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قارچ  bgn13.1و  chit 42هاي بياني گياهي جهت انتقال ژنساخت سازه هاي طراحي و 
مأبه صورت منفرد و تو تريكودرما

  و محمدرضا زماني *مطلبي مصطفياصفهاني، كسري 

پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريتهران، 

  25/7/89: تاريخ پذيرش   1/7/88 :تاريخ دريافت

  چكيده

يكي از روشهاي مبارزه با . باشندميايجاد خسارت در محصولات كشاورزي ترين عوامل از جمله مهم زاريي بيماهاقارچ
هاي هيدرولازي، خصوصاً كيتينازها و گلوكانازها هاي رمزكننده آنزيمهاي قارچي استفاده از مهندسي ژنتيك براي انتقال ژنبيماري

كيتيناز و گلوكاناز، اثر  قدرتمندهاي هيدرولازي آنزيمتريكودرما، با توليد  آنتاگونيست مانند قارچهاي. به گياهان زراعي است
 از ثرترؤمقارچ، بسيار  گونه هاي مختلف اينهاي جدا شده از داشته و آنزيم زابيماريهاي بر رشد قارچقابل توجهي بازدارنده 

جدا شده از به ترتيب bgn13.1و گلوكاناز  chit42ز هاي كيتينادر اين تحقيق از ژن. باشندميهاي جدا شده از منابع ديگر آنزيم
شامل دو سازه تك ژني كيتيناز بياني گياهي ، جهت ساخت سه سازه T. virensو  Trichoderma atrovirideهاي قارچ

)pBIKE1 ( و گلوكاناز)pBIKE2 ( پروموتر تحت كنترل واجد هر دو ژن مذكورو يك سازه CaMV 35S  و ترميناتور نوپالين
 -pBI121GUSبا نام ناقلي  ،هاساخت اين سازه در طي مراحلهمچنين . استفاده شده است) pBIKE3(جداگانه ) NOS(ينتاز س

ضمن داشتن كاست كامل بياني ژن مقاومت به كانامايسين، بوده و  gusطراحي و ساخته شد كه فاقد ژن  pBI121مبتني بر ناقل 
و ترميناتور  CaMV 35Sپروموتر بين سازي ژنهاي مورد نظر براي همسانه BamHIو XbaIداراي دو جايگاه آنزيمهاي برشي 

NOS هاي انتقال ژن به گياهان مدل و زراعي براي بررسي توان براي پروژههاي ساخته شده در اين تحقيق مياز سازه. باشدمي
هاي تك ژني يا توان با انتقال همزمان سازهمچنين ميه. اين ژنها و توليد گياهان تراريخته مقاوم برابر قارچها استفاده كرد اتاثر

  .م دو ژن را با هم مقايسه و بررسي كردأسازه واجد هر دو ژن، روشهاي مختلف انتقال تو

  ، بيماريهاي قارچي، كيتيناز، گلوكاناز، تريكودرمابياني گياهيسازه  :ي كليديواژه ها

 motalebi@nigeb.ac.ir: كيپست الكتروني،  44580363: تلفننويسنده مسئول، * 

  مقدمه
ي بر اثر آفات كشاورزاي از محصولات سالانه بخش عمده

قارچها از در اين بين روند و و بيماريهاي گياهي از بين مي
روشهاي مرسوم . باشندزا ميترين عوامل بيماريجمله مهم

در كشاورزي باعث آلودگي محيط كشها استفاده از قارچ
. شوندهاي عمليات كشاورزي ميزيست و افزايش هزينه

براي جلوگيري از آلودگي محيط زيست و كاهش عمليات 
كشاورزي، فنون مهندسي ژنتيك از سالها قبل براي توليد 

  . اندگياهان مقاوم به بيماريهاي قارچي استفاده شده

ميزان ورت زودهنگام، اي كه به صتهتوليد گياهان تراريخ
بالايي از پروتئينهاي ضد قارچ را بيان نمايند، راهبرد 

 .باشدمبارزه با بيماريهاي قارچي مي مناسبي جهت

در بخش مبارزه  گسترده ترين پژوهش هاي صورت گرفته
هاي قارچي با استفاده از فنون مهندسي ژنتيك، با بيماري
كيتينازها و  هاي هيدرولازي، خصوصاًآنزيم بيانافزايش 

. )30، 27، 25 ،20، 7 ،5( بوده استدر گياهان گلوكانازها 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arch
ive

 of
 SID

 1390، 6، شماره 24جلد                                                    مجله زيست شناسي ايران                                                                     

881 

 

آنزيمها فعاليت ضد قارچي مناسبي را در شرايط  اين
  . )40، 3، 1(  دهندآزمايشگاهي از خود نشان مي

آنزيمهاي توليد نيست مانند تريكودرما، با قارچهاي آنتاگو
طيف بر رشد ي مطلوبهيدرولازي قوي، اثر بازدارنده 

ژنهاي كيتيناز قارچ  .رنددا زابيماريقارچهاي وسيعي از 
كنند كه تريكودرما آنزيمهاي كيتينولايتيكي را بيان مي

كشهاي شيميايي فعاليت ضد قارچي آنها در حد قارچ
كنون هيچ پاتوژن كيتيني در شرايط گزارش شده است و تا

in vitro نتوانسته است در برابر اين آنزيمها مقاومت كند 
)23(.  

هاي انتقال ژن به گياهان استفاده از اين ژنها در پروژه
زراعي، باعث ايجاد مقاومت بسيار بالايي در برابر طيف 

 و 36( شده استقارچي  عوامل بيماريزاياي از گسترده
38(.  

گرچه برخي ژنهاي رمز كننده آنزيمهاي هيدرولازي قارچ 
كند، كه يك كيتيناز را رمز مي chit42تريكودرما مثل ژن 

عوامل بيماريزا در برابر به تنهايي مقاومت بالايي قادرند 
اين  اما فعاليت ضد قارچي )37، 23، 12، 10( ايجاد نمايند

 با ژنهاي ديگري نظير گلوكانازهادر صورتي كه  آنزيمها
افزايي مثبت داشته و تاثير ضد قارچي ، هماستفاده شوند

و  33 ،29، 25، 23، 16 ،14( دهنديكديگر را افزايش مي
37( .  

