
 1394، 4، شماره 28جلد                                          )                                   مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

599 

القاء پذير با  ساختگيتراژن، تحت پيشبر  القايي انتقال ژن كيتيناز كايمري به كلزا و بيان
  SP-FFبيمارگر 

  رستم آقازاده قولكي و ، مصطفي مطلبي*مهدي مراديار، محمد رضا زماني
  پژوهشگاه ملي مهندسي ژنتيك و زيست فناوري، گروه بيوتكنولوژي كشاورزيتهران، 

  19/6/94 :تاريخ پذيرش  25/12/93 :تاريخ دريافت

  چكيده

ي مقاومت توسط ژنهابيان . مختلف قرار دارند يبيمارگرهادر معرض  ،شان در محيط زيست ،گياهان به صورت دائمي
در زمان حمله بيمارگرها فعال مي شوند راهبردي بسيار كارآمد در توليد گياهان تجاري مقاوم به بيماري  پيشبرهايي كه صرفاً

به گياه كلزا منتقل  ،SP-FFالقاء پذير با بيمارگر  مقاومت كيتيناز كايمري تحت كنترل پيشبر ساختگيژن اين مطالعه، در . باشد مي
 pGFC ،pGMPC سه سازهدر اين راستا، . شده و پتانسيل اين سازه، در مهار رشد  بيمارگرهاي قارچي مورد ارزيابي قرار گرفت

و ) شامل فقط پيشبر حداقل( SP-MP، )بالادست پيشبر حداقل Fشامل دوعنصر  ( SP-FFبه ترتيب حاوي پيشبر  pBISM2و 
CaMV35S  )بررسي فعاليت كيتينازي نشان داد پيشبر . جهت تراريختي گياه كلزا مورد استفاده قرار گرفت )شامل پيشبر دائمي

باشد در حالي كه نسبت به مسير  نسبت به مسير پيام رساني متيل جاسمونات حساس مي ،)SP-FF( القاء پذير با بيمارگر
گياهان تراريخت تيمار شده عصاره پروتئيني برگ  نشان داد بررسيهاهمچنين،  .ساليسيليك اسيد القاء پذيري چنداني مشاهده نشد

  و S. sclerotiorumميزان مهار رشد بيمارگرهاي قارچي  ي درافزايش معني دار با متيل جاسمونات به نسبت گياهان شاهد
R. solani  به اين ترتيب، پيشبر  .داشتSP-FF نه تنها نسبت به متيل جاسمونات به عنوان مولكول پيام رسان در مسير مقاومت ،

به بيمارگرهاي نكروترف القاء پذير مي باشد، بلكه ميزان بيان تراژن مقاومت، تحت كنترل اين پيشبر نيز جهت افزايش مقاوت 
   .ه نظر مي رسدنسبت به بيمارگرهاي قارچي مناسب ب

   ، كيتيناز كايمري، كلزا، فعاليت ضد قارچي  پيشبر ساختگي: كليدي واژه هاي

    zamani@nigeb.ac.ir: ، پست الكترونيكي 02144787397: تلفن ،ولئنويسنده مس *

  مقدمه
ي ترين چالشهاي كشاورزبيماريهاي گياهي يكي از عمده

يك استراتژي اساسي و مهم در . باشنددر سراسر جهان مي
، انتقال ژنهاي مقاومت به بيماريهاتوليد ارقام مقاوم در برابر 

كلزا به عنوان يك  ).3( گونه هاي مهم زراعي مي باشد
محصول روغني استراتژيك در ايران، در معرض بيماريهاي 

از . داردقارچي مانند پوسيدگي اسكلروتينيايي ساقه قرار 
- Nآنجا كه كيتين به عنوان يك پليمر خطي از واحدهاي 

استيل گلوكزآمين در ساختار ديواره بيمارگرهاي قارچي 
ي كيتينازي به دليل تجزيه آنزيمها، )24( نقش مهمي دارد

اين پليمر مي توانند به عنوان يك عامل ضد قارچ مناسب 
اصلاحي،  از اين رو در بسياري از برنامه هاي. عمل نمايند

انتقال ژنهاي كيتينازي به ارقام تجاري به عنوان يك راهبرد 
مناسب جهت ايجاد مقاومت در برابر بيمارگرهاي قارچي 

  ). 22( مورد استفاده قرار گرفته است

ي كيتيناز، كيتينازهاي قارچي به ويژه آنزيمهادر بين انواع 
نه گوانواع متعلق به جنس تريكودرما بسيار كارآمد بوده و 

ي مقاومت ژنهاهاي مختلف اين قارچ يكي از منابع مهم 
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ي قارچي در برنامه هاي انتقال ژن به گياهان بيماريهابه 
   ).11( زراعي مي باشند

توان با فعاليت آنزيمهاي كيتينازي قارچها را ميعلاوه ه ب
استفاده از مهندسي پروتئين بهبود بخشيد، از آنجا كه 

 -chitinفاقد  Trichoderma atrovirideكيتينازهاي قارچ 

binding domain (ChBD)  ،افزودن ناحيه متصل هستند
اتصال به آنها مي تواند منجر به  )ChBD(شونده به كيتين

نين چمؤثر آنزيم به كيتين، افزايش فعاليت ويژه و هم
   ).7( شود فعاليت مؤثرتر بر روي كيتين كريستالي

ه، به منظور افزايش گرواين در تحقيق قبلي انجام شده در 
در   T. atrovirideقارچ  (chit42) 42يي آنزيم كيتينازآكار

تجزيه ساختارهاي كيتيني موجود در ديواره سلولي 
، از (ChBD)، ناحيه اتصال به كيتين بيمارگرقارچهاي 

به انتهاي كربوكسيلي آنزيم  Serratia marcescensباكتري 
يد افزايش ؤآمده مو نتايج به دست  همتصل شد 42كيتيناز 

