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  رقم دانشجو به كلزا ا يلوب  pgip1انتقال ژن 
  ه يجاد مقاومت عليجهت ا) R line Hyola 308رقم (

   ساقهيدگيعامل پوس Sclerotina sclerotiorumقارچ 
  

  4يري و خسرو پ*3ي، محمدرضا زمان2ي مطلبي، مصطف1ي عابديعل

  ك ي ژنتي مهندسيپژوهشگاه ملدانشجوي سابق كارشناسي ارشد و استادان  ،3، 2، 1
  اننا، همدي سي دانشگاه بوعليدانشكده كشاورزاستاديار  ،4، ، تهرانيست فناوريو ز

  )31/6/89: بيخ تصوي تار- 27/3/88 :افتيخ دريتار(
  
  دهيچك

  
ت ياهان، مهار فعاليزا به درون گيماري بيها قارچ ممانعت از نفوذ يها روش از يكي
 مهاركننده يها نيپروتئ. باشد ي مها قارچن يا) ازگالاكتورون يمانند پل (ينازي پكتيها آنزيم
 از ي هستند كه توسط برخييها نياز جمله پروتئ) PGIP(گالاكتوروناز  يم پليت آنزيفعال
ق جهت ين تحقيدر ا. ندياه را مهار نمايشوند و قادرند قدرت نفوذ قارچ به گ يان مياهان بيگ
اه منتقل ين گي به اpgip1اه كلزا، ژن ي در گSclerotina sclerotiorumجاد مقاومت به قارچ يا

رقم ا يلوب pgip1ن منظور ابتدا ژن يبد. تاومت آن مورد بررسي قرار گرفزان مقيد و ميگرد
 PCR ي كلون و با استفاده از الگوCaMV 35S پيشبرنده تحت pBI121 ياني بناقلدانشجو در 
 Agrobacterium  باكتري از گياهجهت انتقال ژن به.  تأئيد قرار گرفت مورديميو هضم آنز

tumefaciens ه يسوLBA4404اهان ي گتأئيدجهت . دي استفاده گرديلدوني كوتيها زنمونهي و ر
. دي استفاده گردي اختصاصي با استفاده از آغازگرهاPCR ي آمده از الگوبه دستخت يترار
 detached leafوش  به رS. sclerotiorumخت در برابر قارچ ياهان تراري مقاومت گيابيارز

assayنسبت يخت احتمالياهان تراري آمده نشان داد كه گبه دستج يز نتايآنال.   انجام گرفت ،
 يشتري از مقاومت بS. sclerotiorumدر برابر قارچ ) ختير تراري غيكلزا(اه شاهد يبه گ

  .باشند يبرخوردار م
  

  .Sclerotina sclerotiorum، يي، انتقال ژن، باززاpgip1   كلزا، ژن:واژه هاي كليدي
 

  مقدمه
نياز  كلزا گياهي مهم از نظر تأمين مواد غذايي مورد

با توجه به مصرف بالاي روغن در كشور كه . دباش ميبشر 
 درصد آن از واردات 80 ميليون تن است و 5/1حدود 
د، به نظر مي رسد استفاده از اين گياه براي شو ميتامين 

 خودكفايي كشور در توليد كاهش واردات روغن و افزايش
از طرفي اين گياه نيز . مواد غذايي مورد نياز مناسب باشد

مانند ساير گياهان همواره در معرض هجوم آفات و 

  كاهش محصول، مختلفي بوده كه باعثيها بيماري
افزايش هزينه توليد و در نهايت عدم استقبال كشاورزان 

ي ها يبيمارعلت ه هر ساله ب .گردد از كشت آن مي
 در زايماريبي ها باكتري و ها قارچگوناگوني كه انواع 

گياهان مختلف ايجاد مي نمايند، خسارت فراواني به 
همزمان با شروع  .دشو ميمحصولات كشاورزي وارد 

بيماري پوسيدگي ) 1378سال (برنامه توسعه كشت كلزا 
  نيز Sclerotinia sclerotiorumسفيد ساقه كلزا با عامل
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بيش از (هاي شمالي كشور گسترش يافته است در استان
 درصد كشت كلزا در دو استان مازندران و گلستان 50