و گلوكاناز  )chit42(در اين تحقيق از ژنهاي كيتيناز 
)bgn13.1(  هاي قارچجدا شده از بترتيبTrichoderma 

atroviride  وT. virens ، جهت ساخت سه سازه بياني
يا ژن كيتيناز واجد ژن گياهي شامل دو سازه تك ژني 

گلوكاناز و يك سازه واجد هر دو ژن مذكور تحت كنترل 
به ) NOS(و ترميناتور نوپالين سينتاز  CaMV 35Sپروموتر 
اين ژنها به صورت . نه استفاده شده استجداگاصورت 

منتقل شده تا  مي توانند به گياهان مختلفم أمنفرد يا تو
 هايمقابل قارچدر را گياهان تراريخته  مقاومت ميزان

   .دهندگياهي افزايش بيماريزاي 

مواد و روشها
 اين تحقيق از باكتريدر :مورد استفاده يناقلها و باكتري
E. coli  سويهDH5α ستفاده گرديدا.  

واجد  pMJH1هاي مورد استفاده در اين تحقيق شامل سازه
cDNA  ژنchit42 قارچ  ءبا منشاT. atroviride  )32(  و
قارچ  ءبا منشا bgn13.1ژن  cDNAواجد  pUCSO2سازه 

T. virens )31( همچنين از ناقل . باشدميpBI121  واجد
ناقل نيز و نشانگر انتخابي مقاومت به كانامايسين و  gusژن 

pRTL استفاده گرديد.  

از شركت  PCRآنزيم و محلولهاي مورد نياز براي واكنش 
تهيه . سيناژن و ساير آنزيمها از شركت فرمنتاس تهيه گرديد

انتقال محصول به  و باكتريهاي مستعد، واكنش اتصال
هضم  و پلاسميدي DNAباكتريهاي مستعد، استخراج 

 )Russell )34و  Sambrookآنزيمي طبق دستورالعمل 
  . انجام شد

كه در  chit42ژن  pBIKE1 :cDNAساخت سازه  بياني 
با  )32(همسانه سازي شده بود   pMJH1ناقل پلاسميدي

و  Pf1 آغازگرهاي اختصاصيبا استفاده از  PCRواكنش 
CHIT42_RSm ) سانتي گراددرجه  94و شرايط ) 1جدول 

 به مدت نتي گرادسادرجه  94چرخه  32دقيقه،  3به مدت 
درجه  72ثانيه،  60 به مدت سانتي گراددرجه  55ثانيه،  60

درجه  72دقيقه  10ثانيه و نهايتاً  80به مدت  سانتي گراد
تكثير  )شركت فرمنتاس(پليمراز  Pfuبا آنزيم  سانتي گراد

   .شد

هضم شد به  SmaIو  XbaIهاي با آنزيم PCRمحصول 
ل از برش آنزيم طوري كه يك انتهاي غير صاف حاص

XbaI  و يك انتهاي صاف حاصل از برش آنزيمSmaI  در
ايجاد جفت باز  1275به طول  chit42ژن  cDNAقطعه 
 Ecl136IIو  XbaIنيز با آنزيمهاي  pBI121 ناقل. گرديد

 SacIكه جايگاه تشخيص مشابه آنزيم  SacIايزوشيزومر (
) را شناسايي ولي آن را به صورت صاف برش مي دهد
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به طوري كه در  گرديدجدا  ناقلاز  gusم شد و ژن هض
، بعد از پروموتر يك انتهاي غير صاف حاصل از ناقلبدنه 
و قبل از ترميناتور نيز يك انتهاي صاف حاصل  XbaIبرش 

پس از هضم آنزيمي، هر دو . ايجاد شد Ecl136IIاز برش 
با  chit42ژن  cDNAمربوط به  PCRمحصول (قطعه 
روي ژل آگارز ) pBI121شده و بدنه ناقل هاي ذكر آغازگر

پس از . يك درصد جداسازي و خالص سازي شدند

 E. coli واكنش اتصال، محصول به سلولهاي مستعد باكتري
پس از . با استفاده از شوك حرارتي منتقل شد DH5αسويه 

حاوي كانامايسين با  LBكشت باكتريها بر روي محيط 
به عنوان نشانگر انتخابي،  ليترميكروگرم در ميلي 50غلظت 
 cDNAسازه واجد ساخت  تأييدهاي مختلف جهت كلني
و هضم آنزيمي مورد  PCRبا استفاده از الگوي  chit42ژن 

  .بررسي قرار گرفتند
 آغازگرهاي مورد استفاده در اين تحقيق -1جدول 

توالي  نام آغازگر
5’-GGCGAACAGTTCATACAGAGTCT-3’ 35S 

5’-GTGAAGCTTCCCGATCTAGTAACAT-3’ NOS-TER 
5’-GCTCTAGAATGTTGAAGCTCACGGCGC-3’ Fbgn13.1 (F) 

5’-GCTCTAGATTAAGTAGTATAACGGGCAACG-3’ Rbgn13.1 (R) 

5’-AGAGCTTTCTTTCGCCGTAGCTATTAAG-3’ F2 

5’-CTGAAGTTCTCAGCGATGTGATCCG-3’ R2 

5’-GCTCTAGAATGTTGGGTTTCCTCGGAAAG-3’ pF1 
5’-GCTCTAGACTAGTTGAGACCGCTTCGGAT-3’ Prx 

5’-CGCCTCCGTTGATATAAGCC-3’ R3 

5’-GGAAGACAACATGTCTCCTGTAACTGCAAACG-3’ Chs5 
5’-GGTGGTCAGTCCCTTATGTTACG-3’ GUSF (GF) 