قابل توجه در ميزان فعاليت كيتينازي و ضد قارچي كيتيناز 
   ).12( بود Chit42كايمري به دست آمده، نسبت به 

از طرفي در بيشتر موارد در مهندسي ژنتيك گياهان با 
از پيشبرهاي دائمي براي  بيمارگرها،هدف مقاومت در برابر 

ده از اين پيشبرها به اما استفا. بيان تراژن استفاده مي شود
دليل كاهش رشد و تغيير نمو، در بسياري موارد مي تواند 

 ).4( ين شوديمنجر به ايجاد گياهان ضعيف و با كيفيت پا
از سوي ديگر پيشبرهاي طبيعي القاء پذير با بيمارگر در 
بسياري موارد فعاليت غير اختصاصي و واكنش در برابر 

همچنين الگوي . هندي مختلف از خود نشان مي دمحركها
 و 19، 3( بيان آنها در شرايط مختلف مناسب و قوي نيست

از اين رو توليد پيشبرهاي ساختگي شامل عناصر  ).25
تواند به عنوان راهبردي  كنشي منفرد و شناخته شده مي

   ).20( شودمناسب مطرح 

، از عناصر كنشي ساختگيدر استراتژي ساخت پيشبرهاي 
ر پيشبرهاي طبيعي در تركيب با مختلف شناسايي شده د

استفاده ) Minimal promoter(تواليهاي حداقل پيشبري 
  ).19 و 14، 3، 1( شود مي

از جمله عناصر كنشي سيس القاء پذير توسط بيمارگرها، 
با دارا بودن  W-boxesمتعلق به خانواده  Fعنصر 

القاء پذيري سريع و قوي در برابر : ويژگيهايي از جمله
ها، بيان پايه خيلي كم و عدم القاء پذيري در برابر بيمارگر

زخم و آسيب هاي فيزيكي، گزينه مناسبي براي ساخت 
   ).5 و 3( پيشبر ساختگي مي باشد

ي قبلي انجام شده نشان مي دهد كه پيشبر بررسيها
در بالادست  Fمتشكل از دو عنصر ( SP-FFساختگي 

در پاسخ عملكرد مناسبي ) CaMV35Sتوالي پيشبر حداقل 
 به برخي محركها و بيمارگرهاي قارچي نشان مي دهد

)23.(    

در اين تحقيق ژن كيتيناز كايمري جديد، تحت كنترل پيشبر 
، به گياه كلزا منتقل شد و القاء پذيري  SP-FFساختگي 

تراژن تحت كنترل آن در مهار رشد  پيشبر و توان بالقوه
 و Sclerotinia sclerotiorum بيمارگرهاي قارچي
Rhizoctonia solani  در محيطin vivo  مورد ارزيابي قرار

  .گرفت

  مواد و روشها
 كلزا بذرهاي: باكتريايي و قارچي هاي سويه و گياهي مواد

 تهيه روغني هاي دانه شركت از R line Hyola 308 رقم 

 سانتي درجه 4 حرارت درجه در استفاده زمان تا و گرديده

سويه  Escherichia coliي باكتر. شدند گراد نگهداري
)DH5α (باكتري و Agrobacterium tumefaciens  سويه

LBA 4404 گرديد تهيه ژنتيك مهندسي ملي پژوهشگاه از. 
اي قاهدايي آ( 2310جدايه  S. sclerotiorumقارچهاي 

سسه تحقيقات آفات و ؤدكتر همايون افشاري آزاد، م
 R2ه ، جداي)بيماريهاي گياهي وزارت جهاد كشاورزي

اهدايي آقاي دكتر بهرام شريف نبي، ( R. solaniقارچ 
  .تهيه و استفاده شد) دانشگاه صنعتي اصفهان
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در اين تحقيق از پلاسميد : استفاده مورد مواد و پلاسميدها
 pJET1.2 (Roche)  براي همسانه سازي و از پلاسميدهاي 

pGFF )23(   وpBISM2 )12(  براي ساخت ناقلين بياني
  .ستفاده شدگياهي ا

مراحل تهيه  :يندهاي عمومي و ساخت ناقلين بيانيآفر
DNA  ژنومي و پلاسميدي، الكتروفورز ژل آگارز، واكنش

، هضم آنزيمي، اتصال، تهيه )PCR(زنجيره اي پليمراز 

مطابق روشهاي مرسوم  باكتريهاسلول مستعد و تراريختي 
  ).21( انجام گرفت

و با استفاده از  PCRتكثير ژن كيتيناز كايمري، با روش 
و  chit42mmfآغازگرهاي به ترتيب رفتي و برگشتي 

chit42mmr  از رويDNA  پلاسميديpBISM2  به عنوان
  .)1جدول) (1شكل( الگو انجام گرفت

  آغازگرهاي مورد استفاه در اين تحقيق-1جدول
  نام   توالي

5’-CGCCTCGAGCGGCCACCATGTTGGGTTTCCTCGGAAAG-3’ chit42mmf  
5’-GCCAGGGTTTTCCCAGTCAC-3’chit42mmr 
5'-CTATAGCTGGGGTCAATGACAACG-3' ACC-f 
5'-GTCGACAGAAGAATGATCGCGAAC-3'ACC-r 
5'-ATGATTGTACATCCTTCACG-3'VirG-f 
5'-TGCTGTTTTTATCAGTTGAG-3'VirG-r 
5'-GCCTACGCCGATTATCAGAAGC-3'Chit42 F3  
5'-CGCCTCCGTTGATATAAGCC-3'Chit42 R3 

 و EcoRI ي آنزيمهاپس از هضم آنزيمي با  PCRمحصول 
 XhoI در ناقلpJET1.2 پس از هضم ناقص . وارد شد

به دليل (XhoI و SacI ي برشي آنزيمهاآنزيمي اين سازه، با 
، ژن )درون ژن كيتيناز  SacIوجود يك محل شناسايي آنزيم

كيتيناز كايمري از روي ژل جداسازي و در جايگاههاي 
در اين سازه . همسانه سازي شد pGFF ناقل بياني مشابه در

نامگذاري گرديد، ژن كيتيناز  pGFCبياني جديد كه 
 بيمارگركايمري تحت كنترل پيشبر ساختگي القاء پذير با 

(SP-FF) قرار گرفت.  