و اكنون علاوه بر اين مناطق در ) صورت مي گيرد
محدود مشاهده استانهاي فارس و كردستان نيز بصورت 

  . (Afshari-Azad, 2001) گردد مي
ترين روش براي مبارزه با بسياري از اين  متداول

.  شيميايي استيها كش  استفاده از انواع قارچها اريبيم
اما اين گونه مواد نه تنها از نظر اقتصادي مقرون به 

ند، بلكه باعث آلوده شدن محيط زيست و باش ميصرفه ن
 كش قارچ مقاوم به يزايماري بيها گونهنيز ايجاد 

اين  تلاش جهت يافتن جايگزيني مناسب براي. ندشو مي
ي مختلف ها روشاستفاده از  ، منجر بهتركيبات شيميايي

 Seidl) شده است ها بيماريكنترل بيولوژيك اين گونه 

et al., 2006; Kubicek et al., 2001) . يها روشكاربرد 
ه ي مقاومت عليمنظور انتقال ژنهاه  بيملكول

د بعنوان توان مي، ياهان زراعي به گياهي گيها بيماري
ديواره  .رديار گ مورد استفاده قريليك روش تكمي

 ي اولين سد دفاع، با داشتن ساختار پايدار يسلول گياه
از ميان تركيبات سازنده اين . استها  در مقابل پاتوژن

 ديواره اوليه ي جزء اصلي پكتينيساكاريدها يپل، ديواره
 ,.De Lorenzo et al., 1994; Favaron et al)ها  اي دولپه

1994; Hahn et al., 1989)،ها  اي لپه  از تك و برخي
)Dixon et al., 1996 (بسته بهها قارچ. دنباش مي  

 ي تخريب اين سد دفاع خود قادر بهيپتانسيل آنزيم
  در كههستنديي ها آنزيمپكتينازها جزء اولين  .ندباش مي

 از .ندشو مي ترشح ي به سلول گياه جهت نفوذها قارچ
 Polygalacturonase)گالاكتورونازها  ي پل،ميان پكتينازها

/PG)دارند ياهيديواره سلول گ هيجز در تي، نقش مهم 
(Huang & Allen, 2000; Shieh et al., 1997; ten . 
Have et al., 1998; Motallebi et al., 2003; Zamani. 

et al., 2000) . بافت ير رو پاتوژن بتوسط ها آنزيماين 
اد و باعث ايج ها آنزيمن ير ايتأث. ندشو ميميزبان ترشح 

  كه اينگردد، مي 1رهاسازي قطعات اوليگوگالاكتورونيدي
 ،قطعات ضمن تأمين منبع كربني لازم براي رشد قارچ

تسهيل نيز   رانفوذ و كلونيزاسيون پاتوژن قارچي
  . )Shanmugam, 2004 (نمايند مي

                                                                                  
1. Oligogalacturonide 

  در2 پلي گالاكتوروناز آنزيمهاي مهاركننده پروتئين
ارچي، كاهش خير انداختن پيشرفت هيف قأبه ت

 هاي دفاعي  تحريك ديگر پاسخ،پوسيدگي بافت ميزبان
 نقش دارند كلونيزاسيون قارچي توقف و در نهايت گياه

(DeLorenzo et al., 1994; DeLorenzo et al., 1997;. 
Hahn et al., 1989) .مولكولهاي  ها اين مهاركننده

كيلودالتون  40-55گليكوپروتئيني با وزن مولكولي 
 پيوندهايند كه به ماتريكس خارج سلولي گياه با باش مي

 Salvi et al., 1990; Johnston et)اند   شدهمتصليوني 

al., 1994).    
 يصورت خانواده ژنه  بPGIP كدكننده يژنها
 مختلف هر خانوانده ممكن ياعضا.  اند  شدهيده سازمان

باً مشابه كد كنند اما ي با صفات تقرييها نياست پروتئ
 De Lorenzo)و عمل تنظيمي آنها متفاوت استويژگي 

et al., 2001; Ferrari et al., 2003) .گزارشات متعددي 
ت ي مهاركننده فعاليها نيان پروتئيدهد كه ب ينشان م

خت جهت كنترل ياهان تراريگالاكتوروناز در گ يم پليآنز
 مورد استفاده قرار گرفته است ي قارچيها بيماري

(Aguero et al., 2005; Manfredini et al., 2005;. 
Powell et al., 2000; Tamura et al., 2004) .  

