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 Research Paper (Molecular Resistance: Fungi)  (فطور: مقاومة جزيئيةبحـوث )
 

 في الحمص المعدل وراثيا   Chitinase للمورثة كيتينازوالوظيفي الجزيئي  يمو التق
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 الرباط، المغرب )إيكاردا(، الجافة المناطق في الزراعية للبحوث الدولي المركز( 3)؛ سورية حلب،)إيكاردا(،  الجافة المناطق في الزراعية
 

 الملخص
في الحمص المعدل وراثيا .  Chitinaseللمورثة كيتيناز  والوظيفي الجزيئي يمو قالت. 2017خطيب، فاتح، باسل العسكر، ناهد السخني ومايكل باوم. 

 .154-145(: 3)35، مجلة وقاية النبات العربية
وير مما يسةةةهم في تحسةةةية الغلة كماا ونوعااب تتللب عملية تل النباتيةإيجاد طرائق حديثة لمكافحة الممرعةةةات تعمل الهندسةةةة الورا ية في الوقل الحاعةةةر عل  

بل اعتمادكا ق إجراء مجموعة مة الاختبارات عل  المسةةةةةةةتوئ الجزيمي والنمر التاكرئ لتاحيد نجا  عملية التحوير واحتسةةةةةةةاب النبات لل ةةةةةةة ة المن ولةنبات معدل ورا ياا 
استخدم  ربو والتي تمنح ص ة الم اومة لل لالمعدل ورا ياا في الحمص  Chitinaseيم جزيمي ووظي ي للمور ة كيتيناز و ب كدفل كذه الدراسة إل  إجراء ت حاصناف جديدة

لدراسةةة  reverse transcriptionبادئات متخ ةة ةةة للكنةةج عة وجود المور ة كيتيناز، كما اسةةتخدمل طري ة النسةة  العكسةةي  مع PCRسةةلسةةل للبوليميراز متالت اعل ال
المور ة وظي ياا بمعاملة أبواغ فلر ال يوزاريوم بمستخلص مّل و ق لمعرفة عدد نس  المور ة المن ولة للنباتب DNA، في حية استخدمل طري ة تهجية الةةةةةةةةةةةةة تعبير المور ة

ور ة عبّرت الم، كما نباتات الحمصالأجيال المتعاقبة ل /مجيةانت ال مور ة الكيتيناز واسةةةةةت راركا في جينوم PCRةةةةةةةةةةةةةةةةةةة لنباتات حمص معدلة ورا يااب أحدت نتائج ت اعل ال
، وقد احتوت كذه النباتات عل  نسخة وحيدة مة دون أن تسجل حالة إخماد للمور ة في مرحلة ما قبل النس  mRNAلحمض النووئ الرسول بنجا  مة خلال نسخها ل

املتها بالمسةةةةةةتخلص عند مع ال يوزاريوم ب اسةةةةةةتلاي الأنزيم كيتيناز تثبير إنتاغ أبواغ فلرت ال لريةالمور ة المن ولة مما يعزز دوركا في منح صةةةةةة ة الم اومة للممرعةةةةةةا
 بPDAالزري  مستنبلالنباتي، كما قلل بنكل كبير مة عدد المستعمرات المتنكلة عل  

 ال يوزاريوميب، الذبول DNA: الت اعل المتسلسل للبوليميراز، النس  العكسي، تهجية الة كلمات مفتاحية
 
 

 1المقدمة

مة المحاصيل الب ولية الغذائية  (.Cicer arietinum L)الحمص  ديع
،  وليةالثالثة بية المحاصيل البعل  مستوى العالم ويحتل المرتبة المهمة 

أنتجل  مليون ككتار، 13.98حوالي  2014حيث زري منه في العام 
نبات الحمص  ب(11) كغ/ككتار 982مليون طة بغلّة م داركا  13.73

، (صبغياا  16 =ن  2)مة المحاصيل الحولية  نائية ال يغة ال بغية 
 Mega base pairsكليوتيدئ ميغا زوج ن 738 فيه ويبلغ حجم المجية

(Mbp) (3)ب 
 Ascochytaيعد مرض ل حة الأسكوكيتا المتسبب عة ال لر 

rabiei (Pass.) ذبول فيوزاريوم المتسبب عة ال لر ، وFusarium 

oxysporum f. sp. ciceris (Foc)  مة أكم الأمراض التي تسبب ف داا
فعالة واقت ادية لمكافحة  وسائلحت  اليوم فر اتو تلا ب (20) حبيراا في الغلة

ن تعتبر يمكة أب (21) كذية المرعية باستثناء استغلال م ادر الم اومة
 اجتنها لا تحعل  اعتبار أ تهمكافحالحل الأمثل لم اومة الممرض 
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الأصناف الم اومة دائماا فعالة بنكل تكون لمساكمة المزارعيةب قد لا 
 كسرتقد حافٍ نتراا لأن مجتمعات الممرض قادرة عل  تلوير ن سها و 

م اومة الممرض قد تستهدف عملية  علاوة عل  ذلك فإن كذه الم اومةب
زود برامج خ ض الغلةب ت مر الذئ قد يترتب عليهالاست لاب في النبات الأ

دخال مور ات لإاتيجيات اقت ادية فعالة التربية الت ليدية للنبات استر 
كناك  ن سه الوقل فيو م اومة عد العديد مة ممرعات النبات، 
ندسة لك الهذب تستليع بإزاءكاممرعات لم يتم تعريف مور ات م اومة 

في الح ول عل  م اومة مستدامة للحالات ال عبة كمة االورا ية المس
 ب(8) و العنيدة التي لم تستلع برامج التربية الت ليدية حلهاأ

المؤشب  DNAأو الة  ينير م للح الهندسة الورا ية
recombinant DNA إل  ت نية يمكة مة خلالها ن ل  أو التحوير الورا ي

ب وبذلك (12) الكائنات المست بلةمور ات مة كائنات أخرى مانحة لها إل  
معالجة المادة الورا ية في الخلية لإنتاج ص ات  في هايمكة استخدام

  ن لل إليهب وتتميز كذه الت نية بال درة عل ذئجديدة في الكائة الحي ال
ن ل مور ات مة أئ كائة حي كالنباتات أو الجرا يم ومة  م إدخالها في 

 



 (2017) 3، عدد 35مجلة وقاية النبات العربية، مجلد  146

يمكة مة خلال الهندسة الورا ية ب (4) اتهالكائة الحي المراد تحسية ص 
ن ل مور ات تعزز قدرة النبات عل  م اومة الممرعات التي ت عب 

