
 ۲۴۵-۲۳۱: ۱۳۹۶ سال / ۳شماره /  ۵۳جلد  / هاي گياهيبيماري

ان یجهت ب یقارچ يمارگرهایر توسط بیپذ القاء SP-DDEE یشبر مصنوعیمطالعه نقش پ
  Brassica napusاه یژن مقاومت در گ
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  دهیچک
 ـیشوند مز یمارگرها فعال میکه صرفا در پاسخ به ب ییشبرهایمقاومت توسط پ يها ان ژنیب  ـدر تول یت بزرگ  يمـار یاهـان مقـاوم بـه ب   ید گی

 ـ   اه یبه گ SP-DDEEمارگر یر با بیشبر القاءپذیتحت پ يمریناز کایتیژن ک ین بررسیدر ا. شود یمحسوب م  ـل ایکلـزا منتقـل شـد و پتانس ن ی
 ـدر ا. قرار گرفت یابیمورد ارز  in vivoط یدر مح یقارچ يمارگرهایاهان در مهار رشد بیگ و  pGDEC ،pGMPC يسـه سـازه   ن راسـتا،  ی

pBISM2 شبر یپ يب حاویبه ترتSP-DDEE  ) شامل دوعنصرD  و دو عنصرE17 شـبر حـداقل  یبالادست پ( ،SP-MP )  شـبر  یشـامل فقـط پ
 یمیت آنزیها با استفاده از آزمون فعال یبررس .مورد استفاده قرار گرفت اناهیگ یختیجهت ترار) یشبر دائمیشامل پ(  CaMV35Sو ) حداقل

 ـیبه محـرك سال  یپاسخ مشخص یر بوده ولیل جاسمونات القاءپذیمورد نظر نسبت به محرك مت یشبر القائیمشخص نمود که پ  ـیلیس د یک اس
ل جاسمونات بـه  یمار شده با متیت SP-DDEE شبریپ يخت حاویاهان تراریگ یبرگ يها سکیج مشخص نمود عصاره دیبعلاوه، نتا. نشان نداد

در مجموع مشـخص  . باشند یم Rhizoctonia solaniو  Sclerotinia sclerotiorum یقارچ يمارگرهایاهان شاهد قادر به مهار رشد بینسبت گ
نکروتـرف   يمارگرهـا یر مقاومـت بـه ب  یام رسان در مسیل جاسمونات به عنوان مولکول پیسبت به محرك مت، نه تنها نSP-DDEEشبر یشد پ

مناسب  یقارچ يمارگرهایش مقاوت نسبت به بیز جهت افزایشبر نین پی، تحت کنترل ايمریناز کایتیان ژن کیزان بیباشد، بلکه م یر میالقاءپذ
  .رسد یبه نظر م

  Rhizoctonia solani ،Sclerotinia sclerotiorum ، کلزا،يمریناز کایتی، ک یشبر مصنوعیپ: کلیدواژه
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Abstract 
The 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, chimeric chitinase gene 
under the control of SP-DDEE pathogen inducible promoter transformed to the canola plants and these plants 
were evaluated for their in vivo biocontrol potential against fungal pathogens. In this regard, three constructs, 
pGDEC, pGMPC, pBISM2 containing synthetic promoters, SP-DDEE (two D and two E elements + minimal 
promoter), SP-MP (minimal promoter), and the CaMV35S constitutive promoter, respectively were used. 
Enzyme activity assay demonstrated that the synthetic pathogen-inducible promoter was responsive to the 
Methyl jasmonate (MJ) elicitor, but not responsive to the salicylic acid. Moreover, results indicated that leaf 
total protein from transgenic lines harboring the SP-DDEE promoter treated with MJ, inhibited the growth of 
the fungal pathogens of Sclerotinia sclerotiorum and Rhizoctonia solani. Overall, data show that not only the 
SP-DDEE synthetic promoter is highly responsive to MJ, as an important chemical signal in necrotrophic 
pathogen defense, but the inducible expression of the chimeric chitinase gene, when controlled by the SP-
DDEE promoter, is also seems to be appropriate to increased resistance to fungal pathogens. 
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  مقدمه

ک یعمده و اسـتراتژ  یک محصول روغنیکلزا به عنوان 
از جملـه   یمهـم قـارچ   يهـا یماریران در معرض بیا و ایدن
اسـتفاده از قـارچ   . ساقه قرار دارد ییاینیاسکلروت یدگیپوس
 يي شـیمیائی در سـطح وسـیع بـرا    هـا  آفت کشها و  کش

ي سنگین، اثـرات  ها مارگرها علاوه بر هزینهین بیمبارزه با ا
ن در یو همچن ـ گذارنـد  یسوء متعددي بر محیط زیست م ـ

شـوند   مـی مارگرهـا  یجـاد مقاومـت در ب  یطی زمان سـبب ا 
)Limon & Codon 2004 .(ين راسـتا انتقـال ژنهـا   ی ـدر ا 

از آنجـا  . باشـد  ید راه حل مناسبتوان میاهان یمقاومت به گ
نقـش   یقـارچ  يمارگرهـا یواره بی ـن، در سـاختار د یتیکه ک
 ينازیتیک هاي میآنز ،)Trudel & Asselin 1989(دارد یمهم
ک عامل ضـد  یتوانند به عنوان  میمر ین پلیه ایل تجزیبه دل

ــل نما  ــب عم ــارچ مناس ــدیق ــاز ا. ن ــی از  يارین رو در بس
 يبه ارقام تجار ينازیتیک يژنها ، انتقالیاصلاح هاي برنامه

جاد مقاومت در برابـر  یک راهبرد مناسب جهت ایبه عنوان 
ــایب ــارچ يمارگرهـ ــه   یقـ ــرار گرفتـ ــتفاده قـ ــورد اسـ مـ

  ).Sharma et al. 2011(است
متعلق  يها نازیتیژه کیبه و یقارچ ينازهایتین کین بیدر ا

از منـابع   یک ـیار کارآمـد بـوده و   یکودرما بس ـیبه جنس تر
اهـان  یانتقال ژن بـه گ   يها مقاومت در برنامه يها عمده ژن

، ين کارآمـد ی ـرغم ای ـعل). et al. 1998 Lorito(باشـند  مـی 
عمومـا فاقـد    Trichoderma atrovirideقـارچ   ينازهایتیک
 chitin- binding domain (ChBD)ن یت ـیه اتصال به کیناح

اده از دهـد اسـتف   مـی قات انجـام شـده نشـان    یتحق. هستند
تواند منجر بـه   میبه آنها ChBD ن و افزودنیپروتئ یمهندس

م بـه کیتـین، افـزایش فعالیـت ویـژه و      یاتصال مؤثرتر آنـز 
شـود   یسـتال ین کریت ـیک يت مـؤثرتر بـر رو  ین فعالیهمچن

)Limon et al. 2001 .(مـا نشـان داد    یقات قبل ـیج تحقینتا

 Serratia ي، از باکتر(ChBD)ن یتیه اتصال به کیاتصال ناح

marcescens  ــا ــه انته ــز یلیکربوکســ يب ــاز یتیم کیآن  42ن
(chit42)  قارچT. atroviride ش قابـل توجـه   یموجب افزا
بـه   يمریناز کایتیک یو ضد قارچ ينازیتیت کیزان فعالیدر م

 .Matroodi et al(شـد   Chit42دسـت آمـده، نسـبت بـه     

2013.(  
 کیــژنت یشــتر مــوارد در مهندســیگــر در بید ياز ســو

 يشـبرها یمارگرهـا، از پ یاهان با هدف مقاومت در برابر بیگ
ن ی ـاما اسـتفاده از ا . شود میان تراژن استفاده یب يبرا یدائم
موارد  ياریر نمو، در بسییل کاهش رشد و تغیشبرها به دلیپ
ن یت پـائ ی ـفیف و بـا ک یاهان ضعیجاد گیتواند منجر به ا می