 ي رقم دانشجوpgip1ق انتقال ژن ين تحقيهدف از ا
وم و ياه كلزا با استفاده از آگروباكتريا به گياه لوبيگ

 آمده به به دستخت ياهان تراريزان مقاومت گي ميبررس
  .دباش مي S.  sclerotiorum  قارچ

 
  ها روشد و موا

  ي باكتريه هاي و سوياهيمواد گ
 از شركت دانه R line Hyola 308 كلزا رقم يبذرها

ده و تا زمان استفاده در درجه يه گردي تهي روغنيها
  يباكتر.  شدندي نگهدارگراد سانتي درجه 4حرارت 

Escherichia coli) هيسو DH5α (يو باكتر 
Agrobacterium tumefaciens ه يسوLBA4404 از  

  .ديه گرديك تهي ژنتي مهندسيپژوهشگاه مل
  دها و مواد مورد استفاده يپلاسم

 جهت انتقال ي ژنيها ه سازهي تهيق براين تحقيدر ا
  )Novagenاز شركت (pBI121 ، از پلاسميد اهيبه گ

                                                                                  
2. Polygalacturonase-inhibiting proteins/ PGIP 
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-Taqم ي از آنزPCR انجام واكنش يبرا. استفاده شد

polymerase) از شركت Fermentas (دياستفاده گرد .
 و DNA يمي هضم آنزي مورد استفاده برايها آنزيم
مواد . ديه گردي تهFermentasگاز از شركت يم ليآنز
 ي ملكوليولوژي مورد استفاده با درجه خلوص بييايميش
ه ي تهRoche از شركت DNA يت خالص سازيز كيو ن
 و ياهيط كشت گيه محياز جهت تهيمواد مورد ن. شد

 از (BAP) ياهينده رشد گكنميز تنظي و نييايباكتر
  . ديه گردي تهSigmaشركت 

  ياهي گياني در ناقل بpgip1كلون كردن ژن 
از واريته  pgip1 ژن ي حاوpUC19د يپلاسم

 ييايز قليبه روش ل(Fallahi, 2006) دانشجوي گياه لوبيا 
)Sambrook & Russell, 2001 (ياز باكترE. coli 

DH5αن از هضم د حضور ژيي استخراج شده و جهت تأ
د يپلاسم. دي استفاده گردPCR ي مناسب و الگويميآنز

pUC19ژن ي حاو pgip1يانيز ناقل بيد شده و نيي تأ 
pBI121 يها آنزيم با SacI/XbaI برش داده شده و 

 E. coli DH5α يمراحل كلون كردن و انتقال به باكتر
جهت انتخاب . طبق روش استاندارد انجام گرفت

ن يسيك كانامايوتي بي از آنتبي نوتركيدهايپلاسم
)µg/ml 50 (د يپلاسم. ديط كشت استفاده گرديدر مح

pBI121ژن ي  حاو pgip1 به روش انجماد و ذوب با  
ع به يو ازت ما) مولار ميلي 20(م يد كلسياستفاده از كلر

د ي منتقل گردLBA4404ه يسو A. tumefaciens يباكتر
)Sambrook & Russell, 2001 .(  

  اهي و روش انتقال ژن به گياهي مواد گيزساآماده
 .Moloney et alبذور كلزا به روش ارائه شده توسط 

 شده و براي جوانه زدن روي محيط يضدعفون (1989)
 ,1X MS, sucrose 30 g/l, agar 8 g/l)زني  كشت جوانه

pH 5.8) بذور كشت شده، در اتاق .  داده شدندقرار
 ساعت 8نايي و  ساعت روش16كشت بافت تحت شرايط 

.  نگهداري شدندگراد سانتي درجه 25تاريكي و دماي 
 روزه كه طول دمبرگ آنها 5 گياهان اي لپهي ها برگ

متر بود، جدا شدند و پس از حذف جوانه   ميلي2حدود 
 محيط پيش ي ساعت رو48 به مدت ها برگانتهايي دم

 1X MS, sucrose 30 g/l, BAP 3.5 mg/l, agar)كشت 

8 g/l, pH 5.8)ها پس از اين ريزنمونه.  كشت شدند
  .ندباش ميمرحله آماده دريافت آگروباكتريوم 

