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به  Fusarium garminearumبهينه سازي توليد پروتوپلاست از قارچ بيماريزاي گياهي 
  منظور تراريختي آن

  3ناصر صفايي و *،1، فروغ سنجريان2و1سهراب مرادي
  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوريتهران،  1

 دانشگاه پيام نور تهرانتهران،  2
 ه كشاورزيدانشكددانشگاه تربيت مدرس، تهران،  3

  16/4/89: تاريخ پذيرش    5/9/88: تاريخ دريافت
  چكيده

گيريهاي شديد بلايت فوزاريومي سنبله  اي اسكوميست كه باعث همه قارچ رشته Fusarium graminearumدر اين مطالعه، 
در مطالعه  مؤثراز راههاي . تشود، مورد استفاده قرار گرفته اس هاي تريكوتسني مي گندم در دنيا و آلودگي دانه ها به ميكوتوكسين

در . مكانيسم بيماريزايي و مطالعات ژنومي قارچهاي پاتوژن گياهي، تراريختي قارچ است پاتوژن و ارزيابي –كنش گياه  برهم
كارگيري ه امكان مطالعه در زمينه هاي اپيدميولوژي و تغييرات ژني و همچنين ب ،مؤثرسيستم تراريختي  يك دسترس بودن

  . دات قارچ در بيماريزايي را فراهم مي آوردنقش تولي يبررس امكان ،ظير تخريب ژن يا خاموش كردن ژنروشهايي ن
 اين طي در. اولين گام است ،تهيه پروتوپلاست ،اي مانند گونه هاي فوزاريوم در روش هاي معمول تراريختي قارچ هاي رشته

قرار گرفته  ت مورد ارزيابيدر تهيه پروتوپلاس ميسليومهاآنزيم و سن  گيري با مطالعه تاثير مقدار اسپور، زمان در معرض بررسي،
  .است

  ، آنزيم هاي هيدروليز كنندهFusarium graminearumتراريختي قارچ، پروتوپلاست، : كليدي واژه هاي
    fsanjarian@nigeb.ac.ir: يپست الكترونيك 021-44580453: تلفن مسئول،  هنويسند* 

  قدمهم
 درصد 10باعث از دست رفتن  بيماريهاي غلات هر ساله

از محصولات مي شوند و در اين ميان پاتوژنهاي قارچي 
بيماري بلايت . )19(سهم عمده اي در اين خسارت دارند 

از  Fusarium Head Blight  (FHB)فوزاريومي خوشه
گندم در  ت و خصوصاًجمله بيماريهاي مهم قارچي غلا
اين بيماري در نقاط . سرتاسر دنيا محسوب مي گردد

در ايران . )22(مرطوب و نيمه مرطوب شيوع بيشتري دارد 
از  و تقريباً) 2(نيز اين بيماري از سالها پيش وجود داشته 

، 6، 7(تمام نقاط كشت گندم در ايران گزارش شده است 
3 ،1.(  

ئين و گلوتن در دانه كاهش تعداد، وزن و مقدار پروت
وهمچنين عدم مرغوبيت آرد دانه ها براي نانوايي از جمله 

توليد وتجمع مقدار  ،علاوه بر اين. خسارتهاي بيماري است
متنابهي از ميكوتوكسين هاي توليدي قارچ در دانه ها، 

اين  ).9،19(باعث افت شديد كيفيت محصول مي گردد 
م مصرف ن و داميكوتوكسين ها عوارض متعددي در انسا

كه از جمله آنها  )13(مي كنند  توليد كننده دانه آلوده
توان به كم خوني، تهوع، كاهش ايمني و بي اشتهايي  مي

  .)20(اشاره كرد
عامل  به عنوانگونه از جنس فوزاريوم  20در حدود 

كه اصلي ترين و غالب ترين عامل  بيماري گزارش شده اند
با فرم جنسي  Fusareaum graminearum Schwabآن 

