
www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

1392، 1، شماره 26جلد                                مجله زیست شناسی ایران                                                                                        

28

به گیاه کلزا جهت ایجاد  Trichoderma virensاز (bgnI)گلوکاناز  3و1بتا ژن انتقال 

Sclerotinia sclerotiorumقارچ  مقاومت علیه 

لیلا روحی
1،2

، محمدرضا زمانی
*1

و مصطفی مطلبی
1  

1

  مهندسی ژنتیک و زیست فناوريپژوهشگاه ملی تهران، 

2

  دانشگاه آزاد اسلامی، واحد علوم و تحقیقاتتهران، 

  21/1/90: تاریخ پذیرش  3/12/89: تاریخ دریافت

  چکیده

کی از روشهاي ممانعت ی. زا حساس می باشدکلزا به عنوان یکی از محصولات مهم زراعی نسبت به بسیاري از قارچهاي بیماري

به درون گیاهان، استفاده از آنزیمهاي هیدرولازي نظیر گلوکانازها می باشد که باعث تجزیه دیواره  اري زابیماز نفوذ قارچهاي 

در این تحقیق جهت ایجاد مقاومت به قارچ . این قارچها شده و قادرند از کلونیزه شدن آنها در گیاه جلوگیري نمایند

Sclerotinia sclerotiorum  در گیاه کلزا، ژنbgnI) به این گیاه منتقل گردیده و میزان ) گلوکاناز 3و1کد کننده آنزیم بتا

در وکتور بیانی  Trichoderma virensبا منشاء قارچ  bgnIبدین منظور ابتدا ژن . مقاومت آن مورد بررسی قرار گرفته است

pBI121GUS-
جهت . رد تأیید قرار گرفتو هضم آنزیمی مو PCRيکلون و با استفاده از الگو CaMV 35Sتحت پروموتر  

جهت . و ریزنمونه هاي کوتیلدونی استفاده گردید LBA4404سویه Agrobacterium tumefaciensانتقال ژن کلون شده از 

استفاده  Souther dot blot، و نیز با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی PCRآمده از الگوي  به دستتشخیص گیاهان تراریخت 

. انجام گرفت  radial diffusion assayبه روش  S. sclerotiorumقاومت گیاهان تراریخت در برابر قارچ ارزیابی م. دیگرد

 .Sدر برابر قارچ ) کلزاي غیر تراریخت(آمده نشان داد که گیاهان تراریخت، نسبت به گیاه شاهد  به دستآنالیز نتایج 

sclerotiorum باشند یاز مقاومت بیشتري برخوردار م.  

Sclerotinia sclerotiorum، انتقال ژن، باززایی،  bgnIکلزا، ژن :هاي کلیديواژه 

zamani@nigeb.ac.ir:پست الکترونیکی 44580363: نویسنده مسئول، تلفن * 

  مقدمه

نیاز بشر می مواد غذایی موردکلزا گیاهی مهم از نظر تأمین 

با توجه به مصرف بالاي روغن در کشور که حدود . باشد

مین می أدرصد آن از واردات ت 80میلیون تن است و  5/1

شود، به نظر می رسد استفاده از این گیاه براي کاهش 

واردات روغن و افزایش خودکفایی کشور در تولید مواد 

طرفی این گیاه نیز مانند از . غذایی مورد نیاز مناسب باشد

 بیماریهايسایر گیاهان همواره در معرض هجوم آفات و 

افزایش هزینه  کاهش محصول، مختلفی بوده که باعث

تولید و در نهایت عدم استقبال کشاورزان از کشت آن می 

علت بیماریهاي گوناگونی که انواع ه هر ساله ب.گردد

در گیاهان مختلف ایجاد می  بیماري زاقارچها و باکتریهاي 

نمایند، خسارت فراوانی به محصولات کشاورزي وارد می 

سال (همزمان با شروع برنامه توسعه کشت کلزا .شود

بیماري پوسیدگی سفید ساقه کلزا با عامل ) 1378

Sclerotinia sclerotiorum   نیز در استانهاي شمالی کشور

لزا در دو درصد کشت ک 50بیش از (گسترش یافته است 

و اکنون علاوه ) استان مازندران و گلستان صورت می گیرد
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صورت ه بر این مناطق در استانهاي فارس و کردستان نیز ب