5’-CCGGCATAGTTAAAGAAATCATG-3’ GUSR (GR) 
5’-TCCCCCGGGCTAGTTGAGACCGCTTCGG-3’ CHIT42_RSm 

5’-CGGAATTCGCATGCCTGCAGGTCCCCAG-3’ FE35S 

5’-CCAGTGAATTCCCGATCTAGTAAC-3’ RENOS 
  

 
؛ با توجه به جهت مورد نظر براي ورود ژن، جايگاه اتصال آغازگرها و PCRتوسط الگوي  chit42واجد ژن  pBIKE1تأييد سازه  - 1شكل 

ناقل نوتركيب  PCRمحصول ) 1 .شده استنشان داده  pBIKE1در شكل شماتيك سازه  PCRهمچنين اندازه قطعات مورد انتظار در واكنش 
pBIKE1  واجد ژنchit42  35با آغازگر هايS  وPrx  محصول ) 2جفت بازي مورد انتظار؛  1775و مشاهده قطعهPCR  ناقل نوتركيب
pBIKE1  واجد ژنchit42  با آغازگر هايPf1  وNos R  جفت بازي مورد انتظار؛  1528و مشاهده قطعهM ( ماركرLadder Mix.  
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و  pBI121در سازه هاي  EcoRIو  HindIIIهاي با الگوي هضم آنزيمي؛ جايگاه شناسايي آنزيم chit42واجد ژن  pBIKE1تأييد سازه  - 2شكل 

pBIKE1 در شكل شماتيك نشان داده شده است.  
و  CaMV 35Sبه همراه پروموتر  gusجفت بازي مربوط به ژن  2900و خروج كاست  EcoRIو  HindIIIبا آنزيم هاي  pBI121هضم ناقل ) 1

به  chit42جفت بازي مربوط به ژن  2400و خروج كاست  EcoRIو  HindIIIبا آنزيم هاي  pBIKE1هضم ناقل نوتركيب ) 2؛ NOSترميناتور 
 CaMV 35Sبا آغازگر هاي ابتداي پروموتر  pBIKE1ناقل نوتركيب  PCRمحصول ) 3؛ NOSو ترميناتور  CaMV 35Sهمراه پروموتر 

)FE35S ( و انتهاي ترميناتورNOS )RENOS ( جفت بازي مربوط به ژن  2400و تكثير قطعهchit42  و پروموترCaMV 35S  و ترميناتورNOS 
 .Ladder Mixماركر ) M؛ pBIKE1براي مقايسه با قطعه خارج شده از ناقل نوتركيب 

 

از  gusبه منظور حذف ژن  :-pBI121GUS ساخت سازه
و Ecl136IIبا آنزيم هاي ابتدا ناقل مذكور  pBI121ناقل 
SmaI  دست و بالادست ژن پاييندر به ترتيبgus  برش

 DNAقطعه . شودجدا  ناقلاز بدنه  gusژن  داده شد تا
از روي ژل آگارز خالص شده و دو  ناقلحاوي بدنه 

انتهاي صاف حاصل از برش آنزيمهاي مذكور به وسيله 
پس از انتقال محصول . رديدندآنزيم ليگاز مجدداً متصل گ

به باكتريهاي مستعد و كشت باكتريها بر  واكنش اتصال
ميكروگرم  50با غلظت  حاوي كانامايسين LBروي محيط 

 تأييدبه منظور  پلاسميدي از آنها DNA، ليتردر ميلي
و PCRبا استفاده از الگوي  -pBI121GUS ناقلساخت 

   گرديداستخراج  هضم آنزيمي

كه  bgn13.1ژن  pBIKE2 :cDNAبياني   ساخت سازه
، با )31(همسانه سازي شده بود  pUCSO2 سازهدر 

 اختصاصي آغازگردو با استفاده از  PCRواكنش 

Fbgn13.1  وRbgn13.1 ) درجه  94و شرايط  )1جدول
سانتي درجه  94چرخه  32دقيقه،  3به مدت  سانتي گراد

 60 به مدت سانتي گراددرجه  62ثانيه،  60 به مدت گراد
 10ثانيه و نهايتاً  180به مدت  سانتي گراددرجه  72ثانيه، 
  .پليمراز تكثير شد Pfuبا آنزيم  سانتي گراددرجه  72دقيقه 

و قطعه مورد نظر  هضم شد XbaIبا آنزيم  PCRمحصول 
روي ژل آگارز يك درصد از جفت باز  2286به طول 

 XbaIزيم نيز با آن -pBI121GUS ناقل. گرديدخالص سازي 
و از روي ژل آگارز يك درصد خالص سازي هضم شده 

سلولهاي محصول به  پس از انجام واكنش اتصال، .شد
با استفاده از شوك  DH5αسويه  E. coli باكتريمستعد 

 LBحرارتي منتقل و باكتريهاي تراريخت بر روي محيط 
ليتر به ميكروگرم در ميلي 50حاوي كانامايسين با غلظت 

هاي حاصل كلني. شانگر انتخابي رشد داده شدندعنوان ن
و هضم  PCRبا استفاده از الگوي  پس از استخراج پلاسميد
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 جهتتعيين ساخت سازه و نيز  تأييدآنزيمي به منظور 
cDNA  ژنbgn13.1 در سازه مورد بررسي قرار گرفت.  

موجود  bgn13.1ژن  pRTLKE2 : cDNA ساخت سازه 
 اختصاصي هايآغازگر ه ازاستفاد با pBIKE2در سازه 
Fbgn13.1  وRbgn13.1  و با آنزيمPfu  پليمراز تكثير شده

و جداسازي از روي ژل  XbaIو پس از هضم با آنزيم 
 XbaIنيز با آنزيم pRTLناقل . گرديدآگارز، خالص سازي 

-Self( هضم و سپس براي جلوگيري از خود الحاقي

ligation( پس از . فاده شداز آنزيم آلكالاين فسفاتاز است
 انجام واكنش اتصال، محصول به سلولهاي مستعد باكتري

E. coli  سويهDH5α  با استفاده از شوك حرارتي منتقل و
حاوي كانامايسين  LBباكتريهاي تراريخت بر روي محيط 

ليتر به عنوان نشانگر ميكروگرم در ميلي 50با غلظت 
استخراج  هاي حاصل پس ازكلني. انتخابي رشد داده شدند

و هضم آنزيمي به  PCRپلاسميد با استفاده از الگوي 
ژن  cDNAجهت تعيين ساخت سازه و نيز  تأييدمنظور 

bgn13.1در سازه مورد بررسي قرار گرفتند.  

