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 چکیده

رود. تغذیه این آفت فرنگی در کشور ایران به شمار می( از جمله آفات مهم گوجهTuta absolutaفرنگی )پره گوجهآفت شب

منتقل و  به بسياری از گياهان از جمله ذرت  cryIAbفرنگی در جهان شده است. ژنبه ميوه گوجه 50-100موجب خسارت %

 CaMV35Sخوار ذرت شده است. در اکثر مطالعات از پيشبرهای دائمی مانند ها در مقابل حمله کرم ساقهموجب حفاظت آن

این امر به دليل مصرف دائمی انرژی گياه موجب تغيير در مسيرهای  شود کهدر فرآیند انتقال ژن به گياهان استفاده می

( دارای قدرت و کارایی بالاتری از پيشبر Maize Protease Inhibitor) MPIشونده با زخم  گردد. پيشبر القامتابوليسمی آن می

CaMV35S فرنگی تراریخت )رقم فلات( حاوی ژن است. بنابراین در پژوهش حاضر، برای اولين بار گياهان گوجهcryIAb 

گردید. پس   CaMV35sجایگزین پيشبر pPZP122از گياه ذرت جدا و در ناقل بيانی  MPIتوليد شد. پيشبر MPIتحت پيشبر 

آگروباکتریوم  AGL1و به سویه شد ساخته  pPZP122:MPI:CryIAb، سازه pCIB4421از ناقل   cryIAbاز جداسازی ژن

های حاوی انجام و گزینش اوليه گياهان ترایخت در محيط کشت In plantaفرنگی بصورت منتقل شد. تراریخته نمودن گوجه

مورد  PCRبا  58/75و %  5/62های مقاوم نسل اول و دوم به ترتيب %در گياهچه cryIAbام شد. حضور ژن جنتامایسين انج

ای پروتئين و به کمک گذاری نقطهنسل دوم با استفاده از روش لکه های تراریختضور پروتئين در لاینتایيد قرار گرفت. ح

دوم با  قرار گرفت. نتایج زیست سنجی گياهان تراریخته نسل ، مورد تایيدCryIAbپادتن اختصاصی چند دودمانی پروتئين 

-می MPI. بنابراین پيشبر القا شونده با زخم دادنداستفاده از آفت توتا، مقاومت بهبود یافته گياهان تراریخته عليه آفت را نشان 

( و تراریختی سایر گياهان cryکش )مانند انواع مختلف های کد کننده پروتئين حشرههای حاوی ژنتواند برای ساخت سازه

 مفيد باشد تا ژن مورد نظر صرفا در زمان حمله آفت بيان شود.

 cryIAb ،In plantaپيشبر القا شونده توسط زخم، توتا، ژن : واژگان کلیدی
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 احمدی و همکارانحاجی ...( MPIتوسط پیشبر القا شونده با زخم )  cryIAbبیان ژن 

 مقدمه

به دليل دارا ( Lycopersicum esculentum)فرنگیگوجه

های مختلف ها، مواد معدنی و آنتی اکسيدانبودن ویتامين

بسيار مورد توجه محققين قرار گرفته است 

(Martínez‐Valverde et al., 2002)گوجه . محصول

های آفات، بيماری حملهفرنگی همواره در معرض 

-. متاسفانه در سالقرار داردقارچی، باکتریایی و ویروسی 

از  (Tuta absoluta) فرنگیپره گوجهشباخير، آفت های 

حالت قرنطينه خارج و موجب خسارت شدید به 

محصولاتی چون گوجه فرنگی، فلفل دلمه، بادمجان و 

. وزارت جهاد (Lietti et al., 2005)زمينی شده است سيب

 طی 1388در مرداد ماه سال  کشاورزی آذربایجان غربی

گوجهپره شبای قرنطينه ورود آفت برای ایبخشنامه

. اولين آثار خسارت وحشتناک این آفت دهشدار دافرنگی 

در اطراف اروميه گزارش و در کمتر از  1389 سال تيرماه

 Baniameri and) یکسال به تمام نقاط ایران پراکنده شد

Cheraghian, 2011) آفت مذکور در تمام مراحل رشد .