  ). 2و 1(محدود مشاهده می گردد 

متداول ترین روش براي مبارزه با بسیاري از این بیماریها  

اما این گونه . استفاده از انواع قارچ کشهاي شیمیایی است

د نه تنها از نظر اقتصادي مقرون به صرفه نمی باشند، موا

بلکه باعث آلوده شدن محیط زیست و نیز ایجاد گونه هاي

تلاش جهت . مقاوم به قارچ کش می شوند يبیماري زا

این ترکیبات شیمیایی، منجر یافتن جایگزینی مناسب براي

استفاده از روشهاي مختلف کنترل بیولوژیک این گونه به

ه ب مولکولیکاربرد روشهاي ). 18و  9(ها شده است بیماری

منظور انتقال ژنهاي مقاومت علیه بیماریهاي گیاهی، به 

یک روش تکمیلی مورد  به عنوانگیاهان زراعی می تواند 

  .استفاده قرار گیرد

مطالعه ساختمان دیواره سلولی در قارچها نشان می دهد که 

شامل (لیتقریباً، الگوي کلی ساختمان دیواره سلو

نها و یلکولهاي بتا گلوکان، شبکه اي از گلیکوپروتئوم

رده هاي مختلف قارچها  اکثر ، در)میکروفیبریلهاي کیتین

 ).6(مشابه بوده و تنها نسبت ترکیبات تغییر می کند 

 گلوکز است که با فرممنومر دي گلوکان هموپلیمري از بتا

فراوان ترین رده پلی  و از به هم متصل شده بتا

  ).15و  7(باشند می ساکاریدهاي موجود در طبیعت

یکی از مهمترین عوامل مؤثر در بیوکنترل استفاده از انواع 

آنزیمهاي هیدرولازي است که با فرو پاشیدن ساختار 

باعث نابودي آن می  ي گیاهیبیماري زاسلولی قارچهاي 

اناز موجود در از میان آنزیمهاي گلوک).20و  14(گردند 

گلوکاناز، در  β-1,6و  β-1,3جنس تریکودرما، دو آنزیم 

نقش  بیماري زاتجزیه ترکیبات گلوکانی دیواره قارچهاي 

-1,3ویژه ه با تشدید فعالیت آنزیمهاي گلوکاناز، ب. دارند

β - گلوکاناز، بخشی از دیواره که عمدتاً از ترکیبات گلوکانی

از سوي . ن می رودساخته شده است به طور کلی از بی

در  بیماري زادیگر، از آنجا که کیتین دیواره قارچهاي 

ماتریکسی از رشته هاي گلوکان محصور شده است، غالباً 

فعالیت گلوکانازي پیش از فعالیت کیتینازي مشاهده 

  ).  14و  7(شود می

از ژنهاي تجزیه کننده دیواره قارچها مانند کیتینازها و 

قال به گیاهان جهت ایجاد مقاومت علیه گلوکانازها براي انت

 4، 3(طیف وسیعی از بیماریهاي قارچی استفاده شده است 

بنابراین با توجه به نقش ژنهاي تجزیه کننده دیواره ). 10و 

از جمله ژنهاي گلوکانازي در ایجاد  بیماري زاقارچهاي 

مقاومت در گیاهان مختلف، هدف از این تحقیق، انتقال ژن 

β-1,3  گلوکاناز(bgnI)   به گیاه کلزا با استفاده از

اهان تراریخت به یآگروباکتریوم و بررسی میزان مقاومت گ

  .می باشدSclerotinia sclerotorumدست آمده به قارچ 

  مواد و روشها

 Rبذرهاي کلزا رقم :مواد گیاهی و سویه هاي باکتري

line Hyola 308 ه و از شرکت دانه هاي روغنی تهیه گردید

درجه سانتی گراد  4تا زمان استفاده در درجه حرارت 

) DH5αسویه (Escherichia coliباکتري . نگهداري شدند

  LBA4404سویه Agrobacterium tumefaciensو باکتري 

  .از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک تهیه گردید

پلاسمید مورد استفاده در : پلاسمیدها و مواد مورد استفاده

-pBI121GUSق این تحقی
براي تهیه سازه هاي ژنی جهت  

از آنزیم  PCRبراي انجام واکنش . انتقال به گیاه استفاده شد

Taq-polymerase)از شرکتFermentas (استفاده گردید .

و آنزیم  DNAآنزیمهاي مورد استفاده براي هضم آنزیمی 

مواد شیمیایی . تهیه گردید Fermentasلیگاز از شرکت 

و نیز کیت  مولکولیه با درجه خلوص بیولوژي مورد استفاد

مواد مورد . تهیه شد Rocheاز شرکت  DNAخالص سازي 

نیاز جهت تهیه محیط کشت گیاهی و باکتریایی و نیز تنظیم 

. تهیه گردید Sigmaاز شرکت  (BAP)کننده رشد گیاهی 

مشخصات آغازگرهاي استفاده :آغازگرهاي مورد استفاده

  .ارائه شده است 1در جدول شده در این تحقیق 
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  آغازگرهاي مورد استفاده در این تحقیق -1جدول 

شماره نام آغازگر توالی آغازگر

1 FbgnI 5’-GCTCTAGAATGTTGAAGTCACTGGCCTTTG-3’

2 RbgnI-I 5’-GCTCTAGACTAGGTTGTGTAGCGGCCAACCTC-3’

3 R2bgnI 5’-AGGTAACGCCCGAGTTGATCGACTTGG-3’

4 35S 5’-GGCGAACAGTTCATACAGAGTCT-3’

