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  ).Datura metel L( داتوره ايجاد گياه تراريختو T-DNAانتقال 
 2رضا اصغريغلامو  *1، علي اكبر احسانپور1طيبه همايي بروجني

  اصفهان، دانشگاه اصفهان، دانشكده علوم، گروه زيست شناسي 1
 اصفهان دانشگاه علوم پزشكي اصفهان، دانشكده داروسازي 2

  8/6/92 :تاريخ پذيرش    1/4/90 :تاريخ دريافت

  ه چكيد

  pZM1047 دپلاسمي املح A. tumefaciens با استفاده از Datura metel L از  در اين تحقيق، شرايط ايجاد گياه تراريخت
 با قطعات برگ co-cultureاز سوسپانسيون باكتري جهت انجام . بهينه گرديد) GUS(، و بتا گلوكورونيداز NPTIIژنهاي  شامل

 ميلي گرم در ليتر BAP ،700ميلي گرم در ليتر هورمون  1 حاوي MSيط باززايي استفاده شد و سپس قطعات گياه به مح
و بعد از  روز كالوسهاي در حال باززايي ظاهر شدند 15-20بعد از. كانامايسين منتقل گرديدندميلي گرم در ليتر  25، سفازولين 

مورد  PCRبا استفاده از  ژن در گياهان تراريختانتقال  .ريشه دار شدند بدون هورمون MSانتقال ساقه باززايي شده به محيط 
 2كه نسبت به درصد گزارش شده توسط محققان قبلي . دست آمد درصد به 13حدود  نرخ ترانسفورماسيون .يد قرار گرفتأيت

  .درصد افزايش داشت

  .آگروباكتريوم، بتاگلوكورونيدازداتورا متل، آلكالوئيد، تراريخت، آتروپين،  :كليدي واژه هاي

    ehsanpou@yahoo.com: ، پست الكترونيكي09131135520: نويسنده مسئول،  تلفن* 

  مقدمه
اده سيب زميني و جنس گياهي از خانو . Datura metelگياه

اين جنس در نواحي گرم كره زمين و يا  .داتورا است
ظر تركيبات شيميايي، از ن. نواحي معتدل پراكنده مي باشد

آلكالوئيدهاي آتروپين، هيوسيامين و اسكوپولامين در گياه 
ازآنجايي كه اين تركيبات داراي ). 18(داتوره وجود دارند 

اثرات آنتي موسكاريني هستند، در درمان اختلالات عصبي 
اما ميزان توليد ). 7( و ناراحتيهاي قلبي كاربرد زيادي دارند

كم مي باشد و سنتز شيميايي اين آنها به صورت طبيعي 
استخراج آنها هزينه هاي زيادي  وپيچيده است  نيزتركيبات 

تا كنون تحقيقات فراواني به منظور توليد . در بر دارد
آلكالوييدهاي تروپان از طريق كشت سلولها، كالوس وريشه 
هاي معمولي اين گياهان انجام گرفته، اما محتواي اين 

سهاي تمايز نيافته و سوسپانسيونهاي آلكالوييدها در كالو
) 1( گزارش شده استي كمتر از گياهان اصلي سلول

اي مناسب براي  تواند وسيله ميو انتقال ژن مهندسي ژنتيك 
 هايي همچون متوقف وسيله روش  ها به افزايش آلكالوئيد

هاي رقابتي، كاهش كاتابوليسم محصولات و  كردن مسير
در  .)16 و 2(سرعت باشد  غلبه بر مراحل محدود كننده

بسياري از پژوهشگران علاقمند به تحقيق اخير سالهاي 
به . در گياهان شده اند افزايش آلكالوئيدهاي دارويي براي

و همكاران مروري بر مهندسي   Zhangعنوان مثال 
براي توليد ). 18( متابولوميكس در گياهان ارائه نموده اند

ه و مواد دارويي، از فنون سريع و انبوه متابوليتهاي ثانوي
از . كشت بافت گياهي و انتقال ژن مي توان استفاده كرد

 مزيتهاي توليد متابوليتهاي ثانويه از طريق كشت بافت
افزودن پيش  كنترل بهينه شرايط كشت و توان به مي