ــود ــا. (Hammond-Kosack &  Parker 2003)ش  نی
مـارگر  یر بـا ب یالقاءپذ هاي شبریت استفاده از پیموضوع، اهم

 یع ـیشـبر طب یپ يادی ـتـاکنون تعـداد ز  . سـازد  مـی ان یرا نما
. و مورد مطالعه قرار گرفته اند ییمارگر شناسایر با بیالقاءپذ
 ياریشبرها در بس ـین پیدهند که اغلب ا میها نشان  یبررس

بوده و واکنش در برابر  یر اختصاصیت غیفعال يموارد دارا
 ين الگویهمچن. دهند میمختلف از خود نشان  هاي محرك

 & Gurr)ست ین يط مختلف مناسب و قویان آنها در شرایب

Rushton 2005, Rushton et al. 2002, Venter 2007)  از
منفرد  یشامل عناصر کنش یمصنوع يشبرهاید پین رو تولیا

مناسـب مطـرح    ياهبردتواند به عنوان ر میو شناخته شده 
  .(Salinas et al. 1992)شود 
 یقــات متعــدد نشــان دهنــده وجــود عناصــر کنشــیتحق

 يشـبرها یه پی ـدر ناح Wو  D ،S هـاي  متفاوت مانند جعبـه 
). Dey et al. 2015(باشـد   میمارگرها یر با بیالقاءپذ یعیطب
 يشـبرها یسـاخت پ  هاي ياز استراتژ يارین رو در بسیاز ا

 هـاي  یب بـا تـوال  ی ـدر ترک یعناصر کنش ـن ی، از ایمصنوع
 شـود  مـی اسـتفاده  ) Minimal promoter( يشـبر یحداقل پ

)Gurr & Rushton 2005 ،Rushton et al. 2002 ،
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Cazzonelli & Velten 2008 ،Mazarei et al. 2008.(  
باشـند   مـی  Dو  E17، عناصر ین عناصر کنشیاز جمله ا
در پاسخ به حمله د نقش آنها یانجام شده مو هاي یکه بررس

 .Heise et al(باشـد   مـی مربوطه  هاي ا محركیمار گرها یب

2002, Kirsch et al. 2001 .(ل ی ـن عناصـر بـه دل  یبعلاوه ا
در برابـر   يع و قویسر يریمانند القاءپذ یهای یژگیداشتن و

در برابـر   يریکم و عدم القاءپـذ  یلیه خیان پایمارگرها، بیب
سـاخت   يبـرا  یه مناسـب ن ـی، گزیکیزیف هاي بیزخم و آس

 & Heise et al. 2002, Gurr)باشـند   مـی  یشبر مصـنوع یپ

Rushton 2005).  
شـبر  یه انجـام شـده مـا مشـخص نمـود پ     یقات اولیتحق
و دو عنصـر   Dمتشکل از دو عنصر ( SP-DDEE یمصنوع

E17 شــبر حــداقل یپ یدر بالادســت تــوالCaMV35S ( در
 یعملکرد مناسـب  یقارچ يمارگرهایپاسخ به محرك ها و ب

نـاز  یتیق ژن کی ـن تحقین رو در ایاز ا. دهد میاز خود نشان 
،  SP-DDEE یشبر مصـنوع ید، تحت کنترل پیجد يمریکا
 يشبر و توان بالقوه یپ يریاه کلزا منتقل شد و القاءپذیبه گ

 یقـارچ  يمارگرهـا یتراژن تحت کنترل آن در مهار رشـد ب 
Sclerotinia sclerotiorum  وRhizoctonia solani  در

  .قرار گرفت یابیمورد ارز in vivoط یمح

  ها مواد و روش
   یو قارچ ییباکتریا هاي هیسو و یاهیگ مواد

شرکت توسعه  از R line Hyola 308 رقم  کلزا بذرهاي
 زمان تا و دهیگرد هیته )رانیتهران، ا( یروغن هاي دانه کشت
 گـراد نگهـداري   یسـانت  درجـه  4 حرارت درجه در استفاده
 باکتري و) DH5α(ه یسو Escherichia coliباکتري . شدند

Agrobacterium tumefaciens ه یســــوLBA4404 از 
 .دی ـگرد هیته )رانیتهران، ا(ک یژنت یمهندس یمل پژوهشگاه
 يآقـا  ییاهـدا ( 2310ه ی ـجدا S. sclerotiorum هـاي  قارچ

 یپزشـک  اهی ـقات گیآزاد، موسسه تحق يون افشاریدکتر هما
دکتـر   يآقـا  ییاهـدا ( R. solaniقـارچ   R2ه ی، جدا)کشور

ه و اسـتفاده  یته) اصفهان ی، دانشگاه صنعتیف نبیبهرام شر
  .شد

  استفاده مورد مواد و دهایپلاسم

ــدر ا ــن تحقی ــمی  ,Fermentas,Vilnius)د یق از پلاس

Lithuania)  pJET1.2ــرا ــانه يبــ ــاز همســ و از  يســ
بالادست  E17و Dعناصر  يحاو( pGDDEE يدهایپلاسم
ــناح  .pBISM2 (Matroodi et alو  ) شــبر حــدقلیه پی

. اسـتفاده شـد   یاهی ـگ یانی ـن بیسـاخت نـاقل   يبرا (2013
وران آ فـن  سازه هـا توسـط شـرکت ژن    یابی ین توالیهمچن

  .انجام شد) رانیتهران، ا(

  یانین بیو ساخت ناقل یعموم يندهایفرا

 ، الکتروفورز ژليدیو پلاسم یژنوم DNAه یمراحل ته
، یم ـی، هضـم آنز )PCR(مراز یپل يره ایآگارز، واکنش زنج

هـا مطـابق    يبـاکتر  یختیه سلول مستعد و تراریاتصال، ته
 Sambrook & Russell)مرسوم انجـام گرفـت    هاي روش

2001).  
و با اسـتفاده از   PCR، با روش يمریناز کایتیر ژن کیتکث

و  chit42mmf یو برگشــت یب رفتــیــبــه ترت يآغازگرهــا
chit42mmr ياز رو DNA يدیپلاسم pBISM2  به عنوان

  ).1جدول) (1شکل(الگو انجام گرفت 
 هــاي میبــا آنــز یمــیپــس از هضــم آنز PCRمحصــول 

EcoRI و   XhoI در ناقلpJET1.2 پس از هضم . وارد شد
 و SacI  یبرش ـ هـاي  مین سـازه، بـا آنـز   ی ـا یم ـیناقص آنز

XhoI)میآنـز  ییک محل شناسایل وجود یبه دلSacI   درون
و در  يژل جداساز ياز رو يمریناز کایتی، ژن ک)نازیتیژن ک
يسـاز  همسانه pGDDEE یانیمشابه در ناقل ب هاي گاهیجا
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و دو  Dدو عنصـر  ( SP-DDEEحـاوي پیشـبر    pGDECسازه . پیشبرهاي مصنوعی ساخته شده T-DNAتصویر شماتیک ناحیه . 1شکل 
حـاوي   pBISM2و سـازه  ) به عنوان شاهد منفی(حاوي فقط پیشبر حداقل  pGMPC، سازه )در بالادست ناحیه پیشبر حداقل E17عنصر 

  ). به عنوان شاهد مثبت( CaMV35Sپیشبر دائمی 
Fig.1 Schematic representations of the T-DNA region of constructed synthetic promoters. The pGDEC contains 
the SP-DDEE synthetic promoter (carrying dimerized form of D and E cis-acting elements upstream of the 
CaMV35S minimal promoter), the pGMPC containing only the CaMV35S minimal promoter (as a negative 
control) and pBISM2 containing the constitutive CaMV35S promoter (as a positive control). 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) 