5 NosR 5’-CGCGATAATTTATCCTAGTTTGC-3’

6 M13f 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGC-3’

7 M13r 5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’

8 ACCf 5’-CATATGCTGGGGTCAATGACAAC-3’

9 ACCr 5’-GTCGACAGAAGAATGATCGCGAA-3’

ناقل :در ناقل بیانی گیاهی bgnIکلون کردن ژن 

pUCLR1  حاوي ژنbgnI  از ) 17(به روش لیز قلیایی

E. coliباکتري  DH5α  استخراج شده و جهت تأیید حضور

. استفاده گردید PCRژن از هضم آنزیمی مناسب و الگوي 

-pBI121GUSتأیید شده و نیز ناقل بیانی pUCLR1ناقل 
با  

برش داده شده و مراحل کلون کردن و انتقال  XbaIآنزیم 

E. coliيبه باکتر DH5α  طبق روش استاندارد انجام

جهت انتخاب پلاسمیدهاي نوترکیب از آنتی . گرفت

در محیط کشت استفاده ) µg/ml50(بیوتیک کانامایسین 

به روش انجماد  bgnIحاوي ژن   pBI121پلاسمید . گردید

و ازت ) میلی مولار 20(و ذوب با استفاده از کلرید کلسیم 

منتقل  LBA4404سویه A. tumefaciensمایع به باکتري 

  ). 17(گردید 

بذور :آماده سازي مواد گیاهی و روش انتقال ژن به گیاه

) 12(و همکاران  Moloneyکلزا به روش ارائه شده توسط 

نه زدن روي محیط کشت ضد عفونی شده و براي جوا

 (1X MS, sucrose 30 g/l, agar 8 g/l, pH 5.8)جوانه زنی 

بذور کشت شده، در اتاق کشت بافت . کشت داده شدند

ساعت تاریکی و  8ساعت روشنایی و  16تحت شرایط 

برگهاي لپه اي . درجه سانتی گراد نگهداري شدند 25دماي 

متر بود، میلی2روزه که طول دم برگ آنها حدود  5گیاهان 

جدا شدند و پس از حذف جوانه انتهایی دمبرگها به مدت 

 1X MS, sucrose 30)محیط پیش کشت  يساعت رو 48

g/l, BAP 3.5 mg/l, agar 8 g/l, pH 5.8) کشت شدند .

ریزنمونه ها پس از این مرحله آماده دریافت آگروباکتریوم 

  .می باشند

 (OD650=1)شده  از کشت شبانه آگروباکتریوم ترانسفورم

) دقیقه 10به مدت g5000با سرعت (رسوب تهیه شد 

به حالت  MSسپس باکتریهاي رسوب یافته در محلول 

ریز نمونه هاي مورد استفاده . سوسپانسیون در آورده شد

ساعت بر روي محیط  24ي لپه اي بودند که برگهاشامل 

. قرار گرفته بودند) پیش کشت(کشت القاء نوساقه 

ثانیه در محیط  90ي لپه اي به مدت برگهاي برگهادم

ي لپه برگهااین . سوسپانسیون آگروباکتریوم قرار داده شدند

اي بر روي کاغذ صافی استریل قرار داده شدند تا نسبتاً 

 ,1X MS)کشتی سپس در محیط هم. خشک گردند

sucrose 30 g/l, BAP 3.5 mg/l, agar 8 g/l, pH 5.8) 

درجه سانتی  25در تاریکی و دماي  کشت داده شدند و

ساعت ریز نمونه ها به محیط  48پس از . گراد قرار گرفتند

 1X MS, sucrose 30 g/l, BAP 3.5)انتخابی القاء نوساقه 

mg/l, agar 8 g/l, pH 5.8)  15، که حاوي mg/l 

. سفوتاکسیم است، منتقل شدند mg/l 200کانامایسین و 

کبار به محیط مشابه واکشت ریز نمونه ها هر دو هفته ی

در هفته سوم نوساقه هاي متعددي در سطح فوقانی . شدند

تعدادي از این . بعضی از ریز نمونه ها به وجود آمدند

نوساقه هاي تولید شده بر روي محیط انتخابی فوق، سبز و 

زنده باقی ماندند و بقیه به علت عدم دریافت ژن مقاومت 
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به نظر می رسد . بین رفتند به کانامایسین سفید شده و از