Gibberella zeae (Schweinitz) Petch  )13 ( است كه
. مي گرددمحسوب  )11(يك قارچ اسكوميست هموتاليك 

كليد هاي شناسايي مختلفي توسط محققان براي رده بندي 
فوزاريوم در سطح گونه و پايين تر تا كنون توسعه يافته 

تفاده از تنوع ژنتيكي در گونه هاي ايراني نيز با اس. است
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و نشانگرهاي ) 5(نشانگرهاي بيوشيميايي و ايزوآنزيمي 
  . مورد بررسي قرار گرفته است) 4(مولكولي 

كامل  به طوراست  Mb 1/36ژنوم اين قارچ كه در كل
نوم ژاين  ،با توجه به هاپلوِِئيد بودن .توالي يابي شده است

بسته بندي شده است كه نسبت  (n=4) كروموزوماردر چه
مشابه تعداد  ر گونه هاي فوزاريوم با اندازه ژنومبه ساي

 13900در اين ژنوم حدود . )10(كمتري كروموزوم دارد 
توالي كانديد ژن تخمين زده شده كه تعداد زيادي از آنها 

بسياري از آنها نيز  تعيين خصوصيت شده اند و عملكرد
  .)21(ناشناخته است 

دليل اينكه  به همسانه سازي شده DNAتراريختي سلول با 
ي اي مورد علاقه را در سلولهاامكان تغيير ونمايش ژنه

در  ژنهاعه عملكرد لبراي مطا روش مفيدي ،زنده مي دهد
ميكروارگانيسم هاست و هنگامي كه با داده هاي ژنوم با 

ي راههايكي از . هم استفاده شوند بسيار كارآمد خواهد بود
قارچ و بررسي ي در يزايبراي مطالعه مكانيسم بيمار مؤثر
به طور  ژنهاتخريب  هاي بيوشيميايي مربوط به آن،مسير

كه اين مسئله توسط  ،هدف است هدف دار يا بدون
قارچها داراي  .تكنيكهاي تراريختي قارچ امكان پذير است
بتا و  3،1تين، يديواره سلولي مستحكمي تشكيل شده از ك

 DNAتقال ان  )8( بتا گلوكان، مانان و پروتئينها هستند 6،1
همه مورد استفاده  روشي است كه بيش از ،به پروتوپلاست

تين تركيب كليدي ديواره قارچ يك. )18( دريگمي قرار 
هاست و با ساير تركيبات ارتباطات متقاطعي را تشكيل مي 
دهد و نقش مهمي در رشد و نگهداري قطبيت ميسليومها 

ر علاوه بر كيتين، گلوكان و ساي. )15( مي كند ءايفا
، پروتئينهاي تركيبات قندي در ديواره سلولي قارچها

ند كه در برخي از اعمال قارچ نظير نيز وجود دار مختلفي
 رشد ساپروفيت بر روي گياه و تكثير غير جنسي آن دخيل

ازآنزيم  ،جهت توليد پروتوپلاست از قارچها. )19(ند هست
، مخلوطي از آنزيمهاي سلولاز، گلوكاناز هناز به همرايكيت

 از و معمولاً ريناز و پروتئاز استفاده به عمل مي آيدلامينا
به هيگرومايسين براي مانند مقاومت  يك نشانگر انتخابي

  .هاي تراريخت استفاده مي شود جداسازي همسانه
  مواد و روشها

محيطهاي  ،براي تهيه اسپور از قارچ :تهيه اسپور از قارچ
  :بودند از مختلف مورد بررسي قرار گرفتند كه عبارت

 اين محيط  :  Carnation Leaf (CL) ،محيط برگ ميخك
ميلي  100-120 در گرم برگ خرد شده ميخك 5با تركيب 
درصد 5/1حاوي ( جامدو  مايع كه به دو صورت ليتر آب

  .تهيه شد )آگار
تركيبات اين  :Spezieiller Nohrstoffarmer (SN) محيط

گرم  KNo3  ،5/0 گرم  KH2Po4، 1  گرم  1 ،محيط شامل
KCl  ،5/0  گرم MgSo4*7H2O ،2/0 گرم  Glucose ،