زند. خسارت ت میميزبان خسار بهدرصد  100تا  50بين 

آن در تمام سنين لاروی به دليل تغذیه حشره از بافت 

مزوفيل برگ باعث کاهش شدید ظرفيت فتوسنتز، توليد 

شود. لاروهای این آفت پس از ميوه و بازارپسندی آن می

تفریخ شدن وارد بافت گياهی شده و از دسترس سم 

در اکثر  .(Campos et al., 2014) شوندخارج می

ات به منظور کنترل آفت توتا از سموم مختلف به تحقيق

توان به ها میهای رایج استفاده شده است که از آنروش

، (Campos et al., 2014)مطالعات کامپوز و همکاران 

و پریرا و  (Galdino et al., 2011)گالدینو و همکاران 

اشاره نمود. یکی از  Pereira et al., 2014)) همکاران

-برد اسپينوساد است که یک سم تماسیکار سموم پر

  باشدگوارشی توليد شده توسط تخمير اکتينومایست می

(Campos et al., 2014)سم مذکور دارای سميت فوق .-

العاده برای تمام مراحل رشد بالپولکداران )تخم، لارو و 

حشره کامل( است و با تاثير بر گيرنده استيل کولين باعث 

شود. این سم به طور گسترده فلج شدن و مرگ آفت می

، ولی به دليل اینکه قادر به گرددمیعليه این آفت استفاده 

نفوذ به بافت گياهی نيست، توانایی کنترل لارو و 

کنترل توتا به دليل قدرت  .جلوگيری از خسارت را ندارد

زاد و ولد زیاد و عدم دسترسی سم به لارو، بسيار مشکل 

حشرهکه استفاده از با آن. (Pereira et al., 2014)است 

 ،مؤثر است تاها برای حل فوری مشکل حمله آفکش

اثر  وها اثبات شده درازمدت استفاده از آن هایزیانولی 

های غذایی قابل مشاهده تا بالاترین زنجيره هاآنبقایای 

 .(Adeli and Ghareyazie 2013) است

هایی که فناوریاستفاده از با توجه به مطالب ذکر شده، 

دهند هایی با منشا خارجی به گياهان را میاجازه انتقال ژن

ها کشفاده از حشرهو به این ترتيب است استبسيار مفيد 

از حدود دو دهه  از طرفی،یا کاهش یابد. تواند حذف می

به   Bacillus thuringiensisپيش انتقال ژن از باکتری

وع مختلف بيش از صد نشده است. انجام گياهان زراعی 

های متفاوت این باکتری کش از گونهاز پروتئين حشره

لف حشرات از های مختگونه عليهکشف شده است که 

 پروتئينهای کد کننده شود. در ميان ژناستفاده می هاآن

ها ن لارو پروانهبه منظور از بين برد cryIAbژن مذکور، 

ی و . جعفر(Behzadirad et al., 2009) گردداستفاده می

 cryIAbموفق به انتقال ژن  (Jafari et al., 2009)همکاران 

به چغندرقند و ایجاد گياهان تراریخته مقاوم به آفت 

شدند. بر اساس نتایج  Spodoptera littoralisبرگخوار 

قادر به کنترل آفات  cryIAbتحقيقات ذکر شده، ژن 

است و به همين دليل در تحقيق  Lepidopteraراسته 

-گوجه پرهشبز ژن مذکور به منظور کنترل آفت حاضر ا

  فرنگی استفاده شد.

، یکی از هنوع پيشبر مورد استفاده در ایجاد گياهان تراریخت

در  مهمترین عوامل در بيان ژن انتقال یافته به گياه است.

به  CaMV35Sاکثر تحقيقات از پيشبرهای دائمی مانند 

شود. استفاده از یمنظور ایجاد گياهان تراریخته استفاده م

این پيشبرها موجب تغيير مسيرهای متابوليسمی گياه در 

. همچنين استفاده از برخی گرددغياب تنش زیستی می

رشد و توسعه به آسيب به  تواند منجرمی پيشبرهای دائمی
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بنابراین بهتر است از پيشبرهای القا  .شوندميزبان گياه 

تحقيق( استفاده )بسته به هدف  ویژه بافت خاصشونده یا 

استفاده از پيشبرهای القا . (Zhang et al., 2013) گردد

شونده با زخم دارای مزایایی چون جلوگيری از مصرف 

انرژی گياه، ذخيره کردن انرژی در غياب تنش زیستی، به 

حداقل رساندن اثرات خطرناک گياهان تراریخته بر 

عد ها به صورت هدفمند و ببيان ژن ،موجودات غير هدف

های فيزیولوژیکی گياهان از مکانيسم. از حمله آفت است

و بيوشيميایی مختلفی برای واکنش به زخم ایجاد شده در 

کنند. این استفاده می زاریبيما عوامل اثر حمله آفات و

سازی و فعالها شامل تقویت موانع ساختاری مکانيسم

 کيتيناز، گلوکاناز، فيتوآلکسين، ساختترکيبات دفاعی )

مهار کننده آميلاز و بازدارنده سرین پروتئاز( است. در بين 

های القا شونده توسط زخم، تعداد بسياری از پروتئين

های سرین پروتئازی گياه به طور خاص عليه بازدارنده

شوند و اثر بازدارندگی بر خواران فعال میحشرات و علف

 ازهای ميکروبی و حيوانی )به ندرت گياهی( دارندپروتئ

(Ryan, 1990; Koiwa et al., 1997; Heitz et al., 1999; 

Stotz et al., 1999).  1994در سال،cDNA   کد کننده

 ( جدا شده است1mpiبازدارنده سرین پروتئاز ذرت )

(Cordero et al., 1994) ژن .mpi  در گياه ذرت توسط

-زخم مکانيکی، حمله قارچ و همچنين توسط هورمون

-سمونات و آبسيزیک اسيد فعال میهایی چون متيل جا

 ,.Breitler et al)و همکاران  بریتلرکه  ی. در تحقيقگردد

 -689+/197اند مشخص شد که قطعه انجام داده (2001

در  باشد.قادر به القا شدن توسط زخم می mpiاز ژن 

از گياه ذرت  MPIنده با زخم وتحقيق پيشين، پيشبر القا ش

 2تکنيک آگرواینفيلتریشن فرنگی توسطجدا و به گوجه

بر اساس نتایج . (Hajiahmadi et al., 2017) گردیدمنتقل 

پيشبر مذکور دارای قدرت و کارایی بالاتری این تحقيق، 

 بودهمچنين نتایج حاکی از آن  .بود CaMV35Sاز پيشبر 

لپه  علاوه بر گياهان تک لپه در گياهان دو MPIپيشبر که 

تنها در ژن تحت این پيشبر د و نيز توانایی ایفای نقش دار

                                                            
1- Maize Protease Inhibitor 
2- Agroinfiltration 

 ؛شودبيان می نه تمام برگ() های اطراف محل زخمسلول

بنابراین صرفا در زمان و محل حمله آفت بيان شده و 

بدین ترتيب باعث صرفه جویی در مصرف انرژی گياه 

توجه به نتایج  با .(Hajiahmadi et al., 2017) خواهد شد

القا شونده با زخم  در تحقيق حاضر از پيشبر ذکر شده،

MPI  .در این تحقيق، ژن استفاده گردیدcryIAb  تحت

فرنگی منتقل به کمک آگروباکتریوم به گوجه MPIپيشبر 

حاصل در برابر آفت مهم  هو مقاومت گياهان تراریخت

 گردید. بررسی  فرنگیپره گوجهشب

 مواد و روش

از  704بذور ذرت ژنوتيپ  :MPI پیشبرجداسازی 

پس از ضدعفونی ان بذر اصفهان تهيه و شرکت پاک

در های اوليه توليد برگها، آن زنیجوانهسطحی بذور و 

به  .انجام شد دانشکده کشاورزی دانشگاه گيلان رشداتاق 

روش از های ذرت ژنومی از برگ DNAاستخراج منظور 

 (Murray and Thompson 1980) تامپسونو  موری

 بهMPI  پيشبر یاصاختص آغازگرهای. استفاده گردید

 Oligo ver 5.0. (Molecular Biologyنرم افزار  کمک

insights, Inc., cascade, CO, USA) . بر اساس توالی و

)گياه ذرت رقم  NCBIموجود در پایگاه داده  mpiژن 

B73 شماره دسترسی ،X78988.2) و( 1)جدول  یطراح 

 لای به طوقطعه( PCR) مرازيپل یارهيزنج واکنش توسط

bp 871 برنامه . شد ريتکثPCR  از بودعبارت: 