حامل سازه (pBI121نوساقه هاي زنده مانده، پلاسمید 

  .را دریافت نموده و تراریخت شده اند) ژنی مورد نظر

نوساقه هاي سبز باززایی شده در محیط گزینشگر، جدا 

 1X MS, sucrose 30)شده و به محیط طویل شدن نوساقه 

g/l, agar 8 g/l, pH 5.8)  25حاوي mg/l  کانامایسین و

200 mg/l پس از رشد . سفوتاکسیم است منتقل گردیدند

کافی گیاهچه و تشکیل مریستم فعال، نمونه ها به محیط 

 1X MS, sucrose 30 g/l, IBA 2 mg/l, agar 8)زایی ریشه

g/l, pH 5.8) 25)علاوه آنتی بیوتیکهاي کانامایسین ه ب 

mg/l) و سفوتاکسیم(200 mg/l) لازم به . اده شدندانتقال د

ها در همان محیط طویل شدن ذکر است بعضی از نمونه

شدند و احتیاجی به انتقال به محیط نوساقه  ریشه دار می

.زایی نداشتندریشه

هفته و پس از مشاهده ریشه هاي  4گیاهان پس از حدود 

کافی به گلدان منتقل شدند و بر روي آنها نایلون کشیده 

فذهاي تدریجی  کم کم به محیط شد سپس با ایجاد من

خاك استفاده شده براي گلدانها استریل شده . سازگار شدند

  .  بود و تا اتمام بذر گیري به طور مرتب آبیاري شدند

ژنومی از  PCR:DNAژنومی گیاه و  DNAاستخراج 

پانصد میلی : برگ گیاه کلزا به روش زیر استخراج گردید

امایسین و شاهد پس از گرم از برگ گیاهان مقاوم به کان

انجماد با ازت مایع با استفاده از پودر شیشه در تیوپهاي 

سپس  یک میلی لیتر بافر . ساییده گردیدمیلی لیتري  5/1

 EDTA100میلی مولار،  TNE)Tris-HCl50استخراج 

به پودر  )8برابر  pHبا  میلی مولار NaCl150میلی مولار، 

 60به هموژن حاصل . تکان داده شداضافه شد و به شدت 

مدت نیم ساعت ه اضافه گردید و ب SDS %20میکرولیتر 

کلرید  میکرولیتر 150سپس.  طور ملایم مخلوط گردیده ب

درصد اضافه  CTAB 10میکرولیتر  130ومولار  5سدیم 

دقیقه در  20هموژن حاصله به آرامی مخلوط شد و . شد

) دقیقه 5ملایم در هر با هم زدن ( گراد درجه سانتی 65

مخلوط حاصل بین دو لوله اپندورف .  نگهداري گردید

میلی لیتري استریل تقسیم گردید و به هر لوله مقدار  5/1

) 1:24(ایزوآمیل الکل / میکرولیتر مخلوط کلروفرم 375

بعد . دقیقه هم زده شد 10مدت ه اضافه شده و به آرامی ب

، فاز رویی که حاوي g 13000اي دردقیقه 15از سانتریفیوژ

DNA دیژنومی بود به لوله تمیز منتقل گرد .DNA  ژنومی

سانتریفیوژ  دقیقه15حجم ایزوپروپانل  2/1با افزودن 

)g13000 (70رسوب حاصله با اتانل . رسوب دهی شد 

درصد شستشو داده شد و بعد از خشک شدن در دماي 

ترون میکرولیتر آب مقطر دوبار تقطیر س 50- 75اطاق، در 

درجه سانتی گراد  -20شده حل گردید و در دماي 

. نگهداري شد

 FbgnI/RbgnI-Iاز آغازگرهاي  bgnIتکثیر ژن جهت 

اختصاصی پس از بهینه   PCR).1جدول (استفاده گردید 

 2میکرولیتر، شامل  25سازي در مخلوط واکنشی به حجم 

 میکرومولار DNA  ،3/0نانوگرم MgSO4  ،30میلی مولار

-Pfuواحد آنزیم  5/2،  و dNTPمیلی مولار  2/0آغازگر، 

DNA polymerase  میکرولیتر بافر  5و(10X))200  میلی

، KClمیلی مولار  100، 8/8برابر  Tris-HCl،pHمولار 

و  100Xدرصد تریتون  2SO4  ،1(NH4)میلی مولار  100

  .صورت گرفت) BSAیک میلی گرم در میلی لیتر از 

درجه سانتی 94شامل دماي  دور،  30سپس واکنش براي 

به گراد درجه سانتی 60ثانیه، دماي  100به مدتگراد 

به گراد درجه سانتی 72ثانیه و در نهایت، دماي  60مدت

دور، واکنش  30بعد از اتمام .  ثانیه انجام گردید 120مدت

 . دقیقه قرار گرفت 15به مدتگراد درجه سانتی 72در 

درصد الکتروفورز ک یروي ژل آگارز  PCRمحصول 

  . گردید

 DNAمیکروگرم از  15مقدار : DNAلکه گذاري

استخراج شده از برگ تازه گیاهان تراریخت و 

دقیقه در آب جوش قرار  15غیرتراریخت تهیه و به مدت 

DNA. داده  و سپس با قرار دادن روي یخ سرد گردید

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

1392، 1، شماره 26جلد                                مجله زیست شناسی ایران                                                                                        

32

 ,+Hybond N)هاي واسرشته شده بر روي غشاء نایلونی 

Amersham)  لکه گذاري گردید و سپس با پروب نشان دار

جهت تهیه پروب نشان دار از کیت . دیآغشته گرد

و تکثیر به روش  (Dig-labeled dNTP)غیررادیواکتیو 

PCR  توسط آغازگرهايFbgnI/R2bgnI  که قطعه اي از

باز را تکثیر می کند، استفاده  جفت 900به طول  bgnIژن 

  . گردید

ارزیابی مقاومت لاینهاي تراریخت در شرایط 

سه مقاومت گیاهان کلزاي یبه منظور مقا: آزمایشگاهی

 radialتراریخت با گیاهان شاهد از روش زیست سنجی 

diffusion assay روش از تأثیر در این . استفاده گردید

راج شده از برگ گیاهان میزان بازدارندگی پروتئینهاي استخ

.Sتراریخت بر رشد میسلیومهاي قارچ  sclerotiorum

  .  استفاده شد

نهاي استخراج شده از یثیر بازدارندگی پروتئأجهت مطالعه ت

،  بر رشد میسلیومهاي قارچ اسکلروتینیاگیاهان تراریخت

) mm2×2(یک تکه کوچک محیط کشت به ابعاد حدود 

رشد یافته قارچ اسکلروتینیا در حاوي میسلیومهاي تازه 

پس از اینکه . قرار داده شدPDAمرکز یک پلیت حاوي

سانتیمتر رسید در اطراف آن  5/2قطر کلنی قارچ به حدود 

چند چاهک ایجاد کرده و با افزودن محصول استخراج 

 6پروتئین گیاهان تراریخت به آنها با فاصله هاي زمانی هر 

) درون چاهکها خشک شودنباید محلول ( ساعت یکبار 

ن یپلیت ها انکوبه شده و اثر بازدارندگی استخراج پروتئ

در این روش از . گیاهان تراریخت مورد مطالعه قرار گرفت

پروتئینهاي استخراج شده از برگ گیاهان غیرتراریخت به 

 T.virensمایع قارچ عنوان کنترل منفی و از محیط کشت 

به عنوان  لازي را داردکه توانایی ترشح آنزیمهاي هیدرو

  .کنترل مثبت استفاده گردید

  

  