  
انجـام   chit42mmrو  chit42mmfفاده از آغازگرهـاي  تکثیر ژن کیتیناز کایمري، با است. آغازگرهاي مورد استفاه در این تحقیق. 1جدول 
. استفاده شـد  ACC-rو  ACC-fبا استفاده از آغازگرهاي   PCRاستخراج شده از آزمون  DNAجهت اطمینان از کمیت و کیفیت . گرفت

بـا اسـتفاده از    PCRمـون  استخراج شده از گیاهان تراریخت به باکتري آگروبـاکتریوم، آز  DNAبه منظور حصول اطمینان از عدم آلودگی 
براي اثبات حضور تراژن در گیاهـان تراریخـت احتمـالی از آغازگرهـاي     . انجام گرفت) VirGene )VirG-f/rآغازگرهاي اختصاصی ژن 

Chit42 F3 و Chit42 R3در داخل ژن کایمر استفاده گردید.  
Table 1. Oligonucleotides (primers) used in this study. The chimeric chitinase was amplified using chit42mmf 
and chit42mmr primers. DNA extraction quality and quantity was checked using PCR with ACC-f and ACC-r 
primers. Vir Gene specific primers (VirG-f/r) were used to checking possibility of agrobacterium DNA 
contamination. PCR was carried out for confirmation of the existence of the transgenes in putative transgenic 
plants using a combination of Chit42F3 and Chit42R3 primers.

  نام  توالی
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 

  

 ينامگـذار  pGDECد کـه  ی ـجد یانی ـن سـازه ب ی ـدر ا. شد
 یشـبر مصـنوع  یتحـت کنتـرل پ   يمریناز کایتید، ژن کیگرد
  .قرار گرفت (SP-DDEE)مارگر یر با بیالقاءپذ

بـه  (شبر حـداقل  یپ يحاو  pGMPCساخت سازه  يبرا
قطعه . استفاده شد pGDEC ي، از سازه )یعنوان شاهد منف

شبر یپ یاز بالادست توال DDEEس یس یعناصر کنش يحاو
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 یبرش هاي میتوسط آنز یمیحداقل، با استفاده از هضم آنز
SpeI   وXbaI ن دو محـل حـذف   یو سپس اتصال مجدد ا
  ).1شکل(د یگرد

  اهیگ به ژن انتقال روش و یاهیگ مواد سازي آماده

و همکاران استفاده  یبه منظور انتقال ژن از روش مولون
ن روش بـذور کلـزا   ی ـدر ا (Moloney et al. 1989).شـد  

کشـت   طیمح ـ روي زدن جوانـه  بـراي  و شـده  یضـدعفون 
 ,Murashige and Skoog's medium (MS) ½)( یزن جوانه

sucrose 30 g/l, agar 8 g/l, pH 5.8 بذور .شدند داده قرار 
 سـاعت  16 طیشـرا  بافت تحـت  کشت اتاق در شده، کشت
 گـراد  یسانت درجه 25 و دماي یکیتار ساعت 8 و ییروشنا

 طـول  کـه  روزه 5 اهـان یاي گ لپـه  برگهاي .شدند نگهداري

 از پـس  و شـدند  بـود، جـدا   متـر  یلیم 2 حدود آنها دمبرگ
 روي سـاعت  48مـدت   بـه  دمبرگهـا  ییانتهـا  جوانه حذف
 ـ طیمح  ,1X MS organic, sucrose 30 g/l) کشـت   شیپ

Benzil Amino Purin (BAP) 3.5 mg/l, agar 8 g/l, pH 
 آمـاده  مرحلـه  نی ـا از پس ها زنمونهیر. شدند کشت  (5.8

 ومیآگروبـاکتر  شبانه کشت از .وم بودندیآگروباکتر افتیدر

فوژ یسـانتر  (ه شدیرسوب ته (OD650=1)شده  ترانسفورم
 هـاي یباکتر سـپس  )قـه یدق 10 مـدت  به g 5000 با سرعت

 در ونیحالـت سوسپانس ـ  بـه  MS محلـول  در افتهی رسوب

 لپـه  برگهـاي  استفاده، شامل مورد هاي نمونه زیر .شد آورده

 نوسـاقه  القاء ط کشتیمح روي بر ساعت 48  که بودند اي

  .بودند گرفته قرار) کشت شیط پیمح(
ط یمح ـ در هی ـثان 90 مـدت  بـه  اي لپه برگهاي دمبرگهاي
لپـه   برگهاي نیا .شدند داده قرار ومیآگروباکتر ونیسوسپانس

نسـبتاً   تـا  شـدند  داده قـرار  لیاسـتر  یصاف کاغذ روي بر اي
ط یمشـابه مح ـ ( یکشـت  هـم  طیمح در سپس .گردند خشک

 درجه 25 دماي و یکیتار در و شدند داده ، قرار)ش کشتیپ

 بـه  هـا  نمونه زیر ساعت، 48 از پس .گرفتند قرار گرادیسانت

 ,1X MS, sucrose 30 g/l) نوسـاقه   القـاء  یط انتخـاب یمح

BAP 3.5 mg/l, agar 8 g/l, pH 5.8)  حـاوي mg/l 15 

 زی ـشـدند و ر  منتقـل  م،یسفوتاکس mg/l200 و  نیسیکاناما
 .واکشت شـدند  مشابه طیمح به کباری هفته دو هر ها نمونه
 از یبعض یفوقان سطح در متعددي هاي نوساقه سوم هفته در

 هـاي  ن نوسـاقه ی ـا از تعدادي .آمدند وجود به ها نمونه زیر

 یبـاق  و زنـده  سـبز  فوق، یانتخاب طیمح روي بر شده دیتول
 مقاومـت بـه   ژن افـت یدر عـدم  علـت  بـه  هی ـبق و ماندنـد 

   .رفتند نیب از و شده دیسف نیسیکاناما
  جـدا  نشگر،یگز طیمح در شده ییباززا سبز هاي نوساقه

 1X MS, sucrose 30)نوساقه شدن لیطو طیمح به و شده

g/l, agar 8 g/l, pH 5.8)  يحـاو  mg/l25  و نیس ـیکاناما 
رشـد   از پس .دندیگرد منتقل میسفوتاکس mg/l 200حاوي 
ط یمح ـ بـه  هـا  نمونـه  فعال، ستمیمر لیتشک و اهچهیگ یکاف
 ,1X MS, sucrose 30 g/l, IBA 2 mg/l)( یـی شـه زا یر

agar 8  ن یس ـیکاناما کهايیوتیب یآنت علاوه به)mg/l 25 (  و
لازم بـه ذکـر   . شـدند  داده انتقـال ) mg/l 200(م یسفوتاکس
 شدن نوساقه لیطو طیمح همان در نمونه ها از یاست بعض

 یـی شـه زا یط ریمح به انتقال به یاجیاحت و شدند  دار شهیر

 .نبود

 هاي شهیر مشاهده از پس و هفته 4 حدود از پس اهانیگ
 ده شدیکش لونینا آنها روي بر و شدند منتقل گلدان به یکاف

 ط سـازگار یمح ـ بـه  کم کم منفذها، یجیجاد تدریا با سپس

 تا و شده بود لیاستر گلدانها براي شده استفاده خاك .شدند
  .شدند اريیآب مرتب طور به ريیگ بذر اتمام

  ختیاهان تراریگ یآزمون مولکول

بـه روش    DNAاهان بـه دسـت آمـده اسـتخراج     یاز گ
CTAB    انجـام گرفـت)(Sambrook and Russell 2001 .
استخراج شده، توسط الکتروفورز و  DNAت یفیت و کیکم
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م آ یل کـوانز یژن است يبا استفاده از آغازگرها PCRآزمون 
مـورد  ) ACC-fو  ACC-r(اه کلزا یگ) ACC(لاز  یکربوکس
اثبات حضور تراژن در  يبرا). 1جدول(قرار گرفت  یبررس
 و Chit42 F3 ياز آغازگرهـا  یاحتمـال خـت  یاهان تراریگ

