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مهم  هایيکی از بيماری Sclerotinia sclerotiorumپوسيدگی اسکلروتينيايی ساقه با عامل بيماری 

های مهندسی ژنتيک از طريق کاربرد روش .شودمحسوب می (Brassica napus) قارچی کلزا

های کنترل شيميايی برای روش جايگزينیتواند نويد بخش مفيد در گياه، می یهاافزايش بيان ژن

فوذپذيرکردن غشای سلول مهاجم، باعث از پپتيدهای ضد ميکروبی هستند که با نها، دفنسين .باشد

ژن در اين تحقيق، . توانند کانديد مناسبی جهت تراريختی باشندو می شوندها میبين رفتن آن

تحت  pBI121در وکتور بيانی ( Raphanus sativus)با منشا گياه تربچه ( Rs-AFP1)دفنسين 

از طريق تراريختی با  (pBINZP1)سازه نوترکيب حاصل . سازی شدهمسانه CaMV35Sپروموتور 

مراز ای پلیتوسط واکنش زنجيره  T0گياهان ترايخت  نسل . آگروباکتريوم به گياه کلزا منتقل شد

های تراژن دست آمد و تعداد نسخههدرصد ب 2/9نرخ تراريختی . و آزمون سادرن بلات تائيد شدند

تک  ليت ضد قارچی گياهان تراريختفعا .متغير بود سهالی  يکگياهان تراريخت بين در ژنوم 

های زيست آزمونترتيب توسط به T2 و گياهان تراريخت هموزيگوت در نسل  T0نسخه در نسل

که بيان ژن دفنسين در  نشان دادنتايج . ای بررسی شدندو آزمون گلخانه ایسنجی درون شيشه

 بت به گياهان غير تراريختنس کلزای تراريخت، باعث ارتقا مقاومت در برابر اين قارچ بيمارگر

 . استشده
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روغنی در جهان است که همانند  لزا یکی از محصولات عمدهک

های متعددی تولید آن با چالش بسیاری از محصولات زراعی

 Grover)های زیستی و غیر زیستی همراه است انواع تنشازجمله 

and Pental 2003; Dutt et al. 2005; Ullah et al. 2010.) 

 Sclerotinia با عامل بیمارینیا پوسیدگی ساقه اسکلروتی

sclerotiorum این قارچ . های کلزاستترین بیمارییکی از مهم 

در  ،زا بودهعامل بیماری های روغنی،بسیاری از دانهبرای  که

 و( Hemmati et al. 2009)سرتاسر جهان نیز پراکنش داشته 

-درصدی عملکرد و کیفیت روغن کلزا می 01تا  11باعث کاهش 

های متداول برای کنترل از میان راهکار (.Gao et al. 2014) شود

های شیمیایی و های قارچی از جمله به کار بردن نهادهبیماری

روبرو هستند،  ییهامحدودیت ای اصلاح سنتی که اغلب بااجر

های گیاهی است مهندسی ژنتیک رویکردی مهم در کنترل بیماری

در گیاهان را جهت کنترل  های سودمندژن کارگیریهبامکان که 

 توان بهاز مزایای این رهیافت می. سازدپذیر میها امکانبیماری

هایی هستند روتئینانتقال اشاره کردکه قادر به تولید پ هایروش

 van der) بخشندمیزان مقاومت در برابر بیماری را بهبود میکه 

Biezen et al. 2001 .)بی جهت های ضد میکرواز پروتئین بسیاری

اند طور کامل شناسایی شدههای ایمنی در گیاهان بهالقا پاسخ

(Francois et al. 2002 .)های ضد قارچ، پروتئیناز میان پروتئین-

ها به لحاظ ایجاد مقاومت ایی مانند دفنسینزهای مرتبط با بیماری

نسبت به بقیه ابر آلودگی قارچی در بسیاری از گیاهان ردر ب

با منشا گیاه تربچه  Rs-AFPمانند دفنسین . هستند ترشناخته شده

(Raphanus sativus)دفنسین ، Ah-AMPبا منشا شاه بلوط هندی 
(Aesculus hippocatanum ) و دفنسینAlfAFP  با منشا یونجه

(Medicago sativa )(Prema1 and Pruthvi 2012). ها دفنسین

ازی، با وزن های غنی از سیستئین، به شدت بای از پپتیدطبقه

هستند که به لحاظ تکاملی و ( کیلو دالتون پنج)ین یمولکولی پا

شوند محسوب می (اسید آمینه 55تا  55) کوچک یساختار

(Thomma et al. 2002 .)های مختلف ها در انداماین پروتئین

اند ها شناسایی شدهها، غلاف، بذر و غدهها، گلگیاهی مانند برگ

(Wong and Ng 2005.) پلاسمایی  یها در غشااین پروتئین

از رشد و  در نهایتهای پاتوژن نفوذپذیری ایجاد کرده و قارچ

نمو قارچ بدون اینکه هیچ نوع مسمومیتی برای گیاه و یا جاندار 

-دفنسین(. Thomma et al. 2002) کنندداشته باشند جلوگیری می

فعالیت اند که تاکنون شناسایی شده های گیاهی مختلفی

-را نشان میهای قارچی طیف وسیعی از پاتوژن بازدارندگی علیه

با منشا  Tfgd1 عنوان مثال، فعالیت بازدارندگیبه. دهند

Trigonella foenum-graecum علیه Rhizoctonia solani (Olli 

and Kirti 2005)، PgD5  با منشاPicea glauca علیه R. solani 

(Picart et al. 2012)  وRs-AFP2 ا منشاب R. sativus علیه R. 

solani،Alternaria longipes و Magnoporthe oryzae (Jha and 

Chattoo 2010 )اندشناسایی شده.  