1 x ˚95 C  +'10/  

 '10/C˚72x1[ +'1 /C˚72 +'1/C˚65+''30 /C˚95] x 30  

 مخلوط شامل PCR واکنش در استفاده مورد مواد

 LONG PCR و PCR بافر ،dNTPs، 2MgCl نوکلئوتيدی

Enzyme آنزیم  .بودLONG PCR (Thermo Fisher 

Scientific Co.)به  .باشدمی 3ارای قدرت تصحيح، د

مورد نظر به پلاسميد  DNAالحاق قطعات منظور

pTZ57R/T از کيتInsTAcloneTMPCR Cloning  

(Thermo Fisher Scientific Co.) و بر اساس  ستفادها

استخراج  شد.الحاق انجام  ،های مندرج در کيتراهنمایی

                                                            
3- Proofreading 



 

4 
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هایی که وجود قطعه از همسانهpTZ57R/T پلاسميد 

ها تأیيد شده در آن Colony PCRوردنظر با استفاده از م

ساخت شرکت  استخراج پلاسميدبود، به کمک کيت 

Thermo Fisher Scientific  در یابی یتوالجهت انجام و

کره جنوبی  Bioneerبه شرکت دو جهت رفت و برگشت 

در  یابی تایيد وصحت توالی به کمک توالی ارسال شد.

 KP793074با شماره دسترسی  NCBIپایگاه اطلاعاتی 

 . ثبت گردید

به  و انتقال pPZP122:MPI:cryIAbساخت سازه 

 cryIAbبه منظور ساخت سازه حاوی ژن : ومآگروباکتری

، از پلاسميدهای استخراج شده MPIتحت پيشبر 

pPZP122 (Hajdukiewicz et al., 1994)، pTZ57R/T 

 pCIB4421 (Koziel et al., 1993)و  (MPI)حاوی قطعه 

 pPZP122و  pTZ/57R/Tابتدا پلاسميدهای . شد استفاده

قطعه  برش داده شدند. XbaIو  HindIIIهای آنزیمتوسط 

MPI به کمک کيت استخراج DNA  متعلق به از ژل

در ناقل خالص و  Thermo Fisher Scientificشرکت 

pPZP122 سپس پلاسميد . کلون شدpCIB4421  حاوی(

برش و  BamHIو  EcoRIهای نزیم( توسط آcryIAbژن 

 در پلاسميد ،سازیقطعه حاصل پس از خالص

pPZP122:MPI کلون  ،های مذکوربرش یافته با آنزیم

تحت  cryIAbگردید. بدین ترتيب سازه جدید حاوی ژن 

 و (-1B ساخته )شکل MPIپيشبر القا شونده با زخم 

به کمک  pPZP122:MPI: cryIAbپلاسميد 

 منتقل شد. AGL1سویه آگروباکتریوم ه الکتروپوریشن ب

به منظور تایيد ورود پلاسميد مورد نظر به داخل سویه 

AGL1  آگروباکتریوم از روشColony PCR  استفاده

 .ها نشان داده نشده است()داده گردید

در : فرنگی توسط آگروباکتریومتلقیح گل و میوه گوجه

 Inبا روش  pPZP122:MPI:cryIAbسازه  ،این مرحله

planta (Yasmeen et al., 2009) به کمک  و

 منتقل (رقم فلات)فرنگی به گياهان گوجه آگروباکتریوم

حاوی پلاسميد  تک کلونشد. به طور خلاصه، 

pPZP122:MPI: cryIAb  ساعت در محيط  48به مدت

LB ( حاوی کلرامفنيکلµg/ml25آمپی ،) سيلين

(µg/ml100( و ریفامپسين )µg/ml50در دما ،) 28ی 

دور در دقيقه تکثير شد. پس از  250گراد و درجه سانتی

رسيد، باکتری به مدت ده دقيقه  5/0باکتری به  ODآنکه 

 NaCl %9/0دور در دقيقه رسوب داده و در بافر  5000در 

 30)به منظور تزریق به ميوه نارنجی رنگ( یا سوکروز %

)به منظور تزریق به گل باز( و حاوی استوسيرینگون 

µM200 های حاصل با رقيق شدند. سپس سوسپانسون

استفاده از سرنگ انسولين به گل باز و ميوه نارنجی رنگ 

ها پس از تزریق تا رسيدگی کامل تزریق گردیدند. نمونه

 8ساعت روشنایی و  16گراد، درجه سانتی 23در دمای 

حاصل از هر  هساعت تاریکی قرار گرفتند. گياهان تراریخت

 بررسی قرار داده شدند.مورد  (T2)نسل دوم تا  ،دو روش

حاوی  1MSمحيط کشت گياهان تراریخت در  شناسایی

آوری شده از گياهان جمع بذور: ينبيوتيک جنتامایسآنتی

ساعت در  24به مدت  (،T2و  T1) هر دو نسل هتراریخت

در آب  ساعت 12سپس به مدت  خشک و ،دمای محيط

وری که آب جذب کرده مقطر استریل قرار داده شدند. بذ

دقيقه در محلول ضدعفونی حاوی  20بودند به مدت 

. سپس گرفتندقرار  1%2تریتونو  3هيپوکلریت سدیم %

بذور سه بار به کمک آب مقطر استریل شستشو داده 

حاوی  1/2MSو پس از خشک شدن به محيط شدند 

 23روز در دمای  5( به مدت g/mlµ100جنتامایسين )

زنی و تاریکی منتقل شدند. پس از جوانه گراددرجه سانتی

درجه  23های حاوی محيط کشت به دمای بذور، شيشه

ساعت تاریکی به  8ساعت روشنایی و  16گراد، سانتی

درصد گياهان  ،روز 40. پس از انتقال یافتندروز  40مدت 

 برداری بيوتيک یادداشتآنتیحاوی زنده مانده در محيط 

يش از انتقال به خاک، به مدت و به منظور مقاوم سازی پ

بيوتيک منتقل شدند. فاقد آنتی 1/2MSروز در محيط  30

روز، گياهان به گلدان در اتاقک  30پس از گذشت 

ساعت روشنایی  16گراد، درجه سانتی 23پرورش با دمای

ساعت تاریکی به منظور انجام آناليزهای بعدی انتقال  8و 

 داده شدند.