سازي منظور همسانهبه : pBIKE3ساخت سازه  بياني 
در سازه  chit42در بالادست ژن  bgn13.1 كاست بياني ژن

pBIKE1 وجود جايگاه شناسايي آنزيم به  و با توجه
HindIII دست ترميناتور سازه در بالادست پروموتر و پايين

pRTLKE2با آنزيم  ، اين سازهHindIII  برش خورده و
و bgn13.1ژن  cDNAكاست كامل واجد پروموتر، 

از طرف ديگر سازه . ترميناتور از روي ژل جداسازي شد
pBIKE1  واجد كاست بيانيcDNA  ژنchit42  نيز با

تنها در  bgn13.1هضم شد تا كاست ژن  HindIIIآنزيم 
به . دگرد سازيهمسانه pBIKE1 سازه HindIIIجايگاه 

دليل هضم تك آنزيمي براي جلوگيري از خود الحاقي 
. شدانجام از آنزيم آلكالاين فسفاتاز فسفرزدايي با استفاده 

عد پس از انجام واكنش اتصال، محصول به سلول هاي مست
  .منتقل شد DH5αسويه  E. coli باكتري

حاوي كانامايسين LBباكتريهاي تراريخت بر روي محيط 
ليتر به عنوان نشانگر ميكروگرم در ميلي 50با غلظت 

هاي حاصل پس از استخراج كلني. انتخابي رشد داده شدند
و هضم آنزيمي به  PCRپلاسميد با استفاده از الگوي 

ورود كاست  جهتتعيين ه و نيز ساخت ساز تأييدمنظور 
  .مورد بررسي قرار گرفتند bgn13.1ژن 

  نتايج
 cDNA همسانه سازيبراي : pBIKE1 بيانيساخت سازه 

-اين ژن پس از هضم با آنزيم PCRمحصول chit42ژن 

-هضم شده با آنزيم pBI121 ناقلدر  SmaIو  XbaIهاي 

ي نتايج حاصل از الگو. وارد شد Ecl136IIو  XbaIهاي 
PCR ) 2شكل (و همچنين الگوي هضم آنزيمي ) 1شكل (

و اين سازه به نام نمود  تأييدسازه مورد بررسي را 
pBIKE1 سازه ساخته شده واجد كاست  .نامگذاري گرديد

و ترميناتور  chit42ژن  CaMV 35S ،cDNAكامل پروموتر 
NOS  به همراه كاست كامل ژن مقاومت به كانامايسين در

آنزيم كيتيناز به رمز كننده براي انتقال ژن گياه بوده و 
گياهان مختلف جهت ايجاد مقاومت در برابر قارچهاي 

  . بيماريزا مناسب مي باشد

ساخت سازه واجد  جهت: pBIKE2ساخت سازه بياني 
cDNA  ژنbgn13.1  نيز از راهبرد مورد استفاده در ساخت
، علي رغم چند بار تكرار. استفاده گرديد pBIKE1سازه 

 pBI121در ناقل  bgn13.1ژن  cDNAهمسانه سازي 
لذا براي ساخت اين سازه، راهبرد ديگري . امكان پذير نبود

از  gusابتدا با حذف ژن بدين منظور، . در نظر گرفته شد
) GUSبدون ( -pBI121GUS ي موسوم به ناقل، pBI121ناقل 

كه جايگاه  Ecl136IIآنزيم  بدين منظور. ساخته شد
را )  gusدر پايين دست ژن ( SacIابه آنزيم تشخيص مش

. شدبرد، انتخاب ن را به صورت صاف ميشناسايي ولي آ
هضم  SmaIو  Ecl136IIبا آنزيمهاي  pBI121پلاسيمد 

از روي ژل آگارز،  ناقلشده و پس از خالص سازي بدنه 
دو انتهاي صاف حاصل از برش آنزيمهاي مذكور به وسيله 
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با  PCRنتايج حاصل از . تصل گرديدندآنزيم ليگاز مجدداً م
با و الگوي هضم آنزيمي ) 3شكل (هاي مختلف آغازگر

صحت ) 4شكل (استفاده از آنزيمهاي برشي مختلف 
  .نمود تأييدرا  -pBI121GUS ناقلساخت 

، -pBI121GUSدر  bgn13.1ژن  cDNA همسانه سازيبراي 
 با استفاده از آغازگرهاي اختصاصي(اين ژن  PCRمحصول 

Fbgn13.1  وRbgn13.1 ( ناقلو pBI121GUS-  با آنزيم
XbaI  ژن مذكور در جايگاه شناسايي اين هضم شده و

هضم تك  دليلبه  .وارد گرديد -pBI121GUS ناقلآنزيم در 
حاوي  LBپس از كشت باكتريها بر روي محيط آنزيمي، 

ساخت سازه و  تأييدجهت  هاي مختلفكانامايسين، كلني

سازه مورد بررسي  به bgn13.1ژن cDNAورود  نيز جهت
و ) 5شكل ( PCRنتايج حاصل از الگوي  .قرار گرفتند

ساخت سازه مورد ) 6شكل (همچنين الگوي هضم آنزيمي 
  .نمود تأييدبررسي را 

، CaMV 35Sسازه ساخته شده واجد كاست كامل پروموتر 
cDNA  ژنbgn13.1  و ترميناتورNOS  به همراه كاست

مت به كانامايسين بوده و براي انتقال ژن رمز كامل ژن مقاو
كننده آنزيم گلوكاناز به گياهان مختلف جهت ايجاد 

