et al., 2004يافت (كاهش 

اضافي  هايLBاز  T-DNA گيريشواهدي دال بر شكل

توانند نقطه آغاز و مي LB تكرار هايتوالي .دست نيامدبه

از هر كدام  T-شايد آغاز رشته .ندباش T-رشتهگيري شكل

 ميكرو T-گيري رشتهسبب شكل واتفاق افتد  هاLBاز 

)Micro T-strand( از LB  نزديك بهLB  دورتر شود كه

 Kuraya( انددر گياهان مورد مطالعه رديابي نشده تقريباً

et al., 2004.(  
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 LBكه مناطق  T-DNAساختار  ي،در تحقيق ديگر

ترين اراك ،سرهم داشتندرت پشتصوبهرا نوپالين يا اكتوپين 

د. به ژنوم گياه بودن ناقلهاي بدنه در ممانعت از انتقال توالي

در  T-تاثيرات مثبت بر پايان رشته LBحضور سه تكرار 

 ,.Podevin et al( نداشت LBمقايسه با وجود يك تكرار 

 LBكارآ در تكرارهاي  د كه پايانگرفتن ها نتيجهآن ).2006

ه ببستگي تواند عموميت داده شود و احتمالاً گانه نميچند

 كشتيو شرايط هم Agrobacteriumنژاد  ،ناقل دوتايينوع 

)Co-cultivation( دارد )Kuraya et al., 2004.(   

 LBبا  نسخهتك گياهان تراريختدر  ناقلانتقال بدنه 

نسخه كتتر از نسبت گياهان تراريخت دو برابر بيشمنفرد 

چندگانه در  LBبا  هايناقل .بوده است چندگانه LBبا 

داري تفاوت معني. نداشتندداري يتفاوت معن ،خصوص بيان

در انتقال بدنه  LBدو، سه و چهار  با هايناقلبين عملكرد 

رار تك دو ،اساساين كه بر  مشاهده نشدبه ژنوم گياه  ناقل

LB ريختگي بهم ،هاي تكراريزيرا توالي ،ارجحيت دارد

 د كه با افزايشنكنهايي را ايجاد ميكروموزومي و پيچيدگي

 Kuraya( شودمي ترنيز بيشها اختلالريسك  LBتعداد 

et al., 2004; Wang et al., 2016,.(  روش ديگر در

استفاده از يك ژن كشنده در  ناقل،جلوگيري از انتقال بدنه 

چندگانه نسبت به  LBاست. قراردادن  T-DNAخارج 

از آن  ،ارجحيت دارد T-DNAاستقرار ژن كشنده در خارج 

باز به منطقه  40جهت كه فقط اضافه كردن يك توالي حدود 

LB شي بخطور رضايتبه و تقريباً ي داردتردردسر كم ناقل

 شود. مي ناقلمانع انتقال بدنه 

 24تكرارهاي هاي توالي :RBو  LBهاي مرزي منطقه

در  ،)2(جدول  بسيار شبيه هم هستند RBو  LBبازي 

بر عهده  T-مختلفي در انتقال رشتههاي كه نقشحالي

عنوان جايگاه آغاز يا ها بهبر اين اساس، شناسايي آن .دارند

بستگي  زمينهيا هاي اطراف به توالي T-پايان سنتز رشته

يا  )Border region( مناطق مرزيتركيب توالي  و دارد

ها نقش در شناسايي و كاربري آن T-DNA مجاور مرزهاي

 Wang et al., 1987; Podevin et( كندمهمي بازي مي

al., 2006.(   

كمپلكس پروتئين  با LBشناسايي تكرار 

VirD1/VirD2 و هاي مجاور استتحت تاثير توالي 

 T-تنهايي براي پايان سنتز رشتهبه LBتايي -24تكرارهاي 

اضافه كردن مناطق  ).Wang et al., 1987( كافي نيست

حتي زماني كه در  - LBمرزي طبيعي داخل و خارج تكرار 

را  LBيي تكرار شناسا - مسافت دورتري قرار داشته باشد

 لناقهاي بدنه بخشد و تعداد گياهان حاوي تواليبهبود مي

 T-DNA ناقلبا گياهان زماني كه  .دهدرا كاهش مي