                                                            
1- Murashige and Skoog  
2- Triton 

https://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjq15bSy9PUAhVM1hQKHaTqBe0QFggnMAA&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FMurashige_and_Skoog_medium&usg=AFQjCNGKJdDyqRVed_wESp8SyJ0DBC2m5A
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 actinو  cryIAbهای ، ژنMPIتکثير پيشبر رفت و برگشت به منظور  رتوالی آغازگ -1جدول 

Table 1. The primer sequences for amplification of the MPI promoter, cryIAb and actin genes 

 (˚Cدمای اتصال )

Annealing temperature  

C)˚( 

طول 

 آغازگر
bp 

 ميزان
∆G 

 توالی آغازگر
Primer sequence 

 غازگرنام آ

Primer name 

65 

29 -9.4 
 

F-MPI 

22 -8.1 
 

R-MPI 

60 
20 -6.1 5'-GGCGGCGAGAGGATCGAGAC-3' F-cryIAb 

20 -6.7 5'-TCGGCGGGACGTTGTTGTTC-3' R-cryIAb 

60 
20 -7.9 5'-GCTCCTCAGTTGAGAAGAGC-3' F-actin 

21 -6.1 5'-CCTTCCTGATATCCACGTCAC-3' R-actin 

58 
19 -6.6 5'-CCGTGACCGACTACCACAT-3' F.RT-cryIAb 

21 -6.7 5'-AGCGTACAAAAACCAGCAACT-3' R.RT-cryIAb 

 

آنالیزهای مولکولی گیاهان مقاوم در محیط کشت 

گياهان  DNA ابتدابیوتیک جنتامایسین: حاوی آنتی

مک روش ، به ک(T2و  T1)تراریخته حاصل از هر دو نسل

 (Murray and Thompson 1980)موری تامپسون 

و پيشبر  cryIAbاستخراج و به منظور بررسی وجود ژن 

MPI های تراریخته احتمالی، آزمون در گياهچهPCR  به

توسط  1کمک آغازگرهای اختصاصی ذکر شده در جدول 

به منظور  انجام گرفت. Eppendorf ترموسایکلر دستگاه

نسل هکل گياهان تراریخت RT-PCR، RNA آزمونانجام 

-RNXبا استفاده از کيت  (T2و  T1) دومو  اولهای 

PLUS  سيناکلون( استخراج و به کمک کيت پيشگام(

)جدول  actin. از ژن گردیدجام انcDNA  ساخت )ایران(

در  cryIAbاستفاده شد. بيان ژن بعنوان ژن رفرنس ( 1

اختصاصی گرهای ، با استفاده از آغازفوق هیخترگياهان ترا

  PCR برنامهمبنای بر ( 1)جدول  این ژن رفت و برگشت

+'5/C˚95x  1[ 

]'5/C˚72 x1 [ +''25/C˚72+''25/C˚58+''30/C˚95]x30  

 بررسی گردید. BioRadترموسایکلر  با استفاده از دستگاه

به منظور استخراج : 1پروتئینای گذاری نقطهآزمون لکه

برگ گياهان  م ازیک گرحدود پروتئين کل برگ، 

 Btتراریخته، غير تراریخته )شاهد منفی( و برنج تراریخته 

پودر حاصل در . شدتوسط ازت مایع پودر )شاهد مثبت( 

و mM100به غلظت  QB (4KPO بافرليتر از دو ميلی

به  mM 1 ،Tritonبه غلظت  pH 8/7 ،EDTAدارای 

ها و نمونه مخلوط (10و گليسرول به غلظت % 1غلظت %

 rpm 12000گراد و درجه سانتی 4دقيقه در  15مدت  به

 -80فاز رویی تا استفاده بعدی در دمای  سانتریفيوژ شدند.

یيد وجود أبه منظور ت گردید. گراد نگهداریدرجه سانتی

، از روش ذاکر قرآن هپروتئين نوترکيب در گياهان تراریخت

 استفاده شد. به (Zakerghoran et al., 2014)و همکاران 

روی غشا پروتئينی مستقيما  هاینمونه طور خلاصه،

PVDF ها ونهم. غشا حاوی نندشدگذاری فعال شده لکه

شير خشک بدون چربی در بافر  %4کننده ) هدر بافر بلوک

TBS با بافر ( قرار گرفت. پس از شست و شو غشاTBS 

(NaCl  به غلظتmM150  وTris-HCl  به غلظتmM10 

                                                            
2- Protein dot blotting 
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 احمدی و همکارانحاجی ...( MPIتوسط پیشبر القا شونده با زخم )  cryIAbبیان ژن 

 

های تراریخته، نمونه 11تا  bp 100 ،1: نشانگر وزن مولکولی Lدر گياهان تراریخته.  cryIAbحضور ژن ( تایيد A -1شکل 

( نقشه فيزیکی سازه Bفرنگی غير تراریخته(. )گوجه  : شاهد منفی13( و pPZP122:MPI:cryIAb: شاهد مثبت )سازه 12

pPZP122:MPI:cryIAb .LB ،مرز چپ :RB ،مرز راست :P پيشبر :CaMV35S ،T 35: ترميناتورS ،GmR ژن مقاومت به :

( تایيد بيان ژن Cفسفوانول پيروات کربوکسيلاز.  9: اینترون شماره PEPC In 9: پيشبر القا شونده با زخم، MPIجنتامایسين، 

cryIAb  با استفاده ازRT-PCR  ژن  نوکلئوتيدی تکثير شده به کمک آغازگر طراحی شده برای 160:  باند 4تا  1.چاهک

cryIAb  شاهد منفی. 5و :L  نشانگر وزن مولکولی :bp 100 .D تایيد حضور پيشبر )MPI  .در گياهان تراریختهL  نشانگر :

 .: شاهد مثبت13: شاهد منفی و 12نمونه های تراریخته،  11تا  bp 100 ،1وزن مولکولی 
Figure 1. A) Confirming the cryIAb gene presence in transformed tomatoes. L: 100 bp ladder, lane 1-11: 

transgenic samples, 12: positive control (pPZP122:MPI:cryIAb plasmid) and 13: negative control (non-

transgenic tomato). B) pPZP122:MPI:cryIAb construct map. RB, right border; LB, left border; GmR, gentamicin 

resistance gene; P, nopaline synthase promoter; T, nopaline terminator; MPI, Maize Proteinase Inhibitor 

promoter; PEPC In 9, intron 9 of maize-phosphoenolpyruvate carboxylase gene. C) Confirming the cryIAb gene 

expression using RT-PCR. lane 1-4: a 160 bp fragment was amplified using designed primers, 5: negative 

control and L: 100 bp ladder. D) Confirming the MPI promoter presence in transformed plants. L: 100 bp ladder. 

lane 1-11: transformed samples, 12: negative control and 13: positive control. 
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پروتئين  چند دودمانی اختصاصیشا با پادتن (، غpH ،8و 
1CryIAb (1997 et al., Ghareyazie)  2000به  1به رقت 

 انکوبه شد. گراددرجه سانتی 4در دمای  ساعت 6به مدت 

به رقت  2HRPثانویه متصل به شستشو غشا، پادتن پس از 

ساعت در دمای  2غشاء به مدت  به و تهيه 5000به  1

ليتر غشا، ده ميلیشستشو س از پ .اضافه گشت اتاق

ها پس از زمان روی غشا ریخته شد. لکه 3DABمحلول 

غشا در آب شستشو کوتاهی رؤیت و واکنش رنگی با 

 ,.Ghareyazie et al) برداری گردیدمتوقف و عکس

1997). 