  نتایج 

 R line Hyolaواریته (جهت افزایش مقاومت در گیاه کلزا 

 Trichodermaقارچ (bgnI)از ژن بتا گلوکاناز ) 308

virens حضور ژن . استفاده گردیدbgnI  در پلاسمید

PUCLR1 الگوي  توسطPCR   با استفاده از آغازگرهاي

الگوي هضم آنزیمی با  ژن و وکتور و نیز اختصاصی

،  مورد تأیید قرار گرفت SacIو  XbaIهاياستفاده از آنزیم

  .)1شکل (

به گیاه کلزا از ناقل بیانی دوگانه  bgn1جهت انتقال ژن 

-pBI121Gusگیاهی 
این ناقل به همراه . استفاده گردید 

 XbaIتوسط آنزیم ) bgnIوي ژن حا(pUCLR1پلاسمید 

حاوي  pBI121سازه . دیهضم و واکنش اتصال انجام گرد

با استفاده از الگوي هضم آنزیمی با آنزیمهاي ژن مذکور 

HindIII،SacI  وXbaI) و نیز الگوي ) 2شکلPCR  مورد

ه پلاسمید نوترکیب حاصل پس از تأیید ب. تأیید قرار گرفت

به دلیل اینکه دو انتهاي  .نامگذاري گردید pBILR1نام 

 XbaIداراي محل برش براي آنزیم  bgnIقطعه حاوي ژن 

می باشد، بنابراین در زمان کلون شدن در پلاسمید 

pBI121GUS-
است در مقایسه با پروموتور این قطعه ممکن،

SCaMV35 در دو جهت و به صورت صحیح یا معکوس ،

به منظور تعیین جهت صحیح ژن از الگوي . قرار گیرد

PCR  با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی ژن، اختصاصی

آمده  به دستنتایج . وکتور و ترکیب آنها استفاده گردید

، ژن در جهت صحیح کلون 5نشان داد که در کلون شماره 

همان  PCRده از واکنش آم به دستگردیده و قطعات 

  ).3شکل(قطعات مورد انتظار  می باشند 

 CaMV 35Sدر این سازه تحت کنترل پروموتر bgnIژن 

بوده که به  nptIIاین سازه داراي ژن . کلون گردیده است

-Tمنظور انتخاب گیاهان تراریخت دریافت کننده این 

DNA در محیط حاوي کانامایسین نقش ایفا می نماید.  
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به اگروباکتریوم منتقل و پس از تأیید pBILR1نی سازه ژ

، جهت با استفاده از آغازگرهاي اختصاصی PCRالگوي 

ریز . انتقال به ریزنمونه هاي کوتیلدونی استفاده گردید

نمونه ها پس از تلقیح به محیط هم کشتی منتقل و پس از 

دو روز به محیط گزینشگر القاء نوساقه داراي سفوتاکسیم 

جهت (وکانامایسین ) لوگیري از رشد آگروباکتریومبراي ج(

سلولهاي . منتقل شدند) انتخاب ریزنمونه هاي تراریخت

، ژن مقاومتT-DNAزخمی قاعده دمبرگ که با دریافت 

در آنها بیان شده بود در مقابل  )nptII(کانامایسینبه

نوساقه . کانامایسین محیط مقاومت کرده و سبز باقی ماندند

مقاوم به کانامایسین به محیط طویل شدن نوساقه هاي سبز 

. که داراي سفاتوکسیم و کانامایسین نیز بود منتقل شدند

پس از اینکه نوساقه ها به اندازه مناسب رسیدند، به محیط 

گیاهان ریشه دار شده به . ریشه زایی انتقال داده شدند

براي . گلدانهاي کوچک حاوي خاك استریل منتقل شدند

تدریجی با شرایط طبیعی از سرپوشهاي شفاف سازگاري 

پس از سازگاري گیاهان، ). 4شکل (استفاده گردید 

افته پس از یاز گیاهان رشد . سرپوشها حذف گردیدند

  .عمل آمده گلدهی و ایجاد غلاف، بذرگیري ب

به به منظور تأیید تراریختی گیاهان مقاوم به کانامایسین 

ژنومی از برگهاي جوان و سبز این  DNAآمده،  دست

بدین منظور از . گیاهان و گیاه شاهد استخـراج گــردید

PCR based RFLPو همچنین  PCRروش مطالعه الگوي 

(PBR)آمده احتمال  به دستنتایج . استفاده گردید

شکل (را تأیید نمود bgnIتراریختی گیاهان کلزا توسط ژن 

5 .(  

         M             1              2              M        1       2        3

3000

1000

3000

1000

ب ج

  )ب(و هضم آنزیمی )الف(PCRبا استفاده از الگوي  bgnIحاوي ژن  pUCLR1تأیید پلاسمید نوترکیب -1شکل 

  برشی؛هايجایگاه آنزیمهمچنین و ، آغازگرهاي مورد استفاده bgnIشکل شماتیک ژن )الف

، M13f/M13r ،M =1kb ladderبا آغازگرهاي  PCRمحصول  -FbgnI/RbgnI-I ،2با آغازگرهاي  pUCLR1از پلاسمید نوترکیب  PCRمحصول  -1) ب

).ه قطعات مورد انتظار می باشدانداز(

 SacI ،M =1kbهضم شده با آنزیم  XbaI ،3-pUCLR1هضم شده با آنزیمFbgnI/RbgnI-I2-pUCLR1با آغازگرهاي  PCRمحصول  -1) ج

ladder ،)اندازه قطعات مورد انتظار می باشد.(

XbaI

SacI

bgnI

XbaISacI

الف
M13f FbgnI M13rRbgnI
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     M            1            2            3

3000

1000    

  با استفاده از الگوي هضم آنزیمی bgnIحاوي ژن  pBILR1سمید نوترکیبتأیید پلا -2شکل 

و جایگاه آنزیمهاي برشی مورد استفاده؛ bgnIشکل شماتیک ژن ) الف

 HindIII/SacI ،3-pBILR1هضم شده با آنزیمهاي XbaI ،2-pBILR1با استفاده از آنزیم  pBILR1الگوي هضم انزیمی پلاسمید -1)ب

).اندازه قطعات مورد انتظار می باشد. (EcoRI/SacI ،M =1kb ladderهضم شده با آنزیمهاي 

LB, left border; 35s-pro, 35S promoter of cauliflower mosaic virus; Nos-ter, terminator of nopaline synthase; 
bgnI, beta 1,3-glucanase gene.

