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فهرست مطالب
صفحهعنوان

1مقدمه     - فصل اول

و بررسی منابعکلیات-فصل دوم
3هاي گیاهیهاي ناشی از بیماريزیان- 2-1
3هاي آنبیماريواهمیت،(Cucumis melo.L)گونه خربزه-2-2
Cucumis melo(خربزه وحشی-1- 2-2 var. agrestis(4
5آرابیدوپسیس- 2-3
6آنهااهمیتوقارچیهايبیماري- 2-4
7هاي بیماریزاي گیاهی و خصوصیات آنهاقارچ-1- 2-4
7هاي قارچیساختار دیواره سلول-2- 2-4
8یکدیگرتوسطو گیاهقارچتشخیص-3- 2-4
8هاي قارچیمکانیزم هاي دفاعی گیاهان در برابر پاتوژن- 2-5
9هاي دفاعی فعال قبل از حمله پاتوژنمکانیزم-1- 2-5
9دیواره سلولی گیاه-1-1- 2-5
10هاي دفاعی بعد از نفوذ پاتوژنمکانیزم-2- 2-5
10مقاومت سیستمی اکتسابی-2-1- 2-5
10هاي فوق حساسیتایجاد واکنش-2-2- 2-5
11تولید ترکیبات بیوشیمیایی بازدارنده-2-3- 2-5
14(HGA)هوموگالاکتورونان -2-6
15گالاکتوروناز هاي پلیآنزیم- 2-7
PGIP(17(گالاکتورونازپلیاز فعالیت آنزیمکنندهممانعتهايپروتئین- 2-8
17پاتوژنیکهايقارچعلیهدفاعدرPGIPعمکرد-1- 2-8
PGIP18تشخیصقدرت-2- 2-8
PGIP19کنندهکدهايژن-3- 2-8
PGIP24هاي ژنتنظیمیمکانیسم-4- 2-8
PGIP25هايپروتئیندرلوسینازغنیتکراريهايتوالی-5- 2-8
26پاتوژنیکهايقارچعلیهدفاعدرPGIPنقش-6- 2-8
26هاي مقاومت جداسازي و مطالعۀ ژن-2-9
27ها مهندسی مقاومت به بیماري-2-9-1
28مزایاي انتقال ژن-2- 2-9
29ها گیاهان مقاوم به آفات و بیماري-3- 2-9
29سطح زیر کشت محصولات تراریخته-3-1- 2-9
31روش تولید گیاهان تراریخته - 2-10



فهرست مطالب
صفحهعنوان

31هاي انتقال زیستیسیستم- 1- 2-10
31هاي گیاهیانتقال ژن به سلول-1- 1- 2-10
32طبقه بندي آگروباکتریوم -2- 1- 2-10
34آگروباکتریوم یدامنه میزبان-3- 1- 2-10
Ri34و Tiهاي ساختار مولکولی پلاسمید-4- 1- 2-10
34زاهاي ریشهتومورزا و ژنهايژن-5- 1- 2-10
T-DNA35وقایع مولکولی دخیل درانتقال - 6- 1- 2-10
38)استراتژي و روش ها(انتقال ژن بواسطه آگروباکتریوم -7- 1- 2-10
38هاي گیاهیهاي جدید به سلولبراي انتقال ژنRiو Tiاستفاده از پلاسمید -8- 1- 2-10
39تغییریافتهT-DNAاجزاي -9- 1- 2-10
39هاي تراریختی با استفاده از آگروباکتریوم روش-10- 1- 2-10
40هاي انتقال فیزیکیسیستم- 2- 2-10
40تفنگ ژنی-1- 2- 2-10
PEG(41(پلی اتیلن گلیکول -2- 2- 2-10
41هالیپوزوم-3- 2- 2-10
41الکتروپوریشن-4- 2- 2-10
42کاربید-فیبرهاي سیلیکون-5- 2- 2-10
42ریزتزریقی- 6- 2- 2-10
42الکتروفورز-7- 2- 2-10
43خشکی-8- 2- 2-10
43هاي تائید تراریختیروش- 2-11
43هیبریداسیون ساترن- 1- 2-11
43ي پلیمراز اواکنش زنجیره- 2- 2-11
43هاي نشانگرژن- 3- 2-11
44گزینشگرنشانگر هاي استفاده از ژن-1- 3- 2-11
44هاي گزارشگراستفاده از ژن-2- 3- 2-11
GUSبتا گلوکورونیداز یا - 2-12 (β Glucuronidase)44
45همسانه سازي ژن- 2-13
2-14 -cDNA46

ها    مواد و روش- فصل سوم
48کشت و شرایط رشد خربزه وحشی- 3-1
48کشت و شرایط رشد آرابیدوپسیس- 3-2