پره شبآفت به منظور تهيه جمعيت : زیست سنجی

وده گوجه های آلهای آلوده از گلخانه، برگفرنگیگوجه

 300)تقریبا های اصفهان و قزوین فرنگی در سطح استان

های های آلوده در جعبهآوری شد. برگجمعلارو(  400تا 

 (حاوی دو الی سه گلدان گوجه فرنگی)پرورش حشره 

، 26±1های ذکر شده در دمای . قفسقرار داده شدند

ساعت تاریکی  8ساعت نور و  16و  65رطوبت نسبی %

 Galdino) سن سازی آفت. پس از همردیدندگنگهداری 

et al., 2011)سه شده با  ه، زیست سنجی گياهان تراریخت

هر کدام )از هر گياه دو لاین جداگانه در  آفتی وسن لار

پنج لارو در هر تکرار روی  سه تکرار( انجام گرفت.

های متصل به گياه که در پتری دیش محصور شده برگ

طول مدت زیست سنجی گياهان  در .داده شدبودند قرار 

 در شرایط ذکر شده برای پرورش آفت نگهداری شدند.

ير لاروها پس از ميزان خسارت به سطح برگ و مرگ و م

بسته به سن لارو( بررسی گردیدند. روز ) 10و  7، 4

ها توسط ها و آناليز مربوط به مقایسه ميانگينميانگين داده

 ید.انجام گرد SPSS ver. 17نرم افزار 

کاتالاز و پراکسیداز در  هایسی فعالیت آنزیمربر

به منظور استخراج عصاره روهای مورد آزمایش: لا

تغذیه و شاهد  هگياهان تراریخت ی که ازلاروهای ی،میآنز

-ميکروتيوپشده به  زیفرفریز شدند. لاروهای  ،اند نموده

                                                            
1- Anti-Cry1Ab polyclonal antibody 

2- Hydrogen peroxidase  
3- 3,3'-Diaminobenzidine  

 100اضافه نمودن پس از و منتقل  یتريلیليم 2 یها

با  (،مولار )بافر استخراجیليم 50 سفاتافر فبميکروليتر 

 15ه مدت ها بسپس نمونه .ندهموژنایزر تخریب شد

درجه  4 یدما دور در دقيقه و 14000 سرعتبا  قهيدق

و فاز رویی به ميکروتيوپ جدید به  وژيفیسانتر گرادیسانت

-میآنزآناليز  .گردیدمنظور انجام آزمایشات بعدی منتقل 

بر لاروهای ( CAT( و کاتالاز )PODپراکسيداز ) های

تغذیه کننده از گياهان تراریخته و غير تراریخته در سه 

توسط  هامیآنز تيفعالميزان  تکرار جداگانه انجام شد.

 Libra S22مدل  Biochormدستگاه اسپکتروفتومتر 

-میآنز یکينتيس تيسنجش فعال جهت .گردید یريگاندازه

از  ندکی تغييرات به ترتيبپراکسيداز و کاتالاز با ا های

و دیندسا  (Amako et al., 1994)روش آماکو و همکاران 

 .شداستفاده  (Dhindsa and Matowe 1981)و همکاران 

لاروهای در  های فوقفعاليت آنزیمميزان به منظور مقایسه 

 t-studentو شاهد، آزمون  هتغذیه کننده بر گياهان تراریخت

 انجام شد. SPSS ver. 17توسط نرم افزار 

 نتایج و بحث

، استفاده از پيشبرهای هختبه منظور ایجاد گياهان تراری

باتوجه به هدف مطالعه( ضروری است. در مختلف )

شود که اغلب موارد از پيشبرهای دائمی استفاده می

موجب مصرف دائمی انرژی گياه و تغيير مسيرهای 

القا برهای . بنابراین استفاده از پيششودمیمتابوليسمی آن 

در بحث انتقال ژن مورد توجه  ویژه بافت خاصشونده یا 

آفت توتا یکی از آفات مهم  محققين قرار گرفته است.

فرنگی در کشورهای مدیترانه و آمریکای جنوبی گوجه

ها و مزارع که باعث خسارت شدید به گلخانه است

 cryIAbدر مطالعه حاضر ژن فرنگی شده است. گوجه

-( به گياه گوجهMPIلقا شونده با زخم )تحت پيشبر ا

فرنگی )رقم فلات( منتقل شد. گياهان تراریخت حاصل 

ای در برابر آفت توتا نشان دادند. مقاومت بهبود یافته

استفاده از پيشبرهای القا شونده با زخم در مقایسه با 

پيشبرهای دائمی دارای مزایایی چون بيان ژن و توليد سم 

م توليد سم در مراحل مختلف رشد پس از حمله آفت، عد
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و به حداقل رساندن امکان انرژی و توسعه گياه، ذخيره 

 ,.Breitler et al)پيدایش مقاومت در جمعيت حشره است 

2004). 

پس از یسین: های مقاوم به جنتاماگزینش گیاهچه

 ه، بذور تراریخت(T0)فرنگیهای گوجهرسيدگی کامل ميوه

آوری و جمع( T2و  T1) وماول و د بدست آمده در نسل

حاوی جنتامایسين  1/2MSبر روی محيط کشت 

(g/mlµ100غربال )غلظت بالای (2)جدول  گری شدند .

از  3جنتامایسين باعث استيله شدن گروه آمين در موقعيت 

2-deoxystreptamine شود که بدین ترتيب برخی از می

 ترکيبات آمينوگليکوزیدی را غير فعال نموده و باعث

کاهش رشد در حتی گياهان تراریخته خواهد شد 

(Hayford et al., 1988) در این روش بذور جوانه زده .