اين . مقاومت در برابر قارچهاي بيماريزا مناسب مي باشد
  .نامگذاري گرديد pBIKE2بياني به نام سازه 

  
  

  
نشان داده  pBI121ازگرهاي مورد استفاده در شكل شماتيك ناقل ؛ جايگاه اتصال آغPCRبا استفاده از الگوي  -pBI121GUSتأييد ناقل  -3شكل

  .شده است
ناقل  PCRمحصول ) 2؛ مشاهده هيچ باندي مورد انتظار نيست؛ )GF/GR( gusبا آغازگرهاي اختصاصي ژن  -pBI121GUSناقل  PCRمحصول ) 1

pBI121  با آغازگرهاي اختصاصي ژنgus )GF/GR( محصول  )3جفت بازي؛  521؛ تكثير قطعهPCR  ناقلpBI121GUS-  با آغازگرهاي پروموتر
CaMV 35S  و ترميناتورNOS )35S/Nos R( ًجفت بازي مورد انتظار  750؛ مشاهده قطعه حدودا) به علت حذف ژنgus( محصول ) 4؛PCR 

با (جفت بازي مورد انتظار  2700؛ مشاهده قطعه حدوداً )NOS )35S/Nos Rو ترميناتور  CaMV 35Sبا آغازگرهاي پروموتر  pBI121ناقل 
؛ مشاهده هيچ باندي مورد )35S/GR( gusو ژن  CaMV 35Sبا آغازگرهاي پروموتر  -pBI121GUSناقل  PCRمحصول ) 5؛ )gusحضور ژن 

) 7جفت بازي؛  2100؛ مشاهده باند )35S/GR( gusو ژن  CaMV 35Sبا آغازگرهاي پروموتر  pBI121ناقل  PCRمحصول ) 6انتظار نيست؛ 
محصول ) 8؛ مشاهده هيچ باندي مورد انتظار نيست؛ )gus )GF /Nos Rو ژن  NOSبا آغازگرهاي ترميناتور  -pBI121GUSناقل  PCRمحصول 

PCR  ناقلpBI121  با آغازگرهاي ترميناتورNOS  و ژنgus )GF /Nos R( جفت بازي؛  1150؛ مشاهده باندM ( ماركرLadder Mix.  
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؛ جايگاه اثر هضم آنزيمها در شكل شماتيك ناقلهاي pBI121در مقايسه با ناقل  -pBI121GUSهضم آنزيمي ناقل جديد  نتايج الگوي -4شكل 

pBI121  وpBI121GUS- نشان داده شده است. 

هاي با آنزيم pBI121هضم ناقل ) 2 ؛gusجفت بازي مربوط به ژن  1812و خروج قطعه  SacIو  XbaIبا آنزيمهاي  pBI121هضم ناقل ) 1
HindIII  وEcoRI  جفت بازي مربوط به ژن  2900و خروج كاستgus  و پروموترCaMV 35S  و ترميناتورNOS هضم ناقل ) 3؛pBI121  با

پلاسيمد صرفاً ( SacIو  XbaIبا آنزيم هاي  -pBI121GUSهضم ناقل ) 4؛ )پلاسيمد صرفاً خطي شده و قطعه اي خارج نمي شود( HindIIIآنزيم 
 XbaIدر ناقل جديد از بين رفته و بنابراين هضم آنزيمي فقط توسط آنزيم  SacIطعه اي خارج نمي شود زيرا جايگاه شناسايي آنزيم خطي شده و ق

و  CaMV 35Sجفت بازي شامل پروموتر  1088و خروج قطعه  EcoRIو  HindIIIبا آنزيم هاي-pBI121GUSهضم ناقل ) 5؛ )صورت مي گيرد
جايگاه شناسايي اين آنزيم در ناقل جديد از بين رفته و بنابراين هضم آنزيمي صورت ( SacIبا آنزيم  -pBI121GUSناقل  هضم) 6؛ NOSترميناتور 
  . Kb Ladder 1ماركر ) M؛ )پلاسيمد صرفاً خطي شده و قطعه اي خارج نمي شود( XbaIبا آنزيم -pBI121GUSهضم ناقل ) 7؛ )نمي گيرد

  

  
 PCR؛ جايگاه اتصال آغازگرها و همچنين اندازه قطعات مورد انتظار در واكنش PCRبا الگوي  bgn13.1واجد ژن  pBIKE2تأييد سازه  -5شكل 

 Rو  35Sبا آغازگر هاي  bgn13.1واجد ژن  pBIKE2ناقل نوتركيب  PCRمحصول ) 1 .نشان داده شده است pBIKE2در شكل شماتيك سازه 
)Rbgn 13.1 ( 2ورد انتظار؛ جفت بازي م 2786و مشاهده قطعه(   محصولPCR  نوتركيب ناقل  pBIKE2   آغازگرهاي  باF )Fbgn 13.1 ( و  

Nos R  جفت بازي مورد انتظار؛  2536و مشاهده قطعهM ( 1ماركر Kb Ladder .  
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و  pBIKE2اقلهاي در شكل شماتيك ن XbaIبا الگوي هضم آنزيمي؛ جايگاه اثر هضم آنزيم  bgn13.1واجد ژن  pBIKE2تأييد سازه  -6شكل 

pBI121GUS- نشان داده شده است.  
براي  bgn13.1جفت بازي مربوط به ژن  2286و تكثير قطعه  bgn13.1با آغازگر هاي اختصاصي ژن  pBIKE2ناقل نوتركيب  PCRمحصول ) 1

جفت بازي مربوط  2286روج قطعه و خ XbaIبا آنزيم  pBIKE2هضم ناقل نوتركيب ) 2؛ pBIKE2مقايسه با قطعه خارج شده از ناقل نوتركيب 
  . Kb Ladder 1ماركر ) M؛ XbaIبا آنزيم  -pBI121GUSهضم ناقل ) 3؛ bgn13.1به ژن 