مرزي طبيعي  منطقهدر داخل  LBشدند كه تكرار  تراريزش

هاي داراي توالي بدنه شدهتراريزشفراواني  ،وارد شده بود

فاقد منطقه مرزي  هايناقلفراواني  اام ،كاهش يافت ناقل

مشخص  ،از طرفي ).Podevin et al., 2006( بودبالاتر 

تاثير عكس بر شناسايي  LBمنطقه داخلي شده است كه 

 T-DNA عنوان سيگنال براي آغاز سنتزتكرار مرزي به

براي  هاستفاده شد T-DNA هايناقلوقتي در مقابل،  .دارد

 ،در كنار تكرارهاي مرزي بودند LBمناطق  فاقد ،تراريزش

يجه توان نتكاهش يافت. بنابراين، مي ناقلفراواني تلفيق 

از داخلي و يا  نظرصرف -LBگرفت كه حضور يك منطقه 

داراي تاثيرات مثبت بر شناسايي صحيح تكرارهاي  -خارجي

LB دهنده استعنوان مكان پايانبه )Fu et al., 2006.(  

به DNA  نقش مهمي در انتقال RBهاي مجاور توالي

 ACRمين د ،هاتوالييكي از اين كنند. گياه ايفا مي

  تكرارهاي است كه ) AC(دمين غني از بالادستي 

بالادستي شامل  )AC )ACRنوكلئوتيدي غني از دي

شده هاي حفاظتپيراميدين در جايگاه ءجز ششحداقل 

 هستند )RB )DRدستي هاي پاييندمين ،ديگريو  هست

)Rommens et al., 2005.(  مطالعات دقيق مولكولي نشان

استفاده  LBجاي تواند بهجايگزين مي RBداده است كه 

 C-خوشهدست و بالا ULدمين  هشرطي كه ببه ،شود

 توانددست متصل شود. حتي تغييرات كوچك ميپايين

تاثيرات مهمي بر فراواني توليد گياهان تراريخت عاري از 

 داشته باشد.ناقل بدنه 

والي تدر پلاسميدهاي اكتوپين يك : هاي محركنقش توالي

در  )cis( ) سيسOverdrive sequence; OD( محرك

باز وجود دارد كه سبب  24 طولبه خارجي RBمنطقه 

 Peralta et( شودزايي ميو بيماري T-افزايش توليد رشته

al., 1986; Wang et al., 1987.(  انتقال كارايT-DNA 

محرك مجاور است. اگر محرك در  هاينيازمند اين توالي

را  RBجاي كاركرد اين تكرار مرزي  ،قرارگيرد LBنزديكي 

 ،تحقيقنوكلئوتيدهاي اشاره شده در اين  باز از 24 گيرد.مي

نوع  ODهاي مورد نياز براي فعاليت شامل همه توالي

اما براي فعاليت كامل فقط به بخشي از  ،وحشي است

 ODاز توالي  bp8 است. تعداد  نياز bp24 هاي توالي

هاي با تفاوت اندك در جايگاه )TGTTTGTT( مركزي

 ,.Peralta et al( شدند شناسايي RBنسبت به تكرارهاي 

در جهت طبيعي  RBانتقال كارا فقط نيازمند تكرار  ).1986
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به مقدار زيادي انتقال  ODاست.  cisدر حالت  ODو توالي 

 ). Peralta et al., 1986( كندرا تقويت و تحريك مي

) فعاليت OD(بدون  RBو  LBاز آنجا كه تكرارهاي 

RB دهند، پيشنهاد شد كه يك جهته ضعيفي را نشان مي

OD  كنش متقابل بين بايد بتواندRB هاي و پروتئين

زاي مربوط را تقويت كند. بنابراين، اغلب حوادث بيماري

 T-DNAشود و از طريق آغاز مي RBاز  T-DNAانتقال 

هاي زماني كه ژن ).Peralta et al., 1986( درومي LBبه 

vir  از پلاسميدTi ه در و ن(گرفته باشند  نوع اكتوپين منشا

 د)،نباشنوع نوپالين  Tiها از پلاسميد ژناين شرايطي كه 

  .خواهد بودنيازمند توالي محرك  T-DNA انتقال كاراي

  