دو صورت مايع و به  وبود   Sucroseگرم  2/0
  .تهيه شد )آگار درصد5/1حاوي (جامد

 10اين محيط با تركيب  :Mung bean (MB) محيط ماش
براي تهيه عصاره، ( عصاره ماشگرم گلوكز در يك ليتر 

دقيقه  15ر به مدت ليتر آب مقط 1گرم ماش در  200
  . تهيه شد) جوشانده شد
گرم پودر  5با تركيب :   Simple Media (SM) محيط ساده

صورت مايع استفاده  كه به، ميلي ليتر آب 120كاه گندم در 
   .شد

شرايط براي گرمخانه گذاري در تمامي محيطها يكسان و 
درجه سانتي گراد در زير نور فلورسنت  28- 30در دماي 
دور در دقيقه نيز  120شيكر در كشت مايع از . دنزديك بو

 يبرداشت اسپورها از محيط مايع توسط صاف .استفاده شد
ن اسپورها از محيط كشت جامد با ريخت. انجام مي گرفت

روي محيط صورت  يك ميلي ليتر آب مقطر و شستشوي
از روز اول اقدام به برداشت اسپورهاي تهيه شده  .گرفت

تعداد اسپورهاي تهيه . رم ادامه يافتگرديد و تا روز چها
   .شده در روزهاي مختلف با هم مقايسه شدند

افزار  از نرم ،گيري گاريتمها توسط ل براي نرمال كردن داده
MINITAB  جهت مقايسه محيطهاي و  15نسخه شماره

 SASافزار  از نرم ،تصادفي كشت در طرح آماري كاملاً
خطاي استاندارد  از مقدار .شداستفاده  9نسخه شماره 
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و استفاده گرديد جهت مشخص نمودن محدوده خطا 
 درصد 5روش دانكن در سطح ها با اختلاف ميانگين برآورد

  .ام گرفتجان
آوردن الگوي رشد  به دستبراي  :جوانه زني اسپور ها

اسپور به محيط  1×106 ،اسپور ها در محيط جوانه زني
YEPD ) گرم 3حاوي, Yeast extract10 گرم Bacto , 

peptone20  گرم Dextrose(  تلقيح شد و در هر ساعت
پ اختلاف فاز بررسي ونمونه برداري انجام و با ميكروسك

  .شد
ديواره  ،براي تهيه پروتوپلاست :تهيه پروتوپلاست

هضم  يآنزيم محلول توسط ماكروكونيدي هاي جوانه زده
 100پور تازه به سا 5×106به اين ترتيب كه ابتدا تعداد  ،شد

درجه  28منتقل شدند ودر دماي   YEPDميلي ليتر محيط 
ساعت اجازه جوانه  14و  12، 8، 6سانتي گراد با زمانهاي 

سپس با استفاده از قيف بوخنر و كاغذ . زني و رشد يافتند
يتر ي لميل 20و در . صافي ميسليومها جمع آوري شدند

ي محلول آنزيم. پروتوپلاست زايي معلق شدندتهيه محلول 
  ).21.(تهيه پروتوپلاست محتوي مواد زير بود

 1.2 M KCl containing 25 mg/ml driselase, 5 mg/ml 
lysing enzyme from Trichoderma harzianum,  50 
µg/ml chitinase 

ساعت جهت تهيه پروتوپلاست  سهميسليومها به مدت 
 ،تحت تاثير آنزيم قرار گرفتند و سپس با استفاده از صافي

  .وتوپلاستهاي توليدي از ميسليومها جداسازي شدندپر
به پس از  :زمان در معرض قرارگيري با محلول آنزيمي

آمدن زمان بهينه رشد ميسليومها اقدام به بهينه سازي  دست
به اين ترتيب كه مقدار . ثير محلول آنزيمي گرديدأزمان ت