گیاهان مختلفی  ها درهای رمز کننده دفنسینافزایش بیان ژن

از . ای را در پی داشته استبررسی شده و نتایج مثبت و ارزنده

ن دفنسین جدا شده از یونجه جمله، ادغام و بیان پایدار ژ

(MSDef1) های فرنگی، که باعث افزایش مقاومت لاینبه گوجه

است شده F. oxysporumزای تراریخت نسبت به قارچ بیماری

(Abdallah et al. 2010.) هایقارچ M. oryzae وsolani R. 

های برنج هستند که باعث محدودیت ترین پاتوژنمهم ازجمله

یک دفنسین  Dm-AMP1. شوندتولید آن می شدید در قابلیت

ست که جهت افزایش ا Dahlia merckiiگیاهی جدا شده از 

. استزا مذکور به برنج منتقل شدههای بیماریمقاومت به قارچ

باعث سرکوب رشد  Dm-AMP1نتایج نشان دادند که بیان دائم 

M. oryzae وR. solani شددرصد  22و  05ترتیب تا به (Jha et 

al. 2009 .) دفنسین ضد قارچی یونجه(alfAFP) فعالیت قابل ،

که به لحاظ  V. dahliaتوجهی در مقابله با پاتوژن قارچی 

بیان این پپتید در سیب . دهدکشاورزی مهم است از خود نشان می

زمینی، باعث افزایش مقاومت در شرایط گلخانه و مزرعه شد 

(Gao et al. 2000 .)ین افزایش بیان ژن دفنسRs-AFP2  با منشا

انجام  در برنج A. tumefaciensاز طریق  R. sativusگیاه تربچه 

های رشد قارچ ،Rs-AFP2نتایج نشان داد که افزایش بیان ژن . شد

M. oryzae  وR. solani درصد  55درصد و  22ترتیب تا را به

در خربزه نیز  (.Jha and Chattoo 2010) محدود کرده است

موجب  Wasabi japonica Lژن دفنسین با منشا افزایش بیان 

 A. solaniهای های تراریخت نسبت به قارچافزایش مقاومت لاین
 (.Ntui et al. 2011)است شده F. oxysporum و

  مقدمه
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 .Rادغام و بیان ژن دفنسین از گیاه  تربچهنظور مبه این تحقیق،

Sativus (Rs-AFP1 ) استفاده از از طریق تراریختی با  گیاه کلزابه

Agrobacterium tumefaciens دفنسین گیاهی . انجام شدRs-

AFP1 ( 1992) برای اولین بار توسطTerras et al.  از بذر گیاه

اند علیه بسیاری از این پپتید از آنجاکه می تو. تربچه جدا شد

 ،Necttria haematococca،Fusarium oxysporum  ها نظیرقارچ

F.culmorum و Botrytis cinerea  فعالیت مهاری داشته باشد

(Prema1 and Pruthvi 2012)، منظور تراریختی گیاه کلزا به

های تراریخت حاصل نسبت به گیاهان غیر لاین .انتخاب شد

 .S نسبت به را از مقاومت سطوح بالاتریتراریخت 

sclerotiorum ایتواند منبع ژرم پلاسم بالقوهکه می نشان دادند 

را  های قارچی مهمزایش مقاومت در برابر سایر پاتوژبرای اف

 .فراهم آورد
 

 R lineرقم( .Brassica napus L)در این تحقیق از بذر کلزا 

Hyola 308 شرکت توسعه کشت دانه از این بذور. استفاده شد-

-درجه سانتی چهارو تا زمان استفاده در دمای  تهیه های روغنی

برای زیست سنجی  S. sclerotiorum گونهاز . گراد نگهداری شد

باکتری  DH5αاز سویه . شدگیاهان تراریخت استفاده 

Escherichia coli  از سویه جهت تکثیر و نگهداری سازه و

LBA4404 باکتری A. tumefaciens مورد نظر به  برای انتقال ژن

پژوهشگاه ملی مهندسی  از هااین باکتری. گیاه کلزا استفاده شد

  .ندشدژنتیک و زیست فناوری تهیه 

-RSژن  cDNAواجد  pJETME2 (Etebari et al. 2010)از سازه 

AFP1 (ژن دفنسین ) با منشا گیاه تربچه(R. sativus )چنین و هم

و نشانگر  gusواجد ژن  (Novageneاز شرکت) pBI121از ناقل 

انتخابی مقاومت به کانامایسین برای تهیه سازه ژنی جهت انتقال به 

برای انجام  Taq DNA-polymarase آنزیم. گیاه استفاده شد

 DNAآنزیمی  های مورد نیاز جهت هضمو آنزیم PCRواکنش 

ت آنزیم لیگاز جه چنینو هم  HindIIIو XbaI ،SacI  شامل

مواد شیمیایی مورد . دشتهیه  Fermentasواکنش اتصال از شرکت 

 و مواد مورد  Rocheاز شرکت  DNAسازی نیاز ونیز کیت خالص

 