ند در مقایسه با مقاوم به جنتامایسين به خوبی توانست

 و سبز بمانند تراریخته متمایز شوندگياهان شاهد غير

نشانگر جنتامایسين دارای کارایی بالا در (. -2Aشکل )

بيش از روی ت. مطالعات انجام گرفته گياهان دولپه اس

حاوی سيستم انتخاب به کمک  هگياه تراریخت 500

ر گجنتامایسين دلالت بر کارایی به مراتب بيشتر این نشان

دارد بيوتيک کانامایسين و هيگرومایسين آنتینسبت به دو 

(Angenon et al., 1994) .در نسل اول (T1)، زنی جوانه

 24/24 % تعدادکه از این  بود درصد 5/83به طور متوسط 

باتوجه به  در محيط حاوی جنتامایسين زنده ماندند.

زنی به طور درصد جوانه( T2)، در نسل دوم 2جدول 

ها در محيط از آن درصد 27/77بود که  10/85متوسط 

حاوی جنتامایسين زنده ماندند. بررسی وراثت مندلی بر 

ل دوم باتوجه اساس گياهان مقاوم به جنتامایسين در نس

، تفرق بر 2انجام شد. با توجه به جدول  2Xبه فرمول 

که  ( بود˂05/0p و 2X= 24/0) 3:1اساس نسبت مندلی 

ژنوم ای درج شدن ژن مورد نظر در دلالت بر تک نسخه

 .داردگياهان مورد آزمایش 

 

 

( بررسی Cبيوتيک جنتامایسين. قاومت به آنتی( به ترتيب انتخاب گياهان تراریخته و غيرتراریخته بر اساس مBو  A -2شکل 

: شاهد منفی ) گياه 4( و Bt: شاهد مثبت )گياه برنج 1گذاری پروتئين. در گياهان تراریخته به کمک آزمون لکه cryIAbبيان ژن 

 های مختلف تراریخته نسل دوم.: لاین8تا  5و  3 تا 2غيرتراریخته(. 
Figure 2. A and B) Selection of gentamycin-resistance of transformed and non-transformed plants, respectively. 

C) Analysis of cryIAb gene in transformed plants using protein dot blot. 1: positive control (Bt-rice plant) and 4: 

negative control (non -transgenic plant). 2-3 and 5-8: various T2 transgenic lines. 
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 فرنگی کارایی تراریختی گياهان گوجه -2 جدول
Table 2. Transformation efficiency of tomato plants 

 )%( PCR+متوسط تعداد 

Average number of 
plants (%) +PCR 

متوسط تعداد گياهچه 
 مقاوم )%(

Average number of 
resistance plants (%) 

ذر متوسط تعداد ب
 جوانه زده)%(

Average number of 
germinated seeds 

(%) 

 بذر

Seed  تعداد لاین
 تراریخته

Number of 
transgenic line 

 نسل

Generation 
متوسط بذر در هر 

 لاین

Average number of 
seed per line 

 تعداد
 بذر

Number of 
seed 

5 (62.5%) 8(24.24%) 33(82.5%) - 40 - 
 نسل اول

First 
generation 

51.4±16.87 (75.58%) 68±24.42 (77.27%) 88±28.86 (85.10%) 103.4±33.74 - 5 
 نسل دوم

Second 
generation 

 انحراف معيار ± هاميانگين
Means ± SD 

 

: RT-PCRو  PCRبررسی گیاهان تراریخته توسط 

های مقاوم به در گياهچه MPIو پيشبر  cryIAbحضور ژن 

 PCRآناليز  با استفاده از ()نسل اول و دوم نجنتامایسي

های تراریخته باندهایی به . گياهچهقرار گرفتتایيد مورد 

هم اندازه با باند تکثير شده در  bp 800و  bp 1194اندازه 

به عنوان شاهد مثبت( ) pPZP122:MPI:cryIAbسازه 

تراریخته گياه غير در حاليکه هيچ باندی در ،نشان داد

به ترتيب در نسل اول و (. Dو  -1Aشکلد )مشاهده نش

وم به اهای مقدرصد از گياهچه 58/75و  5/62دوم 

. یاسمين و جنتامایسين حاوی ژن مورد نظر بودند

نمودن  هبا تراریخت (Yasmeen et al., 2009)همکاران 

تزریق  با (CaMV35S، تحت پيشبر gus)ژن  فرنگیگوجه

یسين، به طور متوسط به ميوه و تحت عامل گزینشی کاناما

. بنابراین، بدست آوردندحضور ژن انتقالی را  %39تنها 

-)غربال استراتژی گزینشی مورد استفاده در این تحقيق

دارای کارایی بيوتيک جنتامایسين( گری به کمک آنتی

 ها مثبت بودآن PCRی که نتایج از گياهانبالایی است. 

(+PCR،)  استخراجRNA  ختساانجام شد. پس از 

cDNA آزمون ،RT-PCR  اختصاصی به کمک آغازگرهای

و نتایج بيان این ژن  انجام cryIAbطراحی شده برای ژن 

قرار تأیيد مورد در هر دو نسل  PCR+های در گياهچه

های در گياهچهجفت باز  160. باندی به اندازه گرفت

غيرتراریخته گياهان در حاليکه در  ،تراریخته مشاهده شد

( هيچ باندی وجود نداشت که دليل بر )شاهد منفی

(. باتوجه -1Cدر ژنوم آن است )شکل  cryIAbنداشتن ژن 

شامل ژنی ) سازهمورد نظر، تلفيق کامل به مشاهده باند 

-پيشبر، ناحيه رمز کننده ژن و توالی پایان دهنده( در لاین

باتوجه به درصد فراوانی بالای  های تراریخته تأیيد شد.