سازهاي مورد نياز براي افزايش راندمان توليد متابوليتهاي 
اين ميان روشهاي كشت اما در . اشاره كردثانويه خاص 
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متمايز مثل كالوس  سيستمهاي غير  بافت كه بر پايه
   استوارند، توانايي بيوسنتز تركيبات ثانويه را از دست

كه سلول تمايز  زيرا برخي از تركيبات تا زماني. دهند مي
 يكي از دلايل اين امر احتمالاً) . 1(شوند  نيابد، سنتز نمي

وكينين در سيستمهاي حضور هورمونهاي اكسين و سيت
كشت كالوس است كه اثر مهاري روي فعاليت آنزيمهاي 

هاي تروپان از جمله  كليدي درگير در بيوسنتز آلكالوئيد
PMT
  ).16(دارد   

tumefaciens Agrobacterium  اي، گرم منفي،  باكتري ميله
باشد كه در خانواده  هوازي و متحرك خاك مي

Rizobiaceae  انتقالن جهت و از آقرار گرفته T-DNA 
 به گياهان انتقال ژن ).11( شود درون ژنوم گياه استفاده مي
نسبت به انتقال مستقيم ژن  )5( با استفاده از اگروباكتريوم

و يا ساير ) biolistic gun(از طريق تفنگ بيولوژيك 
ي بالا، ساده بودن آيي از جمله كاريي مرسوم مزيتهاروشها

  ). 6(ري داردروش و هزينه بسيار كم برت

به  LBA4404 سويه توسط آگروباكتريوم T-DNAانتقال 
 2008تنها در يك مورد در سال  Datura metelگياه 

ي حصول به يك بديهي است برا). 17(گزارش شده است 
 كرار و انتقال ژنهاي اختصاصي به منظورنتيجه قابل ت

اولين اه يلكالوئيدهاي با ارزش در اين گآافزايش توليد 
 انتقال ژن و كسب اطلاعات دقيق در موفق امانج لهمرح
شرايط انتقال با توجه به اينكه  .است شرايط انتقال ژن زمينه

نوع  زمايش،آزيادي به شرايط  ژن به گياه به ميزان نسبتاً
دف از اين هبنابراين  .دارد گياه بستگي نوع ژنوتيپ گياه و
 Daturaايجاد گياه تراريخت  و T-DNAانتقال  تحقيق

metel   شرايط ترانسفورماسيون در بهينه سازيبه منظور 
 .استاين گياه با ارزش 

  روشهامواد و 
داتوره از هرباريوم  Datura metel L.گياه   بذرهايابتدا 

داروسازي دانشگاه علوم پزشكي اصفهان تهيه دانشكده 

 30براي ضد عفوني كردن بذرها ابتدا آنها به مدت . شد
دقيقه در  10درصد و سپس به مدت  70 ثانيه در اتانول

سپس بذرها سه . درصد قرار گرفتند 30هيپوكلريت سديم 
مرتبه با آب مقطر استريل شستشو شده و در محيط كشت 

كشت و در ) MS)(Murashinge and Skoog,  )15  پايه
ساعت  8ساعت روشنايي و  16با دوره نوري  ،اطاقك رشد

و  )لامپ مهتابي(د نور سر لوكس 1500و شدت  تاريكي
بعد از و . درجه سانتي گراد قرار داده شدند 25 ±1دماي 

واكشت روز يكبار  45هر اهان حاصل ي، گيجوانه زن
حاوي  A. tumefasciens  همورد استفادباكتري  .ندگرديد

) LB  )Lysogeny brothروي محيط pZM1047 پلاسميد 
 كبيوتي آنتيميلي گرم در ليتر 100حاوي جامد ) 4(

بعد از رشد در شرايط و شد، داده  كانامايسين كشت
 LBاستريل جهت توليد سوسپانسيون باكتريايي به محيط 

ساعت روي شيكر با دور  24مدت ه و ب گرديدمايع منتقل 
100 rpm  ،باسوسپانسيون باكتريايي  غلظتقرار گرفت 

OD  آن توسط اسپكتروفتومتر در طول موجnm 600 
جهت انجام كشت  .تنظيم شد 40/0رابر گيري شد و ب اندازه

از گياهان تكثير  برگ داتوراچهار هفته اي  توأم قطعات
به ابعاد  ذكر شد شده در شرايط كشت در شيشه كه قبلاً