 و سادرن بلات PCR هایآنالیز آغازگرهای به کار رفته در -1جدول 

 

کننده نیاز جهت تهیه محیط کشت گیاهی و باکتریایی و نیز تنظیم

های تهیه باکتری. شدندتهیه  Sigmaرشد گیاهی از شرکت 

های مستعد، هضم آنزیمی و مستعد، واکنش انتقال به باکتری

 Sambrooke andپلاسمیدی طبق دستورالعمل  DNAاستخراج 

Russel (2001 )انجام شد.  

 و تایید سازه آغازگر در مراحل مختلف ساخت، هشت تعداد

ر گرفتند همینطور تایید گیاهان تراریخت مورد استفاده قرا

ژن دفنسین و  cDNAحاوی  pJETME2پلاسمید  (.1جدول)

  SacIو XbaIهای برشی توسط آنزیم pBI121همینطور پلاسمید 

محصولات هضم شده بر روی ژل  بارگذاریپس از . ندشدهضم 

ژن دفنسین و  cDNA، قطعات مورد نظر شامل یک درصدآگاروز 

وز بازیافت از روی ژل آگار GUSفاقد ژن  pBI121پلاسمید 

سپس قطعات بازیافت شده پس از هضم آنزیمی توسط . شدند

توسط آنزیم لیگاز به همدیگر  SacIو  XbaIهای برشی آنزیم

 مستعد متصل شدند و در نهایت محصول واکنش اتصال به باکتری

E. coli  روی محیط  پس از کشت باکتری .منتقل شدLB  حاوی

عنوان نشانگر لیتر بهمیلی میکروگرم در 51کانامایسین با غلظت 

برای اطمینان از حضور ژن دفنسین در سازه نوترکیب، از  انتخابی،

. های نوترکیب حاصل، استخراج پلاسمید صورت گرفتکلونی

با استفاده از ترکیب آغازگرهای اختصاصی دو  PCRسپس واکنش 

چنین واکنش هضم آنزیمی توسط سر ژن و بدنه وکتور وهم

سازی جهت تائید همسانه HindIIIو  EcoRIی های برشآنزیم

 .انجام شد

 2-3 ،، ابتدا بذور کلزامنظور انتقال سازه نوترکیب به گیاه کلزابه

 21مقطر استریل، شستشو داده شده و سپس به مدت بار با آب

ها با بعد از آن نمونه. ندشددرصد غوطه ور  21ثانیه در اتانول 

درصد که به  یک (وکلریت سدیمهیپ)استفاده از محلول شوینده 

 نام آغازگر  توالی الیگونوکلئوتید

5ʹ-GCTCTAGAATGGCTAAGTTTGCGTCCATCATC-3ʹ  RDeff 

5ʹ-GGAGCTCTTAACAAGGAAAGTAGCAGATACAC-3ʹ  RDefr 

5ʹ-GCGAACAGTTCATACAGAGTCT-3ʹ  35S 

5ʹ-GTGAAGCTTCCCGATCTAGTAACAT-3ʹ  NOSR 

5ʹ-GGACTAACTGCATCAAGAACACAG-3ʹ  CaMV35SF 

5ʹ-GAAGGATAGTGGGATTGTGCGTC-3ʹ  CaMV35SR 

5ʹ-ATGATTGTACATCCTTCACG-3ʹ  virGf 

5ʹ-TGCTGTTTTTATCAGTTGAG-3ʹ  virGr 

  هامواد و روش
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دقیقه با تکان  15آن یک قطره دترجنت اضافه شده بود، به مدت 