فهرست مطالب
صفحهعنوان

49طراحی آغازگر- 3-3
49از آغازگرهاي رفت و برگشتρmol/μl10هایی با غلظت تهیه استوك-1- 3-3
49کلRNAاستخراج - 3-4
DNase50با آنزیم RNAتیمار -1- 3-4
51استخراج شدهRNAبررسی کیفیت -2- 3-4
51الکتروفورز -2-1- 3-4
51اسپکتروفوتومتري-2-2- 3-4
cDNA52سنتز - 3-5
PGIP52تکثیر ژن -3-6
pGEMسازي ژن درپلاسمید همسانه- 3-7 –T Vector54
54تهیه محیط کشت باکتري-1- 3-7
54مایعLBمحیط کشت-1-1- 3-7
54آگار- LBمحیط کشت -1-2- 3-7
54سیلینو آمپیx-gal-IPTGآگار حاوي- LBمحیط کشت انتخابی -1-3- 3-7
55هاي مستعدتهیه سلول-2- 3-7
pGEMدر پلاسمید PCRسازي محصولات همسانه-3- 3-7 –T Vector56
T4 DNA Ligase56موردنظر به وکتور توسط آنزیم DNAاتصال قطعه -4- 3-7
58مستعد ایشرشیاکلاي توسط محصول اتصال با استفاده از روش شوك حرارتیتراریخته کردن سلول -5- 3-7
3-8-Colony PCR59براي تایید تراریختی باکتري
60)سامبروك(پلاسمیدي با روش شکست قلیاییDNAاستخراج- 3-9
PGIP61تعیین توالی ژن- 3-10
61به گیاهPGIPي پلاسمیدي به منظور انتقال ژن ساخت سازه- 3-11
61سازيجهت همسانهPBI121و ناقل PCRهضم آنزیمی محصول - 1- 3-11
Ligation62مراحل واکنش - 2- 3-11
62انتخاب نسبت قطعه به ناقل-1- 2- 3-11
62آماده سازي مخلوط اتصال-2- 2- 3-11
E. coliهاي مستعد از تهیه سلول- 3- 3-11 (DH5)62
63یکردن سلول مستعد توسط محصول اتصال با استفاده از روش شوك حرارتتراریخته- 4- 3-11
63سازيتائید مولکولی محصولات همسانه- 5- 3-11
PCR64هاي مقاوم با بررسی کلونی-1- 5- 3-11
64روش هضم آنزیمی-2- 5- 3-11
64هاي اگروباکتریومهاي نوترکیب به سلولانتقال ناقل- 3-12



فهرست مطالب
صفحهعنوان

64هاي مستعد اگروباکتریومسازي سلولآماده- 1- 3-12
GV310165گروباکتریومترانسفورماسیون سویه ا- 2- 3-12
65سازي گیاهان آرابیدوپسیستهیه محیط تلقیح و تراریخت- 3-13
65رشد اگروباکتریوم و تهیه محیط تلقیح- 1- 3-13
66گیاهچهسازي گیاهان آرابیدوپسیس به روش فرو بردن تراریخته- 2- 3-13
66انتخاب گیاهان بالقوه تراریخت و انتقال آنها به اتاقک رشد- 3- 3-13
67کلRNAاستخراج - 3-14
DNase68با آنزیم RNAتیمار - 1- 3-14
68استخراج شدهRNAبررسی کیفیت و کمیت - 2- 3-14
68الکتروفورز -1- 2- 3-14
68اسپکتروفوتومتري-2- 2- 3-14
cDNA69سنتز - 3-15
-RTآزمون گیاهان تراریخت با -3-16 PCR69

نتایج-فصل چهارم
DNA71استخراج - 4-1
71ژنومیکDNAاي پلیمراز با استفاده از پرایمرهاي اختصاصی و واکنش زنجیره- 4-2
RNA72استخراج - 4-3
DNA73پس از حذف RNAبررسی -1- 4-3
PGIP73و تکثیر ژن cDNAساخت - 4-4
PCR74سازي محصول از روي ژل آگارز و خالصDNAاستخراج - 4-5
74سازي ژنهمسانه-4-6
Colony PCR74آزمون - 4-7
75جدا شده از خربزه وحشیPGIPبررسی بیوانفورماتیک توالی ژن - 4-8
PGIP75توالی نوکلئوتیدي ژن -1- 4-8
76گلاکتوروناز قارچیکننده از فعالیت پلیممانعتهاي آنزیم توالی اسیدآمینه-2- 4-8
BioEdit76افزار با نرمPGIPمحاسبه فراوانی نوکلئوتیدي توالی ژن -3- 4-8
BioEdit77افزار با نرمPGIPمحاسبه فراوانی اسیدآمینه توالی پروتئینی -4- 4-8
78ندتایی و شناسایی نقاط حفاظت شدهچانطباق توالی -5- 4-8
PGIP81تجزیه و تحلیل فیلوژنیکی ژن -6- 4-8
81هاي گیاهان مختلفنمایش لوگویی از انطباق توالی-7- 4-8
ProtParam86هاي اصلی فیزیکوشیمیایی یک پروتئین با بینی ویژگیپیش-8- 4-8
PSIPRED88افزار با نرمPGIPبینی ساختار دوم پروتئین پیش-9- 4-8