ه شده و داخل سوسپانسيون سانتيمتر مربع بريد 1تقريبي 
سپس اين . ور گرديد دقيقه غوطه 15- 20ه مدت ب باكتري

ساده تهيه  MSروي محيط  ساعت 3-5قطعات به مدت 
شده درون پليت قرار گرفت و در مرحله بعدي جهت از 

، به بين بردن باكتريهاي اضافي موجود بر روي سطح آنها
 BAPي يك ميلي گرم در ليترحاوي MS محيط باززايي بهينه

آنتي بيوتيك سفاتوكسيم  mg/L 700،  )بنزيل آمينو پورين(
. منتقل گرديد )8( نآنتي بيوتيك كانامايسي mg/L 25و 

يت قرار گرفت و در اتاق قطعه برگ در هر پل 7حدود 
به  روز 15پس از گذشت . در تاريكي منتقل شدند كشت 

حاصله، پليتها از تاريكي مطلق در منظور باززايي كالوسهاي 
ساعت تاريكي در  8ساعت روشنايي و  16 شرايط دوره

در حدود  .گراد قرار داده شدند درجه سانتي 25±2دماي 
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ساقه صورت  روز بعد، باززايي كامل و تشكيل نو 15
 MSهاي حاصل با انتقال به محيط كشت  نوساقه. گرفت

به منظور اطمينان  .روز ريشه تشكيل دادند 8ساده پس از 
 2ي شده حد اقل ياز عدم آلودگي گياهان تراريخت باززا

طور متناوب در محيط كشت حاوي سفاتوكسيم و ه بار ب
لودگي آسفاتوكسيم واكشت شدند و از گياهان بدون بدون 

 DNAنتي بيوتيك جهت استخراج آدر محيط كشت بدون 
 تراريخت ابتدا گياهان عاري از باكتري برگاز . استفاده شد
توضيح داده شده توسط  CTABكارگيري ه ب طبق روش

Ehsanpour, and Twell, )8 (DNA  استخراج و سپس
ن گياهان تراريخت، ابتدا از ترانسفورماسيو يدأيتجهت 

و با طراحي پرايمر  استخراج pZM1047 باكتري پلاسميد
GUS نسبت به اثبات حضور پلاسميد اقدام ل، يذ يبا توال
 .گرديد

FW: GTG GGT CAA TAA TCA GGA AGT GA     
RV: GGC TGT GAC GCA CAG TTC ATA G     

ت به با استفاده از پرايمر ژن مقاوم PCRهمچنين واكنش 
با ) II )NPTIIكانامايسين يعني نئومايسين فسفوترانسفراز

   .توالي زير انجام شد
FW: 5-GAG GCT ATT CGG CTA TGA GTG-3  
RV: 5-ATC GGG AGC GGC GAT ACC GTA-3  

 نانو گرم 50: تر شامل كرولييم 20در حجم  PCRواكنش 
DNA تر بافريكروليم 2، يژنومPCR . 200 ميكرو مولار 

2MgCl،200  ميكرومولار dNTP،1 U 0Taq Enzyme ،25 
 انجام Fw  پرايمرپيكومول  25 و Rev پرايمر پيكومول

  . رفتيپذ

درجه  94قه ، يدق 2درجه به مدت 94: شامل PCRط يشرا
درجه به  72ه،يثان 30درجه به مدت  59 ه،يثان 30به مدت 

 35با تعداد  قهيدق 5درجه به مدت  72 ه،يثان 30مدت 
ژل  يمحصول واكنش بر رو. تكثير شد DNAسيكل 
با  ميزي آ پس از رنگ و درصد الكتروفورز گرديد 1آگارز

عكس  UVد در حضور اشعه يوم برومايديات يزيرنگ آم
  .تهيه شد

در اين : براي بررسي محل بيان ژن GUSميزي آ رنگ
تراريخت و يك گياه غير   3و  2، 1آزمايش  لاينهاي 
 توسط س از تائيد تراريختين شاهد پتراريخت به عنوا

PCR  انتخاب و سپس قطعاتي از ريشه و برگ جدا و طبق
مورد ) GUS(روش ذيل جهت بيان ژن بتا گلوكورونيداز 