مقطر استریل شستشو و در نهایت سه مرتبه با آب دادن استریل

 MS بذور فوق برای جوانه زدن روی محیط کشت. داده شدند
2

1 

 محیط .کشت داده شدند
2

1  MS همان محیط ،MS (Murashige 

and Skoog 1962) های آن به نصف کاهش است که غلظت نمک

بذرهای کشت شده، در اتاق کشت بافت تحت شرایط . یافته است

درجه  25ساعت تاریکی و دمای  هشتساعت روشنایی و  11

روزه که  پنجای گیاهان های لپهبرگ. گراد نگهداری شدندسانتی

و جوانه انتهایی  متر بود، جدامیلی 5-2ا حدود هطول دمبرگ آن

ساعت به محیط  50مدت ها بهسپس دمبرگ. دشها کاملاً قطع آن

 mg/Lدارای  MSکه همان محیط پایه ( کشتپیش)القای نوساقه 

5/3 BAP  ،g/L31  ساکاروز، و g/L2  0/5آگار با =pH  ،است

ده دریافت ها پس از این مرحله آماریزنمونه. منتقل شدند

 از کشت شبانه آگروباکتریوم تراریخت شده.باشندآگروباکتریوم می

(OD650=1)  3511با سرعت )رسوب تهیه شد rpm  11به مدت 

 ، سپس رسوب در محلول آغشتگی شامل(دقیقه
2

1 MS  وg/L11 

گلوکز و فاقد هورمون و حاوی استوسیرینگون  g/l11ساکاروز، 

(mg/L191 ) 2/5و باpH=  ساعت هوادهی  سهحل شد و پس از

های مورد ریزنمونه .مورد استفاده قرار گرفت rpm 101شیکر در 

ساعت بر روی  25ای شکل بودند که های لپهاستفاده شامل برگ

. قرار داده شده بودند( پیش کشت)محیط کشت القاء نوساقه 

ه در محیط دقیق 5-11مدت  ای شکل، بههای لپههای برگدمبرگ

هایی که علاوه نمونه)سوسپانسیون اگروباکتریوم قرار داده شدند 

ها نیز به مقدار زیاد با سوسپانسیون آغشته شده بر دمبرگ، برگ آن

بودند، بر روی کاغذ صافی استریل قرار داده شدند تا نسبتاً خشک 

، MS)کشتی ها در محیط همسپس نمونه(. دشون

mg/L5/3BAP،gr/L 31 روز وساکاg/L 2آگار )pH=5/8  کشت

درجه  25ساعت در تاریکی و در دمای  22به مدت  داده شدند و

ها به محیط انتخابگر القاء سپس ریزنمونه. گراد قرار گرفتندسانتی

، که (آگارg/L 2ساکاروز و MS ،mg/L5/3BAP،gr/L 31)نوساقه 

کانامایسین است، منتقل  mg/L15، سفوتاکسیم mg/L211حاوی 

روز در این محیط نگهداری شدند و  21ها حدود ریزنمونه. دشدن

های متعددی روی روز پس از کشت، نوساقه 11به فاصله حدود 

های تعدادی از این نوساقه .وجود آمدندها بهبعضی از ریزنمونه

تولید شده بر روی محیط انتخابی فوق سبز و زنده باقی ماندند و 

ومت به کانامایسین سفید یا بنفش علت عدم دریافت ژن مقابقیه به

های زنده مانده، سازه رسد نوساقهبه نظر می. شده و از بین رفتند

های سبز نوساقه. اندنوترکیب را دریافت نموده و تراریخت شده

باززایی شده روی محیط انتخابگر به محیط طویل شدن ساقه و 

 و mg/L 2/1IBAآگار،  g/L 2ساکاروز،  MS ،gr/L31)ریشه 

0/5=pH)  که حاویmg/L 211  ندشدسفوتاکسیم است منتقل .

های نیمه پر حاوی ترکیب  دار شده به گلدان های ریشه گیاهچه

های  وسیله پاکتکولیت منتقل و به مساوی از پیت، پرلیت، ورمی

ها ایجاد شد  منافذ کوچکی درون پاکت. پلاستیکی پوشانده شدند

تدریج این به. ون ایجاد شودتا سازگاری با شرایط رطوبتی فیتوتر

ساعت  22های پلاستیکی پس از  منافذ بیشتر و در نهایت پاکت

 .حذف شدند

 Dellaporta et ژنومی از روش تغییر یافته DNAجهت استخراج 

al. (1983) منظور ارزیابی خلوص و کیفیت به .استفاده شدDNA 

 یک درصد استخراج شده از روش الکتروفورز روی ژل آگارز

 و RDeffآغازگرهای  از Rs-AFP1جهت تکثیر ژن . ستفاده شدا

NOSR  دشاستفاده .PCR سازی در مخلوط واکنشی پس از بهینه

نانوگرم  MgCl2 ،31مولار میلی 5/1میکرولیتر، شامل  25به حجم 

DNA  ،مولار میلی 2/1میکرومولار آغازگر،  3/1الگوdNTP یک ،

 (10X)میکرولیتر بافر  5/2و  Taq DNA-polymaraseواحد آنزیم 

درجه  95در دمای سیکل اول با یک تکرار  .صورت گرفت

شامل دقیقه، سیکل دوم با چهل تکرار  15گراد به مدت یسانت

درجه  50ثانیه، دمای  11گراد به مدت درجه سانتی 95دمای 

گراد به مدت درجه سانتی 22ثانیه و دمای  11گراد به مدت سانتی

گراد درجه سانتی 22دمای  سوم با یک تکرار در سیکلثانیه و  11

 .گرفتانجام  دقیقه 11به مدت 

تر حضور و هدف از استفاده از آزمون سادرن بلات، بررسی بیش

در . های منتقل شده به ژنوم گیاه کلزا استهای ژن تعداد نسخه

و  PCRبا استفاده از  شده ابتدا پروب نشاندار روشاین 

 Dig labeled-dNTPو  CaMV35SF/ CaMV35SRآغازگرهای 

تهیه  bp 131به طول حدود  CaMV35S پروموتر با الگو قراردادن

های  سپس مراحل این آزمون شامل هضم آنزیمی نمونه .دش
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DNA وسیله آنزیم هیخت براستخراج شده از گیاهان تراHindIII، 

، هیبریداسیون و در نهایت ها، انتقال به غشا روفورز نمونهالکت

 DNAجهت انجام سادرن بلات از . ارسازی غشا انجام گرفتآشک

سازه عنوان کنترل منفی و از ژنومی گیاه کلزای غیر تراریخت به

 .دشعنوان کنترل مثبت استفاده به pBINZP1 بیانی

 Radial)برای انجام آزمون زیستی به روش انتشار شعاعی 

diffusion assay) (1991) از روش تغییر یافته Borglie et al. 