  
  

         1       2        3       M   

 
4000 bp 
 

3000 bp 
 
2000 bp 
 
1500 bp 
 
 
1000 bp 
 
 
 
500 bp 

و اندازه  pRTLKE2ها در سازه فاده از الگوي هضم آنزيمي؛ جايگاه اثر هضم آنزيمبا است bgn13.1واجد ژن  pRTLKE2تأييد سازه  -7شكل 
 .قطعات مورد انتظار حاصل از هضم در شكل شماتيك نشان داده شده است

 :HindIII/SacIو  XbaIنتايج بررسي حضور قطعه ژن و جهت صحيح ورود آن با استفاده از الگوي هضم آنزيمي با آنزيم هاي ) ب

هضم آنزيمي ) 3؛ bgn13.1جفت بازي ژن  2286و خروج قطعه  XbaIبا آنزيم  pRTLKE2هضم آنزيمي ناقل ) 2؛ pRTLخطي شده   لناق) 1
  . Kb Ladder 1ماركر ) Mجفت بازي از بدنه ناقل؛  2300و  1000به طور همزمان و دو قطعه  SacIو  HindIIIهاي با آنزيم pRTLKE2ناقل 
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براي ساخت سازه دو ژني : pBIKE3 بيانيساخت سازه 
به همراه  bgn13.1و  chit42ژن هاي  cDNAواجد 

با  ،پروموترها و ترميناتورهاي مربوط به هر يك از آنها
توجه به عدم حصول نتيجه از راهبرد انتقال مستقيم بوسيله 

و انتقال اين  PCRتكثير كاست واجد هر يك از ژنها با 
گر، از راهبرد كاست كامل به سازه واجد كاست ژن دي

 pRTLبدين منظور ناقل حدواسط . ديگري استفاده گرديد
در جايگاه  bgn13.1ژن برداري قرار گرفت و مورد بهره

 CaMV 35Sبلافاصله بعد از پروموتر  XbaIشناسايي آنزيم 
. ناقل همسانه سازي شد اين NOSو قبل از ترميناتور 

ر، هضم تك آنزيمي همسانه سازي ژن مذكوبه باتوجه 
آناليز حضور قطعه ژن در محل مورد نظر و جهت صحيح 

و  XbaIورود آن با استفاده از هضم آنزيمي با آنزيمهاي 
HindIII/SacI ) الگوي و ) 7شكلPCR  هاي آغازگربا

سازي نتايج حاصل، همسانه). 8شكل (مختلف انجام شد 
 تأييداين سازه پس از  .نمود تأييدژن را در جهت صحيح 

  .نامگذاري گرديد pRTLKE2 به نام

واجد كاست كامل ( pRTLKE2سازه  تأييدبا توجه به 
و ترميناتور  bgn13.1ژن CaMV 35S ،cDNAپروموتر 

NOS(،  ناقلpRTLKE2  با آنزيمHindIII  هضم شد و
آنزيم  در جايگاه شناسايي bgn13.1كاست كامل ژن 

HindIII  ناقل بيانيpBIKE1  در بالادست پروموتر كاست
  .همسانه سازي شد chit42 ژن

با استفاده از  PCR به دست آمده از الگوينتايج 
هاي مختلف نشان داد كه همسانه سازي كاست آغازگر

و bgn13.1ژن  CaMV 35S ،cDNAكامل پروموتر 
 HindIIIدر جايگاه  pRTLKE2 ناقلاز  NOSترميناتور 

 تأييدسازه و ) 9شكل ( استگرفته  صورت pBIKE1 ناقل
  .نامگذاري گرديد pBIKE3 ه نامشده ب

 CaMV 35S ،cDNAكاست كامل پروموتر در اين سازه، 
كاست كامل پروموتر و  NOSو ترميناتور  bgn13.1ژن 

CaMV 35S ،cDNAژن chit42  و ترميناتورNOS  به طور

به همراه كاست كامل ژن مقاومت به كانامايسين هم جهت 
  . گرفته اندقرار 

ي ژنهاي رمز كننده آنزيم هاي با توجه به قدرت بالا
قرار  ناقلدر اين  كه با منشا قارچ تريكودرماهيدرولازي 
افزايي آنها با يكديگر، ناقل و همچنين اثر همگرفته اند 

گزينه مناسبي براي انتقال به تواند مي pBIKE3بياني 
بيماريهاي  گياهان زراعي جهت ايجاد مقاومت برابر اكثر

  . باشدقارچي 

  بحث
جداسازي ژنهاي كيتينازي و گلوكانازي از ي رغم آن كه عل

لوبيا و  و گياهان مختلف مانند جو، برنج، نخودباكتري و 
به گياهان م أبه تنهايي يا به صورت انتقال توانتقال آنها 
به منظور ايجاد  توتونزميني، برنج، پنبه و مانند سيب

، 5( مقاومت در برابر بيماريهاي قارچي صورت گرفته است
منجر به ايجاد مقاومت در برابر معمولاً ولي  )27 و 26

 ندبيماريهاي قارچي در گياهان تراريخته نشده اطيف وسيع 
  .)28و  27، 26، 17 ،10(

نده كن از لحاظ فعاليت ضد قارچي، آنزيمهاي تخريب
ديواره سلولي قارچهاي آنتاگونيست مثل تريكودرما بسيار 

آنزيمهاي . تر از آنزيمهاي مشابه با منشا گياهي هستندقوي
بازدارنده قوي  T. harzianumشده از هيدرولازي خالص

بسياري از قارچهاي بيماريزاي گياهي بوده و قادرند 
اي مثل نوك هيف تا ساختارهاي ساختارهاي شكننده

تري مانند ديواره كيتيني هيفهاي بالغ، كنيدي، ممحك
اين آنزيمهاي . كلاميدوسپور و اسكلروتيا را تخريب نمايند

برابر  100تخليص شده كه منشا قارچي دارند، گاهي تا 
ل آنزيمهاي گياهيآنزيمهاي تخليص شده از منابع ديگر مث