فهرست مطالب
صفحهعنوان

ClustalW89افزار تعیین نقاط حفاظت شده پروتئین با نرم- 10- 4-8
90هاي درون غشاییبررسی ساختار اولیه پروتئین و یافتن قسمت- 11- 4-8
92خوردههاي پیچجستجوي مارپیچ- 12- 4-8
PGIP92هاي پروتئین جستجوي دمین- 13- 4-8
www.expasy.ch/UniProtKB(93(از طریق PGIPیابی به گیاهان حاوي دست- 14- 4-8
PeptideCutter93در کامپیوتر با استفاده از PGIPهضم پروتئین - 15- 4-8
94ي پلاسمیديساخت سازه- 4-9
pfu94با آنزیم PGIPتکثیر ژن -1- 4-9
95از روي ژل آگارزDNAاستخراج -2- 4-9
pBI12195تهیه ناقل پلاسمیدي -3- 4-9
pBI12196و ناقل PGIPهضم آنزیمی قطعه ژنی -4- 4-9
97هاي اتصالواکنش-5- 4-9
E. coliهاي مستعد ترانسفورم کردن سلول-6- 4-9 (DH5α)97با محصولات اتصال
Colony PCR97آزمون ها با استفاده ازتایید کلونی-7- 4-9
98هاي برشیها با آزمون آنزیمتأیید کلونی-8- 4-9
99اگروباکتریومGV3101ترانسفورم کردن سویه - 4-10
99انتقال ژن به آرابیدوپسیس- 4-11
100هاي انتهاییها و حذف گلچهسازي غلافتنک- 1- 4-11
100فرآیند انتخاب گیاهان تراریخت- 2- 4-11
-RTبررسی و تأیید مولکولی گیاهان تراریخت با - 4-12 PCR101

102بحث- فصل پنجم
106پیشنهادات-فصل ششم
107منابع-فصل هفتم



ها                                                                                                                         فهرست شکل
صفحهعنوان                                                                                                                        

5گلدهی مرحلهدرگیاهکرکدار،وحشی، ساقهخربزهمیوه- 1- 2شکل
Neurosporaساختمان دیواره -2- 2شکل crassa8
8ها و موقعیت قرارگیري ترکیبات مختلف سازندة آننمایش شماتیک از ساختار عمومی دیواره سلولی قارچ- 3- 2شکل
10میزباناپیدرمبهپاتوژننفوذهاياستراتژي- 4- 2شکل
15هاساختار شماتیک گالاکتورونان- 5- 2شکل
15هاي متیله و غیر متیلههاي پکتینازي روي مولکول گالاکتورونان با دنبالهنمایش شماتیک فعالیت-6- 2شکل
18گالاکتورونازگالاکتوروناز و پروتئین ممانعت کننده از فعالیت پلیتعامل پلی- 7- 2شکل
38ي اگروباکتریوم به ژنوم سلول گیاهیي انتقال ژن بوسیلهشمایی از نحوه- 8- 2شکل
cDNA47مراحل ساخت - 9- 2شکل
روي محیط بر) C(و پلاسمید نوترکیب ) B(و حاوي پلاسمید ) A(اختلاف بین باکتري هاي فاقد پلاسمید - 1- 3شکل

کشت انتخابی
55

pGEMنقشه ژنتیکی - 2- 3شکل –T Vector شرکتPromega56
59ترانسفورماسیون باکتري به روش شوك حرارتی- 3- 3شکل
71استخراجی از برگ گیاه خربزه وحشیDNA- 1- 4شکل
71برگDNAهاي مختلف و غلظتpfuپلیمراز DNAبا استفاده از آنزیم PGIPتکثیر ژن - 2- 4شکل
72درصد2/1استخراج شده از گیاه خربزه وحشی بر روي ژل آگارز RNAالکتروفورز -3- 4شکل
73درصد1.2بر روي ژل آگارز DNaseاستخراجی بعد از تیمار با RNA-4- 4شکل
73گیاه خربزه وحشیPGIPژن - 5- 4شکل
73سازي آنجهت برش از روي ژل و خالصPGIPتکثیر ژن - 6-4شکل
74هاي سفید و آبینماي میکروسکوپی از کلنی- 7- 4شکل
pGEM74با پرایمرهاي دقیق و تایید ورود ژن به پلاسمید colony PCRنتایج حاصل از - 8- 4شکل
PGIP75توالی نوکلئوتیدي ژن - 9- 4شکل
PGIP76توالی پروتئینی ژن - 10- 4شکل
PGIP76فراوانی نوکلئوتیدي توالی ژن- 11- 4شکل
PGIP77فراوانی آمینواسیدي توالی پروتئینی - 12- 4شکل
از گیاه خربزه وحشی با تعدادي از گیاهان خانواده PGIPنتایج حاصل از همترازي توالی نوکلئوتیدي ژن- 13- 4شکل