در مرکز پلیت حاوی  های نامبرده در این روش قارچ. دشاستفاده 

درجه  20و در دمای  کشت Potato Dextrose agarمحیط کشت 

ها قارچ که قطر رشد میسیلیومگراد نگهداری شدند تا زمانیسانتی

با توجه به میزان سرعت رشد قارچ، . متر رسیدسانتی 5/2-3به 

ها متر از انتهای رشد میسیلیوممیلی 2-5هایی با فاصله چاهک

های جوان و هم سن سپس پروتئین کل از برگ .ایجاد شدند

 در مرحله چهار برگی (شاهد)گیاهان تراریخت و غیر تراریخت 

 (1976)های استخراجی به روش غلظت پروتئین .دشاستخراج 

Bradford جهت تعیین غلظت مناسب پروتئین . گیری شداندازه

های مختلف، مجموعه ن تراریخت در مهار رشد قارچگیاها

سپس . شدمربوط به هر قارچ انجام  Serial Dilutionآزمایشات 

بر اساس نتایج بدست آمده از مجموعه )به میزان مساوی 

های از پروتئین( مربوط به هر قارچ Serial Dilutionآزمایشات 

به ( ختغیر تراری) استخراج شده از گیاهان تراریخت و شاهد

وی محیط کشت و در اطراف کلنی های تعبیه شده بر رچاهک

بررسی  ساعت 50نتایج پس از افته، اضافه شد ورشد ی قارچ

برای  .استاین آزمون برای هر نمونه، سه بار تکرار شده. شدند

 SYTOX غشای پلاسمایی از رنگ یبررسی میزان نفودپذیر

Green (1999) و روش تغییر یافته Thevissen et al. استفاده شد. 

 251به همراه ( متر مربعمیلی 5)بدین منظور قطعه ای از  قارچ 

 پنج، Potato Dextrose Broth 2/1 میکرولیتر از محیط کشت

میکروگرم پروتئین استخراج  55-51مول کلرید جیوه و میزان میلی

بر اساس نتایج بدست ) شده از گیاهان ترایخت و غیر تراریخت

ساعت  25به مدت ( Serial Dilutionجموعه آزمایشات آمده از م

دور در دقیقه انکوبه  111گراد با میزان درجه سانتی 20در دمای 

( pH=0) یک مولار Tris– HCl ها با محلولسپس نمونه. شدند

 SYTOXمیکرومول رنگ  2/1ها ، به آنندشست و شو داده شد

GREEN  درجه  20ساعت در دمای  ششاضافه شد و برای مدت

این آزمون برای هر . دور در دقیقه انکوبه شدند 111گراد با سانتی

ها با میکروسکوپ در نهایت نمونه. استنمونه، سه بار تکرار شده

نانومتر  excitation 501-511نوری و فلورسنت با طول موج 

 .بررسی شدند

 Liu et (2011) روش تغییر یافته از برای انجام آزمون تفرق نتاج

al.  که هایی نسخه، آنهای تراریخت تک از میان لاین .دشاستفاده

دست آمده از هترین فعالیت ضد قارچی را بر اساس نتایج ببیش

طور آزمون نفوذ پذیری غشا های زیست سنجی و همینآزمون

جهت انتقال به  (T13و  T5های یعنی لاین پلاسمایی نشان دادند

ها ی از دگرگرده افشانی گلجهت جلوگیر .انتخاب شدند T2نسل 

های زیر پوشش پلاستیک شفاف قرار گرفتن ودر نهایت غلاف

گراد نگهداری درجه سانتی چهارخشک شده برداشت و در دمای 

جهت بررسی نحوه تفرق تراژن ها از روش  T2در نسل  .شدند

ها نسبت به آنتی بیوتیک کانامایسین استفاده ارزیابی مقاومت لاین

بر رو محیط کشت   T2بذر از هر لاین ترایخت  51-11تعداد . شد

MS  گرم در لیتر آنتی بیوتیک کانامایسین میلی 31جامد به همراه

روز نحوه تفرق تراژن ها از  11پس از گذشت . کشت داده شدند

نامایسین های حاصل نسبت به کاطریق ارزیابی مقاومت گیاهچه

ز در محیط حاوی های سبحضورگیاهچه. مورد بررسی قرار گرفت

های حضور گیاهچهو  وجود ژن مقاومت کانامایسین نشان دهنده

عدم  نشان دهندهسفید و یا ارغوانی در محیط حاوی کانامایسین، 

های رشد که تمام گیاهچه هایینمونه. بوددریافت ژن مقاومت 

ها در محیط حاوی کانامایسین سبز بودند، هموزیگوت و یافته آن

ها سبز و برخی سفید یا برخی گیاهچه هادر آن که هایینمونه

د، همی زیگوت در نظر گرفته شدند و در نهایت ارغوانی بودن

ها در محیط حاوی های رشد یافته آنکه تمام گیاهچه هایینمونه

غیر تراریخت در نظر گرفته کانامایسین سفید یا ارغوانی بودند 

  .شدند

 