Chit42 R3ن بـه  یهمچن. مر استفاده گردیدیدر داخل ژن کا
اسـتخراج   DNA ینـان از عـدم آلـودگ   یمنظور حصول اطم

وم، آزمـون  یآگروبـاکتر  يخت به باکتریاهان تراریشده از گ
PCR  ژن  یاختصاصـ ـ يمرهــایبــا اســتفاده از پراVirG 

)VirG-f/r (ين بـاکتر ی ـا یکمک ـ دیپلاسم يموجود بر رو 
  .انجام گرفت

 (Southern blotting)ســادرن  ياز آزمــون لکــه گــذار
مشخص نمودن تعداد نسخه درج شده تراژن در ژنوم  يبرا
اسـتخراج   یژنـوم  DNA بـدین منظـور  . زبان استفاده شدیم

هضـم شـده و بـه     HindIII یم برشیشده، با استفاده از آنز
 ,+Hybond N)یلونی، بـــه غشـــاء نـــاینگیروش مـــوئ

Amersham, Buckinghamshire, United Kingdom) 
و   Chit42 R3و  Chit42 F3از آغازگرهـاي  . منتقـل شـد  

مر بـه عنـوان الگـو، بـراي     یژن کـا  يحـاو  pBISM2ناقل 
ساخت پروب نشاندار با استفاده از کیـت غیـر رادیواکتیـو    

Dig labeled-dNTP (Roche Applied Science, Basel, 
Switzerland) ر بـه روش  ی ـو تکثPCR    اسـتفاده گردیـد و

  . جفت باز تهیه گردید 589پروب مورد نظر به طول 

 ـبا محرك ها بـا هـدف تحر   یبرگ يها سکیمار دیت ک ی
  ان تراژنیب

مارها، ابتدا از هر سازه یش به منظور اعمال تیدر هر آزما
)pGDEC  وpGMPC  وpBISM2 (خـت  یر تراریاه غیو گ

انتخاب و از سه برگ باز شده  یپنج برگاه در مرحله یسه گ
. ه شدیمتر ته یم سانتیبه قطر دو و ن یهای سکیجوان آنها د

 یل ـیم 2(د یک اسیلیسیسال هاي سک ها درون محركین دیا
به عنـوان دو  ) کرو مولاریم 50(ل جاسمونات یو مت) مولار

غوطـه ور شـده و    یدفاع هاي پاسخ يساز فاکتور مهم فعال
 یکاتور تحت فشـار منف ـ یقه در دستگاه دسیدق 20به مدت 

درجه  22 يساعت در دما 24قرار گرفتند وسپس به مدت 
 يدرون پتر MSه یط کشت پایمح يحاو یکاغذ صاف يرو

مار آب مقطر قرار یشاهد، تحت ت هاي نمونه. شد ينگهدار
ل یش فاکتوریمطالعه به صورت آزما ياثر فاکتورها. گرفتند

  .قرار گرفت یمورد بررس یفدر قالب طرح کاملا تصاد

  یآزمون رنگ سنج

ان تـراژن،  یش بیر محرك ها در افزایتاث یبه منظور بررس
 ین منظور واکنشیبه ا. ناز استفاده شدیتیت کیاز آزمون فعال

)lµ500 (ــیشــامل ک ــوان   )mg 8/3( يدیــن کلوئیت ــه عن ب
ــول آنز ــیسوبســترا و محل ــیعصــاره پروتئ يحــاو( یم  ین

درجـه قـرار    37قـه در  یدق 60مـدت  به ) یبرگ هاي سکید
 NaCl تریل یلیک میبا اضافه کردن  یمیواکنش آنز. گرفت

 5فوژ بـه مـدت   یپـس از انجـام سـانتر   . ، متوقف شد(1%)
جدا شده و با اضـافه کـردن    ییع روی، ماg  6000قه در یدق

100 μl قه جوشـانده  یم تترابورات به مدت سه دقیبافر پتاس
به محلول اضـافه   DMABر واکنشگ ml3سپس مقدار . شد
ن یل گلــوکزامیر واحــد آزاد شــده ان اســتیــزان زیــم. شــد

(GLcNAc) نگر و همکـاران یلیتوسط روش ز(Zeilinger 

et al.1999) ک ماکرومول ید یتول. قرار گرفت یمورد بررس
ت ی ـک واحد فعالیقه به عنوان یدق 60محصول واکنش، در 

  .در نظر گرفته شد یمیآنز

  یقارچت ضد یفعال یبررس

 یعصـاره سـلول   یت ضـد قـارچ  یفعال یبه منظور بررس
 radial) یخـت، از روش آزمـون نشـر شـعاع    یاهان تراریگ

diffusion method)  آگـار بـا    هـاي  سکید. دیاستفاده گرد
مارگر جـدا شـده و   یب هاي ط رشد قارچیاز مح mm 5قطر 
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نکه یپس از ا. قرار داده شد PDA يت حاویک پلیدر مرکز 
آن چنـد   هاي د در لبهیرس cm 3قارچ به حدود  یاندازه کلن
ساعت بـه آنهـا    3جاد شده و عصاره برگ ها هر یچاهک ا
درجـه در   28سـاعت در   48ت ها به مـدت  یپل. اضافه شد

  .شد ينگهدار یکیتار
زان مهــار رشــد قــارچ هــا بــا روش یــم یکمــ یبررســ

Microspectrophotometric assay   ــت ــام گرفــ انجــ
(Broekaert et al. 2006) .خانـه   96ت ین روش از پلیدر ا

 mg/ml 16(Potato( يهـر چاهـک حـاو   . استفاده شد يا

Dexterous Broth (PDB) ا قطعـات  یاسپور  2000، حدود
اهـان  یگ هـاي  بـرگ ) µg 40( ین ـیوم و عصـاره پروتئ یسلیم

مار شده بـا محـرك و آب تـا    یخت تیر تراریخت و غیترار
 یکیت در تاریپس از قرار دادن پل. بود µl 200ییحجم نها
قه، جذب در طول موج یدق 30درجه به مدت  27 يدر دما

 ,ASYS Hitech GmbH)زا ینانومتر توسط دستگاه الا 595

Eugendorf, Austria) ب بعـد از  زان جـذ ی ـم. خوانده شد
 يبرا. دیو ثبت گرد يریساعت مجددا اندازه گ 48گذشت 
زان مهار رشـد بـر   یم. مار سه تکرار در نطر گرفته شدیهر ت

که در . محاسبه شد x 100 [ΔC/(ΔC – ΔT)]اساس فرمول 
 ΔTنمونه شـاهد و   يح شده برایزان جذب تصحیم ΔCآن 

. باشـد  مـی  یح شده نمونه مـورد بررس ـ یمقدار جذب تصح
 595زان جـذب در  ی ـح شده عبارت است از میتصح جذب

مارهـا  یساعت از زمـان شـروع  اعمـال ت    48نانومتر بعد از 
قـه از  یدق 30شده پـس از   يریمقدار جذب اندازه گ يمنها

  . ش یزمان شروع آزما
 یکروسـکوپ ین در سـطح م یهمچن ـ یت ضد قارچیفعال

 Kronland & Stanghellini(قـرار گرفـت    یمورد بررس ـ

 .Rقـارچ   يط کشـت حـاو  یاز مح mm33 يقطعه . )1988

solani قـرار گرفـت و    يشـه ا یک لام شیز یسطح تم يرو
سـاعت   48تـا   24. مرطوب انکوبـه شـد   يداخل محفطه ا