Cucurbiraceae

80

PGIP81تجزیه و تحلیل فیلوژنتیکی ژن - 14- 4شکل
PGIP85نمایش لوگویی انطباق توالی چندتایی توالی نوکلئوتیدي - 15- 4شکل
PGIP86نمایش لوگویی انطباق توالی چندتایی توالی پروتئینی -16- 4شکل
گالاکتوروناز با استفاده از نرم کننده از فعالیت پلیبینی ساختار دوم آنزیم ممانعتنماي شماتیک از پیش- 17- 4شکل
PSIPREDافزار 

88

90از گیاه خربزه وحشی با تعدادي از گیاهان PGIPنتایج حاصل از همترازي توالی پروتئینی - 18- 4شکل



ها                                                                                                                         فهرست شکل
صفحهعنوان                                                                                                                        

TMHMM91يبا برنامهPGIPنمودار آبدوستی براي - 19- 4شکل
Kyte and Doolittle91و روش ProtScaleبا برنامه PGIPالگوي آبگریزي براي - 20- 4شکل
PGIP92خورده در پروتئین هاي پیچجستجوي مارپیچ- 21- 4شکل
PGIP92هاي پروتئین نمایی شماتیک از دمین- 22- 4شکل 
PGIP93گیاهان داراي پروتئین - 23- 4شکل
94در کامپیوترPGIPهضم پروتئین - 24- 4شکل
pfu95و PGIPجدا شده از گیاه خربزه وحشی و پرایمرهاي RNAحاصل از cDNAبا PCRمحصولات- 25- 4شکل
95%1بر روي ژل آگارز pBI121پلاسمید -26- 4شکل

XbaI96و SacIهاي برشی با آنزیمpBI121هضم آنزیمی پلاسمید- 27- 4شکل 
96منظور خالص سازي از روي ژلبهXbaIو SacIهاي برشی با آنزیمpBI121هضم آنزیمی پلاسمید- 28- 4شکل 
XbaI97و SacIهاي برشی با آنزیمPGIPهضم آنزیمی - 29- 4شکل 
PGIP98و پرایمرهاي اختصاصی هاي نوترکیبترانسفورم شده با ناقلE. coliهاي کلونیPCRنتیجه - 30- 4شکل
طراحی شده از S35و پرایمرهاي هاي نوترکیبترانسفورم شده با ناقلE. coliهاي کلونیPCRنتیجه - 31-4شکل
PGIPو پرایمرهاي اختصاصی pBI121روي 

98

GuSA99به جاي ژن نشانگر PGIPهاي نوترکیب حاوي ژن پلاسمید- 32- 4شکل
Colony PCR99تراریخت پس از تأیید اولیه با روش E. coliهاي آزمون برش آنزیمی کلون- 33- 4شکل
2روز تاریکی و 3کانامایسین و تیمار mgl-150هاي انتخاب شده در محیط انتخابی با غلظت گیاهچه-34- 4شکل

ساعت تاریکی8ساعت نور و 16فته در شرایط ه
100

101استخراج شده از گیاهان بالقوه تراریخت آرابیدوپسیسRNA- 35- 4شکل
DNA101جهت از بین بردن آلودگی DNAseگیاهان بالقوه تراریخت با آنزیمRNAتیمار -36- 4شکل 
PGIP101هاي اختصاصی ژن با آغازگروRT-PCRآزمون گیاهان بالقوه تراریخت به روش - 37- 4شکل 
104سازي آرابیدوپسیسهایجاد شده به منظور تراریختpBI121وکتور نوترکیب - 1- 5شکل 



ها                                                                                  فهرست جدول
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:سپاسگزاري

اي که بتواند ترجمان بندگی و پایان و کو آن واژهي لغت کوتاه است و هیجان ضمیرم بیامنهافسوس که د
هاي بودنم و اینکه طی گرچه در بیانم نگنجد، ولی از من بپذیر سپاسم را، به پاس تمام لحظه. سپاسم باشد

.لطفت ممکن نبودکردن این مرحله بی

ها و دریغ نثارم شد و تا ابد سپاسگزار مهربانیهرشان بیاي هستم که مرهین منت هستی بخشان وارسته
در گذار از این مرحله خواهم بود و نعمت سلامتی و سعادت دنیا و عزیز و فداکارمپدر و مادرهاي صبوري

.آخرت و طول عمر با عزت را برایشان آرزومندم

از . ها اندوختمراهنمایان بیداردل توشهاندوزي از رهنمایی خداي را شاکرم که در مسیر پر فراز و نشیب دانش
دکتر علیویدکتر حمید نجفی زریناستادان بزرگوارم جناب آقاي وقفه هاي بیدریغ و تلاشزحمات بی

و شان چون فانوسی در این تاریک راه، کارگشاهایییکه همواره و همه جا اشارات و راهنمانی کلاگرهستاد
.نی را دارم، کمال تشکر و قدرداراه گشا بود

که زحمت مطالعه و داوري این دکتر رنجبر و جناب آقاي تباردکتر کاظمیاز اساتید بزرگوار جناب آقاي 
.نمایمرساله را تقبل نمودند، تشکر و قدردانی می