 .Wu et al (2009) ش از روش تغییر یافتهانجام این آزمایبرای 

در مرحله  T2در این آزمون گیاهان تراریخت نسل  .شداستفاده 

  نتایج و بحث
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توسط قارچ اسکلروتینیا آلوده  (روز پس از کشت 31)پنج برگی 

به این منظور از هر لاین ترایخت مورد نظر و همینطور . شدند

برگ با گیاه غیر تراریخت سه گلدان انتخاب و از هر گلدان دو 

دایره )اندازه مناسب انتخاب شده و یک تکه از محیط کشت جامد 

حاوی قارچ اسکلروتینیا به صورت ( مترمیلیچهار ای به قطر 

میزان آلودگی برگ  .وارونه، روی سطح بالایی برگ قرار گرفت

ساعت پس از تلقیح با قارچ، بررسی و عکسبرداری  22گیاهان، 

عنوان نیز به( متربرحسب میلی) قطر ناحیه آلوده به قارچ. شد

 . شاخص میزان آلودگی مورد استفاده و مقایسه قرار گرفت

تجزیه و تحلیل واریانس  به نیاز که های زیست سنجیآزمون در

 . شد استفاده SPSS (Ver. 15, USA) افزارداشت از نرم

طور ژن دفنسین و همین CDNAحاوی  pJETME2پلاسمید 

هضم  SacIو XbaIهای برشی با آنزیم توسط pBI121پلاسمید 

پس از  .انجام گرفتده و مراحل کلون کردن و انتقال به باکتری ش

های اختصاصی با آغازگر Colony PCRتائید اولیه توسط 

RDeff/RDefr (اندها نشان داده نشدهداده) ،های مختلف کلنی

با استفاده از  Rs-AFP1ژن  cDNAجهت تائید ساخت سازه واجد

 .(1شکل) و هضم آنزیمی مورد بررسی قرار گرفتند PCRگوی ال

-رفت از هضم آنزیمی سازه نوترکیب با آنزیمطور انتظار میهمان

  .شودخارج bp 1331قطعه  HindIIIو  EcoRIهای برشی 

 

 
در شکل شماتیک مشخص شده  PCRدر واکنش ها ؛ جایگاه اتصال آغازگرPCRبا آنالیز  Rs-AFP1واجد ژن  pBINZP1بررسی صحت ساخت سازه ( الف -1شکل

وتکثیر قطعه  RDefr و CaMV35S  با آغازگرهای PCRمحصول ( 2بازی مورد انتظار، جفت 253وتکثیر قطعه  RDefrو  RDeff با آغازگرهای PCRمحصول ( 1. است

با آغازگرهای  PCRمحصول ( 5بازی مورد انتظار، جفت 590ه وتکثیر قطع NosRو  Rdeffبا آغازگرهای   PCRمحصول ( 3بازی مورد انتظار، جفت 311حدودا 

CaMV35S  وNosR  کنترل منفی، (5بازی مورد انتظار، جفت 551وتکثیر قطعهM) مارکر  سایزDNA Ladder Mixبررسی صحت ساخت سازه ( ؛ بpBINZP1 

هضم سازه ( 2سازه نوترکیب بدون هضم آنزیمی، ( 1.استشماتیک مشخص شدههای برشی در شکل با الگوی هضم آنزیمی؛ جایگاه شناسایی آنزیم Rs-AMP1واجد ژن 

 .DNA Ladder Mix سایز مارکر( Mبازی مورد انتظار، جفت 1331و خروج قطعه   HindIIIو EcoRI های برشی نوترکیب با آنزیم
 

 

 

 

گذاری نام pBINZP1دست آمده پس از تائید هسازه نوترکیب ب

توسط  pBINZP1سازی شده در سازه نوترکیب ژن همسانه. شد

مقایسه توالی . های اختصاصی دو سر ژن، تعیین توالی شدآغازگر

 pJETME2دست آمده با توالی ژن دفنسین موجود در سازه هب

 .ید کردیصحت تکثیر ژن دفنسین را تا

-بهاز طریق آگروباکتریوم  به گیاه کلزا بیانیسازه پس از انتقال 

-ژنومی از برگ DNAمولکولی گیاهان تراریخت، منظور بررسی 

 .دشهای جوان و سبز گیاهان کلزای تراریخت و شاهد استخراج 

 T-DNAبرای اثبات حضور  NOSRوRDeff سپس با آغازگرهای 

 2/5نرخ تراریختی (. الف 2شکل )انجام گرفت  PCRمورد نظر، 
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 B. napus برای  دست آمدهمقادیر بهدست آمد که مشابه هدرصد، ب
(Wang et al. 2005 Liu et al. 2011; Ziaei et al. 2016;)  و