   مطالعه مورديارايه يك 

 زمينيسيبدر عامل مقاومت به بادزدگي  Rpiهاي ژن

)Late blight( در شده و هاي شناساييهستند. ژن

هاي دهندهپايانو  )Promoterها (برندهپيش ،دسترس

)Terminator ( تا حدود 5 طولبهيا اوليه طبيعي kb 10 

در يك  چندگانه Rpiي هاو تركيب ژن سازيند. كلوندار

اغلب مشكل است.  ،دليل اندازه قطعه وارد شدهبه ناقل

اي هزيرا مكان ند،چندگانه مفيد نيست سازيهاي كلونمكان

هاي مكاناز وجود ندارد. استفاده كافي رشي منحصر به فرد ب

در مجاور  ژنيكغيرسيس ردپاي ،نوتركيبي حاصل از فاژ

يك رهيافت  بر اين اساس،د. نگذارجاي ميبه Rpiهاي ژن

 شامل ناقليك گروه  .طراحي شداختصاصي  سازيكلون

pUC-PPASSA ،pBIN AW-PASSA ،PASSA ،

pBINPLUS ،pCC-PPASSA رشي بهاي با مكان

 هشت هاي برشيمكاناغلب شامل و  بهچندگانه مشا

دن دي بويتلئوكون هشتدي طراحي شد. مزيت يتلئوكون

 اام ،ندارد وجود هدف ژن در تقريباًمكان برشي آن است كه 

جاي به Rpiهاي دي كه در مجاور ژنيتلئوكون هشت ردپاي

كننده وجود داشت دريافتدر ژنوم در فراواني بالا  ،ماندمي

ژن  سازينومنظور كلبه .خارجي اضافه نشد DNAهيچ و 

Rpi  طولاني هاي واكنش ،مناسب ناقلدر داخل يكPCR 

 آغازگرهايي. اجرا شديي بالا هاي پليمراز با كاراآنزيمبا 

ها آن 5'هاي برشي خاص در سمت استفاده شد كه مكان

هاي برشي حاصل با آنزيم PCRلات محصو. وجود داشت

 pCC-PPASSAيا  pUC-PPASSA هايناقلو در  هضم

 شده فسفريلهو دي هضم دوگانه آنزيمي ند كه قبلاًكلون شد

كارايي  باچندگانه   Rpi هايژن ،اوليه هايناقلاين از  .بودند

 pBINPLUS-PPASSAگياهي  ناقل دوتاييبه بالايي 

   ).Jo et al., 2016( انتقال يافتند

 
  گيري نهايينتيجه

 يا غيرمنطقي)(خواه منطقي  هاينگراني به با توجه

 ،تراريخت گياهانمحصولات  زمينه در كنندگانمصرف

 مزاياي ژن انتقال در مولكولي هايتكنيك از استفاده

 رهيافت كرد. پوشيچشم آن از تواننمي كه دارد بسياري

 هايكتكنياز  استفاده براي را راه ،ژنيكسيس و اينتراژنيك

اي هو نگراني داردميباز نگاه  گياهان نژاديبه در مولكولي

رساند. يكي از ضروريات كنندگان را به حداقل ميمصرف

راي هر ب ژنيكسيس و اينتراژنيك ناقلتوليد و سنتز  ،اوليه

ر تتر و مطمئنتواند در حل سريعزيرا مي ،گياه زراعي است

 بيانزراعي موجود كمك شاياني كند. فرانقاط ضعف ارقام 

و  ويژگيبا  هايناقليا هاي داخلي يك گياه زراعي ژن

در يك ژن داخلي  جهشتوانايي خاموشي ژن هدف و ايجاد 

با هدف تغيير كاركرد يا كاركرد دوگانه و انتقال مجدد آن 

ابزارهاي مهمي است كه در دست متخصصين  ،به گياه هدف

جواب قطعي براي  هاناقلگرچه اين ا ،استگياهي نژادي به

 ،علاوه بر اين .ندرفع تمام كمبودهاي يك رقم زراعي نيست

كمك  تواندكامبيناز ميشدني ژن رياستفاده از سيستم القا

با  ياز گياهان تراريخت توليدماركر مهمي در حذف ژن 

 تواندمي نكات همه اين .هاي اينتراژيك باشدناقل

 تهتغييرياف زراعي گياهان دوم نسل معرفي در را متخصصين

 ندكمي كمك رهيافت اين شدنعملي. كند كمك ژنتيكي

 و زارعين مقبول و برتر زراعي ارقام گذاشتن كنار بدون تا

 به رو نيازهاي و داد را انجام هانژادي آنبه ،كنندگانمصرف

  .دربرطرف ك ممكن ترين زماندر كوتاه را گانهآيند رشد
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Abstract 

The area under cultivation of genetically modified (GM) crops has increased dramatically within the 
last 20 years. In spite of the economic/agronomic benefits, and their undeniable effects on the 
environment and human health, social rejection towards GM food, has hindered implementation, 
exploitation, and commercialization of the molecular techniques. It is chiefly due to the introduction of 
prokaryotic genes as a selectable marker and transgene from sources that are not naturally crossable 
with target crop. Using a plant-derived DNA transformation vectors specially designed for each crop 
with genetic elements from its own genome should rise less environmental concern and may increase 
consumer’s acceptance. The promoter, terminator, T-DNA borders, etc. remain the prime genetic 
elements within T-DNA region that need to be replaced with plant-derived types. In addition, putative 
right border should be designed and selectable marker gene need to be avoided or removed following 
production of a transgenic plant. In the current paper, the concept of cisgenic and intragenic approaches 
for plant improvement and the essential technical points need to be considered when designing a plant-
derived vector are briefly reviewed. 
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