از كشت شبانه آگروباكتريوم ترانسفورم شده 
(OD650=1) با سرعت ( رسوب تهيه شدg5000  به مدت

افته در محلول ي رسوب يها باكتريسپس )  دقيقه10
MSي اه ريزنمونه. ون در آورده شدي به حالت سوسپانس

 ساعت 24 بودند كه اي لپهي ها برگمورد استفاده شامل 
. بودند) پيش كشت(بر روي محيط كشت القاء نوساقه 

 ثانيه در محيط 90 به مدت اي لپهي ها برگي ها برگدم
ي ها برگاين . سوسپانسيون آگروباكتريوم قرار داده شدند

 بر روي كاغذ صافي استريل قرار داده شدند تا اي لپه
 1X)سپس در محيط همكشتي. خشك گردندنسبتاً 

MS, sucrose 30 g/l, BAP 3.5 mg/l, agar 8 g/l, pH. 
 درجه 25 كشت داده شدند و در تاريكي و دماي (5.8

 به ها ريزنمونه ساعت 48پس از .  قرار گرفتندگراد سانتي
 ,1X MS, sucrose 30 g/l)محيط انتخابي القاء نوساقه 

BAP 3.5 mg/l, agar 8 g/l, pH 5.8)،كه حاوي  
mg/l15كانامايسين و  mg/l200 ،سفوتاكسيم است 

 هر دو هفته يكبار به محيط ها ريزنمونه. منتقل شدند
ي متعددي ها ساقهدر هفته سوم نو. مشابه واكشت شدند

.  به وجود آمدندها ريزنمونه بعضي از يدر سطح فوقان
ي توليد شده بر روي محيط ها ساقهتعدادي از اين نو

نتخابي فوق سبز و زنده باقي ماندند و بقيه به علت عدم ا
دريافت ژن مقاومت به كانامايسين سفيد شده و از بين 

ي زنده مانده، پلاسميد ها ساقهرسد نو به نظر مي. رفتند
pBI121) را دريافت نموده و ) حامل سازه ژني مورد نظر

  .تراريخت شده اند
زينشگر، ي سبز باززايي شده در محيط گها ساقهنو

 ,1X MS)جدا شده و به محيط طويل شدن نوساقه 

sucrose 30 g/l, agar 8 g/l, pH 5.8)  25 حاوي mg/l 
 سفوتاكسيم است منتقل mg/l200كانامايسين و 

پس از رشد كافي گياهچه و تشكيل مريستم . گرديدند
 1X MS, sucrose)زايي فعال، نمونه ها به محيط ريشه

30 g/l, IBA 2 mg/l, agar 8 g/l, pH 5.8)،علاوه ه  ب
  و سفوتاكسيم(mg/l 25)هاي كانامايسين  بيوتيك آنتي

(200 mg/l)يلازم به ذكر است بعض.  انتقال داده شدند 
شه دار يل شدن نوساقه  ريط طويها در همان محاز نمونه

 ييزاشهيط ري به انتقال به محياجيشدند و احتيم
 .نداشتند

فته و پس از مشاهده  ه4گياهان پس از حدود 
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هاي كافي به گلدان منتقل شدند و بر روي آنها  ريشه
نايلون كشيده شد سپس با ايجاد منفذهاي تدريجي  كم 

خاك استفاده شده براي . كم به محيط سازگار شدند
ها استريل شده بود و تا اتمام بذرگيري به طور  گلدان

  .  مرتب آبياري شدند
  PCRاه و ي ژنومي گDNAاستخراج 
DNAر استخراج ياه كلزا به روش زي ژنومي از برگ گ

اهان مقاوم به يگرم از برگ گ پانصد ميلي: ديگرد
ع با استفاده ين و شاهد پس از انجماد با ازت مايسيكاناما

ساييده ليتري   ميلي5/1هاي  از پودر شيشه در تيوپ
-TNE) Trisليتر بافر استخراج  سپس  يك ميلي. گرديد

HCl 50 ولارم ميلي ،EDTA 100 مولار ميلي ،NaCl 
 به پودر اضافه شد و به )8 برابر pH با  مولار ميلي 150