پروتوپلاست توليدي در زمانهاي يك، دو ، سه و چهار 
  . دازه گيري شدندساعت ان

براي اينكه درصد  :آزمون زنده ماني پروتوپلاستها
به پروتوپلاستهاي زنده در ميان پروتوپلاستهاي توليدي 

  ).12(.استفاده شد Trypan Blueآيد از رنگ آميزي  دست
  نتايج

نتايج حاصل از مقايسه نوع محيط  :تهيه اسپور از قارچ
اختلاف معني بيانگر ) 1جدول (كشت و مدت اسپورزايي 

بنابراين از محيط كشت . داري بين محيطهاي اسپورزا بود
با . در روند توليد پروتوپلاست استفاده گرديد (SM)ساده 

 كي يكشتهاآمده از  به دستتوجه به اينكه اسپورهاي 
 يمحيطها سهيدر مقا نامناسب بودند، از نتايج آن روزه
  .صرف نظر شد) 1جدول ( كشت

ولي با  ،آمد به دستروز چهارم  ور دربيشترين تعداد اسپ
توجه به اينكه برخي از اسپورها در اين زمان به فاز رشد 

قابل  .در روز سوم برداشت اسپورها انجام گرفت ،مي رفتند
كشتهاي سه روزه و چهار  ذكر است كه نتايج حاصل از

  .)1نمودار( روزه در يك گروه دانكن قرار گرفتند
 100آمد نبود و حداكثر ي جامد كارمحيطهاشستشوي 

  .اسپور در ميلي ليتر برداشت شد
با مشاهدات  :تهيه الگوي رشد جوانه زني اسپور ها 

 بعد دومپي مشخص شد كه اسپورها از ساعت وميكروسك
تلقيح در محيط جوانه زني شروع به رشد و توليد  از

كنند و تا ساعت ششم قريب به اتفاق اسپورها  مي ميسليوم
وارد فاز رشد  ،به اتمام رساندهزني را مرحله جوانه 
تمامي اسپورها اين  ،در ساعت هشتم. اندميسليوم شده 

شده  ميسليومهامنشعب شدن مرحله را تكميل و وارد فاز 
ديواره سلولي  ،در ساعات بعد از ساعت هشتم. اند

ي تشكيل شده شروع به ضخيم تر شدن مي كند ميسليومها
  ).1شكل (

از اسپورهاي در حال رشد بعد از  ،ستبراي تهيه پروتوپلا
ساعت از تلقيح به محيط جوانه زني  14و  12، 8، 6

 تهيهمقدار پروتوپلاستهاي توليدي در محلول . استفاده شد
بعد از سه  و درصد پروتوپلاستهاي زنده پروتوپلاست

  .مي باشد 2به شرح جدول  ساعت
 به مدت يك، دو، سه ميسليومها ،جهت تهيه پروتوپلاست

 .و چهار ساعت در معرض محلول آنزيمي قرار گرفتند
مقدار پروتوپلاست توليدي در ساعت سوم افزايش 

دليل اينكه ه اما پس از آن ب ،چشمگيري را نشان مي داد
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تا ساعت سوم به پروتوپلاست تبديل  ميسليومهااكثريت 
توليد  ،شده بودند و مقدار آنها در محيط كم بود

  ).2نمودار ( ني نمي كرد پروتوپلاست تفاوت چندا

 
 

  
چهـار سـاعت   : B. دو ساعت پس از رشد، اسپورها شروع به جوانه زني كرده اند: YEPD A.مراحل مختلف جوانه زني اسپورها در محيط  -1شكل 

هشت ساعت پـس  : D. شروع به منشعب شدن كرده اندشش ساعت پس از رشد، ميسليومها : C. پس از رشد، ميسليومهاي تشكيل شده طويل شده اند
  .منشعب شده اند از رشد، ميسليومها كاملاً

  

  
 

پيكان ها پروتوپلاست ها را نشان . در محيط محلول پروتوپلاست ساز F. graminearumتوليد پروتوپلاست از اسپورهاي جوانه زده  -2شكل 
  .دهند مي