بدين منظور اندام گياهي در محلول . آزمايش قرار گرفت
سوبستراي آنزيم بتا گلوكورونيداز طبق شرايط ذيل قرار 

  .گرفت
(1mM)     5-bromo-4-chloro –3- indolyl glucuronide 
  (X-Gluc)  
Potassium ferricyanide  (0.5 mM) 
0.5 M sodium phosphate , pH =7 

به نمونه ها؛ ابتدا در  ) X-Gluc( ن سوبستراپس از افزود
دقيقه تحت فشار خلاء قرار گرفت  10دسيكاتور به مدت 

درجه به  37در بافتها نفوذ كند سپس در دماي  سوبستراتا 
ساعت قرار گرفت  و نتايج توسط استريو  12-10ت مد

  .ميكروسكوپ بر رسي و عكس برداري گرديدند

  نتايج
نتايج نشان داد كه در محيط كشت حاوي كانامايسين، 
قطعات برگي كه عمل انتقال ژن در آنها صورت گرفته بود 

اين قطعات پس ). 1شكل(در مقايسه با شاهد سبز ماندند 
 MSشت باززايي با تركيب در محيط كروز  10از 

و  )mg/L 25(، كانامايسين ) mg/L)  1BAPحاوي
تدريج ه كالوس تشكيل داده و ب) mg/L 700(سفاتوكسيم 

در كالوس حاصله پس از انتقال به روشنايي عمل باززايي 
هاي  روز نوساقه و پنج پس از طي چهل. صورت گرفت

حاوي  ساده MSمحيط  با انتقال بهباززايي شده  ريختترا
mg/L 25 كانامايسين وmg/L 200  ريشه سفاتوكسيم

 دماز آنها به دست آ ريختگياه كامل ترا و ادندتشكيل د
نوساقه رشد يافته در محيط حاوي كانامايسين ). 2شكل(

طي . گياهان حاصله بودبه  T-DNAبيانگر انتقال موفق ژن 
 7پليت حاوي  18در هر بار حدود  co-cultureبار انجام  8
عه ايجاد شد و علاوه بر آن در هر بار دو پتري حاوي قط
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شدن با باكتري به عنوان  co-cultureقطعات برگ بدون 
 1008بنابراين از  .شاهد جهت مقايسه اوليه ايجاد شدند

 عدد از آنها يعني 131شدند   co-cultureقطعه برگ كه

 باززايي شده و گياه تراريخت ها از نمونه درصد 13 حدود
  .نمودندايجاد 

  
دو  ) mg/L 30(بيوتيك كانامايسين حاوي آنتي ) MS+ 1mg/l BAP(در محيط كشت باززايي  داتورا متل تراريخت انتخاب نوساقه هاي -1شكل 

  .قطعات برگ با تلقيح باكتري: B )بدون تلقيح با باكتري(قطعات برگ شاهد : Aهفته بعد از كشت 

  
تشكيل برگ و  C:تشكيل نوساقه، : B  ، كالوس: A. كانامايسين روي محيط كشت باززائي حاويداتورا متل ت تراريخگياهان  مراحل باززائي -2شكل 

  .رشد كامل گياه تراريخت D:و ساقه كامل
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هاي ترادف ژن مقاومت به  با استفاده از پرايمر PCRنتايج 
 PCRعنوان محصول  به bp750 كانامايسين باند حدود 

هاي به كار گرفته   همچنين پرايمر ).A3 شكل (توليد نمود 
شده براي تكثير بخشي از ترادف ژن 

 Bشكل(تشكيل داد  bp 500 باند ). GUS(بتاگلوكورونيداز

كارگيري دو  گياهان تراريخت با به  3و  2، 1لاينهاي ). 3
پرايمر اختصاصي مذكور در نواحي مربوطه ايجاد باند 

هاي تأييد شده تراريخت براي ادامه از لاين. نمودند
  . آزمايشات استفاده شد

 (B). و)  NPTII ( Aهاي با پرايمر PCRاز طريق آزمايشات ) 3و  2، 1لاينهاي ( داتورا متل گياهان تراريخت به  T-DNAتأييد انتقال  -3شكل 

GUS M : ، ماركرP : كنترل مثبت( پلاسميد (C :كنترل منفي ،SH :گياه شاهد.  