مـار شـده بـا    یت هـاي  برگ ینیاز عصاره پروتئ µl100 بعد، 
لام قرار  يگستره شده رو هاي ومیسلیم يا آب رویمحرك 
زان هضم، نازك شـدن و  یبر م ینیر عصاره پروتئیتاث. گرفت
ک بـار توسـط   ی ـک ساعت یوم ها هر یسلیواره مید یپارگ
مـورد   (Nikon, Eclipse 80i, Japan) يکروسکوپ نوریم

  . قرار گرفت یابیو ارز یبررس

  ز داده هایآنال

له یداده ها و رسم گراف ها بـه وس ـ  سازي مراحل نرمال
داده هـا بـا اسـتفاده از     يز آمـار یو آنال Excel 2010برنامه 

  .انجام شد SPSS 18 يبرنامه آمار

  جهینت
ن کردن یگزی، با جا pGDEC یانیق، ناقل بین تحقیدر ا
سـاخته شـده در   ) ChBD + Chit42(يمرینـاز کـا  یتیژن ک

در ناقـل   gusژن  يبه جـا ) Matroodi et al. 2013(گروه 
pGDDEE  مـارگر،  یر بـا ب یالقاءپـذ  یشبر مصنوعیپ يحاو
سـه  یو مقا ین به منظور بررس ـیهمچن). 1شکل(ساخته شد 
مـارگر، سـازه   یالقـاء شـونده بـا ب    یشبر مصـنوع یعملکرد پ
pGMPC    س یس ـ یکه بـا حـذف عناصـر کنش ـDDEE  از

و سـازه   یبه دست آمد، به عنوان شاهد منفpGDEC شبریپ
pBISM2 یشبر دائمیپ  يحاو CaMV35S  به عنوان شاهد

بـا   سـازي  ن همسـانه ی ـصحت ا). 1شکل(مثبت ساخته شد
د ی ـ، مـورد تائ یابی ـ یو سپس تـوال  PCRآزمون  استفاده از 

 ين ســازه هــا بــه کمــک بــاکتریــســپس، ا. قــرار گرفــت
منتقـل    R Line Hyolla 308اه کلزا رقمیوم به گیآگروباکتر
  .شدند

 یط کشـت انتخـاب  یمح ـ ياهـان، رو یگ ییمراحل بـاززا 
 نی ـا یخت ـید تراریتائ يبرا. ن انجام گرفتیسیکاناما ياوح

  و ســادرن بــلات  PCRهــاي مولکــولی  گیاهــان از تکنیــک
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تکثیـر قطعـه   . PCRتائید تراریختی گیاهان، با آزمون ) a. 2شکل 

 ژنـومی بـا اسـتفاده از آغازگرهـاي      DNAجفت بـازي از   589

Chit42F3   و Chit42R3 .1  تراریخـت،  لاین هاي کلزاي :  8تا
پلاسـمید  : 11کلزاي غیر تراریخت، : Mix ،10 مارکر مولکولی: 9

pBISM2 .b  (    آزمون سـادرن بـلات گیاهـان تراریخـت .DNA 
هضـم   HindIIIژنومی استخراج شده از گیاهان، با آنـزیم برشـی   

شده و بعـد از انجـام الکتروفـورز و انتقـال بـه غشـاء نـایلونی،        
زي نشان دارشده با دیگوکسـی  جفت با 589هیبریداسیون با پروب 

: Mix ،Wild type (WT) مارکر مولکولی: M. ژنین انجام گرفت
  .لاین هاي کلزاي تراریخت: 8تا  3گیاه غیر تراریخت، 

Fig.2 a: The PCR analysis of putative transgenic 
canola plants. 589 bp fragments were amplified by 
nested PCR using a combination of Chit42F3 and 
Chit42R3 primers and the DNA of different putative 
transgenic plants as template; Lane1-8: transgenic 
canola lines, Lane 9: DNA ladder mix,  Lane 10: non-
transgenic canola as WT, Lane 11: Plasmid pBISM2. 
b:  Southern blot analysis of transgenic plants. 
Canola DNA was digested with HindIII, 
electrophoresed and hybridized with the digoxigenin-
labelled 589 bp partial internal fragment of the 
chimeric chitinase gene as a probe. The number of 
bands reflects the number of transgene insertions. M: 
DNA ladder mix, wt: non-transgenic, Lanes 3–8: 
transgenic canola lines. Molecular weight DNA 
markers are shown on the left 

  
نتیجه آزمون سادرن حضـور یـک تـا    ). 2شکل(استفاده شد

  . د نمودیخت تائیاهان تراریسه نسخه از تراژن را در گ
رشد و نمو و  يدارا یخت مورد بررسیاهان تراریه گیکل
 ـ. بودنـد  یعیطب يظاهر افـت  یخـت در یاهـان ترار ین گیاز ب

اهـان شـماره   یگ(ن ی، سه لا pGDECسازه  T-DNAکننده 
 يتک نسـخه از تـراژن بودنـد بـرا     يکه حاو) 19، و 7، 4

  ). b2شکل (انتخاب شدند  يبعد هاي یبررس

  یمیت آنزیفعال

ت ی ـفعالزان ی ـنشـان داد کـه م   یمیآنز هاي یج بررسینتا
مار شـده  یخت تیاهان تراریگ یبرگ هاي سکیدر د ينازیتیک

نسـبت بـه حالـت     يل جاسمونات به صورت معناداریبا مت
شـبر  یپ ياهـان حـاو  ین نسـبت بـه گ  یمار با آب و همچن ـیت

ن در ی ـا. افته استیش یخت افزایر تراریاهان غیحداقل و گ
در پاســخ بــه محــرك  ير معنــادارییــاســت کــه تغ یحــال
  ).3شکل(د مشاهده نشد یاس کیلیسیسال
 3/3تـا   1/2ن یخت بیترار هاي نیه لایج نشان داد  کلینتا

مـار بـا   ینسبت به حالت ت ينازیتیت کیش در فعالیبرابر افزا
 يدار یتفــاوت معنــ يآب نشــان دادنــد کــه از نظــر آمــار

 ـ). 3شکل( (p < 0.01)شود میمحسوب   هـاي  نی ـن لایدر ب
ن یب کمتـر یبه ترت pGDEC19و  pGDEC7 یابیمورد ارز

ش  یزان افـزا یبعلاوه، م. زان القاء را نشان دادندین میشتریو ب
در  یشبر القائیپ يحاو pGDEC19ن یدر لا یمیت آنزیفعال

ن ی ـک بـه لا ی ـبـا نزد یل جاسمونات تقریپاسخ به محرك مت
pBISM28 است که  ین در حالیا. بود یشبر دائمیپ يحاو

خـت  یر تراریاه غیسه با گیشبر در مقاین پیا یمیت آنزیالفع
) یبـه عنـوان شـاهد منف ـ   (شبر حداقل یاه حامل سازه پیو گ

 هـاي  سـک یمار دیج به دست آمده از تینتا. شتر بودیکاملا ب
د   نشـان داد کـه اگرچـه    یک اس ـیلیس ـیبا محرك سال یبرگ
 ين محـرك در همـه   یدر پاسخ به ا ينازیتیت کیزان فعالیم
ش یافـت امـا افـزا   یش یافـزا  يخت تا اندازه ایاهان تراریگ

ن ی ـز مشـاهده شـد و از ا  ین یاهان شاهد منفیدر گ یمشابه
 دی ـن آنهـا مشـاهده نشـد کـه مو    یب يدار ینظر تفاوت معن