 ميكروليتر 60به هموژن حاصل . تكان داده شدشدت 
20% SDS نيم ساعت بطور به مدت اضافه گرديد و 

 كلريد  ميكروليتر150سپس.  ديملايم مخلوط گرد
د  درصCTAB  10 ميكروليتر 130و مولار 5سديم 

 20هموژن حاصله به آرامي مخلوط گرديد و . اضافه شد
 5با هم زدن ملايم در هر ( درجه سانتيگراد 65دقيقه در 

مخلوط حاصل بين دو لوله .   گرديدينگهدار) دقيقه
 ميلي ليتري استريل تقسيم گرديد و به هر 5/1اپندورف 

ايزوآميل /  ميكروليتر مخلوط كلروفرم375لوله مقدار 
 دقيقه 10مدت ه اضافه شده و به آرامي ب) 24:1(الكل 

 g اي در دقيقه15 بعد از سانتريفيوژ. هم زده شد
 ژنومي بود به لوله DNA، فاز رويي كه حاوي 13000

 حجم 2/1 ژنومي با افزودن DNA. ديتميز منتقل گرد
دهي  رسوب) g13000( سانتريفيوژ دقيقه15ايزوپروپانل 

رصد شستشو داده شد و  د70رسوب حاصله با اتانل . شد
 50-75 اطاق، در يبعد از خشك شدن در دما

ر سترون شده حل گرديد يميكروليتر آب مقطر دوبار تقط
 .  نگهداري شدگراد سانتي درجه -20 يو در دما

گاه ي با جاRB1 ي از آغازگرهاpgip1تكثير ژن جهت 
 XbaI) 5′- gct cta gaA TGA CTC AAT يميبرش آنز

TCA ATA TCC CAG-3’ ( وRB2يگاه برشي با جا 
SacI) 5′- gca cga gct cTT AAG TGC AGG AAG 

GAA GAG-3’ (دياستفاده گرد.PCR  اختصاصي پس 
 25از بهينه سازي در مخلوط واكنشي به حجم 

 Mgcl2، 30مولار  ميلي 5/1ميكروليتر، شامل 

 2/0 آغازگر، كرومولاري م3/0 ، الگو DNAنانوگرم
 و Taq-polymerase واحد آنزيم 1 ،  وdNTP مولار ميلي

  سپس واكنش . صورت گرفت(10X) ميكروليتر بافر 5/2
به  گراد سانتي درجه 95 شامل دماي  دور، 30براي 
 30 به مدت گراد سانتي درجه 54 ثانيه، دماي 45 مدت

مدت ه  بگراد سانتي درجه 72ثانيه و در نهايت، دماي 
 دور، واكنش در 30بعد از اتمام .   ثانيه انجام گرديد60
.   دقيقه قرار گرفت5 به مدت گراد سانتي درجه 72

درصد الكتروفورز ك ي روي ژل آگارز PCRمحصول 
  . گرديد

ط يخت در شراي ترارينهاي مقاومت لايابيارز
  يشگاهيآزما
خت با ي ترارياهان كلزايسه مقاومت گيمنظور مقاه ب

ر د. دي استفاده گرديسنج ستياهان شاهد از روش زيگ
  هاي ميسليومي قارچ ي با ديسكزن مايهروش از ن يا

S. sclerotiorum جداشده از گياهان يها برگروي  بر 
براي اين منظور از حاشيه .  ديمورد مطالعه استفاده گرد

 5هايي به قطر  كشت سه روزه كلني قارچ، ديسك
متر برداشته و روي رگبرگ اصلي برگ قرار داده  ميلي
 تكرار در 3اه يبرگ و براي هر گت يك يدر هر پل. شد

 اطاق و ي پس از تلقيح در دماها برگ. نظر گرفته شد
 مرطوب قرار داده شدند تا ي كاغذ صافيت حاويداخل پل

 درصد در اطراف آنها فراهم 90رطوبت نسبي بالاي 
ي تلقيح ها برگبررسي و ثبت  علائم نكروز روي . گردد

بي شدت علائم شده بصورت روزانه صورت گرفت  و ارزيا
بيماري با در نظر گرفتن قطر نكروز ايجاد شده ثبت 