 ق المتاحة حالياا، وبذلك تساعد في زيادة غلة المح ولائمكافحتها باللر 
ة نسبياا لب لاتزال النباتات المعدلة ورا ياا الم اومة لأمراض النبات قلي(2)

مة إجمالي المساحة الكلية  %2المساحة المزروعة بها حيث لا تتجاوز 
بالرغم مة ذلك ف د أظهرت عدة دراسات ب (12) المزروعة بهذه النباتات

نتائج إيجابية فيما يتعلق بتلوير نباتات معدلة ورا ياا م اومة للأمراض 
ب وقد قسمل كذه النباتات إل  عدة مجموعات تبعاا (29 ،18) ال لرية

 المرض مثل البروتينات المرتبلة بال درة الإمراعيةلآلية م اومة 
 وال يتوألكسينات والبروتينات المضادة رو والبروتينات المضادة لل ل

والبروتينات والببتيدات المثبلة للريبوزومات النباتية ومور ات للجرا يم 
، وت كك نواتج الاست لاب السامة التي ينتجها (R-genes)الم اومة 

 لكونهر و يم الكيتيناز أحد أنواي البروتينات المضادة لل لالممرضب يعد أنز 
 يحلم المكوّن الرئيس في جدار الخلية ال لرية وكو الكيتية والغلوكان

(chitin and α-1,3 glucan) ولذلك فإن التعبير المنترك للمور ة ،
سوف ينتج عنه مستوى أعل  مة الم اومة  glucanaseحيتيناز وغلوكاناز 

  ب(27) مما تمنحه كل مور ة عل  حدة
يتيناز مور ة الكن ل إليها في كذه الدراسة نباتات حمص  لاستخدم

Chit30  التي م دركا البكترياStreptomyces olivaceoviridis 

ATCC 11238 لمور ة اتحتوئ ب بهدف زيادة م اومته للمرعات ال لرية
 296وين ر  ،كليوتيدئزوج ن 888إطار قراءة م تو  مكوّن مة عل  

 %70 وينكل الغوانية والسيتوزية GTGحمضاا أمينياا مع كودون بداية 
 28.9وينتج عنها بروتية وزنه الجزيمي  (GC %70)مة قوام السلسلة 
 ب KDa (13)حيلو دالتون 

 chitinaseالذئ يحمل المور ة  pGIIvst-Chitاستخدم البلازميد 
التي تمنح ص ة  bar، إعافة إل  المور ة vst promoterمع الحاث 

، والتي استخدمل Phosphinothricin (PPT)الم اومة لمبيد الأعناب 
حمور ة واسمة للانتخاب في النباتب أدخل البلازميد في البكتريا 

Agrobacterium tumefaciens  السلالة(EHA105 ،) والتي استخدمل
بحوث في المركز الدولي للحوسير في تلوير نباتات حمص معدلة ورا ياا 

 معدلةب يتم تلوير النباتات ال(14)الزراعية في المناطق الجافة )ايكاردا( 
راعة ز  مستنبتاتعتماد عل  الانتخاب عل  ورا ياا حت  يومنا كذا بالإ

الأنسجة؛ الأمر الذئ قد ينتج عنه كروب لبعض النباتات مة عملية 
الانتخاب أو دخول عدد كبير مة نس  المور ة المن ولة للنبات، أو دخول 

ة أو عدم  بات المور ة المن ولالمور ة دون أن تعبر عة ال  ة المرغوبة 
ات للنبات ميو ت إجراء  لذلك كدف كذا البحث إل ؛ (16) في الذرية الناتجة

عل  المستوى الجزيمي للتاحد مة نجا  عملية التحوير الورا ي ومة  م 

التي يمكة أن تمنح ص ة الم اومة اختيار السلالات النباتية الأفضل 
 للأمراض ال لرية عل  الحمصب

 
 مواد البحث وطرائقه 

 
 المادة النباتية

)مة النبات  N-292-3نباتات مة سلالة الحمص المعدلة ورا ياا  6زرعل 
كغ تحوئ تربة مع مة  1( في أصص بلاستيكية سعة ICC12004الأب 

)النمر ديزئ  ICC12004، ونباتية مة المدخل 1:3مع بيتموس بنسبة 
desiغير المعدلة ورا ياا كناكد، وذلك عمة حاعنة عند حرارة ) 
24 º عوء/ظلام(، حيث استخدمل النباتات  ساعة 18/6س وإعاءة(

م تلوير ت للمور ات المدخلةبوالوظي ي يم الجزيمي و عملية الت الناتجة في 
كذه النباتات وإحثاركا عمة ظروف متحكم بها في المركز الدولي للبحوث 

 الزراعية في المناطق الجافة )ايكاردا(ب
 

 DNAاستخلاص الـ 
 ةمة أوراق الحمص بلري ة ال غ 0.3مة حوالي  DNAةتم استخلاص ال 

CTAB  مع إجراء تعديل عل  طري ة  (10)المعتمدة مة قبل
مة النباتات الخضراء  م  الاستخلاص؛ حيث جمعل الأوراق مباشرة

 CTAB (CTAB 3%، 1.4 مل مة محلول الاستخلاص 1سح ل في 
، EDTA ،pH=8.0مولر  Tris-HCl ،0.02مولر  NaCl ،0.1مولر 

0.5% PVPة سعميكرولتر مة الخلاصة إل  أنابيب  800ن لل كمية  (ب
 حرارة ساخة عنددقي ة في حمام مائي  30مل، وحضنل لمدة  2

60  ºمة مزيج ميكرولتر 800كمية  لعي أ م مع التحريك بهدوءب  س 
بالت ليب وخللل المكونات  ،(1:24)الايزوميلي  الكلوروفورم: الكحول
 عندوف لل الأوساط باللرد المركزئ  DNA ةبهدوء لتجنب ت ليع ال

)المائي(  العلوئ رائق الب ن ل دقائق10 لمدة الدقي ة /دورة 13000سرعة 
 )المذيبالس لي  جزءوأكمل المة ذات الحجم، نابيب جديدة أف ر ال  

 د البار  يزوبروبانولعيج للرائق  لثي حجمه مة الاأو العضوئ(، 
(- 20ºلترسيب الس )ة DNA جمع الراسب بفي الوسر  (DNA) أس ل
دقائقب  10لمدة الدقي ة /دورة 13000سرعة  عندباللرد المركزئ نبوب الأ

مة سائل  ميكرولتر 200عيج فوق الراسب لغسيله كمية أأكمل الرائق و 
كحول  %76ملليمولر خلات الأمونيوم،  washing buffer (10 الغسيل
ند النروط ع التث يل تم التخلص مة سائل الغسيل بعد عملية ايثيلي(ب
 200 الراسب في أذيب بتركل العينة في جو مع م لتجج م ، الساب ة