  

D 

A B 

C 
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  .مقايسه نتايج حاصل از محيطهاي كشت مختلف در روزهاي متفاوت - 1جدول  

  )روز(زمان 

  ۴  ٣ ٢ محيط كشت (104)

SM 1/186 ± 0.17b 14/922 ± 0.23a 18/291 ± 0.51a 

CLB - 3/557 ± 0.38b 13/207 ± 0.76a 

MB 0/202 ± 0.11a 0/628 ± 0.42a 1/062 ± 0.39a 

SNB 0/027 ± 0.02a 0/033 ± 0.01a 0/033 ± 0.01a 

 
 

  مقدار پروتوپلاستهاي توليدي و درصد پروتوپلاستهاي زنده در زمانهاي مختلف از مراحل رشد اسپور -2جدول 
  ساعت 16  ساعت 12  ساعت8 ساعت6 عمر ميسليومها در زمان تهيه پروتوپلاست
  5/4×103  3/3×104  2/1×105 8/0×106 مقدار پروتوپلاست توليدي در ميلي ليتر

  80  90  85 87 صد پروتوپلاستهاي زندهدر
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دليل اينكه برخي از اسپورها فاز رويشي را در روز ه ب. SMتعداد اسپورهاي توليد شده در روزهاي دوم، سوم و چهارم كشت در محيط مايع  -1نمودار
محدوده خطا با استفاده از خطاي اسـتاندارد رسـم   ). α=%۵(باشند  گروههاي دانكن مي bو  a. چهارم آغاز كرده بودند، از كشت سه روزه استفاده شد

  .گرديده است
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مقـدار پروتوپلاسـت توليـدي در    . مقايسه تعداد پروتوپلاستهاي توليدي در زمانهاي مختلف درمعرض قرارگيري با آنزيمهاي هيدروليز كننده -2نمودار 

محدوده خطـا بـا اسـتفاده از    . ودن ميسليوم در  محيط، افزايش بسيار اندكي داشتن بدليل نبآساعت سوم افزايش چشمگيري را نشان مي داد و پس از 
  .خطاي استاندارد رسم گرديده است

  بحث
 كرديكي از ابزارهاي قدرتمند در مطالعه عمل

. يماريزايي، تراريختي استميكروارگانيسم ها در حين ب
نيسم هايي هستند كه اقارچهاي رشته اي از جمله ميكروارگ

ي معمول تراريختي آنها بر اساس توليد روشها
خارجي و انتخاب  DNAپروتوپلاست، وارد كردن 

اولين گام  ،كار براي اين. ي تراريخت استوار استسلولها
ي جوان قارچ توسط آنزيمهاي ميسليومهاهضم ديواره 

حاصل جوانه  ي جوان معمولاًميسليومها. هيدروليتيك است
) و يا ميكروكونيدي ماكروكونيدي(زني اسپورهاي قارچ 

  .هستند
و  محيطها،  F. graminearumبراي توليد اسپور از قارچ 

از جمله . روشهاي كشت متفاوتي پيشنهاد شده است
روشهاي پيشنهادي جهت توليد اسپور از اين قارچ مي توان 

درجه  28در  Mung beanبه كشت چهار روزه در محيط 
مايع در  SN، كشت سه روزه در محيط )11( سانتي گراد

 18در  SNA، كشت در محيط )21(درجه سانتي گراد  28
نزديك با  UVگراد در معرض نور سفيد و  يدرجه سانت
 V8روزه در محيط  5- 7كشت  ،)14( ساعت 12فتوپريود 

juice درجه سانتي  25ساعت نور در  12با شرايط  ،آگار

  )17( درجه سانتي گراد 22ساعت تاريكي در  12گراد و 
درجه  25در دماي  CMCت سه روزه در محيط و كش

از كشت سه  ،وهشدر اين پژ .اشاره كرد )16( سانتي گراد
كه هم از  شدب كاه استفاده آروزه محيط كشت ساده 