  .ديگرد
  

  جينتا
 با ،pgip1ي ژن  حاوpUCFF2  نوتركيبپلاسميد
 قرار تأئيدو هضم آنزيمي مورد  PCR  الگوي استفاده از

الگوي هضم آنزيمي با استفاده از دو آنزيم . گرفت
XbaI/SacI، وجود ژن  pgip1 پلاسميد  را درpUCFF2 

 با  PCR همچنين الگوي .)1شكل (يد قرار داد ئمورد تأ
ن ژن را در ي حضور اي،استفاده از آغازگرهاي اختصاص

  ).1شكل (يد قرار داد ئ مورد تأpUCFF2پلاسميد 
 DNA قطعه ،اه كلزاي به گpgip1جهت انتقال ژن 

 pBI121 ياني وكتور بدر) pgip1 ژن يحاو(هضم شده 
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 ي آمده با استفاده از الگوتبه دسسازه . ديكلون گرد
د قرار گرفت ئي مورد تأPCR يز الگوي و نيميهضم آنز

 pgip1 ژن .دي نامگذاري گردpBIAA1ام ه نب و )2شكل(
 كلون CaMV 35S پيشبرندهن سازه تحت كنترل يدر ا
 بوده كه به nptII ژن ين سازه دارايا. ده استيگرد

  ن ياكننده  افتيخت درياهان تراريمنظور انتخاب گ
T-DNAد ينما يفا مين نقش ايسي كانامايط حاوي در مح

  ).3شكل (
به اگروباكتريوم منتقل و پس از  pBIAA1 يسازه ژن

د، جهت انتقال به ريزنمونه هاي كوتيلدوني استفاده ئيتأ

به عنوان ريز  (سلولهاي زخمي قاعده دمبرگ. ديگرد
 استفاده شد و از آنها T-DNA دريافت جهت )نمونه
  ). 4شكل  (ن تراريخت احتمالي به دست آمدگياها

از روش مطالعه   گياهانيختيد ترارئيبه منظور تأ
 ي جوان و سبزها برگ  ژنوميDNAبر روي  PCRالگوي 

 به دستج ينتا. و گياه شاهد استفاده گرديد ان گياهنيا
  را pgip1 گياهان كلزا توسط ژن تراريخت بودنآمده 

طول مورد  (Kb 1 حدود قطعه اي آن ي كه طد نمودئيتأ
افته پس ياهان رشد ياز گ ).5شكل  (دير گرديتكث) انتظار

 .عمل آمده  بيريجاد غلاف، بذرگي و اياز گلده
  

bp M   1    2  
 

  

  
 

3000 

 

1000 

 

500 
 

  
  
  
  
  
  

  : و هضم آنزيمي PCRاستفاده از الگوي  باpUCFF2 تاييد پلاسميد -1شكل 
1( pUCFF2اي  ه  هضم شده با آنزيمSacI  و XbaI  
 DNA ماركر -RB2،M و RB1با آغازگرهاي pUCFF2  از پلاسميد نوتركيب  PCR محصول )2

  
bp M   1    2  

 
 
 
 
 
 
 

2000 
 
 

1000 
 
 

500 
 

  
  
  
  

  

 با استفاده از هضم آنزيمي و الگوي pgip1 حاوي ژن pBIAA1 تاييد پلاسميد نوتركيب -2شكل 
PCR:  

  XbaI/SacI نوتركيب با استفاده از pBIAA1 الگوي هضم آنزيم پلاسميد )1
 DNA ماركر -RB1/RB2 ،Mقطعه تكثير شده بوسيله آغازگرهاي اختصاصي ) 2

  

 
  :pgip1 حاوي ژن pBIAA1 سازه T-DNA شكل شماتيك منطقه -3شكل 

RB, right border; LB, left border; Nos-pro, nopaline synthase promoter; NPTII, neomycin phosphotransferase; Nos-ter, 
terminator of nopaline synthase; 35s-pro, 35S promoter of cauliflower mosaic virus; pgip1, bean polygalacturonase 
inhibiting protein gene. 