به (حاوي پيشبر حداقل   pGMPCبراي ساخت سازه 
قطعه . استفاده شد pGFC ، از سازه)عنوان شاهد منفي

از بالادست توالي پيشبر  Fي عناصر كنشي سيس حاو
 ي برشيآنزيمها استفاده از هضم آنزيمي توسط حداقل، با

SpeI  و XbaI  و سپس اتصال مجدد اين دو محل حذف
  ).1شكل( گرديد

به   :گياه به ژن انتقال روش و گياهي مواد سازي آماده
 منظور انتقال ژن از روش مولوني و همكاران استفاده شد

 براي و شده عفوني در اين روش بذور كلزا ضد ).15(

 MS, sucrose½)(زني  كشت جوانه محيط روي زدن جوانه

30 g/l, agar 8 g/l, pH 5.8 كشت بذور .شدند داده قرار 

 روشنايي ساعت 16 شرايط بافت تحت كشت اتاق در شده،

 نگهداري گراد سانتي درجه 25 و دماي تاريكي ساعت 8 و

 آنها برگ دم طول كه روزه 5 اي گياهان لپه برگهاي .شدند

 جوانه حذف از پس و شدند بود، جدا متر ميلي 2 حدود

 كشت  پيش محيط روي ساعت 48 مدت به دمبرگها انتهايي

(1X MS organic, sucrose 30 g/l, BAP 3.5 mg/l, agar 

8 g/l, pH 5.8)  اين از پس ها ريزنمونه .شدند كشت 

 شبانه كشت از .گروباكتريوم بودندآ دريافت آماده مرحله

رسوب تهيه  (OD650=1)شده  ترانسفورم آگروباكتريوم
 سپس )  دقيقه 10 مدت به g 5000 با سرعت (شد

حالت  به MS  محلول در يافته رسوب باكتريهاي
استفاده،  مورد هاي نمونه ريز .شد آورده در سوسپانسيون

 محيط وير بر ساعت 24  كه بودند اي لپه برگهاي شامل
 .بودند گرفته قرار) كشت پيش( نوساقه القاء كشت

محيط  در ثانيه 90 مدت به اي لپه برگهاي دمبرگهاي
لپه  برگهاي اين .شدند داده قرار آگروباكتريوم سوسپانسيون

نسبتاً  تا شدند داده قرار استريل صافي كاغذ روي بر اي
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 1X MS, sucroseكشتي هم محيط در سپس .گردند خشك

30 g/l, BAP 3.5 mg/l, agar 8 g/l, pH 5.8) (داده كشت 
 قرار گراد سانتي درجه 25 دماي و تاريكي در و شدند
 محيط انتخابي به ها نمونه ريز ،ساعت 48 از پس .گرفتند
 ,1X MS, sucrose 30 g/l, BAP 3.5 mg/l) نوساقه  القاء

agar 8 g/l, pH 5.8) حاوي كه mg/l 15 و كانامايسين 
mg/l200 ،هر ها نمونه شدند و ريز منتقل سفوتاكسيم است 
 سوم هفته در .واكشت شدند مشابه محيط به يكبار هفته دو

 ها نمونه ريز از فوقاني بعضي سطح در متعددي هاي نوساقه
 بر شده توليد هاي اين نوساقه از تعدادي .آمدند وجود به

 هب بقيه و ماندند باقي و زنده سبز فوق، انتخابي محيط روي
 از و شده سفيد كانامايسين مقاومت به ژن دريافت عدم علت
  .رفتند بين

  جدا گزينشگر، محيط در شده باززايي سبز هاي نوساقه
 1X MS, sucrose 30)نوساقه شدن طويل محيط به و شده

g/l, agar 8 g/l, pH 5.8) حاوي  mg/l25  و كانامايسين 
 از پس .دگرديدن منتقل است سفوتاكسيم mg/l 200 حاوي

 به ها نمونه فعال، مريستم تشكيل و گياهچه رشد كافي
 1X MS, sucrose 30 g/l, IBA 2)(محيط ريشه زايي 

mg/l, agar 8  كانامايسين  بيوتيكهاي آنتي علاوه به)mg/l 
لازم به . شدند داده انتقال) mg/l 200(و  سفوتاكسيم  )25

شدن  طويل محيط همان در نمونه ها از ذكر است بعضي
محيط  به انتقال به احتياجي و شدند مي دار ريشه نوساقه

 .نداشتند ريشه زايي

هاي  ريشه مشاهده از پس و هفته 4 حدود از پس گياهان
 كشيده شد نايلون آنها روي بر و شدند منتقل گلدان به كافي

 محيط سازگار به كم كم ،منفذها تدريجي ايجاد با سپس

 تا و شده بود استريل لدانهاگ براي شده استفاده خاك .شدند

  .شدند آبياري مرتب طور به گيري بذر اتمام

يدات مولكولي گياهان أيژنومي و ت  DNAاستخراج 
 CTABبه روش   DNAاستخراج  :تراريخت احتمالي

استخراج شده،  DNAكميت و كيفيت  ).21( انجام گرفت

با استفاده از آغازگرهاي  PCRتوسط الكتروفورز و آزمون 
-ACC(گياه كلزا ) ACC(ستيل كوانزيم آ كربوكسيلاز  ژن ا

r  وACC-f ( مورد بررسي قرار گرفت)براي ). 1جدول
اثبات حضور تراژن در گياهان تراريخت احتمالي از 

در داخل ژن كايمر  Chit42 R3 و Chit42 F3آغازگرهاي 
همچنين به منظور حصول اطمينان از عدم . استفاده گرديد