، Tris-HCl ،pH 8ميلليمولر  TE (10مة المحلول المنتم ميكرولتر 
 100بتركيز  RNAseنزيم الذئ يحوئ الأ( EDTAميلليمولر  1

لمدة  سº 37حرارة  في حمام مائي عند اتحضنل العين ميكروغرام/ملب
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 ،(مولر 7.5) ميكرولتر خلات الأمونيوم 100دقي ةب أعي ل كمية  30
أعيدت عملية  ب(%100) المللقمة الكحول الايثيلي ميكرولتر  750و

راسب عند وج ج الاستبعد السائل  الترسيب عند النروط ساب ة الذكر،  م
ح تل  بمع مو لتر ماء م لر ميكرو  200 درجة حرارة الغرفة  م أعيج له

بنكل كامل،  DNAس لليوم التالي حت  ذاب الة º 4العينات عند حرارة 
بالرحلان طة الملياف الضوئي و انوعيته وتركيزه ون اوته بوس ت م اختبر 

 ب%1عل  كلامة أغاروز تركيز 
 

 bar geneو  Chitinaseالكشف عن المورثتين 
 مة أبسر الاختبارات التي  (PCR)سلسل للبوليمراز متيعد الت اعل ال

 النبات جينوم يمكة مة خلالها الكنج عة دخول المور ات إل  
المعدل ورا ياا وذلك مة خلال استخدام بادئات متخ  ة لتعريف 
 المور ات المن ولةب ن ذ كذا الاختبار باستخدام زوج مة البادئات 

 :وكما barزوج نكليوتيدئ مة المور ة  264لمكا رة قلعة بلول 
Bar-F: 5'- GCAGGAACCGCAGGAGTGGA-3' وBar-R:  

5'-AGCCCGATGACAGCGACCAC-3'. بينما استخدمل ،
  'Chit 555-F: 5'-GGTGACATCGTCCGCTACAC-3البادئات 

وذلك  'Chit 555-R: GGTGTTCCAGTACCACAGCG-3و 
كليوتيدئ مة المور ة كيتينازب حضر زوج ن 555لمكا رة قلعة بلول 

 ميكرولتر 5تكون مة يميكرولتر  20مزيج الت اعل في حجم نهائي 
DNA (250  ،)ميكرولتر محلول منتم للت اعل 2نانوغرام 

2(10x PCR buffer with 15 mM MgCl ،3  ميكرولترdNTP's 
(، ميكرومولر 10ميكرولتر مة كل بادئة )تركيز  1 ،ميلليمولر( 2)تركيز 

 DNA taq polymerase (5U/µl)، 7.8ميكرولتر مة أنزيم البلمرة  0.2
ميكرولتر ماء مع م منزوي النواردب تمل عملية التدوير الحرارئ في جهاز 

: barوفق البرنامج التالي للمور ة  Applied Biosystem, USAمة نوي 
دورة  30دقائق ولدورة واحدة،  م  5س لمدة º 94ف ل أولي عند حرارة 

 انية، التحام البادئات  90س لمدة º 94تتضمة ال  ل الثانوئ عند حرارة 
 انية،  60س لمدة º 72 انية، الامتداد عند  90س لمدة º 60عند حرارة 

بينما  دقائقب 7س لمدة º 72ومة  م الامتداد النهائي لدورة واحدة عند 
د للمور ة كيتيناز وفق البرنامج التالي: ف ل أولي عن تمل عملية المكا رة

دورة تتضمة ال  ل  29دقائق ولدورة واحدة،  م  3لمدة  سº 95حرارة 
 ، التحام البادئات عند حرارة دقي ة 1س لمدة º 94الثانوئ عند حرارة 

60 º72الامتداد عند  ،دقي ة 1لمدة  س º ومة  م دقي ة  1لمدة س
دقائقب ف لل نواتج  10س لمدة º 72الامتداد النهائي لدورة واحدة عند 

، ومة  م %1.2الت اعل بالرحلان الكهربائي عل  كلامة أغاروز تركيز 
ميكروغرام/مل،  0.5 تركيز لونل الهلامة في محلول بروميد الايثيديوم

و يق تالهلامة تحل الأشعة فوق البن سجية في جهاز  وظُهّرت صورة
 الهلامب
 

 عزل الحمض النووي الريبي 
إل  الكنج عة نناط المور ة المن ولة،  RNAتهدف عملية عزل الة 

 عة سلسلة  mRNAحيث يتم نس  الحمض النووئ الريبي الرسول 
إل  البروتية أو الأنزيمب تم في  mRNAومة  م يترجم الة  DNAالة 

ناز وذلك عة طريق وخز المنغل للمور ة كيتي vstالبداية تحريض الحاث 
ل  عدة مرات وكي عنباتات الحمص المعدلة ورا ياا ونباتات الناكد أوراق 

 mRNAطة إبرة رفيعة مع مة وذلك لضمان تراحم نس  الة االنبات؛ بوس
ساعة عل  النبات  م ف لل  48عة المور ة المن ولةب تركل الأوراق لمدة 

ة تمل عملي عنه لاستخدامها في عزل الحمض النووئ الريبي الكليب
مع  (Promega, USA)الاستخلاص وفق تعليمات النركة ال انعة 

 500إجراء تعديل بسير وكو سحق العينة النباتية اللازجة في كمية 
 175كمية  م ن ل  ،(RNA lysis buffer) المنتم محلولالميكرولتر مة 
عة با م مت مل 2مة الخلاصة إل  أنابيب سعة مع مة ميكرولتر 

الاستخلاص وفق الخلوات الم ترحةب تتضمة عملية الاستخلاص 
في  DNAالذئ يعمل عل  تحليم الة  DNaseمعاملة العينات بالأنزيم 
 طة الملياف الضوئيباون اوته بوس RNAالعينةب تم قياس تركيز الة 

 
 المكملة  DNAالـ سلسلة  تركيب

م ردة مكملة لسلسلة  DNAسلسلة  كويةالاختبار إل  ت ايهدف كذ
mRNA  التي تنس  عة المور ة، وذلك لاستخدامها في ت اعلPCR 

سلسلة الكوية عادئ للكنج عة نناط المور ة المن ولةب أجريل عملية ت
  dT(Oligo(18باستخدام البادئة  RNAميكروغرام  4مة كمية  المكملة

 ميكرولتر وفق تعليمات النركة ال انعة  20في حجم ت اعل 

 RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kitباستخدام كيل 
ميكرولتر مة  2استخدمل كمية  بFermentas, Germanyمة شركة 
المور ة كيتيناز لمكا رة عادئ  PCRك الب في ت اعل  cDNAمزيج 