در نسل دوم  cryIAbحاوی ژن  هگياهان تراریخت

در این  In planta انتقال ژن بصورت (، روش58/75)%

تواند فرنگی داشته و میگوجه درتحقيق کارایی بالایی 

-روش رایج انتقال ژن به ریزنمونه مناسبی برای جایگزین

 . باشددر این گياه  های برگی

-لکه: هدر گیاهان تراریخت CryIAbبررسی بیان پروتئین 

 به منظورآسان نسبتا سریع و  یبه عنوان روش ذاریگ

. با توجه به نتایج شودمحسوب میغربال گياهان تراریخته 

)شکل  T2پروتئين حاصل از گياهان نسل گذاری لکه

2C) ، های مربوط به گياه غير تراریخته لکه رنگی نمونهدر

مشاهده نشد که دليلی بر آلوده نبودن سيستم و صحت 

و گذاری لکهباتوجه به نتایج شده است.  آزمون انجام

در مقایسه با  ههای تراریختایجاد واکنش رنگی در نمونه

 CryIAbتراریخته(، پروتئين گياه غيرمنفی ) نمونه شاهد

توليد . در گياهان مورد آزمایش سنتز و توليد شده است

ن نوترکيب دلالت بر تلفيق ژن هدف در ژنوم يپروتئ

باتوجه به نتایج  دارد.دوم آن به نسل  فرنگی و انتقالگوجه

 سازهتلفيق کامل  ،CryIAbاین آناليز و حضور پروتئين 



 

10 

 احمدی و همکارانحاجی ...( MPIتوسط پیشبر القا شونده با زخم )  cryIAbبیان ژن 

، ناحيه رمز کننده ژن و توالی پایان پيشبرژنی )شامل 

 ها تأیيد نمود.دهنده( را بار دیگر در لاین

گیاهان تراریخته نسل دوم علیه آفت  دبررسی عملکر

حاوی ژن  T2نسل  تعدادی از گياهان تراریخته: توتا

cryIAb  تحت پيشبرMPI  به همراه دو گياه غيرتراریخته

 فرنگیپره گوجهشبها عليه آفت برای بررسی مقاومت آن

زیست سنجی ارزیابی باتوجه به اینکه  انتخاب شدند.

د، درصد افزایش سطح برگ وشگياه کامل انجام میروی 

طح درصد افزایش سميانگين در محاسبات لحاظ گردید. 

بعد از چهار، هفت و مورد آزمایش  گياهان تراریخته برگ

نتایج حاصل  بود. 45/30و 75/11، 77/5ده روز به ترتيب 

خسارت  شده است. هارائ 3نجی در جدول ست ساز زی

گياهان غيرتراریخته در قياس با  این آفت دروارده توسط 

و لذا  به طور محسوسی بيشتر است هگياهان تراریخت

تراریخت در مقایسه با گياهان شاهد دارای های لاین

(. با وجود اینکه اکثر 3)شکل  مقاومت نسبی هستند

 4به سن  هتراریختروهای مورد مطالعه در گياهان غيرلا

 کليه لاروهارشد  هولی در گياهان تراریخت ،رسيده بودند

(. تنوع در 4شکل متوقف شد ) 3یا  2در مرحله سن 

گياهان به سطح برگ بين ميزان مرگ و مير و خسارت 

تواند ناشی از تفاوت در سطح بيان مختلف می هیخترترا

مانند تعداد نسخه، ژنتيک )توکسين در نتيجه تغييرات اپی

 Ghareyazie et) اثر درج در محل نامناسب و غيره( باشد

al., 1997). توانایی پروتئين بدست آمده باتوجه به نتایج ،

CryIAb نين اول بيشتر از لاروهای در کنترل لاروهای س

برای بيان پروتئين  MPIپيشبر  لذاسن آخر است. 

CryIAb تواند فرنگی مناسب است و میدر گوجه

آغاز خسارت ناشی از تغذیه لاروهای توتا را در مراحل 

و مانع از افزایش سن این لارو و  حمله کنترل نماید

شبر القا پي. فرنگی شودخسارت بيشتر آن به مزارع گوجه

MPI های القایی در واکنش به زخم، به دليل وجود موتيف

 ,.Hajiahmadi et al) است ABAو  MeJAمانند موتيف 

. پيشبرهای القا شونده در مواقع دفاعی کاربردهای (2017

فناری به منظور توسعه محصولات بسياری در زیست

، به منظور به همچنينمقاوم به آفات دارند.  هتراریخت

بر  اندن اثرات خطرناک گياهان تراریخته حداقل رس

ها به صورت موجودات غير هدف، ضروری است که ژن

 هدفمند و بعد از حمله آفت بيان شوند. 

بررسی فعالیت آنزیمی لاروهای تغذیه کننده از گیاهان 

تنش اکسيداتيو در اثر طيف وسيعی از : و شاهد هتراریخت

ها و غيره کشعوامل محيطی مانند حمله آفات، اثر آفت

( تحت تنش ROSهای فعال اکسيژن )شود. گونهالقا می

، غشا و پروتئين DNAاکسيداتيو توليد و باعث آسيب به 

-ها میROS. همچنين (Yuan et al., 2011) گردندمی

سازی توانند عملکرد سلول را از طریق کنترل توليد و فعال

اکسيدانی های آنتیتنظيم نمایند. آنزیم زیستیمواد فعال 

ها، موجود زنده را از ROSشکستن  با CATو  PODمانند 

نمایند های ناشی از تنش اکسيداتيو حفاظت میآسيب

(Yuan et al., 2011) باتوجه به اینکه ميزان فعاليت .

اکسيدانی دلالت بر قرارگيری موجود زنده های آنتیآنزیم

در ها تحت عوامل محيطی مضر دارد، فعاليت این آنزیم

 هو غير تراریخت هلاروهای تغذیه کننده از گياهان تراریخت

(. باتوجه به نتایج، ميزان 4بررسی و تعيين شد )شکل 

و کاتالاز به ترتيب های پراکسيداز فعاليت آنزیم

در لاروهایی که از برگ  63/2±61/0و  21/0±70/1

و  58/0±017/0و  گياهان تراریخته تغذیه کرده بودند

 لاروهای تغذیه کننده از برگ شاهد بود. در 14/0±71/0

، ميزان t-studentدار شدن نتایج آزمون باتوجه به معنی

های ها در لاروهای تغذیه کننده از برگفعاليت این آنزیم

-تراریخته به مراتب بيشتر از لاروهای تغذیه کننده از برگ

نتایج این تحقيق با نتایج  های غيرتراریخته بوده است.