.نهایت تشکر را دارمیدکتر عباساز نماینده محترم تحصیلات تکمیلی جناب آقاي 

ي و دانش خود را با صبر و حوصلهکه تجربیاتپناهو مهندس حقيیزپاکدین پاردکتراز جناب آقایان
نهایت تشکر را نموده و همواره بذل لطف الهی را در کارهایشان مسئلت ،من قرار دادندفراوان در اختیار

.دارم

هاي مالی، علمی همچنین از مسئولین محترم پژوهشکده ژنتیک و زیست فناوري طبرستان به واسطه کمک
.نمایمدریغشان قدردانی میزحمات بیو 

.به پاس خلوص لحظات با هم بودن کمال سپاس و قدردانی را دارمدوستان عزیزمو در پایان از تمامی 



چکیده

هاي قارچی است که استفاده یکی از مشکلات تولید محصولات جالیزي بخصوص گیاهان خانواده کدوئیان خسارت بالاي پاتوژن
ویشاوندان وحشی خانواده کدوئیان مقاومت خوبی را در تقابل با از طرفی بعضی از خ. رویه از سموم را در پی داشته استبی

در این . توان از آنها به عنوان ذخایر ژنتیکی براي اصلاح گیاهان زراعی حساس بهره برداند و میها بروز دادهانواع پاتوژن
Cucumis(از خربزه وحشی Polygalacturonase Inhibiting Protein) PGIP(کننده ژن رمزگردان هاي ژنی کدپژوهش توالی

melo var. agrestis (براي این کار از . جداسازي شدDNA ژنومی وcDNA سنتز شده ازRNAعنوان الگو براي کل به
هاي مشابه موجود در بانک ژن، پرایمرهاي لیاهاي بیوانفورماتیکی روي توپس از بررسی. جداسازي توالی مورد نظر استفاده شد

سازي و همسانهTAدر وکتورهاي PCRهاي مذکور پس از تکثیر با هاي اجماعی طراحی شدند و توالیاز توالیدقیق و دژنره 
طراحی شدند و قطعات ژنی پس از تکثیر مجدد SacIو XbaIدر مرحله بعد پرایمرهاي حاوي سایت برشی . یابی شدندتوالی

GV3101هاي اولیه و اطمینان از صحت آنها، به اگروباکتریوم نژاد سازي و پس از بررسیهمسانهpBI121در وکتورهاي دوتایی

سپس این .ها تلقیح و گیاهان تراریخت در محیط انتخابی گزینش شدندگیاهان آرابیدوپسیس با اگروباکتریوم. منتقل شدند
، cDNAژنومی و DNAگوي نتایج نشان داد با استفاده از هر دو نوع ال. ارزیابی شدندRT-PCRو PCRهاي گیاهان با روش

دهنده عدم وجود اینترون در ژن ایجاد شد که نشان،بودPGIPکامل ژن ORFجفت باز که شامل 981قطعه ژنی به طول 
بیانگر RT-PCRاند و آزمون را دریافت کردهPGIPگیاهان انتخابی نشان داد که این گیاهان ژن PCRآزمون . مذکور بود

رفولوژیک یا فیزیولوژیک خاصی در وهاي اولیه نشان داد تغییرات مبررسی. هاي تراریخت بوداکثر لاینبرداري این ژن در نسخه
.گیاهان تراریخت ایجاد نشده است و نمو آنها مشابه گیاهان شاهد غیر تراریخت بوده است

.، گیاه تراریخت، آرابیدوپسیس، جداسازي ژنPGIPخربزه وحشی، :کلمات کلیدي
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مقدمه

ترین مین غذاي این جمعیت یکی از مهمأتطوري که جمعیت جهان و نیاز به غذا به طور روزافزون در حال افزایش است به
ها، مؤسسات پژوهشی و محققین کشاورزي بطور پیوسته این موضوع باعث شده دولت.باشدمسائل جهانی در عصر حاضر می

دید و مؤثرتر براي افزایش تولید محصولات کشاورزي و تأمین امنیت غذایی این جمعیت در حال هاي جدر جستجوي روش
علاوه بر افزایش مصرف تولیدات کشاورزي به عنوان غذا، استفاده فزاینده از این تولیدات در صنایع مختلف و بویژه . رشد باشند

هاي آن افزایش قیمت جهانی ها را نکند که یکی از نشانهموجب شده تولید فعلی تکافوي نیاز1هاي زیستیدر تولید سوخت
هاي قابل استفاده براي کشاورزي در بیشتر زمینبا توجه به اینکه). 2008فائو، (بود 2008تولیدات اصلی کشاورزي در سال 

کاهش احد سطح وباشند و امکان افزایش سطح زیر کشت وجود ندارد، راهکارهاي افزایش تولید در وحال حاضر زیر کشت می
هاي ایجاد شده پس از طرفی با پیشرفت. اندهاي اخیر بیشتر مورد توجه قرار گرفتهدر سالهاخسارات ناشی از آفات و بیماري