وفق شروط الت اعل  Chit555-Rو  Chit555-Fباستخدام البادئات 
استخدم ذات الكمية مة المزيج في ت اعل آخر المذكورة ساب ااب كما 

 مور ة داخلية  وكي كناكد للم ارنة؛ actinللكنج عة نناط المور ة 
 في الحمص، وذلك باستخدام  endogenous gene المننا
  ’ACT-1-F: 5’-CGTCTTGACCTGGCTGGTCGC-3بادئات:ال

ب ’ACT-1-R: 5’-GGCTGTCTCCAGCTCTTGCTCG-3و 
رة لموفق البرنامج التالي: ف ل أولي  actinتمل عملية المكا رة للمور ة 

دورة تتضمة ال  ل  35،  م دقائق 5س لمدة º 95عند حرارة واحدة 
  التحام البادئات عند حرارة، دقي ة 1س لمدة º 94الثانوئ عند حرارة 
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55 º 72دقي ة، الامتداد عند  1س لمدة º دقي ة ومة  م  1س لمدة
تضاعج دقائقب  10س لمدة º 72الامتداد النهائي لدورة واحدة عند 
ب actinمة المور ة  ئزوج نكليوتيد 164البادئات المستخدمة قلعة بلول 

يز كلامة أغاروز تركف لل نواتج الت اعل بالرحلان الكهربائي عل  
 0.5 ، ومة  م لونل الهلامة في محلول بروميد الايثيديوم تركيز1.2%

ميكروغرام/مل، وظُهّرت صورة الهلامة تحل الأشعة فوق البن سجية في 
  بجهاز تو يق الهلام

 
 DNAتهجين الـ 

في  Southern blot (23)أو تنرب سذرن  DNAي يد اختبار تهجية الة 
دوركا لنبات، والتي ترتبر بإل  االكنج عة عدد نس  المور ة التي دخلل 

ة طاللمور ة كيتيناز بوس (probe) /المجستم وسم المسبر بتعبير المور ةب
-DIG-11باللري ة غير الإشعاعية باستخدام مادة الوسم و  PCRالة 

dUTP  وذلك وفق تعليمات النركة  ،ميكرولتر 50في حجم ت اعل
 5ب تم تحميل كمية (Roche Applied Science, Germany)ال انعة 

ومة  م  %1.2ميكرولتر مة ناتج الت اعل عل  كلامة أغاروز تركيز 
تمل عملية التهجية  لونل وظهرت للكنج عة نجا  عملية الوسمب

خلال وذلك  BamHIطة الأنزيم ابوس DNAميكروغرام  20بهضم كمية 
سب ف لل نواتج ال لع بالرحلان الكهربائي º 37عند حرارة  ليلة تحضية

 مع  بالخاصية النعرية DNA،  م ن ل الة %1عل  كلامة أغاروز تركيز 
 ناء نايلوني منحون بنحنة موجبةإل  غ 20x SSCالمحلول 

(Roche Diagnostics GmbH, Germany) ب تمل عملية تهحية 
 ةعند حرار  خلال ليلة تحضيةمع مسبر الكيتيناز الموسوم  DNAالة 
 42 º مرتية في المحلولسب أجريل عملية غسيل للغناء 

2x SSC, 0.1% SDS  دقي ة  15لمدة عنر دقائق،  م مرة واحدة لمدة
 سب وعع الغناءº 65عند حرارة  0.5x SSC, 0.1% SDSفي المحلول 
دقي ة عند  30لمدة  (Blocking solution)في محلول السد  النايلوني

،  م أعيج محلول السد مع الأجسام المضادة حرارة الغرفة مع التحريك
(Anti-DIG alkaline phosphatase 1:5000) وغسل الغناء مرتية ،

ميلليمولر حمض  100) دقي ة في كل مرة في محلول الغسيل 15لمدة 
 0.3% Tween، (pH= 7.5)ميلليمولر كلوريد ال وديوم  150الماليك، 

 Tris-HCl، 100ميلليمولر  100)استخدم محلول الكنج (ب 20
الذئ يحوئ المادة الملونة ( pH = 9.5ميلليمولر كلوريد ال وديوم، 

NBT/BCIP بالنايلوني في تتهير مواقع التهجية عل  الغناء 
 

 barللمورثة  الحيوي يم و التق

عناب غير أ مبيد  Phosphinothricin (PPT)تعتبر المادة ال عالة 
يات ل  مستو إمونيا في الخلايا النباتية اختيارئ يعمل عل  مراحمة الأ

 bar تن ر المور ةخلال أيامب  مما يؤدئ إل  موت النباتسامة 

(bialaphos resistant) نزيم لتركيب الأphosphinothricin acetyl 

transferase (PAT)  ستلةأالذئ يعلل سمية المبيد عة طريق 
(acetylation) مة خلال إنتاج المركب المادة ال عالة للمبيد 

N-acetyl-L-phosphinothricin ب الذئ ليس له ص ة مبيد الأعناب
 مستنبتاتفي  selection agentكعامل انتخاب  PPTيستخدم المركب 

زراعة الأنسجة لتلوير النباتات المعدلة ورا ياا عندما تكون المور ة الواسمة 
كما ب bar gene (14)للانتخاب في التركيبة الورا ية المن ولة للنبات كي 

يمكة الاست ادة مة عمل كذه المور ة بالح ول عل  نباتات م اومة لمبيد 
في نبات  barالوظي ي للمور ة يم و الت ب أجريل عملية PPTالأعناب 

 600 تركيز PPTوراق بمبيد لألالحمص وذلك بدكة السلح العلوئ 
للمساعدة عل  ننر  %0.1بتركيز  Tween 20له مادة  مغ/ل، أعيج
 النتائج بعد أسبوي مة دكة الأوراقب تخذأة سلح الأوراق،  م المبيد عل 

 
 الوظيفي للمورثة كيتيناز يم و التق

 عزل البروتين الخام
الكيتيناز عة طريق وخز بعض أوراق النباتات المعدلة ورا ياا  ح زت مور ة
غ مة الأوراق بعد  1،  م جمعل كمية بإبرة رفيعة مع مة ونباتات الناكد

 مستنبلمل مة  10تم سحق كل عينة عل  حدة في أيام مة الوخزب  3
مع م بورسلان كاون عمة السائل (PDA)  آجار دكستروز البلاطا

 س لمدة ساعتيةب° 4في البراد عند حرارة  المستخلص ترك م بالحرارة، 
 تم ف ل مكونات المستخلص عة طريق اللرد المركزئ عند حرارة