تري از فعاليت ضد قارچي داشته و بر عليه طيف وسيع
به . )23، 21، 19، 15، 4( كنندهاي بيماريزا عمل ميگونه

رسد ايجاد گياهان تراريخته با استفاده از اين نظر مي
اعي بر آنزيمهاي قارچي، سطح تحمل بالاتري در گياهان زر
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عليه انواع قارچهاي بيماريزا ايجاد نمايد و بر خلاف ژنهاي 
و  22، 21( با منشا گياهي شايد به تنهايي هم موثر باشند

سمي  مطالعات همچنين نشان مي دهد كه اين آنزيمها .)23
  .)23و  10( اثر مضري بر گياهان و جانوران ندارندنبوده و 

      1     2     3      4     5      6     7     8    M 

 

 

 
جايگاه اتصال آغازگرها و همچنين اندازه قطعات ؛ PCRبا استفاده از الگوي  bgn13.1و جهت صحيح ورود ژن  pRTLKE2سازه تأييد  -8شكل 

 R2با آغازگرهاي  pRTLKE2ناقل  PCRمحصول  )1   .نشان داده شده است pRTLKE2در شكل شماتيك سازه  PCRمورد انتظار در واكنش 
و  Fبا آغازگرهاي  pRTLKE2ناقل  PCRمحصول  )2همسانه سازي ژن در جهت صحيح نبايد باندي مشاهده شود؛  كه در صورت Nos Rو 

Nos R  محصول  )3جفت بازي مورد انتظار؛  2550و تكثير قطعهPCR  ناقلpRTLKE2  با آغازگرهايR  وNos R  كه در صورت همسانه
جفت  2250و تكثير قطعه  R2و  35Sبا آغازگرهاي  pRTLKE2ناقل  PCRحصول م )4سازي ژن در جهت صحيح نبايد باندي مشاهده شود؛ 

كه در صورت همسانه سازي ژن در جهت صحيح نبايد باندي  35Sو  F2با آغازگرهاي  pRTLKE2ناقل  PCRمحصول  )5بازي مورد انتظار؛ 
 PCRمحصول  )7جفت بازي مورد انتظار؛  2050 و تكثير قطعه Nos Rو  F2با آغازگرهاي  pRTLKE2ناقل  PCRمحصول  )6مشاهده شود؛ 

ناقل  PCRمحصول  )8كه در صورت همسانه سازي ژن در جهت صحيح نبايد باندي مشاهده شود؛  35Sو  Fبا آغازگرهاي  pRTLKE2ناقل 
pRTLKE2  با آغازگرهايF2  وR2  جفت بازي مورد انتظار؛  1300و تكثير قطعهM ( ماركرLadder Mix.  

 

  
  كاستها نسبت بهموقعيت  pBIKE3در شكل شماتيك سازه  ؛PCRاستفاده از الگوي با  pBIKE3سازه  تأييد - 9شكل 

3000 bp 

2000 bp 

1500 bp 

1200 bp 
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هاي آغازگربا  pRTLKE3 ناقل PCRمحصول ) 1  .مورد استفاده نشان داده شده اند يهايكديگر و همچنين موقعيت آغازگر
Pf1  وPrx  محصول) 2جفت بازي مورد انتظار؛  1300و تكثير قطعه PCR ناقل pRTLKE3  هاي آغازگرباF  وR  و تكثير

جفت  3700و تكثير قطعه  R3و  F2هاي آغازگربا  pRTLKE3 ناقل PCRمحصول ) 3جفت بازي مورد انتظار؛  2300قطعه 
؛ به دليل طويل بودن قطعه، تكثيري صورت Prxو  Fهاي آغازگربا  pRTLKE3 ناقل PCRمحصول ) 4بازي مورد انتظار؛ 

) 6جفت بازي مورد انتظار؛  4200و تكثير قطعه  R3و  Fهاي آغازگربا  pRTLKE3 ناقل PCRمحصول ) 5نگرفت؛ 
 PCRمحصول ) 7جفت بازي مورد انتظار؛  4100و تكثير قطعه  Prxو  F2هاي آغازگربا  pRTLKE3 ناقل PCRمحصول 

به Rو  Fهاي آغازگربا pBIKE2  اقلن PCRمحصول ) 8؛ به عنوان كنترل مثبت Prxو  Pf1هاي آغازگربا  pBIKE1 ناقل
  ).اندازه قطعات تقريبي است(؛ Ladder Mixماركر ) M؛ عنوان كنترل مثبت

ژنهاي ضد قارچ در  مطلوباثر  در اين تحقيق با توجه به
و مهره داران  آنها بر گياهان مضرتريكودرما و عدم اثر 

از  )bgn13.1( و گلوكانازي) chit42(، ژنهاي كيتينازي عالي
-جهت ساخت سازهبه عنوان منبع ژني و اين قارچ انتخاب 

توليد گياهان تراريخته متحمل به هاي بياني گياهي براي 
گزارشهاي مختلفي نشان  .استفاده گرديدبيماريهاي قارچي 

- داده است كه اين آنزيمها در شرايط آزمايشگاهي اثر هم

. )35، 25 ،2( افزايي مثبت بر فعاليت يكديگر دارند

م أكه ابراز تو دهدمتعددي نشان ميهاي گزارش همچنين 
در از جمله كيتيناز و گلوكاناز دو يا چند تراژن ضد قارچ 

ثرتر از ؤم افزايي آنها،، به دليل اثر هميك گياه تراريخته
  . )41 و 27، 25 ،20( باشدمي ي آنهاانتقال تك ژن

در اين تحقيق علاوه بر طراحي سازه هاي بياني تك  لذا
ژني كه مي توانند همزمان به يك گياه منتقل شوند، سازه 
اي واجد هر دو ژن كيتيناز و گلوكاناز با پروموتر و 

امكان بيان همزمان هر ترميناتور جداگانه نيز ساخته شد تا 
ثر هم افزايي مثبت آنها فراهم شده و دو ژن و ايجاد ا