  
) C-NT(و ريشه غير تراريخت ) B(، برگ گياه تراريخت )  A(برگ گياه غير تراريخت  در) ژن بتا گلوكورونيداز(  GUSنتايج رنگاميزي  -4شكل 

  ).C-T(و تراريخت 
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پس از رنگ آميزي قطعات گياه :  GUSنتايج رنگ آميزي 
در  GUSتراريخت و غير تراريخت نتايج نشان داد ژن 

برگ و ريشه گياه تراريخت بيان شده در حالي كه گياهان 
غير تراريخت هيچ گونه آثاري از بيان ژن در سلولهاي برگ 

  ).4شكل (و ريشه نشان ندادند 

  بحث
حامل  T-DNAپلاسميد مورد استفاده در اين تحقيق حاوي 

و بتاگلوكورونيداز ) NPTII(مقاومت به كانامايسين  ژنهاي
)GUS (موتور تحت پروCa MV  35s  توسط آگروباكتريوم
)A. tumefaciens (به سلولهاي گياه داتورا متل انتقال يافت .

ر جريان عنوان يك نشانگر قابل گزينش د به NPTIIژن 
ان و توليد گياهان گياه در) ترانسفورماسيون( تراريختي

ظر گياهان باززايي شده مورد ن. گردد استفاده مي تراريخت 
قادر به رشد بر روي محيط كشت حاوي  يشدر اين آزما

مقاومت به كانامايسين و سبز ماندن و  . كانامايسين بودند
حاوي كانامايسين اولين راه  كشت باززايي در محيط

 .شناسايي وتمايز بين قطعات شاهد و تراريخت است
علاوه بر اين ريشه دهي در چنين محيط كشتي نيز يكي از 

در  تراريختي فقيت آميزوام مدلايل بسيار خوب براي انج
همچنين تشكيل ريشه در محيط ). 13و  12(باشد  گياه مي

حاوي كانامايسين در اين مرحله تأييد ديگري بر تراريخت 
يد قطعي انتقال أيبراي ت . بودن گياهان باززايي شده است

ژن توسط اگروباكتريوم وجود ژنهاي گزينش گر 
)selectable marker (يسين و ژنهاي اه كانامنظير مقاومت ب

در نظير ژن بتا گلوكورونيداز ) reporter gene(گزارشگر 
 در مطالعات حاضر .)10 و 7(گياهان گزارش شده است 

بر  PCRمنظور تأييد قطعي گياهان تراريخت، آزمايشات   به
. روي لاينهاي حاصل از كشت همراه انجام گرديد

ترادف  هاي معرف رتفاده از پرايمبا اس PCRهاي اوليه  آناليز
NPTII  باند حدودbp 750 عنوان محصول  بهPCR  توليد

. را در گياهان تأييد كرد NPTIIگرديد كه حضور قطعي ژن 
 GUSهاي ژن  با استفاده از پرايمر PCRهمچنين آزمايشات 

تأييد ديگري بر حضور قطعي  bp 500و توليد باند حدود 
ن بر اساس اين بنابراي. در گياهان تراريخت بود  GUSژن

نتايج، يعني رشد و باززايي گياهان بر روي محيط كشت 
 GUSو  NPTIIحاوي كانامايسين و تأييد حضور ژن 

 د كرد كه گياهان داتوراتوان تأيي ، ميPCRهاي  توسط آناليز
 T-DNAدر اين تحقيق، تراريخت و حاوي  باززايي شده

توسط  هبه گيا T-DNAانتقال  يد نتايج حاضرأيدر ت. بودند
  )14( گزارش شده استنيز گياهان ساير  در  آگروباكتريوم

 T-DNAنيز نشان داد كه  GUSميزي آ علاوه بر اين رنگ
اين مجموعه اطلاعات . انتقالي در تمام گياه بيان مي شود

زمينه بسيار خوبي جهت انتقال ساير ژنها به اين گياه 
  .م مي نمايدهي با ارزش را فرايدارو

 13در  گياه داتورا متل تراريختي اضر دردر تحقيق ح
در . درصد از قطعات برگ با موفقيت صورت گرفت