دقائقب تم سحب الرائق  10دورة/الدقي ة لمدة  4000س وسرعة ° 4
 ميكرومترب 0.22طة مرشحات أقلار   وبها اوتع يمه بال لترة بوس

 
 اختبار تثبيط إنبات الأبواغ

ق امة أطب Fusarium oxysporum f. sp. cicerisح دت أبواغ ال لر 
وذلك  عمة حجرة العزل PDAمل مة وسر  10حديثة في كمية 

دكا عد الأبواغ وعبر عدتم سحب السائل و ،  م بتحريكها رحوياا بهدوء
ميكرولتر مة المعلق البوغي  20بوغة/ملب أعي ل كمية  106×1عند 
 ياا نباتات المعدلة وراالميكرولتر مة مستخلص الأوراق لكل مة  980إل  

السائل،  م حضنل عند  PDA مستنبلو ونباتات الناكد غير المعدل 
أيامب أخذت عينات مة كل معاملة ولونل بازرق  4س لمدة ° 25حرارة 

ال لة للكنج عة النمو ال لرئب تم عمل تخ ي ات مة مكررات 
ميكرولتر  100، وننر منها كمية 1000:1المعاملات الساب ة بنسبة 

س لمدة يومية، ° 25ال لب،  م حضنل عند حرارة  PDA مستنبلعل  
 لأطباق تحل المكبرةبحيث عدت المستعمرات المتنكلة عل  ا
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 النتائج 
 

  في الحمص barو  Chitinase اتالكشف عن المورث
باستخدام بادئات  PCR سلسل للبوليميرزمتأظهرت نتائج الت اعل ال

متخ  ة عل  المور ات المن ولة لنبات الحمص بلري ة التعديل الورا ي 
كا رة م  تية في جينوم النباتات المختبرة، حيث أمكةوجود كاتية المور 

لكل  (bp)كليوتيدئ زوج ن 264و  555ال لعتية المتوقعتية وكما بلول 
تتهر كذه  (ب1، عل  التوالي )شكل barوالمور ة  chitinaseمة مور ة 

توريثهما و النتائج است رار المور تية المن ولتية في جينوم نبات الحمص 
 بئ تم اختبارهالذ 5Tإل  الذرية الناتجة حت  الجيل الخامس بنكل مست ر 

 

 
 

 تفاعلاللنواتج  %1.2الرحلان الكهربائي على هلامة أغاروز . 1شكل 

)أسفل( في  bar)أعلى( و  chitinaseسلسل للبوليميراز للمورثتين متال

 زوج 100الجزيئي  للوزن قياسي مؤشر= 5T. Mنباتات الحمص الجيل 

نباتات حمص غير معدلة وراثياً، المسارات  =2و 1المساران  كليوتيدي،ن

عينة ماء )شاهد سلبي بدون = -wنباتات حمص معدلة وراثياً، = 3-8

DNA،)pls+  = البلازميد( شاهد إيجابيpGIIvst-Chit.) 
Figure 1. Electrophoresis on 1.2% agarose gel for PCR 

products of the chitinase (up) and bar gene (down) derived 

from T5 chickpea transgenic plants. M= Molecular weight 

marker 100 bp ladder, Lanes 1& 2= non-transformed 

chickpea plants, Lanes 3-8= Transgenic chickpea plants, w- 

= water sample (negative control, DNA free sample), pls+= 

positive control (pGIIvst-Chit plasmid). 

 

  المنقولةتعبير المورثات 
لنبات ا مجيةفي  يعد دخول المور ة المن ولة عة طريق التحوير الورا ي

اختباراا أولياا لتاحيد عملية الن ل لكة ليس  PCRطة الة اوتاحيد ذلك بوس
له أئ دلالة فيما يتعلق بتعبير كذه المور ة ومنحها لل  ة المللوبةب قد 

تعيق عملية  (methylation)تتعرض المور ة بعد ن لها لعملية مثلتة 
ب تم gene silencingعة ذلك حالة إخماد لعمل المور ة  االنس  وينن

عة طريق وخز الأوراق لارتباط تنغيلها  chitinaseتحريض المور ة 
درس تعبير المور ة المن ولة  ،(specific promoter) بحاث متخ ص

مة خلال الكنج عة  actinإل  نبات الحمص بالم ارنة مع المور ة 
الذئ تنسخه كاتية المور تية  mRNAالحمض النووئ الريبي الرسول 

أظهرت نتائج  ب(cDNA)مكملة له  DNAوذلك بعد تحويله إل  سلسلة 
 لنواتج ت اعل  %1.2الرحلان الكهربائي عل  كلامة أغاروز تركيز 

المكملة لكل مة المور تية  DNAباستخدام سلاسل الة  PCRالة 
chictinase  وactin بادئات  بوساطة ك الب لعملية المكا رة، وب
كاتية المور تية الح ول عل  ال لع المتوقعة مة كل   متخ  ة عل
زوج  164و  chitinaseزوج نكليوتيدئ للمور ة  555مور ة وكي 

تجدر الإشارة كنا إل  غياب تعبير  (ب2شكل ) actinتيدئ للمور ة نكليو 
لأنها مة نباتات حمص غير معدلة  2و  1المور ة كيتيناز في العينتية 

ة نباتات شاكد(، في حية تم الكنج عة تعبير المور ورا ياا بهذه المور ة )
تم  و (ب8-3)العينات حيتيناز في باقي عينات النباتات المعدلة ورا ياا 

في كل العينات المختبرة سواء كانل  actinالكنج عة تعبير المور ة 
( ويعود ذلك إل  أن كذه المور ة 8-1ورا ياا أو غير معدلة )العينات معدلة 

( في النبات  endogenous gene )مور ة داخلية المننا موجودة أصلاا 
ل  ذلك ستدلال عولها تعبير  ابل في جميع مراحل نمو النبات ويمكة الا

الناتجة عة تعبير المور ة في كل العينات  (bands) مة كثافة الع ابات
ية في حية تتباية كذه الندة بالنسبة للمور ات المن ولة تبعاا لكم ،المختبرة

 الذئ ينس  عنهاب  mRNA الحمض النووئ الرسول
 

 
 

لنواتج تفاعل الـ  %1.2الرحلان الكهربائي على هلامة أغاروز . 2شكل 

PCR  لسلسلة الـDNA  المكملة(cDNA)  للمورثتينchitinase  )أعلى(

 100الجزيئي  للوزن اسيقي مؤشر= M الحمص. )أسفل( في actinو

 وراثياً، معدلة غير حمص نباتات=  2و 1المساران  كليوتيدي،ن زوج

عينة ماء )شاهد = -wنباتات حمص معدلة وراثياً، = 8-3المسارات 

 (.pGIIvst-Chitشاهد إيجابي )البلازميد =  +DNA،)plsسلبي بدون 
Figure 2. Electrophoresis on 1.2% agarose gel for cDNA-