Nos-Pro NPTII Nos-Ter 35s-Pro Pgip1 Nos-Ter 

RB LB 

SacI XbaI 
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  لفا  ب  ج

  

  

  
 د  ـه و

  : فرآيند انتقال ژن و باززايي گياه كلزا-4شكل 
 گياه تراريخت احتمالي كلزا بر روي ) باززايي نوساقه از كوتيلدون، ج)كشت، بهاي كشت شده بر روي محيط پيش كوتيلدون)الف

  ف جهت بذرگيري از گياه كلزاي تراريخت تشكيل غلا)هاي كلزا، و سازگاري تدريجي گياهچه)ـمحيط كشت حاوي كانامايسين، د و ه
  

bp  M     1      2      3  
 
 
 
 
 

2000 
 
 
 
 

1000 
 
 
 
 

500 
 

  
  
  
  

  با استفاده از(در گياه كلزا  pgip1براي اثبات حضور ژن  PCE محصول واكنش -5شكل 
  : بر روي آگاروز يك درصد) RB2  وRB1آغازگرهاي اختصاصي 

  )كنترل مثبت (pBIAA1 پلاسميد DNA تكثير شده از PCR محصول )1
  pgip1 تكثير شده از گياه تراريخت احتمالي حاوي ژن PCR محصول )2
 ،)كنترل منفي( گياه كلزاي غير تراريخت DNA با استفاده از PCR محصول واكنش )3

    M- ماركر  DNA  
 

  
   از قارچسنجي با استفاده كيفي زيست روش

S. sclerotiorum اهان ي مقاومت گسهيمنظور مقاه ب
 )با تكرارهاي متعدد (اهان شاهدي مثبت با گPCR يالزك

اهان يجاد شده در برگ گيزان نكروز ايمنشان داد كه 
دهنده مقاومت  نشانشاهد اهيخت نسبت به گيترار

 9گياه شماره ). 6 شكل (دباش ميبيشتر اين گياهان 
 بيشترين مقاومت در برابر قارچ بيماريزا را از خود نشان

اه شماره يجاد شده در گيزان نكروز ايكه م يدر حال ،داده

ر يسا. داد ياه شاهد نشان نمي را با گيدار معني تفاوت 5
 از مقاومت را نشان ي مثبت درجات متفاوتPCRاهان يگ
  .دادند يم

  
  بحث

 ساقه توسط يدگي پوسيماريببا توجه به اهميت 
اضر  تحقيق حدر اه كلزايدر گ S. sclerotiorumقارچ 

   يك   انتقال مقاومت اين گياه به بيماري مذكور از طريق
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  الف ب  ج

 Detached روش  بر روي برگ گياه كلزا بهS. scletoriorum ساعت تلقيح قارچ 48مقايسه ميزان نكروز ايجاد شده پس از  -6شكل 

leaf assay :9 برگ گياه كلزاي تراريخت شماره )زاي غيرتراريخت، ج برگ گياه كل)، ب5 برگ گياه كلزاي تراريخت شماره )الف  
  ).باشد هايي از تكرارهاي آزمايش با نتايج مشابه ميمشاهدات فوق به عنوان نمونه(

  
 ارقام  از آنجا كه.مد نظر بوده است) pgip1(ژن مقاومت 

 مقاوم باشند در يمارين بي كه به ا از كلزايپرمحصول
 كنترل ي كه برايقدام جد لذا تنها ا،دباش ميدسترس ن

استفاده از  ،گيرد مي در كشور صورت يمارين بيا
نه يل هزيد كه علاوه بر تحمباش مي Folicur كش قارچ

  .گردد ميز ي نيطيمح ستي زياد، موجب آلودگيز
  واريته دانشجوي گياه pgip1 در اين تحقيق از ژن 

   گياه كلزاR line Hyola 308 رقم لوبيا جهت تراريختي
ستفاده گرديد و ميزان مقاومت گياهان تراريخت در ا

. مطالعه قرار گرفتمورد  S. sclerotiorumبرابر قارچ 
مقاومت گياهان در برابر ش يجهت افزا pgipاهميت ژن 

ي بيماريزا در سالهاي اخير توسط محققين ها قارچ
 Manfredini et al. (2005). مختلفي گزارش شده است

س و توتون منتقل يدوپسياه آرابيگا را به ي لوبpgipژن 
ن ژن قادر به ممانعت از يان اينموده و نشان دادند كه ب

 Botrytis cinera گالاكتوروناز قارچ يم پليت آنزيفعال
 به خرمالو، گوجه ي گلابpgipن ژن يهمچن. دباش مي
 و انگور منتقل شده و نشان داده شده است كه يفرنگ