پذیري پیشبر القائی در پاسـخ بـه ایـن محـرك     تحریک عدم
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میکـرو   50(متیـل جاسـمونات   ) aمصنوعی در پاسخ به تیمار محرك هـاي   پیشبرنتایج فعالیت کیتینازي لاین هاي کلزا ي داراي .  3شکل 
درجـه   22سـاعت در دمـاي    24دیسک هاي برگی پس از قرار گرفتن در معرض محرك ها، ). میلی مولار 2(سالیسیلیک اسید ) bو ) مولار

حروف مشابه نشان دهنده عدم وجود اخـتلاف  ) (ارداده ها میانگین سه تکر(انکوبه شدند و سپس فعالیت کیتینازي مورد ارزیابی قرار گرفت 
تولید یک میکرومول محصول رنگی در ساعت بـه عنـوان   . تیمار آب به عنوان کنترل در نظر گرفته شد). است 5% آزمون دانکن معنی دار با

  .یک واحد آنزیمی در نظر گرفته شد
Fig.3 Results of chitinase activity of the synthetic promoters in canola plants exposed to 50 μM methyl jasmonate 
(a) or 2 mM salicylic acid (b). Leaf discs incubated at 22°C for 24 h after exposure to the elicitors. Each value 
represents the mean (± standard error) of three independent experiments. Mean with the same letter are not 
significantly different by Duncan grouping at (P<0.05). Control: leaf discs treated with water. Production of 1 
µmole of colorful product per hour was considered as one unit of activity (U). P < 0.01 

  
ک یلیس ـیدهـد هـر دو محـرك سال    مـی ج نشان ینتا. باشد می
ش یموجـب افـزا   يل جاسـمونات تـا انـدازه ا   ی ـد و متیاس
شـوند   مـی ر شـاهد  ی ـاهان شاهد و غیدر گ ينازیتیت کیفعال

 ينـاز یتیک ياز القاء ژنها یتواند ناش میکه احتمالا ) 3شکل(
  .اه در برابر محرك ها باشدیگ

  یت ضد قارچیفعال

خـت  یاهـان ترار یگ ین ـیعصاره پروتئج نشان داد که ینتا
ــائیپ يحــاو ــس از تیشــبر الق ــا محــرك مت ی، پ ــار ب ــم ل ی

موجب مهار رشد هر دو  یجاسمونات تا اندازه قابل توجه
  . شد  R. Solaniو   S. sclerotiorumمارگر یب

، در ) S. sclerotiorum   %)59 - %47زان مهار قارچ یم
ج ینتـا . بـود  )R. solani  %)46 - %33ش از ین ها بیتمام لا

 هـاي  نی ـجاد شده توسـط لا یزان مهار ایمشخص نمود که م
مارگر یدر مورد هر دو قارچ ب یشبر القائیپ يخت حاویترار

خـت و  یر تراری ـاهـان غ یزان مهار مشـاهده شـده در گ  یبا م
به عنـوان شـاهد   (شبر حداقل یپ يخت  حاویترار هاي نیلا
  ). 5و  4شکل (داشت یتفاوت قابل توجه) یمنف

 radial( یج حاصل از آزمـون نشـر شـعاع   ین،نتایهمچن

diffusion assay (بـر   ین ـیر عصاره پروتئیتاث یجهت بررس
نشـان   R. solaniو  S. sclerotiorum هـاي  مهار رشد قارچ

مـار شـده بـا    یخـت ت یاهـان ترار یگ ینیداد که عصاره پروتئ
 یقـارچ  هاي مارگریل جاسمونات، قادر به مهار بیمحرك مت

ن ی ـجـاد شـده توسـط لا   یزان مهـار ا ی ـبعـلاوه، م . باشند می
pGDEC19 جاد شده توسـط  یزان مهار ایک به میبا نزدیتقر

کـه  در   یدر حـال ).  6شـکل  (باشـد   مـی  pBISM28 نیلا
زان مهار مشاهده شده در ید میک اسیلیسیمار با سالیحالت ت

از مهار  يبه طرز مشهود یشبر القائیپ يخت حاوین تراریلا
 مـارگر یاه شاهد مثبت در هر دو قـارچ ب یگ ینیروتئعصاره پ

  ).6شکل(کمتر بود 
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و سالیسـیلیک  ) میکرو مولار 50(تاثیر عصاره پروتئینی گیاهان تراریخت و غیر تراریخت تیمار شده با محرك هاي متیل جاسمونات . 4شکل
حـروف  (داده ها نشان دهنده میانگین با سه تکرار مـی باشـد   .  Sclerotinia sclerotiorum بر میزان مهار رشد قارچ ) میلی مولار 2(اسید 

  ).است 5% آزمون دانکن دهنده عدم وجود اختلاف معنی دار بامشابه نشان 
Fig.4 The growth inhibition of Sclerotinia sclerotiorum by crude extracts of stable transgenic and non-transgenic 
plants following MJ and SA elicitors treatment. Each value represents the mean (± standard error) of three 
independent experiments. Mean with the same letter are not significantly different by Duncan grouping at 
(P<0.05). 

  

  
لیک و سالیسـی ) میکرو مولار 50(تاثیر عصاره پروتئینی گیاهان تراریخت و غیر تراریخت تیمار شده با محرك هاي متیل جاسمونات . 5شکل 
حروف مشابه نشـان  ( داده ها نشان دهنده میانگین سه تکرار می باشد. Rhizoctonia solani  بر میزان مهار رشد قارچ) میلی مولار 2(اسید 

  ).است 5% آزمون دانکن دهنده عدم وجود اختلاف معنی دار با
Fig. 5. The growth inhibition of Rhizoctonia solani by crude extracts of stable transgenic and non-transgenic 
plants following MJ and SA elicitors treatment. Each value represents the mean of three independent 
experiments. Mean with the same letter are not significantly different by Duncan grouping at (P<0.05). 

  
نشــان داد کــه  یکروســکوپیم هــاي یت بررســیــدر نها

مـار شـده بـا    یت  pGDEC19ن ی ـبـرگ لا  ینیعصاره پروتئ
واره یــل جاســمونات موجــب هضــم نــوك ودیــمحــرك مت

اه ی ـکه عصاره گ یشود در حال می R. solaniوم قارچ یسلیم
رو  یر چنـدان یمار شده با محرك تاثیت) pGMPC11(شاهد 
  ).7شکل (مورد نطر نداشت  هاي ومیسلیم

  بحث
اهـان  یان تـراژن در گ ی ـدر ب یدائم ـ يشبرهایاستفاده از پ

 ـ  ير امریاخ هاي خت ظرف سالیترار در  یمعمول بـوده ول
 در ياز بـروز ناهنجـار   یمتعدد حاک هاي ن حال گزارشیع

   Gurr(باشد  میرشد و نمو و هرز رفتن انرژي این گیاهان 
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نتایج تاثیر عصاره پروتئینی لاین هـاي تراریخـت تیمـار    . 6شکل 

شده با محرك ها، بر مهار رشد قارچ هاي بیمارگر، بـا اسـتفاده از   
ــعاعی   ــر ش ــون نش ــارچ  ) a. آزم ــاثیر روي ق  Sclerotiniaت

sclerotiorum   ، پس از تیمار با محرك متیل جاسموناتb ( تاثیر
تیمار بـا محـرك متیـل     پس ازRhizoctonia solani روي قارچ 

پس  Sclerotinia sclerotiorumتاثیر روي قارچ ) cجاسمونات، 
ــا محــرك سالیســیلیک اســید،   ــار ب ــارچ ) dاز تیم ــاثیر روي ق ت

Rhizoctonia solani    ، پس از تیمار با محرك سالیسـیلیک اسـید
تیمـار   pGDEC19عصاره لاین : pBISM28  ،2عصاره لاین : 1

: 4تیمار شده با محـرك،   pGDEC19عصاره لاین : 3شده با آب، 
بـافر  : 6عصاره گیاه غیر تراریخت، : pGMPC11 ،5عصاره لاین 