PCR products of amplified chitinase (up) and actin genes 

(down). M= Molecular weight marker 100 bp, ladder, lanes 

1& 2= non-transformed chickpea plants, lanes 3-8= 

Transgenic chickpea plants, w-= water sample (negative 

control, DNA free sample), pls+= positive control (pGIIvst-

Chit plasmid). 
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 DNAتهجين الـ 
موسوم باللري ة  chitinaseبمسبر للمور ة  DNAأظهرت نتائج تهجية الة 

غير الإشعاعية وجود نسخة وحيدة مة المور ة المن ولة إل  نبات الحمص 
ج ، وكذلك في الناكد الإيجابي )التهجية مع ناتفي العينتية المدروستية

في حية لم يكة كناك أئ ع ابة في  للمور ة كيتيناز(، PCRت اعل 
 (ب3)شكل  عينة الناكد غير المعدل ورا ياا 

 

 
 

مسبر موسوم  باستخدامعلى الغشاء النايلوني  DNAتهجين الـ . 3شكل 

: 2-1المسارات ، موسوممؤشر قياسي = M بالطريقة غير الإشعاعية.

نباتات حمص معدلة وراثياً، = 4-3نباتات حمص غير معدلة وراثياً، 

pls+ =شاهد إيجابي. 
Figure 3. DNA hybridization on nylon membrane using non-

radioactive labeled probe. M= labeled molecular weight 

marker, lanes 1 & 2= non-transformed chickpea plants, lanes 

3 & 4= transgenic chickpea plants, pls+= positive control. 
 

 PPTمقاومة مبيد الأعشاب
بمبيد  T5وظي ياا بدكة أوراق نباتات الحمص الجيل  bar المور ةمل و ق

، حيث أظهرت نباتات الحمص phosphinothricin (PPT) الأعناب
المعدلة ورا ياا م اومة للمبيد، في حية ماتل أوراق النباتات غير المحورة 

(ب ويستدل مة ذلك عل  است رار 4بعد أسبوي مة عملية الدكة )شكل 
في جينوم النبات وقدرتها عل  التعبير عة ال  ة التي  barالمور ة 

ي ة لمبيدات الأعناب وكتمنحها، حيث احتسبل النباتات ص ة الم اوم
ص ة زراعية مهمة أخرى تم إدخالها لنباتات الحمص عة طريق التحوير 
 الورا ي حيث يمكة مكافحة الأعناب المزروعة بهذه النباتات 

حاث بنائي بوساطة  ب تنغل كذه المور ةBasta®المبيد بوساطة 
(constitutive promoter) ةيعمل عل  تح يزكا بنكل مستمر لذلك يمك 

 الاعتماد عليها في مكافحة الأعناب في أئ مرحلة مة عمر النباتب
 

 الوظيفي للمورثة كيتيناز يم و التق
ال حص المحضرات المجهرية وجود تا ير واعح لمور ة  أظهرت نتائج

نموات  ةالكيتيناز في إنتاغ أبواغ فلر ال يوزاريوم، حيث لم تتنكل أي
فلرية عند معاملة الأبواغ في مستخلص النباتات المعدلة ورا يااب بينما 
تنكلل كتل مة ميسيليوم فلر ال يوزاريوم في المعاملتية اللتية استخدم 

 بلمستنفيهما إما مستخلص مة نباتات حمص غير معدلة ورا ياا، أو 
PDA  (ب5السائل )شكل 

أما عند تخ يج المعلق البوغي السابق وننر كمية منه عل  
ال لب ومة  م عد المستعمرات المتنكلة؛ ف د بلغ متوسر  PDA مستنبل

مستعمرة في  50عدد المستعمرات المتنكلة في المعاملات المختل ة 
مستعمرة عند  15السائل )الناكد(،  PDA مستنبلمعاملة الأبواغ عل  
مستعمرات  3ستخلص الحمص غير المعدل ورا ياا، معاملة الأبواغ في م

مستخلص الحمص المعدل ورا يااب وقد  مستنبلعند معاملة الأبواغ في 
تتنكل  طول حت أتم تاحيد النتيجة مة خلال متابعة زراعة الأطباق ل ترة 

مستعمرات يمكة رؤيتها بالعية المجردة، وقد تبية بنتيجة ذلك تلور 
  الأطباق التي ننر عليها أبواغ ال لر المعاملة محدود أو شبه معدوم عل

بمستخلص نباتات الحمص المحورة، بينما تلور ال لر مة معاملة الأبواغ 
بمستخلص نباتات الحمص غير المحورة، وكان النمو واعحاا في معاملة 

)شكل  السائل( PDAوسر نباتي )الناكد غير الحاوئ عل  مستخلص 
 (ب6

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ً  معدل نبات ورقة (A): مغ/ل 600تركيز  PPTدهن أوراق الحمص بمبيد الأعشاب . 4كل ش غير  الشاهدموت أوراق نباتات  (B)، مقاومة للمبيد وراثيا

 ً  .المعدل وراثيا
Figure 4. Chickpea leaf painting test with 600 mg/l PPT: (A) transgenic chickpea leaf resistant to PPT, (B) Susceptible non-

transformed chickpea leaf sensitive to PPT. 

A B 
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السائل،  PDA مستنبتالنمو الفطري في  F. oxysporum f. sp. ciceris: (A)لفطر لإنتاش الأبواغ الكونيدية تثبيط المورثة كيتيناز في  فاعلية. 5شكل 

(B) باتات الحمص غير المحورة وراثياً،النمو الفطري في مستخلص ن (C) مستنبتفطر الفيوزاريوم تم إكثاره على  محضر لميسيليوم PDA  ،الصلب

(D)  في مستخلص نباتات الحمص المحورة وراثياً. الميسيليومنمو تثبيط 
Figure 5. Efficacy of Chitinase gene in the germination of F. oxysporum f. sp. ciceris conidial spores. (A) Mycelium growth in 

liquid PDA, (B) mycelium growth in extract from non-transformed chickpea plant, (C) slide from Fusarium colony grown on 

solid PDA, (D) mycelium growth inhibition in extract from transgenic chickpea plant. 
 