                                                M     1     2      3     4

  PCRبا استفاده از الگوي  bgnIحاوي ژن  pBILR1تأیید پلاسمید نوترکیب -3شکل 

  و آغازگرهاي مورد استفاده؛ bgnIژن  کاست حاوي شکل شماتیک) الف

با  PCRمحصول  -FbgnI/NosR ،3با آغازگرهاي  PCRمحصول  - FbgnI/RbgnI-I ،2با آغازگرهاي  PCRمحصول - ١  )ب

.35S/NosR ،M =1kb ladderبا آغازگرهاي  PCRمحصول  -35S/RbgnI-I ،4آغازگرهاي

LB, left border; 35s-pro, 35S promoter of cauliflower mosaic virus; Nos-ter, terminator of nopaline synthase; 
bgnI, beta 1,3-glucanase gene.

LB
NOSR

FbgnI35S

Nos-TerbgnI35s-Pro

RbgnI-I
الف

LB

XbaIHindIII

Nos-TerbgnI35s-Pro

XbaISacI EcoRI

الف

ب

ب

1000

3000
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ج ب الف

و ه د

  فرآیند انتقال ژن و باززایی گیاه کلزا -4شکل 

ت رشد گیاه تراریخ -د  باززایی نوساقه از کوتیلدون،  -جکوتیلدونهاي کشت شده بر روي محیط پیش کشت،  -ب بذرهاي جوانه زده، -الف

  کلزاي ترایخت تشکیل غلاف جهت بذرگیري از گیاه -گلدهی،  و -احتمالی درون شیشه،  ه

الف

  2      1       M   6    5     4    3   M   2     1

3000

1000

500

ج ب

PBRو تکنیک  PCRدر گیاهان تراریخت احتمالی با استفاده از الگوي  bgnIتأیید حضور ژن ) 5شکل 

  ؛SacIو آغازگرهاي مورد استفاده و همچنین جایگاه برشی آنزیم  bgnIشکل شماتیک ژن ) الف

محصول  -2، )بتکنترل مث(pBILR1پلاسمید  DNAبا استفاده از  FbgnI/RbgnI-Iبا آغازگرهاي  PCRمحصول  -1گیاهان تراریخت،  PCRالگوي ) ب

PCR  ،محصول  6و  5، 4، 3گیاه غیرتراریختPCR زگرهاي اگیاهان تراریخت با آغFbgnI/RbgnI-I)جفت باز، فلش سیاه رنگ 2300باند حدود( ،

 800باند حدود ) کربوکسیلاز گیاه کلزا A-اختصاصی ژن استیل کوآنزیم(ACCf/rدر گیاهان تراریخت و غیرتراریخت با استفاده از آغازگرهاي همچنین 

  ).سفید رنگفلش (جفت باز تکثیر گردیده است 

با  PCRالگوي هضم آنزیمی محصول  -FbgnI/RbgnI-I ،2با آغازگرهاي  PCRمحصول  -PBR ،1تأیید صحت انتقال ژن با استفاده از تکنیک ) ج

  ).انتظار می باشد اندازه قطعات مورد(، SacI ،M =1kb ladderاستفاده از آنزیم 

SacI
FbgnI

bgnI

RbgnI-I
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     1        2        3       4       5        6        7        8       

A

B

  DNA(Dot blot)تأیید گیاهان تراریخت با استفاده از لکه گذاري  -6شکل 

A1  وB2  کنترل مثبت)DNA  ناقلpBILR1( ،B1  کنترل منفی)DNA گیاه غیرتراریخت( ،A2  الیA8  وB3  الیB8 گیاهان تراریخت احتمالی  

 .Sدر گیاهان تراریخت بر رشد میسلیوم قارچ  bgnIتأثیر بیان ژن جهت مطالعه  radial diffusion assayآزمون زیست سنجی با استفاده از -7شکل 

sclerotiorum  

عصاره پروتئینی گیاهان تراریخت،   5و  4، 2عصاره پروتئینی گیاه غیرتراریخت،  -3، )کنترل مثبت(محیط کشت مایع قارچ تریکودرما - ١

  .ممانعت ایجاد نموده اند S. sclerotiorumهمانطور که مشاهده می شود عصاره پروتئینی گیاهان تراریخت در رشد میسلیوم قارچ 

  

 Dotاز طریق  bgnIبراي بررسی بیشتر حضور ژن 

blotting  ابتدا پروب نشاندار از کیت غیر رادیواکتیوdig-

labeled-dNTP و تکثیر به روشPCR  استفاده گردید .