اج شده از گياهان تراريخت به باكتري استخر DNAآلودگي 
با استفاده از پرايمرهاي  PCRآگروباكتريوم، آزمون 

موجود بر روي پلاسميد ) VirG )VirG-f/rاختصاصي ژن 
  .كمكي اين باكتري انجام گرفت

براي  (Southern blotting)از آزمون لكه گذاري سادرن 
مشخص نمودن تعداد نسخه درج شده تراژن در ژنوم 

ژنومي استخراج  DNA بدين منظور. بان استفاده شدميز
هضم شده و به  HindIIIشده، با استفاده از آنزيم برشي 

 ,+Hybond N)نايلوني يبه غشا ،روش موئينگي

Amersham, Buckinghamshire, United Kingdom) 
و   Chit42 R3و  Chit42 F3از آغازگرهاي . منتقل شد

عنوان الگو، براي حاوي ژن كايمر به  pBISM2ناقل 
ساخت پروب نشاندار با استفاده از كيت غير راديواكتيو 

Dig labeled-dNTP (Roche Applied Science, Basel, 

Switzerland)  و تكثير به روشPCR  استفاده گرديد و
  . جفت باز تهيه گرديد 589پروب مورد نظر به طول 

منظور در هر آزمايش به  :محركهاي برگي با ديسكهاتيمار 
و  pGMPCو  pGFC(اعمال تيمارها، ابتدا از هر سازه 

pBISM2 ( و گياه غير تراريخت سه گياه در مرحله پنج
برگي انتخاب و از سه برگ باز شده جوان آنها ديسكهايي 

اين ديسكها درون . به قطر دو و نيم سانتيمتر تهيه شد
و متيل ) ميلي مولار 2(محركهاي ساليسيليك اسيد 

به عنوان دو فاكتور مهم ) مولار ميكرو 50( جاسمونات
 20و به مدت  فعال سازي پاسخهاي دفاعي غوطه ور شده

يكاتور تحت فشار منفي قرار گرفتند دقيقه در دستگاه دس
درجه روي كاغذ  22ساعت در دماي  24وسپس به مدت 

درون پتري نگهداري  MSصافي حاوي محيط كشت پايه 
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. مار آب مقطر قرار گرفتندتحت تي ،شاهد هاي نمونه. شد
اثر فاكتورهاي مطالعه به صورت آزمايش فاكوريل در قالب 

  .تصادفي مورد بررسي قرار گرفت طرح كاملاً

محركها در  تأثيربه منظور بررسي  :آزمون رنگ سنجي
به . افزايش بيان تراژن، از آزمون فعاليت كيتيناز استفاده شد

  ن كلوئيديشامل كيتي) lµ500(اين منظور واكنشي 
)mg 8/3(   به عنوان سوبسترا و محلول آنزيمي) حاوي

 37دقيقه در  60به مدت ) ي برگيديسكهاعصاره پروتئيني 
 واكنش با اضافه كردن يك ميلي ليتر. درجه قرار گرفت

NaCl (1%)6000دقيقه در  5به مدت . ، متوقف شد g 
بافر  μl 100مايه رويي با اضافه كردن . وژ انجام شديسانتريف

مقدار . پتاسيوم تترابورات به مدت سه دقيقه جوشانده شد
ml3  واكنشگرDMAB ميزان زير . به محلول اضافه شد

توسط  (GLcNAc)واحد آزاد شده ان استيل گلوكزامين 
 ).26( روش زيلينگر و همكاران مورد بررسي قرار گرفت

دقيقه به  60توليد يك ماكرومول محصول واكنش، در 
  .حد فعاليت آنزيمي در نظر گرفته شدعنوان يك وا

به منظور بررسي فعاليت ضد  :بررسي فعاليت ضد قارچي
قارچي عصاره سلولي گياهان تراريخت، از روش آزمون 

. استفاده گرديد  (radial diffusion method) نشر شعاعي
از محيط رشد قارچهاي  mm 5ي آگار با قطر ديسكها

قرار  PDAليت حاوي بيمارگر جدا شده و در مركز يك پ
 cm 3پس از اينكه اندازه كلني قارچ به حدود . داده شد

رسيد در لبه هاي آن چند چاهك ايجاد شده و عصاره 
 48پليتها به مدت . ساعت به آنها اضافه شد 3برگها هر 
  .درجه نگهداري شد 28ساعت در 

با روش  قارچهابررسي كمي ميزان مهار رشد 
Microspectrophotometric assay در اين . انجام گرفت

هر چاهك حاوي . خانه اي استفاده شد 96روش از پليت 
)mg/ml 16(PDB اسپور يا قطعات ميسليوم  2000، حدود

برگهاي گياهان تراريخت و  )µg 40( و عصاره پروتئيني
  غير تراريخت تيمار شده با محرك و آب تا حجم نهايي

µl 200 درجه به  27ماي پس از قرار دادن پليت در د. بود
نانومتر توسط  595دقيقه، جذب در طول موج  30مدت 

 ,ASYS Hitech GmbH( دستگاه الايزا

Eugendorf, Austria (ميزان جذب بعد از . خوانده شد
براي . ساعت مجددا اندازه گيري و ثبت گرديد 48گذشت 

ميزان مهار رشد بر . ر گرفته شدظهر تيمار سه تكرار در ن
كه در . محاسبه شد x 100 [ΔC/(ΔC – ΔT)]اساس فرمول 

 ΔTميزان جذب تصحيح شده براي نمونه شاهد و  ΔCآن 
. مقدار جذب تصحيح شده نمونه مورد بررسي مي باشد

 595جذب تصحيح شده عبارت است از ميزان جذب در 
ساعت منهاي مقدار جذب اندازه گيري  48نانومتر بعد از 