لحاظ اسپور دهي بهترين نتيجه را داشت و هم از لحاظ 
  .تهيه، هزينه و كار با آن محيط ساده اي بود

اده شد كه از فاستزني اسپور  هجهت جوان YEPDمحيط 
 Littman oxgallي كشت پيشنهادي ديگر نظير محيطها

ي كشت ديگري نظير محيطهاالبته . ساده تر بود )21(
GYEP )17(  وYPG )16( كار پيشنهاد شده  نيز براي اين

در  YEPDمحيط  ،اند كه با توجه به امكانات آزمايشگاهي
  .دسترسي بيشتري قرار داشت
الگوي رشد اسپورها توسط نتايج حاصل از بررسي 

زني اسپور ها  هپ اختلاف فاز نشان داد كه جوانوميكروسك
در ساعت ششم تكميل شده و از ساعت هشتم 

انشعاب و شاخه شاخه شدن مي ز ي جوان به فاميسليومها
منشعب و  كاملاً ميسليومها ،بعد از ساعت هشتم. روند

براين بنا. نها در حال ضخيم شدن مي باشدديواره سلولي آ
ي جوان بين ميسليومهابهترين ساعت جهت تيمار آنزيمي 

  .زني است هساعات ششم و هشتم بعد از مرحله جوان
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بسيار مهمي در  ر پروتوپلاستهاي زنده نيز عاملمقدا
تنها پروتوپلاستهاي زنده . موفقيت تراريختي قارچ است

با رنگ . و رشد بعد از آن هستند DNAدريافت  قادر به
رنگ مي  پروتوپلاستهاي مرده كاملاً ،پان بلوميزي تريآ

كه رنگ به داخل پروتوپلاستهاي زنده نفوذ  گيرند در حالي
يي با ميسليومهابا بررسي نتايج مشخص شد كه . نمي كند

 8/0×106 ،عمر شش ساعت بيشترين مقدار پروتوپلاست
 درصد 87 ،كنند كه از اين تعدادي در ميلي ليتر را توليد م

  .كه مقدار زنده ماني بالايي است زنده هستند
تهيه پروتوپلاست اولين گام  ،نيز ذكر شد همانطور كه قبلاً

در روشهاي مرسوم تراريختي قارچهاي رشته اي مانند 

الكتروپوريشن و روشهاي شيميايي است و بهينه سازي 
در اين . است مؤثرتوليد آن در بازدهي تراريختي بسيار 

توليد پروتوپلاست مورد بررسي  فاكتورهاي مهم در ،مطالعه
  . و بحث قرار گرفت
  تشكر و قدر داني

اين پژوهش در غالب طرحهاي مصوب پژوهشگاه ملي 
انجام گرفته ) 333طرح (مهندسي ژنتيك و زيست فناوري 

 قدردانياز آن پژوهشگاه نويسندگان  وسيله بدين است كه
ه همچنين از آقاي مرتضي شبان نژاد ممقاني ب .مي كنند

  .گردد اهنماييهايشان در اجراي طرح آماري تشكر ميردليل 
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Optimization of protoplast production in plant pathogen fungus 

Fusarium graminearum in order to its transformation 
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Abstract 
We studied Fusarium graminearum, a filamentous ascomycets that causes severe 
epidemics of wheat head blight worldwide and contaminates grain with thrichothecene 
mycotoxins. an effective way to study the plant – pathogen interaction, the disease 
causing mechanism and genomics studies of plant pathogen fungi is fungi 
transformation. The availability of a perfect transformation system would let to study 
gene exchange, epidemiology and to utilize techniques such as gene disruption or gene 
silencing to investigate the role of fungal products in pathogenesis. Typical procedures 
for transforming filamentous fungi such as Fusarium sp. involve the preparation of 
fungal protoplast. The effect of spore amount, enzymes exposing time and mycelium 
age on preparation of protoplast were studied in this article. 
Keywords: Fungi transformation, Protoplast, Fusarium graminearum, Hydrolytic 
enzymes   
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