 Nicotiniaتقال ژن در گياهان ندرصد ات مشابه امطالع

tabacum L. و نيزL. Duboisia hybrid  17و  78ترتيب به 
درصد بالاي انتقال ژن در ) 14( درصد گزارش شده بود

در مطالعات حاضر بر روي  گياه تنباكو و پايين بودن آن
احتمالاً به دليل تفاوتهاي ژنتيكي   .Datura metel L گياه

. باشد اين دو گياه و همچنين نوع ژن انتقالي به گياه مي
 T-DNAاحتمالاً تنباكو از لحاظ ژنتيكي جهت دريافت 

البته شرايط محيطي . باشد مي  .Datura metel Lمستعدتر از
نلي مانند استوسيرينگون، كلسيم و مانند دما، حضور مواد ف

بر روي تواند  حضور بعضي آنزيمها در محيط كشت نيز مي
علاوه بر اين ) 9(اثر گذار باشد  انجام موفق تراريختي

لكتين توليد شده از سلولهاي زخمي شده و همچنين ترشح 
ها از سلولهاي زخمي شده  احتمالي برخي از آلكالوئيد

 . نقش داشته باشند قال ژناهش نرخ انتممكن است در ك
تر  هر حال اظهار نظر در اين زمينه نياز به مطالعات دقيق به

  . دارد

دست آمده در اين  به تراريخت اگرچه فراواني گياهان
ين است ولي دو نكته بايستي يپژوهش از نظر آماري پا
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نياز  روي گياه تراريخت براي مطالعه) 1. گيردر نظر قرا مد
 ،بسيار زيادي گياه تراريخت توليد شود تعداد اًنيست حتم

شده  تكثير گياه تراريخت مي تواندايجاد تعداد محدود زيرا 
  .مورد استفاده قرار گيرد و شود از آن بذر تهيه و حتي

بديهي است اگر بين لاينهاي تراريخت اختلافاتي از نظر 
وجود ... انتقال ژن نظير تعداد كپي، محل ادغام در ژنوم و

 )2. نداشد در تعداد محدود گياه نيز شانس بروز دارداشته ب
گزارش  تراريختيدر مقايسه با گياهاني مثل تنباكو كه نرخ 

گزارش شده  رد آن بالاست درصد تراريختيشده در مو
گزارش شده درصد ) 8/12( كم  .Datura metel Lبراي
بنابراين با توجه به پايين بودن درصد و  )17و  9( است

جام شده تراريخت داتورا متل در پژوهشهاي انتوليد گياه 
، در اين پژوهش ايجاد گياه توسط ساير پژوهشگران

درصد ميزان قابل قبول مي باشد  13تراريخت داتورا با نرخ 
 زميني نظير ر گياهان خانواده سيبو حتي بالاتر از ساي

ويژه خانواده لگومها  اطلسي و نيز برخي از گياهان به
 اشدايها در نظر ب اگر گياهان خانواده تك لپهالبته . باشد مي

كه انتقال ژن توسط آگروباكتريوم در آنها بسيار مشكل 
با ارزش تلقي مي  ن اين نسبت در گياه داتورابنابراي. است
ه بشرايط بهينه شده در انتقال ژن در اين مطالعه  .)3( شود
زمينه بسيار خوبي را جهت انتقال ساير ژنها به اين  ،گياه

   .ينده فراهم نموده استآگياه در 

دانشگاه اصفهان به  نويسندگان مقاله از: قدر دانيتشكر و 
   . واسطه حمايت از اين پژوهش كمال سپاسگزاري را دارد
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Optimization of T DNA transformation and transgenic plant 
production of Datura metel L. 
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Abstarct 

In this study conditions for transformation of Datura metel was optimized.  T-DNA 
from pZM1047 containing GUS and NPTII genes was transferred to Datura plant. 
Bacterial suspension was used for co culture with leaf segments., the they were 
transferred to MS medium supplemented with 1 mg/L BAP as regenerated medium.  
After 15-20 days calli with regeneration marks was appeared. The whole regenerated 
transgenic plants on kanamycin were checked using PCR.  Transformation rate was 
about 13% which is 2% higher than previous study reported by others. . 
Key words: Datura metel, alkaloids, transgenic, Atropine, Agrobacterium, β 
glucoronidase.  

 