  . دقيقه 30شده در 

چي همچنين در سطح ميكروسكوپي مورد فعاليت ضد قار
از محيط كشت حاوي  mm33 قطعه. بررسي قرار گرفت

روي سطح تميز يك لام شيشه اي قرار  R. solaniقارچ 
 48تا  24. ه اي مرطوب انكوبه شدظگرفت و داخل محف

از عصاره پروتئيني برگهاي تيمار شده  µl100  ساعت بعد،
ه شده روي لام دتربا محرك يا آب روي ميسليوم هاي گس

عصاره پروتئيني هر يك ساعت يك بار  تأثير. قرار گرفت
توسط ميكروسكوپ نوري مورد بررسي و ارزيابي قرار 

  . گرفت

مراحل نرمال سازي داده ها و رسم گرافها  :آناليز داده ها
و آناليز آماري داده ها با  Excel 2010به وسيله برنامه 

  .انجام شد SPSS 18استفاده از برنامه آماري 

  نتايج
، با جايگزين كردن ژن  pGFCدر اين تحقيق، ناقل بياني 

اين ساخته شده در ) ChBD + Chit42(كيتيناز كايمري
  pGFFدر ناقل  gusبه جاي ژن  )12(تحقيقاتي  گروه

ساخته  )23( بيمارگرحاوي پيشبر ساختگي القاء پذير با 
عملكرد  همچنين به منظور بررسي و مقايسه). 1شكل(شد 

كه  pGMPCپيشبر ساختگي القاء شونده با بيمارگر، سازه 
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به دست pGFC  از پيشبر FFبا حذف عناصر كنشي سيس 
حاوي  پيشبر  pBISM2به عنوان شاهد منفي و سازه  ،آمد

 به عنوان شاهد مثبت ساخته شد CaMV35Sدائمي 
و  PCRآزمون  صحت همسانه سازي توسط . )1شكل(

سپس، اين سازه . يد قرار گرفتأيورد تسپس توالي يابي، م
 R Line Hyollaها با روش آگروباكتريوم به گياه كلزا رقم

  .منتقل شدند  308

 
در بالادست ناحيه  Fدو عنصر ( SP-FFحاوي پيشبر pGFCسازه.پيشبرهاي مصنوعي ساخته شدهT-DNAتصوير شماتيك ناحيه -1شكل

به عنوان ( CaMV35Sحاوي پيشبر دائمي  pBISM2و سازه ) به عنوان شاهد منفي(پيشبر حداقل  حاوي فقط pGMPC، سازه )پيشبر حداقل
  ).شاهد مثبت

LB - left border, Nos-T - nopaline synthase terminator, NptII - neomycin phosphotransferase II, Nos-P - 
nopaline synthase promoter, MP - sequence of -46 to +8 from the CaMV35S promoter as minimal promoter, 
chimeric chitinase (chit42 gene + ChBD (chitin binding domain)) RB - right border. pAg7- agropine synthase 
gene poly (A) terminator. The position of primers are shown (top) 

نتخابي انجام مراحل باززايي گياهان، روي محيط كشت ا
يد تراريختي اين گياهان با استفاده از تكنيكهاي أيشده و ت

). 2شكل( و سادرن بلات انجام گرفت PCRمولكولي 
نتيجه آزمون سادرن حضور يك تا سه نسخه از تراژن را در 

كليه گياهان تراريخت مورد . نمود تأييدگياهان تراريخت 

از بين . دبررسي داراي رشد و نمو و ظاهري طبيعي بودن
،  pGFCسازه  T-DNAگياهان تراريخت دريافت كننده 

كه حاوي تك ) 26و  25، 13، 3گياهان شماره (چهار لاين 
ي بعدي انتخاب شدند بررسيهانسخه از تراژن بودند براي 

  ). b2 شكل(

 و   Chit42F3 با استفاده از آغازگرهاي  ژنومي DNAجفت بازي از  589تكثير قطعه . PCRتراريختي گياهان، با آزمون  تأييد) a -2شكل 

Chit42R3 .1 :  ،ماركر مولكولي : 11لاينهاي كلزاي تراريخت، : 10تا  2كلزاي غير تراريختMix ،12 : پلاسميدpBISM2 .b  ( آزمون سادرن
 يانجام الكتروفورز و انتقال به غشاهضم شده و بعد از  HindIIIژنومي استخراج شده از گياهان، با آنزيم برشي  DNA. بلات گياهان تراريخت

لاينهاي كلزاي : 9تا  4و  2گياه غير تراريخت، : wt . جفت بازي نشان دارشده با ديگوكسي ژنين انجام گرفت 589نايلوني، هيبريداسيون با پروب 
  .Mixماركر مولكولي : pBISM2 ،Mپلاسميد : c تراريخت، 
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محركهاي  تأثير :و بررسي فعاليت آنزيمي محركهاتيمار با 
متيل جاسمونات و ساليسيليك اسيد در بيان تراژن در 

با استفاده از بررسي  SP-FFگياهان تراريخت حامل پيشبر 
نتايج نشان . فعاليت آنزيم كيتيناز مورد ارزيابي قرار گرفت

داد كه ميزان فعاليت آنزيمي در برگ گياهان تراريخت 
عناداري نسبت تيمار شده با متيل جاسمونات به صورت م

به حالت قبل از تيمار و همچنين نسبت به گياهان حاوي 
. پيشبر حداقل و گياهان غير تراريخت افزايش يافته است

اين در حالي است كه تغيير معناداري در پاسخ به محرك 
  ).3شكل(سيد مشاهده نشد اساليسيليك 

ي برگي گياهان ديسكهابيست و چهار ساعت پس از تيمار 
به عنوان (غير تراريخت با محركها و آب  تراريخت و

، پروتئين تام از اين برگها استخراج شده و مورد )شاهد
نتايج نشان داد  كليه لاينهاي تراريخت . بررسي قرار گرفتند