 .B. juncea (Cho et al و B. rapa های براسیکا ماننددیگر گونه

چنین با ژنومی هم DNAمحصول استخراج  .بود (2001

 (virGf/virGr)وباکتریوم آغازگرهای مربوط به ژنوم آگر

آگروباکتریوم بررسی تا آلودگی احتمالی به  تست شد PCRتوسط

منظور اطمینان بیشتراز ادغام و به .(ها نشان داده نشدندداده) شود

 9 مثبت PCRگیاه  10 از ها،های تراژنچنین تعیین تعداد نسخههم

 DNAصورت تصادفی انتخاب شدند و پس از استخراج گیاه به

طبق نتایج . شدها انجام ژنومی، آزمون سادرن بلات در مورد آن

فقط یک  T18و  T3 ،T5 ،T13دست آمده، چهار لاین شامل هب

دو نسخه و  T15و  T2 ،T6 ،T10چهار لاین شامل  ونسخه 

-را دریافت کرده (ژن دفنسین)سه نسخه از ژن مورد نظر  T9لاین

های منظور غربال کردن تراریختاین روش به. (ب 2شکل )اند 

ان مختلف مانند ژن های تراژن در گیاهپایدار و تعیین تعداد نسخه

Dm-AMP1   در برنج(Jha et al. 2009) ،RsAFP2  در گندم(Li 

et al. 2011) سایت برشی منحصر  .مورد استفاده قرار گرفته است

که  این امکان را فراهم آورد T-DNAدر ناحیه  HindIIIبه فرد 

بر اساس  را برای هر لاین تراریخت های تراژنبتوان تعداد کپی

وجود تک کپی در سادرن . دست آوردیداسیون بهتعداد هیبر

بلاتینگ حاکی از ادغام یک نسخه و وجود باند ها با اندازه های 

های مختلف در میان لاین های تراریخت، نشان دهنده رخداد

از آنجاکه هر  (.Das and Rahman 2012)مستقل تراریختی است 

باشد، اغلب  ترچه تعداد نسخه از تراژن ادغام شده در ژنوم بیش

، (Finnegan and McElroy 1994)با خاموشی تراژن همراه است 

هایی که تنها یک نسخه از تراژن را دریافت کردند جهت لاین

 . انتخاب شدند بیشترهای انجام آزمون

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 RDeffبا آغازگرهای  PCRمحصول ( 10الی  1چاهک ت شدند؛تراریخ pBINZP1استخراج شده از گیاهانی که با سازه  DNAبر روی  PCRآنالیز ( الف -2شکل 

غشای آشکارسازی شده آزمون ( ب؛ DNA Ladder Mix  سایز مارکر( Mتیپ وحشی، ( WTکنترل مثبت، ( +Cجفت بازی مورد انتظار، 511و تکثیر قطعه   NOSRو

گیاه ( T5 ،2گیاه تراریخت ( 1، تیپ وحشی( WT ،(pBINZP1 پلاسمید) ل مثبتکنتر( +C؛ pBINZP1حاوی سازه بیانی T0  سادرن بلات مربوط به گیاهان تراریخت

گیاه ( T9 ،9 گیاه تراریخت( T15 ،0 گیاه تراریخت( T18 ،2 گیاه تراریخت( T2 ،1 گیاه تراریخت( T6 ،5گیاه تراریخت ( T13، 5گیاه تراریخت (  T10،3تراریخت 

  DNA Ladder Mix.  سایز مارکر(  T3،M تراریخت
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 قارچ شعاعی زا به روش انتشارهای بیماریقارچبر روی میزان رشد  pBINZP1حاوی سازه T0 های استخراج شده از گیاهان تراریخت تاثیر پروتئین -3 شکل

Sclerotinina sclerotiorum ،T3 ،T5 ،T13  و T18 )های گیاهان ترایخت، لاینWT )گیاه نوع وحشی.  

 

 
 .S بر روی میزان نفوذپذیری غشای پلاسمایی قارچ ( حامل ژن دفنسین) pBINZP1دارای سازه  T0شده از گیاهان تراریخت  استخراج هایتاثیر پروتئین -5شکل

sclerotiorum51نماییشده توسط میکروسکوپ نوری با بزرگ ثبتهای عکس( شده توسط میکروسکوپ فلورسنت، ب ثبتهای عکس( ؛ الف،T3 ،T5 ،T13 وT18 )

 .میکرومتر 21= گیاه نوع وحشی، مقیاس ( WTگیاهان ترایخت،  هایلاین

 

 
های لاین( T13و  T5؛S. sclerotiorum  جهت بررسی مقاومت نسبت به قارچ T2در نسل ( حاوی ژن دفنسین)ای گیاهان تراریخت هموزیگوت آزمون گلخانه -5شکل 

 .گیاه نوع وحشی( WTگیاهان ترایخت، 

 

های استخراج شده از گیاهان وتئینیر پردر این بررسی تأث

 S.sclerotiorumو غیر تراریخت روی میزان رشد قارچ  تراریخت

نتایج بدست آمده، میزان بازدارندگی . مورد مطالعه قرار گرفت

های استخراج شده از رشد قارچ در اطراف حفره حاوی پروتئین

ای صورت هالهگیاهان تراریخت در مقایسه با گیاهان شاهد را به

نتایج  (.3شکل )دهد نشان می( Inhibition zone) از عدم رشد

ای در گزارشات پیشین نیز چندین آزمون بازدارندگی درون شیشه

-ها در برابر دامنه وسیعی از پاتوژنحاکی از آن بوده که دفنسین
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-های قارچی، فعالیت بازدارندگی قابل توجهی از خود نشان می

 .Jha et al. 2009; Jha and Chattoo 2010; Picart et al)دهند 

2012.) 