 

 

 PDA مستنبتأبواغ معاملة في  الصلب: PDA مستنبتمستعمرات فطر الفيوزاريوم المتشكلة بعد المعاملة بالمستخلص النباتي ونشرها على . 6شكل 

أبواغ معاملة بمستخلص نباتي من نباتات حمص معدلة  (C)أبواغ معاملة بمستخلص نباتي من نباتات حمص غير معدلة وراثياً،  (B)السائل )شاهد(، 

 وراثياً.
Figure 6. Formation of Fusarium colonies after treatment with plant extracts and inoculation on PDA medium. (A) spores 

incubated in liquid PDA, (B) spores incubated in extract from non-transformed chickpea plants, (C) spores incubated in extract 

from transgenic chickpea plants.  

  

 
 المناقشة

 

تتللب عملية الإنتاج النباتي والح ول عل  غلة ذات نوعية جيدة 
مكافحة و  المحافتة عل  سلامة النبات مة التغيرات في التروف البيمية

ب وقد ساعدت الهندسة الورا ية المزارعية اليوم وعل  التي تهاجمها الآفات

 كما أن كناك العديد مةكذه التحديات،  لبعضنلاق واسع في الت دئ 
كذه المحاصيل مازالل قيد التلوير، ف د تجد النباتات المنتجة بلري ة 

حة، أو أو الملو الهندسة الورا ية بحيث تتحمل درجات الحرارة المرت عة، 
الج اف طري ها للإنتاج في المست بلب أم في الوقل الراكة فإن معتم 

A B 

C D 

A B C 
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النباتات المعدلة ورا ياا فإنها تحمل ص ات زراعية تمنح النبات التحمل 
 ب(16) لمبيدات الأعناب أو م اومة الحنرات أو الممرعات

ختل ة مبعد ال يام بعملية إدخال المور ات الغريبة للنبات باللرائق ال
لا بد مة إجراء مجموعة مة الاختبارات عل  النباتات  ،للتحوير الورا ي

التي نتجل عة كذه التجارب، والتي ي ترض أنها تعلي عدداا كبيراا مة 
السلالات المست لة عة بعضها تبعاا لموقع دخول المور ة في الجينوم، 

ة وحيدة خوبالتالي يجب أن نختار مة بينها السلالة التي تحوئ عل  نس
مة المور ة، وتعبر بمستوى عالٍ عة ال  ة التي ن لل إليهاب كما يجب 

كذا العدد الكبير مة السلالات بية النباتات التي انت لل  عمةأن نميز 
 يتللب كذا الأمر إجراء سلسلة مةو ب إليها المور ة وتلك التي لا تحويها
 ب(5) التحاليل المادية والمتهرية والورا ية

كذه الدراسة إجراء الاختبارات الورا ية والمتهرية عمة تم خلال 
مرعات مظروف متحكم بها لمور ة الكيتيناز التي تمنح ص ة الم اومة لل

التي تمنح ص ة الم اومة لمبيد الأعناب  barال لرية، والمور ة 
phosphinothricin (glufosinate ammonium)  وذلك عل  بعض

للحمص المعدل ورا يااب تبية بنتيجة كذه  T5نباتات ذرية الجيل 
وساطة بالاختبارات تاحيد وجود كاتية المور تية في النباتات المختبرة 

مجية ، مما يدل عل  است راركما في PCRسلسل للبوليميراز متالت اعل ال
النباتات المحورة، كما استلاعل النباتات التعبير عل  المستوى الجزيمي 

الذئ  mRNAحمض النووئ الريبي الرسول مة خلال الكنج عة ال
المور ة  DNAتن ر له المور ة كيتيناز وبالتالي عدم تعرض سلسلة 

-preفي مرحلة ماقبل النس   (silencing)لعملية الإخماد 

transcription ب كما تم الكنج عة وجود نسخة وحيدة مة المور ة
ختبار اطة بوسانباتات الحمص المختبرة  مجيةالمن ولة كيتيناز في 

الأمر الذئ ي لل مة احتمالية تعرض المور ة للإخماد  DNAتهجية الة 
وعدم تنكل الأنزيم الذئ  post-transcriptionفي مرحلة مابعد النس  

تن ر له المور ة في حال دخول عدد كبير مة النس ب تجدر الإشارة كنا 
 A. btumefaciensإل  أن كذه النباتات قد عدلل ورا ياا باستخدام البكتريا 

حوسير في عملية الن ل وكي طري ة تتميز ب لة عدد النس  المدخلة للنبات 
 ب biolistic (17)إذا ما قورنل بلري ة ال  ج الحيوئ 

احتمالات تنر  الاختلافات في مستوى تعبير المور ات  ةكناك عد
 بية سلالات النباتات المعدلة ورا ياا غير عدد نس  المور ة المن ولةب لا

، وإنما  لةمستنس  تعد المور ات المن ولة بلري ة التحوير الورا ي وحدة 
 A. tumefaciensالتي تن لها البكتريا  T-DNAكي جزء مة قلعة الة 

إل  مواقع مختل ة عل  صبغيات النبات، وعند دخول كذه المور ة في 
عندكا  ،والتي تعد منل ة نس  ننلة euchromatinمنل ة يوكروماتية 

قد تتا ر المور ة المن ولة بالسلاسل المنتمة للمور ات المجاورة في كذا 
 مة منل ة تكرار  بنكل قريبالموقع الورا يب أما عند دخول المور ة 

عنده يمكة أن يثبر  heterochromatinأو كروماتية متباية  DNA للة
كو  ور ةمة العوامل المهمة الأخرى المؤ رة في تعبير الم عمل المور ةب

عدد نس  المور ة في موقع الإدخالب حيث يمكة لنتام الإدخال المستخدم 
-Tفي عملية التحوير الورا ي أن يدخل نسختية أو أحثر مة قلعة الة 

DNA  عع في و   ال بغيب وكذه النس  يمكة أن تتعل هن سفي الموقع
مباشرة، ، تكرارات head to tailكذا الموقع بتراتيب مختل ة )رأس إل  ذيل 

رأس إل  رأس أو ذيل إل  ذيل كتكرارات معكوسة حيث يتهر كذا الأخير 
 ب(24) مستويات منخ ضة مة تعبير المور ة
في تحديد عدد النس  التي  DNAت ليدياا استخدم اختبار تهجية الة 

مع بداية ت نية التعديل الورا ي للنبات وحت  يومنا كذا،  أدخلل للنبات،
 نح ل عل م وسمه بلرائق مختل ة حيث حيث يستخدم مسبر يت

ع ابات/حزم يستدل مة خلال عددكا عل  عدد النس  التي دخلل إل  
النباتب تم خلال السنوات الماعية الاعتماد عل  ت نية أخرى لمعرفة عدد 