مقاومت بيشتري در گياه در برابر بيماريهاي قارچي ايجاد 
زمان اين دو آنزيم رسد به كار بردن همبه نظر مي. شود

اثر مضاعفي كننده ديواره سلولي قارچهاي بيماريزا، تخريب
ي قارچها را در مبارزه موثر برابر طيف گسترده اي از

  .ته باشدداش بيماري زا

براي طراحي ناقلهاي  راهبردهاي مختلف، چندين در پروژه
م چند ژن به كار گرفته أآگروباكتريوم به منظور انتقال تو

اولين استراتژي روش مخلوط دو باكتري است كه . اندشده
در دو پلاسميد جداگانه و در دو سلول  T-DNAدو ناحيه 

  .)39 و 11 ،5( اندآگروباكتريوم جداگانه قرار گرفته

در اين . شودديگر، يك باكتري به كار گرفته مي راهبرددر 
در يكي از اين . گرددراهبرد از چند روش استفاده مي

و در يك پلاسميد  T-DNAها، دو ژن در يك ناحيه روش
. )41 و 20، 16، 13(گيرند و در فاصله كمي از هم قرار مي

هايT-DNA، حامل در حالت ديگر، پلاسميدهاي جداگانه
-مختلف بوده ولي در يك سلول آگروباكتريوم قرار مي

در يك  T-DNAدر حالت آخر، چند ناحيه . )9و  8( گيرند
 و 18، 6( گيرندپلاسميد ولي با فاصله كمي از هم قرار مي

24(.  

 در انتقال سازه واجد كاست هر دو ژن به گياه، در صورت
، به دليل اينكه هر دو ژن در T-DNAانتقال كامل ناحيه 

از ژنوم قرار مي گيرند، شرايط بيان هر دو  يكسانيمنطقه 
انتقال دو سازه در شبيه به يكديگر خواهد بود در حالي كه 

هر يك از ژنها در منطقه كاملاً متفاوتي از ژنوم  جداگانه
ي نخواهند ادغام خواهند شد و درنتيجه الگوي بياني مشابه

بر اين اساس به نظر مي رسد انتقال كاست هر دو . داشت
تحت كنترل  T-DNAيك در ژن كيتيناز و گلوكاناز 

پيشبرها و عوامل ختم رونويسي جداگانه راهبرد بهتري 
در صورت ادغام ژن در منطقه مناسبي از  بنابراينباشد 

 ضمناً. ژنوم، امكان رونويسي هر دو ژن فراهم مي شود
رد استفاده از سازه هاي جداگانه ژنها ممكن است به راهب
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ادغام آنها در كروموزومهاي مختلف منجر شده و در 
هر دو ژن در گياهان  ،نسلهاي بعدي به دليل تفرق صفات

انتقال  دليلهمچنين راهبرد دوم به . تراريخت باقي نمانند
تنها يك كاست ژن مقاومت به آنتي بيوتيك مزيت نسبي 

مشكل انتقال هر دو ژن بر روي يك سازه،  تنها. دارد
و امكان عدم انتقال كامل آن  T-DNAبزرگي ناحيه 

به سلول گياهي ممكن است به  T-DNAانتقال . باشد مي
جهت تأييد . طور كامل يا به طور ناقص صورت گيرد

توان از روشهاي مولكولي از جمله كامل مي T-DNAانتقال 
PCR ش انتهايي با آغارگرهاي مربوط به بخT-DNA 

چند ژن با  مأتوگزارشهاي متعددي انتقال . استفاده نمود
 و 20، 16( است را تأييد نموده T-DNAاستفاده از يك 

41(.  

از سازه هاي ساخته شده در اين تحقيق مي توان براي 
لف مختپروژه هاي انتقال ژن به گياهان مدل و زراعي 

ي برابر قارچها تمقاوم در ايجادبررسي اثر اين ژنها  جهت
  . استفاده كرد بيماريزا

همچنين مي توان با انتقال همزمان سازه هاي تك ژني يا 
م دو ژن أسازه واجد هر دو ژن، روشهاي مختلف انتقال تو

  .را با هم مقايسه و بررسي كرد

سي پژوهشگاه ملي مهند بدينوسيله از: تشكر و قدرداني
به دليل تامين بودجه پژوهشي اين ژنتيك و زيست فناوري 

از همچنين . قدرداني مي گرددتشكر و ) 248طرح (تحقيق 
آقاي حبيب رضا نژاد و خانم سميه رئوف زاده جهت تهيه 

cDNA دگردسپاسگزاري مي  ژنهاي مورد استفاده .  
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Construction of plant expression vectors harboring chitinase 
(chit42) and glucanase (bgn13.1) genes from Trichoderma species 

Esfahani K., Motallebi M. and Zamani M.R. 
National Institute for Genetic Engineering and Biotechnology (NIGEB), Tehran, I.R. of IRAN 

Abstract 
Pathogenic fungi are including the most important causes of damage in agricultural 
products. One way to combat fungal diseases is using genetic engineering to transfer 
genes encode hydrolase enzymes, especially chitinase and glucanase to crops. 
Antagonistic fungi such as Trichoderma, producing hydrolase enzymes chitinase and 
glucanase, have a significant inhibitory effect on the growth of pathogenic fungi. 
Enzymes isolated from different species of these fungi are more effective than those 
isolated from other sources. In the present study, chit42 and bgn13.1 genes isolated 
from T. atroviride and T. virens, were used to make three plant expression constructs 
consists of two constructs harboring one chitinase gene (pBIKE1) or glucanase gene 
(pBIKE2) and a construct harboring both of these genes (pBIKE3) under the control of 
CaMV 35S promoter and NOS terminator. Also during the construction of these vectors, 
new vector which was named pBI121GUS- was developed based on pBI121, without the 
gus gene. Constructs in this research project can be transferred to plants to produce GM 
plants resistant against fungi or to analyze the effects of these genes on pathogens.  
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