اي از  که قطعه FbgnI/R2bgnIبدین منظور از آغازگرهاي 

.کند، استفاده شد جفت باز را تکثیر می 900ژن به طول

 Dotنتایج حاصل از آشکارسازي غشاء مورد استفاده در 

blot دهد که نمونه مربوط به گیاهان تراریخت به  نشان می

اه یگ(صورت لکه تیره در مقایسه با نمونه شاهد 

 Dot blotبنابراین ). 6شکل (گردد  ظاهر می) غیرتراریخت

در گیاه کلزاي تراریخت را  bgnIحضور ژن  PCRنیز مانند 

  .د نمودییتأ

و  PCRبه منظور مقایسه مقاومت گیاهان کلزایی که نتیجه 

آنها مثبت بود از روش زیست سنجی  Dot blotهمچنین

radial diffusion assay در این روش از . استفاده گردید

Sclerotiniaقارچ   sclerotiorum مقایسه . استفاده شد

گی عصاره برگ گیاهان تراریخت میزان ممانعت کنند

نشان داد که پروتئینهاي ) در سه تکرار(نسبت به گیاه شاهد 

موجود در عصاره گیاهان تراریخت باعث کاهش رشد 

  ).7شکل(می گردند  S. sclerotiorumمیسلیوم قارچ 

  بحث

در بین محصولات کشاورزي، گیاهان روغنی از جایگاه 

روغن خوراکی بشر را  اي برخوردار بوده و بیشترین ویژه

 به عنوانهاي روغنی بعد از غلات  دانه. کنند مین میأت

کننده انرژي براي جوامع بشري محسوب  مینأدومین منبع ت

هاي روغنی اهمیت جهانی کسب  کلزا در بین دانه. شوند می

ل اهمیت این گیاه روغنی به خاطر دارا یدل. نموده است

راکی غیر اشباع و بودن بیشترین درصد اسیدهاي چرب خو

کمترین درصد مواد زائد و مضر براي انسان و همچنین بالا 

خوراکیهاي هاي آن و خوش بودن مواد مطلوب در بازمانده

5

43

2

1
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لذا هر گونه تلاشی در جهت . آن براي تغذیه دام است