ة الح ي ي سلسل للبوليميراز بالزممتالنس  المن ولة للنبات وكي الت اعل ال
real time PCR  أو ت اعل البوليميراز الكميquantitative PCR 

(qPCR)كذه اللري ة بانها توفر الوقل والجهد اللازم للتهجية  ، وتتميز
، ولا حاجة DNAباللري ة الت ليدية، كما أنها تحتاج لكمية قليلة مة الة 

ام أغنية دلعملية الهضم بالأنزيمات أو تحضير المسابر ووسمها أو استخ
إعافة إل  ذلك فإن طري ة التهجية الت ليدية لا تستليع  لعملية الن لب

الكنج عم وجود عدة نس  في ن س الموقع الورا ي لأنها تكون بن س 
اللولب استخدمل كذه اللري ة في معرفة عدد نس  المور ة حسابية 

في كل مة فول ال ويا وال ول السوداني والبندورة والذرة  qPCRبلري ة 
 تي والتبغ والرز وال لة والحمضيات والعنب والكسافاوال مح والخردل الزي

 ب(7)
أظهرت نتائج الدراسة الحالية دور المور ة كيتيناز في تثبير نمو 

في مستخلص البروتية  F. oxysporum f. sp. cicerisأبواغ ال لر 
للنباتات المعدلة ورا ياا، وكذلك انخ اض عدد المستعمرات المتنكلة عل  

ساعة، وعدم تلور مستعمرات ال لر  48ال لب بعد  PDA مستنبل
عل  الأطباق المل حة بالمستخلصب كما لوحظ تا ير بدرجة أقل 
لمستخلص نباتات الحمص غير المعدلة ورا ياا في إنبات أبواغ فلر 
ال يوزاريوم، ويعزى ذلك إل  احتواء الحمص عل  مثل كذه المور ات 

، اض عدد المستعمرات المتنكلةبنكل طبيعي الأمر الذئ ساكم في انخ 
 استلايحيث لكة وجود المور ة المن ولة عزز مة عملية التثبيرب 

Shahid  مور ات الكيتيناز والغلوكاناز والبروتينات  تحديد (22) وآخرون
 في الحمص ودوركا  ورالمضادة لل ل RIPالمثبلة الريبوزومية 

في تعزيز م اومة النبات إزاء ل حة الأسكوكيتا المتسببة عة ال لر 
Ascochyta rabiei عمة ظروف متحكم بهاب 
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المعدلة زلاء باالتبغ و الاستخدم مستخلص البروتية الخام مة نباتات 
عل  ال لر Chit30لمور ة ل ورالمضاد لل ل تا يرالفي دراسة ورا ياا 

Trichoderma harzianum  حيث استلاي الأنزيم تثبير نمو ميسليوم
 16و  8ال لر في الأطباقب وقد أمكة ملاحتة التا ير المضاد خلال 

ساعة مة المعاملة، في حية اعتبر أنه في معتم الحالات يمكة دراسة 
 ب(13) ساعة 30–24التا ير بعد 

في  reverse transcriptionاستخدمل طري ة النس  العكسي 
دراسة تباية تعبير المور ة كيتيناز للتمييز بية أنماط مة الحمص م اومة 

 ب(1)لل حة الأسكوكيتا وأخرى حساسة 
إدخال المور ة كيتيناز في العديد مة أشارت العديد مة الدراسات إل  

اتات ر، ف د تم الح ول عل  نبو الأنواي النباتية لتعزيز م اومتها لل ل
عند  رو لل ل، وتعزيز الم اومة (25)  ة الرمادئحريزانتيم م اومة للع

بإدخال  ، وذلك(19) البرت ال  لا ي الأوراق، و (15) ، والخيار(28) العنب
ب كما تم تلوير نباتات رز م دركا الرز التي RCC2 مور ة الكيتيناز
 بRC7 (9)مور ة الكيتيناز  طةابوس Rhizoctonia solaniم اومة لل لر 

مة خميرة الخبز لتلوير نباتات تبغ  CTS1عزلل المور ة الكيتيناز 

تلوير نباتات فول صويا تحوئ مور ة  اتمب كم(6) رو لل لم اومة 
مة ال اصولياء مع مور ات البروتينات المثبلة الريبوزومية  chiالكيتيناز 

RIP ب كما استخدمل مور ة الكيتيناز (17) مة النعيرCh11  مة الرز
 Chit33أظهرت المور ة  ب(26) رو لل لنباتات شعير م اومة لتلوير 

نناطاا مضاداا لل لر المسبب للع ة  canolaعند ن لها إل  نباتات كانولا 
، حيث انخ ض حجم الت رحات Sclerotinia sclerotiorumالأبيض 

بنكل معنوئ عند الم ارنة مع نباتات غير معدلة ورا ياا وذلك في تجارب 
 ب(detached leaf)الورقة الم  ولة 

وتعبيركا  Chit30أ بتل كذه الدراسة نجا  عملية ن ل المور ة 
عل  المستوى  desi)واست راركا في جينوم نباتات الحمص )النمر 
والنس  العكسي  PCRالجزيمي، وذلك باستخدام عدة طرائق مثل ت اعل الة 

RT-PCR  وتهجية الةDNA كما أظهرت الدراسة المخبرية دور المور ة ،
 حيتيناز في تثبير نمو أبواغ فلر ال يوزاريوم عل  الحمصب 

 

 

Abstract 
Khatib, F., B. Al Askar, N. Al Skhny and M. Baum. 2017. Molecular and functional assessment of a Chitinase gene in 

chickpea. Arab Journal of Plant Protection, 35(3): 145-154. 
To improve resistance of chickpea against a number of fungal diseases, a chitinase gene was introduced and tested for its antifungal 

activity. The present study confirmed the integration of the antifungal chitinase gene in chickpea plants using PCR with specific primers, gene 

expression using reverse transcription (RT–PCR) and the number of transferred DNA fragments through DNA hybridization. Conidial spores 

of Fusarium oxysporum f. sp. ciceris were treated in transgenic plant extracts for functional assessment. Electrophoresis of PCR products 

confirmed the integration and stability of chitinase gene in chickpea progeny in subsequent generations. The chitinase gene was transcribed 

successfully into mRNA and no pre-transcription silencing was reported. Only one T-DNA copy was identified in the transgenic plants which 

enhanced the transgene expression and reduced the possibilities of gene silencing. Chitinase enzyme exhibited an antifungal effect through the 

inhibition of conidial spores germination and drastically reduced the number of Fusarium colonies on PDA medium. 

Keywords: PCR, RT-PCR, DNA hybridization, Fusarium wilt 
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