عملکرد محصولات زراعی افزایش زیادي یافته و به خط ،از انقلاب سبز و انتقال دستاوردهاي آن به کشورهاي در حال توسعه
و تونیسن(باشد پذیر نمیهاي زیستی عملاً امکانیک شده است و افزایش بیشتر عملکرد به دلیل محدودیتنزد2تراز عملکرد

هاي هرز و سایر عواملی که علاوه بر هدررفتن ها و علفاین موضوع باعث شده کنترل آفات، بیماري). 2003، 3همکاران
. شوند بیش از پیش مورد توجه قرار گیردیت آن نیز میمحصول تولید شده و افزایش هزینه تمام شده، موجب کاهش کیف

و نماتدها،هاقارچپروتوزوئرها،ریکتسیاها،فیتوپلاسماها،ها،ویروسویروئیدها،جملهازگیاهیهايپاتوژنمختلفانواعحمله 
با کنترل این .دنشووب میمحصولات کشاورزي محساتلافاز مهمترین عوامل هاي ناشی از آنهاو بیماريبه گیاهانباکتري

توان علاوه بر افزایش عملکرد و کیفیت محصولات تولیدي کیفیت آنها را نیز ارتقاء عوامل و کاهش خسارت ناشی از آنها می
پراکندگی جغرافیایی زیاد و سازگاري به دامنه . ها از اهمیت خاصی برخوردارندهاي گیاهی مختلف قارچاز میان پاتوژن.داد

هاي گیاهی مختلف و هاي بیماریزا، طیف وسیع بیماریزایی روي گونهز شرایط زیستی، تنوع ژنتیکی بالا در سویهوسیعی ا
بر باشد هاي بیماریزاي گیاهی دشوار و هزینهسرعت همه گیري موجب شده مبارزه با قارچسرعت زیاد رشد و تکثیر و

استفاده از ترین آنها معمولکی ازاي قارچی وجود دارد که یههاي مختلفی براي کنترل پاتوژنروش). 2005، 4اگریوس(
هاي سنگین اثرات سوء متعددي بر محیط زیست دارداین امر علاوه بر هزینه. باشدشیمیائی در سطح وسیع میهايکشقارچ

. ارد کرده استهاي طبیعی وهاي جبران ناپذیري به اکوسیستمکه باقیماندن این سموم در منابع آب و خاك صدمهطوري
ها و سبزیجات و باقی ماندن آنها در این محصولات سلامت رویه این سموم بخصوص در میوهمصرف بی،بر این مسائلعلاوه

استفاده از این ترکیبات شیمیایی، منجر بهمناسب برايتلاش جهت یافتن جایگزینی. کندکنندگان را تهدید میمصرف
هاي ها و سایر ارگانیزمها، باکتريها شامل بکارگیري مستقیم قارچاین روش. شده استهاي مختلف کنترل بیولوژیک روش

هزینه بالا و عدم کارایی مناسب در شرایط . هاي گیاهی بوده و مخاطرات مصرف سموم را ندارندکننده پاتوژنمفید کنترل
هاي انتقال ژن به گیاهان، دو دهه اخیر در روشهايبا پیشرفت. باشندهاي کنترل بیولوژیک میمتنوع محیطی از معایب روش

آل در مبارزه با هاي دفاعی و تولید گیاهان تراریخته مقاوم به یکی از راهکارهاي ایدههاي مرتبط با واکنشانتقال ژن
هاي هاي دفاعی گیاه، جداسازي ژنهاي زیادي روي شناخت مکانیزمهم اکنون پژوهش. هاي قارچی تبدیل شده استبیماري

1. Biofuel
2. Yield plateau
3. Toenniessen et al.
4. Agrios
5. Iglesias et al.
6. Wako et al.
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ها و همچنین انتقال شناسایی ارقام مقاوم به پاتوژن.شودفرآیندهاي دفاعی گیاه و تولید گیاهان تراریخت مقاوم انجام می
طبق . باعث افزایش تولید محصول و بالا رفتن کیفیت آن گردددتوانها به محصولات زراعی، میهاي مقاوم به این پاتوژنژن

Monosporascusقارچیهاي گردید که خربزه وحشی به پاتوژنهاي به عمل آمده مشخصبررسی cannonballus

Didymella bryoniae، )2000ایگلسیاس و همکاران، (Acremonium cucurbitacearum، )2000و همکاران، 1ایگلسیاس(

و ویروس )2009و همکارن، 3ایومولود(Fusarium oxysporum f.sp.melonisقارچ 2و 1هاي و نژاد)و همکاران2واکو(
Trialeurodes vaporariorum)هاي تواند به عنوان منبع ژنبنابراین این گیاه می. مقاوم است)1994و همکاران، 4سوریا

ها ترکیبات پکتین ايلپهتک.هاي قارچی و ویروسی در خانواده کدوئیان به کار رودمقاومت براي ایجاد مقاومت به بیماري
هاپاتوژنPGدر برابر پروتئین ) PGIP(هاي پروتئینی هاي خود دارا بوده و در نتیجه فاقد ممانعت کنندهدر دیوارهکمتري را 