. تطابق دارد (Yinghua et al., 2017) و همکاراناینگوآ 

اکسيدانی در لاروهای تغذیه ها فعاليت آنزیمی آنتیآن

را بررسی  cryIAbحاوی ژن  هکننده بر ذرت تراریخت

ها در ها نشان داد که فعاليت این آنزیمکردند. نتایج آن

افزایش  هلاروهای قرار گرفته در معرض گياهان تراریخت

 د.کنپيدا می
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-پره گوجهعليه آفت شب MPIتحت کنترل پيشبر  cryIAbفرنگی دارای ژن زیست سنجی گياهان تراریخته گوجه -3جدول 

 .(Tuta absoluta)فرنگی 

Table 3. Bioassay of transgenic tomato plants harboring the cryIAb gene under control of the MPI promoter 

against tomato leafminer (Tuta absoluta) 
 درصد مرگ و مير

Mortality (%) 
 درصد خسارت به سطح برگ

Leaf area damage (%) تعداد لارو 
Number 
of larva 

لاین 

 تراریخت
Transgenic 

line 

 نام نمونه
sample 3 لارو 

Larva 3 
 2لارو 

Larva 2 
 1 لارو

Larva 1 
 3 لارو

Larva 3 

 2لارو 
Larva 2 

  1 لارو
Larva 1 

a7.30±80.00 a4.21±93.33 a4.47±90.00 cd0.94±37.75 b2.62±33.15 b0.51±23.32 15 1  گياهان

 تراریخته

Transgeni

c plants 
a4.00±84.00 a3.33±96.66 a3.33±96.66 c1.97±38.13 b2.11±28.67 b0.92±23.67 15 2 

b0.00±0.00 b0.00±0.00 b3.33±3.33 b0.91±92.72 a0.79±95.50 a.710±83.42 15 1 شاهد 
Control b0.00±0.00 3.33±3.33b b0.00±0.00 a0.49±98.25 a0.97±94.73 a1.41±84.90 15 2 

 با یکدیگر توسط آزمون دانکن ندارند 05/0های دارای حروف مشترک اختلاف معنی داری در سطح انحراف معيار، در هر ستون ميانگين ±هاميانگين

Means± SD, Difference between means in each columns followed by different letters are significantly different 

(P<0.05) in Duncan multiple range test 
 

 

فرنگی. در هر سن لاوری ميانگين، حروف پره گوجه ميزان خسارت به سطح برگ پس از آلودگی توسط لارو شب  -3شکل 

 (.P<0.05) با یکدیگر بر اساس آزمون دانکن دارند 05/0داری در سطح ف معنیغير مشترک دارای اختلا

Figure 3. Leaf area damage after tomato leafminer larva infestation. Values not labeled with the same letter are 

significantly difference (P<0.05) in Duncan multiple range test 
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: به 2و  t-student .1های کاتالاز و پراکسيداز در لاروهای مورد آزمایش با استفاده از آزمون مقایسه فعاليت آنزیم -4 شکل

-انحراف معيار را نشان می ±ميانگين  هاخطوط روی ستونترتيب لاروهای تغذیه شده روی برگ غيرتراریخته و تراریخته. 

 .%5و   %1طح داری در سبه ترتيب معنی *و  ** دهند. 
Figure 4. Comparison of the catalase and peroxidase activities in the tested larva with a student’s T-test. 1 and 2: 

alive larvae collected from non-transgenic and transgenic leaves. Error bars that represent based on Mean±SD. 

** and *significant at 1% and 5% probability levels, respectively. 
 

 گیری کلینتیجه

 از جملهمقاوم به آفت و  Btحاوی سم توسعه گياهان 

ها و صدمات جانی کشراهکارهای کاهش مصرف حشره

آفت توتا، یکی از آفات  ها است.و محيطی استفاده از آن

د که روبشمار میفرنگی در ایران مهم و کليدی گوجه 

بسيار مشکل است. از طرفی پيامدهای ناگوار کنترل آن 

های شيميایی بر روی محيط زیست کشاستفاده از حشره

و سلامت انسان مستند به شواهد علمی معتبر است. 

-تواند استفاده از حشرهبه گياهان میژن بنابراین انتقال 

در مطالعه حاضر، گياهان تراریخته  .ها را کاهش دهدکش

 MPIتحت پيشبر القا شونده با زخم  cryIAbژن  حاوی

در رابطه با ایمنی زیستی و ارزیابی مخاطرات توليد شد. 

در گياهان تراریخته، محققان  Cryهای احتمالی پروتئين

بسياری در جهان و به خصوص ایران به بررسی این 

زایی گونه آلرژیاند. نتایج آزمایشات هيچها پرداختهآسيب

 ,.Behzadirad et al)هان را نشان نداده است از این گيا

 ای را درمقاومت بهبود یافتهحاضر،  نتایج تحقيق .(2009

 به آفت توتا نشان داد. هفرنگی تراریختگياهان گوجه

دار عملکرد در کاهش معنی این آفتباتوجه به اهميت 

محصول، کاشت گياهان تراریخته که دارای مقاومت نسبی 

های کمک شایانی به حفظ گلخانهتواند هستند می آنبه 

 ها شود.فرنگی کرده و مانع از نابودی آنگوجه
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Abstract 
Tomato leafminer (Tuta absoluta) is one of the important pests of tomato in Iran. It causes serve losses 

to tomato yield between 50 to 100% in the world. The cryIAb gene has been introduced into many 

plant species, including maize resulting in protection of the maize plants against corn borer larvae. In 

most studies, constitutive promoters such as CaMV35S were employed for genetic transformation; 

however the constitutive expression of genes led to changes in plant metabolic pathways due to 

permanent energy consumption in plants. Since, wound inducible promoter MPI (Maize Protease 

Inhibitor) posses more efficiency and strength than CaMV35S promoter. Therefore, in the current 

study, transgenic tomato (cv. Falat) plants harboring cryIAb gene under control of the MPI promoter 

were developed for the first time. The MPI promoter was isolated from maize and cloned into 

pPZP122 expression vector replacing the CaMV35S promoter. The cryIAb gene was isolated from 

pCIB4427 and cloned in pPZP122:MPI:cryIAb and the resulting construct was transformed into 

Agrobacterium AGL1 strain using In planta approach. Initial selection of the transgenic plants was 

carried out in media culture containing gentamicin. PCR analysis confirmed the presence of transgene 

in gentamycin-resistance plants in the first and second generations by rate of 62.5% and 75.58%, 

respectively. Protein dot blotting using anti-CryIAb polyclonal antibody confirmed the presence of 

protein in the second generation of transgenic lines. Based on the result of Tuta bioassay, transgenic 

plants demonstrated an enhanced resistance against Tuta. Thus, the wound inducible promoter MPI 

can be used in genetic transformation of crop plants if insecticidal protein-encoding genes (such as 

different types of cry) are used and therefore, it is important to be used when plants asked to express 

only when are being attacked by insect pests. 
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