  .استراج پروتئین
Fig. 6. The radial diffusion assay of crude protein 
extracts of transgenic canola induced by methyl 
jasmonate, against a) Sclerotinia sclerotiorum and b) 
Rhizoctonia solani or induced by salicylic acid against 
c) Sclerotinia sclerotiorum and d) Rhizoctonia 
solani.1) pBISM28 crude protein extract  as a positive 
control, 2) pGDEC19 induced by water, 3) pGDEC19 
induced by elicitor, 4) pGMPC11, 5) non-transgenic 
canola, 6) protein extraction buffer.(2,4,5 and 6 as 
negative control) 

  
& Rushton 2005 .(هاي مقاومت تحت از این رو بیان ژن 

شوند  میمارگر فعال یکه صرفا در زمان حضور ب ییشبرهایپ

اهـان محسـوب   یگ یخت ـیترار هـاي  در پروژه یت بزرگیمز
  .شود می

 یعناصـر کنش ـ  یدهنـد برخ ـ  مـی ر نشـان  یمطالعات اخ
 CaMV35Sشبر حداقل یه پیب با ناحیشناخته شده، در ترک

ان کارآمـد تـراژن مقاومـت، در زمـان     ی ـتوانند موجب  ب می
 ,Cazzonelli & Velten 2008(مــارگر شــوند یحملــه ب

Mazarei et al. 2008, Rushton et al. 2002 .(از  ياریبس
 یعناصر کنش يمارگرها دارایر با بیالقاءپذ یعیطب يشبرهایپ

 .Dey et al)باشـند   مـی  Wو  D ،S هـاي  مجزا مثل جعبـه 

از  ياریشبر بس ـیه پیمشخص شده است که در ناح. (2015
به صورت خوشـه   W هاي اهان، جعبهیمقاومت در گ يژنها
ن حالـت اثـر هـم    یاد وجود داشته و در ایو به تکرار ز يا
 Lebel et al. 1998, Rushton & Somssich)دارند ییافزا

) Eulgem et al. 2000(هرچند اولگم و همکـاران  . (1998
ان یب يتواند برا میز ین Wک جعبه ی یگزارش کردند که حت

  .باشد یکاف یالقائ
با اسـتفاده  ) Rushton et al. 2002(راشتون و همکاران 

 يشـبرها یموفـق بـه سـاخت پ    Wو  D ،Sیاز عناصر کنش ـ
ف ی ـبـه ط  یقابـل تـوجه   يریشـدند کـه القاءپـذ    یوعمصن
مطالعـات   .مارگرهـا نشـان دادنـد   یاز محرك ها و ب یعیوس

 Wکـه شـامل دو جعبـه     E17 یدهد عنصـر کنش ـ  مینشان 
پـس از حملـه    یدر پاسـخ دفـاع   يدی ـکل یباشـد نقش ـ  می
 .Heise et al. 2002, Kirsch et al) د ینما میفا یمارگر ایب

2001, Shokouhifar et al. 2013) .قـات  ین تحقیهمچن ـ
به دست آمـده از ژن   D یمشخص نموده است عنصر کنش

PcPR2 بـالا  نسـبت    يریپذ کیعلاوه بر تحر ياه جعفریگ
 دارد یز نقـش اساس ـ ی ـن یدفاع هاي به محرك ها در پاسخ

(Heise et al. 2002) .  
اسـتفاده از بـا  ) Chan et al. 2015(چـن و همکـاران   
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پس از قرار گـرفتن در معـرض عصـاره پروتئینـی      Rhizoctonia solaniتغییرات مورفولوژیک ایجاد شده در میسلیوم هاي قارچ . 7شکل 

بـه عنـوان شـاهد     pGMPC11ساعت پس از قرارگیري در معرض عصاره لایـن   6میسلیوم ها، ) a. گیاهان تیمار شده با متیل جاسمونات
هضـم  . pGDEC19ساعت پس از قرار گیـري در معـرض عصـاره لایـن      6میسلیوم ها، ) b). لاحظه ي مشاهده نمی شودتغییرات قابل م(

  .دیواره هیف ها کاملا مشهود می باشد
Fig. 7. Morphological changes induced in Rhizoctonia solani hyphae after exposure to crude protein extract. (a) 
Control hyphae exposed to induced pGMPC11 crude extract showing a regularly septate mycelium. (b) 
Mycelium of Rhizoctonia solani, 6h after addition of the induced pGDEC19 crude extract. Cell wall lysis was 
observed (as indicated by arrows) 

  
باز دارنده  یکیان دو ژن مقاومت، یجهت ب یشبر مصنوعیپ

 یناز قـارچ یتیک کی يگریو د) CeCPI(ن یستئیناز سیپروتئ
(PjCHI-1)  بـه   غـده و ریشـه   نماتدک نوع یموفق به مهار

. شدند یاه گوجه فرنگیدر گ Meloidogyne incognitaنام 
ک ی ـک ژن مقاومت تحت کنترل یان یگر بید يدر مطالعه ا

 Sو  Dس یس ـ یمتشـکل از عناصـر کنش ـ   یمصـنوع  شبریپ
گـال طوقـه در    يمـار یش مقاومت نسبت به بیمنجر به افزا

  ).Niemeyer et al. 2014(اه توتون شد یگ
دهـد کـه    مـی ق نشـان  ین تحقیج به دست آمده در اینتا
ل جاسـمونات بـه   ی ـنسبت به محـرك مت  SP-DDEEشبر یپ

که چندان نسـبت بـه    یدهد در حال میپاسخ  یشکل مناسب
د یافته ها موین یا. ستید قابل القاء نیک اسیسلیمحرك سال

انجام شده در گـروه بـا   ) چاپ نشده(ه یقات اولیج تحقینتا
 SP-DDEEشــبر یبــر پ GUSاســتفاده از ژن گزارشــگر  

نشـان   GUSه ما با اسـتفاده از ژن  یاول هاي یبررس. باشد می
جاسـمونات   لی ـنسبت به محـرك مت  SP-DDEEشبر یداد پ

خـت  یترار هـاي  نی ـهرچنـد لا . دهد مینشان  یپاسخ مناسب

 ينـاز یتیت کی ـاز فعال یزان متفـاوت ی ـ، میشبر القـائ یپ يحاو
از اثـرات درج شـدن    یتواند ناش مین امر ینشان دادند که ا

T-DNA ـ یدر نواح  ن حـال  ی ـبـا ا  یمتفاوت ژنوم باشد ول
و زان القـاء  ی ـن میبـا کمتـر   pGDEC7ن ی ـدر مورد لا یحت
مـارگر قابـل   یب هاي زان مهار رشد قارچی، مينازیتیت کیفعال

ن یشـتر یبعـلاوه ب . اهان شاهد بودیتوجه و کاملا بالاتر از گ
مشاهده شـد کـه    pGDEC19ن یدر لا یت ضد قارچیفعال
را نشـان داده   یم ـیت آنزیو فعال يریزان القاءپذین میبالاتر
  .بود
 یاهی ـگ ينازهـا یتیدهـد ک  مـی مختلـف نشـان    هاي افتهی

مارگر موثر بوده و قادر یب هاي ف قارچینوك ه يعموما رو
وم هـا  یسـل یواره محکـم م ی ـا دی ـبه هضـم کارآمـد اسـپور    

 ,Joosten et al. 1995, Mauch et al. 1988)ســتندین

Neuhaus et al. 1991) .یقـارچ  ينازهـا یتیکـه ک  یدر حال 
. باشــند مــین ســاختارها یــا يهمــه  ير رویقــادر بــه تــاث
مـار بـا   یوم هـا پـس از ت  یسـل یاز م یکروسکوپیمشاهدات م
در  يا عمده هاي بیخت نشان داد تخریاهان تراریعصاره گ
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نـاز  یتیر کید تـاث یتواند مو میداده که  يوم رویسلیسرتاسر م
  .باشد يمریکا