.این گیاهان را مقاوم به بیماري خواهد نمود، pgipجایگزینی و بیان ژن باشند،میPGIPاز آنجایی که غلات فاقد . باشندمی
هاي آفاتی از قبیل نماتدها، حشرات و باکتريPGهاي انند درجهت مبارزه با پروتئینتومیpgipگیاهان تراریخت حامل ژن 

.ایجادکننده پوسیدگی نرم به کار روند

و ارزیابی بیان آن مورد بررسی آرابیدوپسیساز خربزه وحشی، انتقال ژن به گیاه pgipلذا در این تحقیق مسئله جداسازي ژن 
.گیردقرار می

اهداف تحقیق

.از خربزه وحشیpgipجداسازي ژن -1
.جداشده از خربزه وحشیpgipبررسی بیوانفورماتیکی ژن -2
.جداشده از خربزه وحشی به گیاه آرابیدوپیسpgipانتقال ژن -3
.ارزیابی بیان ژن انتقالی در آرابیدوپیس-4

1. Iglesias et al.
2. Wako et al.
3. Oumouloud et al.
4. Soria et al.
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هاي گیاهیز بیماريهاي ناشی ازیان- 2-1

العاده دارند زیرا به گیاهان و محصولات گیاهی که انسان براي غذا، پوشاك، وسایل هاي گیاهی براي انسان اهمیت فوقبیماري
ها انسان در سراسر جهان براي میلیون. رسانندزیست و در بسیاري از موارد سکونت به آنها وابسته است، آسیب میخانه، محیط

هاي گیاهی عامل ایجاد تفاوت میان یک زندگی ي زندگی وابسته به محصولات گیاهی هستند، بیماريراي ادامهکه هنوز ب
مرگ ناشی از قحطی . و و زندگی همراه با گرسنگی و حتی مرگ ناشی از قحطی از سوي دیگر خواهند بودیک سآسوده از 

هاي در حال اکنون در کشورگرسنه که همها انسان نیمیوني گرسنگی میلو بخش عمده1845میلیون آیرلندي در سال 1.4
هاي گیاهی در هایی که غذا فراوان است، بیماريدر کشور. هاي گیاهی هستندهایی از عواقب بیماريبرند، مثالسر میتوسعه به

بر آن باعث بالا رفتن علاوههاي گیاهیاما بیماري. درجه اول از لحاظ خسارت اقتصادي به تولیدکنندگان درخور اهمیت هستند
آنها در مواردي مستقیماً موجب بیماري شدید در انسان و حیواناتی . شوندکنندگان نیز میبهاي محصولات براي مصرف

زیست را با خسارت رساندن به گیاهان در آنها همچنین زیبایی محیط. کنندشوند که محصولات گیاهی بیمار را مصرف میمی
ها، موجب پخش علاوه، کوشش براي کنترل بیماريبه. برندها از بین میها و جنگلها، پاركحاشیه خیابانها،اطراف خانه

شناخت و کنترل این عوامل ) 2005، اگریوس(کنند زیست را آلوده میشود که آب و محیطها کیلوگرم مواد سمی میمیلیارد
.کشاورزي بسیار مؤثر باشدتواند در افزایش کیفیت و کمیت محصولات زا میخسارت

آنهايبیماريواهمیت،(Cucumis melo.L)گونه خربزه-2-2

سطح زیر. )1350پوستچی، (داردملیدرآمدوکشورصیفیدر زراعتمهمینقشخربزهوطالبیمخصوصاًجالیزي،گیاهان
سایرازبیشترشایدmeloCucumisونه گدرتنوع. باشدمیدرکشورسبزیجاتکشتزیرسطح% 50ازبیشکدوئیانکشت

C.melo)خربزه زراعی شاملمختلفزراعیهايگروهدارايکروموزوم24n=2x=2خربزه باگونه.باشدایراندرکدوئیان var.

inodorus)، طالبی(C.melo var. cantalupenses)گرمک ،(C.melo var. reticulatus) ،چنبر خیار( C.melo var flexusus)

.C)و دستنبو  melo var. dudaims)هاي وحشی نظیر و همچنین گروه(C.melo var agrestis)کشتایراندر.باشدمی
بهتريکیفیوکمیتولیدازخراسانواصفهانگرمسار،ایوانکی،ورامین،مثلکویريحاشیهوخشکمناطقدرخربزه

وآذربایجانمازندران،گیلان،قزوین،ساوه،جملهازنقاطسایردرونشدهدمحدومناطقاینبهآنولی کشتاست،برخوردار
کشورکنونیشکلبهخربزهوطالبیاولیهمنبعمحققانبرخینظربه).1350پوستچی، (استیافتهگسترشنیزهمدان
مونوگرافدروحشیهايملونتوزیعهبتوجهباطرفیاز). 2000، 1کرج و گرام(استایرانهمسایهکشورهايوقفقازایران،

ملونتنوعثانویهمراکزچینوایران، افغانستانهند،وباشدتنوعاولیهمرکزآفریقارسدمینظربه) kirkbride(کیرکبراید
میلادي،2010سالدر جهان درمحصولاینکشتزیرسطحکلفائوآمارطبق.)1937، 2تاپلی و همکاران(باشند