آن را افزایش داده  يبهینه شدن محصول کلزا ارزش اقتصاد

  ).8(و اثرات تجاري مهمی را به دنبال خواهد داشت 

ثیر قرار أاز جمله مواردي که زراعت کلزا را تحت ت

باشند و از میان این  می بیماري زاهاي  دهد، پاتوژن می

ها قارچها بیشترین خسارت را به این گیاه زراعی  پاتوژن

 .Sقارچ . کنند اهمیت اقتصادي وارد می ياستراتژیک و دارا

sclerotiorum  موجب افت شدید کیفیت و کمیت محصول

شود، خسارتی که این قارچ در مزارع کلزا در  گیاه کلزا می

میلیارد  16کند سالانه بالغ بر  شمال قاره آمریکا وارد می

در ایران نیز بیماري  ).16(دلار تخمین زده شده است 

ور گسترش پوسیدگی ساقه کلزا در استانهاي شمال کش

داشته و در سایر استانها  نیز به صورت محدود گزارش 

  ).2و 1(شده است 

استفاده از قارچ کشها به منظور مبارزه با این فیتو پاتوژن ها 

علاوه بر داشتن مضرات زیست محیطی و گرانی، همیشه 

 ياستفاده از روشها. دهندنتیجه قابل تضمینی را ارائه نمی

رواج  این گونه بیماریها اخیراً جدید زیستی براي کنترل

توان به استفاده از تکنیکهاي یافته است که از جمله آنها می

مهندسی ژنتیک اشاره نمود که با بهره گیري از انتقال 

دست پیدا  یبه نتیجه مطلوبمی توان ژنهاي خاص به گیاه 

از جمله صفاتی که توسط انتقال ژنهاي مفید به .  کرد

توان ژنهاي مقاومت در برابر  اند می ردهگیاهان ظهور پیدا ک

کشها، تنشهاي زیستی و  آفات و امراض گیاهی، علف

  ). 13(غیرزیستی و بهبود کیفیت را نام برد 

از مهمترین مکانیزمهاي مقابله با پاتوژن هاي گیاهی تولید 

آنزیمهاي هیدرولیتیک می باشد که با توجه به وجود 

تواند  یم بیماري زاي گلوکان در ساختار دیواره قارچها

آنزیمهاي تخلیص شده از قارچ . دیواره آنها را تجزیه نماید

تریکودرما، در برابر پاتوژن هاي گیاهی مهم، نقش مهار 

توانند ساختار نرم نوك هیف را تجزیه کننده دارند و می

علاوه بر این،  این توانایی را دارند که دیواره سخت . کنند

، کلامیدوسپور ها و اسکلروتها conidiaکیتینی هیفهاي بالغ، 

آنزیمهاي گلوکانازي از جمله  .)10(را هم تجزیه نمایند

آنزیمهاي هیدرولازي می باشند که قادرند با تجزیه گلوکان 

موجود در ساختار دیواره سلولی قارچها، این پلیمر خطی 

را به زیر واحد هاي تشکیل دهنده اش تجزیه و موجب 

  .ه سلولی قارچ شوندتخریب ساختار دیوار

 .Sبا توجه به اهمیت بیماري پوسیدگی ساقه توسط قارچ 

sclerotiorum ،تحقیق حاضر مقاومت این  دردر گیاه کلزا

گیاه به بیماري مذکور از طریق انتقال یک ژن مقاومت  

)bgnI (از  از آنجا که ارقام پرمحصولی .مد نظر بوده است

که به این بیماري مقاوم باشند در دسترس نمی باشد  کلزا

لذا تنها اقدام جدي که براي کنترل این بیماري در کشور 

می باشد  Folicurصورت می گیرد استفاده از قارچ کش 

که علاوه بر تحمیل هزینه زیاد، موجب آلودگی زیست 

  .محیطی نیز می گردد

گلوکاناز جهت افزایش مقاومت گیاهان  3و1اهمیت ژن بتا 

در سالهاي اخیر توسط  بیماري زادر برابر قارچهاي 

) 5(و همکاران  Cota. محققین مختلفی گزارش شده است

گلوکاناز بخشی از سیستم  3و1نشان دادند که آنزیم بتا 

دفاعی میوه گوجه فرنگی نسبت به آلودگی قارچی 

(Alternaria alternata) همچنین . می باشدShetty  و

گلوکاناز را در ایجاد  3و1نقش آنزیم بتا ) 19(همکاران 

در مواجهه با قارچ Pennisetum glaucumمقاومت در گیاه 

Sclerospora graminicolaگزارش نمودند .Yoshikawa 

در تحقیقات خود ژن گلوکاناز با منشاء  (21)و همکاران 

انتقال داده و اثرات مطلوبی در نتیجه  سویا را به گیاه توتون

 phytophthoraان این ژن در کاهش توسعه قارچهايیب

parasitica  وAlternaria alternata مشاهده نمودند .

Masoud  ژن گلوکاناز را به گیاه یونجه ) 11(و همکاران

انتقال دادند ودر گیاهان تراریخت کاهش علائم توسعه 

  . را گزارش نمودندphytophthora megasporaقارچ 
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جهت  T. virensقارچ  bgnIدر این تحقیق از ژن  

گیاه کلزا  استفاده  R line Hyola 308تراریختی رقم 

که در محل برشهاي ایجاد شده در انتهاي از آنجا. گردید

گیاه کلزا سلولهاي ) به عنوان ریز نمونه(دمبرگ کوتیلدونی 

دارد، لذا در این تحقیق مناسبی براي انتقال ژن وجود 

به گیاه کلزا از برگهاي کوتیلدونی  bgnIجهت انتقال ژن 

مناسب بودن استفاده از ریزنمونه هاي . استفاده گردید

کوتیلدونی جهت انتقال ژن به گیاه کلزا در منابع گزارش 

رشد گیاهان در محیط انتخابی حاوي ). 12(شده است 

و لکه PCRلگوي نظیر ا مولکولیکانامایسین و شواهد 

را در این bgnIحضور ژن ، DNA(Dot blot)گذاري 

  . تأیید نمود گیاهان

حضور ) Southern dot blot(و هیبریداسیون  PCRآزمون 

ساختارهاي مورد نظر را در ژنوم گیاه تراریخت اثبات 

دهند،  کنند ولی اطلاعاتی در رابطه با بیان ژن ارائه نمی می

این در حالی است که اگر ژن انتقال یافته بیان نشود، عملاً 

لذا ضروري است با آزمونهاي خاص . فاقد ارزش است

بدین  .ر دادبیان ژن انتقال یافته را نیز مورد بررسی قرا

ییدهاي مولکولی که روي گیاهان أبه موازات تمنظور 

 radial diffusion assayتراریخت صورت گرفت، آزمون 

در گیاهان  bgnIنیز انجام شد تا در صورت بیان ژن 

. خت، افزایش مقاومت در آنها مورد بررسی قرار گیردیترار

تري گیاهان تراریخت در مقایسه با گیاه کنترل مقاومت بیش

نشان  از خود S. sclerotiorumنسبت به پیشروي قارچ

مطالعات مربوط به بررسی ایجاد مقاومت در گیاهان . دادند

آمده توسط آزمایشهاي زیست سنجی انجام شده  به دست

 .Sن مقاومت در برابر قارچ یاست و لازم است ا

sclerotiorum در شرایط گلخانه اي و مزرعه اي نیز مورد

  .قرار گیردبررسی 

  :تشکر و قدردانی

وسیله از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست  بدین

  دلیل تأمین بودجه پژوهشی این تحقیق  فناوري به

  .دیآ عمل می تشکر و قدردانی به
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Transgenic canola plants harboring beta 1,3 glucanase (bgnI) gene 
from Trichoderma virens inhibit mycelial growth of Sclerotinia 

sclerotiorum.
Roohi L.1,2, Zamani M.R.1 and Motallebi M.1
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Abstract

Canola (Brassica napus L.) an agro-economically important crop in the world, is 
sensitive to many fungal pathogens including Sclerotinia sclerotiorum, the causal agent 
of stem rot disease. Glucanase is cell wall degrading enzyme which have been shown to 
have high antifungal activity against a wide range of phytopathogenic fungi. In the 
present study bgnI gene from Trichoderma virens was overexpressed under the control 
of the CaMV 35S constitutive promoter in Brassica napus, R line Hyola 308. 
Transformation of cotyledonary petioles was achieved via Agrobacterium tumefaciens 
LBA4404. After infection with Agrobacterium, the explants were transferred to selected 
regeneration medium. The transformed explants were screened in kanamycin containing 
media. The explants were excised and rooted using appropriate growth regulator. 
Putative transgenic lines obtained from independent transformation events transferred to 
the greenhouse for hardening. The presence of bgnI in putative transgenic lines 
confirmed by the polymerase chain reaction (PCR) using specific primers and PCR-
based RFLP. Also, antifungal activity was detected in crude protein extracts from 
transgenic canola plants when compared to non-transgenic canola using radial diffusion 
assay.

Keywords: Brassica napus, bgnI, Transformation, Regeneration, Sclerotinia
sclerotiorum.
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