برابر افزايش در فعاليت كيتينازي نسبت به  4/6تا  1/3بين 
حالت تيمار با آب نشان دادند كه از نظر آماري تفاوت 

  ).   3شكل( (p < 0.01)معني داري محسوب مي شود

  
). ميلي مولار 2(و ساليسيليك اسيد ) ميكرو مولار 50(بررسي فعاليت كيتينازي لاينهاي مختلف در پاسخ به تيمار محركهاي متيل جاسمونات  -3شكل

. درجه انكوبه شدند و سپس فعاليت كيتينازي مورد ارزيابي قرار گرفت 22ساعت در دماي  24ي برگي پس از قرار گرفتن در معرض محركها، ديسكها
كرومول محصول ييك م توليد. تيمار آب به عنوان كنترل در نظر گرفته شد. خطاي استاندارد با سه تكرار مي باشد  داده ها نشان دهنده ميانگين 

  .رنگي در ساعت به عنوان يك واحد آنزيمي در نظر گرفته شد
به  pGFC25و  pGFC13در بين لاينهاي مورد ارزيابي 

ه ب. ترتيب كمترين و بيشترين ميزان القاء را نشان دادند
در  القايي علاوه، ميزان افزايش  فعاليت آنزيمي در پيشبر

نزديك به پيشبر  تقريباًپاسخ به محرك متيل جاسمونات 
اين در حالي است كه فعاليت آنزيمي اين پيشبر . دائمي بود

در مقايسه با گياه غير تراريخت و گياه حامل سازه پيشبر 
نتايج نشان . بيشتر بود كاملاً) به عنوان شاهد منفي(حداقل 

داد كه ميزان فعاليت كيتينازي در پاسخ به محرك 
هان تا اندازه اي افزايش يافت گيا ساليسيليك اسيد در همه

اما ميزان اين افزايش تفاوت معني داري با ميزان افزايش در 

 يد عدم تحريك پيشبرؤگياهان شاهد منفي نداشت، كه م
نتايج نشان مي . در پاسخ به اين محرك مي باشد القايي

دهد هر دو محرك ساليسيليك اسيد و متيل جاسمونات تا 
اليت كيتينازي در گياهان شاهد اندازه اي موجب افزايش فع

مي تواند به  كه احتمالاً) 3شكل(و غير شاهد مي شوند 
  .دليل القاء ژنهاي كيتينازي گياه در برابر محركها باشد

عصاره پروتئيني گياهان  تأثير: بررسي فعاليت ضد قارچي
 محركهاتراريخت و غير تراريخت، قبل و بعد از تيمار با 

  و  S. sclerotiorumمارگر ي بيقارچهابر روي رشد 
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R. Solani  با استفاده از آزمونmicrospectrophotometry 
نتايج نشان داد ميزان مهار رشد . مورد ارزيابي قرار گرفت

 القايي قارچ توسط عصاره پروتئيني گياهان حامل پيشبر
تا حد قابل توجهي  پس از تيمار با محرك متيل جاسمونات

اليت ضد قارچي و اثر مهار بيشترين فع. افزايش يافت
كنندگي در بين گياهان تراريخت،  مربوط به لاينهاي 

pGFC3  وpGFC25  بود كه بالاترين ميزان القاء پذيري و
ميزان  ).5و  4شكل( فعاليت آنزيمي را نشان داده بودند

ين تر بود، با اين يفعاليت ضد قارچي در دولاين ديگر پا
مقايسه با گياهان آنها، در حال مقدار مهار مشاهده شده در 

به عنوان ) pGMPC(غير تراريخت و حامل پيشبر حداقل 
  .شاهد منفي به صورت معني داري بيشتر بود

 

عصاره پروتئيني گياهان تراريخت و غير تراريخت تيمار تأثير -4شكل
و ساليسيليك اسيد ) ميكرو مولار 50(ي متيل جاسمونات محركهاشده با 

داده ها .  S. sclerotiorum بر ميزان مهار رشد قارچ ) رميلي مولا 2(
  .خطاي استاندارد با سه تكرار مي باشد  نشان دهنده ميانگين 

عصاره پروتئيني گياهان تراريخت و غير تراريخت تيمار تأثير-5شكل 
و ساليسيليك ) ميكرو مولار 50(ي متيل جاسمونات محركهاشده با 

داده ها . R. solani ميزان مهار رشد قارچ بر ) ميلي مولار 2(اسيد 
  .خطاي استاندارد با سه تكرار مي باشد  نشان دهنده ميانگين 

  

   S. sclerotiorumميزان مهار مشاهده شده بر عليه قارچ 
 R. solaniبيش از  لاينهادر تمام  ، تقريباً) درصد 54 - 78(
كه مهار  اين موضوع تأييدبه منظور . بود )درصد 41 – 50( 

رشد مشاهده شده در آزمايش تا حد قابل توجهي به دليل 
بيان تراژن مي باشد نه به دليل تركيبات دفاعي داخلي  تأثير

گياه، عصاره پروتئيني از گياهان غير تراريخت و تراريخت 
حاوي پيشبر حداقل كه به عنوان شاهد منفي در نظر گرفته 

داده ها . گرفتند شده بودند مورد ارزيابي و مقايسه قرار
نشان داد تفاوت معني داري ميان گياهان تراريخت حامل 

و  4 هاي شكل(و گياهان شاهد وجود دارد  القايي پيشبر
5 .(  

 S. sclerotiorumي قارچهاعصاره پروتئيني بر  تأثيربعلاوه، 
 radial diffusion(توسط آزمون نشر شعاعي  R. solaniو 

assay(ي لاينهادر اين بررسي، . رفت، مورد ارزيابي قرار گ

pGFC3  ،pBISM28 )و ) به عنوان شاهد مثبت
pGMPC11 )كه حاوي تك نسخه از ) به عنوان شاهد منفي

روگرم يكم 50مقدار . تراژن بودند مورد استفاده قرار گرفتند
از پروتئين تام از هر گياه به چاهكهاي ايجاد شده روي 