کشوربهمتعلقتولیدبالاترینکهباشدمیتن28321159تولیدوهکتاردرتن6/21متوسطعملکردباهکتار1308018
کشتزیرسطح.آیدمیدستهکتاربه578500معادلسطحیازکهاست) جهانتولیداز% 5/53(تن15138000باچین

زیرسطحاست، بیشتریندادهاختصاصخودبهراجهانکشتزیرسطحاز% 1/6حدودبوده وهکتار79992ایراندرخربزه
عملکردمتوسط.شودمیشاملراکشورکلسطحاز% 57حدودکهباشدمیهکتار45553باخراساناستانبهمتعلقکشت
عملکردمیانگین. استداشتههکتاردرتن32حدودباتهراناستانراعملکردبیشترینوهکتاردرتن4/15ایراندرخربزه

1. Kerje and Grum
2. Tapley et al.
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٤

تولیدکشورترینمهمعنوانبهچینکشوروبودههکتاردرتن120باکانادابهمتعلقعملکردبیشترینوتن6/21جهانی
عملکرددارايایراندرخربزهکنندهتولیدمهترینعنوانبهخراساناستانایراندر. داردعملکردهکتاردرتن1/26کننده

).2010فائو، (باشدمیهکتاردرتن14متوسط

Cucumis melo(خربزه وحشی -2-2-1 var. agrestis (

بهواستشدهپراکندهجهانگرمسیرينیمهوگرمسیريمناطقسراسردردارد،شهرتنیزآفریقاییخربزهبهکهگیاهاین
گرفتهمنشاءآفریقاغربازابتدادررودمیاحتمالواستناشناختهآنبومیجایگاهولیشدهمیکشتقدیمازرسدمینظر

خربزه وحشی گیاهی .استدادهرخآندروحشیخربزهايگونهتنوعکهاستجایگاهیدومیناحتمالاًآسیاقاره. باشد
ههرگیادرهامیوهمتوسطتعداد. باشدمیمتغیرفصلبهتوجهباکهاستروز110-150حدودآنزندگیيدورهساله ویک

ونرهايگلکهپایهیک-نراستگیاهیوحشیخربزه. باشدمیکممیوههردرآنبذرمقدارو) عدد5-15(بودهمتغیر
دجه و(دهدمیرخايوقفهفنولوژیکینظرازآنهاظهورزمانبینودارندقرارگیاهیکروي)  ماده–نر( جنسیدوگلهاي

همچنینو) رسی(متوسطهايخاكیا) ايماسهیاشنی(سبکهايخاكبهودخرشدبرايگیاه). 2006، 1همکاران
رشدخوبیبهقلیایییاوخنثیاسیدي،pHبامرطوبهايخاكدرهرزعلفاین. داردنیازمناسبزهکشیباهاییخاك

رشدتواندمیمتر1.5حدودتاکهبالاروندهیاخوابیدهصورتبهبسیارمنشعب،علفی،استگیاهیوحشیخربزه.کندمی
باشندمیلوبدارمشخصطوربهوشکلقلبیتامرغیتخمصورتبههابرگ. استزبرهايکركدارايمعمولاًآنساقه. کند

منفرد،کوچک،هاگل. هستندمترسانتی1-3طولبههادمبرگ. اندشدهپوشیدهزبرهايکركتوسطکه) لوب5-3(داراي
اینهايگل.استمترمیلی3-7طولبهگلدم. باشندمیخیارهايگلمشابهکهبودهزردرنگبهوتایی3یا2ندرتبه

وترکوچکپوششیقطعاتدارايمادههايگل. شوندمیتشکیلهابرگمحوردرکهبودهدوجنسیندرتاًیاجنسیتکگیاه
کاملگلپوششدارايومتعددهايتخمکباايبرچه5- 3مدانتخ. داردقرارگلجاموکاسهپایینقسمتدرتخمدان

اززودتروبودهمادهازبیشترخیلینرهايگلتعداد. شودمیمتصلگلکاسهبهپایینازوگلبرگپیوستهآنگلجام. است
، 2بلانکارد و همکاران(استکلفتوکوتاهمادگیوچسبناكوسنگینگلگردهوبودهعدد5هاپرچم. شودمیظاهرآن

دارايوصافآنسطحووجهیسهنامشخصطوربهبوده، گاهیشکلبیضیورنگسبزتقریباً) ستهمیوه(میوه.)1994
گیاه بدوناینبذرهاي.داردوجودآنرويتیرهسبزرنگبههاییرگهعموماًوبودهمترسانتی7حداکثرآنطولاست،کرك

اینگلدهیزمان. هستند) مانندلیف(شکلايرشتهپوششدارايوبودهترکوچکهاmelonسایرباهمقایسدرآلبومین و
.باشدمیشهریورماهاواخرتاخرداداواخرازگیاه

1. Djè et al.
2. Blancard et al.