نشـان   ین بررس ـی ـج به دسـت آمـده در ا  یت نتایدر نها
 یشـبر مصـنوع  یتحـت کنتـرل پ   يمریناز کایتیدهد ژن ک می

کارآمـد   ياحتمـالا ابـزار   SP-DDEEمـارگر  یر با بیالقاءپذ
 يمارگرهـا یبـه ب  یاهـان زراع ـ یش مقاومـت گ یجهت افـزا 

  .باشد می S. sclerotiorumژه یبه و یقارچ

  

  منابع
Broekaert, W. F., Delaure, S. L., De Bolle, M. F. C., and Cammue, B. P. A. 2006. The role of ethylene in host-

pathogen interactions. Annual Review of Phytopathology. 44:393-416. 
Cazzonelli, C. I., and Velten, J. 2008. In vivo characterization of plant promoter element interaction using 

synthetic promoters. Transgenic Research. 17: 437-457. 
Chan, Y. L., He, Y., Hsiao, T. T., Wang, C. J., Tian, Z., and Yeh, K. W. 2015. Pyramiding taro cystatin and fungal 

chitinase genes driven by a synthetic promoter enhances resistance in tomato to root-knot nematode 
Meloidogyne incognita. Plant Science. 231: 74-81. 

Dey, N., Sarkar, S., Acharya, S., and Maiti, I. B. 2015. Synthetic promoters in planta. Planta. 242: 1077-1094. 
Eulgem, T., Rushton, P. J., Robatzek, S., and Somssich, I. E. 2000. The WRKY superfamily of plant transcription 

factors. Trends in plant science  5: 199-206. 
Gurr, S. J., and Rushton, P. J. 2005. Engineering plants with increased disease resistance: what are we going to 

express? Trends in Biotechnology. 23: 275-282. 
Hammond-Kosack, K. E., and Parker, J. E. 2003. Deciphering plant pathogen communication: fresh perspectives 

for molecular resistance breeding. Current Opinion in Biotechnology. 14: 177-193. 
Heise, A., Lippok, B., Kirsch, C., and Hahlbrock, K. 2002. Two immediate-early pathogen-responsive members 

of the AtCMPG gene family in Arabidopsis thaliana and the W-box-containing elicitor-response element of 
AtCMPG1. Proceedings of the National Academy of Sciences.  99: 9049-9054. 

Joosten, M., Verbakel, H., Nettekoven, M., Van Leeuwen, J., Van der Vossen, R., and De Wit, P. 1995. The 
phytopathogenic fungus Cladosporium fulvum is not sensitive to the chitinase and β-1, 3-glucanase defence 
proteins of its host, tomato. Physiological and Molecular Plant Pathology.  46: 45-59. 

Kirsch, C., Logemann, E., Lippok, B., Schmelzer, E., and Hahlbrock, K. 2001. A highly specific 
pathogen responsive promoter element from the immediate early activated CMPG1 gene in Petroselinum 
crispum. The Plant Journal.  26: 217-227. 

Kronland, W., and Stanghellini, M. 1988. Clean slide technique for the observation of anastomosis and nuclear 
condition of Rhizoctonia solani. Phytopathology. 78: 820-822. 

Lebel, E., Heifetz, P., Thorne, L., Uknes, S., Ryals, J., and Ward, E. 1998. Functional analysis of regulatory 
sequences controllingPR 1 gene expression in Arabidopsis. The Plant Journal. 16: 223-233. 

Limon, M. C., Margolles-Clark, E., Benitez, T., and Penttila, M. 2001. Addition of substrate-binding domains 
increases substrate-binding capacity and specific activity of a chitinase from Trichoderma harzianum. FEMS 
Microbiology Letters. 198: 57-63. 

Limon, M. C., and Codon, A. C. 2004. Biocontrol mechanisms of Trichoderma strains. International 
microbiology. 7: 249-260. 

Lorito, M., Woo, S. L., Fernandez, I. G., Colucci, G., Harman, G. E., Pintor-Toro, J. A., Filippone, E., Muccifora, 
S., Lawrence, C.B., Zoina, A. 1998. Genes from mycoparasitic fungi as a source for improving plant resistance 
to fungal pathogens. Proceedings of the National Academy of Sciences. 95: 7860-7865. 

Matroodi, S., Motallebi, M., Zamani, M., and Moradyar, M. 2013. Designing a new chitinase with more chitin 
binding and antifungal activity. World Journal of Microbiology and Biotechnology. 29: 1517-1523. 

Mauch, F., Mauch-Mani, B., & Boller, T. 1988. Antifungal hydrolases in pea tissue II. Inhibition of fungal growth 
by combinations of chitinase and β-1, 3-glucanase. Plant physiology. 88: 936-942. 



 ۲۴۵-۲۳۱: ۱۳۹۶ سال / ۳شماره /  ۵۳جلد  / هاي گياهيبيماري

245 245  
 

Mazarei, M., Teplova, I., Hajimorad, M. R., and Stewart, C. N. 2008. Pathogen phytosensing: plants to report 
plant pathogens. Sensors. 8: 2628-2641. 

Moloney, M. M., Walker, J. M., and Sharma, K. K. 1989. High efficiency transformation of Brassica napus using 
Agrobacterium vectors. Plant Cell Reports. 8: 238-242. 

Neuhaus, J.-M., Ahl-Goy, P., Hinz, U., Flores, S., and Meins Jr, F. 1991. High-level expression of a tobacco 
chitinase gene in Nicotiana sylvestris. Susceptibility of transgenic plants to Cercospora nicotianae infection. 
Plant Molecular Biology. 16: 141-151. 

Niemeyer, J., Ruhe, J., Machens, F., Stahl, D. J., and Hehl, R. 2014. Inducible expression of p50 from TMV for 
increased resistance to bacterial crown gall disease in tobacco. Plant Molecular Biology. 84: 111-123. 

Rushton, P. J., Reinstأ¤dler, A., Lipka, V., Lippok, B., and Somssich, I. E. 2002. Synthetic plant promoters 
containing defined regulatory elements provide novel insights into pathogen-and wound-induced signaling. 
The Plant Cell.  14: 749-762. 

Rushton, P. J., and Somssich, I. E. 1998. Transcriptional control of plant genes responsive to pathogens. Current 
opinion in plant biology. 1: 311-315. 

Salinas, J., Oeda, K., and Chua, N.-H. 1992. Two G-box-related sequences confer different expression patterns in 
transgenic tobacco. The Plant Cell.  4: 1485-1493. 

Sambrook, J., and Russell, D. W. 2001. Molecular cloning: a laboratory manual. Volume 1–3. Cold Spring 
Harbor, New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press. 

sharma, N., sharma, K. P., gaur, R. K., and gupta, V. K. 2011. Role of chitinase in plant defense. Asian journal of 
biochemistery. 6: 29-37. 

Shokouhifar, F., Zamani, M. R., Motallebi, M., Mousavi, A., and Malboobi, M. A. 2011. Construction and 
functional analysis of pathogen-inducible synthetic promoters in Brassica napus. Biologia Plantarum. 55: 689-
695. 

Trudel, J., and Asselin, A. 1989. Detection of chitinase activity after polyacrylamide gel electrophoresis. 
Analytical biochemistry. 178: 362-366. 

Venter, M. 2007. Synthetic promoters: genetic control through cis engineering. Trends in Plant Science. 12: 118-
124. 

Zeilinger, S., Galhaup, C., Payer, K., Woo, S. L., Mach, R. L., Fekete, C., Lorito, M., Kubicek, C.P. 1999. 
Chitinase Gene Expression during Mycoparasitic Interaction of Trichoderma harzianum with Its Host. Fungal 
Genetics and Biology. 26: 131-140. 