های استخراج شده از گیاهان تراریخت حاوی ژن دفنسین نئیپروت

که دارای عملکرد ضد قارچی باشند، قادر خواهند بود در صورتی

پذیر کردن غشا پلاسمایی قارچ پاتوژن سبب نفوذ رنگ به با نفوذ

فلورسنس که خاصیت  SYTOX Green. دشونداخل سلول قارچ 

، جذب اسید های ز نفوذ به داخل سلول قارچنیز دارد، پس ا

بدین ترتیب بررسی میزان فعالیت ضد قارچی . شودمینوکلئیک 

های استخراج شده از گیاهان حاوی ژن دفنسین با استفاده پروتئین

 فعالیت ضد قارچی. باشداز میکروسکوپ فلورسنت امکانپذیر می

های استخراج شده از پروتئین( ماییپذیر کردن غشا پلاسنفوذ)

( T18و T3 ،T5 ،T13) pBINZP1گیاهان تراریخت حاوی سازه 

در مقایسه با پروتئین استخراج  S. sclerotiorumبر روی قارچ 

کاربرد  .استنشان داده شده 5در شکل  شده از گیاه غیر ترایخت

SYTOX Green  در ارزیابی قابلیت نفوذپذیر کردن غشای

در ، های گیاهیهای قارچی توسط دفنسینی پاتوژنپلاسمای

 F. Oxysporum (vanبر روی  Nicotiana alataمطالعه دفنسین 

der Weerden et al. 2008)دفنسین ،  M. sativa بر روی 

F.graminearum (Sagaram et al. 2011 )و دفنسین Picea 

glauca بر روی  B. cinerea، F. oxysporum و Verticillium 

dahlia (Picart et al. 2012)استگزارش شده. 
ای حاوی ژن های گیاهان تراریخت تک نسخهاز میان لاین

ترین فعالیت ضد قارچی را بر اساس هایی که بیشدفنسین، لاین

طور های زیست سنجی و همیندست آمده از آزمونهنتایج ب

و  T5ی هایعنی لاین پذیری غشا پلاسمایی نشان دادندآزمون نفوذ

T13،  جهت انتقال به نسلT2 پس از انجام آزمون . انتخاب شدند

های بذور لاینهای هموزیگوت، تفرق نتاج جهت دستیابی به لاین

جهت بررسی مقاومت نسبت به  ،T2تراریخت هموزیگوت نسل

. ای کشت داده شدنددر شرایط گلخانه S. sclerotiorumقارچ 

ها توضیح خش مواد و روشبه روشی که در بگیاهان یک ماهه 

ساعت از  22پس از گذشت . تلقیح شدندبا قارچ  است،داده شده

های بیضوی شکل تلقیح، علائم بیماری به صورت نکروز

نتایج حاکی از آن . ها نمایان شدندخاکستری رنگ بر روی برگ

بود که بین گیاهان تراریخت و غیر تراریخت نسبت به قارچ بر 

ای وجود دارد ایجاد شده تفاوت قابل ملاحظه اساس اندازه نکروز

بر روی گیاه غیر  میانگین قطر نکروز ایجاد شده(. 5شکل)

mmترایخت
2
که در حالی. استمحاسبه شده 33/1±31/22  

 و T5 های تراریختمیانگین قطر نکروز ایجاد شده بر روی لاین

T13 ترتیب حاوی ژن دفنسین بهmm
و  219/1±5/13

mm
گزارشات مشابهی نیز درباره  .دست آمدندهب 225/1±0/13

های مقاومت افزایش یافته در برابر پاتوژن قارچی در ارزیابی

اند شده گزارشای توسط گیاهان تراریخت حاوی دفنسین، گلخانه

(Jha and Chattoo 2009; Portieles et al. 2010) . 

منشا  دفنسین بانشان داد که بیان ژن  نتایج حاصل از این تحقیق 

در کلزای تراریخت مقاومت در برابر پوسیدگی  تربچه

و متعاقبا هزینه، ریسک  دهدمیاسکلروتینیایی ساقه را بهبود 

-های زیست محیطی در مورد کاربرد قارچ کشسلامتی و نگرانی

و  T5)های تراریخت این لاین. های شیمیایی را کاهش خواهد داد

T13 )رای افزایش مقاومت در برابر ای را بمنبع ژرم پلاسم بالقوه

 .آورندهای قارچی مهم فراهم میسایر پاتوژ

 

 سپاسگزاری

علت تاامین  از پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری به

 .شوددانی می دجه پژوهشی این تحقیق تشکر و قدربو
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