 ر رشد بررسيپليت رشد قارچ افزوده شد و ميزان مها
نتايج نشان داد عصاره پروتئيني گياهان تراريخت . گرديد

قادر به مهار بيمارگر هاي قارچي مي  ،تيمار شده با محرك
همچنين پس از تيمار با محرك متيل جاسمونات، . باشند

با لاين حاوي پيشبر  القايي سطح مهار در لاين حاوي پيشبر
اما در حالت . اشدمشابه مي ب تقريباً) شاهد مثبت(دائمي 

تيمار با ساليسيليك اسيد ميزان مهار مشاهده شده در لاين 
به طرز مشهودي از مهار  القايي تراريخت حاوي پيشبر

عصاره پروتئيني گياه شاهد مثبت در هر دو قارچ بيمارگر 
  ).6شكل(كمتر بود 
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ي لاينهاعصاره پروتئيني  تأثيربررسي  -6شكل 
ي قارچها، بر مهار رشد ركهامحتراريخت تيمار شده با 

روي  تأثير) a. بيمارگر، با استفاده از آزمون نشر شعاعي
پس از تيمار با محرك متيل  R. solaniقارچ 

 S. sclerotiorumروي قارچ  تأثير) bجاسمونات ، 
روي  تأثير) cپس از تيمار با محرك متيل جاسمونات ، 

ك پس از تيمار با محرك ساليسيلي R. solaniقارچ 
پس از  S. sclerotiorumروي قارچ  تأثير) dاسيد ، 

عصاره لاين : 1تيمار با محرك ساليسيليك اسيد ، 
pBISM28  ،2 : عصاره لاينpGFC3  تيمار شده با

: 4تيمار شده با محرك،  pGFC3عصاره لاين : 3آب، 
عصاره گياه غير : pGMPC11 ،5عصاره لاين 

  .بافر استراج پروتئين: 6تراريخت، 

 
عصاره  تأثيرهمچنين، تغييرات مورفولوژيك ناشي از 

بر ) شاهد منفي( pGMPC11و   pGFC3ي لاينهاپروتئيني 
توسط ميكروسكوپ نوري  R. solaniروي ميسليوم قارچ  

نتايج نشان داد عصاره پروتئيني . مورد بررسي قرار گرفت

تيمار شده با محرك متيل جاسمونات  pGFC3برگ گياه 
ديواره و نوك هيفها مي باشد در حالي  قادر به هضم

ه اي رو ميسليومها ظقابل ملاح تأثيرعصاره گياه كنترل 
  ).7شكل( نداشت

 
 

تغييرات مورفولوژيك ايجاد شده در  - 7شكل 
پس از قرار  R. solaniميسليومهاي قارچ 

گرفتن در معرض عصاره پروتئيني گياهان 
 6، ميسليومها) a. تيمار شده با متيل جاسمونات

ساعت پس از قرارگيري در معرض عصاره 
تغييرات (به عنوان شاهد  pGMPC11لاين 

) b-d). مشاهده نمي شود قابل ملاحظه
ساعت پس از  6و  4، 2ميسليومها، به ترتيب 

. pGFC3قرار گيري در معرض عصاره لاين 
  .  مشهود مي باشد هضم ديواره هيفها كاملاً

 
  بحث
در زمان  يشبرهايي كه صرفاًي مقاومت تحت پژنهابيان 

گي در پروژه هاي رحضور بيمارگر فعال مي شوند مزيت بز
ظرف سالهاي اخير . تراريختي گياهان محسوب مي شود

بررسي پيشبرهاي القاء شونده با بيمارگرها موجب شناسايي 
  از جمله(خانواده هاي مختلفي از عناصر كنشي سيس 

W-box (كه دارند قابليت  شده كه به دليل ساختار مجزايي
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 مهندسي و توليد پيشبرهاي ساختگي را افزايش داده است
  ).5و3(

كه از دو  SP-FFپيشتر مشخص شد كه پيشبر ساختگي 
در بالادست ناحيه پيشبر حداقل  Fعنصر كنشي سسيس 

CaMV35S القاء پذيري قابل توجهي  ،تشكيل شده است
ي كهامحري كيتين، متيل جاسمونات و محركهادر پاسخ به 

در اين مطالعه پيشبر  ).23( قارچي از خود نشان مي دهد
ساختگي القاء پذير با بيمارگر، جهت كنترل بيان ژن كيتيناز 

با ظرفيت اتصال به كيتين و فعاليت ضد (كايمري جديد 
گياه كلزا مورد استفاده قرار گرفت تا  رد ،)12( )قارچي بهتر

راريختي گياهان بر توان بالقوه آن براي استفاده در پروژه ت
  . هاي قارچي مورد ارزيابي قرار گيرديعليه بيمار

شواهد بسيار نشان مي دهد سطح مولكولهاي پيام رسان 
 ).17( دفاعي در زمان آلودگي به بيمارگرها افزايش مي يابد

از اين رو دو مولكول پيام رسان مهم گياهي يعني متيل 
يزان القاء جاسمونات و ساليسيليك اسيد جهت ارزيابي م

پذيري پيشبر ساختگي و بيان تراژن مورد نظر در پاسخ به 
  .  مورد استفاده قرار گرفت محركهااين 

 ي برگي گياهان تراريخت نشان داد پيشبرديسكهاتيمار 
در پاسخ به محرك متيل جاسمونات افزايش بيان  القايي

قابل توجهي نشان داد در حالي كه ميزان افزايش فعاليت 
در زمان تيمار با ساليسيليك اسيد نسبت به حالت آنزيمي 

  ).3شكل(كنترل تفاوت معني داري نداشت 

گياهان شاهد مثبت و  همچنين مشخص شد كه در همه
منفي تيمار با محرك موجب افزايش فعاليت كيتينازي مي 