زا در يماريون قارچ بيزاسين ژن در محدود كردن كلونيا
 Aguero et al., 2005; Powell)كند  يفاء مياه نقش ايگ

et al., 2000; Tamura et al., 2004).ان ين بي همچن
PGIPيها آنزيمت ياه توتون سبب مهار فعاليب در گي س 

ده است يزا گرديماري بيها قارچ يگالاكتوروناز يپل
)Oelofse et al., 2006.(   

 يجاد شده در انتهاي اهاي  برشحلكه در م از آنجا
گياه كلزا ) به عنوان ريزنمونه( كوتيلدوني دمبرگ

ن يدر اوجود دارد، لذا  انتقال ژن ي براي مناسبيسلولها
 يها برگاه كلزا از ي به گpgip1ق جهت انتقال ژن يتحق
ز ي نيگزارشات متعدد. دي استفاده گرديلدونيكوت

 جهت يلدوني كوتيها زنمونهيمناسب بودن استفاده از ر
 Monoley et)دهد  ياه كلزا را نشان ميانتقال ژن به گ

al., 1989; Sharma, 1987) .  
 در مطالعات منتشر شده مربوط به نقش از آنجا كه

 گالاكتوروناز يم پليآنزلوبيا در مهار فعاليت  pgipژنهاي 
هاي استخراج شده از اين گياه استفاده  قارچي از پروتئين

 ;DeLorenzo & Ferrari, 2002)گرديده است

Desiderio et al., 1997)، و با در نظر گرفتن اينكه چهار 
 ,.D’Ovidio et al) در لوبيا گزارش شده است pgipژن 

 يت بازدارندگيزان فعالين مييمطالعه و تع. (2004
 يندهاين ژنها بدون انجام فرآيك از ايمحصول هر 

ك از يان هريذا ب ل.دباش مي مقدور نيساز  خالصيطولان
د راه توان ميستم هترولوگ ي كلون شده در سpgip يژنها

ي اختصاصي زان باز دارندگي مي جهت بررسيمناسب تر
در اين تحقيق امكان مطالعه نقش .  آنها باشدهر يك از

 به طور اختصاصي در گياه كلزا فراهم شده pgip1ژن 
د ميزان توان ميدهد بيان اين ژن  است كه نشان مي

ي ها برگرا در  S. sclerotiorumوسعه بيماري قارچ ت
   . گياه كلزا مهار نمايد

 در pgip1در اين تحقيق نتايج مربوط به بيان ژن 
 9گياه كلزا نشان داد كه گياه كلزاي تراريخت شماره 
 5داراي بيشترين ميزان مقاومت و گياه تراريخت شماره 

  قارچ داراي كمترين ميزان مقاومت در مقابل گسترش 
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S. sclerotiorum رشد گياهان در محيط . ندباش مي
انتخابي حاوي كانامايسين و شواهد ملكولي نظير الگوي 

PCR حضور ژن pgip1را در اين گياهان تأييد نمود  .
سنجي، ميزان مقاومت اين گياهان  براساس نتايج زيست

از آنجا . دباش ميبسيار متفاوت  S. sclerotiorumدر برابر 
 يك از گياهان تراريخت به دست آمده به عنوان كه هر

 كه ناشي از ورود گردد مييك لاين مستقل محسوب 
 حاوي ژن مورد نظر در ژنوم آن گياه T-DNAتصادفي 

رسد كه تفاوت ميزان مقاومت آنها  د لذا به نظر ميباش مي

د ناشي از تفاوت موقعيت توان ميعليه قارچ استفاده شده 
اين . ر نقاط مختلف ژنوم گياه باشدقرار گرفتن تراژن د

نكته توسط محقيقن ديگري نيز مورد تأكيد قرار گرفته 
 ,Bhall & Smith, 1998; Stem & Kooper)است 

1997).    
اهان يجاد مقاومت در گي ايمطالعات مربوط به بررس

ط گلخانه انجام شده است و لازم ي آمده در شرابه دست
در  S. sclerotiorumن مقاومت در برابر قارچ ياست ا

 .ردي قرار گيز مورد بررسي نيط مزرعه ايشرا
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