كيتينازهاي داخلي گياه  القايي به دليل بيان شود كه احتمالاً
ان فعاليت آنزيمي در گياهان مقايسه بين ميز. مي باشد

مختلف در حالت تيمار با آب نشان داد تفاوت معني داري 
به جزء گياه شاهد (بين آنها و گياهان شاهد وجود ندارد 

كه نشان دهنده ) مثبت كه داراي بيان دائمي تراژن مي باشد
  ). 3شكل(مي باشد  القايي ضعيف پيشبر بيان پايه

تحقيق نشان داد نه تنها  به دست آمده در اين داده هاي
در برابر محرك متيل جاسمونات  SP-FFپيشبر ساختگي 

القاء پذير مي باشد بلكه سطح و ميزان بيان تراژن در حالت 
) pGFC13(يي با كمترين سطح بيان لاينهاالقاء، حتي در 

. براي مهار و كاهش رشد بيمارگرهاي قارچي مناسب است
يي با بالاترين لاينها بعلاوه كليه گياهان تراريخت حتي

، در مقايسه با گياهان )pGFC3(سطح بيان تراژن 
مقايسه  .تراريخت، رشد و نمو و ظاهر طبيعي داشتندغير

عصاره پروتئيني برگ گياهان تراريخت، قبل و بعد از تيمار 
با محرك نشان داد كه كيتيناز كايمري عامل تفاوت معني 

ه ب .بات داخلي گياهدار ميزان مهار مي باشد نه ساير تركي
فقط نوك هيف را تحت  علاوه كيتينازهاي گياهي معمولاً

قرار مي دهند و توان تجزيه موثر و قوي اسپور و  تأثير
در  ).16 و 13، 6( ساختارهاي سخت كيتيني را ندارند

ر به دحالي كه كيتينازهاي قارچي علاوه بر نوك هيفها، قا
يوم هاي بالغ تجزيه ديواره هاي سخت كيتيني در ميسل

   ).11 و 10، 9، 8( باشند مي

مشاهدات ميكروسكوپي در اين تحقيق مشخص نمود، 
ي تراريخت تيمار شده با متيل لاينهاعصاره پروتئيني 

 جاسمونات قادر به هضم ديواره سلولي ميسليومهاي قارچ 

R. solani تصوير ميكروسكوپي مويد هضم . مي باشند
قط در نوك كه در سرتاسر آن ديواره بسياري از هيفها نه ف

در . )7شكل( و بيرون ريختن پروتوپلاست آنها مي باشند
حالي كه در ميسليومهاي تيمار شده با عصاره پروتئيني 

  . ت قابل ملاحظه اي مشاهده نشداشاهد، تغيير

نتايج آزمون نشر شعاعي نشان داد عصاره پروتئيني گياهان 
و القاء ) pBISM28(تراريخت حاوي پيشبرهاي دائمي 

تيمار شده با متيل جاسمونات، هر دو كم و ) pGFC3(پذير 
بيش به يك اندازه و بسيار كارآمد قادر به مهار رشد 

  .مي باشند R. solaniو  S. sclerotiorumبيمارگرهاي 

از آنجاكه مسيرهاي پيام رساني متيل جاسمونات، مرتبط با 
  مانندايجاد مقاومت در برابر بيمارگرهاي نكروتروف 
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S. sclerotiorum و يافته هاي فعلي و ) 18 و 2( مي باشند
نسبت به اين  SP-FFقبلي، نشان دهنده القاء پذيري پيشبر 

نتايج به دست آمده  ،در مجموعبنابراين . باشد محرك مي
در اين تحقيق مشخص مي كند ژن كيتيناز كايمري تحت 

 SP-FFكنترل پيشبر ساختگي القاء پذير با بيمارگر 

تواند به عنوان گزينه اي مناسب براي ايجاد مقاومت به  مي
بيماريهاي قارچي به ويژه پوسيدگي اسكلروتينيايي ساقه در 

علاوه اين پيشبر ه ب. گياهان مورد استفاده قرار گيرد
تواند براي كنترل بيان ساير ژنهاي مقاومت در گياهان  مي

  . مورد استفاده قرار گيرد
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Transformation of canola with a chimeric chitinase gene under 
control of the SP-FF synthetic pathogen-inducible promoter 

Moradyar M., Zamani M.R.., Motallebi M. and Aghazadeh R. 

Plant Biotechnology Dept., National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology (NIGEB), Tehran, I.R. of 
Iran 

Abstract 

Plants are constantly challenged by the invading pathogens in their natural habitat. 
Expression of defensive genes from a promoter that is specifically activated in response 
to pathogen invasion is highly desirable for engineering disease-resistant plants. In this 
study, synthetic promoters were placed upstream of the chimeric chitinase defense gene 
to produce transformation vectors. Canola plants were transformed with three 
constructs, pGFC, pGMPC, pBISM2 containing synthetic promoters, SP-FF (FF 
elements + minimal promoter), SP-MP (only minimal promoter), and the CaMV 35S 
constitutive promoter, respectively. Enzyme activity assay indicated that the synthetic 
pathogen-inducible promoter (SP-FF) was responsive to the Methyl jasmonate (MJ) 
elicitor, whereas pGMPC, as a negative control did not respond.  Transgenic lines were 
also evaluated for antifungal activity against  two phytopathogenic fungi. Data show 
that leaf extracts from transgenic plants containing the SP-FF promoter treated with MJ, 
strongly inhibited fungal growth, especially that of  Sclerotinia sclerotiorum, the major 
pathogen of canola. Results indicated that not only the SP-FF synthetic promoter is 
highly responsive to MJ, as an important chemical signal in necrotrophic pathogen 
defense, but the induced expression of the transgene under control of the synthetic 
promoter can increase the resistance of transgenic plants against pathogenic fungi.   

Key words: Synthetic promoter; Canola; Chimeric chitinase; Antifungal activity.   
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